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CONSIDERACIONES




1.1. INTRODUCCION

El empleo de las plantas o parte de ellas con fines terapéuticos es una
practica utilizada por los animales y el propio hombre desde la Prehistoria.
De hecho, la mayor parte de los farmacos han estado basados en los
principios activos de las plantas (Hieronymus,1882).

Nuestros antepasados acudieron a ellas probablemente tras observar las
costumbres de los animales y decidir imitarlos para aliviar sus dolencias. A
partir de la época en que el hombre comenzé a vivir en comunidades, el
conocimiento y el manejo de las plantas usadas para determinadas
enfermedades pasé a manos de los hechiceros o brujos. En ese entonces
se asociaba la presunta actividad curativa de una planta a la similitud de
ésta en su aspecto y forma con respecto al érgano sobre el que se pretendia
actuar.

Una de las plantas tradicionalmente utilizadas en la antigliedad fue la
Mandragora officinarum L., Solanaceae ( Fig. 1) de notable influencia en
Europa durante el medioevo. Antiguos documentos describen a la
mandragora como una planta que “adormece el primer dia y vuelve loco el
segundo". Los campesinos de aquellos tiempos le tenian terror porque
creian que poseia ciertas caracteristicas humanas. En los textos de magia
se habla de ella con verdadero culto, contribuyeron mucho a la celebridad
de esta planta los charlatanes que vendian su raiz en altisimos precios
gracias a las cualidades que le atribuian y a las que el vulgo daba completo
crédito (Brau, 1973).

En suma, el saber popular sobre las propiedades curativas de las plantas
forma parte indudablemente de la cultura de los pueblos A partir de todos
estos conocimientos acumulados, la ciencia comenzaria a investigar las
virtudes curativas o terapéuticamente aprovechables reales de las plantas,
como asi también a averiguar su composicién quimica y tratar de aislar sus
principios activos La Fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacion de
los productos de origen vegetal con finalidad terapéutica, ya sea para

prevenir, atenuar o para curar un estado patolégico. En el caso de la
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busqueda de plantas con actividad antimicrobiana los investigadores
dedicados a ella han indicado como muy llamativo que las numerosas
especies que han sido empleadas en la medicina popular para el tratamiento
de diversas infecciones microbianas sean aquellas que generalmente no se
encuentran infectadas por agentes patégenos (bacterias y hongos), mientras
que otras especies en el mismo habitat se ven atacadas por diversas plagas.
Se podria tratar de un verdadero sistema de defensa frente al ataque de
microorganismos del ambiente que pululan en el aire, suelo, agua y los
transportados por el hombre. Esto sugiere que dentro de algunos vegetales
existen principios activos con actividad antimicrobiana que actuarian frente a
agentes fitopatdégenos y que por lo tanto podrian desarrollar igual accion
frente a los infectantes del hombre (Ratera y Ratera, 1980).

Figura 1. Raiz de Mandragora officinarum L...
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El aislamiento de principios activos con potencial accién farmacolégica ha
visto decrecer su auge como consecuencia del progresivo desarrollo de las
sustancias sintéticas con actividad antibiética producida por los laboratorios
farmacéuticos. De todos modos, en la mayoria de los casos eéstos
generalmente parten de los principios activos vegetales a los que han
modificado para aumentar su actividad (Mitscher, 1972,a,b,c).

Actualmente, y como consecuencia del mal uso y abuso de los
antimicrobianos de sintesis, de sus efectos adversos, de las
contraindicaciones e interacciones con otros medicamentos y de los
mecanismos de resistencia producidos por los agentes patdgenos, se opta
cada vez mas por una medicina que utiliza los agentes naturales como
terapia ..

La poblacion mundial emplea en un alto porcentaje plantas medicinales
como una alternativa terapéutica y es asi que en nuestros dias se ha vuelto
con mucho entusiasmo y con interesantes resultados al estudio de la
busqueda de plantas superiores con principios activos que presenten
diversas actividades farmacoldgicas (Alonso, 1998).

El primer trabajo de investigacion que se conoce sobre plantas con
actividad antibiotica se remonta al afio 1890, cuando Roux demuestra que
una maceracion de semillas de cebada, Hordeum vulgare L. (Gramineae)

(Fig. 2) inhiben totalmente el crecimiento del Vibrio cholerae.

Figura 2. Semillas de Hordeum vulgare L..
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En 1898 Dombray y Vliaicovitch (citado Vincent,1948) dan a conocer los
efectos inhibitorios del bulbo Allium sativum L.( Liliaceae) (Fig. 3) sobre las
bacterias Escherichia coli, Salmonella tiphy, Salmonella paratiphy y Shigella

dysenteriae.

Figura 3. Bulbos de Allium sativum L..

Algunos afios mas tarde Jordanoff (1927) publica su trabajo sobre
Capsicum annum L. (Solanaceae)(Fig. 4), dando cuenta de su actividad

frente a Salmonella tiphy.

Figura 4. Frutos de Capsicum annum L..
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En la misma época Stoll (1928) demuestra la actividad de Chelidonium

majus L. (Papaveraceae) (Fig. 5) frente a Staphylococcus aureus.

Figura 5. Chelidonium majus L..

Todas estas investigaciones han sido coetaneas con los estudios
realizados por Alexander Fleming, quien al descubrir la penicilina, sustancia
extraida del hongo Penicillium notatum con una gran actividad bactericida,
cambia la terapéutica empleada hasta ese momento. En septiembre de 1928
Fleming (Fig. 6) descubre la penicilina durante un estudio sobre las
mutaciones de colonias de estafilococos al observar que uno de los cultivos
habia sido accidentalmente contaminado, comprobé que alrededor de la
zona inicial de contaminacion el desarrollo del Staphylococcus aureus se
habia inhibido, fenomeno que interpreté era el efecto de una sustancia
antibacteriana originada por el desarrolio de un hongo (Fleming A.1929).
Asi, a fines de la segunda guerra mundial comienza la busqueda incesante
de nuevos antibidticos producido por otros organismos con acciones

analogas a la penicilina.
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Figura 6. Alexander Fleming en su Laboratorio.

En los afios 1944, 1947 y 1949 Hollande, publica sus investigaciones
realizadas para un Laboratorio de origen francés descubriendo la primera
sustancia con actividad antimicrobiana proveniente de un hongo superior: |a
Clitocybina, extraida de especies del género Clitocybe, eficaz contra el
bacilo de la tuberculosis.

En nuestro pais el primer trabajo sobre actividad antimicrobiana es el
publicado por Cercés (1951), quien estudio la actividad del “vinal’, Prosopis
ruscifolia Griseb. (Legum‘i-noseae) (Fig. 7). Esta investigacion tuvo su origen
en las observaciones efectuadas sobre la accion terapéutica de la infusion
de las hojas de este vegetal sobre ciertas enfermedades oculares y la
comprobacién de que en el manto organico de esta Leguminosa crecen
pocas especies, suponiéndose que podria deberse a la presencia de
sustancias inhibitorias de la germinacién de otros vegetales. Se realizé la
extraccidén de los principios activos antimicrobianos partiendo de hojas secas
mediante el empleo de distintos solventes orgénicos y soluciones salinas. La
actividad del “vinal’ demostrd poseer sustancias inhibidoras del desarrollio de
bacterias Gram (+), Gram (-), acido alcohdlicas resistentes y algunas

especies de hongos.
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Figura 7. Prosopis ruscifolia Griseb..

Posteriormente Cercdés y Rodriguez Berreta (1953) analizaron 249
especies argentinas en su mayoria indigena. Utilizaron hojas frescas
enfrentandolas a Bacillus subtilis y Escherichia coli, demostrando la accion
antibacteriana de varias de ellas. Se destacaron por su gran actividad las
especies pertenecientes a las familias Leguminosas y Compuestas.

Gautier y Gerber en 1958 realizaron el estudio de 52 plantas de Cérdoba,
los extractivos se obtuvieron a partir de las partes aéreas utilizando como
solventes acido sulfurico diluido (pH 4), solucién buffer de pH 9, solucién de
cloruro de sodio al 0,9% y éter. Las bacterias empleadas para las pruebas
fueron Staphylococcus aureus 'y Eschericha coli.

En 1977 Escalante y Carpano enfrentaron hojas frescas y extractos
acuosos del mismo material pulverizado de 27 especies pertenecientes a 20
familias de plantas superiores, de las cuales 14 mostraron actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus. Temminalia australis
Cambess. (Combretaceae) (Fig.8), resulté ser la especie de mayor actividad,
motivo por el cual se la ha seleccionado para la realizacion del presente

estudio.
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Figura 8. Terminalia australis Cambess..

Tanto las candidiasis como las aspergillosis son las micosis mas
habituales en humanos y animales y son varios los motivos que han
promovido este aumento progresivo de las mismas: individuos
inmunolégicamente deprimidos, abuso en el empleo de los antibacterianos,

uso indiscriminado de corticoides, pacientes con neoplasias y transplantes
de dérganos, entre otros. (Miller y Murray, 1998).

Las cepas flingicas actualmente aisladas con mayor frecuencia en
diversas lesiones humanas y animales corresponden a Candida albicans,
C.Krusei, Aspergillus fumigatus, A. niger y A. flavus, razén por la que estas

especies fueron seleccionadas para los ensayos en el presente trabajo.
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1.2. ANTECEDENTES BOTANICOS

1.2.1. ORDEN MYRTALES Reichenbach

Sinonimia: Combretales Baskerville, Lythrales Caruel, Melastomatales
Oliver, Oenotherales Bromhead, Onagrales Reichenbach, Penaeales
Lindley, Vochysiales Dumorthier ~Myrtanae Takhtajan — Myrtopsida Barting,
Oenotheropsida Brongniart.

El orden Myrtales estd constituido por 14 familias y mas de 9.000
especies, la mayoria de ellas agrupadas en sbélo seis familias:
Melastomataceae (4.000 spp.), Myrtaceae (3.000 spp.), Onagraceae,
Combretaceae, Lythraceae y Thymelaeaceae, que poseen entre 400 y 600
especies cada una. El resto de las familias tienen solamente 60 especies en
total y 6 de ellas son monogenéricas. Las relaciones taxonémicas dentro del
orden Myrtales han sido extensamente estudiadas por Conti et al. (1996,
1998, 1999, 2002) Schénenberger y Conti (2001, 2003, Oliniaceae) y Wilson
et al. (2004, Myrtaceae). |

1.2.2. FAMILIA COMBRETACEAE R. Brown

Sinonimia: Bucidaceae Sprengel, Myrobalanaceae Martynov,
Sheadendraceae G. Bertolini, Terminaliaceae Jaume Saint-Hilaire.

Metcalfe y Chalk (1957) describieron la exo-endomorfologia de los
6rganos vegetativos de las Combretaceae. Posteriormente Stace (1965)
estudié la epidermis foliar y los tricomas de 18 géneros de Combretaceae,
entre los cuales investigd 29 especies de Terminalia L., aunque no la
especie en cuestion, y puntualizd su importancia diagndstica a nivel genérico
y especifico.

Los caracteres carpolégicos han sido considerados de valor diagnéstico a nivel
genérico (Exell, 1954) y especifico y especifico (Griffiths, 1959;Guaglianone;
1998,1999a,1999b).La anatomia de los frutos de las Combretaceae no ha sido

11

S8|eJauss) SaUOIDBISPISUO)




practicamente estudiada, excepto los de Quisqualis indica L. y Quisqualis
madagascariensis Boj.. Se describen a los estambres de esta familia como
obdiplostémono (Maheu y Weitz, 1935). Las semillas a nivel de la familia
fueron caracterizadas por Niembro Rocas (1989) y la estructura de las
cubiertas seminales por Corner.(1976).

Las caracteristicas del lefio de Ilas Combretaceae fue descripto
sucesivamente por Record (1936), Metcalfe y Chalk (1957), Rao (1972), Van
Viiet (1979), y Alfonso y Richter (1991).

Las puntuaciones ornadas de la familia constituyen un ejemplo clasico,
mencionado por distintos autores, entre ellos Record (1936), y fueron
estudiadas con microscopia ¢ptica (MO) y microscopia electrénica de
barrido (MEB) por Van Vliet (1978).

1.2.3. GENERO TERMINALIA Cambess

Han sido descriptas 150 especies del género Terminalia, que estan
distribuidas geograficamente en los cinco continentes.

Chattaway (1955) estudié con MO la ocurrencia de cristales lefiosos en
1.000 géneros de 160 familias. En relacidn a Terminalia cita 12 especies que
presentan drusas en ceélulas abultadas (idioblastos) y 4 con cristales
elongados, todas en el parénquima axial. Posteriormente Chattaway (1956)
y Corner (1976) hacen descripciones del género Terminalia y de 4 especies,
ilustrando T. arjuna W. et Arn. y T. parviflora Thw., cuyo nombre valido
segun Philcox (1995) es T. zeylanica van Heurck et Muell. Mas
recientemente Werker (1997) presenta una descripcion muy breve vy

esquematica de las cubiertas de 7. parvifiora Thw.

1.2.4. TERMINALIA AUSTRALIS Cambess.

Devoto y Rothkugel (1942) establecieron el diametro maximo observado y

la altura maxima de Terminalia australis y consideraron que es una especie
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poco abundante. Esta especie ha sido descripta en varios trabajos floristicos
de Argentina (Exell, 1939; Cabrera y Dawson, 1944; Fabris, 1965,
Leonardis, 1976; Lahitte y Hurrell, 1997 b; Guaglianone, 1998, 1999 a , b),
Brasil (Exell y Reitz, 1967) y Uruguay (Lombardo, 1964; Muiioz ef al., 1993).

Tortorelli (1956) realizé un estudio macroscopico y microscopico de la
madera de T. australis. Por su parte Tuset y Duran (1970), en un estudio
macroscépico de las maderas comerciales de Uruguay, describieron
brevemente la madera de la citada especie y la separaron, por medio de una
clave, del resto de las coniferas y latifoliadas estudiadas.

Los granos de polen han sido descriptos con MO por Barth y Silva (1965) y
por Markgraf y D'Antoni (1978). Mas recientemente Kiucking (1991)

determina el patrén de nerviacion de las hojas de la especie.
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1.3.ANTECEDENTES ANTIMICROBIANOS

1.3.1. FAMILIA COMBRETACEAE

En el aflo 1995 Bassene et al. comunican los resultados obtenidos al
estudiar la actividad antimicrobiana de tres especies de Combretaceae:
Teminalia avicennioides (Fig. 9), Combretum mincranthum y Guiera
senegalensis (Fig. 10), las cuales son empleadas en la medicina tradicional
del sur de Senegal para el tratamiento de la diarrea infantil, bronquitis y
enfermedades venéreas. Se trabajé con raices y frutos, obteniendo
extractos acuosos por maceracidon y decoccién (como son empleadas
popularmente) que se ensayaron frente a diferentes especies bacterianas
(Bacillus subtilis, Corynebacterium diphteriae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus
y Enterococcus faecalis) y también frente a Candida albicans. Todos los

extractos presentaron actividad antimicrobiana.

Figura 9. Terminalia avicennioides Gil..
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Figura 10. Guiera senegalensis J.F. Gmel..

Dos afilos mas tarde Martini et al. (1998) comprueban la actividad
inhibitoria de hojas de Combretum erithrophyllum frente Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Mas recientemente Elegami ef al (2002) publican un trabajo sobre la
actividad de 48 extractos obtenidos a partir de cuatro especies
pertenecientes a la familia Combretaceae, que mostraron actividad
inhibitoria sobre el desarrollo de microorganismos de coleccidén y de otros
aislados de lesiones humanas (bacterias y hongos); dado que las especies
estudiadas son muy ricas en taninos, los autores atribuyen a estos
compuestos las propiedades antimicrobianas. Simultaneamente Masika et
al. (2002) determinaron que los extractos de Combretum caffrum Eckl. Zehy
(Fig. 11) poseen importante actividad frente a bacterias Gram (+) y a

algunas especies de hongos.
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Figura 11. Combretum caffrum Eckl. Zehy.

En el aflo 2005 en Sudafrica Bessong et al. ensayaron la actividad de
extractos metandlicos y acuosos de nueve plantas medicinales originarias
de esa regién, demostrando las propiedades inhibitorias de los mismos
frente a virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, destacandose dentro
de dichos extractos el realizado a partir de la raiz de Combretum molle R.
Br. (Fig.12), que exhibié importante actividad inhibitoria. Finaimente Batawila
et al. (2005) demuestran la actividad antifungica de cinco especies de
Combretaceae, en un ensayo realizado frente a 20 hongos patégenos (10
levaduras y 10 hongos filamentosos). Los extractos hidroalcohélicos fueron
los que demostraron mayor actividad, confirmando el uso tradicional de las

plantas en la medicina popular.

Figura 12. Combretum molle R. Br.
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1.3.2. GENERO TERMINALIA

El primer trabajo sobre actividad antimicrobiana de especies del género
data de 1950, cuando Bushnell et al. Informan acerca de la actividad
antibacteriana de plantas de Hawai, entre ellas Terminalia catappa L.
(Fig.13).

Figura 13. Terminalia cattapa L.

Muchos afios mas tarde Taylor et al. (1996) realizaron un screening de
plantas medicinales de Nepal utilizadas en medicina tradicional para el
tratamiento de infecciones bacterianas y flungicas, demostrando que
Teminalia alata posee gran actividad frente a casos de diarreas producidas
por Shigella dysenteriae. Por su parte la raiz de Terminalia macroptera
(Fig. 14 ) es empleada popularmente en Guinea y en el este de Africa para

el tratamiento de distintas infecciones; su actividad fue investigada por Silva
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et al. (1997) y demostrdé poseer actividad inhibitoria en el desarrollo de
cultivos de Candida albicans, presentando también actividad antibacteriana
frente a Escherichia coli, Shigella dysenteriae y Vibrio cholerae.
Posteriormente Silva et al (2002) demostraron la actividad bactericida de las
hojas de Terminalia macroptera Gill. et Perr. frente a Neisseria gonorrhoeae,
siendo el extracto de éter etilico el que mayor actividad presentd, aunque
todas las fracciones demostraron en mayor o menor grado poseer accion

inhibitoria en el crecimiento de este microorganismo.

Figura 14.Terminalia macroptera Gill. et Perr.

El mismo afo Khan et al. (2002) estudiaron la actividad antibacteriana del
extracto metandlico de hojas, raices y tallos de Terminalia complanata frente
a Staphylococcus aureus, Eschenichia coli y Shiguella disenteriae.

Arora et al. (2003), estudiando algunas plantas medicinales de la India,
citan seis con actividad frente a varias especies de Salmonella, entre las que
se encuentran dos especies del género: Terminalia bellerica ( Gaertn.) Roxb.
Bellerik (Fig. 156) y T. chebula Retz. (Fig. 16).
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Figura15.Terminalia bellerica (Gaertn.) Roxb. Bellerik

Figura 16. Terminalia chebula Retz

En nuestro pais Martino et al. (2004) trabajaron con extractos acuosos
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de hojas de Terminalia triflora (Fig. 17), encontrando que posee compuestos
que inhiben el desarrollo del HIV.

Muy recientemente se han estudiado la actividad inhibitoria de Terminalia
sericea Burch. ex DC (Fig. 18),especie empleada para el tratamiento de
infecciones bacterianas, demostrandose que los extractos intermedios y
polares de las raices de esta planta exhibieron actividad frente a Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis y Pseudomonas aeruginosa;
estos extractos también presentaron actividad inhibitoria frente a Candida

albicans y Aspergillus niger. (Moshi et al., 2005).

Figura 17.Terminalia triflora (Griseb.) Lillo
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Figura 18. Terminalia sericea Burch. ex DC

1.3.3. TERMINALIA AUSTRALIS Cambess.

Hace ya algunos anos, investigaciones preliminares efectuadas con
extractivos acuosos de hojas frescas de Terminalia australis Cambess
(Fig. 8) permitieron comprobar la actividad antibacteriana de esta especie
frente a cultivos de Staphylococcus aureus (Escalante y Carpano,
1977).Mas recientemente Carpano et al. (2004) comprobaron la actividad
antifungica de extractos acuosos y metandlicos de los organos aereos frente
a cepas de Aspergillus niger, A. fumigatus, A. flavus , Candida albicans y C.

kruseil.
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OBJETIVOS




o Describir la exo-endomorfologia de los érganos aéreos y establecer
los parametros micrograficos de Terminalia australis Cambess.

El estudio de los d6rganos aéreos de esta especie tiene como finalidad
precisar sus caracteres exo- y exoendomorfolégicos los que junto a la
determinaciéon de sus pardmetros micrograficos aportaran los elementos
diagndsticos que permitan su precisa identificacion. Esta informacion
permitiria elaborar una monografia de la especie, con miras a su eventual
inclusion en la Farmacopea Argentina.

e Realizar ensayos que permitan determinar la posible actividad
antifungica de los extractos de la especie en estudio.

Los extractos acuoso, metandlico y diclorometéanico de érganos aéreos de
Termninalia australis seran utilizados para la realizacion de antifungigramas,

con el propdsito de determinar la existencia de actividad antifungica.

o Determinar la concentracién minima inhibitoria.

En aquellos extractos que demuestren poseer actividad antifungica se
determinaré la concentracion minima inhibitoria (ug/ml) y se compararan los
valores obtenidos con los correspondientes a antifungicos de referencia,
establecidos por el National Commitee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLYS).
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e Determinar el periodo de mayor capacidad antifungica de la especie

en estudio.

La realizacion de antifungigramas con los extractos obtenidos a partir de
material vegetal recolectado en forma sistematica (utilizando el mismo
ejemplar para la obtencién de extractos durante 24 meses consecutivos)

permitirda realizar un seguimiento de la actividad antifungica durante los

soAlslqo

ciclos vegetativo y reproductivo. De esta manera se podria establecer el
periodo optimo de recoleccion del vegetal para obtener un mayor

rendimiento de las sustancias responsables de dicha actividad.

e« Mejorar la propagacion de la especie.

Los ensayos de enraizamiento de estacas permitirdn demostrar si es
posible mejorar la propagaciéon de la especie, con la expectativa de
solucionar el grave inconveniente de la escasa disponibilidad de ejemplares

de la misma en nuestra zona.
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3.1.EXO-ENDOMORFOLOGIA DE ORGANOS
AEREOS

3.1.1. MATERIAL VEGETAL

3.1.1.1. Procedencia

Se analizaron materiales frescos y secos. Los primeros fueron colectados en
Punta Lara (Partido de Ensenada, Provincia de Buenos Aires, Republica
Argentina), Arroyo Cudapird (Ruiz de Montoya, Provincia de Misiones,
Republica Argentina) y Playa Ferrando (Real de San Carlos, Departamento de
Colonia, Republica del Uruguay). Las correspondientes muestras herborizadas
han sido incorporadas al Herbario del Museo de Botanica y Farmacognosia
“Carlos Spegazzini” de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad
Nacional de la Plata (LPE).

Las exsiccatas provienen de los siguientes Herbarios: LP (Herbario del
Museo de La Plata), LPA (Herbario de la Facultad de Agronomia, UNLP), MBM
(Museo Botanico Municipal de Curitiva, Brasil), Sl (Instituto Darwinion, San
Isidro, Argentina) y UPCB (Herbario del Departamento de Botanica de la
Universidad Federal de Parana, Brasil).

ARGENTINA. Provincia de Buenos Aires: Partido de Ensenada: Punta Lara,
Freire11/3/79 (LPA), Reserva Natural de Punta Lara, camino a Villa Elisa a 50
m del camino costanero, Carpano 993 (LPE); Parador “El Tio”, Carpano 1027
(LPE); a 70 m del arroyo Boca Cerrada, Carpano 1026 (LPE), entrada a la
Reserva, Carpano 1025 (LPE); junto al galp6n, Carpano 1030 (LPE). Partido
La Plata: Arboretum Fac. Agronomia, Fabris 1882 (LP).Partido San Isidro: San
Isidro, Parque Instituto Darwinion, N.M. Bacigalupo s/nro. (S117462). Isla
Martin Garcla, J. Hurrell ef al. 1118, 1327, 3855 (LP), Gamerro 1003 (LP).
Prov. Cormrientes: Departamento. San Martin: cruce Ruta Nacional 129 sobre el

arroyo Guavirari, O. Boelcke, N. N. Correa, N. Bacigalupo, et S.C., M.N.
Correa 5347 (Sl)L.a Cruz,A. Burkart 7871 hoja a (Sl)Departamento SantoTomé
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Krapovickas et a/. 21083 (LP). Prov. Entre Rios: Departamento Concepcién
del Uruguay: Concepcién del Uruguay, Balneario Municipal itape, N.M. Tur, R.
Guaglianone et C.N. Skorupka 1908 (Sl). Departamento Concordia: A. L.
Cabrera et Sagastegui 19304 (LP), N. Berti ef Escalante 272 (LP). Isla
Cambacua, A.L. Cabrera 12330 (LP). Delta, Brazo largo A.C. Scala s/nro.
(LP38366). Provincia Misiones: Departamento Cainguas: Reserva privada de
la UNLP “Valle del Arroyo Cufiapird”, a la orilla del Arroyo Cufapird, Castro
231 (LPE), 20/3/01. Departamento Candelaria: Santa Ana, Rodriguez 602 hoja
a (Sl); Departamento Concepcién, A. L. Cabrera et al 28679
(Sl).Departamento San Ignacio: Salto Tabay, O. Boelcke, N. Correa et a/ 5382
hojas a y b (Sl).Departamento. Montecario: Puerto Piray, S. A. Renvoize 3193
(MBM). Departamento San Pedro: Rio Pitay-Guazu, O. Boelcke et a/. 5487
(8.

BRASIL. Estado Parana; Municipio Curitiva: Localidad Encas, G. Hatschbach
35171 (LP). Municipio Foz do Iguagu: ltaipd, J. A. Cordoni s/nro. (UPCB
21954). Municipic Trés Barras do Parana: Rio Guarani, S.M. Silva s/nro.
(UPCRB 20681), I. Isernhagen et M. Borgo 123 (UPCB). Municipio Vizinhos. Foz
do Chopim, G. Hatschbach 20575 (LP,S|, UPCB 7993). Estado Santa Catarina:
Municipio Itapiranga: 3-4 km oeste de Itapiranga, L. B. Smith et Klein 13169
(LP). Municipio Riqueza: Rio lracema, L. B. Smith et Klein 13117 (LP, SI).
Municipio Sdo Miguel d'Oeste: Peperi, L. B. Smith et Klein 13246 (Sl)..
PARAGUAY.Departamento _Itapta: Alto Parana, Encarnacion,T. Rojas
10824(Sl). (Si).

URUGUAY. Departamento Colonia: Colonia del Sacramento, camino.
costanero al Real de San Carlos, Carpano 1023 (LPE), Real de San Carlos,
frente al Camping Municipal, Carpano 1024 (LPE), Riachuelo, A.L. Cabrera
3905 (L.P); Playa Ferrando, Carpano 1028 (LPE). Departamento Rio Negro:
Localidad San Javier G. Herter 11/27, ex-herb 82822 (Sl).

3.1.1.2.Procesamiento

3.1.1.2.1. Anatomfia de 6rganos vegetativos y reproductivos
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Los estudios anatomicos fueron realizados tanto en material fresco como en

material seco.
3.1.1.2.1.1. Hoja

Para las observaciones anatémicas de la epidermis foliar con Microscopio
optico (MO) se procedié a su diafanizacion y a la eliminacion de la cuticula
aplicando la técnica descripta por Carpano et al. (1994), que permitio visualizar
las células y obtener el valor numérico proporcional correspondiente al indice
de Estomas (Salisbury, 1927) y el indice de Empalizada (Zomig y Weiss,
1925).

Hojas pequerias o trozos de 0,5 cm de lado se introdujeron en un vaso de
precipitado con alcohol de 90° durante 15 minutos en un bafio a 70°C y al cabo
de ese tiempo se agregé igual cantidad de hidroxido de potasio al 10% y se
mantuvo a baflo Maria durante otros15 minutos; el material vegetal se lavé con
agua corriente hasta la eliminacidén del alcali y luego se traté con hipoclorito de
sodio al 40% a bafo Maria durante 20 minutos o durante 15 horas a
temperatura ambiente, agitando periddicamente; finalmente se lavé con agua
corriente hasta eliminacion del hipoclorito de sodio. El material vegetal asi
tratado se mantuvo indistintamente en 4acido lactico al 1%, en liquido
conservador (alcohol-glicerina-formol ¢.s.p.) o en hidrato de cloral.

Los cortes transversos de hojas se practicaron con micrétomo de Ranvier a
partir de material fresco fijado en alcohol absoluto-acido acético glacial (3:1) o
seco e hidratado en caliente. Una parte del mismo se diafanizé con hidréxido
de sodio al 10% y otra se coloreé con safranina-fast green. Los cortes se
montaron en Balsamo sintético Biopur, pasando a formar parte de la coleccion
de cada especie.

Se practicaron reacciones histoquimicas de diagnéstico para evidenciar
oxalato de calcio (acido clorhidrico), taninos (cloruro férrico o iodato de
potasio), alcaloides (Dragendorff), lignina (floroglucina y acido clorhidrico) y
lipidos (Sudan if).

Las observaciones se realizaron utilizando un microscopio éptico Olympus
CH vy los disefios originales se realizaron con el mismo, equipado con tubo
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de dibujo lroscope.
La simbologia utilizada es la de Metcalfe & Chalk (1957). Las

fotomicrografias se tomaron usando un microscopio Leitz y camara Leica-
Wild MP 532 con pelicula color Kodak Gold, 100 ASA.

Para la observacién de la epidermis foliar (con y sin cuticula) se empled un
microscopio electronico de barrido (MEB). Para ello las hojas se hidrataron a
temperatura ambiente durante 60 horas, luego se lavaron con agua destilada
clorada y se fijaron en FAA (alcohol etilico 96°-agua destilada—formol-acido
acético glacial) durante 48 horas. Finalmente, utilizando un microscopio
estereoscopico se secciond una pequeia pieza de material, se secd entre
papel de filtro y se montd sobre una platina de aluminio cubierta de cinta
adhesiva, terminando el secado con una luz puntiforme. Las observaciones y
fotomicrografias se efectuaron con un MEB Jeol JSM-T100 del Servicio de

Microscopia Electrénica de Barrido del Museo de La Plata.
3.1.1.2.1.2. Tallo Primario, flor, antera, fruto y semilla

Se obtuvieron cortes (transversales, longitudinales radiales y tangenciales
segun correspondiere) de tallo primario, flor, fruto y semilla y maceraciones
con hidroxido de sodio al 10 % y mezcla de Jeffrey (acido nitrico al 10 %-acido
cromico al 10 %) de tallo primario y fruto, practicandose reacciones
histoquimicas de diagnéstico para evidenciar oxalato de calcio (acido
clorhidrico), taninos (cloruro férrico, iodato de potasio), alcaloides
(Dragendorff), aleurona (xilol, acido picrico), almidén (Lugot), lipidos (Sudan |11)
y lignina (floroglucina clorhidrica).

Para la observacion de tallo primario, antera, frutc y semilla con MEB el
material fresco se lavé con agua destilada clorada y se fijé en FAA durante 48
horas.

Los granos de polen, sin acetolizar, fueron lavados con alcohol absoluto.
Posteriormente los materiales se montaron y secaron sobre una platina de
aluminio. Las observaciones y fotomicrografias se efectuaron con un MEB Jeol
JSM-T100 del Servicio de Microscopia Electrénica de Barrido del Museo de La
Plata. La observacion con MO se realizé en granos acetolizados segtin
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Erdtman (19689), montados en glicerina-gelatina y sellados con parafina. Se
hicieron preparados de granos de polen no procesados quimicamente,
empleando la técnica de Wodehouse (1935), para compararios con los
acetolizados. L.a forma se definié de acuerdo a la relacién diametro polar y
diametro ecuatorial (Dp/De), (Erdtman 1952) y en la medida de los poros se
indica primero el eje polar y luego e} ecuatorial. La terminologia palinolégica
empleada se ajusta a Punt ef al. (1994). Todos los valores obtenidos de cada
parametro se expresaron en rangos, promedio, moda (Mo) y desviacién
estandar (s).

Las observaciones se efectuaron con microscopio estereoscopico lroscope
YZ-6 y un MO Olympus CH y los diseilos originales se realizaron con el
mismo, equipado con tubo de dibujo lroscope. La simbologia utilizada en los
disefios es la de Metcalfe & Chalk (1957).

3.1.1.2.1.3. Tallo secundario y corteza

Se estudioé material de corteza y lefio obtenido en forma de rodaja de 11 cm
de didmetro a 85 cm de altura del suelo y también se obtuvo una muestra de
corteza de un tronco de 28 cm de diametro a 120 cm de altura del suelo.

Se obtuvieron cortes transversales y longitudinales de corteza con un
micrétomo de mano Ranvier, que luego fueron decolorados con hipociorito de
sodio al 50 %, tefidos con safranina al 1% en alcohol 50°, deshidratados vy
montados en balsamo sintético.

Los tacos del lefioc fueron hervidos en agua-detergente hasta su
ablandamiento. Para la observacion con MO se efectuaron cortes
transversales y longitudinales (radiales y tangenciales) de 27 ym de espesor,
con el xilétomo Jung Ag Heidelberg 15980 de la Catedra de Dendrologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La
Plata. Los cortes fueron decolorados con hipoclorito de sodio al 50 %, lavados
con agua, luego coloreados con safranina al 1 % en alcohol 509, deshidratados
y montados en bélsamo sintético. Las maceraciones de lefio se hicieron con

mezcla de Jeffrey.
Se practicaron reacciones histoquimicas de diagnéstico para evidenciar
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oxalato de calcio (acido clorhidrico), taninos (cloruro férrico, iodato de
potasio), alcaloides (Dragendorff), aimidén (Lugol), lignina (florogiucina
clorhidrica), resinas (solucién saturada de acetato de cobre) y gomas
(ferricianuro potasico, acido nitrico-acido acético, acido clorhidrico, alcohol
etilico-metilico).

Los tests de quemado de astillas, Froth y fluorescencia son los aceptados

por el Comité Internacional de Anatomistas de la madera (JAWA, 1989).
Las observaciones se efectuaron con microscopio estereoscépico Iroscope
YZ-6 y un microscopio 6ptico Olympus CH y los disefios originales se
realizaron con el mismo, equipado con tubo de dibujo lroscope. Las
fotomicrografias se tomaron usando un MO Iroscope y camara Zenit con
pelicula cblor Kodak Gold, 100 ASA y un MO Nikon Labophot-2 y camara
Nikon HF X con pelicula blanco y negro liford, 400 ASA.

Para la observacién con MEB, la corteza fue fijada en FAA y el corte fue
secado bajo una luz puntiforme y montado sobre una platina de aluminio.En
cuanto al leflo, los cortes y astillas de madera se deshidrataron en series
crecientes de alcohol etilico y se adhirieron con goma adhesiva sobre una
platina de aluminio. Las observaciones y fotomicrografias se efectuaron con
un MEB Jeol JSM-T100 del Servicio de Microscopia Electronica de Barrido
del Museo de La Plata.

La terminologia empleada para describir macroscépicamente la corteza es
la de Junikka (1994), para caracterizar textura, grano y disefio se siguid el
trabajo de Castiglioni (1958) y para definir microscépicamente el lefio se
adoptd el criterio del Comité Internacional de Anatomistas de la madera,
IAWA (1989). Los colores de la corteza y el lefio fueron determinados de
acuerdo al atlas de colores de Villalobos y Villalobos (1947).

Los valores de aitura de los radios floematicos y xilematicos, longitud de
las fibras floematicas y xilematicas, espesor de la pared de las fibras
xilematicas, longitud de los elementos de vaso, diametro tangencial de los
vasos sin la pared, vasos/mm? e indice de agrupamiento de vasos se
expresaron en rangos, promedio, moda (Mo) y desviacién estandar (s). Las
maceraciones de lefio y meso-endocarpio del fruto se hicieron con mezcla

de Jeffrey.
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Las observaciones se efectuaron con un microscopio estereoscopico
Iroscope YZ-6 y un MO Olympus CH y los disefios originales se realizaron
con el mismo, equipado con tubo de dibujo Iroscope. Las fotomicrografias se
tomaron usando un MO Leitz y camara Leica Wild MP5 52 con pelicula color
Kddak Gold, 100 ASA y pelicula blanco y negro Plus X Pan, Kodak, 100
ASA. La simbologia utilizada en los disefios es la de Metcalfe e Chalk
(1957).

3.2. SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL

3.2.1. MATERIAL VEGETAL

3.2.1.1. Procedencia

En la seleccidon se tuvo en cuenta que el individuo fuese adulto y se
encontrase en buen estado fitosanitario.

Ubicacion: Argentina, Provincia de Buenos Aires, Ensenada, Punta Lara,
Reserva Natural, (camino a Villa Elisa a 50 m del camino costanero). Altura
aproximada del Ejemplar 8 m; perimetro del tronco 75,0 cm. Las muestras
mensuales de este Ejemplar se encuentran depositadas en LPE, bajo el N°
993.

Se recolectdé material para herborizar e incorporar al Herbario de Botanica
y Farmacognosia “Carlos Spegazzini” (LPE) .Se efectuaron observaciones in
situ. En la Tabla 1 se consignan la fecha y el tipo de matenal recolectado

para la realizacién de los ensayos biolégicos.
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Fecha | Material
28/11/98 | hojas, tallos primarios y secundarios
31/12/98 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza, escasas flores y frutos inmaduros
28/1/99 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza vy frutoes inmaduros.
24/2/99 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza y frutos inmaduros
28/3/99 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza y frutos inmaduros <
28/4/99 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza, frutos inmaduros y frutos maduros Q
30/5/98 | escasas hojas amarillentas, tallos primarios y secundarios, corteza y frutos (la g
mayoria del suelo). )
10/7/38 | tallos primarios con yemas, corteza y frutos (la mayoria en el suelo) “R
30/7/99 | tallos primarios, secundarios , yemas y corteza; se recolectaron estacas para las <
pruebas de enraizamiento en el Centro de Propagacion Vegetativa (CEPROVE). r
29/8/99 | tallos primarios y secundarios con yemas y corteza o
30/9/99 tallos primarios y secundarios con yemas (algunas yemas abiertas) y corteza o
30/10/99 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza y flores, la mayoria en estado de 8—
botén 7))
28/11/99 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza y flores abiertas
15/11/99- | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza, flores abiertas y frutos inmaduros
21/12/99
31/1/00 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza y frutos inmaduros
29/2/00 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza y frutos inmaduros
26/3/00 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza y frutos maduros (gran cantidad en
el suelo) Coleccidn de frutos para ensayos de geminacion
12/4/00 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza y frutos maduros (gran cantidad en
el suelo)
29/4/00 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza
28/5/00 |algunas hojas verdes caidas, otras rojizo-amarillentas, tallos primarios vy
secundarios, corteza
28/6/00 | muy escasas hojas amarillentas, tallos primarios y secundarios con yemas y
corteza
30/7/00 | tallos primarios y secundarios con yemas y corteza
30/8/00 | tallos primarios y secundarios con yemas y corteza; se recolectaron estacas para
el CEPROVE y se obtuvo 1 rodaja para estudio de corteza y lefio
30/9/00 | tallos primarios y secundarios y corteza
26/10/00 | primeras hojas, tallos primarios y secundarios, escasas flores en botones florales
26/11/00 | hojas, talles primarios y secundarios, corteza y floracion plena; fijacion flores 3:1
e inflorescencias en liguido conservador
23/12/00 | hojas, tallos primarios y secundarios, corteza, flores y frutos inmaduros
31/1/01 hojas, tallos primarios y secundarios, corteza, flores y frutos inmaduros (varios
frutos caidos en el suelo probablemente debido a las tormentas); se recolectaron
frutos del suelo
28/2/01 hojas, tallos primarios y secundarios, corteza, escasas flores y frutos inmaduros,
frutos con semillas en desarrollo desde el punto de vista anatomico; gran
cantidad de frutos en el suelo con la semilla consumida, mayor cantidad que el
2/00 (Fig. 3 C).
30/3/01 hojas, tallos primarios y secundarios, corteza, todos los frutos en el suelo
(probablemente debido a la semana lluviosa del 20-24/3/01) consumidos, frutos
con semillas maduras desde el punto de vista anatémico
Tabla 1. Fecha y tipo de material recolectado para la realizacion de los

ensayos bioldgicos.
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3.2.1.2. Procesamiento

Las partes aéreas de Terminalia australis fueron desecadas en estufa con
conveccion forzada de aire a 45°C por 24 horas y molidas a polvo grueso en
un molino de cuchillas Arthur Thomas.

El material pulverizado (300g) fue extraido en frio con diclorometano (48
horas, 2 X 800 ml) con agitacién frecuente. Se filtré por Blichner, al vacio,
entre cada extraccion y el marco fue lavado repetidas veces con el solvente
de extraccion. Los extractos fueron reunidos y llevados a seco a presion
reducida y rotulados como Ext-DCM. El material vegetal extraido con
diclorometano se dej6é secar a temperatura ambiente antes de cambiar de
menstruo. La operaciéon se repitié utilizando metanol como solvente de
extraccion (48 horas, 3 X 1000 mi). Los extractos fueron reunidos y llevados
a seco a presion reducida y rotulados como Ext-MeOH.

Los extractos acuosos obtenidos en caliente (infusiones) se realizaron
segun método Farmacopea Argentina VIi edicidén, se dejaron reposar, se

filtraron y se liofilizaron. Se rotularon como Ext-H,0.

3.3. ENSAYOS BIOLOGICOS

3.3.1. MATERIAL FUNGICO

3.3.1.1. Procedencia

Se emplearon los siguientes hongos provenientes del Instituto de
Micologia Carlos Spegazzini, La Plata, Provincia de Buenos Aires, Argentina
(LPS): Candida albicans(Robin) Berkhou 639 (LPS), Candida krusei
Castellani 589 (LPS), Aspergillus niger Van Tleghem 51(LPS), Aspergillus
fumigatus Fries 170 (LPS) y Aspergillus flavus Link 4 (LPS).

Las cepas empleadas corresponden a hongos levaduriformes (Candida
spp.) y miceliares (Aspergillus Spp.) que no presentan resistencia a los
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antimicoticos, utilizados como controles recomendados por el National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), en sus documentos
M27-A2 (2002 a), M38-A (2002 b) y M38-P (1998) .

3.3.1.2. Ubicacién taxonémica de las cepas fiingicas
REINO FUNGI
PHYLLUM Ascomycota
SUBPHYLLUM Ascomycotina
CLASE Ascomycetes
ORDEN Saccharomycetales
FAMILIA Saccharomicetaceae
GENERO Candida
ESPECIES C. albicans
C. krusei
ORDEN Eurotiales
FAMILIA Aspergillaceae
GENERO Aspergillus
ESPECIES A. fumigatus
A. niger
A. flavus

3.3.1.3. Candida spp.

Se trata de un género heterogéneo que comprende mas de 150 especies.
Las células en yema (blastoconidios) son redondas, ovaladas u oblongas, de
2,5 por 3 a 14 um, solas o en racimos o cadenas y Gram (+), con seudohifas
ausentes, rudimentarias o bien desarrolladas. La producciéon de tubos
germinativos y de clamidosporos son Utiles para diferenciar especies.

El crecimiento es aerdbico. Diminutas colonias en Agar Glucosado
Sabouraud (AGS) pueden ser visibles entre 24 y 36 horas y alcanzar un
tamafno de 1,5 a2 mm en 5 a 7 dias. Las colonias son generalmente de color
blanco, pero pueden tomar color crema o bronce con la edad, son glabras,
algunas veces cremosas 0 membranosas y pueden tener una franja de hifas
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sumergidas. La temperatura éptima de crecimiento es de 25 a 37 °C. La
habilidad de las levaduras de crecer a 37°C es una caracteristica importaﬁte
a ser considerada en su identificacion a partir de muestras clinicas. Las
levaduras mas virulentas crecen rapidamente a temperaturas que oscilan
entre 25 °C y 37 °C, mientras que las poco virulentas dejan de crecer a 37
°C (Dignani, 2003). En el citoplasma pueden observarse granulos de
glucégeno y vacuolas que en algunas ocasiones contienen cuerpos lipidicos
y granulos de polifosfato. Los hidratos de carbono se utilizan en forma
oxidativa o fermentativa o de ambas formas, lo cual es util para diferenciar
las especies. Son generalmente ureasa negativas, salvo en muy escasas

ocasiones (Linares & Solis, 2001).
3.3.1.3.1. Caracteristicas de Candida albicans

Candida albicans suele presentarse como una célula oval levaduriforme de
2 a 4 micras, con paredes finas (Fig.19); sin embargo, en tejidos infectados
también se han identificado formas filamentosas de longitud variable, con
extremos redondos de 3 a 5 micras de didmetro y seudohifas, que son

células alargadas de levaduras que permanecen unidas entre si.

Figura 19. Candida albicans (MEB).
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Al microscopio optico C. albicans presenta dimorfismo, el cual es descripto
como una transformacion de la forma ovoide de las blastosporas gemantes a
hifas. Por su parte Samson (1990) sostiene que desde el punto de vista
microscépico el material blanco que crece en los medios de cultivo consiste en
pseudomicelios (actualmente llamados filamentos de C. albicans). Se
presentan bajo condiciones de cultivos semianaerdbicos o facultativos y estan
formados por células elongadas que se mantienen unidas entre si como una
cadena y blastoconidias o blastosporas que estéh agrupadas a lo largo del
pseudomicelio, en los sitios en que los extremos finales de las células

pseudomiceliales se empalman con otras (Fig. 20).

Figura -20.Clamidosporas,blastoconidias y pseudomicelios(MO)

En contraste con otras especies del género, C. albicans tiene una marcada
tendencia a formar esporas grandes, de pared gruesa, denominadas
clamidosporas, sobre todo cuando se cultivan en un medio especial como
agar- harina de malz, donde las clamidosporas alcanzan un diametro de 7-8
micras, lo que constituye una importante caracteristica morfolégica en la

identificaciéon de la especie. Asimismo, tiene la capacidad para producir

37

SOPOJSIN A sojelsaleN




tubos germinales (filamentacién en suero) cuando las colonias son inoculadas
en 0,5 ml de suero a temperatura de 37 °C, observandose los resultados
después de 2 a 3 horas.

La composicion quimica de C. albicans esta representada por 20-40% de
proteinas y 30-50% de polisacaridos, mientras que la proporcién de lipidos es
variable. La fraccion lipidica va a depender de la cepa, edad del cultivo,
condiciones ambientales y del origen de la fuente de carbono.

La membrana citoplasmatica es una estructura que reviste gran importancia,
ya que los antimicoéticos actian a nivel de la misma. Ademas de contener las
enzimas responsables de la sintesis de la pared celular, presenta una doble
capa compuesta por fosfolipidos y posee invaginaciones que se observan
como surcos de 200 a 300 nandmetros de longitud, por 35 a 40 nanémetros de
espesor, ademas de los fosfolipidos, la membrana citoplasmatica esta
compuesta por grandes cantidades de proteinas y carbohidratos. Las colonias

en AGS son de tamafio mediano, de color cremoso, lisas y pastosas (Fig. 21).

Figura 21. Colonia en AGS.
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3.3.1.3.2. Caracteristicas de Candida krusei

Las colonias de C. krusei en AGS se diferencian de varias especies del
mismo género pues son tipicamente secas y a menudo tienen
pseudomicelio, presentan una coloracién crema y su forma es a menudo
lenticular, produciendo una pelicula de crecimiento superficial prominente
(Fig. 22).

Figura 22. Colonia en AGS.

Sobre agar-harina de maiz (AHM) y a 25°C después de 72 horas produce
blastosporas que tipicamente se alargan y tienen un aspecto parecido a un

arbol con pseudohifas que se bifurcan (Larone, 1995)( Fig. 23).

Figura 23. Pseudohifas y blastosporas en AHM (MO)
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Las pseudohifas presentan la caracteristica de tener en la base del

comienzo de la gemacién una minima contraccion (Fig. 24).

Figura 24. Contraccion tipica (MO).

Las blastosporas poseen una forma ovoide a redondeada (Sutton et al.,
1998),( Fig. 25).
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Figura 25. Blastosporas ovoides brotantes (MO).

3.3.1.4. Aspergillus spp.

La mayoria de las especies de este género forman colonias con colores
vivos debido a la profusa produccién de esporas pigmentadas de color azul,
verde o amarillo, aunque también las hay de color blanco y negro. Las
especies de Aspergillus se caracterizan por poseer cadenas de conidias
pequenas, ovales u esféricas sostenidas en cadenas en las puntas de fialides
radialmente ubicadas sobre la superficie del apice dilatado del conidiéforo,
denominado vesicula, elementos visibles al microscopio 6ptico. Algunas
especies pueden reproducirse sexualmente en los medios de cultivo y producir
cleistotecios. Estos contienen ascos que contienen a su vez ascosporas, cuya
morfologia también pueden usarse como elemento de identificacion de las
especies. Se han descrito cientos de especies, en base a las caracteristicas de
las fases asexuadas como la pigmentacion de las colonias por las conidias,
tamario y longitud de los conidiéforos, forma de las vesiculas, presencia de
métulas, posicion de las fialides, tamafio y longitud de las cadenas de las

esporas, etc. (Fig. 26).
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Conidiatoro

I l Célula «pio»

Cdlutas da Hullo

Figura 26: Elementos microscépicos tipicos de la fase asexuada.

3.3.1.4.1. Caracteristicas de Aspergillus fumigatus

Al microscopio éptico las hifas son hialinas y tabicadas. La longitud de los
conidiéforos es moderada y tienen una célula de pie caracteristica en la
base. Las vesiculas tienen forma de clpula y la mitad a dos tercios de la
superficie esta cubierta por una hilera de fidlides, desde las cuales salen
largas cadenas de conidias globulosas, equinuladas, de 2-3 um de diametro,
con tendencia a mantenerse en manojos paralelos hacia el centro (Fig. 27).
Los cultivos pueden tolerar temperaturas de hasta 45 °C (Domsch et al,,
1980; Pitt & Hocking, 1985).

Esta especie crece en 26 dias en medios sin cicloheximida. La colonia
crece con un borde evidente, es vellosa y blanca durante el crecimiento
precoz, pero luego se hace aterciopelada o granulosa y de color azul-verde
a gris-verde por la produccién de conidios pigmentados. El reverso de la
colonia tiene color blanco a crema. Microscopicamente las hifas son hialinas
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y tabicadas. (Fig.28).

Figura 27. Fase asexuada de Aspergillus fumigatus (MO)

Figura 28.Colonia tipica en AGS

3.3.1.4.2. Caracteristicas de Aspergillus niger
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Las hifas son tabicadas y los conidiéforos son largos y lisos, la vesicula es
esférica y da origen a grandes meétulas y fidlides mas pequefas que oscurecen

la superficie de la vesicula (Fig. 29).

Figura 29: Fase asexuada de Aspergillus niger (MO).

Esta especie comienza como una colonia blanca que puede volverse
amarilla , pero rapidamente desarrolla pigmentacion negra sobre la superficie a
medida que se producen las conidias, que con el tiempo pueden hacerse tan
densas como para producir una mata negra .El reverso de la colonia queda de

color gamuza o crema (Fig. 30).

Figura 30: Colonia de Aspergillus niger en AGS.
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3.3.1.4.3. Caracteristicas de Aspergillus flavus

Las vesiculas miden de 20 a 60 um, son globulosas y la esporulacion
ocurre en toda la superficie. Las fidlides se originan en la vesicula
(uniseriado) o en una hilera primaria de métulas que dan origen a fialides en
la vesicula (biseriado). Las fialides a su vez dan origen a cortas cadenas o
masas globulosas de conidias elipticas a esféricas, de 3-5 um de diametro y
de color amarillo o amarillo-anaranjado que se tornan equinulados con el
tiempo (Christensenn, 1981; Klich & Pitt, 1985); (Fig.31).

Figura 31: Fase asexuada de Aspergillus flavus (MO).

Las colonias crecen rapidamente en 5 dias a 25 °C y tienen un micelio
aéreo algodonoso y bien desarrollado que presenta cierta tonalidad de

amarillo, marrén o verde-amarillo (Fig. 32).

Figura 32. Colonia de Aspergillus flavus (MO).
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3.3.1.5. Mantenimiento de las cepas fungicas

Se trabaja con un programa metddico de repiques de cepas, archivo de
cada uno de los cultivos con sus caracteristicas microscopicas, culturales,
pruebas bioquimicas y fechas de repiques. Los métodos de mantenimiento
que se emplean se pueden dividir en tres categorias: cultivos stock, cultivos

semistock y cultivos de trabajo diario.

3.3.1.5.1. Cultivos stock

Representan el verdadero "banco de cultivos”". Se mantienen en un
sistema cerrado de conservacion y el método aplicado es la liofilizacién. Se
realiza una suspensién concentrada de un cultivo puro y joven del hongo a
conservar en leche de vaca desnatada deshidratada que se obtiene en el
comercio, la que se usa en una concentracion del 10% en agua destilada. El
método de esterilizacidon es por tindalizacion (vapor fluente durante 30
minutos en 3 dias consecutivos) o en autoclave (con una presion de 10
libras durante 10 minutos). La suspension se coloca en tubos con tapa a
rosca y se siguen las instrucciones del liofilizador utilizado (Koneman, 1995).

3.3.1.5.2. Cultivos semistock.

En el caso de las levaduras se mantienen cultivos por un periodo
intermedio entre el relativamente permanente del cultivo en stock y el cultivo
de cepas para el trabajo diario. Se emplea el congelamiento en congelador
convencional (-10 a -25°C). Los cultivos se preparan haciendo una
suspensidn concentrada de la colonia pura en caldo glucosado de

Sabouraud
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Caldo glucosado de Sabouraud deshidratado (Britania) pH final: 5.6 £ 0.2

[Férmula (en gramos por litro)

Instrucciones(Britania)

Suspender 65 g del polvo deshidratado por litro de;

agua destilada. Reposar 5 minutos y mezclar hasta

Pluripeptona ho.o
IGlucosa 140.0
Cloranfenicol 0.05

j;:niformar. Calentar agitando frecuentemente y

thervir 1 minuto hasta disolver. Distribuir y esterilizar
115 minutos a 118-121° en autoclave. Dejar enfriar.

tAgregar el Cloranfenicol antes de la solidificacion

|Distribuir en tubos con cierre hermético o placas.

del medio homogeneizar. Mantener en lugar fresco,

Para los hongos filamentosos esporulados se utiliza un cultivo joven y bien
esporulado en agar glucosado de Sabouraud deshidratado (Britania) inclinado

cubierto con aceite mineral estéril.

Agar glucosado de Sabouraud deshidratado (Britania) pH final: 5.6 £ 0.2

SOPOI9N A sejeuaiel

Férmula (en gramos por litro)

Instrucciones(Britania)

Suspender 65 g del polvo deshidratado por litro

de agua destilada. Reposar S5 minutos y mezclar

Ihasta uniformar. Calentar agitando

ecuentemente y hervir 1 minuto hasta disolver.

|Distribuir y esterilizar 15 minutos a 118-121°C.
Dejar enfriar. Agregar el Cloranfenicol antes de la

] 10.0
{Pluripeptona

40.0
iGlucosa

10.05
{Cloranfenicol
Agar 15.0

lidificacion del medio. Homogeneizar. Mantener;
n lugar fresco. Distribuir en placas o en tubos

on cierre hermético.
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Se deja enfriar a temperatura ambiente, se colocan en tubos de ensayo
dejando solidificar en forma inclinada y se siembra con ansa a partir de un
cultivo joven y bien esporulado. Se cubre completamente con aceite mineral
estéril. El aceite se esteriliza a 15 libras de presién por 45 minutos en

autoclave.

3.3.1.5.3. Cultivos de trabajo diario

Los cultivos para el trabajo diario son mantenidos en tubos con AGS
(Britania). Los cultivos se incuban a temperatura ambiente (20-22°C) hasta que
haya crecimiento en las levaduras y desarrollo y esporulacion en los hongos
filamentosos para luego ser colocados en refrigerador (4° C) hasta el momento
de su empleo. Los cuitivos de trabajo deben ser repicados cada 2 meses.
Pasado este tiempo se prepara otro cultivo de trabajo a partir de la cepa en

stock.

3.3.2. ENSAYO DE SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO

3.3.2.1.Método de difusion en medio solido para levaduras y

hongos filamentosos productores de conidias.

Se adoptaron los Documentos M27A , M38- y M38P, del National Commitee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) .

La actividad antifingica fue determinada utilizando pruebas de difusion en
medio sélido sobre cultivos estandarizados de hongos representativos.

Los extractos fueron enfrentados a los hongos, impregnando discos de papel
de filtro hasta una carga total de 200 a 250 ug por disco. Previamente secados
a 50-60° C, los discos fueron depositados en placas de Petri conteniendo
cultivos de los hongos en una concentracion de aproximadamente
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10 ° unidades formadoras de colonias por mililitros (UFC/ml) en medios de

agar glucosado Sabouraud (cfr. 3.3.1.5.2.).

3.3.2.1.1.Preparacién de los extractos

Los residuos secos de los extractivos con diclorometano y metanol fueron
redisueltos en DMSO (dimetilsulféxido) y los acuosos (liofilizados) en agua
destilada estéril. Los extractos fueron diluidos con agua destilada estéril hasta
una concentracién de 50 g/l y luego con solucién de cloruro de sodio al 0,85%

estéril hasta 5g/l.

3.3.2.1.2. Preparacion de las placas

Se colocaron 25 a 30 ml del medio esterilizado, fundido y enfriado a 50-55°C
en placas estériles de vidrio, de modo de obtener una capa de 4 mm de alto, y
se secaron incubandolas a 35-37°C en estufa de secado durante 30-60

minutos en forma invertida y con la tapa entreabierta.

3.3.2.1.3.Preparaciéon de los inéculos

Las colonias de las especies de Candida fueron repicadas a partir de cultivos
mantenidas en tubos con AGS inclinado en refrigerador (cultivos de uso diario)
en caldo glucosado Sabouraud (cfr. 3.3.1.5.2.) y se incubaron a temperatura
ambiente (20-22 °C) durante 24 hs.. Se suspendieron las colonias en solucion
de cloruro de sodio al 0,85 % estéril, se transfirieron a tubo de ensayo estéril y
se igualé la turbidez a la del testigo 0,5 de la escala de Mc Fartand (0,5 ml de
cloruro de bario 0,048 M y 9,5 ml de acido sulfurico 0,36 N), similar a la
producida por una suspension de 10 3 UFC/m.

Se verificéd usando un espectrofotdmetro con un haz de luz de 1 cm y la cubeta
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correspondiente a la absorcion de la muestra, que fue de 0,08 — 0,10 a 625
nm para el estandar 0,5 de Mc Farland.

Las especies de Aspergillus fueron repicadas a partir de cultivos
mantenidos en tubos con AGS inclinado en refrigerador (cultivos de uso
diario) a agar glucosado de papa (PDA); se incubaron 7 dias a 35 °C,

(Carrillo, 1995).

Agar glucosado de papa (PDA), pH final: 5,6 £ 0,2
Componentes (en gramos por litro) :

Papa picada cruda 100g
Glucosa 20g
Agar 20g

Preparacion. Se hierve durante 30 minutos la papa picada cruda con 1 litro
de agua, se filtra por gasa y algodén, se repone el agua evaporada, se
agrega la glucosa y el agar y se esteriliza en autoclave. Se deja enfriar a 50
— 55 °C y se distribuye en placas de Petri o tubos de ensayo.

Para la recoleccidn de las conidias se introdujo el asa de cultivo en Tween
20 y se paso por encima del medio de cultivo, se resuspendié en solucién de
cloruro de sodio al 0,85% estéril. Se dejaron sedimentar las particulas
durante 3-5 segundos. Se ajusté la turbidez hasta igualar al testigo 0,5 de la
escala de Mc Farland. Se verificé la turbidez por espectrofotometria.

3.3.2.1.4. Siembra en placas

Los in6culos preparados de las especies a testear se absorbieron con
hisopo de algodén estéril y el exceso de liquido se descartd oprimiendo el
algodén contra la pared del tubo. Para sembrar las placas se aplicaron los
hisopos sobre la superficie de las mismas, efectuando estrias en direcciones
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diferentes hasta cubrr uniformemente la superficie. Se dejaron secar
durante cinco minutos antes de proceder a aplicar los discos embebidos con

los extractos y controles (cfr. 3.3.2.1.6).

3.3.2.1.5. Metodologia

Se impregnaron los discos con los extractos hasta una carga total de 200
a 250 ug y luego se secaron a 50-60°C. Se aplicaron sobre la superficie del
medio inoculado con una pinza estéril junto con los discos embebidos en los
controles positivos y negativos, ejerciendo ligera presion sobre los mismos.
Transcurridos 15 minutos de la colocacion, las placas se incubaron
invertidas en la estufa a 35°C durante 48 — 72 horas o hasta observar
desarrollo en la placa control de viabilidad (se sembraron 100 pl de una
dilucién 1/100 en SF estéril de los indculos en AGS).

Los discos (6 mm de diametro) fueron preparados con Papel Whatman n°
5, esterilizados, refrigerados y protegidos del exceso de humedad. Se

emplearon 6 discos en una placa convencional de 100 mm.

3.3.2.1.6. Controles

Control de Solvente (control negativo). Discos cargados con cada uno de los
solventes y secados en iguales condiciones que las muestras. Ensayo

valido: ausencia de halo inhibitorio.

Control de inhibicion (control positivo). Se prepararon soluciones madre de 2
mg/m! de fluconazol (Pfizer) en solucién fisiolégica estéril y Anfotericina B
(Pfizer) en DMSO. A partir de ellas se empiearon 12,5 pyg/ml de cada una, la
primera como control paositivo en las pruebas de levaduras y la segunda en

hongos filamentosos. Ensayo valido: presencia de halos inhibitorios.
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3.3.2.1.7. Interpretacién de los resuitados

La lectura de las pruebas de susceptibilidad de las levaduras se hizo
visualmente y los halos de inhibicidn se midieron en mm empleando una
reglilla calibrada. Los didmetros se compararon con los obtenidos con los
controles positivos.

En los hongos filamentosos la lectura se hizo del mismo modo y los haios
de inhibicion medidos se compararon con los halos de los discos embebidos

en los extractos y el del control positivo.

3.3.2.2. Determinacién de la concentraciébn minima inhibitoria
(CMI) de levaduras y hongos filamentosos formadores de

conidias por el método de dilucién .

3.3.2.2.1. Metodologia

Se subcultivaron las especies de Candida y Aspergillus sobre AGS y PDA,
respectivamente, se incubaron toda la noche a 35°C para las levaduras y a
la misma temperatura hasta la fructificacion en los hongos filamentosos. En
un tubo conteniendo 2 ml de CGS se inocularon 5 o mas colonias de
Candida spp. y conidias de Asperygillus spp., se corrigio la turbidez para que
sea equivalente al estandar de Mc Farland 1 (aproximadamente 10 °
UFC/ml). Se transfirié 0,1 ml de los caldos turbios a 10 ml de CGS y se
incubé a 35°C hasta que se observé turbidez. Se prepararon diluciones
seriadas al medio de los extractos y los antifungicos controles en 2ml de
solucidn fisioldgica estéril utilizando pipeta estéril. Se colocaron 0,1 mi de los
inéculos en los tubos que contenian las diluciones seriadas de los extractos
(se introdujo la pipeta por debajo de la superficie del caldo y se lavé la punta
5 veces en cada cambio de dilucidén en SF estéril). La concentracidn final del
indculo fue de aproximadamente 2,5 .10 ° UFC/ml. Se Incubaron los tubos
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durante 20 horas a 5 °C. La CMI se determiné por observacion visual de los
tubos, considerando como tal a la concentracién mas baja de extracto en la

cual no se observo crecimiento fungico desples de la incubacion.

3.3.2.3. Conservaciéon y controles de calidad de los medios de

cultivo.

3.3.2.3.1. Medios de cultivo deshidratados

Los frascos conteniendo los medios de cultivo deshidratados fueron
almacenados en lugares frescos, a temperatura ambiente y protegidos
contra la humedad y la luz. El medio esterilizado fue enfriado a 50-55 °C
antes de ser vertido en las placas de Petri; durante este proceso se tomaron
muestras del medio para realizar el control de calidad por esterilidad y
eficiencia. Si el medio de cultivo no se empled de inmediato, se almacend a
4°C en refrigeradora con las placas de Petri ubicadas en forma invertida.
Cuando se emplearon las placas refrigeradas éstas fueron colocadas a 35°C
por 2 horas, colocandolas siempre invertidas. Si el material sufrié cambios,
tales como deshidratacién, endurecimiento y cambio de color, fue
descartado.

Se realizd un registro .de cada frasco adquirido, con el nombre del
producto, nombre y nimero de control del frasco, fecha de recibo, fecha de
vencimiento, nimero de lote y fecha en que se abrié el frasco. Cada lote
preparado de medio de cultivo fue probado antes de su uso rutinario, por
eficiencia o calidad, mediante la inoculacion de las cepas fungicas. Se
emplearon para ello las cepas de coleccién y se prepard un libro de registro
de los resultados obtenidos.

Se rotularon todos los medios preparados, tanto en placas de Petri como
en tubos, indicando ademas la fecha de preparacion y de vencimiento. Antes
de la realizacién de las pruebas antimicrobianas se efectuaron las siguientes

observaciones de las posibles alteraciones de los medios de cultivo: a)
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presencia de rajaduras del envase conteniendo los medios de cultivo tanto
en placas de Petri como en tubos, b) presencia de rajaduras en la superficie
de los medios de cultivo, ¢) variaciones en el volumen del medio, d)
presencia de burbujas, e) cambio de color normal, f) presencia de

contaminacién microbiana y g) valor de pH incorrecto.

3.3.2.3.2. Medios de cultivo preparados

Luego de preparados siguiendo las instrucciones de a bibliografia, estos
medios se fraccionaron en tubos de ensayo (aproximadamente 10 mi) y se
esterilizaron. Se conservaron refrigerados a 4°C hasta su empleo y
previamente a su uso se realizaron las mismas pruebas de calidad y

eficiencia que en los medios deshidratados.

3.3.3. ENRAIZAMIENTO DE ESTACAS

3.3.3.1. Procedencia

Los ensayos de enraizamiento de estacas de Terminalia australis se
instalaron en el invernaculo del Centro de Propagacion Vegetativa
(CEPROVE) ubicado en la Escuela de Bosques de la ciudad de La Plata,
Pcia. de Bs. As., Argentina. Las estacas recolectadas los dias mencionados
en 3.2.1.1. fueron obtenidas a una distancia del suelo de 1m del ejemplar
depositado en LPR, bajo el n® 993 (8 m de altura, 75 cm de perimetro de

fuste principal).
3.3.3.2. Procesamiento

El mismo dia en que las estacas fueron recolectadas, aquellas de diametro
variable entre 0,2 cm y 1,4 cm, lefiosas y desprovistas de hojas, fueron
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cortadas de modo de obtener estacas de 20 cm de longitud. Se pusieron 25
estacas por solucion de acido naftilacético (ANA), ensayando cuatro
concentraciones de ANA: 0, 25, 50 y 100 ppm, manteniendo las estacas

durante 48 horas en oscuridad.

Previo a su instalacién, en la superficie de corte se aplico una mezcla de
talco y Benlate en proporcion de 18,8 g y 1,2 g, respectivamente. Las
estacas se colocaron en bandejas de plastico con drenaje, llenas con
sustrato (perlita y vermiculita, 1:1) tratado previamente con una solucién de
hipoclorito de sodio comercial 1:100. Se empled sistema de neblina, sin
calefaccidn artificial.

Luego de tres meses las estacas fuero levantadas para la toma de datos:
ndmero, longitud y lugar de insercién de raices, nimero y longitud de brotes,
formacién de callos, estacas vivas y muertas. Las estacas vivas se volvieron

a colocar en el mismo sustrato. pH final: 5.6 £ 0.2
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RESULTADOS Y DISCUSION




Las plantas constituyen una fuente inagotable de compuestos quimicos. En el
caso de los constituyentes quimicos con actividad farmacoldgica, su presencia en
la planta varia como resultados de factores genéticos, climaticos, composicion de
suelos y de otros factores externos, como el momento en el cual se realiza la
recoleccion, el secado y la conservacién del material (Schulz et al., 1998).

Antes de comenzar las pruebas biolégicas para determinar la potencial
actividad farmacolégica de un extracto vegetal se debe conocer con seguridad la
identidad botanica del vegetal que se estudiara. La descripcién de la exo-
endomorfologia del mismo permite determinar los parametros de identificacion
imprescindibles para conocer su identidad botanica.

Terminalia australis Cambessedes (en Saint-Hilaire, Fl. Bras. Merid., 2:240, t.
128, 1829) constituye la especie objeto del presente estudio. El nombre genérico
Terminalia L., (Mant., 1:21, 1767) proviene del latin terminus (fin, cuspide)
aludiendo a las hojas agrupadas en el apice de las ramitas.

Sinonimia: Myrobalanus australis (Cambess.) Kuntze (Rev. Gen. 1:237, 1891).

El material que documenta Terminalia australis, descripto por Cambessedes,
consigna: “Ad ripas rivuli vulgo Toropasso ad amnem Ibicuy in provincié
Missionum; necnon in sylvis prope preedium vuigo S. Juan haud longe ab urbe
Colonia do Sacramento”. Posteriormente Eichler (1867:85) cita: “/n Brasilia
austro-orientali: Sello; ad ripas rivuli vulgo Toropasso ad amnem Ibicuy in prov.
Parana, nec non in silvis prope praedium vuigo S. Juan haud longe ab urbe
Colonia do Sacramento: St. Hilaire”.

Terminalia australis registra una gran cantidad de nombres vulgares (Backes y
Nardino 1999, Bertoni s/a, Corréa 1984, Lahitte y Hurrell 1997 b), entre ellos
“palo amarillo”, “amarillo”, “amarillo del rio”, “blanquillo” y “tanimbu” (castellano),
“ihnvihra saihdyud” (guaranf), “amarilho”, “sarandi amarelo”, y “amarelinho”
(portugués) y “bombawy” (inglés).

Sus nombres vulgares se deben al color amarillo-ocraceo de la madera. Bajo el
nombre vernaculo de “palo amarillo” se designa también a los siguientes taxones:
Terminalia trifiora (Griseb.)Lillo (Combretaceae), Berberis buxifolia Lam.
(Berberidaceae), Phyllostylon rhamnoides (Poiss.)Taub. (Ulmaceae) y Aloysia
gratissima (Gillies et Hook.) Troncoso (Verbenaceae).
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4.1.ESTUDIO BOTANICO

4.1.1.DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Los ejemplares adultos son arboles de 4-15 m de altura y 40 cm de
diametro, ramificados desde la base, con troncos frecuentemente tendidos
(Figs.33 y 34). La corteza externa ocupa el 20 % de la corteza total, de textura
corchosa, cubierta de liquenes crustaceos, con lenticelas negras, lineares,
pequefias y compactas;, presenta fisuras superficiales, de tipo irregular, de
disposicién aproximadamente paralela, con crestas redondeadas o planas; la
forma en que se desprende la corteza es escamosa, con escamas adheridas, de
forma irregular (Fig. 35). La corteza interna ocupa el 80 % de la corteza total, es

de textura fibrosa, patron corrugado y humeda al tacto.

Figura 33
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Resultados y Discusion

Figura 34
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Figura 35

Las ramas son pubeérulas cuando jovenes, las adultas glabrescentes. Presenta
hojas simples, discolores, alternas o en seudoverticilos, angostamente elipticas u
oblanceoladas, 4-6 veces mas largas que anchas, de 2-7 cm de largo,
generalmente de apice agudo, con 4-7 pares de nervaduras laterales manifiestas

en la cara abaxial, cortamente pecioladas (Fig. 36).
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Figura 36

Las inflorescencias son espigas subcapitadas axilares, con un pedunculo de 2-
4.5 cm, conteniendo 3-12 flores, perfectas, amarillentas (Fig. 37), sobre un raquis
de 1-12 mm de longitud, con bracteas diminutas. Fiores de 6-9,2 mm, con tubo
floral (o hipanto) pubescente. Sépalos 5, triangular-aovados, aproximadamente
de 1 mm. Pétalos ausentes. Estambres 10, biseriados, exertos. Disco epigino,
glabro. Ovulo anéatropo. Estilo de aproximadamente 4,5 mm. Fruto péndulo,
lefioso, elipsoidal o aovado, de unos 1,7-2,5 cm de largo por 0,7-1,7 cm de
ancho, una de las caras convexa con una costilla, mds o menos marcada, la
opuesta plana con surco longitudinal poco marcado, apiculado; el ala marginal es
estrecha, de 1-4 mm de ancho, indehiscente (Fig. 38). Las semillas son
elipsoides, de 5 mm de largo por 2 mm de ancho, desnudas, sin ala, y la cubierta

seminal es de color castano claro .
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Resultados y Discusion

Figura 37

Figura 38
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4.1.2.FENOLOGIA

Florece en primavera y fructifica en verano y otoflo.

4.1.3.0BSERVACIONES ECOLOGICAS

Los ejemplares observados en Misiones, margenes del Arroyo Cufia Pird y
Piray Guazu, presentan hojas de color verde oscuro, sin coloraciones rojizas, y
tallos mas grisdceos que los vistos en Buenos Aires, Punta Lara. Esto se debe
probablemente a [a mayor cantidad de estratos arbéreos que limitan la cantidad
de luz solar que llega a los estratos inferiores; no se descarta la posibilidad de
que factores edaficos contribuyan a estas caracteristicas. Exell y Reitz (1967)

consideran que protege de la erosién las margenes de los rios.

4.1.4.HERBORISTERIA

Bassols y Gurni (1998) la mencionan como posible adulterante del “poleo”
(Lippia turbinata Griseb, Verbenaceae).

4.1.5.ESPECIE AFIN

Un taxén estrechamente emparentado es Terminalia triflora (Griseb.) Lillo,
llamada vulgarmente “palo amarillo”, “lanza amarilla’, “amarillo del rio”, “guayaibi
amarillo”, “ guayaibi-saiyG” o “lapachillo”. Exell (1939) y Alwan (1983) consideran
que, en ausencia de frutos, ambas especies son dificiles de diferenciar. Es una
especie arborea, termohigroéfila, nativa de Brasil meridional, Paraguay, Bolivia y
norte de Argentina (Catamarca, Corrientes, Chaco, Formosa, Jujuy, Misiones,
Salta, Sante Fé y Tucuman). Es tintérea; su madera se usa para construcciones
civiles, muebles rusticos, revestimientos decorativos, fabricacion de diversos
objetos pequefios, el‘aboracién de lefia y carbdn (Lopez, et al 1987,0rtega Torres
et al., 1989) y puede ser aplicada para la recomposicién de areas degradadas,
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(Lorenzi 1995). Su madera presenta color amarillo, su textura es fina y
homogénea y el grano derecho;, moderadamente pesada, compacta, dura al
corte (Lopez, et al 1987; Lorenzi 1995; Tortorelli 1956). Su lefo fue estudiado

por Cristiani (1962, 1973 ) y Tortorelli (1956).

4.1.6.DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Especie higrofita que crece en Brasil meridional, Paraguay, Uruguay vy
nordeste de Argentina, hasta el delta del Parana, ribera platense e Isla Martin
Garcia El citado mapa fue confeccionado sobre la base de los materiales de
colecciones de herbarios consultados y los citados por otros autores (Exell
1939, Exell y Reitz 1967). Crece desde 0-500 m sobre el nivel del

mar(Guaglianone 1999).(Fig.39).
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Resultados y Discusién

Figura 39
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4.1.7. EXO-ENDOMORFOLOGIA DE ORGANOS AEREOS

4.1.7.1.ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA HOJA

4.1.7.1.1. Epidermis

Microscopia 6ptica ( Fig. 40 Ay Fig. 41 AE)

La cuticula es ormmamentada. La epidermis adaxial esta constituida por células
de contomo recto o levemente ondulado (Fig.40 A ,41 A); la epidermis abaxial
presenta células con contorno recto o levemente onduladas, con algunas
divisiones anticlinales secundarias. Estomas anomociticos en la epidermis
abaxial, con paredes intermas de margenes engrosados (Fg.40 A). Tricomas
“combretiaceos” en ambas epidermis, unicelulares, simples, largos, rectos, de
apice agudo, con pared muy gruesa y en la base un compartimiento (Fig. 41 E).
La base del tricoma es bulbosa y esta circundada por 5(6)7 células epidérmicas

en ambas caras (Fig. 42 B).

Microscopia electrénica de barrido (Fig. 40 B-E; 41 B-D, F y 42 C,E)

La cuticula de la epidermis adaxial est4 omamentada con costillas, de seccién
redondeada, tortuosas formando un disefio reticuloide (Fig. 40 E). Se observan
ceras epicuticulares en forma de granulo (Fig. 40 E). La cuticula de la epidermis
abaxial esta formada por costillas de seccién redondeada (Fig. 41 C). Las
paredes internas de los estomas poseen margenes engrosados (Fig. 41 E).

66

a A sopeyjnsay

uoIsSnosi

4




Tamafio de barra: 100um(A,C,D,E); 500um (B).

Figura 40:Microscopia optica: fotomicrografia de hoja (A: vista superficial de
la epidermis adaxial). B-E: Microscopia electrénica de barrido: fotomicrografia
de la epidermis adaxial (B: aspecto general con drusas en el mesdfilo; C:
detalle sin cuticula; D: ornamentaciones de la cuticula y tricomas; E: detalles

de la ornamentacién cuticular y epicuticula 'cerosa).
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Tamano de barra: 10um (D, F), 100 um (A,B,C,E).

Figura 41 : Microscopia electrénica : fotomicrografia de hoja (A: vista superficial
de la epidermis abaxial).B-D: Microscopia electrénica de barrido : fotomicrografia
de la epidermis abaxial (B: sin cuticula, C: omamentacion cuticular; D: detalles

del estoma y epicuticula cerosa)
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4.1.7.1.2.Caracteres anatémicos del corte transverso de hoja (Figs. 42 A-E).

4.1.7.1.2.1. LAmina

Posee una cuticula gruesa y ornamentada. Las epidermis adaxial y abaxial son
uniestratificadas, ésta ultima con estomas (Fig. 42 B). La estructura es
dorsiventral. El mesdfilo estd compuesta por células de parénquima en
empalizada dispuestas en una capa, en tanto que el parénquima lagunoso esta
integrado por 4(5)5 capas de células (Fig. 42 B). Se observan idioblastos
cristaliferos conteniendo drusas de oxalato de calcio de 23,30(38,50)56,60 um,
Mo=50.00 ym,s=3.07 (Fig. 42 B,D,E).

4.1.7.1.2.2.Sistema vascular de la nervadura principal

Haz colateral en forma de herradura, leiio interno y liber externo con drusas
de oxalato de calcio de 6,60(840)1340 um, Mo = 6,70 ym, s = 0,68, rodeado de
una vaina esclerenquimatica completa (Fig. 42 A,C). Colénquima angular por
debajo de ambas epidermis, con drusas de oxalato de calcio de
23,30(30,70)43,30 yum, Mo = 26,60 um, s = 1,28 (Fig 42 A). Los nervios menores
son colaterales, con un casquete de esclerénquima debajo del liber, rodeados por
una vaina parenquimatica, con extensiones de colénquima hacia ambas

epidermis.
4.1.7.1.2.3. Peciolo

Cuticula gruesa y ornamentada. Epidermis uniestratificada con tricomas
“combretaceos” y estomas. Parénquima cortical constituido por colénquima
angular, clorofiliano, con idioblastos cristaliferos conteniendo drusas de oxalato
de calcio de 23,30(36,20)53,30 ym, Mo = 33,00 um, s = 2,00.

Estructura vascular en forma de herradura, con xilema interno y floema extermo,
rodeado en la parte superior del peciolo por una vaina de esclerénquima de fibras
en proceso de diferenciacion (lignificacion). Floema con idioblastos cristaliferos
conteniendo drusas de oxalato de calcio de 3,30(7,65)13,30 ym, Mo = 6,60 um, s

= 0,65. Nudo unilacunar.
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Tamaino de barras: 200um ( A ); 1000 pm (C,F);100um (B,D); 10um (E).
Figura 42 : representacidon esquematica de la hoja en la zona de la
nervadura media. B: Mesdfilo. C: Microscopia electronica de barrido:
fotomicrografia de corte transverso de hoja. D: Microscopia optica
Fotomicrografia de una drusa. E: Microscopia electronica de Barrido de
una drusa. F: Representacion esquematica del peciolo.
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4.1.7.1.2.4.Reacciones histoquimicas : taninos y aicaloides positivos.

4.1.7.2.Andlisis estructural del tallo

4.1.7.2.1.Tallo primario.(Fig.43, A-E).

4.1.7.2.1.1.Epidermis

Uniestratificada, de paredes celulares rectas, con abundantes tricomas
“combretaceos” y estomas anomociticos poco frecuentes (Fig. 43, C). El cértex
primario esta constituido por un colénquima angular (Fig. 43, E) con idioblastos
cristaliferos, prismaticos y abultados, conteniendo drusas de oxalato de caicio de
16,50(27,00)43,30 um, Mo = 26,60 um, s =2,13 (Figs. 43 A, 44, A). La capa mas
interna del cértex es de naturaleza endodermoide (Fig. 44, C).

4.1.7.2.1.2. Tejidos vasculares

Se disponen formando una euestela, de haces bicolaterales. Periciclo
conteniendo cordones aislados de fibras esclerenquimaticas situadas alrededor
de una amplia porciéon de parénquima interno (Figs .43 A, 44 C). Floema intemo
escasamente desarrollado (Fig. 43 A). Floema externo con idioblastos
cristaliferos, dispuestos en hileras tangenciales, conteniendo drusas de oxalato
de calcio de 3,30(6,70)10,00 um, Mo = 6,70 um, s = 0,60 (Fig. 43 A). Elementos
de vaso con engrosamientos anillados, espiralados, escalariformes y areolados,
con tabiques oblicuos a muy oblicuo, de 230,00(320,00)515,00 um, Mo=233,00,
333,00 ym, s= 20,48 de longitud, con apéndices de hasta 50,00 ym. Los vasos
no estan aislados como en los tallos viejos, sino ordenados en grupos de hileras
radiales. Presenta punteaduras intervasculares areoladas, pequefias, circulares a
ovales ornadas y altemas. El parénquima axial contiene cristales simples de
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oxalato de calcio , alargados, prismaticos, de 16,60(27,70)40,00 um, Mo = 23,30
Hm, s =190. Fibras xilematicas con punteaduras simples, de
400,00(695,00)975,00 um, Mo = 880,00 um, s = 13,34 de longitud.

4.1.7.2.1.3.Médula

Esta formada por colénquima angular con idioblastos cristaliferos conteniendo
drusas de oxalato de calcio de 10,00(19,80)33,30 ym, Mo = 20,00 ym, s = 1,43
(Fig. 43 A). Nudo unilacunar (Fig. 43 B).

Microscopia electrénica de barrido
LLa cuticula de los tricomas esta formada por estrias paralelas (Fig. 30 D). Los

ornamentos de las punteaduras, como troncos gruesos con ramas, O apenas
ramificadas, se encuentran hacia el interior de la cavidad areolar (Fig. 43 D, E).

72

osIq A sopejnsey

uoisn

»




Tamafio de la escala: 100 pm (C-E); 1mm (A,B).
Figura 43 : Tallo primario (A: tallo primario; B: relacion entre el sistema vascular
del tallo y la hoja; C: epidermis en vista superficial; D: fotomicrografia con MEB
de tricomas; E: colénquima en corte transversal).
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Tamafio de la escala: 1 ym (E); 10pm (B,D); 100 pm (A,C).

Figura 44 : Tallo primario (A: idioblastos cristaliferos del cortex en corte
longitudinal; B: fotomicrografia con MEB de idioblastos cristaliferos del cortex; C:
capa endodermoide, fibras y parénquima periciclico en corte transversal, D-E:
fotomicrografias con MEB, detalles de la vista externa e interna de las
punteaduras ornadas respectivamente).
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4.1.7.2.1.4.Reacciones Histoquimicas

Taninos y alcaloides positivo.

4.1.7.3. Andlisis estructural de la flor
(Figs. 45 A-K, 46 A-F)

Las inflorescencias son espigas subcapitadas axilares, con un pedunculo de 2-
4,5 cm de longitud, ligeramente piloso. Las flores (3-12, perfectas, amarillentas)
estan dispuestas sobre un raquis de 1-12 mm de long.; las bracteas tienen 2-3
mm de longitud y son pilosas. Las flores miden de 6-9,2 mm; el hipanto esta
dividido en una parte inferior de 2-2,5 mm de longitud, tubuliforme, densamente
sericea, adnata al ovario y una parte superior de 2-2,5 mm de longitud,
cupuliforme, pubescente (Fig.45 A). Posee 5 sépalos triangular-aovados,
reflexos, de aproximadamente 1 mm, pubescentes y valvados. Pétalos ausentes.
Los estambres son 10, biseriados, con un primer ciclo antisépalos y el segundo
alternisépalos, exertos, con anteras versatiles y dehiscencia longitudinal. El disco
glandular epigino es lobado, de 2-2,5 mm de diametro, adnato al hipanto
superior. El ovario es unilocular. Los dvulos son anatropos, péndulos. El estilo es

exerto, cilindrico, de aproximadamente 4,5 mm, con estigma simple.

4.1.7.3.1.Hipanto

La epidermis externa del hipanto inferior esta formada por células de paredes
rectas a levemente onduladas, con estomas anomociticos y tricomas
“combretaceos” (Fig. 45 B), conteniendo entre los haces vasculares idioblastos
cristaliferos con drusas de oxalato de calcio de 10,00(17,00)27,00 ym, Mo =
16,60 um, s = 1,18. La epidermis externa del hipanto superior esta formada por
células de paredes rectas a levemente onduladas, con estomas anomociticos y
tricomas “combretaceos” (Fig. 45 C). La epidermis interna del hipanto superior
estd constituida por células de paredes rectas a levemente onduladas, con
tricomas “combretaceos” (Fig. 45 D). Entre ambas hay un parénquima con
algunos espacios intercelulares, conteniendo en las capas cercanas a la
epidermis interna idioblastos cristaliferos con drusas de oxalato de calcio de

6,50(11,60)30,00 ym, Mo = 10,00 um, s = 1,36 (Fig. 45 E).
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4.1.7.3.2.Disco glandular

La epidermis esta formada por células de paredes rectas a levemente
onduladas, con estomas anomociticos y muy escasos tricomas “combretaceos”.
Entre las células secretoras hay idioblastos cristaliferos con drusas de oxalato de

calcio de 20,00(20,80)26,65 um, Mo = 20,00 um, s =1.03.
4.1.7.3.3.Sépalos

La epidermis externa presenta paredes rectas a onduladas con estomas
anomociticos (Fig. 45 F), en tanto que la epidermis interna esta formada por
células de paredes rectas a onduladas (Fig. 45 G), ambas con tricomas
“combretaceos” (Figs.45 F, G). Entre ellas hay un parénquima con algunos
espacios intercelulares, conteniendo en las capas cercanas a la epidermis interna
idioblastos cristaliferos con drusas de oxalato de calcio de 6,50(13,50)23,50 ym,

Mo = 13,00 ym, s = 1,55.

4.1.7.3.4.Gineceo

La epidermis del estilo es de aspecto prosenquimatoso, formada por células
con cuticula estriada, el tercio basal con tricomas “combretaceos” y el resto
glabra (Fig. 45 H); el parénquima contiene idioblastos cristaliferos con drusas de
oxalato de calcio de 6,50(14,00)30,00 ym, Mo = 16,65 ym, s = 2,02. el ovario
presenta idioblastos cristaliferos con drusas de oxalato de calcio de
3,30(6,40)10,00 um, Mo = 6,50 ym, s = 0,64. Los 6vulos son 2, crasinucelados,

bitegumentados y con funiculo largo.

4.1.7.3.5.Estambres

4.1.7.3.5.1.Filamento

La epidermis presenta células rectangulares con cuticula estriada (Fig. 46 J),
rodeando un colénquima angular que contiene un haz vascular; los elementos de

vaso muestran engrosamientos anillados y espiralados.
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4.1.7.3.5.2. Antera

La epidermis posee una cuticula estriada, con endotecio conspicuo a la
madurez, con engrosamiento de lignina, tapete secretor y 4 sacos polinicos.
Debajo de la epidermis hay idioblastos cristaliferos con drusas de oxalato de
calcio de 5,00(8,00)10,00 um, Mo = 6,50 ym, s = 0,50 y también entre los sacos
polinicos de cada teca, en este caso de 13,30(16,00)23,30 um, Mo = 16,60 pm,

s =0,84.

Microscopio Electrénico de barrido

La cuticula de la antera exhibe numerosas estrias tortuosas (Fig. 45 K); el

endotecio muestra engrosamientos en forma de bandas (Fig. 46 A).

4.1.7.3.5.3.Polen

Los granos son polares, radiosimétricos, subprolatos a esferoidales (Fig. 46 D),
heterocolpados, con 3 colporos y 3 pseudocolpos; los colpos y pseudocolpos
estan préximos a los polos y son circulares a alongados, a veces protrusivos; la
exina es tectada.

Dimensiones: didmetro polar 13,60(17,00)20,50 ym, Mo = 16,30 um, s = 0,88;
didmetro ecuatorial 11,00(14,00)16,30 ym, Mo = 15,00 ym, s ='0,90, diametro de
ora 1,90(2,50)3,00 um, Mo = 2,70 um, Mo = 0,21, s= 0,21 x 4,00(4,60)5,50 um,
Mo= 4,00 um, s = 0,46; espesor de |la exina en los polos 1,4 um.

Microscopio electrénico de barrido

Superficie con puntas y nanorugulas (Figs. 46 C, E, F).
4.1.7.3.6.Reacciones histoquimicas

L.as reacciones para detectar presencia de taninos dieron resultado positivo en

hipanto, disco glandular, sépalos, gineceo y estambres.
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Tamario de la escala: 10um (1); 100 pm (B-J).

Figura 45. Flor. A: hipanto parcialmente desplegado; B: vista superficial de la
epidermis externa del hipanto inferior; C, D, E: vista superficial de la epidermis
externa, interna y corte transverso del hipanto superior respectivamente; F, G:
vista superficial de la epidermis externa e interna de los sépalos respectivamente;
H, I. vista superficial del sector medio y basal de la epidermis del estilo
respectivamente; J: vista superficial de la epidermis del filamento estaminal; I

fotomicrografia con MEB del detalle de la cuticula de la antera).
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Tamafio de la escala: 10 um (A-F).

Figura 46. Flor (A, B, C, E, F): fotomicrografias con MEB). A: engrosamientos del
endotecio, B: drusas entre sacos polinicos, C: vista ecuatorial del polen, E: vista
polar, F: detalle de la escultura; D: fotomicrografia con MO del polen en vista

polar).
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4.1.7.4.Anédlisis estructural del fruto (Figs47 A-G, 48 A-D, S0 E, F)

El fruto es péndulo, lefioso, elipsoidal o aovado, de unos 1,7-2,5 cm de largo
por 0,7-1,7 cm de ancho, con una de las caras convexa con una costilla mas o
menos marcada, la opuesta plana con surco longitudinal poco marcado,
apiculado; el ala marginal es estrecha, de 1-4 mm de ancho, indehiscente.

4.1.7.4.1.Pericarpio

4.1.7.4.1.1.Epicarpio

Esta constituido por 1 capa de células de contorno poligonal en vista superficial,
con tricomas “combretaceos” y estomas anomociticos (Fig. 47C).

4.1.7.4.1.2.Mesocarpio

Esta formado por aproximadamente 6 capas de células parenquimaticas
(Figs. 47 A, B, G).

4.1.7.4.1.3.Endocarpio

El endocarpio externo esta constituido por fibras esclerénquimaticas de
221,00(508,00)860,00 ym, Mo = 312,00 ym, 600,00 ym, s = 12,67 de largo
(Figs. 47 A, 6A). El endocarpio medio estd formado por esclereidas
(braquiesclereidas, astroesclereidas y macroesclereidas), fibras
esclerenquimaticas de 203,00(283,00)366,00 um, Mo = 283,00 um, s = 15,53 pm
de largo, idioblastos cristaliferos conteniendo drusas de oxalato de calcio de
26,60(34,0043,00 um, Mo = 36,60 um, s = 1,57 y 5 haces vasculares con una
casquete externo de esclerénquima (Figs. 47 A, 48 A). El endocarpio interno esta
constituido por fibras esclerénquimaticas de 208,00(400,00)550,00 ym Mo =
170,00 ym, s= 6, 84 de largo y fibras con cristales prismaticos de oxalato de

caicio de 13,30(19,00)30,00 ym, Mo = 16,60 um, s = 1,19 (Figs. 47A, 48 A).

Microscopia electrénica de barrido

La cuticula de los tricomas esta formada por estrias paralelas (Figs. 47 D,E). El
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epicarpio se halla cubierto por una pelicula de cera amorfa sobre la cual estan
sobrepuestas estructuras semicristalinas y cristalinas en forma de costras y
placas (Fig. 47 F). Las esclereidas y fibras esclerenquimaticas del endocarpio
presentan punteaduras simples de 0,22-2,30 um (Fig. 48 B) y 0,50-3,00 um de
didmetro, respectivamente (Fig. 48 C). Los idioblastos cristaliferos del endocarpio

son poliédricos (Fig. 48 D).
4.1.7.4.2.Pedunculo

Las células de la epidermis tienen paredes rectas, con tricomas “combretaceos”
(Fig. 48 F). El cortex primario esta constituido por un colénquima angular con
idioblastos cristaliferos conteniendo drusas ' de oxalato de calcio de
20,00(28,50)40,00 ym, Mo = 26,50 uym, s= 1,44. La capa mas interna de la
corteza es de naturaleza endodermoide.

Es una euestela de haces bicolaterales. El periciclo esta formado por una vaina
colenquimatosa, que a veces se lignifica, y una porcion interna de parénquima. El
floema interno esta escasamente desarrollado (Fig. 48 E), en tanto que el floema
externo presenta idioblastos cristaliferos conteniendo drusas de oxalato de caicio
de 3,30(5,00)6,70 um, Mo = 5,00 ym, s = 0,60.

La médula esta formada por colénquima angular con idioblastos cristaliferos
conteniendo drusas de oxalato de calcio de 13,30(19,00)23,30 ym, Mo = 5,00

um, s = 0,37 (Fig. 48 E).

4.1.7.4.3. Reacciones histoquimicas

Las reacciones para determinar la presencia de taninos resultaron positivas en

frutos (pericarpio y pedinculo) inmaduros y maduros .
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Tamaiio de la escala: 10pm (F); 100pm (B-E,G); 5 mm (A).
Figura 47. Fruto (A: fruto en corte transversal; B: epicarpio y mesocarpio en corte
transversal; C. epicarpio en vista superficial, D-F: fotomicrografias con MEB del

epicarpio inmaduro, maduro y detalle de ceras epicuticulares respectivamente; G:
primer capa del mesocarpo en vista superficial).

82



Resultados y Discusién

RO v gL T
T e MK X LG8y T

-« ET CSa—

o ..."nv.ﬂuf.wm\..uﬂduu‘ npa Mul:.“unuﬂ...ﬁ Pt g
A Tl

Y

- ey e

ey e R, - .
iy G5 OIS A\MAW... e t.lnu..myul AT AT TN im .
P Tt - T R CE TN IS LIERIAR €T STILRSD e D ey
u\“u“\\nill..:.l.ﬂ = > K
CEFT D merrag:

Tamario de la escala: 10 pm (C,D); 100 um (A,B).

B-D:
fibras

Figura 48. Fruto (A: fibras esclerenquimaticas y esclereidas del endocarpio;

C:

endocarpio,

esclereidas del

B:
esclerenquimaticas del endocarpio, D: idioblasto cristalifero del endocarpio).

fotomicrografias con MEB,
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4.1.7.5.Anélisis estructural de la semilla .(Figs. 49 A-G, 50 A-D)

Las semillas son fusiformes, de 5-12 mm largo por 2 mm de ancho, desnudas,
sin ala, con cubierta seminal de color castafio claro y rafe castafio apical y
circular.

La exotesta es de color amarillo palido, mate, formada por células de paredes
celuldésicas rectas a brevemente onduladas, sin estomas (Fig. 49 C). La
mesotesta es de color castafio-amarillento, constituida por células escleréticas
(Fig. 49 D). La endotesta, asi como el exotegmen, es de color castafio-
amarillento y esta constituida por células traqueidales, con engrosamientos
espiralados (Fig. 49 F). El endotegmen es de color amarillo palido y esta formado
por 2-3 capas de ceélulas de paredes delgadas, alargadas y aplastadas
tangencialmente (Fig. 49 A).

La semilla es no endospérmica, con cotiledones gruesos y carnosos que llenan
la cavidad seminal, de vernacion convoluta (Fig. 49 B y contiene células con
sustancias ergasticas y drusas de oxalato de calcio de 23,30(37,00)47,00 um,

Mo = 36,60 um, s = 2,09 (Figs. 49 B, 50 B).

Microscopio electrénico de barrido

La exotesta a nivel del rafe esta constituida por células mas estrechas respecto
a las circundantes (Fig. 50 A), Las células esclerdticas de la mesotesta presentan
punteaduras simples circulares a lineales (Fig.50 E). La endotesta muestra
engrosamientos espiralados de 6,00-10,5 pm (Figs. 49 E, G). Los granos de
aleurona de los cotiledones son globosos y con una superficie mayormente

granular, de 0,66-1,33 um (Fig.50 C).
4.1.7.5.1.Reacciones Histoquimicas

La reaccidn de taninos dio positiva en cubiertas seminales. También se
detectaron lipidos (gotas de aceite) en la exotesta y cotiledones, asi como
aleurona (con 1-2 globoides y 1-3 cristaloides) en estos ultimos (Fig.50 B), donde

el almidén secundario resulté ser muy escaso.
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Tamario de la escala: 10 pm (G): 50 um (D, F); 100 um (B, C,E); 1000 um (A).

Figura 49. Semilla (A: fotgmicrograﬁa con MEB de un sector de la semilla con
rafe central, B: semilla en corte transversal con cotiledones de vernacién
convoluta; C: exotesta en vista superficial; D: células escleroticas de la mesotesta
en vista superficial; E: fotomicrografia con MEB de células escleréticas en corte
tangencial y células traqueidales de la endotesta (flecha); F: célula traqueidal de
la endotesta; G: fotomicrografia con MEB de células traqueidales de la endotesta.
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Tamario de la escala: 10 ym (C,D); 50 um (A, B); 100 ym (F); 500 ym (E).
Figura 50. Semilla (A: endotegmen en vista superficial; B: cotiledones en corte
transversal; C, D: fotomicrografia con MEB, C: aleurona de los cotiledones, D:

drusa de los cotiledones). E, F: Pedinculo del fruto (E: corte transversal; F: vista

superficial de la epidermis.
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4.1.7.6. Analisis estructural del tallo secundario y corteza (fig. 51 A-G)

4.1.7.6.1. Corteza

El siber se presenta estratificado, formado por numerosas capas celulares,
pero la felodermis estd compuesta por solo 1-2 capas celulares. El liber duro esta
formado por fibras no septadas, dispuestas en bandas tangenciales, que alternan
con el liber blando constituido por tubos cribosos y células parenquimaticas.
Estas Gltimas contienen drusas de oxalato de calcio de 13,30(19,00)27,00 pm,
Mo = 16,50 uym, s = 1,15. Los radios floematicos son uniseriados, de
76,50(160,00)243,00um, Mo = 106,50um, s = 14,18 de altura, algunos con
crecimiento de dilatacién conteniendo drusas de oxalato de calcio de

33,33(45,00)66,60 um, Mo = 33,30 um, s = 3,22.

4.1.7.6.2. Leido

Los anillos de crecimiento estan poco marcados, debido a que a nivel del limite
entre las paredes de las fibras medianamente engrosadas del lefo temprano y
las paredes mas gruesas en el lefio tardio se forma una banda continua. La
porosidad es difusa y no se observa ninguna disposicién especial de los vasos.
Los vasos son mayormente solitarios y mdltiples, cortos y largos, de contorno
circular u oval, con placa de perforacién simple. El indice de agrupamiento de
vasos es de 1,15(1,45)1,75, Mo = 1,554, 170,50, s= 7,68. Los elementos de los
vasos presentan tabiques oblicuos a muy oblicuos, de diametro tangencial del
lumen 20,00(44,00)73,25 ym, Mo = 43,30 um, s = 3,99; la longitud del elemento
de vaso es de 195,00(340)470,00 um, Mo = 377,00 ym, s = 5,55 y el nimero de
vasos/mm? es de 24,70(33,20)41,50, Mo = 37,00, s = 9,03. Se observan
puntuaciones intervasculares areoladas, ornadas y altermmas (Fig. 51 A). El
parénquima axial paratraqueal es confluente, con puntuaciones simples y granos
de almidén, con algunas células conteniendo cristales alargados tipo prismaticos
de oxalato de calcio. El parénquima radial presenta células cuadradas vy

procumbentes, con puntuaciones simples (Fig. 51 B), dando radios de tipo
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heterogéneo, uniseriados ,la aitura de los radios es de 50,00(182,50)450,00 um,
Mo = 156,50, 220,00, 286,00 um, s = 25.61; el niumero de radios/mm es de
11.60(13.70)20.30, Mo = 11.60, s = 0.89. Se observan fibras de pared gruesa,
con puntuaciones simples y escasas, de longitud 545,00(845,00)1095,00 ym,

Mo = 936,00 um, s = 10,50. La estructura es no estratificada. Pueden verse
canales intercelulares longitudinales de tipo traumatico con contenido sdlido,

granular y amarillo, presentes en circulos concéntricos.

Microscopio electrénico de barrido

Se aprecian puntuaciones intervasculares alternas y ornadas, con la cavidad

areolar cubierta con proyecciones de la pared secundaria (Fig. 51 E,F).

88

a A sopejnsay

uoISnos|

Y




Figura 51. T. australis A-G: Lefio del tallo secundario. A,B: Diseiio del lefio(A:
corte longitudinal tangencial; B: corte longitudinal radial). C-G: Fotomicrografias
con MEB (C: corte transverso; D: elemento de vaso con placa de perforacién
simple; E, F: detalle de la vista externa e interna de las puntuaciones ornadas
alternas respectivamentei G: parénquima axial con granos de almidén).
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4.1.7.6.3.Reacciones histoquimicas

A continuacién se consignan los resultados obtenidos para los distintos
ensayos histoquimicos realizados.
1. Taninos y alcaloides positivo a nivel de los parénquimas axial y radial.
2. Test de quemado de astillas: las astillas muestran cierta renuencia a
quemarse, lo hacen parcialmente a cenizas, de color grisaceo.
3. Test de Froth: negativo.
. Fluorescencia del duramen: negativa.
. Fluorescencia del extracto acuoso: negativa.
Color del extracto acuoso: amarillo.
Fluorescencia del extracto etandlico: negativa.

® N o o A

Color del extracto etandlico: amarillo palido.

9. Contenido de los canales intercelulares longitudinales: con ferricianuro
potasico no se tifie de color verde esmeralda azulado, con acido nitrico-acido
aceético el contenido no se deposita formando un esmalte blanco, con acido
clorhidrico no adquiere coloraciéon pardusco verdosa oliva, con alcohol etilico-
metilico no precipita en forma de granulos blancos y filamentos sino que se

disuelve, con solucion saturada de acetato de cobre no se colorea de verde

esmeralda y con Lugol no se tifie.
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Meséfilo 23,30(38,50)56,60 um, Mo = 50,00 uym
Drusas Colénquima | 23,30(30,70)43,30 pm, Mo = 26,60 pm
Liber 6,60(8,40)13,40 ym, Mo = 6,70 pm
Numero de capas de Empalizada 1
HOJA .
parénquima Lagunoso 4(5)5, Mo =5
Indice de estomas 10,50(15,60)21,00,M0=16,00

fndice de empalizada 5,00(11,00)13,00, Mo=6,00

Tabla 2. Parametros micrograficos cuantitativos de hoja para la identificacién de

Terminalia australis.

90




Cortex

Drusas Liber

Lefo

16,50(27,00)43,30 pm, Mo = 26,60 pm
3,30(6,70)10,00 um, Mo = 6,70 pm
10,00(19,80)33,30 pm, Mo = 20,00 pm

TALLO Cristales simples

PRIMARIO

16,60(27,70)40,00 pm, Mo = 23,30 um

Lefio

Fibras

Elementos de vasos | 230,00(320,00)515,00 um,

Mo = 233,00, 333,00 pm
400,00(695,00)975,00 um, Mo = 880,00 pm

Tabla 3. Parametros micrograficos cuantitativos de tallo primario para la

identificacidén de Temninalia australis.
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Hipanto 6.50(13.60)30.00 um, Mo = 10.00 pm
Disco glandular | 20.00(20.80)26.65 ym, Mo = 20.00 um
Drusas | Gineceo Estilo 6.50(14.00)30.00 ym, Mo = 16.65 um
Sépalos Ovario 3.30(6.40)10.00 um, Mo =6.50 ym
6.50(13.50)23.50 uym, Mo = 13.00 pm
Anteras subepidérmicos 5.00(8.00)10.00 ypm, Mo = 6.50 um,
entre sacos polen 13.30(16.00)23.30 um, Mo = 16.60 um
Polar: 13.60(17.00)20.50 pm, Mo = 16.30 pm
FLOR Diametros Ecuatorial: 11.00(14.00)16.30 ym, Mo = 15.00 ym
Ora 1.90(2.50)3.00 um, Mo = 2.70 um x
Polen 4.00(4.60)5.50um, Mo = 4.00 um
Espesor de 1,40 pm
exina
Numero de Avulos
Numero de tegumentos |2

Tabla 4. Parametros micrograficos cuantitativos de flor para la identificacion de

Teminalia australis
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FRUTO

Drusas

Endocarpio

26,60(34,00)43,00 pm, Mo = 36,60

Pedunculo

Cértex 20,00(28,50)40,00 um, Mo = 26,50 um
Liber 3,30(5,00)6,70 um, Mo = 5,00 ym
Médula 13,30(19,00)23,30 um, Mo = 20,00 ym

Cristales simples

13,30(19,00)30,00, Mo = 16,60 pm

Longitud fibras endocarpio

203,00(397,00)860.00 pm, Mo =
312,00,468.00pum

Numero haces vasculares

5

Tabla 5. ParAmetros micrograficos cuantitativos de fruto para la identificacion de

Teminalia australis
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Drusas Cotiledones 23,30(37,00)47,00, Mo = 36.60 pm
Exotesta 1
Mesotesta 1
SEMILLA .
Nun-'lero de capas de Endotesta 1
cubiertas seminales Exotegmen 1
Endotegmen | 2-3

Tabla 6. Parametros micrograficos cuantitativos de semilla para la identificacién

de Terminalia australis
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TALLO SECUNDARIO

Drusas

Parénquima: 13,30(19,00)27,00um,Mo=16,50um
Radios dilatados: 33,33(45,00)66,60um,M0=33,30 um
Altura 76,50(160,00)243,00,Mo=106,50um

Corteza
Radios Floematicos
Indice agrup. vasos
Elementos de vaso
Leno

Parénquima radial

1,15(1,45)1,75, Mo=1,55, 170,50

Diametro lumen: 20,00(44,00)73,25um,Mo=43,30um
Longitud: 195,00(340,00)470,0um, Mo=377,00um
N°de vasos/mm2: 24,70(33,20)41,50,Mo=37,00um
Altura radios: 50.00(182.50)450.00 pm,

Mo= 156.50, 220.00, 286.00 ym

N° radios/mm2 11.60(13.70)20.30, Mo=11.60
Longitud de fibras 545.00(845.00)1095.00 pm,

Mo= 936.00 um

ugisnasiq A sopejnsay

Tabla 7. Parametros micrograficos cuantitativos de tallo secundario para la

identificacion de Terminalia australis

Los caracteres cualitativos de los érganos aéreos de valor diagnéstico que

permiten caracterizar a la droga, con MO, se consignan a continuacion.

HOJA

Estomas anomociticos en la epidermis adaxial.

Tricomas “combretaceos” en ambas epidermis.

Mesodfilo de estructura dorsiventral.

Drusas de oxalato de calcio en el mesdfilo y el liber.

Estructura vascular de la nervadura principal: haz colateral en forma de

herradura, rodeado por una vaina esclerenquimatica. Nudo unilacunar.

Presencia de taninos y alcaloides

TALLO

-Estructura Primaria

Tricomas “combretaceos” en la epidermis.

Estomas anomociticos en la epidermis.
Drusas de oxalato de calcio en el cortex primario, el floema externo (en

hileras tangenciales) y la médula.
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e Estructura vascular: euestela de haces bicolaterales.

e Periciclo constituido por cordones de fibras esclerenquimaticas y parénquima.

e Elementos de vaso con placa de perforacion simple y engrosamientos
anillados, espiralados, escalariformes y areolados —

e Elementos de vaso areolados con puntuaciones ornadas y alternas.

e Parénquima axial con cristales simples, prismaticos, de oxalato de calcio.

e Presencia de taninos y alcaloides.

-Estructura secundaria

e Presencia de drusas de oxalato de calcio en el parénquima axial del liber.

¢ Radios floematicos uniseriados

e Liber duro formado por fibras no septadas, dispuestas en bandas
tangenciales.

e Estructura no estratificada.

e Porosidad difusa.

o Placa de perforacién simple.

¢ Puntuaciones intervasculares areoladas, ornadas y alternas.

« Numero de bandas del parénquima axial

e Parénquima axial con cristales alargados prismaticos, de oxalato de caicio.

o Radios lefosos uniseriados y heterogéneos.

e Presencia de taninos y alcaloides.

FLOR

e Tricomas “combretaceos” en la cara externa del hipanto inferior, ambas caras
del hipanto superior, ambas caras de los sépalos, el tercio basal del estilo y
muy escasos en el disco glandular.

e Estomas anomociticos en la epidermis externa del hipanto, en la epidermis
externa de los sépalos y en el disco glandular.

e Drusas de oxalato de calcio en las anteras, el gineceo, el hipanto, los sépalos
y el disco glandular.

e Ovulos crasinucelados con funiculo largo.

e Polen isopolar.

e Forma del polen: subprolato a esferoidal.

e Amb del polen lobado.
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o Heterocolpados. Os circulares a lalongados.

e Exina tectada.
e Presencia de taninos.

FRUTO

e Estructura vascular del pedinculo: eustela de haces bicolaterales.

e Periciclo constituido por una vaina colenquimatica y un parénquima interno.

e Drusas de oxalato de calcio en el cortex , floema externo y médula del

pedunculo.
e Tricomas “combretaceos” en la epidermis del pedunculo y el epicarpio.
e Estomas anomociticos en el epicarpio.
e Mesocarpio parenquimatico.
e Endocarpio esclerenquimatico (esclereidas y fibras).
e Drusas de oxalato de calcio en el endocarpio.
e Cristales prismaticos de oxalato de calcio en fibras del endocarpio.

¢ Presencia de taninos.

SEMILLA

e Exotesta amarillo palido, de paredes celulésicas, con gotas de aceite;

mesotesta castafo-amarillenta, de células esclerdticas; endotesta

y

exotegmen castarnio-amarillentos, de células traqueidales, con

engrosamientos espiralados y endotegmen amarillo palido, de células
paredes celuldsicas, deigadas, alargadas y aplastadas tangencialmente.

e Cotiledones de vernacién convoluta, con gotas de aceite, cuerpos
aleurona y muy escaso almidén secundario.

e Drusas de oxalato de calcio en los cotiledones.

e Presencia de taninos.

de

de

Las observaciones de la exo—endomorfologia de Terminalia australis
concuerda, en parte, con datos aportados por diferentes autores, discrepandose

con conceptos que pasaremos a puntualizar.
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El fruto de 7. australis es lefioso y seco, tipo samaroide, y no una drupa como
estima Corréa (1984).

Metcalfe y Chalk (1957) mencionan bandas tangenciales de fibras septadas
llenas de cristales en varios géneros de Combretaceae incluyendo Terminalia.
Sin embargo en el andlisis efectuado no se hallaron fibras septadas y los cristales
sbélo se presentan en células parenquimaticas. Similares caracteristicas fueron
encontradas por Roth (1969) para Terminalia guayanensis Eichler y Terminalia
amazonia (Gmel.)Exell.

El tallo primario de T. australis con haces vasculares bicolaterales, el periciclo
formado por fibras de esclerénquima y parénquima y la presencia de drusas
parecen ser caracteres compartidos por los miembros de las Combretaceae,
segun las descripciones de Metcalfe y Chalk (1957) Verhoeven y Van der Schijff
(1975).

En un estudio que incluyd 37 especies de Terminalia, Van Viiet (1978)
estableci6 la presencia de punteaduras ornadas tipo B con las formas 2, 3 e
intermedias entre ambas. El analisis con MEB de las punteaduras de T. australis
permite precisar que son intermedias entre las formas 2 y 3. Acerca del valor
diagnostico de este caracter, Van Vliet (1979) lo ha considerado dudoso, con la
salvedad de ser el Unico género de Combretaceae que presenta tal variacion.

Van Viiet (1979) y Chattaway (1955) mencionan que los cristales del lefio de
Terminalia pueden presentarse en el parénquima axial o radial. Tortorelli (19356)
menciona cristales en el parénquima radial y el tejido fibroso del lefio de T.
australis. En cambio en el material analizado fueron observados solamente en el
parénquima axial.

El contenido de los canales intercelulares de tipo traumatico es sélido vy
presenta aspecto granular y apariencia gomosa y en la bibliografia (Van Viliet,
1979; Record, 1936) se considera que son gomas. Heiden (en Metcalfe y Chalk,
1957) habla de “espacios secretores”, con contenidos amarillos que dan positiva
la reaccion de mucilagos, en ramas gruesas de Terminalia bellerica Roxb. y
Terminalia macroptera Mart. Asimismo en la familia distintos autores ( Bruneton,
1991; Howes, 1949; Mantell, 1947; Perrot ,1943/44, Van Vliet, 1979) mencionan
la presencia de gomas, siendo la de mayor importancia comercial la goma “ghatti”
o “gatty”, que es el exudado amorfo de Anogeissus /atifolia Wallich.

Scala (1912) menciona distintas reacciones histoquimicas (ferricianuro
potasico, acido nitrico-acido acético, acido clorhidrico, alcohol etilico-metilico)
para lograr identificar diferentes gomas de Acacia y Prunus. Sin embargo,

96

ugIsnosiqg A sopejnsey




dichas reacciones histoquimicas practicadas indican la ausencia de gomas,
resinas (solucién saturada de acetato de cobre) y almidén. Este ualtimo
polisacarido esta presente en algunas gomas, tales como la goma tragacanto
(Evans 1991).

Respecto al contenido de los vasos de Terminalia, Van Vliet (1979) menciona
que puede ser sélido amorfo o granular, aunque no indica su composicion
quimica. Metcalfe y Chalk (1957) consideran que en Terminalia las tilosis son
abundantes y que los depdsitos de goma comunes y algunas veces abundantes.

En relacion a los taninos hallados en las Combretaceae distintos autores
(Dahigren y Thorne, 1984; Fernandez Fernandez y Crespo lrizar, 1999)
establecen la presencia de taninos hidrolizables y condensados. Fernandez
Fernandez y Crespo lIrizar (1999) consideran que los taninos hidrolizables con
sales férricas dan coloraciones y precipitados azul-negrusco y que los taninos
condensados dan precipitados pardo-verdosos. Como resultado de las
reacciones histoquimicas practicadas en oérganos aéreos de Terminalia australis
en el presente trabajo pareciera que se hallan taninos hidrolizables dentro de las
vacuolas de los distintos tipos celulares.

A diferencia del quemado de astillas de Terminalia catappa (IAWA 1989) la
especie en estudio no muestra chispas brillantes.

Finalmente, la obtencion de valores numéricos de esta especie mediante la
microscopia analitica cuantitativa permitid aportar magnitudes numéricas

proporcionales que resultaron originales e inéditas.
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4.2.ENSAYOS BIOLOGICOS

La busqueda de sustancias farmacoldgicamente activas es un objetivo
permanente de la ciencia. El reino vegetal es una fuente inagotable de nuevas
estructuras, por lo que se llevan a cabo cotidianamente investigaciones
especializadas, con baterias de ensayos tendientes a probar extractos de plantas
de todo el mundo, en busqueda de sustancias que permitan combatir
determinadas enfermedades.

La busqueda de sustancias con actividad antifungica representa una de ellas.
En las Ultimas décadas se han producido cambios sustanciales en el mundo de la
Micologia médica (Dignani, MC et al, 2003). Los avances diagndsticos,
quirtrgicos y farmacolégicos iniciados a finales de los aflos 1960 revolucionaron
la Medicina moderna, ya que empezaron a tratarse con éxito enfermedades que
habian sido tradicionalmente incurables. La contraparte de ello fue el aumento de
las complicaciones iatrogénicas, entre las que se cuentan las infecciones
oportunistas. Microorganismos saprofitos o ambientales de escasa virulencia,
como Candida spp. y Aspergillus spp., se convirtieron en patdgenos que podian
causar cuadros infecciosos mortales (Steinbach et al. ,2004). Este aumento de
prevalencia de las micosis hizo necesario desarrollar farmacos con los que poder
tratar estas infecciones. Los polienos, la fluorocitosina y los imidazoles
empezaron a utilizarse con frecuencia en muchos grupos de enfermos y con el
desarrollo de los triazoles (fluconazol e itraconazol), se inicié el uso masivo de la
profilaxis antifungica y de la terapia empirica(Aller, A. 1.,et al. 2000).

Estas practicas terapéuticas han generado cambios epidemiologicos, entre los
que destacan la aparicion de cepas que han desarrollado resistencia secundaria
a los antifungicos y la sustitucion de algunas especies sensibles por otras con
resistencia intrinseca .De esta manera es como se vuelve a la busqueda en los
productos naturales de principios activos con actividad antifungica.

La actividad antimicrobiana de especies de la familia Combretaceae quedd
demostrada en varios trabajos a través de la presencia en muchas de sus
especies de sustancias con actividad antibacteriana y antifingica (Bassene et al.,
1995; Martini et al.,1998; Elegami et al., 2002, Batawila ef al., 2005).
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Del género Terminalia han sido estudiadas varias especies que también

han demostrado actividad antimicrobiana: T. catappa ( Bushnell et a/. 1950);
T. alata (Taylor et al., 1996), T. macroptera (Silva et al., 1997,2002);
T. complanata (Khan et al., 2002) y T. bellerica y T. chebula (Arora et al. 2003).

En nuestro pais Martino et al. (2004) trabajaron con extractos acuosos de hojas
de Terminalia triflora, especie afin a la planta en estudio, encontrando que posee
compuestos que inhiben el desarrollo del HIV.

En cuanto a Terminalia australis, esta especie ha sido descripta sélo en trabajos
floristicos de Argentina (Cabrera y Dawson, 1944; Exell, 1939; Fabris, 1965;
Guaglianone 1999a, 1999b; Lahitte y Hurrell, 1997b; Leonardis, 1976), Brasil
(Exell y Reitz, 1964) y Uruguay (Lombardo, 1964, Muioz et al., 1993) pero .no se
ha encontrado en la bibliografia trabajos sobre estudios en busca de alguna

actividad bioldgica, a excepcion de los de Escalante y Carpano (1877) y de

Carpano et al. (2004).

4.2.1.ENSAYO DE SUSCEPTIBILIDAD /N VITRO

4.2.1.1. Método de difusion en medio sélido para levaduras y hongos

filamentosos productores de conidias.

Los resultados observados enfrentando extractos acuosos, metandlicos y de
diclorometano obtenidos a partir de la recoleccion de partes aéreas de Terminalia
australis con cepas de coleccidon de Candida albicans, C. krusei, Aspergillus

niger, A. fumigatus y A. flavus estan representados en los Graficos 1a 7.
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Gréfico 1; Extractos acuosos frente a Candida albicans
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Grafico 2: Extractos metandlico frente a Candida albicans
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Gréafico 3 : Extractos acuosos frente a cultivos deCandida krusei
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Gréafico 4 . Extractos metandlicos frente a cuitivos de Candida krusei
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Gréfico § . Extractos acuosos frente a cultivos de Aspergillus fumigatus
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Gréfico 6 : Extractos metandlicos frente a cultivos de Aspergillus fumigatus
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Gréfico 7 : Extractos acuosos frente a cultivos de Aspergillus flavus

Q A sope)nsay

r

uoIsnosI

106



Cepas Fluconazol |Anfotericina B
Candida albicans 20 -
Candida krusei 15 -
Aspergillus niger - 18
Aspergillus fumigatus - 16
Aspergillus flavus . - 10

Tabla 8. controles positivos halos de inhibicion en mm.

Los extractos acuosos de Terminalia australis obtenidos a partir de material
recolectado desde noviembre del aino 1998 al mismo mes del ano 2000 (cfr.
3.2.1.1.) han demostrado frente a Candida albicans actividad antifangica en
aumento desde noviembre hasta abril, que es cuando se producen los picos de
mayor efecto inhibitorio, 24 mm de halo de inhibicién y 26 mm, respectivamente,
para cada afio. A partir de éste Ultimo mes la actividad comienza una progresiva
disminucién llegando a la inactividad total en el mes de julio. En agosto se
produce un lento aumento de la actividad, alcanzando el maximo en abril de afio
siguiente. En el estudio comparativo de los dos ciclos bioldégicos consecutivos se
observan minimas diferencias de accién inhibitoria. Los extractos metandlicos
enfrentados a la misma cepa fungica demostraron similar accién, alcanzando su
pico maximo en el mes de abril de 2000 con un halo de inhibicion de 28 mm y de
26 mm en el mismo mes de 1999.La ausencia de halo inhibitorio se detectd en
los extractos obtenidos del material recolectado en julic y agosto en ambos aiios .
Los extractos de diclorometano no mostraron actividad en los dos periodos
ensayados.

En el caso de las pruebas efectuadas frente a Candida krusei el
comportamiento del extracto acuoso también presentd actividad inhibitoria
méaxima en el mes de abril (18 mm de halo de inhibicion en el afio 1999 y 22 mm
en el 2000). La inactividad se observé en julio para el extracto realizado en 1999
y en agosto para el obtenido en 2000. Los extractos correspondientes al resto de
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los meses mostraron similar actividad. Los extractos metandlicos mostraron
accion antifangica muy semejante, encontrando en el mes de abril sus maximos
valores (22 mm de halo inhibitorio para 1999 y 24 mm para 2000). Los extractos
obtenidos con diclorometano no presentaron actividad antifingica.

Los antifungigramas obtenidos enfrentando extractos acuosos de Terminalia
australis con Aspergillus fumigatus mostraron, al igual que los anteriores, un
aumento significativo de la actividad inhibitoria de la cepa en abril (22 mm de halo
en 1999 y 21 mm en 2000). La falta de inhibicién fue total en los meses de
noviembre, diciembre, enero, febrero, agosto, setiembre, octubre y noviembre,
comenzando lentamente a aumentar en marzo hasta llegar a los valores
maximos ya mencionados. Este comportamiento se repitié durante los dos afios
de prueba. Los extractos metandlicos han demostrado diferencias importantes
con los descritos para los acuosos, ya que se ha observado el maximo de
inhibicién en los meses de abril y mayo para el afio 1999 y en abril, mayo y junio
para el afio 2000. La inactividad fue total en los meses de noviembre, diciembre,
enero, febrero, marzo, agosto, setiembre y octubre durante los dos ciclos. En
cuanto a la disminucidn de la accidén antifingica en el afio 1999 comienza en
junio y en el 2000 en el mes de julio. Los extractos de diclorometano demostraron
no poseer actividad en ningtin mes de los dos ciclos biolégicos.

Los extractos acuosos ensayados frente a Aspergillus flavus demostraron
poseer accion inhibitoria solamente con un pico de 8 mm de halo en abril del ano
1999. Los extractos metandlicos mostraron un halo de 10 mm durante los meses
de abril y mayo del afio 1999 y de 12 mm en los mismos meses del afio 2000. La
inactividad se registrd en noviembre, diciembre, enero, febrero, marzo, junio,
julio, agosto, setiembre y octubre de 1999. A los meses citados anteriormente se
agrega mayo para el aio 2000. Los extractos de diclorometano no tuvieron
efectos inhibitorios en ninguna de las pruebas realizadas en los dos afos.

Los extractos acuosos, metandlicos y de diclorometano no han demostrado
poseer actividad inhibitoria frente a la cepa de Aspergillus niger ensayada en
ninguna de la muestras testeadas.

Como antifungicos de referencia se utilizaron el fluconazol y la Anfotericina B.
Los valores obtenidos para el fluconazol fueron de 20 mm de halo de inhibicion
frente a Candida albicans y de 15 mm frente a C. krusei. Los halos observados
para Anfotericina B frente a Aspergillus niger, A .fumigatus y A. flavus fueron de

18 mm, 16 mm y 10 mm, respectivamente.
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4.2.1.2. Determinacion de la concentraciébn minima inhibitoria (CMI)
de levaduras y hongos filamentosos formadores de conidias por el

método de dilucién en agar en ug/mi

Los resultados obtenidos en la determinacién de la Concentracion Minima
Inhibitoria en los periodos de mayor actividad antifungica (cfr.4.2.1.1.) se
presentan en las Tablas 9, 10 y 11 .En la Tabla 12 la CMI| de los controles

Cepas Extracto acuoso | Extracto metandlico
Candida albicans < 250 250
Candida krusei 250 >250
Aspergillus fumigatus 250 500
Aspergillus flavus 1000 -

Tabla 9 :Concentraciones Minimas Inhibitorias del mes de abril de los anos 1999

y 2000

Extracto acuoso | Extracto metandlico

Cepas
Candida albicans < 1000 1000
Candida krusei 1000 1000

Aspergillus fumigatus - -

Aspergillus flavus - -

Tabla 10:Concentraciones Minimas Inhibitorias de enero, febrero y marzo de los

affos 1999 y 2000
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Extracto acuoso

Extracto metandlico

Cepas
Candida albicans >1000 >1000
Candida krusei >1000 >1000

Aspergillus fumigatus

Aspergillus flavus

Tabla 11 :Concentraciones Minimas Inhibitorias(ug/ml) de mayo de los anos

1999 y 2000

Cepas Fluconazol Anfotericina B
Candida albicans 150 -
Candida krusei 120 -
Aspergillus niger - 3
Aspergillus fumigatus - 1
Aspergillus flavus - 3

‘Tabla 12 Concentraciones Minimas Inhibitorias(pg/ml ) de los controles

positivos

Cuando se ensayan extractos vegetales se consideran activos aquellos
con CMI menor ¢ igual a 1000 ug/ml (Muschietti ef al., 2005)
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4.3.ENRAIZAMIENTO DE ESTACAS

Los resuiltados obtenidos en el ensayo de enraizamiento de estacas de
Terminalia australis fueron poco alentadores. Las estacas no presentan una
elevada supervivencia: 33% para el testigo y aproximadamente 50% para los
tratamientos. El enraizamiento tampoco fue elevado, pero aumentdé con la
concentraciéon de ANA entre un 33% y 64%.

La iniciacién de raices adventicias en las estacas se produjo en todos los casos
por encima de la base. El sistema radicular fue bastante pobre en el testigo,
constituido generalmente de 1 a 4 raices de 5 cm de longitud promedio, con
escasas raicillas, aunque un ejemplar presenté raices ramificadas con una
longitud promedio de 12 cm.

La Tabla 13 muestra los resultados obtenidos. El grado de enraizamiento, asi
como el nimero de raices producidas, se incrementd significativamente como
consecuencia del tratamiento con el regulador de crecimiento ensayado, aun
cuando no parece ejercer ningin efecto sobre la longitud de las mismas. No se
observan diferencias al superar las 50 ppm de ANA.

uoIsnasiq A sopejnsay

Concentracion de

Enraizamiento

Numero de raices

Longitud de raices

ANA (ppm) (%) (rango) (rango, cm)
0 33,3 - -
25 48 1-7 0,7-18
50 60 2-15 0,5-19,5
100 64 1-16 0,2-18

Tabla 13. Resultado del ensayo de enraizamiento de Terminalia australis,
instalado el 30/08/00.
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Son muchos los factores que afectan la regeneracion de plantas por estacas,
tales como las condiciones fisiologicas de las plantas madre, el tipo de estaca, la
época del afio en que se colecta el material y las condiciones ambientales
durante el enraizamiento. En estas experiencias preliminares se evalué
solamente el efecto de la concentracion de un unico factor de regulacion de
crecimiento (ANA) y los resultados obtenidos permiten alentar expectativas
ciertas de propagar vegetativamente mediante estacas enraizadas individuos de
Terminalia australis. Sera necesario diagramar nuevos ensayos que tengan en
cuenta diferentes variables para optimizar el proceso de enraizamiento de

estacas de la especie en estudio.
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CONCLUSIONES




Terminalia australis Cambess. (Combretaceae) es una especie arbérea, menos
frecuentemente arbustiva, nativa de Brasil meridional, Paraguay, Uruguay vy
nordeste de Argentina, hasta el delta del Parana, ribera platense e Isla Martin
Garcia. Sus nombres vulgares en castellano son “palo amarillo®, “amarilio”,
“amarilio del rio”, “blanquillo” y “tanimbd”; en guarani “ihvihra saihdyd®; en
portugués “amaritho”, “sarandi amarelo” y “amarelinho”; en inglés “bombawy”.
Sus nombres vulgares se deben al color amarillo-ocraceo de la madera.

El presente trabajo tiene como objetivos el estudio de la exo-endomorfologia de
los oOrganos aéreos, establecer los parametros micrograficos de Terminalia
australis Cambess., la realizacion de ensayos que permitan determinar la posible
actividad antifingica de extractos acuosos, metandlicos y de diclorometano e
intentar mejorar la propagacion de la especie si existiera su accion antimicotica.

En la seleccion del material vegetal se tuvo en cuenta que el individuo fuese
adulto y se encontrase en buen estado fitosanitario. Este ejemplar de Terminalia
australis se encuentra situado en Argentina, Provincia de Buenos Aires,
Ensenada, Punta Lara, Reserva Natural, (camino a Villa Elisa a 50 m del camino
costanero). Altura aproximada del Ejemplar 8 m; perimetro del tronco 75,0 cm.
Las muestras mensuales de este Ejemplar se encuentran depositadas en LPE,
bajo el N° 893.

Se describié la exo-endomorfologia de los érganos aéreos y se establecieron
los paré&metros microgréficos de Terminalia australis Cambess. Esta informacion
pemitiria elaborar una monografia de la especie, con miras a su eventual
inclusién en la Farmacopea Argentina. Los estudios anatdémicos fueron realizados
tanto en material fresco como en material seco.

Los caracteres cualitativos de los 6rganos aéreos de valor diagndstico que

permiten caracterizar a la droga, con MO, son los siguientes:

HOJA

o Estomas anomociticos en la epidermis adaxial y tricomas “combretaceos” en

ambas epidermis.
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Mesdfilo de estructura dorsiventral. Drusas de oxalato de calcio en el mesdfilo

y el liber.
Estructura vascular de la nervadura principal: haz colateral en forma de
herradura, rodeado por una vaina esclerenquimatica. Nudo unilacunar.

Presencia de taninos y alcaloides

TALLO

Estructura Primaria

Tricomas “combretdceos” en la epidermis. Estomas anomociticos en la
epidermis.

Drusas de oxalato de caicio en el cortex primario, el floema externo (en
hileras tangenciales) y la medula.

Estructura vascular: euestela de haces bicolaterales.

Periciclo constituido por cordones de fibras esclerenquimaticas y parénquima.
Elementos de vaso con placa de perforacién simple y engrosamientos
anillados, espiralados, escalariformes y areolados .

Elementos de vaso areolados con puntuaciones ornadas y alternas.
Parénquima axial con cristales simples, prismaticos, de oxalato de calcio.

Presencia de taninos y alcaloides.

Estructura secundaria

Presencia de drusas de oxalato de calcio en el parénquima axial del liber.
Radios floematicos uniseriados .Liber duro formado por fibras no septadas,
dispuestas en bandas tangenciales.

Estructura no estratificada. Porosidad difusa. Placa de perforacion simple.
Puntuaciones intervasculares areoladas, ornadas y alternas. Numero de
bandas del parénquima axial.

Parénquima axial con cristales alargados prismaticos, de oxalato de calcio.

Radios lefiosos uniseriados y heterogéneos.
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Presencia de taninos y alcaloides.

FLOR

Tricomas “combretaceos” en la cara externa del hipanto inferior, ambas caras
del hipanto superior, ambas caras de los sépalos, el tercio basal del estilo y

muy escasos en el disco glandular.
Estomas anomociticos en la epidermis externa del hipanto, en la epidermis

externa de los sépalos y en el disco glandular.

Drusas de oxalato de calcio en las anteras, el gineceo, el hipanto, los sépalos
y el disco glandular.Ovulos crasinucelados con funiculo largo.

Polen isopolar. Forma del polen. subprolato a esferoidal. Heterocolpados.

Colpos y pseudocolpos circulares a alongados. Exina tectada.

Presencia de taninos.

FRUTO

Estructura vascular del pedunculo: eustela de haces bicolaterales. Periciclo
constituido por una vaina colenquimatica y un parenquima interno.

Drusas de oxalato de calcio en el cortex, floema externo y médula del
pedunculo. Tricomas “combretaceos” en la epidermis del pedunculo y el
epicarpio.

Estomas anomociticos en el epicarpio. Mesocarpio parenquimatico.
Endocarpio esclerenquimatico (esclereidas y fibras).Drusas de oxalato de
calcio en el endocarpio.

Cristales prismaticos de oxalato de calcio en fibras del endocarpio.

Presencia de taninos.
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SEMILLA

e Exotesta de color amarillo pélido, de paredes celulésicas, con gotas de aceite;
mesotesta castafio-amarillenta, de células escleréticas; endotesta vy
exotegmen castafio-amarillentos, de células traqueidales, con
engrosamientos espiralados y endotegmen amarillo palido, de células de
paredes celuldsicas, delgadas, alargadas y aplastadas tangencialmente.

e Cotiledones de vernacién convoluta, con gotas de aceite, cuerpos de
aleurona y muy escaso almidon secundario.

e Drusas de oxalato de calcio en los cotiledones.

e Presencia de taninos.

Para la realizacién de las pruebas biolégicas se obtuvieron extractos acuosos,
metandlicos y diclorometanicos de los érganos aéreos de Terminalia australis
durante dos ciclos biol6gicos (24 meses consecutivos), que fueron utilizados para
la realizacion de antifungigramas y la CMI con el propdsito de determinar la
posible existencia de actividad antifiingica y detectar los meses del ciclo biolégico
durante los cuales la actividad es mayor.

Se utilizaron los siguientes hongos provenientes del Instituto de Micologia
Carlos Spegazzini, La Plata, Provincia de Buenos Aires, Argentina (LPS):
Candida albicans (Robin) Berkhou 639 (LPS), Candida krusei Castellani 589
(LPS), Aspergillus niger Van Tleghem 51(LPS), Aspergillus fumigatus Fries
170 (LPS) y Aspergillus flavus Link 4 (LPS).

Las cepas empleadas corresponden a hongos levaduriformes (Candida spp.) y
miceliares (Aspergillus spp.) que no presentan resistencia a los antimicéticos
utilizados como controles recomendados por el National Commitee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), en sus documentos M27-A2 (2002 a), M38-A
(2002 b) y M38-P (1998) .

Para la realizacién de los ensayos de susceptibilidad in vitro se empleé el
método de difusion en medio sodlido para levaduras y hongos filamentosos
productores de conidias. Se adopté el Documento M27-A y M38-P, del National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), modificado segun Cantén
Lacasa ef al. (2001).

La actividad antifungica fue determinada utilizando pruebas de difusidn en
medio sélido sobre cultivos estandarizados de hongos representativos.
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emplearon controles negativos con discos cargados con cada uno de los
solventes y secados en iguales controles positivos con soluciones de fluconazol
(Pfizer) y Anfotericina B (Pfizer) en DMSO. La lectura de las pruebas preliminares
de susceptibilidad de las levaduras se hizo visualmente y los halos de inhibicién
se midieron en mm empleando una reglilla calibrada. Los diametros se
compararon con los obtenidos con el control positivo. En los hongos filamentosos
la lectura se hizo del mismo modo y los halos de inhibicion medidos en mm se
compararon con los halos de los discos embebidos en los extractos y el del
control positivo.

Se determind la concentracion minima inhibitoria (ug/ml) en aquellos extractos
que presentaron halos de inhibicién (mm) importantes con respecto a los
antifingicos de referencia (fluconazol y Amphotericina B) establecidos por el
National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). La determinacion
de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de levaduras y hongos filamentosos
formadores de se realizé por el método de dilucion en caldo glucosado
Sabouraud. La CM| se determind por observacion visual de los tubos,
considerando como tal a la concentracién mas baja de extracto en ia cual no se
observo crecimiento flingico despues de la incubacion.

Los antifungigramas realizados permiten concluir que Terminalia australis
contiene principios activos con probada accion antifungica, como lo demuestran

los siguientes resultados:

o Los extractos acuosos de Terminalia australis obtenidos a partir de material
recolectado desde noviembre del afno 1998 al mismo mes del aftio 2000 (cffr.
3.2.1.1.) han demostrado frente a Candida albicans actividad antifingica en
aumento desde noviembre hasta abril, mes este Ultimo donde se producen los
picos de mayor efecto inhibitorio, 24 mm de halo de inhibicién y 26 mm,
respectivamente, para los afios 1999 y 2000.

o Los extractos metandlicos enfrentados a la misma cepa fungica demostraron
similar accion, alcanzando su pico maximo en el mes de abril del 2.000 con
un halo de inhibicion de 28 mm y 26 mm en el mismo mes de 1999.

e En el caso de las pruebas efectuadas frente a Candida krusei el
comportamiento del extracto acuoso presentd actividad inhibitoria maxima en
el mes de abril, con 18 mm de halo de inhibicion en el afio 1999y 22 mm en
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el 2000.
e Al ser ensayados frente a Candida krusei los extractos metanoélicos mostraron

accion antifungica y en el mes de abril se observaron sus maximos valores,
22 mm de halo inhibitorio para 1999 y 24 mm para el 2000.

o Los antifungigramas enfrentando extractos acuosos de Terminalia australis
con Asperygillus fumigatus mostraron, al igual que los anteriores, un aumento
significativo de la actividad inhibitoria de la cepa en abril , 22 mm de halo en
el afo 1999 y 21 mm en el 2000.

e La accibn de los extractos metandlicos sobre esta ultima especie han
demostrado diferencias importantes con los descritos para los acuosos,
observandose el maximo de inhibicién en los meses de abril y mayo para el
ano 1999 y abril, mayo y junio para el 2000.

e En cuanto a la accién de los extractos acuosos frente a Aspergillus flavus
demostraron poseer accidn inhibitoria solamente con un pico de 8 mm de halo
en el mes de abril del afio 1999.

e Los extractos metandlicos mostraron un halo de 10 mm durante los meses de
abril y mayo del ano 1999 y de 12 mm en el 2000.

e Los extractos acuosos, metandlicos y de diclorometanoc no han demostrado
poseer actividad inhibitoria frente a la cepa Aspergillus niger en ninguna de la
muestras testadas.

e Los extractos de diclorometano no tuvieron efecto inhibitorio en ninguna de

las pruebas realizadas en los dos afnos.

Los resultados de las CMI para Candida albicans y Candida krusei de los
extractos acuosos y metandlicos han sido muy interesantes, ya que sus valores
se encuentran entre menos de 250 ug/ml a 1000 pg/ml para los meses de la
fructificaciéon. Entre los meses de enero y marzo, si bien los valores que se han
determinado son mayores, al ser entre menos de 1000 pg/mi y 1000 pg/ml son
importantes de tener en cuenta. Los extractos acuosos y metandlicos han
demostrado poseer una CMI muy importante frente a Aspergillus fumigatus: 250
Hg/ml y 500 pyg/ml, respectivamente. Para Aspergillus flavus, sélo el extractivo
metandlico mostré una CMI de 1000 pg/ml. Cuando se ensayan extractos
vegetales se consideran activos aquellos con CMI menor & igual a 1000 pg/ml.

(Muschietti L. et al., 2005).
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La etapa de fructificacién son los meses a los cuales pertenecen los materiales
vegetales recolectados que han demostrado poseer una interesante actividad
antifingica .En estos meses ademas de las partes aéreas recolectadas en otros
periodos es importante destacar la alta proporcién de frutos maduros de
Terminalia australis (cfr. 3.2.1.1.), fendmeno que se repite en ambos periodos
testados.

Finalmente, en cuanto al enraizamiento de estacas, debe tenerse en cuenta
que son muchos los factores que afectan la regeneracion de las plantas por este
medio, como las condiciones fisiolégicas de las plantas madre, el tipo de estaca,
la época del afioc en que se colecta el material y las condiciones ambientales
durante el enraizamiento. En estas experiencias preliminares se evaluo
solamente el efecto de la concentracion de un unico factor de regulacion de
crecimiento (ANA) y los resultados obtenidos permiten alentar expectativas
ciertas de propagar vegetativamente mediante estacas enraizadas individuos de
Terminalia australis ( Fig 52, Graficos 8 y 9 ). Sera necesario diagramar nuevos
ensayos que tengan en cuenta diferentes variables para optimizar el proceso de

enraizamiento de estacas de la especie en estudio.
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Gréfico 8 : Efecto de los diferentes niveles de ANA (ppm.) en el porcentaje de
estaquillas con raices de Terminalia australis
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Grafico 9 - Efecto de los diferentes niveles de ANA (ppm.) en el nimero de

raices
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Figura 52 ; Formacidn de raices en estaquilla de Terminalia australis con
100 ppm. de ANA.
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