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RESUMEN

Se ha llevado a cabo un analisis histoquimico del meséfilo de
Canna ceccinea Mill. y Canna glauca L., habiéndose confirmado la
presencia de almidén de reserva en las células de las vainas paren-
quimaticas de los haces vasculares, contenidos tanicos en el cito-
plasma de células epidérmicas, hipodérmicas, del parénquima en em-
palizada y de células vecinas al vaso principal de metaxilema de
los haces; sustancias de naturaleza lipidica en el tejido en empa-
lizada, silice y oxalato de calcio en idioblastos. Canna coccinea pre-
senta antocianas en vacuolas de células epidérmicas, lo que le con-
fiere el color rojo caracteristico a los margenes y nervio medio foliares.
Las antocianas faltan en C. glauca. La primera de las especies men-
cionadas presenta un “tejido acuifero” de localizacién subepidérmica
abaxial y circunscripto al area sobreelevada de la vena media. Tres
sustancias aparecen asociadas en este tejido: lignina, suberina y celu-
losa. La presencia de este tejido en el mesdfilo, su relaciéon con otros
tejidos foliares y el andlisis quimico efectuado sugieren que se vincula
principalmente con el almacenamiento de agua, desempenando, ademas,
una funcién accesoria motora,

Canna, mesdfile, histequimica

1 Chtedra de Introduccién a la Botdnica, Facultad de Ciencias Naturales y
Museo, Paseo del Bosque s/n., 1900 La Plata, Argentina.
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ABSTRACT

MEesorPayLL HISTOCHEMISTRY IN SPECIES OF Canna L. — A histo-
chemical analysis of the leaf tissues of Canna coccinea Mill. and
Canna glauca 1.. has demonstrated the presence, chemical nature
and distribution of following substances: starch, tanines, silica, calcium
oxalate, antocianes and fats in the citoplasm. Wall substances, besides
cellulose, were: lignine, suberine and cutine. Special attention has
been given to the abaxial “water tissue” in C. coccinea: its location
in the mesophyll, its relation to other leaf tissues and its chemical
analysis are suggestive of a double function, the principal being the
storage and transportation of water, and the accessory being of a
mechanical-motor nature.

Canna, mesophyll, histochemistry

INTRODUCCION

Al estudiar la histologia foliar de 2 especies de Canna L.
(Canna coccinea y Canna glauca), se encontraron inclusiones
celulares, sustancias incrustantes y pigmentos con referencia a
los cuales se analizé la naturaleza quimica y la distribucion en
los tejidos foliares. Se pudo corroborar la presencia de almidén,
taninos, lipidos, silice, oxalato de calcio, antocianas, celulosa, y
determinar la de lignina, suberina y cutina.

En el curso del mismo estudio la naturaleza del “tejido
acuifero” de la hoja requiri6 un especial analisis histoquimico,
porque se hallé que la naturaleza de sus paredes celulares y
su posicion en el mesofilo de la hoja, no sélo sugeririan pro-
piedades relacionadas con la reserva y transporte de agua sino
una funcién accesoria motora.

Solereder & Meyer (1930) y Tomlinson (1969) son los
unicos aportes recientes al conocimiento histoquimico general
de Cannaceae. Ellos citan someramente algunos estudios pre-
vios generales (Falkenberg, 1876; Leblois, 1887; Lutz, 1897;
etc.). La presencia de almidén, taninos, lipidos, silice, oxalato
de calcio y antocianas es dada a conocer por los dos trabajos
mencionados en primer lugar, sin efectuar precisiones en cuanto
a la distribucion de estas sustancias o a los tests realizados para
detectarlas. No existen hasta el presente trabajos especifica-
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mente relacionados con la histoquimica de la hoja, con la ex-
cepcion de la cita que hace Tomlinson (1969) de cristales de
albimina en plastidos para dos especies exéticas de Canna
(C. gigantea Desf. y C. warscewiczit A. Dietr.).

Haberlandt (1914) hace una referencia general al tejido
acuifero de Scitaminae sensu lato, al cual le asigna una funcion
exclusivamente almacenadora de agua. Solereder & Meyer se
limitan a mencionar su presencia. Tomlinson (1961) lo des-
cribe, llamando ‘“‘células oblicuas™ a sus elementos constituyen-
tes, en los cuales se encuentran engrosamientos parietales cuya
naturaleza no analiza.

MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES: Se utilizé material fresco coleccionado por
la autora en varias excursiones por los alrededores del partido
de La Plata (Punta Lara, City Bell y Gonnet). Parte del ma-
terial fue depositado en el herbario del Museo de La Plata
(LP): Canna coccinea Mill. City Bell, Legit Ciciarelli N° 1;
Canna glauca L. Punta Lara, Legit Ciciarelli N° 2.

2. Metopos: Se efectuaron diversas técnicas de identifi-
cacion de sustancias en cortes delgados, hechos a “mano alzada”
y con “microtomo de congelacion™. Las preparaciones transi-
torias se montaron en glicerina, y las preparaciones definitivas
para comparacion, en balsamo de Canada.

Las reacciones de caracterizacion llevadas a cabo fueron:

2.1. Test del lugol (para detectar la presencia de almidén):
Se colocan los cortes en una solucion de lugol (0,3 gr de iodo,
1.5 gr de ioduro de potasio y 100 cm® de agua) durante pocos
minutos. El almidon se colorea de azul violaceo.

2.2. Test del sulfato ferroso (para taninos): Se colocan las
secciones en una solucion de 2 gr de sulfato ferroso, 10 cm?
de formol y 90 cm?® de agua destilada. Se dejan en ella 24 a
48 horas. Los taninos se colorean de azul oscuro a negro.

2.3. Test del fenol (para silice): a) se colocan los cortes
sobre portaobjetos; b) se cubren con un cristal de fenol; c¢)
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se calienta hasta que aparezca una coloracion rosada, que in-
dica la presencia de silice.

2.4. Test del acetato cuprico-sulfato férrico (para oxalato
de calcio): a) se colocan las secciones en una solucién acuosa,
saturada de acetato ctprico. Si hay cristales de oxalato de calcio,
éstos se disuelven y el acido oxalico difunde a los espacios
intercelulares donde se forman los cristales de oxalato cuprico;
b) a continuacion, mediante una solucién de sulfato feérrico
(5 gr de sulfato férrico y 20 cm® de acido acético en 80 cm?®
de agua destilada) se trata el oxalato disuelto. Este precipita
formando cristales amarillos de sulfato ferroso.

2.5. Test del suddn 4 en etilenglicol (para sustancias de
naturaleza grasa en general): Se colocan los cortes sobre porta-
objetos en una solucién de sudan 4 al 1 % en etilenglicol.
Se aplic6 con resultado positivo para cutina, suberina, y lipi-
dos, que reaccionan coloreandose de anaranjado rojizo.

2.6. Test del floroglucinol (para lignina): a) se colocan
las secciones en una solucién de floroglucinol al 1 % en
alcohol 70 % durante 5 minutos; b) el exceso de floroglucinol
se elimina con papel de filtro y se cubren con gotas de acido
clorhidrico concentrado. La lignina se colorea de rojo intenso.
Esta coloracion es transitoria.

2.7. Tests efectuados para detectar celulosa.

2.7.1. Test del azul de anilina: a) se pasan los cortes por
la serie de alcoholes de graduacién progresiva hasta alcohol
100 %; b) se colocan en una solucion de azul de anilina en
alcohol 100 % vy se dejan alli hasta obtener la coloracién de-
seada; c) se llevan a xilol puro; d) se hace un segundo cambio
a xilol; e) se montan en balsamo de Canada. La celulosa
colorea de azul intenso.

2.7.2. Test del pardo de Bismarck: Se utiliza una solucion
de pardo de Bismarck al 1 % en alcohol 70 %}; a) se colocan
las secciones en alcohol 70 % vy se pasan a la solucién colorante,
dejandolos durante aproximadamente 10°; b) se sacan y pasan
por la serie de alcoholes etilicos de graduacion progresiva hasta
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xilol; ¢) se repite el paso por xilol; d) se montan en balsamo
de Canada. La celulosa se tife de castafio brillante.

2.7.3. Test de la eritrosina-cristal violeta (también es espe-
cifico para lignina, suberina y cutina): Aqui se la emple6 en
especial para el analisis quimico de las paredes celulares del
tejido acuifero. Los pasos de la misma se resumen a conti-
nuacién: a) las secciones de material fresco en agua destilada
se pasan a una solucién de cristal-violeta al 1 % acuosa, y
se dejan entre 15 y 24 horas; b) se lavan con agua destilada
hasta alcanzar la coloracion deseada dependiendo el lavado, del
tiempo utilizado para colorear; c¢) se deshidratan los cortes
hasta llegar a alecohol 95 %; d) se colocan los cortes en una
solucion de eritrosina en alcohol 95 % de 1 a 5 minutos; e)
pasan a alcohol 100 %, luego a la mezcla de alcohol 100 %
y xilol (1:1) y finalmente a xilol; f) se hace un nuevo pasaje
por xilol; g) se montan en balsamo de Canada. Las paredes
celulosicas se tinien de rosa brillante, las cutinizadas de purpura.
La lignina se colorea de azul, la suberina de purpura y los pa-
rénquimas en general de rosa.

RESULTADOS

INCLUSIONES EN GENERAL, PIGMENTOS Y CUTINIZACION (Lam.
1): Almidén, taninos, lipidos y silice se distribuyen similar-
mente y en proporcién semejante en C. coccinea y C. glauca.
No sucede lo mismo con el oxalato de calcio, antocianas vy
cutina.

ALMIDON DE RESERVA: se observé en forma de granos. en las
células de las vainas parequimaticas que rodean los haces vas-
culares. La forma de los granos es cercanamente eliptica y son
pequenios aun con los aumentos maximos utilizados (1250 x).

CONTENIDOS TANICOS: aparecen exclusivamente en citoplasma
de células epidérmicas, hipodérmicas, en células del parénqui-
ma en empalizada, y en algunas de las células vecinas del vaso
principal de metaxilema del haz vascular..

SUSTANCIAS DE NATURALEZA LIPIDICA: se observaron en el cito-
plasma de células de contorno subcircular, o alargadas, presen-
tes en el tejido en empalizada.
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SILICE: aparece en forma de cuerpos amorfos, en el citoplasma
de células especializadas. En la epidermis (en vista superficial)
es notable la presencia de hileras de estas células que se ex-
tienden por encima de las venas secundarias e intersecundarias
siguiendo su trayecto. En corte transversal se puede comprobar
exactamente la posicion de las células siliceas en hileras sub-
epidérmicas, que corren por encima de los casquetes fibrosos
asociados a los haces vasculares.

OXALATO DE CALCIO: aunque es comun en las dos especies
estudiadas varian la forma, la distribucién y el tamafio de sus
cristales. Estos se presentan bajo dos aspectos: ‘“‘arenilla cris-
talina” o cristales muy pequeiios, en gran cantidad, romboidales
o diversamente prismaticos; y agregados amorfos de tamano
mucho mayor. El primer tipo se halla en células parenquima-
ticas del mesoéfilo de C. glauca y C. coccinea. La segunda es-
pecie los presenta también en la epidermis, faltando en la epi-
dermis de C. glauca. Los agregados amorfos o grandes cristales
solitarios se encontraron en la hipodermis de ambas especies,
pero son mas abundantes en C. glauca.

ANTOCIANAS: La presencia de pigmentos antocianicos se de-
tecté en las vacuolas de las células epidérmicas de C. coccinea,
cuyas vainas, margenes y nervio medio foliares aparecen mar-
cadamente coloreados de rojo (Ciciarelli, 1984). C. glauca
carece de pigmentos antocianicos.

CuTiNA: Aparece en las paredes tangenciales externas de las
células epidérmicas y en los repliegues o engrosamientos parie-
tales de las células oclusivas de los estomas. Las 2 especies
presentan epidermis cutinizada, pero este fenémeno es mas nota-
ble en C. glauca. El espesor de las paredes tangenciales exter-
nas de la epidermis de la especie mencionada alcanza los 5,5 mi-
crometros. De este valor 2,5 micrometros, es decir casi la mitad,
corresponde a la cuticula, mientras que el resto, con una reaccion
mas débil al test corresponderia a las capas cuticulares. En el
caso de C. coccinea, el espesor total de las paredes tangenciales
externas no sobrepasa los 1,6 micrometros, y la coloracion obteni-
da con el test es uniforme no habiendo indicios de una diferen-
cia marcada entre capas cuticulares y cuticula. De igual ma-
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nera son mas notables los repliegues cutinizados de las células
oclusivas de los estomas de C. glauca que los de C. coccinea.

Tejmo acuirero (Lam. 1): Se presenta tejido acuifero sola-
mente en C. coccinea. C. glauca presenta 2 capas de hipoder-
mis abaxial, sin desarrollo del tejido mencionado. Tres sustan-
cias aparecen asociadas en el tejido acuifero: lignina, suberina
y celulosa. Con respecto a la primera, hasta 8 capas celulares
subepidérmicas arrojan un resultado positivo. Los test diferen-
ciales indican lignificacion presente pero débil. Lo mismo su-
cede con la suberina, presente en todas las células del tejido
acuifero pero en forma de una débil lamina parietal. La celu-
losa finalmente es la sustancia predominante. La presencia, dis-
-tribucién y proporcion de las 3 sustancias indican que se trata
de un tejido parenquimatico con paredes celuldsicas delgadas.
firmes, elasticas y plasticas.

CONCLUSIONES

La presencia de almidén, taninos, lipidos y silice es comun
para C. glauca y C. coccinea, en proporcion similar y distri-
bucion comparable (epidermis, hipodermis y parénquima del
mesofilo). El oxalato de calcio es mas abundante en C. glauca
y los pigmentos antocianicos son exclusivos de C. coccinea, cu-
yos margenes foliares, vainas y nervio medio aparecian colorea-
dos de rojo.

La cutinizacion es notablemente diferente en ambas espe-
cies siendo muy marcada en C. glauca. Este caracter puede
correlacionarse claramente con la consistencia foliar, la textura
papiracea a cartacea y la superficie lineada a opaca de las
hojas de esta especie (Ciciarelli, 1984).

El tejido acuifero se encontré desarrollado solamente en
hojas de C. coccinea. El tipo de pared de las células de este
tejido permite variaciones de turgencia respondiendo a condi-
ciones hidricas fluctuantes. La elasticidad y capacidad de cam-
bios de turgencia puede estar relacionada con la suberina pre-
sente en la pared.

Ademas de la retencion y distribucion de agua, el tejido
acuifero funciona accesoriamente como area motora de la hoja.
En C. coccinea es comun que la lamina se doble por la mitad
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a lo largo de la nervadura media, en condiciones naturales de
evapotranspiracion elevada o cuando se corta la hoja. Es decir:
el déficit de agua promueve el plegamiento foliar y el tejido
que acumula y distribuye el agua se encontraria preparado
fisiologicamente para soportar el movimiento. A ésto coadyu-
varian la suberina, otorgando elasticidad (ademas de impermea-
bilidad) y la lignina, otorgando resistencia.

Las hojas de C. glauca, de contorno lanceolado angosto y
nervio medio apenas sobresaliente, carecen de tejido acuifero. La
lamina foliar sta menos desarralada y es probable que este
hecho, sumado a la marcada cutinizacién epidérmica permitan
una regulacién hidrica sin necesidad de un tejido acuifero espe-
cializado. Por otra parte las hojas de C. glauca no se pliegan
como las de C. coccinea, eventualmente curvan parcialmente
sus margenes en sentido adaxial.
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