Anatomia micrografica del foliolo de la palma neotropical
Bactris gasipaes (Arecaceae)
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Abstract: Leaf micrografic anatomy of the Neotropical palm Bactris gasipaes (Arecaceae). The economic
importance of the palm Bactris gasipaes is growing in the Neotropoical region. We collected leaflets from plants
under a chemical fertilization regime and a population of 5000 plants per hectare, in Costa Rica. The variety,
Diamantes 10, has an ascendency fom the upper Amazon basin. We used Harries hematoxiline, eocine and
standard light microscopy techniques. The presence of raphids and buliform cells was confirmed for the abaxial
surface of the leaflets and for the hypodermic tissue on both sides. The absence of the Krantz anatomy was con-
firmed in consistence with former observations about the C3 photosynthesis in other species of Palmaceae. The
average stomatal density on the abaxial surface was 96.87+16.31 stomata.mm™ and 14.20+4.05 in the adaxial
surface. Rev. Biol. Trop. 56 (2): 951-959. Epub 2008 June 30.

Key words: Bactris gasipaes, leaf micrographic anatomy, stomata frequency, Krantz anatomy.

El pejibaye (Bactris gasipaes) es una pal-
mera con importancia econémica creciente en el
neotropico. En el tropico y el subtropico america-
no se cultiva para la produccion de palmito (bro-
tes vegetativos tiernos) principalmente, aunque
su domesticacion estuvo asociada con el aprove-
chamiento del fruto, cuyo consumo se remonta
a épocas precolombinas. Su reciente explotacion
para la produccion de palmito contribuye a redu-
cir la extraccion de palmas del género Euterpe
del bosque Atlantico y Amazonico, actualmente
en peligro de extincion.

B. gasipaes es originario del tropico hime-
do, donde la precipitaciéon anual es igual o
superior a los 2500 mm, con periodos secos no
mayores de cuatro meses. Se le encuentra en
regiones con promedios anuales de temperatura
iguales o superiores a 24 °C. En su habitat

original, la temperatura es inferior a este valor
y la humedad relativa es muy alta, debido
al sombreo producido por el bosque natural
(Mora Urpi y Gainza 1999).

La hoja de la palma es el principal 6rgano
fotosintético y, por lo tanto, el responsable de
la produccion de biomasa, y su conocimiento
es fundamental para la comprension de varios
aspectos genéticos y agronomicos (Clement
y Mora Urpi 1983). Asimismo, la capacidad
fotosintética intrinseca de las palmas depende
de las caracteristicas de la estructura foliar,
como el grosor, el tamafio y el arreglo de las
células del mesofilo, que determina la cantidad
de tejido fotosintético por unidad de area foliar
(Awal et al. 2004). El estudio de la anatomia
microscopica contribuye al conocimiento y
comprension de aquellos aspectos fisiologicos
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de fundamental importancia, como los proce-
sos de fotoasimilacion, absorcidn, transporte,
almacenamiento, e incluso, de la resistencia al
ataque de plagas de insectos y enfermedades
(Tomlinson 1990).

Los estomas tienen una funcioén esencial
en el mantenimiento de la homeostasis de la
planta, especialmente de la regulacion de la
pérdida de vapor de agua y el ingreso de CO,,
(Flores-Vindas 1999). Normalmente, las palmas
presentan una densidad estomatica que oscila
entre 150 a 180 estomas.mm™ (Larcher 1995).
La frecuencia o densidad estomatica (ntimero de
estomas por unidad de area), varia con las con-
diciones ambientales, por lo que puede diferir
entre plantas de la misma especie, entre hojas de
la misma planta y entre sectores de una misma
hoja (Esau 1972, Brownlee 2001).

La incidencia de algunas enfermedades
también puede influir en la densidad estoma-
tica por causar alteraciones en el equilibrio
hidrico de la planta (Tucci et al. 2000), e
interferir en la expansion de la lamina foliar.
Mathew (1981) observoé en Cocos nucifera
una mayor frecuencia estomatica en hojas de
plantas enfermas (228.mm2) comparado con la
frecuencia estomatica de hojas de plantas sanas
(182 mm™). Usualmente, las ldminas foliares
de la parte superior del dosel muestran una
menor densidad estomatica que aquellas de la
parte superior, debido a un efecto de “dilucion”
por la expansion foliar (Ticha 1982).

La informacion sobre las caracteristicas
y la frecuencia de estomas en esta especie es
escasa (Tucci et al. 2000, Bovi et al. 2002).
Tampoco existe informacion de la anatomia
micrografica de los foliolos de pejibaye y even-
tualmente se hace referencia a esta especie,
igual que a FElaeis guineensis, como especies
C,, por su alta productividad. EI presente tra-
bajo es basicamente descriptivo y con él se pre-
tendio aportar evidencia mediante microscopia
de alta resolucion de la ausencia de la anatomia
Krantz en Bactris gasipaes, aspecto que no se
encuentra documentado en la literatura.

El objetivo de este trabajo fue determinar
si esta planta es C; 6 C,, asi como describir la
anatomia de los foliolos.
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MATERIALES Y METODOS

Estudio micro anatéomico: Los foliolos
para el estudio micro anatémico fueron obteni-
dos de plantas jovenes cultivadas para palmito
de la variedad Diamantes 10 de ascendencia del
alto Amazonas, en la Estacion Experimental.
Diamantes, ubicada en Guapiles, Costa Rica
(10° 22° N y 83° 76> W, altitud de 249 m).
Después de extraidos, los foliolos se mantu-
vieron en bolsas plasticas con papel absorbente
htmedo hasta iniciar su procesamiento, aproxi-
madamente 3 h después.

El material se fijo en una solucion de glu-
taraldehido (2,5%) y paraformaldehido al 2%
en un amortiguador de fosfato de sodio (0,1 M,
pH 7.4) por 24 horas. Luego, el material fue
procesado mediante la siguiente metodologia:
a. el proceso de preparacion del material fue
automatizado y hecho en maquina deshidrata-
dora VIP; b. la inclusion se realizo en un molde
de metal; c. después de enfriado fue cortado
en un microétono de 6 micras; d. los cortes
se pusieron en xilol y alcohol (2 min.); e. se
lavé por 30 seg. y se dejo en hematoxilina de
Harries por 5 min.;f. se lavd y se decolord con
alcohol acido; g. se lavo y se paso por el vira-
dor (NaOH 3% en agua) y por agua amoniacal;
h. después de lavado por sumergimiento se
aplicd eocina por 2 min; se lavd y se paso por
una secuencia de alcohol 95 y 100 °G.L. para
deshidratar; j. finalmente se montd el material
en las laminas.

Las laminas fueron observadas y fotogra-
fiadas en un microscopio 6ptico Nikon modelo
SKe, con camara fotografica NFX-35 y siste-
ma fotografico AFX-DX;,, usando aumentos
de 100 y 200 veces (20 y 40 x de aumento
del microscopio, respectivamente, por 5 x de
aumento del lente de la camara).

Frecuencia de estomas: Se obtuvieron
muestras de plantas con 22.5 meses de edad
provenientes de una parcela experimental con
una densidad de poblacion de 5000 plantas por
hectarea, a la que se le aplico fosfato diamonico
a los 40 dias de la siembra y en el cuarto, quin-
to, sexto y séptimo mes después de la siembra,
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para promover el desarrollo de las raices de
las plantas y homogeneizar la plantacion expe-
rimental. A partir del octavo mes se aplico,
trimestralmente, abono de la formula comercial
18-5-15-6-0,7 siguiendo las recomendaciones
para la produccion comercial de esta especie
en Costa Rica (Molina 2000). Para el estudio
microscopico se seleccionaron diez foliolos
(cinco de cada lado) de la parte central de las
hojas 1 a 6 (1: hoja mas joven abierta; 6: hoja
mas madura). La evaluacion de la densidad
de estomas se hizo en foliolos obtenidos de la
tercera hoja; para ello se aplico una pelicula de
esmalte transparente para uflas que una vez con
los estomas impresos se mont6 en un portaob-
jetos. Para cuantificar los estomas se utilizé un
microscopio optico (Nikon 6 x 6 Stage) aco-
plado a una pantalla Sony (HR Trinitron) con
un campo visual equivalente a 1 mm?, con un
aumento de 200 X.

RESULTADOS

Micro anatomia foliar: como en los folio-
los de la mayoria de las palmas con hojas
pinadas (Tomlinson 1990), los de B. gasipaes
poseen una nervadura central prominente (Fig.
1A) en la superficial abaxial, caracteristica de
hojas no duplicadas, la cual presenta: epider-
mis (e), constituida por una capa de células
angostas y rectangulares; hipodermis (h): tam-
bién constituida por solo una capa de células
alargadas, pero mayores que las células de la
epidermis y sin cloroplastos; el clorénquima
(cD): que es la capa que sigue a la hipodermis,
constituida por células tefiidas de rojo por la
hematoxilina, redondeadas, de diversos tama-
flos y con paredes gruesas.

Hacia la parte interna del clorénquima, se
observa un anillo de esclerénquima (ec), tejido
constituido por varias células de pared secun-
daria, las cuales son redondeadas, con paredes
engrosadas y lignificadas. En el interior del
corte transversal de la nervadura se observan
varios haces vasculares (hv), cuyos elemen-
tos principales son los vasos de metaxilema
(mx), vasos de protoxilema (px) y pequefias
acumulaciones de floema (f). Entre los haces

se encuentra el tejido parenquimatoso central
(pa), que es incoloro.

La Fig. 1B muestra el detalle de un corte
transversal de una nervadura central de un
foliolo. Externamente esta la epidermis (e),
constituida de una sola capa de células de gro-
sor. Hacia el interior se observa la hipodermis
(h), la cual también estd constituida de una
sola capa de células de grosor, pero estas son
mas grandes que las epidérmicas. Debajo de
este tejido, se observa un tejido clorenquima-
toso desordenado (cl) y, en seguida, el tejido
esclerenquimatoso (ec), constituido por gran
cantidad de células mas pequenas y de paredes
gruesas, que rodea el haz vascular. En el haz
vascular se observan los vasos de protoxile-
ma (px), y metaxilema (mx), ademas de unas
pocas células floematicas (f).

En la Fig. 1C se presenta un corte trans-
versal del foliolo, en el cual se observa la dis-
tribucidn de haces vasculares de las nervaduras
laterales, los cuales son muy pequefios y rodea-
dos por tejido esclerenquimatoso. Alternando
con los haces vasculares se presentan acumula-
ciones de tejido esclerenquimatoso (estructuras
redondas). De afuera hacia adentro del corte se
observa la epidermis adaxial (e) y la epidermis
abaxial (e), las cuales estan constituidas por
una capa de células angostas y rectangulares.
Hacia adentro de la epidermis, se observa una
capa de células también rectangulares, pero
mas grandes y sin cloroplastos, que constituye
la hipodermis (h).

El mesofilo estd constituido por células
del clorénquima (cl), las cuales son de diver-
sas formas y tamafios. Hacia el centro de la
figura se observa una acumulacion de células
esclerenquimatosas (ec), de forma redondeada
y que proporciona resistencia al foliolo frente
a fuerzas fisicas (tension, peso, presion). El
haz vascular (hv) estd rodeado por una capa de
esclerénquima (ec), y constituido por pequeiios
vasos de protoxilema (px) y células floemati-
cas (f). En la superficie abaxial se observa un
estoma (es).

En la seccion terminal de un foliolo (Fig.
1D), se observa la presencia de rafidios (ra),
que son cristales aciculares de oxalato de
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Fig. 1. Cortes transversales de segmentos de foliolos de B. gasipaes: A 'y B. nervadura central. C. lamina. D. Seccion ter-
minal con rafidios. E. Lamina con la presencia de células buliformes. F. Haz vascular, cuya estructura evidencia el tipo de
fotosintesis C,.

e, epidermis; h, hipodermis; cl, clorénquima o células clorenquimatosas; ec, esclerénquima o células esclerenquimatosas;
hv, haces vasculares; mx, metaxilema; px, protoxilema; f, floema o células floematicas; pa, parénquima; es, estomas; ra,
rafidios; cbu, células buliformes; vec, vaina de esclerénquima; vpa, vaina de parénquima.
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calcio, en una célula parenquimatosa. Otras
estructuras observadas son: la epidermis (e), la
hipodermis (h), células clorenquimatosas (cl) y
células esclerenquimatosas (ec).

En la superficie abaxial del foliolo (Fig.
1E) se observan las células buliformes (cbu),
las cuales son células mas alargadas, que
acumulan agua y estan involucradas en la
turgencia, el despliegue o enrollamiento de
los foliolos. También se observan células del
clorénquima (cl) con acumulaciones de cloro-
plastos y parte de un haz vascular (hv) con sus
bandas esclerenquimatosas.

La Fig. IF muestra la evidencia del tipo
de la fotosintesis C, en Bactris gasipaes,
porque se observa un haz vascular que solo
presenta una vaina de parénquima rodeando
el haz. Internamente se observa un gran vaso
de metaxilema (mx), diversos vasos de pro-
toxilema (px), y tejido floematico desordenado
(f). Rodeando el haz, se observa inicialmente
una vaina de esclerénquima (ec) de paredes
muy gruesas y una vaina de parénquima (vpa),
como ya se menciono. Alrededor, se observan
células del clorénquima con acumulaciones de
cloroplastos (cl).

Frecuencia de estomas: El pejibaye es
una especie anfiestomatica. La frecuencia pro-
medio de estomas en la superficie abaxial fue
de 96.87£16.31 estomas mm. La frecuencia
promedio de estomas en la superficie adaxial
fue de 14.2044.05 estomas mm>. No hubo
diferencia en la frecuencia de estomas de la
superficie adaxial en funcion de la edad de la
hoja (Fig. 2), mientras que la frecuencia de
estomas en la superficie abaxial mostr6 una
reduccion con la edad de la hoja.

DISCUSION

La epidermis de los foliolos del pejibaye es
similar al de palmas del género Sabal y Syagrus
(Pérez y Rebollar 2003, Leite y Scatena 2001).
Asimismo, Tomlinson (1990) sefiala que el teji-
do periférico clorenquimatoso, continuo con el
tejido de asimilacion de la lamina esta siempre
presente en las palmas, lo cual se verifico en B.
gasipaes. De la misma forma, el tejido paren-
quimatoso central, que es incoloro, esta presen-
te en B. gasipaes como en todas las palmas, a
excepcion de aquellas de los géneros Phoenix,
Lepidocaryum, Mauritiella y Mauritia.

25

20

/I\.

15

Estomas mm™

10

# hoja

Fig. 2. Namero de estomas por mm? en la superficie adaxial en funcién de la edad de la hoja.
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La hipodermis se observo en todas las sec-
ciones del foliolo del pejibaye; este tejido esta
frecuentemente ausente en palmas que se desa-
rrollan bajo una sombra densa, pero esta muy
bien desarrollado en aquellas especies de zonas
aridas (Tomlinson 1990). En casos excepciona-
les, como en Asterogyne martiana 'y A. spicata
esta presente una hipodermis solamente en la
superficie abaxial (Stauffer ez al. 2003).

En los cortes transversales de segmentos
de foliolos de Bactris cubensis, B. plumeriana
y B. jamaicana, presentados por Salzman y
Judd (1995), se observan similitudes con el
segmento presentado en la Fig. 1C, principal-
mente de la especie B. jamaicana. Sin embar-
g0, B. cubensis presenta muchos fajos fibrosos
no vasculares localizados debajo de la hipoder-
mis adaxial, los cuales no fueron observados
en B. gasipaes.

El oxalato de calcio, presente en los folio-
los de pejibaye en la forma de rafidios (Fig.
1D) es la sal de calcio mas frecuente y se
encuentra en la mayoria de las familias vege-
tales (Esau 1972). Ademas de los rafidios,
las monocotiledoneas pueden tener cristales
de oxalato de calcio del tipo estildideo y
drusa (Prychid y Rudall 1999). Se encuentran
células con cristales de oxalato de calcio en
todas las partes de las palmas (Tomlinson
1990, Zona 2004). Aunque Tomlinson (1990)
menciona que frecuentemente las raices no las
poseen, Zona (2004) afirma que ocasionalmen-
te también son encontrados en estos Organos
en palmas. El mismo autor observo rafidios
en embriones de palmas de las subfamilias
Areceae y Caryoteae; pero fueron raros en
embriones de Coryphoideac y Ceroxyloideae
y ausentes en Bactris major. Pérez y Rebollar
(2003) encontraran gran cantidad de cristales
del tipo drusa en células foliares de Sabal mau-
ritiiformis, S. mexicana y S. yapa. Las células
buliformes, observadas en la superficie abaxial
del foliolo, son frecuentes en todos los érdenes
de monocotileddneas, excepto en las helobiales
(Alismatidae) (Esau 1972).

La evidencia microanatémica permite des-
cartar la presencia de la anatomia Krantz en
Bactris gasipaes de forma clara, lo cual es
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prueba de la inexistencia del metabolismo C,
en esta especie. Este hallazgo no resulta sor-
prendente de manera alguna y tiene, mas bien,
caracter confirmatorio al asociarlo con lo que
se conoce del mecanismo fotosintético en la
familia Palmaceae y con su origen del bosque
tropical humedo de América (Mora Urpi y
Gainza 1999) , donde las condiciones climati-
cas no constituyen el habitat de origen tipico de
las plantas C,. No obstante, resulta de interés
presentar esta evidencia, en tanto que no exis-
te informacion microanatémica al respecto y
esporadicamente, por su alta productividad, se
hace referencia a esta especie como represen-
tante de las especies C,, como también suele
ocurrir con la palma aceitera. Es bien conocido
que las plantas C, presentan mayor adaptacion
en aquellas regiones con clima arido y/o con
altas temperaturas y dificilmente se les encuen-
tra en ambientes de sombra o frios (Shibles y
Villalobos 2001; Percy y Ehleringer 1984).

Segun Larcher (1995) las palmas presentan
una tasa de asimilacién de 9,5 a 16 umol.m2.s™!
de CO,. Oliveira et al (2002) observaron, una
asimilacion promedio de CO, de 10,1 umol.m"
257!, en plantas de pejibaye con 12 meses de
edad y bajo irrigacion.

Las palmas presentan, generalmente, esto-
mas localizados solamente en la superficie
abaxial o, cuando ocurren en ambas superficies,
son mas numerosos en la superficie abaxial
(Tomlinson 1990). Esta distribucion diferencial
de los estomas en ambas superficies foliares es
muy comun en las especies cultivadas (Ticha
1982). El pejibaye es una especie anfiestoma-
tica, como mencionado por Tucci et al. (2000).
La frecuencia promedio de estomas en la
superficie abaxial fue similar al observado por
estos autores (101.35.mm™), cuyas plantas cre-
cieron en condiciones climaticas distintas al del
presente trabajo (temperatura promedio anual
de 22.4 °C, temperatura maxima absoluta pro-
medio de 37.6 °C, precipitacion anual de 1430
mm y HR promedio de 47.6 a 72.2%) (FEGRI/
UNICAMP, 2005). Otros autores (Bovi et al.
2002) han informado de una frecuencia esto-
matica en la superficie abaxial mucho menores
a las que se observaron en esta investigacion,
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en plantas cultivadas para palmito en Ubatuba,
Brasil, en condiciones tropicales de alta tempe-
ratura y humedad, similares a las que prevale-
cieron en Guapiles, durante la ejecucion de este
trabajo. Tucci et al. (2000) y Bovi et al. (2002)
también encontraron una frecuencia estoma-
tica, en la superficie adaxial, inferior (7,16
y 6,10 estomas.mm respectivamente) a los
valores nuestros. Evidentemente, la frecuencia
estomatica resulta altamente variable con las
condiciones de clima y las practicas culturales,
no solamente en pejibaye, sino en otras palmas
como la palma aceitera, donde se han encontra-
do variaciones cercanas al 90% en la frecuencia
de estomas en la superficie abaxial de los folio-
los (Zobel y Liu 1980).

Dichos autores también mencionan la den-
sidad estomatica para otras especies de palma,
cuyo primer valor se refiere a la superficie
abaxial: Caryota mitis (50 y 1 estomas.mm),
Dictyosperma alba (140 y < 1 estomas.mm),
Plychosperma macarthuri (110 y < 1 estomas.
mm2), Sabal umbraculifera (310 y 270 esto-
mas.mm?) y Washington filifera (130 y 120
estomas.mm?). Las dos tltimas especies, que
presentan una frecuencia estomatica adaxial
relativamente alta, son de un altiplano y de un
oasis del desierto, respectivamente. Ademas de
los géneros Sabal y Washington, los estomas
son igualmente numerosos en ambas superfi-
cies en palmas de los géneros Butia, Phoenix,
Coryphay otras coryphoides (Tomlinson 1990).
En hojas de la palma Astrocaryum jauari, cre-
ciendo en un area periédicamente inundada, se
constato la presencia de estomas solamente en
la superficie abaxial (Schliiter ez al. 1993).

Asimismo, Bongers y Popma (1990) deter-
minaron la frecuencia de estomas en Bactris tri-
chophylla (82 estomas.mm?), ademds de otras
tres especies de palma (Astrocaryum mexica-
num, Chaedorea schiedana, y Chamaedorea
tepejilote), cuya densidad estomatica, en la
superficie abaxial, fue de 105, 78 y 188 esto-
mas.mm2, respectivamente. En palmas de
diferentes especies del género Syagrus (S.
coronata, S. flexuosa, S. harleyi, S. microphy-
lla, S. vagans y S. werdermannii), encontradas
la Chapada Diamantina (Bahia, Brasil), donde

la precipitacion anual varia entre 500 a 1000
mm, Leite y Scatena (2001) determinaron una
frecuencia estomatica abaxial variando entre
149 a 480 estomas.mm™. Pereira Netto et al.
(1999) mencionan que la presencia de estomas
en las dos superficies de la hoja es considerada
un mecanismo adaptativo para maximizar la
conduccion del CO,, cuando la luz y el agua no
son factores limitantes. Los autores sefialan que
la baja frecuencia estomatica, en la superficie
adaxial, favorece la eficiencia en el uso del
agua mediante la reduccion de la pérdida de
agua, cuando una alta radiacion solar incide en
tal superficie y por la disminucion de la con-
centracion interna de CO, de la hoja.

Las diferencias en la densidad estomatica
en funcion de la edad de la hoja se asocian a
un efecto de “dilucion”, debido a la expansion
de la lamina foliar en respuesta al autosombreo
que al abarcar un niimero de estomas definido
genéticamente a partir de las células madre de
los estomas, origina ese efecto. También podria
darse un efecto de discontinuidad en la forma-
cion de los estomas en respuesta a a diferentes
factores ambientales (v.gr. déficit hidrico) que
haria disminuir la densidad estomatica en hojas
viejas (Ticha 1982). Sin embargo, el autosom-
breo, que podria contribuir a una mayor dife-
rencia en la frecuencia estomatica en hojas de
diferentes edades, parece no ser tan acentuado
en plantas de pejibaye cultivado para palmito,
que estd sujeto a una poda sistematica de los
tallos de mayor altura. No sucede lo mismo en
la palma de aceite (Zobel y Liu 1980) donde
la arquitectura misma de la planta favorece el
autosombreo.

RESUMEN

Se estudiaron hojas de plantas jovenes cultivadas
para produccion de palmito de la variedad Diamantes 10
de ascendencia del Alto Amazonas. Se estudi6 la anatomia
micrografica foliar y la frecuencia de estomas en la super-
ficie adaxial y abaxial de los foliolos de Bactris gasipaes
provenientes de una plantacion experimental en un régimen
de fertilizacion quimica y una densidad de poblacion de
5000 plantas por hectarea, en Guapiles, Costa Rica. Se
confirmo la presencia de rafidios y células buliformes en
la superficie abaxial de las laminas foliares y del tejido
hipodermico en ambos lados. Confirmamos la ausencia
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de la anatomia Krantz en esta especie, reafirmando la
fotosintesis C; como mecanismo metabdlico en la familia
Palmaceae. La densidad promedio de estomas en la super-
ficie abaxial fue de 96,87+16,31 estomas.mm? y en la
superficie adaxial fue de 14,20+4,05 estomas.mm.

Palabras clave: Bactris gasipaes, anatomia micrografica,
frecuencia de estomas, anatomia de Krantz.
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