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EDITORIAL

EL LARGO ADIOS

La publicacién de este nimero de Ciencias Morfolégicas cierra el largo proceso de la culminacién de esta etapa
de la revista. Las condiciones no estan dadas, desde hace algunos afios, para las revistas que no pueden ingresar a
los lugares que las hacen reconocible para los sistemas de evaluacion de la ciencia y los cientificos. Algunas
sociedades, como la SAREM o la Asociacién de Antropologia Biolégica Argentina, han logrado hacer crecer sus
revistas e introducirlas como opciones de publicacién reconocidas; la nuestra es una sociedad local y pequeiia que

no puede asumir ese desafio.

Recuerdo los inicios de Ciencias Morfolégicas, a principio de los 90s en el escritorio del Dr. Amado Badran,
abrochando manualmente los ejemplares. En alguno de esos niimeros hice mi primera publicacién. Luego el renacer
de la revista con la Dra. Norma Gonzalez y un periodo de crecimiento que incluyo la digitalizacién de los viejos
ndmeros. Y esta tltima etapa, junto al equipo actual conducido por la Dra. Rocio Garcia Mancuso, generando ideas

e impulsando el crecimiento de la revista hasta que fue imposible mantener la periodicidad.

Quisimos conservar hasta el final los objetivos de la revista y los articulos de este nimero, muy diversos en su

temética y en su origen lo demuestran.
Una etapa culmina, espero que en algin momento pueda resurgir Ciencias Morfolégicas.

Hasta siempre.

Claudio G. Barbeito
Editor Cientifico
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DE EXTREMIDADES EN LA RANA AFRICANA DE UNAS (Xenopus laevis)

INFLUENCE OF FETAL BOVINE SERUM AND AMINO ACIDS ON LIMB REGENERATION IN THE
AFRICAN CLAWED FROG (Xenopus laevis)
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RESUMEN.

La regeneracion bioldgica es la capacidad que poseen ciertos organismos para restaurar algin tejido perdido o
lesionado. Se han utilizado diversos modelos biolégicos para el estudio de la regeneracién como las hidras (Hydra
viridis), las planarias (Planaria maculata, P. lugubris) y los anfibios (Ambystoma mexicanum, Xenopus laevis). En este
trabajo se investig6 la influencia del suero fetal bovino y aminoécidos en la regeneracion de extremidades en la rana
africana de ufias (Xenopus laevis). Se estudiaron 40 especimenes en estadio 66 a los cuales se les realiz6 una
amputacién en el drea proximal de la tibia-peroné de la extremidad posterior derecha, formando cinco grupos
(tratamientos) (aminoédcidos, suero fetal bovino, solucién fisiolégica, estimulacién mecanica y control) que
estuvieron en fase experimental por un lapso de 78 dias. Se realizaron anélisis morfométricos y de mortalidad. Los
resultados mostraron que no existe una diferencia significativa respecto al ancho y largo de la espicula bajo la
influencia de estos tratamientos. La mortalidad fue mayor en el grupo donde se aplicé suero fetal bovino y menor
en el grupo que recibié aminoacidos. Probablemente la capacidad regenerativa en el estadio 66 estd mas influida por
el sitio de amputacién que por los tratamientos.

Palabras Clave: Suero, aminoacidos, regeneracion, extremidades, Xenopus

ABSTRACT.

Biological regeneration is the capacity that certain organisms have to restore any lost or injured tissue. Regeneration
has been studied in diverse biological models, for example the hydra (Hydra viridis), planarian (Planaria maculata, P.
lugubris), and amphibians (Ambystoma mexicanum, Xenopus laevis). In this work, the influence of fetal bovine serum
and amino acids in limb regeneration in African clawed frog (Xenopus laevis) was investigated. Forty specimens were
studied on stage 66 which underwent an amputation in the proximal tibia-fibula area of the right hind limb, forming
five groups (treatments) (amino acids, fetal bovine serum, application of physiological serum, mechanical
stimulation and control) that were in experimental phase for a period of 78 days. Mortality and morphometric
analysis were performed. The results showed no significant difference from the width and length of the spike under
the influence of these treatments. Mortality was higher in the group where fetal bovine serum was applied and lower
in the group receiving amino acids. It is believed that the regenerative capacity in the stage 66 is more influenced by
the amputation site than the treatments.

Keywords: Serum, amino acids, regeneration, limbs, Xenopus
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INTRODUCCION

Lo que conocemos como la regeneracién biolégica se
ha definido tradicionalmente como la capacidad que
poseen ciertos organismos vivos para restaurar algin
tejido perdido o lesionado o de hacer crecer nuevamente
una parte del cuerpo que se perdié por causa accidental
o fisiolégica (1,2,3). Pero para poder entender la
regeneracion debemos ver las diferencias entre la
regeneraciéon y la reparaciéon. La reparacién es un
proceso en el cual se sustituye el tejido dafiado o perdido
por otro, pero no mantiene su identidad estructural ni
funcional, en cambio, en la regeneracion se conserva la
estructura y funcionalidad del tejido original (4).

En la regeneracién biolégica hay dos mecanismos a
resaltar, la morfalaxis y la epimorfosis, este tultimo se
refiere a la restauraciéon morfolégica y funcional de un
tejido o estructura anatémica perdida en un adulto
mediante la formacién de blastema, y es el mecanismo
correspondiente a la regeneraciéon de extremidades en
anfibios (4).

Inicialmente el proceso para restaurar el dafio ocurre
en la epidermis que se encuentra alrededor de la herida,
por lo cual la epidermis comienza a recubrir el area
afectada. El tiempo en el que esto ocurre es muy rapido
pues se efecttia en un lapso de dos a tres dias. La segunda
etapa del proceso ocurre cuando la epidermis que cubrié
la herida comienza a inflamarse hacia afuera creando
una estructura temporal llamada blastema en la que se
concentran las células para completar todo el proceso
regenerativo (2,3,5,6,7). Tradicionalmente se han
utilizado diversos modelos biolégicos para el estudio de
la regeneracién, por ejemplo, las hidras (Hydra viridis),
las planarias (Planaria maculata, P. lugubris) y los anfibios
(Ambystoma mexicanum, Xenopus laevis) (1,2,8).

Se sabe que la regeneracién es una capacidad
evolutiva, y que las condiciones que la propician son
particulares en cada especie. Se han identificado
productos como el &cido retinoico, factores de

crecimiento (GF) y proteinas que estimulan este proceso

en vertebrados. En el caso de los GF son importantes

para algunos procesos biol6gicos como, por ejemplo, el
FGF-10 (factor de crecimiento de fibroblastos) estimula
la regeneracion de extremidades en X. laevis (9). También
Mullen et al. (10,27) mencionan que los FGF o cualquier
otra molécula relacionada a FGF es o bien el agente
neurotrépico de la regeneracién o la via de la funcién,
por la que los nervios ejercen su efecto sobre la
regeneracion. Otro caso fue el estudio de Tanaka y Gann
(11) donde realizaron una investigacién de implantaciéon
de perlas empapadas con acido retinoico para promover
el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), ya que el
acido retinoico juega un papel importante tanto en la
desdiferenciacién de las células para formar el blastema
de regeneracién y en los procesos de re-especificacion
(12). Por otro lado, existen algunas proteinas
importantes en la regeneraciéon de musculo, hueso y
nervios, como es el caso de la transferrina, ya que dicha
proteina es una de las primeras sustancias requeridas
para las células de blastema (13,14).

En este trabajo se pretende saber silos aminoacidos y
el suero fetal bovino estimulan la regeneraciéon de
extremidades en anfibios anuros como la rana africana
de ufias (Xenopus laevis), ya que esta especie es un
organismo modelo muy importante utilizado para
estudiar la embriologia de los vertebrados, incluyendo
procesos regenerativos, biologia celular, fisiologia,
toxicologia y bioquimica. Xenopus laevis es adecuada
para el laboratorio ya que son resistentes, de larga vida
y ademds pueden ser inducidas a producir huevos de
una forma muy controlada y durante todo el afio. En
etapa embrionaria toleran una extensa manipulacién,
por ejemplo, de células individuales, disecciones de
capas germinales o trasplantes de tejidos, ademas, su
larva es trasparente y relativamente grande (15).

Actualmente la biologia y medicina regenerativa son
prioritarias debido al tipo de enfermedades que aquejan
a la sociedad, por lo tanto, es de mucha importancia
realizar estudios de regeneracion en los distintos tipos

de modelos biolégicos, ya que esto conlleva a un mejor

entendimiento de dicho proceso para posteriormente
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poder utilizarlo en personas y lograr una recuperacion

de una extremidad o de algtn tejido u 6rgano danado.

METODOLOGIA

Condiciones experimentales

Se realizé un experimento en el Laboratorio de
Vertebrados de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Juarez del Estado de Durango, en México,
para evaluar la capacidad regenerativa en la region
proximal de la tibia-peroné (zeugopodio) de Ia
extremidad posterior derecha de Xenopus laevis variedad
albina estadio 66 (16). Se realizé la amputacién en la
extremidad posterior debido a que las extremidades

anteriores son utilizadas en funciones vitales para el

animal como son alimentacién y reproduccién (17).

Figura 1: Xenopus laevis variedad albina.

Se utilizaron 40 ranas africanas de ufias (Xenopus
laevis) obtenidas de una comercializadora en la ciudad
de Monterrey, México, las cuales se colocaron en
acuarios con capacidad de 40 litros con 20 litros de agua
(8 individuos por acuario), ya que segin Detlaf y
Rudneva (18) cada organismo necesita
aproximadamente de dos a tres litros de agua para
permitirles nadar adecuadamente. Los organismos se
alimentaron tres veces por semana con hojuela para
peces y camarones secos. A las peceras se les cambio el
agua los mismos dias de la alimentaciéon para evitar la
formacién de hongos y bacterias en el acuario, basandose

en la metodologia propuesta por Detlaf y Rudneva (18).

Amputacién de la extremidad

En la etapa experimental se realiz6 una amputacién
en la regién proximal de la tibia-peroné de la extremidad
posterior derecha de Xenopus laevis, ya que dichos
organismos tienen la capacidad regenerativa incompleta
en sus extremidades en etapa adulta y una regeneracién
completa en estados larvarios, por lo que se buscéd
analizar este proceso con diferentes tipos de
tratamientos por cada grupo. La amputacién se realizé
con medidas de seguridad para que el organismo
sufriera lo menos posible al momento de realizar la
amputaciéon. Lo primero que se hizo antes de pasar a la
amputaciéon fue colocar a los organismos en una caja
Petri con hielo para bajar el metabolismo del individuo
y evitar movimientos bruscos al momento de amputar.
Enla misma caja Petri se agregé la anestesia: 0,3% de MS-
222 (Metanosulfonato de tricaina C;oH;5NOs5S), para
minimizar el dolor al espécimen. El corte se hizo de una
manera perpendicular al eje préximo-distal de la
extremidad con la utilizacién de un bisturi (Figura 2A).
Después de hacer la amputaciéon se administré un
antibiético y un antiséptico (gentamicina en agua, 1,3
mg/L y azul de metileno, 4 mg/L) (19) a los cinco
acuarios, los cuales se combinan con el agua para evitar
infeccién en el organismo, posteriormente se dejé en
reposo a los individuos tres dias para permitir que

pierdan el estrés obtenido por el dafio al que fueron

sometidos.

Tratamientos

Luego de la etapa de amputaciéon se inyectaron
diferentes tratamientos a cada grupo (Figura 2B). En el
grupo 1 se realizé una inyeccion de suero fetal bovino
(SFB) (0,04 ml) (Merck, 500 ml), en el grupo 2 una
inyeccién de producto comercial con aminoacidos (AA)
(0,04 ml) (Amino, 1L), en el grupo 3 una inyeccién de
solucion fisiol6gica (SF) (0,04 ml) (Pisa, Cloruro de sodio
0.9 g, 500 ml), en el grupo 4 se realiz6 una estimulaciéon

mecénica (EM) (pinchazo con aguja, simulaciéon de

inyeccién) y en el grupo 5 no se aplicé ningun tipo de
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estimulacién (C). Las aplicaciones de los tratamientos se
realizaron tres veces a la semana (lunes, martes,
miércoles) del 28 de septiembre hasta el 14 de diciembre
de 2015, siendo un total de 78 dias, de los cuales 34

fueron de tratamiento.

Analisis morfométricos

Luego de los dos meses y medio, periodo en que la
espicula ya habia crecido (Figura 2C), se continu6 con
andlisis morfométricos de las espiculas en cada
individuo. Para evaluar cada organismo se utilizé un
estereoscopio con camara para fotografiar las espiculas,
las cuales posteriormente se midieron mediante el
programa Image] (National Institutes of Health, Estados
Unidos); para llevar a cabo la medicién de la longitud se
tomo en cuenta la espicula desde la region proximal de
la tibia-peroné (zeugopodio), hasta la parte mas distal de

la estructura, en el caso del ancho se midi6 justamente

donde comienza a regenerar la espicula (regién proximal

del corte) (Figura 2D).

Analisis estadisticos

Una vez obtenidos nuestros datos, se realizé una
prueba de Kruskal-Wallis (MedCalc versiéon 13.0.6.0,
2014). Igualmente se realiz6 un andlisis estadistico
mediante las pruebas de coeficiente de correlaciéon de
Pearson, Kendall y Spearman, para conocer si existe una
relacion entre la longitud y el ancho de las espiculas de
toda la poblacién experimental (PASW Statitics 18
versién 18.0.0, 2009) (32).

Ademas de los andlisis morfomeétricos, se midié el
indice de mortalidad por grupo (SFB, AA, SF, EM y C)
en porcentajes. Para este andlisis se consideraron
aquellos individuos que perecieron durante la etapa
experimental (desde la amputacién hasta el dltimo dia

de aplicacién de los tratamientos).

. —

-
IS A AATIIRARYR TR -

Figura 2. A) Amputacion de la extremidad posterior derecha. B) Aplicacion de tratamientos por inyeccién. C)

Espicula visible D) Morfometria de la espicula
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RESULTADOS

Se examinaron los efectos que tienen los
aminodcidos, el suero fetal bovino, la solucién fisiolégica
y la estimulacién mecénica en la regeneracion normal de
X. laevis, estadio 66. Después de la amputacion, los
individuos tardaron aproximadamente de tres a cuatro
horas en recubrir la herida de tejido epitelial, la
cicatrizacion de la herida se dio adecuadamente. En
segunda instancia se observé un comportamiento
adaptativo a la carencia de la extremidad, ya que la
funcionalidad normal del organismo fue limitada en
algunos aspectos. Una vez que se comenzé con los
tratamientos de aminoacidos y suero fetal bovino, los
organismos respondieron adecuadamente y no
mostraron ningtn efecto negativo. Después de los
primeros dos a tres dias de inyeccién de aminoacidos se
observé que los individuos de este grupo presentaron
una cicatrizacién mas rapida que los otros grupos,
consiguiendo en menor tiempo la cicatrizacién total. En
el cuarto dia los individuos de cada grupo comenzaron
a formar su blastema adecuadamente. Adicionalmente
se observé que con el paso de los dias el blastema se
diferenciaba cada vez mds. Al comienzo de la tercera
semana se observé que era evidente que el crecimiento
de la espicula era mucho méas rapido en el tratamiento de
AA, seguido del SF. Posteriormente en la sexta semana
los tratamientos restantes empezaron a igualar el
crecimiento de la espicula presente en los tratamientos
con AA y SF.

El primer factor que se evalu6 fue la longitud y ancho
de cada espicula en el organismo. Como se menciond
anteriormente, se observé que las espiculas presentadas
en los organismos del tratamiento de AA tuvieron un
crecimiento mas rapido en su longitud, y en el caso de
SF un crecimiento mayor en el ancho de la espicula
dentro de las primeras semanas, aunque tiempo después

los demas tratamientos igualaron su crecimiento con el

grupo AA (Figura 3).

Una vez teniendo los datos morfométricos se aplic6
una prueba estadistica, lo que arrojo que no existe
diferencia significativa en los tratamientos en cuanto a la
longitud de la espicula (t= 2,19, g.1.= 4, p=0,699). En el
caso del ancho de la espicula, la prueba estadistica arrojo
que no existe diferencia significativa en los tratamientos

t=2,55, g.1.= 4, p=0,634).
& p

v

Figura 3. Ejemplo de una espicula proporcionalmente
larga en un individuo del grupo AA (A) y una espicula
proporcionalmente ancha en un individuo del grupo
SF (B)

En segunda instancia se realiz6 un analisis del
coeficiente de correlacién de Pearson, lo que arrojo que
la correlacion entre lo largo de la espicula y el ancho de
la misma es negativa baja (r=0,176), con una significancia
de p=0,399 (Tabla 1, Figuras 4 y 5).

Por otro lado, los Coeficientes de correlacion no
paramétricos de Spearman y Kendall muestran valores
de 0,170 y 0,127 respectivamente, (ambas negativas
bajas) en cuanto a la longitud y anchura de la espicula,
con significancias de p=0,417 y p=0,375, respectivamente

(Tabla 2).
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Correlaciones Largo Ancho
Largo Correlacién de Pearson 1 176
Sig. (bilateral) 399
N 25 25
Ancho Correlacion de Pearson 176 1
Sig. (bilateral) 399
N 25 25

Tabla 1. Datos estadisticos del coeficiente de correlacion de Pearson entre la

longitud v ancho de la espicula.

Longitud de la espicula

6,21 mm

7,11 mm 7,43 mm
5,19 mm
2,34 mm
SFB AA SF EM

Figura 4. Longitud de la espicula en cada tratamiento.

Ancho de la espicula

5,00 mm 5,10 mm
1,43 mm
SFB AA SF EM

Figura 5. Ancho de la espicula en cada tratamiento.

3,75 mm

3,40 mm
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Correlaciones

La_rgo Ancho
Tau_b de Kendall Largo Coeficiente de correlacion 1.000 A27
Sig. (bilateral) . 375
N 25 25
Ancho  Coeficiente de correlacion 27 1.000
Sig. (bilateral) 375
N 25 25
Rho de Spearman Largo Coeficiente de correlacion 1.000 170
Sig. (bilateral) . 417
N 25 25
Ancho  Coeficiente de correlacion 170 1.000
Sig. (bilateral) 417
N 25 25

Tabla 2. Datos estadisticos de Coeficientes de correlaciéon no
paramétricos de Spearman y Kendall entre el largo y ancho de la
espicula.

Otro factor importante evaluado en este trabajo fue la
mortalidad de los individuos en cada uno de los
tratamientos. La primera fase del analisis de mortalidad
fue dias después de la amputacion donde evaluamos la
capacidad que presentaban los organismos para
adaptarse al trauma sometido, en donde observamos
que la mayoria de los individuos tiene una buena
adaptacion a este tipo de situaciones, por lo cual solo se
encontraron dos individuos muertos en el periodo de
cicatrizacién de la herida correspondiente a 3 dias.
Posteriormente, en la segunda fase del anélisis de
mortalidad, la cual se evalu6é durante un periodo de 78
dias, al mismo tiempo que se realizaban los tratamientos
mencionados anteriormente, se observé cOmo existié un
declive en el ntimero de especimenes en algunos
tratamientos.

El tratamiento con un mayor ntimero de muertes fue
SEB y en el que no se registré ninguna muerte fue el

grupo AA (Tabla 3).

Tratamientos SFB AA |SF |EM | C

% de mortalidad | 75 0 25 (375 | 375

Tabla 3. Mortalidad de cada tratamiento en porcentajes.

DISCUSION

Se evalu6 la capacidad de regeneracion de

extremidades de Xenopus Iaevis a tratamientos de

aminoacidos y suero fetal bovino. Se seleccionaron los
anuros en lugar de urodelos, por las capacidades de
regeneracion que presentan. En el caso de los urodelos,
existen organismos que presentan una regeneracién
completa en su etapa juvenil y adulta, mientras que
algunos anuros presentan una capacidad de
regeneraciéon completa en etapas juveniles e incompletas
en estado adulto (1,2,3). Esta caracteristica presente en
anuros es importante para este trabajo, porque al estar
limitada la regeneraciéon dependiendo directamente de
la etapa de desarrollo, se logra observar que tanta
influencia tienen los aminodacidos y suero fetal bovino en
la regeneracién, en etapas donde la capacidad de
regeneracién disminuye considerablemente.

Xenopus laevis fue seleccionada ya que después del
estadio 53 y 54, su capacidad regenerativa disminuye
(20), y en el presente trabajo se evalud en el estadio 66,
un estadio posterior a los mencionados anteriormente,
por lo que la capacidad de regeneracién es atn menor y
permitiria observar de mejor manera la influencia de
cada tratamiento.

Se selecciond el corte en la region proximal de la tibia-
peroné de la extremidad posterior, porque se sabe que
las extremidades anteriores son de vital importancia
para la especie X. laevis, ya que las utiliza para
alimentarse y el amplexo, sin mencionar que también les
ayuda a tener una buena movilidad, al contrario de sus
extremidades  posteriores que son utilizadas
principalmente para movimiento, por lo cual amputar su
extremidad posterior intervendria de una manera menor
en sus actividades. Lo mencionado anteriormente
coincide con lo observado por Tassava (17), respecto a la
importancia que tienen las extremidades anteriores para
el individuo.

Luego del corte se observé como el tratamiento de
aminodcidos logro una mejor cicatrizacién y una
velocidad de regeneracion mas rapida que suero fetal
bovino, solucién fisiolégica, estimulacién mecanica y
control, aunque estos mismos

tiempo después

tratamientos igualaron la regeneracion obtenida en
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aminoacidos. Aguillon-Gutiérrez (22,23) menciona que
proteinas biorreguladoras aisladas de suero y hueso de
mamiferos, mejoraron el proceso regenerativo en X.
laevis in vivo, pero también in vitro. El corte en el presente
trabajo se hizo en la region proximal de la tibia-peroné
de la extremidad, porque se sabe que la habilidad de X.
laevis de regenerar depende primordialmente del nivel
de amputacién, mientras mas distal sea la amputacién,
mejor se dara el proceso de regeneracién (17,7), con esto
se logré observar que tanta influencia tenian los
tratamientos (aminodcidos, suero fetal bovino, solucién
fisiol6gica y estimulaciéon mecénica) en la regeneracion.
Debido a que el corte estd en la regién zeugopodio, se
piensa que influyé de una manera negativa en la
regeneracion de la extremidad, por el nivel de
amputacién, ya que la regiéon en donde se amputd
contiene la articulacion de la rodilla, una estructura mas
compleja que requiere una buena capacidad
regenerativa, esto tiene cierta coincidencia con lo
mencionado por Aguillon-Gutiérrez (21,22), el cual
menciona que los biorreguladores funcionan mejor
cuando el corte es en el area proximal del fémur, ya que
cuando la amputacién es en partes distales los
biorreguladores no tienen un efecto importante. Sin
embargo otro punto a considerar son las dosis
administradas, ya que las dosis que se manejaron en este
trabajo dieron algunos resultados positivos en cuanto a
la regeneracién en las primeras etapas de este proceso
con una dosis de 0.04 ml, esto es importante mencionarlo
debido a que Krasnov et al. (23), reportan que los
biorreguladores obtenidos del suero sanguineo de
mamiferos fueron mas efectivos al aplicarlos en dosis
bajas, mientras que los biorreguladores extraidos de
hueso de mamifero resultaron con mejor efecto en la
regeneracion al utilizarlos en dosis muy pequenas. Por
esta razén se piensa que, al utilizar diferentes dosis de
nuestro tratamiento de aminoacidos, se podria aumentar
la capacidad o eficacia del proceso regenerativo en X.

laevis por lo que se planea realizar estudios referentes a

este tema.

Cabe destacar que se obtuvo la regeneracién de una
espicula en todos los organismos a pesar de que la
amputacion fue en la regiéon zeugopodio de la
extremidad, y se sabe que esto disminuye
considerablemente la capacidad de regeneracion (1,2,3).

La utilizacién del producto con aminoacidos se basé
en el hecho de que aporta aminoacidos esenciales y no
esenciales, las cuales ayudan en variedad de funciones
en el individuo, algunos ejemplos interesantes son la
regeneracion de musculo, hueso y nervios. Por otro lado,
también contiene vitamina A (165,00 Ul) y el &acido
retinoico es un metabolito de esta vitamina, esto coincide
con la investigacion de Tanaka y Gann (1995) (11), que
utilizaron perlas empapadas de &4cido retinoico para
promover el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
con lo que obtuvieron que FGF es importante en la
iniciaciéon de brotes en las extremidades. Gilbert (12),
menciona que el acido retinoico juega un papel
importante en la desdiferenciacion de células para
formar el blastema de regeneracién y en los procesos de
re-especificacion. El segundo tratamiento fue SFB debido
a que este contiene una cantidad considerable de
proteinas y vitamina A, y como se menciond
anteriormente las proteinas y el &cido retinoico
(metabolito de la vitamina A) ayudan a la regeneracién
(11,12,24). Otro factor es que el SFB es un medio ideal
para el crecimiento de células in vitro (24,25,26), por esta
razon se esperaba observar si la reproduccién de células
se podia duplicar in vivo con la aplicaciéon de este
producto. Se ha comprobado que los biorreguladores
extraidos a partir de tejido ocular bovino participan
activamente favoreciendo la regeneraciéon de tejidos
oculares en anfibios (26), ademas se seleccioné suero
fetal bovino, ya que a diferencia del suero de adulto, el
suero fetal bovino contiene mayores concentraciones de
factores de crecimiento (24). Otro producto seleccionado
fue la solucién fisiol6gica como un control, debido a que
se querfa evaluar si el organismo regeneraba por la

influencia de los componentes de los productos (SFB,

AA) y no por estimulacién de una sustancia extrafa al
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interior, aunque cabe destacar que se observé que el paso
de esta sustancia al individuo estimulé la regeneracion
en cuanto al ancho de la espicula en las primeras
semanas, por esta razén serfa importante continuar la
investigacion con el uso de solucién fisioldgica (cloruro
de sodio - NaCl, 0.9 g). En el caso de la estimulacién
mecénica (EM), esta se utiliz6 debido a que se conoce que
ayuda en la regeneracion en algunos organismos
biol6gicos (28,29,30,31) por ejemplo Cezar et al. (29)
mencionan que la estimulacién directa del tejido
muscular incrementa el transporte de oxigeno,
nutrientes, fluidos y la eliminacién de desechos desde el
sitio de la lesién, que son todos los componentes vitales
de la salud y la reparaciéon del musculo, de esta forma se
lograria observar que realmente la regeneracién fue
estimulada por los componentes de nuestros productos
(AA, SFB) y no por la estimulacién mecénica (pinchazo)
a que fue sometido cada individuo al inyectar los
tratamientos.

A pesar de que dentro de las primeras semanas AA
tuvo un buen desempefio en cuanto al crecimiento de la
espicula respecto a su longitud y SF en cuanto a su
ancho, los andlisis estadisticos arrojaron que no existe
diferencia significativa en cuanto a la longitud y el ancho
de la espicula en cada uno de los tratamientos.

Por otro lado en los analisis de mortalidad se obtuvo
que el tratamiento con un mayor niimero de muertes fue
suero fetal bovino (75%), esto se atribuye a que el sistema
inmune del organismo actué ante la posible amenaza de
los componentes del producto creando reacciones
negativas en el blastema, esto se apoya con lo
mencionado por Mescher et al. (31), que la inmunidad
cutdnea es la principal barrera contra la mayoria de los
patégenos ambientales e incluye células importantes
para la reparaciéon de lesiones fisicas. Ademads, el
tratamiento con aminoécidos no presento mortalidad
después de hacer la amputacién, este dato es
particularmente interesante, debido a que ayudo en la

regeneraciéon en las primeras semanas y a una mejor

cicatrizacién, con lo que pensamos que los aminoécidos

pueden ayudar a los organismos en el proceso
regenerativo y ante un estrés (amputacion), lo que crea

nuevas areas de estudio.

CONCLUSION

En este trabajo se evalu6 la influencia que tiene el
suero fetal bovino, los aminoacidos, la solucion
fisiol6gica y la estimulacién mecénica en la regeneracion
de extremidades posteriores en X. laevis, con lo que se
obtuvo que no existe una diferencia significativa en los
tratamientos en cuanto a la longitud de la espicula (t=
2,19, g.1.=4, p=0,699). En el caso del ancho de la espicula,
la prueba estadistica arrojo que no existe diferencia
significativa en cada uno de los tratamientos (t=2,55,
g.l.= 4, p=0,634). Probablemente fue mds importante el
sitio de corte (regién zeugopodio) que la influencia de
los tratamientos, aunque cabe destacar que en las
primeras semanas de nuestro tratamiento con
aminodcidos el efecto fue positivo permitiendo una
mejor cicatrizacién y mejor regeneracion de la espicula.
Por otro lado el tratamiento con solucién fisioldgica
arrojo resultados inesperados respecto a la regeneracion
del ancho de la espicula, dentro de las primeras semanas,
razén seria continuar la

esta importante

por
investigacion con el uso de la solucién fisiolégica
(cloruro de sodio - NaCl) y aminoacidos en diferentes
etapas de desarrollo, ya que al cortar la extremidad en el
estadio 66 se obtuvieron resultados positivos en la
primeras semanas, por lo que se piensa que en etapas de
desarrollo mas tempranas los aminoacidos y la soluciéon
fisiolégica podrian estimular la regeneraciéon de
extremidades. Finalmente, en los anélisis de mortalidad
se obtuvo que los aminoécidos tuvieron un declive del
0%, con lo que pensamos que los aminoacidos pueden
ayudar a los organismos en el proceso regenerativo y
ante un estrés (amputacién), al contrario de suero fetal
bovino el cual obtuvo un alto indice de muertes (75%),
esto se atribuye a que el sistema inmune del organismo

actué ante la posible amenaza de los componentes del

producto creando reacciones negativas en el blastema.
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RESUMEN.

En la Argentina crecen Datura ferox L., D. inoxia Mill. y D. stramonium L. Sin embargo, solo Datura ferox y D. stramonium son
malezas toxicas y suelen impurificar partidas de didsporas y semillas usadas como alimento, como maiz, girasol, sorgo y soja.
Una correcta identificacion de estas dos especies es de gran importancia, tanto por la pureza de los granos cosechados en el pais,
como los de intercambio. Hasta ahora, las semillas de estas dos “daturas” se distinguen por el tamario, pero este caracter por si
solo es insuficiente, por la variabilidad existente en las muestras. Los objetivos del presente estudio fueron: analizar la estructura
del tegumento seminal y establecer el grado de significancia de las diferencias halladas. Para ello, las muestras fueron procesadas
mediante técnicas estdndares para microscopia Optica. Los principales rasgos de diferenciacién fueron: en Datura ferox las
esclereidas de la exotesta presentaron longitud y latitud significativamente mayores que en D. stramonium y las mismas células
en vista superficial, mostraron paredes mas gruesas, con poco lébulos, redondeados, con seno menos profundo que en D.
stramonium. Por el contrario, el tamafio de las células de la endotesta fue significativamente mayor en D. stramonium que en D.
ferox.

Palabras clave: Datura, esclereidas, maleza, testa, toxica.

ABSTRACT.

Three species of Datura grow in Argentina: D. ferox L., D. inoxia Mill., and D. stramonium L. However, only Datura ferox and D.
stramonium are toxic weeds and usually contaminate seed lots used as food, such as corn, sunflower, sorghum and soybeans. A
correct identification of these two species is of great importance, both for the purity of the grains harvested in the country and
those of interchange. At the present, the differentiation of the two species of “daturas” is made by using the seed size, however,
this feature alone is not enough, because of the variability existent in different samples. Therefore, the objectives were: to deepen
the knowledge of the seminal tegument structure, and to establish the significance degree from the differences found. To perform
the anatomy study, conventional microscopy techniques were applied. The main features of differentiation were: the sclereids of
exotesta in D. ferox presented length and width significantly higher than D. stramonium, and also, in surface view showed thicker
cell walls with few and rounded lobes and sinus less deep than D. stramonium. For the contrary, the endotesta cell size was
significantly higher than in D. stramonium than in D. ferox.

Key words: Datura, sclereids, testa, toxic, weed.
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INTRODUCCION
El género Datura L. (Solanaceae) es cosmopolita, crece
en todo el planeta, excepto en las zonas polares. En la
Argentina esta representado por tres especies: D. ferox L.
Mill. “metel”,

“datura”; D. inoxia

y D.

“chamico”,

“trompetilla” stramonium L. “estramonio”;
“chamico”, “datura”. Datura ferox procede de Asia y esta
naturalizada en América (1-4). En Argentina crece desde
Jujuy, Formosa y Misiones por todo el norte y centro-este
del pais, llegando en el sur hasta Chubut. Se puede hallar
hasta 3500 m s.n.m. (5). Es una planta ruderal de zonas
himedas y suelos fértiles y maleza en cultivos de maiz,
papa, girasol, sorgo y tabaco (1-3). En 1963, fue declarada
plaga de la agricultura por Decreto-Ley N° 6704 (6).
Datura inoxia procede de Centroamérica, habita regiones
calurosas del pais y carece de importancia por ser poco
frecuente (3). Se la ha encontrado en las provincias de
Catamarca, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Jujuy, La
Rioja, Salta, San Luis y Tucuman, creciendo hasta los
1000 m s.n.m. (5). Es una planta ruderal, frecuente en
margenes de rios y arroyos. Datura stramonium también
es originaria de Centroamérica y se encuentra
naturalizada en América del norte, Asia, Africa,
Australia, Macaronesia, Mozambique, Espafia y
Portugal (4). En Argentina, crece en las provincias de
Buenos Aires, Corrientes, Neuquén, Salta, San Juan, se la
encuentra hasta los 1500 m s.n.m. (5). Es una planta
ruderal y nitréfila que crece preferentemente en suelos
arenosos (1, 4, 7). Es una maleza con caracteristicas
morfoldgicas y quimicas similares a D. ferox. Las especies
de Datura tienen todos sus 6rganos toxicos, esto se debe
a que contienen alcaloides tropdnicos (hiosciamina,
atropina, escopolamina) (8). En la antigliedad, las
especies de Datura se han usado para précticas
adivinatorias de chamanes o fumando sus hojas como
alucinégenos en rituales de distintas culturas de México,
Sudamérica, India y Africa (4). Datura stramonium figura
en la Farmacopea Argentina de 1928, donde indican el

uso de las hojas como “aceite de belefio compuesto” (9),

que posee accién parasimpaticolitica y antiespasmédica
(4). Marzocca (1), menciona su uso como narcético y
calmante. En la Argentina, frecuentemente las semillas
de D. ferox vy también de D. stramonium aparecen
mezcladas en alimentos, tanto para los animales como de
uso humano. Los bovinos,

equinos y porcinos

intoxicados presentan sintomas neurolégicos 'y
digestivos. En los humanos, si bien las intoxicaciones no
son usuales, suceden por accidente o consumo
voluntario (8). Al respecto, Pérez Jara et al. (10), informan
que la ingesta de infusiones de D. stramonium para
controlar el catarro, ha producido un sindrome
anticolinérgico agudo e intoxicacién con pérdida de
fuerzas, temblor e incapacidad de movilidad sin pérdida
del conocimiento. Los autores mencionan también que
las dosis menores a 0,5 mg ya provocan sequedad en la
boca y, al aumentar la dosis, aparecen sintomas
cardiacos y respiratorios, llegando con 10 mg o mas a
sufrir agitacion, alucinaciones hasta el delirio y entrar en
coma. Si bien, las especies de “daturas” pueden
diferenciarse al estado vegetativo, frecuentemente es
necesario diferenciarlas al estado de semilla pues, como
se ha expresado, aparecen contaminando muestras de
diasporas y semillas de cereales y oleaginosas (3). Datura
inoxia no se ha hallado impurificando los cultivos y, sus
semillas se diferencian facilmente porque son
fuertemente aplanadas y presentan un borde dorsal
notablemente ondulado (4). Por el contrario, las semillas
arrifionadas y lateralmente comprimidas, con hilo
triangular localizado sobre el borde ventral, con
superficie foveolada y color castafio oscuro hasta negro
de D. ferox y D. stramonium son muy semejantes entre si
(Fig. 1). Diversos autores (4, 11-15), caracterizaron
morfoloégicamente las semillas, citando como tnica
diferencia entre ellas, el tamafio que oscila: 3,9-4,8 mm
long. x 3,0-3,9 mm lat., en D. ferox y 3,1-4,0 mm long. x
2,8-3,3 mm lat., en D. stramonium. Sin embargo, se ha
observado que el tamafio es un caricter variable,

dependiendo de diversos factores como el lugar de
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procedencia de la muestra, el grado de desarrollo
alcanzado y el grado de madurez de la semilla. Esta
variabilidad, produce una superposicién de valores de
longitud y latitud de las semillas que provocan dudas en
la identificacion.

Internamente, las semillas de la familia Solanaceae
presentan un solo tegumento coridceo (testa), provienen
de un 6vulo andtropo o hemianatropo (16). También es
mencionado, para el género Solanum, el tipo
hemicampilétropo (17, 18). El tipo de embrién, es
variable desde enano (e.g., Nicotiana) espatulado (e. g.,
Cestrum) hasta lineal en la mayoria de las Solanaceae. El
embrién lineal presenta diferente grado de curvatura,
desde ligeramente curvado hasta arrollado (e. g., Datura,
Lycopersicon, Nicandra, Physalis, Salpichroa, Solanum) (19).
El tamafio y forma del embrién tienen importancia a
nivel de tribu y género. La tribu Datureae se caracteriza
por tener embrién axial, fuertemente curvado rodeado
por abundante endosperma (12, 16, 19) (Fig. 1). El
endosperma es rico en proteinas y lipidos compuestos
caracteristicos de la familia, mencionado para Datura (9)
y en especies de Solanum (17, 20-22). Varios trabajos
describen la anatomia de los frutos y semillas de
Solanaceae, Salpichroa (22) y especies del género Solanum
(17,18, 20, 21, 23, 24). Sobre la base de los trabajos previos
y la problemética de obtener nuevos caracteres para
diferenciar las semillas de Datura ferox y D. stramonium,
se plantearon como objetivos: analizar, describir e
ilustrar la estructura del tegumento seminal y buscar
diferencias que puedan constituirse en una nueva

herramienta a utilizar en el proceso de diferenciacién de

las dos “daturas”.

MATERIALES Y METODOS
Material estudiado
Fueron utilizadas semillas totalmente desarrolladas y
maduras de ambas especies, conservadas en el Herbario
de semillas de La Plata, Facultad de Agronomia

(LPFAG), Area de Boténica, Facultad de Ciencias

o]

Figura 1. Morfologia de las semillas de D. ferox y D. stramonium.
A: vista lateral: forma, color y superficie foveolada. B: vista hilar:
hilo triangular en ambas especies. C: seccién longitudinal:
mostrando el endosperma que rodea al embrién axial, el cual
presenta el extremo de los cotiledones dirigidos hacia afuera,
alejandose de la radicula. D: seccién transversal: mostrando el
corte transversal de la radicula y los cotiledones, angostos,
ubicados hacia el lado ventral. Escalas: A, B: 3 mm; C, D: 2 mm.
Ref.: co: cotiledones; df: D. ferox; ds: D. stramonium; em: embrién;
en: endosperma; ex: exotesta; hi, hilo; ra: radicula.

Agrarias y Forestales, UNLP. También fueron
analizados ejemplares del Herbario de la Facultad de
Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de
La Plata (LP). La nomenclatura estd de acuerdo con la
Flora del Cono Sur, Instituto de Botdnica Darwinion,
Flora del Cono Sur (25).

Datura ferox L.. ARGENTINA. Buenos Aires: Pdo.
Pergamino, La Vanguardia, en cultivo de soja, 17-VII-
1989, A. M. Arambarri (1807 LPFAG); Pdo. La Plata, La
Plata, Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE), 29-VIII-
2015, S. M. Martinez Alonso (2216 LPFAG). Corrientes:

Depto. Esquina, Esquina, a orillas del rio Corrientes, XII-

1936, A. P. Rodrigo 1008 (011592 LP).
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Datura stramonium L.. ARGENTINA. Corrientes:
Depto. Santo Tomé, Santo Tomé, 1-11-1976, Krapovickas &
Cristobal 29074 (LP); San Juan: Depto. Calingasta,
Calingasta, 1V-1972, C. R. Volponi 247 (LP). ESTADOS
UNIDOS DE AMERICA. California: Sacramento, Seed
Laboratory of Food and Agriculture 5-VIII-1986, D.
Meyer (1316 LPFAG); VIII-1988, D. Meyer (1539 LPFAG).

Anatomia del tegumento seminal

Para analizar las capas celulares que forman el
tegumento seminal, se efectuaron cortes transversales
del mismo. Se seleccionaron los cortes con el menor
numero de capas celulares, los que fueron montados en
su estado natural y también decolorados con hiploclorito
de sodio (50%), lavados y tefiidos con safranina; como
medio de montaje se us6 gelatina-glicerina, sellando los
preparados con esmalte de ufias. En estas preparaciones
se analizaron los tejidos constituyentes y fue registrada
la longitud de las células de la epidermis externa del
tegumento seminal (esclereidas de la exotesta). El
estudio, en vista superficial de la epidermis externa
(exotesta) y de la epidermis interna (endotesta) del
tegumento seminal, se realiz6 sobre material clarificado
(26). En vista superficial, se midi6 la latitud de las células
de la exotesta (tomada la distancia entre los l6bulos de
las paredes anticlinal-radiales) y de la endotesta (tomada
la distancia entre paredes anticlinal-radiales). Los
valores de las medidas se expresaron en micrémetros
(pm), sobre un promedio de més de 100 mediciones.
Sobre todas las medidas registradas se aplicé el anélisis
estadistico para establecer el grado de significancia de
Para realizar las

las diferencias observadas.

observaciones y mediciones se emplearon un
microscopio Gemalux XSZ-H equipado con cédmara
Motic y software Motic Image Plus 2.0 y con el programa
Image ] se midieron las células, los datos se brindan en

las Tablas 1y 2.

Analisis estadistico

Sobre los pardmetros evaluados - longitud de las
esclereidas de la exotesta, en corte transversal del
tegumento y latitud de las células de la exotesta y
endotesta en vista superficial- se aplico el analisis de la
varianza (Anova). Asimismo, se realiz6 la prueba de
Tukey de comparacién multiple de las medias para
obtener grados de significancia del 5% (P<0.05). Los
analisis estadisticos propuestos fueron realizados con la
ayuda del programa Statistica 7.0 para Windows (Figs.
3,5).

RESULTADOS

Estructura del tegumento seminal en corte transversal
En ambas especies el tegumento seminal (testa) de
una semilla madura presenta: una capa de ceras
cubriendo la epidermis externa (exotesta), la cual es
células

unistrata y estd formada por alargadas

perpendicularmente a la superficie, con paredes
anticlinal-radiales notablemente engrosadas y en la parte
distal de las mismas, los engrosamientos a manera de
“rulos” (Fig. 2A, B) . Las paredes radiales estan
impregnadas con lignina (esclerificadas) en la mayor
parte de su extension. Sin embargo, hacia la parte media
distal y hacia el interior de la célula predominan las
capas de engrosamiento solo celulésicas o ligeramente
lignificadas, las que se observan poco coloreadas en las
preparaciones con safranina. A continuacién de la
exotesta, hacia el interior de la semilla, se halla la capa
media formada por 2-8 capas de parénquima que
contactan con la endotesta (Fig. 2A). La epidermis
interna (endotesta), también es unistrata y est4d formada
isodiamétricas

células -cuadrangulares a

por
rectangulares en la seccién transversal- con paredes
levemente engrosadas, poco lignificadas, tomando

coloracioén con la safranina (Fig. 2A, C).
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Especies

Corte transversal

de la

Longitud de las esclereidas

Exotesta

Promedio Desviacion
(um) estandar (um) (um)
Datura ferox 200,42 17,9 150,47 237,81
D. stramonium 124,41 12,81 100,19 153,79

Tabla 1. Datura ferox y D. stramonium. Tamafio de las células de la exotesta (esclereidas) en corte transversal, expresado en

micrémetros (um).

Vista en

Especies Latitud de las células

superficie de la Promedio Desviacion | Minimo Miximo
(um) estandar (um) (um)
Datura ferox 198,91 27,51 129,82 281,58
Exotesta

D. stramonium 179,09 24,86 121,1 255,35
Datura ferox 2,7 5,09 19,51 42,89

Endotesta
D. stramonium 34,52 6,09 23,71 47,85

Tabla 2. Datura ferox y D. stramonium. Tamafio de las células de la exotesta y de la endotesta en vista superficial, expresado

en micrémetros (um).

Las esclereidas de la exotesta en corte transversal
presentaron una longitud mayor en las semillas de D.
ferox (Fig. 2B) que en las de D. stramonium (Fig. 2A)
(Tabla 1). El andlisis estadistico de los valores de
longitud de estas células indicé que la diferencia

observada es significativa (Fig. 3).

Exotesta y endotesta en vista superficial

En ambas especies, las esclereidas de la exotesta
vistas en superficie, son de contorno poligonal y
lobuladas y las células de la endotesta son poligonales
con las paredes ligeramente curvadas, engrosadas y algo
lignificadas por la coloracién que tomaron con la
safranina, ya que dieron resultado negativo al tratarlas
con Oil Red O, indicando que no las impregnan
sustancias lipofilicas (Fig. 4A, B).

Las esclereidas de la exotesta presentan las paredes
radiales con las capas de engrosamiento externas
impregnadas con lignina y las capas internas con
paredes poco impregnadas con lignina, puesto de
manifiesto por la coloracién con safranina; el lumen

celular presenta forma estrellada (Fig. 4C, D). En la parte

distal de las paredes radiales se observan los
engrosamientos notables, “rulos”, de dichas paredes,
con extensiones en la cara tangencial (Fig. 4E, F).

Se observé que en D. ferox, las esclereidas en vista
superficial presentan pocos 16bulos, con senos obtusos
(en U) y paredes mas gruesas que aquellas de las semillas
de D. stramonium, en la cual los 16bulos son numerosos y
con senos profundos, agudos (en V o U cerrada) (Fig. 4C,
D).

Las medidas de latitud de las células de la exotesta en
vista superficial fueron mayores en D. ferox que en D.
stramonium, mientras en la endotesta el resultado fue
inverso (Tabla 2). Realizado el analisis estadistico, estas
diferencias fueron significativas (Fig. 5).

Otro aspecto a considerar en la vista superficial de la
cubierta seminal de las semillas de ambas Datura, es la
presencia de ondulaciones, con areas deprimidas
(fovéolas) y dareas elevadas. Internamente esto esta
determinado por diferente longitud de las esclereidas de
la exotesta (Fig. 6A), que en superficie y con poco
aumento, se manifiesta por zonas oscuras y claras (Fig.

6B). Al observar con mayor aumento las células de las
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Figura 2. Estructura del tegumento seminal (testa) de D. ferox y D.
stramonium en corte transversal. A. Las partes de la testa son: la
cuticula cubriendo las esclereidas de la exotesta cuya parte basal
estd en contacto con la capa media de parénquima que termina
junto a la endotesta unistrata. En la foto se observa el endosperma
junto a la endotesta. B. Exotesta: detalle de las esclereidas
mostrando su longitud, el engrosamiento de las paredes
perpendiculares a la superficie (anticlinal-radiales) y el
engrosamiento “rulos” en la parte distal de las mismas. C.
Endotesta: detalle de las células cuadrangulares con paredes
ligeramente engrosadas y lignificadas.

Escalas: A, B: 150 pm. C: 100 pm. Ref.: cm: capa media; cu: cuticula;
en: endotesta; ex: exotesta.
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Figura 3. Grafico comparativo de longitud de las esclereidas de la
exotesta de D. ferox y D. stramonium. Test de Tukey. Mostrando el
grado de significancia de la mayor longitud de las esclereidas de
D. ferox respecto a la de D. stramonium.

Figura 4. Exotesta y Endotesta en vista superficial. A, B. D.
stramonium. lo: 16bulo; lu: ladmen celular; pc: pared celulésica; pl:
pared lignificada. A. Exotesta mostrando el contorno poligonal
lobulado de las células (esclereidas). B. Endotesta mostrando las
células isodiamétricas, con paredes ligeramente engrosadas y
levemente lignificadas. C. D. ferox, células de la exotesta
mostrando pocos l6bulos gruesos, senos obtusos (forma de U
abierta), paredes gruesas con las capas de engrosamiento
lignificadas hacia la periferia y poco o nada lignificadas hacia el
lamen celular. D. D. stramonium, células de la exotesta mostrando
numerosos lébulos marcados con senos agudos (en V o U
estrecha), las paredes engrosadas con capas de engrosamiento
lignificadas hacia la periferia y poco o nada lignificadas hacia el
Itmen celular. E. D. ferox, vista de los engrosamientos distales de
las paredes radiales con extensiones tangenciales. F. D. stramonium
la misma vista que se detall6 en E. Escalas: A: 400 pm. B-F: 100 pm

zonas elevadas muestran las paredes anticlinal-radiales
con sus engrosamientos, mientras que en las areas
deprimidas se observan los engrosamientos distales de
las paredes radiales “rulos”, con las caracteristicas

explicadas en los parrafos anteriores (Fig. 6C, D).

DISCUSION Y CONCLUSION
Gunn (16), sefial6 que en la familia Solanaceae la
cubierta protectora de la semilla corresponde a un solo
tegumento seminal (testa). Dottori (17) indica que el
6vulo es unitegumentado. Dottori & Cosa (24); Solis et al.

(18) en especies de Solanum y Wiemer ef al. (22) en
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Figura 5. Gréfico comparativo de latitud de las esclereidas de la
exotesta y células de la endotesta en vista superficial, de D. ferox y
D. stramonium. Test de Tukey. Mostrando el grado de significancia
de la mayor latitud de las esclereidas de D. ferox respecto a la de
D. stramonium y el resultado inverso para las células de la
endotesta.

Salpichroa origanifolia, estudiaron la formacién de la
semilla y describieron e ilustraron el tnico tegumento
formado por: exotesta, capa media y endotelio. En el
presente estudio hemos trabajado con semillas maduras
de Datura y hallamos que la testa estd compuesta por las
mismas capas mencionadas por los investigadores
mencionados, con diferencias propias a nivel de género
(e.g., ausencia de pseudopelos presentes en Salpichroa y
en la mayoria de las especies de Solanum); en cuanto al
nimero de capas de parénquima formando el estrato
medio se parece a las especies con presencia del mismo
(e. g, S. mnigrum) (20). La endotesta present6
caracteristicas generales similares a las brindadas para
Salpichroa y Solanum (17, 20-22). Romeo (27), expresé que
las caracteristicas de la epidermis de la testa vista en
superficie son de interés para el control botanico, ya que

permite diferenciar las semillas de Datura cuando

impurifican muestras de plantas empleadas en medicina

Figura 6. Irregularidad de la superficie de la testa de Datura ferox y
D. stramonium. A, C: D. ferox. B, D: D. stramonium.. ed: engrosamiento
distal “rulos”; pr: pared radial. A: vista de la diferente longitud de las
esclereidas en corte transversal que determina zonas deprimidas
(fovéolas) y elevadas en el tegumento seminal. B: vista en
superficie de la distinta tonalidad de las édreas deprimidas y
elevadas. C: vista en superficie de las esclereidas de la zona
deprimida y elevada, en una célula se ven las paredes radiales y en
otra, los engrosamientos de la parte distal de las paredes radiales,
a nivel de la cara tangencial. D: lo mismo para D. stramonium.
Escalas: A: 150 pm. B-D: 400 um.

popular. Del andlisis realizado en el presente trabajo se
coincide en darle importancia a estas caracteristicas ya
que incluso permitieron hallar diferencias entre las
especies estudiadas. En conclusién se ha profundizado
el conocimiento de la anatomia de las semillas de D. ferox
y D. stramonium e incorporan caracteristicas
estructurales del tegumento seminal que contribuyen a
la diferenciaciéon de las especies analizadas: las
esclereidas de la exotesta resultaron significativamente
mayores en longitud -vista en corte transversal- como en
latitud -vista en superficie- en D. ferox que en D.
stramonium. Por otra parte, en vista superficial, las
esclereidas de D. ferox mostraron mayor grosor de las
paredes anticlinal-radiales y menor ntmero y
profundidad de los 16bulos que en D. stramonium. Por el
contrario, el tamano de las células de la endotesta fue
significativamente mayor en D. stramonium que en D.

ferox contribuyendo también a su diferenciacion.
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