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RESUMEN

El estudio de los principios funcionales y estructurales de ciertas superficies bioldgicas permite su utilizacion en
sistemas artificiales hechos por el hombre, campo denominado biomimetismo. Uno de los mas importantes atributos de
la cuticula de una planta es la hidrofobicidad, que permite a las plantas superar problemas fisicos y fisiologicos ligados
al medio ambiente-la desecacion. El presente estudio describe ultraestructuralmente la superficie foliar de tres especies
vegetales de Araceas mediante microscopia electronica de barrido (MEB) y la medicion del angulo de contacto, para
identificar y describir patrones en la ultraestructura de la superficie foliar de diferentes especies de araceas que
presenten el fenomeno del efecto loto, para crear nuevos conocimientos para el posible desarrollo de nuevos materiales
con dicha caracteristica. Se utilizaron muestras de Xanthosoma roseum, Xanthosoma sagittifolium (tiquizque) y
Philodendrun strictum. Los resultados obtenidos para los angulos de contacto en la superficie foliar para el caso de X.
roseum fue de 146.34+3.92°% P. strictum 138.3244.02° y X. sagittifolium 143.634+0.42°. Las imagenes de MEB, indican
una estructura binaria (micro y nanoestructura) en la superficie foliar de las Ardceas que es similar a la observada en
diferentes estudios para la hoja “loto”. Estas superficies desarrollan una propiedad de autolimpieza y se caracterizan por
el incremento de la repelencia al agua, pues son superficies hidrofobicas CA > 90° y < 150°, donde las gotas de agua que
caen sobre las superficies, pueden rodar de forma rapida y eliminar eficazmente un gran numero de particulas de polvo
que se adhieren a cllas.
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ULTRASTRUCTURAL DESCRIPTION OF LEAVES FROM THREE ARACEAE WITH HYDROPHOBIC
CHARACTERISTICS

ABSTRACT

The study of functional and structural principles of some biological surfaces allows for their application in artificial
man-made systems, a field called biomimetism. One of the most important attributes of the plant cuticle is
hydrophobicity, it permits to overcome environmentally related physical and physiological issues, such as desiccation.
This study describes ultrastructural features form the foliage of three species of Araceac by means of scanning electron
microscopy (SEM) and a contact angle goniometer. This allowed us to id and describe certain patterns from the leaves
surface of different species which present the lotus effect which in turn will help to explain it in order to generate
knowledge that later may translate in materials that retain such behavior. Xanthosoma roseum, Xanthosoma
sagittifolium and Philodendrun strictum samples were collected and studied, resulting surface contact angles were
146.34 + 3.92°, 143.63 + 0.42° and 138.32 + 4.02°. Noteworthy, SEM images indicate a binary structure (micro and
nanostructurally) for the above mentioned species which is similar to that oberved in similar studies. Frequently, these
surfaces exhibit a self-cleaning property and are characterized by a high hydrophobicity (CA > 90° y < 150°) and water
repellence where water drops roll rapidly over the leaves surface and thus eliminating an abundant number of dust
particles adhered to them.

Keywords: Araceae, biomimetism, goniometer, contact angle, plant epidermal cells.
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INTRODUCCION

El estudio de los principios funcionales y estructurales
de ciertas superficies biologicas permite su utilizacion
en sistemas artificiales hechos por el hombre, siendo
gran parte de un nuevo campo interdisciplinario
denominado biomimetismo [1]. Como ejemplo se cita el
efecto “Loto” (planta de loto) para producir superficies
autolimpiables ultrahidrofébicas [2]. La habilidad de la
hoja de loto y otros materiales naturales de promover la
repelencia al agua y la auto-limpieza induciendo a las
gotas de agua a rodar fuera de la hoja, ha inspirado a
numerosos grupos de investigacion a preparar analogos
sintéticos [3]. Este efecto es llamado efecto loto ya que,
segun tradiciones religiosas asidticas, el loto es un
simbolo de pureza. Esta idea proviene del hecho que las
hojas de la planta de loto se encuentran siempre limpias,
aunque la planta sea sacada de o se encuentre en agua
fangosa [4].

En los 90's una gran cantidad de datos concernientes a
la humectabilidad de la superficie de las plantas ya
estaban disponibles, pero con pocas publicaciones. Uno
de los campos activos de investigacion se enfoca en la
diversidad de las estructuras de superficies vegetales, la
cual se basa en la variabilidad de las formas celulares,
micro y nano estructuras en la superficie celular, y en la
formacion de estructuras multicelulares [5]. Estas
estructuras les proporcionan a las superficies
propiedades particulares y de interés, como por ejemplo,
superhidrofobicidad, el cual es uno de los fenémenos
que llaman la atencién de diversos grupos de
investigacion actualmente [6].

Las hojas de loto tienen superficies texturadas con
estructuras jerarquicas de tamaflo micrométrico y
nanométrico. Por otra parte, se ha demostrado que las
gotas de agua sobre estas superficies texturizadas se
sientan facilmente en el &pice de las nanoestructuras,
porque las burbujas de aire llenan los valles de la
estructura bajo las gotitas. Las gotas de agua sobre este
tipo de superficie no pueden penetrar en las micro o
nanoestructuras y humedecer la superficie, dando lugar
a un alto angulo de contacto (CA), por lo que estas hojas

naturales exhiben considerable superhidrofobicidad [7].
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Cuando las gotas de agua ruedan completamente fuera
de la hoja, arrastran particulas contaminantes no
deseadas [6] [8] [7]

Este fenomeno ha sido buscado y descrito en un gran
numero de plantas y de diferentes grupos taxondémicos,
algunas de ellas bastante conocidas, como lo son
Nelumbo nucifera (loto), Persea americana (aguacate),
Oryza sativa (arroz), Origanum amanum (0régano),
Taxodium sp. y Metasequoia sp. (ambas gimnospermas
de la familia Taxodiaceae), Picea abies (Pinnaceae,
gimnosperma) y Ginkgo biloba entre otras [9] También
se ha descrito en helechos flotantes, como por ejemplo,
especies del género Salvinia, los cuales tienen pelos
hidrofébicos que varian en tamafio entre especies. Estas
superficies logran mantener aire retenido por varios dias
inclusive manteniendo las hojas bajo el agua [10].
Colocasia esculenta también presenta este efecto, y es
una de las plantas mas estudiadas en este aspecto [11].
En nuestro pais, las Ardceas son muy abundantes y
diversas en bosque muy humedo de bajura y en bosque
nuboso. La familia es generalmente facil de reconocer
por sus peciolos y tallos suculentos, laminas foliares
gruesillas, usualmente glabras, entero marginadas, y
frecuentemente con venacion reticulada. Por tanto son
especies que tienen un gran potencial para el estudio
ultraestructural de la cuticula de sus hojas para
desarrollar sistemas artificiales que copian o emulan
algunas de las funciones de las naturales u originales. La
gran eficiencia de este tipo de fendmenos de superficies
vegetales se debe al hecho de que el curso de la
naturaleza los lleva a evolucionar por seleccion natural,
un mecanismo exhaustivo de prueba y error que ha
tomado mucho tiempo para depurar sus disefios,
acumulando adaptaciones y mejorias [12].

El presente trabajo identifica y describe patrones en la
ultraestructura de la epidermis foliar hidrofébica de tres
especies vegetales de Araceas que presenten el
fenomeno del efecto loto, mediante microscopia
electronica de barrido (MEB) y la técnica de medicion

del angulo de contacto (CA).
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MATERIALES Y METODOS

Especies estudiadas. Para el analisis ultraestructural se
utilizaron tres especies de la Familia de las Araceas:
Xanthosoma roseum Schott, Xanthosoma sagittifolium
(L) Schott y Philodendrun strictum G. S. Bunting, de las
cuales se obtuvieron muestras frescas que fueron
recolectadas en el Campus Universitario Rodrigo Facio,
el Campus de la Ciudad de la Investigacion y el Campus
de las Instalaciones Deportivas, todos pertenecientes a
la Universidad de Costa Rica, San José. Las recolectas
se efectuaron entre marzo y agosto de los afios 2011-
2012.

Microscopia electronica de barrido (MEB). Las hojas
de las tres especies de ardceas, fueron fijadas en
solucién Karnovsky [13] siguiendo la metodologia de
Jiménez y colaboradores [14], se tomaron secciones de
hoja de aproximadamente 1 cm® para su fijacion en
reactivo de Karnovsky al 2,5% por al menos 24h. Se
lavaron 3 veces por 10 min. con amortiguador de
fosfatos de sodio (0,1M, pH 7.4). Luego se pos-fijaron
en tetradxido de osmio (OsO4) al 1% en amortiguador
de fosfatos de sodio, por aproximadamente lh, y se
lavaron 3 veces durante 15 min. con agua destilada.
Posteriormente se deshidrataron con etanol en
concentraciones ascendentes con concentraciones de
30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% y 2 veces al 100%,
cada una por 10 min. Luego se aplicaron 4 lavados de
15 min. en alcohol terbutilico (Mallinckrodt) y secado
por sublimacién (sublimador Eiko ID-2). Se cubrieron
con 40nm de platino/paladio en un cobertor i6nico y se
observaron en un Microscopio Electronico de Barrido
(Hitachi S- 570 y S-3700) a 15K V.

Medicion de angulos de contacto (CA). Los angulos
de contacto se midieron utilizando segmentos frescos de
las hojas de las diferentes especies de 0.5 cm?
adheridos a una base de aluminio cilindrica de 1 cm de
altura y 1 cm de didmetro. Las mediciones de los
angulos se efectuaron utilizando un goniémetro Ramé-
Hart Instrument Co., modelo 250-F1 del Centro de
Investigacion en Electroquimica y Energia Quimica

(CELEQ) de la Universidad de Costa Rica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Angulos de contacto. El angulo de contacto en la
superficie foliar para las tres especies seleccionadas fue
en el caso de X roseum de 146.34 + 3.92°, en P,
strictum 138.32 + 4.02° y en X. sagittifolium 143.63 +
0.42°. Nuestros resultados de acuerdo a Kock y
colaboradores [15] se clasifican como una superficie
hidrofobica pues se encuentra en el rango CA (angulo
de contacto) > 90° y < 150° lo que le confiere dicha
categorizacion. Estas superficies muestran un bajo
angulo de rodaje del agua. Como resultado, las gotas de
agua que caen sobre las superficies de las hojas, pueden
rodar de forma rdpida y eliminar eficazmente un gran
niamero de particulas de polvo que se adhieren a ellos
[16]. No obstante de acuerdo con Fernandez [17], a
partir de los estados de Wenzel y Cassie se clasifica
como super-hidrofobica y ultra-hidrofobica. Sin
embargo de acuerdo con Shirtcliffe y colaboradores [18]
se da un alto error en estas mediciones debido a la
curvatura de la superficie de la hoja, lo que indica que
estas tienen una estructura quimica diferente en la
superficie al resto de la hoja.

En un estudio con pétalos de rosas rojas se demostro
que estas poseen propiedades superhydrofobicas con
alta adhesion. Una gota de agua depositada sobre estas
superficies estaba en el estado de impregnacion Cassie-
Baxter (estado intermedio entre el Wenzel y los estados
Cassie-Baxter), de hecho, el agua podia entrar en los
grandes espacios entre las grandes micropapilas, pero no

dentro de los nano-pliegues [19]

Descripcion ultraestructural de la superficie abaxial.
La forma de las células de la hoja, en el caso de X
roseum y de X. sagittifolium, es poligonal cupula o
papila (Fig. la y b), mientras en el caso de P. strictum es
tetraédrica elongada hemisferial (Fig. 1c). Las paredes
anticlinales son desiguales y muestran ondulaciones con

perfiles rectos en las tres especies (Fig. 2).
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Fig.1. Forma de las células en la estructura primaria de la hoja, en su superficie abaxial. A) Poligonal en Xanthosoma
roseum, B) Poligonal en Xanthosoma sagittifolium, C) tetraédrica elongada en Philodendrum strictum.

Fig.2. Paredes anticlinales. A, B y C) son desiguales con ondulaciones y perfiles rectos. A) Modelo de plegamiento de
la cuticula, en Xanthosoma roseum, células irregulares y lisas (tubulares) con nodos o papilas en los campos centrales
expuestos de la célula.

La curvatura de la pared periclinal de la epidermis en las
tres especies se observo una curvatura convexa (Fig. 1).
Adicionalmente en cuanto al modelo de plegamiento de
la cuticula las muestras del género Xanthosoma,
presenta células irregulares con nodos o papilas (Fig.
3a-b). De acuerdo con Kock y colaboradores [15] el tipo
de células convexas son las mas comunes de las
superficies epidérmicas y siempre forma una superficie
micro estructurada, que a menudo se encuentran en las
flores, tallos y hojas, originandose por expansion de las
células epidérmicas externas y pueden ser divididas
como papilosas, cénicas o con pelos. Igualmente en un
estudio realizado por Thierry y Frédéric [19], los pétalos
de Rosa montafia (Brownea macrophylla) consisten en
células conicas (micropapilas) convexas y con una
cuticula nano plegable. Conforme con Kock vy
colaboradores [15] muchas hojas que repelen el agua se

caracterizan por presentar células epidérmicas papilosas,

tal es el caso de Nelumbo nucifera y Lupinus
polyphyllos donde cada célula epidérmica forma una
papila que son superpuestas por una densa capa de cera
epicuticular; en el caso de Gladiolus watsonioides y
Sinarundinaria nitida las células epidérmicas son
subdivididas en varias papilas y cubiertas de igual
manera por ceras epicuticulares.

Kock y colaboradores [20] suponen que las
ondulaciones de las paredes anticlinales aumentan los
mecanismos de estabilidad del tejido epidérmico
ademas, la escultura de la célula o curvatura de la pared
epidérmica exterior tiene una gran influencia en la
superficie rugosa en la escala micrométrica.

En lo referente a las ceras epicuticulares en la hoja, X.
sagittifolium se muestra la cuticula con una capa de cera
tubular (Fig. 3b). En el caso de P. strictum las ceras
epicuticulares estan arregladas como plaquetas

organizados en forma de rosetas (Fig.3c), y en el caso
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de X. roseum, presenta una delgada pelicula de cera
(Fig.3a). En estudio de Kock y colaboradores [20] las
peliculas de ceras tienen forma bidimensional como en
el caso de X. roseum en la superficie abaxial; mientras
que las costras y capas de ceras son tridimensionales

como en el caso de P, strictum.
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En la estructura superficial jerarquica en P. strictum y X.
sagittifolium se observa, una escultura convexa con
ceras epicuticulares en 3D (Fig. 4b y ¢), en el caso de X.

roseum, la escultura es convexa con plegamiento

cuticular (Fig. 4a).

Fig.3. Ceras epicuticulares de la hoja. A) Xanthosoma roseum, presenta una delgada pelicula de cera. B) Xanthosoma
sagittifolium, cuticula con una capa de cera tubular. C) Philodendrum strictum, ceras epicuticulares arregladas como
plaquetas.

Fig.4. Estructura superficial jerarquica. A) Xanthosoma roseum, escultura convexa con plegamiento cuticular. B y C)
Philodendrum strictum y Xanthosoma sagittifolium, escultura convexa con ceras epicuticulares en 3D.

Descripcion ultraestructural de la superficie adaxial
La superficie de la hoja en su superficie adaxial, la
forma de la célula en el caso de X. roseum y X
sagittifolium, es tetragonal (Fig. 5a y b), mientras en el
caso de P. strictum es poligonal (Fig. 5c). Por otro lado
las paredes anticlinales son desiguales y muestran
ondulaciones con perfiles rectos en las dos especies del
género Xanthosoma (Fig. 6a y b), en el caso de P.
strictum los limites entre células son ondulados V (Fig.
6¢).

En la curvatura de la pared periclinal de la epidermis

de las especies del género Xanthosoma se observa una
curvatura convexa con forma hemisferial (Fig. 6a y b),
mientras que en P strictum tiene una curvatura
convexa con forma convexa (Fig. 6¢).

Con respecto a las ceras que recubren la cuticula de la
hoja, en X. sagittifolium y en X. roseum se muestra la
cuticula con una capa de cera tubular (Fig. 7a y b),
mientras en P. strictum las ceras epicuticulares estan
dispuestas como costras que cubren la cuticula (Fig.
7¢).

Se observo como X. roseum no posee una jerarquia de
94



Jiménez-Chavarria, et. al.

doble estructura, ya que presenta un comportamiento
de humectabilidad similar a las plantas de superficies
lisas con propiedades superhidrofobicas que no poseen
una nano escala de cristales de ceras epicuticulares. De
igual forma en un estudio realizado por Mockenhaupt y
colaboradores [21] en Alocasia. macrorrhiza,
(reportada como similar en apariencia a X. sagittifolium
por Brown [22] y/o como una especie totalmente
diferentes por Ghani [23]) determind que no posee una
jerarquia de doble estructura, pues ésta no presentd una
nanoestrucura donde las micro gotas no tienen un area
de contacto reducida y muestra un comportamiento de
humectabilidad similar a la de superficies lisas con
propiedades superhidrofobicas con una microestructura
pero sin una nano escala de cristales de ceras
epicuticulares.

La estructura jerarquica de la superficie de la planta en
las tres especies estudiadas, se observa, una escultura
convexa con ceras epicuticulares en 3D (Fig. 7). De
acuerdo a Guo y Liu [8], en estudios realizados en
hojas de “Loto”, se presenta superficies texturizadas
con protuberancias y valles con tamafios variados que
van entre los 3-10 pm, estas superficies texturizadas
son decorados con particulas nanométricas de 70-100
nm de material ceroso hidrofobico. Para el caso de las
Araceas en estudio, igualmente se puede observar gran

cantidad de material ceroso que recubre la superficie
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tanto abaxial como adaxial, igual que en la planta de
“Loto” con estructuras de nano-bastones distribuidos
aleatoriamente en la capa subsuperficial. Nuestros
resultados de MEB, para todos los casos, indican una
estructura binaria (micro y nanoestructura) en la
superficie foliar que es similar a la observada en la hoja
de “Loto” (Fig. 7a-b).

En la flor de loto, ademas de la capa de cera
bidimensional, existe otra tridimensional de filamentos
de cera cristalizada. La rugosidad a escala
microscopica estd constituida por protuberancias
conicas. Ademas toda la superficie se haya cubierta por
la capa hidrofobica tridimensional de cera cristalizada,
La perfecta combinaciéon de composicion quimica y
arquitectura o topografia de la superficie consigue que
la gota de agua no moje la superficie sino que sea
repelida por ella, demostrando asi un comportamiento
hidrofobico., tal como el observado en nuestros
resultados y los cuales se verificaron con el CA. De
acuerdo con Fernandez [17], debido a la alta tension
superficial y a la hidrofobicidad de la superficie, una
gota de agua que descanse sobre ella solamente se
apoyara en las puntas de las protuberancias, quedando
el aire atrapado entre el espacio de separacion y la
lamina de agua de la gota, esto hace que la gota
mantenga la forma quasi-esférica como si estuviera

envuelta solo de aire.

1 mum

Fig.5. Estructura primaria superficie adaxial. A y B) Xanthosoma roseum y Xanthosoma sagittifolium, células
tetragonales. C) Philodendrum strictum, células poligonal
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Fig.6. Paredes anticlinales. A y B) Xanthosoma roseum y Xanthosoma sagittifolium, desiguales y con ondulaciones y
perfiles rectos. C) Philodendrum strictum limites entre células son onduladas en forma de V.

Fig.7. Ceras que recubren la cuticula de la hoja. A y B) Xanthosoma sagittifolium y Xanthosoma roseum cuticula con
una capa de cera tubular. C) Philodendrum strictum, ceras epicuticulares dispuestas como costras que cubren la cuticula.

CONCLUSION
Con dichos resultados, se describe
ultraestructuralmente patrones en la ultraestructura de
la superficie foliar de araceas (X. roseum, X.
sagittifolium (tiquizque) y P. strictum), que presentan
el fendémeno del efecto loto, para crear nuevos
conocimientos para el posible desarrollo de nuevos
materiales con dicha caracteristica.

Nuestros resultados permiten clasificar estas Araceas
como hidrofébicas, con una estructura binaria (micro y
nanoestructura) en la superficie foliar de las Araceas, lo
que permite observar que es similar a la hoja “loto”.
Las tres Araceas en estudio, varian entre ellas en su
morfologia superficial a nivel micro y nano-estructural
encontrandose diferencia en su superficie cuticular
tanto en su superficie abaxial como en su superficie

adaxial.
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