Revista Internacional de International Journal of
BOTANICA EXPERIMENTAL
EXPERIMENTAL BOTANY

Fundada en 1951 por Founded 1951 by

Miguel Raggio & Nora Moro de Raggio
Editor Fundador: Dr. Miguel Raggio | Editor Ejecutivo: Dr. Carlos A. Busso

FUNDACION ROMULO RAGGIO
Gaspar Campos 861, 1638 Vicente Lopez (BA), Argentina

55° ANIVERSARIO (2006) 75: 137-143 55th ANNIVERSARY

Variabilidad en la morfo-anatomia foliar de Lj, £i3 turbinata
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Variability in leaf morphology and anotomy in Lippia turbinata (Verbenaceae) in the
Province of San Luis (Argentina)
(With 2 Figures)
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Resumen. Las plantas medicinales con caracterfsticas mesomérficas y xeromérficas
son un componente destacado dentro de la flora autéctona de la provincia de San Luis. En
medicina popular, Lippia turbinata “poleo” es utilizada como emenagogo, diurético y digestivo.
Se estudiaron los aspectos morfolégicos y anatémicos de las hojas con el objetivo de contribuir
a su identificacién en muestras comerciales y verificar su variabilidad con el ambiente. En
muestras obtenidas de ambientes meséfitos y xerdfitos se detectaron diferencias en: forma
y tipos de células epidérmicas, presencia de idioblastos en células de la epidermis adaxial,
espesor de la cuticula, densidad de tricomas eglandulares, estructura del mesofilo y presencia
de idioblastos cristalinos en el mesofilo. Resulta importante ampliar estos conocimientos
sobre el “poleo” para comprender mejor la variacién intraespecifica y para constatar la
presencia de posibles adulterantes en muestras comerciales.
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Summary: Medicinal plants with mesomorphic and xeromorphic characteristics are
a significant component of the indigenous flora of San Luis province. In popular medicine,
Lippia turbinata “poleo” has emmenagogic, diuretic and stomach properties.

The morphological and anatomical aspects of foliar leaves were studied according
to their environmental conditions, in order to contribute to the identification of samples of
commercial drugs. From the studied sections, differences in the following aspects were
detected, namely the form and type of epidermic cells, the presence of idioblasts in adaxial
epidermic position, thickness of cuticle, density of nonglandular trichomes, the structure of
the mesophyll and the presence of crystalline idioblasts in the mesophyll. The study of the
foliar morpho-anatomy of Lippia turbinata, turns out to be an important contribution to a
better understanding of its intraspecific changes, and to detect possible adulterants in
commercial samples.
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INTRODUCCION

Existe actualmente un creciente interés por los medicamentos de origen vegetal y segtin
informes de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el consumo de plantas medicinales
aumenta en forma constante. Segtin Pérez (2004), el 80% de la poblacién mundial consume
anualmente al menos una hierba medicinal y en Argentina esta cifra alcanza el 90%, donde se
estima en un millar las especies utilizadas. Del conjunto de estos vegetales, sélo el 45% corres-
ponde a plantas autéctonas, las cuales en su mayor parte estdn en riesgo de extincién debido a
la sobre-recoleccién.

Lippia turbinata f. turbinata pertenece a la familia Verbenaceae, que abarca cerca de
100 géneros y 2000 spp aproximadamente. Argentina cuenta con 26 géneros y unas 180 spp, de
las cuales 55 spp son endémicas (Milgura et al., 2003). En medicina popular la especie es
utilizada como emenagogo, diurético y digestivo. Por sus propiedades aromético-medicinales es
una planta requerida en la industria para la elaboracién de yerbas compuestas y té de hierbas.
Su distribucién en Argentina abarca las provincias del centro-oeste (Alonso, 1998) y en San
Luis estd presente en las formaciones floristicas del bosque bajo de algarrobo, arbustal de jarilla
y chafiar, y en pastizales y bosques serranos (Anderson et al., 1970). Segin Mulgura et al. (2003)
las especies del género Lippia en la provincia de San Luis comprenden a L. grisebachiana “salvia
morada”, L. junelliana “salvialora” y L. turbinata f. turbinata “poleo, té del pais”.

En muestras comerciales de plantas nativas empleadas como medicamentos herbolarios
en la provincia de San Luis, se citan las especies L. alba “salvia morada”, L. integrifolia “incayuyo”
y L. turbinata “poleo, té del pais” (Del Vitto et al., 1997). Las especies citadas como posibles
adulterantes del poleo, comprenden a Terminalia australis, T. iriflora y Aloysia gratissima
(Bassols et al., 1998).

La posibilidad de encontrar variabilidad morfo-anatémica en las muestras comerciales
de L. turbinata es elevada, debido a que la recoleccion de la misma abarca ambientes mesofitos
y xerdfitos de la zona serrana. Segtin la definicién de Maximov (1931) “xerdfitas son plantas que
crecen en ambientes dridos y cuya transpiracién alcanza un minimo bajo condiciones de déficit
hidrico. Dichas plantas viven en microambientes xeréfitos, son perennes y desarrollan caracte-
risticas xeromérficas particulares”. El “poleo” de las zonas serranas de la provincia de San Luis
presenta caracteres xeromérficos como respuesta a su plasticidad de adaptacién a las condiciones
de suelo, clima y relieve.

El objetivo del presente trabajo es sefialar los caracteres morfo-anatémicos foliares de
esta especie, respecto a su variabilidad intraespecifica segiin el ambiente donde crece, para
contribuir al control de calidad en muestras comerciales.

MATERIALES Y METODOS

1- Se analizaron muestras de hojas, obtenidas de individuos, seleccionados al azar, todos
provenientes de semilla y crecidos en ambientes meséfitos: a) cultivo de un afio de edad, en
Cruz de Piedra -700msm- (Dpto. La Capital, San Luis), con suelo fértil y riegos periédicos
(huerta); b) plantas crecidas en condiciones de laboratorio, en envases con suelo fértil, riegos
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semanales, 252 °C y fotoperfodo natural de 14 h de luz (primavera en ciudad de San Luis) y
¢) cultivo in vitro en ambiente a 25+2 °C 'y fotoperiodo de 16 h de luz, con intensidad de 40
pM m2 seg'l (Hurtado et al., 1987; Pedranzani et al., 2002; Pierik, 1990) con medio de cultivo
N6 (Garcfa et al., 1992).

2- Se analizaron muestras de hojas provenientes de individuos seleccionados al azar, de
ambientes xerdfitos (dreas serranas: El Totoral -1400msm- y Las Verbenas -1550msm- Dpto.
Coronel Pringles, San Luis), brotes de innovacién de hojas totalmente expandidas, expuestas al
sol y de hojas viejas.

Se trabaj6 con material fresco y fijado en FAA (formol, alcohol, dcido acético). Se realizé
inclusién en parafina, los cortes se efectuaron con un micrétomo tipo Minot y se colorearon con
safranina-fast green. Todas las hojas se cortaron en la parte media de la ldmina. La epidermis
se obtuvo por raspado y macerado con hipoclorito de sodio (Metcalfe et al., 1950) y se coloreé
con safranina diluida. Las hojas se diafanizaron segin Strittmatter (1973), se semidiafanizé con
hidréxido de potasio al 10% calentando suavemente durante 10 minutos y se coloreé con safranina
diluida. Los mucilagos se detectaron con azul de cresylo al 1 %. Con luz polarizada se detecté
la presencia de cristales. Las mediciones se realizaron con un ocular milimetrado y los valores
corresponden al promedio de 20 mediciones. El indice en empalizada fue determinado por el
método propuesto por Wallis et al. (1933) utilizando un microscopio equipado con tubo de dibujo.
Las fotografias se tomaron con una cdmara Olympus adaptada a un microscopio Olympus BX40.

El material herborizado se encuentra depositado en la catedra de Plantas Vasculares de
la Facultad de Qca. Biogca. y Fcia. de la Universidad Nac. de San Luis.

RESULTADOS

Caracteristicas mesomorficas. Peciolo de 0.39 cm de longitud, ldmina de 4.45 x 1.41 cm.
La epidermis es unistrata, su grosor varia y el espesor de la pared externa cutinizada es delgada
(8.8 um) con cuticula estriada. En vista superficial la epidermis adaxial y abaxial de hojas jévenes
presentan células de tamaiio irregular y de contorno sinuoso (Fig.1 A). Epidermis adaxial y abaxial
pubescentes y con estomas anisociticos y anomociticos con 4 — 7 células de contacto. Epidermis
adaxial con densidad baja de tricomas eglandulares. Tricomas eglandulares unicelulares
verrucosos de 124 pm de longitud y bicelulares cénicos verrucosos de 32.8 pm de longitud.
Las células de la epidermis adaxial de las muestras de cultivo in vitro contienen mucilago y en
vista superficial presentan contorno sinuoso. Epidermis abaxial con abundancia de tricomas
glandulares de pie bicelular, el cuerpo formado por dos series longitudinales de 20 pm y
cabezuela unicelular, otros mds pequefios, con cabezuela bicelular. Presencia de criptas
estomdticas poco abundantes. Las hojas de cultivo in vitro no presentan criptas estométicas.

En muestras de laboratorio el mesofilo es de estructura dorsiventral (Fig.1C) e isolateral
con hasta dos capas de parénquima en empalizada hacia cada epidermis, en muestras de
crecimiento en huerta. En los transcortes de hojas de cultivo in vitro (Fig. 2) se detecté
clorénquima esponjoso y ausencia de clorénquima en empalizada. Las células del parénquima
lagunoso son lobuladas. El indice en empalizada es 8.25.
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Caracteristicas xeromorficas. Peciolo de 0.095 cm de longitud, ldmina de 1.76 x
0.41 c¢m. Las epidermis adaxial y abaxial de hojas j6venes en vista superficial presentan células
isodiamétricas de paredes rectas a levemente curvas. La pared externa con cuticula gruesa y
estriada mide 13.2 pm de espesor. Epidermis adaxial con alta densidad de tricomas eglandulares
y presencia de cistolitos en los mismos. Tricomas eglandulares unicelulares verrucosos de 255
pm de longitud, los bicelulares cénicos verrucosos de 53.3 pm de longitud. Epidermis adaxial
con presencia de idioblastos internervales de células de paredes delgadas muy voluminosas con
contenido mucilaginoso (Fig.1E, y Fig.1F). En epidermis abaxial tricomas glandulares de pie
bicelular, cuerpo biseriado y cabezuela unicelular de 45 pm. En el interior de las células
epidérmicas de hojas jévenes se detectaron mucilagos y presencia de una cuticula gruesa sobre
la pared externa (Fig.1G). En el hipofilo las criptas estomdticas son abundantes y se presentan
en depresiones que en transcorte dan a la hoja un aspecto ondulado. Presencia de idioblastos
con cristales de aspecto granuloso (Fig.1B) y abundancia de cristales tetraédricos piramidales
(Fig.1D) en el mesofilo. El mesofilo es de estructura isolateral con hasta 6 capas de parénquima
en empalizada hacia el lado adaxial (Fig.1E). Los haces vasculares son colaterales, en las venas
secundarias se observé una vaina perivascular parenquimdtica voluminosa con extensién hacia
ambas caras (Fig.1E). El colénquima refuerza tanto el lado adaxial como el abaxial del nervio
medio. El indice en empalizada es 13.

Fig. 1. A, C: Caracferisticas de
hoja  mesofitica. B, D-G:
Caracteristicas de hoja xerofitica. Az
vista superficial de epidermis aba-
xial con células de contorno sinuo-
so. B: idioblastos granulosos crista-
linos. € Transcorte de hoja, mesofi-
lo de estructura dorsiventral. D idio-
blasto con cristal tefraédrico pirami-
dal. E: Transcorte de hoja. Epidermis
adaxial con células de paredes del-
gadas muy voluminosas con conte-
nido mucilaginoso (a). Mesofilo iso-
lateral con seis capas de parénqui-
ma en empalizada hacia el lado
adaxial (b). Vaina parenquimética
con extension hacia ambas caras
(c). F idioblastos mucilaginosos con
nicleo grande. Gt epidermis mucila-
ginosa con cuticula gruesa sobre la
pared externa. Las reglillas corres-
ponden: A'y C: 50 pm (20x), D: 10
pm (100x), E: 250 pm (4x), B, F y
G: 20 pm (40x).
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Fig. 2. Corte transversal de hoja de cultivo in vitro. Células epidérmicas
propiamente dichas (a). Tricoma eglandular en epidermis adaxial (b).
Tricoma glandular en epidermis abaxial (¢). Clorénquima esponjoso (d).
Escala: 50pm, (20x).

DISCUSION

El término xeromorfo se utiliza para indicar plantas que tienen una anatomfa y forma de
crecimiento especialmente adaptada a condiciones desérticas, condiciones particulares en la
cual el agua es frecuentemente escasa. Por otro lado, es importante diferenciar las condiciones
ambientales desérticas de aquellas mesdéfitas, no dnicamente en referencia a la disponibilidad
de agua. Los suelos desérticos son tipicamente alcalinos y muy ricos en minerales, al punto de
llegar a ser salinos y téxicos. Son pobres en materia orgdnica que ayudarfa a mantener el agua
en el suelo. Las temperaturas diarias y anuales, varfan hasta llegar a ser extremadamente célidas,
debido a que el cielo es despejado, seco y la irradiacién es elevada (Mauseth, 1988).

Al estudiar las plantas en cada una de las condiciones, tomando como referencia las
caracterfsticas analizadas en este trabajo, se observa una relacién directa entre el habitat que
ocupan y el desarrollo cualitativo y cuantitativo de estas caracteristicas. Los tricomas tanto
glandulares como eglandulares de las hojas de plantas de cultivo in vitro, son particularmente
menos numerosos, ya que la funcién de ambos y su abundancia se pone de manifiesto en los
érganos de las plantas que crecen bajo condiciones dridas o semidridas (Montenegro et al.,
1981). Si una especie tiene plasticidad suficiente para comportarse como xeréfita y meséfita, la
primera forma presentard una mayor densidad de tricomas (Coulter et al., 1931). As, las muestras
provenientes de la zona serrana con caracteres xeromérficos, presentaron en esta especie una
mayor densidad y tamafio de tricomas. El aumento en la densidad de tricomas implicarfa
disminucién del movimiento de aire en la superficie foliar y retencién del vapor de agua que
difunde del interior al exterior. Segin Fahn (1986) los pelos glandulares también regulan la
transpiracion con la excrecion de aceites esenciales al crear una capa de aire més densa en la
superficie de la hoja, que impide la difusién del vapor de agua.

La reduccién del drea foliar y el aumento en el espesor de la ldmina, son estrategias de
adaptacién muy difundidas en las plantas xerdfitas y en L. turbinata se observa como variabilidad
intraespecifica generalizada. Los estomas anisociticos y anomociticos estdn presentes en la
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epidermis adaxial y abaxial. En la cara abaxial abundan las criptas estomdticas con presencia
de tricomas eglandulares y glandulares. Las caracteristicas de los estomas y los tricomas obser-
vados, coinciden con los descritos por Bonzani et al. (1997). En L. turbinata se observa la pre-
sencia de cistolitos en ambos tipos de tricomas, tanto en la célula tricomdtica como en las del
cojinete (Barboza et al., 2001).

El desarrollo de caracteristicas xeromérficas en los 6rganos de las plantas se atribuye
principalmente al estrés hidrico y a la intensidad luminica (Shields, 1951). La presencia del
mesofilo isolateral compacto, de varias capas de parénquima en empalizada y escasos espacios
intercelulares, indica una gran actividad fotosintética debido a la fuerte radiacién que recibe en
ambas caras y es una clara adaptacién que le permite sobrevivir a las inclemencias del medio
drido (Fahn, 1985; Kummerov, 1973; Daubenmire, 1974). La variabilidad intraespecifica se
observé en la estructura dorsiventral del mesofilo en hojas jévenes de ambientes meséfitos hasta
una estructura isolateral compacta de varias capas de parénquima en empalizada de hojas jévenes
en condiciones xerdfitas.

Respecto al significado ecolégico de la epidermis con contenido mucilaginoso, se acepta
la interpretacién de su funcién como reservorio de agua o proteccién contra la desecacion
(Linsbauer, 1930). Los carbohidratos mucilaginosos poseen una gran capacidad de absorcién y
retencion de agua, asi por ejemplo, tejidos de Opuntia permanecen hidratados atin inmersos en
75% de alcohol. La mayoria de las funciones de los tejidos secretores de mucilago, se rela-
cionan con esta capacidad de retencién de agua, plantas desérticas suculentas casi siempre
contienen células mucilaginosas, aparentemente con funcién de retencién de agua (Mauseth,
1988). En algunas plantas xeréfitas se presenta mucilago en la pared de la epidermis, o en los
tricomas (Ancibor, 1982; Lyshede, 1977). El primer reconocimiento de una célula mucilaginosa
es por su nicleo grande, citoplasma denso y el incremento del volumen y actividad de los
dictiosomas. El mucilago se acumula entre el plasmalema y la pared celular, y por degeneracion
celular se acumula s6lo mucilago (Mauseth, 1980). En L. turbinata la presencia de idioblastos
epidérmicos con ntcleo agrandado y contenido mucilaginoso se observaron en hojas de carac-
teristicas xeromoérficas en posicién adaxial. Por otro lado en hojas jévenes se presenta una
epidermis con contenido mucilaginoso y con una cuticula gruesa.

La presencia de idioblastos mucilaginosos y de idioblastos de naturaleza cristalina
puede ser considerado un valor diagnéstico interesante y novedoso en hojas xeromérficas de L.
turbinata.

Los elementos caracteristicos descritos fueron los mds relevantes y pueden ser utiliza-
dos para la identificacién de la muestra y para establecer pardmetros en el control de calidad
de hojas.
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