Lilloa 56 (1): 14-23, 7 de junio de 2019 14

Anatomia foliar de cuatro especies
hal6filas del noroeste argentino

Foliar anatomy of four halophiles species of the northwestern
Argentina

Ferndndez, Romina D.'; Patricia L. Albornoz23*

T Instituto de Ecologia Regional (CONICET-UNT). Yerba Buena, Horco Molle cc 34, Tucuman, Ar-
gentina.

2 |nstituto de Morfologia Vegetal, Fundacion Miguel Lillo. Miguel Lillo 251, (T4000JEF) San Miguel
de Tucuman, Argentina.

3 Catedra de Anatomia Vegetal, Facultad de Ciencias Naturales e IML, UNT. Miguel Lillo 205,
(T4000JEF) San Miguel de Tucuman, Argentina.

* Autor corresponsal: albornoz@csnat.unt.edu.ar

RESUMEN

Las hojas de las plantas haldfilas desarrollan estrategias para afrontar las con-
diciones adversas de los ambientes salinos. El objetivo de este trabajo fue caracte-
rizar la anatomia foliar de Atriplex argentina, Alternanthera nodifera, Ehretia cortesia y
Trianthema argentina, especies halofilas del noroeste argentino. Hojas de las especies
mencionadas fueron colectadas en las Salinas Grandes (provincia de Catamarca) y
Aimogasta (provincia de La Rioja). Se aplicaron técnicas histoldgicas convencionales.
E. cortesia, A. argentina y T. argentina presentaron tricomas glandulares y A. nodifera
eglandulares. Los estomas de E. cortesia y A. nodifera se encontraron hundidos. Se
observé mesofilo isolateral en E. cortesia y mesofilo con estructura Kranz en A.
argentina, A. nodifera y T. argentina. A. argentina, A. nodifera y E. cortesia presentaron
parénquima acuifero. Todas las especies evidenciaron abundantes y diversos tipos
de cristales de oxalato de calcio en mesofilo y en caso de E. cortesia presenté ademas
cristales de carbonato de calcio en gldndulas de sal. El trabajo describe por primera
vez la anatomia foliar de estas especies y contribuye al conocimiento de las adapta-
ciones anatomicas de la vegetacion haldfila del noroeste de Argentina.
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ABSTRACT

The leaves of the halophites plants develop strategies to confront adverse condi-
tions of the saline environments. The objective of this work was to characterize the
foliar anatomy of Atriplex argentina, Alternanthera nodifera, Ehretia cortesia y Trianthema
argentina, halophytes from northwestern Argentina. The material was collected in the
Salinas Grandes (Catamarca Province ) and Aimogasta (La Rioja Province). Conven-
tional histological techniques were applied. E. cortesia, A. argentina and T. argentina
presented glandular trichomes and A. nodifera eglandular. The stomata of E. cortesia
and A. nodifera were found sunken. Isolateral mesophyll was observed in E. cortesia
and mesophyll with Kranz structure was observed in A. Argentina, A. nodifera and T.
argentina. A. Argentina, A. nodifera and E. cortesia presented acuiferous parenchyma.
All species showed abundant and diverse types of calcium oxalate crystals in me-
sophyll and in case of E. cortesia also presented calcium carbonate crystals in salt
glands. The work describes for the first time the foliar anatomy of these species and
contributes to the knowledge of the anatomical adaptations of halophilic vegetation
from northwestern Argentina.

Keywords — Alternanthera, foliar anatomy, Atriplex, Ehretia, Trianthema.

INTRODUCCION

La salinidad del suelo es un factor que estructura las comunidades vegetales y
determina la identidad y la abundancia de las especies que habitan en un ambien-
te determinado (Kriiger y Peinemann, 1996; Rodriguez-Iturbe, Porporato, Laio,
Ridolfi, 2001). La elevada salinidad en el suelo, en ambientes aridos y semiaridos,
produce estrés salino y para tolerar esta condicion la vegetacion haldfila desarrolla
diferentes adaptaciones fisioldgicas y anatémicas (Poljakoff-Mayber, 1975; Flowers,
Galal, Bromham, 2010).

Se han descripto diferentes adaptaciones de las plantas haléfilas para regular y
mantener la concentracion interna de iones (Parida y Das, 2005). Esas adaptaciones
ocurren en los distintos niveles de organizacion de la planta (Munns y Tester, 2008).
Dado que la hoja es el 6rgano mas variable morfolégica y anatdmicamente, desem-
pefa un papel importante en la regulaciéon de los niveles de sal en la planta (Fahn,
1985; Poblete, Campos, Gonzalez, Montenegro, 1991).

Entre las adaptaciones morfoldgicas y anatomicas citadas para la hoja se encuen-
tran la suculencia, el desarrollo de tricomas y glandulas secretoras de sal, la modi-
ficacion de la densidad estomadtica (Salas, Sanabria, Pire, 2001; Benavides, Davila,
Rincén, Ramirez, Fuentes, 2004), el desarrollo de parénquima acuifero y la presencia
de cristales en los tejidos (Poblete et al., 1991; Salas et al., 2001; Apéstolo, 2005; Perez
Cuadra y Cambi, 2014; Fernandez, Varela, Albornoz, 2016).

Los tricomas glandulares secretores de sal son muy frecuentes en Atriplex L. spp.
(Chenopodiaceae) y en algunos representantes de la familia Poaceae mientras que
las glandulas de sal se presentan en algunos géneros de Aveniaceae, Acanthaceae,
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Frankeniaceae, Plumbaginaceae, Poaceae y Tamaricaceae (Metcalfe y Chalk, 1950;
Salama, El-Naggar y Ramadan, 1999; Wahid, 2003). Parénquima acuifero fue obser-
vado en representantes de las familias Aizoaceae, Chenopodiaceae, Amarantaceae,
Asteraceae y Halophytaceae (Metcalfe y Chalk, 1950; Pérez Cuadra y Cambi, 2014;
Fernandez et al., 2016). Cristales de diferente composicidon quimica se encuentran
en numerosas familias (Metcalfe y Chalk, 1950)

En Argentina, aproximadamente unas 2,5 millones de hectareas presentan suelos
salinos (Cantero, Le6n, Cisneros, Cantero, 1998). Las Salinas Grandes en la provincia
de Catamarca y Aimogasta en la provincia de La Rioja (Argentina) presentan zonas con
diferentes propiedades edaficas las cuales determinan la composicion de distintas comu-
nidades vegetales adaptadas a esos suelos (Karlin et al., 2012; Fernandez et al., 2016).

Con el propésito de contribuir al conocimiento sobre la anatomia de las espe-
cies haléfilas del noroeste argentino, el objetivo de este estudio fue caracterizar la
anatomia foliar de Alternanthera nodifera (Moq.) Griseb. (Amaranthaceae), Atriplex
argentina Speg. (Chenopodiaceae), Ehretia cortesia Gottschling (Boraginaceae) y Trian-
thema argentina Hunz. & Cocucci (Aizoaceae).

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion y preparacion de las muestras

Los muestreos fueron realizados en un sector de las Salinas Grandes, depar-
tamento La Paz, provincia de Catamarca (29°31°15,7”’S - 64°54°48,7°0); y a 10 km
de Aimogasta, en la Ruta 60, provincia de La Rioja (28°40°16,6”S - 66°30°20”0).
Se recolectaron 5 individuos de A. nodifera, A. argentina, E. cortesia y T. argentina,
especies arbustivas, con hojas simples, pequenas y sésiles excepto 1. argentina que
presenta peciolo. De cada especie se analizaron 5 muestras de la ldmina y en el caso
de T argentina se analizaron ademads 5 muestras de peciolo. El material fue fijado y
conservado en FAA (1:1:8, v/v/v formol, acido acético glacial, etanol 80%).

Para el analisis de las epidermis se emple6 la técnica de diafanizado, propuesta
por Dizeo de Strittmatter (D’Ambrogio de Argiieso, 1986). Para el estudio estruc-
tural de la hoja de todas las especies se realizaron cortes transversales a mano libre
de la parte media de la ldmina y el peciolo (D‘Ambrogio de Argiieso, 1986). Las
tinciones utilizadas fueron azul astra-safranina y los preparados fueron montados en
agua glicerina (1:1) (D’Ambrogio de Argiieso, 1986). Adicionalmente se efectuaron
pruebas histoquimicas en cortes frescos para detectar taninos (SO,Fe, formalina y
agua), mucilagos (azul de cresil), resinas y aceites esenciales (Sudan IV) (D‘'Ambrogio
de Argiieso, 1986).

Para el estudio ultraestructural de la lamina el material fue fijado segtin Kar-
novsky (1965), luego fue deshidratado pasando por una serie de alcoholes y acetona,
se secaron con punto critico (DCP-1, Denton Vacuum, USA) y posteriormente se
recubrieron con oro-paladio (Dorador Ion Sputter, JFC 1100 Joel, Japon). Las ob-
servaciones se realizaron con microscopio estereoscopico (Olympus SZX7, Olympus
Co., Tokio, Japon), microscopio Optico (Zeiss, Axiostar Plus, Gottingen, Alemania)
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y microscopio electronico de barrido (Zeiss Supra 55VEB Carl Zeiss, Oberkochen,
Alemania) del Centro Integral de Microscopia Eléctronica (CIME) INSIBIO-UNT-
CONICET. Las fotomicrografias fueron tomadas con camara digital Canon, Power
Shot A620, 7.1 M.P. Se utilizé el microscopio de luz polarizada (AXIO Lab. Al, Carl
Zeiss, Gottingen, Alemania), para la identificacion de cristales de oxalato de calcio.

De cada especie y muestra foliar se analizaron 10 campos opticos y se calcul
la densidad estomatica promedio (estomas/mm?). En la clasificacion de los tipos de
estomas se utilizoé la terminologia propuesta por Dilcher (1974).

Material estudiado

Alternanthera nodifera (Moq.) Grises. ARGENTINA. Prov. Catamarca, Dpto.
La Paz, Salinas Grandes a 500 m del control caminero de Catamarca y a 50 m de
la Ruta Nacional 157, 29°31°15,7”’S, 64°54°48,7°0, 170 m snm, 03-VIII-2014, Varela
R.O. (LIL).

Atriplex argentina Speg. ARGENTINA. Prov. Catamarca, Dpto. La Paz, Salinas
Grandes a 500 m del control caminero de Catamarca y a 50 m de la Ruta Nacional
157, 29°31°15,7”S, 64°54°48,7°0, 170 m snm, 03-VIII-2014, Varela R.O. (LIL).

Ehretia cortesia Gottschling. ARGENTINA. Prov. Catamarca, Dpto. La Paz, Sali-
nas Grandes a 500 m del control caminero de Catamarca y a 50 m de la Ruta Nacio-
nal 157, 29°31°15,7”’S, 64°54°48,7”0, 170 m snm, 03-VIII-2014, Varela R.O. (LIL).

Trianthema argentina Hunz. & Cocucci. ARGENTINA. Prov. La Rioja, Dpto.
Aimogasta, Ruta 60, Frente plantaciéon Nucete, a 10 km de Aimogasta, 28°40°16,6”S
- 66°30°20”0, 691 m snm, 07-IV-2015, Tarela R.O. (LIL).

RESULTADOS

En vista paradermal, la cuticula de Asriplex argentina es lisa mientras que en las
demas especies, es estriada. En ambas superficies de la 1amina, las células epidérmi-
cas en Alternanthera nodifera y Erethia cortesia son mayormente isodiamédricas con
paredes engrosadas (Fig. 1A), siendo papilosas en la primera especie; mientras que A.
argentina y Trianthema argentina presentan células rectangulares, con pared gruesa en
la primera y delgada en la segunda (Fig. 1B). Todas las especies son anfiestomaticas y
tienen estomas de tipo anomociticos, en el caso de E. cortesia y A. nodifera los estomas
estan hundidos (Fig. 1C). Ademads, se observan estomas ciclociticos en E. cortesia (Fig.
1D), hemiparaciticos en A. nodifera (Fig. 1A) y paraciticos en 7. argentina (Fig. 1B).
La densidad estomatica varia entre epidermis adaxial y abaxial y entre especies. En
A. nodifera la densidad estomatica en la epidermis adaxial es de 167 estomas/mm?y
en la abaxial de 117 estomas/mm?; en E. cortesia de 94 estomas/mm?en adaxial y 156
estomas/mm? en abaxial y en Trianthema argentina de 25 estomas/mm?en adaxial y 19
estomas/mm? en abaxial. Los tricomas estdn presentes en ambas superficies de todas
las especies estudiadas. E. cortesia presenta tricomas simples uni y pluricelulares,
uniseriados (Fig. 1E, F), tricomas glandulares con pie y cabeza unicelular (Fig. 1G)
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Fig. 1. A) Alternanthera nodifera, epidermis abaxial, estomas hemiparaciticos. B) Trianthema argen-
tina, epidermis abaxial, estomas paraciticos. C-1) Ehretia cortesia. C) Estomas hundidos y tricomas
eglandulares, en vista superficial. D) Estoma ciclocitico. E) Tricoma eglandular unicelular. F) Tricoma
eglandular pluricelular. G) Tricoma glandular con pie y cabeza unicelular. H) Aspecto de glandula
secretora con microscopio de luz polarizada, 1) Detalle de glandula secretora con cistolitos. J, K)
A. nodifera, tricoma eglandular con pie bi-tricelular, seguido por ramificaciones unicelulares, con
el extremo distal pluricelular uniseriado gloquidiado y apice agudo. Referencias: bte, base tricoma
eglandular; ci, cistolito; te, tricoma eglandular; 1-6, células subsidiarias; Varela S/N (LIL).
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y glandulas secretoras de sal formadas por 14 células aproximadamente, cada una
con un cistolito (Fig. 1H, I); A. nodifera evidencia tricomas eglandulares, con pie
bi-tricelular, seguido por ramificaciones unicelulares, con el extremo distal plurice-
lular uniseriado gloquidiado y apice agudo (Fig. 1], K). A. argentina y T. argentina
presentan tricomas glandulares de tipo vesiculas pediceladas que cubren comple-
tamente ambas superficies de la lamina (Fig. 2A, E-G). En el caso de A. argentina
la alta densidad de estos tricomas sumado a la fragilidad de las células epidérmicas
dificult6 evaluar la densidad estomatica, ademas esta especie presenté hidatodos en
el margen de la hoja. El tejido subepidérmico varia entre las especies; en E. cortesia
se observo esclerénquima no lignificado (Fig. 2B), en A. nodifera colénquima o es-
clerénquima a la altura del nervio medio (Fig. 2D), mientras que en A. argentina se
observo colénquima en el margen de la lamina y a la altura del nervio medio, y un
estrato de células correspondiente a un tejido acuoso (Fig. 2E). El mesofilo de E.
cortesia es isolateral, con 4-7 estratos de células (Fig. 2B), mientas que A. argentina, A.
nodifiera y T. argentina tienen estructura Kranz (Fig. 2C-QG). A. nodifera y E. cortesia
presentaron parénquima acuifero (Fig. 2B, C). Todas las especies evidenciaron cris-
tales de oxalato de calcio en forma de drusas y cristales prismaticos en el mesofilo;
en A. argentina y T. argentina las drusas se encontraron en idioblastos (Fig. 2E, G).
En todos los casos, los haces vasculares son colaterales con vaina parenquimatica.
En E. cortesia los haces tienen casquete de fibras por encima del floema y debajo del
xilema, en A. nodifera el haz vascular principal posee colénquima hacia floema y en
A. argentina el haz principal presenta casquete de esclerénquima no lignificado. El
peciolo de T. argentina tiene epidermis unistrata con células cuadrangulares y cuti-
cula estriada. Al igual que la lamina, el peciolo se encuentra cubierto por tricomas
vesiculosos pedicelados (Fig. 2H). Los estomas se localizan en la superficie abaxial
levemente hundidos y son de tipo anomocitico y paracitico. El sistema vascular del
peciolo consiste en un haz vascular central colateral con vaina parenquimatica y
casquete de colénquima hacia floema (Fig. 2I). Finalmente, en la superficie de las
laminas de A. argentina, E. cortesia y 1. argentina se evidencia que la sal excretada
cristaliza de diferentes formas (Fig. 2]).

DISCUSION

El presente trabajo es el primer registro referido a la anatomia foliar de las
cuatro especies de halofitas estudiadas. Todas ellas presentan hojas de tipo anfiesto-
maticas, caracteristica comun entre las especies xerodfilas (Roth, 1992). Una estrategia
de proteccion de los estomas es en relacion a las células epidérmicas circundantes
(Ancibor, 1980). Los estomas hundidos o ubicados en criptas, son considerados un
caracter altamente adaptativo a un ambiente seco (Ancibor, 1980). En nuestro estu-
dio, los estomas de E. cortesia y A. nodifera se encontraron hundidos.

Todas las especies analizadas presentaron tricomas eglandulares y glandulares
en ambas superficies de la lamina. Los tricomas glandulares que presentan A. argen-
tina y la alta densidad de los mismos coincide con lo observado en otras especies de
Atriplex (Jauregui, Castro, Ruiz-Zapata, Lapp, 2014).
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Fig. 2. A) Trianthema argentina, tricomas glandulares de tipo vesiculas pediceladas, en vista superfi-
cial. B) Ehretia cortesia, corte transversal de ldmina, mesofilo isolateral, parénquima acuifero, detalle
de esclerénquima subepidérmico en imagen incluida. C, D) Alternanthera nodifera, corte transversal
de lamina. C) aspecto general. D) Detalle de mesofilo con estructura kranz, parénquima acuifero y
haces vasculares con vaina. E) Atriplex argentina, mesofilo con estructura Kranz, detalle de drusas
en imagen incluida. F-I) T argentina, seccion transversal de hoja. F) Aspecto general de la lamina.
G) Detalle de la [dmina. H, I) Peciolo. H) Aspecto general. I) Detalle del haz vascular colateral. J) Sal
cristalizada en A. argentina. Referencias: bte, base tricoma eglandular; co, colénquima; dr, drusa; e,
esclerénquima; em, empalizada; ep, epidermis; f, floema; pa, parénquima acuifero; v, vaina paren-
quimatica; vp, vesicula pedicelada; x, xilema; Varela S/N (LIL).
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Los tricomas glandulares pueden estar involucrados en la excrecién de sales,
lo cual constituye un mecanismo eficiente para remover las sales y prevenir su acu-
mulacion en tejidos vasculares (Popp, 1995). Metcalfe y Chalk (1950) mencionan
que las hojas de especies de la familia Aizoaceae presentan aspecto calcareo por la
deposicion de cristales en la epidermis; y los restos de tricomas vesiculares pedice-
lados en especies del género Atriplex forman un polvo blanco en la superficie de la
hoja. Debido a las observaciones mencionadas y a la funcion de excrecién de sales
que pueden tener los vesiculas pediceladas y las glandulas de sal, es posible que estas
estructuras encontradas en A. argentina y T. argentina y E. cortesia estén involucradas
en este mecanismo, ya que se observo sal cristalizada de diferentes formas en la
superficie de las laminas de estas especies.

La presencia de glandulas de sal es considerada una caracteristica que define a
las haldfitas, sin embargo sdlo pocos géneros las presentan (Grigore y Toma, 2007;
Flowers y Colmer, 2008). Las glandulas de sal de E. cortesia no presentaron la es-
tructura tipica de las glandulas descriptas por Salama ez al. (1999) y Wahid (2003),
y tienen la particularidad de contener cistolitos; los Gltimos fueron citados por Me-
tcalfe y Chalk (1950) en la base de tricomas o en células epidermicas vecinas para
algunos integrantes de la familia.

La presencia de tejido esclerenquimatico en las hojas es considerada como una
caracteristica de xeromorfismo (Ragonese, 1990). En las especies estudiadas solo E.
cortesia presenta tejido esclerénquimatico no lignificado, mientras que A. argentina
y A. nodifera tienen colénquima como tejido de sostén subepidérmico. El escaso
desarrollo de tejidos de sostén de las especies estudiadas podria vincularse con el
reducido tamano de las hojas (Fahn, 1985).

El mesofilo de E. cortesia y A. nodifiera es isolateral, lo cual es tipico de especies
que se desarrollan en ambientes aridos (Roth, 1992). Por su parte A. argentina y T.
argentina presentan estructura Kranz. Esta estructura ha sido senalada como carac-
teristica que beneficia a las especies que crecen en ambientes aridos salinos, ya que
permite utilizar de manera mas eficiente el agua y los nutrientes disponibles en el
suelo (Apodstolo, 2005). De las especies que se estudiaron, A. argentina, A. nodifera y E.
cortesia presentaron parénquima acuifero, tejido que le confiere suculencia. Estudios
previos sugieren que la suculencia constituye una respuesta adaptativa de las halofitas
ya que al retener sales en las vacuolas evita la toxicidad de las mismas en el citoplas-
ma, ademads de que preserva el contenido de agua en la planta (Waisel, 1972; Poblete
et al., 1991). La suculencia facilita la dilucion de los iones (Sayed-Hussin, 2007), por
lo que beneficia especialmente a las especies que no poseen estructuras excretoras de
sales (Poljakoff-Mayber, 1975; Roth, 1992), como es ¢l caso de A. nodifera.

Las cuatro especies presentaron numerosos y diferentes tipos de cristales de
oxalato de calcio en el mesofilo. La presencia de estos cristales podria considerarse
un mecanismo de osmo-regulacion, al controlar la concentracién interna de sales
(Poblete et al., 1991). Este mecanismo parece ser uno de los mas comunes entre las
haloéfitas ya que ha sido reportado para numerosas especies (Apostolo, 2005; Grigore
y Toma, 2007; Demelis ez al., 2014, Fernandez et al., 2016). Los resultados aqui pre-
sentados muestran que la hoja de las cuatro especies estudiadas presenta caracteres
anatomicos tipicos de plantas hal6filas y xeroéfilas.
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