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» Resumen — Mercado, Maria |.; Maria V. Coll Araoz; Ana |. Ruiz; Alfredo Grau; Gracie-
la I. Ponessa. 2012. “Analisis estructural, ultraestructural y desarrollo ontogenético de los
tricomas glandulares de Smallanthus sonchifolius (Asteraceae), «yacéon»”. Lilloa 49 (1). Se
describe el desarrollo ontogenético, anatémico y ultraestructural de tricomas glandulares (TG)
durante el desarrollo foliar y el ciclo anual vegetativo de Smallanthus sonchifolius (Poepp. &
Endl.) H. Rob. «yacén», un cultivo andino. Para ello se utiliz6 una combinacién de técnicas de
microscopia optica y electrénica. Los TG de las hojas de «yacén» se hallan completamente
desarrollados y concluyen su actividad secretora en etapas tempranas del desarrollo foliar. La
secrecion de los TG constituida mayormente por lactonas sesquiterpénicas, en parte respon-
sables de la actividad antidiabética de las hojas, es acumulada bajo la cuticula y liberada solo
por accion mecanica. Este trabajo contribuye a la comprension de las defensas quimicas
foliares del «yacon» y permite disefiar técnicas de cosecha apuntando a la elaboracion de
infusiones con fines medicinales.
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ultraestructura.

» Abstract — Mercado, Maria |.; Maria V. Coll Araoz; Ana |. Ruiz: Alfredo Grau: Gracie-
la I. Ponessa. 2012. “Structure, ultrastructure and ontegenetic development of glandular tri-
chomes of Smallanthus sonchifolius (Asteraceae), «yacon»”. Lilloa 49 (1). Anatomical and ul-
trastructural changes occurring in glandular trichomes (GT) during leaf development and dur-
ing the annual growth cycle of the Andean crop Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H.
Rob. «yacon», were studied using a combination of light and electron microscopy. GT are fully
established and their secretory activity appears to be concluded at early stages of leaf devel-
opment. GT secretion is mainly constituted by sesquiterpene lactones, partly responsible for
the antidiabetic activity of leaves, that are accumulated underneath the cuticle and released
only when GT are mechanically disrupted. This study contributes to the understanding of
«yacény» leaves chemical defenses and to improve harvesting techniques aiming at its pharma-
cological use.

Keywords: Smallanthus sonchifolius; glandular trichomes; ontogeny; structure; ultrastruc-
ture.

INTRODUCCION

Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.)
H. Rob. (Heliantheae, Asteraceae), comun-
mente conocida como «yacén», es una plan-
ta alimenticia y medicinal andina cuya dis-
tribucién se extiende desde Colombia hasta
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el noroeste argentino (Grau & Rea, 1997).
Por su atractivo, el cultivo de «yacén» se ha
expandido a muchos paises alrededor del
mundo, principalmente China, Japén y Bra-
sil, siendo importado a Europa.

Las raices tuberosas del yacon consumi-
das desde tiempos precolombinos como «fru-
tas frescas», son una rica fuente de fructooli-
gosacaridos (FOS) (Grau & Rea, 1997) y
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compuestos fenolico con numerosas propie-
dades benéficas para la salud (Simonovska
et al., 2003; Genta et al., 2005, 2009). En
las ultimas décadas las hojas de «yacén» han
comenzado a usarse para la elaboracién de
infusiones medicinales con propiedades anti-
diabéticas, hipocolesteromiantes (Aybar et
al., 2001; Baroni et al., 2008; Genta et al.,
2010) y antioxidantes (Valentova et al.,
2005).

Los terpenos son metabolitos secundarios
tipicamente secretados por tricomas glandu-
lares (TG) vy, entre ellos, las lactonas sesqui-
terpénicas (LST) son caracteristicas de las
Asteraceae (Spring, 2000; Duke et al.,
2000). En la naturaleza actiian como com-
puestos disuasivos a herbivoros, téxicos ante
patdgenos o alelopaticos (Picman, 1986;
Harborne & Tomas-Barberan, 1991), presen-
tando interés comercial y medicinal (Harbor-
ne & Tomas-Barberan, 1991; Marles et al.,
1995). De las hojas de yacén, especificamen-
te de sus TG, se han aislado 16 LST, acidos
diterpénicos aciclicos y derivados del acido
ent-kaurénico (Schorr et al., 2007; Hong et
al., 2008; Dou et al., 2008; Kakuta et al.,
1992; Mercado et al., 2010). Enhydrina, la
LST mayoritaria, aislada de TG de las hojas
de «yacén», presenta actividad anti-inflama-
toria (Feltenstein et al., 2004; Hwang et al.,
1996), antimicrobiana (Inoue et al., 1995) y
se ha demostrado recientemente que es en
parte responsable de la actividad antidiabé-
tica del té de «yacoén» (Genta et al., 2010),
siendo incluida como principio activo de for-
mulaciones farmacéuticas (Schorr & Da Cos-
ta, 2005).

Se presenta la ontogenia, anatomia y ul-
traestructura de TG de «yacon», en relacion
a su producto de secrecién (LST, particular-
mente enhydrina), durante el desarrollo fo-
liar de la planta. Los resultados se discuten
en relacién al uso medicinal de sus hojas y a
la resistencia de esta especie frente a pato-
genos y otros herbivoros.

MATERIALES Y METODOS

Material Examinado.— Smallanthus sonchi-
folius: ARGENTINA, Tucuman, Dpto. Yerba
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Buena, Horco Molle. Centro Universitario
Horco Molle (CUHM) 26° 47’S, 65° 19'W,
547 msnm. 2006. M. I. Mercado y G. L. Po-
nessa s.n. (LIL 607173).

Técnicas Anatomicas.— Hojas de S. sonchifo-
lius fueron coleccionadas periédicamente
desde Enero a Julio de 2006.

Se tomaron muestras de 1 cm? de la sec-
cion media de la lamina en hojas de cuatro
estadios de desarrollo: estadio 1, primordio
foliar de menos de 3 cm de longitud, cu-
briendo los apices meristematicos; estadio 2,
hojas apicales en expansién, 3 a 5 cm de
longitud, situadas a la altura del primer
nudo; estadio 3, hojas medias, 8 al6 cm
long., situadas en el tercer a cuarto nudo y
estadio 4, hojas basales maduras a senescen-
tes, 16 a 20 cm de longitud., situadas en sex-
to o séptimo nudo (Fig. 1 A).

Para preparados permanentes las mues-
tras fueron fijadas en FAA (formol, alcohol
etilico, acido acético, agua, 100: 500:50:
350 ml), deshidratadas en una serie de alco-
hol butilico terciario e incluidas en parafina
seguin Johansen (1940). Se realizaron cortes
seriados de 7-10 um de espesor, en un Mi-
crétomo rotativo de Minot.

Se realizaron cortes a mano alzada de
material fresco y fijado en FAA. Se utilizo
coloracién simple con safranina, metacro-
matica con violeta de cresilo, combinada
sucesiva doble safranina- fast green y sudan
IV para la deteccién histoquimica de lipidos.

Se realizaron diafanizados empleando la
técnica Dizeo de Strittmatter (1973) para la
observacion de las superficies foliares.

Para el estudio en microscopia éptica se
utilizé un microscopio Karl Zeiss Axiostar
plus con ocular micrométrico. Las fotogra-
fias fueron tomadas con una camara digital
Canon compact, modelo PowerShot A 620 IS
M52 (O) 12.1 megapixels.

Para microscopia electrénica de barrido
(MEB) y de transmisién (MET), las muestras
fueron fijadas en glutaraldehido fosfato 5%
con buffer 0.1 M de cocadilato de sodio ajus-
tado a pH 7, post fijadas en tetréxido de os-
mio 1.5% con buffer 0.1 M de cocadilato de
sodio ajustado a pH 7.2.
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Fig. 1. Smallanthus sonchifolius. Morfologia y anatomia foliar. A: Detalle de diferentes estadios
de maduracién foliar. B: Superficie foliar, vista paradermal de material fresco en microscopio
estereoscopico. C: Transcorte de lamina. D: Vista paradermal, epidermis abaxial. E: Vista
paradermal, diafanizado de hojas en estadio 1. F: Vista paradermal, diafanizado de hojas en es-
tadio 2. G: Vista paradermal, diafanizado de hojas en estadio 3. H: Vista paradermal, diafanizado
de hojas en estadio 4. Referencias: a, primordios foliares (estadio 1); b, hoja apical (estadio
2); ¢, hoja media (estadio 3); d, hojas basales (estadio 4); TG, tricoma glandular; TE, tricoma
eglandular.
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Para MEB, las muestras fueron deshidra-
tadas en acetona, secadas mediante punto
critico con CO, y recubiertas con oro (Fine
Coat Ion Sputter JEOL JFC-1100).

Para MET las muestras fueron deshidrata-
das en acetona a 4° C, embebidas en resina
sintética epoxi y seccionadas en forma seria-
da utilizando un ultra micrétomo con cuchi-
lla de diamante. Los cortes seriados ultrafi-
nos fueron tefiidos en acetato de uranilo y
citrato de plomo.

Las observaciones en MEB de la LST en-
hydrina cristalina, de material fresco y de
muestras recubiertas en oro fueron realiza-
das en un MEB JEOL 35 CF y en un MEB con
emisién de campo ZEISS SUPRA-55 VP
(field emission scanning electron microscope
- FESEM) acoplado a un espectrémetro de
energia dispersiva de rayos X (energy disper-
sive X-ray spectrometer - EDS) para realizar
caracterizacion elemental (LAMENOA, UNT,
Tucuman, Argentina).

Las observaciones en MET se realizaron
en un equipo Zeiss Leo 906-E con camara
digital adosada en el Centro de microscopia
electrénica, UNC, Cordoba, Argentina.

Aislamiento de enhydrina cristalina.— La
LST enhydrina en su forma cristalina fue
obtenida por cristalizacién en EtOH a partir
de una mezcla de LST extraida de las hojas
de «yacon» siguiendo el procedimiento des-
cripto por Schorr et al. (2007) y Kakuta et
al. (1992), con algunas modificaciones
(Genta et al., 2010).

La lactona fue identificada por compara-
cién de su espectro de masas, 'H y 13 C RMN
utilizando un cromatdgrafo gaseoso Hewlett-
Packard 5973 acoplado a un espectrémetro
de masas quadrupolar Hewlett-Packard 6890
GC con una columna Elite-5MS Perkin-Elmer
(5% fenil metil siloxano, 30 m X 0.25 mm
d.i. X 0.25 um de espesor de film) y espec-
trémetro de RMN Bruker AC 200 operando a
200 MHz para 'H y a 50 MHz para 13C utili-
zando deutero cloroformo con TMS como
standart interno.
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RESULTADOS

MORFOLOGIA Y ANATOMIA

Smallanthus sonchifolius presenta hojas
simples, opuestas decusadas, pubescentes,
color verde oscuro de brillo céreo. Peciolo
alado con estipulas superpuestas, muchas
veces connadas en la base foliar. Lamina
triangular simétrica, ovada, de textura mem-
branacea, con venacion primaria acrodroma
y venacién secundaria camptédroma broqui-
dodroma. Apice acuminado, base truncada,
cordada a levemente sagitada y margen den-
tado serrado (Fig. 1 A). El mesofilo es dorsi-
ventral con haces vasculares colaterales y
canales secretores esquizogenos asociados a
las nervaduras, previamente descriptos por
Mercado et al. (2006).

En ambas superficies, predominando en
el envés de la hoja, se observan estomas ano-
mociticos, tricomas eglandulares uniseria-
dos (TE) y tricomas glandulares (TG) bise-
riados con 6 a 12 pares de células (Fig. 1 B-
D), miden 76,9 (+ 20,6) um de longitud por
48,5 (= 4,7) um de diametro a la altura de
la cabeza.

Al analizar hojas en diferentes estadios
de desarrollo se hace evidente que a medida
que la hoja se expande disminuye la densi-
dad de TG por unidad de supertficie (Tabla 1;
Fig. 1 E-H). Cuando las hojas alcanzan el
20% de su maxima expansion, aproximada-
mente 5 cm de longitud (hojas apicales, es-
tadio 2), coexisten TG maduros funcionales
y TG inmaduros en proceso de diferencia-
cion (Fig. 2 G). Cuando alcanzan el 50% de
su expansién, 8-10 cm de longitud (hojas
medias, estadio 3), todos los TG observados
son maduros y funcionales.

ONTOGENIA

El desarrollo de los TG foliares ocurre en
sentido acrépeto, a partir de una tnica célu-
la protodérmica prominente sobre la super-
ficie foliar (Fig. 2 A), la cual se divide en
forma periclinal asimétrica, resultando un
estadio bicelular del tricoma (Fig. 2 B).
Ambeas células se dividen nuevamente en sen-
tido anticlinal para formar el estadio tetra-
celular (Fig. 2 C), esta etapa es seguida por
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Fig. 2. Smallanthus sonchifolius. Desarrollo ontogenético de tricomas glandulares foliares. A:
Célula protodérmica. B: TG bicelular. C: TG tetracelular. D: TG hexacelular simétrico. E: TG
hexacelular asimétrico. F: TG maduro que aun no comenzé a exudar. G: Hoja apical que ha
alcanzado el 10% de su tamafio maximo, donde coexisten tricomas glandulares maduros
(TGM) e inmaduros (TGI).
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Fig. 3. Smallanthus sonchifolius. Tricomas glandulares foliares. A: TG vista paradermal con
cuticula parcialmente obliterada (flecha). B y C: TG vista lateral. D: TG con células del pie
elongadas. E: MET, TG en etapa unicelular de desarrollo. F: MET, TG inmaduro pre-secretor.
G: MET, TG maduro secretor con cuticula expandida (flecha). Referencias: a, cabeza; b, pie;
c, base; N, nucleo; nu, nucleolo; v, vacuola; pl, plastidos; flecha, cuticula en expansién o
parcialmente desgarrada.
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subsecuentes divisiones periclinales asimétri-
cas en sentido acrépeto, resultando en esta-
dios alternativos de cinco, seis, siete, catorce
(Fig. 2 D-F) y ocasionalmente mas células
distribuidas simétrica o asimétricamente
(Fig. 2 E).

El proceso de divisién lleva a la forma-
cion de un TG maduro constituido por tres
zonas definidas. La base, con un unico par
de células basales; el pie, con numero varia-
ble (3-8 pares) de células que en algunos
casos se presentan elongadas; y finalmente
la cabeza, constituida por 1-2 pares de célu-
las subapicales y un par de células secreto-
ras apicales cubiertas por una gruesa cuticu-
la (Fig. 3 A-D), donde se acumulan los pro-
ductos de secrecion que se tifien intensamen-
te con sudan IV

ULTRAESTRUCTURA Y PRODUCTOS
DE SECRECION

Durante la etapa uni- y bicelular, las cé-
lulas del TG presentan citoplasma denso,
nucleos conspicuos con nucleolos prominen-
tes, numerosos ribosomas libres, mitocon-
drias, plastidos con cierta organizacion ti-
lacoidal, dictiosomas, reticulo endoplasma-
tico liso y rugoso en forma de sacos y escaso
volumen vacuolar (Fig. 3 E). En las etapas
posteriores la densidad citoplasmatica au-
menta, las vacuolas se hacen mas conspi-
cuas y el numero de mitocondrias aumenta
marcadamente (Fig. 3Fy G).

En el TG maduro, las células apicales de
la cabeza secretora presentan grandes va-
cuolas, abundante reticulo endoplasmatico
con dilataciones en las que se forman vesicu-
las, mitocondrias con estroma denso, dictio-
somas dispersos con pequefias vesiculas. Los
plastidos presentan membranas degeneradas
en un cuerpo prolamelar asociado a globu-
los electrodensos (plastoglobuli); en las in-
mediaciones de los plastidos se observa reti-
culo periférico (Fig. 4 A-C). Se observan pro-
fusiones en la pared celular y desprendimien-
to incipiente de la cuticula asociada a la se-
crecion (Fig. 4 B).

En contraste, los plastidos de las células
subapicales presentan mayor organizacion
tilacoidal, formando un cuerpo prolamelar
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con depositos amorfos osmiofilicos de apa-
rente naturaleza lipidica. Estos plastidos se
hallan asociados con cisternas del reticulo
endoplasmatico (Fig. 4 D). En el citoplasma
se observan abundantes vesiculas electro-
densas.

Las células del pie presentan grandes
areas de reticulo endoplasmatico vesiculado
asociado a plastidos de tilacoides definidos y
a pequefios glébulos de material electroden-
so, situados en la periferia celular (Fig. 4 E).

Las células basales presentan desarrollo
normal a nivel de citoplasma y plastidos
(Fig. 4 F).

Al realizar FESEM-EDS en material fres-
co, se observa que la cuticula que recubre la
cabeza de los TG maduras permanece intac-
ta y turgente por la presencia del material
de secrecién (Fig. 5 A), patréon que persiste
aun cuando los tejidos comienzan a deshi-
dratarse (Fig. 5 B). Cuando las muestras son
sometidas a secado mediante el método de
punto critico, se observa una linea de dehis-
cencia que atraviesa la cuticula en coinci-
dencia con la unién de las células apicales
de la cabeza del tricoma (Fig. 5 B y C). El
mismo efecto se observéd en tejidos diafaniza-
dos e incluidos en parafina (Fig. 3 A-C).

Tanto las células apicales, como el mate-
rial secretado al espacio subcuticular se tifien
intensamente con sudan IV, revelando la natu-
raleza lipidica de la secrecién. El espectro ele-
mental de rayos X muestra la presencia de
70% Cy 30% O en la cabeza de los TG, rela-
cién idéntica a la observada para una muestra
de enhydrina cristalina (Fig. 5 D-F).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados anatémicos, estructurales
y ultraestructurales indican que los TG son
los lugares donde se sintetizan y acumulan
las LS de las hojas de yacon. Esto es consis-
tente con observaciones previas realizadas
para esta especie (Schorr et al., 2007) y
otras Asteraceae como Stevia rebaudiana
(Bertoni) Bertoni (Favi et al., 2008; Montei-
ro et al., 2001), Artemisia spp. (Werker et
al., 1994), Inula spp. (Werker & Fhan,
1981), Sigesbeckia jorullensis Kunth (Heinri-
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Fig. 4. Smallanthus sonchifolius. MET, detalles celulares de tricomas glandulares foliares
maduros. A: Aspecto general de células secretoras apicales. B: Detalle de la célula apical,
protusiones de la membrana asociadas con la secrecién de productos al espacio subcuticular;
separacion incipiente de la cuticula con respecto a la pared celular. C: Detalle de plastidio de
células apicales secretoras, con plastoglobulos y membranas tilacoidales degeneradas. D:
Detalle de células subapicales mostrando plastidos con cuerpo prolamelar y membranas ti-
lacoidales formando cuerpos prolamelares. E: Detalle de células del pie con plastidios de
desarrollo normal asociados a reticulo endosplasmatico. F: Células basales con plastidios de
desarrollo normal. Referencias: cu, cuticula; d, dictiosoma; m, mitocondria; pl, plastido; pec,
pared celular; re, reticulo endoplasmatico; v, vacuola; asterisco, protusiones de la pared
celular; punta de flecha, cuerpo prolamelar.
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Fig. 5. Smallanthus sonchifolius. Tricomas glandulares foliares. A: MEB-FESEM TG con cuti-
cula intacta en material fresco. B: MEB-FESEM Material fresco que ha iniciado el proceso de
deshidratacion. Notar que la cuticula permanece intacta. C: MEB de TG de material someti-
do a secado mediante el método de punto critico de CO, y posteriormente recubierto con
oro. Detalle de la cuticula parcialmente desgarrada siguiendo la linea de dehiscencia entre las
células apicales. D: MEB-FESEM de cristales de enhydrina purificada de hojas de yacon. E y
F: Espectroscopia elemental de rayos X revelando la presencia de 70% C y 30% O en cabe-
za de TG y enhydrina cristalina respectivamente. Referencias: flecha, cuticula parcialmente
desgarrada.
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ch et al., 2002) y Vernonia galamensis
(Cass.) Less. (Favi et al., 2008).

La tincién con sudan IV y el espectro ele-
mental de rayos X (EDS) realizado sobre
hojas frescas indican que el material acumu-
lado en el espacio subcuticular de los TG es
de naturaleza lipidica, coincidente en su
composicion elemental con la enhydrina. Asi
mismo, la presencia de protrusiones en la
pared celular, plastidios con membranas de-
generadas y cuerpos prolamelares asociados
a plastoglobulos en las células apicales del
TG han sido asociadas a la producciéon de
LST y precursores de terpenos como el iso-
pentenil pirofosfato (Cheng et al., 2007).

El «yacon» es reconocido como un cultivo
cuyo follaje es poco afectado por insectos y
pestes (Grau & Rea, 1997; Seminario et al.,
2003). Esto se debe a las propiedades antiali-
mentarias, antifiingicas y antimicrobianas de
sus LST (Inoue et al., 1995; Lin et al., 2003).

En el presente trabajo se demuestra que
las LST permanecen confinadas en el espa-
cio subcuticular de los TG, siendo liberadas
solo ante dafio mecanico causado por el ata-
que de herbivoros o insectos. Las LS actua-
rian en dos lineas de defensa, inicialmente
como disuasivos a herbivoros por su sabor
extremadamente amargo y luego frente a in-
fecciones fungicas y de otros patdgenos
cuando la hoja es dafiada y estos metaboli-
tos secundarios se derraman sobre la superfi-
cie foliar.

Wagner et al. (2004) sugieren que una
posible limitacién para el uso comercial de
los productos obtenidos a partir de TG seria
la exposicién de los mismos a la atmosfera
y la radiacién solar que podria causar modi-
ficaciones quimicas indeseables. Nuestros
resultados indican claramente que S. sonchi-
folius, no seria el caso, ya que la LST en-
hydrina, responsable en parte de la actividad
antidiabética, permanece confinada al espa-
cio subcuticular y protegida de los factores
ambientales a lo largo del desarrollo foliar.

Se determind que el numero de TG se es-
tablece en las primeras etapas del desarrollo
foliar, disminuyendo en su densidad a medida
que la hoja se expande. En consecuencia, esto
llevaria a una disminucién paulatina de la
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concentracion de LS en relacién al peso seco
de hojas en las etapas tardias del desarrollo
foliar. Este patron donde el desarrollo de los
tricomas precede al desarrollo del érgano en
el que estan localizados, es similar al obser-
vado en otras familias de plantas, incluidas
las Asteraceae (Dell & Mccomb, 1974, 1977,
Werker & Fahn, 1981; Ascensao & Pais, 1998,
Gopfert et al., 2005). Desde una perspectiva
practica, hojas jévenes (estadio 3) colectadas
con fines medicinales rendirian una mayor
concentracion de metabolitos bioactivos (en-
hydrina), en base al peso seco.
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