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El presente trabajo ofrece una aproximacion a la morfologia foliar de Bryonia
dioica, Rubus ulmifolius, Malva sylvestris, Plantago lanceolata y Taraxacum
officinale. Se tomaron muestras en el campus de la Universidad de Leon, que se
fijaron. Se incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes en micrétomo. Los cor-
tes fueron estudiados en microscopio de campo claro, de polarizacion y de epi-
fluorescencia. Se analizaron las caracteristicas generales de las hojas y las de la
lamina foliar, nervio central y porcion distal. Se observo que B. dioica, M.
sylvestris y T. officinale presentaron estructura dorsiventral, mientras que R.
ulmifolius y P. lanceolata mostraron estructura homogénea de parénquima en
empalizada y aerifero, respectivamente; todas las especies presentaron haz vas-
cular colateral, excepto B. dioica, que mostré haz vascular bicolateral; P. lanceo-
lata presento6 nerviacion paralela, frente a la nerviacién reticulada caracteristica
de la mayoria de las dicotiledéneas; se observaron laminas foliares hipoes-
tomaticas en R. ulmifoliusy B. dioica, y anfiestomaticas en el resto de especies.
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Introduccion

Las 5 especies objeto de estudio son dicotiledoneas, herbaceasy perennes,
todas ellas con hojas pecioladas. Bryonia dioica Jacq. (Cucurbitaceae) (Fig. 1a)
presenta hojas alternas y con tricomas, tanto en el haz como en el envés (Catalan,
2005). Rubus ulmifolius Schott (Rosaceae) (Fig. 1b) muestra hojas alternas y
compuestas por 3 o 5 foliolos, cuyo haz puede carecer o no de tricomas
(Monasterio-Huelin, 2001). Malva sylvestris L. (Malvaceae) (Fig. 1¢) presenta
dos tipos de hojas. Las hojas basales tienen escasos tricomas en ambas super-
ficies, mientras que las hojas caulinares presentan escasos tricomas en el haz y
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abundantes en el envés (Nogueira y Pavia, 2005). Plantago lanceolata L.
(Plantaginaceae) (Fig. 1d) tiene hojas que nacen a ras del suelo en una o varias
rosetas basales, y pueden presentar escasos o abundantes tricomas (Pedrol,
2009). Taraxacum officinale F. H. Wigg (Asteraceae) (Fig. 1€) posee nume-
rosas hojas dispuestas en roseta basal respecto de un tallo muy corto. Pueden
presentar escasos tricomas en el envés o no tenerlos (Aizpuru, 1999).

Figura 1. Fotografias de las plantas objeto de estudio, tomadas en
el campus de la Universidad de Leon. a B. dioica; b R. ulmifolius;
c M. sylvestris; d P. lanceolata; e T. officinale.

Material y métodos

Se tomaron hojas de las especies B. dioica, R. ulmifolius, M. sylvestris, P.
lanceolata y T. officinale la iltima semana del mes de septiembre, en el Campus
dela Universidad de Le6n (42° 36'35.68" N/ 5° 33' 35,57" W). De B. dioica no se
tomaron los zarcillos (hojas modificadas), de R. ulmifolius se utilizaron los
foliolos terminales, en adelante tratados como hojas. Las muestras se fijaron en
FAA (24 h). Se incluyeron 3 muestras de cada especie: se deshidrataron en serie
creciente de alcoholes y se impregnaron en Paraplast®. Se obtuvieron cortes
seriados, de 12 um de grosor, en microtomo de parafina LEITZ 1512. Los cortes se
sometieron a dos tratamientos: 1/tincion de rutina Safranina-Verde Rapido, y
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2/sin tefiir, y se montaron permanentemente utilizando Entellan® como medio
de montaje. Las muestras se observaron en microscopio Nikon E600 bajo
condiciones de campo claro, luz polarizada y epifluorescencia con bloque de

filtro UV-2A.

Resultados

El estudio microscopico se realizd6 atendiendo a: (1) caracteristicas

generales: presenciay tipo de inclusiones y tricomas; (2) lamina foliar; (3) nervio
central; y (4) margen foliar. Los resultados se muestran resumidos enla Tabla 1,
eilustrados enlas Figuras 2-6.

Tabla 1. Caracteristicas microscopicas de las hojas de B. dioica, R.

ulmifolius, M. sylvestris, P. lanceolatay T. officinale.

B dioica  R. wimifofiis M syfvesteis P fanceofata T officinale
Glandular A= e Tl M N o + (h’E’EE’PD:' + (h’E’EE’PD:' + (h,e,MNC) pc
Tricomas Mo Fhe Moot e e
L _ =i} 1] _ _
glandular pi +(h,eNC) pe
as - + (L) ++ (L, NC) - E (]
- LN g +(h, &) & (NC)
- - + + +
Lamina Foliar + 1 capa Homogéneo | + 2-3 capas = + 2 capas
+++ = + Homogéneo +++
+ + + + +
- - - - +
Anular Laminar Anular - Anular
+ ++++ +++ + ++
Nervio oentral Bicolateral Colateral Colateral Colateral Colateral
0 e abierho cerrado cerrado abierho abierho
Parcial Parcial Zompleta Parcial Parcial
Anular Laminar Anular Anular Anular
- + + + +
- - + + -
Parcian distal - - - + -
+ - + + +

Caracteristicas generales, lamina foliar, nervio central y porciéon
distal. “-” indica ausencia “++++” muy abundantes, el resto (“+

47447 “+47) indican situaciones 1ntermed1as segin la
valoracién subjetiva del observador. e: envés; h: haz; L: lamina;
NC: nervio central; PD: porcion distal; pc: plurlcelular uc:

unicelular.

54 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

Figura 2. Hoja de B. dioica. a, b Aspecto general. El corte no interesa al
nervio central de la hoja. ¢ Tricoma glandular (tg). Obsérvese el haz vascular
en seccion longitudinal. d Lamina foliar. Obsérvese que la ldmina solo
presenta estomas (s) en el envés (hoja hipoestomatica), y el mesofilo se
encuentra formado por una capa de parénquima clorofilico en empalizada
(pe) y 3-4 capas de parénquima aerifero (pa) (estructura dorsiventral).
e Nervio central. Obsérvese la presencia de floema (ph) por encima y debajo
del xilema (x), y de procambium (b) (haz vascular bicolateral abierto).
Obsérvese que el haz vascular (HV) estd rodeado parcialmente por una vaina
de colénquima (vc). Obsérvese la presencia de colénquima (co)
subepidérmico hacia el haz y el envés. f Porcion distal. Obsérvese la
presencia de haz vascular (HV). a, ¢, e Microscopio 6ptico de campo claro.
Safranina-Verde Rapido. b, d, f Microscopio de fluorescencia. b:
procambium; c: cuticula; co: colénquima; e: epidermis; ee: epidermis del
envés; eh: epidermis del haz; HV: haz vascular; p: parénquima; pa:
parénquima aerifero; pe: parénquima clorofilico en empalizada; ph:
floema; pr: parénquima de reserva; s: estoma; tg: tricoma glandular;
vc: vaina fascicular colenquimatica; x: xilema. Barras: a, b = 500 um,;
c,e=100 um;d, f=50 um.
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Figura 3. Hoja de R. ulmifolius. a Aspecto general. El corte interesa al
nervio central (NC) y a un nervio grande de 2° orden (NS). b-e Tricomas.
b Tricoma no glandular (t) pluricelular. ¢ Tricoma no glandular (t) unice-
lular. d, e Tricoma glandular (tg). f Drusas (d) presentes en la lamina foliar.
g Lamina foliar. Hoja hipoestomatica. Obsérvese que el mesofilo se encuen-
tra formado integramente por parénquima clorofilico en empalizada (pe).
h Nervio central. Haz vascular colateral abierto. Obsérvese que el haz vas-
cular esta rodeado parcialmente por una vaina de colénquima (vc) y, por el
exterior, integramente por una vaina de parénquima de reserva (vp). Obsér-
vese la presencia de colénquima (co) subepidérmico hacia el hazy el envés. i
Porcion distal. a, b, g, h Microscopio 6ptico de campo claro. Safranina-Ver-
de Rapido. ¢, d, e, i Microscopio de fluorescencia. f Microscopio de polariza-
cion. b: procambium; c: cuticula; co: colénquima; d: drusa; e: epidermis; ee:
epidermis del envés; eh: epidermis del haz; fn: polifenoles; HV: haz vascular;
NC: nervio central; NS: nervio de 2° orden; p: parénquima; pe: parénquima
clorofilico en empalizada; ph: floema; pr: parénquima de reserva; s: estoma;
t: tricoma no glandular; tg: tricoma glandular; vc: vaina fascicular colen-
quimatica; vp: vaina fascicular parenquimatica; x: xilema. Barras: a = 500
um; b, d-g,i=50um;c,h=100um.
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Figura 4. Hoja de M. sylvestris. a Aspecto general. El corte interesa al
nervio central (NC) y a dos nervios grandes de 2° orden (NS). b-¢ Tricomas.
b Tricoma no glandular (t). ¢ Tricoma glandular (tg). d Drusas (d) presentes
en lalamina foliar. Obsérvese el xilema (x) en seccion longitudinal. e Lamina
foliar. Obsérvese la presencia de estomas (s) en el haz y en el envés (hoja
anfiestomatica), y como el mesofilo se encuentra formado por parénquima
clorofilico en empalizada (pe) y parénquima aerifero (pa) (estructura
dorsiventral). f Nervio central. Haz vascular colateral cerrado. Obsérvese
que el haz vascular esta rodeado integramente por una vaina de colénquima
(ve) (vaina fascicular colenquimatica completa) y, por el exterior, por una
vaina de parénquima de reserva (vp). Obsérvese la presencia de colénquima
(co) subepidérmico hacia el haz y el envés. g Porcion distal. Obsérvese la
presencia de estomas (s) yde hazvascular (HV). a, b, ¢ Microscopio 6ptico de
campo claro. Safranina-Verde Rapido. e, f, g Microscopio de fluorescencia.
d Microscopio de polarizaciéon. c: cuticula; co: colénquima; d: drusa;
e: epidermis; ee: epidermis del envés; eh: epidermis del haz; fn: polifenoles;
HYV: haz vascular; NC: nervio central; NS: nervio de 2° orden; p: parén-
quima; pa: parénquima aerifero; pe: parénquima clorofilico en empalizada;
ph: floema; pr: parénquima de reserva; s: estoma; t: tricoma no glandular;
tg: tricoma glandular; vc: vaina fascicular colenquimatica; vp: vaina
fascicular parenquimatica; x: xilema. Barras: a = 500 um; b, e, g = 50 um;
c=25um;d,f=100 um.

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 57



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

58

Figura 5. Hoja de P. lanceolata. a, b Aspecto general. Obsérvese la pre-
sencia tinicamente de haces vasculares (HV) en seccidn transversal (nervia-
cion paralela). a El corte interesa al nervio central (NC). b El corte interesa al
nervio central (NC), a un nervio grande de 2° orden (NS) y varios pequefios
(HV). Notese la presencia de polifenoles (fn). ¢ Lamina foliar. Hoja
anfiestomatica. Obsérvese el meso6filo formado exclusivamente por parén-
quima aerifero (pa). d Nervio central. Haz vascular colateral abierto. Obsér-
vese que el haz vascular esti rodeado parcialmente por una vaina de colén-
quima (vc) y, por el exterior, integramente por una vaina de parénquima de
reserva (vp). Obsérvese la presencia de colénquima (co) subepidérmico tni-
camente hacia el envés. e Porcion distal. Obsérvese la presencia de estomas
(s), de haz vascular (HV), de colénquima (co) subepidérmico y de tricomas
glandulares (tg). a, ¢, d Microscopio 6ptico de campo claro. Safranina-Verde
Répido. b, e Microscopio de fluorescencia. b: procambium; c: cuticula;
co: colénquima; e: epidermis; ee: epidermis del envés; eh: epidermis del haz;
fn: polifenoles; HV: haz vascular; NC: nervio central; NS: nervio de 2° orden;
p: parénquima; pa: parénquima aerifero; ph: floema; pr: parénquima de re-
serva; s: estoma; tg: tricoma glandular; vc: vaina de colenquima; vp: vaina
de parenquima; x: xilema. Barras a, b =200 um; ¢,d =100 um; e = 50 um; d,
f=100 um.

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON



Figura 6. Hoja de T. officinale. a Aspecto general. El corte interesa al nervio
central (NC). Notese la presencia de polifenoles (fn) en las epidermis del haz
(eh) y del envés (ee) del nervio central. b LaAmina foliar. Hoja anfiestomatica.
Estructura dorsiventral. ¢, d Nervio central. Haz vascular colateral abierto.
c Obsérvese que el haz vascular esta rodeado parcialmente por una vaina de
colénquima (vc) y, por el exterior, integramente por una vaina de
parénquima de reserva (vp). Obsérvese la presencia de colénquima (co)
subepidérmico hacia el haz y el envés. d Obsérvese la presencia de 9 haces
vasculares (numerados 1-9) dispuestos radialmente al conducto lisogénico
(Iy), hacia el cual queda dirigido el xilema (x). No6tese la presencia de un
estoma (s) y un tricoma glandular (tg) en la epidermis del haz. e Porcion
distal. Obsérvese la presencia de haz vascular (HV). a, b, d Microscopio
optico de campo claro. Safranina-Verde Rapido. ¢, e Microscopio de
fluorescencia. b: procambium; c: cuticula; co: colénquima; e: epidermis; ee:
epidermis del envés; eh: epidermis del haz; fn: polifenoles; HV: haz vascular;
ly: conducto lisogénico; NC: nervio central; p: parénquima; pa: parénquima
aerifero; pe: parénquima clorofilico en empalizada; ph: floema; pr: parén-
quima de reserva; s: estoma; tg: tricoma glandular; vc: vaina de colenquima;
vp: vaina de parenquima; x: xilema. Barras: a = 500 um; b = 50 um; ¢, d =
100 um; € = 25 pm.
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Discusion
En un primer anélisis de los resultados se puede apreciar que las hojas de

las diferentes especies mostraron algunas caracteristicas particulares que, como
seindicara, en muchos casos son especificas dela familia ala que pertenecen. En-
tre las especies estudiadas se observo que algunas de ellas no presentaban todas
las caracteristicas de una hoja tipica de dicotiledonea (Tabla 2): (1) la estructura
dorsiventral, se observé en B. dioica, M. sylvestris y T. officinale, mientras que
R. ulmifolius y P. lanceolata mostraron estructura homogénea de parénquima
en empalizada y parénquima aerifero respectivamente; (2) el nervio central con
haz vascular colateral, ausente en B. dioica, que presenté haz vascular bicola-
teral, y (3) nervios de segundo orden que se observan como ramificaciones late-
rales y venas menores que recorren el interior de la lamina foliar, ausente en P.
lanceolata, cuya nerviacion es paralela.

Tabla 2. Comparacion de lamina foliar, nervio central y porcion
distal de B. dioica, R. ulmifolius, M. sylvestris, P. lanceolatay T.
officinale.

Lamina foliar NerV|o central Porcién distal \

B. dioica

R. ulmifolius

M. sylvestris

P. lanceolata

T. officinale

Todaslas figuras mostradas proceden de las Figuras 2-6 del presente trabajo.
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Las referencias bibliograficas a las especies objeto de estudio del presente

trabajo son escasas. La mayoria de ellas son antiguas y gran parte no hacen
referencia directa ala especie, sino al género o ala familia de la misma.

La observacion de las hojas de B. dioica revel6 presencia de tricomas
glandulares tanto en el haz como en el envés foliar, de acuerdo con Catalan
(2005). No se identificaron inclusiones, indicando Metcalfe y Chalk (1957) que
los cristales se encuentran ausentes en muchos géneros y especies de la familia
Cucurbitaceae. La lamina de B. dioica se caracteriz6 como hipoestomatica, en
contraste con las hojas anfiestomaticas de Dendrosicyos socotrana observadas
por Olson (2003). Coincidiendo con las observaciones en especies del género
Cucurbita (Agbagwa y Ndukwu, 2004), el mesofilo de B. dioica present6 sime-
tria dorsiventral, constituido por una capa de células de parénquima en empa-
lizada y un parénquima aerifero con grandes espacios intercelulares. Sin em-
bargo, Olson (2003) indic6 que el parénquima en empalizada en D. socotrana
esta formado por dos capas de células. De acuerdo con Metcalfe y Chalk (1957), el
haz vascular observado en B. dioica fue de tipo bicolateral. A diferencia de la
vaina fascicular colenquimatica parcial que rodea el haz vascular de B. dioica
observada en el presente trabajo, Agbagwa y Ndukwu (2004) identificaron una
vaina de esclerénquima en especies del género Cucurbita.

El presente trabajo coincide con el estudio de Fell y Rowson (1953) sobre
R. ulmifolius en la observacion de tricomas pluricelulares glandulares y no glan-
dulares en el nervio central. Sin embargo, en el presente estudio se observaron
ademas en la lamina, mientras que Fell y Rowson (1953) solo observaron tri-
comas unicelulares en la misma. Ambos estudios coinciden en la presencia de
inclusiones, tanto de polifenoles (taninos) como de drusas, caracteres compar-
tidos dentro de la familia Rosaceae (Metcalfe y Chalk, 1957). Lalamina es hipoes-
tomaticay el mesofilo compacto, compuesto inicamente por parénquima en em-
palizada, mientras que las hojas observadas por Fell y Rowson (1953) presen-
taron estructura dorsiventral, asi como la mayoria de especies de la familia Rosa-
ceae (Metcalfe y Chalk, 1957). De acuerdo con Fell y Rowson (1953), en cuanto a
la estructura del nervio central, en el presente estudio se observo la ausencia de
estomas en la epidermis del haz y presencia en el envés, asi como la presencia de
colénquima subepidérmico hacia ambas superficies del nervio. Se observé una
vaina fascicular colenquimatica parcial alrededor del haz vascular, a diferencia
de la vaina parenquimatosa con o sin esclerénquima que indican Metcalfe y
Chalk (1957), segtin la especie.

En las hojas de M. sylvestris se encontraron tricomas pluricelulares,
glandulares, en lalamina foliar y en el nervio central, de acuerdo con los estudios
de Metcalfe y Chalk (1957) y Gasparetto et al. (2011) sobre la especie. Gasparetto
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et al. (2011) ademas describieron tricomas no glandulares unicelulares. Se en-
contraron drusas a lo largo de toda la hoja en concordancia con Metcalfe y Chalk
(1957), y polifenoles, de acuerdo con los estudios bioquimicos de Jayalakshmi et
al. (2012). Al igual que mencionan Metcalfe y Chalk (1957) en la revision de la
familia Malvaceae y del género Malva, se identifico la lamina foliar como dorsi-
ventral y anfiestomatica, indicAndolo también Gasparetto et al. (2011). De
acuerdo con Metcalfe y Chalk, (1957), el haz vascular es colateral cerrado y pre-
senta floema interrumpido. Se observo una vaina fascicular colenquimatica
completa, sin embargo Metcalfe y Chalk (1957) refieren que los haces vasculares
delos nervios mas grandes se acompanan de esclerénquima.

En las hojas de P. lanceolata se observaron tricomas glandulares con pie
corto, sin embargo otros autores (Bayon, 2000; Gostin, 2009) apreciaron ade-
mas en la misma especie tricomas no glandulares. Se observo que la 1amina es
anfiestomatica, como indican Metcalfe y Chalk, (1957) y Gostin, (2009), y el me-
sofilo estaba formado de manera homogénea por aerénquima. Sin embargo
Kuiper y Bos (1992) observaron estructura dorsiventral en las hojas de P.
lanceolata. Ambos resultados difieren de los observados por Gostin (2009),
quien apreci6 que el meséfilo de P. lanceolata presentaba estructura isolateral,
con una o dos capas de parénquima en empalizada hacia ambos lados de la 14-
minay escaso aerénquima. En el presente estudio se observa una vaina fascicular
parenquimatica en el haz vascular del nervio central de P. lanceolata, asi como
una capa de colénquima angular subepidérmico hacia el envés, como describe
Bayon (2000). Sin embargo, Kuiper y Bos (1992) indicaron que los haces vascu-
lares estan rodeados por una vaina de esclerénquima. El tipo de venacion en P.
lanceolata es paralela (Kuipery Bos, 1992; Bayon et al., 2000).

De acuerdo con los estudios de Moll y Janssonius (1923) y Cortés et al.
(2014) sobre T. officinale, en el presente estudio se observaron tricomas plurice-
lulares glandulares. El estudio de Moll y Janssonius (1923) indica la ausencia de
taninos, aunque matiza que pueden aparecer en la epidermis del haz y del envés
del nervio central, observados en algunas hojas en el presente trabajo. En las ho-
jas de T. officinale se apreci6 una lamina foliar anfiestomatica y una estructura
del mesofilo dorsiventral, como también indican Moll y Janssonius (1923). En el
nervio central de T. officinale se observaron estomas en el envés y, con menor
frecuencia, en el haz, en contraste con Moll y Janssonius (1923) quienes observa-
ron mayor abundancia de estomas en el haz. De acuerdo con Moll y Janssonius
(1923), se observo una capa de colénquima anular subepidérmico hacia el hazy
hacia el envés. En algunas hojas, el nervio central present6 3-10 haces vasculares
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dispuestos radialmente, sin embargo Moll y Janssonius (1923) describieron
hasta 24 haces. De acuerdo con Gier y Burress (1942) y Cortés et al. (2014), se
observo un haz vascular colateral abierto, y se identifico una vaina fascicular
parcial de colénquima, observada también por Milan et al. (2006) en Mikania

glomeratay Vernonia condensata.

Las diferencias halladas entre las especies estudiadas en el presente
trabajo y las observadas por los autores citados pueden deberse a diversos as-
pectos, desde la toma de muestras hasta parametros ambientales. Alvarez et al.
(2008) observaron en Pistacia terebinthus que las hojas jévenes podian no pre-
sentar vaina fascicular, las maduras presentar vaina parenquimatica y las senes-
centes vaina colenquimatica; y en otras ocasiones ser esclerénquima el tejido que
acompana al haz vascular. Estas diferencias fueron apreciadas también en
cucurbitaceas (Agbagwa y Ndukwu, 2004), rosaceas y malvaceas (Metcalfe y
Chalk, 1957) y plantaginaceas (Kuiper y Bos, 1992). Ademaés, Gier y Burress
(1942) observaron en Taraxacum diferencias morfologicas entre las hojas de sol
y las de sombra. Asi, las hojas que crecen al sol pueden desarrollar un pa-
rénquima en empalizada con células més grandes y/o mayor nimero de capas,
que puede llegar a ocupar el mesofilo por completo. Asimismo, Milan et al.
(2006) encontraron en M. glomerata variabilidad morfologica dentro de una
misma hoja, dependiendo si el corte intereso a la zona apical, ala zona medial o a
lazona basal. Por otro lado, diferentes estudios determinaron que la presencia de
algunos contaminantes ambientales puede cambiar la organizacion y estructura
anatémica de las hojas, como observo Gostin (2009) en P. lanceolata. Futuros
estudios podrian poner luz a estas cuestiones.
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