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Summary 
Background and aims: Heterophyllaea pustulata (Rubiaceae) grows in northwestern 

Argentina. It has livestock importance because it produces photosensitization in the 
cattle that consume it. That is why it is proposed to study the foliar and caulinar 
morpho-anatomy of the species in order to determine structural characters that 
facilitate the identification of the plant.

M&M: Leaves and stems of young adult plants and seedlings obtained through in vitro 
cultures were taken and studied by conventional histological techniques. Images 
obtained with optical and scanning electron microscopy are presented.

Results: The results indicate that the studied species have morphological and 
anatomical characters similar to other species of Rubiaceae, although it presents 
others that were not previously described, such as the structure of the epidermis with 
striated cuticle and the anatomy of the stem.

Conclusions: It is found that the diagnostic characters that facilitate the identification of 
the plant are: microdenticulated margin of the lamina, epidermis with striated cuticle in 
leaves and young stems, simple eglandular trichomes, mesophyll with raphides and 
druses, in addition to the lysigenous cavities in all the organs of the plant.
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reSumen 
Introducción y Objetivos: Heterophyllaea pustulata (Rubiaceae) crece en 

el noroeste argentino. Tiene importancia ganadera debido a que produce 
fotosensibilización en el ganado que la consume. Es por ello que se plantea 
estudiar la morfoanatomía foliar y caulinar de la especie con el objeto de 
determinar caracteres estructurales que faciliten la identificación de la planta. 

M&M: Se estudiaron hojas y tallos de plantas adultas jóvenes y plántulas obtenidas 
a través de cultivos in vitro, mediante técnicas histológicas convencionales. Se 
presentan imágenes obtenidas con microscopio óptico y electrónico de barrido.

Resultados: Los resultados indican que la especie estudiada comparte caracteres 
morfológicos y anatómicos con otras especies de Rubiaceae, aunque presenta 
otras que no fueron descritas anteriormente, tales como la epidermis con cutícula 
estriada y la anatomia del tallo.

Conclusiones: Los caracteres diagnósticos que facilitan la identificación de 
la especie son: margen microdenticulado de la lámina, epidermis con cutícula 
estriada en hojas y tallos jóvenes, tricomas simples eglandulares, mesófilo con 
rafidios y drusas, además de las cavidades lisígenas en todos los órganos de la 
planta. 

PalabraS clave

Anatomía, cavidades lisígenas, drusas, plantas tóxicas, rafidios.

IntroduccIón

El género Heterophyllaea Hook. f. (Rubiaceae), de origen sudamericano, 
cuenta con dos especies andinas H. lycioides (Rusby) Sandwith y H. 
pustulata Hook f., ambas conocidas como “cegadera” (Jørgensen et al., 
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2014). H. pustulata, única especie que habita en 
pastizales de altura del noroeste de Argentina, entre 
los 1500 y 3000 m s.m. (Bacigalupo, 1993, 1996; 
Bacigalupo et al., 2008). Es un arbusto de 2-3 m de 
long., con hojas enteras y flores blancas con tubo 
rojizo-purpúreo, se identifica por sus “glándulas” 
globosas (Bacigalupo, 1993), oscuras a purpúreas, 
distribuidas en todo el cuerpo de la planta, a las 
que Tourn (1981) define como cavidades lisígenas, 
describe su estructura e indica que se encuentran en 
todos los órganos de la planta incluido los óvulos. 

Esta especie es conocida por su toxicidad 
en ganado bovino, equino, ovino y caprino, su 
ingesta ocasiona dermatitis y queratoconjuntivitis 
por fotosensibilización (Micheloud et al., 2017). 
Núñez-Montoya et al., (2008) demostraron que 
las antroquinonas y soranjidiol presentes en las 
partes aéreas de las plantas son responsables de 
la fototoxicidad. La confirmación del diagnóstico 
en animales es el resultado de hallazgos clínicos, 
análisis bioquímicos e histológicos, junto con la 
localización e identificación de esta especie en las 
zonas de pastoreo (Micheloud et al., 2017). 

En algunas especies tóxicas la identificación 
de fragmentos de la planta en el contenido 
gastrointestinal permite confirmar el consumo de 
la misma contribuyendo al diagnóstico (Zeinsteger 
et al., 2009). En estos casos la estructura y 
organización de la epidermis debido a la resistencia 
que el tejido ofrece a la acción química y mecánica 
de la digestión es de crucial importancia para 
identificar los fragmentos (Cid et al. 2003, 2011; 
Giannitti et al., 2012). H. pustulata es una planta 
tóxica de gran impacto productivo en algunas 
regiones de Argentina, por lo que el presente trabajo 
tiene por objetivo describir la morfoanatomía 
foliar y caulinar de plantas adultas jóvenes y 
plántulas con la finalidad de establecer caracteres 
morfológicos que faciliten su identificación en 
análisis microhistológico. 

materIaleS y métodoS

El material analizado proviene de plántulas 
obtenidas mediante cultivos in vitro y plantas 
adultas colectadas en ambientes naturales de 
Jujuy, Salta y Tucumán, también se consideraron 
las colecciones depositadas en el herbario MCNS 
(Thiers, en permanente actualización). 

Material estudiado. ARGENTINA. Prov. Jujuy: 
Dpto. Capital, Tiraxi, 13-IX-1979, Vignale & 
Brelia 306. Dpto. Ledesma, Qda. del Arroyo del 
medio, 700-1000 msnm, 5-VII-1999, Tolaba 
et al. 1794. Dpto. Tumbaya, Volcán, 1950 m, 
11-XII-2001, Mello & Silva 1898. Prov. Salta: 
Dpto. Capital, San Lorenzo, cerro al Norte de la 
Quebrada, 1400-1700 msnm, 5-XI-1983, Novara 
& Neumann 3812. Dpto. Chicoana, Qda. de Tilián, 
1380 msnm, 30-I-1987, Ortín 63. Dpto. Guachipas, 
Paraje Las Juntas, V-2015, Micheloud s.n. (MCNS 
13006). Dpto. La Caldera, Rio Potrero, Paraje el 
Zig-zag, 1800-1900 msnm, 15-X-1984, Novara 
4321. Dpto. Metán, Sa. de Metán, Finca Cachari, 
cerca de campamento León, 1800 msnm, 16-II-
2007, Tolaba 4507. Dpto. Pampa Grande, 1800 
msnm, 6-V-1942, Huntziker 489. Dpto. Rosario 
de Lerma, Corralito, 1540 msnm, 14-XII-2013, 
Martínez & Prado 3539. Prov. Tucumán: Dpto. 
Burruyacú, Burruyacú, 770 msnm, 30-III-2017, 
Micheloud s.n. (MCNS 13472). 

Los órganos considerados para el estudio fueron 
hojas de plántulas de 10 a 20 días desde la 
germinación de las semillas, hojas de plantas 
adultas mayores de 3 cm de longitud y tallos 
jóvenes de plantas adultas.

Para la obtención de plántulas, las semillas 
fueron lavadas en agitación continua durante 30 
minutos en una solución de agua corriente con 
detergente comercial, luego se desinfectaron con 
NaClO al 10% durante 4 minutos en agitación 
continua, y se sembraron en frascos con medio 
de cultivo de Murashige & Skoog (1962) (MS) al 
100% de su concentración salina y de vitaminas, 
al que se adicionó 6,0 g/l de agar bacteriológico 
Britania®, 15 g/l de sacarosa, 1g/l de carbón 
activado Biopack® y 0,1 g/l de myo-inositol 
Merck®, con pH 7. Los cultivos se llevaron a 
cámara de cría a una temperatura de 25 ± 2º C, 
40% de humedad y fotoperiodo de 12h luz durante 
30 días.

El material disecado se recuperó hidratándolo 
en cajas de Petri con agua y detergente no iónico 
en estufa a 50 °C durante 48 y 72 hs. El material 
fresco y recuperado fue fijado en FAA (1:1:8 v/v/v 
formaldehido: ácido acético glaciar: alcohol etílico 
80%) para estudios con microscopia óptica (MO), 
y para estudios con microscopia electrónica de 
barrido (MEB) las muestras se fijaron en solución 
de 2,5 % glutaraldheído, 2% buffer fosfato durante 
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72 hs. y deshidratadas en serie graduada de 
alcohol. Después de la fijación y deshidratación, las 
muestras se secaron en punto crítico con dióxido de 
carbono (Denton Vacuum DCP-1). Las secciones 
secas se fijaron en trozos de aluminio con cinta 
adhesiva de grafito de doble cara, recubiertas con 
oro (20-24 nm) en Denton Vacuum Desk IV. 

Los cortes histológicos se realizaron a mano 
alzada. La tinción diferencial de tejidos se logró 
con Safranina (1%) y Astra Blue (0,5%) (Luque et 
al., 1996), y la ornamentación de la cutícula con 
Sudan IV (D’Ambrogio, 1986). La diafanización 
de hojas se realizó según la técnica de Dizeo de 
Strittmater (1973).

Se obtuvieron mediciones, considerando 15 a 
20 muestras, con el software Leica LAS EZ V3.0. 
Los datos fueron expresados en promedio cuando 
la diferencia resultó menor, y para diferencias 
significativas se indican el menor y mayor valor. 
Las observaciones y obtención de imágenes 
se lograron con ML Leica DM500 con cámara 
incorporada y MEB JEOL Model JSM 6480 
LV (Japan), del Laboratorio de Microscopía 
Electrónica de Barrido y Microanálisis (LASEM) 
de la Universidad Nacional de Salta.

reSultadoS 

Hojas en plantas adultas y plántulas
Las hojas (Fig. 1A-D), en las plantas adultas y 

plántulas, son subsésiles, con un par de estípulas 
triangulares persistentes. Las láminas son simples, 
lanceoladas, en plantas adultas de 3-6(-10) x 0,5-
1,5(-2) cm, de base decurrente, ápice cortamente 
acuminado y margen levemente revoluto, crenado, 
con microdentículos translúcidos en las escotaduras 
(Fig. 1E, F); en las plántulas, las láminas son 
ovadas de ápice agudo con microdentículos en todo 
el margen (Fig. 1G). 

Las cavidades lisígenas son circulares, de 
100-500 µm de diámetro. En hojas adultas se 
encuentran hasta 250 unidades de color púrpura; 
en hojas de plántulas menores a un centímetro de 
longitud, hasta 30 unidades de color violáceo (Fig. 
1C-D, G). Estas estructuras se evidencian desde 
los primeros días después de la germinación de las 
semillas.

La lámina, en vista superficial de plantas adultas 
y plántulas, tiene células epidérmicas con paredes 

anticlinales levemente sinuosas en cara adaxial 
(Fig. 1H) y marcadamente sinuosas en cara abaxial 
(Fig. 1I). La epidermis adaxial y abaxial, presenta 
cutícula estriada con estrías generalmente paralelas 
(Fig. 1J). Los tricomas son eglandulares, simples, 
unicelulares, de 30-50 µm de long. Las hojas son 
hipostomáticas, con estomas paracíticos (Fig. 1I, 
J).

En corte transversal, la lámina tiene epidermis 
uniestratificada con células isodiamétricas 
y anisodiamétricas, por debajo el mesófilo 
es heterogéneo, formado por parénquima en 
empalizada uniestratificado en cara adaxial y 
parénquima esponjoso 4-7-estratificado con células 
irregulares en cara abaxial (Fig. 2A, B). En el 
mesófilo son frecuentes cristales en forma de 
rafidios y drusas (Figs. 1G; 2C, D). Los haces 
vasculares son colaterales, rodeados por una vaina 
de células parenquimáticas incoloras y colénquima 
subepidérmico (Fig. 2E, F). Las cavidades 
lisígenas, tienen una pared con 2-4-estratos de 
células aplanadas, cubiertas por células grandes 
de 100 a 600 µm dirigidas hacia la cavidad (Fig. 
2G, H). 

Tallo joven en plantas adultas y plántulas 
En vista superficial del tallo, se observa 

epidermis con células anisodiamétricas de paredes 
anticlinales rectas, excepto en las áreas que 
corresponden a las cavidades lisígenas, donde 
las células son isodiamétricas (Fig. 3A, B). Los 
tricomas de los ejes son similares a los registrados 
en las hojas (Fig. 3C, D).

El tallo en corte transversal (Fig. 3C-G), 
presenta epidermis uniestratificada con células 
isodiamétricas, colénquima subepidérmico angular 
1-3-estratificado y parénquima cortical clorofiliano 
5-6-estratificado; el cambium 2-3-estratificado y 
un único haz vascular tipo sifonostela ectofloica 
con médula hueca (Fig. 3F, G). 

Las cavidades lisígenas se encuentran en el 
parénquima cortical, con estructura semejantes a 
los descritos para las hojas (Fig. 3C, E).

El tallo de las plántulas es translúcido, con 
estructura semejante a la descrita, aunque tienen 
mayor densidad de tricomas en superficie y el haz 
vascular presenta médula parenquimática. Las 
cavidades lisígenas se evidencian como manchas 
violáceas semejantes a los observados en las 
hojas.
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Fig. 1. Hoja de Heterophyllaea pustulata. A: Planta adulta. B: Plántula proveniente de cultivo in vitro. 
C: Lámina de plántula. D: Lámina diafanizada. E: Margen de hoja adulta con microdenticulos (MO). F: 
Detalle de microdentículos (MO). G: Lámina de plántula, diafanizada (MO). H: Epidermis adaxial (MEB). 
I: Epidermis abaxial (MEB). J: Detalle de cutícula estriada en epidermis abaxial (MEB). Abreviaturas= cl: 
cavidades lisígenas; r: rafidios. Escalas= A, B: 3 cm; C: 25 mm; D: 0,5 cm; E: 200 µm; F: 30 µm; G: 1 mm.

Fig. 2. Detalles del mesófilo de Heterophyllaea pustulata. A: Sección de lámina (MO). B: Sección de lámina 
(MEB). C: Drusas señaladas con flechas (MO). D: Diafanizado mostrando rafidios, señalados con flechas 
(MO). E: Haz vascular (MO). F: Haz vascular (MEB). G: Cavidad lisígena en mesofilo (MEB). H: Detalle de 
cavidad lisígena (MEB). Abreviaturas= ep: epidermis; cl: cavidad lisígena; co: colénquima; pe: parénquima 
en empalizada; ps: parénquima esponjoso. Escalas= A: 60 µm; C: 50 µm; D: 5 µm; E, H: 100 µm; G: 200 µm. 
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dIScuSIón y concluSIoneS 

Las características observadas en la anatomía 
de las hojas de Heterophyllaea pustulata 
referidos a epidermis uniestratificada con 
cutícula estriada, presencia de tricomas simples 
eglandulares, mesófilo dorsiventral con haces 

vasculares colaterales en forma de arco y 
hoja hipostomática con estomas paracíticos, 
son consistentes con los reportados para otras 
especies de Rubiaceae (Metcalfe & Chalk, 1950; 
Mantovani et al., 1995; Vieira & Gomes, 1995; 
Assis & Giuliette, 1999; Quinteiro et al., 2006; 
Arruda et al. 2010; Alexandrino et al., 2011; 

Fig. 3. Tallo de Heterophyllaea pustulata. A: Sector de tallo en vista superficial (MEB). B: Detalle de la 
epidermis sobre cavidad lisígena con tricomas (MEB). C: Sección de tallo (MEB). D: Detalle de tricomas 
(MEB). E: Transcorte de tallo (MO). F: Sección de tallo joven mostrando los tejidos (MO). G: Detalle de un 
sector del tallo (MO). Abreviaturas= ca: cambium; cl: cavidad lisígena; co: colénquima; ep: epidermis; fl: 
floema; pc: parénquima clorofiliano; pm: parénquima medular; tr: tricoma; xi: xilema. Escalas= D: 30 µm; E, 
F, G: 200 µm.
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Moraes et al., 2011; Zini et al., 2016; Campbell 
et al., 2018). 

La variabilidad en la arquitectura de la cutícula 
en Rubiaceae constituye un carácter de valor 
diagnóstico utilizado para diferenciar géneros 
(Kocsis et al. 2004; Quinteiro et al., 2006; 
Alexandrino et al., 2011; Moraes et al., 2011), o 
especies (Moraes et al., 2009). En este trabajo, se 
describe por primera vez la ornamentación estriada 
de la epidermis de H. pustulata, se desconoce el 
valor diagnóstico a nivel específico por cuanto 
aún no se realizaron estudios anatómicos en la 
otra especie de Heterophyllaeae, H. lycioides, 
futuros trabajos deberían dilucidar este aspecto. 
Siendo la epidermis potencialmente importante 
para identificar las especies vegetales (Rosati, 
1991) es fundamental conocer la organización de 
la cutícula y considerando su alta resistencia al 
proceso de masticación y digestión podría ser de 
utilidad en un análisis microhistológico. 

La presencia de tricomas ha sido reportada 
para varias especies de Rubiaceae (Alexandrino 
et al., 2011), los mismos protegen a las hojas de 
la excesiva radiación, actúan a modo de barrera 
mecánica contra las temperaturas extremas, 
alta intensidad lumínica y perdida excesiva 
de agua (Werker, 2000; Bieras & Sajo, 2009). 
Estas características corresponden al tipo 
de hábitat de la especie estudiada, dado que 
habita frecuentemente en lugares expuestos, 
principalmente de pastizales de altura.

La presencia constante de cristales es 
determinante para definir grupos taxonómicos 
(Webb, 1999), así se informa que son frecuentes 
en Rubiaceae, a veces presentan uno o más tipos 
según la especie o género (Arruda et al., 2010; 
Alexandrino et al., 2011; Moraes et al., 2011; 
Rodríguez Teixeira et al., 2016; Zini et al., 
2016). En Heterophyllaea pustulata se observan 
dos tipos de cristales. Existen diversas funciones 
de estas estructuras, entre ellas Mantovani et 
al. (1995) consideran que podrían promover la 
defensa contra los herbívoros, Volk et al. (2002) 
que intervienen como nutrientes o reservas 
minerales de la planta, Pereira et al. (2003) que 
pueden actuar a modo de lentes, convergiendo los 
rayos luminosos hacia el interior del mesófilo. 

En la estructura del tallo se destacan la 
epidermis con cutícula ornamentada con 
estrías y tricomas unicelulares, estos caracteres 

morfológicos no habrían sido descritos por Tourn 
(1981); los restantes tejidos subepidérmicos 
presentan un patrón de distribución característico 
de las dicotiledóneas (Fahn, 1990) y son 
frecuentes en otras especies de Rubiaceae.

Las cavidades lisígenas constituyen un carácter 
propio del género Heterophyllaea (Bacigalupo, 
1993), aunque la composición química de su 
contenido es aún desconocida y por lo tanto 
no se puede asociar con los principios activos 
responsables de la fototoxicidad que producen 
las dos especies de éste género (Núñez-Montoya 
et al., 2006; Dimmer et al., 2017).

Los resultados indican que Heterophyllaea 
pustulata presenta una gran cantidad de 
caracteres anatómicos compartidos con otras 
especies de Rubiaceae, sin embargo el margen 
microdenticulado de las hojas, epidermis con 
cutícula estriada en hojas y tallos jóvenes, 
tricomas simples eglandulares, mesófilo con 
rafidios y drusas y cavidades lisígenas en 
todos los órganos de la planta, podrían facilitar 
la identificación de esta especie en estudios 
anatómicos y microhistológicos. 

contrIbucIón de loS autoreS

JFM y OGM planificaron el estudio, LAC y 
JFM realizaron trabajo de campo y seleccionaron 
las muestras. ZJA logró la obtención de plántulas 
mediante cultivos in vitro. SCG, OGM y MMA 
lograron las muestras histológicas, sus imágenes 
e interpretaciones. Todos los autores participaron 
en la redacción del manuscrito.
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