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RESUMEN: El objetivo de la presente contribucion fue estudiar, la epidermis de las
hojas y los granos de polen de G. achalensis (Hieron. ex Gilg) T.N.Ho et S.W.Liu, G.
parviflora (Griseb.) T.N. Ho, G. florida (Griseb.) Holub y G. cosmantha (Griseb.) J.S.
Pringle a fin de diferenciarlas cuando las mismas se encuentren fragmentadas. Las
determinaciones micrograficas fueron realizadas con microscopia optica (MO) y MEB.
Los caracteres de valor diagnostico para diferenciar los 4 taxones son: patréon de
distribucion de los estomas, espaciamiento de las estrias cuticulares, estructura de la
exina y diametros polary ecuatorial, asi mismo fueron calculados el indice de estomas 'y
empalizada.
Palabras clave: Gentianella, analisis micrografico, epidermis, granos de polen

SUMMARY: The aim of the present contribution was to study the epidermis of the
leaves and pollen grains of G. achalensis (Hieron. ex Gilg) T.N.Ho et S.W.Liu, G.
parviflora (Griseb.) T.N. Ho, G. florida (Griseb.) Holub y G. cosmantha (Griseb.) J.S.
Pringle., in order to stablish differencial characters. The micrographic analysis were
carried out with optic microscope (MO) and scanning electronic microscope (MEB).
The diagnostic characters considered for the differentiation of the four taxons of
Gentianella were: distribution pattern of stomata, spacing of the cuticular striations,
structure of the exine, polar and equatorial diameters and also stomatal index and
palisade ratio were calculated. These features provide a start point to quality control for
commercial samples of Gentianella spp.
Keywords: Gentianella, micrographic analysis, epidermis, polen grains

INTRODUCCION

El género Gentianella Moench (Gentianaceae) esta representado en Argentina por
unas 28 especies que habitan preferentemente en la region andina. (Zuloaga y
Morrone, 1999).

Las partes aéreas (vegetativa y floral) de algunas de las especies de Gentianella
Moench (Gentianaceae), procedentes de diferentes provincias del centro y oeste del
pais, son utilizadas con fines medicinales y en la elaboracion de bebidas a base de
hierbas denominadas “amargos”. Muchas de ellas son conocidas bajo los mismos
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nombres vulgares: “pasto amargo” o “pasto blanco” “agenciana” y se comercializan
bajo el nombre de “nencia”.

En la Argentina so6lo dos especies de Gentianella, G. multicaulis (= G. achalensis), y
Gentianella parviflora han sido fitoquimica y farmacoldgicamente estudiadas
(Nadinic et al., 1997; Nadinic, 2000; Rosella, 2008), estableciéndose que las “nencias”
comercializadas se corresponden con las caracteristicas botanicas y fitoquimicas de G.
multicaulis. Sinembargo, la presencia de otras especies del mismo género en muestras
comerciales no ha podido ser descartada, especialmente si tenemos en cuenta la
similitud morfoldgica de todas ellas, que comparten el mismo habitat y que varias
especies de Gentianella son conocidas con los mismos nombres vulgares e idénticas
propiedades terapéuticas (Hyeronimus,1882; Dominguez, 1928). lo que facilitaria una
confusion al momento de larecoleccion de especies.

Si bien Barboza et al (2001) describieron anatémicamente con MO las hojas y tallos
G. achalensis y G. parviflora. Hasta el momento no existen otros datos botanicos que
permitan el reconocimiento o diferenciacion de Gentianella spp. cuando la droga se
encuentramolida o fragmentada para su comercializacion.

En la presente contribucidn se estudid, con microscopio optico (MO) y microscopio
electronico de barrido (MEB), la epidermis de las hojas y los granos de polen de
G.achalensis (Hieron. ex Gilg)T.N.Ho et S.W.Liu , G. parviflora (Griseb.)T.N. Ho,
G. florida (Griseb.) Holub y G.cosmantha (Griseb.)J.S.Pringle a fin de
diferenciarlas cuando ellas se encuentren fragmentadas.

MATERIALES Y METODOS

a) Material vegetal

Se analizaron materiales secos provenientes de las siguientes instituciones BAF,
LP, LPE y SI.

Gentianella multicaulis (Hieron. ex Gilg)T.N.Ho et S.W.Liu

Sin.: Gentiana achalensis Hieron. ex Gilg
Prov. Coérdoba: Department of Cordoba: Suquia, Martino (LPE 992). Department of
Punilla: Los Gigantes, Dawson 527 (LP); Sierra Grande, Cuesta de Copina, Hunziker
9504 (LP). Department of San Javier: cerca del pi¢ del Champaqui, alt. 2400 msm.,
Hunziker 9073 (LP), cumbre del Champaqui, 2800 msm., Hunziker 9046 (LP);
Rentzell, Von (SI 15208);. Department of San Alberto: Pampa de Achala, Remanso de
La loma Quemada, Rentzell, Von (SI 15172); Pampa de Achala, valles mas altos,
Rentzell, Von (SI 15228); Pampa de Achala, Rentzell Von (SI 15207). Department of
Calamuchita: Sierra de Comechingones, entre Villa Alpina y Champaqui, Sayago, ex
herb. General Fac. Cs. Ex. ,Fis. y Nat. Cérdoba 2449 (LP). Department of San Alberto:
La Posta, Filippa (LPE 999). Cerro de las Cuevas, Pastore 2023 (SI); Arévalo (LE 991);
Departement of Pringles: Estancia Grande, Vignati 580 (LP). Muestra comercial, sin
procedencia geografica, Platario (LPE 935).
Prov. Cérdoba: Department of San Javier: Sierra de Achala, Cerro Champaqui, Kurtz
6820 (isocotipo LP).paqui, Kurtz 6820 (isocotipo LP).
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G.cosmantha (Griseb.)J.S.Pringle
Prov. Catamarca: Department of. Andalgala: Cuesta del Clavillo, Filippa 44 (LPE)

Gentianella florida (Griseb.)Holub

Sin.: Gentiana florida Griseb.
Prov. Catamarca: Department of. Andalgala: Andalgala, elt. 2500 msm., Joergensen
1483 (SI). Prov. Jujuy: Department of Capital: Yala, cerros, Burkart et Troncoso
(S111348). Department of Capital, Sierra de Zapla, alt. 1600-1800 msm, Fabris 8264
(LP).Department of Santa Barbara: Frangietal 21706 (LP). Department of Tumbaya:
Volcén, Cabrera et al. 20497 (LP), Chulcayoe, Kiesling et al.. 1003 (LP). Prov. Salta:
Spegazzini 20830 (LP). Department of Santa Victoria: Los Toldos, cuesta Cerro
Bravo, Fabris et Crisci 7378 (LP). Prov. Tucuman: Department of Famailla: Villa
Nougués, alt. 1000 msm., Venturi 1710 (LP, SI).

Gentianella parviflora (Griseb.)T.N. Ho,

Sin.: Gentiana coerulescens var. parviflora Griseb., Gentiana galanderi Hieron,
nom. Nud., Gentiana parviflora Griseb.
Prov. Cérdoba: Department of San Alberto: Pampa de Achala,, Cabrera et al. 24848
(LP); Eskuche , 3/1947 (LP); Fabris 1066 (LP). Department of Punilla: El Cajon,
Sayago, ex herb. General Fac. Cs. Ex., Fis. y Nat. Céordoba 915 (LP); Los Gigantes,
Sayago, ex herb. General Fac. Cs. Ex., Fis. y Nat. Céordoba 935 (LP); Los Gigantes,
Vallecito y cerro de la Cruz, Sayago, ex herb. General Fac. Cs. Ex., Fis. y Nat.
Cordoba 1004 (LP). Department of Calamuchita: Sierra de Comechingones, entre
Villa Alpina y Champaqui, Sayago, ex herb. General Fac. Cs. Ex., Fis. y Nat. Cérdoba
668 (LP); Sierra Grande, cumbre de La Mesilla, Hunziker 9017 (LP).

b) Microscopia analitica
Equipos utilizados:

Las observaciones se efectuaron con microscopio estereoscopico Iroscope YZ-6
y un microscopio optico (MO) Olympus CH.

Los disefios originales se realizaron con microscopio optico (MO) Olympus CH,
equipado con tubo de dibujo Iroscope.

Las observaciones y fotomicrografias se efectuaron con un Jeol JSM-T100 del
Servicio de Microscopia Electronica de Barrido del Museo de La Plata.

Se empleo la simbologia de Metcalfe et Chalk (1983).

Observacion de epidermis foliar con microscopio optico (MO):
Diafanizacion y eliminacion de cutina

Las hojas de las especies de Gentianella analizadas fueron sometidas a un proceso
de diafanizacion y eliminacion de cutina, segun la técnica de Carpano et a/ (Carpano
etal., 1994; Spegazzini, 1999).
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Este procedimiento permitié visualizar las células y obtener los valores numéricos
proporcionales correspondientes a los indices de estomas (Salisbury, 1927) y empalizada
(Zomig y Weiss, 1925).

Determinaciondevaloresnuméricos omagnitudesproporcionales
-Determinaciondelindicedeestomas

Estadeterminacionserealizoenbaseal valornuméricodefinidopor Salisbury (1927)

Se trabajo con 25 muestras de hojas diafanizadas de Gentianella spp., para cada una de las
cuales se repitié el conteo de estomas y células epidérmicas en diez campos distintos y
seleccionados. Loscampos observados fuerondibujados mediante el tubo dedibujoenunidades
desuperficierepresentadasporcuadradosde 10cmdelado.

-Determinaciondelindicedeempalizada

Veinticinco muestras correspondientes a fragmentos de 5 mm de lado, de las hojas
diafanizadas de Gentianellaspp. fueronexaminadosenvision frontal oadaxial. Deestamanera,
las células en empalizada aparecen como pequenos circulos por debajo de las células
epidérmicas.

Se efectuaron observaciones microscopicas de 5 campos para cada muestra, realizandose los
disefoscorrespondientesconeltubodedibujo,obteniéndoselos valores promedio.

Todoslosvaloresobtenidosde cadaparametroseexpresaronenrangos, promedio,moda(Mo)
ydesviacionestandar(s).

Observacion de epidermis foliar con microscopio electronico de barrido (MEB)

Las hojas secas de Gentianella spp. previamente hidratadas en agua, a temperatura
ambiente, se lavaron con agua destilada clorada y se fijaron en FAA (Etanol al 50% 67
ml, Acido acético glacial 17 ml, Formaldehido puro 16 ml) durante 48 horas.

Con ayuda del microscopio estereoscopico se secciond un pequefio trozo del
material, que fue secado sobre papel de filtro y montado sobre platina de aluminio,
donde se terminé el secado mediante la aplicacion de luz puntiforme. (Spegazzini,
1999).

Las observaciones y fotomicrografias se efectuaron con un MEB Jeol JSM-T100.

Laterminologia utilizada para describir la ornamentacion de la cuticula se basa en la
brindada por Wilkinson (1979).

Observacion de los granos de polen de G. parviflora con microscopio optico (MO)

Las muestras para la observacion con el MO de granos de polen provenientes de las
especies en estudio fueron acetolizados segtn el procedimiento de Erdtman (1952).
El montaje se efectué en gelatina glicerinada, sobre portaobjetos, sellados con
parafina, para su observacion con MO (Sanabria et al., 2007). La determinacion de la
forma y medidas se efectud sobre 60 granos acetolizados, treinta en vista polar y
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treinta en vista ecuatorial (Orsini et al., 2006). Se evaluaron las siguientes variables,
determinandose para los didmetros ecuatorial y polar, el rango, media, moda (Mo) y
desviacion estandar (s):

- Didmetro mayor o eje ecuatorial (DE) en vista ecuatorial

- Diametro o eje polar (DP)

- Dimensiones: expresada como el producto DP x DE (en um)

- Ambito o forma del grano en vista polar. (AMB)

- Forma, definida de acuerdo a larelacion DP/DE (Erdtman 1952)

- Diametro de ora, (en la medida de los poros se indica primero el eje polar y luego el
ecuatorial).

- Espesor dela exina (en um)

Paralelamente, se efectuaron preparados de granos de polen no procesados
quimicamente, empleando la técnica de Wodehouse (1935), para compararlos con los
acetolizados.

Laterminologia palinologica empleada se ajusta ala de Puntetal. (1994).

Observacion de granos de polen _con microscopio electronico de barrido (MEB)

Los granos de polen provenientes de Gentianella spp., sin acetolizar, fueron lavados
con alcohol absoluto. Posteriormente los materiales se montaron y secaron sobre una
platina de aluminio y se cubrieron con una capa de oro/paladio (Au/Pd) en relacion
9:1, hasta un espesor aproximado de 15 nm, en una ionizadora Denton Vacuum Desk
I, observandose y fotografiandose luego con un MEB ya descrito en 5.2.1 (Orsini et
al.,2006)

RESULTADOS

Las caracteristicas de la epidermis foliar y de los granos de polen, asi como las
dimensiones y magnitudes proporcionales se resumen en las Tablas 1y 2.

En la Figura 1 se observa la epidermis adaxial de las hojas de las cuatro especies de
Gentianella.

La Figura 2 resume las caracteristicas de sus epidermis foliares abaxiales.

En la Figura 3 pueden apreciarse los granos de polen, en vista polar y ecuatorial, asi
como el detalle de la exina observados al MEB.

Los tipos de estomas presentes se esquematizan en las Figuras 1y 2.

11
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Figura 1. Epidermis adaxial de Gentianella spp.
G. multicaulis: (1). Obs. M.O.; (2) Obs. MEB - G. parviflora: (3) Obs. M.O.; (4) Obs. MEB
G.cosmantha: (5) Obs. M.O.; (6) Obs. MEB - G. florida: (7) Obs. M.O.; (8) Obs. MEB
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8 100 um

Figura 2. Epidermis abaxial de Gentianella spp.

G. multicaulis: (1). Obs. M.O.; (2) Obs. MEB - G. parviflora: (3) Obs. M.O.; (4)
Obs. MEB

G.cosmantha: (5) Obs. M.O.; (6) Obs. MEB - G. florida: (7) Obs. M.O.; (8)
Obs. MEB

13
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Figura 3. Granos de polen de Gentianella spp.

. multicaulis: (1). Vista polar.; (2) vista ecuatorial; (3) Detalle de la exina
. parviflora: (4). Vista polar.; (5) vista ecuatorial; (6) Detalle de la exina
G.cosmantha: (7). Vista polar.; (8) vista ecuatorial; (9) Detalle de la exina

G, florida: (1). Vista polar.; (10) vista ecuatorial; (11) Detalle de la exina (12}

14
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DISCUSION

Para lograr la identificacion botanica de una especie, se recurre a la observacion de
diversos caracteres macro y microscopicos y a la determinacion cuantitativa de
distintas variables (magnitudes proporcionales), analizandolos luego en forma
complementaria.

Los distintos caracteres morfoldgicos, tales como la distribucion de los estomas en
una o ambas superficies foliares, tipo de estomas, contorno de las células epidérmicas,
presencia de cuticula tienen también un importante valor diagnostico.

Respecto al analisis palinologico, las caracteristicas de los granos de polen, en
especial de la exina, constituyen un importante caracter diagnostico.

Tradicionalmente se ha hecho hincapi¢ en el numero de aberturas, estructura y
ornamentacion de la exina, forma y tamafo del grano y ancho de los mesocolpios. Es
conveniente destacar que las observaciones cualitativas de granos no acetolizados al
MEB complementan el analisis cuantitativo de granos acetolizados y observados al
MO; las diferencias en el tratamiento para ambos tipos de observaciones, hacen que las
medidas de los dos métodos no sean comparables (Orsini et al., 2006).

Respecto a la ornamentacion de la exina, en nuestro caso nos interesa especialmente
la reticulada, definiendo un reticulo como un patrén tipo red, cuyas aristas (muri)
encierran espacios de diferente tamaiio y forma (lumina); El reticulo simple es una red
unica donde cada lumen puede ser perforado (en granos semitectados) o no (en granos
tectados).

Otros aspectos a tener en cuenta en el analisis del polen, son la polaridad, la
determinacion de los diametros polar y ecuatorial, las caracteristicas de las aberturas
presentes, la forma, definida por la relacion DP/DE, y el tamafio (Mercado Gémez,
2008).

La cuticula de las hojas es ornamentada en todos los casos. El tipo de hojas permite
diferenciar G. multicaulis (= G. achalensis) y G. cosmantha, ambas anfiestomaticas,
de G. parviflora y G. florida, que presentan hojas hipostomaticas. (Rosella et al.,
2007ay2007b).

Los indices estomdtico y de empalizada han mostrado ser caracteres estables, en
especial el indice de empalizada. Si bien, no permiten por si solos establecer la
identidad de estas especies, son utiles para complementar los datos morfolégicos. Los
resultados muestran que son un caracter diagnostico de interés, concordando con las
observaciones de Zorning y Weiss, 1925 y con las de otros autores como Spegazzini,
(1999), Gatelli, (2007) y Colares y Arambarri, (2008). En este caso, G. parviflora
muestra un indice de estomas netamente diferente de las otras tres especies.

La presencia de granos de polen de forma esferoidal y presencia de costae colpi
caracteriza a G. multicaulis. La forma esferoidal y ausencia de costae colpi permite
diferenciar a G. parviflora de las otras tres especies (Rosella et al., 2003; Rosella et al.,
2007a y 2007 b). La forma oblato esferoidal y la presencia de limenes con
microgranulos en G. florida, la diferenciade G. cosmantha y de las otras dos especies.
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CONCLUSIONES

Con el nombre vulgar de “pasto amargo” son conocidas una serie de especies
pertenecientes al género Gentianella, utilizadas como hepatoprotectores y también en
la elaboracion de bebidas a base de hierbas conocidas como “amargos”.

Botanicamente, las cuatro especies de Gentianella pueden ser identificadas por la
combinacion de cuatro caracteres: tipo de hojas, indice de estomas, indice de
empalizada y caracteristicas de los granos de polen.

Si tenemos en cuenta que se utilizan las partes aéreas en flor de estas especies, la
observacion microscopica de las hojas y de la exina en el grano de polen son
caracteristicas diferenciales importantes en su reconocimiento. La observacion de los
caracteres diagnosticos mencionados y la determinacion de las magnitudes
proporcionales son fundamentales en la identificacion de estas especies, ya sea en
forma individual o cuando se hallan en mezcla.
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