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RESUMEN

Se describe la anatomia foliar de las especies Gaiadendron punctatum y Tripodanthus belmirensis, al objeto de estudiar posibles caracteres
que permitan una identificacién precisa de estos dos géneros de la familia Loranthaceae, de habito arbustivo o arbéreo. Las muestras
se procesaron y sometieron a tincién con técnicas cldsicas para su observacién al microscopio 6ptico. Ambas especies presentaron
similitudes como una epidermis monoestratificada y estomas de tipo rubidceo. Sin embargo, se observé una composicién anatémica
claramente diferenciada en aspectos como el meséfilo, forma y ubicacién de las células epidérmicas y la presencia de acumulaciones
de stber en G. punctatum o idioblastos abundantes en T. belmirensis. Se construy6 una clave dicotémica para la determinacién de
especies con base en caracteres anatémicos de la hoja entre las especies del género Tripodanthus y G. punctatum, ademds se discute
brevemente el uso de caracteres anatémicos en la determinacién y soporte de entidades taxonémicas diferenciables dentro de la
familia Loranthaceae.

Palabras clave: Colombia, epidermis, plantas hemiparasitas, Santalales, tejidos vegetales.

ABSTRACT

Leaf anatomy of Gaiadendron punctatum and Tripodanthus belmirensis species is described with the aim of exploring possible characters
thatallow a precise identification of these two genera, characterized by tree or shrub habit, belonging to Loranthaceae family. Samples
were processed and stained with routine techniques for observation on optical microscope. Both species showed similarities, such
as one-layered epidermis and rubiaceous type stomata. However, a different anatomic composition was observed in aspects such
as: mesophyll, position and shape of epidermic cells and presence of suber accumulations in G. punctatum, or numerous idioblasts
in T. belmirensis. A dichotomous key was constructed for species determination based on anatomical leaf characters, between the
species of genus Tripodanthus and G. punctatum. Furthermore, the use of anatomical characters in determination and support of
distinguishable taxonomical entities inside Loranthaceae is also briefly discussed.

Keywords: Colombia, epidermis, hemiparasitic plants, plant tissues, Santalales.
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INTRODUCCION

La familia Loranthaceae estd compuesta por plantas
hemipardasitas de regiones tropicales y subtropicales (Heide-
Jorgensen, 2008). Esta familia agrupa 77 génerosy 950 especies
aproximadamente (Stevens, 2012), en Colombia se encuentra
representada por 11 géneros y 66 especies, siendo endémicas
23 (Duefias-Gémez, 2016), encontrdndose el habito arbéreo y
arbustivo solo en los géneros Gaiadendron G. Don y Tripodanthus
(Eichler) Tiegh. (Amico et al., 2012; Duefias-Gémez, 2016).

Gaiadendron estd compuesto por dos especies (Kuijt,
2013), de las cuales sélo se ha registrado Gaiadendron
punctatum (Ruiz & Pav.) G. Don para Colombia, la cual se
distribuye desde Nicaragua hasta Bolivia (Kuijt y Hansen,
2015). Gaiadendron punctatum es considerada muy variable
en aspectos como tamafio de la flor, color de la corola y
modo de parasitismo (Kuijt y Lye, 2005a), ademds presenta
un amplio rango altitudinal en su distribucién (Kuijt, 2009).

Tripodanthus, otro de los géneros existentes en Colombia,
estd compuesto por tres especies aceptadas: Tripodanthus
acutifolivs (Ruiz & Pav.) Tiegh., T. belmirensis F.)J. Roldan
& Kuijt y T. flagellaris (Cham. & Schltdl.) Tiegh. (Kuijt,
2013). Tripodanthus acutifolius se distribuye ampliamente en
Suramérica, mientras que T. flagellaris se restringe al sur del
continente (Amico et al., 2012). Tripodanthus belmirensis es
endémica de Colombia y solo se ha registrado para el norte
del departamento de Antioquia (Roldan y Kuijt, 2005)
y colectada en el norte del departamento de Caldas, en
altitudes entre 3000-3550 m s.n.m. durante las exploraciones
realizadas en el programa de delimitacién de paramos, de
cuya muestra se obtuvo material para esta investigacién.

La familia Loranthaceae exhibe diferentes modos de
hemiparasitismo donde el haustorio se puede unir a
diferentes estructuras de la planta hospedera y este se puede
desarrollar de forma subterranea (Kuijt y Hansen, 2015) o
aérea (Kuijt, 1963).

Debido a la biologia de estas plantas, los estudios
que involucran caracteres anatémicos en las especies
de Loranthaceae se han centrado principalmente en las
estructuras asociadas al proceso de parasitismo, donde se
destacan los estudios de Kuijt (1965), Fineran y Hocking
(1983), Mauseth et al. (1984), Beyer et al. (1989), Dzerefos
y Witkowsk (1997), Kuijt y Lye (2005b). Algunos trabajos
ademds han demostrado que los caracteres anatémicos
foliares son de utilidad para complementar las descripciones
de los taxones y facilitar la identificacién de las especies al
interior de la familia Loranthaceae (Sosa, 2003; Mbagwu et
al., 2009; Gémez-Sanchez et al., 2011; Shahi Shawon et al.,
2012; Waly, 2013; Ibrahim et al., 2015). Sin embargo, estas
investigaciones no son muy abundantes.

En el trabajo de Sosa (2003) se describe la anatomia
foliar de T. acutifolius y T. flagellaris, validando las descripciones
anatémicas de T. flagellaris realizadas por Varela y Gurni
(1998). Respecto a G. punctatum, esta especie ha sido
parcialmente estudiada a nivel anatémico en trabajos como

el de Kuijt (1965) donde se describen los haustorios y 6rganos
relacionados o el de Kuijt y Lye (2005a) donde se realiza un
primer acercamiento al esclerénquima foliar de esta especie.
El objetivo de la presente investigacién es describir la
anatomia foliar de las especies Gaiadendron punctatum y
Tripodanthus belmirensis, taxones que ocurren en la misma
localidad y que presentan un modo de parasitismo
subterrdneo (Vidal-Russell y Nickrent, 2008), al objeto de
obtener posibles caracteres que permitan una determinacién
taxondémica precisa y con ello evidenciar las similitudes y
diferencias en cuanto a su construccién anatdémica.

MATERIALES Y METODOS
Partes aéreas obtenidas de Gaiadendron punctatum (Fig. 1A)
y Tripodanthus belmirensis (Fig. 1B) se recolectaron en el
departamento de Caldas, municipio de Salamina, vereda
Valle Alto, Corregimiento San Félix, (5°20’36,89”N
75°17°8,81”W), ubicado a una altitud 3509 msnm. Las
muestras botdnicas testigo se depositaron en el Herbario
de la Universidad de Antioquia (HUA), bajo los nimeros
de coleccién Murillo 71 (HUA-209204) para G. punctatum
y Murillo 72 (HUA-209205) para T. belmirensis. Estas
colecciones se realizaron bajo el Permiso Marco No. 0524,
otorgado por la ANLA a la Universidad de Antioquia.

Cinco hojas de cada especie se seccionaron y preservaron
en FAA (formol-alcohol-acido acético) y posteriormente
se almacenaron en solucion de mantenimiento vy
ablandamiento (Etanol-Glicerol). Los cortes de 0,5 cm
de longitud aproximadamente se realizaron en la regién
medial de las hojas y luego se fijaron y preservaron. Los
cortes se deshidrataron en una serie de alcoholes en grado
ascendente (Ruzin, 1999) y posteriormente aclarados con
Histochoice®. Al finalizar el aclaramiento, las muestras
fueron embebidas en parafina, durante 16 horas a 55°
C y se obtuvieron secciones transversales con espesor de
7um, para lo cual se utilizé6 un micrétomo rotatorio Leica
RM2125. Para cada una de las hojas se realizé un corte y su
respectiva descripcién anatémica.

Las secciones obtenidas se colorearon con Safranina O/
Azul de Alcian durante 24 horas segtin Tolivia y Tolivia (1987).
Las secciones también se sometieron a la tincién del 4cido

Figura 1. Especimenes recolectados en este estudio. (A) Gaiadendron
punctatum; (B) Tripodanthus belmirensis.
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peryédico de Schiff (PAS) y toluidina 4cida segin Yeung y
Saxena (2005) y Ruzin (1999) respectivamente. Se realizaron
ademds cortes a mano alzada para observar las estructuras
asociadas a la epidermis y se colorearon con Safranina O
y Azul de Alcian. Posterior a la coloracién y a las pruebas
histoquimicas, las secciones se observaron en microscopio
foténico Olympus BH-2y se tomaron las fotografias utilizando
una cdmara digital Olympus E-620. La descripcién general
de la morfologia externa de las hojas se realizé siguiendo la
terminologia propuesta por Ellis et al. (2009).

RESULTADOS

Morfologia externa

Las hojas de ambas especies son simples, opuestas,
simétricas en la regién apical, medial y basal, no lobuladas,
de margen entero, glabras y de superficie suave, de color
verde-oliva a verde-amarillas. Los peciolos en ambas
especies son acanalados y se encuentran unidos a la lamina
de forma marginal, con longitudes que varian entre 0,7-
1,1 cm en G. punctatum y 0,3-0,4 cm en T. belmirensis. Las
l[dminas de ambas especies son microfilas de forma eliptica,
ocasionalmente eliptico-obovadas para T. belmirensis.

Las hojas de G. punctatum presentan una longitud entre
5,2-5,8 cm y 2-2,3 cm de ancho y una relacién L/A: 2,53,
mientras que las hojas de T. belmirensis miden entre 3,6-4,5
cm de longitud y 2-2,3 cm de ancho, con una relacién L/A:
1,93. La forma de los dpices en ambas especies es siempre
aguday recta. La base foliar en G. punctatum es aguda y recta,
mientras que en T. belmirensis, puede ser aguda u obtusa. La
venacién en las dos especies es pinnada y el sistema de venas
secundarias y terciarias no se detalla a simple vista debido
al grosor de las laminas foliares. En el envés de la hoja de
G. punctatum se observan puntos de apariencia necrética o
glandular, los cuales no se encuentran en T. belmirensis.

Anatomia foliar

Epidermis

La epidermis de ambas especies es monoestratificada, pero
difiere en que las células epidérmicas de G. punctatum tienen
forma de cufia en ambas caras de la hoja con células de mayor
tamario en la cara adaxial, mientras que en T. belmirensis |as células
epidérmicas son cuadrangulares con bordes marcadamente
redondeados y de tamafio muy similar en ambas caras de la
hoja (Figs. 2Cy 2D, Figs. 3Ay 3B, Figs. 4Ay 4B).

Figura 2. Secciones transversales de hojas de Gaiadendron punctatumy Tripodanthus belmirensis, ilustrando algunas de sus caracteristicas anatémicas.
(A) Parte media de la lamina foliar de G. punctatum, Safranina O-Alcian Blue; (B) Parte media de la [dmina foliar de T. belmirensis. Safranina O-Alcian
Blue; (C) Capas del meséfilo en G. punctatum. Safranina O-Alcian Blue; (D) Capas del meséfilo en T. belmirensis. Safranina O-Alcian Blue; (E)
Nervadura principal con la coloracién de PAS de G. punctatum; (F) nervadura principal con la coloracién de PAS de T. belmirensis. POL= ldioblastos
con acumulacién de polifenoles, PE= Parénquima de empalizada, PS= Parénquima esponjoso, XlI= Xilema, FL= Floema, PR= Parénquima radio-
medular, BR= Braquiesclereidas, COL= Colénquima, SUB= Stiber. Escala en micrémetros (um): 1A-1B= 200, 1C= 100, 1D= 50, 1E-1F=100.
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Las hojas de G. punctatum son hipostématicas mientras
que las hojas de T. belmirensis son anfiestomdticas. Con
relacién a los complejos estomdticos, estos son de tipo
rubidceo (o paracitico) en ambas especies (Fig. 3F). La
cuticula de G. punctatum es comparativamente mds gruesa
que la desarrollada por T. belmirensis, siendo el grosor de
esta capa similar en ambas caras para esta udltima especie
(Figs. 3A, 3B, 4A y 4B). En ambas especies la epidermis
carece de indumento o estructuras glandulares y no se
observan patrones de ornamentacién en la cuticula, aunque
se encuentran acumulaciones de stiber que forman puntos
oscuros en el envés de las hojas de G. punctatum (Figs. 2A,
2C, 3A, 3Cy 3E).

Sistema fundamental

El meséfilo de G. punctatum es dorsiventral, bifaciado y
constituido por parénquima fotosintético de empalizada en dos
estratos, mientras que el parénquima fotosintético esponjoso
ocupa cerca del 70% de este (Fig. 2C, 3A). En Tripodanthus
belmirensis no existe una clara diferenciacién del mesdfilo,
observandose una estructura equifacial (Figs. 2D y 3B).

El meséfilode T. belmirensis presenta abundantesidioblastos
de forma rectangular conteniendo compuestos fendlicos,
los cuales se encuentran ocupando entre el 70-80% del 4rea
foliar (Figs. 2B, 2D y 3B). Hacia el centro de la hoja se ubica
una capa delgada de tejido parenquimdtico no acumulador,
conformado por células mas o menos isodiamétricas que
unen los haces vasculares y las capas de idioblastos (Fig. 2D).

Sistema vascular

Los haces vasculares son colaterales para ambas especies,
encontrandose el xilema orientado hacia la cara adaxial y
el floema en la abaxial. La nervadura principal se compone
de tres casquetes de floema y xilema (Figs. 2E y 2F). En
esta porcion de la [dmina, la diferencia entre las especies se
encuentra en la zona del floema, donde se puede observar
de adentro hacia afuera una serie de capas de parénquima
radio-medular, esclerénquima de paredes delgadas vy
braquiesclereidas de paredes engrosadas asociadas al
floema en el caso de G. punctatum (Fig. 2E), mientras que en
T. belmirensis las braquiesclereidas son reemplazadas por un
casquete de colénquima anular (Fig. 3D).

Figura 3. Secciones transversales y longitudinales de hojas de Gaiadendron punctatum y Tripodanthus belmirensis. (A) Detalles de la epidermis en G.
punctatum, Safranina O-Alcian Blue; (B) Detalles de la epidermis en T. belmirensis, Safranina O-Alcian Blue; (C) Acumulacién de stber con la coloracién de
PAS en G. punctatum; (D) Haz vascular en T. belmirensis, Safranina O-Alcian Blue; (E) Corte transversal de acumulacién de stber en G. punctatum, Safranina
O-Alcian Blue; (F) Estoma paracitico en cara abaxial de T. belmirensis, Safranina O-Alcian Blue. EP= Epidermis, CU= Cuticula, POL= Idioblastos con
acumulacién de polifenoles, XI= Xilema, FL= Floema, COL= Colénquima, SUB= Stiber. Escala en micrémetros (um): 2A= 100, 2B-2F= 50.
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En la Tabla 1 se describen las principales diferencias
encontradas en este estudio en cuanto a la anatomia foliar
entre G. punctatum y T. belmirensis.

Figura 4. Detalle de la epidermis y cuticula de la cara adaxial
de la hoja de las especies estudiadas. (A) Gaiadendron punctatum; (B)
Tripodanthus belmirensis. CU= Cuticula, EP= Epidermis, PE= Parénquima
de empalizada, POL= Idioblastos con acumulacién de polifenoles.
Escala en micrémetros (pm): 4A= 100, 4B= 50.

Tabla 1. Caracteristicas anatémicas foliares comparativas entre G.
punctatum y T. belmirensis.

Gaiadendron punctatum  Tripodanthus belmirensis

Células con forma de Células cuadrangulares

Epidermis cufia y de mayor tamafio e isodiamétricas en haz
en el haz y envés
; Delgada, de igual tamafio
Cuticula Mayor grosor en el haz gada, ,g
en hazy envés
Estomas Hipostomadticas Anfiestomdticas

Accesorios en

. . Puntos de suber
la epidermis

Ninguno

Estratificacién  Parénquima en empali-

del meséfilo  zaday esponjoso No estratificado

Con braquiesclereidas ~ Con colénquima aso-

Haz vascular . .
asociadas ciado

DISCUSION

Algunos de los caracteres anatémicos descritos aqui para T.
belmirensis son similares a los reportados en Varela y Gurni
(1998) ySosa (2003) para Tripodanthus acutifoliusy T. flagellaris,
las dos especies restantes de este género. Las similitudes
encontradas para las tres especies, de acuerdo con los
trabajos previos y a los hallazgos de esta investigacion, estdn
constituidas por el desarrollo de cuticula monoestratificada,
estomas de tipo rubidceo, mesdéfilo isobilateral formado por
dos a tres capas de células irregulares y haces vasculares
rodeados por células de parénquima.

De acuerdo con Amico etal. (2012), analisis morfoldgicos
foliares realizados para T. belmirensis y T. acutifolius no
permiten una diferenciacién entre las dos especies, por lo
que los autores plantearon si T. belmirensis constituye una
especie nueva o una variedad de T. acutifolius.

En este trabajo se reportan caracteres anatémicos
que permiten discriminar a T. belmirensis de las otras dos
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especies del género Tripodanthus, los cuales se mencionan a
continuacién:

Presencia de fibras asociadas a los haces vasculares
en T. acutifolius y T. flagellaris (Sosa, 2003).

Presencia de paquetes de colénquima asociados al
xilema y floema en T. belmirensis.

Presencia de cavidades lisigenas solo en T. acutifolius
(Sosa, 2003)

Presencia de abundantes idioblastos en T. belmirensis.

Con base en las diferencias encontradas en este trabajo
para T. belmirensis y a partir de los trabajos de Varela y Gurni
(1998) y Sosa (2003), se presenta una clave dicotémica,
la cual permite diferenciar a Gaiadendron punctatum y a las
especies del género Tripodanthus.

Clave dicotémica para la determinacién de especimenes
de Gaiadendron punctatumy el género Tripodanthus
1. Meséfilo sin estratificacién en parénquima fotosintético y

ESPONJOSO ..ttt 2
1. Meséfilo estratificado en parénquima fotosintético y de
empalizada ........cccooniiiiini Gaiadendron punctatum
2. Hojas sin cavidades lisigenas...........ccccocovniiiiiiiinnnn. 3
2. Hojas con cavidades lisigenas en el envés. ..... Tripodanthus
acutifolius

3. Hojas sin acumulaciones notorias de idioblastos ...........
Tripodanthus flagellaris

3. Hojas con acumulaciones notorias de idioblastos con
compuestos fendlicos .........c..cceeen. Tripodanthus belmirensis

En trabajos como el de Sosa (2003), se ha planteado
que la forma isobilateral del meséfilo es la mas comtn
en la familia Loranthaceae. Sin embargo, es evidente la
estratificacién de las capas del meséfilo en G. punctatum;
autores como Gémez-Sanchez et al. (2011) y Waly (2013)
han usado la estratificacién del meséfilo como un carédcter
para discriminar entre taxones de Loranthaceae.

Caracteristicas como mesdfilo no estratificado,
colénquima o esclerénquima asociado a los haces vasculares,
estdn reportados en la literatura para algunas especies del
orden Santalales (Barlow 1997; Gémez-Sanchezetal., 2011,
Kuijt y Hansen, 2015) y estos caracteres estan presentes en
los dos géneros abordados en la presente investigacién.

CONCLUSIONES

La presencia de puntos en el envés foliar de G. punctatum,
descritos en ocasiones como glandulas, ha sido utilizado
como uno de los caracteres diagndsticos de la especie.
Las observaciones de este trabajo indican que estas
estructuras no presentan una cavidad definida o estructura
secretora como tal, por el contrario, estas corresponden
histolégicamente a acumulaciones de siber conocido
también como corcho.
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Varios caracteres anatémicos evaluados en este estudio
permiten la diferenciacién entre especies de los géneros
Gaiadendron 'y Tripodanthus. Es importante notar que la
anatomia descrita en trabajos anteriores para especies del
género Tripodanthus y las diferencias anatémicas foliares
descritas en esta investigacién soportan la separacién de T.
belmirensis como una entidad taxonémica distinguible de las
demas especies del género Tripodanthus.

La notable diferencia entre la anatomia foliar de estas dos
especies puede ser una evidencia mds para demostrar que si
bien la anatomia de las plantas esta intimamente ligada a la
ecologia de las mismas, su organizacién es reflejo también
de factores intrinsecos, ya que estas exhiben caracteristicas
muy diversas, aunque ocurren de forma simpatrica.
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