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Abstract. Leal, M.; M. 1. Mercado, A. S. Cuello, I. C. Zampini, G. I. Ponessa & M. I. Isla. 2023. Morpho-anatomy and
histochemistry of vegetative organs of Lycium humile (Solanaceae): adaptative traits to high altitude saline wetlands.
Darwiniana, nueva serie 11(2): 466-484.

Lycium humile Phil., is an extreme halophyte plant, endemic to Argentina, Bolivia, and Chile,
which grows between 2000 and 4000 m a.s.l. in saline wetlands environments. The aim of this
work is to identify morpho-anatomical and histochemical adaptive characteristics of the vegetative
organs of L. humile linked to its tolerance to extreme environments of high altitude saline wetlands,
in order to evaluate its potential as source of metabolites with commercial value or as source of
resistance genes related to abiotic stress tolerance. To carry out the analysis, during the period of
February 2018, samples were obtained from plants belonging to 4 populations of the species (5
individuals per population) located at the departments of Antofagasta de la Sierra, Santa Maria and
Ambato, province of Catamarca, Argentina. Leaf and stems were studied using histochemical tests,
conventional histological preparations and optical microscopy. Different foliar tissues were analyzed
by scanning electron microscopy coupled to elemental X-ray diffraction spectroscopy (EDS). The
leaves and stems of the analyzed populations showed uniform anatomical and histochemical features.
It was stated for the first time that the succulence of the leaf is reached by the folding of the tissues
evidenced in a tridimensional venation pattern. The presence of isolateral-radial mesophyll and aquifer
parenchyma is highlighted as a unique feature characteristic for the species. The glandular trichomes
and palisade parenchyma revealed complex contents of phenols, flavonoids, proteins, lipids, terpenes,
and alkaloids; while the outer layer of the cuticles presented phenolic, terpenic and lipidic deposits.
The EDS analysis showed crystalliferous idioblasts with high contents of Ca®>* and Na*. The stems
exhibited hypodermis and air chambers formed in the cortical and medullary layers. These anatomical
and histochemical characteristics of L. humile represent adaptive traits to saline high-altitude wetland
environments. Its functionality in relation to the environment and its potential as source of resistance
genes and metabolites interesting for the cosmetic and pharmaceutical industries are discussed.
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Resumen. Leal, M.; M. 1. Mercado, A. S. Cuello, I. C. Zampini, G. 1. Ponessa & M. 1. Isla. 2023. Morfo-anatomia e
histoquimica de 6rganos vegetativos de Lycium humile (Solanaceae): rasgos adaptativos a humedales salinos de altura.
Darwiniana, nueva serie 11(2): 466-484.

Lycium humile Phil., es una planta halo6fita extrema, endémica de Argentina, Bolivia y Chile, que
crece entre los 2000 y 4000 m s.m. en humedales salinos. El objetivo del presente trabajo es identificar
caracteres adaptativos, morfo-anatomicos e histoquimicos de organos vegetativos de L. humile
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M. LEAL ET AL. Adaptaciones de Lycium humile a humedales salinos de altura

relacionados a su tolerancia a ambientes extremos de humedales salinos de altura, con el fin de evaluar
su potencial como fuente de metabolitos de interés comercial o de genes relacionados a la tolerancia
a factores abidticos. Para llevar a cabo el analisis, durante el periodo de febrero 2018, se obtuvieron
muestras de plantas pertenecientes a 4 poblaciones (5 individuos por poblacion) ubicadas en los
departamentos de Antofagasta de la Sierra, Santa Maria y Ambato en la provincia de Catamarca,
Argentina. Hojas y tallos se estudiaron mediante técnicas histologicas convencionales y analisis
histoquimicos para microscopia Optica. Se realizaron también estudios de composicion elemental
de diferentes tejidos foliares mediante microscopia electronica de barrido acoplada a espectroscopia
elemental de difraccion de rayos X (EDX). Las hojas y tallos de las poblaciones estudiadas mostraron
caracteristicas anatomicas e histoquimicas uniformes. Se describe por primera vez como se alcanza
la suculencia de las hojas por el plegamiento de los tejidos evidenciado en un patrén de venacion
tridimensional. Se destaca la presencia de mesoéfilo isolateral-radial y parénquima acuifero como
caracteres unicos para la especie. Se evidencian tricomas glandulares y parénquima en empalizada
con contenidos complejos de fenoles, flavonoides, proteinas, lipidos, terpenos y alcaloides; asi como
depositos de fenoles, lipidos y terpenos en la capa externa de la cuticula. El andlisis EDX mostré
idioblastos cristaliferos ricos en contenidos de Ca*" y Na". Los tallos se caracterizaron por presentar
hipodermis y camaras de aire en los estratos corticales y medulares. Estos caracteres anatomicos e
histoquimicos de L. humile representan rasgos adaptativos a ambientes salinos de humedales de altura.
Se discute su funcion en relacion al ambiente y su potencial como fuente de genes de resistencia y de

metabolitos interesantes para la industria cosmética y farmacéutica.

Palabras clave. Anatomia; estrategia adaptativa; histologia; Lycium; morfologia.

INTRODUCCION

El género Lycium L. (tribu Lycieae Hunz.,
subfam. Solanoideae, Solanaceae), comprende
aproximadamente 97 especies lefiosas de
ambientes  aridos, semidridos y salobres
alrededor del mundo (Levin et al., 2011), algunas
ampliamente reconocidas por sus usos alimenticios
y medicinales (Yao et al., 2018). De estas especies,
27 se encuentran en Argentina (Bernardello, 2013).
Una de estas especies, Lycium humile Phil., es
conocida por varios nombres populares como
balsamo finito, champita, tomatillo, wicha, jume,
sacha uva o waycha. Se trata de un sub-arbusto de
hasta 20 cm de alto, que puede formar densas matas
con flores blancas pentameras solitarias y frutos
negros, de tipo baya, que pueden ser consumidos
como alimento (Rojas, 1991; Bahamonde et al.,
2012; Bernardello, 2013; Bernardello, 2015;
Cordero et al., 2020; Palchetti et al., 2021a).

Lycium humile es una especie halofita extrema,
endémica del altiplano en las regiones de Puna y
Prepuna de los Andes Centrales, donde crece entre
los 2000 y 4000 m s.m. en las provincias Argentinas
de Jujuy, Catamarca y Salta, en Bolivia y en Chile
(Bahamondes et al., 2012; Palchetti et al., 2021). Se
encuentra casi exclusivamente en vegas proximas
a salares de altura, constituyendo un componente
importante del ecosistema, en ambientes con alto

grado de salinidad, fluctuaciones de temperatura
extremas, escasas precipitaciones y alta radiacion
ultravioleta (Cabrera, 1957; Talamo et al., 2010;
Bahamondes et al., 2012; Fernandez et al., 2016;
Carilla et al., 2018; Palchetti et al., 2020, 2021a,
2021b).

Los miembros del género Lycium, entre ellos L.
humile, se caracterizan por presentar adaptaciones
al xerofitismo y halofitismo (Bernardello, 2013).
Metcalfe & Chalk (1972) citan para Lycium
antecedentes generales sobre la anatomia foliar
y caulinar. Por otra parte, Bernardello (1982),
describio la anatomia de hojas y tallos de 29
especies del género que habitan la Republica
Argentina y Chile, mencionando tallos con
sifonostelas anfifloicas, parénquima rico en arenas
de cristales, hojas generalmente anfiestomaticas
con diversos tipos de estomas, mesofilo dorsivental
u homogéneo y cuticula foliar mas gruesa en
especies que viven en zonas secas y salitrosas.
En tanto, Figueroa & Giménez (2015) sefalaron
para tallos de L. athium Bernardello, especie
endémica de la provincia de Formosa, algunas
adaptaciones al xerofitismo como elementos del
xilema de pequefias dimensiones y abundantes
fibras. Finalmente, Palchetti et al. (2015, 2021b) y
Rahman et al. (2021), describieron para L. humile
la acumulacion de acido abscisico y prolina en el
mesofilo y el desarrollo de parénquima acuifero
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como caracteres adaptativos al medio salino,
sugiriendo que se trata de una de las especies de
Solanaceae mas tolerante a la sal.

El cambio climatico y el calentamiento global
han acelerado la frecuencia y severidad de factores
de estrés abidtico como la sequia, la salinidad, la
radiacion ultravioleta y las altas temperaturas (Liu
et al., 2022). Se ha estimado que aproximadamente
el 70% de la reduccion del rendimiento de
cultivos importantes se debe al impacto de estos
factores ambientales (Wild, 2003). Este hecho,
sumado al crecimiento de la poblacion mundial
por el cual que se estima que para el afio 2050 se
necesitard un 70% mas de provision de alimentos
(Tilman et al., 2011), ha alertado sobre la
necesidad de encontrar alternativas que permitan
realizar cultivos tradicionales bajo condiciones
extremas de altas temperaturas, con poco riego,
ampliando las superficies de cultivo a suelos
empobrecidos, salinizados y poco favorables. En
este contexto, especies adaptadas a ambientes
extremos xéricos y salinos, como L. humile, que
desarrollan estrategias anatomicas y fisiologicas
para prosperar bajo condiciones de hipersalinidad,
con déficit hidrico, temperaturas extremas, baja
presion parcial de gases y alta radiacion UV (Fhan
& Cutler, 1992; Hashemm & Mohamed, 2020),
se presentan como modelos para comprender
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los mecanismos fisioldgicos, morfologicos y
moleculares de las respuestas al estrés, y como
fuentes para la seleccion de genes que permitan
mejorar la tolerancia de cultivos econémicamente
importantes (Ben Saad et al., 2010; Wani et al.,
2017; Carrar & Di lorio, 2022). Asi, el objetivo del
presente trabajo es identificar caracteres morfo-
anatomicos y fitoquimicos de 6rganos vegetativos
de L. humile asociados a la tolerancia a ambientes
extremos de humedales salinos, a fin de evaluar su
potencial como fuente de genes de resistencia para
cultivos de importancia agrondémica, asi como para
la obtencion de metabolitos de interés comercial
para la industria farmacéutica y cosmética.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal de L. humile fue colectado
en febrero de 2018 en 4 poblaciones provenientes
de las localidades de La Quebradita (poblacion
682) departamento Ambato, Loro Huasi (693)
departamento de Santa Maria y de las vegas
proximas al salar de Antofalla en las localidades de
Antofalla (poblacion 703) y Botijuela (poblacion
711) departamento de Antofagasta de la Sierra,
en la provincia de Catamarca, Argentina (Fig. 1).

Muestreo Lycium

Leyenda
A Cemo
) L. humile
O salar

200 km

Fig. 1. Lycium humile. A, sitios de muestreo de diferentes poblaciones. Adaptado de Google Earth, image Landsat/
Copernicus, Us Dept of State Geographer, ©Google. Figura en color en la version en linea https://www.ojs.darwin.edu.

ar/index.php/darwiniana/article/view/1151/1313
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Las dos ultimas localidades son consideradas como
ambientes hipersalinos por su proximidad al salar.
De cada poblacion se muestrearon 5 individuos
incluyendo ejemplares de referencia que fueron
depositados en la coleccion del INBIOFIV.
ARGENTINA. Catamarca. Depto. Ambato,
Loc. La Quebradita (28° 0 25,86S, 65° 50’ 56,
13” O, 3300 m s.m.), 22-11-2018 (fl), Cuello 682
(INBIOFIV). Depto. Santa Maria, Loc. Loro Huasi
(26° 43° 54,05 S, 66° 2’ 35,27 O, 3300 m s.m.),
22-11-2018 (fl), Cuello 693 (INBIOFIV). Depto.
Antofagasta de la Sierra, Loc. Antofalla (25° 31°
4,027 S, 67°37°4,74” O, 3300 m s.m.), 20-11-2018
(fl), Cuello 703 (INBIOFIV). Loc. Botijuela (25°
44’ 28,54” S, 67° 49’ 23,59” O, 3400 m s.m.),
20-11-2018 (fl), Cuello 711 (INBIOFIV).

Estudios morfo-anatémicos e histoquimicos.
Microscopia optica y fluorescencia

De los individuos de cada poblacion se tomaron
muestras de hojas y tallos aéreos. Parte de las
muestras se fijaron en FAA (formol, alcohol etilico,
acido acético, agua, 100:300:50:35, V/V), en tanto
otra parte del material se seco bajo sombra en un
cuarto con ventilacion o se utilizé fresco para el
estudio histoquimico.

Para estudios epidérmicos y de arquitectura
foliar, cinco hojas maduras de cada ejemplar
fueron diafanizadas (Dizeo de Strittmatter,
1973), posteriormente tefiidas con Violeta de
Cresil y montadas en agua glicerina (1:1, V/V)
(D’Ambrogio de Argiieso, 1986; Zarlavsky, 2014).
Las descripciones para establecer la arquitectura
foliar, vascularizacion, distribucion y tipo de
estomas se realizaron utilizando la terminologia de
Hickey (1979) y Ellis et al. (2009).

Para la caracterizacion anatomica, del material
fijado en FAA se realizaron cortes con microtomo
rotativo Microm HM 315 utilizando soportes de
cera odontologica (Mercado & Ponessa, 2021). Las
secciones obtenidas se decoloraron con hipoclorito
de sodio 50%, se lavaron sucesivas veces con
agua destilada, se tifieron con coloraciéon doble
sucesiva Azul Astra - Safranina y se montaron
en agua:glicerina (1:1, V/V) (D’Ambrogio de
Argiieso, 1986; Zarlavsky, 2014).

Para visualizar diferentes grupos quimicos,
se realizaron cortes de material fresco o seco
previamente rehidratado en agua destilada

durante 10 min. Para la deteccion de flavonoides
y acidos hidroxicinamicos, las secciones se
trataron con reactivo de Neu (2-aminoetil-
difenillborinato, Sigma) 1% en MeOH absoluto
(Neu, 1956) y KOH 10% (Liakopoulos, 2001),
respectivamente. Los diferentes compuestos
fueron detectados por su fluorescencia diferencial
(Merck, 1980; Wagner & Bladt, 1996).

Para visualizar compuestos fendlicos y taninos,
las secciones se trataron con FeCl, 10% en EtOH
(Zarlavsky, 2014) y Vainillin acido clorhidrico
(Tapia Torres et al., 1999), respectivamente.
Para la deteccion de lipidos se utilizd Sudan
IV (D’Ambrogio de Argiieso, 1986) y para la
identificacion de terpenos y aceites esenciales
el reactivo de Nadi (David & Carde, 1964).
Mucilagos, almidon y azucares libres fueron
identificados por su tincion diferencial con Azul de
Toluidina O (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison,
1981), Lugol (IKI) y el reactivo de Schiff (PAS)
(Ruzin, 1999), respectivamente. Finalmente,
fucsina acida y acido picrico se utilizaron para
la deteccion de proteinas (Johansen, 1940) y el
reactivo de Dragendorff para la identificacion de
alcaloides (Zarlavsky, 2014). Secciones de material
fresco o rehidratado sin ningln tipo de tratamiento
se utilizaron con fines comparativos como control.

Los preparados se observaron en un microscopio
estereoscopico Olympus SZ, un microscopio
optico Karl Zeiss Axiostar plus con filtro de luz
polarizada y camara fotografica Zeiss Axiocam
ERc 5s adosada, y un microscopio optico de
fluorescencia Nikon Optiphot UV-1A: filtro de
excitacion 365 nm vy filtro de barrera 400 nm.

Las mediciones de area y de espesores de tejidos
se realizaron utilizando el software AxiostarPlus
4.8.2 (Carl Zeiss Ltd, Herts, UK), considerando n =
30 por individuo para cada parametro cuantificado.

Microscopia electrénica de barrido (MEB) y
espectroscopia elemental de difraccién de
rayos X (EDX)

Para 1la observacion de las superficies
epidérmicas y el analisis elemental se trabajo
con material seco sin recubrimiento. Muestras de
hojas enteras y cortes gruesos de 5 mm de espesor
realizados a mano alzada, sin ningun tipo de
tratamiento fueron adheridas a soportes de aluminio
utilizando discos adhesivos de cinta de carbono.
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Las observaciones y espectros EDX se realizaron
en un microscopio electronico de barrido ZEISS
SUPRA-55VP (Carl Zeiss NTS GmbH, Germany)
acoplado a un detector elemental de dispersion de
rayos X (SiLi model INCA PentaFETx3Oxford
Instrument), utilizando el software INCA SUITE
V.4.13 en el Centro de Investigacion y Servicios de
Microscopia Electronica (CIME), CONICET-UNT.
Se trabajo a una distancia de 8 mm y la adquisicion
se realiz6 a 20Kv. La cuantificacion elemental se
calcul6 automaticamente por el software en base a
estandares previamente incorporados.

Los analisis de EDX fueron repetidos para
tres individuos por poblacion, calculando los
porcentajes de composicion elemental para puntos
seleccionados de los tricomas glandulares a nivel
de la cabeza secretora, en el parénquima acuifero
y en los idioblastos cristaliferos de transcortes de
las hojas. Se utilizaron los porcentajes de masa
elemental normalizada para realizar la comparacion
dentro y entre las muestras considerando siempre el
mismo conjunto de elementos.

DARWINIANA, nueva serie 11(2): 466-484. 2023

Andlisis estadisticos

Para los parametros cuantificados se calcularon los
valores promedio y desvio estandar considerando cada
poblacion. Se realizaron analisis de la varianza y test de
Tukey para comparaciones multiples con un nivel de
significacion o= 0.05, utilizando el paquete estadistico
Infostat (version 1.1) (Di Rienzo et al., 2015).

RESULTADOS

Lycium humile es un sub-arbusto de hasta 20 cm de
alto, que puede encontrarse formando densas matas.
Presenta tallos amarillo grisiceos, inermes, glabros,
ramificados, con ramas aéreas atenuadas hacia el apice
(Fig. 2A-B) y otras ramas subterraneas estoloniferas.

Las hojas son leptofilas de aspecto terete, con
dimensiones uniformes entre las poblaciones
analizadas (Tabla 1), simples alternas a veces
fasciculadas, carnosas, obovadas, simétricas,
con bases simétricas cuneada o convexa, margen
entero y apice convexo redondeado (Fig. 3A-B).

Fig. 2. Lycium humile. A, aspecto de vega en el Salar del Hombre Muerto, Antofalla (Catamarca). B, detalle de la rama

en estado vegetativo. Referencias: hc, hoja carnosa; ta, tallo aéreo; rz, rizoma. Escala: 1 cm. Figura en color en la ver-
sion en linea https://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/1151/1313
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Fig. 3. Lycium humile. A-B, diafanizado de hoja en haz y envés, respectivamente. C, epidermis superior. D, epidermis

inferior. Referencias: 1°, vena primaria; 2°, vena de segundo orden; 3°, vena de tercer orden; a, areola; punta de
flecha, estoma anisocitico; punta de flecha doble, estoma hemibraquiparacitico; Tg, tricoma glandular; vs, venula
simple; vr, venula ramificada. Escalas: A-B, 500 pm; C-D, 50 um. Figura en color en la version en linea https://www.
ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/1151/1313
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Tabla 1. Dimensiones foliares de diferentes poblaciones
de Lycium humile.

Poblacion Longitud (mm) Ancho (mm)
682 7,27 +1,08° 2,94+0,51°
693 6,23 +1,00° 2,90 £ 0,37
703 6,33 +1,30° 1,92 +0,05*
711 6,09 £ 0,92° 2,824 0,72°

Medias con igual letra no presentan diferencias significativas
(p > 0,05). Los valores expresan media + desvio estandar. La
Quebradita (poblacion 682), Loro Huasi (poblacion 693),
Antofalla (poblacion 703) y Botijuela (poblacion 711).

La venacion primaria es pinnada reticulodroma,
en la cual las venas secundarias se ramifican en
un reticulo de venas de menor orden. La vena
primaria es unica y masiva, nace en la base de
la lamina y presenta un recorrido recto hacia el
apice. Se observan 6-8 venas secundarias que se
unen a la vena primaria formando angulos rectos a
agudos, sin llegar al margen. Las venas secundarias
acompafian el plegamiento involuto de la hoja. La
venacion terciaria, constituye el menor orden de
venacion, presenta un patron reticulado irregular
que se pliega de forma revoluta hacia la epidermis
inferior. Se anastomosan en variados angulos
con otras terciarias, dando lugar a la formacion
de areolas poligonales irregulares, de desarrollo
moderado, completas e incompletas con una, dos

DARWINIANA, nueva serie 11(2): 466-484. 2023

o mas vénulas simples o ramificadas hasta dos
veces (Fig. 3A-B).

En vista paradermal, las hojas son
anfiestomaticas, con  células  epidérmicas
poliédricas isodiamétricas, cuadrangulares de

paredes anticlinales rectas a ligeramente curvadas,
engrosadas en la epidermis superior con respecto
a la inferior. Presentan estomas anomociticos de
dimensiones y tamafios poco variables entre las
poblaciones analizadas, siempre en mayor densidad
sobre la epidermis superior (Tabla 2, Fig. 3C-D).
Ambas epidermis muestran tricomas glandulares,
escasos sobre la lamina y mas frecuentes hacia la
base de la hoja, formados por un pie uni- a bicelular
y una cabezuela pluricelular biseriada de hasta tres
pares de células (Fig. 3D y 4H).

En transcorte, la hoja muestra contorno oval a
subtriangular con cuticulas delgadas (6,83 + 3,83 um).
En la seccion basal de la hoja la epidermis es
uniestrata, mientras que, en la seccion media y apical
se encuentraacompaiiada por una hipodermis también
uniestrata (Fig. 4A-E). Las células epidérmicas son
poliédricas de aspecto cuadrangular de mayores
dimensiones que las del estrato hipodérmico (Tabla 3,
Fig. 4F). Se observan estomas ligeramente
elevados respecto de la superficie epidérmica, con
células oclusivas con un marcado reborde cuticular
(Fig. 4G) y tricomas glandulares (Fig. 4H).

Tabla 2. Caracteres epidérmicos foliares de diferentes poblaciones de Lycium humile.

Epidermis superior

Poblacién Esgfrl::;d/?;)imz ]]é(;?(;grlligg EAstI:)(;?lgs
(nm) (nm)

682 109,42 +31,40® 36,15 +2,64* 31,59 +3,54°

693 109,64 +30,96® 31,90+5,11* 29,65 +3,45"

703 119,28 £30,54* 38,10+4,39¢ 34,72 +431¢

711 90,58 £30,97° 34,90 +£3,59® 33,19+4.2]b

Epidermis inferior

Deidad  Longiud L penigad
mm? (1m) (um) ricomas /mm
71,52 £14,51® 40,93 +3,25* 34,38+3,02* 3,81 +4,57
84,08 £23,88° 35,19+3,24* 34,78+3,38  3,36+3,85
78,70 £22,49%® 42,79 +4,92° 36,28 +4,27° 3,81 +421]°
67,04 £2024* 35,67+3,99* 3429+4,000 4,04+5,14°

Medias con igual letra no presentan diferencias significativas (p > 0,05). Los valores expresan media + desvio estandar. La Quebradita
(poblacién 682), Loro Huasi (poblacion 693), Antofalla (poblacion 703) y Botijuela (poblaciéon 711).

Tabla 3. Espesor de tejidos en transcorte de ldmina de diferentes poblaciones de Lycium humile.

Poblacion Espesor de lamina (mm)  Epidermis (um)
682 1,45 +0,29° 49,86 +5,21°
693 2,04 +£0,41° 74,07 £ 17,92°
703 1,68 +0,32* 47,33 +9,40°
711 1,82+0,51° 42,97 + 6,54*

Hipodermis (um) Empalizada (um)
31,44 +£5,76* 224,00 £+ 58,45°
32,49 £ 6,61 252,21 £42,56°
38,23 +4,54° 210,46 + 24,58°
28,26 + 6,02° 249,83 + 70,76

Medias con igual letra no presentan diferencias significativas (p > 0,05). Los valores expresan media + desvio estandar. La Quebradita
(poblacién 682), Loro Huasi (poblacion 693), Antofalla (poblacion 703) y Botijuela (poblacion 711).
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Fig 4. Lycium humile. Transcorte de hoja. A-C, region basal. D, seccion media. E, seccion apical. F, epidermis e hipo-

dermis bajo luz polarizada. G, estoma. H, tricoma glandular. I, haz vascular del nervio medio. J-K, nervios de menor
orden y arenas de oxalato de calcio bajo luz blanca y polarizada respectivamente. Referencias: co, colénquima; doble
punta de flecha; idioblasto cristalifero; emp, empalizada; empi, empalizada incipiente; ep, epidermis; f, floema; flecha,
grano de almidon; hip, hipodermis; pa, parénquima acuifero; ph, parénquima homogéneo; punta flecha, cristales de
oxalato de calcio; vp, vaina parenquimatica; X, xilema. Escalas: A-E, I, 100 pm; F-H, J-K, 20 pm. Figura en color en la
version en linea https://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/1151/1313
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En la base de la hoja, el mesofilo es homogéneo
formado por células parenquimaticas con paredes
delgadas (Fig. 4A) o con un parénquima en
empalizada incipiente hacia la cara adaxial
(Fig. 4B). Hacia la region media se evidencia un
plegamiento involuto de los tejidos internos y una
mayor diferenciacion de los tejidos del mesofilo
con un parénquima en empalizada bi- a triestrato,
conformado por células cortas de disposicion
periférica, entorno a un parénquima acuifero
central. El parénquima en empalizada es continuo
en los margenes y se halla interrumpido adaxial
y abaxialmente a nivel del nervio medio (Fig.
4C). Finalmente, en la seccion media y apical de
la lamina foliar el plegamiento es completo, el
parénquima en empalizada forma un anillo continuo
o solo interrumpido adaxialmente (Fig. 4D-E).

El nervio medio, de posicion central, presenta
una vaina parenquimatica en torno a un Unico haz
bicolateral con casquetes de colénquima hacia
ambos polos floematicos, siendo de mayor desarrollo
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el abaxial (Fig. 4I). Los haces menores colaterales
que también presentan vaina parenquimatica, se
disponen linealmente o curvados hacia la epidermis
inferior en la base de la hoja (Fig. 4A-C y J);
mientras que, en la seccion media y apical de la hoja
se acomodan periféricamente con polos xilematicos
exoscopicos equidistantes siguiendo el plegamiento
involuto de los tejidos (Fig. 4D-E).

En el parénquima en empalizada se intercalan
idioblastos cristaliferos con arenas cristalinas y
cristales de oxalato de calcio de forma variable
(Fig. 4F, Iy J-K).

En resumen, para los caracteres anatomicos
cuantificados, solo se observaron diferencias en
los espesores de la epidermis e hipodermis, no asi
en el espesor de lamina y del tejido en empalizada
calculado para la seccion media de la hoja (Tabla 3),
indicando una alta uniformidad morfologica.

La Tabla 4 muestra los resultados de los ensayos
histoquimicos realizados en los tejidos foliares, los
cuales fueron idénticos para las diferentes poblaciones.

Tabla 4. Histoquimica en transcorte de hoja de L. humile. En el caso de la autofluorescencia + indica presencia y -
indica ausencia. En tanto para los test histoquimicos + indica positivo, ++ indica positivo con mayor intensidad en
la reaccion o coloracioén y - indica negativo en comparacion con el control no tratado. *indica fluorescencia débil o
secundaria enmascarada por la co-ocurrencia con otros compuestos.

Reactivo/ 5
Colorante Compuesto detectado Tricoma
glandular
Clorofilas (rojo) -
Acidos hidroxicinamicos i
Autofluorescencia (azul)
Flavonoides/flavonas
. . +
(amarillo-anaranjado)
Acidos hidroxicinamicos .
azul intenso
KOH 5% o ¢ . .. ) .
Acidos hidroxicinamicos 4

(azul)

Reactivo de Neu’s Flavopmdes/ ﬂavpnas ++
(amarillo-anaranjado)

FeCl, Fenoles +
Vainillin HC1 Taninos -
Sudan IV Lipidos -
NADI Terpenos +
Azul de Toluidina Polisacaridos y )
(6] mucilagos

PAS Azucares libres -
Lugol Almidon -
Fucsina acida/ , +
. .. Proteinas

acido picrico +
Dragendorff Alcaloides +
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Tejidos foliares

Cuticula : : Vasos . Parénquima
3 . Hipodermis .. "~ Empalizada o
Epidermis xilematicos acuifero

- - - + -

+ +* + - -

++ +* + - -

+ + + . B

++ - ++ - -

+ - - _ _

+ - - + -

+ - - + -

- - - + -

- - - + -

- - - + -

- - - + -
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. T s (Y €3 _

Fig. 5 Lyczum humzle Hlstoqulmlca foliar. Mesofilo (A, C, E, G, 1, K, M, O, Q, R) y Tncoma glandular (B, D, F H,J, L N,
P,R, T). A-B, tejido fresco control. C-D, autofluorescencia bajo luz UV. E-F, fluorescencia luego de tratamiento con KOH5%
para la deteccion de acidos hidroxicinamicos. G-H, reactivo de Neu para la deteccion de flavonoides (doble punta de flecha)
y otros compuestos fendlicos (punta de flecha). I-J, reaccion con FeCl, para la identificacion de fenoles. K-L, coloracion con
Sudan IV para lipidos. M-N, reactivo de NADI para la identificacion de terpenos y aceites esenciales. O-P, fucsina acida para
la deteccion de proteinas. Q-R, acido picrico, indicador de proteinas. S-T, reactivo de Dragendorff para evidenciar alcaloides.
Referencias: punta de flecha, reaccion positiva. Escalas: A, C, E, G, I, K, M, O, Q, R, 50 um; B, D, F, H, J, L, N, P, R, T,
20 um. Figura en color en la version en linea https://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/1151/1313
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El tejido fresco es verde, caracteristico de la
clorofila presente en las células del parénquima en
empalizada y con contenido ambar-amarillento en
los tricomas glandulares y sobre las cuticulas (Fig.
5A-B). Bajo luz UV se evidencia auto fluorescencia
rojiza de la clorofila y azul en las cuticulas, paredes
tangenciales externas de las células hipodérmicas
(como fluorescencia secundaria), paredes de los
vasos xilematicos y en parte del contenido de los
tricomas glandulares (Fig. 5C-D). Estos tultimos
fluorescen ligeramente amarillo-anaranjado a nivel
de la cabeza secretora (Fig. 5D). En presencia de
KOH hay un ligero aumento en la fluorescencia
azul en los diferentes tejidos (Fig. SE-F), en tanto
el reactivo Neu acentu6 la fluorescencia amarillo-
anaranjada de los tricomas glandulares, reflejé un
cambio a amarillo en las cuticulas y paredes de
los vasos xilematicos con una ligera fluorescencia
secundaria azul, y realzo la fluorescencia azul de
las paredes tangenciales externas de la hipodermis
(Fig. 5G-H). La reaccion para fenoles con FeCl,
reveld resultados positivo en la capa externa de la
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cuticula, en los idioblastos cristaliferos proximos
a los haces vasculares y en parte del contenido
del tricoma glandular (Fig. 5I-J). No se detecto
la presencia de taninos (Tabla 4). Se reveld la
presencia de compuestos lipidicos y terpénicos en
las cuticulas, como gotas contenidas en las células
del parénquima en empalizada, y en parte del
contenido de los tricomas glandulares (Fig. 5K-N).
Polisacaridos y otros azucares reductores no
fueron evidenciados, no obstante, algunos granos
de almidon aislados se encontraron dispersos en el
parénquima en empalizada. Proteinas (Figs. 50-R)
y alcaloides (Figs. 5S-T) fueron detectados en
el parénquima en empalizada y en los tricomas
glandulares.

Los analisis elementales de los diferentes sitios
de coleccion permitieron determinar la presencia
de Na® y Ca?* en los idioblastos cristaliferos, en
menor medida en el parénquima acuifero y en los
tricomas glandulares, sin mayores diferencias en
cuanto a la acumulacion de estos elementos entre
las poblaciones bajo estudio (Tabla 5, Fig. 6A-E).

Tabla 5. Espectros EDX de tejidos foliares de diferentes poblaciones de L. humile.

Tejido Poblacion C (6] Na Mg
° 682 73,64+ 1195+ 129+ 1,13+
8 12,03b  839a 123a 08la
g g3 3572+ 405+ 223 325
: 7,13ab  146bc  299a  055b
§ 203 77,00+ 1446+ 137+ 1,05+
& 1442b 1327ab 0,62a 053a
= 711 2496+ 43,12+ 3,13+ 431+
= 3530a 1495¢  003a  0,69b
° 2 62,92+ 1320+ 747+ 031+
8 19,05a 20,40a 838a  048a
g 693 10,82+ 39,56+ 354+ 1,17+
= 12,55a 1343a 1,60a 147a
2 203 4196+ 17,18+ 848+ 023+
< 3589a 18,18a 1345a 0,14a
£ 11 26,17+ 22,15+ 1029+ 021+
= 32,042 2446a 12,72a 025a

682 6561+ 2603+ 095+ 0,73+

10,87b  634a  0,62a  028a

- 693 4335+ 34,63+ 038+ 0,69+

£ 19,15ab  4,88a  0,06a 037a
Q

= 70,19+ 2442+ 093+ 042+

& 703 453b  459a 013a 008a

11 1842+ 41,86+ 1,13+ 3,59+

23,78a 12,61a 05la 144b

Si P S Cl K Ca
nd 0,04 + 1,09 + 8,64 + 0,53 + 1,24 +
0,05a 1,17 a 9,08 a 0,64 a 1,34 a
0,02 + 0,02 + 2,53 + 8,73 £ 1,21+ 4,60 +
0,03 a 0,03 a 2,44 a 3,11a 0,61 a 395a
0,09 + 0,01 + 0,96 + 3,71+ 0,44 + 0,62 +
0,09 a 0,02 a 0,25 a 1,86 a 0,10 a 0,60 a
0,17 + 0,06 + 2,89 + 17,84 + 1,31 + 2,23+
0,24 a 0,08 a 1,22 a 16,62 a 1,20 a 1,82 a
nd 0,04 + 2,69 + 9,39 + 0,06 + 3,05+
0,07 a 3,65a 9,57 a 0,07b 4,08 a
nd 0,06 + 8,77 + 2,78 + 0,95+ 33,31+
0,12 a 10,62 a 2,35a 0,92 a 15,58 a
0,02 + 1,26 + 1520+ 0,09+ 15,24 +
0,03 a nd 2,37 a 21,98 a 0,06 a 22,01 a
0,03 + 0,02 + 0,37+ 21,75+ 0,12+ 18,58 +
0,06 a 0,04 a 0,24 a 29,80 a 0,12 a 2145a
0,32 + 0,16 = 0,53 + 4,20 + 04+ 0,69 +
0,23 a 0,10 a 0,34 a 2,73 a 0,22 ab 0,26 a
0,75 + 0,37 + 1,63+ 7,00 £ 0,41 + 825+
0,69 a 0,34 ab 0,89 a 4,88ab 0,30ab 9,61 ab
0,88 + 0,04 + 0,38 + 1,37+ 0,17 + 0,95 +
0,39 a 0,04 a 0,04 a 0,22 a 0,06 a 0,48 ab
8,72 + 0,72 + 2,52 + 11,57+ 0,78+ 8,48 +
4,58 b 0,23 b 1,61 a 2,26 b 0,22 b 2,87b

Los valores de los elementos se expresan como promedios de porcentajes de masa elemental normalizada. Medias con igual letra
indican diferencias no significativas (p > 0,05) entre las poblaciones. Los valores expresan media + desvio estandar. La Quebradita
(poblacion 682), Loro Huasi (poblacién 693), Antofalla (poblacion 703) y Botijuela (poblacion 711).
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Fig. 6. Lycium humile. MEB (A, B) y EDX (C, D, E) de tejidos foliares. A, C, tricoma glandular. B, meséfilo con
parénquima acuifero e idioblastos cristaliferos. D, E, espectros EDX del parénquima acuifero e idioblastos cristaliferos.
Escalas: A, 10 pum; B, 100 pm. Figura en color en la version en linea https://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/

darwiniana/article/view/1151/1313

Los tallos presentaron seccion circular con
crecimiento  secundario temprano (Fig. 7A).
La epidermis uniestrata es fragil membranacea
con tricomas glandulares y escasos estomas
anomociticos, restringidos a los segmentos jovenes
del tallo, se evidencia una hipodermis conformada
por células de mayores dimensiones que las de
la epidermis subyacente (Fig. 7B-C). Cortex
con 3-5 estratos de aerénquima con camaras
de aire, 6-7 estratos de parénquima acuifero de
disposicion radial de células con paredes delgadas,
de grandes dimensiones en relacion al resto de las
células corticales y 9-12 estratos de parénquima
aerenquimatico que forma un segundo nivel de
camaras de aire (Fig. 7A). A partir de este ultimo
estrato se desarrollan ramificaciones laterales
(Fig. 7D) y la peridermis en las secciones basales del
tallo. El sistema vascular se encuentra conformado
por una estela anfifloica, en la que el floema externo
e interno presentaron abundante parénquima y polos
aislados de elementos de conduccion. A continuacion
del floema externo se observa un anillo cambial,
xilema continfio formando un anillo con abundantes

fibra y elementos de vaso de 10,71 + 8,53 um de
diametro, sin diferencias significativas entre las
poblaciones estudiadas. La médula aerenquimatica
mostro aspecto similar al cortex interno (Fig. 7E).
Gran cantidad de idioblastos cristaliferos con arenas
de cristales de oxalato de calcio se evidenciaron en
el aerénquima interno, en el floema y la médula.

DISCUSION Y CONCLUSION

Lycium humile es considerada una especie
halofita que habita ambientes extremos,
hipersalinos, de alta montafia caracterizados por
una intensa radiacion ultravioleta, baja presion
parcial de oxigeno, déficit hidrico y temperaturas
diarias extremas (Farias, 2020; Palchetti et
al., 2021a). Muestra un habito de crecimiento
postrado formador de matas con hojas suculentas
(Bahamonde et al., 2012; Bernardello, 2013;
Bernardello, 2015; Palchetti et al., 2021a).

En el presente aporte se describe por primera
vez la arquitectura foliar de L. humile con venas
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Fig. 7. Lycium humile. Transcorte de tallo. A, aspecto general. B, epidermis en transcorte con tricoma glandular. C,
vista superficial de la epidermis con estoma anomocitico. D, ramificacion lateral originada a partir del cortex interno.
E, cilindro vascular. Referencias: aer, aerénquima; cor, cortex; cv, cilindro vascular; doble punta de flecha; arenas
cristalinas; e, estoma; ep, epidermis; f, floema; hip; hipodermis; m, medula; pa, parénquima acuifero; rl, ramificacion
lateral; tg, tricoma glandular; x, xilema. Escalas: A, C, E, 100 um; B-C, 20 um. Figura en color en la version en linea
https://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/1151/1313

secundarias acompafiando un plegamiento involuto
de la hoja necesario para alcanzar la suculencia.
Esta venacion en tres dimensiones, con haces
vasculares perisféricos exoscopicos (con el xilema
siempre de disposicion externa), equidistantes,
formando un anillo en el cual el nervio medio
participa, responde a un patron de vascularizacion
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tridimensional de hojas suculentas de tipo III segiin
la clasificacion de Melo-de-Pinna et al. (2014
y 2016) y Hernandes-Lopes et al. (2016). Este
sistema, en el que las venas estin en mas de un
plano de la hoja, permitiria aumentar la suculencia
manteniendo una mayor conectividad hidraulica de
los tejidos periféricos (Ogburn & Edwards, 2018).
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La variacion en la morfologia y las estrategias
desplegadas para alcanzar la suculencia en las
hojas de numerosas plantas refleja la diversidad de
linajes en los que este caracter ha evolucionado, sin
embargo, poco que se conoce sobre la regulacion
molecular de dicho caracter (Heyduk, 2021). Las
observaciones disponibles se limitan a relativamente
pocos taxones dentro de las Asteraceae, Oxalidaceae,
Portulacineae, Aizoaceae Caryophyllales, y en varias
familias de monocotiledoneas como Agavaceae,
Iridaceae, Orchidaceae y Xanthorrhoeaceae, donde
el desarrollo de la venacion tridimensional parece
variar segin el grupo taxonémico (Heyduk et al.
2016; Melo-de-Pinna et al., 2014, 2016; Hernandes-
Lopes et al., 2016; Ogura et al., 2018; Ogburn &
Edwards, 2018; Heyduk, 2021).

En cuanto al nimero y distribucion de estomas,
en las poblaciones analizadas se observo una mayor
densidad de estomas en la epidermis superior.
Bernardello (1982) menciona que dentro del género
las especies suelen ser anfiestomaticas con mayor
densidad de estomas en la cara inferior, aunque
segun este autor el tipo y nimero de estomas no
revisten de valor taxonomico. Palchetti et al. (2021a)
informaron para L. Aumile un indice estomatico
idéntico para la epidermis superior con respecto
a la inferior, diferencia que podria deberse a una
disminucion en el tamafio y aumento en el niimero
de células de la epidermis inferior con respecto a la
superior resultando en un indice estomatico similar,
pero con diferencias en términos de densidad.

Si bien Bernardello (1982) sugirié que especies
de Lycium que viven en zonas secas y salitrosas
presentan cuticulas foliares mas gruesas, L. humile
mostré cuticulas delgadas en comparacion a los
esquemas presentados por este autor para Lycium
infaustum Miers, como principal ejemplo.

El mesofilo isolateral-radial con parénquima
acuifero central de L. humile constituye una
caracteristica Unica diferente a los mesofilos
dorsiventrales y homogéneos descriptos para
otras especies del género (Bernadello, 1982;
Metcalfe & Chalk, 1972). La suculencia de las
hojas debida al parénquima acuifero, antes citado
por Palchetti et al. (2021a) y el aerénquima en
tallos aéreos de L. humile, son rasgos asociados
a la tolerancia al ambiente de humedales salinos
de altura. El parénquima acuifero ademas de
funcionar como una reserva de agua, secuestraria

el exceso de Na" que tiende a acumularse a nivel
celular en los tejidos (Grigore & Toma, 2017) y
compartimentalizaria estos iones en las vacuolas
para mantener su concentracion en el citoplasma
a niveles tolerables (Flowers & Colmer. 2015).
Sin embargo en el presente trabajo se detectd una
mayor presencia de Na* y Ca?* en los idioblastos
cristaliferos, los cuales acumularon sales o
cristales de estos elementos, que aunque estuvieron
presentes en el parénquima acuifero, parecen estar
diluidos o menos concentrados.

Mediante histoquimica se detecto la presencia de
proteinas, fenoles y flavonoides en hojas. Palchetti
et al. (2021a) y Rahman et al. (2021) citan para L.
humile, al igual que para otras Solanaceae como la
papa (Solanum tuberosum L.), el tomate (Solanum
lycopersicum L.), el pimiento (Capsicum spp); y
para otras especies de Lycium como L. barbarum L.
(Zhang et al., 2019; Li et al., 2022) y L. ruthenicum
Murr (Li et al., 2019, 2022) la presencia de prolina,
proteina asociada a mecanismos de tolerancia
a ambientes salinos. Este aminoacido, junto a
los fenoles y flavonoides, actuaria como agente
antioxidante secuestrador de especies reactivas
del oxigeno causantes de dafio oxidativo y como
osmoprotector (Ozgur et al., 2013; Flowers &
Colmer, 2015; Slama et al., 2015; Ahammed et
al., 2018; Alam et al., 2019; Reginato et al., 2019).
Ademas, los fenoles y flavonoide son reconocidos
filtros naturales frente a la radiacion ultravioleta
(Li et al., 2023) y cumplen numerosas funciones
de defensa frente a organismos patégenos y otros
factores abidticos de estrés (Kumar et al., 2020).

Los cristales de oxalato de calcio parecen
ser un caracter comun en el género y la familia
(Metcalfe & Chalk, 1972; Bernardello, 1982),
pero no fueron anteriormente descritos para esta
especie. Es importante destacar que la formacion
de cristales de calcio es también considerada
como un mecanismo de osmo-regulacion interna
de sales, encontrandose una relacién positiva
entre la salinidad y el desarrollo de cristales de
esta naturaleza (Rains, 1972; Poblete et al., 1991;
Apodstolo, 2005; Grigore & Toma, 2008).

Poblete et al. (1991) menciona la presencia
de glandulas de sal foliares en L. humile,
mientras que contradictoriamente, Palchetti et al.
(2021a) citan ausencia de tricomas de cualquier
tipo para ejemplares de la misma especie.
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En el presente trabajo se describen tricomas
glandulares (posiblemente los observados por Poblete
etal., 1991) y se demuestra que sintetizan y acumulan
fenoles, proteinas, alcaloides y aceites esenciales; y
parecerian no estar relacionados de forma directa con
la acumulacion de Na*. No se observaron glandulas
de sal propiamente dichas, tricomas ramificados ni
otros tipos de tricomas glandulares mencionados por
Metcalfe & Chalk (1972) y Bernadello (1982) para
otras especies del género.

Los alcaloides y terpenos detectados en L.
humile son un caracter comun de la familia
Solanaceac y del género Lycium (Qian et al.,
2017), encontrandose este tipo de metabolitos con
potencial medicinal, alimenticio y para la industria
cosmestica (Heinrich et al., 2021; Xavier et al.,
2023) en L. barbarum (Gongalves et al., 2018), L.
chinense Mill. (Youn et al., 2013) y L. europaeum
L. (Bendjedou et al., 2021), entre otros.

Por otra parte, el tallo presenta caracteristicas
similares a las descriptas para L. chinense (Metcalfe
& Chalk, 1972), con la particularidad de poseer
parénquima acuifero y aerénquima, ambos tejidos
caracteristicos de especies adaptadas a ambientes
xéricos y salinos (Fahn & Cutler 1992; Jauregui et
al., 2019; Mumtaz et al., 2021). El diametro de los
elementos de vasos fue considerablemente menor al
descrito para otras especies de Lycium, en las cuales
oscilaba entre los 125-150 um (Bernardello, 1982),
indicando su adaptaciones al xerofitismo, con la
presencia de elementos de pequeias dimensiones
poco numerosos y acompaiiados de abundantes fibras
(Baas & Carlquist, 1985), previamente identificados
en L. athium Bemardello (Figueroa & Giménez,
2015). La presencia de abundantes fibras con paredes
lignificadas se mencion6 como una adaptacion al
ambiente salino en los tallos y raices de Juncus gerardi
Loisel. y Halophytum ameghinoi (Speg.) Speg. estos
elementos otorgarian resistencia a la presion osmotica
a la que se encuentra sometida la planta (Fernandez et
al., 2016; Grigore & Toma, 2008).

La uniformidad observada en los caracteres
anatomicos cuantificados para las diferentes
poblaciones de L. humile bajo estudio podria
indicar una fuerte adaptacion al ambiente
hipersalino palustre con poca influencia del
ambiente en la expresion del fenotipo o una baja
diversidad genética entre poblaciones en relacion
a la proximidad geografica de las mismas.
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En tanto, L. ruthenicum como L. chinense (Zhao et
al., 2010; Liu et al., 2012) presentaron una moderada
a baja diferenciacion génica entre poblaciones. Las
especies del género Lycium presentan polinizacion
anemofila o por insectos dipteros, himendpteros y
lepidopteros (Galetto et al., 1998) y dispersion de
semillas por pequefios animales, lo que promueve
la exogamia y el flujo de genes entre poblaciones
(Levin & Miller, 2005). Esto explicaria la presencia
de altos niveles de diversidad génica dentro de una
poblacion y una menor diversidad entre poblaciones
(Hamrick & Godt, 1996). Cabe destacar que la
diversidad genética es de vital importancia para
que una especie mantenga su potencial evolutivo
frente a un entorno en constante cambio; la pérdida
de diversidad génica o la uniformidad a menudo
se asocia con una aptitud fisica reducida, por ello
el mantenimiento de la variabilidad es un objetivo
importante dentro de los planes de conservacion
de una especie (Liu et al., 2012). La informacion
obtenida en este estudio proporciona valiosos
datos de referencia que deben ser confirmados por
estudios moleculares incluyendo un mayor niimero
de muestras de poblaciones distribuidas en un rango
geografico mas grande, que seran de importancia
para futuros planes de conservacion de esta especie
endémica con un gran potencial como fuente de
genes de tolerancia a factores abioticos.

En conclusion, las poblaciones de L. humile
estudiadas, presentaron una alta consistencia
en los caracteres anatdmicos ¢ histoquimicos
desarrollados como respuesta al ambiente extremo
del humedal salino de altura, se destacan: la
suculencia foliar, el despliegue de mecanismos
de osmorregulacion para la acumulacion de sales
de Na" y Ca? principalmente en idioblastos
cristaliferos, la reserva de agua en parénquimas
acuiferos, la sintesis de proteinas y metabolitos
secundarios como flavonoides y otro fenoles
con propiedades antioxidantes y fotoprotectoras,
y el desarrollo de tallos con vasos de pequeias
dimensiones, abundantes fibras y aerénquima
cortical. Estas caracteristicas sefialarian a la especie
como un excelente prospecto para la biisqueda de
genes relacionados a la tolerancia a importantes
factores de estrés como la sequia, la salinidad,
temperaturas extremas y la radiacion ultravioleta;
y para el aislamiento de metabolitos con potencial
farmacolégico y/o cosmético.
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