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Resumen

Se evalué la morfo-anatomia de vitroplantas de zabila antes y después de
la aclimatizacién, describiéndose la morfo-anatomia, longitud, anchura y den-
sidad de los estomas en la superficie adaxial y abaxial de los nomoéfilos (LEH,
LEE, AEH, AEE, DEH y DEE). Con hojas alargadas, alternas, espiralmente
arrosetadas y suculentas. Epidermis uniestratificada, de forma regular, rec-
tangular o romboide, con cuticula delgada. La epidermis de las costillas de las
hojas present6 forma puntiaguda. Parénquima homogéneo, células de menor
tamano después de la epidermis, hacia el interior de gran tamano, incoloras,
con numerosos estratos de células, presencia de rafidios. Pencas anfiestomaticas,
estomas hundidos y tetraciclicos. La LE y AE fue similar y la DE de las
vitroplantas de zébila se incrementé en las pencas desarrolladas durante la
fase de aclimatizacion.
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Abstract

The morpho-anatomy of aloe vitroplants was evaluated. A descriptive
analysis of the morpho-anatomy of the vitroplants, length, width and stomatic
density in the surface adaxial and abaxial (LSAd, LSAb, WSAd, WSAb, DSAd
and DSAb) was carried out. They showed elongated leaves, rosettes, succulent
and alternate. Epidermis unistratified, of regulate, rectangular form or rhomboid
and thin cuticle. The epidermis of the leaves ribs showed sharp-pointed form.
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Homogeneous parenchyma, cells of minor size after the epidermis towards the
inner of great size, colorless, with numerous cells strata, raphides presence,
amphistomatal leaves, sunk and tetracyclic stomas. LSAd and LSAb were si-
milar and DS of the aloe vitroplants increased in leaves developed during the

acclimatization phase.

Keywords: Aloe vera, stomas, vitroplants, epidermis.

Introduccion

Aloe vera L. Burm.f., familia
Aloaceae (Hokche et al., 2008) es con-
siderada una planta que posee multi-
ples propiedades medicinales. Unas
360 especies de zabila, (comtinmente
aceptado como Aloe) crecen en las re-
giones aridas de América, Europa y
Asia. Aloe barbadensis Miller (Aloe
vera, por la sinonimia) es el mas am-
pliamente utilizado en la fabricacién
de alimentos, bebidas, productos far-
macéuticos y cosméticos (Xu et al.,
2008; Castillo et al., 2010).

La zabila constituye una alterna-
tiva de produccion para las zonas ari-
das y semi aridas del mundo, sin em-
bargo su propagacion presenta proble-
mas con la reproduccién sexual, por lo
que su multiplicacién se hace tradicio-
nalmente por separacién de brotes o
hijos que salen en la base de la planta.
Este método convencional, requiere un
periodo de 20 meses para la produc-
cién de aproximadamente cuatro hijos
o brotes por cada planta, después de
la realizacién del trasplante
(Contreras, 1990). La propagacién in
vitro representa una alternativa ya
que permite disminuir los costos de
produccion, satisfacer la demanda de
plantulas debido a la alta tasa de re-
produccion, se consigue una propaga-
cién clonal réapida (Albany et al., 2005).

Las plantas producidas in vitro
inicialmente no se encuentran adap-
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Introduction

Aloe vera L. Burm.f., Aloaceae
family (Hokche et al., 2008) is
considered a plant having multiple
medicinal properties. 360 species of
aloe, (commonly accepted like Aloe)
grow up in arid regions of América,
Europa and Asia. Aloe barbadensis
Miller (Aloe vera, by sinonimia) is
more widely used in aliment
elaboration, beverages,
pharmaceutics and cosmetic products
(Xu et al., 2008; Castillo et al., 2010).

The aloe constitutes an
alternative of production for arid and
semi arid regions in world; however,
its propagation present problems with
sexual reproduction, thus, its
multiplication is traditionally done by
shoots separation grown in plant base.
This conventional method, require a
period of 20 months for approximate
production of four shorts at any plant,
after transplant (Contreras, 1990). In
vitro propagation represent an
alternative since permit to decrease
production costs, to satisfy seedlings
demand because the high
reproduction rate, a rapid clonal
propagation is achieved (Albany et al.,
2005).

Plants in vitro produced are not
well adapted to stress field conditions
where be transplanted at the
beginning. During in vitro culture
changes in plant phenotype are



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2011, 28 Supl. 1: 139-149

tadas a las condiciones estresantes del
campo a donde van a ser trasplanta-
das. Durante el cultivo in vitro se in-
ducen cambios en el fenotipo de las
plantas (tallos delgados, menor can-
tidad de ceras cuticulares y
epicuticulares, escasa capacidad
fotosintética, estomas con baja
funcionalidad, entre otros). Estos
cambios ocurren como respuesta a un
ambiente controlado: con alta hume-
dad relativa, baja intensidad
luminica, temperatura constante y un
comportamiento heterétrofo debido a
la dependencia del medio de cultivo
(Rodriguez et al., 2000).

En el cultivo in vitro se repor-
tan anormalidades en la morfologia y
anatomia asociada con los estomas
como son la reduccién de la densidad
estomatica y en su forma, generando
por lo tanto cambios en el tamano. La
nueva emision foliar ex vitro se pre-
senta cambios en la morfologia de las
vitroplantas. Esta informacion es es-
casa para la zabila; por ello, se eva-
lu6 la morfo-anatomia de vitroplantas
de zabila (Aloe vera L. Burm.f.).

Materiales y métodos

Para describir la morfo-anato-
mia de las pencas se recolectaron seg-
mentos del tercio medio de
vitroplantas de zabila (seis semanas
después de sembradas en el medio de
cultivo) y de plantas aclimatizadas
(ocho semanas después de haber sido
sembradas en los diferentes sustratos
y colocada en los diferentes ambien-
tes). Cada segmento fue fijado con una
solucién de 4cido acético:
formaldehido: etanol al 70% (FAA;
5:5:90. Los segmentos fueron proce-
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induced (thin stems, less quantity of
cuticular and epicuticular waxes,
scarce photosynthetic capacity, and
stomas with low functionality, among
others). These changes occur like
response to a controlled environment:
with high relative humidity, low light
intensity, constant temperature and
a heterotrophic behavior because
dependence on culture medium
(Rodriguez et al., 2000).

On in vitro culture some
abnormalities are reported in
morphology and anatomy related to
the stomas like reduction of stomatic
density and its shape, causing changes
in size. The new foliar emission ex vitro
show changes in morphology of
vitroplants. This information is not
abundant for aloe, therefore, the
morpho-anatomy of aloe (Aloe vera L.
Burm.f)) vitroplants was evaluated.

Materials and methods

To describe the morpho-
anatomy of leaves segments belonging
to the middle third of aloe vitroplants
(six weeks after sowed in culture
medium) and of acclimatized (eight
weeks after been sowed in different
substrates and placed on different
environments). Each segment was
fixed with a solution of
acetic:formaldehyde:ethanol acid to
70% (FAA; 5:5:90). Segments were
processed with inclusion technique in
paraffin, obtaining permanent
histological preparations.
Consequently, for the observation and
analysis of preparations, micro
photographs were taken, by
digitalizing images with software
Image-Pro Plus®.
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sados con la técnica de inclusién en
parafina, de ellos se obtuvieron pre-
paraciones histolégicas permanentes.
Posteriormente para la observacion y
analisis de las preparaciones se toma-
ron microfotografias, digitalizando las
imagenes con el software Image-Pro
Plus®.

Para la evaluacién de las varia-
bles relacionadas con el analisis esto-
matico (longitud y anchura de los
estomas (LA y AE) y densidad
estomatica (DE) se utiliz6 la técnica
de impresiones epidérmicas, aplican-
do pegamento rapido (ester de
cianoacrilato), en la epidermis adaxial
y abaxial en el tercio medio de la pen-
ca, en vitroplantas representativas de
cada tratamiento y de cada repeticién.
Pasados 60 min, se extrajo el pega-
mento rapido; haciendo uso de cinta
adhesiva transparente de 1,8 cm de
ancho, para luego colocarlo sobre
portaobjetos limpios y debidamente
identificados.

Las observaciones de las impre-
siones epidérmicas se estudiaron en
un microscopio 6ptico monocular,
Olympus KC 1972, Tokio-Japdn, con
ocular de 10X. Para esta medicién se
utiliz6 un aumento total de 100X. El
area o campo de observacion fue 2,545
mm?. Se determiné esta variable se-
gun la férmula: Numero de
estomas.mm? = Numero de estomas
contados en el campo de observacién
del microscopio, dividida por el area
observada (Rodriguez et al., 2000).

Resultados y discusion
En las especies de la familia

Aloeaceae, las hojas fotosintéticas
(pencas) en estado adulto son largas,
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For the evaluation of variables
related to the stomatic analysis
(length and width of stomas (LS and
WS) and density of stomas (DS) the
epidemical impressions technique
was used, by applying rapid glue
(cyanoacrylate ester), in the adaxial
and abaxial epidermal at middle third
of leave, in vitroplants representative
any treatment and any replication. 60
min after, rapid glue was removed; by
using transparent adhesive tape of 1.8
cm width, for after placing it on clean
slides and properly identified.

The observations of epidermal
impressions were studied on a
monocular optical microscope,
Olympus KC 1972, Tokyo-Japan, with
ocular of 10X. For this measurement,
a total increase of 100X was used. The
observation area was of 2.545 mm?.
This variable was determined
according to the formula: Number of
stomas 'mm2 = Number of stomas
counted in observation field of
microscope, divided by the area
observed (Rodriguez et al., 2000).

Results and discussion

In the species of Aloeaceae
family, photosynthetic leaves in adult
state are long, disposed in dense
rosettes or along the stem, since
shows very short internodes, are
generally sessile, perennial,
succulent, parallel-nerved, in some
species margins are spiny and with
apex spiny-sharp, in agreement to
those observations reported by

Vegetti et al. (2004). These
characteristics were equally observed
on vitroplants and on aloe

acclimatized plants. In relation to this
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dispuestas en densas rosetas o a lo
largo del tallo, ya que presentan
entrenudos muy cortos, son general-
mente sésiles, perennes, suculentas,
paralelinervadas, en algunas especies
los margenes son espinosos y con los
apices espinosos-puntiagudos, coinci-
diendo estas observaciones con las
reportadas por Vegetti et al. (2004).
Dichas caracteristicas fueron igual-
mente observadas en las vitroplantas
y en las plantas aclimatizadas de
zébila. En cuanto a esta disposicién
de las hojas en el tallo (filotaxia), se
cree que esta asociada con las carac-
teristicas de presentar hojas
anfiestomAaticas y que fue constatada
en esta investigacién.

La cuticula tanto en las
vitroplantas como en las plantas
aclimatizadas resulté muy delgada,
aunque con ligeras variaciones de es-
pesor, cantidad, tipo y disposicién de
las ceras intra y epicuticulares (figu-
ra 1A, 1B, 1C y 1D). Lo cual podria
estar relacionado con las funciones de
proteccién que realiza y en la mayor
o menor facilidad de penetracién de
productos quimicos (fertilizantes
foliares, insecticidas, fungicidas, en-
tre otros). Ademas los diversos patro-
nes de las ceras epicuticulares tienen
importancia en su taxonomia, tal
como lo senalaron Vegetti et al. (2004).

En general, la epidermis fue
uniestratificada, en vista superficial
las células epidérmicas propiamente
dichas fueron de forma regular, rec-
tangulares o romboides, con paredes
rectas, o variadamente onduladas (fi-
gura 1A, 1B, 1Cy 1D). En corte trans-
versal ambas epidermis presentaron
similar tamaifio, o las células epidér-
micas adaxiales fueron un poco mas

leaves disposition atem (phyllotaxis),
possibly is associated to
characteristics of showing
amphistomatic leaves and proved in
this research.

Cuticle both in vitroplants and
in the acclimatized plants was very
thin, although with light variations
of thickness, quantity, type and
disposition of intra and epicuticular
sides (figure 1A, 1B, 1C and 1D),
which could be related to the functions
of protection done and on the higher
or lower penetration facility of
chemical products (foliar fertilizers,
insecticides, fungicides, among
others). Also, diverse patterns of
epicuticular sides have importance on
its taxonomy, as established by
Vegetti et al. (2004).

In general, epidermis was
unistratified from surface, epidermal
cells themselves were regular, rectan-
gular or rhomboid, with right plots, or
sometimes undulating (figure 1A, 1B,
1C and 1D). In transversal cut both
epidermis showed similar size, or
adaxial epidermal cells were a little bit
high in comparison to abaxial epider-
mis. Epidermal cells disposed in nerves
toward margins of leaves showed
sharp shape (figure 1A and 1B).

The aloe leaves showed sink
stomas with curved holes with an edge
of cuticle (figure 1C), in both plants
types. Each of stomas rounded by four
subsidiary or accompanist cells (figu-
re 2). These observations agreed with
those reported by Dickison (2000b),
who detached that besides of
epidermal cells showed micro papillas
over external periclinal wall and wax
was observed in little scales or
particles.
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grandes que las de la epidermis
abaxial. Las células epidérmicas dis-
puestas en las nervaduras hacia los
margenes de las pencas presentaron
forma puntiaguda (figura 1A y 1B).

Las pencas de zabila presenta-
ron estomas hundidos con aberturas
arqueadas con un borde de cuticula
(figura 1C), en ambos tipo de plantas.
Cada estoma rodeado por cuatro cé-
lulas subsidiarias o acompanantes (fi-
gura 2). Estas observaciones coinci-
dieron con las reportadas por Dickison
(2000b), senialando ademas que las
células epidérmicas presentaron
micropapilas sobre la pared periclinal
externa y se presentd cera en peque-
nas escamas o particulas.

Se observé la presencia de un
parénquima homogéneo, de células de
menor tamano inmediatamente des-
pués de la epidermis, constituido por
cuatro o cinco estratos de células, con
la presencia esporadica de rafidios (fi-
gura 1D, 1E y 1F) y abundantes es-
pacios intercelulares (figura 1E). Pre-
sentando hacia el centro de la penca,
células parenquimaéticas de gran ta-
mariio e incoloras, COmo numerosos es-
tratos de células (figura 1A y 1B).
Hacia el parénquima mas externo se
presentaron rafidios, un tipo de cris-
tal de oxalato de calcio (figura 1F).

Es importante destacar, tal
como lo sefial6 Dickison (2000a), una
adaptacion es cualquier aspecto de
una planta que promueve su bienes-
tar en el ambiente que ésta habita.
Las adaptaciones le permiten a las
plantas sobrevivir en condiciones ex-
tremas. Para el caso de la zabila se
observan adaptaciones al medio in
vitro como la ausencia de ceras, las
cuales aparecen nuevamente al ser
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Presence of an homogeneous
parenchyma, of cells of lower size
immediately after epidermis,
constituted by four or five cells
strata, with occasional presence of
raphides (figure 1D, 1E and 1F) and
abundant intercellular spaces (figu-
re 1E), also showing toward leaf
center, parenchymatic cells of high
size and colorless, with numerous
cells strata (figure 1A and 1B).
Raphides were observed toward more
external parenchyma, a type of
crystal of calcium oxalate (figure 1F).

It is important to detach that
as Dickison established (2000a), an
adaptation is any aspect of a plant
promoting its well-being on
environment of habitat. The
adaptations permit to the plants
survival on extreme conditions. In
case of aloe adaptations to the in vitro
environment like absence of sides are
observed, which again appears to be
acclimatized and increase when they
are exposed to field conditions.
Perhaps, this happens because the in
vitro condition does not need
protection against desiccant
conditions like those received on
external environment.

The aloe has amphistomatic
leaves, with stomas both surfaces
(adaxial and abaxial). The stomatic
apparatus observed in aloe was
tetracyclic, thus, the stoma is
rounded by four accompanist cells in
pairs, one parallel to the occlusive
(figure 2).

LS and WS of stomas were si-
milar in vitro in comparison to the
new foliar emission, at the end of
evaluation, therefore, it is suggested
that aloe did not show morphological
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Anatomia de hojas de vitroplantas y plantas aclimatizadas
de zabila (Aloe vera (L.) Burm.f.). A y B. Corte transversal
mostrando las costillas de la penca de zabila, escala 40 mm,
4X y 10X, respectivamente. C y D. Corte transversal
mostrando estoma y células epidérmicas, escala 10 mm, 40X.
E. Células parenquimaticas mostrando espacios
intercelulares, escala 10 mm, 40X. F. Células parenquimaticas
mostrando rafidios, escala 10 mm, 40X. C= cuticula, E=
epidermis, P= células parenquimaticas, Ei= espacios
intercelulares, Es= estoma, Cse= camara subestomatica, N=
nucleo, Raf=rafidios.

Leaves anatomy of vitroplants and acclimatized plants of
aloe (Aloe vera (L.) Burm.f.). A and B. Transversal cut
showing ribs of aloe leaves, scale 40 mm, 4X and 10X,
respectively. C and D. Transversal cut showing stoma and
epidermal cells, scale 10 mm, 40X. E. Parenchymatic cells
showing intercellular spaces, scale 10 mm, 40X. F.
Parenchymatic cells showing raphides, scale 10 mm, 40X.

= cuticle, E= epidermis, P= Parenchymatic cells, Ei=
intercellular spaces, Es= stoma, Cse= Sub-stomatic chamber,
N=nucleolus, Raf=raphides.
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Figura 2. Microfotografia de aparato estomatico presente en pencas
de vitroplantas de zabila (Aloe vera L.). 40X.

Figure 2. Micro photograph of estomatic apparatus present in pencas
of zabila (Aloe vera L.). vitroplants 40X.

aclimatizadas y se incrementan en la
medida en que son expuestas a condi-
ciones de cultivo en campo. Esto qui-
zas se deba a que en condicién in vitro
no necesita proteccién ante condicio-
nes desecantes como a las que se ex-
pone en el medio externo.

La zabila posee pencas
anfiestomaéticas, con estomas en am-
bas superficies (adaxial y abaxial). El
aparato estomatico observado en
zébila fue del tipo tetracitico, es decir,
el estoma esta rodeado por cuatro cé-
lulas acompanantes en pares uno pa-
ralelo a las oclusivas (figura 2).

La LEy el AE de los estomas fue
similar in vitro en comparacién con
la nueva emisién foliar, al finalizar la
evaluacion. Por lo que se sugiere, que
la zabila no mostré variaciones
morfolégicas relacionadas con el ta-
mano de los estomas en la condicién
in vitro y ex vitro. Los valores prome-
dios para la LE y AE de los estomas
tanto en la epidermis adaxial como
abaxial, inicial y final expresados en
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variations related to the size of
stomas on in vitro and ex vitro
conditions. Mean values for LS and
WS of stomas both in adaxial like
abaxial epidermis, initial and final
expressed in um were LSAbi=10.02;

LSAdf=10.58; LSAbi=10.19;
LSAbf=9.30 and WSAdi=5.09;
WSAdf=5.94; WSAbi=5.25;
WSAbf=5.60.

In this research, middle third
stomas of leaf were selected, thus, in
next researchers it would be consider
to do a selection from the apical and
basal third in order to establish a
comparison. It has been reported that
in a leaf, differences in stomas can
be observed depending if they are in
apical, middle or basal and according
to state of leaf development; also,
high light intensities have influence
on stomatic differencing (Lindorf et
al., 1991; Sanabria et al., 2005).

Stomatic density (DS), in case
of aloe, did not showed differences
between the adaxial and abaxial epi-



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2011, 28 Supl. 1: 139-149

pm fueron LEAdi=10,02;
LEAdf=10,58; LEAbi=10,19;
LEAbf=9,30 y AEAdi=5,09;
AEAdf=5,94; AEAbi=5,25;
AEADbf=5,60.

En esta investigacion, se selec-
cionaron los estomas del tercio medio
de la penca, por lo que habria que con-
siderar en proximas investigaciones,
seleccionar del tercio apical y basal
para comparar. En este sentido, se ha
sefialado que en una hoja pueden ob-
servarse diferencias en el tamano de
los estomas dependiendo si se encuen-
tran en la parte apical, media o basal
y segun el estado de desarrollo de la
hoja; ademéas, altas intensidades
luminicas también influyen en la di-
ferenciacién estomatica (Lindorf et al.,
1991; Sanabria et al., 2005).

Lo que si se puede asegurar es
que la densidad estomatica (DE), en
el caso de zabila, no manifestd dife-
rencias entre las epidermis adaxial y
abaxial, posiblemente debido a la for-
ma de crecimiento arrosetada de esta
planta. Canizares et al. (2003) consi-
deraron en sus estudios que los
estomas fueron mas frecuentes en la
superficie abaxial de las hojas de lima
Tahiti y en algunas especies, s6lo se
presentaron en esta. En la zabila se
encontraron en ambas superficies.

La DE se increment6 en la zabila
comparando la condicién in vitro con
las plantas aclimatizadas. Teniendo
entonces de 2,95 a 5,60 estomas.mm2
en la epidermis adaxial y entre 3,05y
4,52 estomas.mm™ en la epidermis
abaxial. Las variaciones en la estruc-
tura de las plantas que comuinmente
son afectadas por factores exdégenos
fuertes, son expresadas en la morfo-
logia y la anatomia de hojas. La hoja,

dermis, possibly because the rosetted
growth way of this plant. Cafizares
et al. (2003) considered in their
studies that stomas were more
frequent in abaxial surface of lima
Tahiti leaves and in some species,
only were found in this one. In aloe,
they were found in both surfaces.

DS increased in aloe comparing
the in vitro condition to acclimatized
plants. There are from 2.95 to 5.60
stomas.mm™ in adaxial epidermis
and between 3.05 and 4.52
stomas.mm™2?in abaxial epidermis.
Variations in plants structure that
commonly are affected by strong
exogenous factors, are expressed in
morphology and leaves anatomy.
Leaf, is commonly considered the
anatomic organ with higher
plasticity of plant and leaves
adaptation have been used like
adverse environmental conditions
indicators (Dickison, 2000a).

Lindorff et al. (1991) reported
that the number of stomas per unit
of surface was very variable;
nevertheless, Verdugo et al. (1999)
considered that have been studied
very little about regulation of
development programs generating
density patterns and stomatic
distribution in response to
environmental variables, differences
were found between density stomatic
varieties averages of garlic (Allium
sp.), which were not significant
between third and four leaf, nor
between adaxial and abaxial
surfaces, and according results of
these same authors, leaves with
higher stomatic density values, also
showed the higher stomatic index
values.
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de hecho, a menudo es considerada el
6rgano anatémicamente con mayor
plasticidad de la planta e histérica-
mente las adaptaciones de las hojas
han sido utilizadas como indicadores
de condiciones ambientales adversas
(Dickison, 2000a).

Lindorff et al. (1991) senalaron
que el numero de estomas por unidad
de superficie fue muy variable; sin
embargo, Verdugo et al. (1999) consi-
deraron que se ha estudiado muy poco
acerca de la regulacién de los progra-
mas de desarrollo que generan los pa-
trones de densidad y distribucién
estomAatica en respuesta a variables
ambientales, encontrando diferencias
entre los promedios de densidad
estomatica de variedades de ajo
(Allium sp.), las cuales no fueron sig-
nificativas entre la tercera y cuarta
hoja, ni entre las superficies adaxiales
y abaxiales, y segun los resultados de
estos mismos autores, las hojas con
mayores valores de densidad
estomatica, también presentaron los
mayores valores de indice estomatico.

Conclusiones

Las vitroplantas de zabila pre-
sentaron hojas alargadas,
arrosetadas, suculentas, alternas.
Cuticula delgada con ligeras variacio-
nes de espesor, epidermis
uniestratificada, de forma regular,
rectangulares o romboides, con pare-
des rectas, o variadamente onduladas.
Las células epidérmicas de las costi-
llas de las hojas presentaron forma
puntiaguda. Parénquima homogéneo,
células de menor tamano después de
la epidermis, hacia el interior células
de gran tamano, incoloras, presencia
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Conclusions

The aloe vitroplants showed
enlarged, rosetted, succulent, and al-
ter leaves; thin cuticle with light
variations on thickness, unistratified
epidermis, regular shape, rectangular
or rhomboid, with right or undulating
walls. Epidermal cells of ribs showed
sharp shape, homogeneous
parenchyma, cells of less size after
epidermis, toward inside of higher
size cells, colorless, occasional
raphides presence. Leaves were
classified as amphistomatic, sink and
tetracyclic stomas. LS and WS were
similar, DS of aloe vitroplants
increased in plants developed during
acclimatization phase.

End of english version

esporadica de rafidios. Hojas clasifi-
cadas como anfiestomaticas, estomas
hundidos, tetraciticos. La LE y AE fue
similar, la DE de las vitroplantas de
zabila se incrementé en las pencas
desarrolladas durante la fase de
aclimatizacion.
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