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Resumen 

En las últimas décadas se han estudiado diversas características morfológicas de las plantas 
como biomarcadores de contaminación. El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar y 
comparar la variación de forma en hojas de Limonium brasilense en relación a un gradiente de 
contaminación por múltiples metales pesados. Para esto, se muestrearon 25 plantas en 3 sitios 
en la marisma de San Antonio Oeste con diferente concentración de metales pesados. De cada 
planta se cosecharon 3 hojas que fueron herborizarlas y luego digitalizadas para poder obtener 
las variables morfométricas. El estudio de la forma de la hoja se realizó mediante el uso de la 
morfometría geométrica y análisis estadísticos clásicos. Los resultados arrojados señalan una 
correspondencia entre la contaminación por metales y el cambio en forma de las hojas, que 
indican formas lanceoladas o ahusadas con peciolos largos, mientras que en sitios donde la 
contaminación es despreciable el limbo adquiere forma globosa con peciolos cortos. 

Abstract 

In the last decades, some morphological traits of the plant as biomarkers contamination have 
been studied. The goal of this research is to study and evaluate the morfogeometric leaf variation 
in Limonium brasiliense according to a soil pollution gradient of heavy metal. For this, 25 plants 
from 3 sites with different heavy metal concentration into a salt marsh of San Antonio Oeste were 
collected. Three fully expanded leaves of each plant were harvested and press-dried between 
sheets of filter paper. After that, each leaf was digitalized in order to obtain leaves shapes 
variables. The analysis of leave shapes was did with geometric morphometric tools and classical 
statisticals analysis. The results showed that exits a correspondence between the soil metal 
pollution and the change in the leave shapes, indicated by lanceolate or tapered forms with long 
petioles in polluted sites and blade acquires the globose shapes with short petioles in sites where 
contamination is negligible. 

Introducción 

Limonium brasiliense es una planta halófita arbustiva de amplia distribución, que habita 
humedales y marismas a lo largo de Argentina, Uruguay y el sur de Brasil. Además de sus usos 
medicinales y la capacidad de producir compuestos secundarios, recientemente se ha 
demostrado por medio de diversos biomarcadores (enzimas de estrés oxidativo, pigmentos 
fotosintéticos, peroxidación lípidca, etc.) su tolerancia a factores estresantes, así como su 
capacidad para acumular Pb mayormente en sus raíces, postulándola como candidata para ser 
usada en estudios ambientales y ecotoxicológicos (Idaszkin et al., 2019). Los biomarcadores 
permiten monitorear de forma rápida y continua los efectos deletéreos de la contaminación, ya 
que reflejan la relación que existe entre el contaminante y el estado biológico del organismo en 
estudio. Estas respuestas pueden medirse a nivel bioquímico, fisiológico o morfológico, y su 
estudio en plantas asociado a factores estresantes o contaminantes se encuentra en pleno auge. 
A su vez, la morfometría geométrica resulta ser una herramienta práctica y de bajo costo, que 
permite el estudio detallado de la forma independiente a las variaciones en tamaño. Poder 
encontrar una relación entre el cambio en forma en una estructura del organismo y un 
contaminante, permitiría monitorar y evaluar el estado de contaminación de un sitio. Por esta 
razón, el objetivo de este trabajo consistió en estudiar y comparar la variación de forma en hojas 



 

 

de Limonium brasilense en relación a un gradiente de contaminación por múltiples metales 
pesados.  

Materiales y Métodos 

Se muestrearon 25 plantas de Limonium brasiliense en 3 sitios de la marisma de San Antonio 
Oeste definidos de acuerdo a diferente nivel de contaminación por metales pesados (Pb, Zn y 
Cu) en suelo (Pollicelli et al. 2018). El gradiente de contaminación está marcado en sentido oeste-
este siendo el sitio A el más contaminado, luego el B y el C. De cada una de las plantas, 
manteniendo un criterio de homología, se cosecharon las primeras 3 hojas nuevas totalmente 
desplegadas. Posteriormente se herborizaron y luego escanearon con escáner convencional 
Epson perfection v37 para obtener la imagen de la cara adaxial de cada hoja.  

Para el estudio de la forma de la hoja se obtuvieron los contornos de las mismas mediante la 
digitalización de una configuración de landmark en 2D construida por 4 landmarks y 21 
semiladmarks (Figura 1) utilizando el módulo tpsDig2 v2.31 del módulo computacional TPS (Rohlf 
2017). El deslizamiento de los semilandmarks y la corrección de efectos de rotación, traslación 
y escala fueron realizados mediante el Análisis Generalizado de Procrustes (AGP) utilizando la 
serie tpsRelw (Rohlf 2019a). A su vez, cualquier posible efecto de arqueo fue corregido alineando 
cada hoja entre los landmarks 1-25-24 por medio de la opción “unbend specimens” del módulo 
TPSutil v1.7 (Rohlf 2019b). Las hojas que sufrieron roturas o presentaban signos de herbivoría 
fueron descartadas. Las pruebas estadísticas asociadas al estudio de la forma de la hoja se 
realizaron utilizando el programa computacional MorphoJ (Klingenberg, 2011).  

En primer lugar, se puso a prueba la presencia de alometría mediante una regresión multivariada 
utilizando a las coordenadas alineadas de Procrustes (forma) como variable dependiente y el 
tamaño o centroid size (CS) como variable independiente. Para observar el espectro de variación 
en forma (morfoespacio) y determinar las principales variaciones en forma, la dirección y 
magnitud del cambio, se realizó un análisis de componentes principales (ACP). A su vez, se 
realizó un análisis de variables canónicas (AVC) para evaluar cuáles son los componentes de 
forma que maximizan la separación entre los grupos definidos a priori y se calcularon las 
distancias de Mahalanobis. La igualdad de las formas medias entre los sitios se puso a prueba 
mediante la prueba estadística de T de Hotelling el cual otorga un valor de p calculado mediante 
permutación con iteraciones (1000). 

 

 

 
Figura 1: Configuración de landmarks (puntos rojos) y semilandmarks (puntos grises) utilizados para 

capturar el contorno de la hoja. 

 

Resultados 

Debido a que la regresión alométrica resulto ser significativa (p=0.0065) explicando un 10,37% 
del total de la varianza en forma se debe al aumento de tamaño, se trabajó con los residuos de 
la regresión como nuevas variables de forma, libres de alometría.  

El ACP mostró que las dos primeras componentes explican un 90,53% del total de la variación 
en forma (Figura 2). La CP 1 explicó un 68,75% y está representado por hojas de limbo estrecho 
y peciolo alargado hacia los valores positivos, mientras que los valores negativos están 
representados por limbos ensanchados y peciolo corto. Por su parte la CP 2 explicó un 21,78% 
de la variación, indicando en los valores positivos formas de hoja con limbos ahusados, mientras 
que los valores negativos presentaron ensanchamiento en la parte media del limbo, mostrando 
formas globosas. En la CP 1 se puede observar que la forma media del sitio A se encuentra en 
valores positivos, separándose claramente del sitio B y C, los cuales están representados en los 
valores negativos sobre esta componente. Por otro lado, en la CP 2 los sitios A y B se desplazan 



 

 

ligeramente de la forma consenso hacia valores positivos, en tanto el sitio C lo hace hacia valores 
negativos. 

 
Figura 2: Gráfico de dispersión del Análisis de Componenetes Principales de la componente simétrica. 

Cada componente principal (CP) indica el porcentaje de variacion en forma explicado por cada uno de los 
ellos. Las elipses representan el 90% de de confianza para la media. En los márgenes se muestra el 

cambio en la forma de la hoja (color azul) en superposición al consenso (color turquesa) hacia los lados 
positivos y negativos de cada CP. Para representar dichos cambios en forma se utilizó un factor de escala 

de 0.15 en la CP 1 y 0.1 en la CP 2. 

Por su parte el AVC indicó que la variación en forma que maximizó la separación entre los sitios 
estuvo asociada a cambios en el ensanchamiento/ angostamiento del limbo y en la longitud del 
pecíolo (Figura 3). El eje VC 1 explica un 70,07% de la variación en forma. Los valores positivos 
en esta componente están representados por limbos ensanchados en el ápice y levemente en 
sus márgenes con un peciolo corto, mientras que los valores negativos indican formas con limbos 
más pequeños y angostos con peciolos alargados. Sobre este eje la forma consenso del sitio A 
estuvo representada por valores negativos, B por valores positivos y el sitio C se encontró más 
cercano a la forma consenso. Por otro lado, el eje VC 2 representó un 29,30% de la variación 
indicando formas de limbo ahusados o lanceolados con peciolo alargado, mientras que valores 
negativos indicaron limbos espatulados con acortamiento del pecíolo. Puede notarse una 
tendencia en forma de los sitios A<-B<-C desde valores positivos hacia negativos. A su vez, las 
distancias de Mahalanobis resultaron ser significativas en todos los casos indicando que la forma 
media entre todos los sitios es diferente (Tabla 1). 

 
Figura 3: Gráfico de dispersión del Análisis de Variables Canónicas. Cada eje o variable canónica (VC) 

indica el porcentaje de variacion en forma que explica. Las elipses representan el 90% de de confianza 
para la media. En los márgenes se muestra el cambio en la forma de la hoja (color azul) en superposición 



 

 

al consenso (color turquesa) hacia los lados positivos y negativos de cada eje. Para representar dichos 
cambios en forma se utilizó un factor de escala de ±4 en ambos ejes. 

Tabla1: Distancias de Mahalanobis entre sitios del componente simétrico. Los asteriscos (*) indican 
diferencias significativas (p < 0,0001) entre sitios. 

Distancias de Mahalanobis 

 A B 

B 2.89 *  

C 2.03 *  2.37 *  

Diversos estudios realizados en diferentes estructuras de las plantas, como sépalos, pétalos y 
hojas, indicaron una relación directa entre el factor contaminante y el cambio en forma de tal 
estructura (Velicković 2010, Klisarić et al. 2014, Smith 2016). En este trabajo, los resultados 
observados en la CP 2 del ACP y en la VC 2 del AVC, se corresponden con un estudio reciente 
realizado en esta misma especie por Idaszkin y colaboradores (2019), el cual demostró que en 
presencia de factores estresantes (metales pesados y/o salinidad) las hojas poseen limbos 
ahusados o estrechos en sus márgenes con pecíolos más largos, y cuando esos factores están 
ausentes presentan limbos globosos u ovados con pecíolos cortos. Asimismo, estas mismas 
variaciones en forma fueron halladas en un estudio comparativo realizado en la especie halófita 
Cressa truxillensis en los mismos sitios de muestreo (Pollicelli et al. 2018). Sin embargo, en 
contraposición a los resultados obtenidos en ese estudio, los cuales indicaban mayor similitud 
en forma de hoja entre el sitio B y el A aquí encontramos que la forma promedio del sitio B es 
más similar a la del C y por lo tanto presenta mayor distancia de Mahalanobis con el sitio A. Esto 
puede deberse, por un lado, a que C. truxillensis es una planta herbácea y podría esperarse que 
responda más sensiblemente a bajas concentraciones metales, en tanto L. brasiliense es una 
especie arbustiva y podría presentar mayor robustez o tolerancia, manteniendo el fenotipo de 
hoja más similar al expresado en ausencia de factores de estrés o contaminantes. Por otra parte, 
podría existir alguna variable ambiental en sitio B, no contemplada en este estudio, que genere 
alguna alteración en la forma produciendo un patrón en distancias diferente al que esperaríamos 
(A<-B<-C). 

Conclusiones 

Considerando que Limonium brasiliense presenta tolerancia a la contaminación por metales 
pesados y a su vez existe una asociación entre este factor contaminante y el cambio en forma 
de la hoja, podría postularse a esta especie como herramienta ecológica y de bajo costo aplicada 
al biomonitoreo y remediación en zonas de humedales y marismas contaminadas por metales. A 
su vez, estos resultados refuerzan la idea de que en presencia de factores estresantes el fenotipo 
desarrollado por la hoja exhibe limbos ahusados con peciolos largos, mientras que en ausencia 
de estos el fenotipo desarrollado se corresponde a limbos globosos con peciolos cortos. 
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