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Resumen

Zeinsteger, P.; Palacios, A.; Leaden, P.; Gurni, A.: Caracteristicas microgrdficas y di-
gestion ruminal in vitro de una planta téxica (Nerium oleander, “laurel de campo™) ver-
sus otra inocua (Eucalyptus camaldulensis). Rev. vet. 20: 1, 3-9, 2009. Se definen como
plantas tdxicas de importancia agropecuaria aquellas que, ingeridas voluntariamente por el
ganado en condiciones naturales, causan dafios a la salud y pueden provocar la muerte. En
los animales domésticos las intoxicaciones vegetales son frecuentes y ocurren especialmente
en épocas del afio en donde la oferta forrajera disminuye por falta de precipitaciones. Los
glucosidos cardioténicos constituyen un grupo de principios activos presentes en cierto gru-
po de plantas con gran efecto farmacolégico a nivel del aparato digestivo y principalmente
sobre el corazén. El “laurel de campo” o “laurel rosa” (Nerium oleander L.) es un arbusto
ampliamente distribuido en el mundo, capaz de producir la muerte si se ingieren sus hojas u
otras partes. En ciertas ocasiones el profesional veterinario confunde inicialmente el mate-
rial vegetal hallado en el contenido ruminal luego de una necropsia con otra planta totalmen-
te inocua: hojas del arbol “eucalipto”. En el presente trabajo se explican algunos caracteres
botéanicos que permiten la diferenciacion entre las hojas de “laurel de campo” y “eucalipto”,
y ademas se investiga la digestion ruminal in vitro de ambas plantas utilizando la técnica del
rumen artificial en miniatura. Las hojas de N. oleander y E. camaldulensis fueron sometidas
a digestion ruminal in vitro y posterior analisis micrografico para determinar los efectos de
los microorganismos ruminales sobre las estructuras vegetales. No se observaron cambios
significativos en los diferentes 6rganos vegetales que dificulten la identificacion de ambas es-
pecies, lo que permite concluir que la micrografia constituye una herramienta valiosa como
método de diagnostico complementario para confirmar las intoxicaciones producidas por
plantas, permitiendo en este caso en particular la diferenciacion entre Nerium oleander, es-
pecie muy téxica, y Eucalyptus camaldulensis, vegetal inocuo.

Palabras clave: bovino, intoxicacion, Nerium oleander, Eucalyptus camaldulensis, micro-
grafia.

Abstract

Zeinsteger, P.; Palacios, A.; Leaden, P.; Gurni, A.: Microhistological characteristics and
in vitro ruminal digestion of a poisonous plant (Nerium oleander) versus another non-
toxic (Eucalyptus camaldulensis). Rev. vet. 20: 1, 3-9, 2009. Poisonous plants are a serious
threat to cattle. When eaten by animals in natural conditions, they lead to diverse organ inju-
ries and may cause death. Plant poisonings are common and take place mostly during the dry
season, when forage lacks due to scarce raining. Cardiotonic glycosides are compounds pre-
sent in some groups of plants with marked pharmacological effects on the digestive system
as well as the heart. “Laurel de campo”, “laurel rosa” or “oleander” is a widespread shrub in
many countries that may cause death if ingested. Veterinarians often confuse the plant mate-
rial found in the ruminal content after a necropsy with the non—toxic plant “eucalyptus”. The
purposes of this work are to describe some botanical characteristics of both plants to allow
the differentiation between the leaves of “oleander” and “eucalyptus”, as well as to investi-
gate the artificial ruminal digestion of both plants by means of the miniature artificial rumen.
Leaves of N. oleander and E. camaldulensis were submitted to artificial ruminal digestion
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and later microhistological analysis to determine the effects of ruminal microorganisms on
plant structures. No significative changes were observed for the considered vegetal organs.
We conclude that microhistological analysis is a useful tool for the complementary diagnosis
to confirm plant poisonings, allowing in this particular case the differentiation between Ne-
rium oleander, extremely poisonous, and Eucalyptus camaldulensis, non—toxic species.

Key words: cattle, intoxication, Nerium oleander, Eucalyptus camaldulensis, micrographic

analysis.

INTRODUCCION

Numerosos vegetales pueden producir efectos toxi-
cos en el organismo cuando sus principios activos in-
gresan por la via digestiva >2°. Se definen como plantas
toxicas de importancia agropecuaria aquellas que, in-
geridas voluntariamente por el ganado en condiciones
naturales, causan dafios a la salud y pueden provocar
la muerte *.

En los animales domésticos las intoxicaciones
vegetales son frecuentes y ocurren especialmente en
aquellas épocas del afio en donde la oferta forrajera
disminuye, debido a la falta de precipitaciones . Du-
rante el invierno se produce una disminucion en el cre-
cimiento de pasturas naturales y artificiales destinadas
a la alimentacion de los animales; el hambre produce
en éstos una alteracion en la selectividad y palatabi-
lidad hacia los vegetales, lo que deriva en el consumo
de especies que normalmente no son ingeridas. Por el
contrario, en otras circunstancias estas plantas son re-
chazadas debido al mal olor y sabor desagradable que
poseen, propiedades utilizadas por los vegetales como
defensa contra insectos y herbivoros 1517,

La toxicidad depende de muchas variables tales
como especie vegetal, estadio vegetativo, época del
afo, condiciones climaticas y edaficas; otras son in-
herentes al animal: especie, edad, sexo, momento del
ciclo reproductivo y estados sanitario y nutricional,
entre otros factores. El veterinario dedicado a grandes
animales con frecuencia debe asistir a pacientes intoxi-
cados por ingestion de vegetales, que exhiben sinto-
mas poco claros y hallazgos post-mortem variados e
inconstantes 2.2,

Los glucoésidos cardiotonicos constituyen un grupo
de principios activos presentes en ciertas plantas con
gran efecto farmacoldgico a nivel del aparato digestivo
y principalmente sobre el corazén . Digoxina y digi-
toxina son utilizados ampliamente desde hace mucho
tiempo para el tratamiento de afecciones cardiacas; sin
embargo, son sustancias que poseen un margen de se-
guridad estrecho 2", A la familia Apocynaceae per-
tenecen algunos géneros de plantas que poseen como
principios activos glucésidos cardioténicos. EI “laurel
de campo”, “laurel de jardin”, “laurel rosa” o “adelfa”
(Nerium oleander L.) es un arbusto o arbol ampliamen-
te distribuido en el mundo, capaz de producir la muerte
de quien ingiere sus hojas: unos cuantos gramos pue-

den conducir a un desenlace fatal 2 *°. En Australia
esta planta ha sido responsable del 27% de los casos de
intoxicaciones de origen vegetal en seres humanos 2.

Dado que el “laurel de campo” existe en Argentina,
la ausencia de reportes sobre intoxicaciones del ganado
con dicha planta quizas se deba a que los veterinarios
actuantes hayan confundido el material vegetal hallado
en el contenido ruminal con otra planta totalmente ino-
cua: hojas del arbol eucalipto, tal vez por la semejanza
que presentan los fragmentos de ambas hojas. Sin em-
bargo, son vegetales totalmente diferentes en cuanto a
la morfologia completa de las hojas y la actividad de los
principios activos; ain asi muchas veces resulta dificil
determinar de cual de las dos se trata en la gran mezcla
que representa el contenido ruminal.

Los glucésidos cardiotonicos se encuentran en va-
rios géneros pertenecientes a las familias Apocynaceae,
Asclepiadaceae, Celastraceae, Brassicaceae, Scrophu-
lariaceae y Ranunculaceae, entre otras *. Existen dos
grupos basicos de glucdsidos en las plantas: cardenoli-
dos y bufadiendlidos, ambos con efectos directos sobre
la funcion cardiaca. Los méas conocidos dentro de los
cardenolidos son digoxina y digitoxina, quimicamente
se caracterizan por poseer estructura de esteroide con
un grupo lactona. Poseen la propiedad farmacoldgica
de inhibir la bomba de sodio—potasio (Na*K* ATPasa),
con la resultante deplecion del potasio intracelular e
incremento de la kalemia “**. A dosis bajas tienen un
efecto terapéutico en el corazén, aumentando la fuerza
de contraccion, disminuyendo la frecuencia cardiaca, e
incrementando el volumen minuto. El valor terapéutico
de estas sustancias es reconocido desde el afio 1775 ¢,
y hace tiempo son producidas comercialmente a partir
de Digitalis lanata Ehrh 2°, Con dosis mas elevadas se
registra un detrimento progresivo de la conductividad
eléctrica a través del corazon, causando actividad car-
diaca irregular y eventualmente un bloqueo total del
corazdn 413,

Existen ensayos fitoquimicos que permiten la de-
teccion de este grupo de sustancias en una variedad de
plantas de diferentes géneros 26. Algunas son cultivadas
en jardines, como la “estrella de Belén” (Ornithogalum
spp.), el “lirio de los valles” (Convallaria majalis L.), el
“laurel amarillo” (Thevetia peruviana Pers. Schum.) y
el “laurel rosa”, “laurel de campo” o “adelfa” (Nerium
oleander L.), entre otras. En esta ultima el glucésido
principal recibe el nombre de oleandrina *.
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El “laurel de campo” constituye una potencial cau-
sa de intoxicacion debido a la frecuencia con la cual
se lo cultiva como arbusto ornamental, principalmente
por el atractivo de sus flores y su resistencia a la falta de
agua *. Se lo encuentra en plazas y jardines de casi to-
das las ciudades del mundo. Es un arbusto alto de 3-4
metros de altura, tiene hojas opuestas o verticiladas en
namero de tres, de color verde intenso, largamente lan-
ceoladas (8-14 x 1,5-2,5 cm), coriaceas (consistencia
recia aunque con cierta flexibilidad), con nerviaciones
secundarias pinnadas, muy numerosas, densas 3.

En Argentina también se lo planta en fincas y cha-
cras. Los glucosidos cardiotonicos se encuentran en
toda la planta, en especial en las hojas, y poca cantidad
debe ser consumida para que se presenten los efectos
toxicos. En bovinos y equinos, tan solo el 0,005% del
peso vivo en hojas de Nerium oleander ha provocado
la muerte **. En un estudio experimental en equinos,
40 a 80 mg/kg de peso vivo de hojas administradas
por sonda nasogastrica causaron efectos digestivos y
cardiacos. La toxicidad se mantiene en plantas secas,
aunque reducida .

Los animales que consumen las hojas y tallos desa-
rrollan inicialmente alteraciones en el aparato digestivo
y corazén *. Se cita ademas irritacion cutanea cuando
el jugo de la planta entra en contacto con la piel ¥. Los
glucosidos actan directamente sobre el tracto gastro-
intestinal causando enteritis hemorragica, colicos y
diarrea ¥ 19, Los efectos cardiacos se evidencian por
taquicardia ventricular y bloqueo cardiaco de primer
y segundo grado *. Si los animales afectados son ins-
peccionados al inicio de la intoxicacion, presentan ex-
tremidades frias y un pulso rapido y débil.

El curso raramente excede las 24 horas antes del
desenlace fatal. Esto Gltimo ocurre en la casi totalidad
de los casos; los animales son encontrados muertos y
los hallazgos durante la necropsia consisten en hemo-
rragia, congestion, edema y degeneracion celular de
organos toracicos y de cavidad abdominal. En algunas
ocasiones se observa degeneracién miocardica y ne-
crosis 24, Como diagnéstico complementario se puede
intentar la deteccion de los glucosidos cardiotnicos en
suero, orina, tejidos y contenido ruminal o estomacal,
sin bien las técnicas involucradas (HLPC, RIA) son
complicadas y costosas y por lo tanto de dificil apli-
cacion 8%,

En Argentina el consumo de los productos de la
poda de N. oleander produjo la muerte de terneros de
tambo. Los veterinarios que participaron en dichos
casos informaron el hallazgo de fragmentos vegetales
similares a las hojas de “eucalipto” (Eucalyptus spp.),
a partir de la observacion directa del contenido rumi-
nal durante la necropsia. Se ha reportado la muerte de
personas que consumieron infusiones de hojas de apa-
riencia semejante a las de Eucalyptus spp, cuando en
realidad eran de N. oleander %°.

El eucalipto es un arbol originario de Australia per-
teneciente a la familia Myrtaceae. Mide 30-50 metros
de altura, aunque en algunos casos puede alcanzar los
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90 metros. Sus hojas van cayendo al suelo a medida
que envejecen. Las que forman brotes jovenes y las de
los retofios son opuestas, sésiles, verde glauco, cerosas;
las de ramas viejas son alternas, cortamente pecioladas,
verde grisaceo, coriaceas, colgantes 3. Como principios
activos poseen aceites esenciales aromaticos, como
mentol y eucaliptol, con propiedades balsamicas y ex-
pectorantes 7.

Al contrario de lo que acontece con N. oleander, el
consumo de hojas de eucalipto no produce efectos toxi-
cos; por lo tanto, es importante poder caracterizarlas y
diferenciarlas de las de N. oleander a fin de realizar un
diagnéstico correcto. Ademas de las caracteristicas bo-
tanicas, ambos vegetales se pueden diferenciar por al-
gunas de sus estructuras histolégicas: Nerium oleander
posee criptas estomaticas con pelos tectores y cristales
de calcio en forma de drusas; Eucalyptus camaldulen-
sis tiene cavidades esquizdgenas destinadas al almace-
namiento de los aceites esenciales 3.

La micrografia es la técnica que pone en evidencia
estas estructuras, consiste en una disociacion o disgre-
gacion del material vegetal con hidroxido de sodio al
5% en caliente y durante unos minutos, y la posterior
observacion del material vegetal con microscopio Op-
tico 22, Las diferentes estructuras histolégicas de una
planta presentan mayor o menor grado de resistencia
a los efectos de la accion microbiana ruminal. Los
estomas y pelos tectores son bastante resistentes, pu-
diendo llegar a observarse incluso en las heces de los
herbivoros; los pelos glandulares presentan una menor
resistencia, y en algunos casos pierden la cabezuela,
permaneciendo solo el pie. Las células epidérmicas son
también de facil observacion. Dependiendo de la espe-
cie vegetal se pueden hallar distintos tipos de cristales
constituidos por oxalato de calcio 22.

Todas estas estructuras son observables tanto en la
digestion ruminal in vivo como in vitro. Esta dltima ha
sido utilizada en estudios sobre digestibilidad ® 2. Cier-
tas técnicas han sido reputadas como complejas debido
al costo de los equipos y el mantenimiento de las condi-
ciones de trabajo, por lo cual se ha propuesto el uso del
rumen artificial en miniatura 2 , de facil implementa-
cién y bajo costo. Consiste esencialmente en un saco de
celulosa suspendido dentro de un frasco pequefio con
tapa a rosca, el cual contiene una solucién quimicamen-
te similar a la saliva de ovino. Dentro del saco se coloca
el material vegetal conjuntamente con liquido ruminal,
luego se enrosca la tapa, y finalmente todo el conjun-
to se ubica dentro de un incubador. En general las es-
tructuras vegetales no sufren mayores cambios, siendo
posible su identificacion en el contenido ruminal. Esto
posibilita determinar las bases para la implementacion
de un método complementario de diagndstico que po-
sibilite identificar y diferenciar estructuras anatomicas
de ambas especies en el contenido ruminal de animales.
Asi, conjuntamente con la evaluacién clinica del vete-
rinario, el hallazgo de restos de Nerium oleander en la
ingesta de animales necropsiados permitira corroborar
la intoxicacion por ingestion de dicha planta.
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En el presente trabajo se detallan los caracteres bo-
tanicos que permiten la diferenciacion entre las hojas
de laurel de campo y eucalipto, y ademas se describen
los resultados obtenidos de la digestion ruminal in vitro
de ambas plantas utilizando la técnica del rumen arti-
ficial en miniatura, para caracterizar los efectos de los
microorganismos ruminales sobre ellas.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron hojas de Nerium
oleander y Eucalyptus camaldulensis de la ciudad de
La Plata, Buenos Aires. Las plantas fueron previamen-
te separadas en sus partes constitutivas, y las hojas de-
secadas a 50°C hasta peso constante. La identificacion
boténica estuvo a cargo de uno de los autores (Alberto
Gurni), y ejemplares de referencia fueron depositados
en el Herbario de la Catedra Farmacobotanica y del
Museo de Farmacoboténica de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica (UBA).

Digestion ruminal in vitro. Se utilizo la técnica del
rumen artificial en miniatura 2 . Dos tiras de membra-
na tubular para dialisis Spectra/Por (Spectrum Medi-
cal Industries, Inc., California) de 10 cm de longitud
se ataron en un extremo (individualmente) con nylon
para formar posteriormente un saco. En el interior de
una de ellas se colocé 1 g de hojas de Nerium oleander,
y en el otro la misma cantidad de hojas de Eucalyptus
camaldulensis. En ambos se colocaron 10 ml de liquido
ruminal previamente filtrado sobre malla fina obteni-
do de un ovino fistulizado. El recipiente de recoleccion
para el liquido ruminal se precalent6 a 39°C para evitar
que el cambio brusco de temperatura pudiera afectar
negativamente a los microorganismos ruminales.

El extremo libre de cada tira se anud6 con nylon,
quedando asi conformados dos sacos tubulares. Se co-
locaron por separado en dos frascos de vidrio con tapa
a rosca, los que contenian una so-
lucion similar en composicion mi-
neral a la saliva del ovino (100 ml).
Dicha solucién constituye el medio
McDougall, cominmente conocido
como saliva artificial. Previamente
a su utilizacion la solucion se bur-
bujed en forma vigorosa con CO,
por aproximadamente 10 minutos
hasta pH 6,0.

Cada dispositivo asi formado
constituyd un rumen artificial en
miniatura (Figura 1). Ambos fue-
ron colocados dentro de un bafio
metabdlico (Dubnoff Metabolic
Shaking Incubator, Precision Lab.)
a 38°C durante 24 h. Aproximada-
mente luego de 3 horas de iniciada
la digestion in vitro se abrieron las
tapas de ambos frascos por unos
segundos a fin de facilitar la salida

Figura 1. Rumen artificial en mi-
niatura. En su interior se observa
el saco de celulosa con la muestra
vegetal y contenido ruminal, antes
de la digestién in-vitro.

del gas producto de la fermentacién. A continuacion
se taparon, se agitaron para mezclar el liquido ruminal
con el material vegetal y se colocaron nuevamente en
el bafio metabdlico. Finalizada la digestion (Figura 2),
ambos sacos se retiraron de los frascos y sus conteni-
dos se lavaron con agua destilada, se filtraron, y se se-
caron en estufa a 60°C durante una hora. Las muestras
fueron luego procesadas para micrografia.

Micrografia. Las hojas de ambas plantas fueron
sometidas a disociacion leve: se colocaron en sendos
vasos de precipitacion de 30 ml de capacidad cada uno,
y se agregaron 10 ml de una solucion acuosa de hidréxi-
do de sodio al 5%. Se llevaron a ebullicion durante 5
minutos sobre platina térmica . Se filtraron y se la-
varon con abundante agua destilada, y tal material fue
luego observado con microscopio 6ptico. Las fotogra-
fias de los preparados se realizaron con el auxilio de un
fotomicroscopio Carl Zeiss Axiolab MC 80DX.

RESULTADOS

En las muestras de N. oleander que no fueron so-
metidas a la accion del liquido ruminal (controles) pue-
den observarse criptas estomaticas con pelos tectores
unicelulares (Figura 3) y cristales de oxalato de calcio
en forma de drusas (Figura 4), estructuras que carac-
terizan a esta planta. Las hojas que fueron sometidas
a la digestion ruminal in vitro presentan las mismas
estructuras que los controles, se pueden observar dru-
sas y criptas estomaticas con una ligera deformacion
(Figura 5). Los parénquimas asimilador en empalizada
y esponjoso conservan sus morfologias distintivas ain
luego del proceso de digestion ruminal (Figura 6).

Las muestras tratadas de E. camaldulensis prac-
ticamente no presentan diferencias respecto de las
muestras control. Esto se debe a que las hojas son muy
resistentes al proceso de digestion ruminal, debido

Figura 2. Rumen artificial en mi-
niatura. Se observa el contenido
gaseoso producto de la fermenta-
cion en la parte superior del saco,
luego de 24 horas de incubacion.
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principalmente a la presencia de numerosas fibras. En  pISCUSION

el disociado control se observan cavidades secretoras

lisigenas (Figura 7). En la muestra digerida pueden Las intoxicaciones de origen vegetal son muy fre-
observarse fragmentos de epidermis que presentan es- cuentes en los animales domésticos; sin embargo, las
tomas anomociticos (Figura 8), fibras (Figura 9) y ca- estadisticas en general no reflejan la real amenaza que
vidades secretoras lisigenas parcialmente conservadas representan las malezas toxicas, principalmente de-

(Figura 10). bido a que los sintomas en general resultan oscuros e

Figura 3. Micrografia control de N. oleander. CE: Figura 4. Micrografia control de N. oleander. D: dru-

criptas estomaticas. Disociacion leve, 20X. sas. Disociacion leve, 40X.

Figura 5. N. oleander. Micrografia post digestion Figura 6. Micrografia de N. oleander luego de la

ruminal in—vitro. CE: criptas estomaticas. D: drusas. digestion ruminal in-vitro. Parénquima asimilador

Disociacion leve, 40X. en empalizada (PEm) y esponjoso (PEs). Disociacién
leve, 40X.

Figura 7. Micrografia control de E. camaldulensis. Figura 8. Micrografia de E. camaldulensis luego de

Cavidades secretoras lisigenas (Csl). Disociacion leve,  la digestién ruminal in—vitro. Es: estoma. Disociacion

20X. leve, 40X.
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inconstantes para realizar un diagnostico ® #3334 | as
causadas por plantas que afectan al corazén en gene-
ral no tienen tratamiento, siendo los animales hallados
muertos en la mayoria de los casos »4 1,

Si bien existen métodos complementarios de labo-
ratorio disponibles para la confirmacion de la intoxica-
cion por glucosidos cardioténicos 2, solo ponen en evi-
dencia a digoxina y digitoxina y dan reaccion cruzada
con oleandrina, siendo por consiguiente de resultado no
concluyente 2. Por el contrario, la micrografia constitu-
ye una técnica sencilla y econdmica con posibilidades
de ser utilizada como método complementario para el
diagnéstico de la intoxicacion. De los animales presu-
miblemente muertos por ingestion de vegetales toxicos
se debe realizar la recoleccion de contenido ruminal en
diferentes sitios, principalmente a nivel rumino—reticu-
lar. A pesar que en las muestras existe abundante mate-
rial vegetal de diverso origen (gramineas, leguminosas)
que pudiera dificultar la identificacion de las plantas
toxicas, la mayoria posee caracteristicas estructurales
distintivas. Se deben considerar caracteristicas epidér-
micas (tricomas, estomas), la presencia de cristales y
de esclereidas y aun el tipo de parénquima asimilador,
lo que aumenta considerablemente el porcentaje de re-
conocimiento.

Como se demuestra en este trabajo, las estructuras
histologicas de ambas plantas son resistentes a la diges-
tion ruminal in vitro. Esto Gltimo se halla en concordan-
cia con un trabajo previo en el que se ha comprobado
la resistencia de la epidermis de las hojas de Baccharis
coridifolia DC (“mio—mio”, “romerillo) sometidas a la
digestion ruminal in vivo *. En el caso de N. oleander,
la presencia de criptas estomaticas con pelos tectores
en su interior es un caracter practicamente definitorio,
acompafiado de las drusas de oxalato de calcio que, si
bien no caracterizan a la especie, poseen valor en esta
comparacion dado que “eucalipto” no las posee. Al
mismo tiempo, las cavidades secretoras lisigenas que
contienen aceites esenciales en Eucalyptus constituyen
una caracteristica del género, pero que no es exclusiva.
En este analisis resultan de relevancia, porque Nerium

Figura 9. E. camaldulensis, micrografia post diges-
tion ruminal in-vitro. Fibras caracteristicas (F). Diso-
ciacion leve, 20X.

no presenta tales estructuras. De no poder diferenciar-
se macroscopicamente a las hojas de ambas plantas, la
micrografia permite la caracterizacion precisa, pudién-
dose confirmar o no la intoxicacion producida por el
“laurel de campo”.

Se concluye que la micrografia constituye una he-
rramienta valiosa como método de diagndéstico com-
plementario para confirmar las intoxicaciones produ-
cidas por especies vegetales, permitiendo en este caso
en particular la diferenciacion entre Nerium oleander
y Eucalyptus camaldulensis, y por consiguiente corro-
borando la ingestién y muerte producida por el “laurel
de campo”.
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