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RESUMEN

Con ¢l objetivo de contribuir al conocimiento de la nutricién del embrion de leguminosas se estudian en este
trabajo diferentes etapas de desarrollo del $vulo de Stylosanthes montevidensis Vogel y 8. leiocarpa Vogel. Se
plantea como hipétesis que durante las sucesivas etapas del desarrollo embrional existen varias regiones defini-
das como responsables del acceso de nutrientes: 1) tejido de barrera o hipdstasis, que conecta el suministro
vascular externo con el endosperma y forma un haustorio nuclear en la regién de la chalaza y no adopta estruc-
tura celular en ninguna de sus etapas; 2) barra de traqueidas, constituida por tragueoides con grandes puntuacio-
nes, que se forma en la madurez seminal a nivel del tegumento externo, frente al funiculo; 3) zona de contacto de
los cotiledones del embrién tempranc con la capa amilifera del tegumento externo en el lado dorsal del Gvulo-
semilla; 4) suspensor formado por células protrusivas, siendo la basal de gran tamafio y activa transferencia. Se
verifica por primera vez la presencia de endotelio en Aeschynomeneae en etapa de saco embrionario maduro.
También se discuten la formacién del saco embrionario, tejidos adyacentes y la estructura de la semilla por su
relacidn con la adaptacién ecolégica de ambas especies.

PALABRAS CLAVE: Stylosanthes, barra de traqueidas; endotelio; hanstorio; hipéstasis; lente; suspensor.

SUMMARY

NUTRIENT ACCESS PATHWAYS IN THE DEVELOPING EMBRYO OF TWQ
SPECIES OF Stylosanthes Sw. (FABACEAE-AESCHINOMENEAE)

In order to contribute to the knowledge of embryo nutrition in legumes, different stages in the ovule of Stylosan-
thes montevidensis Vogel and 8. leiocarpa Vogel are studied in this paper. As an hypothesis, several definite
regions are discussed as responsible for the routes of nutrient uptake processes: 1) a barrier tissue or hypostase
connecting the vascular external supply with the inner endosperm at the chalazal region which has a nuclear
haustorium and never adopts a cellular structure; 2) a tracheid bar formed by tracheoids with large pits located
at seed maturity at the outer integument Ievel in front of the funiculus; 3) the contacting zone of young embryo
cotyledons with the starchy layer of outer integument dorsally located in the ovule-seed; 4) protrusive suspensor
cells, being the basal cell oversized and in active transference. For the first time, the presence of an endothelium
in Aeschynomeneae is reported. Embrye sac and adjacent tissues formation and seed structure and its relation to
ecological adaptations of both species are also discussed.

KEY WORDS: Stylosanthes; endothelium; haustorium; hypostase; tracheid bar; lens; suspensor,
INTRODUCCION tadas a suelos secos o arenosos, frecuentes en campos no
roturados y muy resistentes a la sequfa por su profunda

El género Stylosanthes se halla presente en el mundoe rafz pivotante, El conocimiento de la constitucién de la se-

con 30 especies, enconirdndose 4 entidades taxondmicas
en el Uruguay: 8. montevidensis Vogel, S. montevidensis
Vogel var. intermedia Vogel, §. leiocarpa Vogel, y 5. guia-
nensis (Aublet) Swartz var. subviscosa Bentham (Speroni
e [zaguirre, 1994). Dichas especies y variedades estdn adap-

Facultad de Agronomia, Laboratorlo de Botanica. Avda.
Garzdén 780. 12.900. Montevideo, Uruguay.

milla y su relacién con el habitat ocupado por estas espe-
cies puede mejorar la produccion de semillas y por ende su
utilizacién en las pricticas agrondmicas.

Segiin Rosengurit (1943) sus especies son muy apeteci-
das por el ganado a pesar de sus tallos lefiosos ¥ hojas muy
pequeiias.

Las leguminosas representan un importante componen-
te cualitativo de la pradera natural. En nuestro pafs no estd
determinada cual es la causa de su escasez o abundancia.
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Ademas de las causas extrinsecas, tales como clima, suelo,
agua y factores estacionales, inciden preponderantemente
aquellas intrinsecas, siendo de fundamental importancia,
las englobadas en el aspecto reproductivo bésico de las que
existen muy pocos datos; autoesterilidad, anomalias en Ta
polinizacién, en el comportamiento meidtico en anferas y
otras que conllevan a una baja o nula produccion de semi-
lla viable, sin obviar aquellas relacionadas con los proble-
mas rizobioldgicos y simbiéticos.

Con el fin de aclarar estas causas se encaré este trabajo
atendiendo especialmente a la localizacién de los puntos
de accesc de nutrientes al 6vulo-semilla en etapas sucesi-
vas de su desarrollo que se proponen como responsables
en estos procesos.

Haciendo un balance de la adaptab1hdad de la especie
correlacionada con la estructura de la semilla, y las vias de
acceso de nutrientes en ella, pueden utilizarse estos datos
bésicos para probar estas especies nativas que aun no han
sido ensayadas en condiciones 6ptimas, come se ha hecho
en otros pafses con buenos resultados.

- MATERIALES Y METODOS

Las muestras de S, lefocarpa fueron colectadas en la
costa maritima en la punta de José Ignacio (Departamento
de Rocha) en terreno arenoso hiimedo, empastado y las de
8. mongevidensis en el Departamento de Tacuarembd. Es-
tos materiales se conservan en el herbario de la Facultad de
Agronomia (MVFA).

Las inflorescencias se fijaron en FAA (90cc alcohol etilico
al 70%, 5cc formaldehido y Sce 4cido acético glacial). Se dise-
caron bajo microscopio estereoscpico, separdndolas en 4 esta-
dios fenoldgicos: 1) flor joven de corola cerrada, 2) flor de co-
rola abierta, 3) fiuto joven y 4) fruto maduro (figural), se tifie-
Ton “ir-tole” con eritrosina a saturacién en alcohol etilico 70%
para facilitar Ia manipulacién de las pequefias piezas.

Se empled la técnica de deshidratacion en alcohol etili-
co usando toluol como intermediario, realizdndose luego
la inclusidn en parafina. Las secciones de las piezas incluf-
das se realizaron a 5-8 \Lcon micrétomo de rotacién Minot
American Optical. Se usé la técnica de doble coloracidn
con saframina fast-green. Las fotograffas se tomaron con
camara Olympus C-35 y pelicula Agfapan 25 en microsco-
pio Olympus Vanox.

RESULTADOS
I) GINECEO

Consiste de un ovario unilocular, unicarpelar, cuyo esti-
lo es de igual o mayor longitud que el ovario, con los 6vu-
los curvados hacia la sutura ventral. El nervio dorsal se
ramifica repetidamente en la pared carpelar que presenta
vascularizacién reticulada. La pared externa del carpelo en

S. montevidensis, esti formada por una epidermis con pe-
los de forma irregular que tienen un exfremo generalmente
romo con niicleo intensamente tefiido. Bajo luz polarizada
se observan cristales individuales prisméticos de oxalato
de calcio en la mayoria de las células del estrato epidérmi-
co. En 8. leiocarpa los pelos estdn ausentes en el ovario a
excepcibn de algunos pocos ubicados en el estilo, tipica-
mente papiliondceos, (Metcalfe y Chalk, 1957) simples y
con base septada bulbosa. En la subepidermis del estilo,
aparecen bandas longitudinales de un estrato de células de
paredes gruesas, tefiidas intensamente con safranina, y con
grandes vacuolas. Los vasos xilemdticos espiralados cuyas
deposiciones secundarias son muy activas a la tuz polari-
zada, transcurren a lo largo de las capas intermedias del
carpelo compuestas de células de paredes celuldsicas muy
delgadas. La pared interna del carpele estd formada por
una epidermis de células alargadas en sentido radial, muy
vacuoladas y de nucleolo tefiido intensamente. Estas célu-
las se dividen periclinalmente formando un estrato en co-
lumnas de 3-4 células frente al évulo y de més de 4 entre
éstos, que constituirin el endocarpo en el fruto maduro. En
general, contiene dos évulos campilétropos ascendentes
(excepcionalmente 3) insertos por el funiculo a la placenta
sobre el nervio ventral, hacia donde se dirige también la
micrépila. Los dvulos no se desarrollan simultineamente,
sino que el distal apical es mas precoz y de mayor tamaiio
que el basal, quedando éste a veces atrofiado totalmente.

) FORMACION DEL SACO EMBRIONARIO
(Estadio fenoldgico 1)

El évulo joven, antes de la diferenciacidn del arquespo-
rio (figura 2A), estd formado por 2 capas nucelares (el nu-
celo en este caso es pseudocrasinucelado) de células ho-
mogéneas, ordenadas concéntricamente, de niicleo promi-
nente.

El tegumento externo esti formado por 3 capas celula-
res en la zona lateral, hasta 6-8 capas enla micrépilay 10-14
capas a nivel chalazal continuandose desde la chalaza porel
rafe hasta la insercién del évulo, con células algo mds alar-
gadas que las restantes y dispuestas en filas paralelas.

El tegumento interno est4 formado por 3 capas celula-
res en la zona micropiiar donde se prolonga en un labio
con células de mayor tamafio y citoplasma menos denso
que las del resto del tegumento; puede llegar a engrosarse
dando hasta 4-5 capas de células de espesor y 2 capas celu-
lares en la parte lateral.

Cuando se diferencia el arquesporio, el nucelo presenta
una epidermis destacada con 2 capas celulares a nivel de la
micrépila y 4-5 a nivel de la chalaza (figora3A).

El arquesporio sc diferencia a partir de una célula
subhipodérmica nucelar (figuras 2B vy 3A) del Gvulo, que
aumenta de tamafio alargdndose en sentido micrépilo-cha-
lazal y por meiosis da origen a una tetrada linear de megés-
poras en la que degeneran las 3 micropilares por forma-
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cion de calosa en las paredes, lo que impide el pasaje de
nutrientes, prevaleciendo la chalazal (figura 3C). Queda
asi constituida 1a megdspora funcional, de gran tamafio,
citoplasma denso tefiido intensamente. Dentro del material
estudiado no se encontraron tetradas en forma de T, aun-
que a veces las 3 megdsporas basales se disponen alinea-
das y la apical inclinada hacia la micrépila (figura 3B).
La megaspora funcional se agranda y se prepara para la
divisién celular. El nucleolo es muy prominente, aumen-
tando su tamafio en relacién a etapas anteriores (figura3E).
“El évulo maduro, tiene dos tegumentos de gran masa
celular principalmente en la zona chalazal. El tegumento
externo aumenta la cantidad de células considerablemente
desde el funiculo a la chalaza (rafe) y se hace notoria la
zona de vascularizacién. El tegumento interno mantiene 3
capas cefulares en su zona chalazal. Ambos limitan al nu-
celo proporcionando una cavidad curva donde se formara
el saco embrionario. Dicha cavidad se agranda a expensas
de la digestién del nucelo, principalmente en longitud des-
de la chalaza hacia la micrépila a medida que aumenta el
tamafio de la megdspora funcional (figura 3D).
La micrépila es tipicamente en zig-zag cn esta etapa, y
se forma por el exostoma (tegumento externo), siendo en-

tonces perpendicular a la insercidn del évulo y el endosto- -

ma (tegumento interno). En estadios tempranos se presen-
ta alineada al eje del ovario. El canal micropilar formado
por el tegumento interno perpendicular al formado por el
tegumento externo, queda cubierio por él y se orienta en
dngulo de mas o menos 30-35° respecto del estilo. El tegu-
mento externo deja entonces una abertura en direccién obli-
cua hacia la sutura ventral no alineada con el canal micro-
pilar del tegumento interno (figura 4A). A su nivel se con-
forma primitivamente la estructura del hilio en la insercion
del funfculo con forma de circulo en vista ventral, constan-
do de 3 capas celulares en la zona lateral dorsal.

El nucelo al fin de esta etapa, queda conformado por 3
capas celulares dispuestas paralelamente a cada lado de la
cavidad del saco embrionario. En los extremos las células
son pequefias, de forma irregular manteniendo el grupo
chalazal una mayor masa celular.

Una vez dividido el micleo de la megdspora, antes de la
separacion de las células resultantes, continda la desorgani-
zaci6n del nucelo evidenciado por restos de células colapsa-
das, que dejan mayor espacio enire los 2 micleos del saco
embrionario haciéndose mayor la cavidad del mismo
(figura3F), Queda asi constituido el saco embrionario 2 ce-
lular.

Seguidamente sélo se observa la epidermis nucelar bajo
la micrépila, quedando una masa celular escasa de nucelo
sobre ambos extremos (micropilar y chalazal) y se obser-
van células colapsadas en el limite con el saco embriona-
rio. Los dos nicleos del saco embronario se dividen dis-
poniéndose 2 en cada polo unidos por citoplasma de esta-
do cenocitico, quedando asi formado el saco embrionario
4 celular. :

En esta etapa el tegumento exierno tiene 3 capas celula-
1es en la zona lateral dorsal y hasta 8 capas en las zonas
ventral y micropilar, mientras que el fegumento interno
mantiene su estructura anterior.

A medida que contintia el desarrollo del évulo, la capa
mis interna del tegumento intemo se divide anticlinalmente -
y queda constituida por células ordenadas, de forma rectan-
gular, con didmetro mayor perpendicular al eje, citoplasma
granmloso, ndcleo prominente y nucleolo destacado que ade-
mis se lifie de forma mas intensa que el resto. Este proceso
comienza por la zona lateral desde el extremo micropilar
hacia el chalazal, donde estas células son més reducidas en
su didmetro mayor, originando el endotelio (figura 3(G).

Mientras se constituye el endotelio, se desintegra la epi-
dermis nucelar a nivel de lag zonas laterales de 1a micrépi-
ia, prevaleciendo ias c€lulas mas cercanas a ella y el grupo
lateral chalazal. Se observan restos de las paredes que li-
mitan el endotelio formado. Las célnlas de la epidermis
nucelar micropilar aumentan considerablemente de tama-
fio, su citoplasma desarrolla grandes vacuclas y el nticleo
se hace poco denso. Se dispenen bordeando y obstruyendo
el orificio micropilar, a modo de obturador contactando con
el aparato oosférico (figura 3G).

En el évulo, el nucelo se presenta casi desintegrado, con
esas 2-3 células en el dpice micropilar y restos de paredes
celulares en los lados del saco embrionario, En la zona cha-
lazal se mantienen varias capas, lo que indicarfa probable-
mente que la desorganizacidn del mismo se esté haciendo
desde la micrépila hacia la chalaza, antes de la fecunda-
cién. Las células remanentes se presentan organizadas en
lineas que se prolongan hacia la chalaza. Son células alar-
gadas con su didmetro mayor paralelo al eje del estilo, de
niicleo denso y citoplasma progresivamente mds vacuola-
do a medida que avanza el desarrollo.

Continia 1a division de las 4 células del saco embriona-
rio hasta que éste se encuentra formado por: Ia odsfera, de
forma esférica, que aparece tefiida de rojo con micleo pro-
minente ¥y nucleolo destacado, citoplasma vacuolado y
granuloso (figura 3H); las sinérgidas, alargadas, flanquean
la odsfera; los niicleos polares aparecen muy prominentes
dentro del citoplasma cenocitico granuloso de la célula
central; las antipodas se ubican en el extremo chalazal; en
S. leiocarpa son muy pequefias y effmeras contrastando
con las de S. montevidensis en que se distinguen claramen-
te triangulares con citoplasma denso, nicleo y nucleolos
pequefios y muy prominentes (figura 4A). Queda consti-
tuido por lo tanto-el saco embrionario maduro.

IIT) FECUNDA CION (Estadio fenolégico 2)

La micropila presenta material tefiido de rojo intenso
debido a remanentes del tubo polinico. El material esper-
mitico ingresa al saco embrionario provocando la desinte-
gracion de las sinérgidas, apareciendo ambas amorfas e
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intensamente tefiidas (figura 4B). El contenido del tubo po-
linico se observa como una masa caracterfstica granulosay
violdcea dispuesta alrededor del aparato oostérico. Segui-
damente se produce la fecundacién, forméndose el zigoto,
Las antipodas desaparecen luego de la fecundacidn y la
masa nueelar chalazal se desintegra ain més hacia la parte
proximal del saco embrionaric (figura 31).

IV) ZIGOTO

Luego de la fecundacidn el zigoto toma forma esférica,
el micleo ocupa la posicion central con el nucleolo de gran
tamafio y muy prominente. El citoplasma es muy denso,
conteniendo granulos y grandes vacuolas periféricas. Con-
tacta con la célula epidérmica nucelar que obstruye la mi-
cropila, lo que indicaria una asociacién para la futura no-
tricion del embridn, mostrando esta zona de contacto un
evidente volumen vacuolar.

. Se mantienen adosados restos de sinérgidas que no han
terminado de colapsarse. El citoplasma cenociiico de la
célula media se vuelve denso y los nicleos polares luego
de la fusién con el nicleo espermético constituyen el en-
dosperma y proliferan formando un grupo que ocupa prin-
cipalmente la zona central de la cavidad del saco embrio-
nario. Las células nucelares en las lineas centrales, antes
citadas, orfentadas hacia el polo chalazal, comienzan a co-
lapsarse al mismo tiempo que las laterales, para dar espa-
cio al crecimiento de 1a cavidad del saco embrionatio.

V) PROEMBRION

El zigoto inmediatamente se divide dando Ingar a las
células apical y basal, las cuales continuardn dividiéndose
constituyendo finalmente el proembrion.

La cavidad del saco embrionario contiene al incipiente proe-
mbrién y a los micleos endospermadticos (figura 4C) que inter-

vienen directamente en fa nuiricidn del mismo. El pro-em-

brién queda suspendido en la cavidad del saco embrionario
sin contactar con célula alguna (figura 5A). Los nicleos en-
dosperméticos ocupan dicha cavidad alrededor del proembridn,
agrupdndose en mayor niimero hacia la zona chalazal a medi-
da que avanza el desarrollo y contactan con esta vital regién
del vulo. Las células nucelares periféricas que limitan con el
endotelio se vacuolizan atin mds. La divisién celular del proe-
mbrién continida hasta formar el embridn.

VI) EMBRION

Estd constituido por una parte globosa orientada hacia
la zona chalazal y, orientado hacia la micrépila, el suspen-
sor. Este iltimo prolifera por divisién de 1a célula basal
dando células vacuoladas, alineadas, rectangulares con su

gje mayor en el sentido de la micrépila empujando al em-
brién hacia el polo chalazal. Continda dividiéndose y per-
manece en contacto con las células obturadoras o micropi-
lares por una gran vacunola.

VIT) FORMACION DE LA SEMILLA
(Estadio fenolégico 3)

Durante esta etapa el embridn continda su desarrollo y
se observa una fuerte curvatura del saco embrionario.

La cubierta seminal (figura 5B), queda constituida de
afuera hacia adentro por una capa en empalizada de ma-
croesclereidas, que se tifien de color rojo, con el nicleo
ubicado en posicién central. Al lado del hilio, opuesto a la
micrépila en superficie se aprecia un alargamiento de las
macroesclereidas en sentido de su eje mayor, formando éstas
el caracterfstico lente de 1as semillas de leguminosas.

El tegumento interno queda reducido a 2 capas de célu-
las aplanadas, mientras que el endotelio, a unas pocas cé-
lulas a nivel de la micrépila y chalaza.

En §. leiocarpa el lente estd formado por un tinico estra-
te de macroesclereidas con su eje mayor en sentido radial,
formando en su totalidad una convexidad hacia el exterior
de la semilla. En la parte central del lente, en posicién sube-
pidérmica, las macroesclereidas por divisiones periclina-
les de las células de su capa interna, forman un grupo de 3-
5 células de paredes engrosadas de didmetro mayor que las
originales (células tuberculadas) (figura 5F). La linea in-
terna del lente es relativamente recta en este caso. En S.
montevidensis el lente en un principio se forma por alarga-
miento de las macroesclereidas al igual que en S. leiocarpa
pero en etapas mds avanzadas de la maduracidn se dividen
periclinalmente en su capa interna varias veces; queda for-
mado finalmente por las macroesclereidas y una hipoder-
mis de varios estratos irregulares de células, que luego se
esclerifican, y toman aspecto semejante a las astroesclerei-
das. El lente en este caso es de superficie interna cdncava,
pero no sobresale en la superficie exterior {figura 5E). A
nivel de la insercién del funfculo, por debajo de la capa de
macroesclereidas rodeando la barra de traqueidas y la
micropila se encuentran las astroesclereidas, de forma irre-
gular, de paredes regularmente engrosadas y citoplasma
denso (figura 5G).

Las capas nucelares de la zona chalazal resulian mis
tarde digeridas, pero persisten restos de las mismas; las mas
externas forman una masa en la base de la cavidad que
aparece coloreada y refringente, constituida por células ali-
neadas hacia la chalaza, constituyendo un tejido de barre-
ra o hipdstasis, caracteristico (figura 5C). Las mds inter-
nas contactan con los nicleos def endosperma y contribu-
yen también de otra manera a resolver el sistema nutricio-
nal del embridn.

La célula del suspensor que contacta con el endotelio,
adquiere tamafio y forma relevantes (figura 5D). A través de
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ésta célula los niicleos endosperméticos contactan con el
embrién (figura 6A). El resto de las células del suspensor
son de menor tamario, laxas, de forma irregular, de nicleo
pequefio tefiido de rojo intenso y con grandes vacuolas.

El endosperma se presenta con los niicleos libres inmer-
s0s en citoplasma denso y granuloso. Estos rodean al sus-
pensor a nivel de la base de la cavidad del saco embriona-
rio, quedando restringidos al borde del saco embrionario
llegando hasta la zona chalazal. Debido a una posible acti-
vidad hanstorial de Ia parte chalazal del endosperma ocu-
rre una gradual digestién de la base del nucelo.

Frente al funiculo aparece una zona de células mds alar-
gadas que las restantes indicando el inicio de la formacién
de las traqueoides que aparecen en la semilla madura. El
haz vascular (figuras 6A, 6B y 7B), formado por vasos es-
piralados, penetra por el funiculo, se curva hacia la zona
chalazal extendiéndose paralelamente a la cubierta semi-
nal y se separa de ésta por 4-5 capas de células de forma
oval, citoplasma denso y nidcleo tefildo de rojo intenso.
Contacta hacia el interior con las capas intermedias cu-
yas células contienen abundante almidén.

El embrién continia su divisién celular hasta quedar

formado por la radicula y los cotiledones, constituyendo
asi la semilla.

La radicula estd formada por células isodiamétricas, de
menor tamafio que las que tenia el suspensor, de citoplas-
ma denso, nicleo y nucleolo mis pequefio. En la zona hi-
pocotilar, las células toman forma rectangular, son muy
densas y forman un tejido compacto que constituyen las
c€lulas iniciales procambiales. En los cotiledones son iso~
diamétricas, muy densas, forman un tejido compacto y
homogéneo salvo en las zonas de futura vascularizacion.
Los cotiledones se adosan a las capas intermedias forma-
das por el tegumento externo hacia Ia cara dorsal de la se-
milla, cuyas células estdn colmadas de almidén. Entre las
células de las capas intermedias y de los cotiledones se
ubican los niicleos endosperméticos (figuras 7B y 7C).

VIII) SEMILLA MADURA (Estadio fenolégico 4)

1.a zona interna del tegumento exierno presenta menor
espesor, sus células estin desorganizadas, con niicleo tefii-
do intensamente, rodeando al orifico micropilar y frente al
funiculo las astroesclereidas se mantienen del mismo modo
que ent el estadio anterior. El tegumento interno se encuen-
tra casi colapsado y digerido, aunque algunas células dis-
persas y una capa de restos de paredes ain contactan con el
fegumento externo.

Al madurar 1a semilla, la capa de macroesclereidas per-
manece incambiada en tamafio y extension, excepto por
sus paredes que se tifien de color rojo muy intenso, mar-
cando quizds asi un cambio en la constitucidn de la ligni-
na, apareciendo conspicuamente a la luz polarizada con
color violdceo. Por debajo de ellas aparece una capa de

una sola fila de osteoesclereidas (hour-glass cells) de me-

nor tamafio que el resto de las células del tegumento, cuyas
paredes son Spticamente muy activas a la luz polarizada
{figuras SH y 6B). El tejido de barrera ¢ hipdstasis aiin
persiste en la chalaza conectando el haz vascular con res-
tos del endosperma muclear (figuras 6A y 6B).

Freute al funiculo queda formada finalmente la barra de
traqueidas, constituida por traqueoides, alargadas, lignifi-
cadas, con paredes dpticamente activas a la luz polarizada,
con puntuaciones y su eje longitudinal orientado perpendi-
cularmente al hilio, terminando algunas de ellas en extre-
mos agudos o romos (figuras 5@, 51, 6B). Esta barra se
extiende sagitalmente desde la micrépila hasta contactar
con el haz vascular que se dirige hacia la chalaza aunque
es piriforme en corte transversal (figuras 5G v 6B). Es a
través de la barra de traqueidas, por su estructura, que ios
nutrientes circulan desde zonas extraovulares hasta el inte-
rior de la semilla,

El embridn acupa toda ta cavidad de 1a semilla. La radi-
cula estd muy desarrollada, con las células iniciales de la
cofia de forma rectangular y paredes finas tefiidas de rojo
intenso y micleo grande que se dividen transversalmente.
Los cordones procambiales aparecen diferenciados en célu-
las alargadas, de niicleo grande v nucleolo tefiido intensa-
menie con citoplasma denso y granuloso. El resto de las cé-
lulas de 1a radicula son también rectangulares con niiclec
pequefio que se tifie intensamente y algunas de ellas son bi-
nucleadas y de citoplasma muy vacuolado y granuloso.

En el epicdtilo se distingue la gémula acompafiada de
primordios foliares. Los cotiledones se constituyen de cé-
lulas irregulares mds pequefias que las de la radicula y se
tifien de color rojo més intenso que las restantes del em-
brién presentando zonas con abundante almidén. Algunas
de ellas se diferencian por su citoplasma mds denso y va-
cuolado y en forma laxa disponiéndose como eslabones,
que acompatfian la formacién de células procambiales.

El embridn presenta cotiledones simétricos con pecio-
los que sdlo pudieron ser observados con el microscopio a
aumentos de 40X; son del tipo ampliamente eliptico, de
dpice obtuso con la base cordada y sistema vascular pal-
mado, con 3 nervies principales ¥ 2 laterales (3+2),

DISCUSION Y CONCLUSIONES

GINECEO

En Stylosanthes se desarrolla primero el 6vulo distal,;
siendo en S. montevidensis el inico que llega a la madurez;
en 8. leiocarpa pueden Hegar ambos o sélo el distal. En
Glycine max (Kato et al. 1954, en Prakash y Chan, 1976)
sefialan una diferenciacién mds rapida en el 6vulo distal;
en cambio Prakash y Chan (op. cit.) reportan un desarrollo
sincronizado de los 6vilos y a veces un desarrollo mds ra-
pido del vulo basal lo que nunca sucedié en ninguna de
las dos especies observadas.
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MEGASPOROGENESIS

El arquesporio en Stylosanthes consiste de una sola célu-
1a central del nucelo, contrariamente a lo citado por Prakash
(1987) para las Papilionoideae donde es comiin un arques-
porio multicelular. Sin embargo Prakash y Chan (op. cit.)
coinciden con lo chservado en el arquesporio que es unice-
lular y se divide para formar nna célula panetal hacia la mi-
cropila y una espordgena que se agranda y funciona directa-
mente como la célula madre de las megdsporas.

La tetrada observada en Stylosanthes es linear. En otras
leguminosas como Glycine mex {(George et al., 1979), As-
fragains (Maldonado, 1982) y en Lotus (Rin ez al., 1990),
se observaron dispuestas en T.

La preparacién de la megéspora para la fase gametofiti-
ca en Stylosanthes se da por aumento de tamaiio y vacuoli-
zacidn, lo que también ha sido observado por Prakash
(1987} en otras leguminosas.

- SACO EMBRIONARIO

El desarrollo del saco embrionario en Stylosanthes es del
tipo Polygonum y existe doble fertilizacién concordando con
Prakash y Chan (1976). Las antipodas son efimeras como
ocurre en la mayorfa de las leguminosas segin las observa-
ciones realizadas en este trabajo y por Prakash (1987).

ENDOTELIO

En estas especies se observo endotelio desde Ia madura-
cién del saco embrionario hasta muy avanzado el desarro-
llo del embridn. Segiin Prakash (op. cit.), hasta el momen-
io stlo se encontrd endotelio en las tribus Phaseoleae y
Abreae; para dicho autor la presencia/ausencia de endote-
lio constituye un cardcter taxondmico. En Adesmia securi-
gerifolia de la tribu Adesmicae, lzaguirre et al. (1994) ob-
servaron su formacién inmediatamente luego de la fecun-
dacién.

ENDOSPERMA

De acuerdo con Anantaswamy (1953) en Stylosanthes
no se forma un tejido endospermético celular. Concuerda
con Johri y Garg (1959) en que permanece en estado nu-
clear durante toda la vida del endosperma hasta casi su to-
tal desaparicidn.

Con respecto al endosperma nuclear, en Stylosanthes los
nitcleos polares se dividen luego de 1a fusion con el micleo
espermético formando un grupo que se ubica en la parte cen-
tral del saco embrionario. Esto no ha sido observado segiin
Prakash (op. cit.) para otras leguminosas en un estadio tan
poco avanzado, ya que al comenzar las divisiones los nt-

cleos se ubican en la périferia del saco embrionario. Asf su-
cede al avanzar la maduracién del embridn en Stylosanthes.

VIAS DE ACCESO DE NUTRIENTES AL
EMBRION EN DESARROLLO

1) A nivel de la chalaza se observa el caracteristico teji-
do de barrera o hipdstasis descripto por Van Tieghem
{1901) formado por células de origen nucelar cuyas pare-
des se lignifican. Ha sido citado por Anantaswamy (1951 y
1953) para Papilionoideae. '

En la zona chalazal el endosperma presenta una gradual
digestitn de 1a base del nucelo que también ha sido observa-
da en Glycine, Teramnus, Atylosia y otras Phaseoleae por
Anantaswamy (1953), lo que evidencia la actividad hausto-
rial de esta zona del endosperma. Segiin Zindler-Frank
(1987), el endosperma es considerado como fuente y regu-
lador de nutrientes para el desarrollo del embrién actuando
como intermediario entre la planta materna y el embrién hijo.
Las hormonas, especialmente las citoquininas que actiian mo-
vilizando nutrientes y las giberelinas necesarias para el cre-
cimiento del embnién son transportadas desde la planta pa-
rental y acumuladas en el endosperma.

En ambas especies de Stylosanthes se considera la hi-
pédstasis como responsable de la economia de agua y nu-
irientes, dado que el haz vascular llega a la base ovular en
el punto preciso en que contactan el endosperma hausto-
rial y el nucelo basal, que a su vez presentan invaginacio-

nes de pared entre si.

2) LLa barra de traqueidas observada en este material
presenta una banda de traqueoides lignificadas con pun-
tnaciones grandes del tamafio del didmetro de la célula.
Segiin Lersten (1982 eventualmente podrfan contribuir a
la taxonomda con un estudio més profunde en base a forma
y ornamentaciones en las Papilionoideae.

Este dispositivo actuatia en Siylosanthes como elemen-
to de la difusién de nutrientes provenientes del exterior del
6vulo desde el haz vascular funicular opuesto al surco hi-
lar hacia Jas capas intermedias.

3) En la etapa temprana de embridn cordiforme es muy
significativa la abundancia de almidén en las capas inter-
medias derivadas del tegumento externo. Johansson y
Walles (1993) observaron acurmulaciéon de almidén en tem-
pranos estadios de 1a ontogenia de 1a semnilla de Vicia faba.

Los cotiledones de Siylosanthes en formacién se pre-
sentan adnados a las paredes del tegumento externo en la
zona lateral del évulo donde se observa claramente la pre-
sencia de almidén. Los intermediarios aparentes para la
transferencia de solutos desde esta capa hacia el interior
son los micleos esparcidos del endosperma gue permane-
cen enire ambas estructuras.

4) El suspensor que presenta en las diferentes especies
muy variadas morfologias, ocasionalmente puede desarro-
llar células haustoriales protrusivas hacia aderitro de Ia ca-
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-vidad del saco embrionario absorbiendo nutrientes del flui-
do circundante (Apnantaswamy Rau, 1953); en otros casos
la célula basal del suspensor s¢ inserta como en Stylosan-
thes dentro de la micrépila y presenta notorias invagina-
ciones de pared. En Adesmia securigerifolia, Tzaguirre et
al. (1994) observaron la presencia de dos células falcadas,
grandes, que también se ubican a nivel del polo micropilar.

En Stylosanthes esti constituido por células vacuoladas,
rectangulares en toda su longitud, excepto la basal que es
globosa, de gran tamafio y contacta con la epidermis nuce-
lar. De este modo contribuyen eficazmente a la actividad de
transferencia de metabolitos hacia el interior del embridn.

Las semillas exalbuminadas utilizan diversas estrategias
en el curso de su ontogenia para 1a admisién de nutrientes.
Las leguminosas, que también tienen semillas con esos
caracteres peculiares, presentan varios puntos de acceso
como los que se han encontrado en Stylosanthes.

ESTRUCTURA DE LA SEMILLA: LENTE

Dentro del género se diferencié S. montevidensis de 5.
leiocarpa por la estructura de la hipodermis del lente, la cual
estd formada por células tuberculadas, esclerosadas, (Man-
ning y Van Staden, 1985 en Van Staden et al. 1989). En S.
montevidensis son varios estratos irregulares que determi-
nan una concavidad en la cara interma del lente, mientras
que en S. leiocarpu es un pequefio grupo y la cara interna es
recta. Este tipo de células segiin Van Staden ef ai. (op. cit.)
en las semillas de Papilioncideae estd enrelacion con la fug-
cién del lente respecto a la entrada de agua a la semilla en
esa zona durante la germinacion. En Vigna umbellata, (Go-
pinathan y Babu, 1985 en Van Staden ef al. 1989), la per-
meabilidad de la semilla estd asociada a la presencia de teji-
do parenquimdtico debajo del lente; en semillas duras dicho
tejido es esclerenquimdtico. Estos autores consideran a la
testa y al lente como un sistema integrado, siendo el lente el
punto sensible a los factores de stress que pueden ser trans-
mitidos por 1a testa. Ademds es donde se produce 14 ruptura
para la entrada de agua. La diferencia observada probable-
mente serfa indicadora de la adaptacién ecolégica para la
sobrevivencia en distintos ambientes, como lo ejemplifican
estas dos especies, ya que S. montevidensis predomina en
suelos pedregosos v 8. leiocarpa en suelos arenosos donde
se dispone de una mayor retencion de agua.

En la semilla, segiin Smith (1981}, las formas cotiledo-
nares en Papilionoideae son las mds alargadas y la base
varia desde cuneada a obtusa y ocasionalmente cordada
como en Stylosanthes. La forma y simetria de los cotiledo-
nes estdn reflejados en el sistema vascular (Scott y Smith,
op. cit. Smith 1981). En este caso es coincidente la forma
eliptica con un sistema vascular palmado con 3 nervios
principales y 2 laterales (3+-2). Las Papilionoideae (Smith,
op. cil.) presentan todos los tipos de vascularizacidn, pero
lo més comiin en ellas es el tipo palmado (3+2) como en

Stylosanthes. El margen peciolar y la base cotiledonar, no
presentan caracteristicas especiales.
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Figura 1. Esquema de Stylosanthes leiocarpa: Inflorescencia, flor, secuencia de estadios fenolGgicos del gineceo
relacionados a la brictea (1, 2, 3, y 4) y fruto.
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Figura 2. Esquema de [a evolucion correlativa del gineceo y andraceo, hasta formacion del saco embrionario y de
los granos de polen en seccién longitudinal de 1a flor. A: (No se presenta la quilla por no coincidir su insercién en el -
plano de corte). A y B: S. leiocarpa. C: S. montevidensis. A:alas; a:antipodas; Ca: célula arquesporial o arquesporio;
Ce:células espordgenas; Ec; endotecio; Gp:granos de polen; K:céliz; M:microsporas; N: nucelo; np:nticleos polares;

o:odsfera; Q:quilla; R:recepticulo; S:estandarte; s:sinérgidas; T:tapete; Te:tegumentos; Tu:tubo.

rs
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Figura 3. Evolucidn del 6vulo desde arquesporio hasta fecundacidn. Todas las fotos a ca 570X. A:arquesporio.
B:tetrada. C:tetrada con megéspora funcional. D:megaspora funcional. E:megdspora funcional en divisién. F:saco
embrionario 2 nuclear. G:odsfera. H:saco embrionario maduro. I:fecundacién, Ca:célula arquesporial; Cnm:célula

nucelar micropilar; En:endotelio; Mc:megdsporas colapsadas; Mfimegdspora funcional; Mfd:megaspora funcional en
division; Mic:micrépila; N:nucelo; np:niicleo polar; Tee:tegumento externo; Teiitegumento interno; Tmi:tetrada de
megasporas; tp:tubo polinico; o:o6sfera; s:sinérgidas; SE:saco embrionario 2 nuclear; Z:zigoto.
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Figura 4. Esquema del desarrollo del saco embrionario hasta formacién del zigoto. A:Saco embrionario.
B:Fecundacién. C:Zigoto. a:antipodas; En:endotelio; Mic:micrdpila; ne:ndcleos endosperméticos; np:niicleos polares;
N:nucelo; o:00sfera; s:sinérgidas; Tee:tegumento externo; Tei:tegumento interno. Z:zigoto.
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Figura 5. Embrién joven y caracteres de la semilla madura. A:proembridn, ca 570X. B:S.Jeiocarpa:lente y hipdstasis,
ca 135X. C:hipodstasis, endosperma haustorial, ca 570X. D:célula basal del suspensor, ca 270X.
E:S.montevidensis:macroesclereidas en el lente, ca 570X. F:S. leiocarpa:macroesclereidas en el lente, ca 570X. G:zona
hilar de 14 semilla madura, ca 135X. H:cubierta de la semilia madura, ca 570X. I'traqueoides, ca 570X.
Ae:astroesclereidas; bt:barra de traqueidas; Cb:célula basal del suspensor; Ch:células hipodérmicas en el lente;
En:endotelio; End:endosperma; Hi:hipéstasis; Hv:haz vascular; L:lente; Me:macroesclereidas; N:nucelo;
Oe:osteoesclereidas; PE:proembrién; Teitegumento interno.
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Figura 6. Esquemas de: A:Embridn joven (S. leiocarpa). B:Semilla madura (5. montevidensis). Ae:astroescleridas;
bt:barra traqueidas; C:cotiledones; Carp:carpelo; E:embrién; En:endotelio; f:funiculo; Hi:hipdstasis; Hv:haz vascular;
L:lente; Me:macroesclereidas; Mic:micrépila; ne:niicleos endospermaticos; Oe:osteoesclereidas; R;radicula;
Suzsuspensor; Tee:tegumento externo; Tei:tegumento interno.
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Figura 7. A y B:Esquemas de zona de contacto del embrién con el legumento externo. C:Zona de contacto.
E:embridn; f:funiculo; Hi:hipdstasis; Hv:haz vascular; ne:nticleos endospermdticos; Tee:tegumento externo;
Tei:tegumento interno,






