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Morfologia de la semilla, presencia de aréolas y entrada de agua en la imbibicién de

Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A

Seed morphology, presence of areoles and water entry at imbibition of Vicia dasycarpaTen. cv.

Tolse F.C.A

Perissé P! y GM Tourn?

Resumen. Se estudiaron las caracteristicas morfolégicas de la se-
milla de Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A, en relacién con la zona
donde se inicia la entrada de agua en la imbibicién y se observé la
presencia de aréolas. Las semillas se analizaron con los microscopios
estereoscopico, optico y de barrido (MEB). La determinacién de la
zona inicial de agua se realizé sumergiendo las semillas en una solu-
cién de tetrazolio (1%). Este estudio mostré que esta especie posee
semillas con un halo que enmarca al hilo y un arilo seco inconspicuo
y el micrépilo deltoide. El patrén de ornamentacién de la cubierta
seminal es papiloso. La barra de traqueidas presenta puntuaciones
areoladas, ligeramente verrugosas y estd rodeada por un anillo de
células parenquimiticas. Se comprobé la presencia de un capuchén
radicular de origen endospérmico que protege a la radicula. Se iden-
tific la presencia de 2 dos pares de aréolas cotiledonares. Se esta-
blecié que la entrada de agua durante la imbibicién se inicia en la
zona de la lente -que presenta grietas- y avanza en el plano sagital.
Las caracteristicas citolégicas de la barra de traqueidas y la presencia
de aredlas muestran un estado apomérfico entre las Papilionoideas.

Palabras clave: Vicia dasycarpa; Cubierta seminal; Embridn;
Aréolas; Grietas.

Abstract. The morphological characteristics of the seeds of Vicia
dasycarpa Ten. cv. Tolse FCA were studied in relation to the area of
imbibition water entry and were considered the presence of areoles.
Seeds were analyzed using a stereo, optical and scanning electron
microscope (SEM). The determination of the initial water entry area
was carried out by immersing the seeds in a solution of tetrazolium
(1%). This study showed that this species has seeds with a halo fram-
ing the hilum, an inconspicuous dry aril and a deltoid micropyle. The
seedcoat pattern is papillose. The tracheid bar is surrounded by a ring
of parenchymatous cells, and the tracheids show slight warty and
non-vestured pits. It was confirmed the presence of an endospermic
radicle pocket that surrounds and protect the radical tip. Two pairs
of cotyledonar areoles were identified. It was established that the en-
try of water during imbibition starts in the area of the lens -having
cracks- and moves in the sagittal plane. Both citological character-
istic of tracheid bar and areoles presence show an apomorfous state
between the Papiplionoids.
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INTRODUCCION

Es ampliamente reconocido que el conocimiento de la se-
milla, la identificacién y la ubicacién relativa de sus compo-
nentes son fundamentales para cualquier estudio sobre la ger-
minacién (Jacobsen, 1984). Diversos autores (Corner, 1976;
Gunn, 1981; Lersten, 1981, 1982; Lersten y Gunn, 1982;
Boeswinkel y Bouman, 1984; Manning y Van Staden, 1987
McDonald et al., 1988; Kaur y Pal, 1989; Van Dongen et al.,
2003; Meyer et al., 2007, entre otros) han estudiado la mor-
fologia de las semillas de leguminosas, en un principio con un
enfoque filogenético y sistemdtico, y posteriormente tratando
de establecer relaciones entre las diferentes estructuras y sus
funciones. En las Papilionoideas, se ha prestado atencién en la
presencia de las denominadas “aréolas” sensu Endo y Ohashi,
(1998) y Lackey (2007) y que anteriormente fueran citadas
para diversas especies de Glycine, como “pit” y “anti pit” sen-
su Yalick et al. (1989, 1996). Estas estructuras, definidas por
sus caracteristicas celulares propias, se encuentran en la cara
abaxial de los cotiledones, el “pit”, al que se le contrapone el
“anti-pit” en la cara interna céncava del endosperma unido a
la cubierta seminal. Asimismo, la posicién, forma y caracte-
risticas de estas estructuras son datos de interés taxonémico
(Endo y Ohashi, 1998; Lackey, 2007).

La disponibilidad de agua para la rehidratacién de la se-
milla es un requisito indispensable para iniciar la germinacién
(Koller, 1972); la fuerza directriz del movimiento de agua ha-
cia la semilla depende del gradiente de potencial agua entre
la semilla y el suelo (Bewley y Black, 1994). En relacién al
ingreso de agua, estin indicadas diversas regiones de la semilla
como lugares iniciales de dicha entrada. En soja (Glycine max)
se establecié que la principal zona de ingreso es la opuesta
al hilo, donde se identificaron pliegues de la cubierta seminal
(Casini, 1990; Ma et al., 2004; Meyer et al., 2007); por otro
lado, en Lupinus albus y L. angustifolius el ingreso del agua se
inicié en la lente, donde se detectaron poros (Perissé y Plan-
chuelo, 2004).

Los estudios de la ornamentacién de la cubierta seminal
realizados en Vicia, mediante microscopia éptica y electrénica
de barrido (MEB), mostraron que existe un consenso entre
los autores respecto al patrén papiloso de la misma (Lers-
ten y Gunn, 1982; Manning y Van Staden, 1987; Kaur y Pal,
1989; Chernoff et al., 1992; Marin et al., 1998; Kirkbride et
al., 2003).

Perrino et al. (1984) propusieron una clave en base a carac-
teristicas seminales como forma, tamafo, hilo, lente, etc., para
identificar distintas especies de Vicia.

El cultivar Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A, inscripto
en el “Registro Nacional de la Propiedad de Cultivares” se
destaca por una alta produccién de materia seca durante el
periodo invernal y la tolerancia a condiciones de escasas pre-
cipitaciones, bajas temperaturas, plagas y enfermedades (Co-
raglio et al., 2001). Es asi, que este cultivar se presenta como

una alternativa para ofrecer forraje de calidad en ambientes
desfavorables; sin embargo, es escasa la informacién respecto
a la morfologia de su semilla. Es importante sefialar que a
partir de la constante actualizacién de los nombres cientificos,
V. dasycarpa (Ten.) es reconocida como sinénimo de ¥V villosa
Roth subsp.varia (Host) Corb. (ISTA, 2007).

En base a los antecedentes los objetivos del trabajo fueron:
caracterizar la morfologia de la semilla de Vicia dasycarpa Ten.
cv. Tolse F.C.A, investigar la presencia de aréolas y determinar
la zona inicial de entrada del agua durante la imbibicién y su
relacién con las caracteristicas seminales.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Los estudios se realizaron con semillas
de lineas mejoradas de Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A,
provenientes de los cultivos realizados en parcelas de la FCA-
UNC durante el ciclo 2009. Se utilizaron semillas de frutos
cosechados y trillados en forma manual, y almacenados a tem-
peratura ambiente, en bolsas de papel hasta el momento de
realizacion de los ensayos. El Herbario (ACOR) y la coleccién
de semillas de la FCA guardan ejemplares representativos

(N°578 AMP) como respaldo de estas investigaciones.

Caracterizacion morfolégica de la semilla. Para la ca-
racterizacién morfolégica de la semilla se tuvo en cuenta la
clasificacién de Martin (1946) y Kirkbride et al. (2003). La
determinacién del color de la cubierta seminal se realizé me-
diante las cartas de colores de suelo de Munsell (2000). Las
caracteristicas morfolégicas se estudiaron realizando cortes
en distintos planos de la semilla analizados con microscopio
estereoscopico, 6ptico y electrénico de barrido (MEB). El
patrén de ornamentacién de la cubierta seminal se establecié
mediante la observacién de diafanizados de la cubierta, con
microscopio 6ptico y de barrido y se siguié la terminologia
propuesta por Lersten (1981) y Werker (1997). El diafanizado
de la cubierta seminal, la preparacién de los tacos para MEB
y la determinacién de las sustancias de reservas se realizaron
segun técnicas de D’ Ambrogio de Argtieso (1986). La iden-
tificacién de aréolas se llevé a cabo sumergiendo las semillas
en solucién al 1% de cloruro de 2, 3, 5 trifenil tetrazolio (T'Z)
durante 24 horas a temperatura ambiente, se retir6 la cubierta
seminal y se observé bajo microscopio estereoscépico y MEB.

Zona inicial de entrada de agua. Se sumergieron las semi-
llas en una solucién al 1% de cloruro de 2, 3, 5 trifenil tetra-
zolio (TZ) a 20 °C, en oscuridad. A medida que las semillas
manifestaban los primeros signos de imbibicién, fueron remo-
vidas de la solucién. Luego, se secaron entre toallas de papel
a fin de absorber cualquier exceso superficial de la solucién y
se expusieron a una fuente luminosa, con la finalidad de ac-
tivar el proceso de reduccién del tetrazolio a formazin (com-
puesto insoluble de coloracién roja) (Casini, 1990; Perissé y
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Planchuelo, 2004). Las zonas de la cubierta seminal marcadas
como puntos iniciales de entrada de agua se observaron con
microscopio electrénico de barrido (MEB).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas morfoldgicas de las semillas. Las semillas
de V. dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A se observaron de contorno
circular de 3-4 x 3,5 mm con la cubierta seminal de coloracién
marrdn rojiza oscura (5YR, valor 2,5) y vetas negras (Fig. 1A).
Las semillas presentaron el hilo lineal (3:1) en posicién late-
ral enmarcado por un halo o corona, el surco hilar divide en
su totalidad al hilo y se observaron escasos restos de funiculo
de coloracién blanquecina que forman un arilo inconspicuo.
El micrépilo de forma deltoide, se encuentra adnato al hilo
en el extremo del l6bulo radicular (Fig. 1B); la lente discolor
(negra), se observé sobre elevada en la linea del rafe, distante
0,8 mm del extremo del hilo (Fig. 1C). La semilla mostr6 las
caracteristicas tipicas de una semilla exendospermada aunque
se determiné la presencia de una delgada capa de endosperma
adnata al tegumento. Dicha capa forma un capuchén que pro-
tege la radicula (Fig. 1D). El embrién se clasific6 por su posi-
cién como tipo axial subtipo curvo, el eje hipocétilo-radicular

Fig. 1. Caracteristicas morfologicas de la semilla de Vicia dasycar-
pa. A, vista externa; B, detalle del hilo; C, corte sagital de la se-
milla; D, detalle del capuchon radicular. Ar, arilo; flecha, lente; Co,
cotiledodn; Cr, capuchdn radicular; En, endosperma; H, halo o co-
rona, Mi, micropilo; P, plimula; R, radicula; Sh, surco hilar.

Fig. 1. Morphologycal seed characteristics of Vicia dasycarpa. A, ex-
ternal view; B, hilum detail; C, sagittal seed section; D, radicle cap or
“pocket” detall. Ar, aril; arrow, lens; Co, cotyledon; Cr, radicle cap; En,
endosperm; H, halo or corona, Mi, micropyle; P, plumule; R, radicle;
Sh, hilar goove.
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se observé perpendicular al eje mayor de la semilla; la radicula,
de forma triangular y la plimula moderadamente desarrolla-
da, glabra; los cotiledones, similares en largo; el nudo cotiledo-
nar y el hipocétilo quedan expuestos, y la radicula permanece
revestida por el capuchén radicular (Fig. 1C).

La cubierta seminal presenté un patrén de ornamenta-
cién papiloso (Fig. 2A y B), determinado por la protrusién
del extremo de un grupo de 10-12 macroesclereidas y por la
capa cuticular depositada sobre la pared tangencial externa,
definiendo a cada papila con extremo redondeado y flancos
surcados (Fig. 2C y D).

Se identificaron un par de aredlas cotiledonares (pit) de
contorno oval en la base de los mismos (Fig. 3A-C), y su con-
traparte en el endosperma adnato a la cara interna de la cu-
bierta seminal (Fig. 3D); ademds, se observé un segundo par
de aréolas distantes 1mm de las anteriores en la cara abaxial de
los cotiledones (Fig. 3A). Las células de las aréolas principa-
les se caracterizaron por la convexidad de su pared tangencial
externa otorgando una apariencia granular de la superficie de
la aréola (Fig. 3C).

Los estudios anatémicos de cortes transversales de la cu-
bierta seminal mostraron los siguientes estratos: la epidermis,
compuesta por macroesclereidas (células de Malpighi o en
empalizada) dispuestas en forma compacta; luego, la hipo-
dermis, formada por osteoesclereidas (células reloj de arena o
lagenoesclereidas) con grandes espacios intercelulares; final-

Fig. 2. Patron de ormamentacion de la cubierta seminal de Vicia
dasycarpa. A, fractura de la cubierta seminal; B, patron de oma-
mentacion papiloso MEB; C y D, diafanizado de la cubierta semi-
nal. Co, cotileddn; Ma, macroesclereidas; Pp, patron papiloso.
Fig. 2. Seed coat pattern of Vicia dasycarpa. A, seed coat fracture;
B, papillose seed coat pattern SEM; C and D, clarified seed coat. Co,
cotyledon; Ma, macrosclereids; Pp, papillose pattern.
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mente, varios estratos de células parenquimdticas comprimi-
das, con paredes engrosadas, que corresponden a restos del en-
dosperma (Fig. 4A). El corte transversal por la regién media
del hilo revel6 las macroesclereidas en empalizada y la con-
traempalizada que delimitan el surco hilar; inmediatamente
por debajo se encontré la barra de traqueidas blanquecina, de
forma ovoide rodeada por 2 capas de células parenquimaticas
de paredes delgadas e incluida en un parénquima estrellado
de paredes celulares significativamente engrosadas (Fig. 4B
y C). Se observaron claramente las paredes terminales de las
traqueidas, los pares de puntuaciones areoladas; algunas lige-
ramente verrugosas, en su mayoria sin restos de membrana
(pared primaria) (Fig. 4D y E). Al mismo tiempo en la len-
te, se observé el gradual acortamiento de las osteoesclereidas
(Fig. 4F).

1040 i

Fig. 3. Aréolas en Vicia dasycarpa. A-B, ubicacion de las aréolas
en el embrién; C, detalle de la aréola cotiledonar principal (pit);
D, complemento de la aréola en el endosperma (antipit). Flechas,
aréolas principales; asterisco, segundo par de aréolas.

Fig. 3. Areoles in Vicia dasycarpa. A-B, areoles position in the embryo;
C, detall of the principal cotyledon areole (pit); D, areole complement
in the endosperm (antipit). arrows, principal areoles; asterisk, second
pair of areoles.

Las sustancias de reserva encontradas fueron proteinas en
las capas de células parenquimadticas del endosperma y lipidos
en los cotiledones. El peso promedio de mil semillas fue de
39,8 £ 0,2 g. El contenido de humedad fue de 9,6%.

Las caracteristicas exomorfoldgicas de las semillas concor-
daron en general con las sefialadas por Perrino et al. (1984) y
Kirkbride et al. (2003), para Vicia. Sin embargo, segtin Marin
et al. (1998), V. dasycarpa presenta semillas (2,2-3,5 mm) y
didmetro de papilas (1,5-3 pm) mds pequefias en comparacién
con V. villosa (3-4 mm y 2-3 pm, respectivamente). No obs-

tante, se determiné que la cubierta seminal es marrén rojiza
con vetas negras. Ademds, se cita por primera vez la presencia
del endosperma que forma un capuchén radicular. Las fun-
ciones de este capuchén pueden estar relacionadas con (1) la
orientacién del embrién durante el desarrollo de la semilla, (2)
la proteccién mecanica del meristema apical radical (MAR),
(3) el mantenimiento de la hidratacién del mismo durante la
imbibicién, y (4) la direccién de la elongacién de la radicula
en la germinacidn; estas sugerencias concuerdan con las pro-
puestas efectuadas por McDonald et al. (1988) en soja. La
caracteristica de embrién curvo coincide con lo sefialado por

Fig. 4. Distribucion de tejidos de la cubierta seminal de Vicia
dasycarpa. A, corte transversal de la cubierta seminal; B, corte
transversal del hilo; C, detalle de la barra de traqueidas (Bt); D,
detalle de traqueidas; E, puntuaciones areoladas verrugosas; F,
corte transversal de la lente. Bt, barra de traqueidas; E, endosper-
ma; Ma, macroesclereidas; O, osteoesclereidas, Pe, parénguima
estrellado; Pa, parénquima; Pr, puntuacion areolada verrugosa;
Sh, surco hilar; flecha, anillo parenquimatico.

Fig. 4. Seed coat tissues distribution of Vicia dasycarpa. A, seed coat
cross section; B, hilum cross section; C, tracheid bar detail (BY); D,
tracheids detall; E, areolate warty pits; F, lens cross section. Bt, tra-
cheid bar; E, endosperm; Ma, macrosclereids; O, osteosclereids; Pe,
stellate parenchyma; Pa, parenchyma; Pr, areolate warty pit; Sh, hilar
groove; arrow, parenchyma ring.
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Martin (1946) para varias especies de Vicia, atn cuando segin
este autor, éstas carecen de endosperma. Al mismo tiempo, se
aportan caracteristicas complementarias del eje embrionario
y su posicién respecto a los cotiledones, y por primera vez se
determina la presencia y caracteristicas de 2 pares de aréolas
en esta especie. Por otro lado, segin Werker (1997), este tipo
de embrién, por ser de mayor tamafio que la propia semilla,
puede representar una ventaja adaptativa para la supervivencia
de la especie, explicando el éxito en el establecimiento de la
pldntula. La anatomia de la cubierta seminal fue consistente
con la distribucién de los estratos celulares tipica de las legu-
minosas papilionoideas tal como lo han descripto Kaur y Pal
(1989) y Marin et al. (1998). Asimismo, y en concordancia
con Lersten (1981) y Manning y Van Staden (1987), el patrén
papiloso estuvo determinado por la protrusién del extremo de
las macroesclereidas; sin embargo, en este trabajo cada papila
se correspondié con un grupo de macroesclereidas cubierta
por la cuticula a diferencia de lo sefialado por Lersten (1981).

En relacién a la anatomia de la regién hilar, los resultados
fueron consistentes con los de Lersten (1982) y Lersten y Gunn
(1982) en términos generales. Sin embargo, las puntuaciones de
las traqueidas fueron areoladas ligeramente verrugosas, contra-
riamente a lo informado por estos autores, quienes afirman que
las Vicieae estin desprovistas de “cualquier verrugosidad”. Por
otro lado, estudios realizados en aréolas presentes en diversas
especies de papilionoideas (Yalick et al., 1996; Endo y Oashi,
1998; Lackey, 2007) sugieren que el intimo contacto entre las
células de ambas superficies opuestas, encastran en forma com-
plementaria, las mantienen conectadas y permiten una alinea-
cién entre la cubierta seminal, endosperma y embrién. De esta
manera se explica (1) la funcién de transferencia de las células
endospérmicas, caracterizadas por las invaginaciones de la pared
celular, durante el llenado de la semilla y también durante la im-
bibicién (Yalick et al., 1996; Van Dongen et al., 2003), y (2) que
las paredes radiales en las células del endosperma son conspicuas.

Zona inicial de entrada de agua. La region por donde co-
mienza el ingreso de agua quedé evidenciada por la reaccién
del tetrazolio y la luz, que produce una coloracién roja en di-
cha regién de la semilla (en el embrién) durante la imbibicién.
Se pudo apreciar que la zona que primero se colorea es la lente
(estado 1) y luego la zona inmediata posterior a ésta (estado
2). El frente de mojado avanzé en forma periclinal en el plano
sagital (Fig. 5A-B). Las evidencias experimentales demostra-
ron que en ¥ dasycarpa existié un movimiento de agua desde
la lente y zona posterior a la misma hacia los laterales y el
extremo del 16bulo radicular.

En V. dasyccarpa, a diferencia de lo sefialado para lupino
(Le Deunff et al., 1989) y soja (McDonald et al., 1988; Ma
et al., 2004 y Meyer et al., 2007), no se formaron pliegues en
la parte dorsal (antirafe) de la cubierta seminal. La ausencia
de pliegues en esta especie se podria deber al espesor relati-
vamente uniforme de la cubierta seminal en las regiones extra
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hilares, en las cuales no se generan tensiones, produciéndose
una hidratacién pareja que evité el plegado.

Si bien en la region de la lente no se observaron osteoescle-
reidas o fueron muy cortas, la lente observada al MEB revel6 la
presencia de grietas (Fig. 5C-D); esto demuestra que éstas son
la via de ingreso de agua en la semilla. Ademds, estos resultados
son consistentes con lo sefialado por de Maning y Van Staden
(1987) respecto a la funcién de la lente, y Perissé y Planchuelo
(2004) y Ma et al. (2004) respecto a la presencia de poros en la
cubierta seminal de lupinos y soja, respectivamente. Las gran-
des columnas de osteoesclereidas junto con el parénquima -que
acompafian a la barra de traqueidas-, facilitan el movimiento
del vapor de agua via apopldstica hacia el exterior, durante la
deshidratacién, y la circulacién del agua durante la imbibicién
hacia el MAR (meristema apical radical) y los cotiledones.

Fig. 5. Zona inicial de entrada de agua, frente de mojado y grietas
en la lente. A, coloracion en la zona en contacto con la lente; B,
avance del frente de mojado en linea de puntos; C, vista del hilo y
la lente; D, detalle de grietas en la lente. Flecha, zona de la lente;
L, lente.

Fig. 5. Initial water entry area, wetting in progress and lens cracks. A,
coloration in the lens contact zone; B, advancing wetting front dotted
line; C, hilar and lens view; D, detail of the cracks in the lens. Arrow,
lens zone; L, lens.

CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfoldgicas seminales como (1) el pa-
trén de ornamentacién papiloso, (2) las particularidades de la
region hilar, (3) la presencia de un capuchén radicular de origen
endospérmico, y (4) la presencia de las aréolas determinadas en
este trabajo aportan caracteres significativos que permiten la
identificacién de este cultivar,y complementan la clave propues-
ta por Perrino et al. (1984). Ademds, las puntuaciones areoladas,
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ligeramente verrugosas de la barra de traqueidas, junto con la
presencia de aréolas constituyen rasgos apomérficos entre las
Papilionoideas. Los resultados experimentales permiten afirmar
que la entrada inicial de agua en la imbibicién se produce por
las grietas que presenta la lente.
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