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ESTUDIOS EMBRIOLOGICOS Y PALINOLOGICOS
EN ASTRAGALUS (LEGUMINOSAE)'

Por SARA MALDONADO DE MAGNANO

SUMMARY

Astragalus carinatus (H. et A.) Reiche and A. parodii Johnst. (Sect. Astraga-
lus), as well as A. monticola Phil,, a representative of Sect. Phaca (L.) A. Gray,
have been studied from the embryological and palynological points of view. The,
main conclusions are the following ones: :

1. The anther wall originates according to the Dicotyledonous type, and com-
prises 4 layers: epidermis, endothecium, one middle layer and a glandular tapetum
that remains uninucleate. Delimitation of microspores is simultaneous and tetrahedral
tetrads are formed. Pollen grains are isopolar, radiosymmetric, prolate and 3-colporate
with lalongate pores. The exine is reticulate, but the apertural membranes are
smooth in A. monticola, and verrucate in the other 2 species. #

2. Mature ovules are campylotropous, crassinucellate and bitegmic; initiation
fo both integuments is dermal, and the micropyle is formed by the exostome and
the mesostome. After fertilization, the ovules become amphitropous -and the endothe-
lium undergoes differentiation.

3. The archesporium may be one to many celled, but only one cell is the site
of meiosis. There are several patterns of megaspores ‘arrangement: linear or T-
shaped tetrads, or one row of three celles formed by failure of meiosis II in the
micropylar member of the dyad. The parietal tissue is 2 or 3-layered and some non-
functional sporogeneous cells can contribute to its formation.

4. The chalazal or subchalazal megaspore produce an 8-nucleate embtyo sac
which develops according to the Polygonum type.

5. Fertilization is porogamous and no damage of the synergids occurs. Several
callose plugs were seen in the pollen tubes.

6. The segmentation of the apical -cell, during the embryogenesis, follows
the pattern described by Souéges for Trifolium minus. The hypophysis may be
originated by the apical or the basal cell.

7. The endosperm is nuclear, but its micropylar part becomes cellular when
the embryo reaches the globular state; on the contrary, the chalazal portion' remains
free nuclear until the seeds are mature.’

8. The structure of the seed is typical for Papilionoideae, but the funicular
aril and the recurrent vascular bundles are absent. Mature seeds are albuminous,
with an aleurone layer surrounding a mucilaginous tissue with thickened cell. walls
and no cell lumina. :

1 Esta investigacién es parte del trabajo presentado a la Facultad de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales (Universidad Nacional de Cérdoba), para optar al
grado de Doctora en Ciencias Bioligicas.

Aceptado para su publicacion: 12-X-1981.
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INTRODUCCION

Con sus 1600 especies, Astragalus figura entre los 3 géneros mas
numerosos del Reino Vegetal y pertenece a Galegeae, una de las tribus
reconocidas por Taubert (1894) para Leguminosas Papilionoideas.
De distribucién casi universal, se halla representado en Argentina
‘por unas 46 especies que crecen principalmente en la zona occidental
andina y patagénica (Burkart, 1952).

Muchas de sus especies son toxicas para cl ganado; la toxicidad
es producida por sustancias nitrogenadas que actian destruyendo el
sistema nervioso central de los rumiantes que las ingieren, llevandolos
en algunos casos a la paralisis y la muerte (William and Barneby,
1907).

A pesar de su importancia numérica y econémica, la informacion
disponible sobre aspectos embriolégicos y palinolégicos en Astragalus
es muy escasa. Estudios embriologicos fueron realizados en A. dis-
nermus por James (1950) y en A. glycyphyllos por Crété (1951) v
Bijok et al. (1972). Por otra parte, existen referencias sobre el tipo
de évulo que caracteriza al género (Bocquet et Bersier (1959) v sobre
las particularidades del tapete (Buss and Lersten, 1975).

Investigaciones palinologicas sbélo se llevaron a cabo con mi-
croscopio foténico en 2 especies de Argentina, A. garbancillo y A.
pehuenches (Markgraf and D’Antony, 1978), en una de Chile, A.
chamissonis (Heusser, 1971), en 2 del Mediterraneo, A. hamosus v
A. purpureus (Planchais, 1964) y en 6 de la India. A. jacquemontis,
A. micharensis, A. subwmbellata, A. lomgicaulis, A. himalayanus y
A. contortuplicatus (Vishnu-Mittre and Sharma. 1962).

Las diserepancias existentes en algunos hallazgos, aparte de la
escasa informacién sobre Astragalus, me decidieron a encarar el pre-
sente estudio en A. carinatus v A. parodii de la scccion Astragalus y
en A. monticola de la seccion Phaca (1..) A. Gray. Consiste en un
analisis completo de la organizacién y desarrollo de los gametéfitos
v de la semilla e incluve, ademds, observaciones con microscopio elec-
tronico de barrido (MEB) sobre particularidades del polen,

MATERIAL Y METODO

La mayor parte de los estudios se hicieron sobre material colec-
cionado en varios viajes que, con tal fin, se realizaron entre los afios
1977y ‘1979. »

Los fijadores utilizados para su conservacién fueron, una mezcla
3:1 de alecohol etilico y dcido acético glacial, o FAA.

Gran parte de la investigacién estd basada en observaciones de
cortes seriados; para obtenerlos, se deshidraté el material en uha serie
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de alcohol etilico-xilol y se incluyé en ‘‘Paraplast’’; las secciones
microtomicas, entre 7 y 18 micras de espesor, fueron tefiidas con la
triple coloracién hematoxilina-safranina-verde rapido (Johansen, 1940).

El analisis palinolégico se llevi a cabo en materiales preservados
en liquidos fijadores. Las mediciones se realizaron en granos sin tra-
tamiento especial mientras que, para el reconocimiento de las abertu-
ras, se acetoliz6 el material segiin la téenica de Erdtman (1952).
Dichas observaciones se practicaron con microscopio foténico, utili-
zandose el microscopio electréonico de barrido para estudiar la orna-
mentacion de la esporodermis. Lia nomenclatura palinolégica empleada
es la propuesta por Erdtman (1969) o Faegri and Iversen (1964).

Los tubos polinicos se observaron en gineceos transparentados
con hidréxido de sodio (3-5 %), los que luego fueron tefiidos con azul
de algodoén.

Todos los dibujos son originales y, excepto los diagramaticos, los
realicé con el auxilio de la camara clara.”

A continuacién se cita. el material estudiado y su procedencia:

Astragalus carinatus (H. et A.) Reiche: ARGENTINA. Prov. Cérdoba. Dpto.
Santa Maria: Proximidades de La Calera, E. Di Fulvio 321, 6-IX-73 (CORD). —
Del mismo lugar, Maldonado 14, 30-XI-77 (CORD) y Maldonado 24, 17-XIL-78
(CORD). — Dpto. Colon: Estancia El Silencio, Pampa del Cuadrado, Maldonado
8, 29-X-77. .

Astragalus parodii Johnst.: ARGENTINA. Prov. Cérdoba. Dpto. San Alberto:
A 2 km del Hotel El Céndor bajando hacia Copina, Maldonado y Ferrucci 6,
22-X-77 (CORD). — Del mismo lugar, Maldonado 21, 27-XI1I-78 (CORD).

Astragalus monticola Phil.: ARGENTINA. Prov. Sen Juan. Dpto. Iglesias:
Ruta 150 (km 88/89), Pefasquito, entre Las Flores y Arrequintin, ‘A. T. Hunziker,
Subils y Bernardello 23251, 11-1.79 (CORD). '

OBSERVACIONES

Microsporangio. Microsporogénesis. Polen. — Ta pared de la
antera joven cuyo origen coincide con el tipo caracteristico para Di-
cotiledéneas (Davis, 1966), consta de 4 estratos celulares que, desde
afuera hacia adentro son: epidermis, endotecio, un estrato parietal
y el tapete. Este ultimo es de tipo secretor y sus células se mantienen
I-nucleadas mientras persisten (Fig. 1 A).

Durante la microsporogénesis, primero el estrato parietal (Fig.
1B) v luego el tapete (Fig. 1E) son consumidos. Simultdneamente,
las células del endotecio se vuelven mis altas y desarrollan engrosa-
mientos en sus paredes radiales y tangencial interna (Fig. 1R, I, J,
L). La epidermis, en cambio, no muestra mayores modificaciones.
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En el momento de la dehiscencia, la pared de la antera estd
constituida sélo por la epidermis y el endotecio, a cuya pared tangen-
cial interna quedan adheridos restos de los otros dos estratos (Fig.
Lek sl

Los septos que separan los sacos polinicos son estrechos v, desde
temprano, presentan células vacuolizadas y de paredes delgadas
(Fig. 1 A). Al finalizar el desarrollo de la antera, dichas células
mueren y ambos septos se retraen contra el conectivo, rompiéndose a
la altura del estomio (Fig. 1 H, 1). Alli el endotecio carece de engro-
samientos y en la epidermis hay 2 o 3 células mas pequenas a través
de'las cuales se produce la abertura (Fig. 1 I).

Las células parenquimaticas del conectivo almacenan almidén
antes de producirse la dehiscencia.

En la meiosis, la citocinesis es de tipo simultineo y da lugar
a tétrades tetraédricas (Fig. 1F,H). El polen es 2-nucleado en an-
teras inmaturas pero no he podido comprobar si afin permanece en
ese estado al producirse la dehiscencia.

Los granos de polen (Fig. 2) son isopolares, radialmente simé-
tricos, subprolados, sistema NPC 345, con poros lalengados y colpos

o

de longitud aproximadamente igual a los 3/4 del eje polar. En A.
carinatus 'y A. monticola el tamano del grano varia entre 18 y 22
micras de didmetro ecuatorial y 22 a 26 micras de eje polar. En A.
parodii los granos son algo mayores, 22 a 27,5 micras de didmetro
ecuatorial por 26 a 33 micras de eje polar. Lia exina es reticulada en
los mesocolpios, siendo las liminas de didmetro menor a 1 micra; en
los apocolpios se vuelve perforada por aumentar el grosor de los mu-
ros. La membrana apertural es verrugosa en A. caringtus y A. parodii;
en A. monticola, por el contrario, es lisa.

Fic. 1. — Microsporangio y microsporogénesis (A. carinatus, Di Fulvio 321). A: de-
talle de un corte transversal de antera, correspondiente al sector indicado en C;
B: detalle de un corte transversal de antera en la zona de dehiscencia, correspon-
diente al sector indicado en D; C: corte transversal de antera joven; D: corte
transversal de antera con granos de polen 2-nucleados y tapete secretor desarrollado;
E: detalle de un corte transversal de antera en la zona de dehiscencta, mostrando
el tapete en regresién y las células del endotecio con engrosamientos; F y G: tétrades
tetraédricas; H: corte transversal de antera madura; I: detalle del corte transversal
de antera, correspondiente a la zona de dehiscencia marcada en H; J: detalle de
un corte transversal de antera, correspondiente a la zona indicada en H; K: corte
transversal de antera luege de producida la dehiscencia y la liberacién de los granos
de polen; L: células del endotecio vistas desde la pared tangencial interna engro-
sada. Aumentos: la escala de 250 micras corresponde a C, D, H, K; la de 25 micras
superior a A, B, E, F, G, I, J; la de 25 micras inferior a L. Abreviaturas: en,
endotecio; ta, tapete. Simbolismo. Cruces: tapete; rayado: endotecio; punteado grue-.
so: engrosamientos de la pared del endotecio; punteado fino: hacecillo vascular del
conectivo,
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Ovulo. Megasporogénesis. Megagametofito. — Kl évulo comienza
su desarrollo siendo hemitropo (Fig. 3 A-C); conforme se aproxima
a la antesis se transforma en campilétropo (Fig. 3D) y luego, du-
rante las primeras etapas de formacion de la semilla, pasa a ser anfi-
tropo (Fig. 7 D-F). :

Se trata de un 6vulo 2-tegumentado. Ambos tegumentos se ori-
ginan en la capa dermal del primordio del 6vulo, inicidndose como
engrosamientos anulares dispuestos en la base de la nucela y antes
del comienzo de la megasporogénesis (Fig. 3 A). Luego, el tegumento
externo crece mas rapidamente .y cubre al interno (Fig. 3 B); este
altimo, en su parte libre no aleanza el apice nucelar (Fig. 3 C).

Los tegumentos constan inicialmente de 2 capas celulares de
espesor (Fig. 3 A, B). El incremento en grosor de los mismos se
produce por divisiones periclinales de la epidermis externa en el
tegumento interno y por igual tipo de divisiones en la epidermis in-
terna del tegumento externo (Fig. 3C y D). Un endotelio o tapete °
tegumentario se diferencia de la epidermis interna del tegumento
también interno; sus células se destacan de las restantes por su forma
alargada en sentido radial, por su disposicién al comienzo en empa-
lizada (Fig. 3D) y por el contenido citoplasmico denso Fig. 6 A-G).
El resto de los estratos pertenecientes a uno y otro tegumento, esta
constituido por células poco diferenciadas.

El micrépilo es un canal en zig-zag que consta de un exostoma
v un mesostoma (Fig. 3 D); no hay, en cambio, un verdadero en-
dostoma ya aue los bordes libres del tegumento interno permanecen
separados.

El tejido parietal, presente solo durante la esporogénesis v-
primeras etapas de la megagametogénesis, estd constituido primero
por 1 (Fig. 4 A, C) y luego por 2 a 3 estratos celulares de espesor
(Fig. 4B) ; en algunos casos se agregan, ademas, 1 a 3 células espo-
rogenas, las cuales se agrandan considerablemente y adquieren un
aspecto y una disposicién que, con facilidad, las hace confundir con
las mismas megasporas (Fig. 4 E, F'). El crecimiento del megagame-
tofito produce la destruccion gradual no sélo del tejido parietal, sino
también de las células nucelares ubicadas lateralmente (Fig. 4 G,
H, I, J, K), de este modo, el saco embrionario se halla en contacto
directo con la epidermis interna del tegumento interno cuando alean-
za su madurez.

Fic. 2. — Polen. Fotomicrografias obtenidas con microscopio electrénico de barrido

(MEB). A y B: A. Parodii (Maldonado 21), A: vista escuatorial, X 2000; B:

vista polar, X 2000. C y D: A. carinatus (Maldonado 14), C: vista ecuatorial,

X 2000; D: detalle de una abertura, X 4000; E. y F: A. monticola (Hunziker,

Subils y Bernardello 23251), E: vista ecuatonal X 2000; F, detalle de una aber ]
tura, X 4000.
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Durante la antesis, la porcién libre del funiculo se presenta re-
vestida de epidermis secretora, la cual continta a la epidermis de
igual naturaleza que cubre la placenta. Hasta en estados avanzados de
la embriogénesis, se pueden observar tubos polinicos adheridos a ella.

Bl cuerpo basal que se desarrolla en las primeras etapas de la
formacién de la semilla, procede del rafe.

© Cuando se inician los tegumentos en el 6vulo, ocurre en la nucela
una diferenciacion preliminar. Aunque en esta etapa del desarrollo
todas las células tienen caracteristicas similares, se destaca un estrato
externo que corresponde a la epidermis nucelar y por dentro la hipo-
dermis y el tejido espordégeno, ambos de origen subdermal.

El tejido espordgeno estd formado por varias células de mayor
tamafio que las vecinas y con nucleos prominentes (Fig. 4 A); una
suele agrandarse atn més, funcionando como célula madre de las
megasporas (Kig. 4B, C). A menudo se diferencian 2 y 3 células
esporogenas (Fig. 4 D) pero siempre es una sola la que sufre meiosis;
las otras, en cambio, se dividen mitéticamente y sus descendientes se
confunden con las restantes células nucelares.

En la meiosis I, el megasporocito origina una diade cuya célula
micropilar es a veces mas pequena y no vuelve a dividirse, terminando
por degenerar. Generalmente la meiosis I se lleva a cabo en ambas
células de la diade y de ella resultan 4 megasporas ordenadas en
tétrades lineal o en T (Fig. 4 E, F). Si la meiosis II ocurre sélo en
el componente calazal, resultan 3 células dispuestas en triade lineal.
En cualquiera de estos casos la megaspora funcional es indistinta-
mente la calazal o la subcalazal. Las 2 megasporas micropilares, sue-
len degenerar de inmediato (Fig. 4 F). :

El saco embrionario es .8-nucleado y responde por su origen al
tipo Polygonum, es, por lo tanto, monosporico y se forma por tres
divisiones sucesivas a partir de una megéaspora funcional. El resul-
tado de la primera mitosis es un cenocito de 2 ntecleos (Fig. 4 G, H),
que luego se hace de 4 (Fig. 4 1) y finalmente de 8 nicleos. La cito-
cinesis ocurre en él con posterioridad, origindndose asi un tipico
gametofito T-celular (Fig. 4.J). .

Las sinérgidas, como es usual, poseen un niicleo ubicado hacia
el extremo micropilar v un vaciiolo notable hacia el calazal (Fig. 4'J,
K); proximo a la antesis, estas células desarrollan un aparato filar
conspicuo (Fig. 4 K). La oosfera tiene un volumen mayor que las
sinérgidas; posee un vactiolo en el extremo micropilar v el ntucleo
desplazado hacia el polo opuesto (Fig. 4 K). En su interior se alma-

Fic. 3. — Ovulo (A. carinatus, Maldonado 8). A-D: cortes longitudinales de 6vulos
en sucesivos estados de desarrollo. La linea" de trazo grueso indica el limite interno
de los tejidos de origen dérmico. Abreviatura: I, futura lente.
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cena almidon en pequenos granos que se distribuyen en todo el cito-
plasma. La célula media posee 2 grandes nteleos los cuales perma-
necen en contacto entre si, pero sin fusionarse, durante la madura-
cion del saco embrionario (Fig. 4.J). Las antipodas, en sacos jévenes,
son células bien desarrolladas, con grandes vactolos y nucleos nor-
males (Fig. 4J). El crecimiento de la célula media las desplaza y
comprime contra la nucela (Fig. 4 K) terminando por desaparecer
poco después de iniciarse la formacion del endosperma.

Fecundacion. Embriogénesis. Endospermogénesis. — lios granos
de polen germinan sobre las papilas estieméticas, y los tubos polinicos,
formando frecuentes tapones, llegan al ovario a través del canal esti-
lar. Crecen luego sobre la epidermis secretora de la placenta y del
funiculo, hasta encontrar el micrépilo. No he podido comprobar, sin
embargo, la ocurrencia de la singamia, pues me resulté imposible
observar la descarga del tubo polinico en el interior del saco embrio-
nario. Por otra parte, he hallado las sinérgidas con sus nticleos y va-
cuolos intactos atin después de iniciarse la formacién del endosperma,
por lo cual una investigacion a nivel de microscopia electronica sera
necesaria para poder resolver este problema.

Después de formada, la cigota experimenta un periodo de reposo
durante el cual su citoplasma acumula pequenos granos de almidén
v el vactiolo tinico, es reemplazado por otros numerosos y pequenios
que se distribuyen uniformemente(Fig. 6 A, D). La primera division
de la cigota da lugar a una célula apical y a una basal separadas entre
si por una pared transversal u oblicua (Fig. 5 A;B y 6 B, (). Se ha
observado un caso en que dicha division ocurre antes que la del
ntueleo endospermogénico (Fig. 6 B).

Aunque no he visto el ordenamiento en tétrade de los cuatro
primeros elementos derivados de la célula apical, las segmentaciones
posteriores coinciden con lo descripto para Trifolium minus (Soueges,
1929). En un estado temprano se diferencia la epifisis y, hacia el
micrépilo, 2 capas de células de las cuales, la primera (pe) dara
lugar a los cotiledones y la segunda (pe’), al hipoeétilo y en algunos
casos también a la hipdéfisis (Fig. 5 E, Q).

Fic. 4. — Megasporogénesis y megagametogénesis (A. carinatus, Di Fulvio 321).
‘A -K: cortes longitudinales de la nucela de évulos en diferentes estados de desarro-
llo; A: 6vulo joven con tejido esporégeno; B y C: 6vulos con un solo megasporo-
cito; D: 6vulo con 2 megasporocitgs; E y F: tétrades de megdsporas, algunas de
estas ultimas degenerantes (nétense las 2 células nucelares de gran tamano que se
disponen sobre las tétrades); E: tétrade lineal; F: tétrade en T; G y H: sacos
embrionarios 2-nucleados; I: saco embrionario 4-nucleado; J y K: sacos embriona-
rios maduros; J: con célula media 2-nucleada; K: con nticleos polares fusionados.
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En la célula basal las primeras divisiones son siempre verticales
(Fig. 5 C,D), luego se suceden, ademas, divisiones horizontales y
oblicuas que dan como resultado un suspensor macizo constituido por
muchas células mas o menos ordenadas en filas verticales (Fig. 5G).
De las células que forman el suspensor, se destacan aquellas ubicadas
hacia el extremo micropilar por el notable aumento de tamafio que
experimentan. lLas restantes, en cambio, son bastante similares en su
aspecto a las células del embrién propiamente dicho y forman la hi-
pofisis en algunos casos. Por otra parte, esta similitud hace difieil
delimitar los elementos que descienden de la célula apical o basal, por
lo que no es facil establecer el origen de la hipoéfisis.

El endosperma es de tipo nuclear (Fig. 6). Lia primera division
del ntucleo endospermogénico es precedida por un periodo de reposo
durante el cual la célula media aumenta de tamano a expensas del
tejido nucelar. Durante las primeras divisiones nucleares, se consume
rapidamente el almidén almacenado en el citoplasma comtin vy se
delimita el vactiolo central. En su crecimiento posterior, el endos-
perma sigue la trayectoria curva de la nucela, la cual es consumida
antes de que se inicie la citocinesis; como resto de la nucela sélo
persiste, en el extremo calazal, un tejido compuesto de células peque-
flas que no dejan espacios intercelulares (Fig. 6 F); el mismo cons-
tituye una barrera a la acciéon digestiva del endosperma.

La formacion de paredes en el tejido reservante es centripeta y
se inicia en el extremo micropilar, cuando el embrién ha alcanzado
el estado globular (Fig. 6 G, 7 F). En el extremo calazal no se for-
man paredes, por lo cual, en la semilla madura, todavia pueden ob-
servarse restos de citoplasma con nticleos degenerados incluidos.

En el endosperma ya celular, las células periféricas son pequefias,
con citoplasma denso; ellas se diferencian de las otras células inter-
nas, que son mas grandes, de paredes delgadas y citoplasma muy
vacuolizado (Fig. 6 H).

El embrién en desarrollo consume gran parte del endosperma
adyacente. S6lo las células de la periferia conseryan su integridad;
estas células contienen proteinas y permanecen constituyendo una
capa continua adosada al tegumento externo (Fig. 7 C). Entre ella
v el embrién, el endosperma que persiste tiene aspecto de una masa
mucilaginosa.

Semilla. — Junto con las primeras divisiones del cigoto y del
nticleo endospermogénico, la nucela crece en el extremo calazal, si-
guiendo una trayectoria curva; al mismo tiempo, ocurren activas di-
visiones en la porcién funicular del rafe (Figs. 3 D y 7D-E).

El crecimiento del tegumento interno se lleva a cabo por dife-
renciaciéon y aumento de tamafio de las células que lo constituyen;
las del endotelio se agrandan considerablemente y forman un gran
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vactolo hacia el exterior (Fig. 7 A), mientras que las restantes acu-
mulan reservas. Con el desarrollo del endosperma nuclear, el tapete
tegumentario inicia su actividad digestiva y consume el almidon
almacenado en las demas células. Finalmente, todo el tegumento in-
terno degenera (Fig. 7DB) y termina por desaparecer, sin dejar
vestigios en la semilla madura (Fig. 7 C).

En el tegumento externo, las c¢élulas de la epidermis externa se
dividen tnicamente en sentido radial, dando lugar a un estrato en
empalizada (Figs. 3D v 7 A-C); s6lo en la zona del rafe, correspon-
diente a la futura ‘‘lente’” (Fig. 3 D) ocurren, ademads, divisiones
tangenciales que se inician antes de la fecundacién. Parte de las
células de la capa hipodérmica externa y de la epidermis interna,
se dividen también periclinalmente, incrementando el espesor de este
tegumento (Fig. 7 A, B). Las de los restantes estratos, especialmente

Fic. 5. — Embriogénesis (A. ca»rina'tus, Di Fulvio 321). A -H: sucesivos estados en
el desarrollo del embrién. Abreviaturas: e, epifisis; h, hipéfisis; pe, capa genera-
dora de los cotiledones; pc’, capa generadora del hipocétilo v de la hipéfisis; ph, .

capa generadora del hipocétilo. :
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en la zona micropilar, almacenan almidén el cual es consumido du-
rante el desarrollo del embrion.

El episperma deriva sélo del tegumento externo. Su epidermis
exterior en empalizada, da lugar a un estrato de macrosclereidas
que presentan las paredes irregularmente engrosadas (Fig. 7 C, H),
siendo caracteristica la presencia de proyecciones de la pared tangen-
cial externa sobre las paredes radiales. HEstas proyeceiones determinan
una diferencia brusca en la proporcion de pared hacia el tercio ex-
terno de las células y causan el efecto Optico conocido como ‘‘linea
Iaeida’. En la regién correspondiente al rafe, el ntimero de estratos
de macrosclereidas aumenta, llegando a 3 6 4 células de espesor;
en vista externa esta region tiene forma ovalada y constituye la es-
tructura denominada ‘‘lente’” (Fig. 7 G). Alli, las macrosclereidas
son mas angostas y altas aue en el resto del tegumento; sin embargo.
son mas cortas y anchas en estratos mas profundos de los mdrgonoq
de aquélla. :

La capa subepidérmica estd formada por esclereidas conocidas
como ‘‘osteosclereidas’ o células en forma de reloj de arena, que
tienen sus paredes engrosadas en los dngulos frente a los espacios
intercelulares (Fig. 7 C,J). Los engrosamientos ne son més que
proyecciones de la pared tangencial externa sobre ‘las paredes radia-
les, similares a las que presentan las de la epidermis.

Un tercer tipo de esclereidas se encuentra en la zona micropilar,
por debajo de las osteosclereidas (Fig. 7 G). Se trata de astroscle-
reidas de brazos cortos (Fig. 7K) que delimitan espacios intercelu-
lares conspicuos. Es interesante senalar qie ninguno de los 3 tlpm
de esclereidas citados, tiene sus paredes lignificadas

Por dentro de las capas esclerosas, se extienden los restantes es-
tratos del tegumento externo, con células de paredes delgadas; aunque
parcialmente comprimidos, ellos persisten en la semilla madura
(Fig. 7 C). ;

Dos estratos de esclereidas en empalizada se superponen en el
hilo; de ellos, el interno estd constituido por  células similares a las
macrosclereidas que revisten la semilla, pero a la capa externa, de-
nominada de contraempalizada (‘‘counter-palisade’’, Corner, 1951), la

Fic. 6. — Endospermogénesis y embriogénesis (A. carinatus, Di Fulvio 321). A-E:
cortes de semillas jovenes segln el plano indicado en I; A: cigoto y nticleo endos-
permogénico en estado de reposo; B: embrién 2--celular y ntcleo endospermogénico
aun indiviso, con 2 nucléolos; C: embrién 2-celular y endosperma con varios ntcleos
en division; D: cigoto y nicleo endospermogemco con 3 nucléolos: E: embrién
globular y endosperma nuclear; F: regién calazal correspondiente a E; G-H: em-
bién globular en sucesivos estados, con endosperma celular; I: corte longitudinal
por semilla joven. Aumentos: la escala de 100 micras corresponde a A, B, C, D, E,
G, H; la de 500 micras a I; la de 200 micras a F. Abreviatura: h, hipéfisis.
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forman esclereidas de paredes uniformemente engrosadas (Fig. 7 G).
Ambas capas se interrumpen a lo largo de la linea media que se ex-
tiende en el centro del hilo, entre el micrépilo y la lente.

Por dentro del doble estrato en empalizada, se diferencia un
cordon de traqueidas (‘‘tracheid-bar’’, Corner, 1951), que se extiende
longitudinalmente con direccion micrépilo-calaza; es de seccién piri-
forme y las células aue lo forman, desarrollan engrosamientos reti-
culares que se lignifican (Fig. 71).

Finalmente, a ambos lados del cordén de traqueidas, y separado
de éste por algunas células parenquiméticas, se diferencian astro-
esclereidas cuya estructura es similar a la de aquellas de la zona
micropilar del tegumento externo (Fig. 7 K).

DISCUSION

El ntmero de estratos parietales en”la antera, es un caricter va-
riable en la subfamilia Papilionoideas (James, 1950; Hindmarsh,
1964 ; Bijok, et al., 1972; Mercy et al., 1974 ; Mitchell, 1975 ; Prakash
and Chan, 1976 ; Deshpande and Bhasin, 1976) ; en efecto, 3 estratos
parietales han sido mencionados para Indigofera pulchella (Makde,
1971), 1 o 2 para Milletia ovalifolia (Pal, 1960) y 1 en la mayoria
de las especies estudiadas entre las cuales se incluyen las del género
Astragalus. Sin embargo, en A. dispermus (James, 1950) se describe
un comportamiento inusunal de las células de este estrato, pues se
agrandan - conforme degenera el tapete y luego decrecen cuando los
granos de polen se desarrollan. En las 3 especies que aqui se investi-
gan, se presenta un unlco estrato parletal que no sufre aumentos de
tamano durante la microsporogénesis y que, por el contrario, es de
vida efimera, siendo.pronto aplastado entre el tapete y el endoteelo.

Hallé tétrades de microsporas de tipo tetraédrico, como habian
sido sefialadas en Astragalus dispermus con anterioridad (James,
op. cit.).

Fic. 7. — Semilla (A. carinatus, Di Fulvio 321). A -C: sucesivos estados ‘de desa-
rrollo del episperma que corresponden respectivamente a los sectores marcados en
D, E, F; D-E: dos estados sucesivos de semilla joven con endosperma nuclear;
F: semilla joven con endosperma celular en la mitad micropilar y nuclear en la
mitad calazal; G: semilla madura; H: macrosclereida, la de la izquierda con las
proyecciones de la pared posterior y la de la derecha con las proyecciones de la
pared frontal: I: traqueidas; J: osteosclereida, con las proyecciones de la pared
frontal; K: astrosclereida, en representacién tridimensional. Aumentos: la escala
de 50 micras corresponde a A, B, C; la de 500 micras a D, E, F, G; la de 25 micras
a H, I, J, K. Simbolismo. Rayado: macrosclereidas; circulos negros con banda
blanca media: osteosclereidas; estrellas: astrosclereidas; cuadriculado: cordon
de traqueidas; punteado: endosperma. Abreviaturas: en, endosperma; [, lente; tt,
tapete tegumentario.
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Astragalus carinatus, A. parodin y A. monticola con sus granos
polinicos subprolados, se diferencian de A. garbancillo, A. pehuenches
(Markgraf and D’Antony, 1978), A. hamosus y A. purpureus (Plan-
chais, 1964) donde son prolados y de A. chamissonis cuyos granos son
esferoidales (Heusser, 1971). Sin embargo, todas las especies men-
cionadas, lo mismo que A. jacquemontii, A. nicharensis, A. subum-
bellata, A. longicaulis y A. himalayanus (Vishnu-Mittre and Shar-
ma, 1962), tienen polen colporado a diferencia de A. contortuplicatus,
donde los granos son colporoidados (Vishnu-Mittre and Sharma, op.
cit.):

He observadc que restos de la nucela persisten en la semilla,
constituyendo un tejido compacto que considero similar al llamado
‘“tejido de barrera’’ (‘‘barrier tissue’’) descripto en Glycine jova-
nica, Tephrosia procumbens, Clitoria ternatea, Pongamia glabra
(Anantaswamy Rau, 1953) y Desmodium floribundum (Johri and
Garg, 1959) entre las Papilionoideas estudiadas. ;

Caracteres tales como el origen hipodérmico o subhipodérmico de
las células arquespéricas, su numero, y la produccién de células pa-
rietales, han sido sefialados como de ocurrencia variable no sélo den-
tro de la subfamilia, sino de una misma especie (Rembert, 1972).
En las de Astragalus que aqui se estudian, hay producecién de células
parietales, por lo que el tejido esporégeno es subhipodérmico. Creo
de interés sefialar que la interpretacién de la megasporogénesis re-
sulté particularmente dificultosa, debido a lo siguiente: 1) a la di-
ferenciacion de un ntimero variable de megasporocitos, 2) a la pre-
sencia de un tejido parietal formado por un ntimero también variable
de estratos, 3) al hecho de que 1 a 3 células procedentes del tejido
espordgeno, se agrandan mucho y adquieren un aspecto y disposicién,
que las hace confundir facilmente con megasporas: aiin mas, a ve-
ces se dividen por mitosis, semejando diades, v 4) a la temprana
degeneracién de las 2 megdsporas micropilares, en tanto que las 2
calazales permanecen bien desarrolladas. Ninguna de estas dificul-
tades pareciera presentarse en otras especies de .Astragalus embriols-
gicamente conocidas. Asi, en A. dispermus existe una caliptra nucelar
2-estratificada, originada a partir de la célula parietal (James, 1950),
pero en su formacion no intervienen células del téjido espordgeno ;
en A. glycyphyllos, en cambio, no hay caliptra y el tejido esporégeno
vace directamente bajo la epidermis nucelar (Bijok ¢t al., 1972).

En A. carinatus, A. parodii y A. monticola, al igual que en otras
especies de Papilionoideas cuyos 6vulos contienen varios megaspo-
rocitos, es siempre uno solo el que se divide por meiosis (Reeves,
1930; Cooper, 1933, 1935, 1938; Paul and Datta, 1950; Hindmarsh,
1964; Rembert, 1967, 1969, 1977; Makde, 1971; Mitchell, 1975;
Prakash and Chan, 1976 ; George et al., 1979). Sin embargo, en Astra-
galus glycyphyllos donde el arquesporio es multicelular y ocupa to--
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talmente la nucela, todas las células arquespéricas sufren melosis y
varias tétrades de megéasporas reemplazan al tejido nucelar en su
porcion apical (Bijok et al., 1972). Indudablemente, se frataria de
un .caso unico en Papilionoideas que, a mi juicio, seria conveniente
reinvestigar.

Rembert (1972), reconoce 12 casos diferentes de megasporogé-
nesis en Leguminosas, asignindoles significado filogenético en las
tribus de Papilionoideas. Mis observaciones en Astragalus no apoyan
las conclusiones de dicho autor va que, en las 3 especies gue estudié,
he hallado modelos diferentes de tétrades, atin en 6vulos de un mismo
ovario. De este modo, las tétrades lineales consideradas por Rembert
como primitivas, aparecen en igual proporcién con tétrades en T o
con triades lineales, a las cuales considera evolucionadas.

Salvo Trifolium, en donde funciona indistintamente la megés-
pora calazal o la subecalazal (Martin, 1914; Mitchell,. 1975), en las
restantes Papilionoideas cuya embriologia se “conoce, la megispora
que funciona es siempre la ubicada en posicién calazal; esto tltimo
también lo senalé Bijok et al. (1972) en Astragalus glycyphyllos y
~James (1950) en A. dispermus. Contrariamente, en las especies de
Astragalus aqui investigadas, ocurre como en T'rifolium.

Los estudios de saco embrionario realizados en Papilionoideas
revelan, en general, un desarrollo monospérico (Tipo Polygonum).
Sin embargo, sacos embrionarios bispéricos (Tipo Allium) han sido
indicados por Rembert (1972) para Pueraria (Faseoleas), Lupinus
vy Laburnum (Genisteas) y ambos tipos combinados en Lathyrus
(Vicieas) y Wisteria (Galegueas). Al igual que en Astragalus gly-
cyphyllos (Bijok et al., op. cit.) v A. dispermus (James, 1950),
saco embrionario es monospérico en A. carinatus, A. parodii y A.
monticola. ;

Bocquet y Bersier (1959) en su estudio sobre la morfologia de
los 6vulos de las Leguminosas, indican que el de Astragalus pertenece
al tipo ana-anfitropo, pero nada aluden a la composioi(’)n histologica
del cuerpo basal. Segiin mis observaciones, éste se origina a partir
de tejidos que pertenecen tanto a la porcién funicular como tegu-
mentaria del rafe. -

Nada se conocia en el género acerca del origen de los tegumentos
en el 6vulo, habiéndose senalado en la subfamilia, un origen sub-
dermal para el tegumento externo (Bouman, 1974). Este estudio pone
en evidencia el origen exclusivamente dermal tanto del tegumento
interno como del externo, caracter este ultimo que Bouman (ep. cit.)
considera evolucionado.

La penetracién del tubo polinico a través de una sinérgida y la
consecuente destruccién de ésta luego de la fecundacién, se habia
sefialado en Astragalus glycyphyllos (Bijok et al., 1972), Milletia
ovalifolia (Pal, 1960), Glycyne maxz (Prakash. and Chan, 1976) v
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Zornmia diphylle (Deshpande and Bhasin, 1976), todas ellas Papi-
lionoideas; sin embargo, en ninguno de estos trabajos hay figuras
que ilustren dicha referencia.

Por su parte Cooper (1933, 1935) en Melilotus y Medicago, Desh-
pande and Untawale (1971) en Indigofera enneaphylle y Bijok et
al. (op. cit.) en un pequefio porcentaje de sacos de Astragalus gly-
cyphyllos, sefialan que la descarga del tubo polinico se produce entre
las sinérgidas y la oosfera y, por lo tanto, las mismas no son destrui-
das durante la fecundaciéon. Aunque el proceso no se describe en
Indigofera pulchella, Makde (1971) representa el tubo polinico des-
cargando en la célula media, sin penetrar a través de ninguna de las
2 sinérgidas. En Phaseolus vulgaris (Wenstein, 1926), en Arachis
hypogaea (Smith, 1956) y en Wisteria sinensis (Rembert, 1967), se
dice que las sinérgidas ya mno estin presentes en el momento de la
fecundacién. Finalmente, en Astragalus dispermus (James, 1950), se
afirma que la fecundacién ocurre también sin dafiar a las sinérgidas.

Por otra parte, el aparato filar caracteristico de dichas células,
ha sido deseripto en pocas especies. En la mayoria de los trabajos, no
hay referencias sobre el mismo, e incluso se indica su ausencia en
Crotalaria juncea (Samal, 1936), Crotalaria intermedia (Paul and
Datta, 1950), Arachis hypogaea (Smith, 1956) y en Glycyne max y
Phaseolus vulgaris (George et al., 1979). En las 3 especies de Astra-
galus que aqui estudio, las sinérgidas presentan un aparato filar bien
desarrollado. Sin embargo, dado el hecho de que nunca vi tuhos po-
linicos descargando en ellas y, por el contrario, a veces las hallé in-
tactas en sacos donde el endosperma y el embrién se encontraban en
desarrollo, es probable que la fecundacién ocurra, como en otros casos
antes mencionados, sin danar a las sinérgidas. Para dilucidar este
problema sera necesario un estudio especial.

El embrién de las especies de Astragalus que aqui se analizan,
tiene un desarrollo similar al descripto por Crété (1951) para A.
glycyphyllos; como en dicha especie, la hipéfisis deriva de la célula
basal algunas veces, y otras, de la célula apical ain en 6vulos de un
mismo ovario.

La endospermogénesis sigue las lineas generales establecidas’ para
Papilionoideas (Anantaswamy Rau, 1951, 1953; Johri and Garg,
1959). Se trata, por lo tanto, de un endosperma de tipo nuclear en
el que la formacion de paredes es centripeta y se inicia en el extremo
micropilar; no hay citocinesis en la mitad calazal y, en este aspecto,
las especies que estudié se diferencian de A. glycyphyllos (Bijok et
al., 1972) y de A. dispermus (James, 1950); donde la formacion de
paredes ocurre en todo el endosperma.

En cuanto a la estructura y desarrollo de la semilla, A. carinatus,
A. parodit 'y A. monticola, no se apartan de lo va sefialado por dife-
rentes autores para la subfamilia (Pitot, 1935; Corner, 1951; Kopoo-
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shian and Isely, 1966). Se diferenca un tapete tegumentario o endo-
telio a partir de la epidermis interna del tegumento interno, como ha
sido referido en otros géneros (Young, 1905; Cooper, 1933; Anan-
taswamy Rau, 1951, 1953; Deshpande and Untawale, 1971). Posee
un unico hacecillo vascular ubicado en el rafe, coincidiendo, entre
las Galegueas, con Indigofera emneaphylla y diferenciandose ae Te-
phrosia candide donde hay, ademas, hacecillos recurrentes (Corner,
1951). En las-especies estudiadas no se desarrolla arilo, estructura
de origen funicular que Pitot (op. cit.) y Corner (1951) consideran
tipica de las semillas de Papilionoideas; sin embargo, Patel (1976)
también hallé especies sin arilo, dentro de la subfamilia.

Las particularidades del endosperma en las semillas maduras,
coinciden con las sefialadas ya para Astragalus y otros géneros de
Leguminosas (McClendon et al., 1976 ; Meier and Grant Reid, 1977).
Se reconoce, por lo tanto, una capa periférica de. células con aleurona
v, hacia el interior, una masa mucilaginosa que estaria compuesta
casi exclusivamente de galactomananos depositados en las paredes,
de tal modo que el lumen celular queda ocluido (McClendon et al.,
op. cit.).

CONCLUSIONES

A. Conelusiones morfoldgicas.

1. Microsporangio. Lia pared de la antera, cuando joven, esta
constituida por 4 estratos celulares: epidermis, endotecio, un estrato
parietal y tapete. Al madurar, el endotecio forma bandas engrosadas
en las paredes radiales que se unen en la pared tangencial interna;
el estrato parietal y el tapete secretor son consumidos. :

2. Microsporogénesis y polen. Hay formacién simultinea de té-
trades tetraédricas. Granos de polen subprolados, 3-colporados, con
poros lalongados y exina reticulada. Membrana apertural lisa en A.

monticola y verrugosa en A. carinatus y A. parodii.

3. Owulo, megasporogénesis y megagametiofito. Ovulo campild-
tropo en antesis y anfitropo al desarrollarse la semilla, 2-tegumen-
tado y crasinucelado. Tegumentos de origen dermal. Caliptra nucelar
con 2 o 3 estratos celulares, a veces contribuye a su formacién el te-
jido esporégeno. Cuerpo basal originade del rafe. Tejido esporbogeno
multicelular, megasporocitos diferenciados en ntmero variable, pero
en s6lo 1 ocurre meiosis. Tétrades de megésporas, lineal o en T. Saco
embrionario monospérico tipo Polygonum, originado indistintamente
de la megéspora calazal o subcalazal.

4. Fecundacion. Es porogdmica y se produce sin dafiar las sinér-
gidas. Los tubos polinicos forman frecuentes tapones de calosa en su
descenso por el estilo.
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5. Embriogénesis y endospermogénesis. lias segmentaciones de
la célula apical coinciden con lo descripto en Trifolium minus por
Souéges. Lia hipdfisis puede ser originada indistintamente por la cé-
lula basal o apical. Bl endosperma es de tipo nuclear y forma paredes
s0lo en la mitad micropilar. .

6. Semilla. Un endotelio o tapete tegumentario se reconoce en
las primeras etapas del desarrollo de la semilla. El episperma deriva
s6lo del tegumento externo y sus particularidades, al igual que las
del hilo y las de la regién subhilar, coinciden con las sefialadas por
Corner para semillas de Papilionoideas; como caracteristicas diferen-
ciales, Astragalus carece de arilo funicular y de hacecillos recurren-
tes. El endosperma persiste en la semilla madura y su aspecto es el
de una masa mucilaginosa cubierta por una capa de células que
acumulan proteinas.

B. Conclusiones taxonomicas.

Si bien es prematuro obtener conclusiones generales de esta
indole, dado el escaso numero de especies estudiadas, mis observacio-
nes indican que: ¢

7. Dentro del género Astragalus, las secciones ‘Astragalus vy
Phaca muestran caracteres embriolégicos y palinoldgicos similares.
La tnica diferencia encontrada, que creo puede tener valor taxond-
mico, se refiere a las caracteristicas de la membrana apertural de los
granos de polen, la cual es lisa en A. monticola (seccion Phaca) y
verrugosa en A. carinatus y A. parodii (seceién Astragalus).
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