ESTUDIO MORFO-AMNATOMWICO DE FLORES, FRUTDS Y SEMILLAS DE
Drimys winteri Forst. (canelo)*

Claudia Botti G.*¥*
Angel Cabello 1 .3%¥

Se realizd un estudio morfo-histolé-
gico de flores, frutos y senmillas de
canelo {Drimys winteri Forst.) para de-
terminar si el bajo porcentaje de germi-
nacién de esta especie es de origen mor-
folégico o anatémico. Se recolecté mate-
rial de la Reserva Nacional Rio Clarilloe,
Regién Metropolitana (330 14! § y 70°
30' W). Para las preparaciones histolé-
gicas se utilizé la inclusién en parafina
(Histosec) y en pléstico JB-4 (Polyscien-
ce, Inc.).

Se describe la anatomia de flores,
frutos y semillas de canelo, demostrindo-
se que el bajo porcentaje de germinacidn
qlie presenta esta especie en ensayos de
vivero, se debe a una latencia interna
causada por un embrién rudimentario. El
erbrién de la semilla madura alcanza un
estado globular o acorazonado, siendo sus
dimensiones 0.3 am de largo y 0.15 mm de
ancho.  Los procesos de desarrollo del
Séco embrionario, fertilizacién y luego
formacién de endosperma son normales.
Se plantea la existencia de una latencia
norfolégica posiblemente combinada con
Qha condicién fisioldgica particular.
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SUHHARY

Flowers, fruits and seeds of Drimys
winteri Forst (canelo) were morphologi-
cally and histologically studied to
determine whether the low germination
percentage of this species observed in
nursery trials is due to its morpho-
anatomic characteristics.

The plant nmaterial studied was ob-
tained from Rio Clarillo Mational Reserve
in the Hetropolitan Region {33° 14' §
700 30" W). Embedding in paraffin (His-
tosec) and JB-4 plastic (Polyscience,
Inc.) was used for the histolegical pre-
parations.

Anatomical descriptions of flowers,
fruits and seeds are given for the
different maturation stages. It is
demonstrated that the germination problem
arises from an internal embryonic latency
caused by a rudimentary embryo. The ma-
ture seed's embryo presented a poor deve-
lopment reaching 0.3 mm in lenght and
0.15 nm in width. The development of the
embryonic sac, fertilization and, later,
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endospern formation occurred as normal
processes. The possibility of a morpholo
gical latency associated to a particular
physielogical conditions is not discar-
ded.

INTRODUCCION

E]l canelo es una especie autdctona
que crece entre el rio Limari por el nor-
te (300 40' S y 710 32! W) y el Cabo de
Kornos por el sur (56° § y 67° 20' W),
en diferentes localidades y altitudes.
El centro de su rango de distribucidn es
Chiloé, donde forra inmensas reservas.
En las regiones mds altas y secas del
norte es un arbusto o &rbol pequefic. En
las zonas bajas al sur de Curicéd, y espe-
cialrente en Chiloé, es un &rbol de hasta
30 a de altura con un tronco muy recto
y cilindrico que alcanza didnetros de }
m. Una de las caracteristicas mas inte-
resantes de esta especie es que su radera
presenta fibras de gran longitud, incluso
mds largas que las del pino insigne, las
cuales podrian ser utilizadas en indus-
trias de celulosa, especialmente en aque-
llas zonas de escaso desarrolle econdmico
como es Chiloé {Donoso, 1978). 4 esto
debe agregarse que su corteza es rica en
vitamina C, taninos, aceites esenciales
y sustancias antibacterianas. En el dl-
timo tiempo se han descubierto aplicacio-
nes en el tratamiento del cdncer (Donoso,
1978; Hoffmann, 1982). Es una especie
de interés cientificoe por carecer de
vasos xilemdticos, como excepcidén dentre
de las Angiosperras, lo cual la clasifica
como un taxon muy primitive (Donoso,
1978}. Orimys winteri, y en general la
familia Winteraceae, ha sido estudiada
por numercses investigadores en relacidn
a su clasificacién taxondmica (Hutchin-
son, 1921; Saith, 1943), rorfologia (Hut-
chinson, 1921; Urban, 1934; Bayley y
Swamy, 1951), conmposicidén quimica ({San-
tos, 1954, Rojas, 1971, Rojas et al,
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1975) y aspectos ontogénices de algunos
tejidos (Gifford, 1951; De Boer y Bouman,
1974). Sin embarge, no existen antece-
dentes sobre el desarrollo e histologiz
de los frutes y senillas, aspecto de
especial interés debido al bajo porcenta-
je de germinacidn que presenta esta espe-
cie en ensayos de vivero. Donoso y Cabe-
110 {1978) sefalan que semillas sin tra-
tamiento no germinan al cabo de 60 dias
de ensayo, y que semillas previamente es-
tratificadas durante 90 dias a 4°C sélo
alcanzan un 26% de gerainacién a los 60
dias.

El objetivo de este trabajo fue de-
terminar si existen factores morfoldgicos
o histolégicos que constituyan una barre-
ra en la germinacidn de esta especie, a
través del andlisis de diferentes estados
de desarrollo desde !a flor hasta la se-
milla madura.

NATERIAL Y METODO

El material se recolectd en marzo
de 1983 en la Reserva National Rio (la-
rillo, Comuna de Pirque, Provincia Cordi-
llera, Regidn Metropolitana (339 44t ¥
y 70° 30" S). Las yemas fiorales, Fflo-
res, frutos con distintes estados de
desarrollo y serillas se fijaron en FAA
(formalina, dcido acético glacial y eta-
nol, 5:5:90 v/v) por un tiempo minimo de
24 horas. Se deshidratd, gradualmente,
en una serie ascendente de alcohol etili-
ce (70; 80; 95 y 100%). Las senillas
Fueron incluidas en Histosec (parafina
sélida) previo un traspaso gqradual a
xilol para luego ser cortadas en un mi-
crdtomo rotatoric a 8-10 pua de espesor,
Las secciones fueron tefidas con &cido
ténico-cloruro de Fe (Faster, 1034) y
safranina 1% solucién alcohdélica y luego
con verde rdpido al 0,2% solucién alcohd-
lica. El resto del material en estudic
fue infiltrado con plistico JB-4 (Po-



lyscience Inc.), directamente después de
la deshidratacién. Una vez endurecido
se cortd con cuchilla de vidrio en ultra-
micrétomo a 2-4 um de grosor. Los cortes
se tifieron con reactivo de Schiff y azul
gé toluidina al 0.5% solucién acuosa
(Botti y Vasil, 1984).

Paralelamente, se estudid el desa-
rrollo gradual del embrion de semillas
sembradas entre los meses de abril a di-
éieabre de 1983, nmuestreando 25 semillas
cada 15 dias. Esto se realizé disectando
ia senilla bajo un binocular y extirpando
el embridn. Algunas de estas semillas
fﬁeron, ademds, fijadas en FAA e inclui-
das en parafina para destinarlas a un es~
tudio anatémico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio anatdmico

Caracteristicas morfoldgicas generales

Las Flores se presentan en inflores-
cencias tipo umbela. Cada flor tiene 2
§§balus membranoses y rojizos y 4 a 14
pétalos blancos, también membranosos y
lanceolados.  Ellas son hermafroditas,
con numerosos estambres (30-40) y pisti-

(4-10). Los ovarios son siperas,
loculares con numerosos Gvulos (9-18).

frutos son bayas alargadas de color
fegro violdceo en la madurez, que contie-
de 9 a 18 semillas de color negro
trillante, pequenas (3-4,5 nm), Llisas,
alargadas y curvas (reniformes). Estas
caracteristicas morfoldgicas concuerdan,
:_’rgeneral, con las de Smith (1943),
#offmann (1982) y Rodriguez et al (1983).

El embridn se encuentra restringido
a¥la punta del extremo mds aguzado de la
illa, y cuando ésta madura, es rudi-
tario. Es decir, es un embridn muy
pequefio, de forma ovoide o acorazonada,
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que no ha conpletado su desarrollo al
monento de disparsarse la semilla.

Anatomia de flores, frutos y semillas

La yema floral se encuentra protegi-
da por una escama de estructura simple
que presenta epidermis adaxial y abaxial
de 1 capa de células, 5-6 hileras de pa-
rénquina esponjoso con glandulas esquizé-
genas y haces vasculares distribuidos a
lo largo de este tejido. A nedida que
la yema madura, las células de esta esca-
ma van perdiendo su citoplasma y se
aplastan.

Los sépalos y pétalos muestran una
epidermis uniseriada de células casi iso-
dianétricas, fuertemente cutinizadas vy
cuticularizadas, y cuya pared tangencial
externa es notoriamente convexa y gruesa.
El citoplasma de ambas epidermis se tifie
intensamente con azul de toluidina. No
se observan tricomas ni estomas. El me-
s6filo estd formadc por células parengui-
miticas de pared delgada que dejan gran-
des espacios intercelulares, salvo el
primer estrato bajo la epidermis que pre-
senta paredes celulares gruesas y la mis-
ma reaccidn a la tincién que las células
de la epidermis. El meséfilo consta en
su mayor parte de 3-6 hileras de células,
pero el grosor aumenta hacia la base del
pétalo constituido por 15-20 hileras y
disninuye hacia la punta del pétalo ter-
minando en 1-2 células de grosor. Las
células de este tejido muestran una reac-
cién muy variable a la tincidn debido a
la distinta concentracién de compuestos
polifenflicos. El meséfilo incluye abun-
dantes glindulas esquizdgenas en asocia-
cién con les haces vasculares.

Los estambres constan de un filamen-
to nuy grueso desde la base hasta la an-
tera que es bilobulada y tetraleccular.
Estd formado por 12 a 13 corridas de cé-
lulas parenquimiticas con numerosas glin-
dulas esquizdgenas, protegido por wuna



epidermis muy bien diferenciada, de pare-
des gruesas, que se presenta fuertenente
cuticularizada y cutinizada hasta la mi-
tad de las paredes radiales y con el ci-
toplasma intensamente tedido. Un haz
vascular anficribal recorre el filamento
por el centro de la masa parenguindtica
hasta el conective. Este dltimo es auy
grueso, y estd formado de pequefias célu-
las parenquiméticas, poco diferenciadas
con gldndulas esquizdgenas dispersas in-
teriormente o inmediatamente bajo la epi-
dermis. Smith (1943) menciona que las
especies de Chile continental, Patagonia
y Juan Ferndndez tienen un conectivo
no glandular o con pequefias glandulas muy
inconspicuas en comparacidén con las espe-
cies del género Drinys de Brasil y otros
paises de! norte, que =uestran numerosas
glandulas inmersas o superficiales. En
efecto, bajo la lupa el conectivo parece
ser aglandular, sin embargo en un corte
histelégico las glandulas son ficilmente
visibles y bastante numerc¢sas. Las ante-
ras son basifijes y con dehiscencia lon-
gitudinal extrorsa. Al estado de yema
floral las anteras se presentan casi to-
talmente maduras, con granos de polen al
estado de tétradas o ya libres, con una
exina con ornamentacidn reticulada. Se
observan restos de tapete rodeando los
granos de polen, un endotecio de paredes
engrosadas con citoplasma y ndcleo en
degeneracidn y una epidermis de células
aplanadas.

El gineceo estd formado por numero-
sos carpelos (3-12) libres formando
ovarios glohosos, claviformes y arqueados
hacia un lado {Rodriguez et al, 1983) con
estilos muy cortes, laterales que termi-
nan en cstigmas pequefios e introrsos.
Los estilos son macizos y estdn consti-
tuidos por una epidermis y tejido paren-
aulmazoso, aue en la parte central es
alge pzpiioss y de células mds alargadas
constituyendo un tejido de transmisidn
para el tubo polinico. Los ovarios son

siperos, wuniloculares y los numerosos
évulos en su interior se presentan bise-
riados (fig. 1) y originados de las dos
placentas ventrales cercanas al lugar de
inicio del estile. Cada ovario tiene una
epidermis externa de una corrida de célu-
las pequeias, Ffuertemente tefiidas cor
azul de toluidina, con paredes celulares
y cuticulz algo mis delgada que las de
las otras estructuras florales. El mesd-
filo consta de 6-10 corridas de células
parenquindticas con abundantes gléndulas
dispersas. Las c¢5lulas del meséfilo mis
externo son redondeadas a ovaladas, de
paredes levemente engrosadas. Todas las
células del meséfilo, salve las que for-
man parte del tejido vascular, se tifien
intensamente con azul de toluidina.

Los dvulos son andtropos, bitégmicos
y crasinucelados {Fig. 2). De acuerdo
a De Boer y Bouman {1974) el tegumenta
internc se forma antes que el externo.
Consta de 3 hileras de células al rodear
la nucela, pero se engruesa hasta 8-9 hi-
leras de células frente a la nmicrépila.
Estas células presentan abundante tanino
que se tifie Fuertemente. El tequaento
externo se desarrolla sélo en el lado
opuesta al funiculo y consta de 3 estra-
tas celulares en toda su extensién. Las
células de la capa mds externa se obser-
van nuy tedidas, completamente llenas de
taninos y conpuestos polifendlicos. El
funiculeo es grueso, de 6-7 corridas de
células, con una epidernis también fuer-
temente tedida, y un haz vascular que lc¢
recorre hasta la chalaza.
ne 13-14 hileras de células de ancho, y
forna el saco enbrionario a 5-6 Filas
desde la micrdpila. Se observan las si-
nérgidas y célula huevo en la zona supe-
rior cercana a la nicrépila, el ndcleo
secundario y las 3 antipodas en la base
del saco (Figs. 3-u).

La nucela tie-

Cuando el dvulo ha sido fertilizade
(Figs. 5, 6 y 7) se inicia el desarrollo

- 34 -



ndeluendusperma y el crecimiento del ova-
. Este no desarrolla cambios celula-
s notorios, sdlo un aumento en el ndme-
y tamafio de las células. Un mes des-
s de la fertilizacién el fruto ha au-
i entado 3 6 mds veces su tamafio, ain
aﬁdo esto es variable, pues generalmen-
se desarrolla mucho =ds uno de los
itos de la misma flor que los adyacen-
stes.  Las células de los tegumentos de
s 6vulos comienzan a aplastarse quedan-
. finalmente, la epidernis externa del
Xegumento externo y del funiculo formando
‘testa de la semilla. Las células de
ta epidermis se agrandan radialmente,
#ngruesan sus paredes y toman un color
tafé oscuro, debido a la acumulacidn de
tancias fendlicas, formando una testa
lativamente dura, quebradiza, de coler
suro y brillante. Rodeando el endos-
perma que se formé por la fertilizacién
del ndicleo secundario, quedan en un co-
nzo, 2 6 3 hileras de células algo
astadas que corresponden al tegumento
:érnn, pero al madurar permanece sdlo
» fila de células globosas llenas de
‘tancias aceitosas (Fig. 8). E1 endos-
serna se desarrolla rdpidamente llenando
todo el saco embriomario salvo el espacio

5%

‘tinda su desarrollo més alld de un
ado globular o acorazonado de aproxi-
lamente 0,3 mm de largo x 0,15 mm de
:ho. Es decir, permanece rudimentario
la semilla madura (Fig. 8). Las célu-
T'endospcrméticas se lleran de almidén
‘ngruesan sus paredes.

E1 fruto maduro presenta una epider-
wis. externa de células wuy pequefias, un
ocarpio carnoso de células parenqui-
cas grandes y una epidermis interna,
iwefios haces vasculares se encuentran
spersos en el mesocarpio. Previo a la
escencia y abscisién del fruto, sus
dos se deshidratan y adelgazan que-
hndo, finalmente, como una delgada cu-
vierta envolvente de las semillas.
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Desarrollo del embrién

El estudio morfo-anatémico del em-
brién, realizado cada 15 dias para los
distintos meses de siembra, demostrd que
las semillas sembradas en abril iniciaron
el desarrollo de sus embriones a los 60
dias, logrando 1la salida de la radicula
s6lo a los 105 dias (Fig. 12). Las sies-
bras de mayo, junio, julio y agosto pre-
sentaron un inicie del desarrollo de los
embriones entre los 30 y 45 dias después
de la siembra, y el crecimiento del em-
brién se fue haciendo progresivamente mis
ripido, observdndose que las semillas
sembradas en agoste lograron la aparicidn
de sus radiculas a los 75 dias (Figs. 9,
10, 11 y 13). Algunas de las semillas
sembradas en septienbre mostraron desa-
rollo del embrién al cabo de 45 dias,
desde la siembra; sin embargo, un alto
porcentaje de ellos presentd un desarro-
1lo muy escaso o nulo. En las semillas
sembradas en octubre, noviembre y diciem-
bre no se observé desarrollo del eabriédn.
Estos resultados sobre el desarrollo em-
brional concuerdan plenamente con los
obtenidos paralelamente en un ensayc de
gerninacién (Cabello y Botti, 1987), don-
de las capacidades germinativas variaron
entre 75,0 y 96,3% para las siembras
efectuadas entre abril y agosto, llegando
sélo a 10,7% en septiembre y no produ-
ciéndose germinacidn en las siembras rea-
lizadas entre octubre y diciembre.

€l tipo m&s comin de latencia em-
brionaria es aquélla en que el embriédn,
aunque se encuentra morfolégicamente ma-
duro, es incapaz de germinar. Sin embar-
go, un tipo de latencia interna relativa-
mente poco comin es el causado por em-
briones inmaduros (Koslowski, 1971). El
escaso desarrollo del embridén generalmen-
te no se considera como una latencia y
por eso ha sido poco estudiado (Nikolae-
va, 1967). MNo obstante, en numerosas es-
pecies los embriones son reducidos y ca-
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Eﬁi_g- 1 :

Fig. 2

figs.

Corte longitudinal de un ovario
(o) de canelo, con numerosos
évulos (ov) en su interior. En
la periferia se observan los
pétalos (p) X 30.

: Corte longitudinal de un évule

3

fitg. 5 :

Figs.

anidtrope de canelo, donde se
observa el funicule (fu), tegu-
mento externo (te), tegumento
interno (ti), nucela (n) y saco
embrionario (se) con sinérgidas
(s) y antipodas (an) X 80.

y 4: Cortes longitudinales de
évulos mostrando la micrdpila
(m), saco embrionario (se) con
sinérgidas (s) y antipodas (an)
Fig. 3), y célula huevo (ch) y
nicleo secundario (ns) (Fig. 4).
X 160.

Corte longitudinal de dvulo fer-
tilizado donde se observa el
nicleo endospermitico (ne)
sinérgidas (s) y antipodas (an).
X 160.

y 7: Cortes longitudinales de
dvulos fertilizados. Se puede
apreciar al inicio del desarro-
llo del endosperma (en) y la
disminucidén del groser en leos
tequmentos que ya han formado
las cubiertas seminales con gran
acumulacién de sustancias fend-
licas X 80.
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Fig. 8
Figs. 9,
Figs. 12

: Corte longitudinal de una semi-

1la donde se observa el embrién
rudimentario (em), endosperma
(en) con acumulacidén de almidén,
cubierta seminal interna (ci)
de células algo globosas y testa
(t) x 20.

10 y 11: Cortes longitudinales
de semillas de canelo donde se
muestra el desarrollo del enm-
brién recién sembrado (agosto)
(Fig. 9) X 40, a los 60 dias de
sembrado (Fig. 10) X 11,5 y a
los 75 dias de la siembra X 50
(Fig. 11).

(ap = 4pice de brote; co = coti-
ledones).

y 13: En estas figuras se compa-
ra el desarrolle lento del em-
brién de semillas sembradas en
abril (Fig. 12) con el desarro-
Ilo rdpido de semillas sembradas
en agosto (Fig. 13).

a : embrién a los 15 dias de
sembrado X &

b : embrién a los 30 dias de
sembrado

¢ : embrién a los 45 dias de
sembrado

d : embrién a los 60 dias de
sembrado

e : embrién a los 75 dfas de
sembrado

f : embrién a 1los 90 dias de
sembrado



recen de diferenciacidn (Bhatnagar vy
Johri, 1972), permaneciende, a veces,
incluso como un pro-embridn (Nikolaeva,
1967), como es el caso de Ilex opacz don-
de el volumen del embridén corresponde al
0.04% del endosperma (Villiers, 1972).
Las orquideas, asimismo, poseen enbriones
escasamente diferenciados y no presentan
endosperma (Crocker y Barton, 1957; Bhat-
nagar y Johri, 1972; Bewley y B8lack,
1978); ocurriendo el téramino del desarro-
1lo bajo condiciones de simbiosis con un
hongo endofitico (Nikolaeva, 1967; Cdme,
1975; Hartmann y Kester, 1975).

En la nayor parte de las especies
gque poseen semillas con embricnes incom-
pletamente desarrollados, éstos se en-
cuentran embebidos en un endosperma con
suficiente material de reserva (Hartmann
y Kester, 1975) y el escaso desarrollo
del embridén es menos pronunciado, cono
es el caso de Fraxinus excelsior, Euony-
aus spp. (Nikolaeva, 1967), Fraxinus
nigra, Fraxinus sandshurica var. japonica

(Koller, 1972), Ranunculus ficaria {Bew-
ley y Black,1978), Pinus koraiensis vy
Viburnum spp. (Villiers, 1972).

En las semillas maduras de canelo,
el endosperma se diferencia nornalamente,
conteniendo abundantes sustancias de re-
serva y ocupa casi la totalidad del volu-
men de la semilla. Sin embargo, el em-
bridn alcanza escaso desarrollo, presen-
tindose como un pro-embrién al estade
globular o acorazonado. Este corresponde
a un embrién rudimentario.

Aparentemente, la presencia de un
embrién rudimentario es caracteristico
de semillas de especies tropicales, ya
que se ha descrito para especies de las
familias Palmaceae, Magnoliaceae, Aralia-
ceae y Paeoniaceae (Nikolaeva, 1967;
Hartmann y Kester, 1975). Generalmente
este tipo de impedimento germinativo es
el dnico presente en las especies tropi-
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cales. Sin embargo, en especies de zonas
templadas, frecuentemente se encuentr:
combinado con un estado de latencia pro-
funda o con cubiertas duras impermeables
al agua o a los gases (Nikolaeva, 1967).

Se concluye que esta especie presen-
ta una latencia morfolégica, y que el
retardo en la germinacién se debe a la
presencia de un embrién rudimentario.
Es probable que el canelo presente, ade-
mis del embridén rudimentario, un retards
en la germinacidn debido a una latenci:
fisiolégica causada por una impermeabili-
dad en la cubierta seminal, la que sir
inhibir completamente la germinacién pue-
de retrasarla, ya que el tegumento inter-
no del Svulo se transforma, en la semiila
madura, en una hilera de células globo-
sas, c¢on abundante contenido aceitoso.
No se descarta tampoco, que la latencis
morfolégica se combine ademds con algir
otro tipo de latencia fisioldgica come
la presencia de inhibidores de la gerni-
nacidn.
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