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RESUMEN

Se describe la anatomia y desarrollo de flores, frutos y semillas de boldo
(Peumus boldus Mol.) con ¢l fin de proporcionar nuevos antecedentes que
contribuyan a comprender los mecanismos de latencia que presentan las semillas
de esta especice.

El matcrial vegetal se recolectd entre fines de invierno y mediados de
verano, en la Region Metropolitana, Las flores y [rutos se infiltraron cn JB-4 (Po-
lyscicnce, Inc.) y se cortaron con ultramicrdtomo (2-4 um espesor); las semillas
se incluyeron en parafina (Histosec) y se cortaron con micrétomo rotatorio (8-
10 1t m).

El desarrollo del saco embrionario se inicié en agosto. El zigoto comenzd
a dividirsc a fincs de septicmbre, y a principios de diciecmbre el embrién inicid la
organizacion de los dpices de crecimicnto, y desarrollo de los cotiledones. Du-
rante ¢l mes de febrero el embrién cesé su crecimiento y el fruto completé su
maduracion, presentando en su interior un embrién incomplctamente desa-
rrollado.

La semilla, al madurar ¢l fruto, presentaba remanentes de la nucela, dife-
renciada en perisperma, rodeando al endosperma y embridn.
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ABSTRACT

The anatomy and development of flowers, fruits and seeds of Peumus boldus
Mol. is described to provide more background for a better understanding of the
dormancy mechanisms occurring in the seeds of this species.

The plant material was collected between late winter and mid-suimmer in the
Metropolitan Region. Flowers and frtits were infiltrated in JB-4 (Polyscience, Inc.)
and were scctioned with an wltramicrotome (2-4 pm width); the seeds were
embedded in paraffin (Histosec) and were scctioned with a rotatory microtone (8-
10 1 ).

The development of the embryo sac started in August. The zygote started to
divide in late September and, in early December, the embryo began the organization
of shoot and root apices and the development of cotyledons. During February, the
embryo stopped growing and the fruit completed its maduration, showing an incom-
pletely developed embryo in its interior.

As the fruit matured, the sced showed rests of nucellus, differentiated as
perisperm, surrounding the endosperm and embryo.
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INTRODUCCION

El boldo (Peurnus boldus Mol.), especic endémica de Chile perteneciente a la familia
Monimiaceae, crece desde la Provincia de Limari (IV Region) hasta la Provincia de Osorno
(X Region) (Rodriguez et al. 1983). Debido a su adaptacion a condiciones de sequia, es més
abundante en las provincias centrales que en las del sur (Donoso, 1974).

Es un 4rbol o arbusto dioico, con inflorescencias en racimos cortos. Sus flores, de 5 a
10 mm de didmetro, presentan un perigonio verdoso, cubierto de pelos.estrellados y escamas
petaloideas blanco-amarillentas insertas en su garganta. Las flores masculinas, de mayor
tamano, presentan mis de 40 estambres. Las femeninas poseen un gineceo sipero, con 2 a
9 ovarios libres y uniloculares, con un solo évulo cada uno; estigma arqueado y gelatinoso.
En las flores femeninas los cstambres estdn representados por escamas nectariferas. Sus
frutos son drupas méis o menos ovoides, carnosas, de 5 a 7 mm de longitud (Navas, 1976).

Su hojas se usan en infusioén como digestivo; en afecciones hepéticas se le considera un
excelente colagogo y colerético. En 1960, Valenzucla y Rebolledo (citados por Navas, 1976)
determinaron que las hojas, ademds de la boldina, conlcnian otros tres alcaloides, un
glucosido, 2% de aceites esenciales, taninos, dcido citrico, gomas y azlicares. Seglin Rodriguez
et al., (1983) los accites escnciales son eugenol y terpincol.

Kannegicsser (1987) demostré que la boldina se encuentra en todo el 4rbol, con-
teniendo la corteza ¢l mayor porcentaje (3,7%) y las hojas el menor (0,03%). Ademis,
informa que entre 1983 y 1986 sc ha exportado un promedio anual de 786 ton de hojas y 6
ton de corteza, principalmente a Europa, Argentina y Brasil.

Aunque ¢l boldo rebrota ficilmente, ha sido sometido desde hace muchos afos a una
fuerte explotacién, sin que se repongan los ejemplares que mueren por agotamiento del
tocon, o porque los drboles son destroncados o por la destruccidon del ambiente apropiado
para su reproduccion por semillas. De hecho, en la zona central ¢s muy raro cncontrar
plantulas en los lugares donde aiin existen ¢jemplares de boldo.

Por otra parte, su propagacion en vivero cs dificil, ya que sus semillas sembradas en
otofo o invierno, no germinan hasta el invierno del afio siguiente. Generalmente el porcentaje
de germinacion es bajo, produciéndose una nueva germinacién durante el invierno del
segundo afio.

Algunos investigadores han tratado de encontrar tratamientos pregerminativos, o la
época de sicmbra apropiada, para obtener germinacién en un corto periodo. Los resultados
en algunos casos han sido nulos o no han superado al testigo (Homann, 1968; Donoso y
Cabello, 1978). En otros se ha obtenido desde 0% hasta 89% de germinacidn, en pocos meses,
mediante colecta temprana y siembra inmediata (Mancinelli et al., 1982; Munoz, 1986); sin
embargo, los resultados obtenidos en afos consecutivos han sido muy dispares, incluso en una
misma temporada, entre cosechas y siembras separadas por una semana.

En 1986, Muioz, demostré que el 4cido giberélico promovia significativamente la
germinacion de scmillas de boldo almacenadas por un corto periodo. También obtuvo
germinacién, aunque en bajo porcentaje, mediante remojo de las semillas en peréxido de
hidrégeno. Ademas, mediante el cultivo de semillas y embriones “in vitro”, establecié que el
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endocarpio, la testa y/o el perisperma, eran limitantes para la germinaci6n, ya que el cultivo
de embriones entregd un 100% de germinaci6n, inicidndose el proceso luego de 10 a 15 dias.

En base a los resultados obtenidos por Munoz (1986), se decidi6 a estudiar la anatomia
y desarrollo de la semilla del boldo y asi contribuir con nuevos antecedentes al conocimiento
de la especie, particularmente en lo que a reproduccién sexual se refiere.

MATERIAL Y METODO

Se recolectaron yemas florales, flores y frutos de boldo con distintos grados de desa-
rrollo, cada 15 dias entre agosto y febrero. Todo el material provino del fundo “Tantehue”,
ubicado a 30 Km. al suroeste de Melipilla, Regién Metropolitana.

El material vegetal se fijo en FAA (formalina, 4cido acético glacial y etanol, 5:5:90 v/
v) por un tiempo minimo de 24 horas, y se deshidraté gradualmente en una serie de alcohol
etilico (70; 80; 95 y 100%).

Las semillas fueron incluidas en parafina sélida (Histosec), previo traspaso gradual a
xilol, y cortadas a 8-10 u m de espesor en un micr6tomo rotatorio. Las secciones fueron
tediidas con 4cido ténico-cloruro de fierro (Foster, 1934) y safranina al 1% (solucién
alcohélica), luego con verde rapido al 0,2% (solucién alcohélica) y se montaron con Bélsamo
de Canada.

Las yemas, flores y frutos inmaduros fueron infiltrados con pléstico JB-4 (Polyscience
Inc.) previa fijacion y deshidratacién. Los bloques de plastico, con el tejido incluido, se
cortaron con cuchillos de vidrio a 2-4 wm de grosor en un ultramicrétomo. Los cortes se
tineron con Reactivo de Schiff y Azul de Toluidina al 0,5% en solucién acuosa y se montaron
en Bélsamo de Canada (Botti y Vasil, 1984).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los sépalos y pétalos de la flor de boldo estdn formados por una epidermis uniseriada,
de células grandes y globosas. La epidermis abaxial (exterior en la yema) de los sépalos
presenta numerosos lricomas ramificados, como menciona Navas (1976), de paredes cclu-
lares primarias gruesas. La epidermis adaxial presenta pocos tricomas. El meséfilo de ambas
estructuras florales es esponjoso, con grandes espacios intercelulares, glindulas y pequefios
haces vascularcs en la seccién ventral. El meséfilo de los sépalos es de mayor grosor (4-8
corridas de células). El de los pétalos es de s6lo 3-4 corridas de células.

El estilo y ovario presentan una epidermis monoestratificada de células rectangulares
elongadas en sentido radial, de niicleos muy prominentes, recubiertas por una cuticula muy
delgada y con paredes celulares también delgadas. Numerosos tricomas tipo escamas mul-
ticelulares y colectores de pared celular sumamente gruesa, se encuentran dispersos a lo largo
de toda la epidermis de los carpelos. El mesofilo del ovario estd formado por varias corridas
(14) de células parenquimiticas, pequeiias, de paredes delgadas y tejido vascular central que
lo recorre longitudinalmente. Algunas glindulas equizégenas se encuentran distribuidas en
este tejido, especialmente en la zona més externa, cercana a la epidermis. La epidermis
interna del ovario es monoestratificada en algunos sectores, pero en la mayor parte se ha
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dividido periclinalmente para formar hasta 3 corridas de células, que més tarde se van a seguir
incrementando para formar el endocarpio duro del fruto, junto con la porci6n interna del
mesbfilo.

El 6vulo es anitropo y bitégmico (Figura 1). El tegumento externo se desarrolla
claramente en el lado opuesto al funiculo que rodea al 6vulo, y consta de 3 corridas de células
con las mismas caracteristicas que las de mesoéfilo y epidermis interna del ovario. No se
observan acumulaciones de sustancias fenélicas o taninos. El funiculo consta de 20-24
corridas de células en su parte superior méas ancha para adelgazarse a 4-5 corridas al
conectarse con el tegumento externo en su parte basal. Lo recorre un haz vascular. El
tegumento interno cstd formado por 3-4 corridas de células en su mayor extensifn,
engrosindose a 7-8 corridas en la base del 6vulo y a 5-7 corridas en la zona de la micropila.
La nucela, de 25-30 corridas en su parte mas ancha, inicia el desarrollo del saco embrionario
en el mes de agosto, formando la célula huevo, dos sinérgidas, una célula central y 3 antipodas
(Figura 2). Después de la fertilizacién el saco embrionario ha crecido y se encuentra
ocupando gran parte de lo que era la nucela; sin embargo permanecen 6-8 corridas de células
nucelares rodeandolo, tejido que posteriormente permanece rodeando al endosperma donde
recibe el nombre de perisperma.

FIGURA 1

Ovario de Flor de Boldo con évulo Aniitropo
y saco embrionario formado
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FIGURA 2

Saco embrionario, donde se observa la célula huevo (ch), el nicleo secundario (ns) y
parte de las antipodas (a), rodeado por la nucela (n) (las sinérgidas no aparecen por
estar en otro plano del saco embrionario)

El zigoto inicia sus divisiones un mes después de la formacién del saco embrionario
(fines de septiembre) (Figuras 3 y 4), cuando el endosperma atin es liquido y de niicleos
libres. La porcién interna del mesofilo del ovario (desde los haces vasculares hacia el
interior) junto con la epidermis interna del mismo inician, en este momento, una esclerosis
de las células que dard origen al endocarpio extremadamente duro del fruto del boldo
(Figura 5). No se observan cambios notables en los tegumentos, salvo un aumento en el
tamafio de las células, especialmente del tegumento interno. El mesoéfilo externo
(mesocarpio) muestra un aumento notorio en ¢l nimero de glandulas.
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FIGURA 3

Zigoto en division (fines de septiembre)
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FIGURA 4

Embrion en estado de cuadrante, con suspensor

FIGURA 5

Endocarpio iniciando Esclerosis al 30 de septiembre
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Cuando el embrion llega al cstado globular, (Figura 6) el endosperma continda liquido,
de nicleos libres, pero se observan los primeros indicios de organizacion de pared alrededor
de algunos. Las células del tegumento cxterno inician cngrosamicntos de pared de tipo
rcticulado, especialmente cn la zona cercana al embrién en desarrollo.

Después de aproximadamente 2 meses desde la primera division del zigoto (principios
de diciembre), ¢l embrién mucstra los dos cotiledoncs diferenciados y clongados y un inicio
de organizacién de 4pice radicular y de brote. El endosperma ya se ha hecho celular y ha
comenzado a acumular sustancias de rescrvas. Asimismo la nucela permancee rodeando al
endosperma, ahora con ¢l nombre de perisperma y también con fucrte acumulacion de
sustancias ergasticas. Estas no fucron identificadas quimicamente, pero se presentaban
diferentes en forma, tamaiio y color a las dcl endosperma (Figura 7). El endocarpio, for-
mado ahora por braquiesclereidas se presenta sumamente lignificado y duro (Figura 8).
Todo el proceso de maduracion de las paredes del fruto y desarrollo del embrién conli-
nua hasta fcbrero, fecha en que el embrién ha llcgado a su méximo crecimicnto dentro

FIGURA 6

Embrion globular (e), rodeado por restos de nucela (n) y tegumentos (t).
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de la semilla, mostrando los dos cotiledones apoyados en un dngulo abicrto sobre el
endosperma con el dpice radicular hacia el exterior (Figura 9). El perisperma, que presenta
aproximadamente 10 corridas de células en toda su extension, se adelgaza y aplasta frente a
la radicula. Los tegumentos también se adelgazan, especialmente el tegumento interno,
permaneciendo como cubierta seminal el tegumento externo formado por 3-4 corridas de
células con engrosamiento reticulado cn su pared (Figura 10).

D¢ acuerdo con los grupos definidos por Hartmann y Kester (1983), el desarrollo méximo
aque llega el embridn del boldo, cuando el fruto cae del drbol, corresponde al de un embrion
incomplctamente desarrollado, especialmente en lo que respecta a los cotiledones que son muy
pequenos. La mayor parte del volumen de la semilla estd ocupado por el endosperma y
perisperma. Sin embargo, esto no seria determinante ¢n la mala germinacién del boldo, ya que
Muiioz (1986) logr6 un 100% de germinacion al cultivar embriones desnudos ““in vitro”.

El hecho que el endocarpio esté completamente diferenciado y endurccido a mediados
de noviembre, 3 meses antes de la caida de los [rutos, asi como la presencia del perisperma y
la cubierta seminal, podrian explicar los bajos porcentajes de germinacién que se han logrado
(Homann, 1968; Donoso y Cabello, 1978), incluso adelantando la época de cosecha y siembra
a dicicmbre (Mancmelh et al.,, 1982) ya que en la germmac:én de esta especie habria, de
acuerdo con MUNOZ (1986), una combinacién de barreras mecanicay fisiol6gica que impiden
o retardan este proceso.

FIGURA 7

Sustancias ergdsticas en células de Perisperma (p)
y Endosperma (en).
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FIGURA 8

Endocarpio al 15 de noviembre

FIGURA 9

Embriéon de semilla madura. Se observa la radicula (r), cotiledones (c),
perisperma (p) y endosperma (en).
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FIGURA 10

Capas de la semilla madura: testa(te), perisperma (p), endosperma (en)
y extremo de un cotiledén (c).

CONCLUSIONES

- El 6vulo de la semilla del boldo, es anitropo y bitégmico.

- La nucela inicia ¢l desarrollo del saco embrionario en ¢l mes de agosto.

- El zigoto inicia sus divisiones a {ines de septiembre; al mismo tiempo, las células de la
porcién interna del mesdfilo comienzan una esclerosis lo que dara origen al endocarpio
dseo.

- A comicnzos de diciembre el embrion presenta dos cotiledones diferenciados y un inicio
de organizacion en el dpice radicular y en el brote; el endosperma ha comenzado a
acumular sustanciasde reserva, ylanucela se ha transformadoen el perisperma rodeando
al embridn y al endosperma. El endocarpio, formado por braquiesclereidas, se presenta
sumamente lignificado y duro.

- El proceso de maduracién del fruto y la semilla contintia hasta febrero.

- La mayor parte del volumen de la semilla madura corresponde al endospermay
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perisperma, encontrandose el embrién incompletamente desarrollado, especialmente
en lo que respecta a los cotiledones.

El endocarpio constituye, probablemente, una barrera fisica que retrasa el proceso de
germinacion y el perisperma y testa podrian corresponder a barreras de tipo fisiologico
en este proceso.
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