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Resumen: Las semillas de orquideas, aunque producidas en abundancia, son muy
pequenas y extremadamente livianas. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar
morfométricamente las semillas de cuatro especies de orquideas terrestres, Cyclopogon
elatus (Sw.) Schltr; Bipinnula pennicillata (Rchb. f.) Sisternas & Salazar; Chloraea
membranacea Lindl. y Chloraea philippii Rchb. f. Las mediciones de la semilla y el
embridn se realizaron sobre las microfotografias digitales. Para el célculo del volumen de
las semillas y del embrién se utilizaron férmulas geométricas. Las semillas presentaron,
en general, forma ahusada a levemente ahusada, tanto alargadas como truncadas, con
colores del pardo oscuro a amarillo y sus volimenes variaron entre 0,01 mm3 (C.
philippii) y 0,001 mm3 (C. elatus). La estructura de la testa es reticulada para todas las
especies, excepto para C. elatus siendo ésta estriada. C. philippii es la que presenté el
mayor porcentaje de aire (85,72 %), mientras que C. membranacea, el menor (42,61 %).
Palabras clave: Orquideas terrestres, Semillas, Morfometria.

Abstract: The orchid seeds, although produced in abundance, are very small and
extremely light. The objective of the present work was to morphometrically characterize
the seeds of four species of terrestrial orchids, Cyclopogon elatus (Sw.) Schltr; Bipinnula
pennicillata (Rchb. £.) Sisternas & Salazar; Chloraea membranacea Lindl. and Chloraea
philippii Rehb. f. The measurements of the seed and the embryo were made on the
digital microphotographs. For the calculation of the volume of the seeds and the embryo,
geometric formulas were used. The seeds presented, in general, a taper to a slightly
tapered shape, both elongated and truncated, with colors from dark brown to yellow and
their volumes varied between 0.01 mm3 (C. philippii) and 0.001 mm3 (C. elatus). The
structure of the testa is reticulated for all species, except for C. elatus, which is striated.
C. philippii was the one that presented the highest percentage of air (85.72 %), while C.
membranacea, the lowest (42.61 %).

Keywords: Terrestrial orchids, Seeds, Morphometry.

Resumo: As sementes de orquideas, embora produzidas em abundancia, sio
muito pequenas e extremamente leves. O objetivo deste trabalho foi caracterizar
morfometricamente as sementes de quatro espécies de orquideas terrestres, Cyclopogon
elatus (Sw.) Schltr; Bipinnula pennicillata (Rchb. f) Sisternas & Salazar; Chloraea
membranacea Lindl. e Chloraea philippii Rchb. f. As medi¢oes da semente ¢ do embrido
foram feitas nas microfotografias digitais. Para o célculo do volume das sementes e do
embrido foram utilizadas férmulas geométricas. As sementes apresentaram, em geral,
formato fusiforme a levemente fusiforme, sendo tanto alongadas como truncadas, com
cores do castanho-escuro ao amarelo e seu volume variou entre 0,01 mm3 (C. philippii)
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€ 0,001 mm3 (C. elatus). A estrutura da testa é reticulada para todas as espécies, com
excegio de C. elatus que ¢ estriada. C. philippii apresentou o percentual de ar mais alto
(85,72 %), enquanto C. membrandcea, o mais baixo (42,61 %).

Palavras-chave: Orquideas terrestres, Sementes, Morfometria.
I. Introduccién

Las orquideas componen una de las familias botdnicas mds numerosas de
las plantas con flor. Dada la elegancia de sus flores y su perdurabilidad
posecen un alto valor ornamental, llevando asi a ser fuertemente
demandadas. Las semillas de orquideas se caracterizan por ser muy
pequefias (1-2 mm delargoy 0,5-1 mm de ancho), carecen de endosperma,
presentan sélo una testa y un embrién inmaduro (Pierik, 1990; Arditti
y Ernst, 1993). Se producen en grandes cantidades por cdpsulas, por
ejemplo, un fruto maduro de Gomesa bifolia (Sims) M.W. Chase y N.H.
Williams, puede contener hasta 1.178.100 semillas (Lallana ez 4/., 2010)
lo cual dificulta su estudio y descripcion y son las méds pequefias del reino
vegetal (Rasmussen, 1995). En el marco de un proyecto de investigacién
Conservacién de orquideas nativas de Entre Rios utilizando técnicas de
cultivo de tejidos «in vitro», se ha creado un Banco de Germoplasma
de semillas de orquideas (bgo), cuyo catdlogo de accesién a noviembre de
2014 contaba con 304 registros, de los cuales hay 73 especies (sin repetir)
y 50 hibridos. Dentro de las actividades del bgo esta la catalogacion e
identificacion de semillas, conservacién y almacenamiento, estudios de
morfologia, descripcion botédnica y pruebas de viabilidad en el tiempo.
Trabajos previos han permitido avanzar en la organizacién del bgo (De
La Cruz y Lallana, 2012, Schimpf y Lallana, 2013a), en la descripciéon
de semillas de orquideas epifitas del litoral argentino considerando
aspectos morfoldgicos y botdnicos, donde se describe longitud, ancho,
relacién largo: ancho, volumen, color y forma de semilla y embrién
(Schimpf y Lallana, 2013b) y en estudios de viabilidad y longevidad
(Lallana y Garcfa 2012, Lallana y Garcfa, 2013 y Dalzoto y Lallana,
2013). Existe poca informacién y descripcién de las semillas de orquideas
terrestres argentinas, en tal sentido Chemisquy ez a/. (2009) mencionan
que desde 1995 no se han hecho anilisis en semillas de Chloraeceae
y en su trabajo analiza la morfologia de la semilla relaciondndola con
su filogenia, estudiando las especies Geoblasta pennicillata (Rchb. £.);
Chloraea membranacea (Lindl.) y Chloraca philippi (Rchb. £.), entre otras.
Arditti y Ghani (2000) indican que se han realizado pocos estudios sobre
el volumen de aire de las semillas de orquideas, cuestién que interesa por
las implicancias en la dispersion.

Los estudios sobre morfologia de semillas tan pequefias, como las
orquideas, resultan de utilidad para resolver problemas de taxonomia,
filogenia, fitogeografia y biologia de las semillas (Augustine ez al., 2001).

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar botdnica y
morfométricamente las semillas de cuatro especies de orquideas terrestres
de Argentina.
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II. Materiales y métodos

Se utilizaron muestras de semillas almacenadas en heladera (4 + 1°C)
provenientes del bgo de la Facultad de Ciencias Agropecuarias - uner
de las siguientes especies geofitas de la familia Orchidaceae, subfamilia
Orchidoideae: Cyclopogon elatus (Sw.) Schltr.; Bipinnula pennicillata
(Rchb. £.) Sisternas y Salazar; Chloraea membranacea Lindl. y Chloraea
philippii Rehb. £.

Tabla 1

Ubicacién taxondmica de las cuatro especies de orquideas

estudiadas, y lugar y fecha de recoleccién de muestras

Especie Tribu Subtribu Sitio de Fecha de Cantidad de
recoleccion recoleccién |frutos/espigas

Bipinnula Jardin Botanico [30/10/2012 |2 Frutos

pennicillata Oro Verde

Chloraea Chloraceae | Chloraeinae Paraje I:a Virgen,|27/11/2012 |4 Espigas

membranacea Entre Rios

Chloraea Trevelin, Chubut | 25/01/2013 |6 Frutos

philippii

Cyclopogon |Cranichideae |Spiranthinae |Parana, Entre 19/10/2012 |2 Espigas

elatus Rios

De cada muestra se tom6 una pequefa alicuota con espitula de
acero inoxidable y se colocd sobre papel de acetato impreso con
escala milimetrada, montado sobre una platina de acetato translucida.
Luego, sobre el dispositivo de montaje de las muestras, se tomaron
entre 20 y 40 microfotografias mediante Microscopio Digital Manual
«Supereyes» (10X a 200X). Se utilizé una ampliacién equivalente a 160
aumentos. Las mediciones de la semilla y del embrién (de sus ¢jes mayores
y menores) se realizaron sobre las microfotograffas digitales, mediante
el software de cddigo abierto de dominio publico Image] (Ferreira y
Rasband, 2012), para lo cual, primeramente en cada imagen se determiné
la escala correspondiente tomando como referencia la escala milimetrada
presente en el papel de acetato. A través de este procedimiento el software
establece la escala equivalente en pixelesy, cuando se hacen las mediciones,
transforma los pixeles de la imagen en medidas de mm, almacenando
la informacién en una tabla de doble entrada, que luego es procesada
con una planilla tipo Excel’. Con el mismo software (Image]), utilizando
imdgenes de un pool de semillas, se determiné el color en valores rgb (Red,
Green, Blue), a partir de 5 mediciones por especie y su valor medio.

Para el cdlculo de las dimensiones fisicas de la semilla y embrién se
utilizaron las ecuaciones propuestas por Arditti (1979), para el volumen
de las semillas se utilizé 2[(A2)2%(1/2)*(1,047)], donde A= ancho; 1=
longitud; 1,047= n/3 la cual considera las semillas de orquideas como
fusiformes (ahusadas). Para el cdlculo del volumen del embrién se los
considerd como esferoides alargados, determinando su volumen con la
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férmula 4/3 mab2, donde a = 0,5 longitud y b = 0,5 ancho. Semillas
con relacién Largo / Ancho (L/A) menores a 6,0 se clasificaron como
truncadas y las mayores a 6,0 como elongadas, de acuerdo a Verma ez al.
(2014). El porcentaje de aire de la semilla se obtuvo restando el volumen
de la semilla al volumen del embrién y dividiendo este valor por el
volumen de la semilla por 100 (Arditti, 1979).

Se utilizd estadistica descriptiva para todas las variables medidas y
calculadas, utilizando el software Infostat (Di Rienzo ez 4l., 2012). Se
confeccionaron graficas de cajas (box-plot) para la relacién largo/ancho,
volumen de semillas y embriones y espacio de aire de las semillas. Se
realizd andlisis de varianza y se aplicd el test de Tukey (p<0.05 %) para la
comparacién de medias.

I1I. Resultados

Las semillas estudiadas y sus embriones varian en forma, color, tamano
y relaciones largo/ancho (tablas 2, 3 y 4 ). Presentan en general forma
ahusada alevemente ahusada, con colores que van del pardo amarillento a
pardo oscuro ( Tabla 4 ) y sus volimenes varfan entre 0,01 mm3 y 0,001
mm3.

Cyclopogon elatus: la semilla presenta forma alargada, levemente
ahusada a alargada, extremos agudos, coloracién levemente amarillenta,
testa estriada ( Figura la ). Embrién de color verde, contrastante,
ocupando un 14 % del volumen de la semilla.

Bipinnula pennicillata: la semilla presenta forma alargada, ahusada,
color pardo claro, un extremo agudo y otro truncado, testa traslucida
y paredes celulares en red o reticulada ( Figura 1b ). El embrién es de
color pardo oscuro, de dificil delimitacién, ovalado y ocupa un 39 % del
volumen de la semilla.

Chloraca membranacea: 1a semilla presenta forma truncada, levemente
ahusada, con una relacién Largo/ Ancho de 2,7, siendo esta la menor de
las estudiadas, con un extremo truncadoy el otro levemente aguzado, testa
trasltcida, color pardo, con paredes celulares en forma de red ( Figura 1c
). El embrién de color pardo oscuro, levemente traslicido, ovado ocupa
un 57 % del volumen de la semilla, siendo éste el de mayor proporcién.

Chloraea philippii: la semilla posee forma truncada, ahusada, color
amarillento, con un extremo agudo y otro truncado, testa transparente
con paredes celulares en red de color pardo y brillo perlado ( Figura 1d
). El embrién de color amarillo, ovado, ocupa un 14 % del volumen de la
semilla.

Respecto al tamano de las semillas y de acuerdo a la clasificacién
propuesta por Bartlott ez al., 2014, C. membranacea es pequeia (200 a
500 um) y el resto de las especies mediana (500 a 900 pm) y la forma de
las células de la testa en B. pennicillata son alargadas pero redondeadas en
los extremos y en el resto son células alargadas en el eje longitudinal de la
semilla y extremo recto ( Tabla 4 ).
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Valores promedio de las dimensiones fisicas de semillas de

B. pennicillata, C. elatus, C. membranacea y C. philippii

Tabla2

Semilla
Especie N Largo | Ancho | Rel L/A | Volumen Volumen de
(mm) [ (mm) (mm?3) aire (%)
Chloraea membranacea |17 0,395 | 0,145 [272a |0,00219 ab 42,61 a
Chloraea philippii 22 0,782 10,226 |346a [0,01042c 85,72 c
Cyclopogon elatus 18 0,690 (0091 [761b |0,00148a 46,54 a
Bipinnula pennicillata 23 0,805 (0,124 |6,50c |0,00323b 60,65 b

Medias con una letra comiin, en sentido de las columnas, no son significativamente diferentes (p< 0.05)

Tabla 3

Valores promedio de las dimensiones fisicas de embriones

de B. pennicillata, C. elatus, C. membranaceay C. philippii

Embrion
Especie n |Largo (mm)| Ancho (mm) Rel L/A [ Volumen (mm?3)
Chloraea membranacea 17 0163 0121 1342 a 0,00125 ab
Chloraea philippii 22 0,208 0117 1784 a 0,00149 b
Cyclopogon elatus 18 0,201 0,086 2321b 0,00079 a
Bipinnula pennicillata 23 0,247 0,099 2,486 b 0,00127 ab

Medias con una letra comtn, en sentido de las columnas, no son significativamente diferentes (p< 0.05)

Tabla 4

Colores del «pool» de semillas de orquideas, tamano, tipo y forma de las células de la testa

Especie Valor RGB
Bipinnula pennicillata 45;40; 29
Chloraea membranacea | 51; 44; 36
Chloraea philippii 112;76; 44
Cyclopogon elatus 147;129; 80

Color

Tamano | Testa | Forma Cel Testa
medio R 3
pequefas R 2
medio R 2
medio R-E 2

Referencias: R, testa reticulada; E, estriada. Forma de las células de la testa (Barthlott ez /., 2014):
1. Células isodiamétricas; 2. Células alargadas en el ¢je longitudinal de la semilla y extremo recto;
3. Células alargadas pero redondeadas en los extremos
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0.5 mm 0.5 mm

a Cyclopogon elatus b Bipinnula pennicillata

0.2 mm 0.5 mm

¢ Chloraea membranacea d Chloraea philippii

Figura 1
Microfotografias de las semillas de orquideas terrestres (a, b, c y d), donde se
observa claramente la posicién y tamano del embrién ocupando la parte central
y de color més oscuro de la imagen y la estructura reticulada de la testaen b, cy d

12,124
.
.
.
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Cycleta Bip Ipem Chl mem Chl Iph\

Especies

O semilla [ Embrién

Figura 2
Grifico de caja (box-plot) para la relacién Largo / Ancho de semillas y embriones
de 4 orquideas terrestres. Cyc ela: Cyclopogon elatus; Bip pen: Bipinnula
pennicillata; Chl mem: Chloraea membranacea'y Chl phi: Chloraea philippii
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Figura 3
Grifico de caja (box-plot) para el volumen de semillas y embriones de
4 orquideas terrestres. Cyc ela: Cyclopogon elatus; Bip pen: Bipinnula
pennicillata; Chl mem: Chloraca membranacea y Chl phi: Chloraea philippii
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Figura 4

Grifico de caja (box-plot) para el volumen de aire de las semillas de
4 orquideas terrestres. Cyc ela: Cyclopogon elatus; Bip pen: Bz'pz'nnu[a
pennicillata; Chl mem: Chloraea membranacea’y Chl phi: Chloraea philippii

Enla Figura2 se observan losvalores medios de larelacion largo/ancho
(L/A) para cada especie, en este caso la diferencia significativamente
mayor es la de Cyclopogon elatus, con un valor de 7,6, siendo ésta 2,8
veces mayor que la menor relacién perteneciente a Chloraea membranacea
( Tabla 2 ). C. elatus y B. pennicillata, son consideradas alargadas por
su relacion mayor a 6. Entre C. membranacea 'y Chloraea philippii no se
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encontraron diferencias significativas, siendo éstas las de menor relacién
y de tipo truncadas.

La relacién L/A de los embriones presenta menor error estindar que
la de semillas, siendo significativamente diferentes las dos especies del
género Chloraea, las cuales presentan la menor relacién ( Figura 2 ). C.
elatus corresponde a la més angosta y C. membranacea a la de menor
longitud de las especies estudiadas.

De la longitud del eje mayor y menor de la semilla y embrién se calcula
ron sus volumenes (tablas 2y 3 ) yenla Figura 3 se representan los valores
medios, observandose que C. philippii (0,01 mm”) presenta el mayor
volumen de semilla, con diferencias significativas con el resto, mientras
que B. pennicillata (0,0034 mm®) y C. membranacea (0,0025 mm?®) no
presentan diferencias significativas entre si, la presenta C. elatus (0,0017
mm?®) con B. pennicillata, las que son las de menor volumen.

El volumen de los embriones presenté 2,5 veces menor error estindar
con respecto al de las semillas entre las diferentes especies. Al igual que en
el volumen de semilla, C. elatus presenta el menor volumen de embriény
C. philippii es 1,8 veces mayor, presentando diferencia significativa entre
ambas ( Tabla 3).

Enbaseaestos datos (Tablas 2y 3 ) se calculd el porcentaje que ocupa el

embrién en la semilla; C. membranacea posee la mayor proporcién (57
%) de la semilla ocupada por embrién; le sigue C. elatus con un 53 % y
B. pennicillata con un 39 %. La especie con el embrién en relacién a la
semilla mas pequeno corresponde a C. philippii, con tan solo un 14 %,
debido a que es la semilla significativamente més grande y el embrién no
es significativamente mayor al resto, con excepcion de C. elatus.

IV. Discusion

Las semillas son una parte fundamental del ciclo de la planta y de su
dispersién depende la supervivencia de la especie. Tanto su morfologia
como peso, composicion y estructura influyen en la capacidad de
dispersion y viabilidad (Verma ez 4/., 2014).

De acuerdo a Arditti ez a/. (1980) y Augustine e al. (2001) la relacién
largo/ ancho (L/A) de semillas provee importante informacién en cuanto
al grado de truncamiento de la semilla en orquideas. Verma ez 4l. (2014)
las clasifican en alargadas a las semillas que poseen una relacién L/A mayor
a 6,0 y truncadas a las menores a este valor. El grado de truncamiento
puede ser usado para diferenciar especies entre los generos Aerides,
Bulbuphyllum, Coelogyne, Cymbidiumy Eria (Swamy et al.,2004). En este
trabajo se observan diferencias significativas entre los géneros analizados (
Tabla2 ), no existiendo entre las dos especies del genero Chloracea, pero si
dentro de la Tribu Chloraceae, donde B. pennicillata presenta un valor de
6,5y Cyclopogon elatus un valor mayor (7,61) con diferencias significativas
al resto de las especies.

Cuanto mayor es el volumen o espacio de aire de las semillas éstas
presentan mayor flotabilidad, lo cual les brinda mis facilidad para su
dispersiéon anemécora (Arditti y Ghani, 2000). La especie con mayor
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espacio de aire, y semilla de mayor tamano, fue C. philippii (86 %),
con diferencias significativas al resto de las especies. Le siguen Bipinnula
pennicillata (61 %), Cyclopogon elatus (47 %) y Chloraea membranacea
(43 %), que presentd la menor proporcién de aire. A mayor volumen de
la semilla se observa un mayor volumen de aire ( Tabla 2 ).

De acuerdo a Healey ez al. (1980), los embriones de las orquideas
tienden a ser uniformes de tamano dentro de los géneros. Si bien otros
autores (Swamy e al., 2004) indican diferencias en el tamafio de los
embriones de acuerdo al estado de desarrollo o madurez de las semillas. En
este trabajo las semillas posefan embriones desarrollados y no se hallaron
diferencias significativas en el volumen entre los géneros ( Tabla 3 ).

En general las especies de hébito terrestre o que crecen en sustrato
orgénico del bosque presentan colores mas oscuros —pardo oscuro a
claro— (Bip_pen, Chl_mem, Chl_phi, Cyc_ela) y las epifitas, en general,
son de colores mas claros con tonos amarillentos, amarillentos verdosos
(Schimpfy Lallana, 2013b). En las especies estudiadas, la cubierta seminal
o testa es hialina y permitié observar claramente el embrién bajo lupa
o microscopio. No obstante debe considerarse que algunos géneros de
orquideas como Apostasia, Cyrtosia, Epistephium, Galeola, Neuwiedia,
Palmorchis, Selenipedium y Vanilla tienen esclerotizada la cubierta
seminal y no permiten la visualizacién del embrién (Molvray y Kores,
1995). En un estudio sobre 4 especies del género Vanilla (Alomfa ez 4/,
2016) demuestran claramente la lignificacion de la cubierta seminal y su
aspecto liso observada en microscopio pticoy electrénico de barrido, que
impide la visualizacién del embrion.

Las diferencias observadas en las caracteristicas de la cubierta seminal o
testa entre géneros y especies de orquideas, puede involucrar diferencias
en procesos de dormancia y establecimiento de banco de semillas (Baskin
y Baskin, 1998), en los mecanismos de dispersiéon anemécora de especies
epifitas (Ardhittiy Ghani, 2000) 0 zodscora, tal como sugieren parael caso
de Vanilla sp. (Alomfa ez al., 2016). Por otra parte debe considerarse que
en las especies de orquideas terrestres la dispersion de semillas se realiza a
corta distancia de la planta en fructificacién, ya que las espigas florales y
los frutos formados alcanzan alturas de 30 a 60 cm. Jersakova y Malinova
(2007) estudiaron la dispersién de semillas en tres especies terrestres y
hallaron que el 80 % de las semillas cayeron en un radio de 56 cm alrededor
de la planta en fructificacién y el resto de las semillas se extendi6 hasta un
radio de 2,5 m.

La investigacion realizada aporta nuevos datos sobre las caracteristicas
morfométricas de semillas de orquideas terrestres argentinas, que pueden
ser utilizados en futuros estudios taxondmicos y ecoldgicos.

V. Conclusiones

Las semillas presentaron, en general, forma ahusada a levemente ahusada,
tanto alargada como truncada, con colores del pardo a amarillo. La
presencia de testa reticulada resulté comun en todas las especies
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analizadas, excepto para C. elatus, siendo ésta estriada. Sus volumenes
varian entre 0,01 mm3y 0,001 mm3.

Las semillas de C. philippii fueron las de mayor magnitud en todas las
dimensiones analizadas (volumen de aire, tamafio del embridn y semilla).
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