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SUMMARY

Background and aims: Zephyranthes bifida is a native species of the Pampas
ecoregion, with ornamental and medicinal potential. In this work, the seedling
was studied for the first time and its seeds were characterized. The objectives
were to describe the cotyledon and the first leaf and to provide some anatomical
characteristics, as well as to provide information about the embryo/endosperm
relationship and the type of reserve substances in the seed.

M&M: Seed reserve substances were determined by histochemical tests and
the embryo/endosperm surface ratio was obtained with Imaged. In seedlings,
morphological structures were described, using Tillich’s terminology (1995; 2007),
and some anatomical characteristics. Phenological stages were established for ten
days from germination.

Results and conclusions: Lipid and protein and lack of starch were determined in
embryo and endosperm. In seedlings, the cotyledon is subdivided into a hypophyll
and a hyperphyll. Hypophyll presents a ring through which the first eophyll emerges.
The distal part of the cotyledonary hyperphyll is completely inserted in the seed, has
a haustorial function and has two vascular bundles. Proximal part of cotyledonary
hyperphyll has photosynthetic activity and has two vascular bundles too. In the
first eophyll, hyperphyll has three vascular bundles. The primary root is attached
to the base of the cotyledon through a very short hypocotyl, which in its basal part
has rhizoids. Four stages were defined during germination from the emergence of
hypophyll, hyperphyll and first eophyll.
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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Zephyranthes bifida es una especie nativa de la ecorregién
pampeana, con potencial ornamental y medicinal. En este trabajo se estudié por
primera vez la plantula y se caracterizaron sus semillas. Los objetivos fueron describir
el cotileddn y la primera hoja, aportar algunas caracteristicas anatémicas, y brindar
informacion acerca de la relacion embridn/endosperma y del tipo de sustancias de
reserva de la semilla.

M&M: Mediante pruebas histoquimicas se determinaron sustancias de reserva
seminales y con ImageJ se obtuvo la relacién de superficie embrién/endosperma.
En plantulas se describieron estructuras anatémicas y morfolégicas utilizando la
terminologia de Tillich (1995; 2007). Se establecieron estados fenoldgicos durante
diez dias desde la germinacion.

Resultados y conclusiones: Se determiné la presencia de lipidos y proteinas y la
ausencia de almidén en embriéon y endosperma. En la plantula, el cotiledén esta
formado por un hipofilo y un hiperfilo. El hipofilo presenta un anillo por el cual emerge
el primer edfilo. El extremo distal del hiperfilo cotiledonar esta inserto completamente
en la semilla, tiene funcién haustorial y posee dos haces vasculares. La zona
proximal del hiperfilo cotiledonar tiene actividad fotosintética y también presenta dos
haces vasculares. El hiperfilo del primer edfilo posee tres haces vasculares. La raiz
primaria esta unida a la base del cotileddn a través de un hipocoétilo muy corto, que
en su base presenta rizoides. Se definieron cuatro estadios durante la germinacion
a partir de la emergencia de hipofilo, hiperfilo y primer edfilo.

PALABRAS CLAVE

Anatomia, cotiledon, edfilo, plantulas, reservas seminales, Rhodophiala bifida,
semillas.
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INTRODUCCION

La familia Amaryllidaceae comprende
actualmente 73 géneros (APG IV, 2016) y alrededor
de 1650 especies (Alzate et al., 2019), distribuidas
principalmente en zonas tropicales, con grandes
centros de diversidad en Sudamérica, Sudafrica y la
region Mediterranea (Meerow & Snijman, 1998). En
Argentina incluye 18 géneros, siendo Zephyranthes
Herb. uno de los mas importantes, representado por
49 especies (Anton & Zuloaga, 2022).

Recientemente, Garcia et al. (2019) propusieron
una nueva clasificacion genérica dentro de la tribu
Hippeastreae y como resultado se han incluido
nuevas especies dentro del género Zephyranthes.
Uno de estos casos lo constituye Zephyranthes
bifida (Herb.) Nic.Garcia & Meerow, anteriormente
denominada Rhodophiala bifida (Herb.) Traub, que
fue incluida en el subgénero Neorhodophiala Nic.
Garcia & Meerow. El subgénero comprende a esta
unica especie polimorfica, de amplia distribucion
geografica que abarca el noreste de la Republica
Argentina (Buenos Aires, Corrientes, Entre Rios,
Misiones), Uruguay, sur de Brasil y Paraguay.

Zephyranthes bifida (Fig. 1A-B) es una hierba
bulbosa, con hojas lineares, subcarnosas, que
aparecen durante o después de la floracion (Hurrell
& Roitman, 2009; Garcia et al, 2019). En la

provincia de Buenos Aires florece a fines de verano
y principios de otofio (Hurrell & Roitman, 2009).
Las flores con perigonio infundibuliforme y tépalos
rojo carmin, rojo bermellon, rojo vinoso, purpureos,
rosados o blancos, se disponen en inflorescencias
2-8 floras, protegidas por una espata formada por
dos bracteas separadas o unidas, y sostenidas por un
escapo de 10-30 cm de altura (Fabris, 1969; Hurrell
& Roitman, 2009; Garcia et al., 2019). El fruto
es una capsula globosa trilocular con numerosas
semillas que son dispersadas por el viento (Hurrell
& Roitman, 2009).

Sus caracteristicas florales le confieren valor
ornamental (Soto et al., 2011; Facciuto et al.,
2021), razén por la cual se la cultiva (Dimitri,
1987; Hurrell & Roitman, 2009). Por su bajo
requerimiento hidrico y nutricional, ha sido
propuesta especialmente para xerojardineria
(Facciuto et al., 2021), practica que permite
ahorrar cantidades significativas de agua (Sovocool
et al., 2006). Ademas, sus bulbos contienen
montanina, un alcaloide que presenta actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante
(Castilhos et al., 2007), entre otras propiedades de
interés farmacologico (Farinon ef al., 2017; Reis
etal.,2019).

Existen varios estudios sobre Z. bifida referidos
a su germinacion (Echeverria & Alonso, 2010;

Fig. 1. Zephyranthes bifida. A: Individuos en campo colindante al Campus UNCPBA (Azul, Buenos Aires).

B: Flores. Escalas = A-B: 4 cm.
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Acosta et al., 2021a), biologia reproductiva
(Facciuto et al., 2021), diversidad genética
(Schwedersky et al., 2020) y mayormente a sus
alcaloides de interés medicinal (Castilhos et al.,
2007; Farinon et al., 2017; Reis et al., 2019).
Como parte de trabajos publicados que incluyen
otras especies, se han realizado descripciones
morfoldgicas del bulbo, hojas, escapo, flores,
frutos y semillas de Z. bifida (Arroyo, 1984;
Hurrell & Roitman, 2009; Garcia et al., 2019),
pero en ninguno de los casos se profundizé en
el estudio de sus plantulas, la morfologia de
sus embriones, ni la naturaleza de las reservas
de sus semillas. Anatomicamente, solo se han
descrito algunas caracteristicas en individuos
adultos (Arroyo & Cutler, 1984), y en cuanto a la
estructura interna de las semillas y sus reservas,
solo se conocen algunos aspectos generales para la
familia Amaryllidaceae (Martin, 1946; Meerow &
Snijman, 1998; Baskin & Baskin, 2007).

El estudio de las estructuras seminales y de las
plantulas permite generar conocimientos basicos
para la interpretacion de estadios de desarrollo en
la transicion semilla-plantula. La evaluacion de
este paso critico resulta importante en términos
de calidad y vigor de semillas (Besnier Romero,
1989; Peretti, 1994). Ambos aspectos permiten
tener una aproximacion de la capacidad de una
muestra de semillas en la produccion de plantulas
normales (Peretti, 1994). Esta informacion es
de interés para la reproduccion por semillas en
general (ISTA, 2006) y en particular para especies
con potencial ornamental (ISTA, 2008).

Asimismo, la morfologia interna de las semillas,
especialmente la forma del embrion y el tamafio
del mismo en relacion con el endosperma, junto
con algunas caracteristicas quimicas como el tipo
de sustancias de reserva, son aspectos importantes
para determinar relaciones filogenéticas (Baskin &
Baskin, 2007; Liduena Pérez & Martelo Solorzano,
2018) y estan asociados con la morfologia inicial
de las plantulas (Garwood, 1996). Segin Gross
(1988), las semillas pueden proporcionar excelentes
caracteristicas para el diagnostico, ya que son
menos susceptibles a los cambios ambientales. En
este sentido, Pereira ef al. (2008) mencionan que
el conocimiento de la morfologia de las semillas
y el desarrollo postseminal puede contribuir
a la diferenciacion de grupos taxonoémicos,
ademas de ayudar a los andlisis de germinacion

y conservacion de semillas, y a los estudios de
regeneracion en ecosistemas naturales. De hecho,
una caracterizacién detallada de las semillas,
germinacion y morfologia de las primeras etapas
de las plantulas, ha proporcionado informacion
importante para la circunscripcion taxonémica
en algunas familias como Bromeliaceae (Liduefia
Pérez & Martelo Solérzano, 2018). Sin embargo,
en Amaryllidaceae, con tribus con complejas e
intrincadas historias taxonomicas y evolutivas
(Sassone & Giussani, 2018; Garcia et al., 2019),
no se han utilizado semillas y plantulas para
diferenciar taxones (Arroyo-Leuenberger &
Leuenberger, 2009; Sassone ef al., 2013; Sassone
& Arroyo-Leuenberger, 2018), tal vez por el
bajo valor relativo a nivel taxonémico de estas
estructuras.

Las plantulas de Monocotyledoneae tienen
una estructura compleja y si bien hay una larga
tradicion de investigaciones sobre su morfologia,
muchas de las descripciones son superficiales,
utilizan una terminologia inexacta y a menudo
incorrecta o engafiosa (Tillich, 1995; 2007).
Tillich estudié las plantulas de algunos grupos
de Monocotyledoneae como las familias Araceae
(Tillich, 2003a), Iridaceae (Tillich, 2003b),
Hanguanaceae y Flagellariaceae (Tillich, 1996). En
una de sus publicaciones (Tillich, 2007), ofrece un
glosario ilustrado con sinénimos, para estandarizar
las descripciones y permitir comparaciones. La
terminologia de Tillich (1995; 1998; 2000; 2003a;
2007) se ha utilizado para describir la morfologia
de plantulas de especies de Arecaceae (Maciel et
al., 2012), Araceae (Almeida, 2006), Smilacaceae
(Martins et al., 2011) y Bromeliaceae (Pereira et al.,
2008). Sin embargo, las plantulas de Amaryllidaceae
han sido descritas muy brevemente, y aunque
Tillich (1995) incluyd en su trabajo esquemas de
plantulas de algunos géneros de esta familia, entre
ellos Zephyranthes, no se menciona sobre qué
especies se realizaron.

En este trabajo, se estudia por primera vez la
plantula de Z. bifida y se caracterizan sus semillas.
Los objetivos son describir particularmente el
cotiledon y la primera hoja utilizando la
terminologia de Tillich (1995; 2007) y aportar
algunas caracteristicas anatéomicas, asi como
brindar informacion acerca de la relacion embrion/
endosperma y del tipo de sustancias de reserva de
la semilla.
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MATERIALES Y METODOS

Material de estudio

Los frutos y semillas de Z. bifida se recolectaron
en abril de 2022 (Fig. 1A-B), en el Partido de Azul, en
un campo colindante con la Facultad de Agronomia
de la Universidad Nacional del Centro de la Provincia
de Buenos Aires (Argentina). El sitio se encuentra
ubicado en la Pampa Deprimida (Morello et al.,
2012) y fue caracterizado como una planicie con
geoformas de relieve positivo (lomas), con presencia
de tosca calcarea a diferentes profundidades del perfil
del suelo; siendo el tipo de vegetacion dominante el
flechillar (Valicenti & Cachenaut, 2018).

Los ejemplares de Z. bifida de los cuales se
obtuvieron los frutos y semillas, fueron identificados
(Fabris, 1969; Hurrell & Roitman, 2009) y depositados
en el Herbario FAA (Thiers, 2022). Los frutos y
semillas recolectados se secaron y almacenaron a
temperatura ambiente en bolsas de papel madera.

Material estudiado. ARGENTINA. Prov. Buenos
Aires: Pdo. Azul, Azul, S 36° 45’ 56,99 O 59° 52’
59,827, 6-1V-2022, Goyenetche 14 (FAA 11.681).

Caracterizacion de semillas y pruebas histoquimicas
En diez frutos se contabilizé el nimero de semillas
por léculo y se las clasifico como completas o
vanas dependiendo de si presentaban (o no) aspecto
papiraceo y tamafio reducido, a ojo desnudo.

Para las pruebas histoquimicas, se utilizaron
semillas completas e hidratadas por 30 minutos
sobre papeles absorbentes humedecidos con 4,5 mL
de agua destilada. Posteriormente, se les retird la
cubierta seminal con ayuda de cinta adhesiva. En cada
semilla, se realizaron cortes transversales a diferentes
alturas, a mano alzada y con hoja de afeitar, para ser
observados directamente, luego de las tinciones, con
microscopio Optico Zeiss Primo Star.

Para la deteccion de almidon y lipidos, se utilizo
Lugol y Sudan IV, respectivamente (D’Ambrogio
de Argiieso, 1986). Para la deteccion de proteinas se
empled el reactivo Amido Black en solucion 0,5%
m/v en acido acético al 7% v/v (Llewellyn, 2019).

Caracterizacion de embriones

Los embriones se extrajeron de semillas
hidratadas durante dos dias, momento anterior a
su germinacion. Para esto, se removio la cubierta
seminal con ayuda de cinta adhesiva y con aguja
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histologica se extrajo el embrion. Con el objetivo
de observar mejor sus estructuras, los embriones
extraidos fueron tefiidos con verde de malaquita
(Peretti, 1994). Las observaciones se realizaron con
microscopio esterecoscopico Olympus SZH10. Se
tomaron fotografias de las semillas con la cubierta
removida y de los embriones extraidos. Dada
la uniformidad externa y en el comportamiento
germinativo de las semillas completas provenientes
de la poblacion estudiada (Acosta et al., 2021a),
se analizaron 10 unidades seleccionadas al azar.
Se obtuvieron las relaciones superficie embrion/
superficie endosperma y longitud vaina/longitud
hiperfilo, utilizando el software ImageJ (Schneider
et al., 2012). En el primer caso, se empleo la
herramienta “Polygon selections” para medir areas,
mientras que para la vaina y el hiperfilo se midio
la longitud de ambas estructuras utilizando lineas
rectas y segmentadas (Gonzalez, 2018).

Obtencion de plantulas

Las plantulas se obtuvieron por germinacion. Se
colocaron en cuatro cajas de Petri, 15 semillas (sin
desinfectar previamente) sobre una hoja de papel de
filtro y cuatro hojas de papel toalla humedecidas con
4,5 ml de agua destilada. Para evitar la desecacion,
cada caja de Petri fue colocada individualmente
dentro de un envase plastico transparente con tapa,
apoyado sobre una goma espuma embebida en agua.
Los envases plasticos fueron colocados de a pares en
bandejas plasticas con agua y envueltas con bolsas
de polietileno transparentes, con el fin de preservar
humedad proxima a la saturacion, contribuir al
mantenimiento de la temperatura y permitir la
entrada de luz. La temperatura de germinacion fue
de 20°C y el fotoperiodo de 12 horas de luz blanca,
suministrada por tubos fluorescentes. Se defini6 el
momento de la germinaciéon como aquél en que se
observo al menos 1 mm del embrion sobresaliendo
de las cubiertas seminales rotas.

Caracterizacion de plantulas

Se realiz6 un seguimiento de las plantulas durante
diez dias desde la germinacion. Las observaciones
se efectuaron con microscopio estercoscopico,
se tomaron fotografias, y se definieron estadios
segiin cambios externos distinguibles visualmente.
Una descripcion morfolégica mas completa de
las plantulas se realizo a los diez dias desde la
germinacion, utilizando la terminologia de Tillich
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(1995; 2007). A partir de esta descripcion se
interpretaron las estructuras del embrion.

Para el estudio de la anatomia, se realizaron
preparados temporarios de material fresco con
plantulas de diez dias desde la germinacion,
seleccionadas al azar. Los cortes transversales se
realizaron a mano alzada, con hoja de afeitar, y se
observaron con microscopio 6ptico.

REsuLTADOS

Caracterizacion de semillas y pruebas histoquimicas
El nimero de semillas por loculo oscilo entre 16
y 37, de las cudles entre 0 y 20 tenian aspecto de
vanas (Fig. 2A-C). El total de semillas por fruto fue
muy variable: entre 50 y 92. Las semillas completas
son planas y aladas (Fig. 2D). La cubierta seminal
esta formada externamente por una testa negra y
brillante, e internamente por un tegmen reducido a
una pelicula delgada, traslucida y de color castafio,
que recubre al endosperma de consistencia firme,
blanquecino y semitransparente (Fig. 2E).

Respecto a las pruebas histoquimicas, tanto en
el embrion como en el endosperma (Fig. 3A), el
reactivo Amido Black evidencid cuerpos proteicos
de color azul oscuro (Fig. 3B). La coloracion con
Sudan IV permiti6 observar cuerpos rojizos también
en ambas estructuras, mostrando la presencia de
lipidos (Fig. 3C). Con el reactivo de Lugol no
se obtuvo coloracién azul-violacea, indicando la
ausencia de almidon.

Caracterizacion de embriones

El embrion se ubica en el centro de la semilla
(Fig. 2E). Es recto (Fig. 4A), excepto en algunos
casos en los que se observa una leve curvatura en
alguno de los extremos (Fig. 4B). Externamente
solo se observa el cotiledon; el eje embrionario
es inconspicuo. La superficie del embrion relativa
al endosperma es de 0,1780 (D.E. = £ 0,0236), es
decir, menos de un cuarto de la superficie de la
semilla.

La forma del cotiledon es cilindrica (Fig. 4A),
de seccion transversal eliptica (Fig. 3A). El largo
promedio del cotiledon es de 5,1 mm. Se divide

Fig. 2. Frutos y semillas de Z. bifida. A: Capsulas cerradas. B: Capsula abierta con semillas. C: Semillas
completas y vanas de un léculo. D: Semilla. E: Semilla con cubierta removida. Abreviaturas = al: ala de la
semilla; em: embrién; en: endosperma; sc: semillas completas; sv: semillas vanas; tes: testa; teg: restos del

tegmen. Escalas = A-B: 1 cm; C: 1,4 cm; D-E: 1,5 mm.
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Fig. 3. Pruebas histoquimicas en semillas de Z. bifida. A: Embrion y endosperma en corte transversal a la
altura del segmento distal del hiperfilo cotiledonar. B: Embrion y endosperma con Amido Black. C: Embrion
y endosperma con Sudan IV. Abreviaturas = em: embridn; en: endosperma; hv: haz vascular. Escalas = A:

200 ym; B: 50 ym; C: 20 ym.

en un hipofilo o vaina (parte inferior de la hoja
cotiledonar) y un hiperfilo (parte superior de la
hoja cotiledonar) (Fig. 4D). Entre el hipofilo
y el hiperfilo se observa el anillo del hipofilo,
que representa el margen superior (circular) del
mismo. La longitud del hiperfilo con respecto al
hipofilo, a los dos dias de hidratacion, es mayor;
aproximadamente con una relacion 2:1 (hiperfilo/
hipofilo). El hipofilo, incluyendo al anillo, tiene
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una longitud promedio de 1,7 mm, mientras que el
hiperfilo mide en promedio 3,4 mm.

En el embrion, el primer edfilo (primera hoja)
presenta exteriormente una estructura similar a
la del cotiledén, consta de una lamina cilindrica
y una vaina (Fig. 4D). Para visualizar al eofilo
antes de su emergencia, es necesario presionar el
hipofilo del cotiledon para que asome por el anillo
(Fig. 4C).
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Fig. 4. Embrion de Z. bifida. A: Embrién recto. B: Embrion curvado en extremo haustorial. C: Primer edfilo
emergiendo por el anillo del hipofilo cotiledonar. D: Esquema interpretativo de las estructuras embrionarias
aplicando la terminologia de Tillich. Abreviaturas = a: anillo del hipofilo cotiledonar; a1: anillo del primer
edfilo; c: cotileddn; eo1: primer edfilo; eo2: segundo edfilo; hipe(c): hiperfilo cotiledonar; hipo(c): hipofilo

cotiledonar. Escalas = A-C: 0,5 mm.

Caracterizacion de plantulas a diez dias de la
germinacion

En el cotiledon se distingue un hipofilo o vaina
(parte inferior de la hoja cotiledonar) y un hiperfilo
(parte superior de la hoja cotiledonar) (Fig. 5A).
El hipofilo es cerrado (tubular) y bifacial (Fig.
6A). El margen superior del hipofilo es circular,
en forma de anillo (Fig. 5B), por el cual emerge
el primer edfilo (primera hoja plumular). Por
dentro del hipofilo, en el extremo inferior (base
del cotiledon), se halla un corto eje embrionario.
La estructura interna del hipofilo, es asimétrica
(Fig. 6A) si se considera como plano de simetria
el eje mayor de la seccion transversal, ya que
el eofilo se encuentra desplazado hacia el lado
del anillo, y los dos haces vasculares colaterales
del hipofilo se localizan en el lado opuesto. La
epidermis exterior del hipofilo es uniestratificada,
con cuticula lisa. Subyacentes, se disponen dos a
tres capas de clorénquima, que se continllan por
un parénquima reservante (de mayor espesor en
el lado donde se ubican los haces vasculares) con
abundantes amiloplastos (Fig. 6D), hasta alcanzar
la epidermis interior, también uniestratificada, con
cuticula mas delgada.

El hiperfilo cotiledonar es una estructura
unifacial, sin margenes (Fig. 6B). En ¢l se
distinguen dos segmentos: uno proximal (con
respecto al hipofilo o vaina) y otro distal (Fig.
5E). La zona proximal del hiperfilo adquiere
actividad fotosintética bajo iluminacion y se alarga
separando a la semilla de la vaina cotiledonar (Fig.
5A-B). A los diez dias desde la germinacion tiene
forma curva, semejante a un gancho (en forma
de U). Se observo que este segmento levanta a la
semilla del sustrato de germinacion (Fig. 5C). En
corte transversal, su estructura interna (Fig. 6B)
presenta una epidermis uniestratificada con cuticula
lisa. Subyacente a la epidermis se dispone el
parénquima fotosintético, hasta la altura de los dos
haces vasculares colaterales, ubicados hacia ambos
extremos del eje mayor del corte. En la zona central,
el parénquima no fotosintético esta constituido por
células isodiamétricas que aumentan de tamafio
hacia el interior.

El segmento distal del hiperfilo (Fig. 5E)
es incoloro, tiene funcién haustorial, estad en
contacto con el endosperma, y permanece inserto
completamente en la semilla. Es cilindrico, de
seccion transversal eliptica (Fig. 3A). Su estructura
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Fig. 5. Plantula de Z. bifida. A: Cotiledon, raiz primaria y primer edfilo. B: Zona del anillo del hipofilo
cotiledonar. C: Segmento proximal del hiperfilo cotiledonar levantando a la semilla durante la germinacion.
D: Rizoides del cuello (collarete). E: Segmento distal del hiperfilo cotiledonar (haustorio). Abreviaturas = a:
anillo del hipofilo cotiledonar; cu: cuello; eo,: primer edfilo; hipe(c): hiperfilo cotiledonar; hipe,(c): segmento
distal del hiperfilo cotiledonar; hipe (c): segmento proximal del hiperfilo cotiledonar (haustorio); hipo(c):
hipofilo cotiledonar; pr: pelos radiculares; rc: rizoides del cuello; rp: raiz primaria; s: semilla. Escalas = A: 1
cm; B:1mm; C: 3 mm; D: 1 mm; E: 1,5 mm.
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Fig. 6. Anatomia de la plantula de Z. bifida. A: Estructura interna del hipofilo cotiledonar y de la lamina
del primer edfilo en corte transversal (CT). B: Estructura interna del segmento proximal del hiperfilo
cotiledonar en CT. C: Epidermis y clorénquima del hiperfilo del primer edfilo en CT. D: Amiloplastos en
parénquima reservante del hipofilo cotiledonar. E: Cilindro central de la raiz primaria en CT. Abreviaturas =
cl: cloréenquima; ct: cuticula; eo,: primer edfilo; ep: epidermis; hipo(c): hipofilo cotiledonar; hv: haz vascular,
px: polo de protoxilema. Escalas = A-B: 200 pm; C-E: 50 ym.

interna presenta las mismas caracteristicas que el  emerge por el anillo de la vaina del cotiledon
segmento proximal, con la excepcion de que carece  (Fig. 5B). En el edfilo se distingue el hiperfilo
de cloroplastos y la cuticula es mas delgada. (o lamina) y el hipofilo (o vaina), andlogamente

El primer eofilo (primera hoja plumular) a la estructura externa del cotiledon. El hipofilo
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del eofilo es bifacial, tubular y tiene el margen
superior en forma de anillo (por donde emergera
la segunda hoja). El hiperfilo es cilindrico (Fig.
5A), de seccion transversal eliptica (Fig. 6A).
Su estructura interna presenta una epidermis
uniestratificada, con cuticula lisa (Fig. 6A, C). Por
debajo se dispone el clorénquima, conformado por
una capa externa de células alargadas, similares
a las de un parénquima en empalizada; que
se contintia con dos a cuatro capas de células
mas redondeadas que se extienden hasta los
haces vasculares. El parénquima no fotosintético
estd constituido por células isodiamétricas que
aumentan de tamafio hacia el interior. Se observan
tres haces vasculares colaterales alineados en el
eje mayor de la seccion transversal: uno central de
mayor tamafio y dos mas pequefios ubicados hacia
los extremos.

El hipocotilo es muy breve, de modo que la
raiz primaria parece estar unida directamente con
la base del cotiledon (Fig. 5A, C). En el cuello,
la region de transicion entre el hipocétilo y la
raiz primaria, que representa realmente la parte
inferior del hipocotilo, se observan densos y
largos tricomas (rizoides del cuello) que forman
un collarete (Fig. 5SD).

A los diez dias desde la germinacion, la raiz
primaria ya presenta pelos radiculares. En cuanto
a la estructura interna, en corte transversal en
la zona cercana al cuello, el cilindro vascular
presenta entre tres y cuatro polos de protoxilema
(Fig. 6E).

Estadios durante diez dias desde la germinacion

Se definieron cuatro estadios durante diez dias
desde la germinacion:

Estadio 0 (E0): Semillas hidratadas antes de la
protrusion (Fig. 2E).

Estadio 1 (E1): Emergencia del hipofilo o vaina
del cotiledon (Fig. 7A).

Estadio 2 (E2): Emergencia del hiperfilo del
cotiledon (Fig. 7B).

Estadio 3 (E3): Emergencia del primer eo6filo por
el anillo del hipofilo cotiledonar (Fig. 7C).

La germinacion inicia con la protrusion del
hipofilo del cotiledon, entre los cuatro y cinco dias
desde la siembra. La parte inferior del cotiledon
participa durante la germinaciéon en empujar y
proteger al eje embrionario (Fig. 7A-B).

Los primeros rizoides del cuello (Fig. 7D) se
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observaron entre E1 y E2, cuando el anillo del
hipofilo del cotiledon emerge completamente de
la semilla producto de la elongacion del segmento
distal del hiperfilo cotiledonar. A partir de la
aparicion de los rizoides del cuello, prosigue el
crecimiento evidente de la raiz primaria.

Luego de la emergencia del primer eodfilo (E3),
los cambios visibles hasta los diez dias desde
la germinacion, consisten en el crecimiento en
longitud del hiperfilo del primer edfilo y la raiz
primaria; y en esta ultima, la aparicion de los pelos
radiculares.

Alos diez dias desde la germinacion, los rizoides
del cuello persisten, y en algunas plantulas,
el haustorio (segmento distal del hiperfilo
cotiledonar) ya se encuentra en senescencia (Fig.
7E).

DiscusioN Y CONCLUSIONES

Caracterizacion de semillas y pruebas
histoquimicas

El nimero maximo de semillas (92) coincide
aproximadamente con el sefialado por Echeverria
& Alonso (2010) para frutos con buen desarrollo,
aunque se hallaron frutos con una cantidad de
semillas considerablemente menor (50). Se debe
tener en cuenta que estas autoras trabajaron con
semillas procedentes de poblaciones silvestres
de Sierra de los Padres (sudeste del Sistema de
Tandilia, Buenos Aires). Asi también, el nimero
de semillas es considerablemente mayor a los
registrados por Facciuto et al. (2021), que no
superan las 50 por fruto. En este caso, el material
procede de una poblacién naturalizada del Partido
de Hurlingham (Buenos Aires).

Segun las caracteristicas de la cubierta seminal,
esta semilla podria clasificarse como testal
(Danilova et al., 1995). En este tipo de semillas, el
tegumento interno del 6vulo se desintegra durante
el desarrollo seminal, persistiendo en la cubierta
como una pelicula sin estructura.

Las reservas mas abundantes de las semillas
(tanto en el embrion como en el endosperma)
estan compuestas por lipidos y proteinas, por lo
que puede concluirse que el endosperma es no
amilaceo, conforme a lo seflalado por Martin
(1946) para las Amaryllidaceae. Seria deseable
corroborar la presencia de hemicelulosas en el
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Fig. 7. Estadios durante la germinacion en Z. bifida. A: E1. B: E2. C: E3. D: Rizoides del cuello incipientes.
E: Segmento distal del hiperfilo cotiledonar (haustorio) en senescencia. Abreviaturas = a: anillo del
hipofilo cotiledonar; eo,: primer edfilo; hipe(c): hiperfilo cotiledonar; hipe (c): segmento distal del hiperfilo
cotiledonar; hipe (c): segmento proximal del hiperfilo cotiledonar (haustorio); hipo(c): hipofilo cotiledonar; rc:
rizoides del cuello; rp: raiz primaria. Escalas = A-B: 1,5 mm; C-D: 1 mm; E: 0,5 mm.

endosperma, mencionada por Meerow & Snijman
(1998) como caracteristica de la familia.

Caracterizacion de embriones

En relacion a las caracteristicas del embrion, su
forma lineal y recta (salvo algunas excepciones)
y la posicion central en la semilla, se condice
con lo sefialado por Martin (1946) para el
género Zephyranthes. Asimismo, la consistencia
del endosperma coincide con las caracteristicas
consideradas comunes para Liliaceae, Iridaceae y

Amaryllidaceae (Martin, 1946). Respecto al tamaiio
relativo del embrion, Martin (1946) menciona que
para estas tres familias es relativamente pequefio
y ocupa menos de una cuarta parte del volumen
de la semilla. En este trabajo, se realizé una
aproximacion a partir de la superficie relativa del
embrion, la cual no alcanza el 25% de la superficie
de la semilla.

Danilova et al. (1995) describieron tres tipos de
estructuras de embrion para Monocotyledoneae.
El embrion de esta especie se ubica en el segundo
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tipo: cotiledon con grado variable de funcion
haustorial; dado que la parte superior del hiperfilo
(o segmento distal) cumple esa funcion. El
haustorio tiene diferentes formas segun la forma
de la semilla: cilindrico, globular o aplanado
(Tillich, 2007); en este caso es cilindrico.

Segtiin Danilova et al. (1995), en este tipo de
embrion la parte inferior del cotiledon participa en
empujar y proteger el eje embrionario durante la
germinacion. En este caso, se observo que la parte
del cotiledon que se elonga considerablemente
es el segmento proximal del hiperfilo, mientras
que la elongacion del hipofilo es menor,
comparativamente. Por lo tanto, el hipofilo del
cotiledon protege a la plumula, y el empuje del
eje embrionario hacia el exterior de la cubierta
seminal es provocado principalmente por la
elongacion del segmento proximal del hiperfilo.

Caracterizacion de plantulas y estadios

De las tres formas que puede presentar el hiperfilo
cotiledonar (Tillich, 2007), en Z. bifida forma una
vaina baja que abraza al nudo cotiledonar sin
excrecencias secundarias.

En base a los resultados, el segmento
proximal del hiperfilo cotiledonar, denominado
tradicionalmente “parte media” (Tillich, 1995),
es el primer 6rgano asimilador de la plantula. Si
ademas se considera que este segmento levanta a
la semilla del suelo, como ocurre en el sustrato de
germinacion, cumple con las condiciones para ser
considerado phaneromer (Tillich, 2007). En este
aspecto, difiere con las observaciones de Tillich
(1995) para Amaryllidaceae, donde el hiperfilo es
generalmente corto y a veces solo tiene funcion
haustorial, como en el género Zephyranthes.
Se debe tener en cuenta que este género esta
constituido por numerosas especies (Garcia et
al., 2019) y puede haber diferencias entre ellas.
Ademas, Tillich trabajo con plantulas producidas
con luz permanente, y en este caso fueron obtenidas
con fotoperiodo (12 hs), dado que las semillas son
fotoblasticas neutras (Echeverria & Alonso, 2010;
Acosta et al., 2021a).

En Amaryllidaceae, Tillich (1995) describio
el hiperfilo del cotiledon como bifacial.
Posteriormente, considerd6 que solo habia unos
pocos ejemplos cuestionables y que los dos
segmentos del hiperfilo eran unifaciales (Tillich,
2007). En este trabajo se confirm6 que para Z.
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bifida, los dos segmentos son efectivamente
unifaciales, con dos haces vasculares.

El hiperfilo del primer eoéfilo es cilindrico, de
seccion eliptica, y tiene aspecto filiforme, como
sefialan Echeverria & Alonso (2010) para las hojas
de las plantulas y las juveniles del primer afio.
La estructura es unifacial y presenta tres haces
vasculares; en contraste con la estructura bifacial
de la lamina en individuos adultos (Arroyo &
Cutler, 1984).

Las caracteristicas de breve, inconspicuo y
practicamente indetectable, descritas por
Tillich (1995; 2000) para el hipocétilo de las
Monocotyledoneae en general, y de las
Amaryllidaceae en particular, son aplicables a Z.
bifida. Asimismo, en la base de su hipocotilo se
observaron los rizoides del cuello. La adherencia
de estos tricomas al sustrato de germinacion (papel
de filtro), observada al retirar las plantulas, resulta
consistente con la hipotesis de Tillich (2000;
2007) sobre su funcién como primera estructura
de contacto firme con el sustrato, ademas de que
probablemente contribuyan a la absorcion de
agua e iones antes de que se desarrollen los pelos
radiculares (Tillich, 2000). Sin embargo, en este
trabajo se comprob6 que, a los diez dias desde la
germinacion, cuando la raiz primaria ya presenta
pelos radiculares, los rizoides del cuello persisten.

En 1995, Tillich considerd al término radicula
como sinénimo de raiz primaria. Aunque en
2007 diferencia ambos conceptos, aclarando
que la radicula del embrioén da origen a la raiz
primaria durante la germinacion. En cuanto a la
estructura interna, la raiz primaria de Z. bifida
es triarca o tetrarca como en la mayoria de las
Monocotyledoneae (Tillich, 1995).

En este trabajo se describié por primera vez
la plantula de Z. bifida. Se desconoce el valor
diagnostico de sus caracteristicas (o de cada
una de sus partes) a nivel especifico, por cuanto
aun no se han realizado estudios morfoldgicos
y anatomicos en otras especies del género. En
estudios preliminares de Z. tubispatha (L’Hér.)
Herb. (Acosta et al., 2021b), se observd menor
desarrollo en la longitud del phaneromer, al igual
que en el esquema de plantula presentado por
Tillich (1995) para Zephyranthes (sin indicar la
especie). Futuros trabajos que incluyan un mayor
numero de especies podrian dilucidar este aspecto
y otras diferencias.
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Dado que uno de los impactos adversos del
cambio climatico es la escasez de agua (IPCC,
2022), adquiere relevancia el cultivo de esta especie
ornamental apta para xerojardineria (Soto et al.,
2011; Facciuto et al., 2021). Esto, sumado a su
potencial farmacolégico (Castilhos et al., 2007;
Farinon et al., 2017; Reis et al., 2019), otorga
valor al conocimiento de las caracteristicas de las
semillas y plantulas, y de los primeros estadios
de desarrollo. En este sentido, la descripcion de
la plantula en las condiciones utilizadas para este
trabajo, consideradas Optimas segiin Acosta et al.
(2021a), también es util para pruebas de calidad y
vigor de las semillas, ya que permitiria detectar y
evaluar anomalias en las plantulas. Particularmente
para especies ornamentales, la International Seed
Testing Association toma esta informacion como
base de algunas pruebas para cuantificar el vigor
(ISTA, 2008).

Este trabajo brinda informacion de utilidad para
optimizar la propagacion por semillas de Z. bifida, la
cual cobra importancia ya que la multiplicacion por
bulbos (Dimitri, 1987; Hurrell & Roitman, 2009)
compromete la conservacion de las poblaciones
naturales de esta especie nativa, que al menos en
la provincia de Buenos Aires ha sido categorizada
como vulnerable (Delucchi, 2006).
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