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RESUMEN

Mediante latécnicade andlisis deimagen se evalud | as etapas de germinacion de un lote de semillas de Chloraeacrispa
Lindl. Se pudo observar las cuatro etapas de germinacion propuestas por Mitchell. La etapa cero corresponde a
semillas sin germinar, éstas son alargadas, curvadas en uno de sus extremos, y alcanzan un largo promedio de 0,5 mm.

En la etapa uno se aprecia un incremento solo en ancho debido al crecimiento del embridn, en la etapa dos hay cambios
tanto en laformacomo en el aumento del didmetro. Enlaetapatres, inicavisibleasimplevista, seinicialagerminacién
fisioldgica. El porcentaje de germinacion determinado por estatécnicavarié entre 33y 40 %, resultado coincidente con

otros autores.

PaLaBRAS cLAVES. Germinacion simbidtica, imagenes digitales, orquideas chilenas.

ABSTRACT

Through image analysis technique, germination stages of Chloraea crispa Lindl. were evaluated. The four germination
steps proposed by Mitchell could be observed. Zero step corresponding to ungerminated seeds, there are lengthened,
curved in one point, and 0.5 mm in mean. In step one just width increase due to embryo growth was observed. In step
two there was changing in form and initial diameter was ten times higher. In step three the only marked eyevisible, the
physiological germination initiates. Germination percentage determined by thistechnique varied between 33 and 40 %.

Kevyworbps: Symbiotic germination, digitals image, Chilean orchids.

INTRODUCCION

El andlisis de imégenes o0 vision artificial permite
recoger datos de manera automatica desde
imagenes a través de la cuantificacion de algunas
de sus variables (Kruse 2000). Unaimagen de este
tipo describe la deduccion automética de la
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estructura y propiedades de un mundo
tridimensiona apartir deimagenesbidimensionales,
se incluyen entonces las propiedades geomeétricas
y estructurales de lasimagenes que se analizan. La
aplicacién requiere de un equipo compuesto por un
computador, una cémara o escaner (McDonald et
al. 2001) y un procesador digital de iméagenes
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(Maude 2001). Dicha metodologia se puede usar
condistintosfines, uno deelloseslaidentificacion
deobjetos, puestrasel procesamiento, lasimagenes
son transformadas alenguaje alfanumérico (Glasbey
& Horgan 1995). La interpretacién permite
informacion cuantitativa de elementos basi cos que
diferencian y dan significado a cada uno de ellos,
de estemodo, | asimagenes sufren transformaciones
matematicas, o que no se asocia con la calidad
estéticade las mismas (Maravall 1993).

Esta metodologia ha sido descrita como una
herramienta potente para cuantificar diversas
variables. En experiencias con vegetales se ha
determinado unaaltacorrel acidn con las mediciones
manuales (Sako et al. 2001). Otras aplicaciones en
semillas son la inspeccién y clasificacion,
especiamente de cereales (Sapirstein et al. 1987).
También se ha descrito como método
complementario a la microscopia en semillas de
pequefio tamarfio (Glasbey & Horgan 1995). Otros
resultados exitosos incluyen aplicaciones para
evaluar la efectividad en tratamientos sanitarios
sobre testas, estimacion de calidad, dimensiones
(Kruse 2000 y Maude 2001) y evaluacion de dafios
(Casady et al. 1992 y Maude 2001), separacion de
semillas de diferentes especies (Maude 2001),
identificacion de especies (Kruse 2000),
discriminacion de variedades (Dehghan-Shoar etal .
1998), madurez (Casady et al .1992) y caracterizacién
de atributos fisicos mediante métodos no
destructivos (Illipronti et al. 1997).

Las variables frecuentemente evaluadas en la
descripcion morfolégica de semillas mediante
analisis de imagen, se centran en aspectos
biométricos como la longitud y el ancho (Illipronti
et al. 1997; Dehghan-Shoar et al. 1998; Chtioui et
al. 1998, Illipronti et al. 1999), el &rea(Chtioui et al.
1998 y Dehghan-Shoar et al. 1998), laforma(Sahoo
et al., 2000) de acuerdo a figuras geométricas o
adecuacién a model os matematicos (Chtioui et al.
1998, Ohsawa et al. 1998, Illipronti et al. 1999), y
peculiaridades morfol dgicas (Dehghan-Shoar et al .
1998). Hay informes de mediciones especificas en
testas como estudio del color (Casady et al. 1992,
Sahoo et al. 2000), textura (Sahoo et al. 2000) y
aspectos tridimensionales (Chtioui et al.1998).

La identificacion y caracterizacion de semillas
puede presentar dificultad en funcién del tamafio y
las diferencias morfoldgicas. El andlisis fisico-
botanico, apesar de ser casi exclusivamentevisual,

contiene algunos elementos que mejoran la
interpretacion (Peretti 1994, Arriagada2000), perola
observacién tiene un valor restringido como
herramienta ni cade diagndstico (Arriagada 2000).
Laformamas usual de proceder en laidentificacion
de semillas de cualquier tipo es siguiendo la
taxonomia clasica. Sin embargo, es importante
considerar que muchos de los descriptores
morfol 6gicos pueden estar afectados por factores
ambientales (Sahoo et al. 2000). La identificacion
visual se basa en rasgos filogenéticos (Petetin &
Molinari 1982, Friend 1983, Gunn & Ritchie 1988,
Villaris1992). Ademés, se adicionan caracteristicas
de cuantificacién especifica como la longitud, el
ancho, junto a una descripcion exhaustiva y
detallada de la anatomia propia de cada especie
(Berggren 1981).

La identificacion de algunos tipos de semillas
gue presentan alta variabilidad se realiza mediante
metodologias de genética molecular (Musselman
1989, Joel et al.1996, Paran et al. 1997),
quimiotaxonomia (Endo & Ohashi 1997), o
bioguimica (Velasco et al. 2000). Otras de escaso
tamafio (como las pertenecientes al género
Orobanche) pudieron ser identificadasalternativa-
mente por la ornamentacion de la cubierta (Joel
1987). Estas dificultades plantean el uso de
metodologias de apoyo como el analisis de
imégenes.

La variable tamafio de las semillas induce a
clasificaciones de poca precision, mientras que la
forma distingue mejor pues se asocia méas con el
genotipo (Sahoo et al. 2000), logra alta
discriminacion de especies al realizar ajustes
matematicos (Neuman et al. 1987, Sapirstein et
al.1987) y se describe como un factor deinterés til
para el sistematico (Bengoechea & Gdémez Campo
1975). De este modo, la forma constituye un
importante descriptor en laevaluacion de recursos
genéticos y para discriminar entre los distintos
vegetales (lllipronti et al. 1997, Ohsawaet al. 1998).

En este estudio, dado que las orquideas se
caracterizan por poseer semillas muy pequefias y
numerosas, cominmente |lamadas semillas polvo,
de considerable variacion (Arditti et al. 1980) seha
usado esta técnica para estudiar lagerminacion de
laespecie endémicade Chile, ChloraeacrispaLindl.
Con ello se pretende entregar algunos antecedentes
gue puedan ser usados en la conservacion de esta
especie cuyo habitat esta fuertemente amenazado

233



Gayana Bot. 64(2), 2007

por plantaciones forestal es, en que el manejo tanto
deinsecticidas como de herbicidas atentacontrala
multiplicacién de las mismas. Estas semillas estan
formadas por un embridn de pocas células, (entre
100 y 200), cubiertas por una testa muy dura
(Mitchell 1989). EI nimero de semillas puedevariar
de 13.000 24.000.000 por capsula. El rango de peso
de una semilla de orquidea variade 0,3 a 14 ug y
midende0,25a1,2mmdelargoy 0,009 20,27 mmde
ancho (Arditti 1967). Estas semillas no poseen
endosperma y consisten de un pequefio embrion
suspendido dentro de unamembrana, cominmente
transparente, aunque en ocasiones pigmentada
(Arditti 1967, Swamyet al. 2004). Lasformaspueden
ser muy variables, existiendo elipticas, filiformes,
fusiformes, redondas, globulares o prominentemente
aladas (Arditti 1967, Mitchell 1989, Molvray & Kores
1995). Todas estas caracteristicas aparentemente
maximizan la fecundidad y la efectividad en la
dispersion por viento de las semillas de orquideas.
A lo menos en los primeros estados de desarrollo
presentan una dependencia de una fuente externa
de alimentaci6n desde hongos micorricicos.

En la germinacién de las semillas de orquideas
se han descrito cuatro etapas (Mitchell 1989). Etapa
0, semillas sin germinar; Etapa 1, crecimiento del
embrién (protocormo) y ruptura de testa; Etapa 2,
desarrollo del protocormo y aparicién de rizoides;
Etapa 3, crecimiento rapido del protocormo y
desarrollo deunayemaapical. Posterior aestaetapa
comienza la aparicién de hojas y € desarrollo de
raices que permiten el establecimiento de las
plantulas. En especies como Chloraea crispa se
cuenta con escasos estudios que describan
aspectos de germinacion (Mersey 2003), lo que
indica la necesidad de describir el proceso y
potencial de germinacién, contribuyendo areducir
su condicion vulnerable.

El tamafio pequefio delas semillas de orquideas
dificultalacaracterizacion morfol 6gicay fenol 6gica
de los primeros eventos del desarrollo simbidtico
en plantas mico-heterotréficas (McKendrick et al.
2002). Las actuales técnicas utilizadas para
caracterizar lagerminaciony las etapas posteriores
de ésta son realizadas en microscopio de luz y se
requiere de mucho tiempo para medir cada una de
las muestras.

Es posible pensar que el empleo de andlisisde
imagen permiteidentificar y caracterizar las etapas
de germinacion delas semillas deChloraea crispa.
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El conocer las etapas de germinaci6n podriaayudar
a la reproduccion sobre todo de aquellas
poblaciones que estan fuertemente amenazadas por
el avance de las plantaciones forestales,
especialmente por la pérdida de hébitat y el uso
masivo de pesticidas que disminuyen las
poblaciones de insectos polinizadores (Novoa et
al. 2004). A la fecha se desconoce el estado de
conservacion de esta especie y de otras orquideas
chilenas (Novoaet al. 2006).

El objetivo de este estudio fue caracterizar
morfométricamente | as etapas de lagerminacion de
semillas de Chloraea crispa mediante el andlisis
de imagen.

MATERIALESY METODOS

Se utilizaron semillas de Chloraea crispa de
ejemplares (o individuos) polinizados manual mente
de plantas en cultivo ubicadas en la Estacién
Experimental La Palma, Quillota (V Region) de la
Facultad de AgronomiadelaUniversidad Catélica
de Valparaiso.

Sesembraron las semillasinoculadas con lacepa
de micorriza denominada MN3 (correspondiente a
Rhizoctonia sp. aislada de plantulas de C. crispa)
gue estimulalagerminacion en estaespecie (Mersey
2003). Lasiembra se realizé en 25 placas de Petri,
(de 9 cm de diametro), previa desinfeccion de las
semillascon hipoclorito desodioa 1% por 3 minutos
(modificado de Clements& Ellyard 1979). Seprepard
un medio en baseaagar avenaal 0.25%Y se sembré
0,2 mg de semilla por placa, este peso corresponde
aproximadamente aun rango entre 110-150 semillas,
las cuales fueron incubadas a 24° C.

Posteriormente, en la medida que se
identificaron a través de lupa las etapas de la
germinacion propuestas por Mitchell (1989), se
extrajo muestras de semillas (Tabla |) que fueron
retiradas de 5 placas por etapa para obtener
imagenes con 4.800 pixelesde resolucién, por medio
del escaner Hewlett Packard 7450 tipo “flat bed”.
Las imagenes obtenidas se procesaron con los
programas Photoshop 5.0, y Sigma Scan Pro 5.0,
para obtener las caracteristicas morfométricas de
tamafio (&rea, largo, anchoy volumen). Paraeval uar
€l porcentaje de germinacién se consideré semilla
germinadaaaguella que alcanz6 al menos la etapa
1 descrita por Mitchell (1989).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la germinacion de Chloraea crispa se
observaron diferentes etapas en las cuales se
visualizan cambiosen laapariencia, el desarrolloy €l
tiempo de duracion, desde semillas con ruptura de
testa hastalaformacion de protocormos coninicios
deunayemaapical. Estas etapas son caracteristicas
en especies mico-heterotréficas, especialmente en
orquideasterrestres (Mitchell 1989, McKendrick et
al. 2000, McKendrick et al. 2002).

En la etapa O las semillas presentan una forma
alargaday curvadaenuno desusextremos(Fig. 1A).
Esta morfologia de las semillas de Chloraea crispa
corresponde a tipo “Goodyeroid”, la cual estipica
para el género Chloraea caracterizado por semillas
filiformey largamente elongadas (Molvray & Kores
1995). El largo promedio de las semillas fue 0,5 mm,
estando dentro del rango (0,3-0,8 mm) delamayoria
de los taxa estudiados de orquideas (Arditti et al.
1979, Molvray & Kores 1995), coincidiendo
parcialmente con Arditti (1967), que establece
mayoresrangos delargo parasemillas de orquideas,
lo que puede ser atribuido a la observacion
exclusivamente visual (Arriagada 2000) o a uso de
descriptores inapropiados por su alta variacion
(Dehghan-Shoar et al. 1998).

Lagerminacion deChloraea crispaocurreenlos
primeros4-5dias, sinembargo Mersey (2003) sefidlan
gue lagerminacion de Chloraea crispaocurre8dias
después de la siembra. Esta diferencia pudo ser
causada por distintos periodos o condiciones de
almacenaje o producto del tiempo de desinfeccidn
delassemillas. Mersey (2003) informacierto deterioro
en las semillas dependiendo de dosisy tiempos de
desinfeccion. Esta etapa inicial de la germinacién
(etapa 1) duré 13 dias, momento en queinicialafase
2. Enestafase seaprecialarupturadelatestadelas
semillas, dejando al descubierto el embridn de color
blanquecino, € cua experimenta un crecimiento en
ancho a compararlo con la etapa anterior (Fig. 1B,
Tablal). Dicha variacion resulta imperceptible al
andlisis exclusivamente visual.

Laetapa 2 se observd acontar de 12 a 13 dias
después de la siembra y se extendidé 14 dias
aproximadamente, momento en que se observa la
etapa 3. Enlaetapa2, €l protocormo tiene unaforma
semejante a unaelipse, cuyo mayor ancho se ubica
enlaparte superior. También a final de estaetapase
aprecia el crecimiento de layemaapical, smilar alo

descrito por Mitchell (1989), McKendrick et al . (2000)
y McKendrick et al. (2002) (Fig. 1C).

Laetapa3seinici6 27 diasdespuésdelasiembra
y se extendi6 aproximadamente por 31 dias. En esta
etapa, | os protocormostienen unaformade campana,
con un brote en la parte superior (Fig. 1D).

Lasetapas?2y 3 secaracterizan por un crecimiento
acelerado del protocormo, permitiendo que las
variables compuestas como areay volumen puedan
ser utilizadas para caracterizar ambas etapas (Tabla
1), como lo describen (Sahooet al. 2000). A pesar de
la poca diferencia de los volumenes en los dos
primeros estados, esta variable puede ser utilizada
para distinguir entre semillas germinadas y no
germinadas en todos los estados de desarrollo
(McKendrick et al. 2000).

Se obtuvieron porcentajes de germinacion entre
33y 40%, en las cinco repeticiones. Esta cifra es
concordante con el 48 % que determind Mersey
(2003), utilizando muestras de 0.2 mg y contando
campos de observacién bajo lupa, o que podria
indicar lagerminacion natural de laespeciey alguna
condicion enddgena no determinada, yaque lafalta
de conocimientos de |os patrones de dormancia en
las semillas de esta orquidea no permiten distinguir
las semillas de orquideas no viables y aquellas
durmientes (Vujanovicet al. 2000). La presenciade
mecanismos de dormancia ha sido descrita en
orquideas terrestres de climas templados,
relacionandose directamente con latemperatura del
ambiente natural donde se desarrolla cada especie
(Mitchel 1989, Rasmussen 1992), pero no ha sido
descrita para el género Chloraea.

La germinacién de semillas de orquideas,
representan el método mas eficiente para la
propagacion de orquideas nativas para propdsitos
de conservacion (Stewart& Kane2006). Sinembargo,
a la fecha no se han desarrollado estudios sobre
germinacion de semillas de otras especies de
Chloraea ni géneros afines.

Futuros estudios en germinacion de orquideas
nativas permitirian laimplementacion de estrategias
paralapuestaen marchade planesde manejo parala
conservacion delasorquideas chilenasamedianoy
largo plazo. Especialmente el establecimiento de
bancos de semillas quetienen un gran potencial para
la conservacion de orquideas, debido al
almacenamiento de semillas a largo plazo que
permitiralamantencion delabiodiversidad existente
(ITUCN/SSC 1996).
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Ficura 1. Etapas de la germinacién de Chloraea crispa: A) Etapa 0: semilla no germinada. B) Etapa 1: semillas
hinchadasy rompiendo latesta. C) Etapa2: inicio de laformacidn de protocormo y formacion derizoides. D) Etapa 3:
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protocormo formado con rizoides e iniciando unayema apical. Barrasindican 1 mm.

Ficure 1. Stages during Chloraea crispa seed germination. A) Stage 0: seed without germination. B) Stage 1: seed
swollen, starting breaking the testa. C) Stage 2: beginning the protocorms formation and initiating rhizoids. D) Stage 3:

protocorm with rhizoids initiating apical buds. Bar 1 mm.

TasLa |. Evaduacion de algunos caracteres morfol égicos cuantitativos de semillas de Chloraea crispa en germinacion.

,|'.I

TasLE |. Evaluation of some quantitative morphological characters on Chloraea crispa germinating seeds.

Etapas *
Parémetros 0 1 2 3
Area (mm?) 0,08 £ 0,016 0,11+ 0,027 0,75+ 0,504 2,80+ 1,229
Largo (mm) 0,53+ 0,053 0,52+ 0,084 1,23+ 0,519 249+ 0,573
Ancho (mm) 0,19+ 0,029 0,31+ 0,038 0,770,312 1,70+ 0,441
Volumen (mm?) 0,01+ 0,003 0,02 £ 0,006 1,05+ 0,841 320+2,382
N 201 41 81 106

* L as etapas seguin descripcién de Mitchell 1989.
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CONCLUSION

El método de andlisisdeimagen permitiod estudiar la
germinacion de semillas de Chloraea crispa,
ademés de describir y cuantificar los cambios
morfol 6gicos tanto cualitativos como cuantitativos
gue sufren durante la germinacion. Las variables
area, ancho, perimetro y volumen evaluadas
permitieron discriminar entrelosdiferentesestados
de la germinaciéon de Chloraea crispay entre
semillas latentes o muertas (sin germinacion)
respecto alas germinadas.

El andlisis de iméagenes permite la observacién
de semillas de escaso tamafio como lasdeChloraea
crispa, lo que puede colaborar en programas de
rescate y reintroduccion de materiales a sitios
degradados, manteniendo la biodiversidad.
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