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RESUMEN

Austrochthamalia teyucuarensis H. A. Keller es una especie
endémica del Bosque Atldntico (uno de los “hot spot” del
planeta), con potencial ornamental y en peligro critico. El
sustrato influye en la germinacién y el andlisis biométrico de
semillas y frutos es fundamental para caracterizar la especie.
El objetivo de este estudio fue analizar las caracteristicas
fisicas de frutos y semillas y su germinacién en papel,
arena, perlita y arenisca como sustratos. Los frutos de A.
teyucuarensis cosechados, en abril de 2017 en la reserva de
Teyt Cuaré, localidad de San Ignacio, Misiones, Argentina,
presentaron longitud promedio de 6.02+0.99 cm, anchura
de 3.2510.52 cm, peso promedio de 25.59+1.71 g y cantidad
de semillas por fruto de 59.17+28.72. Las semillas fueron
elipsoides-aplanadas, color castafio oscuro a marrén claro,
con longitud de 8.82+0.47 mm, anchura de 6.61+0.31 mm,
y biomasa promedio de 49.46+8.04 mg. La germinacién
(85.55+1.92 %) y velocidad de germinacién (3.46:0.21
semillas por dia) mayores se presentaron en la perlita y la
supervivencia mayor de plantas se obtuvo en la arenisca. El
tipo de sustrato afecta la germinacion de A. teyucuarensisy su

conservacidn a largo plazo.
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ABSTRACT

Austrochthamalia teyucuarensis H. Keller is an endemic
species of the Atlantic Forest (one of the “hot spots” on
the planet), with ornamental potential and endangered.
The substrate influences the germination and the biometric
analysis of seeds and fruits is fundamental to characterize the
species. The objective of this study was to analyze the physical
characteristics of fruits and seeds and their germination in
substrates of paper, sand, perlite and sandstone. The fruits of
A. teyucuarensis harvested in April 2017 in the Teytd Cuaré
reserve, San Ignacio, Misiones, Argentina, presented an
average length of 6.0210.99 cm, 3.25+0.52 cm wide, average
weight of 25.59:1.71 g and seeds per fruit amounting
to 59.17+28.72. The seeds were ellipsoid-flattened, dark
brown to light brown, of 8.82+0.47 mm long, width of
6.611+0.31 mm, and an average biomass of 49.46+8.04 mg.
The germination (85.55+1.92%) and speed of germination
(3.46+0.21 seeds per day) were greater in perlite and the
greater survival of plants was observed in the sandstone. The
type of substrate affects the germination of A. teyucuarensis

and its long-term conservation.

Key words: Apocynaceae, Austrochthamalia teyucuarensis, fruit,

germination, substrate
INTRODUCTION

he Atlantic Forest is one of the most diverse
and threatened ecoregions in the world, and
40 % of the 20 000 species that inhabit
it are endemic (Myers et al, 2000). The Upper

Parana Adantic Forest is one of the 15 ecoregions
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INTRODUCCION

| Bosque Atldntico es una de las ecorregiones

més diversas y amenazadas del mundo, y

se caracteriza porque 40 % de las 20 000
especies que la habitan son endémicas (Myers er
al., 2000). La Selva Atldntica del Alto Parand es
una de las 15 ecorregiones en el Bosque Atldntico;
en ella se localiza el Parque Provincial Teyd Cuaré
(San Ignacio, Misiones, Argentina), reconocido por
su flora y fisonomia, con paisaje de caracteristicas
unicas en suelo de arenisca, que podria ser un relicto
de un bioma Cerrado (Teruggi, 1970; Cabrera,
1976; Di Bitetti et al., 2003; Velazco et al., 2018).
La importancia e interés por este parque es mundial
por sus condiciones climdticas, geoldgicas, edficas,
topograficas, histéricas-culturales y representar un
hdbitat particular, que mantiene especies raras y
endémicas. En este parque crecen 12 especies que
son endémicas (Bertolini, 2005). Una de ellas es
Austrochthamalia teyucuarensis H. A. Keller y crece en
los pastizales arbolados del parque. Es un sufratice
procumbente de hasta 1.5 m, con raices carnosas
y gruesas, hojas hirsutas opuesta e inflorescencias
subaxilares. Por el aspecto y coloracién de las flores,
la planta tiene potencial alto como ornamental.
Segtn los criterios de la IUCN (International Union
for Conservation of Nature) esta especie podria estar
en peligro critico porque la tnica poblacién conocida
posee solo unos 60 ejemplares (IUCN, 2001; Keller,
2015). Esta especie se identificé recientemente y
la informacién de ella es incipiente, por lo cual el
estudio de su morfologia y fisiologia permitird
conocer caracteristicas de su crecimiento y desarrollo.
La biometria de frutos y semillas puede ser una
herramienta para diferenciar especies, identificar
variabilidad genética dentro de poblaciones de una
especie, entre individuos en un drea y en estudios
ecolégicos de una especie, dispersién y germinacién
de las semillas y establecimiento de pldntulas
(Oliveira, 1993; Amorim et al, 1997; Matheus
y Lopes, 2007; Souto e al., 2008). Los estudios
biométricos y morfoldgicos de frutos y semillas, como
la germinacién y el crecimiento de las plantas en los
estadios iniciales, es util para seleccionar plantas
vigorosas, con uniformidad y de rdpido crecimiento
(Cosmo ez al., 2009; Huerta y Rodriguez, 2011). En
este sentido, es relevante conocer la biometria de frutos
y semillas, asi como el proceso de germinacién en el
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in the Atlantic Forest; it is home to the Teyt Cuaré
Provincial Park (San Ignacio, Misiones, Argentina),
renowned for its flora and physiognomy, with a
landscape of unique characteristics in sandstone soil,
which could be the relict of a closed biome (Teruggi,
1970; Cabrera, 1976; Di Bitetti et al., 2003; Velazco
etal.,2018).

The importance of and interest in this park are
worldwide due to its climatic, geological, edaphic,
topographical, historical-cultural conditions and
because it has a particular habitat, which harbors
rare and endemic species. In this park, there are 12
endemic species (Bertolini, 2005). One of them is
Austrochthamalia teyucuarensis H. Keller and grows in
the wooded pastures of the park. It is a procumbent
sufrice of up to 1.5 m, with fleshy and thick roots,
opposite hirsute leaves and subaxillary inflorescences.
Because of the appearance and coloration of the
flowers, the plant has high potential as ornamental.
According to criteria by the IUCN (International
Union for Conservation of Nature) this species
could be in critical danger because the only known
population has only about 60 specimens (IUCN,
2001; Keller, 2015). This species was recently
identified and the information about it is incipient,
so the study of its morphology and physiology will
allow to know characteristics of its growth and
development.

The biometry of fruits and seeds can be a
tool to differentiate species, identify genetic
variability within populations of a species, between
individuals in an area and in ecological studies of
a species, dispersion and germination of seeds and
establishment of seedlings (Oliveira, 1993, Amorim
et al., 1997, Matheus and Lopes, 2007, Souto et
al., 2008). Biometric and morphological studies of
fruits and seeds, such as the germination and growth
of plants in the early stages, are useful for selecting
vigorous plants, with uniformity and rapid growth
(Cosmo et al., 2009, Huerta and Rodriguez, 2011).
In this sense, it is relevant to know the biometry of
fruits and seeds, as well as the process of germination
at the moment of carrying out enrichment programs
for degraded areas (Vazquez and Aréchiga, 1996). To
manage and conserve populations of plant species,
information on their life cycle is needed (Tédlamo ez
al., 2012).

The objective of this study was to analyze the
biometric characteristics of mature fruits and seeds,
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momento de realizar programas de enriquecimiento
de dreas degradadas (Vizquez y Aréchiga, 1996). Para
manejar y conservar poblaciones de especies vegetales
se necesita la informacién de su ciclo de vida (Tdlamo
etal.,2012).

El objetivo de este estudio fue analizar las
caracteristicas biométricas de frutos maduros y
semillas, el efecto del sustrato en la germinacién
de semillas y supervivencia de pldntulas de A
teyucuarensis. La hipétesis fue que la cantidad de
semillas varia con el tamafio (anchura, longitud y
peso) del fruto, el tamafio de estas semillas es similar
al de otras Apocynaceae y el tipo de sustrato influye
en la germinacién y supervivencia de las pldntulas.

MATERIALES Y METODOS

Frutos maduros de A. teyucuarensis se recolectaron, antes de
la dehiscencia, en abril del 2017, en el Parque Provincial Teyt
cuaré (27° 16’ 43.9” S y 55° 33’ 44.9” O), localidad de San
Ignacio, provincia de Misiones, Argentina. El suelo es ondulado
formado por areniscas, el clima es subtropical sin estacién seca,
con precipitacion anual aproximada de 1700 mm y temperatura
promedio anual de 21 °C (Teruggi, 1970).

Después de la cosecha, los frutos en bolsas de papel se
trasladaron al Laboratorio de Propagacién Vegetativa de la
Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad Nacional de
Misiones, para evaluar la biometria y germinacién. La longitud
y anchura de frutos y semillas se midieron con un calibrador
vernier digital (modelo No: STD Y MM 14388, precisién + 0.1
mm); la biomasa se determiné en una balanza analitica (Marca
Denver Modelo No: APX-200, precisién + 0.0001 g).

El estudio se hizo en ocho repeticiones de ocho frutos cada
una y en tres repeticiones de 50 semillas y se midieron longitud,
anchura y peso de los frutos, pericarpios y semillas. La forma
de la semilla se determiné con el indice de circularidad (IC), de

acuerdo con la ecuacién 1:

10=(£) 1)

donde L es longitud de la semilla y W la anchura. Valores
iguales o préximos a 1 indican que la semilla es esférica, ciclica o
elipsoide y mayores a 2 indican que la semilla es oblonga (Cerdd
y Garcfa, 2002).

Los sustratos para la germinacién fueron: 1) toallas de papel

(rollo bobina de papel tissue doble de 24 cm x 400 m), 2) perlita

the effect of the substrate on seed germination and
seedling survival of A. teyucuarensis. The hypothesis
was that the amount of seeds varies with the size
(width, length and weight) of the fruit; the size of
these seeds is similar to that of other Apocynaceae
and the type of substrate influences the germination
and survival of the seedlingS

MATERIALS AND METHODS

Mature fruits of A. reyucuarensis were collected, before
dehiscence, in April 2017, at the Teyd Cuaré Provincial Park
(27° 16’ 43.9” S and 55° 33* 44.9” W), locality of San Ignacio,
Province of Misiones, Argentina. The soil is wavy formed by
sandstones, the climate is subtropical without a dry season,
annual rainfall of approximately 1700 mm and average annual
temperature of 21 °C (Teruggi, 1970).

After the harvest, fruits were placed in paper bags and
transferred to the Vegetative Propagation Laboratory of the
Faculty of Forest Sciences of the National University of Misiones
to evaluate the biometrics and germination. The length and
width of fruits and seeds were measured with a digital vernier
calibrator (model No: STD and MM 14388, precision + 0.1
mm); the biomass was determined with an analytical balance
(Denver Brand Model No: APX-200, precision + 0.0001 g).

The study was done with eight repetitions of eight fruits each
and three repetitions of 50 seeds. Length, width and weight of
the fruits, pericarps and seeds were measured. The shape of the
seed was determined with the circularity index (IC), according

to equation 1:

1c=(£) (1)
w

where L is the length of the seed and W the width. Values equal
or close to 1 indicate that the seed is spherical, cyclic or ellipsoid,
and those greater than 2 indicate that the seed is oblong (Cerdd
and Garcfa, 2002).

The substrates for germination were: 1) paper towels (roll of
double tissue paper of 24 cm x 400 m), 2) perlite (polyethylene
bags of a commercial agribusiness), 3) sand (from a sand
company on the banks of the Parand River), and 4) the sandstone
(soil of the collection site of fruits, Teyt Cuaré Provincial Park).
The sand and sandstone were transferred to the laboratory in
polyethylene containers of 10 L capacity.

The seeds washed with a commercial solution of 3 %

hydrogen peroxide, for 5 min, were placed in plastic trays of
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(bolsas de polietileno de una agropecuaria comercial), 3) arena
(de una empresa arenera a orillas del rio Parand), y 4) la arenisca
(suelo del sitio de recolecta de frutos, parque provincial Teyd
Cuaré). La arena y la arenisca se trasladaron al laboratorio en
recipientes de polietileno de 10 L de capacidad.

Las semillas lavadas con una solucién comercial de perdéxido
de hidrégeno al 3 %, por 5 min, se colocaron en bandejas de
material plistico de 9 x 12 x 4 cm, con: 1) toallas de papel, 2)
perlita, 3) arena, o 4) arenisca humedecidos con agua. Las cajas
con las semillas se mantuvieron en cdmara con fotoperiodo de
14 h (PAR 116 gumol m™?s7%)) ya 27 + 2 °C. Cada tratamiento
incluy6 30 semillas por repeticién (Dixon ez al., 1995; Zalazar
et al., 2009; Sanchez et al., 2016). Durate cuatro semanas se
contabilizé cada dia la cantidad de semillas germinadas. Después
se calculé la capacidad germinativa (CG) con la férmula

(Balocchi ez al. 1998):

G
CG(%)=—x100
(%) I 2)

donde G es el nimero total de semillas germinadas, y IV es el

ndmero total de semillas de cada repeticion.

El tiempo medio de germinacién (TMG) es indicador del
tiempo (d) en que se alcanza 50 % de germinacién y se calculé

con la férmula propuesta por Bewley y Black (1994):

D=
TMG(dias) = L 3)

Ent

donde D es el ndmero de dias registrados desde el comienzo de la
germinacién, n es el nimero de semillas germinadas en el dia D,

y nt es el nimero total de semillas sembradas.

El indice de velocidad de germinacién (IVG) se calcul$ con
la férmula de Maguire (1962) :

n Gi

- N @

IVG (semillas germinadas/dia) = 2
donde Gi es el nimero de semillas germinadas, y Vi es la cantidad
de dias en que germinaron.

La supervivencia de las pldntulas (porcentaje de pldntulas

que sobrevivieron del total que germinaron) se calculé después

de 25 y 50 d del inicio de la germinacién.
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9 x 12 x 4 cm, with: 1) paper towels, 2) perlite, 3) sand, or 4)
sandstone moistened with water. The boxes with the seeds were
kept in a chamber with a 14-hour photoperiod (PAR 116 pmol
m~s,) and at 27 + 2 °C. Each treatment included 30 seeds per
repetition (Dixon ez al., 1995; Zalazar ez al., 2009; Sinchez ez al.,
2016). During four weeks, the amount of germinated seeds was
counted every day. Then we calculated the germination capacity

(CG) with the formula (Balocchi ez a/., 1998):

G
CG(%)=—x100
(%) v )

where G is the total number of germinated seeds, and /V is the

total number of seeds of each repetition.

The average time of germination (TMG) is an indicator
of the time (d) in which 50 % of germination is reached and
was calculated with the formula proposed by Bewley and Black
(1994):

Dx*n

TMG(dias) = 27 (3)

Ent

where D is the number of days recorded since the beginning of
germination, n is the number of seeds germinated on day D, and

nt is the total number of seeds sown.

The germination speed index (IVG) was calculated with the
formula by Maguire (1962):

Gi

1VG (semillas germinadas/dia) = zn N
n=1 Nj

(4)

where Gi is the number of germinated seeds, and Ni is the

number of days in which they germinated.

The survival of the seedlings (percentage of seedlings that
survived from the total that germinated) was calculated after 25

and 50 d since the beginning of germination.
Experimental design and analysis of results

The experimental design for the physical and germination
analysis was completely randomized. With the biometric data,
we calculated the descriptive statistics and the Pearson correlation
coeflicient between the fruit and seed variables, to finally obtain

BoxSplot and frequency charts.
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Disefio experimental y andlisis de resultados

El disefio experimental para el andlisis fisico y de germinacién
fue completamente aleatorizado. Con los datos biométricos se
calcularon los estadisticos descriptivos, se estimé el coeficiente de
correlacién de Pearson entre las variables del fruto y la semilla y
se obtuvieron graficos Boxsplot y de frecuencias.

Las variables de germinacién se transformaron a
arcseno (\/; / IOO) para obtener la normalidad y homogeneidad
de variancias, verificadas mediante la prueba de Shapiro Wilk.

Los resultados se analizaron por ANDEVA y la prueba de

Tukey (p=0.05) con INFOSTAT (Di Rienzo ez al., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis fisico de frutos y semillas

El fruto de A. teyucuarensis es un foliculo ovoide
(Keller, 2015) multiseminado con dehiscencia
ventral simple cuando estd maduro. El pericarpio
representé 86.62+2.19 % del peso total del fruto
(Cuadro 1). La longitud fue de 4.5 a 7.5 cm y la
anchura aproximada fue la mitad de la longitud
(Figura 1 A - C). Los resultados fueron similares a
los documentados por Keller (2015). Las variaciones
en la longitud y peso de los frutos son originadas por
factores ambientales durante la floracién y esto puede
ocasionar variabilidad genética poblacional (Silva ez

al., 2014).
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Cuadro 1. Caracteristicas fisicas de frutos de A. teyucuarensis.
San Ignacio, Misiones, Argentina. 2017.
Table 1. Physical characteristics of fruits of A. teyucuarensis.
San Ignacio, Misiones, Argentina. 2017.

Variable Valor promedio + SE
Peso del fruto (g) 25.59 + 1.71
Peso del pericarpio (g) 22,15+ 1.04
Longitud del fruto (cm) 6.02 £ 0.99
Anchura del fruto (cm) 3.25+0.52
Semilla por fruto 59.17 + 28.72
Semillas llenas por fruto 46.67 +29.45
Semillas vanas por fruto 12.50 + 14.49

fSE: error estdandar « 'SE: standard error.

The germination variables were transformed to
arcseno (\/; / 100) to obtain the normality and homogeneity of
variances, verified by the Shapiro Wilk test.

The results were analyzed by ANDEVA and the Tukey test

(p=0.05) with INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2016).
RESULTS AND DISCUSSION
Physical analysis of fruits and seeds
The fruit of A. teyucuarensis is an ovoid follicle
(Keller, 2015 multiseminate with simple ventral

dehiscence when mature. The pericarp represented
86.62 +2.19 % of the total weight of the fruit (Table

4.08 1 103.30 1
g 3.66 79.65 1
o o
5 E
8= (8=
T 325 3 56.00-
g =
=
-

2 84 32.35

242 ——— 8.70 +———
C D

Figura 1. Biomasa y dimensiones del fruto. Boxplot referente al peso (A), longitud (B), anchura (C), niimero de semillas por fruto

(D).

Figure 1. Figure 1. Biomass and fruit dimensions. Boxplot referring to weight (A), length (B), width (C), number of seeds per

fruit (D).
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Figura 2. Relacién entre la longitud del fruto y el nimero de semillas (A). Distribucién de frecuencia de longitud (B) de las
semillas de A. teyucuarensis. San Ignacio, Misiones, Argentina. 2017.

Figure 2. Relationship between the length of the fruit and the number of seeds (A). Length frequency distribution (B) of the
seeds of A. teyucuarensis. San Ignacio, Misiones, Argentina, 2017.

Cincuenta porciento de los frutos presentaron
de 51 a 75 semillas, 33.40 % mostré menos de 50
semillas y 16.70 % tuvieron de 76 a 99 semillas; la
cantidad de semillas por fruto fue de 13 a 99 (Figura
1 D); la cantidad de semillas en los frutos de 6.5 a 7.5
cm fue mayor.

La correlacién entre la longitud del fruto y el
namero de semillas por fruto (Figura 2 A) fue positiva
y significativa (R=0.86, p=0.0063). Esta relacién
también se presentd en frutos de Stenocereus beneckei
(Ehrenb.) Buxb (Ayala ez al., 2004), Citrus clementina
Hort. ex. Tanaka (Chao, 2005) y Aspidosperma
quebracho-blanco Schlecht (Télamo ez al., 2012).
Casas et al. (1999) indicaron que la relacién similar
de tamano del fruto y cantidad de semilla se asocia
con la domesticacién de la especie.

La relacién entre el tamafo del fruto y la cantidad
de semillas permite estimar la cantidad de semillas
por fruto, y con alguno de estos valores podrian
seleccionarse frutos que faciliten la propagacién
(Rocas et al., 2007; Pece et al., 2008; Morales et al.,
2010). La correlacién entre peso del fruto y longitud,
anchura o cantidad de semillas no fue significativa y
tampoco con las dimensiones de las semillas. Estos
resultados corroboraron parcialmente la hipotesis,
pues la relacién fue positiva entre la longitud del
fruto y la cantidad de samillas, pero no con la anchura
o el peso.

Lavariaciénenel tamafno delassemillas fue minima
entre los tamafios de los frutos. Las semillas con
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1). It was 4.5 to 7.5 cm long and the approximate
width was half the length (Figure 1 A - C).

The results were similar to those documented by
Keller (2015). Variations in the length and weight of
the fruits are caused by environmental factors during
flowering and this can cause population genetic
variability (Silva ez al., 2014).

Fifty percent of the fruits had 51 to 75 seeds,
33.40 % showed less than 50 seeds and 16.70 % had
76 to 99 seeds; the amount of seeds per fruit was
from 13 to 99 (Figure 1 D); the amount of seeds in
the fruits of 6.5 to 7.5 cm was higher.

The correlation between the length of the fruit
and the number of seeds per fruit (Figure 2 A) was
positive and significant (R=0.86, p=0.0063). This
relationship was also present in fruits of Stenocereus
beneckei (Ehrenb.) Buxb (Ayala ez al., 2004), Citrus
clementina Hort. ex. Tanaka (Chao, 2005) and
Aspidosperma  quebracho-blanco Schlecht (Tdlamo
et al., 2012). Casas et al. (1999) indicated that the
similar relationship of fruit size and amount of seeds
is associated with the domestication of the species.

The relationship between the fruit size and the
amount of seeds allows us to estimate the amount of
seeds per fruit, and with some of these values it could
be possible to select fruits that facilitate propagation
(Rocas et al., 2007, Pece et al., 2008; Morales et al.,
2010). The correlation between the fruit weight
and the length, width or number of seeds was not
significant, nor with the dimensions of the seeds.
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longitud promedio inferior a 8.7 mm representaron
25.64+11.75 % y entre 8.7 y 9.3 mm representaron
52.56+19.36 % (Figura 2 B). Las semillas con
anchura promedio entre 6.1 y 7.1 mm representaron
57.69+15.38 %, con 5.0 a 6.0 mm 35.89+15.54 %
y con 7.2 a 8.2 mm solo 6.41+3.67 % (Figura 3 A).
La longitud y anchura promedio mds frecuentes en
las semillas fueron 9.0 mm y 7.0 mm. La longitud es
indicador del tamano de la semilla y su incremento
es significativo, en contraste con su anchura y espesor
(Mack, 1993; Mazer y Wheelwright, 1993; Forget ez
al., 2007).

El tamafo y peso de la semilla es un indicador
de calidad fisiolégica porque estos pardmetros se
correlacionan positivamente con el vigor de las
plantas. Semillas con tamafio o peso mayores pueden
germinar mds y generar plantas vigorosas (Aguiar,
1995; Rendén et al, 2002; Arioz et al., 2004;
de Padua er al, 2010) con capacidad mayor de
supervivencia (Wulff, 1986).

En nuestro estudio 44.87 + 19.74 % de las
semillas pesaron en promedio de 44 a 57 mg y el peso
mis frecuente fue 42 mg (Figura 3 B). Las semillas
con longitud promedio de 8.0 a 8.6 mm mostraron
variacién en el peso similar a las de longitud mayor
(p=0.0823). Las semillas de 8.0 a 8.6 mm incluyeron
a las vanas (entre 6.0 y 58.0 mg) y las de los intervalos
de 8.729.3 yde 9.4 210.2 mm tuvieron de 34 a 63
mg y de 43 a 65 mg (Figura 4). Asi, el tamano de

69.814
52.00

34.181

Frecuencia (%)

16.361

-1.45 i

5-6 6.1-7.1 7.2-8.2

A

Rango de anchura de la semilla (mm)

These results partially corroborated the hypothesis,
since the relationship was positive between the fruit
length and the number of seeds, but not with the
width or weight.

Variation in the size of seeds was minimal among
the fruit sizes. Seeds with average length less than 8.7
mm represented 25.64+11.75 % and between 8.7
and 9.3 mm represented 52.56+19.36 % (Figure 2
B). The seeds with average width between 6.1 and
7.1 mm represented 57.69+15.38 %, with 5.0 to
6.0 mm 35.89+15.54 %, and with 7.2 to 8.2 mm
only 6.41+3.67 % (Figure 3 A). The most frequent
average length and width in the seeds were 9.0 mm
and 7.0 mm. Length is an indicator of the size of
the seed and its increase is significant, in contrast
to its width and thickness (Mack, 1993, Mazer and
Wheelwright, 1993, Forget ez al., 2007).

The size and weight of the seed are indicators
of the physiological quality since these parameters
correlate positively with the vigor of plants. Seeds of
larger size or weight can germinate more and generate
vigorous plants (Aguiar, 1995, Rendén e al., 2002,
Ardoz et al., 2004, de Padua ez al., 2010) with greater
survival capacity (Wulff, 1986).

In our study 44.87+19.74 % of the seeds weighed
on average 44 to 57 mgand the most frequent weight
was 42 mg (Figure 3 B). Seeds with an average length
of 8.0 to 8.6 mm showed variation in weight similar
to those of longer length (p=0.0823). Seeds from 8.0

58.90

44.44

29.99

Frecuencia (%)

15.53

1.08-
<30 30-43  44-57  58-70

Rango del peso de la semilla (mg)

Figura 3. Distribucién de frecuencia de anchura (A) y biomasa (B) de semillas de A. teyucuarensis. San Ignacio, Misiones,

Argentina. 2017.

Figure 3. Frequency distribution of width (A) and biomass (B) of seeds of A. teyucuarensis. San Ignacio, Misiones, Argentina.

2017.
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las semillas de A. zeyucuarensis fue similar al de otras
Apocynaceae, como Aspidosperma pyrifolium Mart.
(da Silva ez al., 2016), Calotropis procera AITON (de
Oliveira er al., 2013), Tabernaemontana apoda C.
Wright ex Sauvalle (Garcia, 1998) y en especies de la
familia Fabaceae (Villarreal ez al., 2013).

El IC de 1.34+0.09 indicé que la forma de las
semillas es elipsoide; ademds son aplanadas, con
tegumento relativamente duro e impermeabilidad
parcial al agua. El color de las semillas puede variar
del castafio oscuro a marrén claro, con un reborde
de color marrén menos intenso que el centro de la
semilla (Figura 5 A-B). El fruto maduro es ovoide
con color verde amarronado (Figura 5 C).

El tamano de la semilla tiene una influencia
directa en el vigor y la supervivencia de las plantas.
Esta relacién entre tamano de la semilla, crecimiento
rapido y supervivencia son atributos que favorecen o
no a la produccién de plantas; por lo que, las semillas
grandes y medianas son mejores para obtener plantas
de alta calidad (Mtambalika ez /., 2014).

La cantidad de semillas por fruto varié con su
tamano; el porcentaje de semillas llenas y vanas
por fruto fue 80.40+2.90 % y 19.60+2.90 %, estas
tltimas tienen un tamano menor (Cuadro 2) y por lo
general son castafo claro.

El anilisis fisico de frutos y semillas es una
herramienta importante para detectar la variabilidad
genética dentro de poblaciones de una misma especie
(Pereira et al., 2011; Martinez et al., 2015). Ademis,
brinda informacién sobre asociaciones ecolégicas,
el tamafo del fruto y de las semillas, las variables
morfoldgicas son importantes en la caracterizacién de

67.95

51.73

35.50

Peso de semilla (mg)

19.28

3.05

8.0-8.6 8793  9.4.1.02

Rango de longitud de la semilla (mm)

Figura 4. Peso promedio de las semillas por tamafo
(longitud).
Figure 4. Average weight of the seeds by size (length).

to 8.6 mm included empty ones (between 6.0 and
58.0 mg) and those from the intervals of 8.7 to 9.3
and 9.4 to 10.2 mm had from 34 to 63 mg and 43 to
65 mg (Figure 4).

Thus, the size of the seeds of A. rteyucuarensis
was similar to that of other Apocynaceae, such as
Aspidosperma pyrifolium Mart. (da Silva ez al., 2016),
Calotropis procera AITON (de Oliveira ez al., 2013),
Iabernaemontana apoda C. Wright ex Sauvalle
(Garcia, 1998) and in species of the Fabaceae family
(Villarreal ez al., 2013).

The 1.34 + 0.09 IC indicated that the seed shape
is ellipsoid, flattened, with relatively hard tegument
and partial impermeability to water. The color of the
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Figura 5. Semillas y fruto de A. teyucuarensis. Semillas sin el penacho (A). Semillas con penacho (B). Fruto maduro (C).
Figure 5. Seeds and fruit of A. teyucuarensis. Seeds without plume (A). Seeds with plume (B). Mature fruit (C).
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Cuadro 2. Caracteristicas fisicas de las semillas de A. teyucuarensis. San Ignacio,

Misiones, Argentina. 2017.

Table 2. Physical characteristics of the seeds of A. teyucuarensis. San Ignacio, Misiones,

Argentina. 2017.

Variable Semillas llena’ Semillas vana'
Longitud (mm) 8.82 + 0.47 8.27 £+ 0.11
Anchura (mm) 6.61 +0.31 5.78 £ 0.25

Peso (mg) 49.46 + 8.04 12.13 + 3.25

Peso de 10 semillas (g) 0.49 + 0.08 0.12 + 0.03

Peso de 100 semillas (g) 4.94 + 0.80 1.21 +0.32
Semillas por g 20.52 +3.29 87.18 +26.74
Semillas por kg 20 523.99 + 3 293.32 87 183.50 + 26 744.00

"Valor promedio  error estandar « Average value + standard error.

especies, ya que estos aspectos fisicos pueden separar
claramente taxas (Rodriguez ez al., 2010; Scandaliaris
et al., 2013). Por lo tanto, conocer las caracteristicas
de las semillas es importante porque el tamafio de ellas
influye en la regeneracién de poblaciones (Gongalves
et al., 2013), por lo cual es imprescindible conocer
esta variable, sobre todo en especies en peligro de
extincion como A. teyucuarensis.

Germinacién

La germinacién de A. teyucuarensis se inici6
entre los dias 5 y 7 después de la siembra en los
tratamientos perlita, arenisca y papel. En la perlita
el proceso morfogénico se inici6 a los 5 d, y finalizé
a los 15 d, en tanto que en la arenisca y la toalla
de papel, la germinacién comenzé en el dia 6y 7,
respectivamente (Figura 6). En el sustrato arenisca la
germinacion finalizé alos 12 d y el nimero de semillas
germinadas fue 25.55 % menor que en la perlita. El
sustrato menos apropiado para la germinacién de
semillas de A. reyucuarensis fue la arena, porque el
proceso morfogénico no se evidencié en este sustrato.

La capacidad germinativa de las semillas de A.
teyucuarensis, varid considerablemente con el tipo de
sustrato empleado y hubo diferencias significativas
(p=0.001) en las variables analizadas. La perlita fue
el sustrato que mostré mayor CG e IVG, pero un
TMG menor, por lo que el proceso de germinacién
fue relativamente rdpido en este sustrato. En las
semillas que germinaron en papel y arenisca, se
observé una CG notablemente inferior a la obtenida
en perlita, mientras que las semillas colocadas en
arena no germinaron (Cuadro 3). Sin embargo,

seeds can vary from dark brown to light brown, with a
less intense brown on the edge (Figure 5 A-B). The ripe
fruit is ovoid with brownish-green color (Figure 5 C).

The size of the seed has a direct influence on the vigor
and survival of the plants. This relationship between
seed size, rapid growth and survival are attributes that
favor or not the production of plants; therefore, large
and medium seeds are better for obtaining high quality
plants (Mtambalika ez 4/., 2014).

The amount of seeds per fruit varied with size;
the percentage of filled and empty seeds per fruit
was 80.40+2.90 % and 19.60+2.90 %; the latter are
smaller (Table 2) and are usually light brown.

The physical analysis of fruits and seeds is an
important tool to detect genetic variability within
populations of the same species (Pereira ez al., 2011,
Martinez et al., 2015). In addition, it provides
information on ecological associations, the size of the
fruit and seeds, important morphological variables in
the characterization of species, since these physical
aspects can clearly separate taxa (Rodriguez ez al.,
2010, Scandaliaris et 4., 2013).

Therefore, knowing the characteristics of the
seeds is important because the size of them influences
the regeneration of populations (Gongalves er al.,
2013), which is why it is essential to know this
variable, especially in endangered species such as A.
teyucuarensis.

Germination
The germination of A. rteyucuarensis started

between days 5 and 7 after sowing in the perlite,
sandstone and paper treatments. In the perlite,
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Figura 6. Germinacién acumulada en Pl (perlita), AR
(arenisca), TP (toallas de papel) y Ar (arena).

Figure 6. Accumulated germination in Pl (perlite), AR
(sandstone), TP (paper towels) and Ar (sand).

el sustrato arena fue mds favorable para germinar
Calotropis procera AITON (de Oliveira et al., 2013),
Adenanthera pavonina L. (Souza er al., 2007) vy
Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook f. ex S.
Moore (Pacheco et al., 2008). En tanto que el papel
fue el mejor sustrato para Mimosa caesalpiniaefolia
Benth. (Novembre ez al., 2007), Cereus jamacaru
DC. (Guedes et al., 2009), Pelrophorum dubium
(Sprengel) Taubert (Oliveira ez al., 2008) y Jatropha
curcas L. (Neves et al., 2009).

the morphogenic process started at 5 d, and ended
after 15 d, while in the sandstone and paper towel,
germination began on day 6 and 7, respectively
(Figure 06).

In the sandstone substrate germination finished
after 12 d and the number of germinated seeds
was 25.55 % lower than in the perlite. The least
appropriate substrate for seed germination of A.
teyucuarensis was sand, because the morphogenic
process was not evident in this substrate.

The germination capacity of A. teyucuarensis seeds
varied considerably with the type of substrate used
and there were significant differences (p=0.001) in
the variables analyzed. Perlite was the substrate that
showed the highest CG and IVG, but a lower TMG,
so the germination process was relatively fast on this
substrate.

The seeds germinated in paper and sandstone
showed a CG notably lower than that obtained in
perlite, while seeds placed in sand did not germinate
(Table 3). However, the sand substrate was more
favorable for Calotropis procera AITON germination
(de Oliveira et al., 2013), Adenanthera pavonina
L. (Souza et al., 2007) and Tabebuia aurea (Silva
Manso) Benth. & Hook f. ex S. Moore (Pacheco et
al., 2008). While paper was the best substrate for
Mimosa caesalpiniaefolia Benth. (November ez al.,
2007), Cereus jamacaru DC. (Guedes ez al., 2009),
Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert (Oliveira
et al., 2008) and Jatropha curcas L. (Neves et al.,
2009).

Cuadro 3. Efecto de los distintos tratamientos sobre la germinacién
de semillas de A. teyucuarensis. San Ignacio, Misiones,

Argentina. 2017.

Table 3. Effect of the different treatments on seed germination of A.
teyucuarensis. San Ignacio, Misiones, Argentina. 2017.

Sustrato CG (%) IVG (semillas d~1) TMG (d)
Arena 0c Oc 0c
Arenisca 60.00 b 2.08b 9.56 a
Perlita 85.55a 3.46 a 8.04 b
Toalla de Papel 68.89 b 2.41b 9.19a

Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas (Tukey;
p=0.05). CG: Capacidad germinativa. IVG: Indice de velocidad de
germinacién. TMG: Tiempo medio de germinacién < Different letters
in a column indicate significant differences (Tukey; p=<0.05). CG:
Germinative capacity. IVG: Germination speed index. TMG: Average

germination time.
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En la germinacién de A. teyucuarensis, se observé
que los cotiledones son de reniformes a oblongos
fotosintéticos con largos peciolos, cuya base queda
sumergida en el sustrato, pero los cotiledones
emergen sobre el sustrato, por lo cual la germinacién
es epigea (Figura 7 B-D). De acuerdo con Keller
(2015), el hipocotileo y la raiz principal (pivotante)
adquieren un notable desarrollo subterrineo en
su hdbitat natural, pero bajo las condiciones de
nuestro estudio se observé un escaso crecimiento
de la radicula, principalmente en las pldntulas
que crecieron en perlita y papel, mientras que en
arenisca, el crecimiento de la radicula fue hasta 1
cm mds que en los otros tratamientos (Figura 7
A-C). La caracteristica del desarrollo radicular de A.
teyucuarensis también se observé en otras Apocynaceae
como Gyrostelma bornmuelleri Schltr. Ex Malme,
una forma de desarrollo que podria representar una
estrategia frente a condiciones adversas del ambiente
(Keller, 2015).

El conocimiento de la morfologia de las plintulas
y de su germinacién facilita el reconocimiento en
campo de la especie (Lovey ez al., 2010).

El porcentaje de supervivencia fue 100 % en los
tratamientos perlita, papel y arenisca después de 25 d
del inicio de la germinacién, pero después de 50 d
en papel y perlita fue cero. Las plantulas en arenisca
mantuvieron la supervivencia. La mortalidad de las
pldntulas en perlita y papel pudo deberse a que se
afectd su desarrollo radicular en esos sustratos.

Para cada especie existe un sustrato éptimo para la
germinacion, pero algunas especies pueden germinar
correctamente en diferentes sustratos (Bewley y Black,
1994; Garcia-Hoyos et al., 2011). La germinacién

In the germination of A. teyucuarensis, we observed
that cotyledons’ shapes ranged from reniform to
photosynthetic oblong with long petioles, whose base
is submerged in the substrate, but cotyledons emerge
on the substrate, so germination is epigeous (Figure
7 B-D). According to Keller (2015), the hypocotyleo
and the main root (pivotante) acquire a remarkable
underground development in their natural habitat,
but under the conditions of our study there was
little growth of the radicle, mainly in the seedlings
that grew in perlite and paper, whereas in sandstone
the growth of the radicle was up to 1 cm more than
in the other treatments (Figure 7 A-C). The root
development of A. teyucuarensis was also observed in
other Apocynaceae such as Gyrostelma bornmuelleri
Schltr. Ex Malme, a form of development that
could represent a strategy in the face of adverse
environmental conditions (Keller, 2015).

The knowledge of the seedling morphology and
its germination facilitates the identification of the
species in the field (Lovey ez 4l., 2010).

The percentage of survival was 100 % in the
perlite, paper and sandstone treatments 25 d after
they began to germinate, but was zero after 50 d
in paper and perlite. Sandstone seedlings survived.
The mortality of seedlings in perlite and paper could
be due to the fact that their root development was
affected in these substrates.

For each species there is an optimal substrate
for germination, but some species can germinate
correctly in different substrates (Bewley and Black,
1994, Garcia-Hoyos ez al., 2011).

Germination as a physiological potential of the
seeds regulates the time in which it occurs, when the
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Figura 7. Plintulas de A. teyucuarensis 25 dias después de la germinacién obtenidas en perlita (A), papel (B) y arenisca (C).
Figure 7. Seedlings of A. teyucuarensis 25 days after germination obtained in perlite (A), paper (B) and sandstone (C).
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como potencial fisiolégico de las semillas regula el
tiempo para germinacién, cuando las condiciones
ambientales durante la germinacién son similares a
las de desarrollo de la planta joven y su respuesta a
estas condiciones permitird que la planta adulta se
desarrollé bien en un 4rea determinada (Donohue et
al., 2005).

Los resultados de nuestro estudio aportaron
informacién de la morfologia de frutos, semillas,
germinacién y plantulas de A. teyucuarensis, los cuales
pueden facilitar la identificacién y conservacién de la
especie (da Costas ez al., 2014; Sdnchez ez al., 2015).

CONCLUSIONES

En Austrochthamalia teyucuarensis la cantidad
de semillas aumenté con la longitud del fruto y las
dimensiones de las semillas fueron independientes del
tamano de fruto. La perlita fue el sustrato que generd
mayor porcentaje de germinacién; sin embargo, las
plantas crecieron y sobrevivieron tnicamente en la
arenisca.
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