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DIVERSIDAD DE ORBICULAS EN POACEAE

MARCELO R. LOVISOLO" y BEATRIZ G. GALATI?

Summary: Orbicules diversity in Poaceae. Anthers of ten species of Poaceae from the province of
Buenos Aires (Argentina) were investigated with scanning and transmission electron microscopes. The
orbicules can be defined as corpuscles of variable size that show the same electron-density, reaction to
the dyes, autofluorescence and resistance to acetolysis as pollen exine does. The orbicules are randomly
dispersed on the inner anther locule and they are often attached to a tapetal membrane. In this study,
four different types and four subtypes of orbicules were identified. We conclude that the different orbicules
types described in this work are representative of the studied tribes, and we suggest that the orbicules
morphology may be a useful character in systematic studies.
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Resumen: Anteras de diez especies de Poaceae de la Provincia de Buenos Aires (Argentina) fueron
investigadas con microscopio electrénico de barrido y de transmision. Las orbiculas pueden ser definidas
como corpusculos de tamafo variable que muestran la misma electrodensidad, reaccion a los colorantes,
autofluorescencia y resistencia a la acetdlisis que la exina del grano de polen. Las orbiculas se
encuentran revistiendo el interior del I6culo de la antera, a menudo adheridas a una membrana tapetal.
En este estudio se identificaron cuatro tipos y cuatro subtipos diferentes de orbiculas. Se concluye que
los distintos tipos morfolégicos de orbiculas descriptos en este trabajo son representativos de cada una
de las tribus estudiadas, por lo que se sugiere que la morfologia de estos corpusculos podria ser un
caracter utilizado en estudios sistematicos.

Palabras clave: Orbiculas, ultraestructura, Poaceae.

INTRODUCCION

Las orbiculas o cuerpos de Ubisch pueden ser
definidos como corptsculos de tamafio variable
(0,14um -20um) que muestran la misma respuesta a
las coloraciones, electrodensidad, autofluorescencia
y resistencia a la acetdlisis que la exina del grano
de polen. Las orbiculas se encuentran revistiendo el
interior del l6culo de la antera, a menudo adheridas
a una membrana tapetal o peritapetal (Galati, 2003;
Galati et al., 2010).

Heslop-Harrison (1968) fue el primero en
nombrar a estos cuerpos como orbiculas, pero
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Bhandari (1984) prefirio seguir denominandolos
cuerpos de Ubisch debido al prolongado uso de este
término en la bibliografia ya existente. A partir de
ese momento, los autores usan ambos nombres de
manera indistinta.

El paralelismo entre la exina del grano de
polen y las paredes de las orbiculas fue
explicado por Hess (1985, 1986) basandose en
la homologia o parentesco entre el tapete y el
tejido esporogeno. Este autor considera que las
células tapetales podrian potencialmente formar
su propia pared de esporopolenina. Teniendo en
cuenta las consideraciones de Hess (1985, 1986),
podriamos pensar que si la ornamentacion de la
pared del grano de polen es utilizada como una
caracteristica de valor sistematico, las orbiculas
también podrian ser consideradas de ese modo. De
acuerdo a Huysmans et al. (1998) la ornamentacién
superficial de las orbiculas y de la pared del grano
de polen en determinadas especies es similar.
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Seglin Rowley (1963), la forma y el origen de las
orbiculas son diferentes en las distintas especies
de plantas. Heslop-Harrison (1962) da evidencias
de la existencia de diferencias entre las orbiculas
a nivel genérico. Banerjee (1967) considera que
las diferencias encontradas entre las distintas
especies de Poaceae estudiadas pueden ser usadas
taxonomicamente. Asi, el tamafio y la forma de
las orbiculas, como también su distribucion sobre
la membrana tapetal es diferente para las distintas
especies.

El valor taxonomico de las caracteristicas de
las orbiculas sélo fue tratado en algunos pocos
taxa de angiospermas: la familia Chloranthaceae,
ahora incluida en Lamiaceae (Raj & El-Ghazaly,
1987); el género Euphorbia L. (El-Ghazaly, 1989;
El-Ghazaly & Chaudhary, 1993); la sub-familia
Cinchonoideae de Rubiaceae (Huysmans et al.,
1997), el orden Gentianales (Vinckier et al., 2000;
Vinckier & Smets, 2002 a, b, ¢, 2003) y los géneros
Dioscorea L. (Schols et al., 2001) y Oxalis L.
(Rosenfeldt & Galati, 2008).

En este trabajo se realizo el estudio de la
morfologia y ultraestructura de las orbiculas en
10 especies de Poaceae pertenecientes a tres
subfamilias distintas (Pooideae, Chloridoideae y
Panicoideae) utilizando Microscopio Electronico
de Barrido (MEB) y Microscopio Electronico de
Transmision (MET), con el objetivo de aportar
informacioén sobre la utilidad de estos corpusculos
en la taxonomia de la familia Poaceae.

MATERIALES Y METODOS

Los materiales fueron recolectados en
la Depresion del Salado, Provincia de Buenos
Aires, Argentina, y todos los especimenes fueron
herborizados y numerados en el Herbario del
Instituto de Botanica Darwinion (SI).

Briza subaristata Lamarck. ARGENTINA.
Prov. Buenos Aires: Partido de Chascomus, Ruta
58, Camino a Comandante Giribone, 14-XI-2001,
Lovisolo, M. 2. (SI).

Glyceria multiflora Steudel. ARGENTINA.
Prov. Buenos Aires: Partido de Coronel Brandsen,
Ruta 29, 40 kms. antes de llegar a Ranchos, 14-XI-
2001, Lovisolo, M. 3. (SI).
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Melica brasiliana P. Arduinus. ARGENTINA.
Prov. Buenos Aires: Partido de Chascomiis, Ruta
58, Camino a Comandante Giribone, 14-XI-2001,
Lovisolo, M. 5. (SI).

Chaetotropis imberbis (Kunth) Bjorkman. var.
imberbis. ARGENTINA. Prov. Buenos Aires:
Partido de Chascomus, Ruta 29, Camino Brandsen
— Chascomus, 14-X1-2001, Lovisolo, M. 4. (SI).

Deyeuxia viridiflavescens (Poir.) Kunth.
var. montevidensis (Nees) Cabrera y Rugolo.
ARGENTINA. Prov. Buenos Aires: Partido de
Coronel Brandsen, Ruta 29, 30 kms. antes de
llegara Ranchos, 14-X1-2001, Lovisolo, M. 1. (SI).

Distichlis laxiflora Hackel. ARGENTINA. Prov.
Buenos Aires: Partido de Coronel Brandsen, Ruta
29, 10 kms. antes de llegar a Coronel Brandsen, 19-
XII-2001, Lovisolo, M. 12. (SI).

Distichlis laxiflora Hackel. ARGENTINA. Prov.
Buenos Aires: Partido de General Paz. Ranchos,
Ruta 29, 5 kms. antes de llegar a Villanueva, 16-1-
2002, Lovisolo, M. 18. (SI).

Distichlis spicata (L.) Greene. ARGENTINA.
Prov. Buenos Aires: Partido de Coronel Brandsen,
Ruta 29, 20 kms. antes de llegar a Ranchos, 16-1-
2002, Lovisolo, M. 17. (SL

Eleusine tristachya (Lam.) Lam. ARGENTINA.
Prov. Buenos Aires: Partido de Coronel Brandsen,
Ruta 29, 30 kms. antes de llegar a Ranchos, 14-XI-
2001, Lovisolo, M. 8. (SI).

Paspalidium geminatum (Forssk.) Stapf, ex
Paspalidium paludivagum (Hitchc. et Chase)
Parodi. ARGENTINA. Prov. Buenos Aires: Partido
de Coronel Brandsen, Ruta 29, 40 kms. antes de
llegar a Ranchos, 19-XI1-2001, Lovisolo, M. 13.
(SD).

Stenotaphrum secundatum (Walt.) Kuntze.
ARGENTINA. Prov. Buenos Aires: Partido de
Chascomus, Ruta 58, Camino a Comandante
Giribone, 14-X1-2001, Lovisolo, M. 16. (SI).

La siguiente metodologia fue desarrollada para
realizar observaciones de todas las especies con
Microscopio Electronico de Barrido (MEB) y
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Microscopio Electronico de Transmision (MET).

Anteras maduras fijadas en FAA fueron
deshidratadas en una serie ascendente de acetonas
y luego secadas al aire. Se montaron en una
platina metalica y se metalizaron con oro-paladio
para luego ser observadas y fotografiadas. Las
observaciones se realizaron con un microscopio
electronico de barrido Philips XL 30.

Para microscopia electronica de transmision, las
anteras fueron fijadas en glutaraldehido al 3%, en
buffer fosfato durante 4-24 horas y post-fijadas en
tetréxido de osmio al 1,5% en igual buffer durante
4 horas. El material se incluyd en resina epoxy y
se obtuvieron cortes ultrafinos de 750-900 nm de
espesor con un ultramicrétomo Sorvall. Los mismos
se colorearon con acetato de uranilo y citrato de
plomo (soluciéon de Reynolds) (O’Brien & Mec.
Cully, 1981). Las observaciones se realizaron con
un microscopio electronico de transmision Jeol-Jem
1200 EXII a 85 kV.

Se realizaron observaciones en 10 anteras
maduras, previo a la dehiscencia, de distintos
individuos de cada especie. El valor del diametro
de las orbiculas se obtuvo como promedio de 10
mediciones realizadas en cada especie.

REsuLTADOS

Morfologia general de las orbiculas

Las orbiculas son esféricas a sub-esféricas
o tipo placa. Poseen un corazén central (cc)
transparente a los electrones a la madurez, y una
pared de esporopolenina con microcanales que la
atraviesan y espiculas superficiales (Fig. 1 A, B). La
distribucion sobre la membrana tapetal es variable.

Las orbiculas pueden presentar conexiones o
puentes de union de esporopolenina entre ellas.
Ocasionalmente forman pequefios agregados de 2 o
3 orbiculas por fusion de sus paredes.

De acuerdo a las diferencias encontradas en las
distintas especies estudiadas, se pudieron establecer
cuatro tipos distintos, dos de ellos con dos subtipos
cada uno.

TIPO A:
Orbiculas esféricas, de lum de diametro.

Espiculas cortas y de extremos sub-agudos. La
distribucion sobre la membrana tapetal es uniforme.

Taxa incluidos: Gliceria multiflora y Melica
brasiliana. (Fig. 2 A, B, C, D).

TIPO B:
Orbiculas esféricas, de 0,6 a 0,9 pm de didmetro.
Espiculas largas y de extremos agudos.

Subtipo Bl

Distribucién sobre la membrana tapetal
uniforme. Taxa incluidos: Chaetotropis inberbis y
Deyeuxia viridiflavescens. (Fig. 2 E, F, G, H).

Subtipo B2

Distribucion sobre la membrana tapetal en
grupos aislados. Taxa incluidos: Briza subaristata.
(Fig. 3L J).

TIPO C:

Orbiculas tipo placa, de 0,8 a 1pm de didmetro.
Espiculas largas y de extremos romos. Distribucion
sobre la membrana tapetal densa y uniforme.

Subtipo C1

Orbiculas plano-convexas, con la cara convexa
orientada hacia el interior del loculo. Taxa incluidos:
Distichlis spicata'y D. laxiflora. (Fig. 3K, L, M, N).

Subtipo C2
Orbiculas con ambas caras planas. Taxa
incluidos: Eleusine tristachya. (Fig. 4 O, P).

TIPO D:

Orbiculas esféricas a sub-esféricas, de 0,9 a
Ium de diametro. Espiculas cortas y de extremos
romos. Distribucion sobre la membrana tapetal
densa y uniforme, y recubiertas por una sustancia
tipo “pollenkitt”. Taxa incluidos: Paspalidium

geminatum 'y Stenotaphrum secundatum. (Fig. 4 Q,
R, S, T).

Los resultados y las taxa se resumen en la Tabla 1.

DiscusioN

La morfologia general de las orbiculas de las
especies analizadas en este trabajo concuerda en
lineas generales con la de otras especies de la

89



Bol. Soc. Argent. Bot. 47 (1-2) 2012
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Fig. 1. A-B: Orbiculas con Microscopio electronico de transmision en Eleusine tristachya. Cc, corazén
central. Flecha, microcanal de la pared. Escalas A: 2 ym, B: 1 ym.

misma familia estudiadas previamente (Banerjee,
1967; Christensen et al., 1972; El-Ghazaly &
Jensen, 1987; Steer, 1977). Por lo tanto, de
acuerdo a los estudios realizados hasta el momento
podemos definir a las orbiculas de Poaceae como
corpusculos de forma variable, con un corazén
central transparente a los electrones y una pared de
esporopolenina con microcanales que la atraviesan
y espiculas superficiales. Este tipo de orbiculas
concuerda con el Tipo A3 de la clasificacion de
Galati (2003).
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Todos los individuos investigados de una misma
especie presentaron el mismo tipo de orbiculas,
por lo que la variacion morfoldgica intraespecifica
puede ser descartada.

Las orbiculas de las especies estudiadas en este
trabajo presentan diferencias en la forma y en el
tamafio promedio. Variaciéon en el tamafio dentro
de una misma especie se encontré en alguno
de los especimenes analizados. La variacion de
tamafio fue previamente observada en numerosas
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Fig. 2. A-H: Orbiculas con Microscopio electrénico de barrido, observacion de la superficie interna del
l6culo de la antera. A-B: Glyceria multiflora. C-D: Melica brasiliana. E-F: Chaetotropis imberbis var.
imberbis. G-H: Deyeuxia viridiflavescens var. montevidensis. Escalas A, C, E, G: 5 um, B, D, F, H: 2 ym.
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Fig. 3. I-N: Orbiculas con Microscopio electrénico de barrido, observacion de la superficie interna del 16culo
de la antera. |I-J: Briza subaristata. K-L: Distichlis spicata. M-N: Distichlis laxiflora. Escalas |, K, M: 5 ym,

J, L, N: 2 um.

especies del genero Fuphorbia (E1-Ghazaly, 1989;
El-Ghazaly & Chaudhary, 1993) y de la tribu
Cinchonoideae (Rubiaceae) (Huysmans et al.,
1997). De acuerdo con Rowley & Walles (1985,
1987) y El-Ghazaly & Nilsson (1991), la variacion
intraespecifica en el tamafio puede ser atribuida al
cambio del ciclo hiperactivo de las células tapetales
durante su desarrollo.

Ocasionalmente, las orbiculas pueden fusionarse

y formar pequefios agregados. Este es un hecho que
ha sido comunmente observado en otras especies de
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Angiospermas (Galati & Strittmatter, 1999; Galati,
2003).

Paspalidium geminatum y Stenotaphrum
secundatum se distinguen porque sus orbiculas
presentan una cubierta que hace recordar al polen-
kit presente en muchas Angiospermas polinizadas
por insectos. De acuerdo a Vinckier & Smets (2001),
las orbiculas, y entre ellas las de Poaceae, pueden
cumplir un rol como posibles vectores de alérgenos
junto con el polen. La presencia de sustancias del
tipo polen-kit podria estar contribuyendo a que
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Fig. 4. O-T: Orbiculas con Microscopio electrénico de barrido, observacién de la superficie interna del I6culo
de la antera. O-P: Eleusine tristachya. Q-R: Paspalidium geminatum. S-T: Stenotaphrum secundatum.

Escalas O, Q, S: 5um, P: 2 ym, R, T: 1 pm.

estos corpusculos actlien en este sentido.

Se considera que generalmente la polinizacion
en las Poaceae es anemofila. Sin embargo, Pant
et al. (1982) observaron que en las espiguillas
de Dichanthium annulatum la polinizacion es
entomofila, producida por una especie de abeja
de reducido peso corporal, Apis indica. También
Bogdan (1962) estudid numerosos géneros de
gramineas que eran polinizados por Apis melifera.
Por otra parte, algunos géneros de bambusoideas
herbaceas son polinizadas por insectos (Soderstrom
& Calderén 1971). La presencia de “pollenkitt”

en Paspalidium geminatum y Stenotaphrum
secundatum nos hace pensar en la posibilidad
de que estas dos especies presenten un modo
de polinizacion ambofilo, con la participacion
ocasional de algun polinizador. Observaciones
hechas a campo permitieron detectar la presencia
relativamente frecuente de insectos en las espiguillas
de estas especies, lo cual amerita la realizacion de
estudios posteriores sobre biologia floral en ambas.

Las orbiculas de las especies de Poacecae
estudiadas en este trabajo, de acuerdo a su

93



EEMB::omm S8U0.}088 SO| awiojun sowo eaHgise
3v3AI0DINYd 3V30INVd SRR 1-6°0 . sowanxe epepnodsy  -gns e . a
wnjeuiwob e ajualedsuel | A esuaQg
’ ap A seyon eolI9)sg
wnipijedsed
seueld
souwlol
eAyoejsiiy auisng seuafoale 5o auliogun sowauxa epejnoids seleo o)
AV3AILSOYDVHT eAyoeys] Isne|3 e sjuesedsuel) L A esusg |nolas3 sequie 4
ap A sebleq .
eoe|d
3v3AIOdIdOTHD 0
S8U0J)08|9 SO| awoun sowo EXeAUOS
EI0lixe] SljyoBsIa ‘0-8 ’ sowalxa epejnolds -oue|d
Av3IA0dodN1v e sjuesedsuel) 60-8°0 A esusg ¥ pe|nolas3 | 10
ap A sebie ‘eoe|d
ejeolds sijyonsia
sopnbe

$S8U0J}08|d SO|
3Jv30d ejejsueqns ezug 6'0 sope|sie sodnib  sowsaljxe epenoidsgy eougsT 29
e ajualedsuel |

ap A seblie
S|
R S9U0.}29[ SO sopnbe
IV3AILSONOV eixnafeq 1219 S0l 8'0-9'0 SW.ONUN-0+  Sowenxe epenodsy eoussy Lg
siquaqui e ajualedsuel |
ap A seblie
sidosjojeeyn
eusjjjselq Boljsy S8U0.}09|9 SO opnBeiuies
AV3IOITAN l awuojlun - 0 + sowauxe epejnoldsg eoudysy . v
e ajualedsuel|
eIoyINW eLBIAID ap A sepo)

8B80B0d Ud SB|NJJqJo Se| ap uoloezusioeie) | ejqeL

Bol. Soc. Argent. Bot. 47 (1-2) 2012

94



M. R. Lovisolo y B. G. Galati - Diversidad de orbiculas en Poaceae

morfologia externa ¢ interna, fueron agrupadas en
4 tipos distintos, dos de ellos con dos subtipos cada
uno. Estos tipos se corresponden con las subfamilias
y tribus a las que pertenecen dichas especies (ver
Cuadro 1). De esta manera, podemos definir a
las orbiculas de la Subfamilia Pooideaec como
corpusculos esféricos de superficie espiculada, las
de la Subfamilia Chloridoideac como corpusculos
tipo placa con espiculas en una de sus caras y los
de Panicoideae como corpusculos sub-esféricos y
espiculados.

Los distintos tipos morfologicos de orbiculas
descriptos en este trabajo son representativos de
cada una de las tribus estudiadas, y a su vez, cada
una de las subfamilias presenta una morfologia de
estos corpusculos bien definida. A saber, Pooideae:
orbiculas esféricas, Chloridoideae: orbiculas tipo
placa y Panicoideae: orbiculas esféricas a sub-
esféricas. Por esta razon, de acuerdo a lo investigado
hasta el momento, se puede concluir que en la
familia Poaceae, la morfologia de las orbiculas
podria ser utilizada con fines taxonomicos.
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