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Resumen

Este proyecto de investigacién se enmarca dentro de la investigacion basica y aplicada con transferen-
cia. El preocupante avance de la agriculturizacién sobre areas de montes nativos y selvas riberefas
amenaza la biodiversidad. En tal sentido nos preocupa la pérdida de especies nativas de interés desde
el punto de vista ecoldgico, agrondmico u ornamental. El proyecto se centra en el rescate y propagacion
de especies nativas de orquideas de la zona del litoral, en particular las que crecen en la diversidad de
habitats palustres y selvas riberefias de los arroyos de Entre Rios, contribuyendo a la preservacion de
las especies ante el avance de las actividades antrépicas en los ecosistemas.

El objetivo es propagar por técnicas de cultivo “in vitro” especies terrestres y epifitas de orquideas
nativas de la Provincia de Entre Rios, hasta la etapa de aclimatacion de plantas en macetas y/o palos,
confeccionando los respectivos protocolos de micropropagacion y aclimatacion para las especies eva-
luadas.

A partir de semillas, se buscara eficientizar la produccion de protocormos y el establecimiento de
plantitas “in vitro”, las que seran donadoras de explantos para inducir organogénesis directa o indirecta,
con diferentes combinaciones hormonales.

La transferencia, a través de cursos, charlas técnicas y cartillas, ofrecidas a viveristas, asociaciones
de orquididfilos y jardines botanicos, contribuira a la toma de conciencia para no adquirir, ni vender
recursos nativos, en su estado original y propiciar la compra de estas especies obtenidas por técnicas
de cultivo de tejidos.
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Introduccion

La familia Orchidaceae, de amplia distribucién mundial, comprende alrededor de 750 géneros con
20.000 a 25.000 especies (Jonhson, 1992). Ochidaceae constituye claramente una de las familias de
plantas mas grande y variada (Dresler, 2005). Segun este autor en el afio 2003, un estudio cuidadoso
sugeria la existencia de 24.500 especies de orquideas. La mayor diversidad esta concentrada en las
zonas tropicales y subtropicales pudiendo crecer como epifitas, terrestres, lacustres, rupicolas, humi-
colas y subterraneas (Jonhson 1992).

En Argentina crecen como nativas 246 especies de 75 géneros (Zuluaga & Morrone 1999). Para la
provincia de Salta se han registrado 88 especies (Carbo y Barni, 2002), en Misiones 154 (Insaurralde y
Gonzalez, 2002), en la Patagonia 25 (Zuloaga & Morrone, 1999) y unas 17 para Cérdoba (Cocucci, 2002).

En el herbario de la FCA-UNER existen registros de 5 especies de orchidaceae (Chlorea membrana-
cea; Cyclopogon elatus; Cyclopogon apticus; Geoblasta pennicillata; Brachystele camporum) si bien
existen registros de otros géneros como Oncidium, Brassavola, Cyclopogon, Chlorea, Habenaria y Pe-
lexia bonariensis. lsaurralde y Radins, 2007 en el libro Misiones Orquideas cita como area de distribu-
cion a 11 orquideas para la provincia de Entre Rios. Por referencia de viveristas de la ciudad de Parana
y Concordia (E. Rios), se sabe que muchas de las especies nativas de Misiones se cultivan en Entre
Rios sin mayores problemas. Los coleccionistas y aficionados de asociaciones de orquididfilos cuentan
con varias especies nativas en cultivo en sus colecciones. Ademas, desde hace dos afios aproximada-
mente se esta cultivando por coleccionistas y disponible el ejemplar tipo en el Vivero Irupe de la ciudad
de Parana, Gomesa bifolia federal, especie hibrido natural hallado en Entre Rios, el cual difiere del G.
bifolia comun por sus pétalos de color rojo vinaceo intenso.

La propagacién de las orquideas se realiza en forma agamica y por semillas. A través de la técnica
de cultivo “in vitro” se pueden obtener un gran numero de plantas, transformandose en una valiosa
herramienta cuando se trata de propagar especies en peligro de extincion (Flachsland et al., 1996) o
hibridos desde el punto de vista comercial (Penningsfeld, 1985; Kangilal et al., 1999; APO, 2007) o del
mantenimiento de la biodiversidad (Pritchard, 1990).

Muchas plantas de orquideas han desaparecido y nos enfrentamos al peligro de perder especies
completas. Las orquideas deben competir con la agricultura, el crecimiento urbano y la industria (Dres-
ler, 2005). Gran parte de la vegetacion natural de los paises latinoamericanos ha desaparecido y la
presion a favor de la agricultura y la urbanizaciéon es muy probable que no vaya a disminuir.

Existe un creciente reconocimiento de la diversidad biolégica como un bien global de vital importan-
cia y valor para las generaciones presentes y futuras. Sin embargo, los factores de amenaza antrépicos
tanto a nivel de especies o de ecosistemas nunca habian sido tan impactantes como en la actualidad.
Este hecho tiene grandes implicaciones para el desarrollo econdémico y social, motivo por el cual deben
tomarse medidas urgentes en todas partes del mundo con miras a salvaguardar el patrimonio biolégico
mundial (Wyse Jackson y Sutherland, 2000).

Las técnicas de cultivos de tejidos vegetales han demostrado ser un importante procedimiento en la
multiplicacion, mejoramiento y la conservacion de plantas utiles al hombre (Pierik, 1990; Roca y Mro-
ginsky, 1991; Flaschland, 1996; Chrispeels y Sadava, 2002; Echenique et al., 2004). Por otra parte el
acelerado ritmo con que se destruyen, alteran y fragmentan los ambientes naturales, hace necesario
desarrollar estrategias alternativas, como la micropropagacion, para conseguir una multiplicacion mas
eficiente de aquellas especies en peligro de extincion (Bonomo y Molina, 2006; Romero-Tirado et al.,
2007; Flores-Escobar et al., 2008).

Este proyecto de investigacion se enmarca dentro de la investigacion basica y aplicada con transfe-
rencia, habiendo planteado las siguientes hipotesis o justificacion:
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- La produccidn de plantas de orquideas nativas por micropropagacion contribuira a la preservacion
de las especies.

- El desarrollo de protocolos para la generacion y establecimiento de plantitas contribuira a la conser-
vacién de germoplasma y formacién de bancos “in vitro”.

- La transferencia a cultivadores, viveristas y publico contribuira a la toma de conciencia de la preser-
vacioén de especies nativas y compra de plantas producidas por esta técnica.

- Los Jardines Botanicos del pais podran disponer de plantas de orquideas para su conservacion y
preservacion.

Objetivos

El objetivo principal del proyecto es propagar por técnicas de cultivo “in vitro” especies de orquideas
nativas de interés para la provincia de Entre Rios, hasta la etapa de aclimatacion de plantas en mace-
tas. Para ello se propuso:

* Eficientizar la produccion de protocormos y el establecimiento de plantitas in vitro.

* Producir desarrollo de multiples yemas o cuerpo similares a protocormos (PLBs, Protocorm Like
Bodies), a partir de distintos explantos y/o de germinaciéon de semillas con diferentes combinaciones
hormonales para inducir la formacioén de callos y los PLBs.

* Constituir un banco de germoplasma de semillas de orquideas

* Confeccionar los protocolos de micropropagacion y de la etapa de aclimatacion de plantas (rustica-
cion “ex vitro”) para las especies evaluadas.

* Fomentar, las técnicas de propagacion de plantas de orquideas por cultivo “in vitro”, a través de
charlas técnicas a viveristas y aficionados al cultivo de orquideas.

* Proveer plantas de orquideas nativas para su plantacién en el Jardin Botanico de Oro Verde y otros
Jardines del pais.

Materiales y métodos

Se brinda una sintesis de las metodologias empleadas en los principales titulos que se informan en
resultados, debiendo considerarse que muchos aspectos metodolégicos han sido publicados y otros
protocolizados para trabajos en laboratorio o gabinete.

Coleccién de referencia y banco de germoplasma de orquideas (BGo)

Se mantiene una coleccion de referencia de individuos adultos de orquideas, los cuales se obtienen
por distintas vias: donaciones de aficionados, compras en vivero, decomisos de plantas (Direccién
Recursos Naturales de Entre Rios), colecta en lugares pristinos o sitios poco modificados. En este
caso se tiene elaborada una ficha de registro de datos del lugar y condiciones de habitat en que se
encuentra el ejemplar, identificacion y estado fenoldgico. Toda la coleccién se mantiene con etiquetas
rotuladas con las siglas crR-13 (que hace referencia a la coleccion de referencia y numero del ejem-
plar) y a su vez en una planilla de doble entrada se vuelca toda la informacion de cada ejemplar. Esta
coleccién se utiliza para hacer cruzamientos (alogamia y autogamia) y obtener frutos con semilla de
origen conocido.

Una de las actividades sustantivas del proyecto fue la constitucion de un Banco de Germoplasma de
semillas de orquideas (BGO) para lo cual se cre6 de un Catélogo de Accesidon de muestras que funciona
con una base de datos “ad hoc” que se actualiza periddicamente y tiene asociados 31 descriptores para
cada registro. La conservacion de las muestras en el tiempo se realiza en frio (5 1 °C) con las semillas
guardadas en envases pequefios de vidrio con tapa de goma y debidamente rotulados. Estos envases
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se guardan en uno mayor con tapa hermética y dentro del cual se coloca silicagel para mantener baja
la humedad (Figura 1).

FIGURA 1. Detalle del sistema de almacenamiento de las semillas de orquideas, para su guarda en heladera (5 °C)

La determinacion periédica de la viabilidad de las semillas es un dato importante a evaluar para co-
nocer el grado de conservacion de las muestras y mas aun teniendo en cuenta el pequefio tamarfio de
las semillas y el desarrollo de un embrién inmaduro sin endosperma (Arditti y Ernst, 1993). A los fines
de comprobar la conservacion de las semillas en el tiempo, se realizan pruebas de viabilidad a lo largo
del tiempo de almacenamiento (Lallana y Garcia, 2012) y se determina la longevidad de las muestras.
La viabilidad de las semillas se evalia mediante la prueba de tetrazolio (Singh, 1981, Vujanovic et al.
2000, Preti et al. 2013, Garcia y Lallana, 2014). La técnica empleada consiste en tomar una alicuota de
2 a 4 mg de semillas que se colocan en un vial con agua destilada durante 24 h en imbibicién, luego se
extrae el agua y se agrega solucion de 2,3,5 trifenil de tetrazolium al 0,5 %, incubando en oscuridad a 33
°C durante 24 h (Singh, 1981, Lallana y Garcia, 2012). El recuento bajo lupa binocular se realiza en cajas
de Petri, colocando debajo de la caja una cuadricula (0,5 x 0,5 cm) y contando diez cuadros al azar.
Se consideraron semillas viables aquellas que presentan una coloracion de rosado a rojo oscuro; y no
viables las semillas blancas o sin tincion con embrién visible. Los datos se expresaron en porcentaje de
semillas viables. Simultaneamente se evalta el nimero de semillas vanas de las muestras, las cuales
resulta imposible separar antes del analisis de viabilidad, para trabajar con semillas puras tal cual lo
establecen las normas ISTA (2012). De esta forma al nimero de semillas viables y no viables se suma el
numero de semillas vanas y se obtiene el total de semillas de la muestra y sobre este valor se calcula
el porcentaje de semillas vanas de la muestra.

Gran parte de las semillas ingresadas al BGO son evaluadas como ya se indicé en cuanto a su
viabilidad y se les efectuan registros fotograficos previos a la prueba de viabilidad, y posteriormente.
Se toman fotos con un microscopio digital manual “Supereyes” con una magnificacion de hasta 200
aumentos, sobre una escala de referencia (1mm x 1 mm cada cuadrado) y se almacena la informacion
digital en carpetas identificadas por el numero de ID del Catalogo de Accesién. También se efectua la
descripcion botanica de la forma y color de las semillas.

Para las mediciones de semillas, se toma una pequefia alicuota de una muestra de semillas con
espatula de acero inoxidable y se coloca sobre papel de acetato impreso con escala milimetrada (Fi-
gura 2), montado sobre una platina de acetato translicida. Luego sobre el dispositivo de montaje de
las muestras se toman entre 20 y 40 microfotografias mediante microscopio digital manual “Supereyes”
utilizando una ampliacién equivalente a 160 aumentos. Las mediciones de la semilla y del embrion (de
Sus ejes mayores y menores) se realizan sobre las microfotografias digitales, mediante el software de
cédigo abierto de dominio publico Image J (Ferreira & Rasband, 2011), para lo cual, primeramente en
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cada imagen, se determina la escala correspondiente tomando como referencia la escala milimetrada
presente en el papel de acetato. Para el calculo de las dimensiones fisicas de la semilla y embrién se
utilizan las ecuaciones propuestas por Arditti (1979).

FIGURA 2. Microfotografias de semillas de Gomesa bifolia (izquierda) con cuadricula de referencia y semillas no
viables (sin color) y tefiidas (color rojo, semillas viables) de Bletilla striatia (derecha)

Una sintesis metodolégica del esquema de funcionamiento se presenta en la (Figura 3), donde se
indican las principales actividades y puntos de control y generacién de informacion (Base de Datos).

FIGURA 3. Esquema general del funcionamiento de la Coleccion de Referencia de plantas y Banco de
germoplasma del PID 2144, indicando los pasos donde se genera informacion para las distintas bases de datos (BD)
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Ensayos “in vitro”

El cultivo de tejidos “in vitro” consiste en sembrar explantos (semillas, secciones de 6rganos) en me-
dio de cultivo semisdlido o liquido segun el requerimiento de la especie a cultivar. Existen numerosos
medios para el cultivo de semillas de orquideas, siendo los mas usados Knudson (1946), Vacin & Went
(1949) y Murashige & Skoog (1962) -M&S-. De los tres citados, el que mejor resultado ha dado para los
géneros comunes ha sido el M&S diluido al 50 % manteniendo el nivel de sacarosa en 3% (Flachsland
et al., 1996).

La metodologia que utilizamos para confeccionar el medio basico M&S (1962), suplementado con
vitaminas y aminoacidos consiste en preparar una solucién concentrada (x 10), fraccionada de a 50 o
100 cC en envases plasticos, los cuales son tapados y almacenados a temperatura bajo cero (freezer).
Al momento de iniciar una experiencia (ensayo) se retira del freezer un envase, se descongela la solu-
cion, se toma la alicuota correspondiente (50 6100 cc L-1) segun la concentracion del medio de cultivo a
preparar, se lo suplementa con sacarosa y segun los requerimientos, con fertilizante, carbén activado,
agar agar tipo Britania (para medios semisélidos). Se regula su pH (5,6-5,8) y controla la conductividad.

Los medios de cultivo y recipientes de vidrio utilizados para la siembra y repiques se esterilizan en
autoclave a 121 °C y 1 kg cm2 de presion durante 15 minutos. La desinfeccion de semillas, siembras y
repiques se efectia en camara de flujo laminar horizontal para garantizar las condiciones de asepsia.

Germinacion “in vitro”

La germinacion de las semillas de orquideas en condiciones de asepsia, se efectia en medio de cul-
tivo semisdlido de M&S a la mitad de la concentracién en cajas de petri de 5 cm de diametro. Previo
a la siembra se realiza la desinfeccion de las semillas de acuerdo a protocolos ya establecidos y que
consiste basicamente en someter las semillas a una solucién con hipoclorito de sodio o calcio y tres
lavados con agua destilada (Mweetwa et al., 2008; McKendrick, 2000, Billard et al. 2014b). Las cajas de
Petri se rotulan y sellan en el contorno con una cinta adhesiva y en la base se coloca una cuadricula (1
cm x 1 cm) de acetato para facilitar el proceso de recuento de las semillas germinadas en 3 cuadros por
caja. La germinacion se evallua a partir de los 10 dias y durante un mes aproximadamente —dos o tres
veces— segun las especies, realizando observaciones bajo lupa binocular de cada caja y contando los
distintos estados de desarrollo segun las etapas establecidas por (Mitchell, 1989): Etapa 1: crecimiento
del embridn (protocormo) y ruptura de testa; Etapa 2: desarrollo del protocormo y aparicion de rizoides;
Etapa 3: crecimiento rapido del protocormo y desarrollo de una yema apical y Etapa 4: aparicién de
hojas y el desarrollo de raices

Desinfeccidn, siembra y repique de explantos

Se seleccionaron 6rganos de reserva de plantas cultivadas en invernaculo, se procedi6 a su desinfec-
cion y obtencién de segmentos por cortes transversales clasificandolos en zona basal, media y apical.
Se los desinfecté y sembré en medio de cultivo semisdlido.

Se trabajé con secciones de pseudobulbos y brotes axilares de plantas cultivadas en invernaculo. Se
lavaron y secaron primero con agua jabonosa, luego se desinfecté con hipoclorito de sodio para poder
ser sembrados en condiciones de asepsia.

A partir de material cultivado en condiciones de asepsia se procedié a seleccionar segmentos noda-
les los que fueron llevados a diferentes medios de cultivo, uno de ellos con la auxina IBA (acido indol
butirico) con el objetivo de favorecer el desarrollo de raices. En otra experiencia se partié de apices
vegetativos los que fueron repicados a medios de cultivo suplementado con las auxinas acido indol
butirico y acido naftalen acético.

De manera periddica se realizan repiques de los explantos sembrados para asegurar la correcta asi-
milacion de los nutrientes provistos por los medios de cultivo. En esta etapa se puede utilizar el mismo
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medio de cultivo fresco o cambiar alguno de sus componentes (por ejemplo agregado de fertilizantes
comerciales) teniendo en cuenta la etapa de desarrollo en que se encuentre el explanto.

De acuerdo al tipo de crecimiento de las plantas se debe seleccionar el recipiente adecuado, por
ejemplo para Trichocentrum jonesianum, una vez obtenida la plantula completa a partir de semillas se
los repico a tubos que contenian medio de cultivo semisdélido inclinado (pico de flauta) para favorecer el
desarrollo de las hojas que naturalmente crecen hacia abajo.

Segun el tiempo en que permaneceran las plantas en el mismo recipiente (previo a la etapa de acli-
matacion) es la cantidad de medio que se coloca en los recipientes de vidrio.

Ensayos de aclimatacion

La aclimatacion de plantas cultivadas “in vitro” es la ultima fase del proceso de micropropagacion y es
considerada una etapa critica donde se determina la sobrevivencia y establecimiento de plantulas (Le-
sar et al., 2012). Es una etapa critica ya que implica cambios drasticos en la condicion de cultivo para
las plantas, la cual puede provocar estrés y muerte. Durante el cultivo “in vitro” las plantas presentan
un crecimiento anormal con cambios de tipo morfolégico, anatémico y fisioldgico (Cafal et al., 2001).

Se procedi6 a probar diferentes técnicas y sustratos para el cultivo de orquideas, con el fin de favore-
cer el proceso de aclimatacion y establecimiento de las plantas. Gran parte de la bibliografia sobre acli-
matacién de orquideas esta basada en la utilizacion de distintos tipos y mezclas de sustratos inertes,
condiciones controladas de luz, temperatura y humedad (Vidoz et al. 1999; Tadeu de Faria et al., 2001;
Deb e Imchen, 2010; Francisco Nava et al., 2011). El proceso debe hacerse en forma gradual y tarda al-
rededor de dos a tres meses para que las plantitas puedan aclimatarse en condiciones de invernaculo.

Las plantas provenientes de distintos ensayos con tiempos variables de cultivo “in vitro”, son retira-
das con pinzas de los frascos de cultivo y se lavan cuidadosamente con agua destilada para separar
los restos de medio de cultivo que pudieran permanecer adheridos a las mismas. Luego se toman
medidas del nimero y longitud de hojas y raices y se fotografian. Posteriormente, en algunos casos se
aplicé fungicida (Carbendazim) mediante inmersion de las plantitas o bien a posteriori con pulverizador
manual. Luego las plantas se acondicionan en vasos de Tergopor® (6 cm diametro x 10 cm alto) conte-
niendo la mitad de su volumen cubierto con sustrato de piedra negra partida, humedecido a saturacion
y colocados en una bolsa plastica atada en su extremo para formar un efecto de camara humeda evi-
tando el estrés de las plantitas. En otros casos las plantas se colocaron en macetas plasticas pequefas
con lecho de musgo de Sphagnum y envueltos como en el caso anterior (camara hiumeda), permane-
ciendo en estas condiciones por 48-72 h en laboratorio. Concluida esta primera etapa de aclimatacion
las plantas de especies de habitat epifito, se montan en palos pequefios de 1 a 2 cm de diametro y 15
cm de longitud (usando especies de bignonia, eucaliptus, roble, pino, segun disponibilidad). Las plan-
tas montadas en palo se colocan en una bandeja amplia, con 1 cm de agua en la base y se tapan con
un nylon, para lograr una camara humeda, la cual no es del todo cerrada, ya que por los costados se
permite intercambio de aire. En estas condiciones de laboratorio con luz natural difusa se mantienen
durante 4 a 7 dias y luego se llevan a un umbraculo en el invernaculo, donde permanecen otra semana
0 10 dias, para luego ser colocadas sobre una pared sombreada del invernaculo.

Para algunas especies (Trichocentrum jonesianum, Cattleya hibrida) se procedié de manera parti-
cular para el montaje en palo disponiendo los mismos en un plano de 45° con un soporte de alambre
en ambos extremos para lograr esa inclinacion. En los otros casos los palos son colocados en posicion
vertical.

Para el caso de orquideas terrestres se realiza el mismo procedimiento, pero en vez de ser montadas
en palos, se acondicionan en bandejas multicelda o en macetitas de plastico con diferentes sustratos
comerciales o mezclas preparadas, a base principalmente de corteza de pino, musgo de Sphagnum
y cascara de arroz. También permanecen en condiciones de laboratorio los primeros dias y luego se
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llevan a invernaculo, se riegan una o dos veces al dia y son pulverizadas con fertilizantes comerciales
(20-20-20) una vez por mes y se controla la presencia de plagas y de babosas.

Para cada ensayo se lleva un control de supervivencia de plantas en invernaculo a partir del nUmero
inicial de plantas y del registro periddico (30-45 dias) de plantas muertas. Se calcula el porcentaje de
supervivencia en cada fecha y se grafica su evolucién en el tiempo. Se efectian también registros foto-
graficos y evaluaciones del crecimiento y estado de desarrollo de las plantas.

Sintesis de Resultados

Colecciodn de referencia y Banco de Germoplasma de Orquideas (BGO)

En la Tabla 1, se presenta la evolucion anual de indicadores del BGO y la coleccion de referencia. Dado
el pequeno tamano del material biolégico con que se trabaja, se requiere meticulosidad, orden, disefo
y organizacion para lograr el mantenimiento del BGO y sus bases de datos actualizadas y consisten-
tes. Todos los ensayos de laboratorio basan su identidad en funcion del ID del Catdlogo de accesion
de muestras, el cual se mantiene en forma inequivoca y no repetitiva, aunque se cuente con ingresos
de varias muestras de las misma especie en distintos tiempos. El método de trabajo empleado para la
organizacién y funcionamiento del BGo ha sido comunicado en dos reuniones cientificas (De La Cruz
y Lallana, 2012; Shimpf y Lallana, 2013a). Las semillas de orquideas existentes en el BGO a agosto de
2014 se listan en la Tabla 2.

TABLA 1. Evolucién anual de algunos indicadores del Banco de Germoplasma de semillas de orquideas
de la FCA-UNER

N° Denominacién 2010 2011 2012 2013 2014 Total
1 Catalogo de accesion 8o 130 224 251 287 287
1.1 Semillas de especies sin repetir 27 53 63 59 59
1.2 Semiillas de Hibridos 15 36 44 50 50
1.3 Semillas
1.3.1. Dimensiones fisicas 6 10 10
1.3.2. Microfotografias 16 22 26 26
2 Coleccién de referencia 32 45 50 54 54

Durante los afios 2013 y 2014 se realizaron mediciones y descripciones de caracteres morfométricos
de semillas de especies epifitas y terrestres de orquideas nativas de Argentina, disponibles en el BGO.
Las especies epifitas estudiadas fueron: Gomesa bifolia, Gomesa bifolia “Pétalos amarillos”, Gomesa
longicornu, Gomesa paranaensis, Gomesa viperina, Oncidium fimbriatum vy las terrestres Bipinnula
pennicillata, Chloraea philippii, Chloraea membranacea, Cyclopogon elatus. Los resultados de las di-
mensiones fisicas de semillas y embriones se resumen en las Tablas 3 y 4.
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TABLA 2. Semillas de especies (sin repetir) de orquideas existentes en el Banco de Germoplasma
del PID 2144 a agosto de 2014

N° Género y especie Nativa Arg. | N° Muestras
1 Acianthera pubescens (lindl.) Pridgeon & M.W. Chase si 1
2 Acianthera saundersiana (Rchb. f.) Pridgeon & M.W. Chase si 1
3 Arundina bambusifolia Lindl. no 1
4 Bifrenaria aureo-fulva (Hook.) Lindl. no 2
5 Bifrenaria tetragona (Lindl.) Schitr. no 1
6 Bipinnula pennicillata (Rchb. f.) Sisternas & Salazar si 2
7 Bletilla striata (Thunb.) Rchb. f. no 7
8 Brasiliorchis picta (Hook.) R.B. Singer, S. Koehler & Carnevali si 1
9 Brassavola tuberculata Hook. si 3
10 Bulbophyllum rothschildianum (O’Brien) J.J. Sm. no 2
11 Campylocentrum aromaticum Barb. Rodr. si 1
12 Cattleya forbesii Lindl. no 1
13 Cattleya intermedia Graham ex Hook. no 4
14 Cattleya leopoldii Verschzaff. ex Lem. f. caerulea (L.C. Menezes) Si

F. Barros & J.A.N. Bat.
15 Cattleya nobilior Rchb. F. no 2
16 Cattleya walkeriana Gardner no 1
17 Chloraea membranacea Lindl. Si 16
18 Chloraea philippii Rchb. f. Si
19 Cyclopogon elatus(Sw.) Schiltr. Si 4
20 Cyrtopodium palmifrons Rchb. F. & Warm. si 1
21 Dendrobium kingianum Bidwill ex Lindl. no 2
22 Dendrobium kingianum var. Alba no 1
23 Encyclia argentinensis (R. Speg.) Hoehne si 1
24 Epidendrum campaccii Hagsater & L.Sanchez no 2
25 Epidendrum ibaguense Kunth no 9
26 Epidendrum paniculatum Ruiz & Pav. no 1
27 Epidendrum puniceoluteum F. Pinheiro & F. Barros no 2
28 Epidendrum revolutum Barb.Rodr. no 1
29 Epidendrum secundum Jacq. f. albescens (Pabst) F. Barros no 1
30 Gomesa bifolia (Sims) M.W. Chase & N.H. Williams Si 29
31 Gomesa flexuosa (Sims) M.W. Chase & N.H. Williams si 2
32 Gomesa longicornu (Mutel) M.W. Chase & N.H. Williams si 2
33 Gomesa paranaensis (Kraenzl.) M.W. Chase & N.H. Williams Si 1
34 Gomesa viperina (Lindl.) M.W. Chase & N.H. Williams si 1
35 Grandiphyllum pulvinatum (Lindl.) Docha Neto si 1
36 Isabelia pulchella (Kraenzl.) C. Berg & M.W. Chase no 1
37 Isochilus linearis (Jacq.) R. Br. si 2
38 Leptotes unicolor Barb. Rodr. si 1
39 Microlaelia lundii (Rchb. f. & Warm. ex Rchb. f.) Chiron & V.P. Castro si 1

La tabla continta en pagina siguiente »»
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40 Miltonia flavescens Lindl. Si 2
41 Miltonia regnellii f. alba (Tessmer) Roeth no 1
42 Myrmecophila tibicinis (Batem.) Rolfe. no 2
43 Neobenthamia gracilis Rolfe no 1
44 Oncidium bifolium Sims var. majus Hort si 2
45 Oncidium croesus Rchb. F no 1
46 Oncidium fimbriatum Lindl. si 1
47 Oncidium oblongatum no 1
48 Papilionanthe teres (Roxb.) Schitr. no 4
49 Polystachya concreta (Jacq.) Garay & Sweet si 3
50 Prosthechea lineata no 1
51 Pteroglossa roseoalba no 1
52 Rhyncholaelia digbyana (Lindl.) Schitr. no 1
53 Rodriguezia decora (Lem.) Rchb. F. si 1
54 Skeptrostachys paraguayensis (Rchb. f.) Garay si 1
55 Sophronitis cernua Lindl. si 2
56 Trichocentrum cebolleta (Jacq.) M.W. Chase & N.H. Williams Si 1
57 Trichocentrum jonesianum (Rchb. f.) M.W. Chase & N.H. Williams si 2
58 Zygopetalum maxillare Lodd. si 1
59 Zygopetalum triste no 1

TABLA 3. Largo y ancho de semillas de orquideas, relacion largo ancho (L/A) y célculo del porcentaje de aire.
n=numero de mediciones

Semilla
Especie n | Largo (mm) | Ancho (mm) L/A Volumen (mm3) | % Aire
Gomesa bifolia 13 0,395 0,071 5,816 0,000544 40
G. bifolia “Pétalos amarillos” | 10 0,262 0,064 4,280 0,000296 31
Oncidium fimbriatum 13 0,313 0,072 4,374 0,000426 28
G. longicornu 11 0,328 0,056 5,993 0,000277 46
G. paranaensis 1 0,326 0,073 4,455 0,000472 41
G. viperina 15 0,344 0,072 4,882 0,000467 53
Chloraea philippii 22 0,782 0,226 3,469 0,01042 85
Bipinnula pennicillata 23 0,805 0,124 6,501 0,00323 60
Chloraea membranacea 17 0,395 0,145 2,722 0,00219 42
Cyclopogon elatus 18 0,690 0,091 7,612 0,00148 46
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TABLA 4. Largo y ancho del embrion de semillas de orquideas, relacion largo ancho (L/A) y relacion del volumen
de la semilla / volumen del embrién. n= numero de mediciones

Embrion
Especie n Largo Ancho L/A Volumen Vol semilla/vol
(mm) (mm) (mms) embrién

Gomesa bifolia 13 0,183 0,057 3,355 0,000331 1,76
G. bifolia “Pétalos amarillos” | 10 0,142 0,051 2,020 0,000202 1,53
Oncidium fimbriatum 13 0,164 0,059 2,803 0,000304 1,46
G. longicornu 1 0,125 0,047 2,681 0,000156 2,03
G. paranaensis 11 0,140 0,061 2,310 0,000274 1,74
G. viperina 15 0,130 0,056 2,339 0,000221 2,34
Chloraea philippii 22 0,208 0,117 1,784 0,00149

Bipinnula pennicillata 23 0,247 0,099 2,486 0,00127

Chloraeca membranacea 17 0,163 0,121 1,342 0,00125

Cyclopogon elatus 18 0,201 0,086 2,321 0,00079

Las semillas de orquideas son muy pequenas, extremadamente livianas, y producidas en gran nu-
mero. Las caracteristicas de la semilla condicionan su capacidad de dispersion, y por ende el éxito de
su supervivencia. El embrién ocupa solo un pequefio espacio dentro de la cubierta seminal, el espacio
remanente se encuentra lleno de aire. Como resultado, las semillas pueden permanecer en el aire por
largos periodos lo cual facilita su dispersién a varios kilémetros (Arditti y Ghani, 2000). Las semillas de
orquidea no poseen ningun tipo de reservas o endosperma, y encierran embriones indiferenciados con
una cubierta seminal transparente. La testa y el embridn de diferentes taxones de Orchidaceae pueden
variar en sus dimensiones, forma, color y en la proporcién de sus volumenes, lo cual puede explicar su
capacidad de dispersion (Arditti et al., 1980, Augustine et al., 2001).

Un trabajo realizado sobre 5 especies y una variedad del genero Gomesa (Gomesa bifolia, G. bifolia
“Pétalos amarillo”, Oncidium fimbriatum, G. longicornu, G. paranaense y G. viperina), nativas del Litoral
Argentino (Shimpf y Lallana, 2013b) indicé que las 5 especies presentan semillas color amarillo claro,
los embriones varian entre el verde claro y al amarillo claro. La mayor relacion largo/ancho es la de G.
longicornu, y la menor correspondio a G. bifolia “petalos amarillo”. El rango de volumenes fue desde
5,44*10% mm3 a 2,77*104 mms3. El valor mas alto correspondioé a G. bifolia y el menor valor G. longicornu.
La mayor relacion volumen semilla/volumen embrion correspondio a G. viperina y el menor a O. fimbria-
tum, y las semillas con la mayor proporcién de aire fueron las de G. viperina, y con menor proporcion
O. fimbriatum (Figura 4).
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FIGURA 4. Microfotografias de semillas de Gomesa viperina (E)y Oncidium fimbriatum. (F)

A partir de los estudios realizados en las ultimas 4 especies de las Tabla 3 y 4, se elaboré un trabajo
(Di Persia y Lallana, 2014), enviado recientemente a publicacion, donde se encontré que las semillas de
cuatro especies de orquideas terrestres nativas de argentina presentaron, en general, forma ahusada
a levemente ahusada, tanto alargadas como truncadas, con colores del pardo a amarillo y sus volume-
nes variaron entre 0,01 mms3 (Chloraea philippii) y 0,001 mm3 (Cyclopogon elatus). La estructura de la
testa es reticulada para todas las especies, excepto para C. elatus siendo ésta estriada. C. philippii es
la que presento el mayor porcentaje de aire (85,72 %), mientras que Chloraea membranacea el menor
(42,61%). C. philippii presento el mayor tamafio de semilla y embrién y C. elatus los menores. Bipinnula
pennicillata presentd mayor longitud de semilla y embrién. La presencia de testa reticulada result6 co-
mun en tres de las especies analizadas, mientras que C. elatus present6 testa estriada (Figura 5). Sus
volumenes varian entre 0,01 mm?3y 0,001 mm3 (Figura 6).

FIGURA 5. Microfotografias de las semillas de orquideas terrestres (a, b, c y d), donde se
observa claramente la posicion y tamafo del embrién ocupando la parte central y de color
mas oscuro de la imagen y la estructura reticulada de la testaen b, cy d
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FIGURA 6. Representacion grafica de los valores promedios del volumen de aire de las semillas de 4 orquideas
terrestres. Cyc ela: Cyclopogon elatus; Bip pen: Bipinnula pennicillata; Chl mem: Chloraea membranacea y Chl
phi: Chloraea philippii

Viabilidad y longevidad
Se trabajé en la elaboracién de un protocolo para la prueba de viabilidad de semillas de orquideas, te-
niendo en cuenta que las normas ISTA, 2012, no tratan en particular a estas semillas y que de la revision
de trabajos surge que existen marcadas diferencias en la forma que se realizan los ensayos, tiempos de
exposicion al tetrazolio, concentracion de la sal empleada, entre otros. A partir de la experiencia acumula-
da en la innumerable cantidad de analisis realizados durante el desarrollo del proyecto (37 informes técni-
cos), se trabajé en la redaccion de un protocolo que fue recientemente publicado (Garcia y Lallana, 2014).
Asimismo se inicié la evaluacion de longevidad de las semillas de algunas especies e hibridos al-
macenadas en el BGO, de las cuales se disponia de 5 0 mas ensayos de viabilidad en el tiempo. Las
semillas analizadas en este informe pertenecen a un hibrido intergenérico y cinco especies (Tabla 5).

TABLA 5. Codigos de identificacion (1D) de las semillas almacenadas en el Banco de Germoplasma
de Orquideas de la FCA-UNER

ID Género y especie
51 Gomesa bifolia (Sims) M.W. Chase & N.H. Williams
83 G. bifolia pétalos amarillos

86 Gomesa longicornu (Mutel) M.\W. Chase & N.H. Williams
219 Trichocentrum jonesianum (Rchb. f.) M.W. Chase & N.H. Williams

43 Papilionanthe teres (Roxb.) Schitr.

61 Cattleya leopoldii x C. intermedia Graham ex Hook.
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Para cada muestra se graficd en el tiempo los porcentajes de viabilidad y se calculo la ecuacion de
ajuste y el coeficiente de regresion (Figura 7). Las muestras del género Gomesa (ID 51, 83 y 86) presen-
tan poca pérdida de viabilidad en el tiempo (2 a 15%). En el resto de las muestras los porcentajes de
pérdidas entre la situacion inicial y final fueron mayores (entre 18 y 51%). La pérdida de viabilidad en la
mayoria de las especies estudiadas fue en forma gradual y leve en el tiempo (Figura 7).

FIGURA 7. Curvas de ajuste para la viabilidad (%) en funcién del tiempo (meses) de almacenamiento en frio
de semillas de orquideas

El método de almacenamiento empleado, sin secado previo, permitié la conservacion de las semillas
de orquideas por largos periodos (1 a 4 afnos) sin grandes pérdidas de viabilidad, siendo de bajo costo
y sencillo de implementar.

En numerosos trabajos (Lauzer et al., 1994; Vujanovic et al., 2000; Mufioz y Jiménez, 2008) se cita
que muchas veces no hay relacién entre los valores de viabilidad determinados por la prueba topografi-
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ca del tetrazolio y los valores de germinacion asimbidtica que se obtienen en el laboratorio. Ello puede
deberse entre otros motivos a que el proceso de desinfeccion de las semillas y la posterior prueba de
viabilidad, puede afectar a las semillas disminuyendo la cantidad de semillas viables (Salazar-Merca-
do 2012, Dalzotto et al., 2012, Dalzotto y Lallana 2013a). Este aspecto fue estudiado en particular en
Gomesa bifolia pétalos amarillos (Dalzotto et al. 2013) y se observd que a medida que aumentaba la
concentracion de hipoclorito de sodio en el proceso de desinfeccion de las semillas, disminy6 drasti-
camente el porcentaje de viabilidad (Figura 8). Algo similar se evalué en Trichocentrum jonesianum
(Lallana y Garcia, 2013) donde los pretratamientos con hipoclorito de sodio disminuyeron el porcentaje
de viabilidad significativamente respecto al testigo.

FIGURA 8. Evolucion del porcentaje (%) de semillas viables y no viables de Gomesa bifolia pétalos amarillos
en funcion de la concentracion de hipoclorito de sodio usada como solucién desinfectante de las semillas

A partir de la recopilacion de datos disponibles en el proyecto se elaboré la Tabla 6 y luego se aplico
un analisis de regresion entre los valores del porcentaje de viabilidad y el de germinacién (Figura g).

TABLA 6. Valores promedios de viabilidad (V) y geminacion (G) expresados en porcentaje de varios ensayos

de germinacion con su respectiva prueba de viabilidad

ID Fecha de siembra | Especie / Hibrido V (%) G (%)
84 15/03/11 Gomesa bifola “pétalos amarillo” 98 96
86 15/03/11 Gomesa longicorna 96 99
87 15/03/11 Gomesa bifolium “federal” 99 100
102 19/04/11 Cattleya leopoldii 7 29,5
106 20/09/11 Epidendrum (difformis) campacci 94 95
106 20/09/11 Epidendrum (difformis) campacci 96 93
39 03/11/11 Geoblasta pennicillata 79,6 49
84 o1/11/11 Oncidium bifolium “pétalos amarillo” 94,3 85,6
86 19/09/12 Oncidium longicornu 81 86,7
190 27/06/12 Oncidium viperinum 60 84,6
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FIGURA 9. Ajuste de datos entre el porcentaje de viabilidad y el porcentaje
de germinacioén de varias muestras de orquideas (Tabla 6)

Con estos pocos datos y para varias especies se encontré una correlacion significativa de r=0,84
entre los porcentajes de viabilidad por tetrazolio y los de germinacion. Es de destacar que en estas
determinaciones la viabilidad se efectua sin tratamiento previo de la semilla con desinfectante.

Respecto a las semillas vanas detectadas en varias muestras (afios 2011y 2012) hemos sistematiza-
do la informacion promedio de los porcentajes de semillas viables, no viables y semillas vanas (Tabla
7). De estos datos surge que a pesar de que las orquideas producen millones de semillas por fruto,
también se detectan valores importantes de semillas vanas (desde o a 41,5%) e incluso variaciones
entre frutos (ej. Bipinnula pennicillata — Tabla 7).

TABLA 7. Valores medios del porcentaje de semillas viables y no viables (Fraccién Pura) y porcentaje de semillas
vanas de varias muestras de semillas de orquideas sometidas a la prueba de viabilidad por tetrazolium

Género y especie % Viables % NO viables | % Vanas
Bipinnula pennicillata 64 36 9,4
Gomesa bifolia var. bifolium 39 61 0,9
Bletilla striata 23 77 41,5
C. leopoldii x C. intermedia 70 30 15
C. intermedia vinicolor x C. intermedia Orlata 23 77 15
L. tenebrosa x L. purpurata 0 100 n/d
Papilionanthe teres 62 38 51
Oncidium bifolium 73 27 2
C. intermedia x C. pdo agucar 97 3 2,5
Gomesa viperina 59 41 33,6
L. tenebrosa x C. intermedia o} 100 n/d
Gomesa bifolia pétalos amarillos 83 17 0,66
C. forbesii x C. pdo agucar 95 5 25
Gomesa longicornu 81 19 8
Gomesa bifélia federal 97 3 o}
Isochilus linearis 91 9 o]
Bipinnula pennicillata (2012 — Fruto 1) 91 9 13
Bipinnula pennicillata (2012 — Fruto 2) 94 6 33

Referencias: C. Cattelya; L. Laelia; n/d, no determinado
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Cultivo “in vitro”

Los ensayos realizados durante cuatro afios totalizan 112, en los cuales se evaluaron 44 especies y 22
hibridos de orquideas. No todos los ensayos conducen a resultados exitosos y se contabilizan también
fracasos debidos a distintas causas: contaminacién, no crecimiento o induccién de raices de partes
vegetativas de las plantas, no germinacion de semillas, entre otros.

Un aspecto importante que se trabajo intensamente para eficientizar el proceso, fue la desinfeccion
de las semillas, previo a la siembra, ya que se parte de semillas almacenadas en el BGO. Los resultados
de estos ensayos han sido publicados en su mayoria (Billard et al., 2013; Dalzotto et al., 2012, Dalzotto
y Lallana 2013b; Billard et al. 2014b) y ademas, han permitido establecer protocolos para la desinfeccién
de frutos y semillas de orquideas (Lamina 1) cuyo procedimiento se detalla a continuacion:

LAMINA 1. Desinfeccion de semillas de orquideas y siembra “in vitro”. A) Extraccion alicuota de semilla;
B) Adicidn de la solucién desinfectante; C) Agitacion a 225 rpm; D) Extraccion solucion desinfectante - enjuague;
E) Siembra, 0,1 ml de agua destilada esterilizada con semilla por caja

Este protocolo de esterilizacion de semillas de orquideas se basa en el método de desinfeccion por
agitacion (Mweetwa et al., 2008) modificado y en el de la jeringuilla con tela de nylon (McKendrick,
2000) modificado.
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1. En la camara de flujo laminar, extraer una alicuota de semillas, con una espatula metalica esteri-
lizada (Lamina 1A).

2. Colocarlas en un tubo de ensayo (esterilizado) de 7 cm de altura con 4 ml de solucién desinfectan-
te (Hipoclorito de Sodio), utilizando jeringa estéril con aguja de sml, en una concentracion de producto
comercial de 0,5%, con el agregado de Tween 20 (0,1%). Posteriormente obturar el tubo con film de
PVvC y colocarlo en un pequefo envase de vidrio (Lamina 1 B).

3. Colocar el envase con el tubo en un agitador orbital a 225 rpm durante 7 minutos y luego se deja
reposar por 8 minutos (Lamina 1 C).

4. En camara de flujo laminar, utilizar jeringas hipodérmica estéril de 1 ml (tuberculina) con aguja,
para extraer la solucion desinfectante (Lamina 1 D)

5. Enjuagar 3 veces las semillas con agua destilada esterilizada. Extraer el agua de lavado con jerin-
ga con aguja de 1 ml, pasando entre cada enjuague 3 minutos, los dos primeros enjuague se adicionara
1 ml de agua destilada esterilizada y la extraccién se efectuara de la misma manera que como se hizo
con la solucién desinfectante; mientras que en el ultimo enjuague se adicionara 5 ml de agua destilada
esterilizada.

6. Para la siembra, se trabaja con micropipeta de 1 ml, regulada a 0,1 ml (en el visor debera indicar
010). Tomar la alicuota de agua destilada esterilizada con semillas, esparcirla sobre el medio de cultivo
estéril, el cual podra ser semisolido ¢ liquido Se tapara cada recipiente (tubos, cajas de petri, frascos).
En el caso de utilizar cajas de petri luego del film se colocara su correspondiente tapa de vidrio, poste-
riormente se la envolvera con film de pvc (Lamina 1 E).

7. Luego llevar a camara de crecimiento a una temperatura de 24 + 1 °C y un fotoperiodo de 16 horas,
con luz grow lux.

Para el cultivo de Bletilla striata se han probado medios de cultivo liquidos con las sales de M&S a la
mitad de la concentracion, para la germinacién de las semillas, logrando la germinaciéon normal sin pro-
blemas de contaminacién y en menor tiempo que la germinacién en medio semisdlido. A partir de estas
semillas germinadas en medio liquido se pueden seleccionar plantitas en distinto estados de desarrollo
(protocormos con dos hojas) para su repique a medio semisolido (Billard et al. 2013).

También se ha ensayado con éxito el uso de fertilizantes comerciales en reemplazo o junto con las
sales basicas de M&S para medios de cultivo usados en repiques de plantas de distintas especies. En
el caso de Gomesa bifolia “federal” (Dalzotto, 2013) concluyd que el medio basal (M&S) suplementado
con azucar refinada y agua de coco junto con el empleo del fertilizante Peter’s 20-20-20 0 10-30-20,
tienen el mismo efecto sobre el crecimiento de G. bifolia “federal”, dando como resultado plantas mas
vigorosas con mayores alturas, numero de raices, peso seco (biomasa aérea, raices y totales) y por-
centaje de plantas con pseudobulbos (Figura 10). Los suplementos utilizados son econémicos y de facil
adquisicion en el mercado. Se obtuvieron plantas aptas para su trasplante “ex vitro”, con buen desarro-
llo radical y tamafio, logrando una alta supervivencia de plantas, con un bajo porcentaje de muerte o
pérdidas por ataque de patégenos (5%).
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FIGURA 10. Plantas de Gomesa bifolia “federal” cultivadas “in vitro” a los g5 dias después del repique

en los diferentes medios de cultivo: T1: MS; T2: MS + agua de coco; T3: MS + agua de coco + fertilizante

(20-20-20); T4: MS + agua de coco + fertilizante (10-30-20)

En Polystachya concreta (Billard et al., 2014a) emplearon distintas concentraciones y tipos de fertili-
zantes inorganicos (Tabla 8), encontrando buena respuesta al crecimiento de las plantas y en particular

favoreciendo el crecimiento de la parte radical (Figura 11).

TABLA 8. Medios de cultivo empleados para los 6 tratamientos (T) y el testigo (To), utilizando sales basicas de
Murashige y Skoog (MS) suplementado con sacarosa

Componentes To T1 T2 T3 T4 Ts T6
MS [] Ya completo 1/2 1/2 1/2 - -
Azucar refinada(g L) 15 30 30 15 15 15 15
Peter 20: 20: 20(g L") -- -- -- 1 - - -
Peter 20: 20: 20(g L) -- -- -- -- -- 1 --
+ Micronutrientes(g L) - - - - - 1 -
Nuquifol *(mL L) -- -- -- -- 3.5 -- 3,5
pH 5,69 5,70 5,72 563 | 6,36 5,65 6,43
Conductividad eléctrica (uS/cm) 3750 3230 1040 771
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FIGURA 11. Fraccién peso seco de raiz por planta (PSR) respecto al peso seco de hoja por planta (PSH) a los 53
dias de cultivo “in vitro” en siete tratamientos (Ver referencias Tabla 8). To (testigo). Los valores negativos deben
leerse como positivos. A la derecha estado de desarrollo de las plantas a los a los 53 dias después del repique
(574 dias de cultivo)

Aclimatacion

En total se realizaron 47 ensayos de aclimatacion, de los cuales 11 fracasaron, obteniéndose 0% de
supervivencia a los pocos dias de haber iniciado los mismos. Las posibles causas de la muerte de las
plantas serian: excesos de frio y/o calor, riego insuficiente y en algunos casos ataques de hongos en
el cuello de las plantas. Los porcentajes de supervivencia agrupados por especies € hibridos (Tabla
9) muestran que los mayores porcentajes (40-100 %) se registraron para los hibridos intragenéricos y
algunas especies como Gomesa bifolia, Polystachya concreta, Cattleya leopoldii y Microlaelia lundii. En
otras especies como un hibrido del genero Dendrobium y otro de D. tipo nobile, Epidendrum campaccii,
Bipinnula pennicillata e Isochilus linearis registraron porcentajes de supervivencia entre o y 30% a los
100 dias de aclimatacion. En la Lamina 2 se muestran fotos del estado de desarrollo de las plantas de
orquideas mantenidas en invernaculo de la FCA-UNER.

TABLA 9. Clasificacion de los ensayos de aclimatacion, en funcién de cuatro rangos porcentuales
de supervivencia de plantas

N° (sin repetir)

Supervivencia N° de ensayos Especies Hibridos
0-10% 13 5 2
11-39 % 11 4 3

40-80% 1 4 5
81-100% 11 4 2
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Gomesa longicornu Gomesa bifolia var. federal Gomesa longicornu
Dias en invernaculo: 979 Dias en invernaculo: 936 Dias en invernaculo: 345

Cattleya intermedia x C. pao azugar Miltonia moreliana x M. bluntii Microlaelia lundii

Dias en invernaculo: 237 Dias en invernaculo: 379 Dias en invernaculo: 212
Trichocentrum jonesianum Epidendrum campacii Polystachya concreta
Dias en invernaculo: 259 Dias en invernaculo: 233

LAmMINA 2. Estado de desarrollo de 7 especies y dos hibridos de orquideas en el invernaculo de la FCA
al mes de octubre de 2014. La mayoria de las especies son epifitas
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Con la especie Trichocentrum jonesianum se efectuaron 5 ensayos de aclimatacién con resultados
disimiles de supervivencia, entre 22 y 95 % (Lamina 2 y Figura 12). En los ensayos de Microlaelia lun-
dii los porcentajes de supervivencia también fueron bajos (21-47 %), siendo una especie de crecimien-
to muy lento y muriendo una cantidad importante de plantas en los primeros 60 dias de aclimatacion
(Lamina 2 y Figura 13).

FIGURA 12. Supervivencia de plantas de Trichocentrum jonesianum en invernaculo, luego del proceso de
aclimatacion. Los nimeros de las lineas hacen referencia al nUmero inicial de plantas de cada ensayo (100 %)

FIGURA 13. Supervivencia de plantas de Microlaelia lundii en invernaculo, luego del proceso de aclimatacion.
Los numeros de las lineas hacen referencia al nimero inicial de plantas de cada ensayo (100 %)
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Para un hibrido del género Cattleya (C. intermedia x C. pao azucar), se establecié un protocolo (La-
mina 3) para el montaje de las plantas en palos (Barsanti y Lallana, 2013), obteniendo un alto porcentaje
de sobrevivencia. Se efectuaron 6 ensayos de aclimatacién en distintas épocas del afo, observando
que los ensayos iniciados en junio de 2013 y junio de 2014 hubo una caida significativa en el numero
de plantas supervivientes (15%), mientras que los ensayos iniciados en los meses primaverales y de
verano se logro porcentajes del 70 al 100 % de supervivencia.

LAMINA 3. Montaje de plantas de Cattleya hibrida en palo y fase final de aclimatacion (g). a) Cultivo “in vitro”,
b) extraccion de plantas, desinfeccion y colocacion en vasos de tergopor (paso 2 y 3, del protocolo),

c) clasificacion de plantas por tamario (paso 4), d) siembra de plantas chicas, en bandejas con musgo

de Sphagnum, €) montaje de las plantas con las raices en intimo contacto con el palo (paso 5), f) imbibicion
de las plantas montadas en palos con musgo de Sphagnum (paso 6) y g) estado de crecimiento de las plantas
y desarrollo del sistema radical firmemente adherido a los palos, a los 300 dias (junio de 2013). Las escalas en
todos los casos corresponden a 1 cm (cuadro negro + cuadro blanco).

FUENTE. Barsanti y Lallana, 2013
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Conclusiones

1) Se logro establecer las bases para la organizacion y puesta en funcionamiento de un Banco de
Germoplasma de Orquideas (BGO), estableciendo protocolos para el ingreso de frutos, cosecha de
semillas, almacenamiento y rotulacion de las muestras, manteniendo al momento un catélogo de acce-
sion con 287 registros.

2) Los analisis periddicos de viabilidad de semillas almacenadas en el BGO han permitido comprobar
que el método de almacenamiento empleado (frio 5 °C), sin secado previo de las muestras, permite la
conservacion de las semillas por largos periodos (1 a 4 afios) sin grandes pérdidas de viabilidad, siendo
de bajo costo y sencillo de implementar.

3) El ajuste de la técnica de cultivo “in vitro” en sus distintas etapas, ha permitido la germinacion de
semillas, multiplicacion y desarrollo de apices vegetativos, crecimiento de plantas completas de 10 es-
pecies epifitas y 5 terrestres de orquideas nativas e hibridos.

4) El proceso de aclimatacién de plantas es complejo y delicado y es una etapa critica de la técnica
de la micropropagacion. La experiencia alcanzada indica que el grado de dificultad fue mayor para las
orquideas terrestres que para las de habito epifito. Se desarrollé un protocolo basico de manejo de las
plantas para la etapa de transicion entre las condiciones de cultivo en camara de crecimiento y el area
de laboratorio (primera etapa de aclimatacion). Se desarrollaron protocolos especificos de aclimatacion
de plantas epifitas.

5) El cultivo “in Vitro” y la posterior aclimatacién de plantas ha demostrado que es posible el uso de
esta tecnologia para producir plantas de orquideas permitiendo el desarrollo de estrategias de conser-
vacion de las especies, evitando la extraccion de plantas de su habitat.

6) La difusion de los resultados del proyecto se logré a través de presentaciones en reuniones cien-
tificas, conferencias, charlas técnicas y se publicaron 12 (doce) trabajos de investigacion en revistas
nacionales e internacionales.

7) Otro aspecto importante ha sido la formacién de recursos humanos participando en las distintas
etapas del proyecto 2 (dos) becarios de iniciacidn en la investigacion de la UNER y 3 (tres) becarios de
estimulo a las vocaciones cientificas del Consejo Interuniversitario Nacional.

Los resultados y conclusiones aqui presentadas alientan a continuar esta linea de investigacion,
manteniendo y ampliando el Banco de Germoplasma de Orquideas con especies nativas de la regiéon
litoral, los estudios de longevidad y viabilidad de semillas, la micropropagacion de especies y los ajus-
tes metodoldgicos necesarios para eficientizar el proceso de aclimatacion de plantas. Producto de
ello se ha presentado un nuevo proyecto de investigacion en agosto de 2014 bajo el titulo “Banco de
Germoplasma de orquideas nativas de la region litoral” el cual fue aprobado en la ultima reunién de
diciembre de 2014 por el Consejo Superior de la UNER y comenzara su ejecucion durante 2015.

Indicadores de produccién

Presentaciones en congresos y reuniones cientificas: 22 (veintidés)
Nacionales: 18
Internacionales: 4

Publicaciones cientificas con referato: 12 (doce)

Nacionales: 7 (Lallana, et al. 2010; Lallana, 2012; Lallana y Garcia, 2012; Dalzoto, 2013; Dalzoto y Lalla-
na, 2013b; Garcia y Lallana, 2014, Billard et al., 2014a)

Internacionales: 5 (Billard et al., 2013; Lallana y Garcia, 2013; Dalzotto et al.; 2013; Dalzotto y Lallana,
2013a; Billard et al., 2014b)
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Trabajos enviados a publicar en 2014: 2 (dos)

Trabajos Finales de Graduaciéon (Tesinas de grado) en el marco del PID 2144: 1 (uno) terminado y
otro en ejecucion.

Acciones de transferencia

ARo 2010: 3 conferencias (Rosario, Parana y Concordia)

Ano 2011: 3 disertaciones (Parana, Crespo, E.Rios) y un curso de capacitacion en la ciudad de Crespo,
Entre Rios

ARo 2012: 2 conferencias (Montecarlos, Misiones; Parana), una disertacion técnica (Parana) y una pu-
blicacion de divulgacion

ARo 2013: 1 curso y visita guiada al laboratorio de cultivo de tejidos (Oro Verde, Parana), dos conferen-
cias (Parana, Santa Fe) y una disertacion técnica.
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