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RESUMEN

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 principal del proyecto es consolidar y ampliar un banco de germoplasma de semillas de
orquideas nativas (BGO) con fines a su conservacion y propagacién por técnicas de cultivo «in vitro». Se
evaluara la viabilidad mediante prueba de tetrazolio de las semillas del BGO y longevidad segln las
condiciones de almacenamiento, realizando pruebas de germinacién «in vitro» y posterior propagacion,
hasta la etapa de aclimatacién de plantas en macetas, confeccionando los respectivos protocolos para
las especies evaluadas.

Los resultados del proyecto seran transferidos a cultivadores, viveristas, jardines botanicos y publico
en general, a través de charlas técnicas y cursos de capacitacioén, lo cual contribuira a la toma de con-
ciencia en preservacion de especies nativas y a la compra de plantas producidas por esta técnica. De
igual forma, se vinculara los datos del BGO al Sistema Nacional de Datos Biolégicos.

Palabras clave: Recursos genéticos nativos, orquideas, semillas, longevidad, germinacién, micropropa-
gacion
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Introduccion

La familia Orchidaceae, de amplia distribucion mundial, comprende alrededor de 880 géneros con
22.075 especies (Stevens, 2001). Ochidaceae constituye claramente una de las familias de plantas mas
grande y variada (Dresler, 2005). La mayor diversidad esta concentrada en las zonas tropicales y subtro-
picales pudiendo crecer como epifitas, terrestres, lacustres, rupicolas, humicolas y subterraneas (Jonh-
son 1992).

En Argentina, esta familia comprende 91 géneros (http://www.floraargentina.edu.ar/) y unas 246
especies nativas (Zuluaga & Morrone 1999). Freuler (2003) eleva la cifra a 280 especies agrupadas en
aproximadamente 78 géneros, de los cuales 33 son epifitos con 98 especies, y 45 son terrestres con 163
especies. Se distribuyen desde Tierra del Fuego hasta Misiones y Jujuy; pero la mayor concentracién
se encuentra en la regioén subtropical (selva paranaense y de las yungas) donde se halla el 50% de las
especies mencionadas (Tabla 1). Algunas especies se consideran amenazadas y con algln riesgo de con-
servacion (Cellini et al., 2009, Frueler, 2003).

Tabla 1. Nimero de especies de orquideas de las provincias de la region Litoral (Provincias de Misiones, Chaco, For-
mosa, Santa fe, Corrientes y Entre Rios).

Provinci N cies Relacién %

Misiones 161 46,80
Corrientes 82 23,83
Chaco 37 10,75
Formosa 25 7,26
EntreRios 19 552
Santa Fe 10 2,90
Total 344 100 %

Fuente: http://www.darwin.edu.ar/Proyectos/FloraArgentina/fa.htm de Flora vascular de la RepuUblica Argentina [Consulta
21/10/15].

Isaurralde y Radins, 2007 en el libro Misiones Orquideas cita como area de distribucién a 11 orqui-
deas para la provincia de Entre Rios, mientras que la Flora vascular de la Republica Argentina eleva el
listado a 19 especies (Tabla 2).

Taera 2. Listado de especies de orquideas citadas para Entre Rios, incluido su status y habitat. Fuente: http://www.
darwin.edu.ar/Proyectos/FloraArgentina/fa.htm

n especies status habito

1 Brachystele camporum (LindL) Schltr. endémica hierba perenne

2 Brachystele cyclochila (Kraenzl.) Schltr. nativa hierba perenne

3 Brachystele widgreni (Rchb. f.) Schltr. nativa hierba perenne

4 Brassavola tuberculata Hook. nativa hierba epifita perenne
5 Chloraea bella Hauman endémica hierba perenne

6* Chloraea membranacea Lindl. endémica hierba perenne

7 Cyanaeorchis arundinae (Rchb. f.) Barb. Rodr. nativa hierba perenne

8 Cyclopogon elatus (Sw.) Schltr. nativa hierba perenne
9+ Gomesa bifolia (Sims) M.W. Chase & N.H. Williams nativa hierba epifita perenne
10 Habenaria bractescens LindL. nativa hierba perenne
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11 Habenaria gourlieana Gillies ex LindL. nativa hierba palustre perenne
12 Habenaria parviflora LindL. endémica hierba perenne

13 Habenaria repens Nutt. nativa hierba palustre perenne
14 Habenaria secunda LindL nativa hierba rupicola perenne
15  Pachygenium bonariensis (Lindl) Szlach., R. Gonzalez & Rutk. nativa hierba terrestre perenne
16 Pelexia lindmanii Kraenzl. endémica hierba terrestre perenne
17 Platythelys platensis (Hauman) Garay endémica hierba terrestre perenne
18 Sacoila lanceolata (Aubl) Garay nativa hierba terrestre perenne
19* Skeptrostachys paraguayensis (Rchb. f.) Garay nativa hierba terrestre perenne

* Especies presentes en la Coleccion de Referencia del Proyecto y mantenidas en invernaculo.
** De esta especie se mantienen varios ejemplares (12) de distintas accesiones de la Provincia de Entre Rios

Las orquideas constituyen unas de las familias de plantas de mayor demanda entre las ornamentales.
La explotacién irracional a que han sido sometidas unido a las exigencias medio ambientales de éstas
para su reproduccion y desarrollo natural, han contribuido a que muchas especies se encuentren ame-
nazadas o en peligro de extincién (Rodriguez et al., 2005).

Para preservar la flora nativa, que es objeto de depredacion y de tala de bosques con desaparicién
de especies, es necesario buscar nuevas formas de propagacion. Pierik (1994) ha argumentado que la
deforestacién de los bosques, la degradacién de los ecosistemas montafiosos y la contaminacion am-
biental han conllevado a que algunas especies se encuentren en peligro de extincién y con el menor
conocimiento sobre su propagacion.

Una de las formas mas utilizadas para la propagacion de orquideas (Arditti, 2008) es a través de la
propagacion sexual simbiética, y por fragmentos de tallos y seudobulbos, procesos insuficientes para
atender la demanda de produccién de nuevas plantas. El cultivo de tejidos es usado para la propagacion
rapida de orquideas obteniendo plantas de alta calidad genética y con bajos costos y es empleado in-
dustrialmente en Tailandia, Singapur, Malasia, Indonesia y otros paises (Arditti y Ernst, 1993). Esta técnica
es utilizada por muchos productores de Brasil desde hace mas de 20 afios (Tardeu de Faria et al., 2006).

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 nimero de plantas, transformandose en una valiosa herra-
mienta cuando se trata de propagar especies en peligro de extincion (Flachsland et al., 1996) o hibridos
desde el punto de vista comercial (Penningsfeld, 1985; Kanjilal et al., 1999; APO, 2007) o del manteni-
miento 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 vegetacidn natural de los paises latinoamericanos ha desaparecido y la pre-
sién a favor de la agricultura y la urbanizacién es muy probable que no vaya a disminuir.

El proyecto se enmarca dentro de la investigacion basica y aplicada con transferencia habiendo plan-
teado las siguientes hipétesis o justificacion:

« El preocupante avance de la agriculturizacién sobre areas de montes nativos y selvas ribe-
refias amenaza la biodiversidad. En tal sentido preocupa la pérdida de especies nativas de
interés desde el punto de vista ecolégico, agrondmico u ornamental.

« Los datos del Banco de Germoplasma de orquideas (BGO), debidamente sistematizados, se-
ran vinculados al Sistema Nacional de Datos Bioldgicos (http://datos.sndb.mincyt.gob.ar). -Se
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deben conocer las especies en estudio en sus aspectos botanicos, ornamentales y agroné-
micos, ademas debe(n) ser multiplicada(s) y utilizada(s) acorde al beneficio agronémico y
ecologico que puedan dar.

La transferencia, a través de cursos, charlas técnicas y cartillas, ofrecidas a viveristas, asocia-
ciones de orquidiofilos y jardines botanicos, contribuira a la toma de conciencia para no ad-
quirir, ni vender recursos nativos, en su estado original y propiciar la compra de estas especies
obtenidas por técnicas de cultivo de tejidos.

El objetivo principal del proyecto es consolidar y ampliar un banco de germoplasma de semillas de
orquideas nativas (BGO) con fines a su conservacion y propagacion por técnicas de cultivo «in vitro».
Para ello se propuso:

Establecer los respectivos protocolos para el manejo eficiente del BGO

Vincular el BGO al Sistema Nacional de Datos Biolégicos de la Argentina

Eficientizar la produccion de protocormos y el establecimiento de plantitas «in vitro» de es-
pecies selectas de la region litoral.

Confeccionar los protocolos de micropropagacion y rusticacion «ex vitro» para las especies
evaluadas.

Como objetivos particulares se propuso:

Evaluar la viabilidad mediante prueba de tetrazolio de las semillas del BGO y su longevidad
segln las condiciones de almacenamiento.

Realizar pruebas de germinacién «in vitro» y posterior propagacién por técnicas de cultivo «in
vitro» de especies nativas argentinas de la region litoral.

Confeccionar un catalogo de semillas fisico y digital, y un formato de pagina Web accesible
por las nuevas plataformas.

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

Fomentar, las técnicas de propagacién de plantas de orquideas por cultivo «in vitro», a través
de charlas técnicas a viveristas y aficionados al cultivo de orquideas.

Difundir las actividades el proyecto mediante conferencias, cursos, a Museos, Jardines Botani-
cos, Parques nacionales, aficionados al cultivo de orquideas y publico en general.

Materiales y métodos

Se brinda una sintesis de las metodologias empleadas en los principales titulos que se informan en re-
sultados, debiendo considerarse que muchos aspectos metodologicos han sido publicados y otros pro-
tocolizados para trabajos en laboratorio o gabinete y puestos a disposicion del publico a través de una
pagina WEB (Orquier, 2017).

Banco de germoplasma de orquideas (BGO)

Esta es una de las actividades sustantivas del proyecto que, a través de la creacion de un Catalogo de
Accesion de muestras de semillas de orquideas, el cual funciona con una base de datos “ad hoc” la cual
se actualiza periédicamente y tiene asociados 28 descriptores segun se detalla:
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Tasra 3. Descriptores del Catalogo de Accesion de muestras de semillas de orquideas. Banco de Germoplasma de

Orquideas - FCA

N° Titulo principal Descriptor Tipodedato
1 ID Nimero
2 ESPECIE Texto
3 MADRE Texto
3 PADRE Texto
HIBRIDO
5 FECHA DE CRUZAMIENTO dd/mm/aa
6 CAJA Texto
HELADERA
7 ENVASE Texto
8 N DEL COLECTOR Texto
9 NOMBRE COLECTOR Texto
10 LUGAR Texto
11 FOTO FRUTO Tilde
12 FECHADE INGRESO al BGO dd/mm/aa
13 POL.NAT. Tilde
14 AUTOGAMIA Tilde
15 POLINIZACION MANUAL ALOGAMIA Tilde
16 HIBRIDO Tilde
17 N° FLORES POL. Nimero
18 N° FRUTOS COSECHADOS Namero
19 FECHA COSECHA FRUTOS dd/mm/aa
20 FECHA COSECHA SEMILLAS dd/mm/aa
21 FOTO VIABILIDAD SI/NO
22 UNA Tilde
23 PRUEBA DE VIABILIDAD VARIAS Tilde
24 N° INFORME Alfanumerico
25 ENSAYO CVO.INVITRO Tilde
26 CATALOGO FisICO Tilde
27 CATALOGO DIGITAL Tilde
28 MUESTRA ELIMINADA Color

Durante 2017 se trabajé activamente en el redisefio de la Base de Datos para incluir la misma en el
Sistema de Nacional de Datos Biolégicos, completando los formularios “ad hoc” y haciendo las consultas
correspondientes al administrador nacional, tarea realizada por la Ing. Agr. Patricia D. Reinoso.

Dentro de los objetivos del BGO se encuentra la conservacion de las muestras en el tiempo la cual
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 se guardan en uno mayor con tapa hermética y dentro del cual
se coloca silica gel para mantener baja la humedad.

Los bancos de semillas proveen un medio para preservar al maximo la diversidad genética en un
espacio y costo minimo (Seaton y Pritchard, 2003). La determinacion periddica de la viabilidad de las
semillas es un dato importante a evaluar para conocer el grado de conservacién de las muestras y mas
aun teniendo en cuenta el pequefio tamafo de las semillas y el desarrollo de un embrién inmaduro sin
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endosperma (Arditti y Ernst, 1993). A los fines de comprobar la conservacién 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.

El procedimiento de la prueba de viabilidad de semillas de orquideas no figura en las normas ISTA
(2012) y se elaboro un protocolo publicado en la Revista Analisis de Semillas (Garcia y Lallana, 2014).
Se consideraron semillas viables aquellas que presentan una coloracién de rosado a rojo oscuro; y no
viables las semillas blancas o sin tincién con embrién visible. Los datos se expresaron en porcentaje de
semillas viables. Simultdneamente se evalia el numero de semillas vanas de las muestras, las cuales
resulta imposible separar antes del andlisis 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
nuamero 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.

Mediciones y morfologia de 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, montado sobre
una platina de acetato transltcida. Luego sobre el dispositivo de montaje de las muestras se toman en-
tre 20 y 40 microfotografias mediante Microscopio Digital Manual “Supereyes” (10X a 200X). Utilizando
una ampliacion equivalente a 160 aumentos. Las mediciones de la semilla y del embrién (de sus ejes ma-
yores y menores) se realizan sobre las microfotografias digitales, mediante el software de codigo abierto
de dominio publico Image J (Ferreira & Rashand, 2011), para lo cual, primeramente, en cada imagen, se
determina la escala correspondiente tomando como referencia la escala milimetrada presente en el
papel de acetato. A través de este procedimiento el software establece la escala equivalente en pixeles
y cuando se hacen las mediciones transforma los pixeles de la imagen en milimetros, almacenando la
informacién en una tabla de doble entrada, que luego es procesada con una planilla tipo Excel.

Se trabajo intensamente durante 2017 en el registro de mediciones de 30 especies de la region litoral
con vistas a la confeccion de un catalogo de referencia, con fotos propias de principales 6rganos de la plan-
ta, flores, frutos y semillas, con informacién sobre la especie y todos los datos morfométricos de las semillas.

Ensayos «in vitro»

El cultivo de tejidos «in vitro» consiste en sembrar explantos (semillas, secciones de érganos) en medio
de cultivo semisélido o liquido segln el requerimiento de la especie a cultivar. Existen numerosos me-
dios 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
y Flachsland, com. Personal).

La metodologia para confeccionar el medio basico M&S (1962), suplementado con vitaminas y ami-
noacidos consiste en preparar una solucion concentrada (x 10), fraccionada de a 50 o 100 ml en enva-
ses 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 solucién, se toma la
alicuota correspondiente (50 6 100 ml) seglin la concentracién del medio de cultivo a preparar, se lo su-
plementa con sacarosa y segln los requerimientos, con fertilizante, carbén activado, agar tipo Britania
(para medios semisolidos). Se regula su pH (5,6-5,8) y se esteriliza en autoclave durante 20’.

Germinacioén «in vitro»

La germinacion de las semillas de orquideas en condiciones de asepsia, se efecttia en medio de cultivo
semisolido de M&S a la mitad de la concentracién en cajas de petri de 5 cm de diametro. Previo a la
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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. 2014). 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 ger-
minacion se evalla a partir de los 10 dias y durante un mes aproximadamente - dos o tres veces- segin
las especies, realizando observaciones bajo lupa binocular de cada caja y contando los distintos estados
de desarrollo segln las etapas establecidas por (Mitchell, 1989).

Repique de material cultivado «in vitro»

De manera periodica (2 a 3 meses) se realizan repiques de los explantos sembrados para asegurar la
correcta asimilacion de los nutrientes provistos por los medios de cultivo. En esta etapa se puede utili-
zar el mismo 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.

Ensayos de aclimatacién

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
(Lesar 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 fisiolégico (Caiial et al., 2001).

Se procedié a probar diferentes técnicas y sustratos para el cultivo de orquideas, con el fin de favo-
recer el proceso de aclimatacién y establecimiento de las plantas. El proceso debe hacerse en forma
gradual y tarda alrededor 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 numero y longitud de hojas y raices y se fotografian. Posteriormente, en algunos casos se aplicé fun-
gicida (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) conteniendo la
mitad de su volumen cubierto con sustrato de piedra negra partida, humedecido a saturacién y coloca-
dos en una bolsa plastica atada en su extremo para formar un efecto de cdmara himeda evitando el
estrés de las plantitas. En otros casos las plantas se colocaron en macetas plasticas pequefias con lecho
de musgo de Sphagnum y envueltos como en el caso anterior (cAmara hiimeda), permaneciendo en es-
tas 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 didametro y 15 cm de longitud
(usando especies de bignonia, eucaliptus, roble, pino, segln disponibilidad). Para el montaje también se
ha desarrollado un protocolo que consiste basicamente en ubicar sobre la superficie del palo las raices
de 1 o 2 plantas, cubrirlas con musgo de Sphagnum y atarlas firmemente con hilo encerado. Cada palo
se rotula y se le coloca un gancho de alambre en un extremo.

Las plantas montadas en palo se colocan en una bandeja amplia, en posicion inclinado (20°) apo-
yados en los bordes, con 1 cm de agua en la base y se tapan con un nylon, para lograr una camara ha-
meda, 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 o 10 dias, para luego ser colocadas sobre
una pared sombreada del invernaculo.
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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,
cascara de arroz o perlita. También permanecen en condiciones de laboratorio los primeros dias y luego
se llevan a invernaculo con riegos periddicos por aspersién. Las plantas en invernaculo son pulveriza-
das con fertilizantes comerciales (20-20-20) una vez por mes y se controla la presencia de plagas y de
babosas.

Supervivencia de plantas en invernaculo

Para cada ensayo se lleva un control de supervivencia de plantas a partir del nGmero inicial de plantasy
del registro periodico (30-45 dias) de plantas muertas. Se calcula el porcentaje de supervivencia en cada
fecha y se grafica su evolucién en el tiempo. Se efecttian también registros fotograficos y evaluaciones
del crecimiento y estado de desarrollo de las plantas. Los ensayos llevan una identificacién correlativa
de nimero y afio (eg. IT 125-17: Informe técnico nimero 125 correspondiente al aflo 2017). Esta infor-
macion de cada ensayo es cargada en una base de datos tipo Excel que se actualiza periédicamente y
calcula automaticamente los porcentajes de supervivencia en funcién del nimero inicial de plantas en
aclimatacién y el nimero de plantas muertas de cada fecha de observacion.

Protocolos
Se ha continuado en forma permanente con la revisién y actualizacion de los protocolos desarrollados
en el marco del proyecto, la mayoria subidos a la pagina WEB (www.orquier.fca.uner.edu.ar). Estos inclu-
yen aspectos basicos de la preparacion de medios de cultivo, manejo y calibracién de instrumental del
laboratorio, desinfeccién de frutos y semillas, siembra, esterilizacion, manejo del Banco de germoplas-
ma, conteo de semillas, montaje de plantas, entre otros.

Las distintas actividades del proyecto conllevan gran nimero de informacién que debe ser ordenada
y mantenida en base de datos tipo Excel, las cuales son permanente actualizadas. El proyecto mantiene
activas 12 base de datos.

Sintesis de resultados

Banco de germoplasma de orquideas (BGO)
La Tabla 4 resume la informaciéon mantenida y actualizada de las bases de datos del proyecto, con un
volumen total de datos de 17.888 registros en tres afios.

Taewa 4. Base de datos (BD) activas para seguimiento de las actividades, colecciones y banco de germoplasma de
semillas de orquideas, nimero de descriptores y de registros (Afios 2015 a 2017)

Detalle N°de Volumen
BD principal BD complementarias resumido descriptores o N° deregistros de datos
(* campos

Coleccion de 1) 14 76 especies 1.064

referencia

Muestras eliminadas
Lista alfabética .

Catalogg de Almacenadasen 2) 28 95 especies 5.852

accesion 114 hibridos

heladera
Lista especies sin repetir
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Frutos 3) 51fotos digitales 51
16Inf. Téc.y71 16
Ensayos de Informes Técnicos 16CY 639
Viabilidad Fotos semillas 4 ¢ muestras 44
44 fotos digitales
Germlr'1aC|"0n n 5) 10 29 Ensayos 290
vitro
Hibridos
Cruzamientos Autogamia 6) 11 82 cruzamientos 902
Alogamia
Catélogo Fisico 7) 4 62 especies 248
Catalogo Digital 8) 26 62 especies 1.612
Ensayos
Aclimatacion 9) 20 106 Ensayos 2120
Repiques 10 38 Ensayos 380
RGIF Ensayos en Ejecucion 10) 12 35Ensayos 420
Ensayos eliminados 12 266 266
Dimensiones fisicas 4 41 especies 164
Dimensiones de Catalogo digital 410 fotos 410
} 11) L
semillas muestras digitales
Volumen, relacion L/A,... 10 41 especies 410
Conteo semillas 12) 100 cuadriculas 30especies 3.000

Total de volumen de datos: 17.888

(*) Detalle resumido del contenido:

1) Especies de orquideas de plantas adultas mantenidas en invernaculo, provenientes de distintos

sitios de la Provincia de Entre Rios.

2) Base de datos principal del BGO donde se incorporan las nuevas muestras de semillas de orqui-

deas.
3
4
5
6
7
8

—_ — — = T

Informacion digital de los frutos cosechados con escala de referencia
Informes técnicos de los ensayos de viabilidad y fotos digitales de las muestras viables y no viables.
Datos de ensayos de germinacion, recuentos de protocormos
Listas de cruzamientos (hibridos inter e intraespecificos), autogamia y alogamia
Catalogo de semillas montadas en porta y cubreobjetos para observacién bajo lupa
Catalogo digital ordenado por ID (especie) con varias fotos (7 a 15 por especie)

9) Registros de los ensayos de aclimatacion de plantas y control de supervivencia en invernaculo
10) Resumen General de Inventario de frascos que se encuentran en cdmara de crecimiento

11) Tabla de registro de las medidas de largo y ancho de semilla y embrién y calculos del volumen de

aire, de semilla y embrién. Relacién Largo/Ancho.
12) Tabla de conteo de 1 mg de semillas de orquideas, efectuados sobre una cuadricula (10 x 10)
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A diciembre de 2017 el BGO tenia asentados 384 registros (Tabla 5). Actualmente existen 95 especies
no repetidas y 114 hibridos. Considerando las bajas, el saldo es de 286 muestras almacenadas en refri-
gerador (Tabla 5).

Tasra 5. Evolucién anual de la base de datos del Banco de Germoplasma de semillas de orquideas

Saldos Especiesno Totalsp.No

Afo Ingresos Bajas . Hibridos repetidas +

acumulados repetidas o

Hibridos

2010 80 52 28
2011 130 64 66 27 15 42
2012 227 83 144 53 36 89
2013 270 83 187 63 44 107
2014 304 88 216 73 50 123
2015 339 91 248 76 58 134
2016 367 98 269 69 93 162
2017 384 98 286 95 114 209

Ingresos: total acumulado del nimero de ID hasta el ultimo registro de la base de datos.
Bajas: total acumulado anual de muestras eliminadas de la base de datos.
Saldos: diferencia entre ingresos y bajas (cantidad neta de muestras en el banco de germoplasma).

Se realizaron las acciones correspondientes para la inscripcion del BGO en el Sistema Nacional de
Datos Biolégicos, inscribiendo el Jardin Botanico de la Facultad de Ciencias Agropecuarias registrado
provisoriamente como centro nimero 1245 -361, Acrénimo: JBPA y para el banco de germoplasma de
semillas de orquideas el numero 1245 -445, Acrénimo: BGO, quedando pendiente la carga de algunos
datos formales del responsable institucional, para luego poder dar inicio a la carga de datos.

Vinculado a esta tematica durante 2017 se presentaron 3 trabajos en congresos (Sedano et al., 2017,
Michely Lallana, 2017) de los cuales uno salié publicado como resumen expandido (Michel et al., 2017).
También se generaron tres nuevos protocolos vinculados a Método de conteo directo de semillas de or-
quideas, Conteo de semillas de orquideas con software Imagel y Metodologia para la medicion de caida
libre de semillas de orquideas.

Caida libre de semillas y conteo de 1 mg
A partir de la descripcion del dispositivo experimental de Burgeff (1936), detallado en el trabajo de
Arditti y Ghani (2000), se monté a principios de 2017 un dispositivo experimental en los laboratorios de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la UNER, parar medir la caida libre de semillas de orquideas.
El equipo de medicién de construccion artesanal consta de un tubo de vidrio de borosilicado de 150
cm de longitud y 4 cm de diametro abierto en ambos extremos y sostenido mediante pinzas en un sopor-
te metalico con dos agarraderas. En la parte inferior se deja una luz de 3 cm (entre el extremo del vidrio
y la base plana de madera) por donde caen las semillas determinando el tiempo necesario (segundos)
para alcanzar una placa de vidrio (caja de petri de 5 cm de didmetro) con un papel en la base de color
contrastante con la semilla en medicion. Para el procedimiento de medicion se desarrollé un protocolo
especifico que basicamente consiste en pesar en balanza analitica de precision 1 mg de semillas de
orquideas sobre papel de aluminio. Luego colocar la muestra con el papel aluminio en una caja de petri
de vidrio, taparla y rotular la tapa. Luego un operario vierte el mg de semillas por el extremo superior
y otro registra el tiempo con un cronometro en dos momentos; cuando observa que caen las primeras
semillas (aprox. 1/3 a 1/2 del total) expresa “UNQ”, corta el cronometro y sigue grabando digitalmente
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hasta que finaliza la caida de las semillas “DOS”, y corta el cronometro del tiempo DOS. Esta operacion
se realiza en tres repeticiones por muestra. Los ensayos preliminares se hicieron con tres especies (Tabla
6) y luego se midieron velocidades de caida en 13 especies mas.

TaeLa 6. Valores medios y desvio estandar de velocidad de caida libre de semillas (seg/1,5 m) de tres especies nativas
de orquideas (n= 3). Volumen de aire de la semilla (% Aire) y relacién largo ancho (Rel. L/A)

Especie Tiempo UNO Tiempo DOS % Aire Rel.L/A
Miltonia flavescens 848+113 17,21+0,95 93,50 10,42
Oncidium bifolium 7,66+1,09 13,15+1,74 52,01 4,96

Chloraea membranacea 9,67+0,77 17,10+£1,72 42,77 2,83

Las semillas con mayor volumen de aire tardan mas tiempo en caer (Arditti y Ghani, 2000), si bien se
requiere aun realizar un mayor nimero de ensayos para confirmar esta hipotesis.

Las semillas de orquideas se caracterizan por ser muy pequefias, carecer de endosperma y el em-
brién es inmaduro. Otra caracteristica comin de muchas especies de orquideas es la produccién de una
altisima cantidad de semillas por capsula, pero sélo un 5 % germinan en condiciones naturales (Tardeau
de Faria, 2006). Una capsula de Gomesa bifolia puede contener 1,7 millones de semillas (Lallana et al.
2010) y una capsula de Cycnoches vemtricosum var. Chlorochilon 4 millones de semillas (Arditti, 1961).
En otras especies el nimero de semillas es menor a 100.000 por capsula (Silva Pereira et al., 2014). La
produccion de un gran nimero de semillas por capsula ha sido descripta como una caracteristica comdn
de plantas que poseen requisitos muy especificos de germinacion (Rauh et al., 1975; Rasmussen, 1995).

No obstante que el nimero de semillas por capsula puede variar entre especies de la familia, cono-
cer la cantidad de semillas es Gtil para estudios sobre germinacién en condiciones naturales o para la
siembra aséptica de semillas (Silva Pereyra at al, 2014).

A partir de las semillas almacenadas en el BGO y de acuerdo a la metodologia de conteo propuesta
por Lallana (2015) se evaluaron 8 especies y 2 hibridos (Tabla 7) de orquideas, estableciendo el nimero
de semillas por fruto a partir el peso previo de las semillas. Se puede observar una gran variabilidad
entres las especies desde unos pocos miles hasta mas de un millén de semillas por fruto.

TaeLa 7. Nimero de semillas por mg, de semillas por fruto y peso medio de semillas en nanogramos, de varias espe-
cies de orquideas.

ID Especie Sem.mg* Sem.fruto Pesong
352 Gomesa flexuosa 14896 1.385.328 67,13
353 Gomesa bifolia 13025 1.055.025 76,78
301 Brasilorchids picta 2058 143.539 485,91
337 Cattleya porhyroglossa 2023 1.394.915 494,32
109 Polystachya concreta 1949 2.729 513,08
274 Gom_bifx Gom_bif pétalos marrones 1623 15.629 616,14
302 Chloraea membranaceaa 1502 31211 665,78
304 Oncidium fimbriatum 1488 141.658 672,04
321 Bletillastriata 1463 138.009 683,53
323 Oncidium cebolleta 1326 76.942 754,15
277 Gom_bif CR13x Gom_bif Pét.amarillo 836 8.694 1196,17
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Viabilidad y longevidad

Periodicamente se efectlian pruebas de viabilidad mediante la prueba de tetrazolio (Garcia y Lallana,
2014) para establecer la longevidad de las semillas almacenadas en frio. Lallana y Garcia (2016), evalua-
ron la viabilidad de semillas con 2, 3, 4 y 5 afios de almacenamiento en frio (5 °C) provenientes del BGO
de la FCA-UNER. Los resultados se resumen en la Tabla 8.

TaeLa 8. Resultados de ensayos de viabilidad inicial y final y porcentaje de semillas vanas en 18 especies y 5 hibridos
de orquideas. Los casilleros en blanco indican NO determinado. TA: tiempo de almacenamiento en afios, T: habitat
terrestre, E: epifito. Las especies se indican con las tres primeras letras del género y las tres primeras de la especie y
estan ordenadas de menor a mayor tiempo de almacenamiento (Dias VF).

Especie ( TA Habitat Dias Vigbﬁlidfd % Dias Vifabilicll)ad %
afios) (V) | Inicial(%) | Vanas | (VF) Final(%) | Vanas
Onc_fim <2 E 547 100 0
Pap_ter <2 E 96 88 593 0
Bra_spp. <2 E 761 0
Tri_jon <3 E 53 97 6 919 99 1
Pol_con <3 T-E 270 97 954 94 2
Ble_str <3 T 346 92 63 1093 96 72
Bra_tub <4 E 1120 0
Gom_bif <4 E 339 98 2 1140 62
Gom_long <4 E 1063 99 1 1140 100
Gom_bif (hibrido) <4 E 339 81 5 1140 61
Cat_nob <4 E 371 96 14 1223 98
Chl_mem <4 T 15 16 33 1231 2 33
Bip_pen <4 T 9 86 13 1240 0
Cyc_ela <4 T 1240 97 1
Bra_pic <4 E 1344 9 12
Cat_leox Cat_mul <4 E 1372 0
Epi_difx Epi_iba <4 E 1379 0
Epi_iba <4 E-T 332 71 33 1501 0
Myr_tib <5 E 1523 0
Ble_str <5 T 1558 0
Iso_lin <5 T-E 413 9 1624 28 0
Zig_max +5 E 1915 34 19
Cat_intx Cat_pao +5 E 52 99 1994 82 19
Lae_tenxLae_pur +5 E 2201 82 20

De las especies e hibridos evaluados, pocos logran mantener la viabilidad en el tiempo con valores
por encima del 60 % comparando situacién inicial y final (Tri_jon, Pol_con, Gom_lon, Cat_int x Cat_pao).
Dos hibridos intragenéricos de Laelia y Cattleya mantuvieron altos valores de viabilidad después de 5
afos de almacenamiento en frio (Tabla 8). En solo dos muestras (Bip_pen y Epi_iba) la viabilidad decayo
a cero a los 3y 4 aios respectivamente, mientras que Pap_ter en menos de un afio decayé a cero (Tabla
8). Dos muestras de Gom_bif disminuyeron su viabilidad un 36 y 20 % entre 1 a 3 afios de almacenamien-

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°10 | AdoX | 2020 | 95



Lallana, VictorH. etal. | Bancode Germoplasma de orquideas nativas de la region litoral

to, respectivamente, mientras que Iso_Llin decaydé un 69 % entre la situacion inicial y final (4 afios). En
algunas especies, la viabilidad final cero, podria explicarse por procesos de incompatibilidad polinica
de algunos hibridos o falta de polinizador especifico lo cual determina semillas vanas y no viables y no
por condiciones de almacenamiento de las muestras. En otros estudios (Lallana y Garcia 2012 y 2015)
se hallé que la pérdida de viabilidad en la mayoria de las especies se da en forma gradual y leve en el
tiempo. Las semillas del género Gomesa presentan altos valores de viabilidad (mayor al 90%) recién
cosechadas (Lallana y Garcia, 2105), reduciendo a la mitad su viabilidad en un periodo de dos afios de
almacenamiento en frio, mientras que Bipinnula pennicillata en 3,5 afios de almacenamiento disminuyo
del 87% al 61% su viabilidad y en Bletilla striata en 15 meses disminuyé de 70% al 36%.

Ficura 1. Semillas viables (tincion roja a anaranjado) de Gomesa bifolia, G. longicurnu, Oncidium fimbriatum y Bleti-
lla striata (viables y no viables).

El método de almacenamiento empleado, sin secado previo, permitié la conservacion de las semillas
de orquideas por largos periodos (uno a cinco afios), segln las especies, siendo de bajo costo y sencillo
de implementar.

Catalogo Fisico y Digital

Enmarcado en un plan de beca CIN y dentro de las actividades del proyecto esta la conformacion de
un catalogo fisico y digital de semillas. Esta tarea se contintia en forma sistematizada con cada mues-
tra de especies de orquideas (no hibridos) ingresada al catalogo de accesion. Se tienen catalogadas 62
muestras, de las cuales 30 pertenecen a especies nativas argentinas. Se confeccioné un catalogo fisico
duplicado, el cual fue entregado en donacién al Herbario de la FCA y Jardin Botanico. Ademas, durante
el periodo se trabajo intensamente el armado y llenado de informacion técnica y de fotografias para
conformar un Catalogo Descriptivo de Semillas de Orquideas (ej. Figura 2) con el fin de difundirlo a
través de la pagina Web del proyecto, y que, a su vez constituye un material basico de la obra de Libro
sobre Semillas de Orquideas que se esta trabajando. Vinculado a esta tematica se presentd un trabajo
en la XXV Jornadas de Jévenes Investigadores, AUGM (2017) que sintetiza la actividad realizada (Michel
y Lallana, 2017).

CATALOGO DESCRIPTIVO DE SEMILLAS DE ORQUIDEAS
Banco de Germoplasma de Orquideas - FCA - UNER

BGO (2015). Ficha C-11.

N°ficha ID Especie ingreso Polinizacién
11 211 Cyclopogon elatus 22/10/2012 Natural
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Fruto Semilla Semilla Viabilidad

Especie: Cyclopogon elatus (Sw.) Schiltr.

Distribucion geografica  Argentina: Buenos Aires, Chaco, Cordoba, Corrientes, Entre Rios, Jujuy, Misiones, Salta,
Santiago del Estero, Santa Fe, Tucuman.
Brasil: Parang, Rio Grande Do Sul, Santa Catarina
Paraguay:Alto Parand, Guaira, San Pedro
Uruguay: Artigas, Cerro Largo, Colonia, Lavalleja, Maldonado, Rio Negro, Rivera, Rocha,
Salto, San José, Soriano, Tacuarembo, Treinta y tres Orientales.

Elevacion (m.s.m): Min. 0; Max. 600
Habito Hierba perenne
Nativa S

FRUTO

Fecha de colecta: 19/10/2012
Colector: Jonathan
Lugar de colecta: Parana

Dimensiones externas del fruto Largo: 0,489 cm Ancho: 0,224 cm

SEMILLA

Descripcion cualitativa de las semillas observadas en lupa:

Semillas numerosas, de color blanquecino, testa reticulada; presentan forma filiforme, relacién largo/
ancho: alargada. De tamafio medio. El embrién es visible, se encuentra en la parte central de las semi-
llas; presenta un color pardo claro caracterizando a las semillas que lo poseen de dicho color; el em-
brion ocupa aproximadamente 1/3 parte de la semilla.

Dimensiones de la semilla Largo: 0,784 mm Ancho: 0,125 mm
Estimacion del numero y peso de semillas por fruto:

Peso total de las semillas cosechadas por fruto: S/D

Numero de semillas por mg: S/D

Namero total de semillas por fruto: S/D

Fecha de determinacion: S/D Operador: S/D

Color del pool de semillas: Valor RGB ajustado: 147; 129; 80 -
Valor RGB original: 128; 128; 92 -

Ficura 2. Ejemplo de la ficha C-11 correspondiente a la especie Cyclopogon elatus del catalogo descriptivo de semi-
llas de orquideas
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Cultivo “in vitro”

Ademas del medio basico de Murashige & Skoog (1962), para el repique de algunos ensayos se han pre-
parado medios simplificados (azlcar, banana, fertilizantes y agar), y el medio de Knudson (1946) al 50,
75 y 100% de la concentracion de sales. En uno de los ensayos se probé un medio de cultivo simplificado
(E1, E2 y E3) que contenia banana, 20 gramos de azlcar, 6 gramos de agar -agar y 2 gramos de carbon
activado, mas 0,3; 0,6 y 1,2 ml/L de Fertilizante Crop 12 (Macro y micronutirentes), respectivamente, jun-
to con el medio de Kundson al 100 % (N-100). En estos medios se plantaron plantas de Gomesa bifolia var
federal provenientes de semillas (2do. Repique) con hojas y raices en principio de desarrollo de menos
de 1 cm de altura. El ensayo fue llevado a camara de crecimiento con 16 h de luz y 8 de oscuridad. A los
90 dias se realiz6 una evaluacién del nimero de hojas, raices, y longitud radical y se determiné el peso
seco en tres plantas de cada tratamiento.

En el tratamiento E2 6C (23/08/16) se observo gran desarrollo de raices, muchos brotes multiples en
la base de algunas plantas, hojas de color palido amarillo (Figura 3). El tratamiento E2 12C (concentra-
cion mas alta de fertilizante) la situacion de las plantas fue similar, hojas de color verde claro a amarillo
y algunas secas, poco desarrollo de la parte aérea, raices largas, multiples brotes.

Respecto a la evaluacion de peso de las plantas se observé que los medios Nudkson C al 100 % y el
E1 3C, presentaron los mayores valores de materia seca, 11,6 y 12,45 %, respectivamente.

Ficura 3. Desarrollo plantas de Gomesa bifolia var Federal a los 90 dias de cultivo “in vitro”, en medio simplificado
con fertilizante.

Titulo Titulo

12,29+ 26,081

10,56 20,57+

8,82 15,061
7,08 i 9,551

—.r 4,04 —.r .
5,34 ' N-100  E1-3C  E2-6C  E3-12C

N-100 E1-3C  E2-6C E3-12C
Ensayo

ALTURA (mm)
LR (mm)

Ensayo

Ficura 4. Altura media y longitud radical (LR) de plantas de Gomesa bifolia var Federal evaluados a 90 dias de creci-
miento en distintos medios de cultivo “in vitro”.
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La altura de las plantas mostré diferencias entre los tratamientos de maxima fertilizacion y el N-100
y E1 3C, no obstante el desarrollo de hojas (color y tamafio) fue significativamente mejor en N-100. En
cuanto a la longitud radical (Figura 4), se observa un efecto significativo en el tratamiento E1 3C (menor
dosis de fertilizante), pero el desarrollo de la parte aérea (hojas) fue pobre y con hojas de color amari-
llento.

En sintesis, se concluye que el medio de cultivo simplificado no reemplaza totalmente a los medio
completos y presenta deficiencia de algunos nutrientes que impide un normal desarrollo de la parte
aérea. Por otra parte se observé un importante estimulo al crecimiento radical (niGmero y longitud de
raices) en los tratamientos fertilizados (Figura 5).

Titulo

8,26

6,54

4,82

Num hojas y raices

3,10

1,39+
N-100 E1-3C E2-6C  E3-12C

Ensayo

Ficura 5. Numero de hojas y de raices de plantas de Gomesa bifolia var Federal evaluados a los 90 dias de crecimien-
to en distintos medios de cultivo “in vitro”.

En otro ensayo montado en paralelo E08-16 (24/08/16), con la misma especie, se evalud el creci-
miento y desarrollo de plantas en dos medios: medio simplificado con Crop 12 (0,3 mlL.L?) versus Muras-
higue y Skoog al 50 % de la concentracion de sales.

Las plantas en medio simplificado presentaron poco desarrollo de la parte aérea, hojas de color ver-
de amarillento a marrén y algunas secas. Buen desarrollo de raices. Las mismas plantas en medio M&S al
50 % presentaron color verde intenso, gran desarrollo de la parte aéreay desarrollo de raices, evaluados
a los 90 dias (Figura 6).

M&S M&S Simp. E1 —C3

Ficura 6. Desarrollo de plantas de Gomesa bifolia var Federal a los 90 dias de cultivo “in vitro” en dos medios (M&S;
Murashige and Skoog y Simp.; simplificado).
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En tres afios de ejecuciéon del proyecto se han iniciado 35 nuevos ensayos de cultivo “in vitro”, mante-
nido 38 ensayos en repiques, cultivado 18 especies y 20 hibridos de orquideas (Tabla 9).

TaeLa 9. Nimero de nuevos ensayos por afio, repiques, especies e hibridos mantenidos en camara de crecimiento y
detalle de las especies nativas en cultivo por afio.

Ano Ensayos Ens.ayos especies hibridos Especies nativas (nuevos ensayos)
nuevos Repiques

Brasilorchis picta, Brassavola tuberculata,
2015 8 14(1) 6 12 Oncidium fimbritum, Encyclya argentinensis,
Isochilus linearis

Cyrtopodium punctatum, Leptotes unicolor,

2016 16(2) 9 6 6 Chloraea membranaceaq, Brassavola
tuberculata
Microlaelia lundii, Isabella pulchella,,
2017 11(3) 15 6 2 Chloraea membranacea, Oeceoclades
maculata

(1) Cyclopogon elatus, Gomesa bifolia x G. flexuosa; (2) Seis hibridos de Gomesa bifolia var Federal por otros Oncidium de pétalos
amarillos, marrones y un hibrido intraespecifico (Maxilaria variabilis x Brasilorchis picta); (3) Sophrolaelia (hibrido), Epidendrum
sp.; Catleya labiatta, C. aurantiaca, C. gutata y Neobentania graciliens

Para el control y seguimiento de los ensayos en camara de crecimiento se ha desarrollado una plani-
lla Excel semiautomatica permite actualizar las altas y bajas de los frascos en cultivo, debido a: conta-
minacion, repique, secado del medio de cultivo o extraccion para aclimatacion.

Vinculado a la micropropagacién de especies nativas de orquideas de la regién litoral se present6
una ponencia oral sobre “Conservaciéon y multiplicacion de orquideas Nativas Argentinas” en el | Congre-
so de Jardines Botanicos del Cono Sur (Cérdoba, 2016). Se hizo un balance de las distintas experiencias
en micropropagacion de orquideas del proyecto, y se mostraron ejemplos de plantas que alcanzaron
la floracion construyendo una planilla modelo “Historia de vida de una planta de orquidea” donde se
visualizan las distintas etapas del proceso. En el trabajo se menciona que los resultados del proyecto
seran transferidos a aficionados, viveristas y plublico en general, a través de charlas técnicas y cursos de
capacitacion, lo cual contribuira a la toma de conciencia en preservacion de especies nativas y a la com-
pra de plantas producidas por esta técnica. En 5 afios se logré la micropropagacion y aclimatacion de 18
especies nativas y cuatro hibridos (Tabla 10), de los cuales 6 especies y dos hibridos fueron obtenidos en
los tres Gltimos aios (2015-2017).

TasLa 10. Especies e hibridos de orquideas nativas micropropagadas en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos-FCA.

Bipinnula pennicillata (T) - *Cy*P Isochilus linearis (T)- *Cy*P

Cyclopogon elatus (T) - *C Oncidium fimbriatum (E) - *C

Encyclia argentinensis (E) - *C Polystachya concreta (T-E)- *Cy *P

Gomesa bifolia (E)- *Cy*P Microlaelia lundii (E)- *C

G. hifolia “federal” (E)-*Cy*P Miltonia flavescens (E) - *C

G. bifolia “pétalos amarillos”(E)-*Cy*P Trichocentrum jonesianum € - *Cy*P

G.longicornu (E)-*Cy*P Gomesa bifolia x Miltonia flavescens (E) - *C

Oncidium bifolium var. Majus (E)- *Cy*P Brassavola tuberculata (E)- *Cy*P

Gomesa bifolia pétalos marrones (E) Gomesa bifolia Federal x Gom_bif pétalos amarillos (E)
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Gom_bif (Salta) x Gom_bif pétalos marrones (E) Gom_bif (ID36) x Gom_bif pétalos marrones (E)
Leptotes unicolor (E) Chloraea membrandcea (T)

*Referencias: (*P) Especies sobre las que existen trabajos publicados (Billard et al., 2014 a,b; Dalzoto, 2013; Dalzoto y Lallana,
2013 ay b, 2015; Dalzotto et al. 2013, 2015; Di Persia y Lallana 2015; Lallana y Garcia, 2012, 2013, 2015, 2016; Lallana et al., 2010;
2016; Lallana y Barsnti, 2016; Lallana y Wagner, 2017; Michel et al, 2017) y/o presentados en congresos (*C), (E) plantas epifitas,

(T) plantas terrestres.

Posteriormente se procedi6 a la distribucion gratuita de plantas de orquideas, obtenidas por micro-
propagacion en el Laboratorio de Cultivos Tejidos Vegetales de la FCA, a los jardines botanicos presentes
en el evento, a fin de que dispongan de plantas de orquideas para su conservacién y preservacion. Las
especies distribuidas correspondieron a tres epifitas del género Oncidium y tres terrestres. Todas plantas
adultas entre 2 y 3 afios de cultivo, algunas florecidas y otras préximas a florecer.

Aclimatacién

En general se observa que cuando las plantas son aclimatadas con tamafios menores a 3 cm de altura,
se obtienen magros resultados de sobrevivencia. El tiempo de aclimatacion en laboratorio (alta hume-
dad y baja intensidad luminica) también es importante en lograr una mayor tasa de sobrevivencia. Los
cambios ambientales que sufren las vitro plantas son importantes y drasticos, por lo cual el proceso de
aclimatacion deber realizarse en forma gradual.

Con el propésito de sistematizar la historia de vida de las plantas micropropagadas y aclimatadas
se elaboro una ficha tipo con informacién técnica de los pasos metodolégicos y que concluye con una
infografia ilustrativa de los meses de cada etapa (Germinacién, cultivo “in vitro”, Aclimatacién) hasta la
floracién de la planta. Las especies de las cuales se dispone de informacion sistematizada son seis, cuya
infografia se muestra a continuacion:

Oncidium fimbriatum: Tiempo de cultivo desde semilla hasta primera floracion: 26 meses.
Tiempo en meses >

1 2 14|5) ... | . |13]14|15]16 | . . . . | 25|26 | 27 | 28
Germi- C w e . . . .
nacion Cultivo “invitro Aclimatacion - crecimiento vegetativo Flor

Ciclopogon elatus: Tiempo de cultivo desde semilla hasta primera floracién: 22,5 meses
Tiempo en meses >

12 |3(4|5|6|7(8|9|10| .| . |. 1415|1617 |18 |19 |20 |21 |22 | 23

Germ. Cultivo “invitro” Aclimatacion - crecimiento vegetativo Flor

Polystachya concreta: Tiempo de cultivo desde semilla hasta primera floracion: 46 meses
Tiempo en meses >

12 (34 (5. ||| || .~|25|26[27 28| .| .| . |.|44]45| 46| 47
Germina- Cultivo “invitro” Aclimatacion - crecimiento vegetativo Flor
cion
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Epidendrum campaccii: Tiempo de cultivo desde semilla hasta primera floracion: 35 meses
Tiempo en meses >

1 2 (314 ...l ] ] . |15116]17 |18 . w | w | . [ 33]134]35] 36
Germi- e w . ., - .

., Cultivo “invitro Aclimatacion - crecimiento vegetativo Flor
nacion

Gomesa bifolia “Federal”: Tiempo de cultivo desde semilla 50 meses (sin floracién)
Tiempo en meses >

12 (3141011 16 |17 |18 |19 |20 | . | .| .. | .. | 48| 49| 50

Germ. Cultivo “invitro” Aclimatacion - crecimiento vegetativo Flor?

Gomesa longicornu: Tiempo de cultivo desde semilla 70 meses (sin floracién)
Tiempo en meses >

1|12 (34| u]|w]-]|9 10011 .| .| | « |68]69]70

Germ. Cultivo “invitro” Aclimatacion - crecimiento vegetativo Flor?

El ciclo completo a floracién es variable segln las especies, desde 22 meses hasta 46 meses, y algu-
nas plantas como Gomesa longicurnu atn no han florecido, llevando 70 meses en cultivo.

A partir de la informacién generada en el marco del proyecto, se hizo un andlisis de 65 ensayos de
aclimatacién correspondientes a los afios 2015 y 2016, ordenando en tablas de frecuencia por espe-
cie y por afio, los porcentajes de supervivencia y estableciendo rangos para caracterizar las muestras
empleando estadistica descriptiva (Lallana y Wagner, 2017). Un 20 % de los ensayos correspondieron a
plantas de orquideas cultivadas en contenedores con sustrato de cascara de pino finamente composta-
da, mas perlita y musgo de Sphagnum (5:1:1), el resto son plantas de habito epifito y se montan directa-
mente en palos con musgo de Sphagnum.

Una sintesis de los resultados de este trabajo se presenta en forma grafica (Figura 7) y las conclusio-
nes del mismo son:

Gran parte de la bibliografia sobre aclimatacién de orquideas esta basada en la utilizacién de distin-
tos tipos y mezclas de sustratos inertes, condiciones controladas de luz, temperatura y humedad (Tadeu
de Faria et al., 2001; Deb e Imchen, 2010) y normalmente evaltan la aclimatacion a los 60-90 dias. Los
resultados presentados en este trabajo indican largos periodos de evaluacién superior en muchos casos
a los 3 meses y hasta 10 meses.

Existen diferencias seglin las especies en los resultados de aclimatacién de acuerdo a la época del
afo, por lo que es necesario establecer para cada una el momento adecuado. Las especies con mayor
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supervivencia (70 al 100 %) aclimatadas en invierno-primavera fueron: Brassavola tuberculata, un hi-
brido de Cattleya y otro de Laelia, Cyclopogon elatus, Bletilla striata alba, Microlaelia lundi y Encyclia
argentinensis. En el 50 % de los ensayos la sobrevivencia fue mayor al 80 % (Figura 7).

Ficura 7. Valores finales de sobrevivencia de 65 ensayos de aclimatacion de especies e hibridos de orquideas en dis-
tintos meses. Las letras mayUsculas y nimeros hacen referencia a los meses y afio de cada ensayo (5=2015 y 6=2016).

Referencias: H1: Oncidium bifolium (CR-06) x G. flexuosa, H2: Cattleya hibrido 269, H3: Brassavola (boliviana) x L. purpurata, H4: L.C.
Roseliensis x Sgto. Cabral, H5: Laelia superbiers x L. rubescens aurea, H6: Dendrobium amarillo x D. blanco, H7: Cattleya intermedia
x C. pao azucar, H8: Laelia purpurata x L. purpurata, CACF: Cattleya An Carol Freckle s “Attacky”

En las tablas 11y 12 se sintetizan los resultados de 3 afios de ensayos de aclimatacién conducidos en
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el invernaculo de la FCA-UNER. Los porcentajes anuales resultan elevados, entre el 58 y 80 % (Tabla 11),
evaluados en largos periodos de tiempo.

TaeLa 11. Numero de ensayos de aclimatacién por afio, nimero total de plantas y porcentaje medio de supervivencia

Nimero de: Namero de plantas Porcentaje medio
Ano ensayos especies hibridos INICIO FINAL de supervivencia
2015 40 11 8 762 614 80 %
2016 25 5 4 912 531 58%
2017 57 4 7 1482 1008 68 %

Tasa 12. Clasificacion del nimero de ensayos de aclimatacién por afo, en funcién de cuatro rangos porcentuales
de supervivencia de plantas

Rango (%) Supervivencia 2015 2016 2017
0-10 1 6 5
11-39 2 5 12
40-80 12 6 22
81-100 25 8 18

De analisis de la Tabla 12 surge que la supervivencia en el rango entre el 40 y 100 % fue de 95%, 56
%y 70%, para los afos 2015, 2016 y 2017, respetivamente. Estos resultados indican altos porcentajes de
supervivencia para esta etapa critica de la aclimatacion de plantas de orquideas, en su gran mayoria
epifitas (mas del 80 %).

Por altimo, es importante destacar que los porcentajes de supervivencia son variables segln las es-
pecies y dentro de una misma especie se observan casos con cero (%) de sobrevivencia, segtn la época
del afio en que las plantas fueron aclimatadas (Lallana y Wagner, 2017). En el caso de los hibridos del
género Gomesa (Gom_bif x Gom_bif pétalos marrones), a partir de mayo en adelante se registran ma-
yores porcentajes de supervivencia (80 a 100%), para el hibrido de Gomesa bifolia “Federal” la situacién
es mas regular y no se observan tantas diferencias entre los meses de febrero a junio oscilando entre
36 y 100 %, mientras que el hibrido Gom_bif x Gom_bif pétalos amarillos los porcentajes mas bajos (31
%) se obtuvieron cuando las plantas se aclimataron en marzo, mientras que las extraidas entre mayo y
septiembre alcanzaron porcentajes mas altos (50 al 100 %).

Protocolos
Como ya se indicé al inicio de Material y métodos, todos los protocolos estan disponibles para su con-
sulta en Orquier, (2017). Codigo QR:
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El listado de los mismos es:

Protocolo General LCTV ¥

Equipos de laboratorio ¥

pH -Metro [Ver el archivo adjunto]

Conductimetro [Ver el archivo adjunto]

Agitador orbital [Ver el archivo adjunto]

Vortex-Mixer [Ver el archivo adjunto]

Mesa de flujo laminar horizontal [Ver el archivo adjunto]
Autoclave [Ver el archivo adjunto]

Camara de crecimiento [Ver el archivo adjunto]

Pipeta volumétrica ajustable [Ver el archivo adjunto]
Mapa de riesgos del Laboratorio [Ver el archivo adjunto]

Preparacion de medios de cultivo ¥

Preparacion solucion desinfectante [Ver el archivo adjunto]
Esterilizacion [Ver el archivo adjunto]

Medio bdsico M&S concentrado [Ver el archivo adjunto]
Preparacion 1 L Medio M&S [Ver el archivo adjunto]
Preparacion de soluciones hormonales [Ver el archivo adjunto]

Otros procedimientos ¥

Solucion a partir de droga pura [Ver el archivo adjunto]

Soluciones de volumen o concentracion conocida [Ver el archivo adjunto]
Rotulacion de ensayos en camara de cultivo [Ver el archivo adjunto]
Estructura de informes técnicos [Ver el archivo adjunto]

Banco de Germoplasma de semillas de orquideas ¥

Semillas - BGO ¥

Conteo de semillas de orquideas [Ver el archivo adjunto]

Catdlogo de accesion de frutos de orquideas [Ver el archivo adjunto]
Acondicionamiento y almacenamiento de semillas [Ver el archivo adjunto]
Plantilla para conteo de semillas germinadas [Ver el archivo adjunto]
Catalogo fisico de semillas de orquideas [Ver el archivo adjunto]

Catalogo digital de semillas de orquideas [Ver el archivo adjunto]

Ensayos de viabilidad ¥
Analisis de viabilidad de semillas de orquideas con la prueba topogrdfica por tetrazolio [Ver el archivo

adjunto

Ensayos de aclimataciéon ¥

Aclimatacion de plantulas (Fase Ex Vitro) [Ver el archivo adjunto]
Informes técnicos de ensayos de aclimatacion [Ver el archivo adjunto]
Ficha técnica para la colecta de especies [Ver el archivo adjunto]
Montaje de plantas de orquideas en palo [Ver el archivo adjunto]
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http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/11-pH METRO_EquLab_FV120117.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/12-CONDUCTIMETRO_EquLab_FV6925.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/13-Agitador orbital_EquLab_FV11162.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/14-Vortex-Mixer_EquLab_FV3739.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/15-MESA FLUJO LAMINAR_EquLab_FV9147.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/17-Autoclave_EquLab_FV911.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/18-Camara de crecimiento_EquLab_FV8762.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/10-Mapa de riesgos_EquLab_FV16026.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/21-Solucion desinfectante_PrepMC_FV(V2)10436.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/22-Esterilizacion agua, papel, vidrio_PrepMC_FV98139.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/23-Medio basico M&S concentrado_PrepMC_FV173161.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/24-Preparacion 1 L M&S_PrepMC_FV5927.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/25-Preparacion soluciones hormonales_PrepMC_FV144139.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/31-Como preparara una solucion_PrepMC_FV18143.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/32-Solucion volumen-concentracion_PrepMC_FV14427.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/33-Rotulacion e identificacion de ensayos_OP_FV175108.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/34-Estructura de informes técnicos_OP_FV5351.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/11_Conteo semillas orquideas_BGO_Orq_FV19196.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/12_Catalogo de accesion de frutos_BGO_Orq_FV195160.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/13_Acond y almac semillas_BGO_Orq_FV84137.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/14_Plantilla conteo semillas germinadas15116.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/15_Catalogo FÌsico de semillas BGO8045.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/16_Catalogo Digital de semillas BGO13775.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/21_Análisis de viabilidad_BGO y Otros_Orq_FV86171.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/21_Análisis de viabilidad_BGO y Otros_Orq_FV86171.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/31_Aclimatacion_BGO y Otros_Orq_FV551.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/32_InfTecnicos Aclimatacion_BGO_Orq_FV187182.pdf
http://www.orquier.fca.uner.edu.ar/Archivos/Protocolos/33_Ficha tecnica Col_Ref_BGO_Orq_FV14345.pdf
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Estadistica y software ¥
Medicion digital de la longitud y ancho de semillas de orquideas [Ver el archivo adjunto]
Medicion digital de la longitud radical [Ver el archivo adjunto]

Ademas, se han generado 3 nuevos protocolos en 2017 en la Categoria. Banco de germoplasma de
semillas de orquideas, Subcategoria 1. Semillas - BGO:

1.7. Método de conteo directo de semillas de orquideas

1.8. Conteo de semillas de orquideas con el software Image)

1.9. Metodologia para la medicion de velocidad de caida libre de semillas de orquideas

Conclusiones

Se logro mantener y actualizar el Banco de Germoplasma de Semillas de orquideas, estableciendo pro-
tocolos para el ingreso de frutos, cosecha de semillas, almacenamiento y rotulacién de las muestras,
alcanzando al momento un catalogo de accesién con 286 registros con 95 especies no repetidas y 114
hibridos. La base de datos estara proximamente disponible en el Sistema Nacional de Datos Biolégicos.

A través de las pruebas de viabilidad periodica que se efecttian en el BGO se pudo comprobar que el
método de almacenamiento en frio (5 °C) sin secado previo de las muestras, permite la conservacion de
semillas por largos periodos de tiempo (1 a 4 afios) sin grandes pérdidas de viabilidad.

Se ajustaron técnicas de conteo y medicion de semillas estableciendo nuevos protocolos y procedi-
mientos, en particular se puso a punto la técnica de evaluacion de caida libre de semillas.

Por otra parte se ha confeccionado un Catalogo Fisico y otro Digital de las muestreas de semillas del
BGO, uno de los objetivos centrales del Proyecto.

Se logré el cultivo “in vitro” de semillas de orquideas de 6 (seis) especies nativas y dos hibridos, con
resultados de obtencién de plantas completas para el proceso de aclimatacion.

La aclimatacion de plantas, en particular las especies epifitas, ha sido relativamente exitoso, logran-
do en las mayoria de las especies sobrevivencia del 40 al 100 %, manteniendo 1008 plantas en inverna-
culo originadas por esta técnica.

En noviembre de 2017 se presenté la propuesta de edicion de un libro multiautoral que compila gran
parte de la produccion cientifica y técnica generada en el marco de dos proyectos de investigacion sobre
Orquideas PID 2144 (2010-2014) y PID 2172 (2015-2017). La obra se presenta en 6 capitulos o titulos prin-
cipales y dos Anexos. La propuesta de la obra fue avalada por el Consejo Directivo de la FCA mediante
Resol. N° 8.775/17, siendo el contenido basico:

Banco de Germoplasma de semillas de orquideas, viabilidad y germinacion. Longevidad y flotabili-
dad. Forma color y estructura de las semillas, dimensiones fisicas, conteo y medicion de la caida libre.
Modelo de dispersion de semillas. Catalogo Fisico y Digital. Fichas informativas de las semillas de orqui-
deas nativas del litoral.

La difusion de los resultados del proyecto se logré a través de numerosas presentaciones en reunio-
nes cientificas, conferencias, charlas técnicas, un curso y 10 publicaciones cientificas en revistas nacio-
nales e internacionales segln se detalla en los siguientes indicadores de produccién:

Presentaciones en congresos y reuniones cientificas: 18 (dieciocho)
Nacionales: 15

Internacionales: 3

Publicaciones cientificas con referato: 10 (diez)
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Nacionales (7): Michel y Lallana, 2015; Di Persia y Lallana, 2015; Lallana et al., 2016; Lallana y Barsanti,
2016; Lallana y Garcia, 2016; Lallana y Wagner, 2017; Michel y Lallana, 2017
Internacionales (3): Dalzotto et al., 2015; Lallana y Garcia, 2015; Dalzotto y Lallana, 2015

Trabajo Final de Graduacion (Tesinas de grado) en el marco del PID 2172: 1(una) (Di Persia, 2015).

Acciones de transferencia: 14 (catorce)

Afio 2015: 2 charlas técnicas

Afio 2016: 1 curso de capacitacion, 2 charlas técnicas, 1 conferencia, donacién de plantas a jardines bo-
tanicos de Argentina, disefio pagina WEB y carga de contenidos,

Afio 2017: 2 entrevistas televisivas, 1 video institucional de difusién del proyecto, Catalogo fisico, 1 charla
técnica, proyecto Libro “Semillas de orquideas”
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