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RESUMEN

Oncidium es un género de orquideas nativas
de América del Sur, como O. longicornu
(A) presente en el SE de Brasil y Argentina
y O. bifolium var. bifolium, encontrandose
variaciones naturales como O. bifolium de
“pétalos amarillos” (B) y O. bifolium var.
“federal” (C). En la siembra asimbiotica
de semillas de orquideas, la desinfeccion
es importante para evitar su contaminacion
en el medio de cultivo. Se busco ajustar la
técnica de desinfeccion de semillas elimi-
nando la etapa de enjuagues y evaluar la
germinacion in vitro. Se us6 el medio de
cultivo semisélido Murashige y Skoog a
la mitad de concentracion. La desinfeccion
se realizé con hipoclorito de sodio en tres
dosis: 0.5%; 1% y 2%. Ademas, en O. bifo-
lium “pétalos amarillos” se evaluo el efecto
del enjuague con agua destilada esterilizada
empleando hipoclorito de sodio al 0.5%. Se
encontr6 que la viabilidad promedio de las
semillas fue de 98% (prueba de tetrazolio).
La germinacion para los Oncidium sem-
brados ocurrio6 a los 15 dias. A los 48 dias
después de la siembra (dds) la dosis de 2%
manifestd diferencia de 39% y 60% en los
valores de germinacion con respecto a viabi-

lidad en (C) y (B) respectivamente, mientras
que en (A) la diferencia fue del 9% y en la
dosis de 0.5% fue del 18%. En O. bifolium
“pétalos amarillos™ a los 49 dds, se visualizo
presencia de protocormos blancos (muer-
tos), a los 67 dds su porcentaje fue del 14%,
disminuyendo la germinacion de un 84.4%
a un 73.2% sin el enjuague, mientras que
en las semillas enjuagadas no se registraron
protocormos blancos. Se recomienda utilizar
la concentracion de 0.5% de hipoclorito de
sodio y realizar enjuagues con agua estéril
para garantizar un mayor porcentaje de
supervivencia de los protocormos.

Palabras clave: orquideas epifitas, técnica
desinfeccion, germinacién in vitro, viabi-
lidad.

ABSTRACT

Oncidium is a genus of orchids native to
South America, as O. longicornu (A) present
in SE Brazil and Argentina and O. bifolium
var. bifolium, natural variations found O.
bifolium of “yellow petals (B) and the
“federal” O. bifolium variety (C). In seed
planting orchid asymbiotic, disinfection is
important to prevent contamination in the
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culture medium. Was sought to adjust the
seed disinfection technique not applying
the rinsing stage and evaluate germination
in vitro. Murashige and Skoog semisolid
medium was used in half concentration.
Sodium hypochlorite was used to disinfect
seeds in three doses: 0.5%, 1% and 2%.
Also in O. bifolium “yellow petals”, the
effect of rinsing with sterile distilled water
using sodium hypochlorite 0.5%. Was
found the average viability of the seeds
was 98% (tetrazolium test). Germination
for Oncidium seeded occurred at 15 days.
At 48 days of sowing time the 2% dose of
said difference of 39% and 60% germination
values with respect to viability in (C) and
(B) respectively, while (A) difference was
9% and 0.5% dose was 18%. In O. bifolium
“yellow petals” at 49 days of sowing time,
visualized protocorms presence of white
(dead), at 67 days their percentage was
14%, decreasing the germination of 84.4%
to 73.2% without rinsing, while the seeds
rinsed were no registered white protocor-
ms. Is recommend concentration of 0.5%
sodium hypochlorite and perform sterile
water rinses to ensure a higher percentage
of survival of protocorms.

Key words: epiphytic orchids, disinfection
technique, in vitro germination, viability.

INTRODUCCION

Oncidium, es un género de orquideas nativas
de América, con mas de 600 especies que
habitan desde el sur de los Estados Unidos
hasta Argentina, creciendo desde el nivel del
mar hasta 4 000 m.s.n.m. (Freuler, 2003).
En Argentina se ha reportado la presencia
de 280 especies de las cuales 37.5% son
epifitas y 62,5% terrestres (Johnson, 2001;
Freuler, 2003).
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Oncidium bifolium Sims. var. bifolium es
una orquidea epifita nativa de Argentina, que
crece en toda la zona litoral y centro norte
del pais (Cellini et al., 2009), principal-
mente lo largo de los cursos de agua de los
arroyos y el delta del Parana. Esta orquidea
presenta variaciones en el tamaiio de la flor
y pigmentacion de los pétalos, amarillos con
irregulares bandas transversales castafias
sobre los sépalos y pétalos Jonson (2001),
existen algunas formas naturales con pétalos
totalmente amarillos (O. bifolium “pétalos
amarillos™) y otros de color rojo purpureo
uniforme. Esta ultima hallada en la provin-
cia de Entre Rios ha sido denominada O.
bifolium var. “federal” (fig. 1).

O. longicornu Mutel es una especie epifita,
se encuentra distribuida por los estados del
SE de Brasil y Argentina. Se diferencia
de otros Oncidium por tener sus sépalos par-
duscos con los bordes y la base amarillay los
pétalos espatulados con bordes ondulados
amarillos con extensas manchas castafias y
su labelo amarillo limén (Johnson, 2001).

Las semillas de orquideas se caracterizan
por ser muy pequefias (1.0-2.0 mm de
largo y 0.5-1.0 mm de ancho), carecen de
endosperma, presentan solo una testa y un
embrion inmaduro (Pierik, 1990; Arditti y
Ernst, 1993) y se produce en grandes can-
tidades por capsulas, por ejemplo, un fruto
maduro de Oncidium bifolium Sims, puede
contener hasta 1 178 100 semillas (Lallana
etal., 2010).

La germinacion natural de estas semillas
requiere de una relacion obligada con hongos
micorriticos, pues al carecer de un endos-
perma el embrion obtiene sus nutrientes
a través de esa asociacion (Arditti, 1984).
Esta relacion puede ser un factor limitante
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Fig. 1. Detalle de flores e inflorescencias de dos especies y una variedad de orquideas
del género Oncidium: 1) Oncidium bifolium Sims var. bifolium, 2) O. bifolium “pétalos
amarillos”, 3) O. bifolium var. “federal” y 4) O. longicornu.

en los programas de conservacion ex Situ o
para orquideas o en la propagacion de estas
especies o sus hibridos con fines comerciales.

Mediante las técnica de cultivo in vitro
de semillas es posible su germinacion y
desarrollo del embrion en ausencia del
hongo, sustituyendo su acciéon por un
medio de cultivo nutritivo; a este tipo de
germinacion se la conoce como germinacion
asimbiotica (Pierik, 1990; Fay y Clemente,
1997). Debido a ello, se han desarrollado
metodologias de germinaciéon asimbidtica
bajo condiciones in vitro (Arditti y Ernest,
1993; Flachsland et al., 1996; Kalimuthu
et al., 2007; Flores-Escobar et al., 2008;
Pedroza-Manrique, 2009).

Uno de los principales problemas que se
presentan al usar estas técnicas es la con-
taminacion fingica del medio de cultivo,
por ello se debe implementar una etapa de
desinfeccion de las semillas la cual basica-
mente consiste en someter las semillas a una
solucion con hipoclorito de sodio o calcio y
lavado con agua destilada (Mweetwa et al.,
2008; McKendrick, 2000).

En la germinacion in vitro de las semillas
de orquideas se han descrito cuatro etapas
(Mitchell, 1989): crecimiento del embridon
(protocormo) y ruptura de testa (etapa 1),
desarrollo del protocormo y aparicion de
rizoides (etapa 2), crecimiento rapido del
protocormo y desarrollo de una yema apical
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(etapa 3), por ultimo, aparicion de hojas y el
desarrollo de raices (ctapa 4).

El objetivo de este trabajo fue ajustar la
técnica de desinfeccion de semillas de orqui-
deas eliminando la etapa de enjuagues con
agua estéril y evaluar la germinacion in vitro
de dos especies y una variedad.

MATERIAL Y METODOS
Experimento 1

Se trabajo con semillas de dos especies y una
variedad de orquideas del género Oncidium
(O. longicornu Mutel; O. bifolium “pétalos
amarillos”; O. bifolium var. “federal”) a
partir de frutos cosechados en enero 2011
de plantas cultivadas en la ciudad de Parana,
provincia Entre Rios (Argentina), en el mes
de enero de 2011 (tabla 1). Las muestras
identificadas como (A) y (B), provinieron
de un cultivador particular y la (C) de un
vivero especializado de la ciudad de Parana
(tabla 1).

Los frutos fueron conservados a baja tem-
peratura (4-5°C) en sobres de papel durante

15 dias y al comenzar su dehiscencia se
procedio a cortar sus extremos con bisturi
y recoger las semillas en capsulas plasticas
con tapa y conservarlos a la misma tempe-
ratura arriba mencionada hasta el momento
de su siembra.

Se evaluo la viabilidad de las semillas me-
diante la prueba de tetrazolio. Se tomd una
alicuota de 2 a 4 mg de semillas las que se
colocaron 24 h en imbibicion, luego se ex-
trajo el agua y se agreg6 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 hizo en cajas de Petri,
colocando debajo de la caja una cuadricula
(1x 1 cm)y contando cinco cuadros al azar.
Se consideraron semillas viables aquellas
que presentaban una coloracion que variaba
de rosado a rojo oscuro; y no viables las
semillas blancas o sin tincién con embrion
visible. Los datos se expresaron en porcen-
taje de semillas viables.

El medio de cultivo empleado fue MS
(Murashige y Skoog, 1962), el cual ha sido
utilizado con éxito en el cultivo in vitro de

Tabla 1. Muestras de frutos de Oncidium, fecha de cosecha y origen de la formacion
de los frutos.

ID Especie Cosecha  Formacion
de fruto
(A) Oncidium longicornu 15-01-11 autogamia
(B) Oncidium bifolium “pétalos amarillos” 07-01-11 alogamia
©) Oncidium bifolium var. “federal” 15-01-11 autogamia
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orquideas (Flachsland et al., 1996; Billard
y Lallana, 2008, 2009; Lallana y Billard
2009; Lallana et al., 2010). Este medio fue
suplementado con 30 g/L de sacarosa, el
pH del medio de cultivo se ajust6 a 5,6-5,8
previo a la adicion de 5 g/L. de Agar Agar
Britania. El medio de cultivo se esterilizd
en autoclave a 121 °Cy 1 kg cm? de presion
durante 15 min y distribuidos en cantidades
de 10 mL en cajas de Petri de vidrio de 50
x 15 mm.

La siembra y desinfeccion de las semillas
se efectud en camara de flujo laminar hori-
zontal. Se procedio a la desinfeccion de las
mismas, teniendo en cuenta su agitacion
en la solucién desinfectante propuesto por
Mweetwa et al., (2008), quien utiliza un
agitador vortex y el empleo de una jeringa
de 5 mL para la desinfeccion y posterior
siembra en el medio de cultivo esterilizado
(McKendrick, 2000). Para ello se tomaron
dos alicuotas de semillas (4 a 10 mg aproxi-
madamente), con una espatula metalica este-
rilizada, se colocaron en tubos de ensayo de
70 mm de altura y 25 mm de diametro con 5
mL de solucion desinfectante de hipoclorito
de sodio comercial a tres concentraciones
(tratamientos, T): T1 0.5%; T2 1%; T3 2%
con el agregado de Tween 20 (0.1%) como
tensioactivo. La solucion con semillas se
coloco en un agitador orbital de Kline (Vic-
king) a 225 rpm, en reemplazo del agitador
vortex, durante 7 min y luego se dejoé reposar
por 8 min. En la camara de flujo laminar con
una jeringa de 5 mL, se extrajeron 3 mL de
solucion, en el extremo de ésta se colocaron
tres capas de tela de nailon y la aguja y se
elimind el excedente de solucion quedando
retenidas en la tela unas pocas semillas; se
retiraron la aguja y la tela, luego se esparcio
0.5 mL de la solucion con semillas sobre
el medio de cultivo en las cajas de Petri.

Inmediatamente cada caja de Petri fue tapa-
da y cubierta con pelicula PVC y colocada
en camara de crecimiento a una temperatura
de 24 £ 1°C y un fotoperiodo de 16 h, con
luz grow lux. Por cada especie y la variedad
se realizaron tres repeticiones, donde cada
repeticion correspondid a una caja de Petri,
siendo ésta la unidad experimental.

A los 6, 15, 27 y 48 dias después de la
siembra (dds) se evaluaron: registro de
protocormos en sus distintas etapas de desa-
rrollo (Mitchell, 1989), contaminacion de
los tratamientos y a los 48 dds el porcentaje
de germinacion sobre tres cuadriculas de
10 mm de lado dibujadas sobre la base
de las cajas de Petri. La germinacion de las
semillas de Oncidium se consider6 cuando
el embrion aumento su tamafio, llegando a
romper la testa.

Experimento 2

Para ajustar el procedimiento del ensayo
anterior se llevo a cabo un segundo experi-
mento con la especie O. bifolium “pétalos
amarillos”, con las mismas semillas almace-
nadas a baja temperatura (4-5°C), donde se
evaluo el efecto del enjuague con agua desti-
lada esterilizada en la etapa de desinfeccion
de las semillas propuesto por McKendrick
(2000), se empleod una dosis de hipoclorito
de sodio de 0.5%. Los tratamientos fueron
tres enjuagues (T1) y sin enjuague (T2). La
cuantificacion de la germinacion se efectud
siguiendo las férmulas propuestas por Ar-
ditti modificado por Pierik et al. (1988) y
Menchaga (2011):

porcentaje de germinacion (%G)

100 x [ (b+c+d)]/ [a+b+c+d]
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indice de germinacion (1G)
10(1b+2¢+3d)/ atbtctd

Las letras a, b, ¢ y d indican la frecuencia
de cada ectapa de crecimiento y desarrollo
del embrion.

Por tanto, a = etapa no germinativa; b = el
embrion crece o se hincha sin romper la cu-
bierta; ¢ = el embrién emerge parcialmente
de la cubierta seminal; d = el embrion emer-
ge totalmente de la cubierta seminal.

Como indican Pierick et al. (1988), en esta
forma de evaluacion el indice de germina-
cion se deriva del porcentaje de cada etapa
de crecimiento y desarrollo del embrion, y
nos da una idea tanto de la velocidad germi-
nativa, como de la presencia y proporcion de
cada una de las etapas de desarrollo inicial,
ya que a mayor IG mayor presencia de las
etapas germinativas mas avanzadas en el
desarrollo.

Se empleo un diseno al azar con dos tra-
tamientos (con y sin enjuague en agua
destilada esterilizada) y 10 repeticiones,
cada repeticion correspondié a una caja
de Petri con tres submuestras de 10 mm?.
El porcentaje de germinacion y el indice
germinativo se evaluaron a los 14, 29, 49
y 67 dds y se analizaron estadisticamente.
Para determinar si los valores de germina-
cion se distribuian normalmente se aplico
una prueba de normalidad (Shapiro-Wilks
Modificado). Posteriormente se efectud un
analisis de varianza y la prueba de Duncan
para comparar medias con un nivel de sig-
nificacion del 95% (p < 0.05) utilizando el
software InfoStat (2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1

La viabilidad para O. longicornu, O. bifolium
“pétalos amarillos” y O. bifolium var. “fe-
deral” fue 96, 98, y 99%, respectivamente.
Estos valores son similares a los reportados
para semillas del género Oncidium dos
meses después de haber sido cosechadas
(Lallana y Garcia, 2012), en la cual la
viabilidad se reduce al 56% después de un
almacenamiento en frio de 15 meses.

No se registrd contaminacion en las semi-
llas ni en el medio de siembra en ninguno
de los tratamientos de desinfeccion de las
tres orquideas.

La germinacion asimbiotica para las dos
especies y la variedad de Oncidium ocurri6 a
los 15 dias. En general se observaron valores
altos del coeficiente de variacion del ensayo,
debido a la agregacion de las semillas en
las cuadriculas de conteo, derivado de la
cantidad y del pequenisimo tamano de las
mismas, lo cual hace improbable asegurar
una cantidad definida y distribucion unifor-
me en las cajas de Petri. El nimero medio
y el desvio estandar de semillas por cuadri-
cula fue de 21420, 24+47 y 31436, para las
muestras O. bifolium “pétalos amarillos”,
O. longicornu y O. bifolium var. “federal”,
respectivamente. Dado la alta variabilidad
hallada en los valores entre las cuadriculas
de conteo, los datos no respondieron a una
distribucion de tipo normal, por lo cual
se presentan los valores medios de ger-
minacion con su desvio estandar (fig. 2).
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Fig. 2. Porcentaje de germinacion de los tratamientos de desinfeccion con hipoclorito
de sodio de semillas de Oncidium longicornu, Oncidium bifolium “pétalos amarillos” y
Oncidium bifolium var. “federal” a los 48 dds.

La evolucion del desarrollo a través del
tiempo segun lo propuesto por Mitchell
(1989) fue para O. longicornu a los seis
dds las semillas se presentaron en las etapas
0y 1;alos 15y 27 dds para los T1 y T2
evolucionaron a protocormos verdes y en
el T3 manifestaron protocormos verdes y
semillas en etapa 0; a los 48 dds en los tres
tratamientos los protocormos desarrollaron
hasta la etapa 3, mientras que en el T3 se
presentaron las etapas 0,2 y 3.

En O. bifolium “pétalos amarillos”, a los
6dds se presentaron semillas sin germinar
y etapa 1; a los 15 dds se visualizaron pro-

tocormos verde palidos; a los 27 dds todos
los tratamientos estaban en etapa 2, ademas
en el T3 los protocormos se visualizaron
de color verde claro y algunos traslucidos;
a los 48 dds en T1 y T2 los protocormos
evolucionaron a la etapa 3 de color verde;
en el T3 tenian escaso desarrollo (etapa 2)
de color amarillo y transparentes, s6lo unos
pocos verde oscuros.

Para la var. “federal” de O. bifolium a los
seis dds el material sembrado estaba en
etapa 0 y 1, a los 15 dds los protocormos
en T1 y T2 estaban en la etapa 2 mientras
que en T3 los protocormos estaban verde
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claro (etapa 2) y algunos transparentes,
ademas de presentar semillas sin germinar;
a los 48 dds en T1 y T2 los protocormos
verdes estaban en etapa 3 y en T3 desarro-
llaron hasta las etapas 2 y 3 y en una de las
repeticiones todas las semillas no habian
evolucionado.

En general se puede decir que a los seis dds
las dos especies y la variedad de Oncidium
se observaron semillas con crecimiento del
embrion y ruptura de la testa (etapa 1); a los
15dds el estadio de desarrollo correspondiod
a la etapa 2 (desarrollo de protocormo y
aparicion de rizoides). A los 27 dds en
todos los casos permanecian en la etapa de
desarrollo 2; mientras que a los 48 dds la
mayoria de los protocormos se encontraban
en la etapa 3 (crecimiento rapido de proto-
cormo y desarrollo de una yema apical). Se
encontraron diferencias en cuanto al color
de los protocormos segun los tratamientos
con hipoclorito de sodio, la concentracion
de 2% evidencio un color amarillo, (muerto)
y estructura transparente, viéndose afectada
en mayor proporcion el Oncidium bifolium
“pétalos amarillos”.

Experimento 2

En el segundo ensayo con O. bifolium “pé-
talos amarillos”, a los 49 dds se observo en
el tratamiento sin enjuague, la presencia de
protocormos blanquecinos; a los 67 dds el
porcentaje de protocormos blancos (muer-
tos) fue de 14%, mientras que el porcentaje
de semillas germinadas disminuyo6 84.4% a
73.2%. En el tratamiento con enjuague no
se registraron protocormos blancos y los
datos de germinacion respondieron a una
distribucion de tipo normal. Se encontra-
ron diferencias significativas (p< 0,05) en
la germinacion entre los dos tratamientos
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desde el momento en que se registraron los
protocormos blancos (49 dds) (fig. 3).

A los 48 dias desde la siembra del experi-
mento 1 utilizando 0.5% de hipoclorito de
sodio no se observaron protocormos blan-
cos, mientras que en el experimento 2 si se
visualizaron éstos a partir de los 49 dds en
una cantidad que creci6 mas a los 67 dds
en comparacion con el tratamiento donde
se realizo los enjuagues con agua destilada
esterilizada.

El indice germinativo (IG) fue en aumento
a medida que transcurrian los dias después
de la siembra (fig. 4). A los 14 y 29 dds no
se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, si a los 49 y 67 dds donde el
IG del tratamiento sin enjuague (T2) fue
menor en ambas observaciones respecto al
T1 con enjuague (fig. 4), observando la pre-
sencia de protocormos blancos (muertos).

Alvarez-Pardo et al., 2006, encontraron que
el tiempo y la dosis de desinfeccion afecta
el porcentaje de germinacion de las semillas
de O. pumilum Lindl respecto al porcentaje
de su viabilidad; en donde disminuy6 en
un 29% con respecto a la viabilidad de la
semillas cuando éstas fueron sometidas a
una dosis de 0.4% de cloro activo durante
15 min, mientras que para la misma dosis
durante 5 min no afect6 a la germinacion;
y para una dosis de 0.8% la germinacion
disminuy¢ significativamente para los dife-
rentes tiempos de exposicion de la solucion
desinfectante. En todos los casos habian
efectuado tres enjuagues de las semillas
con agua estéril. También Vasudevan y Van
Staden (2010) evaluaron el efecto del hipo-
clorito de sodio en tres concentraciones y
dos tiempos de desinfeccion y cuatro medios
de cultivo en una orquidea epifita Ansellia
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Fig. 3. Germinacion (%) de O. bifolium “pétalos amarillos” a los 14, 29, 49 y 67 dds en
los dos tratamientos (con enjuague y sin enjuague). Letras distintas indican diferencias
significativas (p<= 0.05).

africana Lindl.; encontrando a los 56 dds,
que la mejor combinacion en la desinfeccion
de las semillas fue la utilizacion de 1.75% de
hipoclorito de sodio durante 40 min indepen-
dientemente de los medios de cultivo.

Dalzotto et al. (2013) hallaron que las semi-
llas de Oncidium bifolium conservadas en
heladera (4-5°C), mantienen su viabilidad
por mas de dos aflos y que concentraciones
mayores de 0.1% de hipoclorito de sodio
afectan significativamente la prueba de
viabilidad de las semillas. En el caso de
dosis de 0.5% de hipoclorito de sodio, la
disminucion de viabilidad encontrada fue

de 20%, respecto al testigo y al tratamiento
0.1% de hipoclorito de sodio.

Varios protocolos para desinfectar semillas
de orquideas emplean solucién de hipoclo-
rito de sodio, por ser un tratamiento simple
y econdmico (Pierik, 1990; McKendrick,
2000; Rodriguez et al., 2005; Alvarez-Par-
doetal., 2006; Flores-Escobar et al., 2008;
Vasudevan y Van Staden, 2010). Alvarez-
Pardo et al., 2006, resaltan la importancia
de emplear solucion desinfectante de
reciente preparacion y de composicion qui-
mica conocida, seguido por varios enjuague
con agua estéril.
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Fig. 4. Indice germinativo de O. bifolium “pétalos amarillos” a los 14, 29, 49 y 67 dds en
los dos tratamientos (con enjuague y sin enjuague). Letras distintas indican diferencias
significativas (p<= 0.05).

CONCLUSIONES

La concentracion de 0.5% de hipoclorito de
sodio no afecto la germinacion in vitro de las
especies estudiadas hasta los 48 dias después
de sembrados. Concentraciones mayores
disminuyen la germinacion.

En O. bifolium “pétalos amarillos”, a partir
de los 49 dias después de la siembra, en el
tratamiento sin enjuague, se evidenciaron
protocormos de color blanco, no asi en el
tratamiento con enjuague donde los proto-
cormos se desarrollan normalmente.

154

El realizar tres enjuagues con agua estéril,
en la etapa de desinfeccion de las semillas,
favorece un mayor porcentaje de supervi-
vencia de los protocormos.
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