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En la provincia de Entre Rios (Argentina), O. bifolium Sims. esta citada como especie epifita nativa
cuya distribucion es amplia en toda la zona litoral y centro norte del pais. El objetivo de este trabajo
fue comparar dos métodos de desinfeccion de semillas de Oncidium bifolium, evaluados a través de
la germinacion “in vitro”. Los frutos fueron cosechados en enero de 2011. Las semillas se
conservaron en heladera, durante 60 dias, en cépsulas plasticas con tapa hasta el momento de la
siembra. Antes de la siembra se evalud la viabilidad mediante la prueba de tetrazolio. Para la
siembra asimbidtica se uso el medio de cultivo semisélido Murashige y Skoog a la mitad de
concentracion, el cual se esterilizé en autoclave a 121 °C y 1 kg cm? de presién durante 15 minutos
y distribuido en cajas de petri de vidrio de 5 cm de diametro. La desinfeccion de semillas se realizd
con hipoclorito de sodio al 0,5% con el agregado de Tween 20. Siembra de los tratamientos (T): T1,
las semillas con solucion desinfectante se enjuagaron 3 veces con agua destilada esterilizada; T2 no
se enjuagaron y se sembraron con la solucién desinfectante. Para la siembra de ambos tratamientos
se trabajo con micropipeta automatica regulable en una dosis de 0,1 ml de solucion
(aproximadamente 250 semillas) que fueron esparcidas sobre el medio de cultivo estéril en cajas de
petri, tapadas y llevadas a camara de crecimiento a una temperatura de 24 + 1 °C y un fotoperiodo
de 16 horas, con luz grow lux. De cada tratamiento se hicieron 10 repeticiones (caja de petri) y se
evalud el porcentaje de germinacion en cada repeticion en 3 submuestras de 1 cm? a los 14, 29, 49,
y 67 dias después de la siembra (dds). Los datos se analizaron estadisticamente efectuandose un
analisis de varianza y la diferencia entre medias empleando la prueba de Duncan para un nivel de
significacion del 95 % (p < 0,05). La viabilidad fue de 94,33%. La germinacion asimbidtica, ocurrid
a los 14 dias. A los 29 dias se registro el maximo de germinacion con 86,8% y 84,4% para el T1
(con enjuague) y T2 (sin enjuague), respectivamente, no encontrandose diferencias significativas
(p<=0,05) entre tratamientos. Dichos porcentajes de germinacidén en comparacion con la viabilidad
fueron menores, siendo la diferencia de 7,5% para el T1 y 9,9% para el T2. A los 49 dds, se
comenzd a visualizar en el T2, la presencia de protocormos blanquecinos y a los 67 dds el
porcentaje de protocormos blancos fue del 14%, disminuyendo de esta manera el porcentaje de
semillas germinadas a un 73,2%; encontrandose diferencias significativas (p<= 0,05) con el T1
desde el momento en que se registraron los protocormos blancos. A partir de estos resultados
podemos concluir que se recomienda realizar el enjuague con agua destilada esterilizada durante la
etapa de desinfeccion de las semillas de O. bifolium para garantizar un mayor porcentaje de
supervivencia de los protocormos.



Introduccion

En la provincia de Entre Rios (Argentina), O. bifolium Sims. esta citada como especie epifita nativa cuya
distribucién es amplia en toda la zona litoral y centro norte del pais (Cellini et al., 2009).

Las semillas de orquideas se caracterizan por ser muy pequefias, carecen de endosperma y el embrion es
inmaduro. Una de las cuestiones claves en la siembra asimbiotica, es la desinfeccion adecuada de las
diminutas semillas para evitar la contaminacién una vez sembradas en los medios de cultivo. El objetivo de
este trabajo fue comparar dos métodos de desinfeccion de semillas de Oncidium bifolium, evaluados a través
de la germinacion “in vitro”.

Materiales y métodos

Un fruto de Oncidium bifolium, cosechado el 07/01/11 y al comenzar su dehiscencia se procedié a recoger
las semillas en capsulas plasticas con tapa y conservarlos en heladera (4° C) hasta el momento de su siembra.
Las semillas se sometieron a la prueba de viabilidad por tetrazolio, siguiendo la metodologia propuesta por
Lallana y Garcia (2010).

El medio del cultivo que se empleo para la germinacion asimbidtica, fueron las sales de Murashige & Skoog
(1962), a la mitad de su concentracion, suplementado con 30 g.L™" de sacarosa y 5 g.L™" de Agar Agar
Britania; pH 5,6 — 5,8; el cual se esteriliz6 en autoclave a 121 °C y 1 kg cm? de presién durante 15 minutos y
distribuido en cajas de petri de vidrio de 5 cm de diametro.

Para la siembra “in vitro”, se procedio a la desinfeccién de las semillas, utilizando el método de desinfeccién
por agitacion (Mweetwa et al., 2008) modificado y el de matraz y pipeta (Pierik, 1990) modificado. Se
sacaron dos alicuotas de semillas, con una espatula metalica; y se las colocaron en tubos de vidrio con
solucion desinfectante (hipoclorito de sodio, al 0,5% de producto comercial con el agregado de Tween 20).
Luego se las coloco en un agitador orbital a 225 rpm durante 7 minutos y luego se dejaron reposar por 8
minutos.

Los tratamientos (T) fueron: T1, las semillas se enjuagaron 3 veces con agua destilada esterilizada, pasando
entre enjuagues, 3 minutos; T2 no se enjuagaron y se sembraron con la solucion desinfectante.

Para la siembra de ambos tratamientos se trabajo con micropipeta automatica regulable en una dosis de 0,1
ml de solucion (aproximadamente 250 semillas) que fueron esparcidas sobre el medio de cultivo estéril en
cajas de petri, tapadas y llevadas a cAmara de crecimiento a una temperatura de 24 + 1 °C y un fotoperiodo de
16 horas, con luz grow lux.

De cada tratamiento se hicieron 10 repeticiones (caja de petri) y se evalu6 el porcentaje de germinacion en
cada repeticion en 3 submuestras de 1 cm? a los 14, 29, 49, y 67 dias después de la siembra (dds). Los datos
se analizaron estadisticamente efectudndose un anélisis de varianza y la diferencia entre medias empleando
la prueba de Duncan para un nivel de significacion del 95 % (p < 0,05).

Resultados y discusion

La viabilidad fue de 94,33 %. La germinacion de O. bifolium ocurri6 a los 14 dias (Figura 1). A los 29 dias
se registrd el maximo de germinacion siendo de 86,8% y 84,4% para el T1 y T2, respectivamente, no
encontrandose diferencias significativas (p<= 0,05) entre tratamientos. Dichos porcentajes de germinacién en
comparacion con la viabilidad fueron menores, siendo la diferencia de 7,5% para el T1 y 9,9% para el T2
(Figura 1). Esta disminucion de la germinacion pudo ser causada por la dosis de hipoclorito de sodio
empleada y/o el tiempo de desinfeccion de las semillas; ademés en el T2 al no realizar el enjuague de las
semillas, el efecto residual de la solucion desinfectante pudo haber dafiado a los embriones.
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Figura 1. Viabilidad (%) (Linea horizontal superior) y porcentaje de germinacién de O. bifolium a los 14, 29,
49y 67 dds en los tratamientos T1y T2. Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

A los 49 dds, se comenzé a visualizar en el T2, la presencia de protocormos blanquecinos y a los 67 dds el
porcentaje de éstos fue del 14%, disminuyendo de esta manera el porcentaje de semillas germinadas a un
73,2%. Se encontraron diferencias significativas (p<= 0,05) con el T1 desde el momento en que se
registraron los protocormos blancos (Figura 1). A los 67 dds se observo crecimiento rapido del embrién y
desarrollo de la yema apical.

Alvarez - Pardo et al., (2006) encontraron que el tiempo y la dosis de desinfeccion afecta a la germinacion de
las semillas de O. pumilum Lindl; en donde disminuyé en un 29% con respecto a la viabilidad de la semillas
cuando estas fueron sometidas a una dosis de 0,4% de cloro activo durante 15 minutos, mientras que para la
misma dosis durante 5 minutos esta no afecto a la germinacion.

Conclusiones
Se recomienda realizar enjuagues con agua destilada esterilizada durante la etapa de desinfeccion de las
semillas de O. bifolium para garantizar un mayor porcentaje de supervivencia de los protocormos.
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