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Streszczenie.Storczyki to jedne z najwaiejszych rdlin ozdobnych. W zwizku z ogromn
liczbg gatunkéw i odmian storczykéw, z ktorychekszas¢ nie mae by rozmnaana generatyw-
nie, raliny te g3 rozmnaane take wegetatywnie. Jedrz metod wykorzystywanpowszechnie
jest rozmnaanie in vitro. W pracy przedstawiono istnigly stan wiedzy na temat kietkowania
nasion w warunkacin vitro oraz mikrorozmnzania storczykow, z uwzelinieniem najbardziej
znacacych wynikow bada.
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WSTEP

Storczyki to ogromna grupadlm ozdobnych, ktére stanogicenny materiat wyko-
rzystywany we florystyce oraz do dekoracji eta, gtéwnie jako réliny doniczkowe.
Nieliczne gatunki botaniczne mpdy¢ z powodzeniem uprawiane w ogrodzie. Storczyki
s obecnie jednymi z najwaiejszych gatunkéw néwiatowych rynkach réin ozdob-
nych, a w Europie stanogjedryg z gtéwnych gadzi produkcji rglin ozdobnych [Wrob-
lewska i Rudzki 2012]. Orchidee znalazty @i grupie 10 najbardziej edanych rélin
uprawianych na kwiat efy [Fakouri Ghaziani i in. 20148wiatowa uprawa tych tin
wynosi 8% calej produkcji &in ozdobnych [Asghar i in. 2011]. Do tej grupysikia
zaliczanych jest okoto 800 rodzajow i 25 000 gatwmKFakouri Ghaziani i in. 2014].
Popyt na storczyki jest tak dyy ze rozmnaanie metodami tradycyjnymi nie wystarcza
na pokrycie zapotrzebowania rynku. Rozuarde generatywne jest bardzo powolne
i powoduje powstawanie tin heterozygotycznych. Intensywne prace badawprave-
ty, ze obecnie die znaczenie w produkcji sadzonek zyskato rozmanig w kulturach
tkankowych, prowadzone w celu wyprodukowania wrjalkrotszym czasie jak najyhi-
szej liczby rdlin potomnych jednorodnych genetycznie, o wysofa&psci i przy mini-
malnych naktadach finansowych [Asghar i in. 201TdWewska i Rudzki 2012, Balilas-
haki i in. 2014]. Dzki licznym pracom badawczym miove jest rozmnaaniein vitro
wielu gatunkdéw storczykéw [Collins i Dixon 1992]ppadto stworzono liczne procedury
techniczne i wprowadzono patenty dotyomz mikrorozmnzania tych rélin.
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Poza rozmneaniem storczykdéw w celach komercyjnych mikroroziarae wyko-
rzystywane jest tale w celu zachowania zhorodndci biologicznej oraz ochrony rzad-
kich i zagraonych gatunkéw [Fakouri Ghaziani i in. 2014]. W urainych warunkach
cykl rozwojowy rzadkich gatunkéw storczykéw, @ypripedium calceolyPactylorhiza
majalis Epipactis atrorubensEpipactis palustrisoraz Orchis moriq trwa ok. 5-10 lat
do momentu kwitnienia i naginie tworzenia nasion [Zaniecka i Lojkowska 20G#§-
tego te w wielu przypadkach rozmpaniein vitro jest o wiele szybsze. Co waejsze,
nowe raliny uzyskane ¢ metody mogy posty¢ do zasilenia naturalnych populacji
rzadkich i zagreonych gatunkéw. W przypadku rozniasia orchidei metodanm vitro
nie ma zagreenia dla rélin matecznych, poniewapobieranie eksplantatéw odbywa si
w sposéb nieinwazyjny [Collins i Dixon 1992]. Coli i Dixon [1992] dowiedli, 7 za-
grozony gatunelDiuris longifolia, wyskpujacy w zachodniej Australii, mma rozmna-
za¢ w warunkachin vitro za pomog kultur tkankowych uzyskanych zg@éw kwiatosta-
nowych, a Pindel i Pindel [2004] rozniadi zagra@one europejskie gatunki storczykéw,
inicjujac kultury tkankowe przy zyciu nasion.

Technikiin vitro umazliwiajg szybkie masowe namignie cennych gatunkéw i od-
mian storczykdw, a tele hodowg i wprowadzanie na rynek nowych genotypow.

ROZMNAZANIE ZA POMOCA NASION W WARUNKACH IN VITRO

Rozmnaanie orchidei w warunkadh vitro z wykorzystaniem nasion jest szczegél-
nie polecane w przypadku rzadkich i zagnaych gatunkéw, gdynie powoduje uszko-
dzenia rdliny matecznej. Liczne badania potwierdgzakuteczné¢ tej metody u takich
roslin, jak: Cymbidium giganteurfHossain i in. 2010]Catasetum fimbriatupCyrtopo-
dium paranaensi§Valle Rego-Oliveira i Faria 2005Dactylorhiza hatagiergWarghat
i in. 2014],Oncidium[Kalimuthu i in. 2007] oraz zagronego gatunkilLaelia speciosa
[Avila-Diaz i in. 2009]. Tonecki i Dobrzyski [2008] zaktadali kulturyPlatanthera bifo-
lia, wysiewajic niedojrzate nasiona, a Kumar i in. [2002] zaioweali kultury Cymbi-
dium elegans Rhynchostylis retusa wykorzystaniem ich zielonych torebek nasiennych.
Pindel i Pindel [2004] do rozmnania zagréonych europejskich gatunkéwZypripe-
dium calceolusDactylorhiza maculataEpipactis helleborineGoodyera repens Gym-
nadenia conopsewykorzystali fragmenty zielonych torebek nasiedmyaiedojrzatych
zalgzni, z ktérych uzyskali kultury protokomopodobne neadtoMurdad i in. [2006] oraz
Niknejad i in. [2011] dowiedlize z nasiorPhalaenopsis gigantea powodzeniem nmoe
na uzyskiwé protokormy.

Warty podkrélenia jest fakt, 2 nasiona storczykéwgsbezbielmowe, majograni-
czone zasoby lipidéw i ttuszczy, co sprawde, bardzo trudno kietkgj[Niknejad i in.
2011, Fakouhri Ghaziani i in. 2014].

Pocatkowo storczyki rozmneno metod symbiotycznego wysiewu nasion,
umieszczanych na pgwkach, w ktérych znajdowaly gistrzpki grzyba. Dwie wane
prace dotycgce grzybowzyjacych w symbiozie ze storczykami zostaty opublikoevan
w 1909 roku, jedna autorstwa Bernardlzeyolution dans la symbiose, les orchidees et
leur champignons commensaudruga — Burgeffal§ie Wurzelpilze der Orchideen, ihre
Kultur und ihr Leben in der Pflanzgyam i Arditti 2009]. Hans Edmund Nikola Burgeff
opracowat metody izolowania i hodowli endofitbw praymbiotycznego kietkowania
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storczykow [Burgeff 1911 — za: Yam i Arditti 200%adzit on, ze endofity wysipujace

na storczykach to oglona grupa grzybéw, ktére nazw@rcheomycesW p&niejszych
badaniach okazalogize jego teoria byta btina. Co waniejsze, Burgeff twierdzit te

ze istnieje giboka zalenos¢ migdzy storczykami i grzybami, co zostato potwierdzone
przez wielu autor6w. Szczegolnie istotna byla tumisipza korzeni tych w&in

z grzybami z rodzajRhizoctoniasp., ktére powodowaly scukrzanie skrobi i zmiany
w odczyniesrodowiska [Knudson 1922]. Warto zwréaiwag; na fakt,ze obecnie wiele
rzadkich gatunkow storczykow zagmmych jest wygirgciem i metoda symbiotycznego
wysiewu z wykorzystaniem grzybowRhizoctoniasp. mage mi€ ogromne znaczenie
w ich mikrorozmnaaniu.

Obecnie znanych jest kilka technik izolacji i nadar@a grzybowRhizoctoniasp.
Wu iin. [2010] izolowali je zZCymbidium goeringipoprzez zmizdzenie na szalkach Pe-
triego odkaonych fragmentéw korzeni diugmi 5-6 mm, a nagbnie namnzali te grzyby
na podigu z agaru z dekstrozy ziemniaczanej (PDA) (20 mBntachaiyapoom i in.
[2010] pozyskiwali grzyby ze storczykdwaphiopedilumDendrobiumi Cymbidiumpo-
przez usuricie welamenu fcigcie pod mikroskopenirodkowej czsci korzenia, na ktorej
wystepuje grzybnia; nagpnie umieszczali tak uzyskane eksplantaty na padRDA.

Bernard prowadzit te préby kietkowania nasion zzyciem sproszkowanych bulw
storczyka oraz cukru [Bernard 1903, 1904 — za: Yawditti 2009]. Mimo niepowo-
dzenr w uzyskaniu siewek orchidei byly to pierwsze badatotycace asymbiotycznego
kietkowania nasion storczykéw. Tak Burgeff przeprowadzit dwiadczenia nad kiet-
kowaniem nasion bez udziatu grzybéw [Burgeff 1958a-Yam i Arditti 2009]. Wyniki
obu autoréw wykorzystat goiej Knudson [1922], ktory opracowat metodsymbio-
tycznego wysiewu nasion, do éiazeroko stosowanUdowodnit tym samymze Laelia
i Cattleyamog by¢ rozmnaane bez obecsoi grzybéw w paywce. To widnie on
wykazat, ze kietkowanie nasion nie odbywee sia skutek obecioi grzyba, a jedynie
dzieki wydzielanym przez niego do podt pewnym substancjom zyganym z rozkta-
dem skrobi. Tym samym udowodnie grzyby mog by¢ zasgpione cukrami. W swoich
pracach stwierdzitze lepsza od glukozy jest fruktoza. Odkrycie to vaaacy sposob
utatwito rozmnaanie orchidei w warunkach vitro. Dzigki tej metodzie nie ma ko-
nieczndci izolowania grzyb6w mikoryzowych oraz dobierani@powiednich szczepéw
do danego gatunku storczyka.

Kluczowym zabiegiem, ktéry decyduje o aisvosci inicjacji i prowadzenia kultury,
jest odkaanie nasion. W zat@osci od gatunku storczykOw autorzy wzry sposob
przeprowadzali zabieg dezynfekcji. Jednmetod byto zanurzenie torebek nasiennych
i zalazni w 70% roztworze etanolu, a ngshie przez 5 min w 0,1% chlorkweci [Pindel
i Pindel 2004]. Kumar i in. [2002] zielone torebidsienneCymbidium elegansRhyn-
chostylis retusgpoddawali odkzaniu poprzez zanurzenie w 80% alkoholu z dodatkiem
Tween 80, a nagbnie na 10 s umieszczali je pod lagripV. Natomiast Warghat i in.
[2014] najpierw umieszczali nasiona w 100% roztwoetanolu na 5 min, a neghie na
15-20 min w roztworze podchlorynu sodu @zehiu 0,1%. Podchlorynu sodu vgztniu
1,5% przez 15 minaywali tez Valle Rego-Oliveira i Faria [2005], a Udomdee i in
[2012] odkeali nasionaPaphiopedilumD,6% roztworem NaOCI przez 10 min. Kalimu-
thu i in. [2007] przeprowadzili zabieg odiemia powierzchniowego torebek nasiennych
Oncidium zanurzajc je najpierw w 5% roztworze podchlorynu sodu, sigpaie w 70%
roztworze etanolu i podpalg. Zaniecka i tojkowska [2004] dezynfekowaly torebk
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Cypripedium calceolydactylorhiza majalis Epipactis atrorubensEpipactis palustris
oraz Orchis morio poprzez umieszczenie ich w 5% roztworze podchlorywapnia
(Ca(ClO)), a potem w 70% etanolu. Neghie rozcinaty torebki nasienne, a uzyskane
nasiona, po zapakowaniu w torebki filtracyjne, zaaty na ok. 15 min w Ca(ClQ)
Tonecki i Dobrzyiski [2008] wykonywali zabieg odkania nasiennikéwPlatanthera
bifolia, umieszczajc je na 15 s w 70% alkoholu etylowym, a w kolejngtapie na ok.
20 min w 3% roztworze chloraminy T. Oymbidium giganteurwykonano dezynfekej
przy wyciu 0,04% Bevistinu i siarczanu streptomycyny,asgtpnie traktowano nasiona
0,01% HgCJ} z dodatkiem detergentu Teepool 10% przez 10 nzanurzano w 70%
roztworze etanolu [Hossain i in. 2010]. laelia specios&orzystne okazalo sizasto-
sowanie przez 5 min 70% roztworu etanolu, aemasé przez 5 min 3% nadtlenku wo-
doru i umieszczanie torebek w 1,2% podchlorynieusod ok. 15-20 min. Ostatnim
etapem bylo przemycie materiatu wodestylowan i zanurzenie w 93% etanolu oraz
podpalenie [Avila-Diaz i in. 2009]. Pacek-Bieniekni. [2010] dezynfekowali torebki
nasienneZygostates grandifloravytagcznie w 0,4% NaOCI.

Czynnikiem, ktory cesto decyduje o przebiegu rozmaaia w kulturach tkanko-
wych, jest sktad poywki. W przypadkuDactylorhiza hatagieranaksymalg zdolng¢
kietkowania nasion uzyskano na padioLindeman [Warghat i in. 2014]. Ppwke MS
stosowali Pindel i Pindel [2004] do namiaaia rzadkich europejskich gatunkéw stor-
czykoéw. Wzywano jej te do zaktadania kultury zagronego gatunku taelia speciosa
[Avila-Diaz i in. 2009], Cymbidium elegans Rhynchostylis retusfiKumar i in. 2002]
oraz Oncidium[Kalimuthu i in. 2007]. Take u Catasetum fimbriatum Cyrtopodium
paranaensigiajlepsze wyniki oggnieto na paywce MS oraz ¥2 MS, na ktérej uzyskano
najlepiej wyksztalcony system korzeniowy [Valle Regliveira i Faria 2005]. Nasiona
Cymbidium giganteumajlepiej kietkowaty, a tym samym dostarczaty sadk o wyso-
kiej jakasci, na paywce PM [Hossain i in. 2010]. Pgwki do kietkowania storczykéw
najczsciej zestalane byly agarem. Do asymbiotycznego ewsiOncidium podiaze
zestalono agarem w #oi 0,8 g - di [Kumar i in. 2002, Kalimuthu i in. 2007], podczas
gdy Valle Rego-Olivera i Faria [2005]zywali agaru w iléci 6 g - dm® a Pacek-
-Bieniek i in. [2010] — 7 g - dmM NasionaPaphiopedilumwysiewano na poywki uzu-
petnione agarem Sigma w éki 5 g - dm® podiaza oraz wzbogacone dodatkami orga-
nicznymi, tj. ekstraktem z ziemniaka (50 g - @noraz z banana (25 g - din[Udomdee
i in. 2012]. Natomiast nasior@ymbidium elegankepiej i szybciej kietkowaty na podto-
zach zestalonych Phytagelem w&ito0,25 g - dii? pozywki [Kumar i in. 2002].

O mazliwosci wyksztatcenia siewek w warunkaghvitro niejednokrotnie decyduje
zawartd¢ regulatorow wzrostu w pgwce. W przypadkiLaelia speciosanajwigkszy
procent skietkowanych nasion oraz siewki azyin wigorze uzyskiwano na pocio
uzupetnionym sachareaw ilosci 30 g - dri® oraz NAA w ilgsci 0,5 mg - di? | GAg
wilosci 0,1 mg - dn? podiaza. Zastosowanie gibereliny miato znaczny wplyw rzaost
elongacyjny siewek [Avila-Diaz i in. 2009]. Tak uComparettia falcatzaobserwowa-
no, ze GAg zwiekszyto procent skietkowanych nasion oraz pozytywamyneto na roz-
woj rodlin, natomiast w obecroi NAA nasypito znaczne pogorszenie kietkowania
[Pedroza-Manrique i in. 2005]. Ta&k Kumar i in. [2002] podaj ze uzupetnienie podio-
za regulatorami wzrostu z grupy auksyn i cytokinoraystnie wptywa na kietkowanie
nasionCymbidium elegans Rhynchostylis retusaNajkorzystniejsze efekty agijnieto,
wzbogacajc podiaze MS regulatorami BAP (0,5 mg - dini NAA (0,1 mg - dm’).



Rozmnaanie storczykéw w kulturach tkankowych 37

U Oncidiumintensywny rozwoj siewek aginicto poprzez zastosowanie BAP wéibd
2 mg - dm® podiaza [Kalimuthu i in. 2007]. Wzbogacenie pavki z IBA w ilosci 3 mg

- dm® kinetyry w ilosci 1 mg - dr® przyczynito s¢ do zwickszenia iléci pedéw Dacty-
lorhiza hatagiera ich wydtwenia, a ponadto wphgfo na zwikszenie liczby i diugi
korzeni [Warghat i in. 2014]. W badaniach Paceknik i in. [2010] stwierdzonaze
pojawienie s pierwszego ficia oraz korzenia z nasiatygostates grandiflorprzyspie-
szane jest przez dodanie dazpaki wegla aktywnego w iléci 1-3 g - dnit. Zaobser-
wowano,ze wraz ze wzrostemesenia wgla zwikszala s powierzchnia pierwszego
liscia i dluga¢ pierwszego korzenia.

Tonecki i Dobrzyiski [2008] stwierdzili,ze obecné¢ kwasu cytrynowego w &te-
niu 200 mg - dM zapobiegata zamieraniu protokorméw powstatychsianPlatanthe-
ra bifolia oraz umaliwita prawidtowy rozwdj siewek. Natomiast Kumarin. [2002]
zaobserwowalize zastosowanie hydrolizatu kazeiny ezehiu 2 g - dnf zwickszyto
liczbe wykietkowanych siewek oraz skrocito czas kietkoveanasionCymbidium ele-
gansi Rhynchostylis retusaZaniecka i tojkowska [2004] podgjze wiele gatunkéw
storczykOw wysipuje naturalnie na glebach ubogich w azot orgagicanwzbogacenie
podtazy w kulturachin vitro w azotany i azot amonowy powoduje popgdietkowania
nasion m.inCypripedium calceoly®actylorhiza majalis Epipactis palustris

Czynniki fizyczne take maj wplyw na kietkowanie nasion w kulturach tkanko-
wych. Tonecki i Dobrziski [2008] wykazali,ze istotny wptyw na kietkowanie nasion
storczykdw mawiatto. NasionaPlatanthera bifoliaprzetrzymywane viwietle nie byty
zdolne do dalszego wzrostu i rozwoju. Aby @wgizy¢ procent kietkowania, nasiona
umieszczano w ciemloi na 12 tygodni w temperaturze 4°C. Zettler i Main[1994]
wykazali, ze nasionaPlatanthera integrilabianajlepiej kietkowaly, gdy umieszczano je
na 7 dni wéwietle, przy fotoperiodzie 16 h — d#i¢ 8 h — noc, a nagtnie przez 7 dni
przetrzymywane byly w ciemioi. Ponadto taki sposéb pegbwania zapewnit lepszy
rozwoj nowych rélin z protokormoéw, ktére zostaty wzmocnione przéarwotne dziata-
nie swiatta. W przypadkuDactylorhiza majalisoswietlanie kultury po 16 h przez 10-14
dni zwiekszyto procent skietkowanych nasion z 40 do 75sfRassen i in. 1990].

Zaniecka i tojkowska [2004] stwierdzitge na kietkowanie ma wplyw tak czas,
jaki uptymat od kwitnienia do zbioru nasion. Oypripedium calceolusrazDactylorhiza
majalis najlepsze efekty ogjnicto na podtau T849 oraz na podio o 1/5 skladu MS
(tzw. modyfikaja Wetsteyn) z nasion zebranych 5Dpadnkwitnieniu, a UEpipacts palu-
stris — 35 dni po kwitnieniu. Tonecki i Dobragki [2008] najlepsze rezultaty uzyskali
z nasiorPlatanthera bifoliazebranych 3 tygodnie przed ich dojrzeniem. Ponatiger-
dzili, ze zdoIng¢ kietkowania znacznie spada wraz ze stopniem dojzianasion.

KULTURY PROTOKORMOW

Protokorm jest struktyrcharakterystyczntylko dla ralin z rodziny Orchidaceae
Sq to grupy niezrénicowanych komorek rekiszowych powstacych podczas kietko-
wania nasion. Protokormy kolejnym stadium rozwoju zarodka sklagtaggo st z ko-
morek merystematycznych, w ktérych nie zma wyodebni¢ stazka wzrostu i korzeni
[Oszkinis 1991].
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U Dactylorhiza hatagiergprotokorm obserwowano po 3 tyg. od inicjacji kajtuna
pozywce Lindemann [Warghat i in. 2014], natomiast Madd in. [2006] uPhalaenospis
gignteauzywali podiaza XER zestalonego agarem Sigma wdldl g - dm®, na ktérym
po 14 dniach uzyskiwali protokorm. Kalimuthu i if2007] uzyskiwali wyej opisane
struktury uOncidiumna paywce MS zestalonej agarem wéto 0,8 g - di, natomiast
Hossain [2008] zaobserwowat nazgace Mitra intensywne kietkowanie nasi@pi-
dendrum ibaguensea poziomie 80%, a tym samym wytwarzanie protokorHossain
i in. [2010] stwierdzili intensywny wzrost protokou na skutek wzbogacenia pozho
peptonem w steniu 2 g - dm.

U Dendrobium nobilezaobserwowanoze na proliferag protokorméw wplywat
Triacontanol (TRIA). Autorzy uzyskali pozytywne &fg w wyniku wzbogacenia po-
zywki tym sktadnikiem w iléci od 0,9 do 3 mg - dm Nizsze lub wysze sizenia po-
wodowaly bpzowienie eksplantatow. Najugzy odsetek protokorméw zaobserwowano
przy zawartéci TRIA w ilosci 1,7 mg - di[Malabadi i in. 2004].

Jako dodatek do pgwek, ktéry powoduje intensywne naniaaie i dzielenie i
komérek, mana zastosowawode kokosowy (CW). Potwierdzaj to badania Murdad
i in. [2006], ktérzy wzbogacili podie wody kokosowy (15%) i aktywnym wglem (AC)
w skzeniu 2,5 g - difl. Takze Hossain i in. [2010] dowiedlie uCymbidium giganteum
nastpuje zwkkszona indukcja protokorméw, aEpidendrum ibaguensauzyskano te
struktury o znacznie wkszym rozmiarze [Hossain 2008] na skutek uzupelai@o-
zywki aktywowanym wglem w ilasci 2 g - dm’.

KULTURY ORGANOW RCSLINNYCH

Za odkrywe metody mikrorozmneania storczykOw uznawany jest profesor Georges
Morel, ktory jako pierwszy uzyskat kultury storcayk wierzchotkéw pdu w roku 1960.
Tak naprawd storczyki po raz pierwszy zostaly roznapaein vitro przez dr. Gavino
Rotora w 1949 roku, natomiast Hans Thomale jakonszy zainicjowat kultury orchidei
z wierzchotkéw pdu w roku 1956. Rotor zatgt kultury Phalaenopsig pedow kwiato-
stanowych, ktére wyktadat na powvke Knudsona C, przeznaczpdo asymbiotycznego
kietkowania nasion tego storczyka [Yam i ArdittiCa].

Do zapocztkowania kultur tkankowych storczykéw mppyé¢ wykorzystane rine
organy, np. pki boczne, fragmentygalow, mkéw kwiatostanowych, dci. Paki boczne
zostaly wykorzystane do inicjacji kultur takich gakéw, jak: Dendrobium nobile
[Asghar i in. 2011],Dendrobium longicornDohling i in. 2012],Geoderum purpu-
reum [Mohapatra i Rout 2005]. Udomdee i in. [2012] #izili, ze rozmnaanie Pa-
phiopedilumsp. za pomag pakéw pachwinowych jest mato wydajne i opracowaio-
cedue rozmnaania sabotkéw na skaprodukcyjr z zastosowanem nacinaniedpw,
co, jak wykazali, ma korzystny wpltyw na intensywfionikrorozmnaania. Dowiedli, &
najwiecej nowych, zywotnych pdoéw rozwijalo s¢ na gdach nacinanych pionowo.
Z kolei Malabadi i in. [2004Ho inicjacji kulturyDendrobium nobilazywali eksplanta-
téw pobranych z wierzchotkowych gzi pedu, podobnie jak Roy i Banerjee [2003],
ktérzy wykorzystali je do namaania Dendrobium fimbriatunvar. oculatum a Geetha
i Shetty [2000] oraz Giridhar i Ravishabkar [2003yanilla planifolia. Takie storczyki,
jak: Paphiopedilumsp. [Chang i in. 2005]yanilla planifolia [Geetha i Shetty 2000,
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Giridhar i Ravishabkar 2003]Pendrobium macrostachyurfPyati i in. 2002] oraz
Dendrobium chrysanthurfHajong i in. 2013], ména rozmnaaé in vitro za pomog
fragmentow pdow z weztami. U Phalaenopsis amabili&Cool Breeze' zadowalage
efekty uzyskano, inicjgc kultury z weziow pedow kwiatostanowych [Balilashaki
i in. 2014]. U storczykéw z rodzajBhalaenopsikorzystne okazato sizastosowanie
fragmentow pdéw z mkami [Kosir i in. 2004] oraz gkdw $piacych pobieranych zgp
dow kwiatostanowych [Ramesh i in. 2013]. Powszeelstosowanym materiatem do
inicjacji kultur tkankowych storczykdws liscie. Chen i in. [2004] dowiedlize rcliny
Paphiopedilumsp. mana z powodzeniem rozmiet, wykorzystugc fragmenty Kci,
a Nayak i in. [1997{vykorzystywali je do mikrorozmraniaAcampe praemors®o za-
ktadania kultur tkankowych magby¢ takze wykorzystywane eksplantaty pobrane
z kwiatostanéw. Sharma [2012] potwierdzit przydatngylnikdw do zainicjowania
kultury Rhynchostylis retusaAutor ten zwraca jednak uwaga fakt,ze istotne jest
stadium rozwojowe kwiatu, z ktérego pobieraggglniki. Otwarte kwiatostany wydzie-
lajg etylen, ktéry hamuje regeneracSantana i Chaparro [1999] do mikrorozirem@ia
Oncidiumsp. wykorzystywali pki kwiatowe. W podobny sposéb pegbwali Liao i in.
[2011], wykorzystujc do inicjacji kultury poprzecznie przete pmki Paphiopedilum
‘Deperle’ o diugdéci 1,5-3 cm iPaphiopediluntArmeni White’ o diugdci 2,5 cm. Ba-
dacze ci wykazalize tylko tkanki potgone u podstawygkow wytwarzaly pki przyby-
szowe, a nagpnie raliny. Teixeira da Silva i Giang [2014odjli proby rozmnaania
klonalnego Phalaenopsisz wykorzystaniem rych czsci kwiatostanu, tj. ogci
grzbietowej, ptatka, waki i pylnika. Autorzy ci nie uzyskali jednak satg&tjonupcych
wynikow, ktore umaliwityby stworzenie unikalnej techniki mikrorozmienia. Z kolei
Collins i Dixon [1992] uyli peddéw kwiatostanowyclDiuris longifolia zawierajcych
paki boczne.

Waznym etapem zapogtkowania kulturyin vitro jest dezynfekcja powierzchniowa
eksplantatow inicjalnych. Pierwszym etapem cdkea jest zastosowanie kilku kropel
detergentu, ktéry ma na celu zmniejszenie ¢@pipowierzchniowego i utatwienie de-
zynfekcji. Liczni autorzy polecajpreparat Tween 20 [Kosir i in. 2004, Kannan 2009,
Balilashaki i in. 2014, Teixeira da Silva i Gian@12]. Collins i Dixon [1992] uywali
preparatu Tween 80 cegeniu 0,05 g - dmi.

Szeroko stosowarsubstangj do odkaania powierzchniowego jest podchloryn sodu
(NaOCl). Jest tadrodek tatwo dospny, ktéry z powodzeniem eliminuje gkiszas¢ mi-
kroorganizméw. Wedtug badarzeprowadzonych przez Asghar i in. [2011] najistz
niejsze okazato sil0-minutowe odkzanie pkoéw pachwinowychDendrobium nobile
‘Emma White’ w NaOCI o steniu 10%. Skuteczié tego zabiegu potwierdzapada-
nia Dohling i in. [2012] ndendrobium longicornuTakze Balilashaki i in. [2014] wy-
kazali pozytywny wplyw 10-minutowe] dezynfekcjiegow kwiatostanowycHPhalae-
nopsis amabilisCool Breeze' w roztworze NaOCI oegkniu 7%. Stwierdzili oni zaka-
zenie jedynie 10% eksplantatow. Podchloryn sodu alksiz przydatny take do zakla-
dania kultur z gkéw kwiatowych. Santana i Chaparro [1999] wykorzalbieg dezynfek-
cji pgkow kwiatowychOncidium2% roztworem NaOCI przez 10 min. Collins i Dixon
[1992] do odkaania pdow kwiatostanowyctDiuris longifolia uzywali tej substanciji
w 1% stzeniu, a Teixeira da Silva i Giang [2014] pierwstgpeodkaania kwiatostanow
Phalaenopsisvykonali poprzez zanurzenie ich w 1% roztworze ghadorynu sodu na
ok. 1 min. Natomiast Sharma [2012] przeprowadzbieg dezynfekcji kwiatostanow
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Phalaenopsisumieszczajc je w 70% roztworze etanolu na 30 s, a ¢ase w roztwo-
rze streptomycyny o @teniu 0,1% na ok. 20 min i na koniec odéhje przez 20 min
w 4% NaOCI. Inni autorzy podajskuteczné¢ zastosowania kwasu dichloroizocyjanu-
rowego (sél sodowa) ocgeniu 16,6 g - dif do dezynfekcji wztéw oraz pkéw $pia-
cych pobranych zguléw kwiatostanowychPhalaenopsigKosir i in. 2004, Ramesh i in.
2013]. Substancja ta okazate skuteczna, gdypo jej zastosowaniu stwierdzono tylko
4% zakaonych eksplantatéw. Geetha i Shetty [2000], zaktgdkultury Vanilla plani-
folia, poddali eksplantaty wierzchotkowe i segmentziowe 10-minutowej dezynfekcji
0,1% roztworem chlorku ¢ti (HgCh). Jako jeden z etapéw oddemia powierzchniowe-
go fragmentéw organow §tinnych wykorzystuje gitakze etanol. Najogciej stosowane
stezenie to 70%. Skuteczid etanolu zostata potwierdzona m.in. przez Malabadi
[2004], ktérzy stosowali go do dezynfekcji wierzétmwych fragmentéw gdéw
Dendrobium nobileBalilashaki i in. [2014] odkaali pedy kwiatostanowéd?halaenopsis
amabilis za pomog baweilny nasczonej 70% roztworem etanolu. Teixeira da Silva
i Giang [2014] dezynfekowali kwiatostamhalaenopsipodchlorynem sodu zawiegaj
cym 1% aktywnego chloru i ngsinie umieszczali je w 80% roztworze etanolu na 5 s.

Balilashaki i in. [2014] zwrdcili uwagna fakt,ze istotny wplyw na stopifezainfe-
kowania kultur Phalaenopsis ambilisniata m.in. srednica szyputki kwiatostanowe;.
Gléwnie w przypadku starszychstim wzrastato ryzyko zakaenia kultury ze wzgdu na
wickszy grubai¢ szyputki, natomiast mtode $iiny, pomimo ze charakteryzowaty si
delikatniejszymi tkankami, byly bardziej odpornezakaenia.

Warunkiem wzrostu eksplantatow jest odpowiedniordob podtae. Raliny rozm-
nazanein vitro rosrg na paywkach, ktére g dostosowane do danego gatunku, a nawet
odmiany, a wgc map odpowiedni stopie zestalenia, pH oraz zawiegajszystkie nie-
zbedne makro- i mikroelementy. Wybiesaj odpowiedni sktad pgwki do prowadzenia
kultur, naleey pameta¢, iz tkanki pobrane z tdych cz$ci rosliny mogag mie¢ odmienne
wymagania pokarmowe. Ponadto Balilashaki i in. p0&twierdzili, ze powodzenie
kultury zalery od tak istotnych czynnikéw, jak: wiek organu, thilego pobrany zostat
eksplantat, sktad pgwki, w tym uzupetnienie jej regulatorami wzrosfowszechnie
stosowanym podi@m jest paywka Murashige i Skooga (MS) [1962]. Jej uniwersaln
dziatanie i odpowiedni sktad do mikrorozmaaia storczykéw zostaly potwierdzone dla
takich storczykow, jakAcampe praemors@iNayak i in. 1997],Cymbidium[Kannan
2009], Dendrobium[Khatun i in. 2010, Talukder i in. 2003Dendrobium chrysanthum
[Hajong i in. 2013],Dendrobium longicorniiDohling i in. 2012],Geoderum purpureum
[Mohapatra i Rout 2005]Qrchids catasetunjFakouri Ghaziani i in. 2014]Phalae-
nopsis amabilisCool Breeze’ [Balilashaki i in. 2014] oraZanilia planifolia [Geetha
i Shetty 2000]. Poywki z potowy sktadu mineralnego MSzywano w déwiadczeniach
z Cymbidium ensifoliunaar. misericors EpidendrumOncidium PaphiopediluniChang
i in. 2005] orazPaphiopedilum philippineng€hen i in. 2004]. Najvweksz efektywnaé
mikrorozmnaania Vandasp. z pkéw $pigcych uzyskano na pgwkach Vacin i Went
[Collins i Dixon 1992]. Do wegetatywnej reprodukogglin Phalaenopsigz pkdéw $pig-
cych jako eksplantatow inicjalnych pobranycherl@w kwiatostanowych najlepsza oka-
zala s¢ pazywka o sktadzie takim samym jak komercyjne paet®6793 (Sigma) [Kosir
i in. 2004]. Malabadi i in. [2004] do mikrorozmianiaDendrobium nobile eksplanta-
téw wierzchotkowych aywali pozywki Mitra (1976), natomiast Roy i Banerjee [2003]
do mikrorozmnaania Dendrobium fimbriaturmvar. oculatumwykorzystywali podiae
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Knudson C, podobnie jak Santana i Chaparro [19@9jndukcji protokormow z frag-
mentow pkoéw lisciowych. Geetha i Shetty [2000] uzyskali wysokiekdgsci sadzonki
Vanilla planifolia na paywce N69 o niszym sgzeniu soli, co pozytywnie wphgho na
kondycjonowanie kultur. Ponadto autorzy ci zaobsevali, ze na takim podizu nasg-
puje intensywne nampanie gdow orazze s one dlusze i ma szersze fcie.
Udomdee i in. [2012] eksplantaty uzyskane na skptekuznego cgcia pedow Paphio-
pedeilumumieszczali na trzech podiach: B, Vacin & Went oraz RB. Po 3 migsach
prowadzenia kultury najlepsze parametry uzyskanpaxgwce B — rasliny wyksztatcity
zielone i dobrze rozwigte liscie. Na dwdch pozostatych podarh zaobserwowano
z6tkniecie blaszek liciowych.

Ramesh i in. [2013] uzyskali zadowale¢ efekty, rozmnajac Phalaenopsisza
pomog pakéw $piacych wystpujacych na pdach kwiatostanowych na povce Nor-
stog (1973) zestalonej preparatem GePitePrzydatné¢ tego preparatu, weteniu
2,59 - d®, potwierdzaj Huang i in. [2001] przy zestalaniu pavek wykorzystywa-
nych do inicjacji kulturPaphiopedilum Inni autorzy wykorzystywali agar, najgzriej
w skzeniu 8 g - drif [Hajong i in. 2013, Fakouri Ghaziani i in. 2014htomiast Teixe-
ira da Silva i Giang [2014]aywali Bacto-agaru w steniu 8 g - drit.

Balilashaki i in. [2014] wykazali,zi w kulturachin vitro Phalaenopsigpowaznym
problemem jest wydzielanie zgzkow fenolowych. Czynnik ten wymuszat koniecgfio
przenoszenia eksplantatow faieze pazywki co 14 dni. Korzystne efekty, w postaci
pochfaniania tych zwzkow, uzyskano poprzez zastosowanigha aktywnego w iléci
0,5 g - dm' [Fakouri Ghaziani i in. 2014]. \giel aktywny jest t& czesto stosowany
w celu poprawy wzrostu i rozwoju §lin in vitro [Pindel i Pindel 2004]. Substancja ta
w stezeniu 0,02 oraz 0,03% bytazte powodzeniem stosowana w mikrorozensu
zagraonych europejskich gatunkénacamptis pyramidaljsDactylorhiza spp., Epi-
pactis spp.,Gymnadeniaspp. orazd.istera ovataw celu poprawy ich rozwoju w warun-
kachin vitro [Waes 1987]. Dodatek aktywnegagla korzystnie wptywa na napowie-
trzenie paywek, co przyczynia sido wzmaenia indukcji systemu korzeniowego. Auto-
rzy Moraes i in. [2005] obserwowali g liczbe dtugich korzeni uMiltonia flavescens
po zastosowaniu ¢gla aktywnego w iléci 2 g - dm'® oraz uOncidium trulliferum(ilos¢
wegla aktywnego — 1 g - di), a Bhadra i Hossain [2003] —Geodorum densiflorum
(ilos¢ wegla aktywnego — 1 g - dm).

Regeneracjaguléw w kulturach tkankowych zatg w szczegdlnéci od zawartéci
cytokinin, ktdre wykorzystywanegslo znoszenia dominacji wierzchotkowej i stymulacji
rozwoju mkow kwiatowych [Udomdee i in. 2012]. Liczne &dadczenia pokazaj ze
wzbogacenie podim w substancje z tej grupy hormondéwklimych powodowato
wzmocniony regeneragj pedéw. Pyati i in. [2002] wykazali zwkszory produkcg pe-
dow z pkow pachwinowych uDendrobium macrostachyumrzy zastosowaniu BAP
(benzyloadeniny) w steniu 1 i 2 mg - dm. W przypadkuGeodorum purpureurko-
rzystne efekty uzyskano po uzupetieniuywki w BAP w stzeniu 3 mg - dff oraz
w IAA (kwas indolilooctowy) w sfzeniu 1 mg - diif [Mohapatra i Rout 2005]. Kosir
i in. [2004] zastosowali BAP w ikgi 2 mg - drii® oraz NAA (kwas naftylo-1-octowy)
w skzeniu 0,5 mg - di, co przyczynito si do zwikszenia wspéiczynnika regeneracii
pedéw PhalaenopsisAsghar i in. [2011] podaj iz dwa liczba, ale riszych gdow
tworzyta s¢ u raslin Dendrobium nobiléEmma White’ rozmnaanych za pomegpa-
kéw pachwinowych na pgywkach z dodatkiem BAP w ifgi 2 mg - dr®. Natomiast
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eksplantatyDendrobium longicornyozytywnie zareagowaty na obeéton pazywce
BAP w stzeniu 3,4 mg - dm i NAA w ilosci 0,9 mg - dn? [Dohling i in. 2012].
Balilashaki i in. [2014] dowiedlize dodatek BAP w iléci 4,4 i 5 mg - dif stymulowat
rozwoj wszystkich pkéw spigcych wykorzystanych jako eksplantaty inicjalne. &b&a-
cje przeprowadzone przez Chang i in. [2005] wykazat w przypadku rédin Paphio-
pedilum nastpowato zwikszenie indukcji pdéw poprzez dodanie do pavki TDZ
(tidiazuron — syntetyczna cytokinina) i 2,4-D (kw&g-dichlorofenoksyoctowy). Tak
Hajong i in. [2013] potwierdzili skutecz&®TDZ w ilosci 5 uM uDendrobium chrysan-
thum Nayak i in. [1997] stwierdzilize w kulturach Kci Acampe praemorsazstotli-
wos¢ regeneracji oraz liczba zregenerowanyellqw przybyszowych zwkszata s
wprost proporcjonalnie do wzrostwatnia TDZ, przy czym optymalna 86 TDZ w po-
zywce wynosita 1 mg - dm Malabadi i in. [2004] wykazali przydatéib zastosowania
triakontanolu (TRIA). Zwizek ten stosowany weseniu 1,75 mg - dm korzystnie
wplywat na regeneragjpedéw Dendrobium nobilgMalabadi i in. 2004].

Cytokininy g czesto odpowiedzialne tak za jaké¢ otrzymanychin vitro roslin.
Asghar i in. [2011] wykazalize kinetyna w stzeniu 1,5 mg - dii pozytywnie wplywata
na dtugd¢ pedéw Dendrobium nobiléEmma White’, ale ograniczata ich licgbNato-
miast Talukder i in. [2003] zaobserwowatle zastosowanie w podio BAP w ilosci
2,5mg - dnit oraz NAA o stzeniu 0,5 mg - dif znacaco zwikszyto liczke i dhugas¢
pedow oraz liczk lisci u Dendrobium W kulturach storczykéw z rodzajatasetum
wyzsze rgliny o zwiekszonej liczbie Kci uzyskano poprzez dodanie dozpaki BAP
i NAA, w takiej samej iléci: 0,5 mg - di? [Fakouri Ghaziani i in. 2014]. Khatun
i in. [2010] zaobserwowalize do regeneracjigaléw Dendrobiumprzyczyniato si uzu-
petnienie podiva w BAP o sizeniu 1 mg - dif oraz w IAA w ilosci 1 mg - dr.
Zastosowane regulatory wzrostu miaty pozytywny wpha diugé¢ peddw i ichswieza
mag; oraz liczle lisci i ich diugac¢.

Pozytywny wpltyw na jak& roslin mogs wywiera dodatki organiczne, ktérymi
wzbogacanegspazywki. Woda kokosowa (CW) zawiera #hiilosci czynnych substan-
cji, ktére w znacgcy spos6b wptywaj na podziaty komérkowe [Puchooa 2004, Asghar i
in. 2011]. Asghar i in. [2011] wykazalie w kulturachDendrobium nobiléEmma Whi-
te’ istotny wptyw na liczb i dtugas¢ pedéw miata obecrnid wody kokosowej w poywce
w skzeniu 100 mg - dml. Takze u Dendrobium macrostachyumwickszenie liczby
pedow z mkéw pachwinowych nagpito po wzbogaceniu podia mleczkiem kokoso-
wym. Autorzy wykazalize wraz ze wzrostemegenia tego sktadnika z 5 do 10%, a na-
stepnie do 15%, zwikszala s} liczba uzyskanych mikrosadzonek [Pyati i in. 2002]
Huang i in. [2001] stwierdzilize wzbogacenie ggwki mlekiem kokosowym (15%)
i hydrolizatem kazeiny (1 g - df powoduje zwikszony proliferacg pedéw i przynosi
pozytywne efekty w postaci lepszego rozwoju systémmzeniowego WPaphiopedilum.
Natomiast ekstrakty z ziemniaka (10 g -9 banana (20 g - d) wplywaly korzyst-
nie na namnanie gdow tego gatunku.

W kulturachin vitro w celu poprawy wzrostu wydheniowego ména wykorzysty-
waé regulatory wzrostu z grupy giberelibl. Laelia specios&orzystne rezultaty osi
gnieto, wzbogacajc pazywki w GA; (kwas giberelinowy) w iléci 1 mg - dr® [Avila-
-Diaz i in. 2009]. Natomiast Giridhar i Ravishabka003] zaobserwowalize intensyw-
ne namnzanie s¢ pedéw u Vanilla planifolia nastpowato po zastosowaniu BAP
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wilosci 1 mg - dr® i GA; w ilosci 0,01 g - dnif, co wplywato korzystnie na wzrost
elongacyjny pdow i pozwalato uzyskarosliny o szerszych fciach.

Do ukorzeniania uzyskanych w kulturach tkankowyeHdw najczsciej stosowane
sq auksyny. W przypadkDendrobium nobilédEmma White’ korzystny wptyw na uko-
rzenianie miato dodanie do pavki IBA (kwas indolilomastowy) w iléci 2 mg - dr®
[Asghar i in. 2011]. Mohoparta i Rout [2005] w swleibadaniach dowiedlie dodatek
IAA w stezeniu 0,5 mg - dii zwickszat liczlg ukorzenionych gdéw Geoderum purpu-
reum Podobne wyniki uzyskali Hossain i in. [2010] wzypadkuCymbidium gigan-
teum Natomiast Balilashaki i in. [2014] polegaAA w stezeniu 1 mg - dif do indu-
kowania korzeniPhalaenopsis amabilifHajong i in. [2013] otrzymali dobrze ukorze-
nione rdliny Dendrobium chrysanthumrzy NAA w stzeniu 1,8 mg - dm. Natomiast
Nayak i in. [1997] zaobserwowalie wysokie sizenie NAA (powyej 5 mg - drif)
negatywnie wptywato na regeneragaréwno pdéw, jak i korzeniAcampe praemorsa

Do ukorzeniania niektorych gatunkéw storczykow, lolauksyn, wykorzystuje si
takze cytokininy. Khatun i in. [2010] podajze wycie NAA facznie z BAP w ildci
1mg - dm® pozytywnie wplygto na diugsc i liczbe korzeni Dendrobium Fakouri
Ghagziani i in. [2014] polecajstosowanie kombinacji NAA w ikai 0,5 mg - di? i BAP
w ilosci 0,5 mg - di? do ukorzeniani€astseunsp.

Oprécz auksyn na ukorzenianieddw storczykéw w kulturach tkankowych mpg
mie¢ wplyw takze inne substancje. Malabadi i in. [2004] potwielidaizydatna¢ Tria-
contanolu (TRIA) do ukorzeniania sadzoriggndrobium nobilea najwecej ukorzenio-
nych ralin uzyskano, wzbogacaj pazywke ta substangj w ilosci 2 pg - dit’. Collins
i Dixon [1992] zaobserwowalize lepsze ukorzenienie sadzori@ikris longifolia nast-
powato, gdy zwikszono sfzenie sacharozy z 30 do 40 g - diab na skutek dodania
0,05% wegla aktywnego w obecKoi sacharozy o steniu 20 g - dn.

Ostatnim etapem mikrorozmiania ralin jest aklimatyzacja w warunkag#x vitra
Hajong i in. [2013] wyjmowali pdy storczykow z dobrze wyksztatlconymi korzeniami z
pozywek i dokladnie myli je wogl destylowan, a nasfpnie umieszczali sadzonki
Dendrobium chrysanthumw kolbach Erlenmeyera wypelnionych substratem
z pokruszonej cegly i ggla drzewnego, tupin orzecha kokosowego i mchuoswsiku
1:1:1:1. Podte przed sadzeniemdlim zostato dwukrotnie przemyte wadestylo-
warg. Aby utrzyma wiasciwa wilgotnas¢, uzupetniono kolby 20 ml wody destylowanej.
Dopiero po 30 dniach gbny byly przenoszone do doniczek wypetnionych maldamym
podtazem. Z kolei Geetha i Shetty [2000] sadXiknilla planifoliaw podiazu Soilrite
w doniczkach i umieszczali je na 15-20 dni w turfeliowym, w ktérym utrzymywano
100% wilgotng¢. W takich warunkach przgio sie 88-94% rélin. Sharma [2012]
umieszczat sadzonkRhynchostylis retusa@lo momentu, a osagna 3 cm wysokeci,

w poistatej paywce o zmniejszonym gteniu makro- i mikroelementow, bez sacharozy
i witamin. Po osignieciu wymaganej wysoki rosliny przenoszono do statego pogho
sktadagcego s¢ w rownych proporcjach z mchuggla drzewnego, kory sosnowej oraz
pokruszonej cegly i okrywano faglina 4 tyg., w folii stopniowo robione byly otwory
w celu obntenia wilgotndci powietrza. Mathews i Rao [1985] ukorzeniajdy Vanda

w momencie, gdy mialy wyksztatcone od 4 do &ili Jako podige stosowali mech
Sphagnumwegiel drzewny i kawatki cegly. Malabadi i in. [2004mieszczali po 3 ro-
sliny Dendrobium nobile dobrze wyksztalconymi korzeniami w doniczkacfrednicy

15 cm, wypelionych kawatkamiggla, tupinami kokosa i pokruszemegh (2 : 2 : 1).
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Sadzonki byly codziennie podlewane i raz w tygodmiuwvazone fosforanem dwuamo-
nowym oraz azotem (N: P : K—20:10: 10).

Aklimatyzacja Dendrobium chrysanthunprowadzona byta w temperaturze 25 +
2°C, przy 12-godzinnym dniu. Intensywioswiatta wynosita 60 pmol - - st
W trakcie hartowania autorzy zaobserwowa#, railiny zrzucaly Iécie, ale byly one
szybko zasfpowane nowymi. Aklimatyzaejprzetrwato 79% rdin [Hajong i in. 2013].
GatunekDiuris longifolia aklimatyzowano w temperaturze 18 + 25°C [Collinixon
1992]. Cha-um i in. [2010] stwierdzilke rasliny Phalaenospigpowinny by aklimaty-
zowane w hieco mszej temperaturze, 15-25°C, oraz przy wdggj wilgotndgci powie-
trza wynoszcej 60 + 5% RH. Natomiast Puchooa [2004] umieszczaliny Dendro-
bium w koszach wypetnionych ¢glem drzewnym oraz okrytych oskprz polichlorku
winylu i aklimatyzowata w temperaturze 26 + 2°Cyfi6-godzinnym éwietleniu swia-

tlem bialym o nagzeniu 500 pmol - M- s, uzyskujic 84% przyg¢.

MERYKLONY — ZARODKI SOMATYCZNE

W kulturach tkankowych storczykéw wyglija specyficzne organy, z ang. PLB —
protocorm-like bodies, ktéregstworem analogicznym do protokormu powstaigo
Z nasion, a w rzeczywisto s to zarodki somatyczne powstate w wyniku rozuamaa
wegetatywnego [Lee i in. 2013]. Wedtug Ishii i [998] pocatkowym etapem formo-
wania PLB jest embriogeneza somatyczna. Rozamaw ten sposoéb dliny sg nazy-
wane meryklonami. Organy te mpg powodzeniem kywykorzystane do mikrorozmna-
zania storczykow w kulturach tkankowychg 8ne szczegélnie przydatne do szybkiego
rozmnaania rzadkich i zagemnych gatunkéw storczykéw z rodzapastetuniFakouri
Ghaziani i in. 2014], do rozmpania w warunkacim vitro storczykéw, ktére wytwarzaj
mate ilagsci nasion [Murdad i in. 2006].

Meryklony mog powstawa z r&znych organdéw rdinnych, m.in. z fragmentow li-
$ci, pedow oraz pkéw kwiatowych [Tee i in. 2010]. Bwiadczenia wykazatyze mog
one powstawaw warunkachin vitro z fragmentéw lci mieszaca Vanda[Mathews
i Rao 1985],Dendrobium‘Sonia’ [Puchooa 2004] oraRhalaenospis gigantefNikne-
jad i in. 2011]. UDendrobium phalaenopsi®Nge i in. 2006] oraDendrobium longi-
cornu [Dohling i in. 2012] PLB uzyskano po uprzednim w#gniu na ptyna pozywke
pakéw pachwinowych, a €ymbidiumsp. [Kannan 2009] oraRhalaenopsis Doritae-
nopsis [Tohukara i Mii 2003] — pkéw wierzchotkowych. Ponadto Kannan [2009]
stwierdzit,ze bardziej intensywna proliferacja wystije w czsci peryferyjnej eksplan-
tatu, czyli w obszarze epidermyznv obszarze rdzenia. Struktury te ina tez uzyski-
wa¢ z pgkow kwiatostanowych, co potwierdadpadania Tokuhara i Mii [2003] r2ha-
laenopsis Santana i Chaparro [1999] @ncidiumoraz Balilashaki [2014] nB®halae-
nopsis amabilisCool Breeze'.

Do namnaania meryklonoéw zalecaespozywki ptynne [Kukutczanka i Paluch 1971,
Santana i Chaparro 1999, Puchooa 2004, Hossair2Di0], jednak dla prawidtowego
rozwoju kultury dalsze etapy prowadz¢ sia podtagach zestalonych m.in. agarem [Hos-
sain i in. 2010]. Jednak Kukutczanka i Paluch [19@ddaj, ze strukturyCymbidium
uzyskane na pywkach ptynnych znacznie wolniej przechgde stadium réliny, dopie-
ro po ok. 2 miegicach, a uzyskane na pyevkach statych g wicksze i maj bardziej
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soczysi tkanke. Santana i Chaparro [1999] namalk PLB uzyskane z gkow kwiato-
wych Oncidium na ptynnej pgywce MS. Ten sam rodzaj podt zastosowata Puchooa
[2004] uDendrobium Dohling i in. [2012] uzyskali wiej opisane struktury z eksplanta-
tow weztowych Dendrobium longicornuna paywce MS zestalonej 0,8% agarem. Teixe-
ira da Silva [2012] potwierdzit przydatftopozywki Teixeira Cymbidiurp g do rozmna-
zania Cymbidium Do wyzej opisanych poywek zastosowano dodatek Bacto-agaru
w ilosci 8 g - d® [Teixeira da Silva 2012]. Tak Fakouri Ghaziani i in. [2014] uzy-
skali kultury PLB na pgywkach MS zestalonych agarem (agar — agar) ewesiu
0,8 g - drie. Aktar i in. [2007] osigreli najwyzsz wydajndi¢é formowania PLB oraz
najwigcej pedow i lisci Dendrobiumna paywce MS o zmniejszonej o potevzawarto-
sci soli mineralnych. Oprocz podta MS, w celu uzyskania najdiszych léci autorzy
polecaj pozywke Knudson C. U rélin Vandazwickszory indukcg PLB uzyskano na
podiazu Vacin i Went zestalonym preparatem GefMftev ilosci 8 g - dr® [Gnasekaran
iin.2012].

Do uzyskania optymalnego naniaaia PLB konieczne jest zachowanie odpowied-
nich proporcji pomidzy stzeniem auksyn i cytokinin w ggwce. Santana i Chaparro
[1999] stwierdzili,ze male dawki regulatorow wzrosty miezlgdne do inicjacji PLB.
Ich rodzaj i sfzenie naley modyfikowa: w zaleznosci od gatunku i odmiany &tiny.
Ponadto dla uzyskania optymalnej liczby PLB o wyspjakosci wazne jest, aby cytoki-
nina wysapita w paywce w wikszym sgzeniu niz auksyna (C > A), co warunkuje od-
powiedni kierunek organogenezy. Potwierdz®aj badania Hossaina i in. [2010], ktorzy
obserwowali stymulag¢jtworzenia tych struktur na skutek wzbogacenia pégo podio-
za w BAP w ilgici 2 mg - dr® i w NAA wilosci 1 mg - dr®. U Phalaenopsis gigantea
korzystne rezultaty otrzymano nazywce z dodatkiem TDZ (0,3 mg - di NAA
(0,01 mg - dr) [Niknejad i in. 2011]. W przypadk@ncidiumintensywne namranie
PLB nasipito, gdy do podiga dodano NAA (0,5 mg - dii) i BAP (5,0 mg - dm).
Dohling i in. [2012] uDendrobium lingicornwaobserwowali wzmimng produkcg tych
struktur na paywce z BAP w stzeniu 3,4 mg - difi 2,4-D w iloici 3,3 mg - dn,

a Islam i in. [2014] — u mies#ea Dendrobium albax Ascanda dongtarma poditgach
MS z dodatkiem NAA w iléci 2,0 mg - drf i kinetyny w ilasci 0,5 mg - drt. Kukut-
czanka i Kromer [1984] oceniali wptyw ppwki Reinerta i Mohra uzupetnionej NAA
i IBA oraz BAP w stzeniu 6 i 10 mg - dif, a take peptonem w ilici 1 g - dm’.
Stwierdzili, ze na skutek zastosowania tych substancji w kultur@nych organéw
Phalaenopsisiastpowato intensywne tworzenie PLB, ale rozwé§lim w tym ukorze-
nianie, zostal zahamowany. Puchooa [2004] stosop@#avke MS wzbogacosn o BA
w ilosci 0,1 mg - dif oraz o NAA w ilgici 1,0 mg- dnm®, co pozytywnie wplywato na
indukcie tych struktur z eksplantatowédiowych Dendrobium.TDZ w dawce 0,5 mg -
dnm pozytywnie oddzialywat na produkcPLB uPhalaenopsis amabiligednak zwik-
szenie sfzenia tej substancji nie prowadzito do powstawanigkszej liczby PLB,
a przy stzeniu 3 mg - dif autorzy zaobserwowali znacznie stabsze powstawsofe
struktur [Balilashaki i in. 2014].

Takze inne substancje mggozytywnie wplywé na tworzenie PLB u storczykow.
Kukufczanka i Paluch [1971] zauwdy, ze w przypadkuCymbidiumuprawianego na
pozywce Tshuchiya liczba PLB zgkszyla s¢ po dodaniu do pgwki peptonu Pepto-
bak-Bacutil w sfzeniu 2 g - dii. Ramesh i in. [2013] obserwowate duze ilosci PLB
tworzyly sk u Phalaenopsisia paywce Norstog (1973) wzbogaconej w MnS@ilosci



46 P. SZOT, M. PARZYMIES, M. PONIEWOZIK

4 mg - dm’. Nge i in. [2006] wykazalize do stymulacji namrania PLB na pioywkach
ptynnych mana wy¢ chitosanu w stzeniu 15 ppm. Autorzy ci zalecali dalsze prowa-
dzenie kultury na pgywkach statych z dodatkiem chitosanu wzehiu 20 ppm. W agu

12 tyg. uzyskali od 5 do 7 nowychsho.

Tworzenie s} meryklonbw mae by takze stymulowane poprzez dodanie do po-
zywki substancji organicznych. Santana i Chapar@9@] stwierdzili,ze lepiej zréni-
cowane kultury PLB tworzyly sina paywce z mgzszem zielonych owocéw banana
(100 g - dr). Takze Aktar i in. [2007] wykazalize wzbogacenie podta MS o zmniej-
szonej o potow zawartdci soli mineralnych mjzszem z banana korzystnie wptywato na
organogenez Dendrobium w tym na takie parametry, jakwieza masa i liczba PLB
oraz liczba Kci, ich wysokd¢ oraz diugé¢ pedéw. Jak podaje Puchooa [2004], aby
spowodowa intensywne namranie i dzielenie PLB, do pgwek mazna dodé wode
kokosowg (CW). Autorka ta najlepsze rezultaty uzyskatassie 15% wod kokosovy.
Zastosowanie wiszych (20%) i niszych (10%) sten CW hamowato proliferagjPLB.
Takze Nambiar i in. [2012] potwierdzaprzydatné¢ wody kokosowej, ktéra korzystnie
wplyneta na proliferagj opisywanych struktur Dendrobium'Alya Pink’. Ponadto zaob-
serwowanoze z jednej struktury mie wytworzy¢ sic nawet 10 nowychguéw na skutek
wzbogacenia powki homogenatem z ziemniaka westniu 10 g- dm?® [Puchooa
2004]. Natomiast Wandaintensywniejsz proliferacg PLB zaobserwowano po dodaniu
do podtaa wody kokosowej (10%) i ekstraktu z pomidora (2096yzsze ilgci ekstrak-
tu z ziemniaka (powaej 20%) ograniczaty proliferagjpedéw Vanda‘'Kasem’s Delight’,
podobnie jak wyeig z papai w gzeniu powyej 10% [Gnasekaran i in. 2012]. Odmien-
ne rezultaty uzyskali Nambiar i in. [2012], stagugkstrakty z banana i pomidora. W ich
badaniach wzbogacenie pogdotymi dodatkami nie wplywato w znagz sposdb na
namnaanie s¢ PLB Dendrobium‘Alya Pink’. Nambiar i in. [2012] zaobserwowalig
spasrod weglowodanéw najlepiej na wzrost wgj omawianych struktubDendrobium
‘Alya Pink’ oddziatywata glukoza, po zagtieniu nij sacharozy, w dinach powstatych
na paywkach z sachargzstwierdzono natomiast wyspkawartg¢ chlorofilu.

KULTURY KALUSA

W przypadku storczykéw tworzenie kalusa jest barladne ze wzgldu na powol-
ny wzrost i tendengjdo nekroz [Naing i in. 2011]. Liczne badania dai¥g iz intensy-
fikacja tworzenia kalusa nggluje na skutek wzbogaceniazgwki cytokininami. Do
jego inicjacji w kulturach pylnikéw niezidny byt dodatek BAP w ilici 10 mg - dn,
NAA w ilosci 1 mg - d® oraz peptonu w ikzi 2 g - dm® pozywki [Sharma 2012].
Zastosowanie TDZ sprzyjato powstawaniu tej tkarkiligciach Paphiopedilum gigan-
teum przy czym jego optymalnecgenie wynosito 1 mg - dm[Niknejad i in. 2011].
Korzystne dziatanie cytokinin potwierdaagz Ishii i in. [1998]. Autorzy ci wykazalize
u Phalenopsisniezkzdne byto wzbogacenie podim w 2,4-D (0,1 mg - dri) i w BAP
(0,01 mg - dr) oraz w sachar@z(40 g - dr). Roy i Banerjee [2003] zaobserwowali,
ze u Dendrobium fimbriatunvar. oculatumpozytywne efekty nagpowaty po zastoso-
waniu NAA w ilosci 0,5 mg - drif i BAP w dawce 1 mg - dr Naing i in. [2011] uzy-
skali kalus uCoelogyne cristatpo zastosowaniu 2,4-D w #oi 2 mg - dm’® oraz BAP
w dawce 2 mg - dil Teixeira da Silva i Giang [2014] do mikroroznaaaia Phalae-
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nopsiswykorzystali elementy kwiatostanu i uzyskali kalpsowadzc kultury wswietle
przy PPFD 45 pumol - Th- %, oraz na paywce wzbogaconej w TDZ w ifgi 2 lub 4
mg - dm® oraz w 2,4-D w dawce 1 mg - dinWytworzona w tych warunkach struktura
byta twarda i okazata shieprzydatna do dalszej regeneraciji. Ishii i ¥898] wykazali,
ze kalus uPaphiopedilummazna skutecznie indukowaz protokormoéw, na podhach
wzbogaconych sachargznatomiast dodatek wody kokosowej hamowat wytwaiez éej
tkanki uCoelogyne cristatgNaing i in. 2011].

Teixeira da Silva [2012] do indukcji kalusaQymbidiumpolecat paywke TCcarus-
Do inicjacji kultur kalusaRhynchostylis retusa wykorzystaniem pylnikéw zastosowano
pozywke Sharma [Sharma 2012].

Ponadto dowiedzionaze na wytwarzanie kalusa u storczykow z rodzahalae-
nopsisdoskonale wplywa preparat Gerlite dlatego t& wskazane jest jego zastosowa-
nie jakosrodka zestalapego paywke [Ishiiiin. 1998].

PODSUMOWANIE

Storczyki to bardzo popularnestimy ozdobne uprawiane jako dlomy doniczkowe,
takze na kwiaty cjte wykorzystywane w bukieciarstwie, a niektére gatumogy byc
z powodzeniem uprawiane jakoskay ogrodowe. Due zainteresowanie storczykami,
a tym samym znaczny popyt na nie, sprasgaposzukuje simetod szybszego i bardziej
wydajnego rozmnaania tych rélin.

Dzieki zastosowaniu kultur tkankowych storczykow dlwe jest uzyskanie digj
ilosci wolnych od patogenéw chorobotwérczychglim potomnych, ktore w krotkim
czasie mog zost& wprowadzone na rynek [Wréblewska i Rudzki 2012jI8shaki i in.
2014]. Rozpowszechnienie rozmmaaia in vitro za pomog nasion umdliwito takze
uzyskiwanie nowych odmian. Powstale migezato m.in.Phalaenopsisktore g do-
stepne w szerokiej gamie kolorystycznej.

Rozpowszechnienie uprawy storczykdw w kulturachnkiavych zawdzicza sg
pracom dwoch naukowcéw, Burgeffa i Bernarda, ktbrymadania doprowadzity do
opracowania metody symbiotycznego i asymbiotyczridgtkowania nasion w warun-
kachin vitro. Nastpnym krokiem bylo opracowanie technologii rozrmaia wegeta-
tywnego w kulturach tkankowych, ktére zapewnia Wayse ralin potomnych identycz-
nych z rélinami macierzystymi, co pozwolito na rozniamie wielu odmian. Dzki
wprowadzeniu wikszej liczby ralin na rynek storczyki staty sdostpne dla wgkszasci
konsumentow.

Mikrorozmnaanie storczykéw pozwala tak na prowadzenie aktywnej ochrony
wielu gatunkdw naticych do tej grupy rdin. Dzigki zastosowaniu kultur tkankowych
mozliwe jest rozmnaanie rzadkich i zagemnych gatunkéw storczykow, przetrzymywa-
nie ich w bankach genéw, a nawet ponowne wprowadzdm naturalnegérodowiska
w celu zasilenia lub odbudowania populacji. Kulttkgnkowe g w tym celu wykorzy-
stywane na catyréwiecie [Colllins i Dixon 1992, Pindel i Pindel 200Bakouri Ghaziani
iin. 2014].

Historia rozmnaania storczykdw w warunkach vitro siega 400 lat wstecz i praw-
dopodobnie nigdy sinie skaiczy. Badacze na catyswiecie nadal bda poszukiwa
coraz to nowszych i bardziej wydajnych metod roziané tych piknych ralin.
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Summary. Orchids belong to the most important ornamentaih{sl. Due to an enormous number
of species and cultivars, most of them cannot lopggated generatively and the plants are also
propagated vegetatively. One of the methods conmynased is propagatioim vitro. This review
presents the state of knowledge on the subjecti@bpropagation of orchids, including the most
important results on the subjectinfvitro germination and micropropagation in tissue culture
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