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ROZMNAZANIE STORCZYKOW METODA KULTUR
MERYSTEMOW PEDOWYCH

Hodowla merysteméw pedowych in vitro znalazla szereg praktycz-
nych zastosowan w rolnictwie, przede wszystkim jako metoda masowego
rozmnazania storczykow oraz otrzymywania roslin wolnych od szkodli-
wych wiruséw. Otrzymano w ten sposéb wolne od wiruséw gozdziki
i dalie (Morel, Martin, 1955; Kukulczanka, 1969) ziemniaki (Kassanis,
1957, Manzer, 1959; Nielson, 1960), truskawki (Belkengren i Miller, 1962;
Miller i Belkengren, 1963; - McGrew, 1965; Vine, 1968), agrest (Jones,
Vine, 1968, konopie (Vine, Jones, 1969). Morel (1960) spostrzegl, ze stor-
czyki z gatunku Cymbidium zainfekowane wirusem zostaly go pozba-
wione w kulturach in vitro merysteméw tych roslin. Mimo ze przy tego
typu rozmnazaniu wymienionych roslin otrzymuje sie z kazdego eks-
plantatu, tj. jednego merystemu — jedng rosline, to jednak rosliny po-
zbawione szkodliwych wirus6w mozna i oplaca sie potem szerzej roz-
mnozy¢ w normalny sposob.

Zastosowanie hodowli merystemdw in vitro do masowego 1rozmnozenia
storczykéw

Storczyki sg jedng z najliczniejszych rodzin, systematycy wyodrebnili
okolo 30000 gatunkéw (Tachtadzjan, 1966). Wystepuja one zwlaszcza
w okolicach tropikalnych, ale rosng tez w strefie umiarkowanej. Okoto
600 gatunkéw uprawianych jest w szklarniach jako rosliny ozdobne
z uwagi na ich piekne kwiaty. Dla biologéw rosliny te sg ciekawe ze
wzgledu na wielkg zmiennoé¢ form oraz przystosowania zwigzane z sze-
rokim zasiegiem ich wystepowania.

Nasiona storczykéw sg drobniutkie i bardzo liczne, czesto jednak
z wielkiej liczby nasion kielkuje i rozwija sig tylko jedno. Zarodek jest
stabo rozwiniety, nie zdyferencjowany na organy, w nasieniu nie ma
endospermu. W zwigzku z tym do skielkowania nasion wymagana jest
obecnogé okreslonych grzybhow, ktarych strzepki przenikajg do zarodka.
Istniejg przypuszczenia, ze specyficznym zwigzkiem dostarczanym przez
grzyby-symbionty sa witaminy, ich prekursory lub pochodne (Arditti,
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1967). Znane sa rowniez badania nad asymbiotyczng hodowlg nasion
storczykow. Bogatg literature na temat hodowli storczykow z nasion do-
starcza artykul przegladowy Arditti (1967).

Storczyki hodowane sg ro$linami heterozygotycznymi, a wiec roz-
mnazane z nasion nie powtarzaja cech odmiany. Z podzialu ro$lin star-
szych otrzyma¢ mozna niewielkg ilo$é roslin w ciggu roku. Dlatego do
szybkiego rozmnozenia klonéw réznych odmian i hybrydéw stosowana
jest metoda hodowli merysteméw pedowych, dajgca pewnosé uzyskania
materiatlu genetycznie wyrdéwnanego.

W kulturach merystemoéw storczykow wyizolowany wierzcholek wzro-
stu tworzy strukture protokormo-podobng odpowiednik protokormu przy
embriogenezie (w literaturze anglosaskiej nazywanej ,protocorm-like

bedies”). Podzial protokormu oraz przeniesienie na $wiezg pozywke po-
- woduje wytwarzanie nowych protokorméw, przy czym zabieg ten mozna
pcwtarza¢ wielokrotnie. W ten sposob z jednego merystemu uzyskaé
mozna w ciggu rocku tysigec do miliona nowych roslin. Wlasciwosé two-
rzenla protokormu z tkanki merystematycznej majg storczyki o wzros-
cie sympodialnym (Morel, 1960). Nalezg tu storczyki posiadajgce pseudo-
bulwy oraz wszystkie z pedami osiggajgcymi dojrzatosé w ciggu jednego
okresu wegetacji (Hawkes, 1961). Wymagania pokarmowe réznych ga-
tunkow i1 odmian storczykéw w warunkach kultur sterylnych sg rézne.

Dotychezas opracowano metode rozmnazania przedstawicieli storczy-
kow z gatunku Cymbidium (Morel, 1960, 1966; Wimber, 1963, 1965; Wil-
fret, 1966; Sagawa, Shoji i Shoji, 1966; Johansen, 1967; Kukulczanka,
1970), Cattleya (Reinert, Mohr, 1967; Scully jr., 1967; Lindemann 1967)
oraz Dendrobium (Morel 1966, Sagawa, Shoji, 1967). Znalezienie opty-
malnych warunkéow wzrostu merysteméw w kulturach sterylnych, op-
tymalnych pozywek, jak réwniez rozszerzenie hodowli na wiekszg ilosé
gatunkow storczykéw jest wcigz zagadnieniem aktualnym, ktoérym zaj-
muja sie naukowcy w wielu krajach.

W 1968 r. przebywatam w USA na rocznym stazu naukowym na Wy-
dziale Ogrodniczym Uniwersytetu Kentucky (Departament of Horticul-
ture, Agricultural Experimental Station, University of Kentucky, Le-
xington), gdzie zapoznalem sie z badaniami nad rozmnazaniem storczy-
kow w kulturach merysteméw, prowadzonymi tam przez prof. dra H. C.
Mohra i dra L. P. Stoltza. Opracowang tam metode prowadzenia kultur
‘merysteméw storczykéw z gatunku Cattleya opisuje w tym artykule.

Rozmnazanie storczykéw z gatunku Cattleya

Z dojrzatych ro$lin Cattleya rosngcych w szklarni pobiera sie pedy
wegetatywne wraz z klgczami, czysci je z liSci i myje wodg biezgcg. Od-
cinki pedow i klgczy zawierajgce paczki boczne sterylizuje ie w 0,5%
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reztworze chloru przez 10 minut, mnastepnie w 709 etanolu
przez 5 minut i wreszcie w roztworze pochlorynu wapnia (80 g/1) przez
20 minut. Merystemy wycina sie w sterylnej kamerze. Najpierw z na-
brzmialych pgkéw usuwa sie liscie okrywajgce i uwalnia merystem na-
cinajac ped lub klgcze 1 mm ponizej paka.

Objetos¢ wyizolowanego stozka wzrostu wynosi zwykle 1—3 mm?3.
Kazdg wycigeta tkanke merystematyczng umieszeza sie w 20 ml synte-
tycznej pozywki ptynnej w 125 ml kolbkach erlenmeyera. Sklad pozywki
przedstawia tabela 1.

Tabela 1
Skiad pozywki plynnej stosowanej do

wzrostu eksplantatéw merystemow

Cattleya
Skladnik S'teienie w

mg 1
(NH/4),SO; 400,0
(CaNO,),.4H,0 1000,0
KCI 500,0
KH,PO, ‘ 250,0
MgSO,.7TH-,0O 400,0
MnSO,.H,O 7,5
H;BO; 0,03
ZnS0O,.TH,O 0,03
CuSO,.5H.,0 0,001
Fe (SO,); 10,67
EDTA 22,4
Kwas cytrynowy 150,1
Tiamina-HCI 0,1
Kwas nikotynowy 0,5
Pirydoksyna-HCI 0,5
Glicyna 2,0
IBA (kwas indolomasiowy) 1,75
NAA (kwas naftalenoocto-
wy) 1,75
Sacharoza 20000,0

Kwasowo$é pozywki powinna by¢ w granicach pH 4,7—4,9. Kolbk'i
z kulturami umieszcza sie na kole obracanym w plaszczyznie pionowe]
z szybko$cig 1 obrét na minute. Stosuje sie 16-godzinne oéwietleni.e (na
dobe) lampami fluorescencyjnymi (o zimrym bialym $wietle) o mten?
sywnosci okoto 2200 lux. Temperature pomieszczenia nalezy utrzymac
w zakresie 24—28°C. Eksplantaty przenosi sie na §wiezg pozywke co dwa
tygodnie. Opisana procedura zgodna jest w zasadzie z przedstawiona
W pracy Reinerta i Mohra (1967).
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Po jednym do dwoch miesiecy, zaleznie od wzrostu eksplantatow,
tnie sie je na potowy, co powoduje wzrost kalusa barwy zielonej i two-
rzenie protokormoéow (protocorm-like bodies). Ciecie protokormow powta-
rza sie przy kazdorazowej zmianie pozywki, uzyskujgc wytwarzanie
szeregu nowych protokormoéow (zwykle 2 do 5) lub dodatkowe tworzenie
kalusa, z ktérego pdzniej rowniez formujg sie protokormy. Pozostawienie
niecietych protokorméw prowadzi do wytwarzania lisci, rzadziej korzeni.

Jezeli kultury protokormoéw prowadzone sg przez kilka miesiecy na
pozywce o skladzie podanym w tabeli 1, to nastepuje ostabienie wzrostu.
Przeniesienie kultur na pozywke Wimbera (1963), z dodatkiem peptonu
w ilosci 2 g/l, daje poprawe wzrostu, tj. intensywniejszy wzrost proto-
kormow i kalusa. Skiad pozywki Wimbera przedstawiony jest w tabeli 2.

Tabela 2
Skilad pozywki Wimbera (1963)
Skiadnik Stefgrg‘}f w
KNO; 525
KH,PO, 250
CaHPO,.2H,0 200
(NH,),SO, 500
MgSO, 250
Szczawian zelazowy 30
Pepton 2000
Sacharoza 20000

Aby otrzyma¢ ro$liny odpowiednie do wysadzenia w szklarni, proto-
kormy wytwarzajgce liscie przenosi sie z pozywki plynnej na pozywke
stalg (0,6%0 agaru) o skladzie jak w tabeli 1. Na stalej pozywce wyste-
puje wzrost lisci i korzeni oraz calych ro$lin. Lepsze efekty wzrostu ro-
slin uzyskuje sie po zmodyfikowaniu sktadu substancji wzrostowych po-
zywki przez usuniecie NAA, zmniejszenie ilosci IBA do 1 mg/l oraz
dodanie kinetyny 1 mg/l i inozytolu 1 mg/l. O ile w pierwszym okresie
wzrostu eksplantaty wymagajg obecnos$ci w pozywce substancji wzrosto-
wych typu auksyn (kwas mnaftalenooctowy, kwas indolomasltowy), to
w poOzniejszym okresie wzrostu nie sg one niezbedne, natomiast szybkie
mnozenie protokorméw i ich wzrost uzyskuje sie na pozywce o wysokiej
zawartosci zwigzkow azotowych i aminokwasow.

Umieszczenie wyizolowanych merysteméw Cattleya na pozywce aga-
rowej o podobnym skladzie jak pozywka plynna powoduje poczatkown
zmiane ich koloru na ciemnobrgzowsg i p6zniej zamieranie. Natomiast juz
po 3 tygodniach wzrostu w pozywce plynnej eksplantaty mogg by¢ prze-
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niesione na pozywke stala, agarows. Poczatkowo wystepuje w tych wa-
runkach spowolnienie wzrostu, obserwuje sie tez brazowienie tkanek
kontaktujgcych z pozywka oraz dyfuzje do agaru substancji o barwie
brgzowej (zwigzkow fenolowych), jednak po 2 tygodniach nastepuje
wznowienie wzrostu (Reinter, Mohr, 1967).

Szybszy wzrost protokorméw na mieszanej pozywce plynnej wyttu-
maczy¢ mozna dostepnoscia skladnikow pokarmowych omywajacych
tkanke oraz rozcienczeniem substancji toksycznych wydalanych do po-
zywki, jak roéowniez lepszymi warunkami przewietrzania. Ten ostatni
czynnik jest szczegdlnie wazny przy wiekszej masie tkanki w kolbkach,
dlatego wskazane jest uzywanie korkow z waly. Przy ograniczonej wy-
mianie powietrza spowodowanej np. uzyciem nakretek ebonitowych, na-
stepuje zamieranie tkanek.

Ogodlnie czas wyhodowania rosliny z merystemu storczyka obejmuje
okres hodowli na mieszanej pozywce plynnej, trwajacy od 1 do 2 miesie-
cy i hodowli na pozywce stalej, wynoszacy zwykle od 1 do 4 miesiecy.
Uformowane w tych warunkach rosliny gotowe sg do wysadzenia
w szklarni. Chcgce uzyskaé wielkg ilos¢ roslin, przediuzy¢ nalezy okres
hodowli na pozywce plynnej, tj. okres mnozenia protokormoéw Cattleya.

Warto zwroci¢ uwage, iz rézni autorzy stosujg dosy¢ roézne receptury
pozywek w kulturach Cattleya. I tak np. wedtug Reinerta i Mohra (1967)
mleko kokosowe dodane do pozywki plynnej o skladzie jak w tabeli 1
powodowalo zamieranie kultur Cattleya. W badaniach innych autorow
(Scully, 1967; Lindemann, 1967) mileko kokosowe dziatalo jako stymula-
tor wzrostu.

Lindemann (1967), dobierajac odpowiednio niskie stezenie kwasu gi-

berelinowego (GA) i $rednie NAA, uzyskal stymulacje wzrostu kalusa
i opéznienie rozwoju pedow w kulturach (Cattleya). .
,  Rozwdj eksplantatéw rozpoczyna sie dopiero po pewnym czasie od
umieszczenia w pozywce plynnej, np. dla pgczkéw z jednego pedu we-
getatywnego Cattleya czas ten wahat sie od 45 do 83 dni (Scully, 1967).
Wymaganie plynnej pozywki mieszanej do zapoczatkowania wzrostu
merysteméw jest wlasciwe roslinom z gatunku Cattleya,.gdyz me?‘yste—
my Cymbidium i Dendrobium moga by¢ hodowane réwniez na pozywce
agarowej (Sagawa i Shoji, 1967). By¢ moze odgrywa tu 1“015{ endogenny
inhibitor, wlasciwy gatunkowi Cattleya, ktory ulega wymyciu w kultu-
rach plynnych. .

Ciecie protokormow  moze decydowa¢ o wyd'a'jnoéci. chh TI0Z~
mnozenia. Sagawa i Shoji (1967) podaja, ze u Dendrobium ciccle Proto-
kormoéw, ktére jeszcze nie wytworzyty lisci, .p»o'zwa%.a uzy:s!kac ’\A’ILQCe,]. no- |
wych porotokorméw. Istotny rowniez wydaje sie by¢ sposob ciecia.
Wspomniani wyzej auterzy tngc poprzecznie protokormy Dendrobium
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otrzymali wiekszg produkcje (10—20) nowych protokorméw w porow-
naniu z cietymi wzdtuz osi wzrostu. Kukuiczanka (1970) zaobserwowala,
ze protokorm Cymbidium nacinany 1-2-krotnie tworzy okolo 20 nowych
protokormow.

Podsumowanie

Merystemy storczykéw hodowane w kulturach sterylnych wytwa-
rzaja protokermy, ktéore mozna dzieli¢ prawie w nieskonczono$¢. Z kaz-
dego protokormu otrzymuje sie w kulturach in vitro calg rosline odpo-
wiednig do wysadzenia w szklarni. Wydajno$c tej metody rozmnazania
jest bardzo wysoka. O ile przez podzial roslin Cattleya uzyska¢ mozna
w ciggu roku 10—15 roélin, to w kulturach merysteméw az 3 tysigce
roslin. Johansen podaje, ze z pojedynczego merystemu Cymbidium moz-
na otrzymac ta metodg 2—4 miliony roslin (1967).

Wymagania pokarmowe kultur merystemow storczykoéw nie roéznig
sie zasadniczo od wymagan tkanek innych roslin hodowanych in vitro.

Opanowanie i postugiwanie si¢ metoda kultur merystemow storczy-
kow w Polsce umozliwi rozpowszechnienie uprawy tych roélin cenio-
nych dla ich waloréw dekoracyjnych. Badania na.ten temat prowadzone

sa w Ogrodzie Botanicznym we Wroclawiu od dwoch lat (Kukulczanka
1970).
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