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Orhideje pripadajo druzini kukavicevk (Orchidaceae), ki obsega okoli 750 rodov in 25
000 vrst in podvrst. Rod Phalaenopsis vsebuje okoli 70 vrst. Orhideje Phalaenopsis so
nezahtevne za gojenje in so zato ene od najbolj prodajanih in priljubljenih lonénic.
Ceprav obstaja veliko raznobarvnih hibridov, so trenutno najbolj zanimive modre
orhideje Phalaenopsis, ki v naravi ne obstajajo, saj ne vsebujejo pigmentov (glikozidov
delfinidina in cianidina) za tvorbo modre barve cvetov. Zlahtniteljski poskusi za
pridobivanje modrih cvetov so bili do sedaj manj uspes$ni, ker se modra barva izrazi le
do stopnje vijoli¢nih odtenkov. Zato so razvili hitrejso in lazjo metodo injiciranja
sistemskega barvila v cvetno steblo. V magistrskem delu smo poskusali s primerno
tehniko pridobiti modre cvetove orhidej Phalaenopsis. V poskus smo vkljuéili dve sorti
rodu Phalaenopsis — 'Anthura Bern' in 'Anthura Cambridge’, ki imata bele cvetove.
Uporabili smo specialno sistemsko sredstvo za barvanje rastlin v prahu Deep Blue A43
Absorbit Stem Dye, preliminarne poskuse pa smo izvedli tudi z barvanjem z modrim
¢rnilom. Slednje se je izkazalo kot neucinkovito, zato smo v nadaljevanju poskusov
dolo¢ili primerno koncentracijo sistemskega barvila. Za najboljso se je izkazala 1 %
raztopina sistemskega barvila, ki je bila boljSa od priporocene 2 % dobaviteljeve
koncentracije. Moc¢nejsa 3,4 % koncentracija barvila, je vplivala na temnejSo modro
barvo cvetov in hitrejSo maksimalno obarvanost ter slabSo obstojnost cvetov. Na
pred¢asno odpadanje modrih cvetov je vplivalo ve¢ parametrov, kot so stres zaradi
poskodbe cvetnega stebla in injiciranje sistemskega barvila. S transportnim sistemom
se je barvilo preneslo tudi do listov. Injicirano barvilo je bilo obstojno le do odpadanja
obarvanih cvetov, v naslednjem cvetenju pa so bili cvetovi spet beli.
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Orchids belong to the orchid family (Orchidaceae), which includes 750 genera and 25 000
species and subspecies. The Phalaenopsis genus contains approx. 70 orchid species.
Phalaenopsis orchids are simple to cultivate and are therefore one of the best-selling and
favorite house plants. Even though there are lot of different-colored hybrids on the market,
blue colored flowers of the Phalaenopsis genus do not exist because the species lacks the
appropriate pigments (glucosides of delphinidin and cyanidin) which provide blue hues.
Genetic manipulations aimed at producing blue flowering Phalaenopsis did not prove
successful and the blue color has only expressed in violet hues. That is the reason for the
development of a faster and easier method of synthetic dye injection into the flowering
stem. In this master thesis we tried to produce blue flowers of Phalaenopsis orchid using an
appropriate technique. Two white flowering varieties of the Phalaenopsis genus were
included in the experiment - 'Anthura Bern' and 'Anthura Cambridge'. A special systemic
powdered dye Deep Blue A43 Absorbit Stem Dye was used for injection and the
preliminary tests were performed by coloring the stems with blue ink. The latter has shown
ineffective; therefore, the appropriate concentration of the systemic colorant was
determined in experiments on detached Phalaenopsis flowers. 1% solution of the systemic
dye proved to be better than 2% solution, recommended by the supplier. The more intense,
3.4% solution of the dye caused darker blue color and faster maximal coloration of the
flowers as well as weaker durability of flowers. The premature wilting and drop of blue
flowers was ascribed to a number of parameters such as stress after damaging the flowering
stem and the injection of systemic colorant. The dye was also transferred to the leaves via
the transport system. The blue color of the flowers was only present until the drop of the
affected flowers and the flowers bloomed white in the next flowering, suggesting that the
dye does not stay in the plant system.
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1 UvOD

Orhideje tvorijo eno najbolj obseznih druzin cvetoCih rastlin na Zemlji. Druzina
kukavicevk (Orchidaceae) obsega okoli 750 rodov in 25 000 vrst in podvrst. Postavlja se
na prvo mesto po Stevilénosti oziroma raznolikosti vrst. Prilagodile so se vsem klimatskim
razmeram, razen skrajnim polarnim in puscavskim predelom (Jevsnik, 2006). Ker so
najstevilnejSe v tropskih predelih Juzne Amerike in jugovzhodne Azije, menijo da se je
njihov nastanek in razvoj pricel tam. V Evropi raste okoli 300 vrst. V Sloveniji je bilo do
sedaj najdenih 76 vrst in podvrst, ki jih uvr§¢amo v 27 rodov (Ravnik, 2002).

Tropske orhideje so zanimive ljubiteljem rastlin, ker imajo atraktivne, razkosne in lepe
cvetove razli¢nih oblik, ki so podobni roju metuljev ali Zivobarvnim pajkom. Najlazje je
gojiti tiste orhideje, ki celo rastno sezono prezivijo na sobni temperaturi in nimajo potrebe
po mirovanju. Orhideje iz roda Phalaenopsis so najbolj enostavne za gojenje, ker jim prija
toplota in normalni sobni zrak ter cvetijo po nekoliko tednov (Orhideje ..., 2014). Zaradi
teh lastnosti je Phalaenopsis najbolj prodajana in priljubljena lonénica (Trenc-Frelih,
1990).

Rod Phalaenopsis vsebuje okoli 70 vrst. Rastline tega rodu so epifiti ali litofiti in se s
koreninami oprijemajo vej, debel ter z mahom porascenih skal. Pojavljajo se na mestih,
Kjer ni direktnega sonca (Jevsnik, 2006).

Ze od davnega so bile orhideje zaradi eksoti¢nega videza predmet legend. Omenjali so jih
kot cvetje, ki ima ¢arobno mo¢, je strupeno ali pa so jih opredelili kot mesojede rastline
(Purchai, 2004). Do konca prve polovice 20. stoletja so bile orhideje statusni simbol elite,
saj je bilo gojenje zelo zahtevno, sadike pa cenjene in drage. Ko so v drugi polovici 20.
stoletja razvili metode razmnoZevanja, SO postale dostopnejse tudi srednjemu sloju
prebivalstva (Jevsnik, 2006).

Najpogosteje gojene sorte orhidej so medvrstni krizanci tudi do sedmih razli¢nih vrst.
Njihova barvna lestvica sega od bele do rumene, rumeno rjave in roznate do rdece ter
vijoli¢ne barve. V zadnjih letih so krizanci podedovali tudi vonj (Trenc-Frelih, 1990).

Ceprav imamo na izbiro veliko hibridov, tezimo k spremembam in raznolikosti. Pri
modernih krizancih je novi trend pridobivanje orhidej z modrimi cvetovi. Do zdaj so bili
Zlahtniteljski poskusi v tej smeri neuspe$ni, ker je modri pigment neobstojen in se izrazi
kot vijoli¢ni odtenek. Lazji nacin je injiciranje modre barve v rastlino. To metodo so
razvili, da bi hitreje prisli do zelenega cilja modrih cvetov in ker modro obarvane rastline
dosegajo vecjo ceno na trgu, so natan¢ni podatki o postopku obarvanja neznani. Ta metoda
je najbolj primerna za rod Phalaenopsis, ki je znan po dolgo obstojnih cvetovih.

1.1 VZROK ZA RAZISKAVO
Orhideje cenimo zaradi nenavadnih, eksoti¢nih cvetov. Med priblizno 25 000 botani¢nimi

oziroma naravnimi vrstami obstaja tudi veliko modernih krizancev, ki so plod vnaprej
zacrtanega zlahtniteljskega cilja.
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Modra barva cvetov je v naravi zelo redka. Najdemo jo pri vrstah Delphinium sp. (D. 'Loch
Leven'), Iris sp. (I. 'Joyce’), Meconopsis grandis, Myosotis sylvatica 'Blue Ball', Aquilegia
alpina, Linum perenne, Gentiana sp. (Upward, 2008). Pri razli¢nih vrstah orhidej ima
najbolj 'modre’ cvetove vandina skupina orhidej. Ker veljajo rastline rodu Phalaenopsis za
ene najbolj prodajanih lon¢nic, so vrtnarske hiSe razvile postopek obarvanja cvetnih stebel
na rastlini. Zanimalo nas je, ali lahko z enostavnimi metodami injiciranja modrih barvil v
cvetno steblo dosezemo podoben ucinek. Postopek namre¢ ni patentiran in zato se je
pojavil interes proizvodnje modrih orhidej tudi pri nas. V sklopu magistrske naloge smo
tako Zzeleli ugotoviti, kakSne so moznosti za obarvanje vloncenih orhidej rodu
Phalaenopsis.

1.2 NAMEN RAZISKAVE

Namen raziskave je bil ugotoviti, kako uspesno in s ¢im manj Skode pridobiti modre
cvetove orhidej iz rodu Phalaenopsis s tehniko injiciranja barvila v cvetno steblo.
Zanimalo nas je, kaj vpliva na dolgozivost obarvanih cvetov — poskodba na cvetnem steblu
ali injicirano barvilo. Zeleli smo tudi pojasniti mehanizme, ki vplivajo na uspesen prenos
barvila po cvetnem steblu do posameznega cveta.

1.3 DELOVNA HIPOTEZA

Z razliénimi barvili lahko uspe$no obarvamo cvetove orhidej iz rodu Phalaenopsis.
Zastavili smo si naslednje delovne hipoteze:

- sestava in tip barvila vplivata na intenzivnost modrega obarvanja;

- tehnika dodajanja barve v cvetno steblo je obcutljiv postopek, ki poskoduje rastlino;

- razliéne koncentracije barvila vplivajo na intenziteto barve v cvetovih, ki je v
rastlini prisotna do odpadanja cvetov;

- intenzivnost obarvanja in dolgozivost cvetov sta odvisni od sorte Phalaenopsis;

- za barvanje je pomembno v kateri fazi je cvet. Popki so zelo obcutljivi, ko se
obarvajo, se hitro posusijo in odpadejo;

- modro ¢rnilo ni primerno za barvanje cvetov;

- primerno barvilo za obarvanje cvetov pri rodu Phalaenopsis je Deep Blue A43
Absorbit Stem Dye, ki se uporablja tudi za barvanje cvetov rastlin namenjenih rezi;

- postopek injiciranja rastline z modrim barvilom ne spremeni dolgoZzivosti cvetnega
stebla in posameznih cvetov;

- razli¢ni deli cveta se razli¢no intenzivno obarvajo;

- barvilo se ne nalaga v drugih rastlinskih organih (v listih, zra¢nih koreninah,
cvetnem steblu);

- barvilo ni obstojno do te mere, oziroma ga rastlina ne akumulira, da bi bili modri
tudi cvetovi na cvetnih steblih, ki se razvijejo naknadno.
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2 PREGLED OBJAV

Orhideje ze stoletja predstavljajo ene najbolj eksoti¢nih in zanimivih okrasnih rastlin.
Gojenje orhidej je zaradi njihove lepote in vpetosti v Zlahtniteljske programe, v katerih
ustvarijo Stevilne nove hibride, izjemno moc¢na cvetna industrija in hobi za tisoe
ljubiteljev. Prvi zapisi o orhidejah so omenjeni ze leta 600 p.n.S. Konfucij je leta 500 p.n.s.
pisal o kakovosti disav narejenih iz orhidej. Teofrast je leta 300 p.n.S. prvi zabelezil ime
rodu Orchis po katerem nosi ime celotna druzina. Gomolje nekaterih mediteranskih vrst
orhidej je namre¢ izenacil s parom moskih mod ter zaradi tega uporabil grsko besedo
orchis, ki pomeni moska moda. V 16. stoletju so v Evropo zanesli semensko glavico vrste
orhideje, ki se od takrat pogosto uporablja v prehrani ali kot aroma za parfume, jedi in
pijace - vanilijo (Vanilla planifolia) (Sheehan, 2001).

Prve tropske orhideje so leta 1732 iz Bahamov prinesli na Nizozemsko, kjer so takoj
postale cenjene zaradi svoje nenavadne lepote. Skrivnost njihovega razmnozevanja pa je
Sele leta 1902 odkril francoski raziskovalec Noel Bernar. Ugotovil je, da semena kalijo le v
simbiozi z glivami iz rodu Rhizoctonia. Na tej osnovi se je zacelo masovno gojenje orhidej.
Od leta 1950 se orhideje razmnozujejo tudi in vitro. V zacetku 19. stoletja se je zanimanje
za orhideje povecalo do te mere, da so orhideje zaceli mnozi¢no zbirati premoznejs$i sloji —
orhidomanija. Lovci na orhideje so unicevali in sekali drevesa, da bi prisli do cenjenih
rastlin, ki obi¢ajno najdejo Zivljenjski prostor visoko v kro$njah. Zato je Se danes veliko
vrst orhidej v naravi ogrozenih ali celo na robu izumrtja (Purchai, 2004). Orhideje so bile
zelo cenjene in drage ter so postale statusni simbol elite (Jevsnik, 2006).

Komercialna pridelava sadik orhidej se je zacela v ZDA okrog leta 1848. Pomemben in
dolgo casa vodilni pridelovalec orhidej so postali havajski otoki, ki so jih pogosto
imenovali ‘the Orchid Isles' (otoki orhidej). Leta 1942 je bila prva posiljka rezanih orhide;j
v ZDA poslana prav s Havajev (Sheehan, 2001).

V drugi polovici 20. stoletja so orhideje postale najbolj priljubljene in s tem najbolje
prodajane lon¢nice v ZDA in v Evropi. Hitra rast popularnosti orhidej je bil vzrok za
ustanavljanje Stevilnih drustev po celem svetu. Najbolj znana drustva so (Jevsnik, 2006):

e AOS — American Orchid Society je najvecje drustvo ljubiteljev orhidej na svetu, ki
zdruzuje ljubitelje, gojitelje in specializirana drustva (International Phalaenopsis
Alliance, Pleurothalliad Alliance). Ustanovljeno je bilo leta 1921. Ima ve¢ kot 30
000 ¢lanov in je pobudnik svetovne konference o orhidejah WOC (World Orchid
Conference).

¢ RHS — Royal Horticultural Society zdruzuje profesionalne in amaterske vrtnarje ter
ljubitelje in ima ve¢ specializiranih sekcij in publikacij. Ustanovljeno je bilo leta
1804. Mednje sodi tudi The Orchid Review, ki ga je leta 1893 ustanovil R. Rolfe in
velja za najstarejSo Se aktivno strokovno revijo o orhidejah.

e NSW — Orchid Society of New South Wales je avstralsko drustvo, ki od leta 1936
izdaja revijo Australian Orchid Review, Australian Orchid Council pa od leta 1989
izdaja Orchids Australia.

e DLOS - Drustvo ljubiteljev orhidej Slovenije je bilo ustanovljeno leta 2003, pred
tem pa je ze veC let obstajalo kot sekcija pod okriljem Zveze hortikulturnih
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organizacij Slovenije. Drustvo je nehalo delovati leta 2012, prirejalo je Stevilne
izlete ter obiske sejmov, gojiteljev orhidej in botani¢nih vrtov ter izdajalo glasilo
Epifit (Jevsnik, 2006).

Zacetki nacrtne hibridizacije orhidej segajo v sredino 19. stoletja. Prvi umetni hibrid je
nastal s krizanjem Calanthe furcata in Calanthe masuca. Znano je tudi, da so se naravni
hibridi pojavili Ze prej. Danes so Stevilni hibridi rezultat krizanja med dvema ali tremi
vrstami, lahko tudi med vec vrstami (Squire, 2008).

Mnogi gojitelji orhidej predstavljajo svoje nove krizance in sodelujejo v mednarodnih
ocenjevanjih, ki jih organizirajo drustva. Cilj krizanja so pri vec¢ini rodov doseganje velikih
in ploskih cvetov ter Cistih in izrazitih barv. Pomembne lastnosti kvalitetnega krizanca so
tudi vigor rastline in Stevil¢nost cvetov (Jevsnik, 2006). Kljub temu pa s krizanjem ne
moremo dose¢i modre obarvanosti cvetov pri rodu Phalaenopsis.

2.1 ENOKALICNICE

Kritosemenke se delijo na dvokali¢nice! in enokali¢nice?. Druzina Orchidaceae
(kukavicevke), v katero sodi rod Phalaenopsis, pripada enokali¢nicam. Osnovne razlike
med dvo- in eno — kali¢nicami so prikazane v preglednici 1.

Preglednica 1: Osnovne razlike med enokali¢nicami in dvokali¢nicami (Bati¢ in sod., 2004)

DVOKALICNICE ENOKALICNICE
2 kliéna lista 1 kli¢ni list
alorizija homorizija
evstela ataktostela
zila nedovrSena zila dovrSena
sekundarna debelitev samo primarna debelitev
listi razli¢nih oblik, pecljati, mrezastozilni, deljeni, listi z noznico, pecljati listi so redki, prilistov ni,
noznice so redke, prilisti pogosti vzporedno ali lokastozilni
predlista na stranskih poganjkih v preéni legi predlista na stranskih poganjkih adosirana
cvetovi 4- ali 5-§tevni, cvetno odevalo dvojno, Ks.4 cvetovi 3-Stevni, cvetno odevalo enojno, Ps+3 Az+z
Cs.4 Gs4 Gs
. . izvirna oblika: zelnata; pogosto vodne rastline, pa
izvirna oblika:drevo - o 2.
tudi hemikriptofiti in geofiti
pelod nastaja simultano pelod nastaja sukcedano
pelod trikolpaten pelod monokolpaten
endosperm nuklearen ali celularen endosperm nuklearen ali helobialen
2.1.1 Listi

Listi enokali¢nic imajo listno dno in listno ploskev, v¢asih imajo tudi psevdopecelj. Listno
dno se vedno pritrja na steblo s Sirokim delom, ki po navadi popolnoma obkroza steblo in
oblikuje listno noznico. Ce se robova strukture skoraj srecata ali prekrivata, je noznica

! Dicotyledoneae, Magnoliopsida, prva, najve¢ja skupina kritosemenk (Petauer in sod., 1998).
2 Monocotyledoneae, Liliopsida, druga skupina kritosemenk (Petauer in sod., 1998).
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odprta. Pri zaprti noZnici sta robova zlita. Listna baza ima lahko poleg noznice Stevilne
modifikacije, kot so npr. pri travah ligula ali jezi¢ek ter usesce ali aurikula. Veliko
enokali¢nic ima dolge in trakasto oblikovane liste, ki rastejo iz interkalarnega meristema
na bazi lista. Vecina zil tece vzdolzno z dolgo osjo lista in vzporedno ena z drugo. Vecje
Zile se izmenjujejo z manj$imi. Dolge vzporedne Zile so med seboj povezane s finimi
povezovalnimi zilami, ki potekajo pravokotno na velike zile. Velike zile so sestavljene iz
ksilema in floema ter so obdane z Zilnimi ovojnicami. Te imajo zelo izrazite vlaknaste
podaljske, ki pomagajo pri opori lista. V bolj kserofitnih skupinah, npr. pri epifitih, kot so
orhideje so trajni listi ekstremno trdi in usnjati. Mnoge zile v takih listih sploh nimajo
prevodnega tkiva, ampak vsebujejo le vlakna (sklerenhimskih vlaken je ve¢ kot
prevodnega tkiva). Taki vlaknati snopi so pogostej$i v zunanjih delih lista, kjer sta nujni
vecja opora in zasc¢ita (Dermastia, 2007).

V listnih povrhnjicah mnogih enokali¢nic so pogoste tankostenske, velike in zelo
vakuolizirane buliformne (balonaste) celice (slika 1), ki so urejene v skupkih. Njihova
naloga naj bi bila zvijanje ali odvijanje listov po izgubi ali sprejemu vode. Reze se
razvijajo v celinih stolpcih, medtem ko je njihov razvoj pri dvokali¢nicah prostorsko in
¢asovno razprsen (Slika 2) (Dermastia, 2007).

| ,Slj

—
buliformne ce&ce

Slika 2: Listne reze v povrhnjici lista dvokali¢nice (A); listne reze v povrhnjici lista enokali¢nice (B)
(Dermastia, 2007)
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2.1.2 Steblo

Splosne naloge stebla so prenasanje vode in hranil do cvetov. Posebna in spremenjena
stebla opravljajo tudi druge naloge kot je shranjevanje vode in hranila. V steblu
enokali¢nic so zile razprSene in neorganizirane. Taka ureditev se imenuje ataktostela, kar
pomeni neorganizirana stela. Gosto so razporejene po obrobju stebla in oblikujejo visoko
organizirano omrezje za ucinkovit transport na dolge razdalje. Razporeditev zil poznamo
kot »princip rhapis« (slika 3), ker so jo najprej preucevali pri majhni palmi Rhapis excelsa.
Pri tej rastlini posamezne Zile v steblu oblikujejo enotno raztegnjeno vijaénico. Zile so
nagnjene proti srediS¢u stebla, a se v pravilnih intervalih ostro obrnejo v smeri proti listu.
Ob obratu se razdelijo. En krak vstopi v list, drugi pa se dviga navzgor kot osna zila.
Podobno so razporejene tudi sosednje Zile, a so na razli¢nih mestih povezane z majhnimi in
velikimi mosticki. Pre¢ni prerez stebla je Se bolj zamegljen, ker so listne Zile zelo podobne
osnim zilam (slika 4). Osne zile so navadno kolateralne s primarnim ksilemom na notranji
strani Zile in primarnim floemom na zunanji. Ce pride do preloma vodnega stolpca in
embolije, enokali¢nice poskodovanih elementov ne morejo nadomestiti, a lahko
prelomljene in embolizirane vodne stolpce ponovno napolnijo z vodo (Dermastia, 2007).

osnovno tkivo
_—strzen

Slika 4: Pre¢ni prerez stebla: steblo dvokali¢nic z evstelo (A); steblo enokaliénic z ataktostelo (B)
(Dermastia, 2007)
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2.1.3 Transport barvila do cveta

Transportni sistem v rastlini sestavljata ksilem in floem, ki sta povezana v enoto, ki je bolj
ali manj neprekinjena po celotni rastlini od korenin do najmlaj$ih zil v zelenih in cvetnih
listih. Ksilem je sestavljeno tkivo, ki v rastlini opravlja tri glavne naloge: prevaja vodo in
raztopine na dolge razdalje iz korenin navzgor v nadzemni del rastline, daje mehansko
oporo celotni rastlini in njenim delom ter shranjuje vodo in v njej raztopljene snovi. Celice,
ki sestavljajo ksilem so sklerenhimske (za transport in oporo) in parenhimske (za
shranjevanje). Vstop in izstop vode iz ksilema je pasiven. Floem je prav tako sestavljen iz
parenhima in sklerenhima, ki v rastlini transportira organska hranila, $e posebej sladkorje
nastale v procesu fotosinteze, v vse nefotosintetske dele rastlin (podzemne dele, meristeme,
primordije). Je zivo tkivo, ki kot gonilno silo za tok hranil uporablja gradient turgorskega
tlaka vzdolz prevodnega sistema. Obmocja aktivnega vstopa fotosintatov v floem se
imenujejo vir, mesta, kjer izstopajo, pa ponor. Zaradi velikega kopicenja fotosintatov je na
viru turgorski tlak velik. Na ponoru je majhen zaradi izhoda fotosintatov in izgube vode.
Floemski sok je v prevodnih celicah pod velikim tlakom, zato je velika nevarnost, da se ob
poskodbi floema hitro razlije. Kot za$¢itni mehanizem prevodne floemske celice hitro
zamasijo nastale razpoke (Dermastia, 2007).

Prevodni elementi ksilema, ki jih imenujemo trahejni elementi (traheide in ¢leni trahej), SO
v svoji zreli in delujo¢i stopnji mrtvi, zato gibanje vode po njih nadzoruje le abiotski
gradient vodnega potenciala na neprekinjeni poti tla - rastlina - zrak. Vodni potencial je
zmoznost vode, da opravi delo. Omogoca, da se voda premika iz obmocja, kjer je vodni
potencial bolj pozitiven (kjer se molekule vode bolj prosto gibljejo; voda je bolj
koncentrirana), do obmodcja, kjer je bolj negativen (kjer je gibanje vodnih molekul
omejeno; voda je manj koncentrirana). VVoda je adhezivna, kar pomeni, da se nanjo vezejo
Stevilne druge molekule. Je tudi kohezivna in njene molekule so med sabo zelo tesno
povezane z vodikovimi vezmi (Dermastia, 2007).

Kavitacija je proces, ki prekine prevajanje vode in zmanjs$a ucinkovitost prevajanja vode
oziroma prelom vodnega stolpca. Posledica tega je nastanek embolij — zra¢nih mehurckov.
Embolije nastanejo tudi v prevodnih elementih, ki so fizicno poskodovani in zato se voda
po rastlini ne more gibati. Dvokali¢nice lahko nadomestijo poSkodovane prevodne
elemente ali razvijejo nove trahejne elemente. Enokali¢nice tega procesa ne zmorejo
ampak embolizirane vodne stolpce ponovno zapolnijo z vodo (Dermastia, 2007).

Rastlinske celice na razlicne nacine sprejemajo in oddajajo molekule, ki so nujne za
njihovo rast in razvoj. Te molekule so voda in razli¢ni topljenci, ki so v vodi raztopljeni.
Znaten del prenosa topljencev je povezan z membranskim transportom, ki je lahko
enostavna difuzija skozi membrano ali pa ga omogocajo posebni membranski prenasalni
proteini. Voda in topljenci se spontano premikajo skozi membrano z obmocja, kjer je vecja
koncentracija topljencev ali vode, na obmocje, kjer je koncentracija majhna. V dolo¢enih
primerih poteka vodni transport skozi membrane po vodnih kanaltkih - akvaporinih®
(Dermastia, 2007).

3 Transmembranski proteini; so v plazmalemi in v membrani vakuole.
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Preko transportnega sistema, natan¢neje z membranskim transportom, se vodna raztopina
barvila prenasa do kon¢nih celic venc¢nih listov orhidej Phalaenopsis in se kopici v vakuoli
- najvecjem celicnem organelu.

Rastlinsko celico sestavljajo celi¢na stena, citoplazma in celi¢ni organeli (jedro, celicne
membrane, plastidi, mitohondriji, endoplazmatski retikulum, golgijev aparat, ribosomi,
citoskelet, citosomi, vakuola). Vakuola je zgrajena iz vakuolne membrane ali tonoplasta, ki
omejuje notranji vakuolni ali celicni sok. Naloge vakuole so povecanje -celic,
prepreCevanje velikih sprememb prostornine citosola v Casu vodnega stresa in skladiS¢enje
vode in topljencev. Povecanje rastlinske celice je posledica kombinacije privzema vode v
vakuolo in celi¢ne raztegljivosti. Z vstopom vode v vakuolo se poveca turgorski tlak, ki
omogoca aktivni transport topljencev v vakuolo. Prehajanje vode skozi tonoplast
nadzorujejo tonoplastni akvaporini, ki vplivajo na hiter transport vode v vakuolo in iz nje.
aminokisline, organske kisline, polisaharidi, pigmenti, proteini in toksi¢ne spojine. pH
vakuole je med 5,0 in 5,5, lahko je tudi bolj kisel ali bazic¢en. V vakuolah cvetov in plodov
se pogosto nalagajo flavonoidni pigmenti antociani, ki privabljajo oprasevalce in
raznasalce semen, delujejo protimikrobno in dajejo delom rastline znacilno barvo
(Dermastia, 2007).

2.2 DRUZINA ORCHIDACEAE - KUKAVICEVKE

Orhideje pripadajo druzini kukavicevk (Orchidaceae). Vecina orhidej je epifitov, kar
pomeni, da rastejo na deblih in vejah dreves (Ravnik, 2002). Vendar pa niso paraziti, ker
od svojih gostiteljskih rastlin ne sprejemajo nobenih hranil (Trenc-Frelih, 1990). Za
zivljenje jim zadosSca zracna vlaga in padavine. Zracne korenine imajo posebno tkivo na
povrsini, ki sprejema deZevnico in jo prevaja v notranjost korenine. Nekatere vrste
shranjujejo vodo v mesnatih listih ali pa v stebelnih gomoljih (Ravnik, 2002). Druge so
geofiti - rastejo v tleh in litofiti — rastejo na skalah. Litofiti (nekatere vrste iz rodov
Bulbophyllum, Ansellia, Laelia in druge) zivijo v najbolj skromnih razmerah in so zato
pogosti le v zelo vlaznem okolju. Tropski geofiti nimajo veliko predstavnikov
(Wullschlaegelia, Calanthe, Ludisia, Macodes) in rastejo na vlaznih in sen¢nih gozdnih
tleh. Vecina jih raste v zmernem pasu, v gozdovih in travnikih ter vse redkejsih mokris¢ih.
Najbolj znani so ¢eveljcki iz rodu Cypripedium v zmernem pasu in rodova Phragmipedium
(Amerika) ter Paphiopedilum (Azija) v tropskem pasu (Jevsnik, 2006). Vse vrste orhidej,
ki rastejo v Sloveniji spadajo med geofite (Ravnik, 2002).

Splosne znacilnosti druzine kukavicevk je tezko definirati zaradi izjemne raznolikosti vrst.
Vsako leto registrirajo okoli 100 doslej neznanih vrst. Priblizno 25 000 vrst, zdruzenih v
750 rodovih, predstavlja slabo desetino flore na zemlji. Ker so kukavi¢evke kozmopolitska
druZina, ki se je prilagodila na Zivljenje v izjemno razli¢nih ekosistemih, je posploSevanje
nemogoce (Jevsnik, 2006).

Skupne znacilnosti SO zato omejene le na osnovne botani¢ne lastnosti (Jevsnik, 2006):

e Za vse vrste je znacilna tvorba plodov (semenskih glavic), ki vsebujejo zelo veliko
Stevilo izredno majhnih semen brez rezervnih snovi.
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e Kalitev semen je mogoca le v simbiozi z glivo. Ko seme vzkali, se spremeni v
protokorm iz katerega pozene rizoid in en kli¢ni list (enokali¢nice).

e Cvet je enosomeren in sestavljen iz Sestih cvetnih listov, ki so razvrs¢eni v dveh
vretencih: zunanjega vretenca, ki nosi tri sepale* in notranjega vretenca, Ki nosi tri
petale® od katerih najve¢jemu srednjemu listu pravimo medena ustna ali labelum in
je namenjen privabljanju oprasevalcev.

e Peclodna zrna so zdruZena v bolj ali manj kompaktne skupke - poliniji.
e Prasniki in brazda so zrasli in tvorijo znacilno strukturo - stebricek.

Orhideje razvrs¢amo v tri kategorije, pri katerih je glavni parameter razloCevanja
optimalna temperatura za rast in cvetenje (Jevsnik, 2006):

e Orhideje iz hladnejSih obmocij v naravi rastejo v hribovitih predelih, kjer no¢ne
temperature pozimi redno padejo pod 10 °C. Povpre¢na letna temperatura andskih
tropskih pragozdov na visini 2 500 metrov je okoli 13 °C. Te orhideje so obcutljive
na nihanje temperatur med dnevom in nocjo. Priporocljivo je, da jim cez vse leto
zagotovimo minimalno 4 °C razlike med temnim in svetlim delom dneva. Kadar so
temperature nizke, jih je potrebno zalivati redkeje. Ne prenesejo pa dveh
ekstremov: nizkih temperatur in vlaznega substrata ter visokih temperatur in suse.
Rodovi, ki pripadajo tej skupini so: Cymbidium, Dendrobium tip nobile,
Odontoglossum, Pleione, Coelogyne, Disa, Cypripedium in Bletilla.

e K orhidejam iz toplejSih obmo¢ij uvr§¢amo vrste in krizance, Ki izvirajo iz
ekvatorialnih predelov in rastejo ob oceanih na nadmorski viSini med 0 in 1 000
metrov. Za ta obmo¢ja je znacilno relativno majhno nihanje povprecnih mesecnih
temperatur. Temperatura med toplej$im dnevom in hladnej$o no¢jo niha od 5 do 15
°C. Orhideje nimajo izrazitega obdobja mirovanja, kar pomeni, da cvetijo in rastejo
ne glede na letni Cas, ko dosezejo zrelost in nakopiCeno energijo. Minimalne
temperature za te orhideje nihajo med 18 in 20 °C, najvi§je dnevne temperature pa
so okoli 32 °C. Vecfdnevna izpostavljenost pod 13 °C povzroca stres in dalj Casa
trajajoCe mirovanje. Predstavniki te skupine so rodovi: Phalaenopsis, Vanda,
Aerides, Ascocentrum, Renanthera, Angraecum, Aerangis in Aeranthes.

e Orhideje iz vmesnih obmocij ne prenesejo ve¢mesecne poletne vrocine. Pozimi jim
ustrezajo temperature med 15 in 18 °C. V naravi rastejo v gozdovih na nadmorski
visini med 1 000 in 2 000 metri. Ko temperature pozimi padejo (15/18 °C —
ponoci/podnevi) rastline za¢nejo oblikovati generativne organe ali pa zgolj umirijo
rast. V to skupino spada vecina orhidej iz rodov Cattleya, Laelia, Oncidium,
Epidendrum, Encyclia, Paphiopedilum, Pleurothallis, in Dendrobium tip
phalaenopsis.

4 Casni listi (Petauer in sod., 1998).
% Vencni listi (Petauer in sod., 1998).
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2.2.1 RazSirjenost orhidej

Najve¢ vrst orhidej je neenakomerno porazdeljenih ¢ez celoten tropski pas. Z orhidejami
najbolj bogata obmocja so v srednji in juzni Ameriki (med Panamo in Brazilijo) in
Jugovzhodni Aziji (med Indijo in Novo Gvinejo). Samo v Kolumbiji in Ekvadorju so do
sedaj opisali okoli 7 000 vrst, v celotni Jugovzhodni Aziji pa kar okoli 10 000 vrst. V
afriSkem tropskem delu ni veliko vrst orhidej. Poddruzina Epidendroideae obsega tri
Cetrtine vseh vrst orhidej in je v tropskih predelih najbolj zastopana. Vsebuje najbolj znane
rodove kot so Cattleya (Srednja in Juzna Amerika), Vanda (Azija), Polystachia (Afrika) in
Phalaenopsis (Azija). Komercialno najbolj znana orhideja vanilija (Vanilla), vkljucuje le
110 vrst in je prav tako kozmopolitska. V Ameriki so monopodialne orhideje zelo redke
medtem, ko so zelo zastopane v Jugovzhodni Aziji in Afriki (Jevsnik, 2006).

2.2.2 Morfologija orhidej
2.2.2.1 Cvet

Orhideje so enodomne rastline z ve¢inoma dvospolnimi cvetovi, le redko so enospolni
(Catasetum, Cycnoches). So zigomorfni, kar pomeni da so bilateralno simetri¢ni
(simetri¢na prepolovitev cveta je mozna le v eni osi) (Jevsnik, 2006). Cvetovi kukavicevk
se lo¢ijo od cvetov drugih cvetnic po Stevilu prasnikov, zgradbi, pelodu in nacinu
oprasevanja (Ravnik, 2002). Zgradba cveta je pri vseh vrstah orhidej enaka. Sestavni deli
cveta so: sepale, petali, medena ustna ali labelum in stebricek ali ginostemij (slika 5)
(Squire, 2008).

fm

Slika 5: Sestavni deli cveta Phalaenopsis: cel cvet (A), sepale - ¢asni listi (B), petali - venéni listi (C),
medena ustna in stebricek - ginostemij (D) (foto: Zanelli, 2013)

Sepale so zunanji trije cvetni listi, ki varujejo notranje tri cvetne liste (petale) in spolne
organe cveta. Pri vecini rastlin so ¢aSni listi zeleno obarvani, pri kukavicevkah pa so
obarvani podobno kot vené¢ni listi. Pri razli¢nih vrstah kukavicevk so trije ¢asni listi
povsem podobni, lahko pa sta stranska ¢as$na lista manjsa ali pa se od sredinskega locita po
barvi in strukturi. Pri nekaterih rodovih (Paphiopedilum, Restrepia) sta stranska ¢asna lista
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med seboj bolj ali manj zras¢ena. V vseh primerih so ¢asni listi kukavic¢evk debelejsi in
robustnejsi od neznih venénih listov (Jevsnik, 2006).

Notranje tri cvetne liste imenujemo petale. Spodnji vencni list je pri vseh orhidejah
drugacen od stranskih dveh, ki sta preprosta in simetri¢na (Jevsnik, 2006).

Medena ustna (labellum) je preobrazen srednji cvetni list notranjega vretenca (Petauer in
sod., 1998). Je najbolj atraktiven del cveta, ki na razlicne nafine vzbuja pozornost
oprasevalcev. Lahko sluzi kot pristajalna steza za oprasevalce (Zygopetalum, Miltonia),
Jjim nudi hrano (pri nekaterih vrstah je ustna podaljSana v ostrogo z nektarjem, npr.
Angraecum), posnema samico zuzelke (Ophrys), tvori zacasno past (Bulbophyllum) ali pa
tunel, skozi katerega obstaja le ena pot na prostost (Paphiopedilum). Njena struktura je
zelo kompleksna in se med posameznimi rodovi zelo razlikuje. Labelum se vedno nahaja
nasproti spolnih organov (stebricka) in skrbi za to, da oprasevalec najlazje pobere skupke
cvetnega prahu (poliniji) (Jev$nik, 2006). Poliniji se prilepijo na zuzelko, ki ga odnese na
drugi cvet kjer se prilepi na brazdo in pride do oprasitve. Nekatere kukavicevke so
avtogamne (oprasujejo se same) (Ravnik, 2002).

Stebric¢ek ali ginostemij je struktura, ki lezi v sredi$¢u cveta in zdruzuje zenske in moske
reproduktivne organe ter meji na podraslo tridelno plodnico. Plodnica je zelo neizrazita in
do oprasitve opravlja zgolj funkcijo cvetnega peclja. Pri orhidejah so spolni organi
nekoliko modificirani, zato jih je pogosto zelo tezko dolociti in presteti. Z redkimi
izjemami imajo kukavi¢evke le en aktiven in dva sterilna, neizrazita prasnika. Oblika
stebricka in Stevilo posameznih organov, ki jih zdruzuje, so najpomembne;jsi kriteriji pri
klasifikaciji orhidej. Stebricek kukavicevk je edinstven primer natan¢nosti in predstavlja
unikatno strukturo rastlinskega kraljestva. Predvideva se, da je dejanska opraSitev in tvorba
plodu (semenske glavice) redkost zaradi pomanjkanja oprasevalcev in majhnega odstotka
uspesnih oprasitev (Jevsnik, 2006).

2.2.2.2 Cvetno steblo

Cvetno steblo je poganjek, ki nosi socvetje ali posami¢ne cvetove. PoZzene lahko iz vrha
vegetativnega poganjka (Cattleya, Paphiopedilum), po njegovi dolzini (Dendrobium
nobile, Eria biflora), ali pa iz njegove osnove (Masdevallia, Cymbidium) (Jevsnik, 2006).
Cvetno steblo je lahko poveseno ali pokon¢no (Squire, 2008).

Socvetje je pri orhidejah kobulasto (klas, grozd, sestavljen klas, sestavljen grozd, kobul,
¢esulja) s posameznimi izjemami (pakobul — Lockhartia) (Jevsnik, 2006).

2.2.2.3 Nadzemni deli

Orhideje rastejo na dva osnovna nacina — habitusa, po katerih druzino razdelimo na dve
skupini (slika 6). Simpodialne orhideje (stransko rastoCe) se razras€ajo tako, da nove
poganjke pozenejo iz osnove prejsnjih dozorelih poganjkov (Squire, 2008). Zadebeljene
stebelne poganjke imenujemo pseudobulbusi, ki so lahko okrogli ali podolgovati, ter nosijo
enega ali ve¢ listov razli¢nih oblik in velikosti. Primeri simpodijalnih orhidej so
Cymbidium, Paphiopedilum, Miltonia, Epidendrum (Jevsnik, 2006). Druga skupina so
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monopodialne orhideje (navzgor rastoce), Ki rastejo pokonéno — vrsicek raste le v eni osi.
Listi se razra$cajo iz obeh strani stebla (Squire, 2008). Rast je nedeterminirana, pri cemer
spodnji listi, korenine in steblo postopno odmirajo. Na vrhnjem delu rastline nastajajo
vedno nove korenine, ki se oprijemajo skorje gostiteljskega drevesa. Najbolj znani primeri
monopodijalnih orhidej so rodovi Phalaenopsis, ki ima zelo kratko monopodialno steblo z
mesnatimi listi, Vanda in Vanilla (vanilija), katere monopodialno steblo se lianasto
razpreda na poti v kroSnje in lahko preseze 30 metrov v visino (Jevsnik, 2006).

Slika 6: Oblika rasti orhidej: A in B — monopodialna, C — simpodialna (Trenc-Frelih, 1990)

Listi imajo vzporedno razporejene zile (izjemi sta rodova Anoectochilus in Goodyera). So
nepecljati, nedeljeni in celorobi. Lahko so dlakasti, gladki, enoletni ali ve¢letni. Po dolZini
sredinske zile se list deli na dve bolj ali manj somerni listni ploskvi, ki sta lahko zrasc¢eni,
kar tvori mesnate liste cevastega prereza (Vanda teres), trikotnega prereza (Tolumnia) ali
sploS¢enega prereza (nekatere vrste iz rodu Dendrobium in Angraecum). Listi vecine
epifitskih orhidej imajo debelo, ali pa povosceno povrhnjico, ki preprecuje izhlapevanje
vode. Vrste iz obmocij vsakodnevnega dezja in celodnevne visoke zra¢ne vlaznosti imajo
neznej$e liste (Miltonia, Odontoglossum) (Jevsnik, 2006).

2.2.2.4 Korenine

Talne orhideje imajo dolge, tanke in razvejane korenine porascene z dlacicami — rizoidi, Ki
sodelujejo pri ¢rpanju hranil in vlage iz zemlje. Imajo razvite koreninske gomolje (slika 7)
obdobju. Epifitske vrste so razvile zraéne korenine kot posebno prilagoditev na prirasel
nacin zivljenja (slika 8). Prevodni del korenin, razen vr$icka, obdaja gobast sloj odmrlih
celic sivo srebrne barve — velamen (slika 9), ki preprecuje izhlapevanje tako, da vpije vlago
in jo dlje Casa zadrzi v okolici aktivnega prevodnega tkiva. Rastlina absorbira zra¢no vlago
in hranila preko vr$i¢kov. Zdrave in aktivne korenine imajo zelen, ali zelenorde¢ vrSicek,
Ki hitro raste. Korenine se razra$¢ajo v vse smeri ter tako rastlino zasidrajo v podlago.
Opravljajo tudi izmenjavo plinov, zaradi ¢esar epifitski rodovi (Phalaenopsis, Oncidium)
ne prenesejo zastajanje vode v okolici korenin, ker za¢no zaradi pomanjkanja kisika gniti.
Zato je srk vode z barvili preko korenin pri teh rastlinah praktiéno nemogo¢. Korenine so
pri nekaterih orhidejah sposobne fotosintezirati (Phalaenopsis, Microcoelia, Kingidium).
Ta sposobnost je omogocila evolucijo brezlistnih orhidej, ki se vsaj za delcek leta ali vec

.....

(Jevénik, 2006).
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Slika 8: Zraéne korenine pri epifitskih orhidejah (DLOS ..., 2005)

Slika 9: Vecplastna povrhnjica (velamen) zraéne korenine epifitske orhideje (Dermastia, 2007)
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2.3 ROD PHALAENOPSIS

Klasifikacija vrst in rodov kukavicevk je stalen proces, ki poteka na osnovi ugotavljanja
novih morfolosih, anatomskih in genetskih parametrov. Lahko jih lo¢imo tudi po nacinu
rasti na epifite, geofite ali litofite. ResnejSe klasifikacije so pojavile v zadnjih 150 letih, saj
so pred tem opisovali le njihove ¢udovite cvetove in medicinsko delovanje. Pomembni
zaCetniki klasifikacije orhidej so evropski naravoslovci Linnaeus, Olof Swartz, L.C.
Richard in John Lindley. Linnaeus je prepoznal osem rodov (Orchis, Satyrium, Ophrys,
Serapias, Limodorum, Cypripedium in Epidendrum). Swartz je bil prvi, ki je objavil
klasifikacijo na osnovi morfologije in s klju¢em za doloc¢anje 25 rodov. Richard je leta
1817 dolo¢il strukturo polinija in ginostemija. Leta 1825 je Lindley oblikoval prvi glavni
sistem klasifikacije druzine kukavicevk (Orchidaceae). V svojih raziskavah je omenil tri
druzine — Burmanniaceae, Orchidaceae in Apostasiaceae (Pridgeon in sod., 1999). Novejsa
klasifikacija, ki je narejena tudi na podlagi molekulskih markerjev deli druzino
Orchidaceae na pet poddruzin — Apostasioideae, Cypripedioideae, Vanilloideae,
Orchidoideae in Epidendroideae (Sheehan, 2001).

DEBLO: Spermatophyta — semenke

PODDEBLO: Magnoliophytina (Angiospermae) - kritosemenke
RAZRED: Liliopsida (Monocotyledoneae) - enokali¢nice
PODRAZRED: Liliidae

NADRED: Orchidanae

RED: Orchidales - kukavi¢evci

DRUZINA: Orchidaceae - kukavicevke

PODDRUZINA: Orchidoideae

PLEME: Vandeae

PODPLEME: Sarchantinae

ROD: Phalaenopsis (Sheehan, 2001).

Rod Phalaenopsis je prvi opisal Carl Blume leta 1825. Ime je nastalo iz grs¢ine - phalaina
= molj, metulj; opsis = izgled, ker je izgled cveta podoben metulju. Rod vsebuje okoli 70
vrst, ki 1zvirajo iz obmoc¢ja med Indijo in severno Avstralijo. Najvecja gostota vrst je na
SirSem obmocju Filipinskega oto¢ja. Vrste so razmesScene v devet skupin glede na
botani¢ne podrobnosti v strukturi cvetov. Velikocvetni krizanci iz tega rodu so vecinoma
potomci sedmih razliénih vrst. To so P. aphrodite, P. schilleriana, P. amabilis, P.
sanderiana, P. stuartiana, P. equestris in P. philippinensis. Novejse oblike in barve pa
vsebujejo Se vrste z manjSimi ampak bolj pisanimi cvetovi kot so P. violacea, P. cornu-
cervi in druge.

V prvi polovici 20. stoletja so bili najbolj priljubljeni roza in beli cvetovi. Royal Exotic
Nursery, London, je registriral prvi Phalaenopsis hibrid leta 1886, ki je bil krizanec med P.
aphrodite in P. rosea ter so ga imenovali Phalaenopsis x intermedia. V naslednjih 50 letih
so najve¢ zlahtnili hibride z belimi cvetovi ali bele z obarvanimi medenimi ustnami ter
cvetove s razli¢nimi odtenki roza barve. V tem ¢asu so zlahtnitelji stremeli za vecjimi, bolj
zaobljenimi in sploscenimi cvetovi, lepo razporejenimi na cvetnem steblu. V drugi polovici
20. stoletja pa je prislo do ve¢jih Zlahtniteljskih sprememb, saj je leta 1957 Lewis Vaughn
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registriral prvi rumeno cveto¢i hibrid — P. 'Golden Louis'. Zaceli so nastajati razli¢no
obarvani hibridi (slika 10) (Sheehan, 2001).

Slika 10: Cvetovi orhideje rodu Phalaenopsis (foto: Zanelli, 2012)

Zadnjih nekaj let so prisotni tudi man;jsi krizanci rumene, oranzne in zivo rdece barve, kjer
povrsina celotnega cveta ni v eni ravnini. Moderni krizanci, ki vkljucujejo vrste P.
violacea, P. bellina in P. luddemanniana, so podedovali tudi vonj. V Ameriki se ze dolgo
Casa pojavlja trend miniaturnih kriZzancev, ki so potomci P. equestris, P. lindenii in
podobnih. Te rastline imajo nizek habitus z najve¢ 15 cm dolgimi listi. Cvetovi so veliki od
1 do 4 cm na samo 10 do 20 cm dolgem cvetnem steblu. 1z Tajvana, kjer so se po letu 1985
zaceli intenzivno ukvarjati s krizanjem in razmnozevanjem orhidej Phalaenopsis, prihajajo
Stevilni atraktivni krizanci ¢isto novih oblik in barv. Mednje zagotovo sodita Phalaenopsis
z rde¢imi cvetovi in skupina harlekin krizancev, ki so posledica mutacije in imajo znacilne
pegaste/lisaste cvetove (Jevsnik, 2006).

2.3.1 Opis

Orhideje iz rodu Phalaenopsis so epifiti ali litofiti in se s koreninami oprijemajo vej, debel
ter z mahom poraséenih skal. Pojavljajo se na mestih, kjer ni direktnega sonca. Korenine v
naravi prosto visijo v zraku oziroma se oprijemajo podlage kar pomeni da ne prenesejo
dalj$e izpostavljenosti vodi v podstavku. Vlazne korenine so sposobne fotosinteze. Zato se
za sajenje uporabljajo prozorni loncki. Primeren substrat je z velikimi ko$cki lubja (10 do
15 mm) in Sotnim mahom v razmerju 3:1. Listi so mesnati, podolgovato ovalni in sluzijo
shranjevanju snovi ter vlage. Pri nekaterih vrstah so dolgi le 10 cm, pri drugih vec kot 45
cm (P. gigantea), pri nekaterih pa v susnem obdobju celo odpadejo. Naravno okolje vrst, iz
katerih so sestavljeni moderni kriZanci, je toplo okolje, s temperaturami med 16 in 35 °C in
z relativno zra¢no vlago med 50 in 90 % (letna koli¢ina deZja je nad 2 000 mm). Enkrat
letno nastopi obdobje, ko se vlaznost zmanjsa, temperature pa vsako no¢ padejo pod 18 °C.
Takrat za¢ne rasti novo cvetno steblo, ki je lahko dolgo od 15 do 70 cm. Mocne rastline
lahko iz istega cvetnega stebla cvetijo vedkrat. Ce se cvetno steblo odreze pod prvim
cvetom, ki se je odprl, lahko cvetijo brez prekinitve tudi celo leto. Ce se cvetoco rastlino
Skropi po cvetovih, se na njih pogosto pojavijo ¢rne pege, ki so znak glivicne okuzbe
(Botrytis) (Jevsnik, 2006). Cvetovi so dolgotrajni, pogosto cvetijo tudi do tri mesece
(Squire, 2008).
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2.4 TEHNIKE BARVANJA RASTLIN

V paleti barv, ki jo najdemo pri rastlinah, je prevladujo¢a zelena barva. Rastlinski pigmenti
zajemajo ve¢ vlog — najpomembne;jsi sta gotovo fotosinteza in signalizacija (obramba ali
privabljanje opraSevalcev). Obstajajo Stevilni biokemi¢ni mehanizmi, ki vplivajo na
spremembo barve cvetov in posameznih pigmentov. Nekateri dejavniki, ki vplivajo na
spremembo barve so temperatura, kopigmenti, pH vakuolnega soka, prisotnost kovinskih
ionov, dostopnost primarnih metabolitov, oblika celic itd. (Miller in sod., 2011).

Pigmenti v rastlinah so organske molekule, ki absorbirajo svetlobno energijo in na ta nacin
doloc¢ajo barvo rastlinskega tkiva. Obstajajo Stiri glavne skupine rastlinskih pigmentov
(Miller in sod., 2011):

e Kilorofil absorbira modri in rdeci del spektra svetlobe, zato je rastlinsko tkivo, ki ga
vsebuje, znacilno zelene barve. Je klju¢na fotosintetsko aktivna molekula, sodeluje
pa tudi v signalizaciji oprasevalcev ali raznaSalcev semen. Vsebuje magnezij,
zelezo in baker.

e Karotenoidi dajejo rumene, oranzne in rdeCe barvne tone. Nekateri vsebujejo
molekule Kisika. Potrebni so za fotosintezo, zas¢ito klorofila pred fotooksidacijo,
signalizacijo in zbiranje svetlobe.

e Flavonoidi (flavoni in flavonoli; antocianini) so brezbarvni, beli, bledo rumeni,
rdeci, vijoliéni in modri pigmenti. Na njihovo sintezo vplivajo temperatura, pH,
prisotnost kovinskih ionov, vezava sladkorjev na aglikone, organske Kisline,
kopigmenti, oblika celice... Njihova vloga je zasCita pred presezki UV sevanja,
obramba pred herbivori in drugimi stresorji in signalizacija (privabljanje
oprasevalcev in raznasalcev semen). Akumulirajo se v vakuoli.

e Betalaini so rdece, vijoli¢ne in modre barve. Vsebujejo duSik. Njihova vloga je
podobna kot pri antocianinih — signalizacija in obramba.

Antocianini so najpomembnej$i vodotopni pigmenti v vakuolah rastlinskih celic, ki
vplivajo na nastanek rdece, vijolicne in modre barve cvetov. Najpogostejsi aglikoni so
pelargonidin, cianidin, peonidin, delfinidin, petunidin in malvidin, znani pa so tudi $tevilni
drugi antociani, ki so zelo vrstno specifi¢ni. V procesu sinteze antocianinov sodelujejo
Stevilni encimi; v zadnjih korakih sintezne poti predvsem halkon sintaza (CHS), halkon
izomeraza (CHI), dihidroflavonol 4-reduktaza (DFR) in antocianidin sintaza (ANS). V
vecini orhidej je prisoten le cianidin, ki daje cvetovom rdeckasto-roZznate do rjave tone
(Chen in sod., 2011). Za tvorbo delfinidina, ki je odgovoren za modrikaste in vijoliCaste
barvne tone, je kljucen encim flavonoid 3', 5' — hidroksilaza (F3'5'H), ki pa ga rastline iz
rodu Phalaenopsis nimajo. Ker so antocianini ob¢utljivi tudi na vpliv ko-pigmentov, pH
vakuolnega soka in prisotnosti in vezavo kovinskih ionov je od tega odvisen videz modrih
cvetov (Qi in sod., 2013).

Antociani so najbolj stabilni pri pH 3. V kislem obmocju vplivajo na modro do vijoli¢no
barvo, v nevtralnem pH so brezbarvni, v bazi¢nem pa roza do rde¢i. Kovine, ki vplivajo na
spremembo barve so aluminij, zelezo in magnezij. Rastlina, ki je najbolj dovzetna na
vrednost pH v tleh je hortenzija (Hydrangea sp.). V cvetovih kopici aluminij (AP, ki je
dostopne;jsi v kislih tleh, zato se cvetovi modro obarvajo (Schreiber in sod., 2010).
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Modra barva cvetov je pri rastlinah izjemno redka. Delfinidin, ki je pomemben za tvorbo
modre barve cvetov, v rodu Phalaenopsis ni prisoten. Vecina kukavi¢evk v cvetovih
namre¢ kopici le cianidin. V naravi obstaja zgolj nekaj svetlo modrih orhidej, kot je npr.
Vanda coerulea, katere glavni pigmenti so cianidin in delfinidin. Zaradi redkosti so modre
orhideje zelo iskane (Griesbach, 2005). Vrste in krizanci rodu Phalaenopsis so ve¢inoma
beli, rumeni, oranzni, rde¢i do rdece-vijoli¢ni (Tsai in sod., 2008).

Razli¢no obarvane sorte doloc¢enih vrst lahko naredimo s krizanjem ali z genetskimi
transformacijami, ki sta sorazmeroma dolgotrajna procesa. Na ta nacin pri kukavi¢evkah
sicer nastajajo zanimivi krizanci, ki so edinstveni zaradi razlicnih barv ali oblik cvetov,
vendar modre barve cvetov $e niso uspeli pozlahtniti. Bolj enostaven nac¢in barvanja rastlin
in rastlinskih delov je dodajanje posebnih sinteticnih barvil, ki se kopi¢ijo v vakuolah.
Postopek je Se posebno zanimiv pri rastlinah, ki dolgo cvetijo. Kot rezano cvetje je najbolj
primerna vrtnica, pri lon¢nicah pa orhideja iz rodu Phalaenopsis.

2.4.1 Genetska sprememba barve

Genske transformacije oziroma vnos genov v genom rastline so ena od metod Zlahtnjenja,
pri kateri pridobimo Zelene lastnosti pri doloceni rastlini (Javornik, 2000). Vnos novih
genov V rastlino vec¢inoma povzro¢i opazne spremembe pri eni ali ve¢ lastnostih rastline
(Zel, 1996).

Z uporabo tradicionalnih Zlahtniteljskih metod (kriZzanje in selekcija) Zlahtnitelji ustvarjajo
nove sorte (krizance). To predstavlja dolgotrajen proces, Se posebej ko se ustvarjajo
rastline, ki naj bi imele Stevilne zazelene lastnosti, kot so barva in oblika cvetov, habitus
rasti, odpornost na razli¢ne bolezni in $kodljivce, tolerantnost na stres ter obstojnost
rezanega cvetja za razli¢ne namene (Mol in sod., 1995).

Pridobivanje modrih cvetov pri razli¢nih vrstah rastlin je izjemno tezko. Faktorji, ki so
pomembni za obstojnost modre barve so sinteza delfinidina, prisotnost kopigmentov in
ustrezna pH vrednost v vakuoli (Mol in sod., 1995).

Prvi uspesni poskusi pridobivanja modrih cvetov so bili izvedeni pri nageljnih in vrtnicah.
Slednje so popularne zaradi razlicnih barv in obstojnosti cvetov. Kljub obseznemu
barvnemu spektru pa Se danes Cisto prave modre vrtnice niso pozlahtnili. Za pridobivanje
modrih cvetov vrtnic je kljuéno prepreciti sintezo rdecih pigmentov in spodbuditi
produkcijo modrega pigmenta (Fukui in sod., 2006).

K barvnim odtenkom cvetov prispevajo tudi flavoni in flavonoidi. Obe skupini spojin
igrata pomembno vlogo pri stabilnosti in razvoju modre barve antocianidnih pigmentov s
tako imenovano "kopigmentacijo". Za razvoj barve cvetov je torej najbolj odgovorno
kopicenje sekundarnih metabolitov kot so antociani, flavonoidi, karotenoidi in betalaini.
Spontane spremembe v kopicenju sekundarnih metabolitov lahko povzrocijo variacije v
barvi cvetov in vecina komercialno dostopnih sort je pozlahtnjena tako, da so izkoris¢ene
naravne mutacijske spremembe. Antocianidni aglikoni (npr. pelargonidin, cianidin in
delfinidin), ki izrazajo rde¢o do modro barvo, se sintetizirajo iz halkonov S pomocjo
encimov Vv reakcijah hidroksilacije, redukcije in oksidacije. Modra barva je intenzivnejsa s
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povecanjem Stevila hidroksilnih skupin na B-obro¢u antocianida in sintezo delfinidinov
(Nishihara in Nakatsuka, 2010).

Zlahtnitelji i§¢ejo gen za sintezo delfinidina v vrstah rodu Phalaenopsis. Uporabljajo tudi
naravne mutacije, ki bi vodile k modremu cvetenju pri vrstah, ki v naravi v tej barvi ne
cvetijo. Za Zlahtnjenje modrih cvetov je pomembno poznavanje biokemijskih osnov
mutacij, ki bi jih s pridom lahko uporabljati v postopkih (Griesbach, 2005).

Po dolgoletnih raziskavah in poskusih se zlahtnitelji na Chiba Univerzi, Okinawa,
Japonska, pocasi priblizujejo modrim orhidejam. Cvetovi so temno vijolicne barve do
indigo barve. Hibridi so ve¢inoma potomci Phalaenopsis violacea var. coerulea in Doritis
pulcherrima var. Coerulea. Cvetovi so majhni in imajo povpre¢ni premer le od 3 do 5 cm.
Leta 2001 je zacvetel prvi 'moder' oziroma indigo hibrid Phalaenopsis violacea
‘Gulfstream Blue’ (slika 11 A). Naslednji poskusi so bili bolj uspe$ni. Leta 2005 so
zacveteli Se hibridi Phalaenopsis violacea ‘Blue Blood’ in Phalaenopsis violacea ‘Blue
Chip’ (Slika 11 B in C) (Orchidview ..., 2011).

Slika 11: Prvi indigo Phalaenopsis violacea ‘Gulfstream Blue’ (A); Phalaenopsis violacea ‘Blue Blood’ (B);
Phalaenopsis violacea ‘Blue Chip’ (C) (Orchidview ..., 2011)

Pridobljene lastnosti pri krizancih so po dolgem casu Se obstojne, mlade rastline pa
razmnozujejo vegetativno (Mol in sod., 1995).

Kljub temu so barvni odtenki bolj vijoli¢asti kot modri. Intenzivno modrih cvetov pri rodu
Phalaenopsis zaenkrat $e niso uspeli pozlahtniti. Zato so se razvile druge tehnike barvanja
cvetov, kot je dodajanje barvila v cvetno steblo.

2.4.2 Sprememba barve z dodajanjem barvil

Enostavnejsi in hitrej$i nacin spreminjanja barve cvetov je pomakanje stebel/cvetov v
barvilo ali injiciranje posebnega sinteti¢nega barvila v cvetno steblo.
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Za postopek barvanja rezanega cvetja je pomembno, da je cvet v rahlem su$nem stresu,
tako da je ¢rpanje barvila po ksilemskem toku najmocnejse. Cvetno steblo polozijo v
vodno raztopino barvila in spremembe barve so vidne Ze po nekaj urah. Obicajno se
barvajo beli cvetovi razlicnih rastlin, kon¢éni odtenek pa je odvisen od koncentracije
barvila, tipa barvila, ¢asa barvanja in rastlinske vrste. Najpogosteje barvajo rezano cvetje
vrtnic, nageljckov in krizantem; priljubljene pa so predvsem modro obarvane rastline
(Garden guides ..., 2010). Prav tako je ta postopek priljubljen tudi za obarvanje zelenih
nageljckov, ki se podarjajo ob prazniku sv. Patrika na Irskem (Ehow ..., 2011).

Obarvano rezano cvetje je na trzis¢u prisotno ze vrsto let. Posebnost pa v zadnjem obdobju
predstavljajo obarvane loncnice, saj so 'zive' in cvetijo dolgo Casa. NajveCkrat so to
rastline, ki ohranijo cvetove dolgo ¢asa, kot npr. vrste rodov Phalaenopsis, Anthurium in
Bromelia. Tehnologija barvanja orhidej se je razvijala dolgo ¢asa, obstaja posebno izdelana
oprema za vbrizgavanje barvila v cvetno steblo (Silver Vase, 2011).

Stevilne vrtnarije in vrtni centi trzijo modro cvetoée vrste rodu Phalaenopsis in potro$niki
so velikokrat prepricani, da gre za naravno barvo cvetov. Pogosto so razo¢arani, saj po
prenehanju modrega cvetenja rastline oblikujejo povsem obicajne bele cvetove, saj so le
obarvani beli hibridi. Ker korenine vrst rodu Phalaenopsis nimajo sposobnosti absorpcije
barvila aktivni transport preko korenin ni mogo¢. Zato so razvili pasivno tehniko barvanja,
Kjer cvetove obarvajo preko injiciranja vodne raztopine barvila v cvetno steblo. Vanj se
naredi luknja in z infuzijo injicira barvilo, v drugih rastlinskih organih (listih, zra¢nih
koreninah) pa se barvilo nac¢eloma ne nalaga, saj pasivni transport poteka le po cvetnem
steblu navzgor do cvetov. Ko obarvani cvetovi odpadejo jih tako nasledijo novi beli, ker
barvilo v rastlini ni obstojno (Chang in Wang, 2014).
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3 MATERIAL IN METODE DELA
3.1 MATERIAL ZA POSKUS
3.1.1 Rastlinski material

Sadike orhidej iz rodu Phalaenopsis smo dobili pri podjetju Ocean Orchids d.o.o., ki se
nahaja v kraju Dobrovnik v Prekmurju. V poskus smo vkljucili dve sorti Phalaenopsis —
‘Anthura Bern' in 'Anthura Cambridge’, ki imata bele cvetove. Razlika med sortama je v
obliki in velikosti cveta ter barvi medene ustne. Izbrali smo sorti z belimi cvetovi, ker je
injicirano modro barvilo bolj vidno, kot ¢e bi obarvali pisane ali drugace pigmentirane
cvetove. Orhideje, ki smo jih vkljucili v poskus, so imele odprte cvetove in le dva do stiri
zaprta cveta (popka). Za boljSo primerjavo med kontrolo in obarvanim cvetnim steblom
smo uporabili dvostebelne rastline.

Sorta 'Anthura Bern':

Hibrid s polno cveto¢imi debelimi cvetnimi stebli. Povpre¢ni premer cveta je 8,5 cm.
Pripada skupini orhidej z velikimi cvetovi. Cvetovi so beli z bledo rumeno medeno ustno
(slika 12). Povpre¢na visina cvetnega stebla je 60 cm. Navadno zrasteta po dve cvetni
stebli s stranskimi poganjki (White ..., 2010).

£}
,

A

Slika 12: Sorta 'Anthura Bern' (White ..., 2010)

Sorta 'Anthura Cambridge':

Hibrid z belimi cvetovi in zivo rumeno medeno ustno. Povpreéni premer cveta je od 10 do
11 cm, kar pomeni da pripada skupini orhidej z velikimi cvetovi (slika 13). Pri vecini
orhidej te sorte zrasteta po dve cvetni stebli, ki imata povpre¢no visino od 55 do 65 cm. V
primerjavi s sorto 'Anthura Bern' ima ta sorta bolj zaobljene in vecje cvetove in zivo
rumeno medeno ustno (White ..., 2010).
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Slika 13: Sorta 'Anthura Cambridge’ (White ..., 2010)

3.1.2 Sredstvo za barvanje cvetov

Cvetove orhidej iz rodu Phalaenopsis smo barvali z modrim ¢rnilom ter sistemskim
modrim barvilom v prahu za barvanje cvetov.

Modro barvilo, ki se uporablja za barvanje rezanega cvetja, smo dobili pri podjetju Ocean
Orchids d.o.0. Na trzis¢u sistemske barve, ki so specializirane za barvanje cvetnih stebel
pri orhideji iz rodu Phalaenopsis, niso dostopne. Uporabili smo Deep Blue A43 Absorbit
Stem Dye barvo v prahu. To je specialno sistemsko sredstvo za barvanje rastlin oziroma
dela rastline (cvet, list). Vsebuje aktivno snov natrijev dodecil benzen sulfonat (5 % w/w),
ki za rastline v priporocenih odmerkih ni toksi¢na, v ve¢jih koncentracijah pa lahko
povzroci poskodbo. Po navodilih se 2 % barvilo pripravi tako, da se v 500 mL destilirane
vode umesa 10 g prahu. Pomembno je, da je rastlina v rahlem suSnem stresu preden
injiciramo vodno raztopino barvila. Od rastline je odvisno, kdaj se za¢ne vlek barve v
cvetno steblo. Npr. vrtnica, ki ima bolj olesenelo cvetno steblo, rabi ve¢ ¢asa kot nagelj, ki
je zelnat (The color ..., 2014).

3.1.3 Drugi uporabljeni materiali v poskusu

Pri postavitvi poskusa smo uporabili e skalpel za zarezo v cvetnem steblu, injekcijo in
infuzijo za injiciranje barvila v cvetno steblo, filter papir za boljsi vlek barve v rastlino,
sponke, papirnate brisace in izolirni trak za zascito luknje. Za pregled pre¢nega prereza
cvetnega stebla in vencnega lista smo uporabili mikroskop OLYMPUS AX70, lupo
OLYMPUS SZH10 in kamero (za mikroskop in lupo) OLYMPUS DP-70.

3.2 METODE DELA
Zacetek poskusov je bil oktobra leta 2013. Zadnji poskus je bil izveden januarja leta 2014.

Poskusi so bili opravljeni na Biotehniski fakulteti v Ljubljani, Oddelku za agronomijo,
Katedri za sadjarstvo, vinogradnistvo in vrtnarstvo.
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3.2.1 Primerjava komercialno obarvane orhideje z naso metodo barvanja

Preden smo zaceli s poskusi, smo preucili Ze obarvano modro orhidejo (VG Colours,
Nizozemska), ki je dostopna na trziS¢u. Luknja na cvetnem steblu je narejena s posebno
tehnologijo (slika 14 in 15). V naSem poskusu smo s skalpelom poskusali narediti ¢im bolj
podobno luknjo. Metode injiciranja barvila v orhideje, za katere smo se odlo¢ili, niso
idealne in predstavljajo improvizacijo tehnoloSkega postopka, ki ga izvajajo za barvanje
orhidej rodu Phalaenopsis.

Slika 14: Luknja na modri orhideji (VG Colours, Nizozemska), narejena s posebno tehnologijo (foto: Zanelli,
2013)

Slika 15: Vzdolzni prerez stebla v predelu luknje pri modri orhideji Phalaenopsis (VG Colours,

Nizozemska), ki je dostopna na trzis¢u (foto: Ocean Orchids d.o.0., 2013)

Pred zasnovo poskusov barvanja cvetov smo naredili pre¢ni prerez stebla kontrolne in
obarvane rastline (VG Colours, Nizozemska), da vidimo razporeditev Zil in potek barve do
cveta ter precni prerez obarvanega vencnega lista.

Poskusi so bili razdeljeni tako, da smo eno skupino orhidej iz rodu Phalaenopsis poskusali
obarvati z modrim ¢rnilom, drugo pa s sistemskim barvilom Deep Blue A43 Absorbit Stem
Dye. Najprej smo testirali razlicne koncentracije obeh barvil pri posameznih odrezanih
cvetovih in potem smo primerne koncentracije injicirali v cvetna stebla z dvema
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metodama. Prva uporabljena metoda je bila metoda injekcije, druga pa infuzije. Zanimalo
nas je namrec¢ ali z razliénimi metodami in koncentracijami barvila dosezemo boljso ali
hitrejSo obarvanost venc¢nih listov. Pri obeh metodah smo najprej s skalpelom previdno
zarezali v cvetno steblo. Pomembno je, da orhideje preve¢ ne poskodujemo in obenem
zajamemo ¢im ve¢ zil v cvetnem steblu, da bi se barvilo lahko razdelilo po celotnem
transportnem sistemu. Zato je bila rez poSevna in ne pravokotna na cvetno steblo, saj tako
ohrani vecjo stabilnost. Orhideje so imele odprte cvetove razen par popkov na koncu
cvetnega stebla. Rastline smo pred zacetkom poskusov z injiciranjem barvila izpostavili
blagemu susnem stresu (niso bile zalite 10 dni), saj naj bi se v teh razmerah vlek vode z
raztopljenim barvilom povecal. V ¢asu poskusa so bile rastline na dnevni svetlobi in
ponoci v temi ter na sobni temperaturi (20 °C).

3.2.2 Testiranje c¢asa barvanja in Kkoncentracije dveh barvil s posameznimi
odrezanimi cvetovi

Preverjali smo obarvanost posameznih odrezanih cvetov z modrim ¢rnilom in sistemskim
barvilom Deep Blue A43 Absorbit Stem Dye. Cvetove s cvetnim pecljem smo s skalpelom
previdno odrezali s cvetnega stebla orhideje, ki ni bila zalita, tako da bi cvetovi hitreje
zaceli z vlekom vode in barvila. S pomakanjem posameznih cvetov v razli¢ne razredc¢itve
barvila smo testirali, koliko Casa je potrebno, da se za¢ne vlek barvila v cvet in Ce
koncentracija barvila vpliva na obarvanost cvetov.

Uporabili smo 4 mL modrega ¢rnila neznane koncentracije, ki smo ga poleg osnovne
koncentracije $e razred¢ili z destilirano vodo v razmerju 1:1 (2 mL modrega ¢rnila in 2 mL
destilirane vode).

Priporo¢eno 2 % koncentracijo sistemskega barvila Deep Blue A43 Absorbit Stem Dye
smo preracunali na manj$o kolic¢ino (0,1 g barvila v prahu smo raztopili v 5 mL destilirane
vode). Pripravljeno barvilo smo razred¢ili v razli¢nih razmerjih in sicer v razmerju 1:1 (5
mL barvila in 5 mL destilirane vode, da smo dobili 1 % raztopino), 1:3 (5 mL barvila in 15
mL destilirane vode je 0,6 % raztopina), 1:5 (5 mL barvila in 25 mL destilirane vode je 0,4
% raztopina).

V nadaljnjih postopkih barvanja cvetnih stebel smo na podlagi rezultatov tega poskusa
uporabili priporo¢eno 2 % ter 1, 0,6, 0,4 in 3,4 % koncentracijo sistemskega barvila ter
modrega ¢rnila neznane koncentracije in red¢itev 1:1. Kot kontrolo smo beli cvet dali v
destilirano vodo.

3.2.3 Poskus priporo¢ene 2 % koncentracije sistemskega barvila z injekcijo in
infuzijo

Na dvostebelnih orhidejah smo injicirali priporoceno 2 % koncentracijo barvila v cvetno
steblo z dvema metodama — z injekcijo in z infuzijo. Razlika v metodah je v velikosti rezi
oziroma luknje v cvetnem steblu. Proces barvanja je trajal dvajset ur (20). Po daljSem
Casovnem intervalu (25 ur) ni bilo opaznih razlik v barvi cvetov. Po zakljucku barvanja
smo izvlekli injekcijo/infuzijo in filter papir ter z vodo izprali luknje, ki smo jih nato
zatesnili z izolirnim trakom.
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Injekcija

V cvetna stebla smo barvilo injicirali z injekcijo. S skalpelom smo previdno naredili rez in
manj$o luknjico. V luknjico posameznih cvetnih stebel smo dali majhen koscek filter
papirja, preko katerega je potekal vlek vode z raztopljenim barvilom. Na ta nacin smo
preprecili iztekanje barve iz zareze in hkrati ves ¢as rastlini dodajali barvilo, saj je bil filter
papir ves ¢as navlazen. Injekcijo z barvilom smo na cvetna stebla in oporo pritrdili s
sponkami (slika 16).

Slika 16: Injiciranje barvila z injekcijo (foto: Zanelli, 2013)

Infuzija

S skalpelom smo v posamezna cvetna stebla naredili luknjo velikosti kon¢nega nastavka
infuzije. V luknjo smo dali majhen koscek filter papirja zaradi boljSega vleka barvila v
cvetno steblo. Ko smo pritrdili infuzije, smo zaceli z dovajanjem barvila (slika 17).

Slika 17: Dovajanje barvila z infuzijo (foto: Zanelli, 2013)

3.2.4 Poskus razli¢nih koncentracij sistemskega barvila pri injiciranju v steblo

Na podlagi poskusa, v katerem smo testirali obarvanost posameznih cvetov s priporoc¢eno 2
% koncentracijo barvila ter njegovo razredcCitvijo smo, poleg priporocene koncentracije
barvila za obarvanje rezanega cvetja, preizkusili $e injiciranje razred¢enega 1 % barvila v
cvetno steblo. Pripravili smo tudi povisano 3,4 % koncentracijo barvila v prahu (0.1 g
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barvila v 3 mL destilirane vode), da bi preverili ali je obarvanost cvetov pri moc¢nejsi
koncentraciji bolj intenzivna.

3.2.5 Poskus barvanja cvetov z injiciranjem modrega ¢rnila v cvetno steblo

Na podlagi rezultatov poskusa barvanja posameznih cvetov z modrim ¢Ernilom smo v
cvetna stebla z injekcijo injicirali razred¢eno modro ¢rnilo v razmerju 1:1 (2 mL modrega
¢rnila in 2 mL destilirane vode).

3.2.6 Poskus dolgozivosti obarvanih in neobarvanih stebel

V poskusu dolgozivosti dvostebelnih orhidej Phalaenopsis smo kot kontrolo namesto
injiciranja barvila v eno cvetno steblo dvostebelne orhideje injicirali destilirano vodo. To
smo naredili zato, da ugotovimo ali je vzrok propada in odpadanja cvetov poskodba ali
barvilo. Naredili smo podoben rez in luknjo kot pri vseh primerih injiciranja barvila.
Proces je potekal isto¢asno kot barvanje in v enakih pogojih.

3.2.7 Grafi¢ni prikaz podatkov
Dobljene podatke o potrebnem casu do maksimalnega obarvanja cvetov in casu cvetenja

po obarvanju smo vnesli v racunalni$ki program MS Excel 2010 ter jih prikazali z
ustreznimi grafikoni.
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4 REZULTATI
4.1 PROUCEVANJE KOMERCIALNO OBARVANE ORHIDEJE
4.1.1 Precni prerez cvetnega stebla

Pred zacetkom poskusov barvanja cvetov orhidej Phalaenopsis smo pre¢no prerezali
cvetno steblo modro obarvane rastline (VG Colours, Nizozemska) in pod lupo opazovali
spremembe Zilnega sistema. Zanimala nas je razporeditev zil v cvetnem steblu oziroma
kako poteka transportni prenos injiciranega barvila po cvetnem steblu. Orhideja je
enokali¢nica, kar pomeni, da ima Zile razprSene in neorganizirane ter gosto razporejene po
obrobju stebla. Tako oblikujejo visoko organizirano omrezje za ucinkovit transport na
dolge razdalje (Dermastia, 2007).

Naredili smo pre¢ne prereze cvetnega stebla dlje od poskodbe (slika 18) ter blizje poskodbi
(slika 19). Pri precnem prerezu, ki je bil blizje poskodbi, je bilo opazno, da se je barvilo
bolj akumuliralo na mestu, Kjer je bila narejena luknja za injiciranje barvila in da je bil
transport omejen le na poskodovane zile, ki so vpile barvilo.

Kopicenje barvila na poSkodovanem mestu je verjetno posledica nastanka embolij. To so
zraéni mehurcki zaradi katerih se voda/barvilo ne more takoj prenaSati po rastlini
(Dermastia, 2007).

Slika 19: Pre¢ni prerez stebla blizje poskodbi komercialno obarvane orhideje Phalaenopsis
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4.1.2 Obarvanost venénih listov

Injicirano barvilo v cvetnem steblu se je s transportnim sistemom preneslo do cveta
orhideje Phalaenopsis in se razporedilo po zilah. Z mikroskopskim pregledom smo
spremljali povrsinsko obarvanost ven¢nega lista (Slika 20 in 21), razporeditev barvila po
zilah (slika 22) in pre¢ni prerez zile vencnega lista (slika 23).

Slika 20: Obarvan ven¢ni list

Slika 21: Obarvana povr$ina venénega lista ter vr$nega dela zil

Slika 23: Pre¢ni prerez Zile venénega lista
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Barvilo se je v ven¢nem listu kopi¢ilo v vakuoli. Vakuola je del rastlinske celice in
pomemben zalozni organel. Poleg skladiscenja sintetiziranih primarnih in sekundarnih
metabolitov je sposobna sprejeti tudi barvilo (Dermastia, 2007). Ko smo prerezali venéni
list, se je barvilo razlilo iz vakuole. Na mikroskopskih slikah 24 in 25 je obarvanost vidna
le v robnih celicah.

"“6‘
?5).9 OQ

Slika 25: Epiderm venénega lista: spodnji del (A) in zgornji del (B)
4.2 METODE INJICIRANJA IN OBARVANOST CVETOV

4.2.1 Testiranje c¢asa barvanja in Kkoncentracije dveh barvil z odrezanimi
posameznimi cvetovi

Postopek obarvanja odrezanih posameznih cvetov z modrim ¢&rnilom in sistemskim
barvilom je bil opravljen v enakih pogojih. Proces barvanja je trajal dvajset (20) ur. Po
daljSem casu ni bilo opaznih ve¢jih sprememb.

Modro ¢&rnilo

Obarvanost cveta pri osnovni neznani koncentraciji modrega ¢rnila je bila slaba. Barva se v
cvetu ni razporedila v celoti, ampak so bile svetlo obarvane le zile. Obarvanost je bila
vidna po 2 urah. Po desetih urah so se zile nekoliko temneje obarvale (slika 26 A). Pri
razred¢itvi modrega ¢rnila z destilirano vodo v razmerju 1:1 je bila obarvanost zil bolj
intenzivna. Po prvi uri barvanja so bile zile ze svetlo modro obarvane, po desetih urah pa
temno modre in poudarjene (slika 26 B).
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Slika 26: Obarvanost odrezanih cvetov: z modrim ¢rnilom (A) in razred¢itev z destilirano vodo (1:1) (B)
(foto: Zanelli, 2013)

Sistemsko barvilo

Pri osnovni 2 % koncentraciji modrega barvila (0,1 g barvila v prahu smo raztopili v 5 mL
destilirane vode) so vencni listi zaceli akumulirati barvilo ze v prvi uri. Najprej so bile
vidne spremembe Vv barvi medene ustne in glavnih Zil, kasneje pa se je barva zacela
razporejati tudi od roba proti notranjosti sepalov in petalov. Tudi po koncu postopka
obarvanja so bili robovi vené¢nih listov in medena ustna (razen rumenega dela) najbolj
obarvani, drugi deli cveta pa so bili bledo modri ali pa so celo ohranili belo barvo (slika 27
B). Na cvetnem peclju ni bilo vidnejs$ih sprememb barve.

Barvilo smo razred¢ili na 1, 0,6 in 0,4 % koncentracijo, da bi znizali gostoto in s tem
vplivali na boljSo obarvanost cvetov. Po desetih minutah so se zile v ven¢nih listih svetlo
modro obarvale. Cvetovi so takoj zaceli srkati vodo z raztopljenim barvilom, saj so bili
prej izpostavljeni blagemu susnemu stresu. Razred¢itev v razmerju 1:1 (5 mL priporocene
koncentracije barvila in 5 mL destilirane vode) oziroma 1 % koncentracija se je pokazala
kot najboljsa, ker se je cvet v celoti obarval modro in se je barva lepo razporedila po vseh
delih (slika 27 C). Pri razmerju 1:3 (5 mL priporoCene koncentracije barvila v 15 mL
destilirane vode) oziroma 0,6 % koncentracija je bila barva svetlejsa in sredina cveta se ni
obarvala (slika 27 D). Pri razmerju 1:5 (5 mL priporo¢ene koncentracije barvila v 25 mL
destilirane vode) oziroma 0,4 % koncentracija je bil cvet Se svetlejse obarvan in bolj bel
kot moder (slika 27 E).

Kljub priporo¢ilom 2 % koncentracije proizvajalca barvila za obarvanje rezanega cvetja se
je pri barvanju cvetov orhideje Phalaenopsis za najprimernejSo izkazala 1 % koncentracija
oziroma razred¢itev v razmerju 1:1 (5 mL priporo¢ene koncentracije barvila v 5 mL
destilirane vode). Barva je bila v tem primeru razporejena po celotnem cvetu, ne le po zilah
(slika 27).

Slika 27: Obarvanost odrezanih cvetov z razliéno koncentracijo sistemskega barvila: kontrola destilirana
voda (A); barvilo po navodilih proizvajalca (B); razredc¢itev 1:1 (C); razred&itev 1:3 (D); razred¢itevl:5 (E)
(foto: Zanelli, 2013)
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4.2.2 Poskus priporo¢ene 2 % koncentracije barvila injiciranega z injekcijo in
infuzijo

Za poskus smo uporabili proizvajal¢evo priporoceno 2 % koncentracijo barvila za barvanje
rezanega cvetja in ga injicirali v cvetna stebla nekaj cm nad bazo listov. Podoben postopek
izvajajo tudi ponudniki modrih orhidej rodu Phalaenopsis, tako da smo pri poskusu zeleli
slediti njihovi metodi in mesto vboda pri vseh rastlinah ¢im bolj poenotiti. Poskus z
injekcijo in infuzijo je trajal dvajset ur (20). Maksimalna obarvanost cvetov se je pri veéini
poskusnih rastlin izrazila po petnajstih (15) urah, kasneje spremembe v intenzivnosti barve
niso bile ve¢ opazne.

Injekcija

Luknja v posameznih cvetnih steblih je bila manj$a, kar pomeni da je bilo v procesu
poskodovanih manj zil. Barvanje cvetnih delov se je zacelo tri ure po zacetku injekcije.
Injicirano barvilo je bilo najprej vidno po glavnih Zilah, potem se je pocasi razporejalo po
stranskih zilah ter le deloma tudi po celotnih venénih listih. Medene ustne so bile
intenzivno modro obarvane. Barva je bila najbolj razlita po vené¢nih listih v notranjosti
cvetov in v medenih ustnah. Proti robu so bili venéni listi obarvani le po Zilah (slika 28).

Slika 28: Modro obarvani cvetovi sorte 'Anthura Bern' po metodi injiciranja barvila z injekcijo (foto: Zanelli,
2013)

Modre orhideje so intenzivno cvetele primerljivo s kontrolno rastlino, po priblizno 20 dneh
so zaceli posamezni cvetovi propadati in odpadati.

Infuzija

Pri tej metodi je bila luknja v posameznih cvetnih steblih ve¢ja in posledi¢no je bilo
poskodovanih vec Zil. Barvanje ven¢nih listov se je zacelo ze dve uri po zacetku injiciranja
barvila. Pri mladih cvetovih in popkih so bili znaki barvanja takoj vidni po glavnih Zilah.
Postopoma se je barva razlila po celotnih venénih listih. Najbolj so se obarvali mladi
cvetovi, ki so se Sele odpirali ter popki. Starejsi cvetovi so bili bolj obarvani po Zilah,
medene ustne pa so bile tudi pri teh v celoti intenzivno modre (slika 29).

Obarvane orhideje so cvetele primerljivo s kontrolno rastlino, po 20 dneh so zaceli
odpadati starejsi cvetovi in potem mlajsi.
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Slika 29: Modro obarvani cvetovi sorte 'Anthura Cambridge' po metodi z infuzijo (foto: Zanelli, 2013)

Razlika v metodah je bila v zacetku barvanja, kar je verjetno odvisno od velikosti
poskodbe in zajetih Zil v cvetnem steblu. Kon¢ni rezultati obarvanosti pa so bili med
metodama pri isti sorti primerljivi. Intenzivnost obarvanja zil je bila mocnejSa pri sorti
‘Anthura Cambridge' v primerjavi s sorto 'Anthura Bern' ne glede na uporabljeno metodo
barvanja. Pri obeh metodah so bili najbolj obarvani mlajsi cvetovi in popki pri obeh sortah,
Ki pa so bili po odpiranju manj intenzivno modri. Postopek injiciranja z injekcijo je sicer
manj zahteven in cenej$i, vendar je dovajanje barvila po infuziji lazje.

S transportnim sistemom se je barvilo razporedilo tudi po listih (slika 30). Na robovih
starej$ih listov so bile vidne temnejSe obarvane zile, e bolj pa so bile spremembe opazne
na mladih listih. Barvilo se je transportiralo tudi v mlado cvetno steblo (slika 31).

Slika 31: Prenos barvila do mladega cvetnega stebla orhideje Phalaenopsis (foto: Zanelli, 2013)
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4.2.3 Obarvanost cvetov barvanih z razli¢nimi koncentracijami barvila

1 % koncentracija barvila

V poskusu z odrezanimi posameznimi cvetovi smo ugotovili, da z 1 % koncentracijo
barvila dosezemo hitrejso (Sest ur) in boljs0 obarvanost celotnih venénih listov, Vv
primerjavi z metodo, ko smo isto koncetracijo injicirali v cvetna stebla. Znaki obarvanja so
se pojavili Sele po dvanajstih urah in barva se je kopicila izredno pocasi in kon¢ni rezultat
ni bila intenzivno modra obarvanost cvetov, paé pa svetlo modra barva (slika 32). Zile niso
bile tako poudarjene kot pri poskusu, kjer priporo¢ene 2 % koncentracije barvila nismo
razred¢ili. Podobno, kot pri poskusu s priporo¢eno koncentracijo barvila, so bili najbolj
obarvani mladi cvetovi in medene ustne. Poskus je trajal 20 ur. Maksimalno obarvanost
cvetov smo pri veéini rastlin zaznali po osemnajstih urah. Obarvane orhideje so cvetele
primerljivo dolgo kot kontrolna rastlina. Pri listih ni bilo vidne obarvanosti, verjetno zaradi
nizje koncentracije barvila, ki v listih ni bila opazna s prostim o¢esom.

Slika 32: Obarvani cvetovi sorte 'Anthura Bern' z 1 % koncetracijo barvila (foto: Zanelli, 2013)

Povecana 3.4 % koncentracija barvila injicirana v cvetno steblo

Ker je bila koncentracija barvila visja, so bili prvi znaki obarvanja vidni ze po dveh urah.
Vrsicki stebla in mladi popki so Ze po petih urah pridobili modri odtenek. Do konca
procesa barvanja so bili intenzivno modro obarvani (slika 33 A). Barvilo se je uspe$no
preneslo tudi po celotnih vencnih listih, Zile so bile zelo poudarjene. Medene ustne so bile
v celoti modre, z izjemo belega roba (slika 33 B). Na mladih listih so bile vidne temno
modre zile. Proces barvanja je trajal dvajset ur. Maksimalna obarvanost cvetov je bila
vidna po desetih urah, kasneje ni bilo vec¢jih sprememb v odtenku barve cveta.

Tri dni po zacetku barvanja so cvetovi zaceli veneti in po enem tednu odpadati, prav tako
so se susili in odpadli popki. Rast vrsicka se je ustavila. Predvidevamo lahko, da je
mocnejSa koncentracija za rastlino toksicna, saj je bil postopek injiciranja barvila v rastlino
izveden povsem enako, kot pri prej$njih poskusih.
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Slika 33: Obarvanost popkov in vrsi¢ka (A) ter celotnih cvetov (B) sorte 'Anthura Cambridge' pri mo¢nejsi
3,4 % koncentraciji barvila (foto: Zanelli, 2013)

4.2.4 Potreben ¢as do maksimalnega obarvanja cvetov

Obarvanje vseh orhidej smo opazovali dvajset ur, saj smo ugotovili, da po tem ¢asu ni veé
zaznati ve¢jih sprememb. S proucevanjem obarvanosti orhidej s posameznimi
koncentracijami barvila smo opazili razlicen cas, ki je bil potreben za doseganje
maksimalne obarvanosti cvetov orhidej. 1z grafa na sliki 34 je razvidno, da je maksimalen
Cas obarvanosti pri priporo¢eni 2 % koncentraciji barvila (0,1 g v 5 mL destilirane vode) v
povpre¢ju petnajst ur, pri 1 % koncentraciji v povpre¢ju osemnajst ur ter pri 3,4 %
koncentraciji v povprecju deset ur.
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Slika 34: Povprecen ¢as maksimalne obarvanosti cvetov orhidej s razliénimi koncentracijami sistemskega
barvila injiciranega v cvetno steblo

Maksimalna obarvanost cvetov je odvisha od koncentracije sistemskega barvila in zacetka
akumulacije barvila v cvetovih posameznih rastlin. Moc¢nejsa 3,4 % koncentracija barvila
je vplivala na temnej$o modro barvo cvetov ter hitrejSo maksimalno obarvanost. Cvetovi,
obarvani z razred¢eno 1 % koncentracijo barvila, so bili svetlejse barve, hkrati pa je bilo
potrebno dlje ¢asa do maksimalne obarvanosti. Barvanje s priporo¢eno 2 % koncentracijo
barvila je dalo vmesne rezultate.
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4.2.5 Poskus barvanja cvetov z injiciranjem modrega ¢rnila v cvetno steblo

Z injekcijo smo razred¢eno modro ¢rnilo (razmerje ¢rnila in destilirane vode 1:1) injicirali
v cvetno steblo. Za razredCitev smo se odloCili na podlagi poskusa z odrezanimi
posameznimi cvetovi, pri katerih je bil rezultat obarvanja boljsi. Proces barvanja je trajal
20 ur in po tem cCasu so bile opazne le minimalne spremembe barve Zilnega sistema in
medene ustne (slika 35). Modro ¢rnilo se je izkazalo za neprimerno in neucéinkovito za
pridobivanje modrih cvetov orhidej iz rodu Phalaenopsis.

Slika 35: Minimalna obarvanost cveta z injiciranjem modrega ¢rnila (foto: Zanelli, 2013)
4.2.6 Poskus dolgozivoesti obarvanih in neobarvanih stebel

Dolgozivost obarvanih cvetov je odvisna od ve¢ dejavnikov, med njimi so najpomembne;jsi
poskodba zaradi rezi, vdor mikroorganizmov v rastlino skozi poskodovano mesto in
previsoka koncentracija barvila. Razlike v obstojnosti cvetov med uporabljenima sortama
niso bile opazne (slika 36).

Slika 36: Propad cvetov zaradi barvila in poSkodbe (foto: Zanelli, 2013)
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Pri kontrolnih rastlinah smo ugotovili, da je luknja, ki jo naredimo v cvetnem steblu za
injiciranje barvila, eden od klju¢nih razlogov za pred¢asno odpadanje cvetov. Poskodba
cvetnega stebla je razli¢na pri posameznih primerkih, odvisna je od debeline cvetnega
stebla in natan¢nosti izvedbe.

Iz grafa na sliki 37 lahko vidimo razlike v ¢asu cvetenja pri kontrolnih in modro obarvanih
orhidejah. Cvetovi pri kontrolnih orhidejah so cveteli dlje ¢asa, kot obarvane orhideje.
Orhideje, v katere smo injicirali priporoceno 2 % koncentracijo barvila dobavitelja (0,1 g
barvila v prahu v 5 mL destilirane vode) so cvetele $e priblizno en mesec. Mladi popki pa
so ze po nekaj dneh odpadli. Rastline, pri katerih smo priporo¢eno koncentracijo barvila
razred¢ili na 1 % z destilirano vodo v razmerju 1:1 (5 mL barvila v 5 mL destilirane vode),
so cveteli dlje ¢asa kot pri predpisani koncentraciji dobavitelja; ¢as cvetenja je bil
primerljiv s ¢asom cvetenja kontrolnih rastlin, vendar pa se je pri nekaterih izkazalo
drugace. Popki so pri nekaterih rastlinah prav tako odpadli. Orhideje, v katere smo
injicirali vi§jo 3,4 % koncentracijo barvila (0,1 mL barvila v prahu v 3 mL destilirane
vode), so cvetele le nekaj dni, nato pa so po Stiri dneh pocasi zaceli veneti, popki pa so
odpadli. Po desetih dneh so odpadli vsi preostali cvetovi. Susenje in odpadanje popkov je
verjetno posledica ve¢je akumulacije barvila v vrSicku in zastrupitev ne glede na
uporabljeno sorto in koncentracijo barvila. Cvetna stebla so po odpadanju cvetov ostala
zelena, a so prenehala z rastjo.
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Slika 37: Povprecen ¢as cvetenja obarvanih cvetov glede na kontrolo
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Namen naSega poskusa je bil pridobiti modre cvetove orhidej iz rodu Phalaenopsis s
tehniko injiciranja specialnega sistemskega barvila in modrega ¢rnila v cvetno steblo.
Ugotavljali smo vpliv poskodbe na cvetnem steblu in barvila na dolgoZivost obarvanih
cvetov ter maksimalen Cas za obarvanje cvetov.

Orhideje iz rodu Phalaenopsis so ene izmed najbolje prodajanih in priljubljenih loné¢nic.
Obstaja veliko hibridov razlicnih barv, ampak vseeno tezimo k spremembam in
raznolikosti. Modra barva cvetov je redka pri rastlinah, tako je tudi pri orhidejah.
Zlahtnitelji i3¢ejo gen za sintezo delfinidina, ki ni prisoten v rodu Phalaenopsis, a je
pomemben za tvorbo modre barve cvetov. Ker je Zlahtniteljski postopek dolgotrajen, se je
razvil lazji nain pridobivanja modrih cvetov — injiciranje barvila v cvetno steblo. Ta
metoda je bolj obstojna pri rastlinah, ki dolgo cvetijo, kot je orhideja iz rodu Phalaenopsis.

Epifitske orhideje, v katere spada rod Phalaenopsis, imajo zra¢ne korenine, ki absorbirajo
zraéno vlago in hranila le preko vrsi¢kov, ker je ostali prevodni del obdan z velamnom, ki
preprecuje izhlapevanje. Aktivni transport barvila ni mogoc¢, ker korenine ne prenesejo
zastajanje vode, zaradi Cesar lahko za¢nejo gniti.

Injiciranje barvila v cvetno steblo ulonéenih rastlin, v naSem primeru sta bili to sorti orhidej
iz rodu Phalaenopsis, je skrbno varovan tehnoloski postopek, v katerem s posebnim
mehanizmom zarezejo luknjico v cvetno steblo, preko katere injicirajo sistemsko barvilo,
prilagojeno za ta namen. Metode in barvili, s katerimi smo poskusali dose¢i podoben
u¢inek modrega obarvanja niso idealna, a so se vseeno izkazala za dokaj u¢inkovita. Za
masovno proizvodnjo je pomembno, da je metoda injiciranja barvila ¢im bolj enostavna,
kar pa se je v naSem primeru izkazalo za nerealno, saj je potrebno precej rocne spretnosti,
potrpezljivosti, natancnosti in previdnosti pri namesc¢anju infuzije ali injekcije.

Orchidaceae (kukavicevke), kamor uvr$¢amo rod Phalaenopsis, so enokali¢nice. To
pomeni, da imajo v cvetnem steblu zile razprSene in neorganizirane ter gosto razporejene
po obodu (Dermastia, 2007). Pri nasih poskusih smo zarezo v cvetnih steblih orhidej
previdno naredili s skalpelom. Po zacetnih poskusih smo ugotovili, da je najprimernejsa
posevna rez, saj zajame ve¢ Zil in obenem ohranja stabilnost cvetnega stebla.

Orhideje smo pred pric¢etkom injiciranja barvila izpostavili rahlemu susnemu stresu, da bi
dosegli boljsi vlek injicirane vodne raztopine barvila. Ob blagem su$nem stresu imajo
celice v rastlini bolj negativen vodni potencial. Ustvari se gradient vodnega potenciala med
celicami in ksilemom, Kkjer je vodni potencial bolj pozitiven. Posledi¢no voda z barvilom
postopoma izhaja iz ksilema in prehaja od celice do celice v medcelicne prostore ter
povrhnjico in barvilo se kopi¢i v vakuolah venc¢nih listov. Z vstopom vode v vakuolo se
poveCa turgorski tlak, ki omogoca aktivni transport topljencev v vakuolo. Poleg
skladis¢enja naravnih snovi, je ta sposobna kopiciti tudi barvila.
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Preden smo zaceli s postopkom injiciranja vodne raztopine barvila v cvetno steblo, smo
preverjali obarvanost posameznih cvetov z modrim ¢rnilom in sistemskim barvilom ter z
njihovimi razli¢nimi koncentracijami.

Posamezni odrezani cvetovi, barvani z osnovno neznano koncentracijo modrega ¢rnila, SO
se pocCasneje in svetleje obarvali kot tisti, ki smo jih dali v razred¢eno modro ¢rnilo z
destilirano vodo v razmerju 1:1. Zato smo za nadaljnji poskus injiciranja v cvetno steblo
uporabili tisto koncentracijo, ki je dala boljsi rezultat.

Osnovno 2 % koncentracijo modrega barvila smo razred¢ili na 1, 0,6 in 0,4 %
koncentracijo, da bi znizali gostoto barvila in potencialno omogocili boljsi vlek. Ker je pot
¢rpanja vodne raztopine barvila po cvetnem peclju do cveta dokaj kratka, so se posamic¢ni
odrezani cvetovi hitro zaceli barvati. Pokazalo se je, da je cvet najbolj obarvan pri redéenju
priporo¢ene 2 % koncentracije barvila na 1 %. V nadaljnjih poskusih injiciranja v cvetna
stebla smo uporabili priporoceno 2 % koncentracijo barvila dobavitelja in tudi 1 %
razredcitev.

Na dvostebelni orhideji smo barvilo injicirali z dvema metodama — z injekcijo in infuzijo.
Razlika v metodah je v velikosti reza in poskodbe cvetnega stebla, od ¢esar je odvisha
hitrost zacetka barvanja cvetov glede na poSkodovane zile. Ugotovili smo, da so se cvetovi
hitreje obarvali pri metodi z infuzijo, ker smo v steblo naredili ve¢jo luknjo za injiciranje
barvila. Cas do maksimalnega obarvanja je bil pri obeh metodah enak (dvajset ur).
Ugotovili smo, da je zaetek barvanja in maksimalna obarvanost cvetov pri obeh metodah
odvisna od koncentracije barvila. Mo¢nejSa koncentracija je vplivala na pred¢asno vidnost
in bolj temno modro barvo zil. Na splo$no so bili kon¢ni rezultati obarvanosti cvetov pri
isti koncentraciji primerljivi med metodama. Enostavnost dovajanja barvila je glavno
vodilo pri izbiri metode postopka. Ko pritrdimo infuzijo, lahko za¢nemo pocasi in
kontrolirano dovajati barvilo. Pri injekciji je to tezje, ker barvilo iz injekcije lahko iztece.

Barvanje z modrim ¢rnilom je dalo slab$e rezultate v primerjavi s sistemskim barvilom.
Modro ¢rnilo se je teZje razporejalo po Zilah in ni prehajalo v medZilni prostor. Kon¢ni
rezultat poskusa je minimalna, komaj opazna modra barva v medeni ustni cveta. Izkazalo
se je, da modro ¢rnilo ni primerno za barvanje cvetov orhidej in da so primernejSa
specialna barvila. Verjetno sestava tega barvila ni obstojna in mo¢na, da bi se obdrzala v
vakuoli cveta.

V nadaljnjih poskusih smo uporabili Deep Blue A43 Absorbit Stem Dye barvo v prahu.
Priporocena dobaviteljeva 2% koncentracija barvila, ki je primerna za barvanje rezanega
cvetja, se je pokazala primerna tudi za barvanje ulon¢ene rastline Phalaenopsis. Cvetovi so
se lepo obarvali, a so bile najbolj poudarjene zile.

Redcenje priporocene koncentracije barvila na 1 % se je pri barvanju posameznih
odrezanih cvetov izkazala za najbolj primerno. Ko smo isto razred¢itev barvila injicirali v
cvetno steblo, nismo dobili enakih rezultatov obarvanosti. To bi lahko pripisali daljsi poti
prenosa barvila iz cvetnega stebla do cvetov in vecjega Stevila cvetov na rastlini, v katere
se barvilo razporeja. Zato je pomembno, da je koncentracija uporabljenega barvila
mocnejsa.
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Preverili smo, kak$na je obarvanost cvetov, ¢e priporo¢en 2 % odmerek barve v prahu
pripravimo s 3 mL destilirane vode in dobimo povecano 3,4 % koncentracijo. Vodna
raztopina barvila se je pocasi razporejala po cvetnem steblu in cvetovih, ker je bila bolj
gosta in bolj koncentrirana. Kon¢ni rezultati so bili sicer uspesnejsi od bolj razredéenega
barvila, vendar so bile enako kot v prej$njih poskusih, barvno najbolj poudarjene zile.

V poskusu z razlicnimi koncentracijami barvila so se najbolj obarvali popki in vrSicki
cvetnega stebla. Obmocje vstopa fotosintatov (barvila) v floem imenujemo vir, mesta, Kjer
izstopajo, pa ponor. Ponor predstavljajo apikalni meristemi (rastni vrsi¢ek stebla/korenine)
in zalozni organi (korenine, stebla, brsti, listi, plodovi) (Dermastia, 2007). S tem lahko
obrazlozimo zakaj so bili mladi popki in vr$i¢ki stebla najbolj modro obarvani, saj se v njih
snovi (v tem primeru barvilo) kopicijo.

Prenosa barvila z enega cvetnega stebla v drugo nismo opazili. V nekaterih primerih
(odvisno od koncentracije barvila) se je barvilo nalagalo tudi na robovih listov (posebej v
mladih listih), v mladem cvetnem steblu ter v stranskem cvetnem steblu, v katerega smo
injicirali barvilo. Transportni sistem v rastlini sestavljata ksilem in floem, ki sta povezana v
enoto, ki je bolj ali manj neprekinjena po celotni rastlini od korenin do najmlajsih zil v
zelenih in cvetnih listih. Ksilemski del listnega prevodnega sistema prinasa vodo (v tem
primeru z barvilom) iz stebla v list in jo razporeja po listnem mezofilu. V povrhnjici lista
so vakuolizirane buliformne (balonaste) celice, ki zvijajo ali odvijajo list po izgubi ali
sprejemu vode — s tem lahko povezemo kopicenje barvila v povrhnjici lista (Dermastia,
2007).

Pri pre¢nih prerezih obarvanih cvetnih stebel smo ugotovili, da se je injicirano barvilo
nakopicilo v blizini odprtinice in raztopine se le delno razporejajo po steblu. Visje na
steblu smo opazili vse manj obarvanih (modrih) zil. To lahko razlozimo z nastankom
embolij (zra€nih mehurckov), ki so posledica mehanske poSkodbe cvetnega stebla zaradi
katerega se prekine prevajanje vode po rastlini in otezuje prenos barvila. Voda z
razred¢enim barvilom uspeSno potuje le po nekaj zilah, zato je verjetno kon¢ni ucinek
obarvanja cvetov manj izrazit. Po Zilnem sistemu se vodna raztopina barvila prenasa do
vencnih listov orhidej in se kopi¢i v vakuoli. Pri pre€nem prerezu ven¢nega lista SMO
opazili, da je barvilo steklo iz vakuol, kar nakazuje, da so modre orhideje res modre le do
odpadanja modrih cvetov, nato pa se barvilo ne premesca v novo nastala cvetna stebla.

Nekatere poskusne rastline so cvetele Se nekaj ¢asa po Obarvanju, druge so pa ¢ez en teden
zacele propadati. Izkazalo se je, da sta obe uporabljeni sorti orhidej iz rodu Phalaenopsis
enako obcutljivi in predstavljata podoben potencial za modro obarvanje cvetov. Odpadanje
modrih cvetov posameznih orhidej bi lahko povezali z ve¢ dejavniki, med njimi pa je
najpomembnejSi gotovo stres. Slednji predstavlja izpostavljenost rahlo susnim razmeram,
mehanska poskodba cvetnega stebla za injiciranje barvila ter vnos sistemskega barvila.
Vsako rastlino smo razlicno poskodovali, ker Cloveska roka ne naredi vedno enako
globoke in S$iroke odprtine. Barvilo v splosnem ni strupeno, ampak s prevelikim
kopicenjem v popkih in vrSicku cvetnega stebla lahko naredi $kodo, kot je odpadanje
popkov in prenehanje rasti vrsicka. Luknja je v bistvu odprta rana, skozi katero se orhideja
lahko okuzi. Floemski prevodni deli so tudi pot, ki jo razlicni mikrobi izkoris¢ajo za
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premike po rastlini (Dermastia, 2007). Z vsemi temi parametri smo oslabeli rastline
orhidej.

Orhideje, ki smo jih uporabili v poskusih, niso propadle v celoti. Odpadejo le modri
cvetovi in posus$i se cvetno steblo. Pri naslednjem cvetenju so cvetovi spet beli, ker se
modro barvilo z naravnim procesom iz¢isti iz rastline (slika 38). Pri moc¢nejsi koncentraciji
barvila, ki se je kopi¢ilo tudi v steblu in listih orhideje, so mozni §¢ modri odtenki na novih
belih cvetovih (Blue orchid ..., 2011).

Slika 38: Ponovno cvetenje obarvane orhideje iz rodu Phalaenopsis (foto: Zanelli, 2014)

Za natancnejSe podatke bi potrebovali ve¢ Casa za raziskavo, ker orhideje iz rodu
Phalaenopsis nimajo dolo¢enega obdobja cvetenja, temve¢ zacvetijo, ko so dovolj mo¢ne.
Ce imajo primerne razmere za rast in cvetenje, je mozno, da na vedno novih poganjkih

cvetijo tudi celo leto in vec. Cvetovi lahko ostanejo zdravi in lepi vec kot S§tiri tedne
(Ocean Orchids ..., 2012).

V pogovoru s Tomazem Jev$nikom iz podjetja Ocean Orchids d.o.0., smo potrdili, da so po
kon¢anem cvetenju modrih cvetov novi cvetovi spet beli. To je bilo opazno tudi pri
ponovnem cvetenju poskusnih rastlin, ki smo jih obarvali z modrim barvilom. Pojav
modrih odtenkov na novih belih cvetovih je moZen zaradi ohranjanja barvila v rastlini ali v
mladem cvetnem steblu, ki je v osnovi zacelo z rastjo. Pred¢asno odpadanje obarvanih
cvetov in popkov lahko omejimo s pravilnim zapiranjem rane/luknje, ki je narejena za
injiciranje modrega barvila v cvetno steblo.

5.2 SKLEPI
Iz pridobljenih rezultatov naSega poskusa smo potrdili naslednje hipoteze:
- sestava in tip barvila vplivata na intenzivnost modrega obarvanja;
- tehnika dodajanja barve v cvetno steblo je obcutljiv postopek, ki poskoduje rastlino;

- razli¢ne koncentracije barvila vplivajo na intenzivnost barve v cvetovih, ki je v
rastlini prisotna do odpadanja cvetov;
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- za barvanje je pomembno, v kateri fazi je cvet. Popki so zelo obcutljivi; ko se
obarvajo, se hitro posusijo in odpadejo;

- primerno barvilo za obarvanje cvetov pri rodu Phalaenopsis je Deep Blue A43
Absorbit Stem Dye, ki se uporablja tudi za cvetove rezanih rastlin;

- modro ¢rnilo ni primerno za barvanje cvetov pri rodu Phalaenopsis;

- razli¢ni deli cveta Se razli¢no intenzivno obarvajo;

- barvilo ni obstojno do te mere, oziroma ga rastlina ne akumulira, da bi bili modri
tudi cvetovi na cvetnih steblih, ki se razvijejo naknadno.

Hipotezo, ki pojasnjuje, da sta intenzivnost obarvanja in dolgozivost cvetov odvisni od
sorte Phalaenopsis lahko zavrnemo. Uporabljeni sorti sta se izkazali za primerljivo
obcutljivi. Na dolgozivost cvetov veliko bolj vpliva poskodba cvetnega stebla kot pa sorta.

Hipotezo, da postopek injiciranja rastline z modrim barvilom ne spremeni dolgoZzivosti
cvetnega stebla in posameznih cvetov prav tako zavrnemo. S postopkom injiciranja
pogosto vplivamo na dolgozivost cvetnega stebla in posameznih cvetov. Orhideja je
poskodovana, ko naredimo luknjo/zarezo in ji vnesemo barvilo. Zaradi mehanskega stresa,
ki smo ga povzrocili, cvetovi odpadejo prej kot pri neposkodovani orhideji.

Zavrnili smo tudi hipotezo, da se barvilo ne nalaga v drugih rastlinskih organih (v listih,
zra¢nih koreninah, cvetnem steblu). Ugotovili smo, da se med injiciranjem barvila v cvetno
steblo le-to s transportnim sistemom razporedi po celi rastlini. Najbolj vidno je pri
cvetovih, ker so beli, vidno je tudi pri mladih rastlinskih organih, kot so mladi listi in
mlado cvetno steblo. Kopicenje barvila v cvetovih drugega cvetnega stebla nismo zaznali.
Transport hranilnih snovi teCe v tisto smer, kjer se porabljajo — torej proti mladim
rastlinskim organom. Vodni potencial omogoca, da se voda premika iz obmocja, kjer jo je
ve¢ do obmodja kjer jo je manj. Ker smo rastline izpostavili rahlemu su$nemu stresu, Se je
v tem primeru voda oziroma v vodi raztopljeno barvilo, s transportnim sistemom
rasporedilo tudi do mlajsih delov rastlin.
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6 POVZETEK

Orhideje pripadajo druzini kukavicevk (Orchidaceae), ki obsega okoli 750 rodov in 25 000
vrst in podvrst. Tvorijo eno najbolj obseznih druzin cvetoCih rastlin na zemlji. V drugi
polovici 20. stoletja so postale najbolj priljubljene in s tem najbolje prodajane lon¢nice.
Vecina orhidej je epifitov, kar pomeni da rastejo na deblih in vejah dreves ter imajo razvite
zraCne korenine. Tej skupini orhidej pripada rod Phalaenopsis, ki vsebuje okoli 70 vrst.
Rod Phalaenopsis je enostaven za gojenje in dolgo cveti. Hibridi vsebujejo bele, rumene,
oranzne, rdece, rdeCe do vijolicne in vijolicne cvetove. Kljub temu si Zelimo spremembe
kot so modra barva cvetov, ki je redka pri rastlinah - tudi pri orhidejah.

Zlahtnjenje predstavlja dolgotrajen proces za pridobivanje novih hibridov z zaZelenimi
lastnostmi. Zlahtniteljski poskusi za pridobivanje modrih cvetov pri rodu Phalaenopsis so
bili do zdaj neuspesni, ker se barva izrazi kot vijoli¢ni odtenki. Antociani so glavni
vodotopni pigmenti v vakuoli, ki prispevajo k nastanku rdece, vijoli¢ne in modre barve
cvetov. Zlahtnitelji i§¢ejo gen za sintezo delfinidina v rodu Phalaenopsis, ki je pomemben
za tvorbo modre barve cvetov.

HitrejSi in bolj enostaven nacin barvanja cvetov je dodajanje posebnih barvil v cvetno
steblo. Lahko barvamo rezano cvetje ali lon¢nice, ki dolgo cvetijo. Med slednjimi so zelo
primerne vrste in sorte rodu Phalaenopsis, najpogosteje pa se barvajo bele sorte. Natan¢ni
tehnoloski postopki barvanja uloncenih orhidej niso znani, modre orhideje pa se na trzis¢u
pojavljajo ze nekaj let. Pri barvanju uporabljajo posebno opremo za zarezovanje in
injiciranje sistemskega barvila v cvetno steblo, ki je obstojno le do odpadanja cvetov, nato
pa rastline spet zacvetijo v sortno znacilni beli barvi.

V magistrskem delu smo Zeleli ugotoviti kako uspesno in s ¢im manj poskodb pridobimo
modre cvetove pri orhidejah rodu Phalaenopsis s tehniko injiciranja barvila v cvetno
steblo. Proucevali sSmo, ¢e poskodba na cvetnem steblu ali barvilo vplivata na dolgozivost
modrih cvetov.

V poskus smo vkljucili dve sorti orhidej iz rodu Phalaenopsis in sicer '‘Anthura Bern' in
‘Anthura Cambridge’, ki imata bele cvetove, saj je v tem primeru modra barva najbolj
opazna. Uporabili smo sistemsko barvo v prahu Deep Blue A43 Absorbit Stem Dye, ki za
rastline v priporocenih odmerkih ni toksi¢na, v vecjih koncentracijah pa lahko povzroci
poskodbo.

Testirali smo koncentracije sistemskega barvila in modrega ¢rnila pri posameznih cvetovih
in nato primerni koncentraciji injicirali v cvetno steblo z dvema metodama — injekcijo in
infuzijo. Metode injiciranja barvila v orhidejo, za katere smo se odlo¢ili, niso idealne, so
improvizacija tehnoloskega postopka, ki ga uporabljajo za barvanje orhidej iz rodu
Phalaenopsis.
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Luknjo za injiciranje vodne raztopine barvila smo previdno naredili s skalpelom. Ko smo
injicirali barvilo v cvetno steblo se je s transportnim sistemom le-to preneslo do cveta, kjer
se je kopicilo v vakuolah.

Razli¢ne koncentracije so vplivale na razlicno obarvanost cvetov. PriporoCena 2 %
koncentracija barvila dobavitelja, ki se uporablja za barvanje rezanega cvetje, kot so
vrtnice in nageljni, se je izkazala primerna tudi za barvanje cvetov lon¢nic. Razred¢itev
priporoc¢ene koncentracije barvila na 1 % je vplivala na ¢asovno dinamiko obarvanja,
hkrati pa tudi na svetlejSo kon¢no obarvanost ven¢nih listov in drugih delov cveta.
Mocnejsa koncentracija barvila je po drugi strani povzrocila zelo hitre spremembe
obarvanosti, cvetovi pa so bili ob koncu postopka zelo temno obarvani. V vseh primerih
poskusnih rastlin smo dosegli dobro obarvanost zilnega sistema v cvetovih. Le redko
dosezemo popolnoma modro obarvan cvet, kot pri kupljeni modri orhideji (VG Colours,
Nizozemska). Uspelo nam je le pri poskusu, ko smo posamezne odrezane cvetove dali v
raztopino barvila.

Pred¢asno odpadanje obarvanih cvetov bi lahko povezali s posledicami stresa, predvsem s
poskodbo na cvetnem steblu in injiciranjem sinteznega barvila. Tudi zelo visoke
koncentracije barvila in drugi parametri lahko dodatno vplivajo na propad cvetnega stebla
in odpadanje cvetov ter popkov.

Pri postopku barvanja lon¢nic orhidej Phalaenopsis celotna rastlina ne propade, pac¢ pa
napake v tehnoloSskem postopku (prevelika zareza, embolije...) povzrocijo le propad
cvetnega stebla in cvetov. Obic¢ajno rastline nato kmalu poZenejo nova cvetna stebla, ki pa
razvijejo cvetove sortno specifiéne barve. Injicirano barvilo v rastlini namre¢ ni obstojno
dolgo casa. Opazili pa smo, da pri uporabi moc¢nejse koncentracije barvila posamezni novi
cvetovi, ki se razvijejo na mladih cvetnih steblih prisotnih Zze v ¢asu obarvanja, lahko
ohranijo svetlo moder pridih.
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