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Lepi ceveljc (Cypripedium calceolus L.) je edina evropska vrsta iz rodu
Cypripedium. Kljub temu, da se rasti$¢a raztezajo preko vecjega dela Evrope, jo je
danes na dolocenih obmocjih, zaradi nacina rabe povrsin, skoraj nemogoce najti.
Razmnozevanje v naravi je pocasno in slabo raziskano, zato se poskuSa z
asimbiotskim razmnoZevanjem, ki se kaze kot cenovno in casovno ustrezna
metoda, zadostiti povpraSevanju po teh redkih trajnicah. Namen poskusa je bil
preuciti kaljivost in nadaljnji razvoj razli€no zrelega semena, pobranega od 35 do
65 dni po ro¢ni oprasitvi, ter fizioloSko zrelega semena nabranega med leti 2000 in
2008, kjer smo za mehcanje teste uporabili hladno centrifugiranje med
razkuzevanjem semen. Semena smo inokulirali na komercialno gojis¢e proizvajalca
Sigma P6668 v polni 27,3 g/L (S) in polovi¢ni 13,65 g/L (S '2) koncentraciji, ter na
enostavno gojis¢e na osnovi aminokislin (M). Pri sterilizaciji z 2 %
dikloroizocianurno kislino smo v poskusu zaradi okuzb izloc¢ili samo 27,4 %
petrijevk. Pri fizioloSko razlicno zrelem semenu smo najboljSo kalitev dosegli pri
semenskih glavicah odstranjenih med 40. in 54. dnevom po opraSitvi. Pri fiziolosko
zrelem semenu je slabo kalilo samo seme nabrano v letu 2008, medtem ko starejSe
znaCilnih razlik, p = 0,86. Vecje razlike so bile opazne pri nadaljnjem razvoju
protokormov, kjer je bil razvoj pri fiziolosko razlicno zrelem semenu najboljsi na

.....

.....

s hladnim centrifugiranjem mozno omeh¢ati testo in omogociti dostop vode do
embrija. Vendar so v semenu prisotni e drugi mehanizmi, ki preprecujejo kalitev.
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A yellow lady’s orchid (Cypripedium calceolus L.) is the only European species of
the genus Cypripedium. Despite the fact that the sites stretch across large part of
Europe, it is today in certain areas, because of land use, almost extinct.
Reproduction in nature is slow and poorly studied. In horticultural production
asymbiotic in vitro propagation has been shown to be convenient and inexpensive
method to meet the demand for these rare perennials The purpose of the research
was to investigate the germination and further development of immature seeds,
which were collected 35-65 days after pollination, and of ripe seeds, which were
collected between years 2000 and 2008 and where cold centrifuge has been used to
rupture the testa between seeds disinfection. Seeds were inoculated on a
commercial media produced by Sigma P6668 in full 27.3 g/L (S) and half
13.65 g/L (S %) concentration and media base on amino acid (M). In the case of
sterilization with 2% dichloroisocyanuric acid we eliminated only 27.4% of petri
dishes. The immature seeds produced the best germination when seed pods were
removed in the period of 40 to 54 days after the pollination. Amongst the ripe
seeds, poor germination appeared only with the seeds collected in year 2008, while
the older seed is not germinated at all. The results of germination show that there
are no statistically significant differences between different media P = 0.86. Major
difference appears in further development of protocorms, where the better
development of immature seeds was on media S and S 2. With ripe seeds, further
development appears only on media S %2 and M. The result showed that the use of
cold centrifuge enables the penetration of water into the testa and the embryo to
imbibe. However seeds also contain several other mechanisms that prevent
germination.
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1 UvOoD

1.1 POVOD ZA RAZISKAVO

Talne orhideje zmernega pasu, predvsem rod Cypripedium, v zadnjih nekaj letih ponovno
pridobivajo na pomenu, tako v tujini kot tudi pri nas. Povecano povprasevanje po redkih
trajnicah za gojenje v vrtovih in parkih kaze velik potencial tudi pri razmnoZevanju in
gojenju teh orhidej.

Predvsem amaterji in nekatere specializirane vrtnarije ze desetletja poskuSajo z vrstnim in
medvrstnim krizanjem priti do zanimivih in nezahtevnih krizancev za gojenje tudi na
prostem. Velika pozornost se posveca tudi asimbiotskemu razmnozevanju iz semena, ki se
kaze kot cenovno in ¢asovno ustrezna metoda. Rezultati tovrstnih raziskav so pripeljali do
novih spoznanj o teh redkih rastlinah in bi lahko pripomogli k njihovi ohranitvi.

Zaradi razli¢nih posegov v naravo lahko na rdeCem seznamu praprotnic in semenk
najdemo vecino slovenskih kukavicevk (Orchideaceae), ki so oznaCene z razlicnimi
kategorijami ogrozenosti. Na podlagi predhodnih raziskav, ki kazejo pozitivne rezultate bi
bilo smiselno nadaljevati s poskusi, ki bi pripomogli k izdelavi uspesnih metod za
asimbiotsko gojenje iz semena ali mikropropagacijo. Tako bi lahko lepi ceveljc
Cypripedium calceolus L. in ostale kukavi¢evke postale dostopnejse in manj ogrozene.

Ugotovljeno je bilo, da lahko delez kalivih semen Cypripedium spp., pri asimbiotskem
razmnozevanju povecamo tako, da uporabimo nezrelo seme, ki v primerjavi z zrelim
semenom S$e nima popolnoma razvite teste, ki oteZuje dostop vode in hranil do kalcka
(Rasmussen, 1995).

1.2 NAMEN RAZISKAVE

Mnenja o razmnozevanju talnih orhidej iz semena, se glede uporabe fizioloSko razli¢no
zrelth semen med seboj zelo razlikujejo. V okviru diplomske naloge smo Zeleli
optimizirati asimbiotsko razmnoZevanje zas¢itene talne orhideje lepi ¢eveljc (Cypripedium
calceolus L.). V poskus smo vkljucili fiziolosko zrela semena nabrana med leti 2000 in
2008, razen leta 2004 ter 9 razlino zrelih semenskih glavic tekoc¢ega leta 2008.

Namen raziskave je bil preuciti vpliv uporabljenih gojiS¢ na kalitev in nadaljnji razvoj
razli¢no zrelega semena, ki smo ga vkljucili v poskus v obdobju od 35 do 65 dni po ro¢ni
oprasitvi ter kalivost in nadaljnji razvoj fizioloSko zrelega semena, kjer smo za mehcanje
teste uporabili hladno centrifugiranje med razkuzevanjem semen.
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1.3 DELOVNA HIPOTEZA

Izhajajo¢ iz podobnih raziskav, v katerih je bilo ugotovljeno, da je kalivost odvisna
predvsem od primerne fizioloSke zrelosti semena, na pa toliko od sestave gojisca, ne

.....

Vecje razlike v uspesnosti kalitve pricakujemo med fizioloSko razli¢no zrelim semenom,
kjer se lahko pojavijo slabsi rezultati v zacetku poskusa, zaradi nerazvitega embrija ter
kasneje zaradi nepropustne teste in razvitih inhibitorjev.

Pri fizioloSko zrelem semenu predpostavljamo, da bo kalivost starejSega semena zaradi
starosti in hranjenja pri sobni temperaturi slabsa.
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2 PREGLED DOSEDANJIH OBJAV

2.1 ZNACILNOSTI RODU Cypripedium

Druzina kukavicevk (Orchidaceae) obsega okoli 20.000 do 30.000 razli¢nih vrst in podvrst
(Cronquist, 1981; Dressler, 1981; Ravnik, 2002). To pomeni, da predstavljajo okoli 10
odstotkov vseh rastlinskih vrst na Zemlji. Njihova rastiS¢a so tropski predeli Juzne
Amerike in jugovzhodne Azije, kjer v vecini rastejo kot epifiti. Vendar pa vse vrste niso
tropske, okoli 300 jih raste tudi v Evropi, od tega je v Sloveniji znanih 76 vrst in podvrst
(Ravnik, 2002), ki rastejo kot geofiti. Z drugo besedo jih imenujemo tudi teresti¢ne
orhideje. Med njimi lahko najdemo redke, ogroZzene vrste, kot lepi ¢eveljc (Cypripedium
calceolus L.) (Ramsay in Stewart, 1998) ali pogoste vrste, kot je navadna kukavica (Orchis
morio L. ssp. morio).

Rod Cypripedium, je uvrs¢en v poddruzino Cypripedioideae, znotraj druzine Orchidaceae
(Cribb, 1997). Cribb (1997) je rod Cypripedium razdelil Se v 11 sekcij z dvema
podsekcijama v katerih je 46 razlinih vrst in 4 varietete. Med njimi je bilo 25 Ze
uporabljenih za krizanja. Danes je poznanih ve¢ kot 70 registriranih krizancev.

Rod je razsirjen predvsem v zmernih predelih severne poloble. Na jugu se obmocje razteza
do Himalaje v Aziji ter Gvatemale in Hondurasa v Ameriki. Na severu je rod raz$irjen vse
do Aljaske in Sibirije. Najvecja pestrost vrst je na Kitajskem, kjer je bilo odkritih 30 vrst in
Severni Ameriki (Cribb, 1997).

Za ta rod rastlin je znacilno formiranje kolonij, vendar ima vsaka vrsta svoje okoljske
zahteve. Razs$irjene so v iglastih, listnatih in meSanih gozdovih, gozdnih jasah, moc¢virjih,
barjih, travnikih in prerijah. Na razli¢nih nadmorskih viSinah od morske gladine pa vse do
visokih gora. Uspevajo na svetlih in sencnih mestih, v vlaznih in suhih razmerah, tako v
kislih kot bazi¢nih tleh (Cribb, 1997).

Nekatere vrste kot sta C. calceolus in C. parviflorum var. parviflorum so razsirjene na
ve¢jem obmocju, medtem ko so nekatere druge vrste prisotne samo na dolo¢enih manjsih
obmogjih (Cribb, 1997).

C. calceolus je edina evropska vrsta. Kljub njeni razsirjenosti, jo je na dolo¢enih obmogjih
danes skoraj nemogoCe najti. Zaradi prelepih cvetov so rastlino mnozi¢no trgali in
izkopavali (Cribb, 1997). V Gr¢iji je vrsta izumrla, v drugih drzavah pa jo je uspelo
ohraniti in je uvrS¢ena na seznam ogrozenih rastlinskih vrst (Rasmussen, 1995). Pri nas je
Se razmeroma pogosta in je uvrScena na seznam ranljivih rastlinskih vrst (Martin€i¢ in

sod., 1999).

V Sloveniji je lepi ¢eveljc razsirjen v alpskem svetu osrednjih in zahodnih kamniskih Alp,
zahodnih Karavank in v severozahodnih Julijcih, kjer se pojavlja raztreseno in ima lokalno
tudi razmeroma velike populacije s preko 100 primerki, vendar so Stevilne populacije zelo
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Sibke z le nekaj cvetoCimi rastlinami. Posamezna raztresena rastisc¢a, z nekaj primerki, so
znana tudi v vi§jih predelih izven Alp v Idrijski Beli in severnem delu Gorjancev (Cusin,
2003).

2.2 OPIS LEPEGA CEVELJICA

Cypripedium calceolus L. ali navadni lepi ¢eveljc je 15 do 60 cm visoka rastlina in pogosto
tvori manjSe skupine. Avtohtono raste od severne Evrope skozi srednjo Evropo v severno
Sredozemlje, kavkaske dezele in severno Azijo. Raste v delni senci hrastovih, bukovih
gozdov in grmicevja iglavcev ter leske, redko na polnem soncu v visokogorju. Vecinoma
uspeva v rahli, z apnencem bogati zemlji na apnencasti geoloski podlagi, do 2500 m
nadmorske visine (Cribb, 1997).

Korenika ali rizom je luskast, z nitastimi koreninami in se plazi skoraj vodoravno. Steblo je
okroglo, kratkodlakavo, pri dnu z rjavimi luskastimi listi. Nad njimi so trije do Stirje
dvoredno namesceni, elipti¢no-ovalni listi, ki obdajajo listno noznico, 6 do 18 cm dolgi in
3 do 9 cm Siroki. Listni robovi so pogosto zaviti navzgor, listne zile so vzporedne in na
listni povrsini tvorijo brazde (slika 1) (Hegi in sod., 1980; Cribb, 1997).

Na steblu sta eden do dva, redko trije cvetovi. Ovrs$ni list je elipti¢ne ali ovalne oblike, na
koncu priostren, 1 do 6 cm dolg. Cvetnemu peclju podobna plodnica je rahlo upognjena in
se ob dozorevanju izravna, dolga priblizno 3 cm, porasla s kratkimi dlac¢icami. Cvetovi so
sestavljeni iz Sestih cvetnih listov, ki so razvr§¢eni v dveh vretencih. Zunanje vreteno je iz
treh sepal, Kkjer sta spodnji dve sepali zrasli in tvorita sinsepal in treh petal, od katerih
najvecjemu srednjemu listu pravimo medena ustna ali labelum. Z izjemo medene ustne, Ki
je rumene barve z rdefimi pikami in Zilami na notranji strani, so ostali cvetni listi
kostanjevo rjave, redko zelene barve. Hrbtni (dorzalni) sepal je elipsasto podolgovate ali
ovalne oblike, na koncu priostren, 3,5 do 5 cm dolg in 1,5 do 2 cm S8irok, v¢asih rahlo
zavit. Sinsepal je elipsasto podolgovate ali suliaste oblike, 3,5 do 5 cm dolg in 1,5 do 1,8
cm S§irok, z dvema konicama na koncu in rahlo ukrivljen nazaj. Stranska petala sta
namescena priblizno pod kotom 45 °, enkrat do trikrat spiralno zavita, 3,5 do 6,5 cm dolga
in 0,5 do 0,7 cm Siroka, na koncu priostrena, pri osnovi na notranji strani obras¢ena.
Medena ustna je sijoca, trebuSasto napihnjena, 3 do 5,3 cm dolga in 2,5 do 3 cm S$iroka, rob
je gladek, zavit navznoter, na obeh straneh pri osnovi ima zavihek. Stebri¢ek je dolg
priblizni 1 cm, staminodij (sterilni praSnik) je na kratkem peclju, pri vrhu rahlo upognjen,
jajcast s sréasto osnovo, 1 do 1,2 cm dolg in 0,7 do 0,9 cm Sirok (slika 1 in 2) (Cribb,
1997).

Cveti od maja do junija. Plod je glavica (kapsula), ki skozi vzdolzne razpoke vsuje Stevilna
semena (Hegi in sod., 1980; Cribb, 1997; Ravnik, 2002).

Zivljenjska doba posamezne rastline je tudi preko 20 let, prvih nekaj let (6 - 10) Zivi
mikotrofno na radun simbiontskih gliv (Cugin, 2003).
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2.3 OPRASEVANIJE

Cvetovi rodu Cypripedium in ostalih pripadnikov poddruzine Cypripedioideae so
prepoznavni po svoji znacilni trebuSasti medeni ustni, ki spominja na coklo ali ¢eveljc
(slika 1, 2). Na vrhu medene ustne je velika odprtina z zavihanim robom, katera preprecuje
izhod zuzelki, ki vstopi v cvet (Ravnik, 2002). Edina mozna pot za izhod iz cveta vodi
mimo sterilnega prasnika (staminodij), ki ovira izhod skozi ustno in tvori dva manjSa
prehoda, na vsaki strani enega, mimo stebri¢ka (ginostemija, kolumna). ZuZelka najpre;
oplazi razsirjeno brazdo, na katero se prilepi pelod, ki ga zuzelka prinese iz prejSnjega
cveta. Ob enem brazda sluzi kot opora in omogoca, da Zuzelka upogne ustno ter si utre pot
mimo enega od prasnikov na prosto. Pri tem se na oprasevalca prilepi pelod, ki ga lahko
prenese na drug cvet (Cribb, 1997).

Slika 1: Rastlina lepega ¢eveljca: a - habitus; b - sepal; ¢ - petal; d - sinsepal; e - medena ustna; f - stebri¢ek
s spolnimi organi in sterilnim pras$nikom; g - sterilni prasnik; h - sterilni prasnik v pre¢nem prerezu; i -
prerez plodnice (Cribb, 1997)
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Samo cebele primerne velikosti se lahko skozi cvet prebijejo tako, da je opraSitev uspe$na.
Nilsson (1979) je odkril, da so najpogostejsi oprasevalci Zenski osebki vrste Andrena
haemorrhoa L. Vendar lahko tudi druge vrste uspesno oprasijo cvet (Cribb, 1997).

Notranjost medene ustne je zaradi lazjega prehoda Zzuzelk, predvsem pri osnovi, porasla z
dlac¢icami. Podaljsan sterilni prasnik lezi na zgornji strani stebricka, na spodnji strani se
nahaja lepljiva brazda, levo in desno nad brazdo pa se nahajata prasnika. Pri vecini vrst je
sterilni prasnik najbolj vpadljiv organ na stebricku (Cribb, 1997).

Slika 2: Cvet lepega Geveljca: a - odprtina v medeni ustni z zavihanim robom, skozi katero ZuZelka vstopi;
b - zavihan rob na koncu medene ustne prepreCuje izhod mimo brazde in prasnika; ¢ - sterilni prasnik;
d — prasnik; e - brazda; f - prasna vrecka, ki se nahaja na pras$niku; g - tuja pra$na vrecka po ro¢ni oprasitvi
prenesena na lepljivo brazdo

Z redkimi izjemami imajo kukavic¢evke le en aktiven in dva sterilna, neizrazita prasnika.
Ceveljci imajo dva aktivna prasnika in tretjega, ki je sterilen in tvori posebno strukturo
imenovano staminodij (Jevsnik, 2006). V obeh prasnicah nastaja lepljiv cvetni prah, s
prostimi pelodnimi zrni. V nasprotju s poddruzino Cypripedioideae imajo ostale
poddruzine pelodna zrna zdruZena v polinije. To so voskaste ali tudi roZenasto trde kepice
zlepljenih pelodnih zrn in kavdikulo, z lepljivo plos¢ico, s katero se prilepijo na ¢elo
oprasevalcev (De Wit, 1978; Ravnik, 2002).

Ugoden ¢as za umetno opraSitev rodu Cypripedium je $tiri dni po odprtju cveta. Taka
oprasitev ima nekaj prednosti, saj je koli¢ina peloda, ki ga nanesemo na brazdo veliko
vecja v primerjavi z naravno oprasitvijo (Camiel, 2002).
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2.4 OPLODITEV IN RAZVOJ SEMENA

Po uspesni oprasitvi se cvetni listi zacnejo susiti, saj je njihovo delo opravljeno. Pri¢ne se
debelitev plodnice, ki je do sedaj opravljala nalogo cvetnega peclja (Jevsnik, 2006).
Oprasitvi sledi oploditev, do katere pri vecini orhidej zmernega obmocja pride eden do dva
tedna po opraSitvi. Pri nekaterih drugih predstavnikih, predvsem rodu Cypripedium, lahko
od oprasitve do oploditve mine tudi 13 tednov (Veyret, 1974, cit. po Rasmussen, 1995).

Pri orhidejah se oploditev za¢ne 50 do 80 dni po oprasitvi, delitev zigote pa 2 do 30 dni za
tem (Arditti, 1992). Pri vecini vrst embriogeneza traja dva tedna (Rasmussen, 1995), do
ve¢jih razlik pa prihaja pri rodu Cypripedium (Light in MacConaill, 1990, cit. po
Rasmussen, 1995). Lucke (1982) navaja, da se oploditev semenske zasnove pri rodu
Cypripedium pojavi stiri tedne po oprasitvi. Razvoj embrija pa v petem tednu po oploditvi.

Ko pelodno zrno pade na brazdo pestica, se pri¢ne pocasna rast pelodne cevi, po vratu
pestica in v nekaj dneh doseze semensko zasnovo. Ena od spermalnih celic oplodi jaj¢no
celico v mikropilarnem delu notranjega intagumenta jajceca (Cribb, 1997). Druga
spermalna celica pri orhidejah ponavadi degenerira in se ne zdruZzi z jedrom, kar prepreci
rast sekundarnega endosperma (Arditti, 1992).

Podobno, kot pri nekaterih ostalih cvetnicah, se tudi pri orhidejah po oploditvi zigota
nepravilno deli na manjSo terminalno celico in ve¢jo bazalno celico. Ta delitev polarizira
embrijo na zgornji del, iz katerega se bo razvil poganjek in spodnji del, iz katerega se bo
razvila korenina (Pridgeon, 1999; Arditti, 1992). Oblikuje se kroglast embrij, ki je slabo
polariziran, sestavljena iz 8 do 200 slabo diferenciranih, bolj ali manj enakih celic (Arditti,
1992).

Obstaja vec¢ razli¢nih tipov oblikovanja embrija, kar je odvisno od vrste (Arditti, 1992).
Enega najbolj razvitih embrijev najdemo pri orhideji Bletilla striata, ki je zgrajen iz 734
celic (Veyret, 1974, cit. po Rasmussen, 1995).

Faza zorenja semena je v glavnem povezana s procesom dehidracije. Med razvojem
semena se zunanji integument znatno poveca in se skoraj popolnoma lo¢i od notranjega
integumenta, v kon¢ni fazi odmre in tvori testo. Testa je zgrajena iz odmrlih celic
zunanjega integumenta, napolnjena z zrakom in prekrita z lipidnim slojem. Notranji
integument se skoraj popolnoma absorbira. Ostane le tanka plast, ki se imenuje karapak, ki
je hidrofobna in §¢iti embrijo (Rasmussen, 1995). Edina odprtina v semenu je mikropila, s
katero je seme pritrjeno na plodnico (Cribb, 1997).

Testa pri rodu Cypripedium je brezbarvna 7 tednov po oploditvi, med 49 in 56 dnevom po
oploditvi se zane barva spreminjati. Po 8 tednu se testa obarva temno rjavo, v tej fazi
notranji integument okoli embrija tvori karapak (Lucke, 1982).
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2.5 SEME

Po koncanem razvoju semena plodnica dozori in tvori semensko glavico, ki vsebuje nekaj
tiso¢ semen (Jevsnik, 2006). Zrela semenska glavica se ponavadi odpre v suhem vremenu
in sprosti semena. Ta veter raznese tudi 5 - 10 km naokoli, kar jim omogoca njihova
majhnost in Stevil¢nost ter napolnjenost z zrakom. Semena nekaterih izjem, med katere
spada tudi Cypripedium calceolus, se $irijo s pomo¢jo vode. Semenska glavica se odpre le
ob deZju in sprosti semena v dezne kapljice (Bockel, 1972, cit. po Rasmussen, 1995). Pri
rodu Cypripedium se v vecini primerov semenska glavica odpre septembra ali oktobra
(Camiel, 2002).

Seme talnih orhidej je nekoliko veéje od semena tropskih orhidej. Pri talnih orhidejah, kot
so Ceveljei, seme vkljuéno s testo meri 0,07 do 0,4 mm v Sirino in 0,11 do 1,97 mm v
dolZino ter tehta priblizno 1 - 2 ug (Cribb, 1997; Harvais, 1974, cit. po Rasmussen, 1995).

Seme sestavlja testa, plast odmrlih celic, ki so napolnjene z zrakom in prekrite z lipidnim
slojem. V notranjosti teste se nahaja embrijo, ki je obdan s tanko hidrofobno plastjo
imenovano karapak, ki §¢iti embrijo (Rasmussen, 1995).

Kvaliteta semena je odvisna od $tevilnih dejavnikov med opraSitvijo in razvojem semena.
Pomemben je izvor in kvaliteta peloda. Slabsa kvaliteta semena je pogosto vzrok
samooprasitve ali slabih klimatskih razmer (Rasmussen, 1995). Na Stevilo kvalitetnih
semen vpliva tudi starost cveta v ¢asu oprasitve (Ballard, 1987).

Za seme orhidej je znacilno, da ne vsebuje hranilnega tkiva, kot je endosperm. Minimalne
koli¢ine hranil v semenu se nahajajo v celicah embrija, kjer so shranjena v obliki lipidov in
proteinskih teles, redko v obliki $krobnih zrn ali glukoproteinskih teles (Richardson in
sod., 1992; Rasmussen, 1995). Seme oz. embrijo ne vsebuje kli¢nega lista (kotiledona), z
izjemo nekaj redkih vrst.

2.6 MIKORIZA PRI ORHIDEJAH

Mikoriza je sozitje ali simbioza rastlinskih korenin in gliv. Mikorizne glive tvorijo v tleh
omrezje nitastih hif, ki tvorijo micelij. Delimo jo na dva osnovna tipa. Ektotrofno mikorizo
(ektomikoriza), kjer se gliva naseli na povrSini korenin in prodre samo v intercelurarje in
endotrofno mikorizo (endomikoriza), kjer hife glive prodrejo v notranjost koreninskih celic
gostitelja (Sinkovic, 2000).

Sozitje, kjer rastlina za svojo energijsko oskrbo potrebuje glivo je mikotrofija. Ko sejancek
razvije liste in se lahko fotosinteza pricne, se odvisnost od glive delno zmanjsa
(Rasmussen, 1995).
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Mikotrofija orhidejam omogoca, da naseljujejo in tolerirajo ekstremne razmere kot so:
senCna mesta, poletna susa, revna tla, tla s slabo dostopnostjo hranil, zaradi visokega ali
nizkega pH (Rasmussen, 1995).

Vse orhideje imajo v svojem razvojnem krogu obdobje, v katerem so fotosintetsko
neaktivne in zato popolnoma odvisne od mikorize (Smith in Read, 1997). V velini
primerov je odvisnost orhidej od mikorize omejena na zgodnje faze razvoja (protokorm,
sejancek), saj seme vsebuje zelo malo hranil. To so manjse koli¢ine visoko energetskih
proteinov in lipidov, zelo malo pa je sladkorjev. Semena nekaterih vrst vsebujejo tudi
manjSe koli¢ine Skrobnih zrn (Richardson in sod., 1992). Zaradi pomanjkanja encimov
seme orhidej ni sposobno izkoristiti lastnih zalog hranil (lipidov, proteinov in
polisaharidov) in je za uspesno kalitev v naravi potrebna mikorizna gliva (Manning in Van
Staden, 1987, cit. po Rasmussen, 1995).

Mikorizne glive semenu sintetizirajo hranila, predvsem ogljikove hidrate, potrebne za
razvoj. Znano je, da vecina semen orhidej ne bo kalila, ¢e ne bo prisotne ustrezne glive. To
je bil v zgodnjih letih 20 stoletja eden glavnih problemov masovne proizvodnje orhidej.
Danes je znano, da lahko orhideje razmnozujemo asimbiotsko, brez prisotnosti glive, ¢e
£0ji8¢u dodamo vir ogljikovih hidratov (Smith in Read, 1997).

Odvisnost od mikorize se lahko pojavi tudi v zgodnjih fazah dormance, konec rastnega
cikla, ko rastlina ostane brez zelenih delov (Rasmussen, 1995).

Nekatere vrste kukavicevk so zaradi evolucijske izgube klorofila popolnoma odvisne od
mikotrofije. Takih naj bi bilo pribliZzno 200 vrst (Smith in Read, 1997). Ena med njimi je
navadna splavka (Limodorum abortivum), ki raste tudi v Sloveniji (Stergarsek, 2008).

Vecina mikoriznih gliv, ki so kompatibilne z orhidejami pripada rodu Rhizoctonia
(Rasmussen, 1995).

Za razliko od ostalih vrst mikorize, Kjer rastline glivi zagotavljajo ogljikove hidrate in
druge organske snovi, gliva pa v zameno oskrbuje rastlino z minerali, je pri orhidejski
mikorizi, v zgodnjih fazah razvoja in v¢asih v zgodnjih fazah dormance odrasle rastline,
oskrba orhideje v celoti odvisna od mikoriznih gliv. Gliva oskrbuje rastlino tako z minerali
kot ogljikovimi hidrati (Rasmussen, 1995).

2.6.1 Vzpostavitev mikorize ob kalitvi kukavi¢nic

Okuzba semena orhidej nastane po tem, ko embrijo sprejme vodo, nabrekne in pretrga
testo (Carlile in Watkinson, 1994). Pojavijo se rizoidi, katere prerastejo hife glive in
prodrejo v celice embrija. Ker embrijo vsebuje malo celic se gliva hitro razraste.

V vecini primerov gliva okuzi seme preko suspenzorja in rizoidov, ki se razvijajo za
nadaljnjo okuzbo (Mukerji in sod., 2002). Rasmussen (1995) domneva, da lahko okuzba
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nastane tudi direktno preko epidermalnih celic, saj so rizoidi le njihovi enostavni podaljski.
Sirjenje glive iz protokorma na korenine ni direktno. Korenine se okuZijo logeno, iz
substrata, preko koreninskih laskov ali celic velamna (Mukerji in sod., 2002).

Hife v celicah tvorijo zapredke imenovane pelotoni, ki mo¢no poveéajo izmenjalno
povrsino med orhidejo in glivo (Smith in Read, 1997). Tako hife kot tudi pelotoni imajo
kratko zivljenjsko dobo, le nekaj dni. Nato se degenerirajo in postanejo dostopni celicam
orhidej (Werner, 1992).

Uspesna okuzba se odraza v nadaljnjem razvoju protokorma. Gliva lahko ostane edini vir
hranil v prvih letih razvoja (Deacon, 1997). Vecina vrst med razvojem postane avtotrofnih
in tako manj odvisna od mikorize. Mnogo jih ohrani mikorizni sistem in si tako zagotavlja
dodatni vir dusika in fosforja (Smith in Read, 1997).

2.7 KALITEV SEMENA

2.7.1 Nabrekanje in kalitev semena

Za pricetek kalitve zrelega semena je potrebno odpraviti ovire, ki preprecujejo kalitev. V
naravi za to poskrbijo naravni procesi, npr. nizke temperature, mehanski stres, ipd. v
zemlji. Pri gojenju in vitro pa to doseZzemo z razkuzevanjem semena. Omehcana in
pretrgana testa omogoci, da embrijo lahko sprejme vodo in nabrekne. V nabreklem embriju
se pri¢ne mitotska delitev meristemskih celic. Meristem se poveca in tvori protokorm ter se
diferencira (Rasmussen, 1995).

Pri orhidejah ima zrel embrij nediferencirano tkivo, ki se Sele po kalitvi diferencira na
suspenzorski in kalazni del. Suspenzorski del embrija se diferencira tako, da se iz njega
razvije mikotrofno tkivo, iz kaloznega dela pa se tvori meristemsko tkivo (Rasmussen,
1995).

V fazi nabrekanja embrija se proteini hidrolizirajo in hranila se sprostijo. Poteka razgradnja
lipidov, ki zahteva ve¢jo metaboli¢no aktivnost in predvsem v in vitro razmerah dodatni vir
energije v obliki saharoze. Lipoliza je eden najpomembnejsih procesov pri kalitvi semena
orhidej (Manning in Van Staden, 1987, cit. po Rasmussen, 1995).

2.7.2 Kalitev v naravi

V naravi vecina semen orhidej zmernega pasu kali spomladi ali pozno jeseni. To si lahko
razlagamo z dejstvom, da je aktivnost gliv najvecja v jeseni, ko je na razpolago velika koli¢ina
odmrle biomase, ki je idealno okolje za kalitev semen (Rasmussen, 1995). C. calceolus v
naravi domnevno kali spomladi. Majhne protokorme so opazili tudi v decembru (Cribb,
1997).
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2.8 RAZVOJ SEJANCKOV

Ker se mlade rastline teresti¢nih orhidej nahajajo v zemlji je malo znanega o poteku njihovega
zgodnjega razvoja. Razvoj in vitro pa se lahko razlikuje od razvoja v naravi (Rasmussen,
1995).

Protokormi se monopodialno razvijajo in tvorijo mikorizome, ki se kasneje razvijejo v
podzemne organe, rizome ali gomolje. Cypripedium spp. v zemlji tvori rizome, nekatere
druge vrste teresti¢nih orhidej pa lahko tvorijo koreninske gomolje razli¢nih oblik. Dolzina
razvoja podzemnih razvojnih faz je odvisna od razli¢nih dejavnikov: globine na Kkateri
seme Kkali, vlage v tleh, vsebnosti humusa, okoljskih dejavnikov in genetskih lastnosti
semena. Kljub temu, da se protokormi nahajajo v tleh so obarvani zeleno. PovrSina je
ponavadi prerasla z rizoidi ali pa je celo gladka (Rasmussen, 1995). Pri rodu Cypripedium so
protokormi na vrhu zaobljeni in prerasli z nekaj rizoidi (Cribb, 1997).

Faza protokorma traja od kalitve pa do takrat, dokler se ne razvije apikalni poganjek s
primordialnim listom brez korenine.

Faza mikorizoma se zacne s podaljSevanjem apikalnega meristema in razvojem prve
korenine. Ta faza je pricetek razvoja rizoma, ki je eden najmocneje okuzenih rastlinskih
delov z glivo. Ko se rizom razvije, se funkcija mikotropije prenese z rizoma na korenine.

S poskusi na prostem je ugotovljeno, da lahko kalece seme Ze naslednjo pomlad razvije
majhen list. Vendar je bilo potrjeno, da prvi zelen list pogosto ne mora opravljati
fotosinteze in je mikoriza nujno potrebna (Rasmussen, 1995).

Korenine teresti¢nih orhidej so ponavadi tanke, mesnate, krhke in nerazvejane. Prvo jesen
po kalitvi se pojavi prva korenina, ki z rastjo nadaljuje Se v zimo in pomlad. Prva korenina
na protokormu je obraS¢ena z rizoidi in sestavljena iz ve¢jega deleza floema. Naslednje
leto rizom raste v dolzino in v jeseni tvori nove korenine, ki so manj specializirane za
mikorizo. Rizom, ki je do sedaj rasel geotropicno, raste navzgor in v tretji pomladi razvije
velik listni popek. Do tretje jeseni se na niZjih internodijih razvije Se ena ali ve¢ korenin.

Za prekinitev dormance in razvoj nadzemnih delov je pri Cypripedium spp. in nekaterih
drugih vrstah teresti¢nih orhidej nujno potrebno obdobje nizkih temperatur.

Pri odrasli rastlini C. calceolus se poganjek za naslednjo sezono diferencira med poletjem
in vsebuje zasnove listov in cveta. Novi segmenti rizoma se razvijejo preden se cvetenje
konca, nove korenine pa se pojavijo priblizno dva tedna pozneje in pred zacetkom zime
dosezejo kon¢no dolzino. Listje odmre v septembru in oktobru in rastlina preide v
dormantno stanje (Rasmussen, 1995).

Velikost sejancka in trajanje hladne periode v prvi zimi po kalitvi dolo¢a prehod iz faze
mikorizoma v fazo sejanCka. Kombinacija teh dveh dejavnikov pogojuje prekinitev
dormance listnega poganjka.
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2.9 RAZMNOZEVANIJE TERESTICNIH ORHIDEJ]

2.9.1 Simbiotsko razmnoZevanje in vitro

RazmnoZevanje teresti¢nih orhidej iz semena je Se vedno najbolj ucinkovito (Stewart in
Kane, 2006). Simbiotsko razmnozevanje je zapleten proces, saj je potrebno glivo poiskati,
identificirati, izvesti test kompatibilnosti in namnoziti preden jo lahko uporabimo. Ker je
glive v tleh tezko izslediti, so pogosto izolirane iz korenin odraslih rastlin, ki gostijo
razli¢ne vrste (Zettler, 1997). Dozorela semena povrsinsko steriliziramo in inokuliramo na
primerno gojis¢e, kamor dodamo tudi izolirano glivo. Gliva embriju in kasneje mladi
rastlini, zagotavlja vsa potrebna hranila za razvoj (George, 1993). Vecina kalecih semen
teresti¢nih vrst je zelo obcutljivih na svetlobo, zato se v prvih mesecih razvoja priporo¢ajo
popolno temo (Rasmussen, 1995).

Z uporabo ustreznih gliv, pri simbiotskem razmnozevanju orhidej in vitro, lahko dosezemo
boljSo kalitev semen in hitrejSi nadaljnji razvoj kot pri asimbiotskem razmnozevanju
(George, 1993; Johnson in sod., 2007).

2.9.2 Asimbiotsko razmnoZevanje in vitro

Lewis Knudson je leta 1922, na podlagi predhodnih raziskav ugotovil, da prisotnost glive
ni pogoj za kalitev semen orhidej, ampak so pomembni produkti njene presnove (Kauth,
2005). Tako so se skozi leta razvila Stevilna gojis¢a, ki omogocajo asimbiotsko kalitev.
Gojisca so prilagojena posameznim rastlinskim vrstam in vsebujejo vse elemente, ki jih
embrijo potrebuje za svoj razvoj (George, 1993). Asimbiotski nacin razmnozevanja orhidej
in vitro je danes v proizvodnji mo¢no razsirjen predvsem zaradi svoje prikladnosti in nizje
cene.

2.9.3 Dormanca semena

Pogosto lahko slabo kalitev, fiziolosko zrelega semena teresticnih orhidej v in vitro
razmerah, poveZemo tudi z dormantnostjo semena. Iz do sedaj znanih raziskav poznamo
nekaj tipov dormance, ki so tako eksogenega kot tudi endogenega izvora (Rasmussen,
1995). V naravi mehcanje teste povzro¢i voda in mikroorganizmi, kar omogoci kalitev.
Nadaljnji razvoj sprozi in omogoc¢a simbiotska gliva. Pri in vitro asimbiotskem
razmnozevanju z razlicnimi procesi nadomeS€amo naravo in prisotnost glive. Za to
uporabljamo razli¢ne postopke, ki povecajo delez kalivih semen. Pred inokulacijo semena
na gojisce ali tik po njej je potrebno seme izpostaviti razlicnim kemi¢nim, mehanskim ali
temperaturnim procesom.

2.9.3.1 Prekinitev dormance s stratifikacijo

Vzrok za stratifikacijo je potrebno iskati v mehanizmih, ki uravnavajo rast in pocitek v
semenu. Pri vecini rastlin zmernega pasu so se razvile zahteve, da mora seme dolo¢en cas
pred zacetkom kalitve preziveti v zemlji in hladu. Med stratifikacijo se zniza koncentracija
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hormona abscizinske kisline (ABA), ki se nahaja v semenu in zavira kalitev. Zlasti proti
koncu stratifikacije se zaCne povecevati koncentracija giberelinov in citokininov, ki
omogocajo prehod iz latentnega stanja v kalitev (Smole in Crnko, 2000).

Za vecino teresti¢nih orhidej je znano, da njihovo seme v naravi kali spomladi. Preko zime
se testa omehca, razgradijo se kemicne snovi, ki zavirajo rast in pri¢nejo se fizioloske
spremembe v embriju.

Dobri rezultati stratifikacije so se pokazali pri nekaterih vrstah teresti¢nih orhidej, ki tezje
kalijo. Seme so po inokulaciji izpostavili temperaturi 5 °C, za obdobje 3 - 5 mesecev.
Dosezeni so bili boljsi rezultati kot pri semenu, Ki se je razvijalo pri sobni temperaturi.
Najlazji nacin stratifikacije za ve¢ino vrst je shranjevanje semena pri temperaturi okoli
5 °C, za najmanj dva meseca pred inokulacijo na gojiSce. Stratifikacija semena ni nujna,
vendar lahko zelo skrajsa ¢as in izboljsa kalitev (Rasmussen, 1995).

2.9.3.2 Skarifikacija in sterilizacija

Z razli¢nimi kemi¢nimi snovmi ne doseZemo le prekinitve dormance zrelega semena, z
mehcéanjem teste, ampak seme tudi povrSinsko steriliziramo. Najpogosteje se uporabljajo
hipokloridi, ki so oksidativni reagenti in mo¢no kisli v raztopini. V dosedanjih raziskavah
sta se za razkuzevanje in skarifikacijo semena najbolje izkazala raztopina kalcijevega
hipoklorida (Ca(OCI),) in natrijevega hipoklorida (NaOCI) v koncentraciji 0,2 % do 0,5 %
(Malmgren, 1993, cit. po Rasmussen, 1995). Cas, ki je potreben za sterilizacijo je krajsi od
Casa potrebnega za skarifikacijo. Hipokloridi so hlapljivi, zato raztopino uporabimo ¢im
prej. Ucinkovitost raztopine je slabsa, ¢e v majhnem volumnu razkuzujemo vecjo koli¢ino
semena.

Uporaba alkohola omogoca le povrSinsko sterilizacijo in ne poveca kalivosti. Vodikov
peroksid (H,O;) pri ucinkovitih koncentracijah pogosto povzro¢a posSkodbe semenske
zasnove. Dobri rezultati so bili dosezeni tudi pri uporabi natrijevega hidroksida (NaOH).
Domneva se, da je za izboljSanje kalivosti bolj pomemben nizek pH raztopine, kot pa
oksidativni efekt (Rasmussen, 1995).

V nekaterih primerih za odpravo inhibitorjev zadostuje le nekaj minutno tretiranje semena
z 2 do 4 % zvepleno kislino (H,SO,), pred sterilizacijo z raztopino hipoklorida (Cribb,
1997).

Za mehcanje teste je mozno, ob predhodni sterilizaciji semena, uporabiti tudi encime, ki
testo razgradijo. Celotno testo lahko uspesno odstranimo mehanicno, z uporabo ultrazvoka
(Linden, 1992, cit. po Rasmussen, 1995).
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2.9.4 Metoda zelene semenske glavice

Metoda zelene semenske glavice ali kultura embrija je prinesla Stevilne prednosti. Metoda
je veliko laZja, zanesljivejSa in zagotavlja visok odstotek kalivosti. Slabost metode je to, da
Cas potreben za razvoj pri posameznih vrstah orhidej in znotraj samih vrst Se ni popolnoma
raziskan. Tako je semenska glavica od mati¢ne rastline pogosto odstranjena prezgodaj in
embrijo 3¢ ni dovolj razvit. Cas dozorevanja je zelo pomemben in je odvisen od rastlinske
vrste ter podnebnih in okoljskih dejavnikov (Rasmussen, 1995; Hicks, 2000).

Najprimernejsi ¢as za odstranitev semenske glavice je preden se testa popolnoma razvije.
Na podlagi raziskav je najprimernejSi Cas za odstranitev semenske glavice pri rodu
Cypripedium med 42. in 60. dnem po oprasitvi, kar je 14 do 32 dni po oploditvi. Oploditev
se pojavi priblizno $tiri tedne po oprasitvi. Seme dozori med 85. in 110. dnem po oprasitvi
(Rasmussen, 1995).

Rasmussen (1995) je zbral podatke razli¢nih raziskav, o optimalnem ¢asu sejanja semena
po oprasitvi pri kulturi embrija za rod Cypripedium.

C. acaule 60 dni (Withner, 1953),

C. calceolus 42 dni (Lucke, 1982), 49-53 dni (Malmgren, 1989) ali 40 dni (Wagner in
Hansel, 1994)

C. candidum 42 dni (Pauw in Remphrey, 1993),

C. parviflorum var. parviflorum 56 dni (Pauw in Remphrey, 1993),

C. parviflorum var. pubescens 49 dni (Light, 1989) ali 60 dni (Withner, 1959),

C. reginae 42 dni (Lucke, 1978; Friosch 1985), 56 dni (Pauw in Remphrey, 1993) ali 60
dni (Withner, 1959).

Ce je semenska glavica odtrgana in semena inokulirana preden se testa popolnoma razvije
in postane nepropustna za vodo, bo seme hitro nabreklo. Ker seme Se ni razvilo
mehanizmov dormance, ni potrebno uporabiti procesov za prekinitev le te (Cribb, 1997).

2.9.5 Nadaljnji razvoj sejanckov in vitro

Po setvi kulturo hranimo v temnem prostoru, dokler se ne pojavi listni primordij. Vecina
vrst najbolje kali pri temperaturi 22 do 25 °C, nekatere kot je C. calceolus pa pri
temperaturah nizjih od 20 °C. Semena lahko kalijo Sele po nekaj mesecih, nadaljnji razvoj
pa lahko poteka zelo neusklajeno (Rasmussen, 1995). Pri C. calceolus semena kalijo po 2
do 4 tednih. Na vsake 2 do 4 mesece je potrebno prestaviti protokorme na sveze gojisce.
Sedem mesecev po setvi se priénejo razvijati prvi rizomi in korenine. Kmalu zatem se
pojavi tudi majhen list, ki na svetlobi ozeleni. V tem casu kulturo prenesemo na svetlo
mesto, kjer je temperatura 15 do 18 °C. Ko se apikalni brst dovolj razvije je potrebno
znizanje temperature, ki omogoc¢i organogenezo. Ugotovljeno je bilo, da je obdobje nizkih
temperatur potrebno razdeliti na dva dela. Prvo obdobje pri 10 °C, dva meseca po pojavu
apikalnega poganjka, ki pospeSuje razvoj korenin. In drugo obdobje treh mesecev pri 2 °C,
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po katerem se razvije funkcionalni list (Malmgren, 1989; Cribb, 1997, cit. po Rasmussen,
1995).

V pozni pomladi lahko ustrezno razvite sejancke posadimo v substrat in pocasi
prilagodimo na ex vitro razmere. Imeti morajo primerno razvite korenine, daljSe od 1 cm
(Malmgren, 1993, cit. po Rasmussen, 1995).

2.9.6 Mikropropagacija

Razmnozevanje vecine tropskih orhidej z izsecki, razli¢nih tkiv in organov, v in vitro
razmerah je danes dobro razvita tehnika. Nekaj poskusov je bilo narejenih tudi pri
teresti¢nih orhidejah zmernega podroc¢ja. Predvsem z namenom ohranjanja vrst in ne
masovne trzne proizvodnje (Arditti, 1992).

Znanih je nekaj uspeSnih poskusov razmnozevanja nekaterih vrst teresticnih orhide;.
Vendar ni veliko objav o mikropropagaciji pri rodu Cypripedium. Kacar (2000) navaja
probleme okuzenosti pri razmnozevanju z nodiji in internodiji cvetnega stebla lepega
¢eveljca. Prihajalo je do izdolZevanja aksialnih brstov, vendar do nadaljnjega razvoja ni
prislo.

2.10 GOIJISCE

V mnogih raziskavah je bilo ugotovljeno, da so tradicionalna gojis¢a za tkivne kulture
preve¢ koncentrirana za gojenje orhidej, Se posebno orhidej zmernega pasu. Zato se
predlaga 2 do 10 kratno red¢enje hranilnih raztopin. Vecina gojis¢, ki se danes uporablja za
asimbiotsko razmnozevanje orhidej zmernega pasu je bilo razvitih iz gojiS¢ za gojenje
tropskih orhidej. Vsebujejo niZje koncentracije anorganskih soli in vec¢ji delez organskih
komponent. Dodatki organskih komponent, kot so vitamini, rastni regulatorji in
aminokisline, naj bi nadomescali odsotnost simbiotske glive (Rasmussen, 1995).

Potrebe po hranilih, v ¢asu kalitve in nadaljnjim razvojem, se mocno razlikujejo med

.....

posamezne vrste orhidej (Rasmussen, 1995).
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3 MATERIAL IN METODE DELA

V poskus asimbiotske kalitve smo vkljucili semena navadnega lepega Ceveljca,
Cypripedium caleceolus L. (slika 1 in priloga B1). Poskus smo razdelili na dva dela. V
prvem delu smo postopno sejali oz. inokulirali na gojisée razli¢no zrelo seme po metodi
zelene semenske glavice, Ki je znana tudi pod imenom kultura embrija. V drugem delu smo
inokulirali suha, fizioloSko zrela semena, nabrana v teko¢em letu oz. v sedmih predhodnih
letih (preglednica 6A in a).

3.1 FIZIOLOSKO NEZRELO SEME - ZELENA SEMENSKA GLAVICA

Prvi del poskusa smo zasnovali maja in junija 2008, ko so rastline zacvetele. Dve rastlini
sta bili iz lastne zbirke, iz okolice Ljubljane. Ostale rastline smo nasli v bukovem gozdu na
Ljubelju (preglednica 1). Na podlagi opazovanja v predhodnem letu, ko na rastlinah nismo
nasli nobene semenske glavice, smo se odlo¢ili, da cvetove oprasimo roc¢no.

Na rastlinah iz domace zbirke smo 17.5.2008, 5 dni po odprtju cvetov, navzkrizno oprasili
4 cvetove. Rastline na Ljubelju so zacvetele nekoliko pozneje, 4.6.2008 in oprasili smo 20
cvetov, priblizno 5 - 7 dni po odprtju (preglednica 1). Za vsako oprasevanje smo nabrali
pelod, ga lo¢eno shranili in nato navzkrizno oprasili cvetove (priloga B2 in B3). Po 14
dneh smo preverili uspesnost oprasitve in oploditve.

Semenske glavice smo pobirali med 35. in 64. dnem po oprasitvi, v razmaku 4 do 5 dni.
Semenske zasnove smo isti ali v naslednjih 20 dneh inokulirali na pripravljena gojisca v
dveh ponovitvah (preglednica 1 in priloga A). Semenske glavice smo pred inokulacijo
semen na gojisce, hranili v hladilniku pri temperaturi 5 - 8 °C.

Preglednica 1: Oznaka semenskih glavic nastalih po kriZzanju lepega Ceveljca in vkljucenih v poskus zelene
semenske glavice

Lokacija Datum Datum Stevilo dni Datum Stevilo dni od Oznaka
oprasitve | pobiranja | po oprasitvi| inokuliranja | pobiranja do semenskih

na gojisce inokulacije glavic
Ljubelj 4.6.2008 8.7.2008 35 15.7.2008 7 1
Ljubljana |17.5.2008 |26.6.2008 40 15.7.2008 20 2
Ljubelj 4.6.2008 13.7.2008 40 15.7.2008 2 3
Ljubelj 4.6.2008 18.7.2008 45 21.7.2008 3 4
Ljubljana |17.5.2008 |1.7.2008 45 15.7.2008 14 5
Ljubelj 4.6.2008 23.7.2008 50 28.7.2008 5 6
Ljubelj 4.6.2008 27.7.2008 54 28.7.2008 1 7
Ljubelj 4.6.2008 3.8.2008 60 4.8.2008 1 8
Ljubelj 4.6.2008 7.8.2008 64 7.8.2008 0 9
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3.2 POSKUS Z ZRELIMI SEMENI

V drugem delu poskusa, 14.10.2008 smo uporabili fiziolosko zrela semena nabrana med
letom 2000 in 2008, z izjemo leta 2004, v katerem semena nismo nasli. Ve¢ino semena
smo dobili v Botani¢nem vrtu v Ljubljani, kjer hranijo semena iz cele Slovenije. Seme iz
leta 2006 nam je podaril ljubiteljski gojitelj teresticnih orhidej iz Nemcije. Semena
tekoCega leta pa smo nabrali na Ljubelju 12.9.2008, ko so kapsule popolnoma dozorele in
pocile po Sivih (priloga BS). Vsa semena razen semen iz leta 2002, 2003 in 2007, ki jih je
bilo premalo, smo inokulirali v dveh ponovitvah (preglednica 2 in priloga A).

Preglednica 2: Oznaka fiziolo§ko zrelih semen lepega ¢eveljca vkljucenih v poskus z zrelimi semeni

Leto pridelka Izvor
in oznaka

2000 Botani¢ni vrt
2001 Botani¢ni vrt
2002 Botanic¢ni vrt
2003 Botani¢ni vrt
2005 Botani¢ni vrt
2006 Nemcija
2007 Botanic¢ni vrt
2008 Ljubelj

3.3 PRIPRAVA GOJISCA

Uporabili smo komercialno gojisée Sigma P6668 (Phytamax™ Orchids Maintenance
Madium) v polni (27,3 g/L) in polovi¢ni (13,65 g/L) koncentraciji ter gojiSce na osnovi
organskih komponent, ki ga je leta 1996 zasnoval Svante Malmgren (Hicks, 2000). Kot
strjevalec gojis¢a smo uporabili agar (8 g/L) in Gellan gum® (2,6 g/L) ( preglednica 3).

Gojis¢e P6668 smo zatehtali in stresli v bidestilirano vodo ter raztopino raztopili s
pomocjo magnetnega meSalnika ter umerili do 1L z merilno bucko. S pH metrom smo
izmerili pH 5,16 in ga uravnali na Zeleno vrednost 5,5 z dodajanjem 1N KOH. Gojis¢e smo
z bucko razdelili na dva dela po 0,5 L ter prelili v pollitrske steklenice za avtoklaviranje, v
katere smo predhodno dodali agar ali Gellan gum®.

Gojis¢e Malmgren na osnovi organskih komponent smo pripravili tako, da smo zatehtali
makroelemente, saharozo, aktivno oglje, jih stresli v bidestilirano vodo in raztopino
raztopili s pomoc¢jo magnetnega mesalnika ter umerili do 1L z merilno bucko, izmerili pH
6,23 in ga uravnali z dodajanjem 1N HCl na zeleno vrednost pH 5,5. S pomo¢jo bucke smo
gojis¢e razdelili na dva dela in prelili v steklenici za avtoklaviranje, v kateri smo
predhodno dodali agar ali Gellan gum®. V vsako od steklenic smo kot kompleks organskih
snovi dodali 2 cm? sesekljanega olupljenega krompirja. Po kon¢anem avtoklaviranju pred
razlivanjem gojiSca v petrijevke smo preko membranskega filtra, ki omogoca sterilizacijo v
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vsako steklenico, dodali Se 2,5 ml raztopine Vaminolac(t). Sestavlja jo 18 razli¢nih
aminokislin in sluzi kot vir organskega dusika.

Preglednica 3: Sestava gojis¢ uporabljenih za kalitev ter rast in razvoj lepega Geveljca

Sestavine - Gojie
S [ S W M

Makroelementi (mg/l)

NH;NO; 825 4125

CaCl;, x 2H,0 166 0,83

Caz(PO,), 75000

KNO; 950 475

KH,PO, 85 42,5 75000

MgSO, 90,35 45,175 75000

Mikroelementi (mg/l)

EDTA, NayFe 37,3 18,65

FeSO,4 x 7H,0 27,85 13,925

MnSO4 x H,O 8,45 4,225

ZnSO,4 x 7TH,0 53 2,65

H3BO; 3,1 1,55

CoCly x 6H,0 0,0125 0,00625

CuSO,4 x5H,0 0,0125 0,00625

Na,MoO, x 2H,0 0,125 0,0625

KJ 0,415 0,2075

Organske snovi in vitamini (mg/l)

Inositol 100 50

Vaminolac(t)* 5

Pepton 2000 1000

MES (pufer) 1000 500

Aktivno oglje 2000 1000 5000

Nikotinska kislina 1 0,5

Piridoksin 1 0,5

Tiamin 10 5

Ogljikov hidrat (mg/l)

Saharoza | 20000 | 10000 | 10000

Dodatek (cm®)

Krompir ‘ ’ ‘ 4

*Vaminolac(t) je raztopina aminokislin za intravensko uporabo v zdravstvu. Vsebuje 18 esencialnih in
neesencialnih aminokislin potrebnih za sintezo telesnih proteinov (L - alanin 6,3 g¢/l, L - arginin 4,1 g/l,
L - asparaginska kislina 4,1 g/l, L - cistin in cistein 1,0 g/l, L - glutaminska kislina 7,1 g/l, Glicin 2,1 g/l,
L — histidin 2,1 g/, L —izolevcin 3,1 g/l, L - levcin 7,0 g/l, L - lizinijev klorid 5,6 g/l, L - metionin 1,3 g/I,
L -fenilalanin 2,7 g/l, L - prolin 5,6 g/I, L - serin 3,8 g/l, L - treonin 3,6 g/l, L - triptofan 1,4 g/l, Taurin 0,3
g/l, L - tirozin 0,5 g/, L - valin 3,6 g/l).
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Gojis¢a smo oznacili glede na proizvajalca, koncentracijo hranil in dodan strjevalec
(preglednica 4).

Preglednica 4: Oznaka gojis¢a glede na proizvajalca, koncentracijo hranil in dodanega strjevalca za kalitev
ter rast in razvoj lepega Ceveljca

Gojisce Strjevalec Oznaka gojisca
P6668 Agar SA

Gellan gum® SP
P6668 2 Agar S A

Gellan gum® SY%P
Malmgren Agar MA

Gellan gum® MP

Gojis¢a smo avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in tlaku 1,1 bar. Ko se je gojiS¢e nekoliko
ohladilo smo ga v brezprasni komori prelili v sterilne plasti¢ne petrijevke velikosti 90 x 15
mm. Petrijevke z gojis¢em smo pred uporabo oz. inokulacijo semena zascitene s folijo
hranili v hladilniku.

3.4 RAZKUZEVANIJE SEMENSKIH GLAVIC

Semenske glavice smo povrSinsko razkuZzili z dikloroizocianurno kislino natrijeve soli
(C3CIN3O3Na). Pred razkuZzevanjem smo s semenske glavice odstranili posuSene cvetne
liste in ostanke kolumna. V 100 ml erlenmajerici smo pripravili 2 % raztopino
dikloroizocianurne kisline in dodali 3 kapljice mocila Tween 20, za boljSo omocljivost.
Semenske glavice smo razkuzevali 10 minut z meSanjem. Po razkuZevanju smo jih 3 krat
sprali z avtoklavirano bidestilirano vodo in jih prestavili v sterilne petrijevke. S pomocjo
sterilnega skalpela in pincete smo odrezali oba konca semenske glavice in jo po dolZini
prerezali na pol (priloga C1 in C2). Semena smo pri manj razvitih semenskih glavicah
izrezali s pomocjo skalpela, pri bolj razvitih glavicah smo seme enostavno potresli na
pripravljena gojisca (priloga C3 in C4).

3.5 RAZKUZEVANIJE SEMENA

Za povrSinsko razkuzevanje semena smo uporabili prav tako kot za razkuzevanje
semenskih glavic 2 % dikloroizocianorno kislino z dodatkom 3 kapljic moc¢ila Tween 20.

Seme smo s pinceto prenesli v mikrocentrifugirko (priloga C5), dodali 0,8 ml razkuzevalne
raztopine in sterilizirali 8 minut. Med tem smo vsebino mikrocentrifugirk nekajkrat
pretresali zaradi boljSega razkuZevanja. Nato smo postopek razkuzevanja za 2 minuti
nadaljevali v centrifugi (Beckman J2-HS) pri 7000 obratih/min in 4 °C. S centrifugiranjem
smo razkuZevalno raztopino locili od semena in skuSali zmehcati oz. poSkodovati testo.
Spiranje semena smo izvedli tako, da smo z mikropipeto odpipitirali razkuzevalno
raztopino in dodali avtoklavirano bidestilirano vodo ter centrifugirali 2 minuti pri istih
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pogojih. Postopek spiranja smo ponovili trikrat. Po zadnjem centrifugiranju smo tekocino
ponovno odpipetirali in dodali avtoklavirano bidestilirano vodo. Nato smo semena z
mikropipeto inokulirali na gojis¢a in ga z ukrivljeno sterilno palcko porazdelili po povrsini
g0jis¢ v petrijevkah (priloga C6).

V obeh primerih smo razkuzevanje opravili v brezprasni komori, kjer je zagotovljeno
sterilno okolje. Orodje, ki smo ga uporabili je bilo pred uporabo sterilizirano v suhem
sterilizatorju. Semena smo na gojis¢e nanaSali v dveh ponovitvah. Izjema so bila suha
semena iz leta 2002, 2003 in 2007, kjer je bilo semena premalo in smo jih na gojisce
nanesli brez ponovitve.

3.6 RASTNE RAZMERE

S parafilmom zaScCitene petrijevke smo zlozili v Skatle s pokrovom ali pa smo jih zavili v
alu-folijo, tako smo ves ¢as poskusa zagotavljali konstantno temo. Nato smo jih postavili v
rastno komoro, Kjer je bila temperatura vseskozi 24 + 1 °C.

3.6 SUBKULTIVACIJA

Prvo subkultivacijo smo opravili 13.1.2008, 178 dni po prvi inokulaciji semenskih zasnov
na gojisce. Odbrali smo pertijevke, v katerih je bila zaradi velikega Stevila sejanckov
gneca. Iz odbranih petrijevk smo na enako sveze gojis¢e prestavili sejancke, ki so imeli
vsaj dve korenini (morfoloska faza 6) (priloga D5). Ostale manj razvite sejancke ali
protokorme smo po potrebi razporedili po celotni povrSini petrijevke. Prav tako smo v
petrijevkah, kjer smo pri inokulaciji semenske zasnove izrezali in prenesli na gojis¢e v
kupckih, protokorme razporedili po celotni povrSini petrijevke.

Drugo subkultivacijo smo opravili 10.4.2009, 265 dan po prvi inokulaciji. Sejancke, ki so
razvili vsaj dve korenini (morfoloska faza 6) smo iz petrijevk prestavili v 600 ml gojilne
posode s filtrom (priloga D6). Uporabili smo polovi¢no koncentracijo komercialnega
gojis¢a Sigma P6668 (SA '2), kot strjevalec gojis¢a smo uporabili agar. V vsako posodo
smo nalili 60 ml gojis¢a. Posode smo zavili v alu-folijo in jih postavili nazaj v rastno
komoro.

3.7 VREDNOTENJE

Med poskusom smo spremljali kalitev in razvoj sejanc¢kov. Na podlagi predhodnih raziskav
pri sorodnih vrstah smo izdelali in morfoloSko opredelili razvojne stadije oz. morfoloske
faze (preglednica 6). Razvoj semena smo spremljali v obdobju od inokulacije na gojisce do
250 dneva, ko smo opazovanje zakljucili.

V petrijevkah iz prvega dela poskusa smo pred prvo subkultivacijo 9.1.2009, to je 174 dni
po inokulaciji prvih semenskih zasnov, presteli kaleCa semena. Zaradi velikega Stevila
drobnih, neenakomerno porazdeljenih semen smo presteli samo semena, ki so kalila in so
bila vidna s prostim o¢esom (priloga D1). S prostim ocesom smo lahko opazili morfolosko
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fazo 3, ko protokorm zapusti testo. Pri semenski glavici 5 zaradi tesnih skupkov kale¢ih

semen oz. protokormov nismo mogli natan¢no presteti, zato smo njihovo $tevilo ocenili
(priloga D2).

Zaradi velike variabilnosti, ki se je pojavila med ponovitvami smo S$tevilo kalivih semen
transformirali s korenom (koren iz $tevila) in z analizo variance za blo¢no zasnovo (glavica

.....

V poskusu smo ugotovili, da vrsta strjevalca, agar ali Gellan gum®, na kalitev semena ni
imela vpliva oz. je bil vpliv zanemarljiv. Zato rezultatov nismo obravnavali lo¢eno.
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4 REZULTATI

4.1 NAVZKRIZNA OPRASITEV

Oplojeni so bili vsi izbrani cvetovi, ki smo jih navzkrizno oprasili tako na lokaciji v
Ljubljani, 4 cvetovi kot na Ljubelju, 20 cvetov. Na lokaciji v Ljubljani smo jih oprasili 5
dni po odprtju cvetov in na Ljubelju priblizno 5 - 7 dni po odprtju cvetov. Za ro¢no
oprasevanje smo se odlocili zato, ker eno leto prej na lokaciji Ljubelj nismo nasli nobene
semenske glavice.

4.2 KALIVA IN OKUZENA SEMENA

V povprecju je najve¢ 245 semen iz zelene semenske glavice 7 (priloga B4) kalilo na
gojis¢u M, ki smo jo odstranili 54. dan po oprasitvi na Ljubelju. Priblizno polovico manj
114 semen iz semenske glavice 4, ki je bila pobrana 45. dan po oprasitvi na Ljubelju, je
kalilo na gojiSc¢u S. Nekoliko manj v povprecju 92 semen iz semenske glavice 8 je kalilo
na gojis¢u M, ki je bila pobrana 60. dan po oprasitvi na Ljubelju. 89 semen iz semenske
glavice 7 je kalilo na gojis¢u S ', ki je bila pobrana na Ljubelju 54. dan po oprasitvi. 83
semen iz semenske glavice 2, ki je bila pobrana 40. dan po oprasitvi v Ljubljani je kalilo na
g0jiS¢u S. Pri ostalih obravnavanjih je kalilo v povpre¢ju manj kot 61 semen. V povprecju
najmanj 6 semen iz semenske glavice 5 pobrane 45. dan po oprasitvi na Ljubelju je kalilo
po oprasitvi niso kalila na nobenem od izbranih gojis¢. Ta semena so bila najstarejSa glede
na preteceni €as po oprasitvi (preglednica 5).

Preglednica 5: Starost semen po oprasitvi in pojav okuzb ter povprec¢no $tevilo kalivih semen lepega Ceveljca

Oznakasemenaoz. | St dnipo | PovPretno st kalivih semen na gojiScih

semenske glavice oprasitvi S S 1 M
1 35 16 12 15
2 40 83 61
3 40 X X
4 45 114 33 x 45
5 45 6 X 14 6
6 50 20 25 41
7 54 X 89 245
8 60 7 20 92
9 64 0 0 0

Legenda: x okuzeno seme v petrijevki

Analiza variance za blocno zasnovo (glavica je blok) je pokazala, da pri izracunanem
tveganju p = 0,86 ni statisti¢no znacilnih razlik med povpre¢nim $tevilom kalivih semen in

.....
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Stevilo kalivih semen v petrijevkah iz drugega dela poskusa, kjer smo sejali fiziologko
zrelo seme (priloga B5, C2 in C5), smo presteli 14.4.2009, 180 dni po inokulaciji semena
na gojiSce. Kalila so samo semena iz leta 2008 na gojiS¢u S 2 v prvi ponovitvi 4 semena in
v drugi ponovitvi 2 semeni, na gojis¢u M je kalilo 6 semen v prvi ponovitvi in na gojis¢u
M so kalila 3 semena v prvi ponovitvi (preglednica priloga A).

Pri vsakem pregledu smo izlocali in belezili okuzene petrijevke. V prvem delu poskusa -
zelena semenska glavica se je okuzilo 30,5 % petrijevk s semeni in v drugem delu -
dozorelo seme 23,1 % petrijevk s semeni. Povpre¢no smo v poskusu zaradi okuzb izlo¢ili
27,4 % petrijevk s semeni (preglednica 5 in priloga A).
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4.3 MORFOLOSKE FAZE OD KALITVE DO SEJANCA
Med poskusom smo spremljali kalitev semena do razvoja sejanca in morfolosko opredelili
razli¢ne faze. Osnovo za morfolosko razvrstitev smo povzeli po Valletta in sod. (2008), za

orhidejo stasita kukavica Orchis mascula L.

Preglednica 6: Morfoloske faze od kalitve semen lepega ceveljca do razvoja sejanca

Opis morfoloskih faz Slika

Sliki A in a prikazujeta seme v morfoloski fazi
mirovanja, v poskusu oznaceno s Stevilko 0.

Na sredini semena se nahaja embrijo (e), ki ga obdaja
plast odmrlih celic imenovana testa (t).

Na sliki A je fiziolosko nedozorelo seme inokulirano 45
dni po oprasitvi in na sliki a fiziolosko zrelo seme.

Slika B zacetek kalitve semena, v poskusu oznaceno s
Stevilko 1.

Zmehcana ali pretrgana testa omogoci, da embrijo
sprejme vodo in nabrekne.

Se nadaljuje
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Nadaljevanja

Opis morfoloskih faz Slika

Slika C seme v morfoloski fazi, ko protokorm predre
testo. V poskusu smo jo oznadili s Stevilko 2.

Slika D protokorm zapusti testo. To morfolosko fazo smo
oznacili s Stevilko 3.

Slika E morfologka faza protokorma z razvitim apikalnim
poganjkom (a). V poskusu oznaceno s Stevilko 4.

Med morfolosko fazo 3 in 4 se v naravi na povrsini
protokormov ponavadi pojavijo rizoidi, ki jih v nasem
poskusu nismo opazili.

Se nadaljuje
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Nadaljevanje

Opis morfoloskih faz

Sliki F in f prikazujeta morfolosko fazo mikorizoma, ki
se zacne s podaljSevanjem belega apikalnega poganjka
(@) in razvojem prve korenine (k), ki ima rumeno zelen
vrh. V poskusu oznaceno s Stevilko 5.

Morfolosko fazo mikorizomov in sejanckov z dvema ali
veé koreninami smo v poskusu oznacili s stevilko 6.

Slika G prikazuje mikorizom z apikalnim poganjkom in
dvema koreninama. Na sliki g je sejancek z Stirimi
razvitimi koreninami.
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4.4 VPLIV GOJISCA NA RAZVOJ RAZLICNO STARIH SEMEN 1Z ZELENIH
GLAVIC

Semenska glavica 1

Semenska glavica 1 je bila pobrana z rastline 35. dan po opraSitvi. Zacetek kalitve
28. dan po inokulaciji. Morfolosko fazo 2 smo na gojis¢u S prvi¢ opazili 40. dan, na
gojiséu S 2 50. dan in na gojis¢u M 83. dan po inokulaciji. Morfolosko fazo 3, ko
protokorm zapusti testo smo prvi¢ opazili 83. dan po inokulaciji na gojis€u S in S ' ter
111. dan na gojiscu M. Pojav apikalnega poganjka (morfoloska faza 4) smo na gojis¢u S in
S %2 opazili 111. dan po inokulaciji in 177. dan po inokulaciji na gojis¢u M. Razvoj prve
korenine (morfoloska faza 5) smo na gojis€u S in S '2 opazili 152. dan in na gojis¢u M
230. dan po inokulaciji. Pojav mikorizomov z dvema koreninama (morfoloska faza 6) smo
na gojiscu S prvi¢ opazili 208. dan in gojiscu S 2 230. dan po inokulaciji. Na gojis¢u M
morfoloske faze 6 v obdobju poskusa nismo zasledili (slika 3).
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Slika 3: Morfoloske faze semen lepega Ceveljca iz semenske glavice 1 pobrane z rastline 35. dan po oprasitvi

Semenska glavica 2

Semenska glavica 2 je bila pobrana z rastline 40. dan po opraSitvi. Zacetek kalitve
(morfoloska faza 1) semen iz semenske glavice 2 smo na gojis€u S in S 2 prvi¢ opazili
28. dan ter na gojis¢u M 40. dan po inokulaciji. Morfolosko fazo 2 smo na gojis¢u S prvic¢
opazili 40. dan po inokulaciji, na gojis¢u S 2 50. dan in na gojis¢u M 99. dan po
inokulaciji. Razvoj semen na gojis¢u M se je pri morfoloski fazi 2 ustavil. Morfolosko fazo
3, ko protokorm zapusti testo smo prvi¢ opazili 50. dan po inokulaciji na gojiS¢u S in
83. dan na gojis¢u S Y. Pojav apikalnega poganjka (morfoloSka faza 4) smo opazili na
gojiscu S 83. dan po inokulaciji in 99. dan po inokulaciji na gojiscu S %. Razvoj prve
korenine (morfoloska faza 5) smo na gojiS¢u S opazili 99. dan po inokulaciji in 111. dan na
g0jis¢u S Y4. Pojav mikorizomov z dvema koreninama (morfoloska faza 6) smo na gojiscu
S prvi€ opazili 133. dan in na gojis€u S 2 177. dan po inokulaciji (slika 4).
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Slika 4: Morfoloske faze semen lepega Ceveljca iz semenske glavice 2 pobrane z rastline 40. dan po oprasitvi
Semenska glavica 3

Semenska glavica 3 je bila pobrana z rastline 40. dan po oprasitvi. Semena iz semenske
glavice 3 so bila 28. dan po inokulaciji na vseh gojis¢ih in v obeh ponovitvah okuzena z
bakterijo, zato smo vse petrijevke z okuzenimi semeni izlo¢ili iz poskusa.

Semenska glavica 4

Semenska glavica 4 je bila pobrana z rastline 45. dan po oprasitvi. Na semenih iz semenske
glavice 4 smo morfolosko fazo 1 prvi¢ opazili 22. dan po inokulaciji na gojiS¢u S ter
44. dan na gojiscih S % in M. Morfolosko fazo 2, ko protokorm predre testo, smo prvic¢
opazili 44. dan po inokulaciji semen na gojis¢u S in 77. dan na gojiS¢u M ter 93. dan na
146. dan na gojiscu S '4. Pojav apikalnega poganjka (morfoloska faza 4) smo opazili 105.
dan na gojiS€u M in 171. dan na gojis€u S ter 202. dan na gojis€u S 2 po inokulaciji
semen. Razvoj prve korenine (morfoloska faza 5) smo opazili 171. dan po inokulaciji na
gojis¢u M in 224. dan na gojiscu S '4. Na gojis¢u S morfoloSke faze 6 v obdobju poskusa
nismo opazili. Pojav mikorizomov z dvema koreninama (morfoloSka faza 6) smo prvic
opazili na gojis¢éu M 202. dan in gojiscu S 72 244. dan po inokulaciji semen (slika 5).
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Slika 5: Morfoloske faze semen lepega Ceveljca iz semenske glavice 4 pobrane z rastline 40. dan po oprasitvi
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Semenska glavica 5

Semenska glavica 5 je bila pobrana z rastline 45. dan po oprasitvi. Na semenih iz semenske
glavic 5 smo morfolosko fazo 1 prvi¢ opazili na gojiscu S in S 2 28. dan in na gojis¢u M
50. dan po inokulaciji semen. Morfoloska faza 2, ko protokorm predre testo, smo prvi¢
Morfolosko fazo 3 smo na gojiscu S popazili 99. dan, na gojiscu s polovi¢no koncentracijo
(S ’2) 111. dan in na gojis¢u M 152. dan po inokulaciji. Pojav apikalnega poganjka
(morfoloska faza 4) smo opazili na gojiscu S 2 152. dan, na gojis€u S 177. dan in na
gojis¢u M 230. dan po inokulaciji semen. Razvoj prve korenine (morfoloSka faza 5) smo
na gojiséu S %2 opazili 177. dan in na gojisc¢u S 230. dan po inokulaciji. Na gojis¢u M
morfoloske faze 5 v obdobju 250 dni nismo opazili. Razvoj ve¢ kot ene korenine
(morfoloska faza 6) smo opazili le na gojis¢u S %2 250 dni po inokulaciji (slika 6).
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Slika 6: Morfoloske faze semen lepega Ceveljca iz semenske glavice 5 pobrane z rastline 45. dan po oprasitvi
Semenska glavica 6

Semenska glavica 6 je bila pobrana z rastline 50. dan po opraSitvi. Zacetek kalitve
(morfoloska faza 1) na semenih iz semenske glavice 6 smo na gojiscu S 2 prvi¢ opazili
15. dan ter na gojis€u S in M 27. dan po inokulaciji. Morfolosko fazo 2 smo na vseh
smo prvi¢ opazili 70. dan po inokulaciji na gojiscu S ter 86. dan na gojis€u S 2 in M.
Morfolosko fazo 4 smo na gojiScu S opazili 86. dan ter na gojiscu S %2 in M 120. dan po
inokulaciji semen. Razvoj prve korenine (morfoloska faza 5) smo prvic opazili 120. dan na
gojiséu S ter 195. dan po inokulaciji na gojis¢u S %2 in M. Razvoj ve¢ kot ene korenine
(morfoloska faza 6) smo opazili na gojis€u S 164. dan ter na gojis¢u S %2 in M 237. dan po
inokulaciji (slika 7).



Frank M. Kalitev fiziologko razli¢no zrelih semen lepega ¢eveljca (C. calceolus L.) v in vitro razmerah. 30
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2011

——S

B A

e
/) -
/

Morfoloska faza
o R, N W b OO N
2
<
.
"
L

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Stevilo dni po inokulaciji

Slika 7: Morfoloske faze semen lepega Ceveljca iz semenske glavice 6 pobrane z rastline 50. dan po oprasitvi
Semenska glavica 7

Semenska glavica 7 je bila pobrana z rastline 54. dan po oprasitvi. Na semenih iz semenske
glavice 7 smo morfolosko fazo 1 prvi¢ opazili na gojis¢u S in S 2 15. dan ter na gojis¢u M
27. dan po inokulaciji semen. Morfoloska faza 2, ko protokorm predre testo, smo prvic
opazili na gojisc¢u S %2 in M 37. Dan po inokulaciji. Semena na gojis¢u S smo 37. dan po
inokulaciji zaradi okuzbe s plesnijo izlo¢ili. Morfolosko fazo 3 smo na preostalih dveh
gojiscih, S 2 in M, opazili 86. dan po inokulaciji. Pojav apikalnega poganjka (morfoloska
faza 4) smo prvi¢ opazili na gojis€u S 72 98. dan in na gojis¢u M 120. dan po inokulaciji.
Razvoj prve korenine (morfoloska faza 5) smo na gojis¢u S % opazili 120. dan in na
gojis¢u M 164. dan po inokulaciji. Razvoj ve¢ kot ene korenine (morfoloska faza 6) smo
opazili le na gojis¢u S %2 139 dni po inokulaciji. Na gojis¢u M morfoloske faze 6 nismo
opazili (slika 8).
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Slika 8: Morfoloske faze semen lepega Ceveljca iz semenske glavice 7 pobrane z rastline 54. dan po oprasitvi
Semenska glavica 8

Semenska glavica 8 je bila pobrana z rastline 60. dan po opraSitvi. Zacetek kalitve
(morfoloska faza 1) na semenih iz semenske glavice 8 smo prvi¢ opazili 9. dan na gojis¢u
S 7 in na gojis¢u S ter M 27. dan po inokulaciji. Morfolosko fazo 2 smo na gojiscu S Y2
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opazili 31. dan, na gojis¢u S 64. dan in na gojis¢u M 80. dan po inokulaciji. Morfolosko
fazo 3, ko protokorm zapusti testo smo prvic¢ opazili 80. dan po inokulaciji na gojis¢u S %2
ter 114. dan na gojis¢u S in M. Pojav apikalnega poganjka (morfoloska faza 4) smo na
gojiscu S % opazili 92. dan in 189. dan po inokulaciji na gojis¢u S in M. Razvoj prve
korenine (morfoloska faza 5) smo na gojis€u S 2 opazili 133. dan po inokulaciji. V ¢asu
opazovanja na gojis¢u S in M morfoloske faze 5 nismo opazili. Pojav mikorizomov z
dvema koreninama (morfoloska faza 6) smo na gojis¢u S Y4 opazili 189. dan po inokulaciji
(slika 9).
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Slika 9: Morfoloske faze semen lepega Ceveljca iz semenske glavice 8 pobrane z rastline 60. dan po oprasitvi
Semenska glavica 9

Semenska glavica 9 je bila pobrana z rastline 64. dan po opraSitvi. Na semenih iz
semenske glavice 9 smo v poskusu opazili le morfolosko fazo 1, ki smo jo prvi¢ zasledili
18. dan na gojis€u S in S % ter 89. dan po inokulaciji na gojis¢u M. Nato se je razvoj
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Slika 10: Morfoloske faze semen lepega Ceveljca iz semenske glavice 9 pobrane z rastline 64. dan po
oprasitvi
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4.5 VPLIV GOJISCA NA RAZVOJ FIZIOLOSKO ZRELEGA SEMENA

Semena nabrana med leti 2000 in 2007 na nobenem od uporabljenih gojis¢ niso kalila. V
nekaj primerih je prislo le do manjSega nabrekanja embrija, kar smo morfolosko opredelili
kot stopnjo razvoja med morfolosko fazo 0 in morfolosko fazo 1 (preglednica 6A in B).

Razvojne faze smo opazili le pri semenu nabranem v tekoCem letu 2008. Zacetek kalitve
Morfolosko fazo 2, ko protokorm predre testo, smo prvic¢ opazili na gojis¢u M 44. dan ter
na gojis€u S /2 63. dan po inokulaciji. Razvoj semen na gojiscu S se je pri morfoloski fazi
usklajeno. MorfoloSko fazo 3, ko protokorm zapusti testo smo prvi¢ opazili 88. dan po
inokulaciji, pojav apikalnega poganjka (morfoloska faza 4) 119. dan po inokulaciji, razvoj
prve korenine (morfoloska faza 5) 141. dan po inokulaciji in pojav mikorizomov z dvema
koreninama (morfoloska faza 6) 161. dan po inokulaciji (slika 11).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V poskus asimbiotske kalitve smo vkljucili fizioloSko zelena in fiziolosko zrela semena
lepega ceveljca (Cypripedium calceolus L.). Vrsta sodi v skupino rastlin, pri kateri je
znano, da seme tezje kali. Poskus smo razdelili na dva dela, glede na zrelost semen in
rezultate obravnavali lo¢eno. V prvem delu smo postopno sejali oz. inokulirali semena na
gojiSca nabrana v razli¢nih obdobjih 35, 40, 45, 50, 54, 60 in 64 dni po ro¢ni oprasitvi, z
metodo zelene semenske glavice, ki je znana tudi pod imenom kultura embrija. V drugem
delu pa smo sejali suha, fiziolosko dozorela semena, nabrana med letom 2000 in 2004 in
med letom 2005 do 2008. V obeh primerih smo semena inokulirali na tri razlicna gojisc¢a in
kot strjevalec smo uporabili agar in Gellan gum®.

V poskusu smo ugotovili, da vrsta strjevalca in ostale sestavine gojis¢, na kalitev semen
niso imeli vpliva oz. med njimi ni bilo statisticno znacilnih razlik, izraCunano tveganje
p = 0,86. Zato rezultatov nismo obravnavali loceno.

5.1.1 NavzKkriZna oprasSitev

Za ro¢no opraSevanje lepega Ceveljca v naravi smo se odlocili, ker eno leto prej na lokaciji
Ljubelj nismo nasli nobene semenske glavice. Obdobje ro¢ne oprasitve 5 do 7 dni po
odprtju cvetov se je izkazalo kot zelo primeren €as za oprasevanje, saj so se vsi cvetovi
tako na lokaciji Ljubljana, izbrani 4 cvetovi kot Ljubelj, izbranih 20 cvetov oplodili oz.
tvorili semenske glavice (priloga B2 do B5) (Cribb, 1997). Camiel (2002) navaja, da je
ugoden Cas za umetno oprasitev rodu Cypripedium Stiri dni po odprtju cveta. Taka
oprasitev ima nekaj prednosti, saj je koli¢ina peloda, ki ga nanesemo na brazdo veliko
vecja v primerjavi z naravno oprasitvijo (Camiel, 2002). Ker sami nismo imeli tezav z
oploditvijo cvetov, lahko vzroke za slabo oploditev v naravi pripiSemo odsotnosti oz.
pomanjkanju ustreznih oprasevalcev. Ce bi dodatne raziskave potrdile to domnevo bi lahko
s sistematicnim rocnim oprasevanjem v naravi povecali mozZnost obstoja in Siritve vrste.
Na stevilo kvalitetnih semen vpliva tudi starost cveta v ¢asu oprasitve (Ballard, 1987).

5.1.2 Dosezena asepti¢nost kulture po razkuZevanju semen

V prvem delu poskusa - zelena semenska glavica smo dosegli 69,5 % asepti¢no kulturo in
v drugem delu - dozorelo seme 76,9 %. Skupno smo v poskusu zaradi okuzb izlocili 27,4
% petrijevk s semeni oz. smo dosegli 72,6 % asepticnost semen, kar je za rastline oz.
semena gojena na prostem zelo uspesno (preglednica 5 in priloga A). Postopek 10
minutnega razkuzevanja zelenih glavic z 2 % dikloroizocianurno kislino in 8 minutno
razkuzevanje semen z enako koncentracijo razkuzila pri sobni temperaturi in nadaljevanje
2 minuti s centrifugiranjem pri 4 °C ter hladno spiranje so bili zelo uspesni pri pridobitvi
asepti¢ne kulture.
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5.1.3 Fiziolosko nezrelo seme - zelena semenska glavica

V prvem delu poskusa smo uporabili razli¢no stara semena (semenske zasnove) tekocega
leta 2008 pobrana med 35. in 64. dnevom po rocni opraSitvi. Zanimalo nas je, kako na

.....

Na podlagi dosedanjih raziskav je najprimernejsi ¢as odstranitve semenske glavice pri rodu
Cypripedium, preden se testa popolnoma razvije, to je med 42. in 60. dnem po oprasitvi
(Rasmussen, 1995). V tem casu so svetle oz. bele celicne stene teste (preglednica 6A) in
embrijo je $¢ vedno povezan s plodnico in vsebuje 9 do 12 celic (Cribb, 1997), inhibitorji
kalitve pa Se niso prisotni.

Na cas dozorevanja semena vpliva stanje oz. vitalnost rastline in okoljski dejavniki.
Sprememba povprecne temperature za 2 °C v obdobju formiranja semen lahko zamakne
optimalni ¢as dozorelosti za teden (Cribb, 1997).

V povprecju je najve¢ 245 semen inokuliranih na gojis¢e M kalilo iz semenske glavice 7
odstranjene 54. dan po opraSitvi na Ljubelju. Priblizno polovico manj 114 semen iz
semenske glavice 4, ki je bila pobrana 45. dan po oprasitvi na Ljubelju, je kalilo na gojiscu
S. Nekoliko manj v povpre¢ju 92 semen iz semenske glavice 8 je kalilo na gojiscu M, ki je
bila pobrana 60. dan po oprasitvi na Ljubelju. 89 semen iz semenske glavice 7 je kalilo na
gojiscu S ', ki je bila pobrana na Ljubelju 54. dan po oprasitvi. 83 semen iz semenske
glavice 2, ki je bila pobrana 40. dan po oprasitvi v Ljubljani je kalilo na gojisc¢u S. Pri
ostalih obravnavanjih je kalilo v povpre¢ju manj kot 61 semen. V povpre€ju najmanj 6
M in S (preglednica 5). 1z dobljenih rezultatov po metodi zelene semenske glavice lahko
sklepamo, da je najprimernejsi ¢as za odstranitev semenske glavice med 40. in 54. dnevom
po oprasitvi. Pri tem je potrebno upoStevati, da na cas dozorevanja vplivajo okoljski
dejavniki in variabilnost znotraj same vrste.

Pri semenski glavici 9, ki smo jo pobrali z rastline 64. dan po oprasitvi, ni kalilo nobeno
seme, kar lahko pripiSemo fizioloSko zrelemu semenu. Ta semena so bila najstarejsSa glede
na preteceni ¢as po oprasitvi. Pri inokulaciji semena na gojis€e smo opazili znacilno temno
rjavo testo, ki je pokazatelj fiziolosko zrelega semena (preglednica 6a). V tej fazi se tvori
karapak, ki je hidrofoben in §€iti embrijo pred sprejetjem vode (Rasmussen, 1995).

Pri metodi zelene semenske glavice smo spremljali tudi razvoj semena in ga morfoloSko
opredelili. V poskusu asimbiotske kalitve protokormi niso razvili rizoidov, ki se v naravi
pojavijo po tem ko embrijo sprejme vodo, nabrekne in zapusti testo (preglednica 6D in E).
Hitrost razvoja semen in pojav posameznih morfoloskih faz znotraj posamezne petrijevke
je bila zelo neenakomerna, kar lahko pripiSemo neenakomernemu razvoju semen znotraj
semenske glavice.
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.....

inokulaciji. Najprej na semenih iz semenske glavice 8 in najkasneje na semenih iz
semenske glavice 1 (preglednica 6B). Morfolosko fazo 2, ko protokorm predre testo smo
99. dan na semenih iz semenske glavice 1 in 3 (preglednica 6C). Morfolosko fazo 3, ko
protokorm zapusti testo, smo prvi¢ opazili 50. dan po inokulaciji semen iz semenske
glavice 3 in najkasneje 152. dan pri semenih iz semenske glavice 1 (preglednica 6D). Pojav
apikalnega poganjka (morfoloska faza 4) smo prvi¢ opazili med 83. in 202. dnem po
inokulaciji. Najhitreje 83. dan po inokulaciji semen iz semenske glavice 3 in najkasneje
202. dan na semenih iz semenske glavice 2 (preglednica 6E). Razvoj prve korenine
99. dan po inokulaciji semen iz semenske glavice 3 smo opazili pojav prve korenine in
najkasneje 230. dan na semenih iz semenskih glavic 1 in 4 (preglednica 6F in f).
Morfolosko fazo 6, kjer mikorizom razvije ve¢ kot eno korenino, smo prvi¢ opazili 133.
dan po inokulaciji semen iz semenske glavice 3 in najkasneje 250. dan na semenih iz
semenske glavice 1 (preglednica 6G in g).

Na gojis¢u S 1/2 in S smo opazili ve¢ vitalnih oz. lepo razvitih in ve¢jih mikorizomov kot
na gojis¢u M, kjer so se mikorizomi iz semen z vecine semenskih glavic razvili le do
morfoloske faze 5 (priloga D3 in D4). Boljsi razvoj mikorizomov lahko pripisemo
kompleksnejsi sestavi gojisca S in S 1/2 v primerjavi z gojisS¢em M. Vpliv gojiS¢ na kalitev
semen morfoloska faza 1 iz rezultatov naSega poskusa nismo mogli opredeliti, saj je
analiza variance za blocno zasnovo pokazala, da pri izraCunanem tveganju p = 0,86 ne
obstajajo statisticno znacilne razlike med povpre¢nim Stevilom kalivih semen in razlicnimi

.....

Med poskusom smo 105 dni po inokulaciji fiziolosko nezrelega semen prvi¢ opazili
rjavenje in kasneje propad mikorizomov v razliénih stadijih razvoja, ¢e jih nismo
in S ', kjer je bila gostota mikorizomov najvecja. Na gojis¢u M rjavenje mikorozomov ni
bilo tako izrazito. Tako lahko potrdimo pozitiven vpliv organskih komponent, na razvoj
mikorizomov, ki smo jih v gojis¢e dodali v obliki razli¢énih aminokislin (Vaminolac) in
ogljikovih hidratov iz krompirja. Prav tako lahko sklepamo, da organska oblika dusika v
gojis¢u omeji rjavenje mikorizomov. Mikorizomi, ki niso bili mocno prizadeti so se po
subkultivaciji na sveze gojis€e opomogli in normalno nadaljevali z rastjo in razvojem.

Vzrok za rjavenje je lahko neprimerna sestava gojisca, posledi¢no visek ali pomanjkanje
dolocenega elementa. Znano je, da mnoge vrste orhidej lahko dobro kalijo na manj

..........

(Van Waes, 1984, cit. po Rasmussen, 1995).

Pri semenih iz vecine semenskih glavic smo opazili vecja odstopanja v kalivosti med prvo
in drugo ponovitvijo, kar lahko pripiSemo neenakomernemu razvoju semen znotraj
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semenske glavice. Opazili smo, da semena na hrbtni strani semenske glavice dozorijo
hitreje kot semena na trebusni strani (priloga B4 in B5), katera smo morali odstraniti s

.....

smo semena inokulirali nazadnje.
5.1.4 Fiziolosko zrelo seme

V drugem delu poskusa, kjer smo uporabili fiziolosko zrela semena, nabrana v obdobju od
leta 2000 do 2003 in 2005 do 2008 nas je zanimalo, kako na kalivost vpliva starost in
pogoji hranjenja fizioloSko zrelega semena, vrsta gojis€a in ali lahko s postopkom
centrifugiranja zmehcamo semensko testo ali obstajajo v zrelem semenu inhibitorji, ki
zavirajo kalitev. Za zacetek kalitve fizioloSko zrelega semena je potrebno omehcati in
pretrgati testo, da embrijo lahko sprejme vodo.

Stevilo kalivih semen v petrijevkah iz drugega dela poskusa, kjer smo sejali fiziolosko
zrelo seme, smo presteli 180 dni po inokulaciji semen na gojis¢e. Pri semenih nabranih v
obdobju od leta 2000 do 2003 in 2005 do 2007 smo ugotovili, da seme na nobenem od
uporabljenih gojiS¢ ni kalilo. V nekaj primerih smo opazili le manjSe nabrekanje embija.
Na podlagi tega lahko sklepamo, da nam je s centrifugiranjem uspelo omehgcati testo in
tako omogociti dostop vode do embrija. Slab nadaljnji razvoj lahko pripiSemo starosti
semena in neprimernemu skladi$¢enju, saj so bila hranjena pri sobni temperaturi, ali
prisotnim inhibitorjem kalivosti, ki so prisotni v zrelem semenu (Rasmussen, 1995).

Pri fiziolosko zrelem semenu tekocCega leta 2008 je skupno kalilo 13 semen. Zacetek
kalitve (morfoloSka faza 1) smo prvi¢ opazili 22. dan po inokulaciji semen na vseh
fazo 6, kjer mikorizom razvijejo vec kot eno korenino smo prvi¢ opazili med 161. in 180.
dnem po inokulaciji semen (slika 11).

Majhno Stevilo kalivih semen lahko pripiSemo endogeni dormanci semena, ki je pri
fizioloSko zrelem semenu ena od glavnih ovir pri asimbiotski kalitvi. V primeru gojisca S,
kjer so semena zacela kaliti, nato pa se je razvoj ustavil, lahko poveZemo s previsoko
koncentracijo anorganskih soli. Dokazano je, da so gojiS¢a za gojenje tropskih orhidej
preveC koncentrirana za gojenje teresti¢nih orhidej (Cribb, 1997). V dosedanjih raziskavah
je bilo ugotovljeno, da orhidejam na zacetku rasti primanjkujejo encimi povezani z
metabolizmom dusika, kar preprecuje izrabo nitrata. Zato se priporoca uporaba gojis¢ kjer
je uporabljena kombinacija organskega in anorganskega dusika oz. je v gojiS¢u prisotna
samo organska oblika dusika (Rasmussen, 1995). Zaradi majhnega Stevila semen, vpliv
gojiSca na kalitev in razvoj nismo mogli opredeliti. Ugotovili smo, da starost in zrelost
semen negativno vplivata na kalitev in to veliko bolj kot pri ve€ini drugih rastlinskih
vrstah, saj je zrelo seme tekocega leta 2008 komaj kalilo oz. zelo slabo. StarejSa semena pa
sploh niso kalila, lahko je vzrok tudi v neprimernem skladiS¢enju pri sobni temperaturi.
Ker pa je zrelo seme tekocega leta, ki ni bilo skaladiS¢eno slabo oz. komaj kalilo so vzroki
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verjetno drugje, prisotnost inhibitorjev in karapaka, ki je hidrofoben in $¢iti embrijo pred
zunanjimi vplivi (Rasmussen, 1995). V nekaterih primerih za odpravo inhibitorjev
zadostuje le nekaj minutno tretiranje semena z 2 do 4 % zZvepleno kislino (H,SO,) oz. pred
sterilizacijo z raztopino hipoklorida (Cribb, 1997).

5.2 SKLEPI

Iz dobljenih rezultatov po metodi zelene semenske glavice lahko sklepamo, da je
najprimernejsi ¢as za odstranitev semenske glavice med 40. in 54. dnem po oprasitvi. Pri
tem je potrebno upoStevati, da na cas dozorevanja vplivajo okoljski dejavniki, ki
povecujejo razlike med lokacijami in raznolikost znotraj same vrste, ki povecujejo razlike
med posameznimi rastlinami.

.....
.....

.....

Vrsta strjevalca in ostale sestavine gojis¢ niso vplivali na kalitev fizioloSko razli¢no starega
semena, medtem ko so se razlicne morfoloske faze pojavljale razlicno hitro glede na
gojisca.

Rezultati dobljeni pri fiziolosko zrelem semenu kaZejo, da je s centrifugiranjem moZno
zmehcati oz. poSkodovati testo in posledi¢no omogociti kalitev. Vendar pri vecini semen
ostajajo prisotni drugi dejavniki, ki preprecujejo kalitev, tudi primeren na¢in hranjenja in
inhibitorji kalivosti.

Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da starost in zrelost semena negativno vplivata na
kalitev. V poskusu so komaj oz. zelo slabo kalila zrela semena nabrana v letu 2008, ki so
bila takoj inokulirana na gojisce. StarejSa semena sploh niso kalila.

.....
.....

.....

koncentracijo in sestavo hranil.

2% dikloroizocianurna kislina z dodatkom mocila Tween 20 in ¢as razkuZevanja ter
postopek hladnega centrifugiranja so bili uspesni pri razkuzevanju, saj smo dosegli 72,6 %
asepti¢no kulturo z materialom, ki je bil ve€ let gojen na prostem.
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6 POVZETEK

Talne orhideje zmernega pasu, predvsem rod Cypripedium, v zadnjih nekaj letih ponovno
pridobivajo na pomenu. Velika pozornost se posveca asimbiotskemu razmnozevanju iz
semena, ki se kaze kot cenovno in ¢asovno ustrezna metoda. Rezultati tovrstnih raziskav so
pripeljali do novih spoznanj o teh pogosto redkih rastlinah. Ugotovljeno je bilo, da lahko
delez kalivih semen, pri asimbiotskemu razmnozevanju, pove¢amo tako, da uporabimo
nezrelo seme. Glede na razli¢ne rezultate in mnenja smo v okviru diplomske naloge izvedli
poskus, kjer smo zeleli optimizirati asimbiotsko razmnozevanje zasCitene talne orhideje
lepi ¢eveljc (Cypripedium calceolus L.).

Semena smo inokulirali na razli¢na goji$€a. Uporabili smo komercialno gojisc¢e Sigma
P6668 (Phytamax™ Orchids Maintenance Madium) v polni 27,3 g/L (S) in polovi¢ni 13,65
g/L koncentraciji (S 72). Ter gojiS€e na osnovi aminokislin (M), ki ga je leta 1996 zasnoval
Svante Malmgren. Kot strjevalec goji§éa smo uporabili agar 8 g/L ali Gellan gum® 2,6 g/L.

Poskus smo razdelili na dva dela. V prvem delu smo uporabili razli¢no razvita in zrela
semena (semenske zasnove) tekocega leta pobrana med 35. in 64. dnem po ro¢ni oprasitvi,
kjer nas je zanimalo kako na kalitev vpliva njihova zrelost in ali obstajajo razlike med

.....

.....

.....

prvi¢ opazili 31. dan. MorfoloSko fazo 3, ko protokorm zapusti testo, smo prvi¢ opazili
50. dan. Pojav apikalnega poganjka (morfoloSka faza 4), smo prvi¢ opazili med 83. in
99. in 230. dnem po inokulaciji. Morfolosko fazo 6, kjer mikorizom razvije ve¢ kot eno
korenino smo prvi¢ opazili 133. dan.

.....

.....

.....

manj izrazito. Tako lahko sklepamo, da organska oblika dusika v gojis¢u omeji rjavenje
mikorizomov.

Stevilo kalivih semen smo presteli pred prvo subkultivacijo, 174 dni po inokulaciji prvih
semenskih zasnov. V povprecju je najve¢ 245 semen inokuliranih na gojis¢e M kalilo iz
semenske glavice 7 odstranjene 54. dan po oprasitvi na Ljubelju. PribliZzno polovico manj
114 semen iz semenske glavice 4, ki je bila pobrana 45. dan po opraSitvi na Ljubelju, je
kalilo na gojiscu S (preglednica 5).



Frank M. Kalitev fiziologko razli¢no zrelih semen lepega ¢eveljca (C. calceolus L.) v in vitro razmerah. 39
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2011

Iz dobljenih rezultatov po metodi zelene semenske glavice lahko sklepamo, da je
najprimerne;jsi ¢as za odstranitev semenske glavice med 40. in 54. dnem po oprasitvi. Pri
tem je potrebno upoStevati, da na Cas dozorevanja vplivajo okoljski dejavniki in
variabilnost znotraj same vrste.

V drugem delu poskusa, kjer smo uporabili fiziolosko zrela semena, nabrana v obdobju od
leta 2000 do 2003 in 2005 do 2008 nas je zanimalo, kako na kalivost vpliva starost semena,
vrsta gojisca in ali lahko s postopkom centrifugiranja zmeh¢amo semensko testo.

Stevilo kalivih semen, fiziologko zrelega semena, smo presteli 180 dni po inokulaciji na
gojisce. Pri semenih nabranih v obdobju od leta 2000 do 2003 in 2005 do 2007 smo
ugotovili, da seme ni kalilo na nobenem od uporabljenih gojis¢. V nekaj primerih smo
opazili le manjSe nabrekanje embrija. Da semena niso kalila lahko pripiSemo njihovi
starosti in neprimernem skladiscenju, saj so bila hranjena pri sobni temperaturi.

Pri fiziolosko zrelem semenu tekoCega leta 2008 je skupno kalilo 13 semen. Zacetek
kalitve (morfoloSka faza 1) smo prvi¢ opazili 22. dan po inokulaciji semena na vseh
fazo 6, kjer mikorizom razvije ve¢ kot eno korenino smo prvi¢ opazili med 161. in 180.
dnem po inokulaciji semena.

Nabrekanje embrijev kaze, da s centrifugiranjem lahko zmehc¢amo oz. poskodujemo testo.
Vendar so v semenu prisotni Se drugi mehanizmi, ki preprecujejo kalitev in jih s
centrifugiranje ni mozno odpraviti.

Med poskusom nismo imeli veéjih tezav z okuzbami. V prvem delu se je okuzilo 30,5 % in
v drugem zgolj 23,1 % semen v petrijevkah.
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Priloga A

.....

Oznaka | Oznaka | Oznaka goji¢a |
semena | ponovitve SP SA S12A S12P MP MA
S.G.1 1 103 76 37 93 X 0

2 96 55 X 77 7 0
S.G.2 1 5 32 10 2
2 6 12 X X N
S.G.3 1 13 11 15 13 21 7
2 19 21 14 5 19 12
S.G.4 1 X X
2 X X X
S.G.5 1 220 8 50 X 40 54
2 X X 16 X 30 X
S.G.6 1 16 27 18 11 74 54
2 21 14 56 16 24 12
S.G.7 1 X X 167 14 6 0
2 X X 21 154 485
S.G.8 1 X X 0 X X N
2 9 4 8 32 149 34
S.G.9 1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
2000 1 0 X 0 0 0 X
2 0 0 X 0 0 0
2001 1 0 0 X 0 0 0
2 X 0 0 0 X 0
2002 1 0 X 0 X 0 0
2 . . R R R R
2003 1 0 0 0 0 0 0
2 . . R R R R
2005 1 0 X 0 0 0 0
2 X 0 0 X 0 N
2006 1 0 0 0 0 X 0
2 0 X 0 0 0 0
2007 1 0 X X 0 0 X
2 . . R R - -
2008 1 0 X 0 4 6 3
2 0 0 0 2 0 0

Legenda: S.G. semenska glavica
X okuzena petrijevka
- seme ni bilo sejano v ponovitvah
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Priloga B

Izbor rastlin in peloda (prasne vrecke) za ro¢no oprasevanje lepega Ceveljaca v naravi in
oblikovanje ter zoritev semenskih glavic po oploditvi

»Q
“o‘ ‘\,\! A

B2 - Zbran pelod (lepljiv cvetni prah s prostimi |
pelodnimi zrni) pred roénim oprasevanjem

B3 - Ro¢no oprasevanje

B5 - Zrela semenska glavica tik pred odprtjem, viden
pocen §iv

B4 - Zelena semenska glavica
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Priloga C

Razkuzevanje semenskih glavic in semen lepega ¢eveljca ter inokulacija fizioloSko razlicno
zrelega semena na gojisce

C1- Prerezana semenska glavica 5 s fiziolosko C2 - Prerezana semenska glavica 9 z dozorelim
nedozorelim semenom, odstranjena 40 dni po semenom, temno rjave barve, odstranjena 64 dni po

oprasitvi oprasitvi
[ +

C3 - Fiziolosko nedozorelo seme inokulirano na C4 - Semena inokulirana na gojiége’, 65 dni po oprasitvi
gojisée v skupkih, 40 dni po oprasitvi

-

C5 - Fiziolosko zrelo seme v mikrocentrifugirki pred C6 - Fiziolosko zrelo seme inokulirano na gojisce v
razkuzevanjem kapljici vode
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Priloga D

Razvoj semena in subkultivacija sejanckov

D1 - Zaradi Vlikéga Stevila drobnih semenih smo 174
dni po inokulaciji presteli samo semena, ki so kalila in
so bila vidna s prostim o¢esom

D3 - Razvitost mikorizomov na gojiséu S % A pri
semenski glavici 7, 220 dni po inokualaciji

D5 - Sejancki z vsaj dvema koreninama (morfoloska
faza 6) po prvi subkultivaciji na sveze gojisce

P

e

P "‘Oq\

-

\ S
D2 - Tesni skupki kale¢ih semen oz. protokormov pri
semenski glavici 5

D4 - Razvitost mikorizomov na gojis¢u MA pri
semenski glavici 7, 220 dni po inokulaciji

D6 - Sejancki po drugi subkultivaciji v 600 ml gojilni
posodi s filtrom

Se nadaljuje
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Nadaljevanje

< = C

D7 - Porjaveli mikorizomi v razli¢nih morfoloskih fazah D8 - Sejancki pripravljeni na periodo nizkih
temperatur

D9 - Sej ancek lepega ceveljca z enim poganjkom D10 - Sejaéek lepega ceveljca z dvema poganjkoma



