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Za orhideje je znacilno, da so relativno pocasi rastoce rastline, zato so skozi razli¢na
obdobja raziskovalci poskusali z odkritjem in razvojem in vitro tehnik pospesiti proces
razmnozevanja le teh. Ker so orhideje tujepraSne rastline, njthovo razmnozevanje s
semeni vodi do nastanka heterozigotnih potomcev, katerih lastnosti so odvisne od
starSevskih linij. Za masovno produkcijo orhidej se ta nacin ve¢ ne uporablja, saj so
razvite tehnike vegetativnega razmnoZevanja, s katerimi lahko razmnoZimo vecje
Stevilo uniformnih potomcev. V nalogi bom predstavila pristope in vitro
razmnoZevanja orhidej iz rodu Phalaenopsis. Za razmnozevanje orhidej Phalaenopsis
se je razvilo mnogo tehnik razmnoZevanja in vitro, vklju¢no s kulturo cvetnih
poganjkov z aksialnimi brsti, meristemi, izsecki internodijskih segmentov cvetnih
poganjkov, listnih segmentov in koreninskih vrSickov. NajpomembnejSa skupina
snovi, ki omogoca celoten razvoj metod so rastlinski rastni regulatorji. Koncentracija
avksinov in citokininov v gojis¢u ima najvecji vpliv na indukcijo, diferenciacijo oz.
regeneracijo, multiplikacijo, podaljSanje in ukoreninjenje poganjkov orhidej iz rodu

Phalaenopsis.
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The orchids are relatively slow-growing plants, thus through different periods the researchers have
tried to accelerate the propagation process of orchids with the discovery and research of in vitro
techniques. As the orchids are cross-pollinated plants, their propagation from seeds leads to the
creation of heterozygous progenies, the characteristics of which depend on the parental lines.
This technique is no longer used for the mass production of orchids, since vegetative
propagation techniques, with which we can propagate a larger number of uniform progenies,
have been developed. In my diploma project I am going to present the approaches to in
vitro propagation of orchids of the genus Phalaenopsis. Numerous techniques ofin
vitro propagation have been developed for the propagation of Phalaenopsis orchids, including
the culture of flower shoots with axial buds, meristems, and the explants of flower shoots,
internodal segments of flower shoots, leaf segments and root tips. The most important group of
substances enabling the full development of methods are the plant growth regulators. The
concentration of auxins and cytokinins in the culture medium influences the induction,
differentiation and regeneration respectively, multiplication, extension and rooting of the orchid

shoots of the genus Phalaenopsis.
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1UVOD

Orhideje predstavljajo eno izmed najbolj razsirjenih druzin cvetocih rastlin na svetu. Spadajo
v druzino Orhidaceae oz. kukavicevke. Ocenjujejo, da druzina obsega preko 800 razlicnih
rodov in 25.000 razli¢nih vrst, katerih Stevilo se dodatno povecuje zaradi razli¢nih novih
krizancev, ki jih vrtnarji vzgajajo v okrasne namene. Orhideje so cenjene predvsem zaradi
svojih lepih dolgocvetocih cvetov, ki kazejo neverjetno paleto raznolikosti v velikosti, obliki
in barvi (Chugh in sod., 2009).

Danes je gojenje orhidej ve¢ kot le hobi, gre za mednarodno proizvodnjo, ki predstavlja 8 %
svetovne trgovine s cvetjem (Chugh in sod., 2009). V zadnjih letih je na svetovnih trgih
okrasnih rastlin opazen trend naras€anja povprasevanja po orhidejah. Svetovna proizvodnja
orhidej zato postaja vse vecja in zanesljivejSa. Gojitelji vse ve¢ Casa posvecajo tehnologiji
pridelovanja rastlin, ki je kljunega pomena. Od nje je namre¢ odvisno, koliko casa bo
preteklo, da se zakljuci en proizvodni cikel, ki lahko pri orhidejah traja ve¢ let in bistveno
podrazi gojenje (Kosir, 2003).

Med vsemi orhidejami imajo najvecjo ekonomsko vrednost na svetovnem trgu okrasnih
rastlin orhideje iz rodu Phalaenopsis. Le te so postale ena izmed najpopularnejSih okrasnih
lon¢nic v Evropi. Uvajanje novih, atraktivnej$ih kultivarjev z manjSimi listi, ve¢jim Stevilom
cvetov na steblu in bolj robustnimi koreninami ter boljSimi poganjki je povzrocilo povecanje
povpraSevanja na trgu. Poleg tega so se izboljsale tehnike pridelovanja v rastlinjakih. V
Nemciji so tako leta 2004 v in vitro laboratorijih proizvedli 31 milijonov razli¢nih vrst in
hibridov rodu Phalaenopsis (Winkelmann in sod., 2006).

Za orhideje je znacilno, da jih v in vitro razmerah lahko razmnoZujejo generativno in
vegetativno. Danes se za masovno produkcijo orhidej Phalaenopsis uporablja le vegetativno
razmnozevanje oz. mikropropagacija, s katero se v krajSem casovnem obdobju producira
vecje Stevilo uniformnih klonskih kultivarjev.

2 ROD Phalaenopsis

Orhideje iz rodu Phalaenopsis zajemajo okoli 70 vrst, ki izvirajo iz obmoc¢ja med Indijo in
Severno Avstralijo. Najvec¢ jih lahko najdemo na SirSem obmocju Filipinskega otocja.

Rod sodi v skupino orhidej z monopodialno rastjo, kamor uvrs¢amo orhideje, ki imajo
praviloma eno os rasti in lahko rastejo v neskon¢nost. V naravnem okolju so orhideje rodu
Phalaenopsis epifiti ali litofiti, kar pomeni, da se s koreninami ovijajo debel in vej drugih
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rastlin ali pa rastejo na skalnatih predelih, ki so porasli z mahom. Ker orhideje od svojih
gostiteljskih rastlin ne sprejemajo hranilnih snovi, jith ne uvrSs¢amo med parazite.
Prehranjujejo se s hranilnimi snovmi, ki so raztopljene v vodi, ki jo oddajajo mahovi in druge
rastline (Jevsnik, 2006).

Semena orhidej so zelo majhna in lahka. V enem plodu oz. kapsuli lahko najdemo izjemno
Stevilo drobnih semen, ki spominjajo na prah, saj merijo le okrog 0,4 mm x 0,08 mm
(Mweetwa in sod., 2008). Seme je zgrajeno iz majhnega nediferinciranega embrija, ki ga
sestavlja nekaj deset celic in je obdan s semensko ovojnico oziroma testo. Semena so brez
endosperma in niso sposobna izkoristiti lastnih lipidnih rezerv in razgraditve Skroba (Chugh
in sod., 2009).

Kalivost in razvoj semen v naravnem okolju je mogoca zaradi pojava mikorize med
kukavi¢evkami in glivami. Gre za povezano Zivljenje dveh organizmov razli€nih vrst, pri
¢emer imata oba organizma korist, kar z drugo besedo imenujemo mutualizem. Glive v
zgodnji fazi razvoja orhidej prodrejo v razvijajoci se protokorm rastline in jo oskrbujejo z
ogljikovimi hidrati in mineralnimi snovmi, medtem ko rastline za glive predstavljajo vir
ogljikovih hidratov (Jevsnik, 2006).

Listi so mesnati, celorobi in jezicasti. Dolgi so lahko do 40 cm in Siroki od 60 do 100 mm in
vec. Pojavljajo se v razli¢nih zelenih odtenkih s sivimi lisami (Davidson, 1994, cit. po Kosir
2003). Sluzijo shranjevanju hranilnih snovi in vlage.

Ker prihajajo iz razmer, kjer vladajo skoraj konstantno enake temperaturne, ne potrebujejo
pseudobulb, zato pa veliko korenin, ki ne rastejo po principu geotropizma (rast navpi¢no
navzdol), ampak se razra$¢ajo v vse smeri kar jim omogoca, da se lahko mo¢no oprimejo in
se zasidrajo v podlago.

Orhideje rodu Phalaenopsis so enodomne rastline z dvospolnimi cvetovi, torej nosijo tako
Zzenske kot moSke spolne organe. Cvetovi so zigomorfni, kar pomeni da so bilaterarno
simetri¢ni 0z., da je simetri¢na prepolovitev cveta mozna le v eni osi.

V preteklosti so bili bolj priljubljeni vecji in ploscati cvetovi Cistih barv. Zadnja leta pa se
pojavljajo manjsi krizanci rumene, oranzne in zivo rdece barve, kjer povrSina celotnega cveta
ni v eni ravnini. Pri optimalno oskrbovani rastlini, se pojavljajo cvetovi skoraj vse leto.
Cvetovi se odpirajo postopoma. Od zacetka oblikovanja poganjka pa do cvetenja potrebuje
rastlina mesec in pol do dva meseca. Nekateri cvetovi modernih krizancev so postali zanimivi
tudi zaradi svojih diSav, kar predstavlja novo dimenzijo pri gojenju falenopsisov (Jevsnik,
2006).
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3 POMEMBNI DEJAVNIKI in vitro RAZMNOZEVANJA RASTLIN

Rastline lahko v in vitro razmerah razmnozujemo na dva nacina: generativno in vegetativno.
Generativno razmnozujemo rastline s pomoc¢jo semen, medtem ko za vegetativno
razmnozevanje uporabljamo razli¢ne dele rastlin iz katerih se regenerirajo brsti iz katerih se
razvijejo mlade rastlinice (George in sod., 2008).

Pri tem uporabljamo tako imenovano tehniko rastlinskih tkivnih kultur, pri kateri gojimo
rastline, organe, tkiva ali posamezne celice v sterilnem okolju na definiranih trdnih ali tekoc¢ih

.....

Proces in vitro razmnozevanja poteka v laboratorijih, kjer so zagotovljene sterilne razmere za
uspesen razvoj rastlinic v rastnih komorah. Ker rastlinsko tkivo na gojiScu raste po€asneje kot

cev v

(Bohanec in sod., 2004).

Ena glavnih znacilnosti gojenja rastlin v tkivnih kulturah je ta, da imajo rastline v tkivnih
kulturah heterotrofni metabolizem, kar pomeni, da za rast potrebujejo zZe sintetizirane
organske snovi.

Kot vir Ze sintetiziranih organskih snovi so v uporabi kompleksna gojisc¢a, ki so sestavljena iz
mineralov (makro- in mikroelementov), ogljikovih hidratov, aminokislin, vitaminov in
rastlinskih rastnih regulatorjev. NajpomembnejSa skupina snovi, ki je potrebna za razvoj
metod tkivnih kultur so rastlinski rastni regulatorji oz. hormoni. Med njimi so
najpomembnejsi avksini in citokinini.

Najpogosteje uporabljeni citokinini so BAP (6-benzilaminopurin), TDZ (tidiazuron), KIN
kinetin (6- furfurilaminopurin), 2iP (N°-( a2 - izopentelin) adenin) in zeatin. Avksini, ki se
najpogosteje uporabljajo pa so IAA (indol-3-ocetna kislina), IBA (indol-3-maslena kislina),
NAA (a-naftalen ocetna kislina) in 2,4-D (2,4-diklorofenoksiocetna kislina).

Gojisca so lahko v trdni ali tekoci obliki. Za pripravo trdnih gojiS¢ se hranilnim raztopinam
dodajajo strjevalci kot so agar, agaroza in gellan-gum.

Ishii in sod. (1998) so v svoji raziskavi ugotovili, da so gojisca z gellan-gumom primernejsa
za indukcijo kalusa in PLB-jev kot gojis¢a, ki vsebujejo agar. Za in vitro razmnozevanje
orhidej se ve¢inoma uporablja strjevalec gellan-gum.
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Za uspesen razvoj rastlinic v tkivnih kulturah je potrebna kontrola zunanjih dejavnikov v tako
imenovanih rastnih komorah. Pomembni zunanji dejavniki, ki vplivajo na rast in razvoj
rastlinic so svetloba, intenziteta svetlobe, sestava in dolzina dnevnega osvetljevanja, pH
gojisca, koncentracija CO; in O,, temperatura ter vlaga.

RazmnoZevanje rastlin in vitro je prav tako pogojeno z lastnostmi rastlin, ki jih
razmnozujemo. Ena glavnih lastnosti rastlin za rast in razvoj in vitro je totipotentnost oz.
potencial vsake posamezne celice, da se na podlagi svoje genske informacije razvije v
popolno rastlino. Razvoj od zigote do odrasle rastline je pogojen z tremi procesi: delitev, rast
in diferenciacija. Celi¢na delitev in celi¢na rast pogojujeta morfogenezo rastline. Na
morfogenezo pa vplivajo notranji (rastlinski rastni regulatorji) zunanji dejavniki. S
poznavanjem vseh dejavnikov lahko usmerjamo razvoj rastlin, diferenciacijo organov ali celih
rastlin iz posameznih izoliranih rastlinskih celic v tkivni kulturi (Ravnikar, 1996).

3.1 in vitro RAZMNOZEVANIJE ORHIDE] Phalaenopsis

Za orhideje je znacilno, da so relativno pocasi rastoce rastline zato so skozi razli¢na obdobja
raziskovalci poskusali z odkritjem in razvojem in vitro tehnik pospesiti proces razmnozevanja
le teh.

3.1.1 Vzgoja neposredno iz semena

Najenostavnej$i nacin razmnoZevanja s pomocjo in vitro postopkov je vzgoja mladih rastlinic
neposredno 1z semena, ki sicer v naravnih razmerah kali le ob prisotnosti simbiotske glive. Z
odkritjem Lewisa Knudsona, ki je leta 1922 ugotovil formulo snovi, ki jih semena orhidej
pridobijo od gliv v fazi rasti, se je zacelo obdobje masovne produkcije orhidej v in vitro
razmerah. PriSlo je do razvoja uporabe asimbiotske kalitve pri kateri z ustreznimi hranili v
g0ji8¢u nadomestimo glive.

V poskusih asimbiotske kalitve je najprej potrebna uspeSna opraSitev cvetov. Iz oprasenih
cvetov se potem razvije plod oz. kapsula s semeni. Kapsule odrezemo iz rastline ob polni
zrelosti ali v Casu, ko kapsule preidejo dve tretjini casa od oploditve do polne zrelosti.
Orhideje rodu Phalaenopsis potrebujejo do polne zrelosti kapsul priblizno 6 mesecev. Ob
polni zrelosti kapsul se semena sama usipajo iz njih, v primeru nezrelih kapsul pa je potrebna
vzdolzna razcepitev le teh s pomocjo skalpela in pincete (Bohanec, 1992). Semena
pridobljena iz kapsul nato iniciramo na ustrezna gojisca, kjer v in vitro razmerah zacnejo
kaliti.
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Preden semena inokuliramo na gojisca je potrebna sterilizacija semen. Ker so semena orhide;j
zelo majhna, so potrebni posebni postopki sterilizacije. Poznamo ve¢ tehnik sterilizacije
semen: veckratno spiranje z vodo, filtriranje in odcejevanje. Pri tem ne smemo poSkodovati
embrija, ki je zasCiten le s tanko semensko ovojnico, in ne prenese mocnejSih fiziénih
poskodb.

V primeru, da odberemo Se nezrele kapsule lahko uporabimo metodo sterilizacije Se zelenih
zaprtih kapsul, ki jo v svoji raziskavi navajajo tudi Mweetwa in sod. (2009). Zaprte Se
nedozorele kapsule so 30 minut tretirali z 15% kalcijevim hipokloritom. Nato so jih s
pomocjo razkuZenega skalpela odprli in semena neposredno inicirali na sterilno gojis€e. Ker
so semena v notranjosti plodu sterilna, razkuzevanje posameznih semen ni bilo potrebno. V
primeru, da so kapsule Ze odprte je potrebna povrSinska sterilizacija semen s kemic¢nimi
sredstvi kot so: raztopina natrijevega hipoklorita v kombinaciji s detergentom (tween 20 ali
80), raztopina kalcijevega hipoklorita, raztopina vodikovega peroksida in dikloroizocianurna
kislina (DCCA).

Seme orhidej vzkali 7 do 235 dni po tem, ko ga iniciramo na gojis¢e s sladkorjem. Celice
terminalnega dela se za¢no hitro deliti in tvorijo meristem. Celice pod meristemom se ne
delijo, ampak se le povecujejo. Embrij je sprva hruSaste oblike, nato pa postane okrogel in
zapusti semensko ovojnico ali testo. Nastane protokorm iz katerega poZenejo Stevilni lasasti
rizoidi. Nekaj celic na zgornji strani tvori zametke primordialnega lista. V tej fazi se s
pomocjo prokambijskega tkiva poveZeta protokorm in nova listna struktura. Nastane prvi list,
ki predstavlja ovoj mlade rastline. Prva korenina se tvori znotraj protokorma, ki ga predre na
spodnji, bazalni strani (Lee in sod., 2008).

Novonastale rastlinice po potrebi, glede na gostoto rastlinic in glede na iz€rpanost gojisca,
presajamo. Sledi zadnja faza, ki jo imenujemo aklimatizacija. Gre za proces v katerem
rastlinice, ki so zrasle v heterotrofnih razmerah, navajamo na rast v avtotrofnih razmerah.

Ker so orhideje tujepraSne rastline, njihovo razmnoZevanje s semeni vodi do nastanka
heterozigotnih potomcev, katerih lastnosti so odvisne od starSevskih linij (Chugh in sod.,
2009). Iz vsakega semena se razvije ena sadika.

Razmnozevanje s pomocjo semena se danes uporablja le v postopkih zlahtnjenja za pridobitev
novih krizancev. Za masovno produkcijo orhidej se ta nacin ve¢ ne uporablja, saj so razvite
tehnike vegetativnega razmnozevanja, s katerimi lahko razmnozimo vecje Stevilo uniformnih
potomcev.
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3.1.2 Vegetativno razmnoZevanje - mikropropagacija

Vegetativno razmnozevanje in ohranjanje rastlin v zaprtih in vitro razmerah se imenuje
mikropropagacija. Z mikropropagacijo lahko vegetativno razmnozimo skoraj vse vrste rastlin
in ohranimo v vegetativni fazi rastlinske vrste, ki sicer v naravi hitro zakljuc¢ijo svoj razvoj
(Bohanec in sod., 2004).

Razmnozevanje rastlin na tak nacin lahko poteka veliko hitreje kot klasi¢no razmnoZevanje
rastlin, omogoc¢a vzgojo rastlin na majhnem prostoru, neodvisno od letnega ¢asa in vzgojo
genetsko enotnega materiala - kloniranje (Bohanec in sod., 2004).

Za vegetativno razmnozevanje s pomocjo tkivnih kultur poznamo veC poti za regeneracijo
brstov: po poti iz apikalnih in aksialnih meristemov in po poti iz adventivnih meristemov, ki
lahko nastanejo neposredno iz inokuliranega izseCka ali pa nastopa vmesna faza
nediferinciranih celic v obliki celi¢ne suspenzije ali kalusa (George in sod., 2008).

Strokovnjaki poskuSajo doseci direktno regeneracijo brstov v rastlinice brez vmesnega
razvoja kalusa, saj tako znatno zmanjSajo ¢as od indukcije izseCka do pojava prvih
regenerentov ter zmanjSajo moznost samaklonske variabilnosti (KoSir in sod., 2004).

Trenutno se v praksi najve¢ rastlin razmnoZuje s pomocjo mikropropagacije, po poti iz
apikalnih in aksialnih meristemov, saj je moZznost genetskih sprememb majhna, uspeh
iniciacije pa velik.

NajprimernejSa in ekonomsko najdostopnejSa metoda za posamezno vrsto, se lahko s ¢asom
spreminja. Mikropropagacija bo napredovala z boljSim razumevanjem kontrolnih faktorjev,
morfogeneze rastlin in genetske stabilnosti v in vitro pogojih (George in sod., 2008).

3.1.2.1 Faze mikropropagacije

e SELEKCIJA IN PRIPRAVA MATICNIH RASTLIN

Pred zafetkom mikropropagacije je potrebna selekcija donorskih rastlin. Donorske rastline
morajo imeti tipi€ne lastnosti sorte, ki jo Zelimo razmnoziti, prav tako pa ne smejo kazati
nobenih simptomov bolezni. Optimalne razmere za rast in kemi¢no pred-tretiranje donorskih
rastlin lahko izbolj$ajo rast, morfogenezo in stopnjo razmnoZitve v in vitro pogojih (George in
sod., 2008).
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e INICIACIJA KULTURE NA GOIJISCE

Prva stopnja mikropropagacije je vzpostavitev asepti¢ne kulture odbranih izseckov, s katero
preprecujemo okuzbo z bakterijami in mikroorganizmi. Izsecek, ki izvira iz donorske rastline,
ki je rasla v in vivo razmerah, je potrebno pred iniciacijo na gojisce razkuziti. Kontaminacija
izsecka je lahko povrSinska ali notranja. Nekateri avtorji kot predhodno fazo razkuzevanja
navajajo pomocitev v 70% alkohol, kar odpravi zracne mehurcke, vendar pa lahko mocno
poskoduje izbrano tkivo (Bohanec, 1992).

Vecina avtorjev navaja sterilizacijo tkiv s pomocjo natrijevega hipoklorita (NaOCl) v
kombinaciji z detergentom (tween 20 ali 80), ki izboljSa omocljivost. Poleg natrijevega se
uporablja tudi kalijev hipoklorit. Koncentracija sterilizatorja in ¢as tretiranja vplivata na
stopnjo kontaminacije tkiv pri orhidejah. Mweetwa in sod. (2008) so v svoji Studiji ugotovili,
da je hipoklorit u¢inkovitejsi pri niZji koncentraciji in krajsi izpostavitvi tkiva, kot pri vi§ji
koncentraciji.

Za razkuzevanje so v uporabi Se zivosrebrov klorid, raztopina vodikovega peroksida in
dikloroizocianurna kislina (DCCA). Po konfanem tretiranju izseCkov v razkuzilu, ve€ina
avtorjev navaja Se 3-kratno spiranje izse€kov v avtoklavirani bidestilirani vodi.

Notranje okuzbe izsecka se ne da razkuziti s prej omenjenimi postopki. Nekatere bakterijske
okuzbe lahko odstranimo le s kultiviranjem meristemov in uporabo antibiotikov, ki pa
vec¢inoma Skodujejo tudi rastlinskemu tkivu (Bohanec, 1992).

Faza iniciacije kulture na gojiS¢e je uspeSna, e je prezivelo zadostno Stevilo sterilnih
izseckov, ki so nadaljevali svojo rast. Torej ni nujno, da faza iniciacije uspe 100% (George in
sod., 2008).

e DIFERENCIACIJA OZ. REGENERACIJA

Zacetni fazi iniciacije kulture na gojisce sledi rast, ki je lahko organizirana ali neorganizirana.
Organizirana rast je, ko del rastline nadaljuje s svojim razvojem ali kadar se organi razvijajo
na novo. Za neorganizirano rast v tkivni kulturi je znacilno, da se ne tvorijo znani organi in
rastlinske strukture in da se diferencira le nekaj celic. Kot primer neorganizirane rasti lahko
navedemo kulturo kalusa in celi¢ne suspenzije.

Diferenciacija je lahko intracelularna in vodi do specializacije celic ali intercelularna, pri
kateri lahko pride do razvoja organov in somatskih embrijev (embrioidov) (Ravnikar, 1996).
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e RAZMNOZEVANJE POGANJKOV

V tej fazi se inokulum povecuje in zacne oblikovati nove poganjke, glede na doloceno pot
razvoja. Postopek je uspeSen, ¢e v ¢im krajSem Casu zraste ¢im vecje Stevilo normalnih
poganjkov. Gojis¢u v tej fazi dodajamo citokinine, medtem ko avksine dodajamo v nizjih
koncentracijah ali pa jih izpustimo (Bohanec, 1992). Velika koncentracija citokininov je v tej
fazi pomembna, saj so citokinini tisti rastni hormoni, ki premagujejo apikalno dominanco
poganjkov in vzpodbujajo rast aksialnih poganjkov (George in sod., 2008).

e PODALJSANIJE IN KORENINJENJE POGANJKOV

Ukoreninjanje poganjkov je zelo pomembna faza pri vsakem in vitro razmnoZevanju. V
poganjkov. Te korenine nastanejo iz kalusa in nimajo neposrednega stika s poganjkom, zato
sadike kasneje propadejo. Formiranje korenin vzpodbujamo s posebnimi metodami na

.....

hormonov oz. z nizjo koncentracijo avksinov (George in sod., 2008).

Ce so poganjki, ki jih razmnozujemo premajhni, je potrebno le te pred ukoreninjenjem
podaljsati. Velikost poganjkov vpliva tako na koreninjenje kot tudi na poznejSo fazo
aklimatizacije (Bohanec, 1992).

Da bi zviSali uspeh in stroSke mikropropagacije se mnogi laboratoriji vedno pogosteje
odlo¢ajo za koreninjenje poganjkov in vivo. Se neukoreninjene poganjke prenesejo iz in vitro
pogojev in jih neposredno gojijo na substratu za aklimatizacijo (George in sod., 2008).

e AKLIMATIZACUA

Zadnja faza mikropropagacije se imenuje aklimatizacija. Rastline, ki so rasle v heterotrofnih
razmerah privajamo na rast v avtotrofnih razmerah. Da je celoten postopek mikropropagacije
uspesno zakljuCen in ekonomsko upravi€en, je potrebna uspeSna aklimatizacija z velikim
odstotkom preZivelih vitalnih rastlin (George in sod., 2008).

Gre za najzahtevnejSo stopnjo mikropropagacije, ki je odvisna tako od vpliva predhodnih
postopkov v in vitro razmerah, kot od dejavnikov v ex vitro pogojih v procesu aklimatizacije.
Glavni dejavniki, ki jih poskuSamo uskladiti pri procesu aklimatizacije so temperatura,
substrat, svetloba, krozenje zraka in vlaga.
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Orhideje Phalaenopsis v fazi aklimatizacije prenesejo v lonce z Sotnim mahom, ki jih
prenesejo v rastlinjake. Zracna vlaga v rastlinjaku znaSa 60%, dnevna temperatura je 30°C,
nocna temperatura pa okrog 25°C. Intenziteto svetlobe uravnajo na 500 umol/m?s pri 16- urni
fotoperiodi (Park in sod., 2002).

Po prenosu v rastlinjake se izvaja enoletni proces fertigacije z raztopino NPK v 10 — 15
dnevnih intervalih, ki pospeSuje rast mladih rastlinic in vzpodbuja cvetenje falenopsisov
(Sinha in sod., 2010).

3.1.2.2 Uporabne tehnike za mikropropagacijo orhidej rodu Phalaenopsis

Leta 1960 je Morel uvedel vzgojo orhidej rodu Cymbidium iz vr$i€kov poganjkov v in vitro
razmerah. Od takrat in do danes so strokovnjaki porocali o Stevilnih tehnikah
mikropropagacije v raznih rodovih druZine Orchidaceae. Do danes se je stopnja razmnoZitve

cev v

.....

Za razmnozevanje orhidej Phalaenopsis se je razvilo mnogo tehnik razmnozevanja in vitro,
vkljuéno s kulturo cvetnih poganjkov z aksialnimi brsti, meristemi, izsecki cvetnih poganjkov,
internodijskih segmentov cvetnih poganjkov, listnih segmentov in koreninskih vrSi¢kov
(Tokuhara in Mii, 2001).

V poskusih razli¢nih tehnik je stopnja razmnozitve orhidej lahko razlicna. V poskusih se
lahko izkaZe, da dolocena tehnika ni primerna za in vifro razmnoZevanje zaradi slabe
ponovljivosti, regeneracije in nizkega odstotka prezivelih rastlin. Razli¢ni genotipi rodu
Phalaenopsis se lahko razli€no odzivajo na identi¢ne pogoje v gojis€u oz. kulturi (Park in
sod., 2002). Znanstveniki poskus$ajo izboljSati in vitro tehnike razmnoZevanja in pridobiti ¢im
ve¢ uniformnih rastlinic v ¢im krajSem casu.

Veliko avtorjev v svojih raziskavah raziskuje razmnoZevanje z uporabo tkivnih kultur preko
formacije protokormov in PLB-jev oz. protokormu podobnih struktur (Tokuhara in Mii,
2001). PLB-ji so zacetne strukture v procesu regeneracije iz razli¢nih tkiv in organov orhide;j
in po svoji strukturi in nacinu rasti v rastlinico spominjajo na protokorme, ki se formirajo pri
razmnozevanju s semeni (George in sod., 2008).

Vendar pa vecina komercialnih laboratorijev za razmnoZzevanje orhidej ni naklonjena uporabi
PLB-jev zaradi manjSe stopnje prezivetja in pogostejSega pojava genske variabilnosti (George
in sod., 2008).
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Preglednica 1: Mikropropagacija orhidej Phalaenopsis iz razlicnih izseCkov

sorta izbrani izseCki  gojisce regenerenti avtor
PP625, PP1068, PP1674, embriogeni Tokuhara
PP1954, PP1985, PP2352, wvrsicek NDM+ 0.5 pM NAA+4.4 uM  kalus in celiéna K. in Mii M.
PP2182, PP2439 poganjka 6BAP+ 29.2 mM saharoza suspenzija, PLB (2001, 2003)

Phalaenopsis sp.

P. 'Taisuco Hatarot', P.
Tinny Sunshine 'Annie’, P.
Taipei Gold 'Golden Star',
P. Tinny Galaxy 'Annie’

Phalaenopsis Blume

Phalaenopsis Little Steve

Phalaenopsis amabilis
Shimadzu var. Formosa

P. amabilis in P. Nebula

Phalaenopsis Richard
Shaffer 'Santa Cruz'

Phalaenopsis amabilis
Shimadzu var. Formosa

nodiji cvetnih

poganjkov

listni segmenti

listni segmenti

listni segmenti

listni segmenti

listni segmenti

PLB, listni
segmenti

protokormi

P 6793 (Sigma)+ 2 mg/l

BAP+0.5 mg/l NAA; MS+4.41
mg/l BAP; B5+2 mg/| BAP

1/2 MS+ 88.8 uM BA+ 5.4
uM NAA+ 30 mg/l saharoze+
10 % CW

1/2 MS + 2 mg/l BA+0.5 mg/1
NAA+ 2% saharoza+ 10% CW

1/2 MS +4.54 uM TDZ

12MS +TDZ (0.1, 1, 3
mg/l)+ NAA (0.1, 1 mg/l)

1/2 MS+ 13.32 uM BA ali
13.62 uM TDZ

VW+2.4-D (0.1, 1 mg/l)+BA
(0.01, 0.1 mg/1)+ 40 g/l
saharoza+ gellum gum

1/2 MS + TDZ (0.45,
4.54,13.62 uM )+ NAA (0.54,
5.37 uM)

vegetativni in
generativni
poganjki,
protokormi

PLB

PLB

somatski
embriji

somatski
embriji

somatski
embriji

kalus, somatski

embriji

somatski
embriji

3.1.2.2.1 Regeneracija rastlin po poti iz apikalnih in aksialnih meristemov

Kosir in
sod. (2004)

Park in
s0d.(2002)

Sinha in
sod. (2010)

Kuo in sod.
(2005)

Chen in
Chang
(2006)

Gow in sod.
(2008, 2009)

Ishii Y in
sod. (1998)
Chen in

Chang
(2004)

Proces mikropropagacije po poti iz apikalnih in aksialnih meristemov se za¢ne z uporabo
vr§ickov, odvzetih iz glavnega ali stranskih poganjkov. Kot primarni izsec¢ek nam sluZi
vrsicek poganjka, lateratni brst ali del stebla na katerem je nekaj brstov oz. nodijev.
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Metoda je odvisna od vzpodbujanja zgodnje rasti aksialnih poganjkov z namenom premagati
dominanco apikalnega meristema (George in sod., 2008).

Ce je postopek pravilno opravljen, nastanejo ob enem vr$ic¢ku $tevilni novi, kar imenujemo
kultura poganjkov. Novonastali poganjki se nato lahko uporabijo kot izseCki za formiranje Se
vecjega Stevila poganjkov ali pa za formiranje rastlinice, ki je sposobna rasti in vivo.

Za razmnozevanje orhidej Phalaenopsis strokovnjaki pogosto uporabljajo in vitro tehniko, ki
se imenuje kultura nodijev. Za to tehniko je znacilno, da cvetne poganjke razrezemo na krajse
segmente z nodiji. Na vsakem nodiju lezi lateratni speci brst, iz katerega se razvijejo
vegetativni, generativni regenerenti ali protokormu podobne strukture (George in sod., 2008).

Brsti cvetnih steblov orhidej Phalaenopsis kazejo v in vitro razmerah tri nacine rasti:
dormantna, vegetativna in generativna rast. Generativni poganjki se razvijejo iz zgornjih
nodijev na steblu, medtem ko se vegetativni poganjki razvijejo na nodijih, ki leZijo niZje na
steblih (Chugh in sod., 2009). Kljub temu pa nekateri avtorji porocajo, da polozaj nodijev na
cvetnem steblu ne vpliva na nacin rasti poganjkov iz brstov (Kosir in sod., 2004).

E

Slika 1: Postopek mikropropagacije s kulturo nodijev. A nodij z dormantnim brstom na segmentu cvetnega
stebla; B namnoZzeni poganjki na nodiju; C lo¢en poganjek izvorno iz B ali D; D namnoZzeni poganjki s kalusom,
ki se je razvil na nodiju; E subkultiviran poganjek z nodijem primeren za indukcijo kalusa na odrezku nodija; F
izoliran kalus in poganjki nastali v kulturi D (Jones in Tisserat, 1990: 188)
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IzseCke z nodiji najprej inicirajo na zacetno gojisce. Brsti v nekaj dneh nabreknejo in se
obarvajo zeleno. V priblizno 10 - 30 dneh se speci brsti podalj$ajo in na izseckih pojavijo
razmnozeni poganjki z dobro razvitimi listi. Ce se na izse¢kih pojavi kalus, ga je potrebno
odstraniti iz kulture nodijev in ga prenesti na gojiSc¢e za multiplikacijo kjer ga subkultiviramo
tako dolgo dokler ne dosezemo zadostega volumna kalusa (Chugh in sod., 2009). Za
subkultivacijo kalusa se uporabljajo gojis¢a z dodatkom avksina 2,4-D in citokininov TDZ in
BA (Chen in sod., 2000).

Novonastale poganjke, na katerih se ne formira kalus je potrebno lociti od segmentov
cvetnega stebla. Pri tem je potrebno, da na segmentu cvetnega stebla pustimo priblizno 3-5
mm velik odrezek baze nodija, iz katerega se potem v nadaljevanju formira kalus, ki ga lahko
namnozimo in uporabimo za indirektno formacijo mladih rastlinic. Regeneracija poganjkov
traja priblizno 6 mesecev.

Poganjke loCene od cvetnega stebla prenesemo na gojiS¢e za razmnozevanje poganjkov.
Poganjke subkultiviramo tako, da lo¢ujemo nastale skupke poganjkov v posamezne poganjke
dokler ne dosezemo zadostnega Stevila le teh. Regeneracija v rastlino traja priblizno 6
mesecev. Formirane rastlinice potem, za priblizno 3 mesece, prenesemo na posebna
brezhormonska gojisca za formiranje korenin (Jones in Tisserat, 1990).

3.1.2.2.2 Regeneracija rastlin po poti iz adventivnih meristemov

Drugi na¢in mikropropagacije iz adventivnih meristemov oziroma tkiv, zahteva diferenciacijo
brstov iz Ze diferenciranih tkiv iz katerih se sicer v naravnih pogojih le ti ne razvijajo.
Regeneracija iz sekundarnih meristemov poteka iz razli¢nih delov rastlin, kot so listi, stebla,
korenti, korenine itd. (George in sod., 2008).

Do razvoja brstov pride s pomocjo organogeneze ali embriogeneze. V procesu organogeneze
se novonastali brsti razvijejo kot unipolarne strukture, ki so vecceli¢nega izvora in so s
prevodnimi elementi povezane z mati¢nim tkivom. V procesu somatske embriogeneze se
razvijajo embriju podobne strukture oz. embrioidi iz vegetativnih celic, ki so bipolarne
strukture in imajo zasnovo za poganjek in korenine. Somatski embrio na izhodno rastlinsko
tkivo ni fizi¢no vezan tako kot adventivni organi, ki nastanejo pri procesu organogeneze.

Park in sod. so leta 2002 porocali o tehniki in vitro razmnozevanja orhidej Phalaenopsis
preko indukcije PLB-jev iz listnih izseCkov, ki so izvirali iz nodijev cvetnega stebla. Z
omenjeno tehniko so iz listnih izseckov v priblizno 6 mesecih uspeli razmnoziti rastline
primerne za aklimatizacijo.
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Sinha in sod. (2010) prav tako porocajo o indukciji PLB-jev iz listnih segmentov. Listne
segmente so inicirali na 1/2 MS gojis¢e z 2 mg/l BA, 0.5 mg/l NAA, 2% saharoza in 10% CW
za indukcijo PLB-jev, kjer se je po 12. tednih iz 80% kultiviranih izse€kov razvilo 150 - 200
PLB/ kulturo. Po tem je sledila faza namnozitve PLB-jev in razvoja v poganjke. V 8. tednih
se je v povprecju namnozilo 600 PLB-jev, ki so jih nato lo¢ili v posamezne skupke z 150.
PLB-ji. Skupke so nato prenesli na brezhormonsko gojis¢e z 2% saharoze in 10% CW kjer so
se v 8. tednih namnozili in podaljsali v primerne poganjke. PriSlo je do idukcije sekundarnih
PLB-jev na razvitih poganjkih. Sledila je faza subkultivacije na brezhormonsko 2 MS gojisce
za koreninjenje poganjkov. V 8 tednih se je iz baze poganjkov razvilo 4 - 6 korenin.

V prvih 40 dneh po iniciaciji kulture na gojisce se je v povprecju iz enega izseCka listnega
segmenta regeneriralo 960 rastlinic in veliko Stevilo PLB-jev. Z veckratnim subkultiviranjem
poganjkov na gojiS€u za koreninjenje in PLB- jev na gojiS¢u za multiplikacijo se Stevilo
regeneriranih rastlin lahko poveca.

Dobro razvite rastline so potem prenesli v rastlinjak, kjer so jih aklimatizirali in jih
pripravljali na cvetenje. Po 12 mesecih bi morale 2 leti stare rastline zacveteti.

Kuo in sod. (2005), Chen in Chang (2006) in Gow in sod. (2008, 2009) v svojih raziskavah
opisujejo regeneracijo rastlin Phalaenopsis s postopkom direktne somatske embriogeneze.
Rastline, ki nastanejo z direktno somatsko embiogenezo v bistvu izvirajo iz ene same celice.
Zato je ta metoda primerna tudi za regeneracijo transgenih rastlin, prav tako pa lahko z njo
odpravimo formiranje himer (Chen in Chang, 2006).

V raziskavi, ki so jo opravili Kuo in sod. (2005) so se somatski embriji formirali direktno iz
povrsine listnega izsecka in ranjenih regij na izsecku v priblizno 20 do 30 dneh kultiviranja v
temi na 2 MS gojiS€u dopolnjenim z citokininom TDZ. Najve¢ somatskih embrijev se je
formiralo na adaksialni povrSini lista in v blizini odrezanih koncev izsecka. Embriji so se z
razvojem povecali in bili skupaj z izseCki preneseni na Y2 MS gojisca brez rastnih hormonov
in pod svetlobo. Pod temi pogoji so se embriji obarvali zeleno in v 45 dneh je prislo do
formiranja poganjkov. PribliZzno po 2 mesecih kultiviranja pod dolocenimi pogoji, so nastale
rastlinice z tremi ali Stirimi listi in koreninami. Ocenjujejo, da lahko en listni izsecek (1 x
lem?), pod optimalnimi pogoji, producira priblizno 15 embrijev iz katerih se razvijejo mlade
rastlinice. V tej raziskavi je bilo potrebnih priblizno 4.5 - 5 mesecev, da so iz embrijev
formirale mlade rastlinice, ki so jih potem gojili Se 2 meseca preden so jih prenesli iz in vitro
razmer Vv rastlinjake.
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Indukcija somatskih embrijev poteka v temi. DaljSa izpostavitev svetlobi se odraza v nizji
stopnji embriogeneze in vecji stopnji porjavitve embrijev. Kljub temu pa se embriji lahko

formirajo tudi pod svetlobo (Gow in sod., 2009).

b - o
LA R - i -
Slika 2: Direktna somatska embriogeneza iz listnih izseCkov orhideje Phalaenopsis . a indukcija embrijev na
izsecku lista po 2. mesecih kultiviranja v temi; b embriji se podaljSujejo in formirajo korenine na brez-
hormonskem gojis¢u 1/2 MS po 2. mesecih subkultive; ¢ nastala rastlinica iz embrija (Gow in sod., 2009:511)

Ishii in sod. (1998) so v svoji raziskavi uvedli u¢inkovit sistem mikropropagacije rastlin rodu
Phalaenopsis preko indukcije embriogenega kalusa iz listnih segmentov in PLB-jev. Vendar
pa za rastline, ki se regenerirajo indirektno preko kalusa, ni zagotovljeno, da ostanejo
homogene in da ne pride do pojava samaklonske variabilnosti.

Tokuhara in Mii (2003) sta iz vrSickov cvetnih popkov pridobila embriogeni kalus in celi¢no
suspenzijo in ugotovila, da ogljikovi hidrati pomembno vplivajo na somatsko embriogenezo
in kulturo celi¢ne suspenzije.

3.1.2.3 Vpliv citokininov in avksinov na razmnoZevanje

Za razmnozevanje orhidej Phalaenopsis strokovnjaki uporabljajo osnovna komercialna
gojis¢a, ki jih modificirajo glede na Zeleno pot regeneracije mladih rastlin. Najveckrat
uporabljeno gojisce je MS (Murashige in Skoog, 1962) gojis¢e. Uporabljajo pa se Se gojisca
VW (Vacin in Went, 1949), KC (Knudson, 1946), LM (Lindemann in sod., 1970) in Hyponex
gojisce (Kano, 1965).

Najpomembnejsa sestavina gojiS¢ so rastlinski rastni regulatorji. Koncentracija avksinov in
citokininov v gojis¢u ima najvecji vpliv na indukcijo, diferenciacijo oz. regeneracijo,
razmnozevanje, podaljSanje in ukoreninjenje poganjkov (Ravnikar, 1996).

Citokinini so hormoni, ki pospesujejo indukcijo PLB-jev in somatskih embrijev, pozitivno
vplivajo na indukcijo in subkultivacijo kalusa iz protokormov (Chen in sod., 2000) ter
formacijo PLB-jev iz koreninskih vrSickov (Park in sod., 2003),
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Gow in sod. (2008) so ugotavljali vpliv citokininov 2iP, BA, kinetin, TDZ in zeatin na
formirali somatski embriji. Kuo in sod.( 2005) ugotavljajo, da ima citokinin TDZ najbol;jsi
vpliv na direktno embriogenezo, sledita mu citokinina BA in kinetin.

.....

da je kombinacija in primerna koncentracija citokininov in avksinov ter sestava makro- in
mikroelementov v gojisS€u odlocilnega pomena za uspesno mikropropagacijo orhide;.
Ugotovili so, da visoka koncentracija avksina in nizka koncentracija citokininov vzpodbuja
rizogenezo, medtem ko visoka koncentracija citokininov v primerjavi z avksini stimulira
nastanek brstov. Priblizno enak odstotek avksinov in citokininov pa vzpodbuja nastanek
kalusnega tkiva.

Park in sod. (2002) so ugotavljali vpliv BA na PLB indukcijo v kombinaciji z NAA. Pri nizji
koncentraciji BA in NAA ni prislo do indukcije PLB-jev, ¢eprav so izse€ki v kulturi preziveli
kar 12 tednov. Z zviSanjem BA in konstantno koncentracijo NAA se je PLB indukcija
povecala.

Avksini 2,4-D, TIAA, IBA in NAA moc¢no zavirajo direktno somatsko embriogenezo. Na

.....

.....

Chang (2006) sta porocala, da NAA zavira indukcijo somatskih embrijev tudi v prisotnosti
citokinina TDZ v gojiscu.

Preglednica 2: Vpliv NAA in TDZ na direktno embriogenezo iz listnih izseckov orhideje Phalaenopsis amabilis
po 45. dneh kultivacije na gojiscu (Chen in Chag, 2006: 170)

NAA (mg/]) TDZ (mg/l) embriogeneza (%) Stevilo embrijev/ izsefek
0 0 0.0 0.0
0 0.1 62.5 6.6
0 1.0 71.9 7.5
0 3.0 93.8 19.4

0.1 0 0.0 0.0
0.1 0.1 25.0 1.3
0.1 1.0 43.8 3.5
0.1 3.0 87.5 133
1.0 0 0.0 0.0
1.0 0.1 12.5 0.7
1.0 1.0 37.5 2.4

1.0 3.0 81.3 9.1
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3.1.2.4 Vpliv sladkorjev na indukcijo kalusa in formacijo PLB-jev

.....

uporablja saharoza. Kot alternativni viri se uporabljajo glukoza, fruktoza, sorbiol, manitol,
maltoza in drugi (Bohanec, 1992).

Park in sod. (2002) so poskusSali optimizirati koncentracijo saharoze za indukcijo PLB-jev iz

.....

== 0042 + 03014y + 0.1543
R =10.9625

Number of PLBs per explant
fad

0 20 40 60

Sucrose concentration (g 1 "y

Slika 3: Vpliv razli¢ne konc. saharoze na regeneracijo PLB-jev iz listnih izse¢kov orhideje Phalaenopsis
"Taisuco Hatarot' po 12. tednih kultiviranja. Listni izsecki so bili kultivirani na 1/2 MS gojis¢u z dodatki BA
(88.8 mm)+NAA (5.4 mm)+trazli¢na konc. saharoze (0, 15, 30, 45 g/1)+7 g/l agarja (Park in sod., 2002: 170)

Visoka koncentracija saharoze v gojis¢u vodi do odmiranja izseCkov ali do indukcije kalusa

.....

racun indukcije PLB- jev( Tokuhara in Mii, 2001).

Ishii in sod. (1998) so porocali, da je optimalna koncentracija za formacijo kalusa 40 g /1. Ko
so formirani kalus subkultivirali, so ga prenesli na gojis¢e brez saharoze. Kalus se je obarval
zeleno in zacel formirati veliko Stevilo PLB- jev.

Ko se kot vmesna faza pojavi kalus, lahko izgubimo mesec ali ve¢ za regeneracijo poganjkov,
kar je nezazeljeno, saj s tem ne skrajSamo Casa vegetativne rasti za masovno proizvodnjo
orhidej (Kosir, 2003).
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Danes se strokovnjaki sprasujejo, ¢e so obstojece kulture, ki vsebujejo agar in sladkorje sploh
primerne za nadaljnjo uporabo. Veliko znanstvenikov je sedaj prepri¢anih, da bi bila rast

.....

.....

novim nacinom kultiviranja bi lahko rastline v in vitro razmerah s pomocjo fotosinteze
nadomestile kar precejSen delez ogljikovih zahtev za rast (Hew in Yong, 2004).

3.2 TEZAVE in vitro RAZMNOZEVANJA ORHIDE] Phalaenopsis

Orhideje Phalaenopsis so znane po tem, da izsecki, ki jih izoliramo iz donorskih rastlin,
izloCajo fitotoksi¢ne fenolne snovi na gojis€e. Ob mocnem izloCanju fenolnih izlo¢kov se
zmanjSa pH vrednost v gojiS€u, kar ima za posledico utekocinjenje, nekatera hranila pa
postanejo nedostopna za rastlino. TeZave s toksi¢nimi izloc¢ki najpogosteje reSujejo z
pogostimi subkultivacijami kulture na sveze gojisce. IzloCanje eksudata v prvih fazah rasti
izseCkov lahko omejimo z vecCkratnim prestavljanjem na sveza gojis¢a v nekajdnevnih
razmakih, dokler izloCanje ne preneha.

Vpliv fenolnih izlockov v gojis¢u lahko zmanjSamo z dodatkom aktivnega oglja ali
askorbinske kisline v gojis¢e. Aktivno oglje adsorbira toksi¢ne substance, ki se formirajo v
gojis¢u kot posledica avtoklaviranja ali izloCanja izseckov Phalaenopsisa. Askorbinska
kislina ali vitamin C je monosaharidni antioksidant, ki inhibira izlo€anje fenolov iz izseckov
(Chugh in sod., 2009).

Prenos rastlin iz in vitro okolja v rastlinjake predstavlja pri mikropropagaciji orhidej
najzahtevnejSo stopnjo. Stopnja prezivetja mladih rastlinic je v tej fazi najnizja. Za in vitro
razmnozene rastline je prenos v rastlinjake zelo stresen, saj so nenadoma razmere za rast
bistveno druga¢ne. Relativna zracna vlaga je manjsSa, poveca se stopnja osvetlitve in rastline
so izpostavljene septicnemu okolju. Aklimatizacijo lahko izboljSamo z predhodnimi postopki
utrjevanja mladih rastlinic v in vitro razmerah ali s postopki po prenosu v ex vitro razmere z
zmanjSanjem stopnje transpiracije s pomocjo antitranspirantov (ABA) ali z povecanjem
stopnje fotosinteze z povecanjem CO, koncentracije (Chugh in sod., 2009).

Za uspesno mikropropagacijo se zahtevajo uniformne rastline, ki imajo enak genski material.
Pri in vitro razmnozevanju orhidej pogosto pride do pojava samoklonske variabilnosi, ki je
posledica visoke stopnje rastnih hormonov in dolgotrajnega kultiviranja in vitro.


http://sl.wikipedia.org/wiki/Askorbinska_kislina
http://sl.wikipedia.org/wiki/Askorbinska_kislina
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4 SKLEPI

Najenostavnej$i nacin razmnoZevanja s pomocjo in vitro postopkov je vzgoja mladih rastlinic
neposredno iz semena, ki sicer v naravnih razmerah kali le ob prisotnosti simbiotske glive.
Ker so orhideje tujepraSne rastline, njihovo razmnoZevanje s semeni vodi do nastanka
heterozigotnih potomcev. Razmnozevanje s pomocjo semena se danes uporablja le v
postopkih zlahtnjenja za pridobitev novih krizancev. Za masovno produkcijo orhidej se
uporabljajo vegetativne tehnike in vifro razmnozZevanja, ki vodijo do vecjega Stevila
kloniranih potomcev z enakimi genskimi lastnostmi.

Orhideje v komercialnih laboratorijih razmnoZujejo preko poganjkov, ki se formirajo iz
aksialnih brstov, ki tvorijo kulturo poganjkov oz. kulturo nodijev na cvetnem steblu. Metoda
ima manjSo stopnjo razmnozevanja kot tvorba brstov na novo — adventivna organogeneza ali
embriogeneza, vendar je zagotovljena visoka stopnja genetske enotnosti.

Najvecji potencial razmnozevanja ima proces tvorbe somatskih embrijev, ki ga poskusajo
znanstveniki avtomatizirati in tako nekoliko zmanjSati stroSke, ki nastajajo pri tej metodi
razmnozevanja (Ravnikar, 1996). Somatska embriogeneza ima pred drugimi nacini
razmnozevanja predvsem to prednost, da je vsaj potencialno mogoc¢e razmnoziti veliko Stevilo
individualnih rastlin z manjSim Stevilom subkultiviranj.

V gojis¢ih za razmnozevanje s pomocjo organogeneze in embriogeneze je potrebna vecja
koncentracija rastlinskih hormonov in hranil, saj se v teh primerih adventivni brsti formirajo
na novo.

V poskusih se lahko izkaze, da dolo¢ena tehnika ni primerna za in vitro razmnozevanje v
trzne namene zaradi slabe ponovljivosti, regeneracije in nizkega odstotka prezivelih rastlin.

Orhideje so relativno pocasi rastoce rastline, saj lahko njihov razvoj traja ve¢ mesecev. Od
iniciacije kulture na gojiSc¢e in do rastline primerne za aklimatizacijo lahko potece od 6 do 12
mesecev. Aklimatizirane rastline potem Se vsaj eno leto gojijo v rastlinjakih in jih pripravljajo
na zacetek cvetenja. Po dveh letih in vitro razmnoZene rastline zacvetijo in postanejo trzno
zanimive. Rastline, ki se regenerirajo iz generativnih poganjkov, lahko zacvetijo v krajSem
casu kot rastline regenerirane iz vegetativnih poganjkov
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