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V poskus aklimatizacije kot zadnjo fazo mikropropagacije je bilo vkljuc¢enih 7
epifitnih orhidej. Med njimi $tirji vrste Cattleya maxima, Cattleya violacea, Doritis
pulcherrima, Vanda cristata in trije krizanci Phalaenopsis z oznakami A-3600, A-
4269 in A-4266. Vse orhideje so bile razmnoZzene v in vitro razmerah. Rastline smo
posadili v substrat proizvajalca Slingerland iz Nizozemske v mini rastlinjake in
spremljali uspesnost aklimatizacije. Na zacetku aklimatizacije so bile rastline velike
3-5 cm in imele so vsaj 2 lista in 2 korenini, odvisno od vrste. V obdobju
aklimatizacije so tiste, ki so se prilagodile na avtotrofne razmere nadaljevale z
rastjo, pridobile so po en list in ve¢ korenin. V petih tednih aklimatizacije je najvec
rastlin, 69,44 %, propadlo pri Doritis pulcherrima, 51,78 % pri Cattleya violacea,
45,85 % pri krizancu A-4269, bistveno manj, 21,23 %, pri Cattleya maxima, 19,04
% pri Vanda cristata, 14,89 % pri krizancu A-4266 in najmanj, 7,66 %, pri krizancu
A-3600. Krizanca A-4266 in A-3600 sta zelo obetavna, saj imata zelo veliko
prilagodljivost na avtotrofne razmere in tudi v in vitro razmerah zelo hitro rasteta ter
sta bila med prvimi primerna za aklimatizacijo.



Volf S. Aklimatizacija epifitnih orhidej razmnozenih v in vitro razmerah.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2009

DN
DC
CX

cC
AU
AA
PP
PB
PY
TI

DT
NO
LA
AL

AB

KEY WORDS DOCUMENTATION

Vs
UDC 635.9:582.59:631.532:57.085 (043.2)

vegetative reproduction/in vitro culture/genus orchids/hybrid/
micropropagation/culture medium/substrate/acclimatization

AGRIS F02

VOLF, Sabina

LUTHAR, Zlata (supervisor)

Sl — 1000, Jamnikarjeva 101

University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Agronomy
2009

ACCLIMATIZATION OF EPIPHYTIC ORCHIDS PROPAGATED IN IN VITRO
CONDITIONS

Graduation Thesis (Higher professional studies)
IX, 27 p., 2 tab., 19 fig., 25 ref.

sl

sl/en

To experiment on the acclimatization as the last phase of micropropagation, seven
epiphytic orchids were used. Among them were four species of Cattleya maxima,
Cattleya violacea, Doritis pulcherrima, Vanda cristata and three crossbreeds of
Phalaenopsis with the labels A-3600, A-4269 and A-4266. All orchids were
multiplied under in vitro conditions. The plants were planted in the substratum of
the producer Slingerland from the Netherlands in mini greenhouses and the success
of the acclimatization was observed. At the beginning of the acclimatization the
plants were 3-5 cm high and had at least two leaves and two roots, depending on the
sort. During the acclimatization, those plants that adapted to the autotrophic
conditions, continued to grow, they acquired one leaf and more roots. Within five
weeks of the acclimatization, the biggest percentage, 69,44 % of plants, decayed
among Doritis pulcherrima, 51,78 % among Cattleya violacea, 45,85 % among the
crossbreed A-4269, much less, 21,23 % among Cattleya maxima, 19,04 % among
Vanda cristata, 14,89 % among the crossbreed A-4266 and the least, 7,66 %, among
the crossbreed A-3600. The crossbreeds A-4266 and A-3600 are very promising
since they have a big adaptability to autotrophic conditions, they grow fast also in
the in vitro conditions and were among the first ones to be suitable for the
acclimatization.
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1 UVvOD

Orhideje so po raznolikosti oblik in barv cvetov prav gotovo na prvem mestu med sobnimi
rastlinami. Priljubljene so tako lon¢nice kot tudi rezano cvetje. Se do nedavnega se je
njihovo gojenje zdelo tezavno. Vecina vrst dobro uspeva v rastlinjakih, nekatere zlahka
gojimo doma, mnoge pa uspevajo samo Vv naravi. Iz orhidej, ki rastejo v naravi, je
pridobljenih veliko krizancev, zaradi uvajanja asimbiotskega razmnoZevanja S semeni
(Trenc-Frelih, 1990).

Orhideje ne uspevajo le v dzunglah Afrike in Srednje Amerike, temvec jih najdemo tudi v
Aziji, Awvstraliji, Evropi in tudi v Sloveniji. Poseljujejo vse kontinente sveta, razen
pretirano mrzle Antarktike (Fortner, 1996).

Razmnozevanje orhidej s semeni je dokaj zahtevno, saj le-to zahteva mnogo znanj in
specifi¢ne razmere. Posejati je treba veliko koli¢ino semena in potem upati, da bo nekaj teh
semen naslo primerno okolje z mikorizno glivo. Za kalitev semen je potrebna mikorizna
gliva ali alternativa, asimbiotsko gojenje v in vitro razmerah.

Gojenje orhidej iz semena do cvetenja zahteva ogromno ¢asa in potrpljenja. Na primer: ¢e
zelimo videti sad svojega dela od drobnega semena do cveta, potrebuje Phalenopsis
priblizno 5 let, Cattleya 7 do 8 let, Vanda pa celo do 15 let. To seveda ni trzno zanimivo,
lahko pa ta postopek z novimi biotehnoloskimi poteki bistveno skrajsamo in tako postane
gojenje dobickonosna dejavnost (Greisen, 2000).

1.1 DELOVNA HIPOTEZA

V poskus aklimatizacije so bile vkljucene razli¢ne epifitne orhideje Cattleya maxima,
Cattleya violacea, Doritis pulcherrima, Vanda christata in 3 krizanci Phalaenopsis z
oznakami A-3600, A-4266 in A-4269, ki so bile asimbiotsko razmnozene v in Vitro
razmerah. Aklimatizacija je zadnja faza mikropropagacije in velikokrat najbolj
problemati¢na, saj se mlade, heterotrofne rastline tezko prilagodijo na avtotrofne razmere.
Uspesna aklimatizacija z Vvelikim odstotkom prezivelih vitalnih rastlin je ena od
pomembnih faz, da je celoten postopek mikropropagacije zakljucen in ekonomsko
upravien. Stirim razliénim vrstam epifitnih orhidej, med njimi trem krizancem, smo Zeleli
poenostaviti in poenotiti aklimatizacijo ter ugotoviti, katera vrsta orhidej je manj obcutljiva
na propadanje v obdobju aklimatizacije. Zanimalo nas je tudi, kako se bodo na postopek
aklimatizacije prilagodili krizanci, ki do sedaj $e niso bili testirani.

1.2 CILINALOGE

Cilj naloge je bil doseci velik odstotek vitalnih in uspe$no aklimatiziranih rastlin, ne glede
na to, da imamo Sstiri razli¢ne vrste orhidej in tri krizance, ki do sedaj $e niso bili v
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postopku aklimatizacije. Za njih nimamo podatka, kako uspesno bodo preziveli postopek
aklimatizacije.
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2 PREGLED OBJAV

Orhideje so rastline, ki so uvrs¢ene v zelo obsezno druzino Orchidaceae - kukavicevke. V
tej druzini je okoli 25000-35000 razli¢nih vrst in domnevno okoli 60000 hibridov
(Wales, 2001).

Stebla nekaterih, predvsem simpodialnih orhidej, imajo pogosto odebeljen spodnji del, Ki
se imenuje psevdobulbil ali neprava ¢ebulica. Le-ta sluzi kot vir vode in hrane v susnih in
manj ugodnih razmerah za prezivetje rastlin. 1z stebel poganjajo preobrazene nadomestne
zracne korenine. Te korenine so zelo mesnate, vecina jih prosto visi v zraku, del pa se jih
pri¢vrsti na podlago, na kateri rastejo. Na zunanjem delu so velikokrat obdane z belim
spuzvastim ali gobastim tkivom, ki sprejme vodo iz zraka (Ravnik, 2002).

Listi so razliénih oblik (suliCasti, jajcasti, jajcasto-suliCasti, elipti¢ni,...), Zametni,
marmorirani, omeseneli, najveckrat nedeljeni, celorobi in sedeéi. Zile potekajo najveckrat
vzporedno, lahko tudi mrezasto (Ravnik, 2002). Listi izras¢ajo iz osrednje rozete ali pa so
pritrjeni v rozetah po celem steblu. Orhideje pozenejo cvetno steblo ob strani neprave
¢ebulice ali iz njenega vrha, veckrat pa tudi iz terminalnega brsta pri monopodialni razrasti
rastlin. Cvetno steblo je razvejano v grozde, late ali klase, lahko pa je na koncu stebla le en
sam cvet.

Cvetovi so somerni, sestavljeni iz Sestih cvetnih listov in najveckrat dvospolni. Trije
zunanji listi ustrezajo po mnenju nekaterih ¢asnim listom (sepali), dva notranja pa venénim
listom (petali). Eden od notranjih cvetnih listov je navadno modificiran. Ta list je vedji,
bolj pisan in nazobcan ter tudi sama oblika je navadno drugac¢na, imenuje se medena ustna
ali labelum. Ustna s svojo pisanostjo in obliko privablja razlicne Zzuzelke, ki oprasujejo
cvetove. Insekte pa ne privablja zgolj ustna, ampak tudi inteziven vonj nekaterih vrst
orhidej, barvitost in lesket cvetov. Ustna je pri nekaterih orhidejah sestavljena iz dveh
delov: ephila — sprednjega dela in hipohila — zadnjega dela (Ravnik, 2002).

Razmnozevalni organi so zdruzeni v stebricek, ki je zelo znacilna tvorba pri orhidejah.
Tam se nahajajo prasniki s pelodnimi zrni, ki so razviti kot polinij . Plodnica je podrasla in
sestavljena iz treh medsebojno zraslin plodnih listov (Ravnik, 2002). Orhideje so
tujeprasnice in jih najpogosteje oprasujejo zuzelke.

2.1 OBLIKA RASTI ORHIDE]

Epifiti so rastline, ki zivijo na drugih rastlinah npr. na drevesih in grmovjih, vendar niso
zajedavci. Gostitelja uporabljajo le za sidranje, pridobivanje hrane ter vlage iz zraka in
humusa, ki se nabira v vogalih vej oz. v drevesnih razpokah.
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Epifitske orhideje delimo v dve skupini glede na razrast nadzemnih delov, v monopodialne
in simpodialne (Ravnik, 2002). Monopodialne so rastline, katerih stranski poganjki so
popolnoma podrejeni glavnemu poganjku in rastejo s podaljSevanjem. Rast je
nedeterminirana, saj se glavno steblo podaljSuje z vsakim novim listom (Pridgeon, 1999).
Steblo je zelo kompaktno, kot pri orhideji Phalaenopsis (slika 1A), lahko pa so
hitrorastoce, kot vzpenjavka Vanilla (slika 1B) (Kramer, 1997).

Ravno obratno je pri simpodialnih rastlinah, katerih razrast je sestavljena iz zaporednih
stranskih poganjkov (Ravnik, 2002). Pri tej obliki rastline poZenejo vsako leto nov
poganjek iz osnovne lanskoletne rasti. Orhideje tega rastnega tipa tvorijo neprave ¢ebulice.
To je odebeljeni del stebla, ki sluzi kot skladis¢e vode in hrane. Velikost nepravih ¢ebulic
je razli¢na, lahko so velike od nekaj milimetrov do 20 cm, najpogosteje so jajcaste,
splos¢ene ali podolgovate oblike. Cvetno steblo pozene ali iz vrha dozorele neprave
¢ebulice ali iz njegovega vznozja (slika 1C) (Kramer, 1997).

Slika 1: Oblika rasti orhidej: A- monopodialna s kompaktnim steblom; B- monopodialna vzpenjavka; C -
simpodialna (Answers..., 2008)
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2.2 BOTANICNA KLASIFIKACIJA IN OPIS ORHIDEJ VKLJUCENIH V POSKUS
2.2.1 Cattleya maxima (Lindl.)

DEBLO: Spermatophya—semenke

PODDEBLO: Magnoliophytina (Angiospermae)—kritosemenke
RAZRED: Liliopsida (Monocotyledoneae)—enokali¢nice
PODRAZRED: Laliinae

NADRED: Orchidanae

RED: Orchidales—kukaviéevci

DRUZINA: Orchidaceae—kukavicevke

PODDRUZINA: Orchidoideae

ROD: Cattleya

VRSTA: Cattleya maxima (Cattleya..., 2009)

Za orhidejo Cattleya maxima se uporabljata tudi sinonima Cattleya malouana in
Epidendrum maximum. lzvira iz Venezuele, Kolumbije, Ekvadorja in severnega Peruja.
Raste na nadmorski visini 10 - 1500 m. Znani sta dve obliki, ki se razlikujeta po visini rasti
in habitusu. Uspevata v rahlo razli¢nih klimatskih razmerah. UvrS¢eni sta med srednje
velike, ki zrastejo do 30 cm viSine, in velike orhideje, ki dosezejo 60 cm v visSino. Vi§ja
oblika uspeva na manjsi nadmorski visini z no¢no temperaturo do 22 °C in nekoliko veé
sonca, a pri srednje moc¢ni svetlobi. NiZja oblika uspeva v vi§je lezeCih predelih s

povprecno no¢no temperaturo 17 °C. Psevdobulbili so kijasti, splos€eni in 10 - 25 cm
veliki. 1z psevdobulbilov izrascajo listi, dolgi 8 - 20 cm. Razvije mo¢no cvetno steblo z 10
- 20 cvetovi, velikimi do 12,5 cm. Ustna je vijoli¢na do Skrlatna, ostali cvetni listi so svetlo
rumeni. Cveti poleti 4 - 8 tednov. V bivalnih prostorih ji ustreza srednje mocna svetloba.
Idealna poletna dnevna temperatura se giblje od 27 do 35 °C. Pozimi ji ustreza za 10 °C
nizja temperatura kot poleti (slika 2).

Slika 2: Oblika rasti in cvet orhideje Cattleya maxima (Bildarkiv..., 2008; Cattleya, 2008)
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2.2.2 Cattleya violacea (Schitr.)

DEBLO: Spermatophyta—semenke

PODDEBLO: Magnoliophytina (Angiospermae)—kritosemenke
RAZRED: Liliopsida (Monocotyledoneae)—enokali¢nice
PODRAZRED: Laliinae

NADRED: Orchidanae

RED: Orchidales—kukaviéevci

DRUZINA: Orchidaceae—kukavitevke

PODDRUZINA: Orchidoideae

ROD: Cattleya

VRSTA: Cattleya violacea (Cattleya..., 2009)

Cattleya violacea je bila vcasih, ponekod pa je Se sedaj, znana in prodajana pod imenom
Cattleya superba. Vse vrste orhidej rodu Cattleya so epifiti iz pragozdov Srednje in Juzne
Amerike. Ima mocan Kkoreninski sistem s pokon¢nimi nepravimi cebulicami —
psevdobulbili jajéaste oblike. Razrast je simpodialna. Cattleya je poznana po velikih
dekorativnih cvetovih (slika 3).

Slika 3: Oblika rasti in cvet orhideje Cattleya violacea (GroBrischener..., 2001; Exposicéo..., 2007)
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2.2.3 Doritis pulcherrima (Lindl.)

DEBLO: Spermatophya—semenke

PODDEBLO: Magnoliophytina (Angiospermar)—kritosemenke
RAZRED: Liliopsida (Monocotyledoneae)—enokali¢nic
PODRAZRED: Liliidae

NADRED: Orchidanae

RED: Orchidales—kukaviéevci

DRUZINA: Orchidaceae—kukavi¢evke

PODDRUZINA: Orchidoideae

ROD: Doritis

VRSTA: Doritis pulcherrima (Doritis..., 2009)

Ime izvira iz latinske besede pulcher, kar pomeni zelo lep. Doritis pulcherrima prihaja iz
jugovzhodne Azije (Burma, Vietnam, Tajska, Malezija in Sumatra). McKenzie Black
(1999) navaja, da je ime Doritis pulcherrima le sinonim za Phalaenopsis buyssoniana. V
nekaterih drugih virih, pa je mogoce zaslediti Se druge sinonime za orhideje Doritis
pulcherrima. Raste do 1200 m nadmorske visine. Je orhideja ki se monopodialno razrasca.
Tvori kompakten koreninski splet. Korenine so Stevilne, mesnate in okrogle ter Strlijo
nekoliko nad substratom, kjer ¢rpajo zra¢no vlago. Orhideje te vrste imajo kratka olistana
stebla. Listi so plos¢ati, mesnati, podolgovati, elipti¢ni, njihove konice so Zasiljene, oblika
je konkavna. Dolgi so priblizno 15 cm in Siroki 3 cm. Cvetno steblo poZzene ob strani
rozete in je dolgo 50 - 60 cm ter raste ortotrofno - pokon¢no. Na njem je navzkrizno
nanizanih od 10 do 30 cvetov, ki cvetijo zelo dolgo, dva ali ve¢ mesecev. Posamezen cvet
je velik 1,25 - 5 cm (Pfahl, 1997). Doritis pulcherrima cveti veckrat na leto (slika 4).

Slika 4: Oblika rasti in cvet orhideje Doritis pulcherrima (Miscellaneous..., 2009; Phalaenopsis..., 2008)
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2.2.4 Vanda cristata (Lindl.)

DEBLO: Spermatophyta—semenke

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

NADRED: Orchidanae

RED: Orchidales—kukaviéevci

DRUZINA: Orchidaceae—kukavi¢evke

PODDRUZINA: Orchidoideae

ROD: Vanda

VRSTA: Vanda cristata (Vanda..., 2009)

Vanda cristata je znana tudi pod imenom Trdudelia cristata. lzvira iz visokogorskih
predelov Nepala in Butana ter spada med monopodialno rasto¢e orhideje. Raste vecinoma
epifitsko na drevju in koreninskih izboklinah, kamor se priras¢a z mo¢nimi in dolgimi
zra¢nimi koreninami. Ta majhna orhideja zraste okoli 20 cm, ima ¢vrsta zelena stebla in
Stevilne korenine. Listi rastejo horizontalno in so dolgi 12 - 15 cm. Kratka socvetja
izraS¢ajo iz listne pazduhe, so pokoncna in nosijo 3 - 6 cvetov, Sirokih priblizno 5 cm.
Povosceni cvetovi cvetijo nekaj tednov in imajo prijeten vonj. Cvetni in venéni listi so
rahlo upognjeni naprej in so rumeni do rumeno zeleni. Cvetni listi so nekoliko krajsi in oZji
kot 2,5 - 3 cm dolgi venéni listi. Medena ustna je mesnata, trokrpata in na povrSini
obarvana izrazito svetlorumeno z rde¢e rjavimi progami, na spodnji strani pa je rumeno
zelena (slika 5) (McKenzie Black, 1999).

Slika 5: Oblika rasti in cvet orhideje Vanda cristata (Vanda..., 2007)
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2.2.5 Krizanci Phalaenopsis

KriZzanci z oznakami A-3600, A-4266 in A-4269 so nastali med razli¢nimi vrstami oz.
hibridi znotraj rodu Phalaenopsis v Univerzitetnem botani¢nem vrtu Brno, Ceska. Dokler
se postopek potrjevanja, v primeru trzne zanimivosti, ne zakljuci, Zlahtnitel] mol¢i o
vkljucenih star§ih v posameznega krizanca.

2.3 AKLIMATIZACIJA NA AVTOTROFNE RAZMERE

Rastline imajo v tkivni kulturi heterotrofni metabolizem, za rast in razvoj uporabljajo ze
sintetizirane organske snovi oz. hranila. Njihova sinteza organskih snovi je skrajno
omejena. Ta sprememba v metabolizmu je posledica zalog ogljikovih hidratov (saharoza,
glukoza itd.) v gojis¢u, majhne koli¢ine CO,, omejene izmenjave plinov in nizke
intenzitete svetlobe v rastnih komorah oz. gojitvenih razmerah. Rastline so v in vitro
razmerah izpostavljene mikrookolju, ki ne omogoca prilagajanja na stresne razmere, zato
je za njihov prenos v naravno okolje potrebna postopna prilagoditev oz. utrjevanje —
aklimatizacija. Rastline rastejo v in vitro razmerah pri skoraj 100 % vlagi, zato moramo pri
prenosu Vv in vivo razmere postopno zmanjsati zraéno vlago. Prehod iz heterotrofnih v
avtotrofne razmere lahko omilimo z dodajanjem razredéene mineralne raztopine, ki je
podobne sestave kot gojis¢e. Nekatere rastlinske vrste, med njimi tudi orhideje, ne
prenesejo bogatih substratov in dognojevanja v obdobju aklimatizacije. Intenziteto svetlobe
je treba povecevati postopno, prav tako je treba kontrolirati temperaturo, da ne pride do
premoc¢ne transpiracije. V postopku aklimatizacije se rastline ali tkiva ponovno prilagajajo
na avtotrofni nacin rasti oz. metabolizem, ki jim omogoca sintetizirati potrebne hranilne
snovi s pomocjo sonéne svetlobe (Ravnikar, 1996).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 RASTLINSKI MATERIAL

V postopek aklimatizacije so bile vkljucene stiri vrste tropskih orhidej: Cattleya maxima,
Cattleya violacea, Doritis pulcherrima, Vanda cristata in trije krizanci Phalaenopsis z
oznakami A-3600, A-4266 in A-4269 (preglednica 1). Orhideje so bile asimbiotsko
razmnozene v in vitro razmerah. Semena smo inokulirali na gojisce za kalitev v petrijevkah
premera 90 mm. Postopno, glede na rast in razvoj, smo jih subkultivirali na gojitveno
gojisce v steklene kozarce s polietilenskimi pokrovi velikosti 55%75 mm (slika 6).

Preglednica 1: Rod, vrsta in oblika rasti orhidej vklju¢enih v poskus aklimatizacije

Rod in vrsta orhidej Oblika rasti
Cattleya maxima simpodialna
Cattleya violacea simpodialna
Doritis pulcherrima monopodialna
Vanda cristata monopodialna
A-4266 monopodialna
A-4269 monopodialna
A-3600 monopodialna

Rastline so bile ob zacetku aklimatizacije velike od 3 do 5 cm, odvisno od vrste in rodu.
Bolj kot velikost je pomembno, da so imele vsaj dva lista in vsaj dve korenini (slika 7).
Pred sajenjem v substrat smo s korenin sprali ostanke gojis¢a z destilirano vodo, da
¢imbolj prepre¢imo razvoj patogenih mikroorganizmov Vv substratu. Oc¢is¢ene rastline smo
pred izsusitvijo pustili v destilirani vodi (slika 8). Nato smo jih posadili v substrat (slika 9)

v mini rastlinjaku in takoj pokrili s pokrovom (slika 10 in 11). V obdobju aklimatizacije
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smo jih zalivali z destilirano vodo, da se po rastlinah ne bi izlocal kalcijev karbonat, ki
lahko zamasi pore na listih, steblih in koreninah.

Slika 6: Mikropropagirane orhideje pred aklimatizacijo
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Slika 7: Rastline z vsaj dvema listoma in dvema koreninama primerne za aklimatizacijo



Volf S. Aklimatizacija epifitnih orhidej razmnoZzenih v in vitro razmerah. 12
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Odd. za agronomijo, 2009

Slika 8: Rastline pred sajenjem v substrat

3.2 SUBSTRAT

V poskus aklimatizacije je bil vklju¢en substrat proizvajalca Slingerland iz Nizozemske, Ki
ga za gojenje podjetje uporablja Ocean Orchids iz Dobrovnika (slika 9).

Sestava substrata:

50 % delcev je velikosti med 5 in 15 mm

e 50 % delcev je velikosti med 15 in 20 mm
e sterilizirano borovo lubje (Pinus sylvestris)
e 2 kg/m?® Sotni mah

e 2 kg/m®dolokat (10 % MgO)

e 0,5 kg/m® Kalcijev nitrat (CaNOs)

e 250 g/m*PG mesanica N:P:K 12:14:24

Substrat odlikuje stabilna sestava in koncentracija komponent od serije do serije nakupa.
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Slika 9: Substrat za orhideje uporabljen v postopku aklimatizacije

3.3 GOJITVENI PROSTOR IN POSTOPEK AKLIMATIZACIJE

Primerno velike orhideje smo iz gojitvenega gojisc¢a posadili v substrat v plasti¢ne mini
rastlinjake (slike 6, 7, 8, 9 in 10).

Na dno mini rastlinjakov smo natrosili priblizno dvocentimetrsko plast substrata.

Mini rastlinjaki so sestavljeni iz dveh delov. Spodnji del je temno ali svetlo zelen in
izdelan iz mehkejSe plastike, zgornji del je tr$i in prozoren. Na vrhu pokrova ima dve
odprtini oz. zra¢nika za prezraevanje gojitvenega prostora. Velikost spodnjega dela mini
rastlinjaka je 36 x 22 x 6 cm, zgornjega dela (pokrov) pa 36 x 22 x 12 c¢m (slika 10).

Slika 10: Mini rastlinjak napolnjen s substratom in z dvema odprtinama na pokrovu
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Ko smo rastline vzeli iz steklenih kozarcev s polipropilenskim pokrovom (slika 6), smo jih
pred posledicami izsusitve namo¢ili v destilirano vodo in s korenin sprali gojisc¢e (slika 7 in
8). Po tem smo jih posadili v mini rastlinjake ter jih zalili z destilirano vodo (slika 10 in
11). Substrat in rastline ne smejo biti preve¢ vlazne, ker imajo neaklimatizirane orhideje
neutrjene celiéne stene in povrhnjico ter se hitro okuZzijo in propadejo. Zato smo v mini
rastlinjake dali po dve 50 ml posodi z vodo, da se je v mini rastlinjaku ¢im prej vzpostavila
visoka relativna vlaga, tako da se je zarosil pokrov.

Po prvem tednu aklimatizacije smo posode z vodo odstranili. Prvi in drugi teden smo
zra¢nike mini rastlinjakov pustili zaprte in vsak dan samo prezradili gojitveni prostor tako,
da smo za nekaj minut odstranili pokrove in jih nato pokrili nazaj. Tretji teden smo
zraénike napol odprli in pustili odprte 3 dni, po treh dneh smo jih ¢isto odprli, na koncu
tedna (6. dan) pa na eni strani pokrove podlozili s 5 cm debelim stiroporom. Cetrti in peti
teden smo pokrove popolnoma odstranili. Odkrite orhideje smo v mini rastlinjakih zalivali
vsaj enkrat tedensko 0z. po potrebi — glede na vlaznost substrata.

Slika 11: Posajene rastline v mini rastlinjaku

3.4 VREDNOTENJE

Vsak teden ob sobotah smo spremljali Stevilo prezivelih in propadlih rastlin. Zbrane
podatke in izra¢unane odstotke ter povpre¢ja smo prikazali v preglednicah in slikah ter jih
opisali z metodami opisne statistike.
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4 REZULTATI
4.1 POSTOPEK AKLIMATIZACIE

V poskus aklimatizacije smo vkljuéili 783 razli¢nih orhidej, ki so bile asimbiotsko
razmnozene in do aklimatizacije in vitro gojene. Od tega 113 rastlin Cattleya maxima, 168
rastlin Cattleya violacea, 36 rastlin Doritis pulcherrima, 63 rastlin Vanda cristata, 261
rastlin A-3600, 94 rastlin A—4266, 48 rastlin A—4269.

Odmiranje orhidej se je razlikovalo od vsakega tedna posebej ter od vrste orhidej. Pri tem
moramo poudariti, da so vse orhideje imele enake razmere za rast in razvoj.

V prvem tednu ni propadla nobena orhideja, zato smo prikazali propad Sele v drugem
tednu.

Preglednica 2: Stevilo posajenih in propadlih orhidej v 5 tednih aklimatizacije

ST. ST. TEDNOV AKLIMATIZACIJE ST.
ROD PROPADLIH
POSAJENIH
VRSTA ORHIDEJ
ORHIDEJ 2 3 4 5
Cattleya
. 113 4 6 7 7 24
maxima
Cattleya
) 168 63 12 11 1 87
violacea
Doritis
) 36 15 7 2 1 25
pulcherrima
Vanda cristata 63 0 2 4 6 12
A-3600 261 2 6 8 4 20
A-4266 94 12 0 0 2 14
A-4269 48 13 1 6 2 22
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Cattleya maxima je na zacCetku aklimatizacijskega postopka Stela 113 rastlin. Na koncu
aklimatizacije smo ugotovili, da je najve¢ rastlin, 7, propadlo v Cetrtem in petem tednu.
Skupno je propadlo 24 rastlin. Cattleya violacea je na zac¢etku aklimatizacijske dobe Stela
168 rastlin. Najve¢ rastlin, 63, je propadlo v drugem tednu, potem se je propadanje
upocasnilo. Skupno je propadlo 87 rastlin. Doritis pulcherrima je Stela samo 36 rastlin, od
tega jih je na koncu aklimatizacije propadlo 25. Najve¢ rastlin, 15, je propadlo v drugem
tednu aklimatizacije. Na zacetku aklimatizacije smo imeli 63 rastlin Vande cristate, ki pa
so pri aklimatizaciji zacele propadati. Najve¢ rastlin, 6, je propadlo v petem tednu. Skupno
jih je propadlo 12. Najve¢ rastlin je bilo posajenih pri krizancu A—3600. Od 261 rastlin jih
je v Casu aklimatizacije propadlo 20, najve¢ 8 v Cetrtem tednu. Krizanec A—4266 je na
zaCetku aklimatizacije imel 94 rastlin, najve¢, 12, jih je propadlo v drugem tednu. Na
koncu je propadlo 14 rastlin. Pri krizancu A-4269 smo posadili 48 rastlin, od tega jih je na
koncu postopka odmrlo 21. Najvec rastlin, 13, jih je propadlo v drugem tednu (preglednica
2).

10

% propadlih rastlin
=Y

2. teden 3. teden 4. teden 5. teden

Slika 12: Odstotek propadlih orhidej Cattleya maxima v petih tednih aklimatizacije

Cattleya maxima je na zacetku aklimatizacijskega postopka Stela 113 rastlin. Po kon¢anem
poskusu smo ugotovili, da nam je v postopku aklimatizacijskega postopka propadlo 21,23
% rastlin. V drugem tednu jih je propadlo 3,54 %, sledil je tretji teden, ko jih je propadlo
5,31 %, ter Cetrti teden, ko je propadlo 6,19 % rastlin. Peti teden je ponovno propadlo 6,19
% rastlin (preglednica 2, slika 12).
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Slika 13: Odstotek propadlih orhidej Cattleya violacea v petih tednih aklimatizacije

Cattleya violacea je na zacetku aklimatizacijskega postopka imela 168 rastlin. Najve¢
rastlin, 37,5 %, je propadlo v drugem tednu, v tretjem tednu jih je propadlo 7,14 %, sledil
je cetrti teden, ko je propadlo 6,55 % rastlin, konec poskusa v petem tednu pa jih je
propadlo 0,59 % (preglednica 2, slika 13).
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Slika 14: Odstotek propadlih orhidej Doritis pulcherrima v petih tednih aklimatizacije

Doritis pulcherrima je na zacetku aklimatizacijskega postopka Stela 36 rastlin, s tem pa
tudi najmanjSe Stevilo posejanih rastlin. V drugem tednu je propadlo 41,67 % rastlin, v
tretjem tednu 19,44%, v cCetrtem tednu 5,56 % ter v petem tednu 2,77 % rastlin
(preglednica 2, slika 14).
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Slika 15: Odstotek propadlih orhidej Vanda cristata v petih tednih aklimatizacije

Vanda cristata je na zacetku aklimatizacijskega postopka $tela 63 rastlin, katerih Stevilo pa
se je od 3. tedna naprej zmanjSevalo. V drugem tednu namre¢ ni propadla nobena rastlina.
Propad rastlin se je zacel Sele v tretjem tednu, ko je propadlo 3,17 % rastlin, propad se je
nadaljeval v Cetrtem tednu, ko jih je propadlo 6,35 %. Peti teden aklimatizacijskega
postopka in konec poskusa smo zabelezili, da je propadlo 9,52 % rastlin (preglednica 2,
slika 15).
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Slika 16: Odstotek propadlih orhidej krizanca A-3600 v petih tednih aklimatizacije

Pri krizancu Phalaenopsis z oznako A-3600 nam je v in vitro razmerah uspelo razmnoziti
najveC primernih rastlin za aklimatizacijo in je bila od vseh sedmih skupin najstevil¢nejsa z
261 rastlinami. V drugem tednu je propadlo 0,77 %, v tretjem tednu 2,30 %, v Cetrtem
tednu 3,06 % ter v petem tednu 1,53 % rastlin (preglednica 2, slika 16).
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Slika 17: Odstotek propadlih orhidej krizanca A-4266 v petih tednih aklimatizacije

Krizanec Phalaenopsis z oznako A-4266 je na zacetku aklimatizacijskega postopka Stel 94
rastlin. V drugem tednu je propadlo 12,76 % rastlin. Tretji in Cetrti teden ni propadla
nobena rastlina, peti teden pa jih je propadlo 2,13 % (preglednica 2, slika 17).
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Slika 18: Odstotek propadlih orhidej krizanca A-4269 v petih tednih aklimatizacije
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Krizanec Phalaenopsis z oznako A-4269 je na zacetku aklimatizacijskega postopka stel 48
rastlin. V drugem tednu aklimatizacije je propadlo 27,09 % rastlin, sledil je tretji teden, ko
jih je propadlo 2,08 %. V ¢etrtem tednu je propadlo 12,5 %, v petem tednu pa 4,16%
rastlin (preglednica 2, slika 18).
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Slika 19: Odstotek propadlih orhidej v petih tednih aklimatizacije

Slika 19 prikazuje skupen propad rastlin v aklimatizacijskem postopku. Najve¢ rastlin je
propadlo pri vrsti Doritis pulcherrima in to kar 69,44 %. Malo ve¢ kot polovi¢ni propad z
51,78 % je bil pri orhideji Cattleya violacea. Pri krizancu Phalaenopsis z oznako A-4269
je propadlo 45,83 % rastlin, pri rodu Cattleya maxima jih je propadlo 21,23 %, 19,04 %
rastlin je propadlo pri rodu Vanda cristata, pri krizancu Phalaenopsis z oznako A-4266 je
propadlo 14,89 % rastlin in najmanj, samo 7,66 % rastlin, je propadlo pri krizancu A-3600.
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se nadaljuje

Slika 20: Rast in razvoj orhidej na zacetku 1. tedna in na koncu 5. tedna aklimatizacije; A, B - Cattleya
maxima; C, D - Cattleya violacea; E, F - Doritis pulcherrima; G, H - Vanda cristata; I, J - krizanec A-
3600; K, L - krizanec A-4266 in M, N - krizanec A-4269
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5 RAZPRAVA IN SKLEP
5.1 RAZPRAVA

Rastline sedmih skupin epifitnih orhidej, ki rastejo v naravi kot priraslike, so bile vklju¢ene
v poskus aklimatizacije kot zadnjo fazo mikropropagacije. Predhodno so bile asimbiotsko
razmnozene v in vitro razmerah. Na zacetku aklimatizacije so bile rastline v povpre¢ju
velike od 3 do 5 cm, odvisno od vrste in rodu. Bolj kot velikost je pomembno, da so imele
vsaj dva lista in vsaj dve korenini (slika 6). Croezen (2002) navaja, da je primerna velikost
za aklimatizacijo orhidej, ko so njihovi listi veliki vsaj 5 cm, medtem ko Park in sod.
(2003) priporocajo velikost poganjka 3 - 4 cm, z dvema listoma in 3 - 4 koreninami. Nayak
in sod. (1997) priporo¢ajo za monopodialno orhidejo Acampe praemorsa poganjek s
povpreéno 4,5 koreninami, dolgimi 3,7 cm. Chang in Chang (1998) za simpodialno
orhidejo Cymbidium ensifolium navajata primerno velikost regenerantov 5 cm. V literaturi
so navedeni razli¢ni podatki, ki so odvisni od rodu in vrste orhidej. Tudi orhideje,
vklju€ene v poskus aklimatizacije, SO bile razli¢no velike in v razli¢nih razvojnih fazah,
odvisno od rodu in vrste.

Aklimatizacija je zaradi lazjega kontroliranja razmer potekala v mini rastlinjakih (slika 10)
in na substratu za gojenje orhidej Slingerland iz Nizozemske. Pri aklimatizaciji smo morali
poleg ustrezne vlage paziti tudi na ostale parametre, kot so: svetloba, temperatura, krozenje
zraka in izbira ustreznega substrata (Gordon, 1991).

V poskus aklimatizacije smo v organski substrat skupno posadili 783 orhidej Cattleya
maxima, Cattleya violacea, Doritis pulcherrima, Vanda cristata in tri krizance
Phalaenopsis z oznakami: A-4269, A-4266 ter A-3600.

V prvem tednu aklimatizacije ni propadla nobena orhideja. Orhideje so imele zagotovljeno
veliko zra¢no vlago, pokrovi mini rastlinjakov so bili oroseni, ki smo jih v prvem tednu
vzdrzevali z vodo v posodah. Tako smo preprecili, da bi bil substrat preve¢ namocen. V
takem substratu je propad rastlin veliko ve¢ji kot v zmerno vlaznem substratu. Vsak dan
smo za priblizno 5 min odstranili pokrove mini rastlinjakov, da se je zrak zamenjal. Poleg
vzdrZzevanja zratne vlage z vodo v posodah, smo substrat zalivali tudi po potrebi. Za
zalivanje orhidej smo v Casu aklimatizacije uporabljali dezevnico, da se ne bi zamasile
pore na listih, steblih in koreninah, skozi katere rastline dihajo oz. izmenjujejo CO, in O,
ter vlago.

V drugem tednu smo odstranili ¢ase z vodo, tako da rastline niso imele ve¢ zagotovljene
visoke zracne vlage iz posod, temve¢ samo iz substrata. S tem smo zaceli odstotek vlage
zmanj$evati. To pa vpliva na utrditev povrhnjice — kutikule — in vzpostavitev funkcije
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listnih rez ter na transpiracijo. Se vedno smo vsak dan pokrove rastlinjakov odstranili za
priblizno 5 min in tako poskrbeli za krozenje zraka v mini rastlinjakih.

V drugem tednu je propadlo 109 rastlin 0z. 13,92 %. V tem obdobju so bili pokrovi mini
rastlinjakov Se pokriti, v njih ni bilo posod z vodo, samo za 5 minut na dan smo
prezracevali gojitveni prostor.

V tretjem tednu smo zra¢nike na mini rastlinjakih postopoma odpirali. Na koncu tedna smo
pokrov na najdaljsi stranici podlozili s stiroporom in tako povecali krozenje zraka ter
zmanjsali relativno zra¢no vlago, kar je vplivalo na funkcijo listnih rez in izoblikovanje ter
utrjevanje voskaste prevleke po listih in steblih. Propadlo je 34 rastlin 0z. 4,34 %.

V cCetrtem tednu aklimatizacije smo pokrove odstranili in tako poskrbeli za sprotno
krozenje zraka in zmanjSanje relativne zracne vlage. Ker je bilo zra¢ne vlage zelo malo,
smo morali orhideje veckrat rositi in zalivati z destilirano vodo. Propadlo je 38 orhidej oz.
4,85 %.

V petem tednu aklimatizacije so rastline v povpreéju pridobile vsaj en nov list in vec
korenin. Orhideje so se utrdile in vzpostavile funkcijo listnih rez ter posledi¢no
transpiracijo, saj listi niso veneli, je pa v tej fazi propadlo Se 22 rastlin oz. 2,81 %.

V petih tednih aklimatizacije je najve¢ rastlin, 69,44 %, propadlo pri Doritis pulcherrima,
51,78 % pri Cattleya violacea, 45,85 % pri krizancu A-4269, bistveno manj, 21,23 %, pri
Cattleya maxima, 19,04 % pri Vanda cristata, 14,89 % pri krizancu A-4266 in najmanj,
7,66 %, pri krizancu A-3600. Tiste rastline, ki so v obdobju aklimatizacije in po njej
nadaljevale z rastjo in bile vitalne, so se prilagodile na avtotrofne razmere in se bile
sposobne asimilirati.

5.2 SKLEP

Uporaba mini rastlinjakov za aklimatizacijo orhidej vkljucenih v poskus aklimatizacije se
je izkazala za zelo priro¢no, saj omogocajo preprost nacin vzdrZzevanja optimalne zracne
vlage in temperature.

Pri aklimatizaciji moramo uskladiti pet rastnih dejavnikov. To so: temperatura, substrat,
svetloba, krozenje zraka in vlaga.

Krizanca A-3600 s 7,66 % in A-4266 s 14,89 % propadlih rastlin sta zelo perspektivna, saj
sta zadnjo fazo mikropropagacije zelo uspesSno prezivela, medtem ko je pri krizancu A-
4269 propadlo kar 45,83 % rastlin.

Pri vrstah je najmanj rastlin, samo 19,04 %, propadlo pri monopodialni orhideji Vanda
cristata, nekoliko ve¢, 21,23 %, jih je propadlo pri simpodialni orhideji Cattleya maxima,
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veliko ve¢, 51,78 %, pri drugi simpodialni orhideji Cattleya violacea in najve¢, 69,44 %,
pri monopodialni orhideji Doritis pulcherrima.

Enake razmere aklimatizacije so razlicne orhideje razli¢no uspeS$no prezivele, saj so
genetske razlike med njimi zelo velike in s tem tudi potrebe v postopku prilagajanja na
avtotrofne razmere.

Osnovni pogoj uspeha je, da so in vitro rastline pred aklimatizacijo dovolj velike in vitalne,
s primerno zalogo hranil v listih in koreninah, ter ustrezni ukrepi v obdobju aklimatizacije.
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6 POVZETEK

Zaradi vedno veéjega povprasevanja po tropskih orhidejah in pri nekaterih rodovih
tezavnega razmnozevanja ter zmanjSevanja pritiska na okolje, ki ga trpi zaradi odnasanja
rastlin iz njihovega naravnega habitata ter nedovoljenega trgovanja, se je razvilo
asimbiotsko razmnozevanje in gojenje orhidej v in vitro razmerah. Zadnja in zelo
pomembna faza in vitro gojenja je aklimatizacija. V tej fazi zelimo rastline, ki so rasle v
optimalnih razmerah, kjer smo jim nudili dovolj hranil, vlage, temperature in svetlobe,
prilagoditi na rastne razmere, ko vse te razmere niso vedno optimalni. UspeSen rezultat
aklimatizacije je pridobiti ¢im ve¢ vitalnih rastlin, ki bi hitro zacvetele in bile trzno
zanimive.

V poskus aklimatizacije so bile vkljuéene stiri vrste epifitnin orhidej Cattleya maxima,
Cattleya violacea, Doritis pulcherrima, Vanda cristata in trije krizanci Phalaenopsis z
oznakami A-3600, A-4266 in A-4269 (preglednica 1). Skupno je bilo posajenih 783
orhidej (preglednica 2).

Na zacetku aklimatizacijskega postopka so imele orhideje ne glede na rod in vrsto vsaj dva
lista ter vsaj dve korenini ter so bile velike 3 - 5 cm (slika 6). V postopku aklimatizacije so
bile rastline 5 tednov in v tem obdobju smo spremljali propad oz. prezivelost vsak teden.

Najvec rastlin, 92,34 % o0z. 261, je prezivelo pri krizancu Phalaenopsis z oznako A-3600.
Nekoliko manj, 85,11 % oz. 80, jih je prezivelo pri krizancu A-4266. Pri orhideji Vanda
cristata je bilo vitalnih 80,95 % o0z. 51 rastlin. Pri orhideji Cattleya maxima je prezivelo
78,76 % 0z. 89 rastlin, pri krizancu z oznako A-4269 je prezivelo malo ve¢ kot polovica,
54,16 % oz. 26 rastlin, pri orhideji Cattleya violacea je bilo vitalnih 48,24 % oz. 81 rastlin,
pri orhideji Doritis pulcherrima pa se je aklimatiziralo najmanj, samo 30,56 % o0z. 11
rastlin.
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