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KRYSTYNA KUKULCZANKA, JAN SAROSIEK
MERYSTEMATYCZNE KULTURY STORCZYKOW

Uciazliwg hodowlg i upraweg storczykow, wymagajaca metodycznej specyfiki,
w ostatnich latach zrewolucjonizowalo zastosowanie merystematycznych Kkultur.
Badania merystematycznych kultur storczykéw podjete w réznych osrodkach nau-
kowych obejmuja szeroka problematyk¢. Spontaniczny rozwdj badan w tym zakre-
sie uzasadnia powazny aspekt gospodarczy uprawy i hodowli storczykow.

Punktem wyjscia tej problematyki badawczej byla konieczno§é odwirusowania
wartosciowych odmian roélin uprawnych rozmnazanych wegetatywnie (Morel
i Martin 1955, Holmes 1956, Quak 1957), w tym i storczykow, szczeg6lnie za$
ogrodniczych form Cymbidium (Morel 1960). Po raz pierwszy wolne od wiruséw
ro$liny Cymbidium, z ro$lin zainfekowanych wirusem mozaiki, Morel (1960)
otrzymal w 1956 roku. Opracowujac szczegélowa technike hodowli in vitro mery-
stematycznych tkanek Cymbidium wolnych od wiruséw zaobserwowal, Ze wyizolo-
wana tkanka merystematyczna z wierzchotka pedu rozwija si¢ w tkank¢ morfolo-
gicznie podobna do protokormu nasion storczykéw. Protokormy storczykéw,
poprzedzajace stadium uksztaltowanego kormusu, obserwowali miedzy innymi
Curtis i Nichol (1948) w hodowli nasion in vitro.

Otrzymane z wyizolowanych merysteméw ciata podobne do protokormu Morel
(1960, 1964) nazywa po prostu protokormami a amerykandscy i angielscy uczeni
okreélaja je terminem ,protocorm-like bodies” (Wimber 1963, Sagawa, Shoji
i Shoji 1966, Marston i Voraurai 1967). Z biegiem czasu tworza one najpierw
ryzoidy, a nastgpnie ped i korzen, lub samorzutnie dziela si¢ na 2 lub wigcej czgéei,
albo tez tworza boczne naro$la w postaci guzkéw o strukturze protokormu (Morel
1965a). W kietkujacych nasionach storczykow, szczegdlnie za$ z rodzaju Cymbidium,
rowniez sporadycznie wystgpuje zjawisko samorzutnego wytworzenia kilku proto-
korméw, ktére w nastepstwie tworza normalnie rosnace pedy co opisal Bernard
(Curtis i Nichol 1948). Otrzymane protokormy z wyizolowanych tkanek mery-
stematycznych Morel (1964, 1965a, b) i Wimber (1963) przecinajac na kilka czgsci
stwierdzili ich niebywala zdolno$¢ regeneracyjna. Kazda z takich czgéci jest bowiem
zdolna do powtérnego odtworzenia protokormu. Wielokrotnie powtarzajac podziat



30

protokormoéw, uczeni ci stwierdzili, ze potencjat regeneracyjny tkanek nie stabnie.
Odkrycie to szybko wykorzystano w produkcji ogrodniczej i dzi§ juz znane firmy
ogrodnicze oferuja ro$liny uzyskane metoda kultur merystematycznych, jako
tzw. meryklony (mericlones).

Jak wiadomo formy hodowlane storczykéw w przewazajacej czeéci sa heterozy-
gotyczne i dlatego tez potomstwo uzyskane z nasion jest bardzo réznorodne pod
wzgledem fenotypu i genotypu. Dlatego tez w przypadku roélin z rodzaju Cymbidium
po 6—10 latach od wysiewu nasion hodowca moze wybra¢ z 1000 roslin tylko 1—3
rosliny spelniajace wymagania odnos$nie zdrowotnosci, jakosci i wielkoSci plonu
kwiatow (Morel 1960, 1964). Wsp6lczynnik rozmnazania wegetatywnego storczykow
w tradycyjnej metodzie uprawy jest bardzo maty i pozwala z wyselekcjonowanych
ro$lin np. Cymbidium po nastgpnych kilku latach otrzymacé tylko 6—12 roélin. Nic
tez dziwnego, ze metoda merystematycznych kultur storczykéw, pozwalajaca
wyprodukowaé¢ hodowcy w ciagu jednego roku, jak podaje Morel (1964, 1965a),
z jednego merystemu okolo 4 miliony protokorméw, bedacych potencjalnie pelno-
warto$ciowymi ro$linami, nie tylko zrewolucjonizowata dotychczasowa produkcje
storczykow w znaczeniu komercjalnym, ale tez otworzyla nowe drogi badan w zakre-
sie morfologii, fizjologii i genetyki tej interesujacej grupy roslin. Za rzeczywiste
mozna przyja¢ dane Reinert i Mohra (1967), wedtug ktérych z jednego merystemu
Cattleya mozna uzyskaé¢ przecigtnie 25—100 ro$lin, a maksymalnie okoto 3000.
Podkresli¢ nalezy, ze roSliny otrzymane na drodze wegetatywnej przez podzial
protokorméw, a wigc jako meryklony, kwitng znacznie szybciej niz ro§liny otrzy-
mane z nasion. Meryklony Cymbidium zakwitaja juz po 4—6 latach, gdy tymczasem
roSliny z siewek kwitna dopiero po 6—10 latach (Morel 1965a). Meryklony Den-
drobium zakwitaly juz po 2 latach od momentu wyizolowania merystemu (Sagawa
i Shoji 1967).

Wybér materialu ro§linnego

Przedmiotem dotychczasowych badan byly przede wszystkim gatunki storczykow
o wiekszym znaczeniu gospodarczym, a mianowicie gatunki z rodzaju Cymbidium
(Morel 1960, 1964, 1965a b, Wimber 1963, Sagawa, ShojiiShoji 1966, Wilfret
1966), Cattleya (Morel 1964, 1965a, Vacherot 1966, Scully 1967, Reinert
i Mohr 1967), Dendrobium (Sagawa i Shoji 1967), Lycaste (Morel 1964, 19654,
Vacherot 1966), Miltonia, Odontoglossum i1 Phaius Morel 1964, 1965a), Zygopeia-
lum (Vacherot 1966) oraz Calanthe i Odontonia (Bertsch 1966). Oprécz wymienio-
. nych rodzajéw o pedach sympodialnych, przedmiotem dotychczasowych badan
byly réwniez i rodzaje storczykow o pedach monopodialnych, jak np. Cypripedium,
Phalaenopsis czy Vanda (Morel 1964, 1965a), jednakze w mniejszym zakresie,
bowiem skrawki merysteméw tych ro$lin nie tworza protokorméw. Wspomnieé
Jjednak trzeba, ze Scully (1966) u gatunkéw z rodzaju Phalaenopsis, a Sagawa
1 Sehgal (1967) u roslin z rodzaju Vanda uzyskali pelnowarto$ciowe ro$liny z uSpio-
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nych pakéw bocznych izolujac je z dolnych cz¢sci pedéw kwiatostanowych jako
sadzonki oczkowe.

Tkanki merystematyczne do kultur takich storczykow, jak: Cymbidium, Cattleya
czy Dendrobium izoluje si¢ z mtodych pedow wyrastajacych u podstawy bezlistnych
pseudobulw oddzielonych uprzednio od matecznej roéliny i przetrzymywanych
w warunkach umozliwiajacych wybijanie pedéw, lub tez z pedéw wyrastajacych
z zielonych i ulistnionych pseudobulw. Zdaniem Marston i Voraurai (1967)
lepsze wyniki w kulturach daja tkanki merystematyczne izolowane z ped6w wyrasta-
jacych z zielonych pseudobulw. Czgiciej jednak do tego celu uzywa si¢ pedow
Z pseudobulw starszych, wczesniej oddzielonych, bowiem odcinanie pgdéw ostabia
mateczne roéliny. : '

Z dotychczasowych badan mozna wnioskowa¢, ze dlugo$§¢ mlodych pedow
odpowiednich do izolacji merystematycznych tkanek nie jest tu istotna, bowiem
Wimber (1963) oraz Reinert i Mohr (1967) z dobrym skutkiem korzystali z pgdow
Cymbidium 3 cm dlugich, a Morel (1965a, b) z pakéw ledwie zdolnych do elongacji. -
Najczesciej jednak uzywano pedéw Cymbidium o dtugoéci 5—10 cm (Ilsley 1965,
Sagawa, ShojiiShoji 1966, Morel 1964, 1965a, b, Leffring 1966). W przypadku
izolacji merystematycznej tkanki z pedéw Cattleya, Scully (1967) z dobrym rezulta-
tem uzywal pedow 1—8 cm dhugich, Morel (1965a) 5—10 cm dlugich, natomiast
Reinerti Mohr (1967) uzywali zaledwie nabrzmiale paki réwniez z dobrym rezulta-
tem. Pozostaje wigc nadal sprawa otwarta, jaka jest optymalna wielko$¢ pedu
roznych gatunkow storczykéw do izolacji merystematycznej tkanki, bowiem nie byto
dotychczas poréwnawczych badarn.

Z pedow bedacych w poczatkowej fazie elongacji izolowano merystematyczna
tkanke tylko z paka szczytowego, natomiast z pedow silniej wydtuzonych izolowano
merystem rowniez i z pakéw bocznych (Morel 1960, 1964, 1lsley 1965, Sagawa,
Shoji i Shoji 1966 oraz Scully 1967). U silniej wydtuzonych pedow Cymbidium
obserwuje si¢ zanik paka szczytowego (Kukuiczanka 1970), wéwczas z natury
rzeczy pozostaje mozliwo$¢ izolacji tkanki tylko z pagkéw bocznych. Wedlug Jaspera
(1966) rowniez z powodzeniem mozna izolowaé grupy merystematycznych komoérek
wystepujacych u nasady bulw, tuz pod epiderma.

Technika izolacji

Wedlug Morela (1960, 1964) dobrze rozwijaja si¢ takie eksplantaty apikalnych
merysteméw, ktore zawieraja cze$¢ prokambium oraz 2—4 primordia lisci. W izolacji
merystem6w apikalnych stosuje si¢ 4 pionowe cigcia i jedno poziome podcinajace
w obrgbie prokambium, co daje wycinek tkanki o ksztalcie zbliZonym do szeScianu
(Morel 1964, Sagawa i Shoji 1967). W przypadku pakéw bocznych izolowano
caly pak (Sagawa, ShojiiShoji 1966, 1967). Ci autorzy izolowali réwniez tkanke
z miedzywezli mtodych czeSci Dendrobium lecz bez powodzenia.

Technika izolacji, jak i dalsza hodowla tkanek merystematycznych wymaga
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sterylnoéci. Przed przystapieniem do izolacji, Morel (1960, 1964, 1965a, b) po
usunieciu lisci ze szczytu pedu Cymbidium, myt t¢ czg$¢ rosliny woda z mydlem.
Oddzielony ped Morel zanurza na kilka sekund w 75—96 % alkoholu etylowym,
a nastepnie na 20—30 minut w 3—8 %, roztworze podchlorynu wapnia. Leffring
(1966) stosuje do tego celu 30% roztwér podchlorynu wapnia przez 15—20 minut,
natomiast Wimber (1963) tylko 2% roztwoér przez 10 minut. Sagawa, Shoji
i Shoji (1966) do sterylizacji pedéw Cymbidium stosowali roztwor chlorku bielacego
w kolejnosci, najpierw roztwér 10 % przez 15 minut, nastepnie 5 %, przez 5—38 minut
i 1% przez 3 minuty, przy czym stopniowo usuwali z pedu liScie, tak Zze w roztworze
39 pozostawaly juz same paczki. Ponadto stosowano takie Srodki, jak sublimat,
podchloryn sodu (Morel 1960, 1964), czy chloramina (Kukulczanka 1970).
W nastgpstwie sterylizacji konieczne jest przeplukanie wysterylizowanych pedow
sterylng woda i osuszenie ich sterylna bibula filtracyjna. Trzeba dodac, ze najwigcej
technicznych szczeg6téw sterylnej izolacji podaja Sagawa, Shoji i Shoji (1966).

Niewatpliwie istotne znaczenie w izolacji merystemow ma wielko$¢ eksplantatu.
Morel (1960, 1964) w celu odwirusowania ro$lin Cymbidium izolowal skrawki
wierzchotka pedu szerokoéci 0,1 mm. Wedtug Wilfreta (1966) i u Cymbidium
zdolno$é wytwarzania cial podobnych protokormom nie jest ograniczona tylko do
skrawkéw merysteméw z apikalnego stozka, bowiem poprzeczne 2 mm skrawki
wyizolowane ze stozka wzrostu w odlegloéci 6—8 mm od jego szczytu maja réwniez
duza zdolnosé¢ regeneracyjna. Ta niebywata zdolno$¢ regeneracyjna wyizolowanych
skrawkéw merystematycznych, w rezultacie ktérej powstaja liczne protokormy,
zmniejsza si¢ wraz z ich odlegloscia od szczytu stozka wzrostu, a wigc eksplantaty
wyizolowane z dalszych partii stozka maja mniejsza zdolno$¢ wytwarzania proto-
korméw. Jak wykazat Morel (1965a, b) kultury merystematyczne Cattleya wymagaja
skrawkéw okoto 5 mm dhugich i 2—4 mm szerokich. Sagawa, ShojiiShoji (1966)
zalecaja izolowaé skrawki wielkoéci 2—3 mm?, o bryle zblizonej do szeScianu.
Sagawa i Shoji (1967) izolowali skrawki Dendrobium wielko$ci 2—4 mm® za-
réwno z pakéw wierzchotkowych, z pakéw pachwinowych, jak i z miedzywezZli.
Wigksze eksplantaty, a wiec wielko§ci 2—3 mm?, choé znacznie lepiej rosna, nie
zawsze daja ro$liny wolne od chordéb wirusowych tak, jak w przypadku goZzdzi-
kow czy ziemniakoéw (Quak 1957).

Pozywki

W pierwszej fazie badani hodowli in vitro merystematycznych tkanek storczykow
zastosowano pozywki, jakie stosowano juz od wielu lat do kietkowania nasion
storczykéw, a przede wszystkim pozywke Knudsona (1946). Wraz z rozwojem
badan ta podstawowa pozywka przechodzi rézne modyfikacje, podobnie jak i poZniej
zastosowane pozywki Tsuchiya (1954) czy Vacin i Wenta (1946). Sktad dotych-
czas stosowanych pozywek w hodowli merystematycznych tkanek storczykow
podano w tabeli.
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Kazda z tych pozywek obejmuje zwykle 5 podstawowych grup substancii,
a mianowicie podstawowe sole mineralne, pierwiastki §ladowe, substancje wplywajace
na wzrost i podzialty komoérkowe (np. auksyny, witaminy, kininy), inne rézne sub-
stancje niejednolite chemicznie dodatnio wplywajace na wzrost (aminokwasy lub
ich kompleksy, mleko kokosowe, sok ananasowy, pomidorowy, bananowy), oraz
‘cukry, najczesciej sacharozg. Pozywka Reinert i Mohra (1967) zawiera mikroele-
menty: bor, cynk, miedZ i mangan.

Morel (1960, 1964, 1965a) zestalajac pozywke Knudsona ,,C” agarem uzyskat
dobre rezultaty w hodowli merystematycznych tkanek Cymbidium, Miltonia i Phaius,
a niezadawalajace w hodowli tkanek Cartleya. Znajac prace Curtisa (1947) oraz
Raghavani Torreya (1964), ktorzy wykazali niezbedno$¢ azotu amonowego dla
rozwoju embrionéw Cattleya, Morel (1964, 1965a) zmodyfikowat pozywke ,,Knud-
son C” zmniejszajac w niej ilo$¢ azotanu wapnia a dodajac azotan amonu lub tylko
zwigkszajac zawarto$¢ siarczanu amonu. Pozywke ,,Knudson C” modyfikuje réwniez
Morel (1964, 1965b) i do hodowli tkanek Cymbidium, a mianowicie opierajac si¢ na
do$wiadczeniach z merystemami ziemniakéw, zwigksza w niej ilo$¢ potasu. Pozywke
»Kundson C” z powodzeniem stosowali w hodowli merystematycznych tkanek
Cymbidium Sagawa, Shoji i Shoji (1966) oraz Wilfret (1966). Safawa i Shoji
'(1967) stosowali rowniez t¢ pozywke w hodowli merystematycznych tkanek Dendro-
bium. Wimber (1963) do hodowli tkanek Cymbidium modyfikuje pozywke¢ Tsuchiya
(1954). Modyfikacja ta polega na zastapieniu histydyny polipeptydem o nazwie
»tryptone” oraz na wylaczeniu tiaminy i kwasu foliowego. Dalsza modyfikacje
pozywki Tsuchiya spotykamy w pracy Leffring (1966), ktoéra uzyskala na tej
pozywce lepsze rezultaty hodowli tkanek Cymbidium niz na pozywce Knudsona.
Pozywka Vacin i Wenta (1949) opracowana dla siewek storczykoéw znalazia
zastosowanie i w hodowli merystematycznych tkanek storczykéw. W hodowli
tkanek Cymbidium pozywke te stosowali Sagawa, ShojiiShoji(1966), a w hodowli
tkanek Cattleya Scully (1967). Scully (1966) te pozywke stosowal i w hodowli
pakowych sadzonek Phalaenopsis, a Sagawa i Seghal (1967) w hodowli pagkowych
sadzonek Vanda. Najbardziej odbiegajaca od pozostalych jest pozywka Reinert
i Mohra (1967) zastosowana w hodowli tkanek Cymbidium i Cattleya.

Dodawanie do pozywek ekstraktéw rolinnych, takich jak: mleko kokosowe,
sok bananowy, pomidorowy czy ananasowy, ktore korzystnie wplywaja na rozwoj
storczykéw hodowanych z nasion (Griffith i Link 1957, Lawrence i Arditti
(1964) w przypadku hodowli tkanek merystematycznych Cymbidium (Morel
1965a, b) daje nikle rezultaty. Podobnie niezadawalajace wyniki uzyskali Reinert
i Mohr (1967) w pierwszych trzech tygodniach hodowli merysteméw Cattleya
dodajac do pozywki mleko kokosowe oraz kinetyng i inozytol. Mleko kokosowe
dodane do pozywki w inicjalnych stadiach rozwoju wyizolowanych merystemow
Cattleya powoduje nawet ich $mierc. Inozytol i kinetyna szkodliwe w inicjalnych
stadiach rozwoju eksplantatéw merystematycznej tkanki Cattleya, dodane do nowej
pozywki agarowej po uplywie trzech tygodni staja si¢ nieszkodliwe, a w przypadku
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kinetyny mozna nawet stwierdzi¢ jej stymulujacy wplyw. Dodatek mleka kokoso-
wego do pozywki po 3—4 tygodniach rozwoju merystematycznej tkanki Cattleya
powoduje dobry rozwdj kalusu, aczkolwiek pojawia¢ si¢ moga i obszary martwej
tkanki; natomiast dodatek do pozywki kinetyny i mleka kokosowego powoduje
szybszy rozwdj tej tkanki. W tych warunkach pozywki, jesli nie dzielimy kalusowej
tkanki do dalszych subkultur, tworza si¢ z niej liczne protokormy. Reinerti Mohr
(1967) zaréwno w plynnej pozywce, jak i w pozywce agarowej stwierdzili brunatna
pigmentacje wokot tkanki wywolana kinetyna. Stwierdzono, ze Zrédiem tej pigmen-
tacji jest sama tkanka. Nie wszystkie jednak eksplantaty Cattleya wykazuja taka
reakcje na kinetyne. Badania Reinert i Mohra (1967) stanowia wstepny etap
realizacji szerzej zaplanowanych badan dotyczacych chemicznej regulacji wzrostu
izolowanych merystematycznych tkanek storczykéw w Eksperymentalnej Stacji
Rolniczej Kentucky. Nalezy wiec oczekiwaé, ze dalsze badania blizej wyjasnia
szkodliwo$¢ pewnych substacji w pierwszej fazie rozwoju eksplantatow i korzystne
ich dziatanie w dalszych fazach rozwoju, jak w przypadku kokosowego mleka
i kinetyny. Przyszle badania nad wspoéldziataniem auksyn, cytokinin i giberelin
niewatpliwie wyjasnia zagadnienie chemicznej regulacji wzrostu wyizolowanych
merysteméw Cafttleya i innych storczykdw.

Tak jak w przypadku hodowli siewek storczykow na pozywce dodawano réine
substancje wzrostowe (Withner 1957), tak i w hodowli merystematycznych tkanek
storczykOw zastosowano juz te substancje. Morel (1965a, b) dodawat do pozywek
IAA i NAA wilosci 1 mg/l, a Scully (1967) NAA roéwniez w ilo$ci 1 mg/l. Autorzy
ci nic omawiaja jednak wynikéw do$wiadczenn z zastosowaniem tych substancji.
Reinert i Mohr (1967) ponadto dodawali do pozywek IBA oraz witaminy B,,
B i PP.

Badania hodowli merystematycznych tkanek storczykéw sa dotychczas we wstep-
nej fazie, totez zagadnienie skiadu pozywek wymaga bardziej szczegdétowych opraco-
wani. Powaznym mankamentem dotychczasowych badari w tym zakresie jest brak ilo-
Sciowych opracowan wynikow do$wiadczen ze zréznicowaniem pozywek. Konieczne
sa dalsze badania nad wplywem dodatkowych substancji w pozywce na wzrost
1 rozwdj izolatow merystematycznych tkanek nie tylko poszczegélnych gatunkow
storczykow, ale i odmian i klonéw. Badania winny zmierza¢ do zindywidualizowania
pozywek w stosunku do poszczegdlnych gatunkow storczykéw i ich odmian. Pozywki
stosowane w hodowli in vitro bgdace empirycznymi zestawami réznych skladnikéw
s3 ukladami metabolicznie statycznymi i wedlug Hoffmanowej (1968) nie moga
zastapi¢ w pelni okre§lonych organdéw lub tkanek ro$linnych dostarczajacych sub-
stancji odzywczych w okreslonej sekwencji i w sposob dynamiczny. Nalezy wigc
oczekiwal, ze dalsze badania nad zastosowaniem bardziej zindywidualizowanych
pozywek w hodowli in vitro merystematycznych tkanek ro6znych gatunkow i odmian
storczykéw zbliza warunki sztucznego odzywiania do naturalnego, dynamicznego
ich ukladu jakim jest cala roslina.

Odczyn (pH). Aczkolwiek autorzy nie precyzuja optymalnego odczynu pozywek,

3‘
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mozna przypuszczaé, ze i pH jest rowniez istotnym czynnikiem powodzenia kultur
merystematycznych storczykdw. OkreSlenie optymalnego pH pozywki do kultury
okre$lonego gdtunku storczyka wymaga iloSciowych poréwnawezych badan.
Wimber (1965) uzyskal dobry rezultat w hodowli tkanek Cymbidium przy pH
pozywki 5, 6, a Scully (1967) w hodowli tkanek Cattleya przy pH pozywki 5, 0-5, 2.
Reinerti Mohr (1967) zar6wno w hodowli tkanek merystematycznych Cymbidiv m,
jak i Cattleya, niezaleznie od skladu pozywki, stosuja pH 5,0. Wedlug Jaspera
" (1966) odczyn pozywek dla kultur tkankowych storczykéw winien by¢ w granicy
pH 4, 8—S5, 5. Z przytoczonych danych widaé, ze odczyn pozywek stosowanych
w kulturach merystematycznych tkanek storczykéw jest podobny do odczynu
pozywek stosowanych do kielkowania nasion tych roslin (Nicolai 1939, Sander
1956). Prawdopodobnie kultury tkankowe storczykéw gruntowych, jak np. Cymbi-
dium, w odréznieniu od gatunkéw epifitycznych, wymagaja nieco wyzszego pH.
W Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu we Wroctawiu i w Do$wiadczalnej Stacji
Kwiaciarskiej w Aalsmeer (Holandia) w hodowli tkanek Cymbidium stosuje si¢
pH 5,7—6,0.

W hodowli storczykéw z nasion wraz z rozwojem siewek zmienia si¢ odczyn
pozywki. Réwniez z biegiem czasu zmienia si¢ odczyn pozywek w kulturach tkanko-
wych. Wedtug Knudsona (1951) odczyn agarowej pozywki siewek storczykow
o pH 5,16 po 33 miesigcach wzrostu siewek wynosi pH 3,0. W Ogrodzie Botanicz-
nym we Wroctawiu obserwowano obnizenie pH ptynnej pozywki w kulturze tkanko-
wej Cymbidium z 5,7 do 4,0 po uptywie 10 tygodni.

Pozywki stale i plynne. Pierwsze kultury merystematyczne storczykow,
w ktérych zaobserwowano samorzutne dzielenie si¢ protokorméw, mialy pozywki
stale (Morel 1960). Ptynne pozywki do hodowli merystematycznych storczykow
wprowadzit Wimber (1963). Uczony ten zaobserwowal, ze protokormy C 'ymbidium
rozwijajace si¢ z wyizolowanych merysteméw na plynnej pozywce nie tworza pedow,
lecz coraz to wigksza mase¢ protokorméw. W dalszych badaniach Wimber (1965)
stwierdzil, ze wzrost masy protokorméw byl dwukrotnie wigkszy w pozywce plynnej
wstrzasanej na aparacie rotacyjnym niz w pozywce stalej lecz stabilnej. Badania
Leffring (1966) wykazaly, ze w plynnej pozywce w aparacie rotacyjnym z tkanki
merystematycznej szybciej wyksztalcaja si¢ protokormy, anizeli na pozywce stalej.
Zdaniem Morela (1964, 1965a) izolowane merystemy Cymbidium do czasu wytwo-
rzenia protokorméw korzystniej jest hodowaé na pozywkach stalych, natomiast
merystemy .Cattleya na pozywce ptynnej. Za korzystniejszym stosowaniem piynnych
pozywek w hodowli merysteméw Cattleya przemawiaja rowniez prace Scully (1967).
Reinert i Mohr (1967) juz w parg dni po wyizolowaniu merystemow Cattleya
przenosili je z plynnej pozywki na pozywke stata. Natomiast Sagawa i Shoji (1967)
hodujac merystemy Dendrobium wyizolowane z wierzchotkowych i pachwinowych
pakow otrzymali pozytywne wyniki zaréwno na pozywce stalej, jak i W pozywce
plynnej. '

Tkanki wielu odmian storczykéw moga zbrunatnie¢ na powierzchni cigcia przez
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oksydacje 2wigzk6w fenolowych. Aby unikna¢ toksycznosci produktow tej oksydacji
Morel (1964, 1965a) zaleca 2—3 Kkrotne przeniesienia tkanek do Swiezych pozywek
w odstgpach niewielu dni. Z tych wzgledow korzystniejsze sa wigc w pierwszych
dniach hodowli pozywki plynne.

Do wstrzasania pltynnych kultur stosuje si¢ aparaty rotacyjne o pionowym
ustawieniu (Morel 1965a, b, Wilfret 1966, Reinert i Mohr 1967), o ustawieniu
poziomym (Sagaws, Shoji i Shoji 1966) oraz ustawione pod katem 30—45°
(Leffring 1966). Stosowane aparaty rotacyjne maja roézna szybkosS¢ obrotow.
Wilfret (1966) stosowal aparat o 1/5 obrotu na minutg, Morel 1965a, b) oraz
Sagawa, Shojii Shoji (1966) stosowali aparat o 1—2 obrotach na minutg, nato-
miast Scully (1967) i Wimber (1965) aparat o 160 lub 200 obrotach na minute.
Podana szybko$¢ obrotéow jest wzgledna, bowiem cytowani autorzy nie podaja
$rednicy stosowanych aparatéw rotacyjnych.

Na uwage zastuguja hipotezy Wimbera (1963) i Scully (1967) na temat ko-
rzystniejszego dziatania pozywek wstrzasanych na rozwijajace si¢ merystemy stor-
czykow. Wedlug Wimbera (1963) stale wstrzasanie kultury ogranicza biegunowosé
rozwijajacych sie tkanek, tymze samym hamuje rozwoj pedu. Wedlug Scully (1967)
wstrzasanie kultury zwieksza maksymalnie liczbe centréw wzrostu merystematycznej
tkanki przez zahamowanie biegunowosci, a ponadto rozprowadza w pozywce
specyficzny inhibitor powstajacy przyrannie i w wyniku sterylizacji, oraz zwigkszajac
aeracje warunkuje pelng aktywnos¢ oddychania, sprzyja syntezie bialek i pobieraniu
soli, zwigksza powierzchni¢ kontaktu tkanki z pozywka.

Swiatlo i temperatura

W dotychczasowych badaniach nie rozwazano specjalnie $wiatla, a wige czynnika,
ktory musi mieé istotne znaczenie dla rozwoju tkanek, w ktorych tworza si¢ chloro-
plasty. Dotychczas stosowano rézng intensywno$é o$wietlenia. Wimber (1963)
uzyskiwal dobre wyniki hodowli tkanek storczykéw juz przy natgzeniu Swiatla
wielkosci 100 $wiec stopowych, a Sagawa i Shoji (1967) przy nateZeniu Swiatta
od 100 do 170 §wiec stopowych. Reinert i Mohr (1967) stosowali natgzenie
$wiatla wielkosci 200 §wiec stopowych, a Jasper (1966) 1800 do 2000 $wiec stopo-
wych. Dotychczas stosowano rowniez rézny czasokres o$wietlenia w ciggu doby.
I tak, Morel (1960) stosowat 12 godzinne o$wietlenie w ciagu doby, Ilsley (1965,
1966) 16 godzinne, natomiast ciagle o$wietlenie kultur stosowali Wimber (1963),
Sagawa, Shoji i Shoji (1966) oraz Leffring (1966). Niewatpliwie konieczne sa
w tym wzgledzie badania poréwnawcze okre$lajace optimum nat¢zenia Swiatla
i wlasciwy czasokres dla poszczegblnych gatunkéw storczykéw w tkankowej hodowli.
Konieczne jest réwniez poznanie wymagan $wietlnych rozwijajacych sig eksplantatow
w roznych stadiach wzrostu.

Dotychczas stosowano w kulturach merystematycznych storczykéw temperaturg
w granicy 22—30°C. Dla hodowli tkanek Cymbidium Morel (1964), Wimber (1963)
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i Wilfret (1966) zalecaja stala temperature 22°C, natomiast Leffring (1966) 23°C.
Wedlug Sagawa i Shoji (1967) kultura tkanek Dendrobium wymaga temperatury
27°C. Reinert i Mohr (1967) utrzymuja kultury tkanek Cymbidium i Cattleya
w temperaturze 24—28°C. Wedlug Ilsleya (1965) optymalna temperatura dla
kultur tkankowych storczykow lezy w granicy 26,6 do 29,4°C, temperatura 30,2°C
jest juz gorna granica krytyczna. Wedlug Jaspera (1966) temperatura 24—28°C
zapewnia najkorzystniejszy wzrost merystematycznych tkanek storczykéw. Niewatpli-
wie optimum temperatury zalezy od nate¢zenia $wiatla, od czasokresu o$wietlenia-
w ciagu doby, jak réwniez i od wymagan poszczegdlnych gatunkéw storczykow,
czy nawet i odmian hodowlanych.

Subkultury

Czasokres od momentu izolacji merystemu do wytworzenia protokormu jest
bardzo rézny u réznych gatunkoéw, odmian i klonéw i niewatpliwie zalezny jest od
ich zywotno$ci. Male bardzo wycinki merysteméw, bez primordiow lisciowych,
rosna wolno i znacznie pdzniej wytwarzaja protokormy. Wyizolowane male skrawki
tkanki Cymbidium tworza protokormy w ciagu 3—4 miesiecy (Morel 1960, 1965a,b),
natomiast wigksze juz po uplywie miesiaca. Sagawa, Shoji 1 Shoji (1966) uzy-
skiwali protokormy Cymbidium z merysteméw o wielkoSci 2—3 mm w ciagu
4—6 tygodni.

Wyksztalcone juz protokormy stanowia wlasciwy materiat dla subkultur. Duza
zdolno$¢ regeneracyjna protokorméw sprzyja duzej dowolnosci sposobow cigcia
ich na mniejsze czgéci, a wigc mozliwe sa cigcia w plaszczyznach poziomych, piono-
wych, cigcia catkowite lub tez tylko nacigcia. Morel (1964, 1965a) przecinat proto-
kormy Cymbidium na 4—6 czgSci w plaszczyznie pionowej, natomiast Sagawa,
Shoji i Shoji (1966) na 3—4 czesci. Scully (1967) przecinat protokormy Cattleya
zarbwno w plaszczyznie poziomej, jak i pionowej. W Ogrodzie Botanicznym we
Wroclawiu otrzymano dobre rezultaty juz przez samo nacinanie protokorméw
Cymbidium (Kukulczanka 1970). Stadium protokormu u Cattleya trwa bardzo
krotko w odréznieniu od stadium protokormu Cymbidium, dlatego tez czgsto stosuje
si¢ $cigcie wierzchotka protokormu zapewniajace wzrost wickszej masy tkanki
potrzebnej do subkultur.

Bezposrednio po podzieleniu protokorméw lub ich czgSciowemu nacigciu przeno-
simy te tkanki do $wiezej pozywki. W przypadku stalej pozywki wskazane jest
przeniesienie pocigtych protokorméw na pozywke miejscem nacigcia. W subkultu-
rach korzystniejsze sa pozywki ptynne (Wimber 1965, Leffring 1966). Teoretycznie
nie ma ograniczenia liczby podzialéw protokormoéw, a w nastgpstwie uzyskania
subkultur. Subkultury mozna uzyska¢ kazdorazowo po uplywie 2—8 tygodni
od momentu podziatu protokorméw (Morel 1964, 1965a). Trzeba jednak zaznaczyc,
ze Cattleya wymaga czestszego podziatu rosnacej tkanki, a wiec czesciej uzyskujemy
kolejne subkultury tej roSliny.
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W przeciwienistwie do pierwszego podzialu protokormu wytworzonego bezpo-
$érednio z wyizolowanego merystemu, merystematyczne tkanki bedace juz w subkultu-
rach mozna dzieli¢ na wiele czesci i uzyskac¢ wigksza liczbe protokorméw. Wimber
(1963) aglomerat merystematycznej tkanki Cymbidium w subkulturze dzielit na 20
a nawet 1 wiecej czesci.

Liczba tworzacych sie protokorméw w subkulturach zalezy od gatunku i odmiany
hodowlanej, a nawet i od klonu, na co zwraca uwage Morel (1964). Istotne znaczenie
w tym przypadku maja i warunki hodowli, a wiec skiad pozywki, jej odczyn, tempera-
tura i $wiatlo (Jasper 1965).

Protokormy uzyskane w subkulturach, po przeniesieniu na pozywke stala,
wytwarzaja male roliny, juz nawet w ciagu miesigca. Po uplywie dalszych 3—4 mie-
siecy roéliny te mozna przenie$¢ na Scidtke wilasciwa w uprawie storczykéw.

Instytut Botaniki i Biochemii Uniwersytetu we Wroclawiu
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