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ABSTRACT. The study concerning the organogenetic reaction of micropropagated orchid tissues
coinfected with Cymbidium mosaic virus and Odontoglossum ringspot virus and of respective
healthy control clone is presented.
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Wstep

Storczyki mozna rozmnazaé z siewu oraz tradycyjnie w sposob wegetatywny, przy
czym wzrost ograniczonej liczby roslin otrzymanych ta droga jest powolny, gdyz sa to
rosliny o stabym przyroscie. Mtode liscie rozwijaja si¢ wolno, a starsze dlugo petnia
funkcje asymilacyjne. Z tego powodu jest powszechne stosowanie technik mnozenia in
vitro, zwlaszcza warto$ciowych odmian i mieszancéw, co umozliwia znaczne podwyz-
szenie wspotczynnika rozmnazania. Do najczgsciej stosowanych naleza kultury mery-
stemow i wierzchotkow pedéw (Morel 1964, Champagnat i Morel 1969, Torres
i Mogollon 1998, Torres i in. 1998) oraz organdw wegetatywnych i generatywnych,
i Miczynski 1996, Colli i Kerbauy 1993, Kerbauy i Colli 1997, Murthy i Pyati 2001,
Chen i in. 2004). Rozmnazanie na skal¢ produkcyjng storczykow metoda kultur in vitro
spowodowato szerokie rozprzestrzenienie szklarniowych, w naszych warunkach, upraw
storczykow epifitycznych, semiepifitycznych oraz litofitycznych, a takze umozliwito
reintrodukcje zagrozonych gatunkéw rodzimych storczykoéw naziemnych (Lee i Lee
2003, Pindel i Pindel 2004, Znaniecka i in. 2004). Cattleya Lindl., epifityczny stor-
czyk o pigknych kwiatach, rosngcy w warunkach naturalnych na zboczach And w Ame-
ryce Potudniowej, jest bardzo ceniony zarowno w kolekcjach, jak i przez producentow.
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Stan fitosanitarny upraw, dzigki stosowaniu efektywnych metod ochrony storczykow
przed chorobami pochodzenia grzybowego, jest niepokojacy jedynie w zakresie chorob
wirusowych. Najczesciej diagnozowane sa wirusy mozaiki Cymbidium (CyMV) oraz
pierscieniowej plamistosci Odontoglossum (ORSV) (Wisler 1989, Cybularz i in. 1990,
1993, Barcial i Bajet 2003). W przypadku infekcji wirusowej catosci cennego materia-
hu, co niejednokrotnie si¢ zdarza, jedyng mozliwo$cig otrzymania zdrowych roslin ma-
tecznych staje si¢ kultywacja w warunkach in vitro izolowanych tkanek merystema-
tycznych, czesto taczona z zabiegami termoterapii oraz chemioterapii. W kolejnym
etapie nastgpuje mikrorozmnazanie odwirusowanego materialu (Morel 1960, Walkey
1980, Deogratias i in. 1989). Na temat zabiegéw chemioterapeutycznych w literaturze
przedmiotu spotyka si¢ prace, w ktorych zastosowanie okreslonych dawek regulatorow
wzrostu spowodowato supresje wirusa w porazonych tkankach (Omura i Wakimoto
1978, Kartha 1984).

Celem prezentowanych badan jest ocena efektu jaki mieszana infekcja wirusami
mozaiki Cymbidium i pier§cieniowej plamistosci Odontoglossum wywiera na mozliwo-
$ci regeneracyjne cennego mieszanca miedzygatunkowego Cattleya schonbrunnensis x
C. leopoldii gutata, uzyskanego w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Jagiellonskie-
go. Porownywano dynamike morfogenezy materiatu porazonego i zdrowych, uprzednio
odwirusowanych, kultur kontrolnych na etapie mikrorozmnazania pedow, uzyskanych
w wyniku regeneracji ze stozkow wzrostu. Rownoczesnie sprawdzano efekt chemiote-
rapeutyczny zroznicowanych dawek zeatyny, benzyloadeniny (BA) oraz kwasu naftylo-
octowego (NAA) i kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D), dodawanych do po-
zywek w trakcie inicjacji oraz namnazania kultywowanych tkanek.

Material i metody

Material roslinny stanowity odrebne klony fioletowo kwitnagcego mieszanca Cat-
tleya schonbrunnensis x C. leopoldii gutata: systemicznie porazony wirusami mozaiki
Cymbidium (CyMV) oraz pierécieniowej plamistosci Odontoglossum (ORSV) — klon
ICCsMI1 oraz zdrowy kontrolny klon HCCsl. Identyfikacje wirusow przeprowadzono
uzywajac testu biologicznego i serologicznego oraz nastgpujacych roslin testowych:
Cassia occidentalis L., Chenopodium amaranticolor Costa i Reyn, Ch. quinoa Willd.
Gomphrena globosa L., Nicotiana glutinosa L., N. tabacum L. ‘Xanthi’, Tetragonia
expansa Murr. (Cybularz i in. 1993). Roéliny donorowe, stanowiace zrodto eksplanta-
tow, a nastepnie zregenerowane pedy testowano na obecno$¢ CyMV i ORSV metoda
DAS-ELISA, zgodnie z metodyka publikowang przez Clark i Adams (1977). W celu
zatozenia kultur, pobierane paki, po 30-sekundowym traktowaniu 70-procentowym
alkoholem etylowym, sterylizowano przez 60 s w 0,1-procentowym roztworze chlorku
rteci 1 trzykrotnie przemywano sterylng wodg destylowana. Stozki wzrostu wielko$ci
ok. 2-4 mm® izolowano pod mikroskopem stereoskopowym i umieszczano pojedynczo
w probowkach na pozywce MS w modyfikacji Kozak (1991) z dodatkiem 2,0 mg-dm™
siarczanu adeniny, 9,7 mg-dm™ kwasu askorbinowego, 0,5 mg-dm™ zeatyny, 4,95 mg-dm"
BA i 1,0 mg-dm® NAA, o pH 5,5. Jako zrodio wegla stosowano 3-procentows sacharo-
z¢. Pozywki zestalano 0,8-procentowym agarem Difco. Kultywacj¢ prowadzono w
stalej temperaturze wynoszacej 25°C£2°C i wilgotnosci wzglednej ok. 70%, w warun-
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kach fotoperiodu 16/8 h. Jako zrodto $wiatta stosowano lampy fluorescencyjne o biatej
barwie $wiatla i natezeniu promieniowania 60 pmol-m™s™. Pedy otrzymane z eksplan-
tatow pierwotnych namnazano w 100 mililitrowych kolbach Erlenmeyera, po 25 sztuk
w kazdej, na zmodyfikowanej pozywce MS o tym samym sktadzie, z dodatkiem 4,95
mg-dm” BA, 0,125 mg-dm™ 2,4-D i 1,0 mg-dm™ NAA, przy czym pozostate parametry
pozostawiono bez zmian. Pasaze przeprowadzano cyklicznie, co szes¢ tygodni. Zregene-
rowane ro$liny, po przesadzeniu do doniczek, aklimatyzowano do uprawy w warunkach
szklarniowych w komorach wzrostowych o wilgotnosci wzglednej wynoszacej 60%,
w wymienionych wyzej warunkach fizycznych przez 3 tygodnie, a nastepnie w szklarni.

W trakcie trwania kazdego pasazu prowadzono obserwacje dotyczace efektywnosci
procesu regeneracji. Analizowano nastgpujace parametry: liczba, wielko$¢, udziat pro-
centowy zregenerowanych pedow i korzeni powietrznych, wspoétczynnik namnazania
odpowiednio pedow i korzeni, §wieza i sucha masa reprezentatywnych prob zregenero-
wanych organéw. Sucha masa oznaczana byla zgodnie z metodyka zastosowang przez
Nowak (1999).

Doswiadczenie prowadzono dwukrotnie w 15 powtorzeniach dla materiatu porazo-
nego wirusem i w takiej samej liczbie powtdrzen w przypadku kontrolnego materiatu
zdrowego, na pozywce namnozeniowej, traktujac kolbe z 25 pedami jako jedno powto-
rzenie. Otrzymane wyniki oceniano statystycznie uzywajac programu Statistica 6.1 oraz
testu F.

Wyniki

Na lisciach zawirusowanych roslin donorowych obserwowano podhuzne sfaldowania
blaszek lisciowych oraz przebarwienia i plamy nekrotycznye. W kwiatach nastepowata
deformacja okwiatu, z czesta redukcja poszczegodlnych jego elementow i rozbiciem
barwy. W trakcie rozwoju kwiatow obserwowano nekrozy stopniowo obejmujace cate
powierzchnie listkow okwiatu (fot. 1). W poréwnaniu ze zdrowym materiatem kontrol-
nym, materiat zawirusowany charakteryzowato rozregulowanie procesu kwitnienia.

Na aseptycznie wyizolowanych stozkach wzrostu nastgpowata proliferacja komorek,
a nastgpnie formowanie si¢ zaczatkow struktur i organoéw. Przebieg morfogenezy
w kulturach zawirusowanych byl niejednokrotnie nierownomierny i zaburzony. Czgs¢
porazonej tkanki charakteryzowata si¢ stymulacja podziatow komorkowych, jednocze-
$nie rozwdj 38% eksplantatow pierwotnych byt zahamowany. Z reguly pojawialy si¢
paki regenerujace z grupy niezréznicowanych komorek parenchymatycznych — tkanki
protokormopodobnej. Protokormy te mozna byto tatwo oddziela¢ i pasazowac. Z pakow
rozwijaty sie pedy, ktore pasazowano na pozywke namnozeniowa, w ktorej zrezygno-
wano z zeatyny, natomiast wprowadzono 0,125 mg-dm™ 2,4-D. Na etapie namnazania
uzyskanych pedow stwierdzono, ze w trzech kolejnych sze$ciotygodniowych pasazach
warto$¢ wspotczynnika namnazania kultur zdrowych byta bardzo wyréwnana i wynosi-
fa od 10 do 11, jedynie w ostatnim pasazu byla wyraznie wyzsza — 16,5. W tkance pora-
zonej regeneracja pakow przybyszowych przebiegata ze znacznie mniejsza intensywno-
$cig 1 warto§¢ wspotczynnika namnazania wahata si¢ od 3,2 do 6,5 w okresie dwudzie-
stu czterech tygodni kultury. Wplyw porazenia wirusowego na mozliwosci regeneracyjne
eksplantatow okazat si¢ statystycznie istotny (tab. 1). Jednoczesénie srednia dtugos¢ 302
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Tabela 1
Whplyw infekeji CyMV i ORSYV na potencjal regeneracyjny kultur Cattleya shénbrunensis x
C. leopoldii gutata w czterech kolejnych pasazach na pozywce namnozeniowej
The effect of CyMV and ORSY infection on regeneration potential in subsequent four pas-
sages of micropropagated Cattleya shonbrunensis x C. leopoldii gutata

Liczba
Pasaz/ Wspoiczyn— Diugf)sc Llcz'ba kor;em . Sucha
nik namna- pedow pedow | powietrz- Swieza masa
tkanka - masa
Zania Length of | Num- nych/ped Fresh matter
Passage/ . Dry matter
tissue Propagqtlon shoots ber of Number of (mg) (mg) x 10
coefficient (mm) shoots aerial
roots/shoot

1/kontrola | 10,0 £1,9b* | 6,8+0,6 ¢ 151 1,0+04d | 319,7+39,3bc|28,7+5,3¢
1/virus free

2/kontrola | 10,6 +1,2b | 74+05de | 159 | 1,1+£0,5d | 369,3+463b [28,5+2,6¢
2/virus free

3/kontrola | 11,0+0,9b | 11,2+0,7 ab 165 |12+09a 6259+52,4a |483+3,7b
3/virus free

4/kontrola | 16,5+1,0a 9,2 40,5 c¢d 249 5,6x1,7b | 6819+756a |61,4+69a
4/virus free

1/porazona 6,5+0,6 ¢ 9,8 £0,7 bc 98 2,2+0,5cd | 342,8+33,3b [28,5+3,4¢
1/infected

2/porazona 5,0+£0,5 cd 8,5+0,7 cd 75 2,5+0,5¢cd | 199,7 £34,5cd| 16,4 +1,9d
2/infected

3/porazona 43+1,7d 11,9+0,9 a 65 42+05bc | 97,6+7,9de |11,7+1,1d
3/infected
4/porazona 32+0,3d | 12,3+0,6a 64 3,8+04bc | 72,0+6,5¢ 9,3+1,0d
4/infected

*Srednia z 375 eksplantatow, wartosci oznaczone tg samg litera nie roznig sie istotnie dla P = 5%.
*Mean of 375 explants, values within column followed by the same letter are not significantly
different at P = 5%.

pedoéw zregenerowanych w kulturach zainfekowanych CyMV i ORSV byla wigksza,
wynosita bowiem od 8,5 do 12,3 mm. Wartosci analogicznych $rednich 724 pedow
zregenerowanych w trakcie polrocznej oceny materiatu zdrowego wynosity od 6,8 do
11,2 mm, zatem zachodzita okresowa stymulacja wzrostu pedéw zawirusowanych
i jednoczesne ostabienie tempa regeneracji nowych pakéw (ryc. 1 i 2). Podczas wszyst-
kich czterech pasazy namnazania zawirusowanych pedow obserwowano duzg liczbe for-
mowanych korzeni powietrznych, zatem w tym materiale centra merystematyczne mogty
réznicowac si¢ raczej w zawiazki korzeni a nie pedow (fot. 2). Zawirusowane pedy wy-
twarzaly przecietnie od 2,2 do 4,2 korzeni, ktorych dlugos¢ siegata 10 mm (tab. 1). Wyni-
ki prezentowane w tabeli 1 $§wiadcza o tym, ze obecnos¢ wiruséw w tkankach zmniej-
szyla przyrost ich masy, co potwierdzaja zarowno pomiary §wiezej, jak i suchej masy,
zwlaszcza w ostatnich dwoch ocenianych pasazach. W przeprowadzonym do$wiadczeniu



Fot. 1. Objawy infekcji mieszanej
wirusami mozaiki Cymbidium
(CyMV) i pierscieniowej plamis-
tosci Odontoglossum (ORSV)
na kwiatach mieszanca Cattleya
schonbrunnensis x C. leopoldii
gutata
Phot. 1. Symptoms of Cymbidium
mosaic virus (CyMV) and
Odontoglossum ringspot virus
(ORSV) coinfection on Cattleya
schonbrunnensis % C. leopoldii
gutata flowers

Fot. 2. Porazone pedy, z widocznymi korzeniami powietrznymi, zregenerowane na zmodyfikowa-
nej pozywce MS z dodatkiem 2,0 mg-dm” siarczanu adeniny, 9,7 mg-dm™ kwasu askorbinowego
oraz 0,125 mg-dm” 2,4-D, 1,0 mg-dm” NAA, 4,95 mg-dm” BA
Phot. 2. Infected shoots regenerated on modified MS supplemented with 2.0 dm™ adenine sul-
phate, 9.7 mg-dm” ascorbic acid and 0.125 mg-dm” 2.4-D, 1.0 mg-dm” NAA, 4.95 mg-dm” BA,
producing aerial roots



Fot. 3. Aklimatyzowane meriklony Cattleya schonbrunnensis x C. leopoldii gutata
po przesadzeniu do doniczek
Phot. 3. Acclimatized mericlones of Cattleya schonbrunnensis x C. leopoldii gutata after
transplanting to pots
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Ryc. 1. Wplyw infekeji wirusami CyMV i ORSV na mozliwosci regeneracji pedow przybyszo-
wych w kulturach Cattleya
Fig. 1. Effect of CyMV and ORSV infection on Cattleya adventitious shoot regeneration
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Ryc. 2. Poréwnanie tempa wzrostu pgdow przybyszowych Cattleya w kulturach zdrowych oraz
porazonych wirusami CyMV i ORSV
Fig. 2. The comparison of adventitious shoots growth rate in healthy and in CyMV and ORSV
infected Cattleya cultures

$wieza masa kultur porazonych stanowita 38,7% odpowiedniej wartosci kultur kontrol-
nych, za$ spadek suchej masy wynosit 34,7%. Wszystkie uzyskane w wyniku mikrorozm-
nazania ro$liny aklimatyzowano do uprawy w warunkach szklarniowych (fot. 3). Testy
diagnostyczne potwierdzily obecnos$¢ wirusa pier§cieniowej plamistos$ci Odontoglossum
w aklimatyzowanym materiale pochodzacym z porazonych kultur. W trakcie kultywa-
¢ji, zgodnie z opisanym wyzej przebiegiem badan, materiatu porazonego kompleksem
CyMV i ORSV, wyeliminowano jedynie infekcje¢ wirusem mozaiki Cymbidium.
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Dyskusja

Warunki uprawy roslin donorowych i ich kondycja zdrowotna wywieraja jednakowo
duzy wplyw na przebieg kultywacji izolowanych tkanek i na przebieg procesu morfo-
genezy in vitro. Istotnym czynnikiem jest zaburzenie poziomu endogennych regulato-
row wzrostu w zawirusowanych tkankach, miedzy innymi w wyniku akumulacji meta-
bolitdow stresu, co jest dobrze udokumentowane w literaturze (Sequeira 1973, Grand
i Mansfield 1999). Zaburzenia w procesach morfogenetycznych porazonej tkanki, ob-
serwowane na etapach roznicowania primordiéow peddéw i korzeni oraz ich rozwoju,
stanowig morfologiczng odpowiedz kultywowanych tkanek, wynikajaca z modyfikacji
szlakoéw metabolicznych komoérek zainfekowanych wirusem. Podobne rezultaty uzyska-
li de Vries Paterson i in. (1992), Nowak (1999) oraz Tsao i in. (1999) badajac tkan-
ki szparaga, $liwy oraz maliny porazonych réznymi wirusami, czyli niezaleznie od
przynalezno$ci systematycznej zardwno patogena, jak i gospodarza wykorzystanych
w do$wiadczeniach.

W zaleznosci od stosowanej techniki regeneracji zawirusowanej tkanki, istnieje po-
tencjalna mozliwo$¢ jej terapii. Kultury merystemow sa stosowane rutynowo w celu
uwalniania zainfekowanego materialu od patogenow wirusowych, przy czym zaleca si¢
izolacj¢ kopuly merystemu, bez primordiow lisciowych, gdyz w trakcie ich rozwoju
szybko dochodzi do formowania elementéw waskularnych, co sprzyja przeniesieniu
wirusa na daleki dystans. Trudnosci w trakcie tak prowadzonych badan polegaty na
tym, ze eksplantaty merystematyczne Cattleya sp. czgsto ulegaja nekrotyzacji na skutek
oksydacji fenoli, badz rosng bardzo wolno (Morel 1960, Ishii 1974, Walkey 1980).
Dlatego, biorgc pod uwage masowe rozmnazanie materiatu, oceniano mozliwo$¢ uwol-
nienia materiatu od porazenia CyMV i ORSV gdy eksplantatami pierwotnymi uzywa-
nymi do inicjacji kultur byly stozki wzrostu dtugosci 2-4 mm, czasem wraz z 1-2 za-
wigzkami lisci. Eksplantaty takie charakteryzowaty si¢ wigksza zywotno$cia i szybszym
przyrostem tkanek. Na etapie namnazania pedow wprowadzono 2,4-D w stosunkowo
niskiej dawce, by uzyskac efekt supresji infekcji, bez wywotania zmienno$ci w namna-
zanym materiale ro§linnym (Steward 1989). Otrzymane ro$liny nie wykazywaty wyra-
zistych zmian morfologicznych, lecz zostalty uwolnione od porazenia tylko jednym
z kompleksu wiruséw, wirusem mozaiki Cymbidium. Terapeutycznie na kultywowane
tkanki mégt rowniez podziata¢ wysoki poziom cytokininy w pozywce oraz substancji
o zblizonej budowie chemicznej (Zenkteler 2001), gdyz zastosowana dawka wynosita
5,45 mg-dm™ (zeatyna oraz benzyloadenina) i dodatkowo 2,0 mg-dm™ siarczanu adeni-
ny w pozywce inicjacyjnej, a nastepnie 4,95 mg-dm™ BA, 2,0 mg-dm" siarczanu adeni-
ny, obok wymienianej powyzej dawki silnie dziatajacej syntetycznej auksyny — 0,125
mg-dm” 2,4-D w pozywce namnozeniowej. Nie byly to jednak wystarczajace warunki
do eliminacji bardziej stabilnego wirusa pierscieniowej plamisto$ci Odontoglossum
(Wisler 1989, Zettler i in. 1990, Hu i Ferreira 1994) i z tego powodu jest planowana
kontynuacja do$wiadczen nad terapig tkanek Cattleya porazonych ORSV. Do tej pory
nie ukazatly si¢ zadne prace dotyczace tego zagadnienia.
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Whioski

1. Wspotczynnik namnazania zdrowych kultur kontrolnych Cattleya schon-
brunnensis x C. leopoldii gutata byt bardziej wyréwnany i istotnie wyzszy anizeli kul-
tur porazonych CyMV i ORSV.

2. W trakcie mikrorozmnazania materiatu porazonego kompleksem wiruso6w nasta-
pito obnizenie poziomu caulogenezy. Jednoczesnie poziom ryzogenezy byt staty i dosé¢
wysoki.

3. Zawirusowane kultury charakteryzowaly si¢ przejsciowa stymulacja rozwoju pe-
dow.

4. Pomiary $§wiezej i suchej masy moga stanowi¢ parametr wskazujacy na depresje
w potencjale regeneracyjnym pedow w kulturach zainfekowanych wirusami.
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EXPERIMENTS ON MORPHOGENETIC ABILITIES OF CATTLEYA
SHONBRUNENSIS x C. LEOPOLDII GUTATA MERICLONES

Summary

The course of shoot and root regeneration of Cattleya shonbrunensis x C. leopoldii gutata
clone infected with CyMV and ORSV was compared with healthy clone of respective hybrid



Badania wplywu infekcji wirusami CyMV i ORSV... 11

during micropropagation stage of previously obtained mericlones. Shoots obtained from meris-
tematic explants were cultured on solidified MS medium modified according to Kezak (1991)
with addition of 2.0 mg-dm™ adenine sulphate, 9.7 mg-dm™ ascorbic acid and 4.95 mg-dm™ BA,
1.0 mg-dm™ NAA, 0.125 mg-dm™ 2.4-D. Control healthy tissues were characterized by signifi-
cantly higher multiplication rate in comparison to the contaminated material, whereas in CyMV
and ORSYV infected tissues temporal stimulation of shoot development was observed. The values
of micropropagation coefficient were from 3.2 to 6.5 in infected material, depending on the exam-
ined passage during the six months period. The respective values of control clone were equal,
or above ten. Virus infected cultures exhibited rather stable tendency to form aerial roots during
every micropropagation passage, contrary to the reaction observed in healthy material. The viral
replication in tissues brought about a clear decrease in fresh and dry matter of cultured tissues, the
respective values being statistically significant. Plantlets obtained by micropropagation were
successfully acclimatized to the greenhouse conditions, irrespective of health condition.



