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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania pedéw przybyszowych kaktusa Astrophytum
myriostigma ‘Fukuryu Hakuyo' pochodzgcych z kultur in vitro z przeznaczeniem do dalszej uprawy
szklarniowej, upraw ogrodniczych, produkcji ogrodniczej lub upraw hobbystycznych.

Mikrorozmnazanie kaktuséw jest nowoczesng metodg ich mnozenia na sterylnych pozywkach
w laboratoriach. Jednak metoda opracowana dla jednego gatunku lub odmiany kaktusa (w szczegdlno-
$ci unikalna kompozycja regulatoréw wzrostu) nie nadaje sie do rozmnazania innego gatunku lub od-
miany kaktusa. To skfania badaczy do opracowywania sktadow pozywek dla poszczegdlnych gatunkéw
i odmian kaktusow.

Podstawowg pozywkg dla mikrorozmnazania roslin (takze kaktuséw) jest pozywka MS (Muras-
hige i Skoog, 1962). Jednak sama pozywka nie zapewnia odpowiednich warunkéw do regenerac;ji kak-
tusow, gdyz konieczny jest dodatek odpowiednich regulatoréw wzrostu w optymalnym stezeniu, ktére
sg odpowiedzialne za procesy morfogenetyczne zachodzace w roslinie. Stad tak istotne jest opracowa-
nie sktadu regulatorow wzrostu dodawanego do pozywki MS dla kazdego gatunku lub odmiany kaktusa
de novo.

Znane sg sposoby rozmnazania kaktuséw, np.: ze zgtoszenia patentowego CN1413453 znane
jest rozwigzanie pn. ,Szybka metoda reprodukowania i uprawy dla kaktuséw” (ang. ,Quick reproducing
and cultivating method for cactus”) jednak rodzaj eksplantatu w postaci fragmentu 1 cm? z licznymi
pakami bocznymi oraz dodatek do pozywki MS pojedynczego regulatora wzrostu — wylgcznie 6-BA
w stezeniu 2—3 mg/L, podanych w tym rozwigzaniu rézni sie od istoty rozwigzania w przedmiotowym
zgtoszeniu wynalazku.

Ze zgloszenia W02007/043851, znany jest ,Proces mikrorozmnazania odpowiedni dla rodziny
kaktusowatych” (ang. ,Micropropagation proces which is suitable for the cactus family”) dotyczacy po-
budzenia do wzrostu merystemow w istniejgcych areolach na pedzie ktéry rézni sie istotnie od rozwig-
zania w przedmiotowym zgtoszeniu wynalazku, ktéry dotyczy regeneracji pedéw przybyszowych z ko-
morek kalusa zregenerowanego na eksplantatach. Ponadto réznice dotyczg takze zastosowanych re-
gulatoréw wzrostu: BA, KIN i 2iP w stezeniu 2-10 mg/L w kombinacji z AIA w stezeniu 0,02—-2 mg/L,
a dla Turbinicarpus pseudomacrochele cytokininy w stezeniu 1—4 mg/L.

Znana jest réwniez metoda szybkiego rozmnazania kaktuséw, (ang. ,Rapid propagation method
for cactus) w ktoérej sktad pozywki oraz dodatek regulatoréw wzrostu rézni sie istotnie od proponowa-
nego rozwigzania. Do namnazania pedow uzyto pozywki ¥4 MS z dodatkiem kombinacji regulatorow
wzrostu: 1 mg/L ZT + 0,5 mg/L NAA, dodatkowo jako cukru uzyto glukozy zamiast sacharozy, a stezenie
agaru wynosito 5 g/L. pH pozywki ustalono na 5,4-5,6. Dodatkowe réznice: uzyskiwane pedy to pedy
boczne nie przybyszowe, co takze stanowi istotng réznice proponowanego rozwigzania. Proces steryli-
zacji eksplantatow (75% alkohol 5 sekund, 0,1% chlorku rteci przez 30 sekund oraz 4-5 krotne ptukanie
w sterylnej wodzie destylowanej) takze rézni sie istotnie od proponowanego rozwigzania.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest sposéb otrzymywania pedéw przybyszowych kaktusa
Astrophytum myriostigma ‘Fukuryu Hakuyo’ pochodzgcych z kultur in vitro z przeznaczeniem do uprawy
szklarniowej, upraw ogrodniczych, produkcji ogrodniczej, lub upraw hobbystycznych, w ktérym materiat
roslinny w postaci pedéw rosliny matecznej sterylizuje sie wstepnie ptuczgc w wodzie destylowanej
z dodatkiem 10-100 pl detergentu, nastepnie ptucze sie pod biezacg woda, kolejno oczyszcza sie
z wloskéw i moczy przez 17-18 godzin w Srodkach grzybobdjczych, a nastepnie w procesie sterylizacji
wiasciwej pedy ptucze sie w 60-80% etanolu, moczy w podchlorynie sodu o stezeniu 1-2% przez
20—-40 minut, nastepnie wysterylizowane pedy ptucze sie 3 krotnie po 5-10 minut w sterylnej wodzie
destylowanej i osusza na sterylnej bibule w komorze laminarnej. Tak przygotowane pedy tnie sie skal-
pelem na plastry o grubosci 1-10 mm i umieszcza sie w sposéb polarny na sterylnej pozywce MS (Mu-
rashige i Skoog, 1962), przy czym znang pozywke MS, modyfikuje sie poprzez zmiane zawarto$ci che-
latu zelaza do 41,7 mg-dm= FeSO4+7H20 i 61,95 mg-dm=3 Na:EDTA-2H20 oraz chlorku wapnia do
990 mg-dm-2 CaClz6H-0, oraz dodanie regulatoréow wzrostu: cytokininy BAP (6-benzyloaminopuryny)
w stezeniu 1-5 mg-dm- oraz auksyny NAA (kwas a-naftylooctowego) w stezeniu 0,1-0,2 mg-dm-3,
z dodatkiem agaru w ilosci 6-12 g-dm- oraz sacharozy w ilosci 20-50 g-dm-2 o pH w zakresie 5,2-6,0,
ustalonym przed sterylizacjg pozywki. Nastepnie kultury in vitro ustawia sie w pokoju wzrostowym
w temperaturze 24°C = 2°C o wilgotnosci wzglednej powietrza 60—-80, naswietlajgc lampami jarzenio-
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wymi o $wietle dziennym i natezeniu napromienienia kwantowego 20-60 uM-m-2-s, przez 16 godzin dzien-
nie. Po 12—-16 tygodniach od inicjacji kultury, uzyskuje sie pedy przybyszowe. W kolejnym etapie pedy przy-
byszowe ukorzenia sie w warunkach in vitro lub in vivo i aklimatyzuje do warunkéw szklarniowych.

Zalety rozwigzania

Kaktus Astrophytum myriostigma ‘Fukuryu Hakuyo’ nie wytwarza nasion, nie mozna go wiec roz-
mnaza¢ w sposob generatywny. Mozna natomiast rozmnaza¢ go poprzez pedy boczne w warunkach
in vivo (w szklarni lub tunelu foliowym), jednak proces wzrostu i rozwoju pedéw jest bardzo powolny
i trwa lata.

Zaletg rozwigzania wedtug wynalazku jest uzyskanie duzej liczby peddéw przybyszowych kaktusa
Astrophytum myriostigma ‘Fukuryu Hakuyo’ w ciggu zaledwie 12—-16 tygodni w warunkach kultury in
vitro. W kolejnych pasazach uzyskana liczba nowych pedéw przybyszowych powieksza sie w tempie
geometrycznym, dajgc nieograniczone mozliwosci produkcji tych oryginalnych form kaktusa. Propono-
wane rozwigzanie pozwala uzyskac¢ pedy przybyszowe gotowe do dalszego ukorzeniania, aklimatyzacji
i uprawy szklarniowej, upraw ogrodniczych, produkcji ogrodniczej, upraw hobbystycznych.

Sposoéb wedtug wynalazku przedstawiono blizej w przyktadach realizacji wynalazku.

Przyktad 1

Sposéb otrzymywania pedoéw przybyszowych kaktusa Astrophytum myriostigma ‘Fukuryu
Hakuyo’ pochodzacych z kultur in vitro wedtug wynalazku przebiega w kilku etapach:

Etap I.

W procesie sterylizacji wstepnej oderwane od rosliny matecznej pedy moczy sie 5 minut w wodzie
destylowanej z dodatkiem 10 pl detergentu. Nastepnie oczyszcza sie je wstepnie przy pomocy ptukania
pod biezgcg wodg, usuwa wtoski oraz moczy przez 17 godzin w srodkach grzybobdjczych.

Etap Il.

Proces sterylizacji wiasciwej przeprowadza sie w sterylnych warunkach w komorze z laminarnym
przeptywem powietrza, pedy ptucze sie w 60% etanolu, nastepnie moczy w podchlorynie sodu o steze-
niu 1% przez 20 minut, nastepnie wysterylizowane pedy ptucze sie 3 krotnie po 5 minut w sterylnej
wodzie destylowanej i osusza na sterylnej bibule w komorze laminarne;.

Etap Il

Kolejno pedy tnie sie skalpelem na plastry o grubo$ci 1 mm i umieszcza sie je w sposoéb polarny
na zmodyfikowanej pozywce MS z dodatkiem agaru w ilosci 6 g-dm- o pH 5,2, przy czym modyfikacja
pozywki polega na zmianie zawartos$ci chelatu zelaza do 41,7 mg-dm-=2 FeSO47H20 i 61,95 mg-dm-
Na2EDTA-2H20 oraz chlorku wapnia do 990 mg-dm-2 CaClz-6H:0, oraz dodatkowi do pozywki regula-
torow wzrostu: cytokininy BAP (6-benzyloaminopuryny) w stezeniu 1 mg-dm-2 oraz auksyny NAA (kwas
a-naftylooctowego) w stezeniu 0,1 mg-dm-3. Do pozywki dodaje sie takze sacharoze w ilosci 20 g-dmS.

Etap IV.

Po inokulacji eksplantatéw na pozywkach, kultury in vitro ustawia sie w pokoju wzrostowym
w temperaturze 24°C + 2°C, o wilgotno$ci wzglednej powietrza 60% i natezeniu napromienienia kwanto-
wego 20 uM-m2-s't emitowanego przez lampy jarzeniowe o $wietle dziennym przez 16 godzin dziennie.

Etap V.

Po 2 tygodniach kultury na eksplantatach pojawia sie tkanka kalusowa, ktéra rozrasta sie inten-
sywnie w kolejnych tygodniach kultury. Pedy przybyszowe uzyskuje sie po 12—16 tygodniach od inicjacji
kultury.

Etap VI.

W kolejnym etapie pedy przybyszowe ukorzenia sie w warunkach in vitro i aklimatyzuje do wa-
runkéw szklarniowych z przeznaczeniem do dalszej uprawy szklarniowej, upraw ogrodniczych, produk-
cji ogrodniczej, upraw hobbystycznych.

Przyktad 2

Sposdb otrzymywania peddéw przybyszowych kaktusa Astrophytum myriostigma ‘Fukuryu
Hakuyo’ pochodzgcych z kultur in vitro wedtug wynalazku przebiega w kilku etapach:

Etap I.

W procesie sterylizacji wstepnej oderwane od ro$liny matecznej pedy moczy sie 10 minut w wo-
dzie destylowanej z dodatkiem 100 pl detergentu. Nastepnie oczyszcza sie je wstepnie przy pomocy
ptukania pod biezgcg woda, usuwa witoski oraz moczy sie przez 18 godzin w $rodkach grzybobdjczych.

Etap Il.

Proces sterylizacji wtasciwej przebiega w sterylnych warunkach w komorze z laminarnym prze-
ptywem powietrza, pedy ptucze sie w 80% etanolu oraz moczy w podchlorynie sodu o stezeniu 2% przez



4 PL 233 253 B1

40 minut, nastepnie wysterylizowane pedy ptucze sie 3 krotnie po 10 minut w sterylnej wodzie destylo-
wanej i osusza na sterylnej bibule w komorze laminarnej.

Etap Il

Kolejno pedy tnie sie skalpelem na plastry o grubosci 10 mm i umieszcza sie je w sposéb polarny
na zmodyfikowanej pozywce MS z dodatkiem agaru w ilosci 12 g-dm-2 o pH 6,0, przy czym modyfikacja
pozywki polega na zmianie zawartosci chelatu zelaza do 41,7 mg:dm3FeSO4+7H20 i 61,95 mg-
dm-=Naz2EDTA-2H-0 oraz chlorku wapnia do 990 mg-dm- CaCl.-6H-0, oraz dodatkowi do pozywki re-
gulatorow wzrostu: cytokininy BAP (6-benzyloaminopuryny) w stezeniu 5 mg-dm- oraz auksyny NAA
(kwas a-naftylooctowego) w stezeniu 0,2 mg-dm-3. Do pozywki dodaje sie takze sacharoze w ilosci
50 g-dm-3.

Etap IV.

Po inokulacji eksplantatéw na pozywkach, kultury in vitro ustawia sie w pokoju wzrostowym
w temperaturze 26°C, o wilgotnosci wzglednej powietrza 80% i natezeniu napromienienia kwantowego
60 uM-m-2-s't emitowanego przez lampy jarzeniowe o $wietle dziennym przez 16 godzin dziennie.

Etap V.

Po 2 tygodniach kultury na eksplantatach pojawia sie tkanka kalusowa, ktéra rozrasta sie inten-
sywnie w kolejnych tygodniach kultury. Pedy przybyszowe uzyskuje sie po 12—-16 tygodniach od inicjacji
kultury.

Etap VI.

W kolejnym etapie pedy przybyszowe ukorzenia sie w warunkach in vivo i aklimatyzuje do wa-
runkoéw szklarniowych z przeznaczeniem do dalszej uprawy szklarniowej, upraw ogrodniczych, produk-
cji ogrodniczej, upraw hobbystycznych.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania pedoéw przybyszowych kaktusa Astrophytum myriostigma ‘Fukuryu
Hakuyo’ pochodzacych z kultur in vitro, znamienny tym, ze pedy ro$liny matecznej sterylizuje
poprzez moczenie 5-10 minut w wodzie destylowanej z dodatkiem 10-100 ul detergentu, ko-
lejno ptucze sie pod biezagcg wodg, oczyszcza z wloskdéw, moczy w srodkach grzybobdjczych
przez 17-18 godzin, a nastepnie ptucze w 60—-80% etanolu oraz moczy w podchlorynie sodu
o stezeniu 1-2% przez 20—40 minut, nastepnie ptucze sie 3 krotnie po 5—10 minut w sterylnej
wodzie destylowanej i osusza na sterylnej bibule w komorze laminarnej, kolejno pedy tnie sie
skalpelem na plastry o grubosci 1-10 mm i umieszcza w sposob polarny na pozywce MS
z dodatkiem agaru w ilosci 6-12 g-dm-3 oraz sacharozy w ilosci 20-50 g-dm- o pH 5,2-6,0,
nastepnie kultury in vitro ustawia sie w pokoju wzrostowym w temperaturze 24°C + 2°C i wil-
gotnosci wzglednej powietrza 60—80%, naswietlajgc lampami jarzeniowymi o Swietle dzien-
nym i natezeniu napromienienia kwantowego 20-60 uM-m-2-s-1, przez 16 godzin dziennie.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze pozywke MS modyfikuje sie poprzez zmiane
zawartosci chelatu zelaza do 41,7 mg-dm-3 FeS04-7H20 i 61,95 mg-dm- Na2EDTA-2H20 oraz
chlorku wapnia do 990 mg-dm- CaClz6H-20, oraz dodanie regulatoréw wzrostu: cytokininy
BAP (6-benzyloaminopuryny) w stezeniu 1-5 mg-dm-2 oraz auksyny NAA (kwas a-naftylo-
octowego) w stezeniu 0,1-0,2 mg-dm-S.
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