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Wstep

Wicle gatunkéw roélin cebulowych odznacza sie niskim wspétezynnikiem
rozmnazania naturalnego i dlatego poszukuje sig¢ wydajnych metod ich rozmnaza-
nia in vitro. Zrodlem eksplantatéw inicjalnych bardzo czesto sa cebule, ale istnie-
ja duze trudnodci z ich skutecznym odkazaniem [GIRMEN, ZIMMER 1988; WITOMSKA
i in. 1998; Ziv, LILIEN-KIPN1S 2000]. U licznych gatunkéw wykorzystuje si¢ alterna-
tywnic szypuly kwiatowe lub kwiatostanowe [SOCHACKI, ORLIKOWSKA 1997; WITOMS-
KA, LUKASZEWSKA 1997, Z1v i in. 1997]. Wprawdzie czas pobrania tych eksplantatéw
jest SciSle zwiazany z faza rozwojowa roélin, ale uzyskuje si¢ z nich zazwyczaj wie-
cej cebulek przybyszowych, niz z eksplantatéw tuskowych [Z1v, LILIEN-KIPNIS 2000].
Efektywne wykorzystanic materiatu inicjalnego jest szczegblnie wazne wdwcezas,
gdy jest go niewicle, np. w przypadku nowo wyhodowanych pojedynkéw czy klo-
néw roslin.

Celem pracy bylo okreslenie wplywu regulatordw wzrostu i rodzaju eks-
plantatu na réznicowanic ccbulek przybyszowych zwartnicy Chmiela, nowej, pigk-
nej roSliny z rodziny Amaryllidacege.

Materiat i metody

Badania wykonano w latach 2003-2004. Materiatem byly cebule zwartnicy
Chmicla (Hippeastrum X chmielii CHM.) o obwodzie 18 cm, wykopane w listopa-
dzie ze szklarni i przechowywane przez 6 miesigcy w temperaturze 10-12°C. Po
tym czasie ccbule przeniesiono do temperatury 18°C i wdwczas zaczely z nich
wyrasta¢ pedy kwiatostanowe. Gdy osiagnely one wysoko$é 5-6 cm (od pigtki
cebuli do podstawy kwiatostanu), wycinano je z cebul i odkaZano przez 15 s
w 70% alkoholu etylowym, a nast¢pnie 15 min w 1% roztworze Chloraminy T,
po czym plukano trzykrotnie w sterylnej wodzie destylowanej. Pedy krojono na
fragmenty grubo$ci 2 mm i wykladano na pozywke zgodnie z ich biegunowoscia.

! Badania wykonano w ramach grantu KBN No. 3PO6R 07724.
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Cebule cigto na sadzonki dwuluskowe (15 mm wysokosci i 8 mm szerokosci)
i odkazano jw., stosujac 6% roztwér Chloraminy T 1 wydhizajac czas odkazania
do 20 minut.

Zastosowano trzy warianty pozywki MS [MURASHIGE, SK0OG 1962]: bez regu-
latoréw wzrostu, wzbogacong w 2 mg-dm= benzyloadeniny (BA) + 0,2:mg dm?
kwasu a-naftalenooctowego (NAA) lub 2,0 mg-dm= izopentenyloadeniny (2iP) +
0,2 mgdm~ NAA. Doswiadczenie powtdrzono w dwoch terminach (7.05.
1 28.05.2004 r.). Inkubacja przebiegata w ciemnosci, w temperaturze 24°C. W kaz-
dej kombinacji wylozono po 72 eksplantaty pedowe i tuskowe, pojedynczo do
probéwek o wymiarach 24 x 145 mm (10 ml pozywki na probéwke). Stopniowo
usuwano eksplantaty zainfekowane. Po 2 miesigcach obliczono procent cksplan-
tatéw wizualnie czystych w stosunku do wylozonych i przeniesiono je na $wieze
pozywki (jw.). Z kazdej kombinacji wybrano losowo 25 eksplantatéw i po nastgp-
nym miesigcu oceniono: procent eksplantatéw z ccbulkami i korzeniami, liczbg
cebulek na eksplantacie oraz wielko$§¢ cebulek i dlugosé lisci wedhug 3 klas boni-
tacyjnych: 1) — cebulki mate, do 2 mm $rednicy, o $redniej §wiczej masic 12 mg
+ 1,2; 2) - cebulki $redniej wielkoéci, o $rednicy 2,1 — 4 mm i $redniej $wiczej
masie 53 mg = 5.3; 3) - cebulki duze, o $rednicy 4,1 — 6 mm 1 $redniej Swiczej
masie 112 mg * 11,2; 1) - lidcie do 4 cm dhugosci; 2) — lidcie dlugosci 4,1 cm -
8 cm; 3) — licie powyzej 8 cm dlugoéci. Nastgpnie obliczono $rednig klase
bonitacyjng dla kazdej kombinacji. Okreslono takze liczbg cebulek przybyszowych
uzyskanych faktycznie z 1 pedu lub z 1 cebuli w danej kombinacji, uwzgledniajac
zainfekowane (1 cebula = 25 eksplantatéw pedowych i 25 cksplantatéw dwutus-
kowych).

Doswiadczenie zatozono w ukladzie catkowicie losowym. Wyniki opracowa-
no statystycznie metodg dwuczynnikowej analizy wariangji z zastosowanicm pro-
gramu Statgraphics 4.1. Réznice mi¢dzy $rednimi oceniono na podstawic warto-
§ci NIR, przy poziomie istotnosci a = 0,05.

Wyniki i dyskusja

Prawie wszystkie wizualnie czyste eksplantaty pedowe (92-100%) i tuskowe
(100%) réznicowaly cebulki (tab. 1). Wyjatek stanowily eksplantaty pgdowe na
pozywce bez regulatordw wzrostu, z ktérych tylko 12-24% wytworzylo cebulki.
We weczeéniejszych badaniach nad zwartnica Chmiela, po przechowaniu cebul
matecznych w temperaturze 4°C uzyskano znacznic gorsze cfckty [ILCZUK, WITOM-
SKA 2003]. Takze po dhugotrwalym przechowaniu cebul zwartnicy mieszancowej
w temperaturze 5°C procent cksplantatéw formujacych cebulki spadat [PIERIK i in.
1990). Eksplantaty pedowe nie réznicowaty wcale korzeni, natomiast tuskowe two-
rzyly korzenie zaleznie od kombinacji: na pozywce bez regulatoréw wzrostu wy-
twarzaly korzenie stabo (20-24%), podczas gdy obecno$é egzogennych regulato-
16w zwiekszata udzial eksplantatéw z korzeniami od 56 do 68% (tab. 1).

Regulatory wzrostu mialy wplyw na liczbe cebulek uformowanych wylacznie
na cksplantatach pedowych, natomiast na eksplantatach tuskowych ré7nicowato
si¢ zawsze od 1,7 do 2,0 cebulek (tab. 1). Na pozywce bez regulatoréw wzrostu
z fragmentéw peddéw powstawalo $rednio 0,6-0,9 cebulki, a obecnosé hormondw
zwigkszata ich liczbg nawet ponad 20-krotnie. W obydwu terminach zachowaly
sig takie same tendencje i nie zaobserwowano réznic pomigdzy oddzialywaniem
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BA i 2iP w badanym st¢Zeniu na obydwa rodzaje eksplantatéw. W przypadku
zwartnicy mieszancowej rozmnazanej z fragmentéw pedéw rézne odmiany rcago-
waly odmicnnie na stezenie auksyny (NAA) oraz rodzaj i steZenie cytokininy
[PIERIK i in. 1990]. Na cksplantatach pedowych zwartnicy Chmiela bez udziahi re-
gulatoréw wzrostu wyrosly cebulki bardzo male (ponizej 2 mm §rednicy), z krét-
kimi liéémi (ponizej 4 em dlugosci). Obecnoéé obydwu kombinagji regulatoréw
wzrostu stymulowata {ormowanie wigkszych cebulek (o $rednicy powyzej 2 mm)
i dhuzszych lisci (do 8 cm dhugosci), (tab. 1).

Tabela 1; Table 1

Wplyw rodzaju cksplantatu i regulatoréw wzrostu na efektywno$¢ réznicowania
cebulek przybyszowych zwartnicy Chmiela

The effect of explant type and growth regulators on bulblet regeneration
in Hippeastrum X chmielii CHIM.

Procent eksplan- Ocena bonitacyjna Liczba
Rodzai Reeul tatéw z* Liczba (Skala 1-3) cebulek z 1
0azay egulatory Percentage of cebulek Evaluation pedu lub 1
cksplan- WZrostu explants with* Eksplantat (Scale 1-3) cebuli**
tatu Growth regula- ber of - — — ber of
Explant tors cebul- | korze- Number of [wielkosci [ dlugosci | Number o
type (mg-dm %) kamn: PE57 | bulblets per | cebulek lisci bulblets per 1
bulZ:)Tclls rrnoao[?sl explant bulblet leaf shoot or 1
size length bulb**
Pedowy 0 12 - 0,6a 0,3a 0,09a 5
Shoot | 2,0 BA+0,2 NAA 100 - 13,90 1,4b 1,25d 122
(705) |202iP+02 NAA | 96 - 15,6b 14b | 172 136
Pedowy 0 24 - 0,9a 0,5a 0,26ab 18
Shoot |2,0 BA+0,2 NAA 100 - 16,0b 1,8b 1,72¢ 280
(2805) 2,0 2iP+02 NAA | 92 - 14,9 1,76 | 2,05¢ 324
Euskowy 0 100 24 1,7a 2,3¢c 0,86cd 37
Scale |2,0 BA+0,2 NAA 100 68 2,0a 2,5¢ 0,51bc 42
(705) 12,0 2iP+02 Naa | 100 56 1,8a 24c | 042ab 37
Fuskowy 0 100 20 1.8a 23c | 0,88cd 32
Scale  ]|2,0 BA+0,2 NAA 100 68 1,9a 2,4c 0,43ab 33
(2805) 12,0 2iP+02 NAA | 100 60 1,7a 25¢ | 0,52bc 35
* liczba eksplantatéw w kombinacji 25 = 100%; number of explants in the trcatment 25 =
100%
** liczba cebulek faktycznic uzyskana w dancj kombinacji; effective number of bulblets obtained

in the treatment
Srednie oznaczone ta sama literg nie réznig sig istotnie przy poziomie istotnosci wynoszacym 5%;
mecans followed by the same letter are not significantly diffirent at 5% level of significance

7. cksplantatéw tuskowych powstawaly zawsze cebulki najwigksze (do 4 mm §red-
nicy), a liScic byly najdiuzsze na pozywce bez hormondéw (tab. 1). Badania nad
zwartnicy Chmiela potwierdzaja teze, 7e eksplantaty tuskowe wielu roslin cebulo-
wych moga wytwarzaé cebulki przybyszowe bez udzialu egzogennych regulatoréw
wzrostu ze wzgledu na wysokg zawartoéé endogennych hormonéw w organach
spichrzowych [SEABROOK, CUMMING 1977; PIERK i in. 1990; WITOMSKA 2001]. Jednak
obecno$¢ auksyn 1 cytokinin stymuluje ten proces u lilii [NOvAK, PETRU 1981], sza-
chownicy kostkowatej [KUKULCZANEKA i in. 1989] i szachownicy cesarskiej [WITOMS-
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KA 2001]. Na eksplantatach tuskowych zwartnicy mieszaficowej réznicuje si¢ wig-
cej cebulek w obecnodci znacznej przewagi BA w stosunku do NAA [BacH, P1ak
1997; KuTYrA, CHMIEL 2000], podobnie u Hippeastrum vittatum [ARTEAGA-AMADOR
i in. 1998; SAKER i in. 1998] i Amanyllis belladonna [DE BRUYN i in. 1992]. U tej osta-
tniej rofliny zalecany stosunek BA : NAA zmienia si¢ w ciggu roku 1 wynosi
24 : 1 na wiosng 1 az 40 : 1 jesienig. Mimo dziesigciokrotnic wyzszego stgzenia
cytokinin (BA i 2iP) w stosunku do NAA u zwartnicy Chmiela nie powstawalo
wiecej cebulek przybyszowych z eksplantatéw tuskowych niz na pozywee kontrol-
nej.

Eksplantaty pedowe prawie zawsze wymagajg obecnosci egzogennych regu-
latoréw wzrostu do inicjacji cebulek [Z1v i in. 1997, PODWYSZYNSKA 1999]. Zdol-
no$é¢ do formowania cebulek z powyzszych eksplantatéw zalezy takze od tempe-
ratury i dlugodci okresu przechowywania materialu inicjalnego [ZIv i in. 1997],
" jego stadium rozwojowego oraz od pozycji eksplantatu na pedzie, co potwierdzily
badania nad tulipanem [TAEB, ALDERSON 1987}, Crinum macowanii [SLABBERT i in.
1995], Amanyllis belladonna [DE BRUYN i in. 1992] i narcyzem [Z1IV i in. 1997},

U 3 odmian narcyzéw: Heweliusz, Carlton i Dutch Master uzyskano z pg-
déw kwiatowych maksymalnie 2,6 cebul przybyszowych 1 2,7 peddéw z eksplanta-
téw tuskowych [SOCHACKI, ORLIKOWSKA 1997]. Sposrod innych roslin z rodziny
Amanyllidaceae udalo sie uzyskaé z jednego eksplantatu pedowego 4 ccbulki
u Haemanthus coccineus, 12 cebulek u Narcissus tazetta i 10 cebulek u Nerine sar-
niensis. 7. eksplantatéw luskowych tych roélin uzyskano znacznie mmnicjsze liczby
cebulek (odpowiednio 0, 6 i1 4) [Z1v, LILIEN-KIPNIS 2000}. U zwartnicy Chmicla
z dtuzszych szypul (10-12 cm) formowato si¢ 6-7 cebulek z cksplantatu [ILCZUK,
WITOMSKA 2003, 2004]. W niniejszej pracy, gdy pobrano eksplantaty z szypul du-
gosci 5 cm, uzyskano do 16 cebulek z eksplantatu 2 mm grubodci, co mozna
uznaé za wysokg efektywno$¢. Zastosowana metoda pozwala otrzymaé w stadium
mnicjalnym do 350 cebulek przybyszowych z 1 cebuli mateczne;j.

Whioski

1.  Efektywne réznicowanie cebulek przybyszowych na cksplantatach pedowych
zwartnicy Chmiela moze zachodzi¢ wylacznic w obecnosci egzogennych re-
gulatoréw wzrostu.

2. Na eksplantatach tuskowych, niezaleznie od obecnosci regulatoréw wzrostu
w pozywce, powstaje duzo mniejsza liczba cebulek (1,7-2,0) niz na frag-
mentach pedéw w obecnosci regulatoréw wzrostu (13,9-16,0).

3. W celu dobrego wykorzystania materiatu inicjalnego nalezy pobieraé jedno-
cze$nie mlode pedy 1 tuski cebul.
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Stowa kluczowe:  Hippeastrum X chmielii CHM., in vitro, cksplantaty pgdowe 1i
tuskowe

Streszczenie

Material inicjalny umieszczono na pozywce MS bez regulatoréw wzrostu;
z dodatkiem 2,0 mg BA-dm= + 0,2 mg NAA-dm- lub 2,0 mg 2iP-dm= + 0,2 mg
NAA-dm=. Tylko 12-24% eksplantatéw pedowych formowato cebulki bez egzo-
gennych regulatoréw wzrostu, a w ich obecno$ci cebulki réznicowaly si¢ na pra-
wie ws7yslkich eksplantatach (92-100%). Na cksplantatach tuskowych cebulki
formowaly si¢ w 100%, niezaleznie od obecnosci regulatordw wzrostu w pozywece.
Srednio uzyskano 0,6-0,9 matych cebulek (o érednicy ponizej 2 mm) z cksplanta-
tu pedowego na pozywce bez regulatoréw wzrostu 1 az 14-16 cebulek $redniej
wielkosci (o Srednicy 2,1-4 mm) w obecnoéci obydwu kombinagi regulatordw
wzrostu. 7. eksplantatéw dwuluskowych uzyskiwano okoto 2 duzych cebulek
(o $rednicy 4,1-6,0 mm), niezaleznie od obecnoéci regulatoréw wzrostu.

EFFICIENCY OF in vitro PROPAGATION
OF Hippeastrum X chmielii CHM. FROM SHOOT
AND SCALE EXPLANTS

Maria Witomska, Monika Latkowska
Departament of Ornamental Plants,
Warsaw Agricultural University, Warszawa

Key words:  Hippeastrum X chmielii CuM., in vitro, shoot and scale explants

Summary

Initial plant material was cultured on MS medium without growth regula-
tors, supplemented with 2.0 mg BA-dm= + 0.2 mg NAA-dm= or 2.0 mg 2iP-dm?
+ 0.2 mg NAA-dm=. Only 12-24% of shoot explants formed bulblets in the

absence of exogenous growth regulators, whereas in their presence almost all
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explants produced bulblets (92-100%). Scale explants regenerated bulblets in
100%, regardless of the presence of growth regulators in the medium. On the
average, 0.6-0.9 small bulblets (diameter: less than 2 mm) were obtained from a
shoot explant in the medium without growth regulators and 14-16 bulblets
medium sized (diameter: 2.1-4 mm) in the presence of both growth regulator
combinations. Approximately 2 big bulblets (diameter: 4.1-6.0 mm) were
obtained from twin scale explants in all medium types.
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