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Wstep

W 1993 roku w Katedrze Roslin Ozdobnych SGGW uzyskano micszaiica
migdzygatunkowego — zwartnicg Chmicla (Hippeastrum X chmielii CHM.). Wyse-
lekcjonowane klony nowego gatunku zwartnicy charakteryzuja si¢ pigkna barwa
kwiatéw, obfitym kwitnieniem, bujnym wzrostem. Nadaja si¢ do uprawy donicz-
kowej i na kwiat cigty. Ze wzgledu na spodziewane duze zapotrzebowanie na
material nasadzeniowy zwartnicy Chmicla niezb¢dne jest opracowanie wydajnych
technik mikrorozmnazania.

Lifektywno$é regeneracii in vitro zalezy od wiclu czynnikéw endogennych i
cgzogennych. U rodlin 7z rodziny Amaryllidaceae, do ktdrej nalezy zwartnica
cebulki przybyszowe moga formowaé si¢ z réznych czgsci rodlin: fragmentéw
tusck, liSci, pakdéw czy peddw kwiatostanowych [HUSSEY 1975; KROMER 1985;
GABRYSZIWSKA, SANIEWSKI 1989; OKUBO 1 in. 1990; Z1v, LILIEN-KIPNIS 2000]. Rozni-
cowanic ccebulek z cksplantatéw uzaleZznione jest migdzy innymi od obecnosci
regulatoréw wzrostu w pozywcee, a takze od wstgpnego traktowania materiatu
inicjalnego odpowiednig temperaturg [STIMART, ASCHER 1981 a, 1981b; AARTRUK,
BLOM-BARNITOORN 1984; PIFRIK 1 in. 1990; Z1v i in. 1997; WITOMSKA 2000].

Celem pracy bylo ustalenie wptywu czasu chfodzenia cebul matecznych oraz
cgzogennych regulatordw wzrostu na rozmnazanie in vitro zwartnicy Chmiela z
cksplantatéw pgdowych.

Material i metody

Badania wykonano w 2002 roku. Materiatem byly cebule klonu 3/7 zwart-
nicy Chmicla (ippeastrum X chmielii CiM.) o obwodzie 20 cm. Wykopano je w
listopadzic i przechowywano w temperaturze 4°C przez okres 3, 5 1 7 miesigcey.
Po tym czasie zaprawiano je przez 15 minut w 0,2% roztworze Sportack Alpha i
po osuszeniu wysadzano do skrzynek z mieszaning torfu z perlitem (2 : 1). Inku-
bacja przebicgata w ciemno$ci, w temperaturze 25°C. Gdy pedy kwiatostanowe
osiagnety 10-12 em dhugoscei (od pigtki cebuli do podstawy paka kwiatostano-
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wego), wycinano je z cebuli. Material odkazano przez 15 sekund w 70% alkoholu
ctylowym, a nastepnie 15 minut w 1% roztworze Chloraminy T, po czym ptukano
trzykrotnie w sterylnej wodzie destylowanej. Tak przygotowane pedy krojono na
odcinki dhugosci 1,5-2 mm i z zachowaniem biegunowosci wykladano na pozywke
MS [MURASHIGE, SKo0G 1962] w trzech kombinacjach: bez regulatoréw wzrostu; 2
mg-dm- benzyloadeniny (BA) i 0,2 mg:dm- kwasu a-naftalenooctowego (NAA)
lub 2 mg-dm- izopentyloadeniny (2iP) i 0,2 mg-dm-* NAA. Regencracja przebic-
gata w ciemnosci, w temperaturze 25°C. W kazdej kombinacji byto 25 cksplanta-
téw wizualnie czystych. Po trzech miesiacach obliczano procent cksplantatéw z
cebulkami oraz liczbe cebulek zregenerowanych na jednym eksplantacic. Doko-
nano réwniez oceny bonitacyjnej cebulek wg 3 klas: 1 — cebulki do 2 mm $redni-
cy; 2 - cebulki od 2,1 mm do 4 mm §rednicy; 3 - cebulki powyZzej 4 mm Srednicy.
Policzono takze liczbe hisci wyroslych z 1 ccebulki.

, Doswiadczenie zalozono w ukladzie catkowicic losowym. Wyniki opraco-
wano statystycznie metoda analizy wariancji w programie Statgraplics 4.1., zgod-
nie z dwuczynnikowym ukladem kombinacji doswiadczalnych. Do oceny istotno-
§ci réznic migdzy Srednimi uzyto testu NIR, przyjmujac poziom istotnosci 5%.

Wyniki i dyskusja

Stwierdzono wplyw czasu chiodzenia cebul matecznych i regulatoréw wzro-
stu na regencracj¢ zwartnicy Chmiela. Najwigkszy procent cksplantatéw regene-
rujacych cebulki uzyskano po trzymiesi¢cznym przechowywaniu matceriatu inicjal-
ncgo. W miarg przediuzania czasu chlodzenia procent cksplantatéw formujacych
cebulki spadat (tab. 1). Podobny efekt obserwowano po dlugotrwatym przechowa-
niu cebul Hippeastrum hybridum w temperaturze 5°C [PIERIK i in. 1990].

Tabela I5 Tablel
Wplyw czasu chiodzenia cebul i regulatoréw wzrostu na regeneracjg cebulek
z eksplantatéw pgdowych

Effect of chilling period and growth regulators on bulblet regencration
from shoot explants®

Czas chtodzenia % eksplantatow z cebulkami*; % explants with bulblets*

(w miesigcach) regulatory wzrostu; growth regulators .
Months - Srednia; mean
£ chillin 0 2 mg-dm- 2iP 2 mg-dm~ BA

° g 0,2 mg-dm-3 NAA | 0,2 mgdm? NAA
3 32 36 24 30,7
5 16 24 24 21,3
7 0 12 12 8,0
Srednia; Mean 16 24 20

* Liczba eksplantatéw w kombinacji 25 = 100%; Numer of explant in treatment 25 = 100%

Najwigksza Srednia liczbe cebulek (5,17) uzyskano z cksplantatéw pocho-
dzacych z cebul chtodzonych 5 miesigey, a najnizsza po siedmiu miesiacach chlo-
dzenia (tab. 2). Obecno$¢ regulatoréw wzrostu w pozywce stymulowata formowa-
nie cebulek. Najwigcej cebulek przybyszowych powstawato w obeenosei 2 mg-dm-
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2iP 1 0,2 mg-dm= NAA po trzech i pigeiu miesiacach chlodzenia. W obecnosci
BA i NAA powslawala poréwnywalna liczba cebulek zaréwno po piccio-, jak i
siedmiomicsi¢eznym  chlodzeniu cebul. Na pozywcee bez regulatoréw wzrostu
cksplantaty 7 cebul chlodzonych 7 miesicey nie formowaly cebulek.

Tabela 2; Table 2

Wplyw czasu chiodzenia cebul i regulatoréw wzrostu
na liczbg cebulek uformowanyeh na eksplantacie

Fflect of chilling period and growth regulators on number of bulblets per explant

Liczba cebulek na cksplantat; Number of bulblet per explant
Czas chtodzenia
U regulatory wzrostu; growth regulators
(w micsigcach) < ., .
Months of chilling 0 2 mg-dm 2iP 2 mg-dm? BA $rednia; mean
0,2 mg-dm* NAA | 0,2 mg-dm-> NAA

3 29 5.8 2,9 387 Db

5 4.4 6.5 4,6 517 ¢

7 0,0 2,8 42 233 a
Srednia; Mean 243 a 503¢c 3,90 b

Dla poréwnania wszystkich Srednich NIR, s = 1,46, To compare all means [SD; = 1.46
Wartodci oznaczone 1y samg literg nie rdZnig sig istotnie przy poziomie p = 0,05%; Value f{ollowed
by the same letter are not significantly different p = 0.05%

Najwicksze cebulki powstaly z cksplantatdw pochodzaceych z cebul chtodzo-
nych przez trzy micsigee (tab. 3). W niare przedtuzania czasu chlodzenia rézni-
cowaly si¢ coraz mmiejsze cebulki. Cebulki uformowane bez egzogennych regula-
toréw wzrostu byly mnicjsze niz zréznicowance w ich obecnosci.

Tabela 3; Table 3

Wplyw czasu chtodzenia cebul i regulatoréw wzrostu
na wielkogé zregenerowanych cebulek

Eflcet of chilling period and growth regulators on size of regencrated bulblets

Ocena bonitacyjna (skala 1-3); Evaluation (scale 1-3)
Czas chlodzenia N Py P —— T romilators
(w micsiacach) regulatory wzrostu; growth regulators ) .
Months of chilling, 0 2 mg-dm-? 2iP 2 mg-dm-? BA $rednia; mean
0,2 mg-dm™ NAA 1 0,2 mg-dm? NAA
3 2.5 2,3 2,2 233 ¢
5 1,7 2,0 1,7 1,80 b
7 0,0 1,0 1,0 0,67 a
Srcdnia; Mean 1,40 a 1,77 ¢ 1,63 b

Dla poréwnania wszystkich Srednich NIR, s = 0,34; To compare all means LSD,,, = 0.34
WartoSci oznaczone ta samg literg nie réznia si¢ istotnie przy poziomie p = 0,05%; Value followed
by the same Ictter are not significantly different p = 0.05%

Najwicksza liczba lisci odznaczaly si¢ roSliny otrzymane z materiatlu inicjal-
nego chlodzonego trzy miesigce (tab. 4). Dhuzsze chlodzenie wplywato negatyw-
nie na badang cechg. Obecno$é regulatordw wzrostu stymulowata wyrastanie
wickszej liczby lisci z cebulki.
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Temperatura odgrywa wazna rolg w regeneracji rolin cebulowych in vitro.
Wpiywa ona na procesy biochemiczne i fizjologiczne warunkujgee organogencrg i
regulacje spoczynku [STIMART i in. 1982: DELVALLEE i in. 1990; OKUBO 1992: WITOM-
sKA 2000). Pozytywne efekty regeneracji réznych gatunkéw lilii sa uzaleznione od
chtodzenia cebul matecznych w temperaturze 0-5°C przez okres od 18 dni do 12
micsigey przed pobraniem eksplantatéw inicjalnych [STIMARE, ASCHER 1981,
1981b; TAKAYAMA, MISAWA 1983; AARTRUK, BLOM-BARNHOORN 1984]. Dluzszy czas
chtodzenia przerywa stan spoczynku ccbul i zmnicjsza wymagania cksplantatéw
co do stgzenia egzogennych auksyn [AARTRIK, BLOM-BARNIIOORN 1981].

Tabela 4; Table 4

Wplyw czasu chlodzenia cebul 1 regulatoréw wzrostu na liczbg lisci wyrostych
z cebulki przybyszowe]

Effect of chilling period and growth regulators on numbcer of leaves per bulblel

Liczba lisci na cebulke; Number of leaves per bulblet
Czas chiodzenia regulatory wzrostu; growth regulators § ia
(w miesigcach) gulatory wzrostu; g guiators SerIH(‘l, m‘um
Months of chilling 0 2 mg-dm= 2iP 7 mg-dm * BA NIR, i [SD,
0,2 mg-dm-* NAA | 0.2 mg-dm * NAA 0.18
3 1,8 1.5 2.1 180 ¢
5 1.6 1,6 1,0 1,40 b
7 0,0 1.0 1,0 0,67 a
Srednia; Mcan
! 63
NIR, o5, LSD, 0,18 1,13 a 1,36 b 1,63 b

Dla poréwnania wszystkich §rednich NIR . = 0,30; To compare all means 1.81),, = 0.30
Wartosci oznaczone ta samg literg nie réznia si¢ istotnic przy poziomic p = 0,05%; Value followed
by the same lctter are not significantly different p = 0.05%

U zwartnicy Chmicla najlepsze efekty dato pigciomicsigezne chtodzenic
cebul matecznych, po ktdrym nawet bez cgzogennych regulatorow wzrostu for-
mowaly si¢ ponad 4 ccbulki na eksplantacie. Natomiast po sicdnmiu micsigcach
chtodzenia cebul réznicowanie cebulek musiato by¢ stymulowance obecnoseia
regulatordw wzrostu w pozywee. U Hippeastrum hyvbridum bez regulatoréw wzro-
stu obserwowano bardzo staba regeneracje cebulek z pedéw. Obecnosé regulato-
row wzrostu stymulowala formowanie cebulek, a rcakeja na stgzenic auksyny
(NAA) oraz rodzaj i st¢zenie cytokininy (BA lub 2iP) zalezala od odmiany
[PIERIK i in. 1990].

Chiodzenie pgdéw hiacynta powoduje wzrost stezenia cukrow rozpuszezal-
nych 1 bardziej efcktywna regeneracje [BACH i in. 1992]. Pod wplywem temperatury
4°C wrzrasta réwniez poziom cukréw rozpuszezaluych wocebulach szachownicy
cesarskicj, jednak formowanie cebulek z tego materiatu zachodzi bardzo Zle
[WrtoMska 2000]. Podobnie, jak u zwartnicy Chmicla, zdolno$¢ do regencragji
eksplantatéw pedowych narcyza jest zalezna od dtugodci przechowywania cebul w
temperaturze 15°C i obecnodci regulatoréw wzrostu [Z1v i in. 1997]. Formowanic
cebulek jest tez uwarunkowane pozycja eksplantatu na pedzie, co udowodniono u
tulipana [TAEB, ALDERSON 1987], Crinum macowanii [SLABBERT i in. 1995] i narcyza
[Z1v iin. 1997].

U roslin z rodziny Amanvllidaceae formowanic cebulek przybyszowych prze-
bicga najbardziej efektywnie na tuskach cebul i pgdacl kwiatostanowych [1Hosoki,
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ASAHIRA 1980; SEABROOK, CUMMING 1982; MUJIIB i in. 1991; SAKER i in. 1998; JACOBS 1
in. 1992]. Cebule sa trudne do odkazenia, tatwiej uzyskaé czysty materiat inicjalny
7z pedow [WITOMSKA, LUKASZIWSKA 1997, Z1v, LILIEN-KIPNIS 2000]. Warunkiem
regenceracji jest pobranic mtodych pedéw, w odpowiednim stadium rozwojowym
[TAEB, ALDERSON 1987; DE BRUYN 1 in. 1992; ZIv 1 in. 1997].

U Narcissus zaleca si¢ pobicranie szypuly jeszcze nie wyrostej z cebuli, ale
po wyjsciu ze stanu spoczynku [Z1v i in. 1997). U Hippeastrum hybridum 7 pedéw
bardzo mtodych (1-2,5 ¢cm dhugosci) cebulki réznicujg sie stabo, za$ najlepie] z
peddw dhugodei 3,1-5 em [PIERIK § in. 1990). U Crinum macowanii najbardziej
przydatne sa pedy dlugo$ci 7-10 cm [SLABBERT i in. 1995], natomiast u Fritillaria
imperialis — 20 cm [WITOMSKA, LUKASZEWSKA 1997]. Stosunkowo niski procent
eksplantatow formujacych cebulki u zwartnicy Chmiela mozna wythumaczy¢
pobicranicm zbyt dhugich, za starych pgdéw (10-12 cm dhugosci).

Whioski
1. Czas chlodzenia cebul matecznych oraz obecnos¢ regulatoréw wzrostu w
pozywce wplywaja na formowanie cebulek przybyszowych z eksplantaiow
pedowych.

2. Pigciomiesicezne chtodzenie materiatu inicjalnego i obecno$¢ 2iP oraz
NAA w pozywee powoduja réznicowanie najwigkszej liczby cebulek na
cksplantacie.

3. Najwicksze cebulki, z najwickszg liczba liSci powstaja po trzech miesigcach
chtodzenia materiatu inicjalnego.

Literatura

AARTRIJK J.VAN, BLOM-BARNIIOORN G.J. 1981. Growth regulator requirements for
adventitious regeneration from Lilium bulb-scale tissue in vitro, in relation to dura-
tion of bulb storage and cultivar. Sci. Hort. 14: 261-268.

AARTRIJK J.VAN, BLOM-BARNIOORN G.J. 1984. Adventitious bud formation from bulb-
scale explants of Lilium speciosum Thunb. in vitro. Interacting effects of NAA,
TIBA, wounding, and temperature. ). Plant Physiol. 116(5): 409-416.

BACII A., PAWLOWSKA B., PULCZYNSKA K. 1992. Ulilization of soluble carbohydrates in

shoot and bulb regeneration of Hyacinthus orientalis L. in vitro. Acta Hort. 325:
487-493.

DE BRUYN ML.IL, FERREIRA D.J., SLABBERT M.M., PRETORIUS J. 1992. [n vitro propaga-
tion of Amaryllis belladonna. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 31: 179-184.

DELVALLEE 1., PAFFEN A., DE KLERK GJ. 1990. The development of dormancy in bulb-

lets of Lilium speciosum generated in vitro. 11. The effect of temperature. Physiol.
Plant. 80: 431-436.

GABRYSZEWSKA E., SANIEWSKI M. 1989. Czynniki regulujgce wzrost i rozwdj roslin
ozdobnych z rodzin Liliaceae, Amaryllidaceae i Iridaceae in vitro. Kosmos 38(4):
485-503.



108 A. Ilczuk; M. Witomska

HosokI T, Asamira T. 1980. In vitro propagation of Narcissus. FHort. Sci. 15(5):
602-603.

HUSSEY G. 1975. Totipotency in tissue explants and callus of some members of the
Liliaceae, Iridaceae and Amaryllidaceae. J. Exp. Bot. 91: 253-262.

JAcoBs G., RICIIARD M., ALLDERMAN L.A., THERON K.I. 1992, Direct and indirect orga-
nogenesis in tissue cultures of Nerine bowdenii W, Waits. Acta Tlort. 325: 475-479.

KRrROMER K.D. 1985. Regeneration of some monocotvledonous plants from subterra-
nean organs in vitro. Acta Agrobolt. 38(2): 65-87.

MusB A., Jana B.K., GHosH PD. 1991. Plantlet regeneration from flower bud callus in
Hippeastrum hybridum ‘Belladona’. T'nviron. Ecology 9(2): 429-431.

MURASIRGE T., SK00G F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassavs with
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant. 15: 473497,

OKUBO H. 1992. Dormancy in bulbous plants. Acta Tort. 325: 35-41.

OxuBo H., IIUANG C.W.,, UEMOTO S. 1990. Role of outer scale in twin-scale propaga-
tion of llippeastrum hybridum and comparison of bulbet formation from single- and
mwin-scales. Acta Tort. 266: 59-65.

PIERIK R.L.M., BLOKKER J.S., DEKKER M.W.C,, DE Doks Ik, Kuip A.C., VAN DER MADE
T.A., MENTEN Y.M.J, DE VETTEN N.CM.IL 1990. Micropropagation of Hippeastrum
hvbridum. Integration of in vitro techniques in ornamental plant breeding. Pro-
ceedings of Symposium 10-14 November. Lucarpia, Scction ornamentals. Centre
for Plant Breeding Research, The Nederlands: 21-26.

SAKER M., RADY M., EL-BANR M. 1998. Towards commercial production of ornamental
bulbs in vitro. Egyptian Journal of Hortic. 25(1): 113-128.

SEABROOK J.E.A., COMMING B.G. 1982. In vitro morphogenesis and growth of Narcis-
sus in response to temperature. Sci. Hort. 16: 185-190).

SLABBERT M.M., BRUYN DE M.IL., FERREIRA D.J., PRETORIUS J. 1995. Adventitious in
vitro plantlet formation from immature floral stems of Crinum macowanii. Plant

Cell Tissue and Organ Culture 43(1): 51-57.

STIMART D.P, ASCHER PD. 1981a. The developmental responses of Lilium longiflorum
Thunb. in tissue culture to constant or alternating temperatures. J. Amer. Soc. 1ort.

Sci. 106(4): 450-454.

STIMART D.P, ASCHER ID. 1981b. Foliar emergence from bulblets of Lilium longiflo-

rum Thunb. as related 1o in vitro generation temperatures. J. Amer. Soc. Tort. Sci.
106(4): 446-450.

STIMART D.P, ASCHER PD., WILKINS ILE. 1982. Qvercoming dormancy in Lilium long-
iflorum bulblets produced in tissue culture. J. Amer. Soe. Iort. Sci. 107(6):
1004-1007.

TAEB A.G., ALDERSON PG. 1987. Micropropagation of tulip: optimising shoot produc-
tion from floral stem explants. Acta Hort. 212: 677-681.

TAKAYAMA S., MIsawa M. 1983. A scheme for mass propagation of Liliumt in vitro.
Sci. Hort. 18: 353-362.

WITOMSKA M. 2000. Wphyw temperatury przechowywania cebul Fritillaria imperialis L.
na poziom ctikrow rozpuszczalnych, ABA i cytokinin oraz regeneracje in vitro. 7.¢sz.

Probl. Post. Nauk Rol. 473: 335-341.



WPEYW CHEODZINIA CEBUL MATECZNYCH 1 REGULATOROW WZROSIU ... 109

WITOMSKA M., LUKASZEWSKA A. 1997, Bulblets regeneration in vitro from different
explants of Fritillaria imperialis. Acta Hort. 430: 331-338.

71V M., LILIEN-KIPNIS 11, ALTMAN A. 1997, The inflorescence stalk: a source of highly
regenerative explants for micropropagation geophytes. Acta Hort. 447: 107-111.

Z1v M., LIL1EN-KIPNIS . 2000. Bud regeneration from inflorescence explants for rapid
propagation of geophytes in vitro. Plant Cell Reports 19(9): 845-850.

Stowa kluczowe:  ippeastrunt X chmiielii CaM., in vitro, chlodzenic cebul
Streszczenie

W 1993 roku w Katedrze Roslin Ozdobnych SGGW uzyskano mieszarica
micdzygatunkowego — zwartnicg Chmicla (Hippeastrum X chmielit Crim.). Wyse-
lekcjonowane klony nowego gatunku zwartnicy charakteryzuja si¢ pickna barwa
kwiatdw, obfitym kwitnieniem i bujnym wzrostemi. Nadaja si¢ do uprawy donicz-
kowej 1 na kwiat cicty. Ze¢ wrgledu na spodziewane duze zapotrzebowanie na
material nasadzeniowy zwartnicy Chmicla niczbg¢dne jest opracowanie wydajnych
technik mikrorozmnazania.

W tym celu podjcto prébe réznicowania cebulek przybyszowych z pedow
kwiatostanowych uzyskanych z ccbul (klon 3/7) po trzech, pigciu i siedmiu mie-
sigcach przechowywania w temperaturze 4°C. Stwierdzono wplyw czasu chlodze-
nia ccbul na procent cksplantatéw regenerujacych cebulki i liczbe cebulek na
cksplantat. Pigciomiesigezne chtodzenic cebul i obecno$é w pozywce 2 mg-dm-
izopentyloadeniny (2iP) oraz 0,2 mg-dm?® kwasu a-naftalenooctowego (NAA)
stymulowaly rdéznicowanic cebulek przybyszowych. Wydhuzenie czasu chlodzenia
cchul 0 2 miesigee wplywalo negatywnic na procent eksplantatéw regenerujacych
cebulki oraz na liczbg cebulek uformowanych na cksplantacie.

EFFECT OF BULB CHILLING AND GROWTH REGULATORS
ON 1111 o vitro REGENERATION FROM SHOOT EXPLANTS
IN IHippeastrum X chmielii ClM.

Agnieszka Hezuk, Maria Witomska
Department of Ornamental Plants, Warsaw Agricultural University, Warszawa

Key words:  Hippeastrum X chmielii CuM., in vitro, bulb chilling
Summary

In 1993 a new hybrid Hippeastrum X chmielii was obtained in the Depar-
tment of Ornamental Plants at Warsaw Agricultural University. Selected clones
grow vigorously and flower abundantly, producing flowers in bright vivid colors.
They can be grown for cut flowers or as pot plants. As a great demand for plan-
ting material can be cxpected it is necessary to claborate efficient methods of
vegetative propagation of these new creations. In order to meet this goal trials
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were undertaken to obtain bulblet regeneration in viro from flower shoots
(scapes) grown out from bulbs (clone 3/7) stored 3, 5 or 7 months at 4°C. Both
length of chilling period and growth regulators present in the medium aflected a
percentage of regenerating explants and a number of bulblets per explant. Five
month chilling and presence of 2 mg-dm= isopenthenyladenine (2iP) together
with 0.2 mg-dm= a-naphthylacctic acid (NAA) stimulated bulblet regeneration.
Prolonging the storage period by 2 months decreased both the percentage of
regeneration and the bulblet number per explant.
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