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Wstep

Ré7nicowanic ccbulek przybyszowych na tuskowych cksplantatach inicjal-
nych zwartnicy w kulturach in vitro moze zachodzi¢ spontanicznie, ale obecnos¢
cgzogennych regulatoréow wzrostu stymuluje ten proces [HUANG 1 in. 1990; YANA-
GAWA, SAKANISHI 1977; BACH, PTAK 1997; WITOMSKA, NOSARZEWSKA 2001]. Wczes-
nicjsze badania nad rozmmazaniem in vitro zwartnicy dowiodly, ze benzyloamino-
puryna (BA) i kwas a-naftalenooctowy (NAA) moga korzystnie oddzialywac na
formowanic cebulek przybyszowych u tych roflin (Mt i in. 1974; KUTYLA, CEBMIEL
2000; WITOMSKA, NOSARZEWSKA 2001; WITOMSKA 2002a, 2002b]. W pracach tych nie
badano jednak wplywu szerokiego spektrum stgzenn w/w regulatoréw wzrostu na
regeneracjg zwartnicy Chmicla.

Celem pracy bylo okreslenic wptywu BA, NAA i ich wspotdziatania na réz-
nicowanic ccbulek przybyszowych 2z cksplantatéw  dwutuskowych zwartnicy
Chmicla w ramach badan prowadzonych nad optymalizacjg rozmnazania tego
nowego migdzygatunkowego mieszafca.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w 2002/2003 r. w Katedrze Roslin Ozdobnych
SGGW. Materiatem byly cebule klonu 18 zwartnicy Chmiela (Hippeastrum X
chmielii C1im.) o obwodzie 20 em. Po zdjgciu suchych tusek okrywajacych cebule
pokrojono na sadzonki dwuluskowe z kawatkiem pigtki (15 mm wysokosci i 8
mm szcrokosci). ‘lak przygotowane eksplantaty odkazano przez 15 sckund w 70-
procentowym alkoholu ctylowym, a nastepnie przez 20 minut w 6-procentowym
roztworze Chloraminy ‘I, po czym trzykrotnie plukano w sterylnej wodzie destylo-
wangej. Zastosowano pozywke MS [MURASHIGE, SKOOG 1962] w 12 kombinacjach:
bez regulatorow wzrostu, wylgeznie NAA w stezeniach 0,1; 1 lub 5 mg: ‘dm-3; 1
mg: -dm? BA 7 w/w st¢zeniami NAA oraz 5 mg-dm- BA 2 tymi samymi stezenia-
mi NAA. ch’cmmqa przebiegata w temperaturze 24°C, potowg eksplantatow
umieszczono w ciemnosei, a druga potowe przy 16 godzmnym oswietleniu biatym
Swiattem fluorescencyjnym (o nat¢zeniu  napromienienia  kwantowego 24

! Badania wykonano w ramach grantu Komitetu Badan Naukowych No 3POGR 07724,
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pmol-m2s-) i 8 godzinach w ciemnosci.

Po trzech miesigcach oznaczono procent cksplantantow regenerujacych

kalus, ccbulki i korzenie oraz liczbe cebulek zréznicowanych na jednym cksplan-
tacie. Oceniono réwnicz wielko§é ulormowanych na $wictle cebulek i lidei oraz
liczbe korzeni wg czterech klas bonitacyjuych:
Cebulki: 1 — $rednica do 2 mmy; 2 - od 2,1-4 mm; 3 - od 4,1-6 mny; 4 ~ powyzej
6,1 mm. LiScic: 1 — bez lisci; 2 — liscic do 4 cm dhugosci; 3 — od 4,1-8 ¢ny: 4 -
powyzej 8,1 cm. Korzenie: 1 - bez korzeni; 2 — 1-3 korzenie; 3 — 4-6 korzeni; 4 —
powyzej 6 korzeni.

Doswiadczenic zalozono w ukiadzie catkowicic losowym, w kazdej kombi-
nacji bylo 25 cksplantatéw. Wyniki opracowano statystycznie metods jednoczyn-
nikowcj analizy wariangji, a do poréwnania $rednich uzyto testu t-Dunkana.

Wyniki i dyskusja
Regencracja eksplantatéw dwuluskowych zwartnicy Chmicla zachodzita we
wszystkich kombinacjach, jednak jej efekt byt rozny (tab. 1).
Tabela |; ‘Table 1

Wplyw BA 1 NAA na regeneracjg zwartnicy Chmicla z cksplantatéw dwutuskowych
Effect of BA and NAA on the regeneration of Hippeastrum X chmielii from twin scales

Regulatory wzrostu Ak O -
Growth regulators (mg:dm-3) Procent eksplantaléow*; % explants
BA NAA nieregenerujacych | z kalusem | z korzeniami | z cebulkami
non regenerating | with callus | with roots with bulblets
0 0 4 0 20 96
0,1 12 0 32 88
1 12 4 32 84
5 8 40 44 52
Swiatto 1 ) 0 0 24 100
Light 0,1 0 0 28 100
1 0 0 32 100
5 0 12 56 &8
5 0 0 0 28 100
0,1 0 0 12 100
1 0 4 24 96
5 0 32 34 68
0 0 0 0 12 100
0,1 0 0 8 100
1 16 4 16 80
5 4 28 52 68
1 0 0 0 20 100
Ciemnos¢ 0,1 0 0 16 100
Darkness 1 0 0 56 100
5 0 13 64 88
5 0 0 8 8 92
0,1 0 0 8 100
1 0 12 22 88
5 0 36 44 64

* Liczba eksplantatéw w kombinacji 30 = 100%; Number of cxplants in the treatment 30 = 100%
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Nicewiclki procent cksplantatow (4-16%) bez jakichkolwick oznak morfogenczy
obscrwowano na pozywee pozbawionej regulatoréw wzrostu tub w obeenosci
NAA. Procent cksplantatow réznicujacych cebulki zalezal od obecnosei egzogen-
nych regulatordw wzrostu i ich st¢zenia. Bez regulatoréw wzrostu ccbulki ufor-
mowalo 96% cksplantatow. Wzrastajace steZenie NAA bez obecnodci BA zmniej-
szalo zdolnosé cksplantatéw do réznicowania cebulek. W obecnosei BA 1 0-0,1
mg-dm? NAA cebulki réznicowato do 100% eksplantatéw, niezaleznie od warun-
kéw $wictlnych (tab. 1). Najwyzszy procent eksplantatéw z kalusem i korzeniami
obscrwowano w obecnodei 5 mg-dni® NAA (tab. 1).

Liczba cebulek zréznicowanych na jednym eksplantacie zwartnicy Chmicla
zalezata od obecnosci regulatoréw wzrostu w pozywce (tab. 2). Najwigcej cebulek
uformowaty cksplantaty umieszczone na pozywce zawierajacej 1 lub 5 mg-dm™?
BA albo I mg-dm= BA przy jednoczesnej obecnodci 0,1-1 mg-dm-= NAA. Po
zastosowaniu 5 mg-dm= NAA, niczaleznic od obecnosci cytokininy, tworzylo sig
najmnicj cebulek.

Tabela 2; Table 2
Wplyw BA 1 NAA na réZnicowanic cebulek przybyszowych
z eksplantatéw dwutuskowych zwartnicy Chmiela

Iiffect of BA and NAA on the bulblet regeneration from twin
scales of Hippeastrum X chmielii

Regulatory wzrostu
Growth regulators Liczba cebulek na eksplantat; Number of bulblels per explant
(mg-dm-?)
BA NAA é\yial}o ciemno§¢ $rednia
light darkness mean
0 2,12 2,40 2,26 de
0 0,1 2,92 2,44 2,68 be
1 1,80 2,48 2,14 de
5 1,44 1,72 1,58 £
0 3,56 3,88 3,72 a
| 0,1 3,48 2,92 3,20 ab
1 3,60 2,84 3,22 ab
5 2,12 1,68 1,90 ef
0 3,24 2,80 3,02 ab
5 0,1 2,84 2,52 2,68 be
) 1 2,48 2,24 2,36 cd
5 1,96 1,68 1,82 ef
Srednia; Mean 2,60 a 2,50 a

Wartosci oznaczone t3 sama litera nie rdinia sig istotnie przy poziomie p = 0,05%; Value followed
by the same letter are not significantly different p = 0.05%

Swiatlo i ciemno$¢ nie wplynely na liczbe cebulek uformowanych na eks-
plantacie zwartnicy Chmiela (tab. 2), podobnie jak u zwartnicy mieszaficowe;j
[YANAGAWA, SAKANISHI 1977].

Najwigksze cebulki z dhugimi 1i§émi i licznymi korzeniami uzyskano na
pozywce bez regulatoréw wzrostu, a takze w obecno$ci 1 mg-dm=? BA Iub 5
mg:dm=® BA z dodatkiem 0,1-1 mg:dm?® NAA (tab. 3). Najmniejsze cebulki, z
najkrotszymi lisémi i najmniejsza liczba korzeni, wyrosty w obecnosci 5 mg-dm-
NAA, a takze 5 mg:dm= BA i 5 mg-dm= NAA.
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Tabela 3; Table 3
Wplyw BA i NAA na jako$¢ roslin zwartnicy Chmiela zréznicowanych
na eksplantatach dwutuskowych na $wictle

Effect of BA and NAA on the quality of plantles Hippeastrum X chmielii
formed on twin scales

Regulatory wzrostu Ocena bonitacyjna
Growth regulators Evaluati
valuation
(mg-dm-?)
BA NAA cebutki (skala 1-4) liscic (skala 1-4) korzenic (skala 1-4)
bulblets (scale 1-4) leaves (scale 1-4) roots (scale 1-4)
0 3,27 307 3.07
0 0.1 290 2,77 3,17
1 2,93 2,73 2,30
S 2,17 2,33 2,30
0 3,30 3,20 3,63
1 0,1 2,83 2,50 3,73
1 3,13 2,93 3,13
S 3,03 3,00 2,27
0 2,93 2,80 3,10
5 0,1 3,40 3,17 3.47
- 1 343 327 327
5 2,47 2,83 2,93

Nie potwierdzily si¢ wyniki uzyskane dla eksplantatéw dwutuskowych zwart-
nicy mieszanicowej, u kidrej organogeneza byla uzalezniona gléwnic od obecnosci
NAA w pozywce [MIi in. 1974]. Autorzy ci uznali dzialanic kinetyny za mmicj
efektywne, a nawet toksyczne dla formowania cebulck przy wysokim st¢zeniu (10
mg-dm?). Réwniez wczeéniejsze badania nad zwartnica Chmiela wykazaly, zc
obecnod¢ 1 mg-dm? BA i 0,1 mg-dm= NAA w pozywce korzystnicj wplywala na
réznicowanie cebulek na eksplantatach dwutuskowych w poréwnaniu z pozywka
zawierajaca 5 mg-dm- kinetyny i 0,5 mg-dm- TAA [WrtoMska 2002b).

HUSSEY [1975] zauwazyl, Ze sposrdd réznych rodlin z rodziny Amaryllidaceae,
Iridaceae 1 Liliaceae tylko u fHippeastrum bezposrednia organogeneza cebulek
zachodzita bez auksyn lub przy bardzo niskim ich st¢zeniu. U zwartnicy micszan-
cowej dobre cfekty w formowaniu cebulek na cksplantatach tuskowych powodo-
walo stosowanie znacznej przewagi BA w stosunku do NAA [Bacil, P1ak 1997;
Kuryea, CHMIEL 2000]. Réwniez u Hippeastrum vittatum ccbulki przybyszowe roz-
nicuja si¢ dobrze w obecnodci BA 10 mg:dm= i NAA 1 mig-dm-® [ARIEGA-AMA-
DOR i in. 1998] lub BA 8 mg-dm- z dodatkicm NAA 4 mg-dm= i 60 mg-dm- siar-
czanu adeniny [SAKER i in. 1998]. U Amaryllis belladonna ralecany stosunck BA :
NAA byt zalezny od pory roku i wynosit 24 : 1 wiosng i az 40 : 1 jesienia [BRUYN
iin. 1992]. Dzialajgce antagonistycznie w stosunku do auksyn morfaktyny czy kwas
tréjjodobenzoesowy (TIBA) sprzyjaja formowaniu cebulek na  pojedyncrzych
tuskach zwartnicy mieszaticowej, w przeciwienstwie do NAA [OKUBO 1 in. 1999].
Obecnos¢ NAA w pozywcee jest jednak konieczna do réznicowania cebulek na
eksplantatach pgdowych zwartnicy mieszaficowej, podezas gdy cytokininy: BA lub
2iP maja mmicjsze znaczenie [PIERIK i in. 1990].

Liczba cebulek uzyskiwanych z jednego cksplantatu zaleZy nie tylko od
cgzogennych regulatoréw wzrostu, lecz takze od gatunku i klonu zwartnicy. Na
pozywee bez regulatoréw wzrostu u zwartnicy mieszaiicowej ndalo si¢ uzyskac
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jedynie 1,2 cebulki [Wrromska 2002a], podczas gdy u zwartnicy Chmicla od
1,1-2,2 cebulek [WITOMSKA, NOSARZEWSKA 2001; WITOMSKA 2002b]. Zastosowanie
BA 1 mgdm3 + NAA 0,01 mg-dm- umozliwito uformowanie 1,7 cebulek u
zwartnicy mieszaficowej [KUTYEA, CHMIEL 2000]. Natomiast u zwartnicy Chmiela
przy obeeno$ei BA 1 mg-dm= lub BA 1 mg-dm= i NAA 0,1-1 mg-dm= mozna
uzyskal powyzej 3 cebulek 7z eksplantatu, co wydaje si¢ niezlym efektem.

Liczba cebulek zroZznicowanych na eksplantacie jest tez modyfikowana
przez takic czynniki, jak jakos¢ $wiatta [BAcH, PTAK 1997; WITOMSKA, NOSARZE-
wsKA 2001], st¢zenic sacharozy w pozywce [WITOMSKA 2002a; PIERKK 1 in. 1990] i
wielko$¢ cksplantatu [HUANG 1 in. 1990].

Whioski

1. Roézpicowaniec cebulek przybyszowych na dwuluskowych eksplantatach
swarlnicy Chmiela moze zachodzi¢ spontanicznie, jednak obecno$é¢ odpo-
wicdnich stezenn BA i NAA stymuluje ten proces.

2. Obccenosé w pozywee wylacznie BA (1-5 mg-dm-) a takze BA i niskiego
st¢zenia NAA (0,1-1 mg-dm=) stymuluje proces réznicowania cebulek z
cksplantatéw, a takze wplywa korzystnie na ich wielkos¢.

3. Zbyt wysoka koncentracja NAA (5 mg:dm>) obniza procent eksplantatow
réznicujacych cebulki, liczbe cebulek z eksplantatu, wielko$¢ cebulek i lisci
oraz liczbe korzeni.

4. Swiatlo i ciemnosé nie wplywaja na liczbe cebulek uformowanych na eks-
plantacie dwutuskowym.
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Stowa kluczowe:  Hippeastrum X chmielii CHM., BA, NAA, in vitro
Streszczenie

W Katedrze Roélin Ozdobnych SGGW prowadzone sa badania nad opty-
malizacja rozmnazania in vitro nowego mieszafica migdzygatunkowego — zwart-
nicy Chmiela (Hippeastrum X chmielii CHM.).

Niniejsze badania przeprowadzono w 2002/2003 roku. OkreSlono wplyw 6 —
benzyloaminopuryny (BA) w stezeniach 0, 1 i 5 mg-dm= we wspdldziataniu z
kwasem a-naftalenooctowym (NAA) w stgzeniach 0; 0,1; 1 i 5 mg-dm? na r6z-
nicowanie cebulek z eksplantatéw dwutuskowych zwartnicy Chmiela. Regeneracja
przebiegala w ciemnosci lub przy 16 godzinnym odwietleniu bialym $wiattem fluo-
rescencyjnym (o natgzeniu napromienienia kwantowego 24 umol'm?2s-) i 8
godzin ciemnosci.

Liczba cebulek zréznicowanych na jednym eksplantacie zalezata od obec-
nosci regulatoréw wzrostu w pozywce. Najwiecej cebulek zréznicowaly eksplanta-
ty umieszczone na pozywce zawierajacej wylacznie BA 1 lub 5 mg-dm= lub BA 5
mg-dm= przy jednoczesnej obecnodci NAA 0,1 lub 1 mg-dm=. W obecnoéci NAA
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5 mg-dm-, niezaleznie od obecnosci cytokininy, najnizszy procent eksplantatéw
réznicowal cebulki i tworzylo si¢ najmniej cebulek na eksplantacie.

Warunki §wietlne nie wplynely na liczbg cebulek przybyszowych uformowa-
nych na eksplantacie.

EFFECT OF BA AND NAA ON BULBLET DIFFERENTIATION
FROM TWIN SCALES OF Hippeastrum X chmielii CHM. in vitro

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

Key words:  Hippeastrum X chmielii CuM., BA, NAA, in vitro
Summary

Trials on micropropagation of a new interspecific hybrid Hippeastrm X
chmielii CHM. are being carried out in the Department of Ornamental Plants at
Warsaw Agricultural University. In 2002/2003 the effect of benzylaminopurine
(BA) in concentrations: 0, 1 or 5 mg-dm= together with a-naphthleneacetic acid
(NAA) in concentrations: 0; 0.1; 1 or 5 mg:dm= on the bulblet regeneration
from twin scale explants was studied. Regeneration proceeded on MS medium,
at 24°C, in darknes or under white, fluorescent light (24 pmol-m2s-1, for 16
hours and 8 hours darkness).

A number of bulblets regenerated on a single explant depended on the
presence of growth regulators in the medium. The best regeneration was
observed on medium with BA 1 or 5§ mg-dm= or BA 1 mg:dm= together with
NAA 0,1 or 1 mg-dm=. In the presence of the highest NAA concentration (5
mg-dm-) both the percentage of explants regenerating bulblets and the number
of bulblets per explant were the lowest.

Light conditions did not affect bulblet regeneration on the twin scale
explants.
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