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Formation of adventitious bulblets in vitro on scale explants in
Hippeastrum x chmielii Chm.

Summary

Trials on micropropagation of a new interspecific hybrid Hippeastrum x
chmielii are being carried out in the Department of Ornamental Plants at the
Warsaw Agricultural University. In 2002-2003, an effect of BA on bulblet differ-
entiation from explants of different size was tested. Initial material consisted of
bulblets (5-6 mm of diameter, mean fresh weight 0,164 g) produced in vitro on
MS medium without growth regulators. The bulblets were cut into halves or
quarters along the main axis and placed polarly or apolarly on MS medium with-
out growth regulators or with BA 1,2, 4 or 8 mg dm-3. Regeneration proceeded
at 24°C under white, fluorescent light (24 pmol m * s *) for 16 hours and 8 hours
of darkness.

On the explants with basal part in the medium, the cytokinin limited a num-
ber of bulblets regenerated on both types of explants. The bulbs cut into quar-
ters formed more bulblets than those cut in halves. When the explants were
placed apicaly, the numbers of regenerated bulblets were similar in all the treat-
ments.

Fresh weight of bulblets regenerated on smaller explants (1/4 ofa bulb) was
higher when explants were placed polarly. Polarity did not affect the weight of
bulblets produced on larger explants.

Key words:
Hippeastrum x chmielii, in vitro, BA, explant size, polarity, adventitious
bulblets.
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1. Wstep

Zwartnica Chmielg {Hippeastruin x chmielii Chm.) jest atrakcyjng rosling cebulowa,
doskonalg do uprawy doniczkowej i na kwiat ciety. Wyselekcjonowane klony tego
gatunku majg piekne barwy kwiatdw, bujnie rosng i obficie kwitng. Aby mozna je
byto szybko wprowadzi¢ do masowej uprawy, konieczne jest opracowanie efektyw-
nej metody mikrorozmnazania.

Na organogeneze roslin cebulowych in vitro wptywa wiele czynnikéw, m.in. wiel-
kosc¢ i rodzaj eksplantatu (1-8), sposob utozenia eksplantatu na pozywce (1,2,4,9-12)
oraz regulatory wzrostu (2,5,13-16).

Celem pracy byto ustalenie wplywu BA oraz wielkosci i polarnosci eksplantatow
na réznicowanie cebulek przybyszowych zwartnicy Chmiela.

2. Materiat i metody

Badania przeprowadzono w latach 2002/2003 w Katedrze Roslin Ozdobnych
SGGW. Materiatem byly cebule klonu 18 zwartnicy Chmielg (Hippeastrum x chmielii
Chm.) o $rednicy 5-6 mm i $redniej Swiezej masie 0,164 g. Uzyskano je in vitro z eks-
plantatow tuskowych na pozywce MS (17) bez regulatorow wzrostu. Cieto je na
potdéwki (o Sredniej Swiezej masie 0,082 g) lub ¢éwiartki (o Sredniej Swiezej masie
0,041 g) wzdtuz osi gtbwnej i wyktadano na pozywke MS bez regulatoréw wzrostu
oraz z 6-benzyloadening (BA) 1,2, 4 lub 8 mg dnr”, strong bazalng lub apikalng. Re-
generacja przebiegala przy 16-godzinnym oswietleniu biatym swiattem fluorescen-
cyjnym (0o natezeniu napromienienia kwantowego 24 pmolnr®*-s't) i 8 godzin
w ciemnosci.

Po trzech miesigcach oznaczono liczbe cebulek przybyszowych uformowanych
na jednym eksplantacie i obliczono liczbe cebulek uzyskanych z jednej cebuli. Ozna-
czono rowniez sSwiezg mase zrOoznicowanych roslin, cebulek, lisci, i korzeni.

Doswiadczenia zatozono w uktadzie catkowicie losowym, w kazdej kombinacji
byto 30 eksplantatobw. Wyniki opracowano statystycznie metodg dwuczynnikowej
analizy wariancji, a dla poréwnania srednich uzyto testu t-Duncana.

3. Wyniki i dyskusja

Przy polarnym utozeniu eksplantatéw na pozywce stezenie BA i wielkos¢ eks-
plantatu mialy wpltyw na liczbe formowanych cebulek (tab. 1). Na pozywce bez cyto-
kininy i w obecnosci 1-4 mg dnr® BA eksplantaty r6znicowaty podobng liczbe cebu-
lek, natomiast przy stezeniu 8 mg dm'* BA liczba cebulek byla mniejsza. Eksplantaty
mate (1/4 cebuli) utozone polarnie wytwarzaly wiecej cebulek niz eksplantaty duze
(1/2 cebuli). Najmniej cebulek uformowaty eksplantaty duze przy najwyzszym steze-
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nili BA (tab. 1). Przy apolarnym utozeniu eksplantatéw obecnosc¢ i stezenie BA oraz
wielkos¢ eksplantatu nie wptywaly na liczbe formowanych cebulek (tab. 2).

Tabela 1!
> piy\\' BA i wielkosci eksplantatu utozonego polarnie na formowanie cebulek przybyszowych
Liczba cebulek z eksplantatu Liczba
Vtielkos¢
Stezenie BA (mg 1 dnr?) . . cebulek
eksplantatu Srednia* - buli
0 1 2 4 8 cebu
y, cebuli 1,43 1,60 1,26 1,60 0,96 1,37 a 2,76
cebuli 1,96 1,43 1,80 1,60 1,50 1,66 b 6,64
Srednia* 1,70 b 1,52 ab 1,53 ab 1,60 ab 1,23 a - -
* $rednie oznaczone ta sama literg nie réznig sie istotnie (5%) wg testu t-Duncana
Tabela 2
Wplyw' BA i wielkosci eksplantatu utozonego apolarnie na formowanie cebulek przybyszowych
Liczba cebulek z eksplantatu Liczba
X ielkos¢
Stezenie BA (mg 1 dnr?) ) cebulek
eksplantatu Srednia*
0 | 2 4 8 z 1 cebuli
Y, cebuli 1,23 1,63 1,46 1,60 1,43 1,47 a 2,94
y* cebuli 1,86 1,53 1,66 1,53 1,16 1,54 a 6,16
Srednia* 154 a 1,58 a 1,56 a 1,56 a 1,30 a - -

* drednie oznaczone tg samg literg nie réznig sie istotnie (5%) wg testu t-l)juncana

U zwartnicy Chmielg wszystkie eksplantaty wytozone na pozywke zaréwno po-
larnie, jak i apolarnie réznicowaty cebulki przybyszowe. U Lilium longiflorum polar-
nos$¢ ulozenia eksplantatow nie miata wptywu na procent tusek réznicujacych cebulki
ani na liczbe cebulek uformowanych na eksplantacie (9). Réwniez u Amaryllis belladonna
polarno$¢ sadzonek dwutuskowych nie miata wplywu na regeneracje (2). U Nerine
bowdenii przy polarnym utozeniu eksplantatéw tuskowych tylko \ 5% réznicowato ce-
bulki, natomiast az 79% przy utozeniu apolarnym. Polarne utozenie stymulowato
jednak liczbe cebulek uzyskanych z eksplantatu (4), podobnie jak u zwartnicy
Chmielg i Amaryllis belladonna, gdy eksplantatami byty ¢wiartki malych cebul (2).

Wydajnos$¢ i charakter regeneracji zalezg od wielkosci eksplantatéw. Tak, jak
u zwartnicy Chmielg, lepsze efekty regeneracji uzyskano po krojeniu tusek cebul
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Lilium speciosum na eksplantaty mniejsze. Wprawdzie wigksze fragmenty tusek
@as x 15 mm) réznicowaly wiecej peddw niz mniejsze (s>s5 mm), ale tgcznie uzy-
skano kilkakrotnie wieksza liczbe peddéw z tej samej powierzchni tuski (1). Podob-
nie u tulipana pedy krojone na 2 lub 4 czesci wykazywaly wyzszy potencjat regene-
racyjny niz cate pedy (8).

U hiacynta liczba cebulek byla proporcjonalna do ditugosci eksplantatéw, a efekt
ten wyjasniany jest wieksza zawartoscig sktadnikbw pokarmowych w tuskach
dtugich (7). W szczegdtowych badaniach nad Hippeastruni hybridum wykazano, ze sa-
dzonki dwutuskowe dlugosci 20 mm réznicujg 2,1 cebulek, dlugosci 10 mm - 15
cebulek, natomiast sadzonki jeszcze krétsze nie réznicujg cebulek wcale (6). Podob-
nie na najszerszych eksplantatach tuskowych tego gatunku formowata sie najwiek-
sza liczba cebulek (5). U Nerine bowdenii eksplantaty pedowe dtugosci | mm wytwa-
rzaty kalus, dlugosci 3 mm - kalus i cebulki, a 5 mm dtugosci - korzenie (4). Dla
réznych gatunkéw roslin i rodzajow eksplantatéw istnieje zatem pewna optymalna,
ekonomiczna wielkos¢ eksplantatu.

Tabela 3
Wplyw BA i sposobu utozenia eksplantatow matych cebuli) na $wieza mase (g) zregenerowanych roslin
Sposéb Stezenie BA (mg 1 dnr?)
umieszczenia Srednia*
eksplantatow 0 L 2 4 8
strona bazalna 0,569 0,459 0,367 0,338 0,368 0,420 b
Cate rosliny  strona apikalna 0,322 0,296 0,527 0,315 0,217 0,335 a
Srednia* 0,445 b 0,377 ab 0,447 b 0,327 a 0,293 a -
Cebulki strona bazalna 0,268 0,178 0,143 0,170 0,178 0,187 a
przybyszowe stro?a apikalna 0,182 0.148 0,280 0,165 0,123 0,179 a
Srednia* 0,225 ¢ 0,163 ab 0,211 bc 0,168 ab 0,150 a _
strona bazalna 0,224 0,224 0,179 0,147 0,198 0,194 b
Liscie strona apikalna 0,103 0,113 0,194 0,114 0,088 0,122 a
Srednia* 0,163 ab 0,168 ab 0,186 b 0,130 a 0,143 ab -
strona bazalna 0,076 0,055 0,044 0,021 0,034 0,046 b
Korzenie strona apikalna 0,036 0,034 0,042 0,041 0,005 0,032 a
Srednia* 0,056 ¢ 0,045 bc 0,043 bc 0,031 bc 0,019 a -

* Srednie oznaczone ta sama literg nie roéznig sie istotnie (5%) wg testu t-liincana

Swieza masa roslin zwartnicy Chmielg uformowanych na eksplantatach matych
(1/4 cebuli) byta wyzsza przy utozeniu strong bazalng na pozywce (tab. 3). Na po-
zywce bez cytokininy i przy nizszych stezeniach BA (1-2 mg-dm'~) Swieza masa ros-
lin byla wyzsza niz przy wysokiej koncentracji BA (4 i 8 mg dm'").

Sposoéb utozenia eksplantatéw matych nie wplywat na swiezg mase cebulek (tab. 3).
Cebulki o najwyzszej sSwiezej masie uformowaty sie na pozywce bez cytokininy,
a bardzo niskg Swiezg mase mialy cebulki zr6znicowane w obecnosci 8 mg-dm'~ BA.
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Polarne ulozenie eksplantatbw malych (1/4 cebulki) stymulowato Swiezg mase
lisci i korzeni (tab. 3). Liscie o najnizszej Swiezej masie uzyskano w obecnosci
4 mg dm'"* BA, w pozostalych kombinacjach $wieza masa lisci nie réznita sie. Swieza
masa korzeni byla najnizsza przy 8 mg dm'r BA, w pozostatych kombinacjach nie
wykazywata réznic (tab. 3).

Nie zaobserwowano réznic w Swiezej masie roslin i cebulek (tab. 4) uformowa-
nych na eksplantatach duzych (1/2 cebuli) wylozonych polarnie lub apolarnie. Na
Swiezg mase roslin i cebulek wptywata obecnos¢ i stezenie BA w pozywce. Najwyz-
sza Swiezg masg odznaczaly sie rostiny i cebulki zré6znicowane bez obecnosci BA,
a najnizszg - w obecnosci wysokich stezen BA (tab. 4).

Tabela 4

Wptyw BA i sposobu utozenia eksptantatow duzycb cebuli) na Swiezg mase (g) zregenerowanych rostin

Spos6b Stezenie BA (nig diii ©
umieszczenia Srednia*
eksplantatéw 0 ! 2 4 8
strona bazalna 0,623 0,397 0,460 0,393 0,348 0,444 a
Cafe rosliny  strona apikalna 0,485 0,426 0,467 0,291 0,299 0,394 a
Srednia* 0,554 ¢ 0,412 ab 0,463 bc 0,342 a 0,323 a -
Cebulki strona bazalna 0,307 0,160 0,190 0,173 0,184 0,203 a
przybyszowe strot]a apikalna 0,275 0,230 0,257 0,134 0,173 0,214 a
Srednia* 0,291 b 0,195 a 0,224 ab 0,154 a 0,178 a -
strona bazalna 0,224 0,163 0,210 0,170 0,129 0,179 b
Liscie strona apikalna 0,150 0,153 0,148 0,130 0,118 0,140 a
Srednia* 0,187 b 0,158 ab 0,179 b 0,150 ab 0,123 a -
strona bazalna 0,091 0,045 0,059 0,049 0,035 0,056 b
Korzenie strona apikalna 0,059 0,042 0,051 0,027 0,004 0,037 a
Srednia* 0,075 ¢ 0,044 b 0,055 b 0,038 ab 0,020 a _

* drednie oznaczone ta sama litera nie réznig sie istotnie (5%) wg testu t-Duncana

Z eksplantatéow duzych wyrastaty rosliny o wyzszej swiezej masie lisci i korzeni
(tab. 4) przy polarnym utozeniu na pozywce. Swieza masa lisci i korzeni byta najwyz-
sza bez obecnosci BA w pozywce, a najnizsza przy stezeniu 8 mg-dm* BA.

Swieza masa roslin zréznicowanych na matych eksplantatach zwartnicy Chmielg
byta wyzsza przy utozeniu polarnym, a przy uzyciu eksplantatow duzych polarnos¢
nie miata wptywu na te ceche. Na Swieza mase roslin wplywata obecnos¢ i stezenie
BA w pozywce. Najwiekszg Swiezg mase uzyskiwaly rosliny i cebulki uformowane
bez BA.

U Nerine bowdenii Swieza masa cebulek byta dwukrotnie wyzsza przy apotarnym
utozeniu eksplantatéw na pozywce (4), natomiast u Lilium longiflorum nie stwierdzo-
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no réznic w wielkosci i masie cebulek uformowanych na eksplantatach wytozonych
polarnie i apolarnie (9).

Obecnos¢ w pozywce BA (1-5 mg dnr?), a takze BA we wspotdziataniu z niskim
stezeniem NAA (0,1-1 mg-dm') stymulowata réznicowanie cebulek z eksplantatéw
tuskowych zwartnicy Chmielg i wptywata korzystnie na ich wielkos¢ (16). Roéwniez
u Hippeastnim hybridum (5,14), Hippeastrum vittatum (13,15) i Amaryllis belladonna (2)
cebulki przybyszowe réznicujg sie dobrze przy znacznej przewadze BA w stosunku
do NAA.

U roslin z rodziny Amaryllidaceae cebulki r6znicuja sie zawsze na bazalnych czes-
ciach tusek, bez wzgledu na sposob utozenia na pozywce. Cebulki formujg sie z ko-
morek epidermy i subepidermy znajdujgcych sie w poblizu tkanki naczyniowej,
ktdéra przemieszczaja sie endogenne stymulatory wzrostu w kierunku bazypetalnym
(18). jakkolwiek apolarne utozenie eksplantatéw tuskowych dato bardzo dobre efek-
ty u Nerine (4), wyniki te nie potwierdzity sie u zwartnicy Chmielg. Dla réznicowania
cebulek przybyszowych tego ostatniego gatunku bardziej korzystne okazato sie po-
larne wyktadanie na pozywke eksplantatow matych. Prawdopodobnie wystapit tu
tzw. efekt zranienia, ktéry zakl6ca polarne przemieszczanie auksyn (1).

4. WniosKki

1. Tylko przy polarnym utozeniu eksplantatéw stezenie BA w pozywce i wielkos¢

eksplantatu miaty wptyw na liczbe uformowanych cebulek.
2. Swieza masa roslin uformowanych na eksplantatach malych (1/4 cebuli) zale-

zata od sposobu utozenia na pozywce oraz od obecnosci i stezenia BA.
3. Swieza masa roslin zréznicowanych na eksplantatach duzych (1/2 cebuli) nie

byta zalezna od sposobu utozenia na pozywce, natomiast wplywaly na te ceche
obecnos¢ i stezenie BA.

Badania wykonano w ramach grantu KBN No 3PO6R 07724.
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