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Wpltyw chtodzenia cebul matecznych

I regulatorow wzrostu na formowanie
cebul przybyszowych zwartnicy
Chmielg (Hippeastrum x chmielii
Chm.) in vitro
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Effect of bulb chilling and growth regulators on the in vitro bulblet
regeneration in Hippeastrum x chmielii Chm.

Summary

Selected clones of a new intergeneric species Hippeastrum x chmielii Chm.
grow vigorously, flower abundantly and produce flowers in clear, vivid colors.
The hybrid is suitable both for cut flower production and as a pot plant. A great
demand for planting the material is expected, therefore it is necessary to elabo-
rate an eflicient micropropagation method where due to application of growth
regulators the bulblets can be differentiated from different tissues. To meet this
goal, the trials were undertaken to propagate this hybrid from inflorescence
shoots (scapes) obtained from bulbs (clone 2/7) chilled for 3, 5 or 7 months at
4°C. Both the length of chilling and the growth regulators in the MS medium af-
fected bulblet regeneration. On the medium without growth regulators bulblets
were scarce and appeared only on shoot explants from bulbs chilled for
5 months. The presence of 2 mg dm-" isopenthenyladenine (2iP) and 0,2 mg dm'?
a-naphtylacetic acid (NAA), as well as combination of the same auxin with 2
mg dm-3 benzyladenine (BA), stimulated bulblet formation on the explants. Af-
ter 3 months of chilling, the regeneration was the poorest and the longer the
chilling period was the more bulblets were produced on explants, but only in
the presence of growth regulators.
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1. Wstep

Wyselekcjonowane klony nowego miedzygatunkowego mieszanca - zwartnicy
Chmielg (Hippeastrum x chmielii Chm.) odznaczaja sie pieknymi barwami kwiatéw,
obficie kwitng i bujnie rosng. Mogg by¢ stosowane do uprawy doniczkowej i na
kwiat ciety (1). Ze wzgledu na potrzebe wyprodukowania duzej ilosci materiatu na-
sadzeniowego niezbedne jest opracowanie efektywnych technik mikrorozmna-
zania. U rodlin z rodziny Amaryllidaceae, do ktérej nalezy zwartnica, formowanie ce-
bul przybyszowych moze zachodzi¢ na réznych eksplantatach: fragmentach tusek,
lisciach, czy pedach kwiatostanowych (2-8). Organogeneze stymuluje miedzy innymi
obecnos$é regulatoréw wzrostu w pozywece oraz oddziatywanie odpowiednig tempe-
raturg na materiat inicjalny (7,9-13).

Celem pracy byto okreslenie wptywu czasu chtodzenia cebul matecznych oraz re-
gulatoréw wzrostu w pozywce na formowanie cebul przybyszowych in vitro zwartni-
cy Chmielg z eksplantatéw pedowych.

2. Materiat i metody

Badania wykonano w 2002 r. Materiatem byty cebule klonu 2/7 zwartnicy Chmie-
la {Hippeastrum x chmielii Chm.) o obwodzie 20 cm. Wykopano je w listopadzie
i przechowywano w temperaturze 4°C przez okres 3, 5, i 7 miesiecy. Po tym czasie
zaprawiano je przez 15 minut w 0,2% roztworze Sportack Alpha i po osuszeniu wy-
sadzono do skrzynek z mieszaning torfu z perlitem (2:1). Inkubacja przebiegata
w ciemnosci, w temperaturze 25°C. Gdy pedy kwiatostanowe osiagnety 10-12 cm
dtugosci (od pietki cebuli do podstawy pagka kwiatostanowego), wycinano je z cebu-
li. Materiat odkazano przez 15 sekund w 10% alkoholu etylowym, a nastepnie 15 mi-
nut w \% roztworze Chloraminy T, po czym ptukano trzykrotnie w sterylnej wodzie
destylowanej. Tak przygotowane pedy krojono na odcinki dtugosci 1,5-2 mm i z za-
chowaniem biegunowosci wyktadano na pozywke MS (14) w trzecb kombinacjach:
bez regulatorow wzrostu; 2 mg dnr® benzyloadeniny (BA) i 0,2 mg dnr™ kwasu
a-naftalenooctowego (NAA) lub 2 mg dnr* izopentyloadeniny (2iP) i 0,2 mg-dm™”
NAA. Regeneracja przebiegata w ciemnosci, w temperaturze 25°C. W kazdej kombi-
nacji byto 25 eksplantatow wizualnie czystych. Po trzech miesigcach obliczono pro-
cent eksplantatow z cebulami oraz liczbg cebul uformowanych na jednym eksplan-
tacie. Dokonano réwniez oceny bonitacyjnej cebul wg 3 klas: 1 - cebule do 2 mm
$rednicy (o Sredniej Swiezej masie 12 mg + 1,2); 2 - cebule od 2,1 mm do 4 mm
$rednicy (o sredniej Swiezej masie 49 mg + 4,9); 3 - cebule powyzej 4 mm Sredni-
cy (o $redniej Swiezej masie 118 mg = 11,8). Policzono réwniez liczbe lisci wy-
rostych z jednej cebuli.

Doswiadczenie zatozono w ukiadzie catkowicie losowym. Wyniki opracowano
statystycznie metoda analizy wariancji w programie Statgraphics 4.1, zgodnie
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Z dwuczynnikowym uktadem kombinacji do$wiadczalnych. Rdznice miedzy $redni-
mi oceniono na podstawie wartosci NIR, przyjmujac poziom istotnosci a = 0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Stwierdzono wptyw czasu chtodzenia cebul matecznych i regulatoréw wzrostu
na organogeneze zwartnicy Chmiela. Najwyzszy procent eksplantatow roznicowat
cebule po pieciomiesiecznym chtodzeniu materiatu inicjalnego. Po diuzszym lub
krotszym okresie chtodzenia procent eksplantatow formujacych cebule spadat
(dane nie publikowane). Réwniez u Hippeastrum hybridum stwierdzono podobny sku-
tek po dluzszym okresie przechowywania cebul w niskiej temperaturze (10). Obec-
nos¢ regulatoréw wzrostu stymulowata procent eksplantatow réznicujacych cebule
(dane nie publikowane), a takze liczbe cebul na eksplantacie (tab. 1). Bez egzogen-
nych regulatoréw wzrostu cebule powstawaty w niewielkiej liczbie tylko po piecio-
miesiecznym chtodzeniu (tab. 1). W miare przedtuzania czasu chtodzenia cebul licz-
ba formowanych cebul przybyszowych wzrastata (tab. 1). Najwieksze cebule przyby-
szowe zroznicowaly sie z eksplantatéw pobranych z cebul chtodzonych przez
5 miesiecy, szczegoblnie bez obecnosci regulatoréw wzrostu w pozywce (tab. 2). Nie
zaobserwowano réznic w liczbie cebul zréznicowanych na eksplantacie (tab. 1) oraz
w wielkosci cebul uformowanych w obecnosci stosowanych regulatoréw wzrostu
(tab. 2). Wiekszg liczbe lisci miaty rosliny wyroste z materiatu inicjalnego chtodzo-
nego 5 miesiecy (tab. 3). Najwiecej lisci wyrosto u roslin uformowanych na pozywce
bez regulatoréw wzrostu z materiatu inicjalnego chtodzonego 5 miesiecy. Na wyra-
stanie lisci korzystniej oddziatywata obecnos¢ 2 mg dm™ 2iP i 0,2 mg dm'” NAA niz
2 mg-dnr™ BA i 0,2 mg-dm' NAA.

Tabela 1

Woplyw czasu chtodzenia cebul i regulatoréw wzrostu na liczbe cebul przybyszowych uformowanych na eks-
plantacie

Liczba cebul na eksplantat

Czas chlodzenia Regulator}' wzrostu
(w miesiacach) . 2 mg dm-3 2iP 2 mg dnv3 BA Srednia*
0,2 mg dnr™ NAA 0,2 mg dm-3 NAA
3 0.0 16 33 1,63 a
5 20 26 52 327 b
7 0.0 7.2 59 437 ¢
Srednia* 0,67 a 3,80 h 4,80 b

Dla poréwnania wszystkich $rednich NIRoos h82.
*Srednie oznaczone ta sama litera nie réznia sie istotnie (a = 0,05) wg testu t-Duncana.
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Tabela 2
Woptyw czasu chtodzenia cebul i regulatoréw wzrostu na wielko$¢ zregenerowanych cebul
Ocena bonitacyjna (skala 1-3)
Czas chtodzenia Regulatory wzrostu
(w miesiacach) . 2 mg dm-3 2iP 2 mg dnr” BA Srednia*
0,2 mg dm-3 NA\ 0,2 mg dm-3 N.A\
3 0,0 2,2 2,0 1,40 a
5 2,5 17 14 1,87 b
7 0,0 119 2,0 1,30 a
Srednia* 0,83 a 193 b 1,80 b
Dla poréwnania wszystkich $rednich NIR(, os 0,39-
*Srednie oznaczone ta sama literg nie roznig sie istotnie (a = 0,05) wg testu t-Duncana.
Tabela 3

Wplyw czasu chtodzenia cebul i regulatoréw wzrostu na liczbe lisci wyrostych z cebuli przybyszowej

Liczba lisci na cebule

Czas chtodzenia Regulatory wzrostu
(w miesigcach) . 2 mg dm-3 2iP 2 mg dm-3 ba Srednia*
0,2 mg dm-3 NA\ 0,2 mg dm-3 naa
3 0.0 15 1.6 10b
5 2,0 14 11 15¢
7 0.0 11 0,3 05 a
Srednia* 0,7 a 13 ¢ 10b

Dla poréwnania wszystkich $rednich NIRoos 0,32.
*Srednie oznaczone ta sama literg nie roznig sie istotnie (a = 0,05) wg testu t-Duncana.

Formowanie cebul przybyszowych u roslin z rodziny Amaryllidaceae zachodzi naj-
bardziej efektywnie na eksplantatach tuskowych i fragmentach pedéw kwiatostano-
wych (15-19). Eksplantaty tuskowe sg trudne do odkazania, znacznie fatwiej uzysku-
je sie czysty materiat inicjalny z pedow (8,20). jednak réznicowanie cebul przyby-
szowych zachodzi wytacznie na pedach w odpowiednim stadium rozwoju (7,21,22).
U Hippeastnim hybrduni pedy bardzo miode (ponizej 2,5 cm diugosci) wykazujg
stabe zdolnosci regeneracyjne, najbardziej efektywnie formuja sie cebule z pedéw
dtugosci 3-5 cm (10). U narcyza pobiera sie szypule jeszcze nie wyrosta z cebuli, lecz
juz po wyjsciu ze stanu spoczynku (7). U Crinum macowanii zaleca sie pobieranie pe-
déw dtugosci 7-10 cm (23), a u Fritillaria iniperialis - 20 cm (20). Stosunkowo niski
procent eksplantatow réznicujgcych cebule u zwartnicy Chmielg prawdopodobnie
byt spowodowany pobraniem zbyt dtugich pedéw (10-12 cm).
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Temperatura oddziatuje na procesy biochemiczne i fizjologiczne wptywajgce na
regulacje spoczynku i organogeneze roélin cebulowych in vitro (13, 24-26). Chtodze-
nie cebul lilii w temperaturze 0-5°C przez czas od 18 dni do 12 miesiecy przed po-
braniem eksplantatéw inicjalnych pozytywnie wptywa na réznicowanie cebul przy-
byszowych (9,11,12,27). Po dtuzszym czasie chtodzenia cebule wychodzg ze stanu
spoczynku i potrzebuja mniejszego stezenia egzogennych auksyn dla réznicowania
cebul przybyszowych (28). Chtodzenie pedéw hiacynta powoduje podniesienie ste-
zenia cukréw rozpuszczalnych i bardziej efektywng regeneracje (29). U szachownicy
cesarskiej przechowywanej w temperaturze 4°C takze wzrasta poziom cukréw roz-
puszczalnych, ale réznicowanie cebul przybyszowych z takiego materiatu jest pra-
wie niemozliwe (13). Zdolno$¢ do regeneracji eksplantatow pedowych narcyza zale-
zy od czasu przechowywania cebul w temperaturze 15°C i egzogennych regulato-
row wzrostu (7). Réznicowanie cebul zalezy takze od pozycji eksplantatu na pedzie,
co zaobserwowano u Crinum macowanii (23), tulipana (22) i narcyza (7).

U zwartnicy Chmielg najlepsze efekty dato pieciomiesieczne chtodzenie cebul
matecznych, po ktérym nawet bez egzogennych regulatoréw wzrostu formowaty
sie 2 cebule na eksplantacie. Natomiast po trzech i siedmiu miesigcach chtodzenia
cebul réznicowanie cebul przybyszowych musiato byé stymulowane obecnoscig re-
gulatoréw wzrostu w pozywce. U Hippeastrum hybridum bez egzogennych regulato-
row wzrostu obserwowano bardzo staba regeneracje cebul z pedéw. Obecnos¢ re-
gulatoréw wzrostu stymulowata formowanie cebul, a reakcja na stezenie auksyny
(NAA) oraz rodzaj i stezenie cytokininy (BA lub 2iP) zalezata od odmiany (10).

4, WhioskKi

1. Czas chtodzenia cebul matecznych oraz obecno$é regulatoréw wzrostu w po-
zywce wplywajg na formowanie cebul przybyszowych z eksplantatow pedowych.

2. Siedmiomiesieczne chtodzenie materiatu inicjalnego i obecnos¢ 2iP oraz NAA
w pozywce powodujg réznicowanie najwiekszej liczby cebul na eksplantacie.

3. Najwieksze cebule, z najwiekszg liczba lisci powstajg po pieciu miesigcach
chtodzenia materiatu inicjalnego.
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