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Streszczenie

Zwartnica (Hippeastrum sp.) jest jednym z najchetniej uprawianych geofitow,
zaro6wno na kwiat ciety, jak 1 jako roslina doniczkowa, a jego popularno$¢ wcigz rosnie.
W niniejszej pracy doktorskiej podjeto badania majace na celu ocen¢ zrdznicowania
morfologicznego i genetycznego 15 klondéw i ich form wyjsciowych z programu
hodowlanego SGGW rozpoczgtego w 2018 r. oraz udoskonalenie metody
mikrorozmnazania Hippeastrum. Badania obejmowaty ocene fenotypowa, okreslenie
liczby chromosomoéw, poziomu ploidalnosci i wielkosci genomu, okreslenie liczby
dtugosci aparatow szparkowych, zbadanie stopnia pokrewienstwa klonow oraz ich form
wyjsciowych (dwoch klondw H. xchmielii oraz trzech odmian H. hybridum) przy uzyciu
markerow RAPD 1 ISSR. W celu udoskonalenia metody mikrorozmnazania
przeprowadzono eksperymenty nad wptywem nowych regulatoréw wzrostu, w tym
karrikiny 1 (KAR1) i meta-Topoliny (mT), a takze dwoch wybranych biostymulatorow
Goémar Goteo i Agro-Sorb® Folium na wydajno$¢ samego mikrorozmnazania jak
i aklimatyzacji mikrosadzonek i ich dalszej uprawy. Dodatkowo przeprowadzono analize
zawarto$ci skrobi i fruktandow w cebulach form rodzicielskich i ich potomstwa.
Przeprowadzona analiza fenotypowa z wykorzystaniem deskryptora UPOV i katalogu
barw RHS pozwolita opisa¢ wszystkie 20 genotypy, a takze wytypowac trzy obiecujace
klony: 0037-13, 0021-10 i 0023-11, ktére wyrdzniaja si¢ wzgledem form matecznych H.
xchmielii. Badania z wykorzystaniem metod barwienia chromosomoéw metafazowych
DAPI (4',6-diamidino-2-fenyloindolu) oraz Feulgena i cytometrii przeptywowe;j
pozwolily na okreslenie liczby chromosoméw i poziomu ploidalnosci badanej populacji.
Wytypowano jednego diploida (2n = 2x =22), cztery triploidy (2n = 3x = 33) i pi¢tnascie
tetraploidow (2n = 4x = 44). Wielkosci genomu badanej populacji miescity si¢
w przedziale 32,63 - 62,23 pg. Analiza wielkosci genomu odmiany *Gervase’ za pomoca
cytometru pozwolita na wykrycie formy miksoploidalnej. Pomiary dtugosci i liczby
aparatow szparkowych wskazaly, ze aparaty szparkowe moga by¢ markerem
morfologicznym poziomu ploidalnosci. Wykorzystanie markerow RAPD i ISSR
potwierdzito wysokie podobienstwo genetyczne form wyjsciowych i klonow potomnych
w przedziale 74 - 85%. Biostymulatory Goteo i Folium dodawane do pozywek
w mikrorozmnazaniu Hippeastrum, wptywaja na wzrost masy roslin, liczby korzeni,
dlugosci lisci 1 korzeni 1 mogg by¢ alternatywg dla regulatoréw wzrostu. Biostymulator
Goteo w warunkach aklimatyzacji ro§lin powodowat wzrost liczby 1 dlugos$ci korzeni,
apo 7 tygodniowej uprawie wzrost masy roslin i liczby korzeni. Folium powodowat
wzrost masy roslin i liczby lisci. KAR;: istotnie wptywata na wzrost liczby korzeni
U wiekszosci genotypow in vitro oraz ex vitro. Zastosowanie KAR;1 podczas aklimatyzacji
w blisko potowie przypadkéw skutkowato zwiekszeniem liczby korzeni w porownaniu
do Goteo. Meta-Topolina dodawana do pozywki in vitro wykazywata niewielki wptyw
na wspoOlczynnik namnazania cebul 1 wyraznie ograniczala wzrost korzeni,
a rownoczesnie hamowata wptyw dziatania KAR:. Analiza zawarto$ci skrobi w cebulach
wykazata wigkszg jej akumulacj¢ wzgledem obu form rodzicielskich u 6 z 15 genotypow
potomnych, a w przypadku fruktanow u 8 genotypow. Wykazano rowniez wptyw KAR1
na zwigkszenie zawarto$¢ cukrow w cebulach Hippeastrum. Wytypowane obiecujace
klony Hippeastrum moga potencjalnie sta¢ si¢ nowymi polskimi odmianami. Uzyskane
wyniki pozwalaja zwigkszy¢ wydajno$¢ procesu rozmnazania Hippeastrum
nowoczesnymi metodami, ukierunkowac je na stosowanie biopreparatow oraz zwickszy¢
jakos¢ uzyskanego materiatu nasadzeniowego, w tym o zwigkszonej zawartosci cukrow
zapasowych.

Stowa kluczowe: biostymulatory, chromosomy, ex vitro, fruktany, in vitro, karrikina,
klon hodowlany, poziom ploidalnosci, roslinne regulatory wzrostu, skrobia






Abstract

Hipeastrum (Hippeastrum sp.) is one of the most widely cultivated geophytes,
both for cut flowers and as a potted plant, and its popularity continues to grow. In this
dissertation, research was undertaken to evaluate the morphological and genetic diversity
of 15 clones and their parental forms from the SGGW breeding program launched in
2018, and to improve the method of micropropagation of Hippeastrum. The study
included phenotypic evaluation, determination of chromosome number, ploidy level and
genome size, determination of the number and length of stomata, examination of the
degree of relatedness of clones and their parental forms (two clones of H. xchmielii and
three cultivars of H. hybridum) using RAPD and ISSR markers. In order to improve the
micropropagation method, experiments were carried out on the effects of new growth
regulators, including Karrikin 1 (KAR:) and Meta-Topolin, as well as two selected
biostimulants Goémar Goteo and Agro-Sorb® Folium, on the performance of
micropropagation itself as well as the acclimatization of plantlets and their subsequent
cultivation. In addition, an analysis of the starch and fructan content in the bulbs of the
parental forms and their progeny was carried out. Phenotypic analysis using the UPOV
descriptor and the RHS color catalog made it possible to describe all 20 genotypes, as
well as to select three promising clones: 0037-13, 0021-10 and 0023-11, which stand out
relative to the maternal forms of H. Xchmielii. Studies using DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) and Feulgen's metaphase chromosome staining, and flow cytometry
methods allowed us to determine the number of chromosomes and the ploidy level of the
studied population. One diploid (2n = 2x =22), four triploids (2n = 3x = 33) and fifteen
tetraploids (2n = 4x = 44) were selected. The genome sizes of the sample ranged from
32.63 - 62.23 pg. Analysis of the genome size of the *Gervase’ cultivar using a cytometer
allowed for detection of a mixoploid form. Measurements of the length and number of
stomata indicated that stomata could be a morphological marker of ploidy level. The use
of RAPD and ISSR markers confirmed the high genetic similarity of the initial forms and
progeny clones in the range of 74 - 85%. Biostimulants Goteo and Folium added to
nutrient solutions in Hippeastrum micropropagation, affect plant weight growth, roots
number, leaf and root length and can be an alternative to growth regulators. Goteo
biostimulant, under plant acclimatization conditions, caused an increase in the quantity
and length of roots, and after 7 weeks of cultivation, growth in plant weight and number
of roots. Folium usage led to an increase in plant weight and quantity of leaves. KAR;
significantly increased roots number in most in vitro and ex vitro genotypes. Application
of KAR: during acclimation resulted in higher root number in nearly half of the cases
compared to Goteo. Meta-Topolin added to the in vitro medium showed little effect on
the bulb multiplication rate and markedly reduced root growth, while inhibiting the effect
of KAR:. Analysis of the starch content of the bulbs showed higher starch accumulation
relative to both parental forms in 6 of the 15 progeny genotypes, and for fructans in 8
genotypes. The effect of KAR1 on increasing sugar level in Hippeastrum bulbs was also
demonstrated. The selected promising Hippeastrum clones could potentially become new
Polish cultivars. The obtained results make it possible to increase the efficiency of the
Hippeastrum propagation process by modern methods, to direct it to the use of
biopreparations, and to improve the quality of the obtained planting material, including
with increased content of reserve sugars.

Keywords: biostimulants, breeding clone, chromosomes, ex vitro, fructans, in vitro,
karrikin, plant growth regulators, ploidy level, starch
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1. Wstep

Hippeastrum Herb. (zwartnica) to znana roslina cebulowa, ceniona za swoj urok
od wiekow, a pierwsze doniesienia o niej pojawity si¢ w Europie juz w XVIII wieku.
Na przestrzeni lat zaobserwowano wzrost zainteresowania hipeastrum, a takze innymi
ro$linami z grupy ozdobnych geofitow, co w konsekwencji spowodowato zwigkszenie
areatu ich uprawy. Roélinie tej przypisywano wiele znaczen, takich jak dume, ale
I proznos¢, a w epoce wiktorianskiej symbolizowata silng i1 pigkng kobietg. Najwicksza
popularno$cig z catego rodzaju Hippeastrum cieszy si¢ Hippeastrum hybridum
(zwartnica mieszancowa). Duze barwne kwiaty, o mniej badz bardziej zredukowanym
okwiecie, zawsze przyciggaja uwage w okresie ich naturalnego kwitnienia. W Europie
Srodkowej przypada on zimg. Kwitnieniem zwartnicy mozna sterowa¢ tak, aby kwiaty
doniczkowe i cigte uzyskiwaé przez caty rok. Obecnie reprodukcja cebul hipeastrum
odbywa si¢ w Ameryce Poludniowej, w RPA oraz Niderlandach. W samych
Niderlandach powierzchnia uprawy hipeastrum wzrosta z 41 ha w 2020 do 52 ha w 2023
roku, a liczba sprzedanych kwiatow cigtych wzrosta z 39 min sztuk w 2004 roku do
50 min w 2012 roku. Aktualne dane z gietd holenderskich mowig o sprzedanych blisko
32 mln sztuk w 2022 roku, jednak catkowita ich sprzedaz jest na pewno duza wigksza.
Na swiatowych rynkach dostepne sg zaréwno kwiaty ciete, kwitngce rosliny doniczkowe
do dekoracji wnetrz, jak i cebule w stanie spoczynku. Niewatpliwie, zardwno na $wiecie
jak i w Polsce, popyt na hipeastrum ro§nie. W Skandynawii roslina ta zaczyna zastgpowac
poinsecj¢ jako kwiat Bozego Narodzenia, a kwiaty cigte hipeastrum sa coraz chetniej
wykorzystywane przez florystow w aranzacjach. Zatem wszystko wskazuje na to, ze

tendencja wzrostowa bedzie si¢ utrzymywac.

Wzrost zainteresowania rosling zawsze przyczynia si¢ do rozwoju hodowli
tworczej. Hodowcy od zawsze starali si¢ uzyskac rosliny bardziej dekoracyjne, inne pod
wzgledem ksztaltu czy barwy kwiatow lub tez odporniejsze na choroby i szkodniki niz
formy wyjsciowe. W przypadku Hippeastrum ponad 200 letnia hodowla przyczynita si¢
do powstania setek odmian, ktore przewyzszajg poprzednie wartoSciowymi cechami.
Tworzenie nowych odmian napedzane jest zapotrzebowaniem konsumentéw na nowosci.
Hodowla Hippeastrum jest lub byta prowadzona intensywnie na catym §wiecie, miedzy
innymi w Anglii, Niderlandach, USA, Indiach, lzraelu, Japonii, Brazylii oraz RPA.
W Polsce w Szkole Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie rowniez udato si¢

uzyska¢ w 1993 roku mieszance, ktore zostaly nazwane na czes¢ hodowcy - Henryka
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Chmiela - zwartnica Chmiela (H. xchmielii Chm.). Mimo uzyskania ciekawych cech
wyrézniajacych si¢ na tle catego rodzaju Hippeastrum, takich jak brak wyraznego
spoczynku ro$lin, kwiaty o zdecydowanie mniejszej $rednicy czy wyjatkowo wysoki
wspoétczynnik tworzenia cebul przybyszowych, nie byly one na tyle dekoracyjne, aby
dorowna¢ odmianom H. hybridum. Dlatego 25 lat pozniej sprawdzono mozliwosci
dalszego generatywnego rozmnazania dwoch klondw mieszanca i zostaly one
wykorzystane do dalszej hodowli tworczej. Uzyskane klony zostaly poddane
szczegdtowej ocenie fenotypowej, badaniom genetycznym oraz szeregowi doswiadczen
zwigzanych z udoskonaleniem procedury rozmnazania in Vitro i wczesnej uprawy
ex vitro. Wybrane klony sa tez intensywnie rozmnazane i przygotowywane do
ewentualnej rejestracji, jako pierwsze polskie odmiany zwartnicy pochodzace od

H. xchmielii.

Warto podkresli¢, ze roslinne kultury in vitro — zwlaszcza w kontekscie
rozmnazania klonalnego - znalazty niezwykle istotne miejsce w ogrodnictwie ozdobnym
i wrgez zrewolucjonizowaty proces rozmnazania ro$lin na skale globalng. Mozliwosci
otrzymywania duzych iloSci materialu identycznego genetycznie, wyréwnanego,
0 kontrolowanej zdrowotnos$ci i w stosunkowo krotkim czasie, przyczynily sie¢ do
ogromnego wzrostu zapotrzebowania na material rozmnazany technikg in vitro. Dotyczy
to takze wielu roslin cebulowych, bulwiastych i ktaczowych, w tym Hippeastrum. Samo
mikrorozmnazanie moze przyspieszy¢ etap uzyskania odpowiedniej liczby cebul,
potrzebnej do wprowadzenia na rynek nowej odmiany, a bardziej zaawansowane techniki
in vitro moga by¢ wykorzystane w samym procesie hodowli. Dzigki technikom in vitro
mozliwe jest pokonywanie barier krzyzowalno$ci w krzyzowaniach miedzygatunkowych
i/lub mi¢dzyrodzajowych, a w procesach poliploidyzacji technika ta pozwala uzyskaé
optymalne warunki dla eksplantatow poddanych dziataniu antymitotykow. Okazuje si¢
takze, iz sprawdzone i opracowane procedury mikrorozmnazania stale wymagaja
udoskonalen i innowacji. Zwigzane to jest z pojawianiem si¢ nowych regulatorow
wzrostu lub tez koniecznoscia sprawdzenia proekologicznych mozliwosci zastagpienia

tradycyjnych regulatorow wzrostu preparatami z grupy biostymulatordéw.

W zwigzku z rosnacym znaczeniem hipeastrum na rynku kwiaciarskim,
potrzebami ciggtego wzbogacania asortymentu o nowosci odmianowe Oraz
udoskonaleniem techniki jego mikrorozmnazania, podjecie badan w tym zakresie wydaje

si¢ w petni uzasadnionym.
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2. Przeglad literatury

2.1. Rodzaj Hippeastrum — systematyka, wystepowanie oraz znaczenie

Nazwa rodzajowa - Hippeastrum jest potaczeniem dwoch greckich stow: hippeus
oznaczajacego 'kawalerzyste’ oraz astron, co przettumaczy¢ mozna, jako ’gwiazda’
(Bryan 2002, llczuk 2015a). Czesto jednak roslina przyjmuje inne nazwy ze wzglgdu na
réznorodno$¢ ksztaltow, barw oraz wielkosci okwiatu. W jezyku perskim hipeastrum
nazywane jest — Nasrin - co oznacza dzikg réze. ,,Butterfly Amaryllis”, ,,Green
Amarylis”, ,,Lily of the Palace” czy ,,Mexican Lily” to niektére przyktady nazw, pod
ktorymi znane sg te rosliny w réznych krajach (Okubo 1993, Hubner 2014). W Polsce
hipeastrum jest okreslane zwartnica - ze wzgledu na charakterystyczng budowg cebuli
ztozong z bardzo $cisle przylegajacych do siebie tusek (Szlachetka 2000, liczuk 2015a).

Aktualna systematyka dla rodzaju Hippeastrum wyglada nastepujaco:

Krélestwo:  Plantae
Gromada: Tracheophyta
Klasa: Equisetopsida
Podklasa: Magnoliidae
Rzad: Asparagales
Rodzina: Amaryllidaceae
Podrodzina: Amaryllidoideae

Rodzaj: Hippeastrum
(wg POWO 2024)

Obecny rodzaj Hippeastrum nalezacy do rodziny Amaryllidaceae, liczacy od 90
do 111 gatunkow byt wigczony do rodzaju Amaryllis az do XIV Migdzynarodowego
Kongresu Botanicznego, ktory odbyl si¢ w 1987 roku. Dzi§ — w zwiagzku rozwojem
biologii molekularnej i postegpami w filogenetyce — udowodniono mniejsze
pokrewienstwo obu rodzajow botanicznych i je wyodrebniono (Okubo 1993, Meerow
i in. 2000, Wang i in. 2018, Marasek-Ciolakowska i in. 2021, POWO 2024).

Dodatkowo - co ciekawe - mozemy wydzieli¢ dwie grupy gatunkow w obrebie

rodzaju Hippeastrum: zimozielone, takie jak H. papilio czy H. aulicum oraz nie
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zimozielone, ktorych przyktadami moga by¢ H. petiolatum czy odmiany H. hybridum.
Gatunki nie zimozielone musza przej$¢ suchy spoczynek wywotany okresowym brakiem
wody. Zaobserwowano, ze brak spoczynku moze by¢ powodem zahamowania
kwitnienia. Gatunki zimozielone w okresie spoczynku sg podlewane, ale oszczednie. Na
poczatku wiosny przyjeto sie¢ wznawiac regularne podlewanie obu grup gatunkow (PBS
2024).

Wykorzystujac wiedze opartag na badaniach molekularnych, filogenetycznych,
zmienno$ci morfologicznej i1 cytogenetycznej, mozemy okresli¢ pokrewienstwo tego
rodzaju z innymi przedstawicielami tej rodziny. Obecnie rodzaj Hippeastrum jest blisko
spokrewniony z rodzajami: Tocantinia, Zephyranthes, Haylockia, Habranthus, Sprekelia,

Eithea, Myostemma, Traubia, Eremolirion, Rhodolirium, Phycella, Placea (Garcia i in.
2019, PBS 2024).

Rycina 1. Wystepowanie rodzaju Hippeastrum na $wiecie, kolorem zielonym —
zaznaczono naturalne wystgpowanie, kolorem brgzowym — regiony wystepowania
roslin zawleczonych lub introdukowanych.

(Schemat wiasny wg POWO 2024)

Rosliny te wystepuja w obu Amerykach oraz Afryce i Oceanii (Ryc.1).
Naturalnym miejscem wystepowania rodzaju Hippeastrum jest tylko Ameryka
Potudniowa, a konkretniej tereny dzisiejszych: Argentyny, Boliwii, Brazylii, Kolumbii,
Kostaryki, Ekwadoru, Gujany Francuskiej i Paragwajskiej, Surinamu, Urugwaju

I Wenezueli. Ponadto — jako gatunki zawleczone lub introdukowane - wystepuja rowniez
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w Angoli, na Bahamach, w Belize, na Wyspach Karoliny, Kajmanach, w Archipelagu
Chagos, na Wyspach Cooka, Kubie, Dominikanie, nad Zatoka Gwinejska, na Haiti,
Hawajach, Hondurasie, Jamajce, Wyspach Zawietrznych, w Luizjanie, Archipelagu
Mariany, na Wyspach Marshala, Mauritiusie, Nauru, w Meksyku, Nowej Kaledonii,
Nikaragui, na Niue, Wyspach Norfolka, Puerto Rico, Rodrigues, w Rwandzie, na
Seszelach, Sri Lance, w Teksasie, Trynidad i Tobago, Antylach Wenezuelskich oraz
w Zimbabwe (Meerow i Snijman 1998, Bryan 2002, Wang i in. 2018, Garcia i in. 2019,
POWO 2024).

Reprodukcja cebul hipeastrum odbywa si¢ gtownie w Ameryce Potudniowej
(m.in. w Brazylii z roczng produkcja 17 milionéw sztuk — Tombolato i in. 2013), w RPA
oraz Niderlandach. W RPA hipeastrum, ktory jest tam gatunkiem introdukowanym,
stanowi najwigkszy areal upraw. Cebule sg najpierw namnazane w kulturach in vitro
I hartowane w szklarniach, a potem reprodukowane w polu (Duncan 2013). Dane
holenderskie méwia o wzroscie arealu uprawy hipeastrum w tym kraju z 41 ha w 2020
do 52 haw 2023 roku (BKD 2023).

Rosliny doniczkowe oraz kwiaty cigte stanowig
wazng galaz przemyshu Kkwiaciarskiego na $wiecie
i w Polsce, a zainteresowanie nimi zwigksza si¢ na
przestrzeni lat. W przypadku Hippeastrum, w 2004 roku
w samych Niderlandach sprzedano 39 mln sztuk kwiatow
cietych (Krause 2004, Jamil i in. 2016), a 8 lat p6zniej
liczba ta wzrosta do 50 min (llczuk 2015a). Dane z rocznika
AIPH (2023) mowia o sprzedanych blisko 32 min sztuk
w 2022 roku na gietdach holenderskich, jednak — przy

wysokim wzros$cie sprzedazy pozagieldowej - catkowita

sprzedaz jest na pewno duza wigksza. W sprzedazy

dostepne sg kwiaty ciete, kwitngce rosliny doniczkowe do Fot. 1. Woskowana
dekoracji wnetrz oraz cebule w stanie spoczynku (Kuehny cebula H. hybridum
i Miller 2008, Vazquez i in. 2015, Jamil i in. 2016, Wang (zdjgcie wlasne)

i in. 2018), czasem takze zabezpieczone mieszaning kolorowych woskow (Fot. 1). Zabieg
ten nie tylko przykrywa sucha, spgkang i brazowg tuske, ale takze chroni cebule przed
uszkodzeniami mechanicznymi lub utrata wilgoci. Cebule przed natozeniem warstwy

wosku sg poddawane chtodzeniu przez okoto 8-9 tygodni, a nastgpnie, po CO najmniej
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6 tygodniach w temperaturze 21°C, zakwitajag. Mozna je umieéci¢ W przezroczystych
plastikowych badz szklanych naczyniach lub ustawi¢ w ulubionym przez siebie miejscu
(Sprzaczka 2014).

Na rynku kwiaciarskim dominujg odmiany pochodzace od Hippeastrum
hybridum i te sg najpowszechniej dostepne w sprzedazy. Najwigkszym zainteresowaniem
(kwiaty oraz cebule w doniczkach) ciesza si¢ w grudniu, przed Swictami Bozego
Narodzenia oraz Nowym Rokiem ze wzgledu na swoje réznorodne kwiaty oraz dobra
trwalos¢ po Scigciu (Krause 1991, Ephrath i in. 2001). Hippeastrum znalazto
zastosowanie w bukieciarstwie i florystyce, jako kwiat cigty. Zbior kwiatoéw odbywa si¢
stopniowo, poniewaz ro$liny nie kwitng w tym samym czasie i kwiaty otwierajg si¢
sekwencyjnie (Chmiel i llczuk 2002). Na eksport $cina si¢ szyputy z nieotwartymi

pakami kwiatowymi (Krause 2004).
2.2. Historia hodowli Hippeastrum

Pierwsze doniesienia 0 hodowli rodzaju Hippeastrum w Europie pochodza
z XVII wieku. Zapoczatkowato ja sprowadzenie w 1769 roku z Peru do Anglii
Hippeastrum vittatum oraz wprowadzenie do uprawy w 1799 roku pierwszej formy
mieszancowej - H. xjohnsonii. Johnson, po udanych prébach krzyzowania gatunkow
Hippeastrum reginae z H. vittatum zapoczatkowal hodowlg, ktora trwa do dzis (Haber
1992, Meerow 2009).

W potowie XIX wieku gatunek H. reginae zostat przebadany przez Holendra,
Jana de Graaffa i jego dwoch synoéw (Traub 1958). Z kolei Hippeastrum leopoldii oraz
H. pardinum, zostaty sprowadzone z Andow przez Richarda Pearce'a, zatrudnionego
przez brytyjska firm¢ ,,Veitch and Sons”. Oba te gatunki wyrdzniaty si¢ duzymi
kwiatami. Pierwsze odmiany pochodzace ze skrzyzowania z Hippeastrum reginae
cechowaty sie symetrycznymi kwiatami o Srednicy wigkszej niz 16 cm (dzisiejsza Grupa
Galaxy), z ktorych najlepsze miaty do szeSciu pakéw kwiatowych na pedzie (Van
Scheepen i in. 2007). W tamtych czasach firma ,,Veitch i Sons” zdominowata hodowl¢
odmian pochodzacych od H. leopoldii, a tym samym europejska hodowle zwartnicy az do
konca pierwszej potowy XX wieku (Traub 1958).

Okres miedzy XIX, a XX wiekiem to pewien wkiad Stanéw Zjednoczonych

Ameryki w hodowle zwartnicy, gtéwnie stanow takich jak Teksas, Kalifornia i Floryda
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(Vazquez i in. 2015). Amerykanski przyrodnik, botanik i ogrodnik Luther Burbank
zapoczatkowat hodowle mieszancow wielkokwiatowych powstatych ze skrzyzowania
H. reginae z H. leopoldii wedtug europejskich standardow (Traub 1958). W latach 1910 —
1939 program hodowlany prowadzony przez Departament Rolnictwa Standow
Zjednoczonych (United States Department of Agriculture — USDA) organizowal
coroczne pokazy wynikow hodowli (Traub 1958). Najwigkszym amerykanskim wktadem
w hodowle¢ hipeastrum byty jednak prace dwoch hodowcoéw z Florydy - Henry Nehrlinga
i Theodore Luqueer Mead’a. Pomimo, iz mieszance Mead’a nie pasowaly do
europejskich standardéw hodowlanych pod wzgledem wielkosci kwiatéw, byly one

chetnie uprawiane w ogrodach mieszkancow Florydy i okolicznych stanow (Bell 1973a).

Od okoto 1920 roku hodowla i produkcja Hippeastrum w Europie ulegty
zahamowaniu, na co wptyw miato widmo nadciagajacej wojny, a potem sama Il Wojna
Swiatowa (Traub 1958). Wyjatkiem byta dwczesna Holandia, ktora dzi$ jest gldownym
osrodkiem nowoczesnej produkcji i hodowli nowych odmian, z dodatkowa pomoca
Brazylii, gdzie ze wzglgdu na sprzyjajace warunki oraz naturalne siedliska, ro§liny mogty
by¢ uprawiane w gruncie (Ferguson 2006). Wielkokwiatowe mieszance takie jak *Apple
Blossom’, ’Ludwig Dazzler’ czy *White Christmas’ szybko zyskaty na popularnosci
wsrod holenderskich mitosnikow oraz producentéw. Inng, takze wazna, grupa
odmianowa sg rosliny 0 znacznie mniejszych kwiatach, tzw. odmiany drobnokwiatowe
0 $rednicy ponizej 12 cm (dzisiejsza grupa Colibri) z odmianami typu ’Scarlet Baby’.
Mieszance w tej grupie zostaly stworzone przez H. Boegschotena krzyzujgcego
H. striatum z mieszancami wielkokwiatowymi z grupy Galaxy w porozumieniu z firma

van Meeuwan and Sons (Read 1999).

Waznym wspolczesnym os$rodkiem hodowlanym, jak i eksporterem kwiatéw
zwartnicy, stata si¢ Republika Potudniowej Afryki (Barnhoorn 1976, Barnhoorn 1991,
Barnhoorn 2005), gdzie dominuje firma Hadeco, posiadajaca wtasne ciekawe odmiany.
Rowniez w Indiach byt prowadzony program hodowlany w National Botanical Research
Institute w Lucknow (Narain 1983, Narain 1987, Narain 1991, Barnhoorn 2005).
W Japonii program skupiajacy si¢ na mieszancach o mniejszej, drobniejszej budowie
kwiatow byt realizowany przez Miyake Nursery w Chiba-kon (Read 2004). Prowadzone
byty takze programy hodowlane w Volcani Center w Izraelu (Sandler-Ziv i in. 1997) oraz

Agronomic Institute of Campinas w Brazylii (Tombolato i in. 1991).
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Dzis, co najmniej 300 odmian jest zarejestrowanych, produkowanych
I eksportowanych przez kraje takie jak Krolestwo Niderlandow, RPA, Izrael, Japonia,
Brazylia i Stany Zjednoczone (Floryda). Produkcja hipeastrum na Florydzie w sezonie
2012 zostala wyceniona na siedem milionéw dolarow 1 koncentrowata si¢ gldwnie
w hrabstwie Highlands (Vazquez i in. 2015). Nie mozna zapomnie¢ o sporej liczbie
hodowcow amatoréw na catym $wiecie, ktorzy tworza swoje mieszance w domach,
szklarniach i ogrodach, a ich udziat takze odcisnat swoj §lad w historii hodowli (Meerow
2009).

Warto wspomnie¢, ze W Polsce réwniez byla i jest prowadzona hodowla
hipeastrum. W 1993 roku 6wczesny kierownik Katedry Roslin Ozdobnych SGGW
w Warszawie, profesor Henryk Chmiel, w wyniku krzyzowania wybranych odmian
H. hybridum z H. pratense (aktualnie Rhodophiala pratense) otrzymal populacje
mieszancoOw, ktora nazwano H. xchmielii. Ro$liny odznaczaly si¢ wartosciowymi
cechami natle rodzaju: brak widocznego okres spoczynku oraz cze¢stsze kwitnienie, miaty
tez drobniejsze kwiaty (llczuk 2015a).

V4

Fot. 2. Klon 18 H. xchmielii z kolekcji
Samodzielnego Zaktadu Roslin Ozdobnych SGGW w Warszawie (zdje¢cie wlasne)
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Nowe prace hodowlane rozpoczgto w 2018 roku, a ich pierwszym celem byto
sprawdzenie mozliwosci dalszego rozmnazania generatywneg0 H. Xchmielii. W wyniku
krzyzowan uzyskano zywotne nasiona i populacj¢ liczacg 2700 siewek (Fot. 3), co
potwierdzito mozliwo$¢ dalszej hodowli. Po przeprowadzonej selekcji udato si¢ wybrac
obiecujace klony hodowlane, ktére w dalszym ciggu sg badane i przygotowywane do
rejestracji, jako pierwsze polskie odmiany pochodzace od gatunku H. xchmielii
(Marciniak i in. 2021, Marciniak i Sochacki 2023).

- WV
-

-
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Fot. 3. Siewki klonow hodolwanych
Hippeastrum uzyskane w 2018 roku
(zdjecie wlasne)

2.3. Dzisiejsza hodowla Hippeastrum

W przypadku hodowli roslin z grupy geofitow mozemy napotkaé wiele
probleméw obejmujacych zwlaszcza dtugg faze mtodociang siewek czy niski naturalny
wspotczynnik rozmnazania wegetatywnego. W przypadku wybranych geofitow z rodziny
Amaryllidaceae wyglada to nastepujaco: siewka narcyza potrzebuje do zakwitniecia 3-8
lat (Rees 1972, Erhardt 1993), amarylisa 5-6 (Okubo 1993), a hipeastrum 2-3 lata
(Tombolato 1 in. 1998). Cykl zyciowy geofitow w pierwszych fazach zwigzany jest
Z rocznymi sekwencjami zmian temperatury, ktore w rezultacie prowadzg do uzyskania
przez merystem zdolnosci do przejscia w stadium generatywne (Khodorova i Boitel-
Conti 2013). Dtugi okres juwenilny, potem wieloletni proces selekcjonowania
wartosciowych siewek, a wreszcie rozmnozenie wegetatywne wybranych pojedynkow
sprawiaja, ze hodowla nowych odmian i ich wprowadzenie na rynek sg czasochtonne
(Podwyszynska i Sochacki 2010, Orlikowska i in. 2018).
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Wigkszo$¢ dostepnych na rynku nowych odmian ozdobnych ro$lin cebulowych
zostata uzyskana z zastosowaniem klasycznych metod hodowlanych. Moga to by¢, m.in.
hybrydyzacja (krzyzowanie), selekcja i spontaniczne mutacje. Wybor metody hodowli
zalezy od gatunku czy rodzaju botanicznego rosliny. Jednak krzyzowanie jest gldwnym
I najwazniejszym zroédlem zmiennosci genetycznej, a uzyskang réznorodno$¢ mozemy
bada¢ metodami morfologicznymi, molekularnymi i biochemicznymi (Marasek i in.
2006, Krichen i in. 2012).

Nasiona roslin z rodzaju Hippeastrum otrzymuje si¢ niemal wylgcznie przez
sztuczne zapylanie, wyjatkiem jest H. xchmielii, u ktérego czgsto dochodzi do
samozapylenia (Szlachetka 2000). Dlatego hodowla klasyczna koncentruje si¢ gtownie
na zapylaniu krzyzowym. Niemniej, problemem moze by¢ jednoczesne uzyskanie w tym
samym czasie receptywnych form matecznych i zapylajacych form ojcowskich. Wynika
to z kwitnienia odmian w réznym czasie oraz krdtkotrwatej zdolnos$ci do zapylenia
I zaptadniania kwiatow. Dodatkowo, kwiaty Hippeastrum sg protandryczne, a kwitnienie
wystepuje zazwyczaj raz w roku (Karihaloo 1989, Almeida i in. 2019). Dla metod
klasycznej hodowli Hippeastrum, zdolno$¢ przechowywania ziaren pylku
w temperaturach ponizej 0°C moze okaza¢ si¢ kluczowa w krzyzowaniu tego rodzaju
z innymi gatunkami lub rodzajami. Taka mozliwos¢ jest bardzo wazna w selekcji odmian
poprzez krzyzowanie genotypéw o unikalnych cechach. Mieszance powstate w ten
sposob mogg roéznié sie¢ np.: liczba rocznych cykli kwitnienia w poréwnaniu do form
wyj$ciowych uzytych w krzyzowaniach (Almeida i in. 2019). Na przyktad wykorzystanie
form diploidalnych, ktore sg tatwe do krzyzowania, daje mozliwos¢ wprowadzenia
pozadanych cech, a uzyskane w ten sposob rosliny charakteryzuja si¢ wysokim wigorem
oraz krotszym okresem juwenilnym w poréwnaniu do form poliploidalnych (Takayama
i Isogai 2005, Meerow 2009).

Wykorzystanie narzedzia, jakim jest metoda mikrorozmnazania, do indukowania
zmiennos$ci genetycznej na drodze poliploidyzacji odgrywa istotng role w procesach
hodowli geofitow. Wykorzystano ja dla najwazniejszych roslin cebulowych takich jak
tulipan, lilia, narcyz, hiacynt czy krokus (Marasek-Ciolakowska i in. 2016, Ramanna i in.
2012). W przypadku rodzaju Narcissus odmiany triploidalne i tetraploidalne czgsciowo
zastgpity formy diploidalne (Ramanna i in. 2012). Dzi¢ki zastosowaniu poliploidyzacji
asortyment lilii dostgpny na rynku to glownie poliploidy (Van Tuyl i Arens 2010).

Podobnie w rodzaju Tulipa, poliploidalne formy okazaly si¢ wartosciowsze od form
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diploidalnych, pod wzglgdem cech morfologicznych. Spowodowato to, ze staly si¢ one
bardzo pozadane przez hodowcéw tulipandow i konsumentéw (Van Tuyl i in. 2002,
Ramanna i in. 2012).

W przypadku Hippeastrum, wigkszo$¢ odmian dost¢pnych na rynku to genotypy
tetraploidalne charakteryzujace si¢ duzymi kwiatami. Przyktadem moga by¢ odmiany
"Apple Blossom’ czy ’Cherry Nymph’ (Li i in. 2018). Wystepuja réowniez formy
triploidalne, ktore sg wynikiem krzyzowania gatunkéw diploidalnych i tetraploidalnych.
(Bell 1973b, Bell 1977). W badaniach Haista i innych (2023) indukowano autotetraploidy
H. papilio po traktowaniu 0,05% kolchicyna. Stwierdzono, ze liczba chromosoméw
w diploidach wynosi 2n = 2x = 22, a w autotetraploidach 2n = 4x = 44. Badania
morfologiczne, cytologiczne 1 fitochemiczne wykazaly znaczne rdéznice miedzy
diploidami, a autotetraploidami. Podobne badania przeprowadzili Zhang i Carey (2014)
na tetraploidalnych odmianach hipeastrum ’Christmas Gift’, ’Orange Sovereign’, ’Red
Lion’ i diploidalnym gatunku H. papilio. Ros$liny poddane dziataniu kolchicyny
zmniejszyly swoja przezywalno$¢ w zalezno$ci od jej stezenia. Analiza wynikow
cytometrii przeptywowej wykazata, ze cze$¢ badanych roslin H. papilio uzyskata
podwojonag liczbe chromosoméw 1 byta tetraploidalna. W do$wiadczeniach
z H. hybridum, oktoploidalne rosliny uzyskano dla odmian ’Orange Sovereign’ i ’Red

Lion’, ale nie dla odmiany ’Christmas Gift’.

Dla gatunku Rhodophiala montana, blisko spokrewnionego z Hippeastrum, udato
si¢ osiggna¢ podwojenie chromosomow na pozywce suplementowanej kolchicyna, ale
zmniejszyto t0 przezywalnos¢ mikrosadzonek w poréwnaniu z ich przezywalno$cia na

pozywce bez kolchicyny (Jara i in. 2006).
2.4. Morfologia kwiatow i biologia zapylenia

Podczas okresu wzrostu rosliny, w organie spichrzowym pojawiaja si¢ dwa lub
trzy zawiazki kwiatowe, ktore daja poczatek pgdom kwiatostanowym. Pierwszy zawigzek
kwiatowy rozwija si¢ po wytworzeniu przez merystem wierzchotka wzrostu czwartego,
potowkowego liscia w cebuli. Drugi zawigzek inicjuje sie pozniej, tj. wowczas, gdy
pierwszy zawigzek jest w pelni kwitnienia. Zawigzek trzeciego kwiatostanu czesto nie
rozwija si¢ 1 zamiera lub pojawia si¢ po okoto dwoch miesigcach od zakonczenia

kwitnienia dwoch pierwszych (Traub 1958, Szlachetka 2000, Theron i Hertogh 2001).
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Wedlug Blaauw (1931) w okresie wegetacji w cebuli inicjujg si¢ pedy
kwiatostanowe, a proces podzielony jest na 11 stadiow, ktore wygladaja nastepujaco:

Stadium 1.  Faza wegetatywna stozka wzrostu oraz inicjacja trzech lisci.

Roéznicowanie si¢ nowego stozka wzrostu w cebuli oraz powstanie

Stadium 2.  najmlodszego liscia, stary stozek wzrostu przechodzi w stan

generatywny.

Stadium 3.  Rodznicowanie si¢ pierwszej pochwy okrywajace;j.

Réznicowanie si¢ drugiej pochwy okrywajacej po przeciwnej stronie,

pomiedzy pochwami znajduje si¢ zawigzek kwiatostanu, pochwy

Stadium 4. ' o ' )
okrywajace s3 obrocone wzgledem lisci wlasciwych o0 45°, co jest
korzystne dla rozwoju nowego stozka wzrostu.

Podziat primordium kwiatowego na dwie czgsci. Z kazdej podzielonej

Stadium 5. czgsci powstajg paki kwiatowe o nr 11 1l. W paku I inicjowane sg liscie

przykwiatowe oraz kwiaty koncowe.

Stadium 6.  Inicjacja lisci przykwiatowych oraz kwiatow koncowych w paku nr II.

Stadium 7.  Powstawanie trzech zewnetrznych dziatek okwiatu przy kwiecie nr I.

] Inicjacja trzech wewngtrznych dziatek okwiatu w kwiecie nr 1. Kwiat
Stadium 8. ) ) )
Il przechodzi stadium 7 i 8.

Stadium 9.  Rodznicowanie si¢ zewnetrznego okotka precikow.

Stadium 10. Roéznicowanie si¢ wewngtrznego okotka precikow.

Stupkowie réznicuje si¢. Inicjacja szyjki stupka z trzech oddzielnych
Stadium 11. znamion potaczonych wspdlng $ciang. Zalgznia wewngtrzna powstaje

z komorek pod szyjka stupka.

U rodzaju Hippeastrum w kwiatostanie moze pojawi¢ si¢ od dwoch - pigciu do
nawet o§miu kwiatow, ale paki kwiatowe beda rozwijac si¢ sukcesywnie jeden po drugim
1 najprawdopodobniej nie wszystkie beda w stanie si¢ otworzy¢ (Okubo 1993). Trwatos¢
pojedynczego kwiatu wynosi co najmniej 10 dni jak podaje Krause (1991), a catego
kwiatostanu do 13 dni jak podaja Chmiel i Ilczuk (2002). Kwiat zwartnicy zbudowany
jest z dwoch okotkow, kazdy po 3 ptatki okwiatu, podobnie preciki, po 3 w kazdym
okoétku oraz stupka dolnego 0 dlugosci okoto 15 cm (Traub 1958). Wzor kwiatowy dla
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tego rodzaju wyglada nastepujaco - P3+3 Asz+3 Ge) (Ryc. 2) (Traub 1958, Szweykowska i
Szweykowski 1999).

o 7 = Dazialki okwiatu (P)
— Preciki (A)

-—-._«\,\ ,Sh[pck ((")

Rycina 2. Przekroj poprzeczny przez kwiat Hippeastrum

(Schemat wtasny wg Szweykowska i Szweykowski 1999).

Organem generatywnym jest dluga szyputa zakonczona kwiatostanem typu
baldach. Kwiaty sg r6znorodne pod wzgledem ksztattu, barwy czy struktury. Bezwonne,
tragbkowe lub lejkowate, miniaturowe lub duze, pojedyncze lub podwdjne. Obok kwiatow
jednobarwnych spotykane sg tez wielobarwne. Bardzo czgsto wzdhuz nerwu §rodkowego
biegnie biata smuga w kierunku gardzieli badz odwrotnie (Okubo 1993). Naturalny okres
kwitnienia roslin z rodzaju Hippeastrum przypada na grudzien i konczy si¢ w maju
(Blaauw 1931, Traub 1958, Okubo 1993).

Dzialki okwiatu

Szyputka >

kwiatowa i N %
/ ‘ S/ / ~ Znamie stupka

. Zalaznia gj:hn;kéw AN /

' Fot. 4. Schemat wtasny budowy

Szyjka shupka /K kwiatu H. hybridum

Pylniki (Fot. 4) to meskie organy generatywne. Prowadzone nad nimi badania

koncentrujg si¢ gltownie na zdolno$¢ przechowywania ziaren pytku w réznych
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temperaturach. Do tej pory rézne prace potwierdzity ogdlng regule mowiaca o dhuzszej
zywotnosci pytku w nizszych temperaturach. Temperatura -20°C zwigksza zdolnosc¢
kietkowania ziaren pytku w poréwnaniu z wysokimi temperaturami 20 lub 25°C, podczas
3-miesiecznego okresu przechowywania (Ye i Shi 2008, Almeida i in. 2019).
Przeprowadzone badania nad przechowywaniem ziaren pytku dla innych gatunkow
z rodziny Amaryllidaceae, takich jak Narcissus poeticus czy Galanthus nivalis pozwolity
ustali¢ graniczne liczby dni przechowywania bez utraty zywotnosci, kolejno 72 i 42 dni
(Ye i Shi 2008). Nie odnotowano negatywnego wptywu niskiej temperatury na ziarna
pytku, co ciekawe zaobserwowano jej wptyw na stymulacj¢ tworzenia si¢ lagiewek
pytkowych. Przeciwnie, wysoka temperatura miata istotny wptyw na zmniejszenie
zywotnosci oraz liczby kietkujacych ziaren pytku. Zjawisko to zostalo potwierdzone
w badaniach Woycickiego (1966) nad degradacja pytku narcyzow uprawianych
w szklarniach podczas upalnego lata. Podobne wyniki uzyskali Marciniak i inni (2021),
gdzie niska zywotno$¢ ziaren pylku u Hippeastrum spowodowana byla wysoka

temperaturg W szklarni w okresie kwitnienia roslin.

Czgstym problemem w procesach zapylenia i zaptodnienia jest wystepowanie
barier krzyzowalnosci, prezygotycznych i postzygotycznych. W licznych badaniach
prowadzonych przez Lowry'ego i innych (2008) oraz Baacka i innych (2015) nad
wystepowaniem wielu barier pre- i postzygotycznych potwierdzono hipotezg, ze bariery
prezygotyczne sa silniejsze w poréwnaniu do barier postzygotycznych Te pierwsze
powodowane sg problemami z kietkowaniem ziaren pytku na znamieniu stupka. Moga
by¢ wywolywane przez szereg czynnikOw np.: kwitnienie roslin w réznym czasie,
fagiewka pytkowa nie tworzy si¢ lub nie jest w stanie dotrze¢ do zalazni. Analogicznie
do tagiewki, sama budowa slupka moze uniemozliwia¢ penetracj¢ tagiewki pytkowe;.
Bariery prezygotyczne sa przyczyna uniemozliwiajacg udane zaplodnienie, a tym samym
tworzenie si¢ diploidalnej zygoty. Bariery postzygotyczne to przeszkody, ktore wystepuja
w czasie powstawania dojrzatego zarodka. Ich objawem moze by¢ zamieranie zarodkow,
brak Zzywotnos$ci nasion, deformacja kietkujacych nasion, meska sterylno$¢ oraz
zamieranie mieszancow (Zenkteler 2007, Widmer i in. 2009, Gaudinier i Blackman 2020,
Christie i in. 2022). W badaniach prowadzonych nad zapyleniem i zaptodnieniem
w przypadku H. xchmielii klon 6 skrzyzowanego z H. hybridum ’Rio Negro’ doszto do
obumarcia torebek nasiennych, ktére po zapyleniu nie podjety wzrostu, zzotkly
I obumarty (Marciniak i in. 2021).
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W przypadku procesow zapylenia oraz zaptodnienia kwiatow istotng rolg
odgrywa faza progamiczna. To czas, w ktorym pytek na znamieniu stupka kietkuje,
a lagiewka pytkowa wedruje w kierunku zalgzkow, a co za tym idzie gametofit meski
silnie oddziatuje na tkanki stupka i analogicznie tkanki stlupka na tagiewke. Kazda
kietkujaca fagiewka pytkowa konkuruje z inng o dostarczenie i uwolnienie plemnikow.
Dodatkowo zalaznia jednoczesnie dazy do promowania wiasnej lagiewki i inhibuje
te pochodzgce od innych gatunkéw (Meng i in. 2019). Caty ten proces podzielony jest na
dwie gléwne fazy, przedowulacyjng i naprowadzajgcg na zalgzki (Lausser i in. 2010,
Higashiyama i Takeuchi 2015). Faza przedowulacyjna rozpoczyna si¢, gdy tagiewka
ro$nie wzdtuz komoérek znamienia w kierunku przewodu transmisyjnego i konczy sig,
gdy fagiewki zaczynaja wylaniac si¢ z przegrody, aby rosnag¢ w kierunku funiculus, ktory
taczy zalazek z tozyskiem. Proces, w ktorym tagiewki pylkowe ostatecznie wnikajg
w mikropylarny otwor zalazka, i ktory konczy si¢ uwolnieniem plemnikoéw, nazywany
jest naprowadzaniem na zalazek (Takeuchi i Higashiyama 2012, Liu i in. 2013, Takeuchi
i Higashiyama 2016, Zhang i in. 2017). U wigkszo$ci roslin nasiennych uzyskanie
dojrzatos$ci morfologicznej przez tkanke mikropylarng skutkuje nasileniem wydzielnicze;j
dziatalnosci komorek somatycznych oraz linii  generatywnej. Przestrzenie
mi¢dzykomorkowe wypehiajg si¢ wydzieling zewnatrzkomoérkowa, taka strukturg
okresla si¢ ro§linng macierzg zewnatrzkomoérkowa. Takie wydzieliny wykryto w cze$ci
mikropylarnej zalazka przebisniegu - Galanthus nivalis (Chudzik 2002, Chudzik
i Sniezko 2003, Dresselhaus i Franklin-Tong 2013, Qu i in. 2015, Johnson i in. 2019,
Zhong i Qu 2019). Wydzielina, w sktad ktorej wchodzg m.in. pektyny, lipidy,
glikoproteiny i wolne jony wapnia, utatwia powstawanie optymalnego $srodowiska dla
prawidlowego przerastania tagiewki u gatunkéw z rodziny Amaryllidaceae (Lord
i Russell 2002, Chudzik i Sniezko 2003, Coimbra i Duarte 2003, Khosravi i in. 2003,
Sage i in. 2009).

Pektyny sa komponentami $cian komorkowych, ktére moga powodowac
réznicowanie si¢ tkanek roslinnych (Wolf i in. 2009, Palmer i in. 2015). Petnig funkcje
struktury, ktéra tworzy optymalne $rodowisko dla wzrostu tagiewki pytkowe;.
Penetrujaca tkanke tagiewka wydziela enzymy, ktore wchodzg w interakcje z pektynami.
Mozna wyrdzni¢ takie enzymy jak poligalakturonazy, esterazy i liazy pektynowe, ktore

ulatwiajg penetracj¢ tagiewki poprzez degradacj¢ komorek w jej otoczeniu, ponadto
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produkty rozpadu pektyn z komoérek zalgzka sa wykorzystywane do budowy $cian
tagiewki pytkowej i utatwiajg jej rozwdj (Fry i in. 1993, Niedojadto i in. 2015).

Glikoproteiny, a glownie biatka arabinogalaktanowe, zostaly odkryte
W receptywnych zalgzkach wielu gatunkow roslin, ale rowniez 1 w gatunkach z rodziny
Amaryllidaceae (Chudzik 2002, Coimbra i Duarte 2003, Chudzik i in. 2005). Jednak nie
zawsze pojawienie si¢ tej grupy zwigzkow chemicznych moze §wiadczy¢ o dojrzatosci
morfologicznej woreczka zalgzkowego. Lokalizacja biatek jest §cisle powigzana z droga
penetracji tagiewki, moga znajdowac si¢ w $cianie komorkowej tkanek stupka oraz
macierzy zewnatrzkomorkowej, do ktorej swobodnie dyfunduja. Posiadaja t¢ zdolnos¢ ze
wzgledu na tatwos$¢ rozpuszczania w wodzie (Serpe i Nothnagel 1999). Zostato to
zaobserwowane u gatunku blisko spokrewnionego z Hippeastrum, jakim jest $niezyczka
przebisnieg (Chudzik 2002). Petnig funkcj¢ lubrykantéw i/lub sktadnikéw odzywczych
dla tagiewki pylkowej. Inng funkcja jest sygnalizacja plodnego gametofitu,
a jednoczes$nie naznaczenie (wskazanie) miejsca zalazka, do ktérego podaza tagiewka

pytkowa odbierajaca sygnaty (Chudzik i Sniezko 2003, Suérez i in. 2013).
2.4.1. Trendy hodowlane

Programy hodowlane dla wielu roslin ozdobnych, jak réwniez dla rodzaju
Hippeastrum koncentruja si¢ gtdéwnie na poprawie wartosci ozdobnych kwiatow takich
jak barwie, wielkosci i ksztatcie okwiatu, ale rowniez na kompaktowych formach oraz
odpornosci na choroby i szkodniki (Silva 2004, Marasek-Ciolakowska i in. 2021).
Selekcjonuje si¢ nowe mieszance 0 duzym potencjale komercyjnym (Azimi 2020).
Wszystkie odmiany otrzymane w ciggu ponad dwustuletniej hodowli tworczej
podzielono na 9 grup (Van Scheepen i in. 2007):

I.  Galaxy kwiaty duze, pojedyncze o §rednicy powyzej 16 cm

Il. Diamond kwiaty $rednie, pojedyncze o $rednicy 12—16 cm
I1l.  Colibri kwiaty mate, pojedyncze o srednicy mniejszej niz 12 cm
IV. Double Galaxy kwiaty podwdjne, duze o $rednicy wigkszej niz 16 cm

V. Double Diamond kwiaty podwdjne o $rednicy 12—16 cm
V1. Double Colibri kwiaty mate, podwojne o Srednicy mniejszej niz 12 cm

VII. Spider kwiaty o ksztalcie pajaka
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VIII. Butterfly kwiaty o ksztatcie motyla
IX.  Trumpet kwiaty o ksztalcie trabki

Z analizy danych migdzynarodowego rejestru odmian za lata 2019-2023
prowadzonego w Niderlandach przez Kroélewskie Ogolne Towarzystwo Producentow
Cebul Kwiatowych (nid. Koninklijke Algemeene Vereniging voor Bloembollencultuur,
KAVB), wynika, ze zarejestrowano 179 nowych odmian, co swiadczy o odpowiedzi na
zapotrzebowanie rynku na nowe ciekawe kwiaty (Wykres 1). W hodowli Hippeastrum
duzy nacisk ktadzie si¢ na uzyskanie odmian o duzych kwiatach (Traub 1958, Van
Scheepen i in. 2007). Dlatego tez najwigksza liczba zarejestrowanych odmian (68) nalezy
do grupy Galaxy, ktorej kwiaty maja ponad 16 cm $rednicy, a nastgpnie do grupy
Diamond, charakteryzujacej si¢ $redniej wielkosci, pojedynczymi kwiatami o $rednicy
12-16 cm; w tej grupie zarejestrowano 36 odmian. Odmiany o matych, pojedynczych
kwiatach o srednicy mniejszej niz 12 cm, naleza do grupy Colibri. Tylko 7 odmian zostato
zarejestrowanych w tej grupie w latach 2019-2023. Szczegotowa liczbe zarejestrowanych
odmian z kazdej grupy przedstawiono na wykresie 1. Popularne sg nie tylko odmiany
pojedyncze, ale takze petlne. Grupa Double Galaxy ma duze, pelne kwiaty o $rednicy
ponad 16 cm. W tej grupie zarejestrowano 53 odmiany. W pozostatych grupach
zarejestrowano tylko pojedyncze odmiany. Wigkszo$¢ odmian pochodzi z Holandii
I Stanéw Zjednoczonych, ale istniejg rowniez odmiany z Indii, Chin i Japonii (Bodegom
I in. 2020, Bodegom i in. 2021, Bodegom i in. 2022, Bodegom i Oers 2023, Bodegom
i Oers 2024).

68

53

36

— - 0 0 3 )
Galaxy Diamond Colibri  Double Double Double Spider Butterfly Trumpet
Galaxy Diamond Colibri

Wykres 1. Liczba nowych odmian Hippeastrum zarejestrowanych w poszczegolnych
grupach odmianowych, w migdzynarodowym rejestrze KAVB w latach 2019-2023.
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2.5. Markery morfologiczne

Jednymi z pierwszych cech, ktore dostarczaja nam informacji na temat
réznorodnosci genetycznej, i ktore mozna wykorzystaé w procesach hodowlanych sa
markery morfologiczne (Fu i in. 2008, Shao i in. 2010). To na ich podstawie hodowcy sa
W stanie okresli¢ wartos¢ siewek w stadium juwenilnym oraz przeprowadzi¢ wstepng
selekcje. Pierwsze Kkryterium wyboru reprezentatywnych mieszancéw opiera si¢ na
interesujgcych cechach morfologicznych oraz agronomicznych (Krichen i in. 2012). Sg
to: ksztalt blaszki lisciowej, sita wzrostu rosliny czy kolor kwiatow. Dzi§ ze wzgledu na
duza zmienno$¢ epigenetyczng znalazty one zastosowanie podczas identyfikacji odmian

hodowlanych (Michalik 2009).

Wyniki badan pokazujg, ze polgczenie markerow morfologicznych
z molekularnymi jest skutecznym sposobem analizowania r6znorodnosci (Krichen i in.
2012).

2.5.1. Deskryptor UPOV

Migdzynarodowa Unia Ochrony Nowych Odmian Roslin (ang. The International
Union for the Protection of New Varieties of Plants, UPOV) jest organizacja
miedzyrzadowa i miesci si¢ W Genewie w Szwajcarii. Instytucja ta zostala powotana na
mocy Miedzynarodowej Konwencji o Ochronie Nowych Odmian Ros$lin, ktora zostata
przyjeta w Paryzu w 1961 r. W latach 1972, 1978 1 1991 byta dopracowywana. Misja
UPQV jest dostarczanie i promowanie skutecznego systemu ochrony odmian roslin,
ktorego celem jest wspieranie rozwoju nowych odmian ro$lin z korzyscig dla

spoteczenstwa.

W Polsce system ochrony odmian roslin (ang. plant variety protection, PVP)
zostal wprowadzony w 1987 roku, a w 1989 roku Polska stata si¢ cztonkiem UPOV.
W 1990 roku przeprowadzono szereg reform majacych na celu dostosowania polskiego
systemu nasiennego do gospodarki rynkowej. Ustawa o ochronie roslin zostala
znowelizowana w 1995 roku zgodnie z postanowieniami Aktu Konwencji UPOV z 1991
roku. Od 2003 roku Polska jest strong Konwencji UPOV, dzigki czemu moze przyznawac
hodowcom prawa do wszystkich rodzajow i gatunkéw roslin. Polska przystapita do Unii
Europejskiej w maju 2004 roku i od tego czasu ochrona nowych odmian roslin moze by¢

przyznawana za posrednictwem polskiego krajowego systemu PVP lub za
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posrednictwem Wspolnoty Europejskiej. PVP, ktory jest obstugiwany przez
Wspolnotowy Urzad Ochrony Odmian Roslin (ang. The Community Plant Variety
Office, CPVO) jest wazny we wszystkich 25 panstwach cztonkowskich Wspdlnoty
Europejskiej (UPOV 2005).

Deskryptor UPOV dla rodzaju Hippeastrum (Amaryllis) z 2001 roku to wytyczne
dotyczace przeprowadzania testow na odrgbno$é, wyréwnanie i trwato$¢ nowych
odmian. Organy panstwowe decyduja, kiedy, gdzie oraz w jakiej liczbie materiat roslinny
wymagany do testowania odmiany ma zosta¢ dostarczony. Zaleca si¢ dostarczenie co
najmniej 20 cebul zdolnych do kwitnienia. Dostarczony materiat roslinny powinien by¢
zdrowy. Najlepiej, aby nie pochodzit z rozmnazania in vitro. Materiat ro§linny musi by¢
przechowywany w minimalnej temperaturze 13-15°C przez okres co najmniej 6-8
tygodni, w przeciwnym razie material nie moze by¢ poddawany ocenie. Testy powinny
by¢ przeprowadzone dla jednego okresu wegetacyjnego. Jesli odrebnos$¢ i/lub
wyrownanie nie moga by¢ wystarczajaco ustalone w jednym okresie wegetacyjnym, test
powinien zosta¢ przedluzony na drugi okres wegetacyjny. Testy powinny by¢
przeprowadzane w jednym miejscu. Jesli jakiekolwiek wazne cechy odmiany nie moga
by¢ zaobserwowane w tym miejscu, odmiana moze by¢ testowana w dodatkowej

lokalizacji. Testy nalezy przeprowadza¢ w nastepujgcych warunkach uprawy:

Temperatura: Temperatura cebul 20-22°C (ogrzewanie podtoza do 20-22°C)
Czas sadzenia: Grudzien — Styczen (p6otkula poétnocna)
Podloze: Standardowe

Odleglosé sadzenia: 30 cebul na m?
Nawozenie: EC 1,5-2 mS/cm; standardowe stezenia

Nawodnienie: 5-6 mm dziennie, najlepiej systemem kroplowym

Wielkos¢ poletek powinna by¢ taka, aby rosliny mogty by¢ pobierane do
pomiarow oraz obserwacji prowadzonych do konca okresu wegetacji. Oddzielne poletka
do obserwacji 1 pomiarow moga by¢ uzywane tylko wtedy, gdy zostaly poddane
podobnym warunkom $rodowiskowym. Wszystkie obserwacje nalezy przeprowadzi¢ na
20 ro$linach (obserwacje okreslone przez pomiary lub liczenie powinny by¢ wykonane
na 10 roslinach lub czesciach pobranych z kazdej z 10 roslin). Do oceny wyréwnania
nalezy zastosowac standard populacji wynoszacy 1% 1 prawdopodobienstwo akceptacji
wynoszace co najmniej 95%. W przypadku badanych 20 sztuk roslin maksymalna

dopuszczalna liczba nietypowych cech wynosi 1. Wszystkie obserwacje powinny by¢
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prowadzone na ro$linach, ktore maja w petni otwarte kwiaty. O ile nie wskazano inaczej,
wszystkie obserwacje kwiatu powinny by¢ dokonywane wkrétce po rozwarciu pylnikow.
Poniewaz $wiatlo dzienne jest rozne, oznaczenia barw wykonane na podstawie
mi¢dzynarodowego katalogu barw (ang. Colour Charts of the Royal Horticultural
Society, CC RHS) powinny by¢ wykonane w sztucznym o$wietleniu lub w $rodku dnia
w pomieszczeniu bez bezposredniego S$wiatta stonecznego. Rozklad widmowy
iluminantu dla sztucznego $§wiatta dziennego powinien by¢ zgodny ze standardem CIE
Preferred Daylight D 6500 i powinien mieSci¢ si¢ w granicach tolerancji okreslonych
w British Standard 950, cz¢$¢ 1. Oznaczenia te powinny by¢ wykonane z czg¢$cig ro§linng
umieszczong na bialym tle. Aby oceni¢ odrgbno$¢, wyrdwnanie i trwato$¢, nalezy

zastosowac cechy charakterystyczne i ich stany podane w tabeli cech (UPOV 2001).
2.5.2. Aparaty szparkowe

Aparat szparkowy jest to jedna z wazniejszych struktur roslinnych, dzigki ktorej
rosliny sg w stanie prawidlowo funkcjonowac. To one reguluja przewodnictwo dyfuzyjne
lisci, czyli bezposrednio wptywaja na utrate wody 1 wzrost zawartosci wegla
w komoérkach roslinnych. Wiekszo$¢ reakcji, jakie zachodza dzigki aparatom
szparkowym, przeciwdziata zaburzeniom rownowagi mi¢dzy pobieraniem a utratg wody
przez rosling (Hetherington i Woodward 2003, Buckley 2005, Clark i in. 2022).

Rosliny jedno- badz dwuliscienne ro6znia si¢ pod wzgledem budowy lisci, ale
przede wszystkim rozmieszenia aparatow szparkowych. U roslin dwulisciennych aparaty
szparkowe znajdujg si¢ gldwnie na dolnej stronie lisci, dzigki czemu nie sg w tak duzym
stopniu narazone na nadmierne dziatanie §wiatta. U roslin jednolisciennych aparaty
szparkowe znajduja si¢ natomiast po obu stronach liscia, dodatkowo ich liczba po obu
stronach jest taka sama, a ich rozmieszenie rownomiernie. Fakt ten wynika z utozenia
lisci wzglgdem $wiatta, poniewaz jego oddziatywanie na obie strony liscia jest takie samo

(Dziopa 2017, Harrison i in. 2020, Xiong i Flexas 2020).

Do tej pory w literaturze dostgpna byla wiedza na temat roznic w liczbie
I wielko$ci aparatow szparkowych w zaleznosci od genotypu oraz jego poziomu
ploidalno$ci, gtownie w odniesieniu do roslin rolniczych, tj. pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum), zyta zwyczajnego (Secale cereale), lucerny (Medicago sativa)
(Mishra 1997) czy kukurydzy (Zea mays) (da Silva i in. 2020). Jednakze coraz wigcej

.....
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parametr morfologiczny, jakim sg aparaty szparkowe w przypadku roslin ozdobnych —
ketmii syryjskiej (Hibiscus syriacus) (Lattier i in. 2019), narcyza (Narcissus) (Sochacki
i in. 2022) oraz pochrzynu (Dioscorea) (Castaneda-Nava i in. 2023). Wedtug Normasiwi
i innych (2021) poziom ploidalno$ci spowodowat u ro$lin bylicy rocznej (Artemisia
annua), ze aparaty szparkowe u tetraploidow byly wigksze w porownaniu do diploidow,
jednoczesnie u tetraploidow ich liczba na 1 mm? byla nizsza niz u diploidow.
W przypadku réznych genotypdéw bananowca (Musa) poziom ploidalnosci stanowit
0 rdéznicach zarowno w liczbie, jak i wielkoSci aparatow szparkowych. Triploidy
charakteryzowaty sie mniejszg liczba aparatow na 1 mm? niz diploidy, a w niektorych
przypadkach aparaty szparkowe triploidow byly mniejsze niz diploidow. Jedynie dwa
z przebadanych triploidow odznaczaly si¢ wickszymi (dluzszymi) aparatami
szparkowymi w stosunku do pozostatych diploidéw czy triploidéow (Auliya i in. 2019).

2.6. Markery genetyczne i molekularne

Rozw6j hodowli ro$lin 1 gwattowny wzrost liczby nowych odmian wymusza
opracowanie metod detekcji réznorodno$ci materiatu roslinnego. Markery genetyczne
I molekularne sa cenne i niezb¢dne w identyfikacji oraz ocenie nowych mieszancow.
Dzigki nim mozna skutecznie wykry¢ zmienno$¢ genetyczng pozyskiwanych zasobow,
a jednocze$nie unikna¢ przechowywania zbednych obiektow. Dodatkowo pomagaja nam
zrozumie¢ relacje filogenetyczne, réznorodnos$¢ genetyczna i tlo genetyczne, a co za tym
idzie moga przyczyniac si¢ do powstawania lepszych protokotoéw hodowlanych (Krichen
i in. 2012, Liu 2022).

2.6.1. Markery genetyczne

Krolestwo roslin jest bardzo zréznicowane, a cala ta roznorodno$¢ przejawia sie
na poziomie genetycznym i morfologicznym. W zmiennosci genetycznej decydujaca role
odgrywaja liczba chromosoméw oraz wielkos¢ genomu (zawartos¢ DNA w jadrze
komorki i/lub wartos¢ C), ktore roznicujg gatunki, a niekiedy tez odmiany (Leitch i Leitch
2013). Kazdy genotyp ma $cisle okreslony kariotyp, ktory jest reprezentowany przez
okre$lony ksztalt chromosomow somatycznych. W celu scharakteryzowania,
chromosomy poddawane sg analizom takim jak okre$lenie liczby i rozmiaru, pozycje
pierwotnych oraz wtornych przewezen, ustalenie symetrii czy pomiarom wielkosci

genomu. Wszelkie mechanizmy powodujace zmiany w calkowitej zawartosci DNA moga
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wplywacé na jego ilos¢, ale roznig si¢ od mechanizméw wywotujacych zmiany liczby
chromosomoéw. Dlatego nie zawsze mozna stwierdzi¢, ze wielko$¢ genomu
odzwierciedla zmienno$¢ w liczbie chromosomow. Poliploidalno$¢ oraz namnazanie
niekodujacego, powtarzalnego DNA, odpowiada za wzrost wielko$ci kazdego genomu
ros$linnego (Bennetzen i in. 2005, Poggio i in. 2014). Analogicznie, za zmniejszenie
(rownowazenie) odpowiadaja procesy nierownomiernej i niepoprawnej rekombinacji
(Leitch i Leitch 2013).

W przypadku genetycznej analizy strukturalnej opartej na markerach
mikrosatelitarnych, przeprowadzono niewiele badan nad struktura genetyczna
I filogeneza Hippeastrum (Wang i in. 2018, Liu i in. 2022). Genomy jadrowe,
chloroplastowe 1 mitochondrialne sg szeroko wykorzystywane w analizach
filogenetycznych. Ze wzgledu na prosta strukture oraz podatno$¢ na sekwencjonowanie
genom chloroplastowy zostal wykorzystany w genetycznych analizach strukturalnych
I filogenetycznych geofitow, w tym funkii (Hosta) (Lee i in. 2019), czosnku (Allium) (Xie
i in. 2020), czy szachownicy ussuryjskiej (Fritillaria ussuriensis) (Park i in. 2017).
Opublikowano rowniez genomy chloroplastow roznych gatunkéw z  rodziny
Amaryllidaceae (Jin i in. 2018, Zhang i in. 2019a, Zhang i in. 2019b, Zhang i in. 2019c,
Xie 1 in. 2020, Zhang i in. 2020), jednak do tej pory nie pojawily si¢ zadne doniesienia

na temat genoméw chloroplastowych Hippeastrum (Liu i in. 2022).

Kariotypy bimodalne wystepuja u zwierzat, ale rowniez u roslin. Stanowia bardzo
wyspecjalizowang forme kariotypu, poniewaz reprezentuja szczegdlny przypadek
asymetrii 1 charakteryzujg si¢ obecnoscia dwoch wyraznie réznigeych sie klas
chromosomow. U ro$lin taki typ kariotypu czgsto charakteryzuje grupy rodzajow
i gatunkow (Kenton i in. 1990, Naranjo i in. 1998, Poggio i in. 2007, Weiss-Schneeweiss
i Schneeweiss 2013). Kariotyp typu biomodalnego wykryto u roslin jednolisciennych
z rodzin Xanthorrhoeacae, Asparagaceae i Amaryllidaceae, w tym u Hippeastrum
(Naranjo 1969, Naranjo i Poggio 1988, Brandham i Doherty 1998, VVosa 2005, Poggio
iin. 2007 Weiss-Schneeweiss i Schneeweiss 2013). Wiele badan, ktore zostaty
przeprowadzone nad biomodalnym kariotypem rodzaju Hippeastrum wykazuje, ze
podstawowa liczba chromosomow wynosi 11. W ich sktad wchodza cztery krotkie
(metacentryczne [m] lub submetacentryczne [sm]) chromosomy i siedem dtugich (cztery
- submetacentryczne [sm] i trzy — subtelocentryczne [st]) (Brandham i Bhandol 1997,
Poggio i1 in. 2007, Meerow 2009, Poggio i in. 2014, Garcia i in. 2019). Wedlug Poggio
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iinnych (2007) réznice w zawartosci jadrowego DNA sa stale dla dlugosci
chromosomoéw i utrzymuja jednorodno$é¢ kariotypu. Na podstawie przeprowadzonych
badan nad diploidalnymi (2n = 2x = 22) gatunkami o réznej zawarto$ci jadrowego DNA
autorzy potwierdzili, ze réznice w ilosci sg proporcjonalne do dtugosci chromosomow.
Stwierdzili oni, ze u gatunkéw o wyzszej zawarto§ci DNA, krotkie chromosomy dodaja
réwne ilosci DNA do obu ramion, zachowujgc swoja metacentryczng budowe, podczas
gdy dlugie chromosomy dodajg DNA tylko do krétkiego ramienia, zwigkszajac symetri¢
chromosomu. Badania cytologiczne dzikich gatunkéw i komercyjnie dostepnych
mieszancéw dostarczaja informacji na temat zmienno$ci poziomu ploidalnosci
I wielko$ci genomu, co nastgpnie jest wykorzystywane np. w programach hodowlanych
do tworzenia nowych mieszancéOw lub odmian (Marasek-Ciolakowska i in. 2021).
Euploidy w obrebie rodzaju obejmuja wiele gatunkdéw, oprocz form diploidalnych (2n =
2x = 22) takich jak H. evensiae, H. parodii, H. cipoanum, H. papilio, H. brasilianum,
H. reticulatum (Garcia i in. 2017), takze triploidy (2n = 3x = 33) u H. puniceum
(z Gujany); tetraploidy (2n = 4x = 44) u H. reginae, H. starkii i H. blossfeldiae oraz
mieszance jak H. xchmielii czy odmiany: H. hybridum *Apple Blossom’ (llczuk 2005),
’Zanzibar’, ’Desert Dawn’ (Khaleel i in. 1991), Red Lion’ (Shi i in. 2020); pentaploidy
(2n= 5x = 55) u H. scopulorum i H. cybister oraz heksaploidy (2n = 6x = 66)
u H. puniceum (z Brazylii) (Poggio i in. 2014, Arroyo 1982, Naranjo i in. 1988).
W rodzaju Hippeastrum mozemy znalez¢ rowniez gatunki aneuploidalne: H. forgetii,
ktory posiada 2n = 2x = 23, H. blumenavia z tylko 20 chromosomami (2n = 2x = 10)
(Arroyo 1982) oraz H. iguazuanum (2n = 2x = 24) (Williams i Dudley 1984).

W wielu przypadkach wyzszy poziom ploidalnosci roslin ozdobnych przejawia
si¢ zwigkszeniem kwiatow, catych roslin oraz lepszym wigorem ro$lin wzgledem ich
diploidalnych form. Zostato to potwierdzone dla rodzajow liliowiec (Hemerocallis)
(Podwyszynska i in. 2011, Podwyszynska i in. 2015) oraz tulipan (Tulipa) (Ramanna i in.
2012, Van Tuyl i in. 2012). Uprawiane odmiany hipeastrum na kwiat cigty to gtownie
formy tetraploidalne cechujace si¢ duzymi kwiatami (Ockenga 2002).

2.6.2. Markery molekularne - RAPD oraz ISSR

Markery molekularne sg narzedziem dostarczajagcym informacji na temat
struktury genetycznej osobnika lub stuza do analizy wzorca rozktadu zmienno$ci

wewnatrzgatunkowej (Pautasso 2009). Wykorzystanie markerow DNA pozwala ocenic¢
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zmienno$¢ genetyczng materiatu  hodowlanego. Dodatkowo umozliwia dobor
odpowiednich osobnikow do dalszych krzyzowan, identyfikacje mieszancow oraz
pozniejszg selekcje (Mikowska i in. 2012). Wykorzystywanie tego rodzaju technik
pozwala na wykrycie polimorfizmu, dzieki rdéznicowaniu genotypOw na poziomie
samego DNA (Teixeira da Silva i in. 2007, Michalik 2009, Marasek-Ciolakowska i in.
2021).

W diagnostyce roslinnego materiatu hodowlanego wykorzystuje si¢ markery
arbitralne, czyli takie, ktore sg w stanie ujawni¢ polimorfizm, jednak genomowa
lokalizacja nie jest znana oraz markery specyficzne, ktére ujawniaja polimorfizm
w poznanych miejscach (Michalik 2009). Wigkszo$¢ stosowanych markerow
molekularnych uzyskiwanych jest na drodze tancuchowej reakcji polimerazy (ang.
Polymerase Chain Reaction, PCR). PCR jest podstawowg technikg biologii molekularnej,
poniewaz stuzy do klonowania, namnazania oraz analizy genéw (Turner i in. 2012, Bolc
2020). Proces namnazania (amplifikacja) sekwencji nukleotydowych zachodzi
W obecno$ci starterow, czyli par oligonukleotydow, ktorych dilugos¢ waha sig
w przedziale 18-30 par zasad (pz). Komplementarno$¢ starterow z badanym DNA
pozwala na ich przytaczenie (Celinska i Zborankova 2010). PCR sktada si¢ z 3 etapow,
ktore sg powtarzane (0od 20 do 30 cykli) w zaleznosci od potrzeb danego materiatu.
Towarzyszy temu szereg zmian temperatury, co pozwala na wytworzenie wielu kopii
regionu docelowego. W pierwszym etapie zachodzi proces denaturacji DNA w wysokigj
temperaturze, ktory prowadzi do rozdzielnia helisy DNA na dwie nici. Etap drugi
obejmuje przytaczanie starteréw do pojedynczej nici DNA w odpowiedniej dla kazdego
startera temperaturze. W trzecim etapie zachodzi polimeryzacja, ktéra prowadzi do
zwielokrotnienia kopii fragmentow DNA (Bednarek i Chwedorzewska 2001, Turner i in.
2012).

Dobér odpowiednich starterow podyktowany jest wieloma czynnikami np.: celem
badania czy liczbg analizowanych genotypow, jak rowniez dostepnoscig opracowanych
markerow i sekwencji nukleotydowych dla danego gatunku (Michalik 2009). Wazna jest
réwniez powtarzalno§¢ wynikéw otrzymywanych przy uzyciu danych starterow

(Celifiska i Zborankova 2010).

Obecnie liczba opracowanych markerow molekularnych jest duza i pozwala na
ich wybor w zaleznosci od celu w jakim majg by¢ zastosowane. Wsrod wielu z nich

mozemy wyr6zni¢ markery RAPD (losowo amplifikowany polimorficzny DNA, Random

~36 ~



Amplified Polymorphic DNA) oraz ISSR (polimorfizm odcinkow DNA pomigdzy
mikrosatelitami, Inter Simple Sequence Repeat) (Teixeira da Silva i in. 2007).

Losowo amplifikowany polimorficzny DNA (RAPD)

Metoda wykorzystujaca losowo amplifikowany polimorficzny DNA (RAPD)
zostala opracowana przez zespot Williamsa oraz udoskonalona przez Welsha
I McClellanda w 1990 roku (Welsh i McClelland 1990, Williams i in. 1990). RAPD to
jedna z najprostszych metod, ktore stosowane sg W mapowaniu genetycznym, taksonomii
i filogenezie (Bassam i in. 1992, Bardakci 2001). Dodatkowo zostala wykorzystana do
wykrywania polimorfizmu w badaniach r6znorodnoéci genetycznej (Grayson i in. 2000)
czy identyfikacji klonow hodowlanych (Koller i in. 1993, Masoj¢ 2009, Bolc 2020).
Technika PCR-RAPD wykorzystuje amplifikowanie losowo wybranych fragmentow
DNA przy zastosowaniu 10-nukleotydowych starterow 0 losowych sekwencjach
(Bardakci 2001). Pozwala to na stwierdzenie istniejgcych réznic miedzy liniami
hodowlanymi dzigki uzyskiwaniu wzordw prazkéw w zelu agarozowym obcigzonym
bromkiem etydyny (Fukuoka i in. 1992). Umozliwia rowniez wykrywanie form
heterozygotycznych poprzez generowanie markerow dominujacych (Orlikowska i in.

2001).

Technika ta posiada wiele zalet, m.in. nie potrzebna jest duza ilo§¢ materiatu
genetycznego, co W przypadku cennych probek lub malej dostgpnosci materiatu jest
bardzo istotne. Dodatkowo, nie wymaga znajomosci badanego genomu.
Wykorzystywane sg losowe, pojedyncze oligonukleotydowe startery, co pozwala na
wygenerowanie zroznicowanych profili prazkéw. Kolejng =zaleta jest prosta
optymalizacja procesu oraz stosunkowa tania technologia. Ponadto fakt, ze test RAPD
umozliwia wizualizacj¢ szerokiej gamy produktéw PCR, moze thumaczy¢ czesty wybor

tej metody (Atienzar i Jha 2006, Senthil Kumar i Gurusubramanian 2011).

Pomimo duzej uzyteczno$ci, metoda RAPD posiada réwniez wady. Jedng z nich
jest wysoka podatno$¢ na zmiany warunkoéw reakcji, ktore gtownie powodowane sg
zmiang pochodzenia oraz st¢zenia polimerazy lub arbitralnego charakteru markerow (Al-
Samari i Al-Kazaz 2015). W produktach amplifikacji moga pojawi¢ si¢ falszywe
produkty niezawierajgce matrycowego DNA (Mullis 1991). Dodatkowa wadg tej techniki
jest niska powtarzalnos¢ wynikow (Khandka i in. 1997). Moze by¢ to spowodowane niska

temperaturg przylaczania starteréw (Atienzar i Jha 2006). W literaturze naukowej
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pojawity si¢ doniesienia dotyczace niskiej przydatnosci tej metody do okreslania stopnia
pokrewienstwa, poniewaz u badanych genotypdéw moga pojawiaé si¢ prazki, ktdre nie
pochodzg od form rodzicielskich (Scott i in. 1992, Ayliffe i in. 1994). Wykorzystujac t¢
metode warto pami¢ta¢ o tym zjawisku, Szczegdlnie w przypadku analizy genotypow

0 wysokim polimorfizmie (Gwakisa i in. 1994).
Markery ISSR

Metoda polimorfizmu sekwencji satelitarnych zostata opracowana w Polsce przez
Zietkiewicz i innych (1994). Polega ona na amplifikacji fragmentu DNA pomig¢dzy
dwoma mikrosatelitami, powtoérzonymi regionami, ktore sa przeciwlegle skierowane
w swoja stron¢ (Pradeep Reddy i in. 2002, Masoj¢ 2009, Korytko i Laczmonska 2016).
Sa to tzw. sekwencje tandemowe czy proste sekwencje powtarzalne zwane STR (Short
Tandem Repeats). Zawierajg od 10 do 50 powtorzen motywu o dtugosci od 2 do 12 pz,
a ich caltkowita dtugo$¢ wynosi do 500 pz. W metodzie tej wykorzystywane sg startery
0 dlugosci 16-25 pz, a ich sekwencje sg analogiczne dla powtdrzen mikrosatelitarnych
(Shulman 2007, llczuk 2015b). Startery ISSR mogg by¢ zakotwiczone lub nie. Startery
zakotwiczone to sekwencje, ktore posiadajg powtorzenia o typie dwojkowym,
trojkowym, czworkowym czy pigtkowym. Niezakotwiczone sekwencje mogg aczy¢ sie
w dowolnym miejscu na matrycy, a przemieszczanie si¢ starterow w kierunku 3’ lub 5’
moze spowodowac pojawienie si¢ dwoch produktéw roéznigcych sie dtugoscig zamiast
jednego o statej dtugosci (Celinska i Zborankova 2010). W reakcji PCR-ISSR powstaje
do 60 produktow o dtugosci w przedziale 200-2000 pz (Mikowska i in. 2012), ktore moga
by¢ rozdzielane na zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (Bednarek
i Chwedorzewska 2001, Lojkowska 2004).

Metoda polimorfizmu sekwencji miedzysatelitarnych wykorzystywana jest
mi¢dzy innymi do badan nad zmienno$cia genetyczna, znakowaniem oraz mapowaniem
genow (Pradeep Reddy i in. 2002, llczuk 2015b), a jej atutem jest duza uniwersalnosc¢
W potaczeniu z wysoka specyficznoscig. W porownaniu do markerow RAPD, markery
stosowane w technice ISSR sg dluzsze (15-25 nukleotydow), co skutkuje lepszymi
mozliwo$ciami powielania oraz stosowania wyzszych temperatur na etapie przytaczania
si¢ starterow (45-60°C). Otrzymywany poziom polimorfizmu dzigki markerom ISSR jest
duzo wyzszy niz w przypadku markerow RAPD (Pradeep Reddy i in. 2002, Vaillancourt

I in. 2008, Celinska i Zborankova 2010). Powtarzalno$¢ na relatywnie statlym poziomie,
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prostota wykonania oraz mata ilos¢ DNA potrzebna do przeprowadzenia analizy, czynia

te technik¢ odpowiednig do badania odmiennych gatunkow roslin (Szucko i in. 2012).

Posrod duzej liczby zalet, metoda ta posiada rowniez wady. Kazdy badany
gatunek wymaga optymalizacji reakcji PCR-ISSR, co jest pracochtonne. Dodatkowo,
mozliwo§¢ powstawania podwojnych produktow poprzez zastosowanie starterow
niezakotwiczonych, moze by¢ przyczyna niejednoznacznych odczytéw produktow na
zelu agarozowym. Powodowac to moze odrzucenie catych analiz dla poszczegdlnych
starterow (Mikowska i in. 2012).

2.7. Mikrorozmnazanie Hippeastrum

In vitro, jako narzedzie, to szybka i skuteczna metoda rozmnazania
wegetatywnego. Zostala zapoczatkowana pod koniec lat siedemdziesigtych XX wieku
(Seabrook i Cumming 1977) i rozwingta si¢ mocno w ciggu ostatnich dekad. Badania
prowadzone na roslinach jednolisciennych z rodziny Amaryllidaceae — do ktorej nalezy
hipeastrum - potwierdzity mozliwo$¢ uzyskania organogenezy w kulturach tkankowych

(Gabryszewska i Saniewski 1989).

W przypadku hipeastrum mikrorozmnazanie sktada si¢ z kilku etapow, ale — tak
jak u innych geofitéw — produktem koncowym ma by¢ cebula, stad kluczowy jest etap
powstawania cebul. Dlatego dotychczasowe badania naukowe skupialy si¢ migdzy
innymi na og6lnej poprawie wydajnosci mikrorozmnazania oraz formowaniu si¢ cebul
np. poprzez zastosowanie jasmonianu metylu, sperminy, hydrolizatu kazeiny
| progesteronu, ale rowniez obejmowaly suplementacj¢ pozywek cytokininami
W potaczeniu z auksynami (Zayed i in. 2011, Zakizadeh i in 2013). Hippeastrum posiada
zdolnos$¢ do regeneracji catych roslin na wybranych fragmentach tkanek w kulturach
in vitro. Jako materiat inicjalny w rozmnazaniu w kulturach tkankowych wielu roslin
cebulowych duzym potencjatem regeneracyjnym charakteryzuja si¢ mikrosadzonki
tuskowe. Eksplantaty dwuluskowe mozna wyktada¢ na pozywke Murashige i Skoog
(MS) z dodatkiem regulatoréw wzrostu. Regeneracja nastgpuje w kilka tygodni pdznie;.
Cebule tworza si¢ na wewngtrznej stronie tuku tuz przy pigtce (Gabryszewska i Saniewski
1989, Datta 2022).
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Dotychczas wickszo$¢ badan koncentrowata si¢ -~

na gatunkach, ktéore maja wigksze znaczenie
gospodarcze, takich jak tulipan czy lilia (Gabryszewska
i Saniewski 1989). XXI wiek to intensyfikacja badan
nad rozmnazaniem in vitro hipeastrum, w tym
H. xchmielii (Witomska i llczuk 2004, llczuk i in. 2005, &
Witomska i in. 2008, Sochacki i in. 2018). Powstawanie
cebul przybyszowych na sadzonkach dwutuskowych
wyltozonych polarnie, jak i niepolarnie, powoduje
réznicowanie si¢ cebul. Wydajno$¢ regeneracji jest
skorelowana z wielkoscia eksplantatow, a $wiadczy
o tym fakt, Ze z jednej sadzonki dwutuskowej o dlugosci
2 cm uzyskiwano $rednio 2,1 cebul przybyszowych,
podczas gdy na sadzonkach mniejszych niz 1 c¢cm nie

uzyskano regeneracji w ogéle (Witomska i Ilczuk Fot. 5. Mikrocebule
wytworzone na sadzonce

dwutuskowej hipeastrum
tworzenie si¢ minicebul przybyszowych. W badaniach klonu 0004-05

2004). Chtodzenie cebul wptywa w duzym stopniu na

llczuk i Witomskiej (2004) zastosowano chtodzenie (zdjgcie wlasne)

cebul przed zatozeniem kultur przez 3, 5 oraz 7 miesigcy. Po uptywie pigciomiesi¢cznego
chlodu, ktorym potraktowano cebule mateczne, a nast¢gpnie pobrano z nich sadzonki
dwutuskowe, formujace si¢ cebule przybyszowe byly najwigksze oraz cechowaly si¢

wigkszg liczbag lisci w poréwnaniu do pozostatych.

Proces somatycznej embriogenezy Hippestrum zostal opracowany i opisany dla
cebul i tusek cebulowych (Mujib i in. 2005, Yu i in. 2018), mikrocebul in vitro (Xue-Qin
i in. 2012), zalazni (Huang i in. 2005a) i szyputki (Huang i in. 2005b). Indukowanie
zarodkéw somatycznych z platkdw okwiatu hipeastrum wg badan Almeida i innych

(2022) rowniez zostato potwierdzone.

Techniki kultur tkankowych znalazty réwniez zastosowanie w hodowli w celu
uzyskania i ulepszenia odmian (Thorpe 1990). U roélin triploidalnych, ktore mogg by¢
samosterylne, zaptodnienie moze nie nastgpi¢ pomimo w peini uformowanych organéw
generatywnych. Czasami jednak zarodek moze by¢ sztucznie indukowany. Nie bedzie on
jednak zdolny do dalszego rozwoju ze wzgledu na obecnos¢ barier postzygotycznych.

W przypadku genotypdw pochodzacych od form triploidalnych skrzyzowanych
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z diploidami, mozliwe jest utrzymanie rozwijajacych si¢ zarodkoéw przy uzyciu kultury
zarodkow in vitro. Podejécie to zostalo rowniez potwierdzone dla Hippeastrum (Bell
1973b, Meerow 2009).

Ze wzgledu na coraz wazniejsze trendy ekologiczne, bardzo interesujgce wydaja
si¢ eksperymenty oceniajace wptyw dodatku biostymulatorow do pozywek stosowanych
W in vitro. Zbadano wpltyw suplementacji pozywki MS biostymulatorem Goteo na
efektywnos¢ mikrorozmnazania Hippeastrum, jako alternatywy dla tradycyjnych
regulatorow wzrostu. Pozytywny wplyw Goteo na zwigkszong regeneracje¢, a takze na
zwigkszong liczbe korzeni i mas¢ mikrosadzonek zaobserwowano na etapie tworzenia
cebul H. hybridum *Double Roma’ i H. xchmielii klon nr 18 (Sochacki i in. 2018).

2.8. Biostymulatory

W roku 2019 rozporzadzenie Unii Europejskiej zdefiniowato biostymulatory jako
srodki stymulujace procesy odzywiania roslin niezaleznie od zawarto$ci substancji
pokarmowych w produkcie, ktérego jedynym celem jest polepszenie co najmniej jedne;j
z wilasciwosci rosliny. Do wlasciwosci tych przypisano: efektywno$¢ wykorzystania
sktadnikow pokarmowych, odporno$¢ na stres abiotyczny, cechy jakosciowe oraz
przyswajalnos¢ trudnodostgpnych sktadnikow pokarmowych z gleby lub ryzosfery
(Eurofines 2024). W Polsce biostymulatory rejestrowane sa wedlug Ustawy z dnia
10 lipca 2007 r. o nawozach i nawozeniu jako stymulatory wzrostu — ,niebedacy
produktem nawozowym UE zwigzek organiczny lub mineralny lub jego mieszaning,
wptywajace korzystnie na rozwoj roslin lub inne procesy zyciowe roslin, z wytaczeniem
regulatora wzrostu bedacego $rodkiem ochrony ro$lin w rozumieniu przepisow
0 ochronie ro$lin” lub §rodki wspomagajace uprawe roslin — ,$rodki poprawiajace
wlasciwos$ci gleby, stymulatory wzrostu i podtoza do upraw” (Dz. U. 2024 poz. 105).
W wykazie §rodkéw wspomagajacych uprawe roslin Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju
Wsi znajduje si¢ aktualnie: 112 substancji z grupy stymulator6w wzrostu oraz 625

srodkow poprawiajacych wiasciwosci gleby (MRIRW 2024).

Biostymulatory, stymulatory roslin czy fitostymulatory to substancje
pochodzenia naturalnego, ktére w zadnym stopniu nie wykazujg dziatania toksycznego
na komorki roslin. Moga wpltywaé na stymulacj¢ réznych proceséw zachodzacych
W ros$linach w odmienny sposoéb niz nawozy czy regulatory wzrostu. Dziataja

wielokierunkowo i nie bezposrednio na metabolizm, a ich kluczowa kwestig jest
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przeciwienstwo do roslinnych regulatorow wzrostu pod wzglgdem zmiany szlakow
metabolicznych. Niemniej, doktadne mechanizmy dziatania tych preparatow sg trudne do
zidentyfikowania (Kozak 2009, Bulgari i in. 2015, Posmyk i Szafranska 2016). Wg Taiz
i Zeiger (2002) biostymulatory mogg wptywaé na parametry fotosyntezy, co zostato
potwierdzone réwniez przez Abbas i Akladious (2013), pobieranie i transport wody oraz
substancji pokarmowych czy otwieranie i zamykanie si¢ aparatow szparkowych. Du
Jardin (2015) postanowit wyr6zni¢ 7 grup biostymulatoréw: kwasy huminowe i fulwowe,
substancje nicorganiczne, hydrolizaty biatek i/lub inne zwigzki zawierajagce w Swoim
sktadzie azot, pozyteczne grzyby, wyciagi z roslin i alg morskich, pozyteczne bakterie,
chitozan i inne biopolimery. Jednak Chohura (2016) dokonat podziatu na 5 grup.
Pierwsza z nich to fitohoromony — auksyny, cytokininy, gibereliny, kwas abscysynowy
czy etylen. Druga to bioregulatory — zwiazki regulujace procesy zachodzace w roslinach
t]. zwiazki fenolowe czy kwas salicylowy. Trzecia wyodrgbniong grupg stanowia
biostymulatory wzrostu — wspomagaja wzrost nie wplywajac bezposrednio na
metabolizm roslin. Czwartg grupa sa np.. kwasy humusowe, czyli substancje
poprawiajace rozwdj poprzez polepszenie warunkdw wzrostu roslin. Ostatnig grupg sa
organizmy pozyteczne (grzyby i bakterie), ktore indukuja rozktad materii organicznej

i/lub hamuja wystgpowanie nadmiernej ilo$ci patogenow.

Biostymulatory otrzymywane sg z roslin, torfow, ale rowniez i zwierzat.
Zazwyczaj sa to pojedyncze substancje lub preparaty wieloskladnikowe, w ich skladzie
moga wystgpowac: polimery z duza liczbg wigzan peptydowych, aminokwasy,
endogenne regulatory wzrostu, witaminy, enzymy oraz weglowodany. Biostymulatory to
bardzo czesto preparaty oparte na wyciagach z alg, ale tez moga by¢ produkowane
z muszli skorupiakow zawierajacej w swoim sktadzie substancj¢ zwang chitozanem

(Basak 2008, Pacholczak i Szydto 2010, Brown i Saa 2015).

Pestycydy sg bardzo skuteczne w ograniczaniu populacji szkodnikow roslin, ale
rowniez wpltywaja na liczb¢ owaddéw pozytecznych. Ich substancje czynne s3
sukcesywnie wycofywane z obrotu i z roku na rok zmniejsza si¢ dostgpnos¢ chemicznych
srodkow ochrony. Dodatkowo pestycydy moga gromadzi¢ si¢ lub zalega¢ w srodowisku
i prowadzi¢ do obnizenia jakosci produktow rolnych. W konsekwencji wymusza to pilng
potrzebg opracowania alternatywnych, bezpiecznych metod ekologicznego zwalczania
patogendéw roslin. Wg badan przeprowadzonych przez francuskie Goémar Labs,

biostymulatory zawierajace w swoim sktadzie wyciagi z alg - Laminaria digitata moga
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wplywa¢ posrednio na ochrong¢ ro$lin przed patogenami aktywujac mechanizmy

odpornosci (Joubert i Lefranc 2008, Posmyk i Szafranska 2016).

W(g Basak (2008) i Stowinskiego (2008) biostymulatory stosowane sg takze do
ochrony roslin przed stresami np. suszg czy chlodem poprzez usprawnianie procesow
wzrostu i rozwoju ro$lin. Preparaty te powoduja zwigkszenie aktywnos$ci endogennych
hormonow, rozwoj systemu korzeniowego, a co za tym idzie usprawnienie pobierania
wody oraz skladnikoéw pokarmowych z podltoza. Przyczynia si¢ to do zwigkszenia

odpornosci na niekorzystne warunki abiotyczne srodowiska (Gornik i in. 2008, Stowinski

2008).

Biostymulatory posiadajg wiele zalet. Jednakze moga okaza¢ si¢ nieskuteczne
w przypadku niesprzyjajacych warunkow, a czasem nawet negatywnie oddziatywa¢ na
rosling. Moze to by¢ spowodowane: niewlasciwym terminem zabiegu, nadmiernie
wysokim/niskim st¢zeniem cieczy roboczej, warunkami glebowymi czy nawet
warunkami atmosferycznymi. Bardzo rzadko odnotowuje si¢ jednak takie przypadki,
dlatego biostymulatory sg zaliczane do srodkoéw bezpiecznych (Gawronska 1 Przybysz
2011). Zwigkszenie obszaru stosowania preparatbw o dzialaniu biostymulujacym
W ochronie ro$lin, podobnie jak wielu chemicznych $rodkéw przeznaczonych do
ochrony, wymaga od producentéw lepszego przygotowania oraz decyzji ekonomicznych

(Pruszynski 2008).
Agro-Sorb® Folium

Agro-Sorb® Folium to ptynny (dolistny) biostymulator zawierajacy naturalne,
wolne L-a aminokwasy powstate z hydrolizy enzymatycznej. Zawiera w swoim sktadzie
réwniez takie aktywne substancje jak: sterole oraz zwiazki lipidowe. Dodatkowo
wzbogacony zostal o mikroelementy: bor (B) 0,02%, mangan (Mn) 0,05% oraz cynk (Zn)
0,07%. Dzigki czemu wspomaga regeneracj¢ roslin po okresach stresowych, powoduje
wzrost intensywnos$ci fotosyntezy, poprawia i zwigksza kwitnienie, wigor i ogdlng
kondycje roslin, czego bezposrednim efektem jest zwigkszenie odpornos$¢ roslin na
stresy. Dodatkowo wplywa na wyréwnanie i jako$¢ plonu. Srodek ten moze byé
stosowany W uprawach roslin polowych, sadowniczych, w warzywnictwie oraz

w uprawach roslin ozdobnych (Agro-Sorb® Folium 2024).

Wg Wojdyly (2019) zastosowanie preparatu Agro-Sorb® Folium w stezeniu 1%

pozwolilo na obnizenie stezen fungicydow nawet o 80%, a dodatkowo nie
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zaobserwowano objawow fitotoksyczno$ci na badanych rézach (Rosa) podczas
stosowania mieszanin biostymulatora i fungicydow. Inne wyniki uzyskane przez Wojdyte
(2018) po zastosowaniu biostymulatora Agro-Sorb® Folium na bratkach ogrodowych
(Viola wittrockiana) potwierdzaja jego skuteczno$¢ w ochronie przed chorobg
powodowang przez Colletotrichum violae-tricoloris (COLLVT). Jego skutecznos¢
wynosita od 48 do 61,7%. Wzrost stezenia badanego $rodka (0,25%; 0,5%; 1%)

powodowat zwigkszenie jego skutecznosci 1 nie wykazywat fitotoksycznosci.

Badania przeprowadzone przez Mystkowska i innych (2023) potwierdzajg wptyw
biostymulatora Agro-Sorb® Folium na poprawe jakosci plonu. Najwyzsza zawarto$é
sktadnikéw mineralnych stwierdzono w ziemniakach po zastosowaniu biostymulatora
z herbicydem Avatar 293 ZC. Sugeruje to, ze Agro-Sorb® Folium jest stymulatorem

akumulacji fosforu, wapnia i magnezu w bulwach ziemniaka.

AGRO-SORB’ r—

STYMULATOR WZROSTU
¥ 00 stosowania dolswe0

n
:
N3
¥
N
N
N
,\§

Fot. 6. Biostymulator Agro-Sorb® Folium oraz Goémar Goteo (od lewej)
(zdjecia wlasne)

Goémar Goteo

Goémar Goteo to biostymulator, stymulator wzrostu wyprodukowany przy uzyciu
technologii PhysioActivator. Preparat poprawia rozbudowe¢ i rozwoj systemu
korzeniowego oraz redukuje czynniki stresowe przySpieszajagc wzrost roslin po
posadzeniu na miejscu docelowym. Biostymulator przeznaczony jest do podlewania oraz

opryskiwania. Znalazt zastosowanie w uprawach warzywniczych oraz sadowniczych,
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a takze w roslinach ozdobnych. W swoim sktadzie zawiera sktadniki pokarmowe takie
jak pigciotlenek fosforu (P20s) — 13,0% oraz tlenek potasu (K20) — 5,0%, ktore sg dobrze
rozpuszczalne w wodzie. Dlatego produkt ten juz dos¢ dawno temu uzyskal rejestracje
w Polsce jako nawoéz. Do zalet preparatu Goteo mozna zaliczyé: silniej rozbudowany
system korzeniowy z wigkszg liczbg korzeni wilosnikowych, co ufatwia roslinom
pobieranie sktadnikow mineralnych z podtoza, a co za tym idzie zwigkszenie plonu
i poprawe jego jakosci. Dodatkowo, dzigki obecno$ci sktadnikow z Ascophyllum
nodosum, sprzyja regeneracji systemu korzeniowego po wystgpieniu warunkow
stresowych w jego obrgbie. Glony te stanowig bogate Zzrodto substancji aktywnych —

aminokwasow, witamin, oligosacharydoéw oraz fitohormonow (Goémar Goteo 2024).

Wedlug badan przeprowadzonych przez Kapczynska i innych (2020)
ukorzenianie sadzonek rozplenicy (Pennisetum) 'Vertigo' w perlicie lub torfie przy uzyciu
biostymulatora Goteo (0,1%) byto skuteczne w 100%. Parametry korzeni byly wyzsze
dla sadzonek ukorzenionych w perlicie w poréwnaniu z tymi ukorzenianymi w torfie.
Zastosowany preparat stymulowal dtugos¢ korzeni i wysokos$¢ catych roslin w dalszej
uprawie, zwigkszyl mas¢ nadziemng roslin i ich rozgalezienia, co jest zwigzane
z prawidlowym odzywieniem ro$lin. Podobne wyniki uzyskat Salachna ze
wspoétautorami (2014) moczac sadzonki dwutuskowe $niedka arabskiego (Ornithogalum
arabicum) przez 30 min w roztworze (0,2%) Goémar Goteo. Zabieg ten spowodowat
zwigkszenie si¢ liczby i dlugosci korzeni u cebul przybyszowych w poréownaniu do

sadzonek dwutuskowych moczonych w wodzie.

Jak podaje Kalisz (2009) dwukrotna aplikacja biostymulatora Goémar Goteo
(0,1%) podczas produkcji rozsady kapusty pekinskiej (Brassica pekinensis) wptyne¢ta na
zwiekszenie dtugosci i liczby lisci oraz zawartos$¢ chlorofilu b w cze$ci nadziemnej roslin
w porownaniu do tych parametrow u roslin nietraktowanych biostymulatorem.
Dodatkowo zaobserwowano wzrost powierzchni lisci oraz $wiezej masy czesci

nadziemnej, jak rowniez zawartosci chlorofilu a 1 karotenoidéw w pedach.
2.9. Regulatory wzrostu i rozwoju roslin

Roslinne regulatory wzrostu — fitohormony, mozna okresli¢ jako naturalne lub
syntetyczne zwigzki, ktoére sg coraz powszechniej wykorzystywane w rolnictwie
I ogrodnictwie. Znanych jest obecnie okoto 40 takich substancji (Bandurska i in. 2007,

Rademacher 2015). Niemniej, nie mozemy zaliczy¢ ich do grup takich jak: nawozy czy
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biostymulatory. Dodatkowo nie wykazuja one dziatania fitotoksycznego (Pacholczak
I Szydto 2010, Rademacher 2015). Na przestrzeni lat wiedza zdobywana na temat
dziatania poszczegélnych zwigzkow z tej grupy ulegla znacznemu poglebieniu, co
pozwolito na doktadniejsze zrozumienie zasady ich dzialania i wptywu na metabolizm
ro$lin. Moga one regulowaé¢ konkretny proces lub odpowiada¢ za dzialanie calych
kompleksow (Jakubowska i in. 2001). Regulacja proceséw wzrostu roslin, kietkowania
nasion i ukorzeniania, to dotychczas dobrze poznane dziatania tych zwigzkéw. Z czasem
zaobserwowano rowniez, ze mogg one wptywac na przemiany biochemiczne zachodzace
w roslinach (Malkawi i in. 2007, Rademacher 2015). Substancje te, ktore nawet
w niewielkich ilo§ciach wptywaja na metabolizm i procesy fizjologiczne w roslinach, Sa
chemicznymi przekaznikami Kontrolujagcymi aktywnos¢ komorek (Li i in. 2017a), a ich
dzialanie mozna wykry¢ w miejscach odlegtych od miejsca biosyntezy. Rozne grupy
regulatorow wzrostu moga dziata¢ synergistycznie lub antagonistycznie wzgledem siebie
(Rademacher 2015). Jednak w przypadku nowo poznanych zwigzkow, takich jak meta-
Topolina (MT), a zwlaszcza Karrikina (KAR), informacji jest niewiele lub nie ma ich
wcale (Li i in. 2017b).

2.9.1. Karrikina (KAR)

W ogrodnictwie i rolnictwie ogien wykorzystywany jest do niszczenia niektorych
chwastow oraz stymulacji kietkowania nasion cennych gatunkéw roslin (Light i Van
Staden 2004, Kulkarni i in. 2011). Oczywiscie nie sam ogien, ale dym jest
odpowiedzialny za to drugie dziatanie. Liczne badania koncentruja si¢ na identyfikacji
zwigzkow obecnych w dymie, ktore sa odpowiedzialne za uwalnianie nasion ze stanu
spoczynku (Light i in. 2009). Pierwsze doniesienia na temat blizej nieokreslonego
zwigzku oraz jego wplywu na nasiona pojawity sie w 1990 roku (De Lange i Boucher
1990). Kilkanascie lat pdzniej, butenolid, 3-metylo-2H-furo[2,3-c]piran-2-on zostat
opisany jako karrikina 1 (KARy) (Van Staden i in. 2004, Chiwocha i in. 2009). Nazwe
wzigto od stowa "karrik", ktoére w jezyku australijskich aborygenow oznacza ogien.
Nazwa ta zostata nadana, aby odr6zni¢ butenolidy pochodzenia ros§linnego od tych
wytwarzanych przez grzyby, ktore w zaden sposob nie wptywaja na rosliny. Do tej pory
karrikiny byty grupa zwigzkéw chemicznych wigzang gtéwnie z ich wplywem na

kietkowanie nasion. Doniesienia naukowe potwierdzaja, ze KAR1 stymuluje kietkowanie
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60 gatunkoéw roslin nalezacych do 29 rodzin (Brown i Van Staden 1997, Flematti i in.
2004, Dixon i in. 2009, Flematti i in. 2009).

KAR, KAR, KAR,
KAR, E KAR, KAR,

Rycina 3. Schemat wtasny chemicznej struktury karrikin (KAR1- KARs).

Struktura butenolidu 3-metylo-2H-furo[2,3-c]piran-2-on zostata zidentyfikowana
I nazwana KAR1. Pdzniej jej pochodne zostaty zsyntetyzowane i opisane jako "karrikiny"
KAR: do KARs (Ryc. 3) (Flematti i in. 2009). Kazda z nich wywotuje rézne efekty
w zalezno$ci od gatunku rosliny lub st¢zenia, na przyktad KAR? jest najbardziej aktywna
w rzodkiewniku (Arabidopsis) i wykazuje mniejszg aktywnos¢ w stosunku do innych
rodzajow niz KAR: (Van Staden i in. 2004, Nelson i in. 2009, Waters 2017). Struktura
KAR przypomina strukture innych fitohormonoéw, a mianowicie strigolaktonow (SL)
(Antala i in. 2020, Carbonnel i in. 2021, Oladh i in. 2021). Karrikiny sa matymi
czasteczkami 0 prostej strukturze, czgsto sktadajace sie z pierscieni butenolidowych
i piranowych (Flematti i in. 2005, Khatoon i in. 2020, Guercio i in. 2021, Hrdli¢ka i in.
2021). Maja one wiasciwosci krystaliczne, a ich temperatura topnienia wynosi ok. 119°C.
Do ich rozpuszczenia w wodzie potrzebne jest jedynie delikatne mieszanie, mozna

rowniez stosowac rozpuszczalniki organiczne (Flematti i in. 2015).

Zastosowanie karrikin wptywa na procesy metaboliczne zachodzace w roslinach,
ktére moga lepiej gromadzi¢ skladniki odzywcze niezbgdne do wzrostu organow
wegetatywnych, a pdzniej do rozwoju generatywnego (Shakirovai in. 2010). Dodatkowo,
karrikiny moga wptywa¢ na rozne aspekty wzrostu ro$lin. Odnotowano roznice
w morfologii roslin - zmiana ksztaltu i wielkosci blaszek lisciowych ogorka siewnego

(Cucumis sativus) i zmniejszenie ogonkoéw lisciowych rzodkiewnika (Guo i in. 2013),
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stymulacje nowych korzeni u rzodkiewnika (Yang i in. 2019), wzrost wielkosci i liczby
aparatow szparkowych u marchwi zwyczajnej (Daucus carrota) (Akeel i in. 2019)
i stymulacje wydtuzania fagiewki pytkowej u kilku roslin ozdobnych: aechmei (Aechmea
kertesziae), trytomy groniastej (Kniphofia uvaria) i piwonii chinskiej (Paeonia lactiflora)
(Kumari i in. 2014). Wydtuzenie hipokotylu rzodkiewnika zostalo zahamowane po
zastosowaniu karrikiny (Smith i Li 2014).

2.9.2. Meta-Topolina (mT)

Pierwszg cytokining, ktora zostata wyizolowana z bielma kukurydzy (Zea mays)
jest zeatyna (Zea). Powszechne zastosowanie w laboratoriach in vitro do inicjacji kultur
potwierdza jej korzystny wptyw na proliferacj¢ podczas namnazania materiatu roslinnego
(Wang i in. 2002). Zapoczatkowane w 1950 roku badania daty podstawe do powstania
nowej grupy roslinnych regulatorow wzrostu — cytokinin. W kolejnych latach pojawiaty
si¢ zwigzki cytokininopodobne, ktore izolowane byly z innych gatunkéw roslin.
Najczesciej byly to zwiazki z grupami alifatycznymi, ktorych przyktadem moze by¢
wspomniana wczesniej zeatyna. Relatywnie rzadziej byly to cytokininy z grupa
benzylowa, np: 6-benzyloadenina (BA) lub meta-Topolina (mT) (Werner i in. 2001,
Jabtonska-Trypu¢ i Czerpak 2009, Bishop i in. 2015). Jedng z gtéwnych cytokinin
stosowanych w kulturach tkankowych jest BA o0 uniwersalnym zastosowaniu
I pozytywnym wplywie na wiele gatunkow ro$lin oraz nizszej cenie jednostkowej
w poréwnaniu do zeatyny (Aremu i in. 2012). W przypadku roslin z grupy geofitow,
stosowanie egzogennych cytokinin w pozywkach do rozmnazania in vitro promuje
proliferacj¢ pedow i ukorzenianie (Van Staden i in. 2008). Chociaz ich stosowanie jest
konieczne w hodowli tkankowej, w zalezno$ci od zastosowanego stezenia, mogg one
powodowaé negatywne skutki, takie jak witryfikacja eksplantatow roslinnych Iub
zaburzenia fizjologiczne (Kadota i Niimi 2003, Ivanova i Van Staden 2011). Kazdy
rodzaj, gatunek, a nawet odmiana reaguje inaczej na rodzaj i stezenie cytokininy
w pozywce (Czerpak i Piotrowska 2003, Bishop i in. 2015). Odkrycie nowej grupy
cytokin aromatycznych moze by¢ alternatywa dla stosowania BA/BAP w celu
zmniejszenia zaburzen fizjologicznych spowodowanych ich nadmiernym lub
dlugotrwaltym  stosowaniem, a takze zmniejszenia stresu  oksydacyjnego
w mikrorozmnazanych roslinach (Bairu i in. 2009, Amoo i in. 2011, Aremu i in. 2012,
Naaz i in. 2019).
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Rycina 4. Schemat wtasny chemicznej struktury meta-Topoliny (mT).

Meta-Topolina, jako przedstawiciel cytokinin aromatycznych (Ryc. 4)
wyizolowana z rodzaju topola (Populus), moze stanowic alternatywe dla popularnej BA
(Aremu i in. 2012). Pionierskie badania przeprowadzone przez Werbrouck (1996)
z wykorzystaniem mT i BAP na skrzydtokwiecie kwiecistym (Spathyphyllum floribunda)
dostarczyly informacji na temat lepszego metabolizowania mT, co przyczynito si¢ do
zwigkszonej proliferacji 1 pdzniejszego lepszego ukorzeniania si¢ mikrosadzonek
ex vitro. W badaniu Koszeghi i innych (2014), w ktorym poréownali wplyw mT i BA na
regeneracje bazylii pospolitej (Oicimum basilicum), wykazali, ze zastosowanie pozywki
suplementowanej mT wptyneto na wytwarzanie wigkszej liczby pedéw. Dodatkowo,
badanie przeprowadzone przez Naidoo i innnych (2017) na Scadoxus puniceus
potwierdzito, ze dodanie cytokinin z grupy topolin do pozywki zlagodzito wplyw
hipertonicznego dziatania BA na tkanki roslinne. Potaczenie BA i mT zmniejszyto

wyciek substancji fenolowych do pozywki 1 poprawito proliferacj¢ oraz rozwoj roslin.
2.10. Znaczenie weglowodanéw w rozwoju geofitow

Geofity, bedace roslinami posiadajacymi charakterystyczne organy przetrwalne,
tj. bulwy, kfacza czy cebule, cechuja si¢ gromadzeniem w swoich tkankach wysokich
zawartosci weglowodanow oraz wody (Al-Rowaily i in. 2019). Rezerwy te

przechowywane sg w migsistych podstawach lisci, tuskach cebul badz bulwach (Theron
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I Jacobs 1996). Skrobia jest najobficiej wystepujacym weglowodanem zapasowym u tej
grupy roslin (Lloyd i Kétting 2016), jednak sa tez inne, ktore odpowiadajg za prawidtowy
wzrost i rozwdj rosliny. Do takich nalezg m.in. fruktany czy glukomannany (Ranwala
i Miller 2008). U geofitow podstawowg rolg weglowodanow jest dostarczenie wegla oraz
energii potrzebnej do wzrostu rosliny po okresie spoczynku, mimo warunkéw czesto
niesprzyjajacych, a w szczegdlnosci wykorzystywane sg do procesu oddychania oraz jako
sktadnik strukturalny — do budowy $ciany komorkowej (Ascough i in. 2008, Pouris i in.
2023).

Skrobia, ktora stanowi gtowne zrodlo wegla w geofitach, jest nierozpuszczalnym
glukanem sktadajacym si¢ z dwoch polimerow glukozy — amylozy i amylopektyny, ktore
odpowiadaja za magazynowanie i dostarczanie energii (Zeeman i in. 2010). Synteza tego
zwigzku zachodzi, gdy tempo fotosyntezy jest wystarczajaco wysokie, aby zapewnic
nadmiar monosacharydéw do zaspokojenia potrzeb metabolicznych. Analogicznie, gdy
fotosynteza nie wspiera wszystkich szlakow metabolicznych, dochodzi do hydrolizy
zgromadzonej w tkankach roslinnych skrobi. Cukry rozpuszczalne 1 skrobia sg zatem
przeksztalcane w r6znych momentach cyklu zyciowego rosliny, zgodnie z rGwnowagag
miedzy syntezg weglowodandw, a ich zuzyciem (Almeida i in. 2021). Do syntezy skrobi
dochodzi w plastydach — chloroplastach (w li§ciach) lub tez w wyspecjalizowanych
amyloplastach (Pfister i Zeeman 2016). Proces ten mozliwy jest dzigki syntazie
skrobiowej zwigzanej z ziarnami skrobi, enzymowi rozgateziajacemu i pullulanazie (Cho
I Kang 2020). Ze wzgledu na brak organdéw fotosyntetyzujacych u geofitow w okresie
jesienno-zimowym, w organach spichrzowych dochodzi do hydrolizy skrobi na rzecz

cukroéw rozpuszczalnych (Khodorova i Boitel 2013).

Fruktany (liniowe lub rozgatezione polimery fruktozy z koncowa jednostka
glukozy) sa najczestsza alternatywa dla skrobi jako weglowodany zapasowe w roslinach.
Szacuje si¢, ze fruktany wystepuja jako gléwny weglowodan zapasowy u 15%
wspotczesnych gatunkow roslin okrytozalazkowych. W przypadku geofitow fruktany
obecne sa m. in. u przedstawicieli takich rodzin jak: Amaryllidaceae, Iridaceae czy
Liliaceae (Ranwala i Miller 2008). Fruktany w roslinie gromadzone s3 w wakuoli
I odgrywajg wazng rolg w wegetacji roslin, w tym w osmoregulacji, krioprotekcji
i odporno$ci na susz¢ czy zimno (Yoshida 2021). Wiele roslin jednorocznych
| wieloletnich gromadzi fruktany jako zrodlo energii, ktore zapewnia przetrwanie

zimujacych tkanek, za§ na poczatku okresu wegetacji degraduje fruktany w celu
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kietkowania lub regeneracji tkanek. Inulina i fruktooligosacharydy (FOS), nalezace do
grupy fruktanow, sa szeroko rozpowszechnione jako weglowodany magazynowane
w roslinach leczniczych, owocach, warzywach czy ro$linach ozdobnych (Hambarliyska
i in. 2023). Dodatkowym zadaniem przed jakim stawiane sg fruktany, to przeciwdziatanie
stresom abiotycznym (Ejaz i in. 2020). Wedtug Peshev i innych (2013) ta grupa zwigzkow
bierze udzial w wygaszaniu reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species,
ROS), przez co przypuszcza si¢, ze posrednio lub bezposrednio stymuluje mechanizm

antyoksydacyjny roslin.

Ostatnig grupg weglowodanow obecnych w geofitach stanowiag glukomannany.
Sa to liniowe lub rozgat¢zione heteropolimery glukozy i mannozy, ktére zwykle tworza
zelopodobne $luzy. Glukomannany wystepuja rowniez jako weglowodany zapasowe
U niektorych geofitow, cho¢ w mniejszym stopniu niz fruktany. Na przyktad,
glukomannan zostat zaobserwowany w tkankach lilii (Lilium), narcyza (Narcissus) czy
amarylisa (Amaryllis). Koloidalna struktura glukomannanéw sugeruje mozliwg rolg
w komoérkowych stosunkach wodnych; jednak nie ma jednoznacznych dowodéw na ich

specyficzne funkcje u geofitow (Ranwala i Miller 2008).
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3. Cel pracy

Cel i zakres badan

Celem badan byta ocena zroznicowania morfologicznego i genetycznego klonow
hodowlanych i ich form wyj$ciowych oraz udoskonalenie metody mikrorozmnazania
Hippeastrum, zwtaszcza w aspekcie zastosowania nowego regulatora wzrostu — karrikiny
oraz biostymulatorow. Do badan wytypowano 15 klonow, po 3 z kazdego efektywnego
krzyzowania, po wstgpnej selekcji przeprowadzonej w roku pierwszego masowego

kwitnienia uzyskanych siewek.

Badania obejmowatly ocen¢ fenotypowa, okreslenie liczby chromosomow,
poziomu ploidalnosci i wielko$ci genomu, okreslenie liczby i dlugo$ci aparatow
szparkowych, zbadanie stopnia pokrewienstwa klonow hodowlanych oraz form
wyjsciowych przy uzyciu markeréw RAPD i ISSR. W celu udoskonalenia metody
mikrorozmnazania hipeastrum przeprowadzono eksperymenty nad wplywem nowych
regulatorow wzrostu, w tym karrikiny, a takze dwéch wybranych biostymulatoréw na
wydajnos¢ samego mikrorozmnazania jak i aklimatyzacji mikrosadzonek ex vitro i jej
dalszej uprawy. Dodatkowo przeprowadzono analize biochemiczng zawarto$ci skrobi

I fruktanow w cebulach form rodzicielskich i wybranych klonow hodowlanych.
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Hipotezy badawcze:

10.

Deskryptor UPOV opracowany dla rodzaju Hippeastrum i katalog barw
Krolewskiego Towarzystwa Ogrodniczego w Londynie (RHS Colour Chart)
pozwalaja na doktadng fenotypowa ocen¢ badanych genotypow.

Metody barwienia Feulgena i DAPI oraz cytometria przeptywowa umozliwig
okreslenie liczby chromosoméw i poziomu ploidalnosci oraz oszacowanie
wielkosci genomu badanych form rodzicielskich oraz 15 wyselekcjonowanych

klonow Hippestrum.

Biostymulatory (Goémar Goteo i Agro-Sorb® Folium) dodawane do pozywek

in vitro sg alternatywa dla syntetycznych regulatorow wzrostu roslin (BA i NAA).

Regulatory wzrostu (mT i KAR31) optymalizujg organogeneze bezposrednig

badanych genotypow rozmnazanych metoda in vitro.

Liczba i dtugo$¢ aparatow szparkowych moga by¢ uznane za marker zmienno$ci

morfologicznej badanych genotypow.

Markery RAPD i ISSR pozwolg okresli¢ stopien pokrewienstwa genetycznego

klonéw hodowlanych oraz form wyjsciowych.

Biostymulatory (Goémar Goteo oraz Agro-Sorb® Folium) i nowy regulator
wzrostu KAR: wptywaja na wybrane parametry biometryczne mikrosadzonek

badanych genotypow po aklimatyzacji ex vitro.

Nawozenie, biostymulacja oraz traktowania KAR: wptywaja na wybrane

parametry biometryczne ros$lin po pierwszym cyklu uprawy.

Nawozenie | traktowanie biostymulatorami, KAR: wptywaja na akumulacje

skrobi i fruktanow w cebulach Hippeastrum.

Wsrod wyselekcjonowanych klonow znajduja sie klony o wyzszej niz formy

rodzicielskie zawartosci cukrow zapasowych.
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4. Material i metody

4.1. Material roslinny

Materiatem roslinnym we wszystkich ponizszych doswiadczeniach byty klony
hodowlane Hippeastrum xchmielii Chm. oznaczone numerami 6 i 18 oraz odmiany
Hippeastrum hybridum hort. ’Gervase’, ’Rio Negro’ oraz ’Royal Velvet’, uzyte
w pracach hodowlanych w 2018 roku jako formy mateczne i ojcowskie. Wykorzystano
réwniez wybrane 15 klonéw hodowlanych otrzymanych z powyzszych krzyzowan: 0033-
10, 0037-13, 0040-31, 0050-15, 0050-16, 0072-17, 0003-13, 0004-04, 0004-05, 0021-10,
0023-11, 0062-10, 0015-03, 0017-01 oraz 0075-25 (Fot. 7-10, Tab. 1). Material
wykorzystany w przeprowadzonych doswiadczeniach stanowity korzenie, cebule, liscie

oraz kwiaty.

Wszystkie rodliny pochodzity z populacji hodowlanych oraz kolekceji
Samodzielnego Zakladu Roslin Ozdobnych (SZRO), Szkoty Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie (SGGW).
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Fot. 7. Formy rodzicielskie klon 6 (A) i 18 (B) H. xchmielii oraz odmiany ’Gervase’
(C), 'Rio Negro’ (D) oraz "Royal Velvet’ (E) H. hybridum (zdjecia wtasne)
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Fot. 8. Klony hodowlane 0033-10 (A), 0037-13 (B), 0040-31 (C), 0050-15 (D), 0050-
16 (E), 0072-17 (F) (zdjecia wtasne)
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Fot. 9. Klony hodowlane 0003-13 (A), 0004-04 (B), 0004-05 (C), 0021-10 (D), 0023-
11 (E), 0062-10 (F) (zdj¢cia wtasne)
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Fot. 10. Klony hodowlane 0015-03 (A), 0017-01 (B), 0075-25 (C)
(zdjecia wlasne)

~58 ~



4.2. Analiza fenotypowa badanych genotypow

Analizie poddano 15 wybranych klonow hodowlanych wuzyskanych ze
skrzyzowania Hippeastrum *chmielii Chm. klon 6 i klon 18 z odmianami Hippeastrum
hybridum hort. *Gervase’, ’Rio Negro’ oraz ’Royal Velvet’, w wyniku zapylen

przeprowadzonych w 2018 roku wraz z 5 formami wyj$ciowymi (Tab. 1).

Tabela 1. Klony hodowlane uzyskane w 2018 roku ze skrzyzowania H. Xchmielii
z odmianami H. hybridum.

Krzyzowanie Numer Klonu
0033-10
H. xchmielii klon 6 x H. hybridum *Gervase’ 0037-13
0040-31
0050-15
H. xchmielii klon 6 x H. hybridum *Royal Velvet’ 0050-16
0072-17
0003-13
H. xchmielii klon 18 x H. hybridum ’Gervase’ 0004-04
0004-05
0021-10
H. xchmielii klon 18 x H. hybridum °Rio Negro’ 0023-11
0062-10
0015-03
H. xchmielii klon 18 x H. hybridum *Royal Velvet’ 0017-01
0075-25

Pierwsze obserwacje i oceny wyselekcjonowanych mieszancéw wykonano juz
w 2019 i 2020 roku, a pierwsze kwitnienie czgsci roslin zanotowano w 2020 roku. Kazdy
z wybranych genotypow posiada swoj indywidualny numer hodowlany nadany wczesniej
kazdej siewce. Pod koniec Iutego 2021 roku rosliny uprawiane w obiektach
szklarniowych SGGW w Warszawie zakwitly masowo i zostaty poddane kompleksowe;j
ocenie i pomiarom wg deskryptora UPOV dla rodzaju Hippeastrum z 2001 roku (UPOV
2001) (Fot. 12-13):

1. Szerokosé lisci [em];

2. Antocyjanowe zabarwienie lisci;
3. Dlugos$¢ pedu [cm];
4

Szerokos¢ pedu w 1/3 wysoko$ci [mm];
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17.
18.
19.
20.
21.
22.

. Kwiat: ksztalt okwiatu z przodu;
11.
12.
13.
14,
15.
16.

Antocyjanowe zabarwienie podstawy pedu;
Kwiatostan: liczba kwiatow;

Typ kwiatu (pojedynczy lub petny);

Kwiat: dtugo$¢ szyputki [cm];

Kwiat: antocyjanowe zabarwienie szyputly;

Kwiat: maksymalna dlugos$¢ okwiatu [cm];
Kwiat: maksymalna szerokos$¢ okwiatu [cm];
Kwiat: naktadanie si¢ dziatek okwiatu;

Kwiat: ksztalt zewngtrznych dziatek okwiatu;

Kwiat: naciecia wewngetrznych dzialek okwiatu;

Kwiat: glowna barwa wewnetrznej strony

okwiatu [wg CC RHS]; Fot. 11. Migdzynarodowy

Kwiat: jednorodno$¢ barwy; katalog barw
(RHS Colour Chart)

Dziatki kielicha: stopien skrgcenia ptatkow; o
(zdjecie wilasne)

Preciki: barwa [wg CC RHS];
Pylniki: barwa (tylko przed otwarciem) [wg CC RHS];
Stupek: barwa [wg CC RHS];

Znamig stupka: wielko$¢ [cm].

Fot. 12. Lokalizacja cech deskryptorowych 1-2 do oceny fenotypowej lisci
dla rodzaju Hippeastrum (schemat wtasny)
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Fot. 13. Lokalizacja cech deskryptorowych 3-22 do oceny fenotypowej pedow
kwiatostanowych i kwiatow dla rodzaju Hippeastrum (Schemat wiasny)

Pomiary wykonywano w fazie pakow (cechy nr 11 i 20 wg deskryptora) oraz
pelnego rozkwitu (wszystkie pozostate cechy) dla 5 ros§lin w jednym powtorzeniu.
Pomiary biometryczne wykonywano za pomoca linijki (cechy nr 1, 3, 8, 11, 12 i 22) oraz
suwmiarki (cecha nr 4). Barwy kwiatow oraz ich struktur oznaczano za pomoca
mi¢dzynarodowego katalogu/kart barw Krolewskiego Towarzystwa Ogrodniczego
w Londynie (Colour Chart The Royal Horticultural Society, London) (CC RHS) (Fot.
11).

Ocenie i pomiarom poddano wszystkie 22 cechy wg deskryptora, jednak
w rozprawie doktorskiej przedstawiono wybrane najwazniejsze cechy (zaznaczone
pogrubiong czcionkg na liScie cech). Uzyskane wyniki zostaly zebrane dla kazdego

genotypu oraz opracowane statystycznie.
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4.3. Okreslenie liczby chromosomow oraz poziomu ploidalnosci

Materiatem do$wiadczalnym byly korzenie pobierane z ustabilizowanych
4- tygodniowych kultur in vitro wszystkich 20 badanych genotypoéw hipeastrum.
Koncowki korzeni o dhugosci 0,5-1 cm traktowano roztworem 8-hydroksychinoliny
(0,028%) w 4°C przez 1,5 godziny w ciemnosci, a nast¢pnie w 21°C przez 3 godziny
robwniez w ciemnosci. Po tym czasie material utrwalano w odczynniku Carnoya
(lodowaty kwas octowy i alkohol absolutny w stosunku 1:3). Badania dotyczace
okreslenia liczby chromosomow oraz poziomu ploidalnosci przeprowadzono w SZRO
SGGW oraz w Zakladzie Biologii Stosowanej w Instytucie Ogrodnictwa — PIB

w Skierniewicach.
4.3.1. OKreslanie liczby chromosoméw
Odczynnik Schiffa do barwienia chromosoméw metoda Feulgena

W celu sporzadzenia roztworu Schiffa rozpuszczono 0,5 g fuksyny zasadowej
w 100 ml wrzacej wody destylowanej. Nastepnie mieszaning Ostudzong do temperatury
55°C przesgczano przez filtr celulozowy. Przesacz schtadzano do 26°C, a nastepnie
dodawano do niego 10 ml 1N kwasu solnego (HCI) i 0,5 g pirosiarczanu potasu (K2S20s).
Roztwor przechowywano w ciemnym, szczelnie zamknigtym naczyniu przez 24 godziny
W ciemnosci. Po 24 godzinach do roztworu dodawano 0,5 g wegla aktywnego,

wytrzasano, a nastgpnie przefiltrowywano przez bibule filtracyjng (Lillie 1951).
Metoda barwienia Feulgena

Korzenie dlugosci 0,5-1 cm utrwalone wczeSniej w  roztworze
8- hydroksychinoliny przeptukiwano jednokrotnic woda destylowang. Hydrolize
przeprowadzano w 1N HCI w temperaturze 60°C przez 20 min. Nastepnie przeptukiwano
jednokrotnie w wodzie destylowanej. Korzenie przenoszono do odczynnika Shiffa
I barwiono w ciemnosci przez 60 min. Sporzadzono preparaty gniecione — na szkietko
podstawowe nanoszono stozki wzrostu korzeni (1 mm) i rozgniatano w obecnosci 45%
kwasu octowego. Nastgpnie preparat przykrywano szkietkiem nakrywkowym
I przygniatano. Cato$¢ zamrazano w ciektym azocie przez 20 sekund oraz utrwalano po
wysuszeniu w DPX. Obserwacji dokonywano pod mikroskopem $wietlnym Optiphot-2
(Nikon, Tokio, Japonia).
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Metoda barwienia DAPI

Korzenie dhlugosci 0,5-1 cm utrwalone wczesniej w  roztworze
8- hydroksychinoliny przeptukiwano jednokrotnic woda destylowang, a nastepnie
zalewano zimnym buforem cytrynianowym o pH 4,8, w 3 powtorzeniach po 10 min (4°C,
ciemno$¢). Odsaczono bufor i zalewano mieszaning enzymow 4/2 (4% pektynazy oraz
2% celulazy), a nastgpnie materiat przenoszono do cieplarki do temperatury 37°C na 80
min. Po tym czasie enzym odsaczano, a nastepnie korzenie przeptukiwano jednokrotnie
buforem cytrynianowym przez 20 min (4°C, ciemno$¢). Sporzadzono preparaty
gniecione — na szkietko podstawowe nanoszono stozki wzrostu korzeni (1 mm)
I rozgniatano w obecnosci 45% kwasu octowego. Nastgpnie preparat przykrywano
szkietkiem nakrywkowym 1 przygniatano. Po zamrozeniu w ciektym azocie (20 sekund),
szkietka nakrywkowe usuwano za pomoca zyletki, a preparaty odwadniano w absolutnym
etanolu, suszono i wybarwiano 2,5 g-ml?t 4',6-diamidino-2-fenyloindolu (DAPI) oraz
utrwalano w DPX. Obserwacji dokonywano pod mikroskopem epifluorescencyjnym
Optiphot-2 (Nikon, Tokio, Japonia) przy uzyciu wzbudzenia UV do wizualizacji DAPI
(Nikon, Tokio, Japonia).

4.4. Analizy cytometryczne

Analiza poziomu ploidalnos$ci

Analiz¢ poziomu ploidalnos$ci przeprowadzono metoda cytometrii przeplywowe;j
(FCM). Jadra ekstrahowano z rozdrobnionego materiatu roslinnego (liscie z kultur
in vitro) w szalce Petriego, ktora zawierata 0,5 ml buforu do izolacji jader Partec z 1%
poliwinylopirolidonem (PVP), do ktérego dodawano DAPI w ilosci 50 pg-ml?. Po
dodaniu 1,5 ml buforu izolacyjnego, probki filtrowano przez filtr 30 um (Sysmex,
Niemcy) i inkubowano w temperaturze pokojowej (21°C) przez 30 min w ciemnosci.
Fluorescencj¢ jader mierzono za pomoca aparatu CyFlow Ploidy Analyser
z oprogramowaniem CyView (CyFlow PA, Partec, Niemcy) z wykorzystaniem diody
LED UV (365 nm). Jako kontrole wykorzystano probki diploidalnej formy H. hybridum

"Rio Negro’ z kultur in vitro.
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Analiza wielkos$ci genomu

Analizg¢ wielko$ci genomu przeprowadzono metoda cytometrii przeptywowe;j
(FCM). Probki lisci o wymiarach 1x0,5 cm pobierano z kultur in vitro wszystkich
badanych genotypow. Tkanke liscia rozdrabniano wraz z fragmentem standardu
wewnetrznego w szalce Petriego, ktory zawierata 0,5 ml buforu Partec do izolacji jader
z 1% PVP, do ktorego dodawano jodek propidyny w ilosci 50 pg-ml?t i RNaze réwniez
w ilosci 50 pg'mlt. Jako standard wewnetrzny zastosowano Agave americana
’Marginata’ (2C DNA=15,9 pg). Po dodaniu 1,5 ml buforu izolacyjnego, probki
filtrowano przez filtr 30 um (Sysmex, Niemcy) i inkubowano w temperaturze pokojowej
(21°C) przez 45-60 min w ciemnosci. Fluorescencje jader mierzono za pomocg aparatu
CyFlow Ploidy Analyser z oprogramowaniem CyView (CyFlow PA, Partec, Niemcy),
przy uzyciu zielonego lasera Nd-YAG (532 nm).

4.5. Mikrorozmnazanie Hippeastrum

Wszystkie do$wiadczenia dotyczace mikrorozmnazania przeprowadzono
w Laboratorium Kultur Tkankowych SZRO SGGW. Materiatem ekSperymentalnym byty
mikrocebule wszystkich 20 genotypow hipeastrum pochodzace z ustabilizowanych kultur
in vitro. W do$wiadczeniach z biostymulatorami oraz roslinnymi regulatorami wzrostu

zastosowano cztery modyfikacje pozywki MS (Murashige i Skoog 1962) (Tab. 2).

Podstawowa pozywka MS we wszystkich przeprowadzonych do$wiadczeniach
zawierata witaminy, mio-inozytol w ilosci 100 mg-1™!, sacharoze w stezeniu 3%, a catos¢
byla zestalana agarem firmy Difco Bacto Agar (8 g-1I'!). Odczyn pozywki ustalano na
poziomie 5,8, a nastgpnie rozlewano ja po 45 ml do stoikdéw o pojemnosci 330 ml.
Pozywka byta sterylizowana w autoklawie przez 19 min, w temperaturze 121°C i pod

ciesnieniem 1 atm.

Pasazowanie odbywato si¢ na stole komory z laminarnym przeptywem powietrza
(Holten LaminAir model 1,5; Thermo Electron Corporation, USA). Po zalozeniu
doswiadczenia stoiki z kulturami umieszczono w fitotronie przy 16 godzinnym
fotoperiodzie (natezenie kwantowe $wiatta wynosito 35 umol-m2-s!) i temperaturze

22°C £+ 1°C.

Po 10 tygodniach od zalozenia doswiadczen (4.5.1 i 4.5.2) dokonano oceny

parametréw biometrycznych. Pomiary obejmowatly: mase cebul z korzeniami i lis¢mi
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oraz masg samych mikrocebul, liczbe cebul przybyszowych, liczbe i dtugosé lisci, liczbe

i dtugos$¢ korzeni.

45.1. Ocena wplywu biostymulatorow na rozmnazanie, cebulowanie oraz

ukorzenianie badanych genotypow

W doswiadczeniu zastosowano cztery modyfikacje sktadu pozywki MS
przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2. Modyfikacje sktadu pozywki MS w odniesieniu do suplementacji ro§linnymi
regulatorami wzrostu i biostymulatorami.

Bez regulatorow wzrostu i biostymulatorow (Kontrola)
BA 2 mg1" + NAA 0,5 mg-1™!
Goémar Goteo 2 ml-17!
Agro-Sorb® Folium 5 ml-1-!

> w e

Biostymulatory Goémar Goteo oraz Agro-Sorb® Folium dodawano do pozywki po
jej sterylizacji za pomoca jalowych filtrow strzykawkowych firmy Lab LogisticGroup
GmbH (Niemcy) o srednicy 45 um w celu zapewnienia sterylnosci przy rGwnoczesnym

uniknieciu rozpadu biologicznego.

Kazde traktowanie doswiadczalne sktadato si¢ z 10 powtdrzen - jeden stoik
stanowit jedno powtorzenie. Na jedno powtdrzenie przypadaty 3 mikrocebule bez lisci

I korzeni, ktore zostaty podzielone na p6t z zachowanym fragmentem pigtki.

45.2. Ocena wplywu regulatorow wzrostu na rozmnazanie, cebulowanie oraz

ukorzenianie badanych genotypow

W doswiadczeniu zastosowano cztery modyfikacje sktadu pozywki MS

przedstawione w tabeli 3.

Tabela 3. Modyfikacje sktadu pozywki MS w odniesieniu do suplementacji ro§linnymi
regulatorami wzrostu.

1. Bez regulatorow wzrostu (Kontrola)
2. mT 2 mg-1™

3. KAR; 10° M

4.

mT 2 mg'1" + KAR; 10° M
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Kazde traktowanie doswiadczalne sktadato si¢ z 7 powtérzen - jeden stoik
stanowil jedno powtdrzenie. Na jedno powtoérzenie przypadaty 3 mikrocebule bez lisci

i korzeni, ktore zostaty podzielone na p6t z zachowanym fragmentem pigtki.
4.6. Analiza markerow fenotypowych — aparaty szparkowe

Z fragmentow mlodych, dobrze rozwinigtych lisci pobranych na wysokosci 4,5
cm od ich wierzchotka wykonano preparaty z epidermy metodg wg DyKi i Hadrys (1996).
Na spodnig strong li$cia przyklejano bezbarwng tasme¢ i mocno dociskano. Nastepnie
zdrapywano delikatnie tkankeg, aby pozostat bezbarwny film na tasmie. Uzyskany film
ptukano w wodzie destylowanej i barwiono przez kilka sekund w biekicie toluidyny (2%
biekit toluidyny w 1% roztworze wodnym czteroboranu sodu), a nastepnie dokladnie
ptukano w wodzie destylowanej. Na odttuszczone szkietko podstawowe naktadano krople
gliceryny, na ktorg wyktadano tasme z wybarwiong epiderma i nanoszono kolejng krople
gliceryny. Catos¢ przykrywano szkietkiem nakrywkowym.

Pomiarow liczby 1 dlugo$ci aparatow szparkowych dokonywano przy uzyciu
mikroskopu Nikon Eclipse 80i i programu NIS-Elements BR 2.30 (Nikon, Tokio,
Japonia). Aparaty liczono na 1 mm? przy obiektywie x10 dla 5 poél widzenia dla
3 przygotowanych preparatow. Ich dlugos¢ okre§lano przy powigkszeniu 200X,
a pomiary wykonywano w 1 powtérzeniu po 30 aparatéw dla 3 przygotowanych

preparatow.
4.7. Okreslenie stopnia pokrewienstwa markerami RAPD oraz ISSR

4.7.1. lzolacja DNA

DNA wszystkich genotypoéw hipeastrum izolowano z mikrocebul uzyskanych
w kulturach in vitro. Pobierano po 5 mikrocebul z kombinacji kontrolnej pozywki (bez
regulatorbw wzrostu), ktore ucierano w mozdzierzu z dodatkiem cieklego azotu.
Z homogenizatu sporzadzano nawazki 0,1 g i umieszczano je w 1,5 ml probowkach
Eppendorfa. Tak uzyskany material przechowywano w temperaturze -86°C. DNA
ekstrahowano za pomocg zestawu GeneMATRIX Plant and Fungi DNA Purification
firmy EURx ® Sp. z 0.0. (Gdansk, Polska).
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Celem okreslenia wydajnosci ekstrakcji DNA przeprowadzano elektroforeze
w 1,5% zelu agarozowym (Agaroza BIO STANDARD firmy Prona Agarose)
obcigzonym 10 pl bromku etydyny.

4.7.2. Reakcje PCR

W celu przeprowadzenia tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) zostala

sporzadzona mieszanina w objetosci 25 ul (Tab. 4).

Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzania tancuchowej reakcji
polimerazy.

Sktadniki mieszaniny reakcyjne;j Zawarto$¢ [ul] w objetosci 25 ul
H.0 16,875
Bufor 10x Pol Buffer C 25
dNTPs 2,5
Primer 2
Taq polimeraza 1000 U 0,125
DNA 1

Przeprowadzono trzykrotnie reakcje dla 30 markerow RAPD oraz ISSR. Zaréwno
reakcje PCR - RAPD jak i PCR - ISSR przeprowadzone zostaty w termocyklerze firmy
Eppendorf (Mastercycler® nexus gradient), a amplifikacje przeprowadzono wg schematu
podanego w tabelach 5 oraz 6. Wykazy starterow uzytych w reakcjach zestawiono

w tabelach 7 oraz 8.

Tabela 5. Profil reakcji PCR — RAPD.

Etap PCR - RAPD Temperatura [°C] Czas [min] Liczba cykli
Wstepna denaturacja 94,0 5,0 1
Denaturacja 92,0 1,3
Przylaczanie starterow 35,0 1,3 40
Wydtuzanie fragmentow DNA 72,0 1,3

Koncowe wydtuzanie fragmentow

DNA 72,0 10,0 1
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Tabela 6. Profil reakcji PCR - ISSR.

Etap PCR - ISSR Temperatura [°C] Czas [min] Liczba cykli
Wstepna denaturacja 94,0 50 1
Denaturacja 92,0 1,3
Przytaczanie starterow - 1,3 38
Wydluzanie fragmentow DNA 72,0 1,3
Koncowe wydtuzanie fragmentow
DNA 72,0 10,0 1

Tabela 7. Wykorzystane startery w reakcji PCR — RAPD.

Symbol Sekwencja Symbol Sekwencja

startera starterow 5' - 3' " startera starterow 5' - 3'
1. A-01 CAGGCCCTTC 16. A-16 AGC CAG CGA A
2. A-02 TGCCGAGCTG 17. A-17 GACCGCTTGT
3. A-03 AGT CAGCCAC 18. A-18 AGG TGACCGT
4. A-04 AATCGGGCTG 19. A-19 CAAACGTCG G
5. A-05 AGGGGTCTTG 20. A-20 GTT GCG ATCC
6. A-06 GGTCCCTGAC 21. B-01 GTTTCGCTCC
7. A-07 GAAACGGGTG 22 C-02 GTG AGGCGTC
8. A-08 GTGACGTAGG 23. C-06 GAACGG ACTC
9. A-09 GGG TAACGCC 24, C-11 AAA GCT GCG G
10. A-10 GTGATCGCAG 25. D-05 TGA GCG GAC A
11. A-11 CAATCGCCGT 26. D-10 GGT CTACACC
12. A-12 TCGGCGATAG 27. D-20 ACCCGGTCAC
13. A-13 CAGCACCCAC 28 E-01 CCCAAGGTCC
14. A-14 TCTGTGCTGG  29. E-03 CCAGATGCAC
15. A-15 TTCCGAACCC 30. F-02 GAG GATCCCT

Tabela 8. Wykaz starteréw oraz ich temperatura przytaczania w reakcji PCR — ISSR.

Lp. Starter Sekwencja starterow 5' - 3' Tem[e%?tura
1. 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 45,6
2. 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 48,1
3. 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 48,1
4. 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 45,6
5. 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 48,1
6. 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 46,6
7. 816 CAC ACACACACACACAT 45,6
8. 818 CAC ACACAC ACACACAG 48,0
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9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
217.
28.
29.
30.

819
825
827
835
836
840
841
842
847
848
856
857
861
872
873
876
878
884
888
890
899
900

GTGTGT GTG TGT GTG TA
ACA CAC ACACACACACT
ACA CAC ACACACACACG
AGA GAG AGA GAG AGA GGC
AGA GAG AGA GAG AGA GCA
GAG AGA GAG AGA GAG ACT
GAG AGA GAG AGA GAG ATC
GAG AGA GAG AGA GAG ACG
CAC ACA CAC ACACACAGC
CAC ACA CAC ACACAC AGG
ACA CAC ACACACACACCA
ACA CAC ACA CAC ACACCG
ACC ACC ACC ACC ACC ACC
GAT AGATAG ATAGAT A
GAC AGA CAGACAGACA
GAT AGATAG ACAGACA
GGATGG ATG GAT GGAT
ATA AGA GAG AGA GAG AG
GGG CAC ACACACACACA
CCAGGT GTG TGT GTG TGT

CAT GGT GTT GGT CAT TGT TCC
ACT TCC CCACAG GTT AAC ACA

45,6
45,6
48,0
51,3
49,0
49,0
51,0
51,3
53,3
53,3
49,0
51,3
55,9
34,1
44,4
39,3
44,4
43,2
50,5
51,3
54,0
54,0

4.7.3. Elektroforeza

W celu rozdzialu produktéw reakcji PCR elektroforeze przeprowadzano w 1,5%
zelu agarozowym (Agaroza BIO STANDARD firmy Prona Agarose) z dodatkiem 10 pl
bromku etydyny. Do kieszonek dodawano po 25 upl mieszaniny reakcyjnej, a jako
kontrolg zastosowano marker Perfect™ 100 bp DNA lader (EURx ® Sp. z 0.0., Gdansk,
Polska). Rozdziat elektroforetyczny, zarowno dla reakcji PCR — RAPD, jak i PCR —
ISSR, prowadzono przez 75 min przy napigciu 120 V, a produkty amplifikacji utrwalano

za pomocg aparatury Syngen Imagine i oprogramowania Syngen Imagine 1.1 (Syngen

Biotech Sp. z 0.0. Sp. k., Wroctaw, Polska).

4.8. Aklimatyzacja i uprawa

4.8.1. Ocena wplywu biostymulatorow i KARi1 na wybrane cechy mikrosadzonek

po aklimatyzacji ex vitro
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Etap aklimatyzacji ex vitro przeprowadzono na pojedynczych minicebulach
hipeastrum z li§¢mi i korzeniami (mikrosadzonkach) uzyskanych in vitro. Mikrosadzonki
doktadnie oczyszczono z resztek agaru i posadzono w transparentne doniczki o srednicy
12 cm, wypetione podtozem uniwersalnym firmy AURA (AGARIS POLAND Sp. z.0.0,
Paslek, Polska) wymieszanym z perlitem o granulacji 0-2,5 mm (1:1). Kolejno doniczki
zostaly umieszczone w transparentnych pojemnikach o wymiarach 40x30x40 cm
w fitotronie, w warunkach wilgotnosci wzglednej powietrza na poziomie 90%,
temperaturze 21°C oraz 16-godzinnym dniu. W doswiadczeniu zastosowano
4 traktowania po 3 powtorzenia w kazdym. Na jedno powtdrzenie przypadato 7 roslin,
a pojedyncza ro$lina (mikrosadzonka) byta obiektem doswiadczalnym. Przez kolejne trzy
tygodnie rosliny opryskiwano i podlewano wedtug schematu przedstawionego w tabeli
9.

Tabela 9. Traktowania doswiadczalne — aklimatyzacja mikrosadzonek hipeastrum
ex vitro.

1. Woda destylowana doglebowo i dolistnie, co tydzien — Kontrola
2. Goémar Goteo 0,2% doglebowo i dolistnie, co tydzien

3. Agro-Sorb® Folium 0,5% doglebowo i dolistnie, co tydzien
4. KAR; 10° M doglebowo i dolistnie, co tydzien

Po 3 tygodniach oceniono przezywalno$¢ mikrosadzonek oraz parametry
biometryczne takie jak: liczba i dlugos¢ lisci oraz korzeni, masa zaaklimatyzowanych

mikrosadzonek.

4.8.2. Ocena wplywu nawozenia, biostymulacji i traktowania KAR:1 na wybrane

cechy roslin po 7 tygodniach uprawy, po zaaklimatyzowaniu mikrosadzonek

Rosliny po aklimatyzacji do warunkow ex vitro zostaty zwazone i wysadzone do
doniczek ,,P7” o wymiarach 7x7x7 cm wypetnionych takim samym podtozem jakie uzyto
do aklimatyzacji. Cztery traktowania doswiadczalne byty analogiczne jak
w doswiadczeniu z aklimatyzacja mikrosadzonek. Dodatkowo zastosowano traktowanie
znawozeniem. Kompletny wykaz traktowan przedstawiono w tabeli 10. W sktad kazdego
traktowania wchodzito po 7 roslin w trzech powtorzeniach, a kazda roslina stanowita

powtorzenie doswiadczalne. Uprawe prowadzono przez 7 tygodni.
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Tabela 10. Traktowania doswiadczalne — dalsza uprawa po zaaklimatyzowaniu
mikrosadzonek Hippeastrum.

Woda destylowana doglebowo i dolistnie co tydzien — Kontrola
Kristalon Zielony (NPK 18-18-18) 0,1% doglebowo i dolistnie co tydzien

Goémar Goteo 0,2% doglebowo i dolistnie co tydzien

Agro-Sorb Folium 0,5% doglebowo i dolistnie co tydzien
KAR;1 10° M doglebowo i dolistnie co tydzien

a v D E

Po 7 tygodniach oceniono parametry biometryczne takie jak: liczba i dtugo$¢ lisci
oraz korzeni, masa catych ro$lin, a takze przeprowadzono analizy biochemiczne

zawartosci skrobi 1 fruktanow (opis w rozdziale 4.9).

Fot. 14. Cebule H. hybridum *Rio Negro’ oraz klonu hodowlanego 0050-15 po
aklimatyzacji, pogrupowane (od lewej) wg masy, przed zatozeniem doswiadczenia
uprawowego (zdjecie wlasne)

4.9. Analizy zawartoS$ci skrobi i fruktanéw

Oznaczanie suchej masy cebul

W celu oszacowania suchej masy probki materiatu roslinnego — cebule o masie
0,25 g (po 3 z kazdego traktowania doswiadczalnego) umieszczano w aluminiowych
zwazonych naczynkach, po czym wstawiano do suszarki, gdzie suszono je przez

24 h w 105°C. Naste¢pnie wazono je z doktadnoscig do 0,001 g i wstawiano z powrotem
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do suszarki na 20 minut w celu dosuszenia. Po tym czasie wazono je ponownie,

a uzyskane wyniki byly brane pod uwage w p6zniejszych wyliczeniach.
Oznaczanie skrobi

W celu okreslenia zawartosci skrobi wykorzystano osad z analizy fruktanéw
rozpuszczalnych w etanolu. Dodawano kolejno 25 ml 1 M H.SO.. Probowki
umieszczano we wrzacej fazni wodnej na 20 minut. Po wyjeciu z tazni dodawano po 5 ml
wody destylowanej i wirowano przez 5 minut przy 12000 obr-min'. Czynnos¢
powtarzano. Otrzymany supernatant zlewano do probek miarowych i uzupeiniano do
25 ml objetosci woda destylowang. Do oznaczenia skrobi pobrano 0,1 ml ekstraktu
wodnego. W przypadku proby kontrolnej uzyto 0,1 ml wody destylowanej. Kolejno
dodano 4 ml 0,1% antronu rozpuszczonego w 96% kwasie siarkowym (H2SO4). Probowki
zamknigte szklanymi korkami umieszczono we wrzacej tazni wodnej na 10 minut.
Nastepnie ochtodzono roztwory. Absorbancje mierzono przy dhugosci fali 625 nm za
pomoca spektrofotometru UV-1280 (Shimadzu, Kioto, Japonia) w stosunku do proby
kontrolnej. Zawarto$¢ skrobi w cebulach podawano w ekwiwalentach glukozy powstalej

po hydrolizie skrobi (mg-g's.m.) (Samotus i in. 1988).
Oznaczanie fruktanow nierozpuszczalnych w etanolu

W celu okreslenia zawartosci fruktanow nierozpuszczalnych w etanolu, nawazki
0,25 g materiatlu z wczesniejszych doswiadczen in vitro rozcierano w mozdzierzu
porcelanowym w obecnosci 10 ml 1% kwasu szczawiowego o temperaturze 80°C. Probke
kolejno wirowano przy 15000 obr-min™ przez 10 minut, a supernatant zlewano do
czystych probowek i uzupeliano do 10 ml 1% kwasu szczawiowego 0 temperaturze
80°C. Supernatant wykorzystywano do oznaczania zawarto$ci fruktanow
nierozpuszczalnych w etanolu kolorymetrycznie za pomoca alkoholowej procedury

rezorcynol/HCI opartej na metodzie McRary i Slattery (1945).

W tym celu dodawano 0,5 ml odczynnika rezorcynolowego oraz 1,5 ml 32% HCI.
Probowki umieszczano na 2 minuty w zimnej wodzie, aby schitodzi¢ mieszaning.
Nastepnie dodawano 0,04 ml ekstraktu i uzupetniano do objgtosci 0,5 ml wodg
destylowana i cato$¢ mieszano. Probowki zamykano szklanymi korkami i umieszczano
w tazni wodnej na 40 min w 80°C. Po inkubacji probéwki schtadzano w lodowatej wodzie

przez 5 min. Absorbancje oznaczano przy diugosci fali 540 nm za pomoca
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spektrofotometru UV-1280 (Shimadzu, Kioto, Japonia) w stosunku do proby slepej, ktora
stanowita 0,5 ml odczynnika rezorcynolowego, 1,5 ml 32% HCI oraz 0,5 ml wody
destylowanej. Stezenie fruktanéw nierozpuszczalnych w etanolu, wyrazono
w rownowaznikach fruktozy w odniesieniu do krzywej wzorcowej fruktozy, ktoéra

wynosita od 10 do 60 pg. Zawartos$¢ fruktanow podawano w mg-g~'s.m.
Oznaczanie fruktanéw rozpuszczalnych w etanolu

W celu okreslenia zawartosci fruktanow rozpuszczalnych w etanolu, nawazki
0,25 g materialu z wczeSniejszych doswiadczen in vitro rozcierano w mozdzierzu
porcelanowym w obecnosci 10 ml 80% etanolu o temperaturze 80°C. Po ekstrakcji
zawiesing wirowano przy 15000 obr.-min™ przez 10 min, a supernatant zlewano do
czystych probowek i1 uzupetniano do 10 ml 80% etanolem o temperaturze 80°C.
Supernatant wykorzystywano do oznaczania zawartosci fruktanéw rozpuszczalnych
w etanolu kolorymetrycznie za pomocg alkoholowej procedury rezorcynol/HCI opartej
na metodzie McRary i Slattery (1945).

Do 0,5 ml odczynnika rezorcynolowego wlanego do zamykanych szklanych
probowek dodawano 1,5 ml 32% HCI. Probowki umieszczano w lodowatej wodzie na
2 min. Kolejno dodawano 0,04 ml ekstraktu alkoholowego i uzupetniano 0,460 ml wody
destylowanej, a nastgpnic mieszano. Probowki zamykano szklanymi korkami
I umieszczano w tazni wodnej w temperaturze 80°C na 40 min. Po inkubacji probowki
chtodzono w zimnej wodzie przez 5 min. Absorbancj¢ oznaczano przy dtugosci fali 540
nm za pomocg tego samego spektrofotometru co fruktany nierozpuszczalne w etanolu
w stosunku do proby Slepej zawierajacej kolejno: 0,5 ml odczynnika rezorcynolowego,
1,5 ml 32% HCI oraz 0,5 ml wody destylowanej. St¢zenie fruktanéw rozpuszczalnych
W etanolu, wyrazono w rownowaznikach fruktozy w odniesieniu do krzywej wzorcowe;j

fruktozy, ktéra wynosita od 10 do 60 pg. Zawartos¢ fruktanoéw podawano w mg-g-'s.m.
4.10. Opracowanie wynikow

Wyniki zostaly poddane analizie statystycznej za pomoca oOprogramowania
Statistica wersja 13.3, dla okreslenia istotnych réznic pomigdzy $rednimi wykorzystano
test HSD Tukey’a przy poziomie istotnosci o = 0,05. Wyniki doswiadczen (4.2 — analizy
fenotypowe, 4.5.1 i 4.5.2 — mikrorozmnazanie, 4.6 — aparaty szparkowe, 4.8.1 —

aklimatyzacja, 4.8.2 — uprawa) opracowane zostaly przy uzyciu analizy wariancji
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1- czynnikowej. Wyniki do$wiadczenia 4.9 (zawarto$¢ skrobi i fruktanow — lacznie
rozpuszczalnych 1 nierozpuszczalnych w etanolu) poddano analizie wariancji

dwuczynnikowej. Wyniki pozostatych do§wiadczen zostaly poddane statystyce opisowe;.

Whyniki analiz molekularnych zostaty opracowane w programie XLStat 2018.
Zostata utworzona macierz w systemie binarnym, gdzie 1 oznaczato obecno$¢ fragmentu
DNA, a 0 jego brak. Okreslono podobienstwo genetyczne dzigki wspdtczynnikowi
Jaccarda (Jaccard 1908) dla reakcji markerowych RAPD oraz ISSR. Wartosci

podobienstwa wykorzystano do analizy skupien oraz wykonania dendrogramow.
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5. Wyniki

5.1. Analiza fenotypowa

Analiza wybranych parametrow biometrycznych dla form rodzicielskich
I uzyskanych trzech wybranych klonéw z krzyzowania klonu 6 H. xchmielii z odmiana
’Gervase’ H. hybridum wykazata, ze liScie klonu hodowlanego 0033-10 byty szersze niz
liscie formy matecznej - klonu 6 H. xchmielii (Tab. 11). W przypadku parametru jakim
jest dlugos$¢ pedu, dtuzsze posiadaty formy wyjsciowe, czyli klon 6 oraz odmiana
Gervase’ w odniesieniu  do klonow hodowlanych 0033-10 oraz 0037-13.
Zaobserwowano rowniez, ze klon 0040-3 1 miat dtuzsze pedy od klonu 0033-10. Odmiana
Gervase’ oraz klon 0037-13 cechowaty si¢ wicksza liczbg kwiatow niz klon
6 H. xchmielii. *Gervase’ oraz klony 0033-10, 0037-13 i 0040-31 posiadaty dluzszy
okwiat niz forma mateczna. Forma ojcowska oraz klon 0037-13 miaty szerszy okwiat niz
pozostate genotypy. Dodatkowo klony 0033-10 oraz 0040-31 posiadaty szerszy okwiat

niz klon 6 H. xchmielii.

Wspoétczynnik nie przekroczyt wartosci 25% dla zadnego z badanych

parametrow, dlatego zmienno$¢ w obrebie cech jest bardzo mata (Tab. 11).

Tabela 11. Wybrane cechy morfologiczne form rodzicielskich i potomnych dla
krzyzowania Klonu 6 H. xchmielii z H. hybridum *Gervase’.

Szerokodé  Diugodé Liczba Maks. Maks.
Genotyp lisei [omn] dug[cm] kwiatow dhugosé szerokosé
e [szt.] okwiatu [cm] okwiatu [cm]
H. xchmielii klon 6% 4,04 a* 53,35¢ 32a 10,50 a 12,34 a
H. hybridum 470ab  5346¢ 46D 13,20 b 17,00 ¢
Gervase’d
0033-10 5,26 b 42,14 a 4,0ab 13,88 b 15,22 b
0037-13 4,68 ab 46,74 ab 50b 12,50 b 17,06 c
0040-31 4,62 ab 49,12 bc 4,0ab 13,96 b 14,40 b
Srednia dla cechy w 4,66 48,96 4,16 12,81 15,20
populacji
Odchylenie
standardowe cechy w 0,51 4,96 0,88 1,56 1,83
populacji
Wspodtezynnik
zmienno$ci cechy 11,03 10,13 21,15 12,22 12,01

w populacji [%]

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.
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W  przypadku trzech genotypéw wyselekcjonowanych z krzyzowania
H. xchmielii klonu 6 z H. hybridum "Royal Velvet’ odnotowano, iz szerokos¢ lisci byta
wyzsza u klonu hodowlanego 0072-17, w poréwnaniu z formami rodzicielskimi (Tab.
12). Dtuzsze pedy posiadaty formy wyjsciowe — klon 6 oraz odmiana ’Royal Velvet’ niz
klony 0050-15 i0050-16. Takze klon 0072-17 miatl dtuzsze pedy kwiatostanowe
w porownaniu z Klonem 0050-16. Wigkszg liczbe kwiatow uzyskano dla klonu 0072-17
w porownaniu z klonem 0050-16 oraz formg mateczng. W przypadku maksymalnej
dhugosci okwiatu wyzsza warto$¢ osiggnat klon 0072-17 w odniesieniu do pozostatych
genotypow. Klon 0050-15 miat dluzszy okwiat w stosunku do okwiatu form
rodzicielskich oraz klonu 0050-16. Odmiana ’Royal Velvet’ miata dtuzszy okwiat
w odniesieniu do formy matecznej. W przypadku parametru jakim jest szeroko$¢ okwiatu

wieksza warto$¢ uzyskano dla ’Royal Velvet’ niz dla wszystkich pozostatych genotypow.

Wspotczynnik nie przekroczyt wartosci 25% dla zadnego z badanych

parametrow, dlatego zmienno$¢ w obrebie cech nalezy uznac za bardzo matg (Tab. 12).

Tabela 12. Wybrame cechy morfologiczne form rodzicielskich i potomnych dla
krzyzowania Klonu 6 H. xchmielii 6 z H. hybridum *Royal Velvet’.

Szerokodé  Dhugodd Liczba Maks. Maks.
Genotyp lici [em] dug[cm] kwiatow dhugosc¢ szeroko$¢
pe [szt.] okwiatu [cm] okwiatu [cm]
H. xchmielii klon 69 4,04 a* 53,35¢ 3,2a 10,50 a 12,34 a
H. hybridum
Royal Velvet'd 4,04 a 56,64 c 4,2 ab 12,16 b 1750¢€
0050-15 4,44 ab 45,46 ab 4,0 ab 13,36 ¢ 14,06 b
0050-16 4,64 ab 42,66 a 3,2a 11,54 ab 15,06 ¢
0072-17 4,88 b 51,24 bc 48b 14,82d 16,02d
Srednia dla cechy w 441 49,87 3,88 12,48 15,00
populacji
Odchylenie
standardowe cechy w 0,44 5,92 0,91 1,59 1,80
populacji
Wspotezynnik
zmienno$ci cechy 9,92 11,87 23,42 12,78 12,02

w populacji [%]

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie rdznig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.

Analiza parametrow biometrycznych krzyzowanych genotypéw klonu 18
H. xchmielii z odmiang *Gervase’ H. hybridum oraz trzech wyselekcjonowanych klonow

z tego krzyzowania nie wykazata réznic dla szerokosci lisci (Tab. 13). W przypadku
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dhugosci pedu kwiatostanowego wyzszy wynik uzyskano dla formy matecznej oraz klonu
hodowlanego 0003-13, w poréwnaniu z klonem 0004-05. Dla parametrow takich jak
liczba kwiatow oraz dlugos$¢ okwiatu, odmiana *Gervase’ uzyskata wyzsze wartosci niz
klon 18. Zaréwno odmiana ’Gervase’, jak i klon 0004-04 miaty szerszy okwiat niz klon
0003-13 i forma mateczna. Dodatkowo klony 0003-13 i 0004-05 posiadaty szerszy

okwiat niz klon 18.

Wspotczynnik nie przekroczyt wartosci 25% dla zadnego z badanych

parametroéw, dlatego zmienno$¢ w obrebie cech nalezy uznaé¢ za bardzo matg (Tab. 13).

Tabela 13. Wybrane cechy morfologiczne form rodzicielskich i potomnych dla
krzyzowania Klonu 18 H. xchmielii z H. hybridum *Gervase’.

Szerokodé  Diugodé Liczba Maks. Maks.
Genotyp lisci [em] dug[cm] kwiatow dhugosc¢ szeroko$¢
pe [szt.] okwiatu [cm] okwiatu [cm]
H. xchmielii klon 189 4,54 a* 57,46 b 34a 10,70 a 13,26 a
H. hybridum 470a  5346ab  46b 13,20 b 17,00 ¢
Gervase’d
0003-13 4,60 a 56,94 b 4,0ab 12,04 ab 15,26 b
0004-04 4,48 a 53,62 ab 4,0 ab 12,10 ab 16,68 ¢
0004-05 494 a 51,70 a 4,0ab 11,80 ab 16,14 bc
Srednia dla cechy w 4,65 54,64 4,00 11,97 15,67
populacji
Odchylenie
standardowe cechy w 0,42 3,05 0,57 1,31 1,47
populacji
Wspodtezynnik
zmienno$ci cechy 9,08 5,58 14,14 10,93 9,38

w populacji [%]

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Analiza parametrow dla krzyzowania klonu 18 H. xchmielii z odmiang ’Rio
Negro’ oraz trzech wyselekcjonowanych klonow uzyskanych z tego krzyzowania
wykazata, ze liscie klonu 18 byty szersze niz liscie odmiany ’Rio Negro’ oraz dwoch
klonéw 0021-10 i 0062-10 (Tab. 14). Odmiana ’Rio Negro’ posiadata szersze liscie niz
klon 0062-10. Dtuzsze pedy uzyskano dla klonu 0021-10 w poréwnaniu z formami
rodzicielskimi oraz klonem 0062-10. Krotsze pedy w poréwnaniu do wszystkich
badanych genotypow zaobserwowano u odmiany ’Rio Negro’. Wigcej kwiatow
odnotowano dla klonu 0021-10 wzgledem formy matecznej oraz klonéw 0023-11 i 0062-

10. Dodatkowo odmiana *Rio Negro’ cechowata si¢ wigkszg liczbg kwiatow niz klon 18.

~77 ~



Dhuzszy okwiat zaobserwowano u odmiany *Rio Negro’ oraz klonu 0023-11 wzglgdem
klonu 18 i klonu 0021-10. Dodatkowo odnotowano dtuzszy okwiat u klonu 0062-10 niz
u formy matecznej. Szerszy okwiat odnotowano dla odmiany ’Rio Negro’ oraz klonéw
0023-11i 0062-10 niz dla klonu 18 oraz klonu 0021-10, ktory rownocze$nie miat szerszy

okwiat niz forma mateczna.

Wspoétezynnik nie przekroczyl wartosci 25% dla zadnego z badanych

parametroéw, dlatego zmienno$¢ w obrebie cech nalezy uznaé za bardzo matg (Tab. 14).

Tabela 14. Wybrane cechy morfologiczne form rodzicielskich i potomnych dla
krzyzowania Klonu 18 H. xchmielii z H. hybridum ’Rio Negro’.

Szerokoéé  Dhugodd Liczba Maks. Maks.
Genotyp lizéiio[c?li]c dug[(c): ircl] kwiatow dtugos¢ szerokos¢
pe [szt]  okwiatu [cm] okwiatu [cm]
H. xchmielii klon 189 4,54 c* 57,46 b 34a 10,70 a 13,26 a
H. hybridum 386b  4975a  A6hbc 12,38 ¢ 16,86 ¢
Rio Negro’d
0021-10 3,80 ab 64,04 c 50c 10,80 ab 14,54 b
0023-11 4,18 bc 58,48 bc 4,0 ab 12,36 ¢ 15,84 c
0062-10 3,24 a 57,84 b 4,0ab 12,22 bc 16,96 c
Srednia dla cechy w 3,92 57,51 4,20 11,69 15,49
populacji
Odchylenie
standardowe cechy w 0,51 5,31 0,69 1,04 1,54
populacji
Wspotezynnik
zmienno$ci cechy 13,02 9,23 16,50 8,90 9,92

w populacji [%]

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

Dla H. xchmielii klon 18, odmiany ’Royal Velvet’ oraz trzech genotypow
wyselekcjonowanych z tego krzyzowania nie odnotowano réznic W szerokosci lisci (Tab.
15). Dtuzsze pedy kwiatostanowe odnotowano dla klonu 0017-01 w poréwnaniu
z formami rodzicielskimi oraz klonem 0075-25. Dodatkowo klon 0075-25 cechowat sig
wickszg liczbg kwiatow niz klon hodowlany 0017-01 oraz forma mateczna. Dtuzszy
okwiat zanotowano dla klonéw 0015-03 i 0017-01, w poréwnaniu z formami
wyj$ciowymi oraz klonem 0075-25. Odmiana *Royal Velvet’ oraz klony 0015-03 i 0017-
01 posiadaty szerszy okwiat niz klon 18 H. xchmielii oraz klon 0075-25.
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Wspotczynnik nie przekroczyl wartosci 25% dla kazdego z badanych

parametrow, dlatego zmienno$¢ w obrebie cech jest bardzo mata (Tab. 15).

Tabela 15. Wybrane cechy morfologiczne form rodzicielskich i potomnych dla
krzyzowania H. xchmielii klon 18 z H. hybridum "Royal Velvet’.

Szerokoéé  Dhugodé Liczba Maks. Maks.
Genotyp Yot [omn] dug[cm] kwiatow dhugosé szerokosé
be [szt.] okwiatu [cm] okwiatu [cm]
H. xchmielii klon 189 4,54 a* 57,46 a 34a 10,70 a 13,26 a
H. hybridum
Royal Velvet'd 4,04 a 56,64 a 4,2 ab 12,16 a 17,50 b
0015-03 4,30 a 60,20 ab 4,0 ab 13,78 b 17,50 b
0017-01 4,36 a 64,80 b 3,8a 14,02 b 16,70 b
0075-25 4,42 a 55,22 a 50b 12,14 a 12,80 a
Srednia dla cechy w — 35 58,86 4,08 12,56 15,55
populacji
Odchylenie
standardowe cechy w 0,37 4,82 0,74 1,41 2,16
populacji
Wspotczynnik
zmienno$ci cechy 8,56 8,19 18,24 11,20 13,91

w populacji [%]

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

Z analizy calej badanej populacji Hippeastrum pod wzglgdem ksztaltu okwiatu,
najwigcej roslin (15 sztuk) posiadato kwiaty o ksztatcie gwiazdzistym, co stanowi 75%
populacji. Nastgpng grupe tworzyly genotypy o trojkatnym ksztalcie okwiatu, byly to
klony 0037-13, 0040-31, 0050-16, 0075-25, ktore stanowily 20% populacji. Ostatnia
grupa to klon 0017-01 (5%) o okraglym ksztatcie okwiatu (Wykres 2).

B Gwiazdzisty OOkragly B Trojkatny

Wykres 2. Podziat populacji badanych genotypoéw Hippeastrum pod wzgl¢dem ksztattu
okwiatu widzianego z przodu [sztuki].
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Barwa czerwona byla najliczniej reprezentowana w badanej populacji — 13 sztuk
(65%). Kolejng grupe tworzyla barwa pomaranCzowo-czerwona, ktora liczyla
5 genotypow — klon 18 H. xchmielii oraz 4 klony hodowlane: 0033-10, 0050-16, 0021-
10, 0023-11 (25%). Po jednym genotypie (5%) znalazto si¢ w grupie zo6tto-zielonej oraz
szaro-fioletowej, odpowiednio *Rio Negro’ oraz klon 0037-13 (5%) (Wykres 3).

m Czerwone @ Pomaranczowo-Czerwone
O Zo6Mto-Zielone m Szaro-Fioletowe

Wykres 3. Podziat populacji badanych genotypoéw Hippeastrum pod wzglgdem gtoéwnej
barwy okwiatu wg CC RHS [sztuki].

5.2. Poziom ploidalnosci oraz wielko$¢ genomu

W podrozdziale przedstawione zostang wyniki odnos$nie liczby chromosomow,
poziomu ploidalnosci oraz wielkosci genomu dla 20 badanych genotypow Hippeastrum.
W dos$wiadczeniu wykorzystano metody barwienia chromosomoéw metafazowych oraz
analizy z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Okreslono zréznicowanie badanych

roslin pod wzgledem cytogenetycznym.

Wykazano, ze wszystkie genotypy posiadaja podstawowa liczbg chromosomow -
11. Badania cytogenetyczne metodami barwienia chromosomow metafazowych
w obrebie populacji wykazaly obecno$¢ osobnikéw diploidalnych (1 osobnik) o 22
chromosomach (Fot. 15), triploidalnych (4 osobniki) o 33 chromosomach (Fot. 16) oraz
tetraploidalnych (15 osobnikéw) 0 44 chromosomach (Fot. 17), (Tab. 16).
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Tabela 16. Poziom ploidalnosci oraz wielkosci genoméw 20 badanych genotypow

Hippeastrum.

. Wielkos$¢ . Wielko$¢
Genot Poziom enomu Genot Poziom enomu
yp ploidalnosci g P ploidalnosci g
[pg] [pa]
H.xchmielit o _ 44 5064 0072-17 2n=4x=44 62,23
klon 6
H.xchmielii o0 _ 40— 44 5930 0003-13  2n=4x=44 60,73
klon 18
. n=4x=44 60,29
Hé‘g’rbvgggm 0004-04 2n=4x=44 6141
] 47,94
H.hybridum o090 3063 0004-05 2n=4x=44 6152
Rio Negro
H-hybridum o 44 5085 0021-10 2n=3x=33 46,09
Royal Velvet
0033-10  2n=4x=44 6075 0023-11  2n=3x=33 47,08
0037-13  2n=4x=44 6161 0062-10 2n=3x=33 4368
0040-31  2n=4x=44 5956 0015-03 2n=4x=44 61,70
0050-15  2n=4x=44 61,35 0017-01 2n=4x=44 5976
0050-16  2n=3x=33 44,09 0075-25 2n=4x=44 5857

N

10 pm

Fot. 15. Chromosomy metafazowe wybarwione metoda DAPI oraz Feulgena H.
hybridum Rio Negro’ — przyktad odmiany diploidalnej o 22 chromosomach
(zdjecia wlasne)
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Fot. 16. Chromosomy metafazowe wybarwione metodg DAPI oraz Feulgena klonu
hodowlanego 0062-10 — przyktad genotypu triploidalnego o 33 chromosomach
(zdjecia wlasne)

7.
Y YA

‘./1///\.3) =

Fot. 17. Chromosomy metafazowe wybarwione metodg DAPI oraz Feulgena klonu
hodowlanego 0050-15 — przyktad genotypu tetraploidalnego o 44 chromosomach
(zdjecia wilasne)

Wykonane badania na cytometrze przeplywowym potwierdzily wcze$niejsze
wyniki uzyskane metoda barwienia chromosoméw metafazowych DAPI oraz Feulgena

(Wykres 4).
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Wykres 4. Histogramy analizy cytometrii przeplywowej Hippeastrum: diploidalna
odmiana ’Rio Negro’ (2x), triploidalna forma 0062-10 (3x) i tetraploidalna forma 0050-
15 (4x).

Analiza wielko$ci genomu przy uzyciu Cytometrii przeptywowej (FCM)
pozwolita okresli¢ wielkosci genomu w odniesieniu do standardu wewnetrznego jakim
byta Agave americana ’Marginata’ (2C DNA=15,9 pg). Oszacowano, ze wielko$¢
genomu formy diploidalnej H. hybridum "Rio Negro’ wynosita 32,63 pg. Dla czterech
form triploidalnych wielko§¢ genomu wahata si¢ w przedziale od 43,68 pg do 47,08 pg.
Najliczniejsza grupa tetraploidalna, ktéra reprezentowana jest przez 15 genotypow,
odznaczata si¢ wielkoscig genomu w przedziale od 58,57 pg do 62,23 pg (Tab. 16,
Wykres 5).

Badania cytometryczne pozwolily na wykrycie w badanej populacji chimery
poliploidalnej. Odmiana *Gervase’ H. hybridum jest miksoploidem i posiada 2 genomy,
jeden tetraploidalny (4x) o wielkosci 60,29 pg oraz drugi aneuploidalny (4x-) o wielkoS$ci
47,94 pg (Wykres 5, Fot. 18, Tab. 16).

Genom
tetraploidalny

Genom
aneuploidalny

Fot. 18. Miksoploidalna odmiana H. hybridum *Gervase’ z widocznie zaznaczonymi
dwoma genomami (zdjecie wlasne)
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Wykres 5. Histogramy oszacowania jadrowego DNA przy uzyciu cytometrii
przeptywowej (FCM) dla (A) H. hybridum °Rio Negro’, (B) klonu hodowlanego 0062-
10, (C) klonu hodowlanego 0050-15, (D) H. hybridum ’Gervase’ ze standardem
wewnetrznym - Agave americana ’Marginata’ (2C DNA = 15,9 pg).
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5.3. Ocena wplywu biostymulatoréw na wybrane parametry

efektywnos$ci mikrorozmnazania badanych genotypow

Ponizej prezentowane sg wyniki doswiadczenia, w ktérym okreslany byt wptyw
biostymulatoréw (Goteo 2 ml-1" i Folium 5 ml-1"!) na wybrane parametry biometryczne
badanej populacji Hippeastrum na etapie ich rozmnazania in vitro. Wykorzystana byta
pozywka MS bez regulatoréw wzrostu jako kontrola oraz dodatkowo wzbogacona
standardowymi regulatorami wzrostu (BA 2 mg-1"! z NAA 0,5 mg-1™") w celu okreslenia
mozliwosci suplementacji pozywki biostymulatorami jako alternatywy dla syntetycznych

regulatorow wzrostu.

Mikrosadzonki klonu 6 H. xchmielii uzyskane na pozywce z dodatkiem Goteo
uzyskaty wieksza masg niz te na pozywce z BA i NAA (Tab. 17). Nie wykazano wplywu
suplementacji pozywki MS standardowym zestawem regulatorow wzrostu oraz Goteo
i Folium na masg cebul, wspotczynnik namnazania cebul i liczbe wytworzonych lisci.
Dodatek obu badanych biostymulatorow wptynat jednak na uzyskanie wigkszej liczby

I dtuzszych korzeni oraz dtuzszych lisci niz na pozywce kontrolne;j.

Tabela 17. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. xchmielii klon 6.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoélczynnik  Liczba  Dhlugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni korzeni
MS [a] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola  0,33ab* 0,23a 16a 141a 344a 148b 467D
BA+NAA 0,29a 0,20 a l4a 1,46 a 32la 06la 292a
Goteo 0,42hb 0,22 a 1,7a 1,58 a 515b 2,25¢ 579c
Folium 0,37ab 0,22a 15a 1,74 a 436b 206c 5,73c

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

Analiza statystyczna wynikow dla klonu 18 H. xchmielii (Tab. 18) nie wykazata
réznic w przypadku masy roslin i masy samych cebul, wspotczynnika namnazania cebul,
a takze liczby wytworzonych lisci w zalezno$ci od zastosowanych modyfikacji pozywki
MS. Dodatek regulatorow BA i NAA wptynat na uzyskanie krotszych liSci oraz mniejszej
liczby i krétszych korzeni w porownaniu do tych samych parametrow uzyskanych na
kontrolnej modyfikacji pozywki. Rownocze$nie najwyzsze warto$ci obu badanych cech

korzeni uzyskano na pozywce z dodatkiem Goteo.
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Tabela 18. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. xchmielii klon 18.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,30a* 0,15a 1,3a 1,66 a 4,74b 200b 5,18 bc
BA+NAA 0,27a 0,20 a 1,2a 1,55a 294a 086a 293a
Goteo 0,31a 0,17a 15a 1,38 a 462b 245c 6,06¢C
Folium 0,34a 0,20a 14a 1,64 a 487b 2,05bc 4,900b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku odmiany *Gervase’ (Tab. 19) suplementacja Goteo spowodowata
wzrost masy catych roslin, liczby korzeni oraz ich dtugosci w stosunku do tych samych
parametréw uzyskanych na pozywce kontrolnej. Dodatkowo, istotny wptyw na dhugosc
korzeni miato zastosowanie Folium, byty one dtuzsze w odniesieniu do dtugos$ci korzeni
uzyskanych na pozywce MS bez regulatorow. Krotsze liscie uzyskano na pozywce
Z dodatkiem regulatoréw BA oraz NAA, w poréwnaniu z uzyskanymi na pozostatych
modyfikacjach pozywki. Nie wykazano réznic w masie cebul, wspotczynniku
namnazania cebul i liczbie li$ci dla wszystkich zastosowanych modyfikacji pozywki MS.

Tabela 19. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. hybridum ’Gervase’.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,70a* 0,38a 15ab 1,58 a 580b 257b 4,77b
BA+NAA 0)58a 0,35a 1,2a 1,75 a 442a 101a 2/75a
Goteo 1,00b 0,43 a 15ab 1,88 a 6,62b 3,73c 6,02c
Folium 0,68 a 0,33 a 16b 1,87a 595b 206b 6,73cC

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.

U odmiany ’Rio Negro’ dodanie do pozywki BA wraz z NAA wplyngto na
uzyskanie mniejszej masy roslin oraz mniejszej liczby korzeni niz na pozostatych
pozywkach (Tab. 20). Odnotowano takze krotsze liscie oraz korzenie w poréwnaniu do
tych obserwowanych na pozostatych modyfikacjach pozywki. Najwigcej korzeni
uzyskano na pozywkach z dodatkiem Goteo oraz Folium. Suplementacja pozywki
regulatorami i biostymulatorami nie wplyngta na parametry, takie jak masa cebul,

wspotczynnik namnazania cebul i liczba lisci.
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Tabela 20. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. hybridum °Rio Negro’.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoélczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,71b* 0,3la 1,7a 1,46 a 866b 213b 4,05c
BA+NAA 0,39a 0,24 a 1,8a 1,42 a 588a 083a 154a
Goteo 067b 0,27a 15a 142 a 8,42b 344c 3,85hc
Folium 059b 0,27a 15a 157 a 8,15b 291c 358b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku odmiany *Royal Velvet’ dodanie do pozywki Goteo spowodowato
wzrost masy roslin, liczby lisci, dhugosci lisci i korzeni oraz liczby korzeni w poréwnaniu
do tych parametrow uzyskanych na pozywce kontrolnej (Tab. 21). Dodatkowo, na wzrost
masy roslin wptyneta suplementacja pozywki regulatorami oraz Goteo, poniewaz byta
ona na obu pozywkach wyzsza niz masa roslin uzyskanych na pozywce bez regulatorow
i suplementowanej Folium. Nie wykazano wplywu suplementacji pozywki regulatorami
oraz biostymulatorami na mas¢ cebul i wspotczynnik namnazania cebul.

Tabela 21. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. hybridum *Royal Velvet’.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoétczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki ro$lin cebul namnazania lisci lisci  korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,36a* 0,18a 12a 161a 410a 3,40a 526¢
BA+NAA 047b 0,22 a 1,1a 1,99 bc 3,76a 334a 3,16a
Goteo 0,56 b 0,19a 12a 2,24 ¢ 498b 570c 6,16d
Folium 0,36 a 0,18 a 1,1a 1,75 ab 412a 4,14b 470D

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

U klonu 0033-10 suplementacja pozywki Goteo spowodowala wzrost masy
ro$lin, masy cebul, wspotczynnika namnazania cebul oraz dlugosci lisci i korzeni
W porownaniu do tych samych parametrow uzyskanych na pozywce kontrolnej (Tab. 22).
Co wigcej, Goteo wptyneto na uzyskanie najwyzszych wartosci dlugosci lisci 1 korzeni
ze wszystkich rodzajow pozywki. Dodatek Folium skutkowat uzyskaniem wickszej
liczby lisci w poréwnaniu do wszystkich pozostatych modyfikacji pozywki MS, a takze
dhuzszych niz na pozywkach kontrolnej i suplementowanej regulatorami wzrostu. Folium

takze wywotat identyczny skutek w przypadku dtugos$ci korzeni. Suplementacja pozywki
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BA i NAA skutkowata obnizeniem liczby korzeni i ich dtugosci wzgledem wszystkich
pozostatych rodzajow pozywek.

Tabela 22. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0033-10.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki ro$lin cebul namnazania lisci lisci  korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 045a* 0,15a 1,4 a 2,03a 549b 244b 365b
BA+NAA 0,36a 0,18 a 1,3a 1,97 a 3,07a 099a 221a
Goteo 0,76 b 0,27 b 1,7b 1,67 a 8,22d 266b 4,90d
Folium 051a 0,18 a 1,4 a 2,95Db 6,48¢c 258b 4,29c

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

Masa ro$lin klonu 0037-13 uzyskana na pozywce z dodatkiem Goteo byta wyzsza
niz masa uzyskana na pozywkach z regulatorami i kontrolnej, ale nie rdznita si¢ od tej
uzyskanej na pozywce z Folium (Tab. 23). Pozywka suplementowana Folium
spowodowata zwigkszenie dtugosci liSci w poréwnaniu z dlugoscig lisci na pozywce
kontrolnej; jednocze$nie byly one najdluzsze ze wszystkich kombinacji
doswiadczalnych. Dodatek regulatorow wzrostu przyczynit si¢ do zredukowania liczby
i dlugos$ci korzeni oraz dtugosci lisci w odniesieniu do tych parametréw uzyskanych na
pozostatych pozywkach. Nie odnotowano wptywu zastosowanych modyfikacji pozywki
dla masy cebul, wspotczynnika namnazania cebul i liczby lisci.

Tabela 23. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0037-13.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Dlugos¢ Liczba Diugosc

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [a] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,40a* 0,19a 14a 1,86 a 440b 2,75b 494Db
BA+NAA 0,38a 0,20 a 1,3a 2,16 a 326a 110a 290a
Goteo 0,55b 0,23 a 15a 193 a 585c¢c 335c 520b
Folium 050ab 0,25a 14a 2,28a 6,72d 287bc 481lb

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

U klonu 0040-31 suplementacja pozywki preparatem Goteo spowodowata wzrost
dhugosci lisci w poréwnaniu z dtugos$cia liSci mikrosadzonek uzyskanych na pozywce MS
wzbogaconej regulatorami wzrostu (Tab. 24). Masa cebul uzyskana na pozywkach
z dodatkiem obu biostymulatoréw byta nizsza niz masa cebul na pozywce kontrolne;.
Najwiecej lisci wytworzyly rosliny z pozywki z dodatkiem BA 1 NAA, ale takze dodatek
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Goteo do pozywki wptynat na wytworzenie wigkszej liczby lisci niz na pozywce
kontrolnej oraz wzbogaconej Folium. Dodatek Goteo spowodowat zwigkszenie liczby
oraz dlugosci korzeni w odniesieniu do tych parametrow uzyskanych na pozywce MS bez
regulatorow wzrostu. Zastosowane modyfikacje pozywki MS nie wykazaly wpltywu na
uzyskang mas¢ roslin i wspdtczynnik namnazania cebul.

Tabela 24. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0040-31.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoétczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,53a* 0,23b 1,3a 188a 462ab 261b 5/14c
BA+NAA 06la 0,20ab 1l2a 2,68 ¢ 393a 092a 254a
Goteo 0,72 a 0,16 a 1,3a 2,27b 500b 344c 597d
Folium 0,55 a 0,16 a 1,3a 184a 451lab 266b 425b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

Wykazano istotny wptyw suplementacji pozywki MS na oceniane parametry
biometryczne klonu 0050-15 (Tab. 25). Wyzsza mase¢ roslin odnotowano na pozywce
z Goteo niz na pozywce kontrolnej. Ciezsze cebule niz w kontroli odnotowano na
pozywce suplementowanej regulatorami wzrostu oraz Goteo. Wspolczynnik namnazania
cebul dla klonu 0050-15 byt istotnie wyzszy na pozywce z dodatkiem BA i NAA niz
pozywce kontrolnej. Dodatek Folium wptynat na uzyskanie dtuzszych lisci i wigkszej
liczby korzeni niz na pozywce kontrolnej. Analogicznie jak Goteo, oddziatywal na liczbe
korzeni preparat Folium. Krotsze korzenie zaobserwowano U pozostatych
mikrosadzonek.

Tabela 25. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0050-15.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Diugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,29a* 0,15a 12a 1,72 ab 266a 126b 427b
BA+NAA 036ab 0,28b 15b 1,48 a 299a 045a 253a
Goteo 0,43b 0,30b 1,3 ab 166ab 3,05a 249c¢c 512b
Folium 0,36ab 0,24 ab 1,3 ab 1,87b 470b 217c¢ 493b

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie pordownywane w obrebie cechy.

U klonu 0050-16 (Tab. 26) suplementacja pozywki Goteo wptyngta na
zwigkszenie masy roslin, liczbe lisci i korzeni w poréwnaniu do tych parametrow
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uzyskanych na pozywce kontrolnej. Dodatkowo, identyczng zalezno$¢ dla liczby lisci
odnotowano po zastosowaniu pozywki z Folium. Na zmodyfikowanej pozywce
z regulatorami wzrostu uzyskano rosliny 0 mniejszej masie, z mniejsza liczbg korzeni
oraz o krotszych lisciach i korzeniach niz na pozostatych pozywkach. Nie wykazano
wplywu rodzaju pozywki na mase cebul oraz wspdtczynnik namnazana cebul.

Tabela 26. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0050-16.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 042b* 019a 15a 1,80 a 560b 221b 485D
BA+NAA 0,30a 0,21a 14 a 1,77 a 311a 0,77a 255a
Goteo 0,55¢ 0,25 a 13a 2,26 b 589b 374c 527D
Folium 0,53bc 0,22a 15a 2,37h 6,03b 249b 489b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

W przypadku klonu 0072-17 wykazano wptyw biostymulatoréow i regulatorow
wzrostu na wszystkie badane cechy z wyjatkiem wspotczynnika namnazania cebul (Tab.
27). Suplementacja pozywki Goteo wplyngta na zwigkszenie masy roslin, masy cebul,
liczby lisci i korzeni oraz dtugos¢ lisci w odniesieniu do tych parametrow dla roslin
uzyskanych na pozywce kontrolnej. Zastosowanie pozywki wzbogaconej Folium
spowodowato identyczny efekt co do dtugosci lisci jak pozywka z dodatkiem Goteo.
Suplementacja pozywki BA i NAA spowodowala wzrost masy cebul, za§ zmniejszyta
liczbe i dlugos¢ korzeni u roslin z pozywki kontrolnej

Tabela 27. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0072-17.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 043a* 0,17a 1,2a 1,52 a 492a 462b 582b
BA+NAA 052ab 0,27c 1,3a 1,71ab 437a 3,09a 340a
Goteo 0,63b 0,24 bc 1,2a 1,87 b 6,10b 6,12c 549D
Folium 049a 021ab 1,2a 163ab 6,14b 473b 565b

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie rdznig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie pordownywane w obrebie cechy.

U Kklonu 0003-13 wykazano wpltyw badanych regulatoréw wzrostu
I biostymulatorow na opisywane parametry (Tab. 28). Suplementacja pozywki Goteo
wplyne¢ta na zwiekszenie masy roslin oraz masy cebul, dtugosé lisci oraz liczbe lisci
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I korzeni w stosunku do tych parametrow u roslin na pozywce kontrolnej. Dodatek
Folium do pozywki skutkowal zwigkszeniem liczby lisci w stosunku do roslin
uzyskanych na pozywce kontrolnej. Zastosowanie BA z NAA wplyneto na uzyskanie
mniejszej masy roslin, krotszych lisci i korzeni oraz liczby korzeni w porownaniu do
ro$lin Z pozywki kontrolnej oraz pozostatych modyfikacji pozywki MS.

Tabela 28. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0003-13.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoétczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,85b* 0,23a 15ab 1,99a 8,77b 357b 597b
BA+NAA 0,36a 0,23 a 1,7b 2,32 ab 352a 098a 286a
Goteo 1,18¢c 0,34 b 1,4 a 2,70b 10,32¢ 543c 6,68b
Folium 091b 0,23 a 1,6 ab 2,49 b 9,01b 333b 599b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

W przypadku klonu 0004-04 dodatek Goteo do pozywki skutkowal uzyskaniem
roslin o wyzszej masie, dluzszych lisciach oraz wigkszej liczbie korzeni w stosunku do
roslin z pozywki kontrolnej, a jednocze$nie byly to wartosci najwyzsze (Tab. 29).
Dodatkowo wykazano, ze suplementacja pozywki BA i NAA spowodowata zmniejszenie
wszystkich badanych parametrow biometrycznych, oprécz masy cebul i wspotczynnika
namnazania cebul. Folium dodane do pozywki MS spowodowat stabszy wzrostu korzeni
w stosunku do tego uzyskanego na pozywce kontrolnej. Nie wykazano wptywu badanych
dodatkow do pozywki MS na mase cebul i wspdtczynnik namnazania cebul.

Tabela 29. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0004-04.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,92b* 0,22a 16a 2,16 ab 9,35b 464b 6,75¢C
BA+NAA 047a 0,25a 1,4 a 2,06 a 2,78a 3,30a 4/42a
Goteo 129c¢c 0,28 a 16a 2,51b 1167c 6,98¢c 6,71c
Folium 0,96 b 0,28 a 13a 2,42 ab 9,92b 535b 5,78b

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie rdznig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.

U klonu 0004-05 zastosowanie regulatoréw oraz Folium spowodowato
zmniejszenie masy roslin oraz dlugosci korzeni w stosunku do roslin pochodzacych
z pozywki kontrolnej (Tab. 30). W przypadku dtugosci lisci i liczby korzeni
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I zastosowania regulatorow lub Folium, uzyskano wyniki nizsze lub poréwnywalne do
tych uzyskanych na pozywce kontrolnej. Dodatek Goteo skutkowat uzyskaniem przez
ro$liny wyzszej masy, dtuzszych liSci oraz wigkszej liczby korzeni w odniesieniu do
roslin kontrolnych. Nie wykazano wptywu suplementacji pozywki MS regulatorami
wzrostu oraz biostymulatorami na masg¢ cebul i liczbg wytworzonych lisci.

Tabela 30. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0004-5.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,85¢c* 0,28a 1,4 ab 2,16 a 783b 393b 6,97c
BA+NAA 04la 0,30 a 12a 2,17 a 3,12a 194a 3,73a
Goteo 1,08d 0,29 a 15b 2,42 a 1052¢ 5,16¢c 6,90c
Folium 0,66 b 0,34a 1,3b 2,27 a 724b 3,77b 503D

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

W przypadku klonu 0021-10 dodatek regulatorow wzrostu do pozywki skutkowat
uzyskaniem mniejszej masy roslin, krotszych lisci i korzeni oraz nizszej liczby korzeni
w poréwnaniu do tych parametrow uzyskanych na pozywce kontrolnej (Tab. 31).
Dodatkowo stwierdzono, ze na pozywce z Goteo masa roslin, masa samych cebul oraz
liczba korzeni byly wyzsze w odniesieniu do wynikow uzyskanych na pozywce
kontrolnej. Suplementacja pozywki Folium spowodowata uzyskanie wyzszej masy cebul
niz w przypadku masy cebul na pozywce kontrolnej. Jednoczynnikowa analiza wariancji
nie wykazata wplywu suplementacji pozywki MS regulatorami wzrostu oraz
biostymulatorami na wspotczynnik namnazania cebul oraz liczbg lisci.

Tabela 31. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0021-10.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Diugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,88b* 0,30a 14a 1,89 a 8,19b 3,76b 534D
BA+NAA 056a 0,39ab 1,2a 1,72 a 397a 132a 217a
Goteo 1,10c 0,40b 14a 2,02a 9,14b 508c 6,04b
Folium 0,98bc 041b 13a 2,05a 826b 395b 542b

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.

Suplementacja pozywki Goteo u Klonu 0023-11 spowodowata wzrost masy
roslin, masy samych cebul, dtugosci lisci oraz liczby korzeni w poréwnaniu do pozywki
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kontrolnej (Tab. 32). Dodatek regulatoréw do pozywki skutkowat uzyskaniem krétszych
liSci 1 korzeni oraz nizszej liczby korzeni w odniesieniu do tych parametréw uzyskanych
na pozywce kontrolnej. Zastosowanie Folium pozwolito uzyska¢ wiekszg liczbe lisci
w porownaniu do mikrosadzonek z pozywki kontrolnej. Nie wykazano réznic pomigdzy
wszystkimi modyfikacjami pozywki MS dla wspotczynnika namnazania cebul.

Tabela 32. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0023-11.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoétczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,8la* 0,25a 12a 2,12 ab 7,39b 513b 563D
BA+NAA 0,76a 0,22 a l1a 1,90 a 3,77a 293a 2,76a
Goteo 1,23b 0,45hb 1,1a 2,38 bc 991c 7,67c 580D
Folium 0,97ab 0,33ab 1,2a 2,71c 754b 570b 572b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

Suplementacja pozywki u klonu 0062-10 regulatorami wzrostu obnizyta wartos¢
wszystkich badanych parametréw (z wyjatkiem wspotczynnika namnazania cebul)
w stosunku do wartosci uzyskanych na pozywce kontrolnej (Tab. 33). Zastosowanie
regulatorow wptyngto na uzyskanie wyzszego wspotczynnika namnazania cebul niz
zastosowanie Goteo. Dodatek Folium zmniejszyl masg¢ roslin oraz liczbg korzeni,
zahamowat wzrost liSci oraz korzeni w poréwnaniu do pozywki kontrolnej. Goteo dodany
do pozywki spowodowatl wzrost liczby korzeni oraz dtugosci lisci i korzeni w porownaniu
do wynikow uzyskanych na pozywce kontrolnej.

Tabela 33. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0062-10.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,73b* 0,34 bc 1,4 ab 2,39b 6,78¢c 4,21c 4,00c
BA+NAA 0,37a 0,23 a 1,7b 1,82 a 424b 0,77a 148a
Goteo 0,89b 0,38¢c 1,3a 2,34b 8,24d 542d 491d
Folium 040a 0,34 bc 1,8b 2,28 ab 3,13a 299b 3,05b

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku Klonu 0015-03 dodatek regulatorow do pozywki spowodowat
obnizenie masy roslin, liczby lisci i korzeni oraz dlugosci lisci (Tab. 34). Mikrosadzonki

uzyskane na pozywce modyfikowanej Goteo charakteryzowaty si¢ wigksza liczba
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korzeni, jednak byly one krotsze w odniesieniu do tych z kombinacji kontrolnej.
Suplementacja pozywki Folium spowodowata wzrost dlugosci lisci w porownaniu do
dhugosci lisci mikrosadzonek z pozywki kontrolnej 1 suplementowanej regulatorami
wzrostu. Nie wykazano wptywu suplementacji pozywki MS regulatorami wzrostu oraz
biostymulatorami na mas¢ cebul oraz wspdtczynnik namnazania cebul.

Tabela 34. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0015-03.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 091b* 0,36a 1,1a 2,16 b 9,17b 583b 4,68¢c
BA+NAA 049a 0,33a 1,1a 1,50 a 3,72a 4,10a 2,38a
Goteo 0,83b 0,43 a 12a 2,10 b 958bc 7,09c 4,06b
Folium 0,95b 0,37 a 1,2a 2,13 b 10,66¢c 6,03b 4,52 bc

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

U klonu 0017-01 zastosowanie regulatorow wzrostu w pozywce zmniejszyto
mas¢ uzyskanych ro§lin oraz zwigkszyto liczbg lisci i korzeni, ale rowniez ich dtugosé¢
(Tab. 35). Suplementacja pozywki Goteo wptynela na zwigkszenie liczby korzeni,
mikrosadzonki z tej pozywki miaty ich najwigcej ze wszystkich modyfikacji. Dtuzsze
liscie zaobserwowano u sadzonek na pozywce z dodatkiem Folium niz na pozywce
z regulatorami wzrostu i pozywce kontrolnej. Jednoczynnikowa analiza wariancji nie
wykazata r6znic w masie cebul 1 wspdtczynniku namnazania cebul w zaleznosci od
zastosowanych modyfikacji pozywki MS.

Tabela 35. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0017-01.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,68 bc* 0,29 a 1,2a 1,97 ab 6,43b 498b 4,87b
BA+NAA 048a 0,29 a 1,3a 1,79 a 3,07a 21la 227a
Goteo 0,8lc 0,31a 1,3a 2,32b 659bc 6,64c 530b
Folium 0,56ab 0,28a 13a 1,96 ab 7,35¢ 498b 501b

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku klonu 0075-25 zastosowanie regulatorow ograniczyto liczbe lisci
I korzeni oraz ich dlugo$¢ w stosunku do mikrosadzonek z pozywki kontrolnej (Tab. 36).
W przypadku masy roslin wyzszg warto$¢ odnotowano u mikrosadzonek z pozywki
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wzbogaconej Goteo. Dodatkowo, suplementacja ta pozwolila na uzyskanie wyzszej
liczby korzeni oraz dtuzszych lisci i korzeni w odniesieniu do pozywki kontrolnej. Nie
wykazano réznic w przypadku masy cebul oraz wspotczynnika namnazania cebul.

Tabela 36. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi biostymulatorami na liczbe
I parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0075-25.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoétczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki ro$lin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,63a* 0,20a 1,3a 2,38 bc 6,51b 538b 427D
BA+NAA 053a 0,27 a 1,4 a 1,62 a 364a 286a 3,38a
Goteo 0,93 b 0,26 a 13a 2,66 C 8,05c 6,81lc 4,72c
Folium 0,58 a 0,24 a 1,3a 2,21Db 7,38 bc 5,89bc 4,38Dbc

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

5.4. Ocena wplywu regulatoréw wzrostu na wybrane parametry

efektywnos$ci mikrorozmnazania badanych genotypow

Ponizej przedstawiono wyniki do§wiadczenia, w ktorym oceniony zostat wptyw
dwoch regulatoréw wzrostu (mT 2 mg-1" i/lub KAR; 10° M) na parametry biometryczne
Hippeastrum na etapie rozmnazania w kulturach in vitro. Byly to pionierskie badania
z wykorzystaniem KAR: oraz jedne z nielicznych z wykorzystaniem mT na roslinach

nalezacych do tego rodzaju.

U klonu 6 H. xchmielii dodatek mT oraz mT w potaczeniu z KAR1 spowodowat
obnizenie masy catych roslin, zmniejszenie dtugosci lisci i korzeni oraz liczby korzeni
(Tab. 37). Dodatkowo sam dodatek mT wptynat na zmniejszenie masy cebul, ale na
zwigkszenie wspotczynnika namnazania cebul w odniesieniu do pozostatych modyfikacji
pozywki MS. Nie wykazano réznic w liczbie lisci na pozywkach modyfikowanych

regulatorami wzrostu.
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Tabela 37. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. xchmielii klon 6.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,30 b* 0,16 bc 16a 2,3a 394D 2,3b 4,33 b
mT 0,17a 011la 20Db 2,0a 2,33a 10a 2,46 a
KAR1 0,29b  0,17c 16a 2,0a 356b 22D 4,04 b
mT + KAR: 0,18a 0,12ab 19ab 19a 2,26 a 10a 2,24 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku Klonu 18 H. Xxchmielii pozywka z samg mT wplynela na
zmniejszenie masy roslin, liczby korzeni oraz ich dtugosci w poréwnaniu do pozywki
kontrolnej (Tab. 38). Dodanie KAR: do pozywki z mT spowodowato zmniejszenie liczby
korzeni podobnie jak w przypadku samej mT. Odnotowano takze roznice w dtugosci lisci
po zastosowaniu pozywki z dodatkiem mT i KAR1. Byly one krotsze niz na pozywce
z mT. Nie wykazano r6znic w masie cebul, wspotczynniku namnazania cebul oraz liczbie
uzyskanych na modyfikowanych pozywkach.

Tabela 38. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. xchmielii klon 18.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Dhlugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,31b* 0,12a 16a 18a 535ab 3,3c 529b
mT 0,14 a 0,09 a 15a 2,1a 547D 1,3a 3,32a
KAR; 0,25ab 0,12a 1,7a 16a 433ab 3,1bc 43lab
mT+KAR;: 0,21ab 0,11a 15a 2,3a 347a 22ab 444ab

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

U odmiany ’Gervase’ dodatek do pozywki mT lub mT z KAR: obnizyl mase
roslin, zmniejszyt dlugos¢ lisci oraz liczbg korzeni w poréwnaniu do pozywki kontrolnej
(Tab. 39). Dodatkowo zaobserwowano, ze pozywka z mT zmniejszata wspotczynnik
namnazania cebul w porownaniu do wspotczynnika uzyskanego na pozywce kontrolnej.
Dodatek KAR: do pozywki skutkowat zwiekszeniem liczby korzeni w odniesieniu do
kontroli i pozostalych suplementacji. Na liczbg lisci wptyneto zastosowanie KAR:
W potaczeniu z mT, poniewaz w odniesieniu do kontroli warto$¢ ta byta wyzsza. Nie

wykazano réznic mi¢dzy modyfikacjami pozywki dla masy cebul oraz dtugosci korzeni.
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Tabela 39. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. hybridum ’Gervase’.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoélczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,88b* 0,39a 1,7b 1,6a 709c 45b 538a
mT 0,50 a 0,31a 12a 19ab 4,74ab 18a 4,88 a
KAR1 1,04b 04la 1,4 ab 2,lab 645bc 57¢c 5,36 a
mT + KAR: 045a 0,28a 1,4 ab 2,4Db 3,55a 1,7a 595a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

U odmiany ’Rio Negro’ suplementacja pozywki mT oraz mT z KAR:
spowodowata obnizenie masy roslin, masy cebul, zmniejszenie dtugosci lisci 1 korzeni
oraz liczby korzeni w poréwnaniu do mikrosadzonek uzyskanych na pozywce kontrolnej
(Tab. 40). Wigksza liczbg korzeni charakteryzowaly si¢ mikrosadzonki z pozywkKi
suplementowanej KAR:i niz mikrosadzonki z pozywki bez regulatoréw wzrostu.
Odnotowano rowniez Wyzszy wspotczynnik namnazania cebul na pozywce
suplementowanej mT wraz z KAR1 niz na pozywkach z samg KAR1 i kontrolnej. Dodatek
KAR: do pozywki skutkowal uzyskaniem takich samych lub wyzszych wartosci
badanych parametréw niz na pozywce kontrolne;.

Tabela 40. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. hybridum "Rio Negro’.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Diugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,68b* 0,36Db 1,5ab 1,63ab 742b 3,49b 356b
mT 0,28a 0,17a 1,9 be 151a 54la 062a 114a
KAR1 0,68b  0,35b 14a 20lb 637ab 444c 321b
mT + KAR: 0,28 a 0,17 a 20c 1,59 ab 545a 051a 101la

*Wartos$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

U odmiany ’Royal Velvet’ suplementacja pozywki mT lub mT z KAR:
spowodowaty obnizenie masy roslin, masy samych cebul, zmniejszenie dtugosci lisci
i korzeni oraz liczby korzeni w poréwnaniu do pozywki kontrolnej (Tab. 41). Wigksza
liczb¢ korzeni uzyskano na pozywce z dodatkiem KAR1 niz na pozostatych pozywkach.

Nie wykazano r6znic w wartosciach wspotczynnika namnazania cebul i liczby lisci.
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Tabela 41. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek H. hybridum *Royal Velvet’.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,33b* 0,19c 11a 152 a 413b 360b 453b
mT 0,16 a 0,08 a 1,1a 1,84 a 3,11a 13la 255a
KAR1 0,30b  0,17c 11a 1,77 a 419b 417c¢ 453b
mT + KAR: 0,20a 0,13b 1,2a 1,65a 259a 13la 227a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

W przypadku klonu 0033-10 dodatek samej mT i mT z KAR; spowodowat
obnizenie masy roslin, masy cebul, zmniejszenie dtugosci lisci oraz liczby korzeni
w odniesieniu do pozywki kontrolnej (Tab. 42). Wykazano, ze dodatek KAR:1 wptynal na
wzrost liczby lisci i korzeni w poréwnaniu do pozostatych pozywek. Odnotowano, ze
dodatek mT w potaczeniu z KAR: wptywat takze na ich skrocenie w odniesieniu do
kontroli. Nie wykazano roznic we wspoOlczynniku namnazania cebul pomigdzy
modyfikacjami pozywki.

Tabela 42. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0033-10.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Dhlugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,26 b* 0,10Db 15a 1,77 a 475b 253b 3,69b
mT 010 a 0,06 a 18a 1,68 a 19a 060a 2,88ab
KAR; 0,33b 0,12b 15a 2,10b 4,74b 3,72¢c 3,43ab
mT+KAR: 0,10a 0,06 a 16a 1,71a 188a 06la 2,70a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

U genotypu 0037-13 modyfikacje pozywki mT oraz mT z KAR:1 spowodowaty
obnizenie masy ro$lin, masy cebul, dlugosci lisci i korzeni oraz liczby korzeni
W porownaniu do wartosci uzyskanych na pozywce kontrolnej (Tab. 43). Wykazano, ze
dodatek KAR1 spowodowat wzrost dlugosci lisci oraz liczby korzeni, w porownaniu do
pozostatych modyfikacji pozywki i byly to najwyzsze wartosci. Nie wykazano wptywu

suplementacji pozywki MS na wspotczynnik namnazania cebul i liczbe lisci.
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Tabela 43. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0037-13.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoélczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,31b* 0,15b 13a 1,88 a 411b 207b 541b
mT 0,17 a 0,09 a 15a 2,00a 255a 069a 21la
KAR1 0,36b  0,15b 1l4a 197a 490c 286c 519b
mT + KAR; 0,16a 0,10a l4a 1,76 a 232a 0,71a 239a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Suplementacja pozywki mT oraz mT z dodatkiem KAR;1 u klonu 0040-31 (Tab.
44) spowodowata obnizenie masy roslin, masy cebul, dtugosci lisci i korzeni oraz liczby
korzeni w odniesieniu do tych parametrow na pozywce kontrolnej. Wykazano, ze dodatek
KAR: spowodowal wzrost liczby korzeni, w porownaniu do pozostalych pozywek.
W przypadku wspotczynnika namnazania cebul dodatek do pozywki mT w potaczeniu
z KAR: spowodowat jego wzrost w odniesieniu do kontroli. Dodatkowo pozywka ta
spowodowata obnizenie liczby lisci w porownaniu do suplementacji pozywki sama
KAR:.

Tabela 44. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0040-31.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoétczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni korzeni
MS [a] [a] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,49b* 0,23b 12a 18lab 528b 365b 356b
mT 0,20 a 0,13a 1,3ab 1,76 ab 228a 1,17a 235a
KAR1 0,50 b 0,22 b 1,4 ab 1,90 b 543b 433c 419D
mT + KAR: 0,18 a 0,11a 15b 151a 2,/77a 088a 217a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

U klonu 0050-15 modyfikacje pozywki sama mT oraz mT z KAR1 spowodowaty
zmniejszenie masy ro$lin, masy cebul, dlugosci lisci i korzeni oraz liczby korzeni
W odniesieniu do tych parametrow uzyskanych na pozywce kontrolnej (Tab. 45).
Wykazano, ze dodatek samej KAR1 spowodowat wzrost liczby korzeni w poréwnaniu do
pozostatych pozywek (i wplyngl na uzyskanie najwyzszej wartosci), a dodatkowo
wplywatl na zwickszenie liczby lisci w stosunku do pozywki z samg mT. Suplementacja
pozywki mT charakteryzowala si¢ wyzszym wspolczynnikiem namnazania cebul niz

w przypadku pozywki kontrolnej oraz pozywki z dodatkiem KARj.
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Tabela 45. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0050-15.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,37b* 0,18b 1,2a 1,8lab 363b 3224b 388b
mT 0,14 a 0,09 a 16b 1,38 a 2,13a 106a 219a
KAR1 0,36b 0,16 b 13a 2,03b 340b 4,00c 390b
mT + KAR; 0,17a 0/1la 1,3ab 1,82ab 197a 1,25a 2,33a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

U genotypu 0050-16 dodanie do pozywki samej mT oraz mT z KAR:
spowodowalo obnizenie masy roslin, masy cebul, dtugosci lisci i korzeni oraz liczby
korzeni w odniesieniu do kontroli (Tab. 46). Najwicksza liczbe korzeni odnotowano
u mikrosadzonek na pozywce z dodatkiem KAR1. Nie wykazano wptywu suplementacji
pozywki na wspotczynnik namnazania cebul i liczbg lisci.

Tabela 46. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0050-16.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,51b* 0,26b 15a 2,25a 519b 280b 4,20Db
mT 0,22a 0,15a 1,7a 1,85a 246a 088a 186a
KAR1 054b  0,25b 16a 2,15a 480b 3,26c 4,14b
mT + KAR: 0,22a 0,15a 18a 192a 256a 09a 177a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

U klonu 0072-17 suplementacja pozywki samg mT oraz mT z dodatkiem KAR1
spowodowaly obnizenie masy ro$lin, dtugosci liSci i korzeni oraz liczby korzeni
w poréwnaniu do kontroli (Tab. 47). Dodatek samej mT zmniejszyt takze liczbe lisci
w odniesieniu do pozywki kontrolnej. Nie wykazano wptywu modyfikacji pozywki na

masg¢ cebul i wspotezynnik namnazania cebul.
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Tabela 47. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0072-17.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoélczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,41b* 0,18a 11a 1,66 b 573b 466b 6,34Db
mT 0,19a 0,13a 1,2a 1,37 a 290a 1,77a 385a
KAR1 0,35b  0,18a 12a 1,60ab 546b 521b 593b
mT +KAR: 0,19a 0,12a 11a 153ab 265a 147a 359a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku klonu 0003-13 (Tab. 48) suplementacja pozywki samg mT oraz mT
z dodatkiem KAR: spowodowala obnizenie masy roslin, masy cebul, dtugosci lisci
I korzeni oraz liczby korzeni w poréwnaniu do pozywki kontrolnej. Wykazano, ze
dodatek samej KAR:1 spowodowat wzrost liczby korzeni w odniesieniu do pozostatych
pozywek. Nie wykazano wplywu modyfikacji pozywki na wspotczynnik namnazania
cebul i liczbe lisci.

Tabela 48. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0003-13.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Diugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,75b* 0,26¢ 1,7a 2,06 a 8,38b 473b 458D
mT 0,29a 0,17ab 1,7a 2,10 a 332a 2,05a 297a
KAR1 0,73b 0,24 bc 1,7a 2,25a 754b 552c 420b
mT + KAR: 0,27a 0,14a 19a 2,47 a 356a 2,13a 3,02a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6éznig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Pozywka z samg mT oraz mT z dodatkiem KAR: u klonu 0004-04 obnizyta masg
ro$lin, mase cebul, dtugos¢ lisci i korzeni oraz liczbe korzeni w poréwnaniu do pozywki
kontrolnej (Tab. 49). Wiecej korzeni odnotowano w przypadku mikrosadzonek z pozywKi
z dodatkiem KAR:1 niz w pozostatych modyfikacjach. Wigcej lisci w poréwnaniu do
pozywki kontrolnej wytworzyty mikrosadzonki na pozywce z mT i KAR1. Wspotczynnik

namnazania cebul byt nizszy na pozywce z samg KAR1 niz na pozywce z samg mT.
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Tabela 49. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0004-04.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,62b* 0,29b 1,5ab 1,69 a 6,56b 3,74b 502D
mT 0,27a 017a 1,7b 1,82ab 349a 108a 266a
KAR1 0,70b  0,29b 14a 1,74ab  7,29b 552c¢c 500b
mT+KAR: 0,33a 0,20a 15ab 2,08 b 353a 148a 29%a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

U klonu 0004-05 suplementacje pozywki samg mT oraz mT w polaczeniu z KAR;
spowodowaly obnizenie masy roslin, masy cebul, dtugosci lisci i korzeni oraz liczby
korzeni w poréwnaniu do modyfikacji kontrolnej (Tab. 50). Wykazano, ze dodatek same;j
KAR: do pozywki spowodowat wzrost liczby korzeni w odniesieniu do pozostatych
modyfikacji. Nie wykazano wptywu modyfikacji pozywki w przypadku wspotczynnika
namnazania cebul i liczby lisci.

Tabela 50. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0004-05.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,66 b* 0,23 Db 13a 1,74 a 8,14b 432b 599D
mT 0,20 a 0,11a 14a 2,07a 3,11a 101a 3,01a
KAR1 0,62b  0,22b 12a 1,83a 7,76b 529c 559b
mT + KAR: 0,16a 0,09a 15a 1,78 a 308a 065a 272a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku klonu 0021-10 dodatek mT oraz mT z KAR1 spowodowat obnizenie
masy roslin, masy cebul, zmniejszenie dtugosci lisci i korzeni oraz liczby korzeni
w poréwnaniu z kontrolag (Tab. 51). Nie wykazano wplywu modyfikacji pozywki

regulatorami wzrostu na wspotczynnik namnazania cebul i liczbe lisci.
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Tabela 51. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0021-10.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoélczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,94b* 035D 12a 1,98 a 9,26b 522b 4,70Db
mT 0,27 a 0,16 a 13a 1,96 a 438a 0,82a 297a
KAR1 093b  0,38b 12a 2,05a 925b 577b 451b
mT +KAR: 0,35a 0,19a 13a 2,19a 494a 0,76a 257a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

U genotypu 0023-11 dodatek do pozywki samej mT oraz mT z dodatkiem KAR
spowodowatl obnizenie masy roslin, masy samych cebul, dlugosci lisci i korzeni oraz
liczby korzeni w poréwnaniu do pozywki kontrolnej (Tab. 52). Sama KAR1 wplyneta na
zwigkszenie liczby lisci i korzeni w odniesieniu do pozostatych wariantow pozywki MS,
przy czym liczba korzeni byta najwigksza ze wszystkich modyfikacji. Nie wykazano
wplywu suplementacji pozywki badanymi regulatorami tylko w przypadku
wspotczynnika namnazania cebul.

Tabela 52. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0023-11.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspoétczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki ro$lin cebul namnazania lisci lisci  korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,76 b* 0,37Db 1,3a 194 a 8,06b 548b 556b
mT 0,31a 0,21a 13a 193a 346a 2,06a 364a
KAR; 0,83 b 0,40 b 16a 2,44 b 741b 6,76c 543D
mT+KAR: 03la 0,20 a 15a 1,87 a 356a 226a 3,10a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

W przypadku klonu 0062-10 suplementowanie pozywki sama mT i mT
W potaczeniu z KAR1 spowodowalo obnizenie masy roslin, masy cebul, dlugosci lisci
i korzeni oraz liczby korzeni w odniesieniu do kontroli (Tab. 53). Rownocze$nie dodatek
KAR: pobudzit mikrosadzonki do wytworzenia najwigkszej liczby korzeni. Nie
wykazano wpltywu badanych regulatorow na wspotczynnik namnazania cebul 1 liczbe

lisci.
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Tabela 53. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0062-10.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspotczynnik  Liczba  Diugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni Kkorzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,72b* 0,31b 14a 2,23 a 7,38b  491b 356D
mT 0,22 a 0,14 a 13a 2,36 a 269a 155a 2,23a
KAR1 059b 0,25b 15a 2,07 a 729b 571c 357b
mT + KAR; 0,19a 0/1la 14a 2,27 a 2,75a 1,00a 203a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

U klonu 0015-03 dodatek do pozywki samej mT oraz mT w potgczeniu z KAR:
spowodowal obnizenie masy catych roslin, masy cebul, dlugosci lisci i korzeni oraz
liczby korzeni w odniesieniu do pozywki kontrolnej (Tab. 54). Zaobserwowano wzrost
liczby korzeni w traktowaniu KAR: w porownaniu do pozostatych pozywek,
a dodatkowo byl on najwyzszy. Suplementacja pozywki samg mT wptyneta na wzrost
liczby lisci w stosunku do kontroli. Nie wykazano réznic we wspotczynniku namnazania
cebul w zaleznosci od modyfikacji pozywki.

Tabela 54. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0015-03.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Dhlugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni  korzeni
MS [0] [0] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,50b* 0,24Db 10a 1,56 a 806b 365b 3,85¢c
mT 0,22 a 0,14 a 1,1a 1,90b 291a 094a 3,02ab
KAR: 0,46 b 0,23 b 1,1a 158ab 7,39b 453c 3,72bc
mT +KAR: 0,20 a 0,15a 12a 1,78 ab 290a 0,77a 284a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

U klonu 0017-01 uzycie w pozywce samej mT oraz mT z KAR1 spowodowato
obnizenie masy roslin, dtugosci lisci i korzeni oraz liczby korzeni w odniesieniu do tych
parametrow uzyskanych na pozywce kontrolnej (Tab. 55). W przypadku liczby lisci
zastosowanie mT spowodowato jej zmniejszenie w porownaniu do wszystkich innych
modyfikacji pozywki MS. Dodatkowo, traktowanie mT w potaczeniu z KAR:
spowodowato obnizenie wspotczynnika namnazania cebul w odniesieniu do traktowania
samg mT. Najdluzsze liscie zanotowano u mikrosadzonek z pozywki kontrolnej, ale

dhuzsze niz na pozywce z samg mT oraz z mT w potaczeniu z KAR: odnotowano
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u mikrosadzonek z pozywki suplementowanej sama KARi. Nie wykazano wptywu

regulatordw wzrostu na mas¢ cebul.

Tabela 55. Wplyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0017-01.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodlczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki ro$lin cebul namnazania lisci lisci ~ korzeni  korzeni
MS [a] [a] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,58b* 0,22a 1,4 ab 1,74 b 6,45c 455b 531b
mT 0,23a 0,14a 1,6b 144 a 297a 119a 2,77a
KAR1 054b 02l1a 1,3ab 1,83b 537b 557b 504D
mT+KAR: 0,27a 0/17a 12a 1,78 b 309a 160a 299a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.

U Kklonu 0075-25 suplementacja pozywki samg mT oraz mT z KAR:
spowodowata obnizenie masy roslin, masy samych cebul, dtugosci lisci oraz liczby
korzeni w odniesieniu do kontroli (Tab. 56). Najwigcej korzeni wytworzyly
mikrosadzonki na pozywce z KAR1. Dodatkowo na zmniejszenie liczby lisci wzgledem
kontroli wptyngto dodanie do pozywki samej mT. Nie wykazano wptywu badanych
regulatorow wzrostu na wspolczynnik namnazania cebul oraz dlugos¢ korzeni.

Tabela 56. Wptyw suplementacji pozywki MS wybranymi regulatorami wzrostu na
parametry biometryczne uzyskanych mikrosadzonek klonu hodowlanego 0075-25.

Modyfikacja  Masa Masa  Wspodtczynnik  Liczba  Dilugos¢ Liczba Dlugosé

pozywki roslin cebul namnazania lisci lisci  korzeni korzeni
MS [a] [a] cebul [szt.] [szt.] [cm] [szt.] [cm]
Kontrola 0,66 b* 0,20b 15a 2,23 b 6,55b 48lb 4,82a
mT 0,20 a 0,12 a 16a 1,68 a 2,/16a 186a 4,12a
KAR1 0,64 b 0,21b 15a 2,13 ab 6,63b 598c 4,58a
mT + KAR: 0,24 a 0,12 a 1,4 a 1,94 ab 291la 234a 422a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

5.5. Ocena liczby i dlugosci aparatow szparkowych badanych
genotypow

Ponizej zaprezentowano wyniki zréznicowania w liczbie oraz dhugosci aparatow
szparkowych u r6znych genotypow badanej populacji. Wykazano zalezno$¢ migdzy ich
dhugoscia, a liczbg na 1 mm? Dodatkowo wskazano ich przydatnoéé jako markerow
morfologicznych do okreslania poziomu ploidalno$ci oraz wykrywania euploidéw na

wczesnym etapie rozwoju roslin.
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Mikroskopowa analiza dlugos$ci aparatow szparkowych wykazata, ze wszystkie
wykryte we wczesniejszych badaniach formy tetraploidalne charakteryzuja sig¢
najdtuzszymi aparatami szparkowymi — powyzej 49,57 um (Fot. 21). U form
triploidalnych odnotowano dlugos¢ w przedziale — 42,48-46,76 um (Fot. 20). Forma
diploidalna posiadata aparaty szparkowe o $redniej dtugosci 35,73 um (Fot. 19), (Tab.
57).

W przypadku liczby aparatéw szparkowych na 1 mm? analiza mikroskopowa
wykazata, ze diploidalna odmiana ’Rio Negro’ posiada najwiekszg S$rednig liczbe
aparatow szparkowych — 59,07 szt. U pozostatych badanych genotypéw warto$¢ ta
wahata si¢ w przedziale od 23,40 do 41,07 szt. (Tab. 57).

Tabela 57. Dlugos¢ oraz liczba aparatow szparkowych 20 badanych genotypow
Hippeastrum.

. Liczba s Liczba
Dhugosé , Dhugose .
. aparatow . aparatow
aparatow aparatow
Genotyp szparkowych Genotyp szparkowych
szparkowych 2 szparkowych 2
[um] nalmm [um] nalmm
K [szt.] H [szt.]
H.xchmielii g g80x 3920 efg 0072-17  5L77f 35,47 de
klon 6
H. xchmielii 54,10 hi 37,47 efg 0003-13 49,81 e 25,67 ab
klon 18
H. hybridum 55,40 ij 39,53 fg 0004-04 56,91 jk 28,40 bc
Gervase
H. hybridum 35,73 a 59,07 i 0004-05 56,03 24,40 a
Rio Negro
H-hybridum =g 45 31,93 cd 0021-10 42,99 bc 45,47 h
Royal Velvet
0033-10 56,84 jk 23,40 a 0023-11 42,48 b 41,07 g
0037-13 49,57 e 26,20 ab 0062-10 44,51 ¢ 40,40 g
0040-31 58,28 k 24,27 a 0015-03 53,41 h 38,93 efg
0050-15 56,91 jk 29,53 be 0017-01 51,06 ef 36,27 ef
0050-16 46,76 d 40,07 fg 0075-25 52,96 gh 31,67 cd

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie rdznig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie pordownywane w obrebie cechy.
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Przeprowadzona analiza zaleznos$ci migdzy dtugoscig aparatow szparkowych,
aich liczba na 1 mm?, przy uzyciu metody korelacji wykazala, ze wspotczynnik korelacji
Pearsona wynosi -0,78, co $wiadczy o silnej zaleznosci liniowej $redniej dtugosci
aparatow szparkowych od ich liczby. Wspotczynnik determinacji (r?) wynosi 0,60, co
oznacza, ze zmienno$¢ $redniej dhugosci aparatow szparkowych jest w 60% wyjasniona

zmiennoscig liczby aparatow na 1 mm? (Wykres 6).
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Srednia liczba aparatéw szparkowych na 1 mm?

Wykres 6. Wykres rozrzutu $redniej dlugosci aparatow szparkowych w stosunku do ich
liczby na 1 mm? dla 20 badanych genotypéw hipeastrum.

Fot. 19. Mikroskopowy obraz aparatow szparkowych widocznych na dolnej stronie
liscia diploidalnej odmiany *Rio Negro’ (zdjecie wiasne)
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Fot. 20. Mikroskopowy obraz aparatow szparkowych widocznych na dolnej stronie
liscia triploidalnego klonu hodowlanego 0062-10 (zdjecie wiasne)

Fot. 21. Mikroskopowy obraz aparatow szparkowych widocznych na dolnej stronie
liscia tetraploidalnego klonu hodowlanego 0050-15 (zdjecie wtasne)

5.6. Ocena stopnia pokrewienstwa metodami RAPD i ISSR

Przeprowadzone analizy RAPD (Fot. 22) pozwolily uzyska¢ ogoétem 3926
produktow przy uzyciu 30 starterow (Tab. 58) oraz 4612 produktow w przypadku analizy
ISSR (Fot. 23), gdzie wykorzystano tyle samo starterow. W wyniku analizy RAPD
uzyskano tacznie 221 prazkow polimorficznych, co stanowi 5,6% zamplifikowanych
produktow. Podobnie dla analiz ISSR uzyskano lacznie 147 prazkéw polimorficznych,
co stanowito 3,1% zamplifikowanych produktow. W przypadku analizy RAPD
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pojedynczy starter §rednio generowat 7,4 fragmentéw polimorficznych, a ISSR — 4,9.
Warto$§¢ wspotczynnika podobienstwa genetycznego wg Jaccarda (Jaccard 1908)
uzyskanego dla obu technik (RAPD oraz ISSR) wynosita 0,768.

Tabela 58. Charakterystyka produktow PCR dla 20 badanych genotypoéw Hippeastrum
uzyskanych przy zastosowaniu markeréw RAPD oraz ISSR.

Parametry Typ markera

RAPD ISSR
Catkowita liczba uzytych starterow: 30 30
Catkowita liczba uzyskanych prazkow: 3926 4612
Wielkosci generowanych produktow 200-2000 pz  100-2500 pz
Liczba prazkéw polimorficznych: 221 147
Liczba prazkéw monomorficznych: 62 124
Srednia liczba prazkéw polimorficznych na starter 7,4 4,9
Procentowy udziat produktéw polimorficznych 5,6 3,1
Srednia wspotczynnika podobienstwa wg Jaccarda 0,768

Fot. 22. Polimorfizm DNA 20 badanych genotypow Hippeastrum po reakcjach PCR-
RAPD ze starterami A-08 oraz A-12; 1 - H. xchmielii klon 6, 2 - H. hybridum ’Gervase’,
3 - H. hybridum ’Royal Velvet’ 4 - klon 0033-10, 5- klon 0037-13, 6 - klon 0040-31,7 -
klon 0050-15, 8 - klon 0050-16, 9 - klon 0072-17, 10 - H. xchmielii klon 18, 11 -
H. hybridum "Rio Negro’, 12 - klon 0003-13, 13 - klon 0004-04, 14 - klon 0004-05, 15 -
klon 0021-10, 16 - klon 0023-11, 17 - klon 0062-10, 18 - klon 0015-03, 19 - klon 0017-
01, 20 - klon 0075-25 (zdjecia whasne).
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Fot. 23. Polimorfizm DNA 20 badanych genotypow Hippeastrum po reakcjach PCR-
ISSR ze starterami 840 oraz 848; 1 - H. xchmielii klon 6, 2 - H. hybridum *Gervase’, 3 -
H. hybridum °Royal Velvet’ 4 - klon 0033-10, 5- klon 0037-13, 6 - klon 0040-31,7 - klon
0050-15, 8 - klon 0050-16, 9 - klon 0072-17, 10 - H. xchmielii klon 18, 11 - H. hybridum
"Rio Negro’, 12 - klon 0003-13, 13 - klon 0004-04, 14 - klon 0004-05, 15 - klon 0021-
10, 16 - klon 0023-11, 17 - klon 0062-10, 18 - klon 0015-03, 19 - klon 0017-01, 20 - klon
0075-25 (zdjecia wlasne).

Dzigki analizie skupien metoda UPGMA sporzadzono na podstawie analiz RAPD
oraz ISSR dendrogram, z ktorego wyodrgbnione zostato 5 grup (Wykres 7). Pierwsza
grupe tworza klon 6, odmiany *Gervase’ i ’Royal Velvet’ oraz klony hodowlane 0033-
10, 0037-13, 0040-31, 0050-15. Druga i najbardziej liczng grupg tworza klon 18
H. xchmielii oraz klony 0003-13, 0004-04, 0004-05, 0021-10, 0023-11, 0062-10, 0015-
03 oraz 0075-25. W sktad trzeciej, czwartej 1 piatej grupy, samotnie znajduje si¢ kolejno
odmiana ’Rio Negro’, klon 0050-16 i klon 0072-17. Najwicksze podobienstwo
genetyczne (85%) wystepuje W grupie drugiej miedzy klonami 0021-10 i 0023-11.
Najmniejsze pokrewienstwo, ktore wyniosto 76%, wykazaty klony 0072-17 i 0050-16.
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Klon 0072-17

Klon 0050-16

Klon 0037-13

Klon 0033-10

Klon 0040-31
Klon 0050-15 ‘

H. hybridum 'Royal Velvet'
H. hybridum'Gervase' J

H >echmieliiklon 6

Klon 0004-05

Klon 0004-04

Klon 0003-13

Klon 0075-25

Klon 0017-01

H. xchmieliiklon 18

Klon 0023-11

Klon 0021-10

Klon 0062-10

Klon 0015-03

H. hybridum'Rio Negro'

0,9886 0,9386 0,8886 0,8386 0,7886 0,7386

Podobienstwo

Wykres 7. Dendrogram analizy skupien wykonany metoda UPGMA w oparciu
0 polimorfizm markeréw RAPD oraz ISSR dla 20 badanych genotypow Hippeastrum.

5.7. Ocena wplywu biostymulatorow i KAR: na wybrane cechy

mikrosadzonek po aklimatyzacji ex vitro

W badaniach nad aklimatyzacja do warunkow ex vitro okreslony zostat wptyw
biostymulatoréw (Goteo 0,2% i Folium 0,5%) oraz KAR; 10° M na przezywalnosé

mikrosadzonek, ale rowniez i na wybrane parametry biometryczne ro$lin. Uzyskane wyniki
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pozwalaja na ulepszenie protokotu mikrorozmnazania i uzyskanie lepszych jako$ciowo roslin

sadzonek.

Proces aklimatyzacji w zaproponowanych warunkach i we wszystkich
kombinacjach do§wiadczalnych przebiegt pomysinie i skutkowat 100% przezywalnos$cig

mikrosadzonek wszystkich badanych genotypow.

U klonu 6 H. xchmielii (Tab. 59) traktowanie mikrosadzonek Goteo
spowodowato wzrost masy roslin po 3 tygodniach aklimatyzacji w stosunku do masy
ro$lin traktowanych KARj: oraz wzrost liczby liSci w pordéwnaniu do kontroli.
Zastosowanie Goteo oraz Folium wptynelo na wuzyskanie dluzszych korzeni
w poréwnaniu do kontroli oraz traktowania KAR:. Nie wykazano wplywu badanych
biostymulatoréw i KARj1 na dhugos¢ lisci oraz liczbe korzeni.

Tabela 59. Wplyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu 6 H. xchmielii, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ' Li cz ba Dqugos’c’ Licgba Dlugpéé
roslin [g]  lisci [szt.]  lisci [cm] Korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 0,92 ab* 2,19a 12,88 a 4,86 a 3,27 a
Goteo 1,06 b 2,81b 12,53 a 4,71 a 456 b
Folium 0,86 ab 2,38 ab 12,59 a 4,71 a 4,45 b
KAR: 0,74 a 2,62 ab 10,22 a 4,29 a 2,74 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

W przypadku klonu 18 H. xchmielii (Tab. 60) wykorzystanie KAR1 w procesie
aklimatyzacji spowodowato wzrost masy roslin oraz liczby korzeni, a zastosowanie
Goteo spowodowato zmniejszenie liczby korzeni w porownaniu do pozostatych
traktowan. Nie wykazano wptywu biostymulatorow i KAR1 na liczbe 1 dtugo$¢ lisci oraz
korzeni.

Tabela 60. Wplyw traktowania biostymulatorami i KARy na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu 18 H. xchmielii, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ' Li cz ba ].)h.lg()éé Lic;ba Dlug_os’,c’
ro$lin [g]  liSci[szt.]  liSci[cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,00 a* 2,38 a 12,82 a 533D 4,10 a
Goteo 1,02 a 195a 11,96 a 3,86 a 4,32 a
Folium 0,96 a 2,05a 12,30 a 481b 4,36 a
KAR1 1,27b 2,24 a 12,53 a 6,52 c 517 a

*Wartosci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.
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U odmiany *Gervase’ (Tab. 61) zastosowanie Goteo spowodowalo wzrost masy
roslin oraz dlugosci ich korzeni w poroéwnaniu do roslin kontrolnych. Dodatkowo
odnotowano wzrost liczby korzeni, w odniesieniu do ro$lin traktowanych Folium.
Najliczniejsze korzenie wytworzyly rosliny podlewane i opryskiwane KAR:. Nie
odnotowano istotnych réznic pomiedzy traktowaniami w liczbie lisci oraz ich dlugosci.

Tabela 61. Wplyw traktowania biostymulatorami i KARy na parametry biometryczne
mikrosadzonek H. hybridum *Gervase’, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba Dlggos’c’ Lic; ba Dlug_oéc’
roslin [g]  lisci [szt.]  lisci [cm]  Kkorzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,49 a* 2,33a 13,50 a 6,43 ab 3,69 a
Goteo 197b 2,38 a 13,21 a 6,67 b 4,86 b
Folium 1,79 ab 2,43 a 13,28 a 590a 4,14 ab
KAR: 159a 2,71a 12,88 a 7,86 ¢ 4,03 ab

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci a. = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

U odmiany °’Rio Negro’ (Tab. 62) zastosowanie obu biostymulatoréw
spowodowato zmniejszenie liczby lisci w porownaniu do kontroli. Jednakze
zastosowanie Goteo oraz KAR: wptyn¢to na zwigkszenie liczby korzeni oraz ich
dhugosci, w odniesieniu do wynikow uzyskanych dla roslin kontrolnych. Najwigcej
korzeni ze wszystkich traktowan wytworzyly rosliny podlewane 1 opryskiwane KARj.
Nie odnotowano réznic w przypadku masy roslin oraz dtugosci lisci.

Tabela 62. Wplyw traktowania biostymulatorami i KARy na parametry biometryczne
mikrosadzonek H. hybridum "Rio Negro’, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M'asa ' Li cz ba ].)h.lg()éé Licz_ ba Dlug_oéé
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci[cm] Kkorzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,41 a* 2,90 b 12,59 a 5,76 a 412 a
Goteo 145a 2,24 a 13,39 a 6,90 b 5,05 bc
Folium 1,35a 2,38 a 12,69 a 571a 4,15 ab
KAR: 1,28 a 2,62 ab 12,88 a 795¢ 545c

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku odmiany "Royal Velvet’ (Tab. 63) zastosowanie KAR: wptyneto
na uzyskanie wigkszej masy roslin w stosunku do pozostatych traktowan. Wieksza liczbe
lisci niz w kontroli wytworzyly rosliny traktowane Goteo oraz KAR:. Rosliny
opryskiwane oraz podlewane KAR1 miaty dtuzsze liscie niz te traktowane Folium oraz
rosliny kontrolne. Najwigksza liczbe korzeni wytworzyty rosliny traktowane KARj,

chociaz zastosowanie obu biostymulatorow takze spowodowato wzrost liczby korzeni
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wzgledem roslin kontrolnych. Nie wykazano wptywu badanych traktowan na dlugosci

korzeni.

Tabela 63. Wptyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek H. hybridum *Royal Velvet’, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ' Li cz ba Dlggos’c’ Lic;ba Diugpéc’
ro$lin [g]  liSci[szt.]  liSci[cm]  korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 3,34 a* 3,48 ab 14,21 a 8,43 a 7,41 a
Goteo 3,75a 3,86 ¢ 15,12 ab 10,19 b 7,88 a
Folium 3,70 a 3,71 bc 1431a 10,09 b 7,53a
KAR1 4,63 b 3,95¢c 17,35b 13,14 c 6,61a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;

srednie porownywane w obrebie cechy.

U klonu 0033-10 (Tab. 64) zastosowanie biostymulatorow oraz KAR:

spowodowato wzrost masy roslin w odniesieniu do masy ros$lin w traktowaniu

kontrolnym. Wzrost liczby lisci odnotowano jedynie w przypadku traktowania ro$lin

KAR;. Zastosowanie biostymulatora Folium oraz KAR: zwigkszyto dlugos¢ lisci

w poréwnaniu do dhugosci lisci roslin kontrolnych. Najwigksza liczbe korzeni uzyskano

po zastosowaniu KAR1. Takze uzycie Goteo wptyneto na wytworzenie wigkszej liczby

korzeni niz w traktowaniu kontrolnym oraz Folium. Nie odnotowano wptywu badanych

biostymulatoréw oraz KAR1 na dlugos¢ korzeni.

Tabela 64. Wplyw traktowania biostymulatorami i KARy na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0033-10, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ' Li cz ba Dqugos’é Licgba Dlugpéc’
roslin [g]  lisci [szt.]  lisci [cm] Korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 0,51 a* 2,71a 10,75 a 752a 3,99a
Goteo 141Db 2,67 a 13,96 ab 9,62 b 4,54 a
Folium 158D 3,00 a 16,38 b 7,86 a 4,11 a
KAR1 1,37b 3,71b 16,61 b 11,52 ¢ 4,21 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;

$rednie porownywane w obregbie cechy.

W przypadku klonu 0037-13 (Tab. 65) zastosowanie Goteo oraz KAR1 wptyneto

na zwigkszenie liczby korzeni w poréwnaniu do liczby korzeni uzyskanych w roslinach

kontrolnych oraz traktowanych Folium. Nie odnotowano wptywu traktowan na pozostate

badane parametry biometryczne.
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Tabela 65. Wptyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0037-13, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ‘ Li cz ba Dh.lg()éé Licz_ ba Dl"ugoéé
ro$lin [g]  lisci [szt.]  lisci [cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,06 a* 2,38 a 9,23a 6,86 a 401a
Goteo 1,10 a 2,24 a 8,76 a 8,10 b 4,35a
Folium 150a 2,67 a 10,02 a 6,90 a 4,23 a
KAR; 145a 2,48 a 9,48 a 9,05¢ 4,37 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.

Klon 0040-31 (Tab. 66) zarcagowat pod wptywem Goteo oraz KAR; obnizeniem
masy roslin i rdwnoczesnym zwickszeniem liczby korzeni w odniesieniu do kontroli oraz
traktowania preparatem Folium. Wiecej lisci wytworzyly mikrosadzonki traktowane
Folium oraz KAR: niz mikrosadzonki traktowane Goteo, cho¢ byla to wartosé
porownywalna z kontrola. Nie odnotowano wptywu biostymulatorow oraz KAR: na
dtugos¢ lisci i korzeni.

Tabela 66. Wplyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0040-31, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba Dqugos’c’ Lic; ba Dlrug_os’c’
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci[cm] Kkorzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,13 b* 2,38 ab 10,41 a 5,95 a 4,24 a
Goteo 0,99 a 2,00 a 9,67 a 7,520 479a
Folium 1,04 ab 2,57b 11,32 a 6,48 a 3,92a
KAR; 0,95a 2,86 b 10,64 a 8,05b 3,97 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

U klonu 0050-15 (Tab. 67) po zastosowaniu obu biostymulatoréw liscie byty
krotsze w poréwnaniu do lisci mikrosadzonek kontrolnych. Traktowanie Goteo wptyneto
na zwigkszenie liczby lisci w poréwnaniu do traktowania KAR:. Rosliny traktowane
Goteo oraz KAR: wytworzyly wigcej i dluzszych korzeni w odniesieniu do ro$lin
kontrolnych. Nie wykazano wptywu badanych biostymulatorow oraz KAR: na masg

roslin.
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Tabela 67. Wptyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0050-15, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ‘ Li cz ba Dh.lg()éé Lic;ba Dlugoéé
ro$lin [g]  liSci[szt.]  liSci[cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 0,64 a* 2,76 ab 8,13 ¢ 3,67 a 2,99 a
Goteo 0,60 a 3,05b 6,33 a 457b 391D
Folium 0,57 a 2,81 ab 6,91 ab 4,10 ab 3,66 ab
KAR1 0,64 a 2,43 a 7,91 bc 533¢c 3,95b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku klonu 0050-16 (Tab. 68) zastosowanie KAR: spowodowalo wzrost
liczby lisci oraz korzeni w odniesieniu do roslin kontrolnych. Dodatkowo na wzrost
liczby korzeni w stosunku do ro$lin kontrolnych wptyn¢to zastosowanie Folium. Nie
odnotowano réznic w masie roslin, dtugos¢ lisci i korzeni.

Tabela 68. Wplyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0050-16, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ' Li cz ba Dqugos’c’ Licgba Dlugpéé
roslin [g]  lisci [szt.]  lisci [cm] Korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,59 a* 2,71 a 10,56 a 529 a 540 a
Goteo 1,66 a 2,81 ab 11,03 a 5,57 ab 5,48 a
Folium 1,45a 3,05 ab 10,23 a 6,00 b 514 a
KAR; 1,35a 3,14 b 9,74 a 6,00 b 5,04 a

*Wartos$ci oznaczone takimi samymi literami nie rdznig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

Mikrosadzonki klonu 0072-17 wytworzyly najwiecej korzeni pod wplywem
KAR1, dodatkowo wigcej korzeni niz w kontroli wytworzyty rosliny traktowane
obydwoma biostymulatorami (Tab. 69). Nie wykazano réznic w masie roslin, liczbie li§ci
oraz dtugosci lisci 1 korzeni po trzytygodniowej aklimatyzacji.

Tabela 69. Wplyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0072-17, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania rozliilsé[lg] liél,_clic f:zi] l]i)éililg[grs;] korlz_cla(r:lzikigzt.] ko]?zlélr%iOE(fm]
Kontrola 1,12 a* 291 a 12,89 a 4,57 a 4,12 a
Goteo 1,17 a 3,04 ab 13,24 a 521b 4,34 a
Folium 1,09 a 3,12 ab 12,98 a 518Db 4,38 a
KAR; 1,14 a 2,83a 12,67 a 6,12 c 519a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.
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W przypadku klonu 0003-13, wigksza mase roslin oraz wigcej liSci zanotowano
u mikrosadzonek traktowanych KAR:1 w poréwnaniu do tych cech u mikrosadzonek
traktowanych odpowiednio obydwoma biostymulatorami i samym Goteo (Tab. 70).
Dhuzsze korzenie, ale nie dtuzsze niz w kontroli, zaobserwowano w przypadku
zastosowania KAR1. Najwiecej korzeni wytworzyly mikrosadzonki traktowane KARj.
Nie wykazano wptywu badanych biostymulatoréw i KAR1 na dlugos$¢ lisci.

Tabela 70. Wptyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0003-13, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba Dlggos’c’ Lic; ba Dlug_oéc’
roslin [g]  lisci [szt.]  lisci [cm]  Kkorzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,18 ab* 2,05 ab 12,97 a 543 a 4,61 bc
Goteo 1,03 a 195a 12,26 a 586 Db 3,86 a
Folium 0,99 a 2,10 ab 12,80 a 552 a 4,03 ab
KAR; 1,41b 2,48 b 14,30 a 6,24 ¢ 531c

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

U klonu 0004-04 wigksza mase roslin po aklimatyzacji uzyskano po zastosowaniu
Goteo, dodatkowo biostymulator ten wptynal na uzyskanie dluzszych korzeni
w poréwnaniu do kontroli (Tab. 71). Dtuzsze liscie osiagngty rosliny traktowane Folium
niz ro$liny podlewane Goteo czy KAR1. Najwiecej korzeni wytworzyly mikrosadzonki
opryskiwane i podlewane KAR:, rownoczesnie uzycie obydwu biostymulatorow
wplyng¢to na uzyskanie wigkszej liczby korzeni niz w kontroli. Nie odnotowano réznic
w liczbie lisci.
Tabela 71. Wptyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0004-04, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba Dqugos’é Lic; ba Dlrug_oéé
roslin [g]  lisci[szt]  lisci[cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 0,96 a* 2,24 a 13,13 ab 4,10a 3,80 a
Goteo 1,34 b 2,43 a 11,17 a 514 b 4,63 b
Folium 1,10 ab 2,38 a 14,49 b 557b 4,24 ab
KAR; 1,07 ab 2,43 a 12,18 a 6,43 C 4,45 ab

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Po zastosowaniu Goteo oraz KAR1 w przypadku klonu 0004-05 (Tab. 72) masa
roslin oraz liczba i dtugos¢ korzeni wzrosty w odniesieniu do Folium i kontroli. Nie

wykazano réznic w liczbie i dhugoscei lisci.
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Tabela 72. Wptyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0004-05, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ‘ Li cz ba Dh.lg()éé Lic;ba Dlugoéé
ro$lin [g]  liSci[szt.]  liSci[cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,44 a* 2,33a 12,85a 5,53 a 4,04 a
Goteo 2,26 b 2,24 a 12,90 a 6,29 b 491D
Folium 143 a 2,38a 12,85a 5,57a 4,03 a
KAR1 2,13 b 2,48 a 13,36 a 6,48 b 526b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku klonu 0021-10 na wzrost liczby lisci w porownaniu do traktowania
biostymulatorami Goteo i Folium mialo wptyw zastosowanie KAR; (Tab. 73).
Dodatkowo regulator ten spowodowat wzrost liczby korzeni w odniesieniu do wszystkich
pozostatych traktowan. Zastosowanie KAR: skutkowato uzyskaniem dtuzszych korzeni
niz po zastosowaniu obu biostymulatoréw. Nie wykazano wptywu badanych
biostymulatoréw oraz KAR1 na mase ro$lin oraz dtugos¢ lisci.

Tabela 73. Wplyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0021-10, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa . Li cz ba ].)h.lgOéé Lic;ba Dlugos¢
ro$lin [g]  liSci[szt.]  liSci[cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,32 a* 2,48 ab 14,89 a 4,71 a 5,20 bc
Goteo 1,40 a 2,33 a 15,09 a 514 a 4,84 b
Folium 1,31a 2,29 a 15,43 a 4,86 a 4,27 a
KAR: 1,42 a 2,86 b 15,42 a 571b 571c

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

W przypadku klonu 0023-11 zastosowanie KAR1 wptyneto na zwigkszenie liczby
korzeni w poréwnaniu do Folium oraz kontroli (Tab. 74). Dodatkowo, traktowanie KARy
spowodowato wzrost dlugosci korzeni w odniesieniu do roslin traktowanych Goteo oraz
Folium. Nie odnotowano réznic w masie roslin, liczbie lisci oraz ich dtugosci.

Tabela 74. Wpltyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0023-11, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

. Masa Liczba Dhugos$é Liczba Dhugosé
Traktowania i To]  Tisi [szt.] liéclilg[grsr?] korzeni [szt.] korz;ﬁo[s;m]
Kontrola 1,33a* 2,29 a 15,84 a 4,38 a 4,52 ab
Goteo 1,40 a 2,14 a 15,03 a 4,90 ab 4,14 a
Folium 1,35a 2,29 a 15,73 a 471a 4,06 a
KAR; 1,44 a 2,38 a 15,59 a 538D 4,84 b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.
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Rosliny klonu 0062-10 (Tab. 75) podlewane i opryskiwane KAR: uzyskaty
wigkszg mas¢ po 3 tygodniach aklimatyzacji niz rosliny kontrolne. Najwiecej korzeni
wytworzyly mikrosadzonki traktowane KARj:. Goteo oraz KAR: wptynely na wzrost
dhugosci korzeni w poréwnaniu do zastosowania Folium. Nie wykazano roznic pomi¢dzy
traktowaniami w liczbie lisci oraz ich dtugosci.

Tabela 75. Wplyw traktowania biostymulatorami i KARy na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0062-10, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba Dlggos’c’ Lic; ba Dlug_oéc’
roslin [g]  lisci [szt.]  lisci [cm]  Kkorzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,49 a* 3,24 a 14,56 a 7,19 a 4,38 ab
Goteo 1,52 ab 3,19a 13,34 a 9,05Db 4,47 b
Folium 1,50 ab 3,48 a 1355 a 7,19 a 3,59 a
KAR: 1,76 b 3,62 a 15,48 a 10,38 ¢ 521b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

Zastosowanie Goteo oraz KAR: u klonu 0015-03 (Tab. 76) spowodowato
zwigkszenie masy roslin po trzytygodniowej aklimatyzacji wzgledem ro$lin kontrolnych
oraz traktowanych Folium. Dhluzsze liscie uzyskano poprzez zastosowanie Goteo,
w poréwnaniu do roslin kontrolnych oraz traktowanych Folium. Najwicksza liczba
korzeni charakteryzowaly si¢ rosliny opryskiwane i podlewane KAR;:. Dodatkowo na
zwigkszenie warto$ci tego parametru wzglgdem kontroli oraz Folium wptyneto Goteo.
Dtuzsze korzenie uzyskano poprzez traktowanie roslin Goteo w poréwnaniu do roslin
kontrolnych. Nie wykazano réznic pomiedzy traktowaniami w przypadku liczby lisci.

Tabela 76. Wplyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0015-03, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba Dqugos’é Lic; ba Dlrug_oéé
roslin [g]  lisci[szt.]  lici[cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,19 a* 2,43 a 15,13 a 4,76 a 3,85a
Goteo 1,39b 2,48 a 15,72 b 591D 4,68 b
Folium 1,16 a 2,53 a 15,12 a 471a 4,29 ab
KAR; 1,43 b 2,61a 15,23 ab 6,92 c 4,50 ab

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Zastosowanie Goteo oraz regulatora wzrostu KAR1 w przypadku klonu 0017-01
(Tab. 77) wptyneto jedynie na zwigkszenie liczby korzeni roslin w porownaniu do roslin
kontrolnych oraz traktowanych Folium. Nie wykazano wplywu badanych

biostymulatoréw i KAR1 dla pozostalych badanych parametrow.
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Tabela 77. Wptyw traktowania biostymulatorami i KAR1 na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0017-01, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ‘ Li cz ba Dh.lg()éé Lic;ba Dlugoéé
ro$lin [g]  liSci[szt.]  liSci[cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 0,96 a* 2,21a 14,50 a 592a 593a
Goteo 1,03a 2,27 a 14,21 a 7,59 b 5,98 a
Folium 1,11a 2,33a 14,28 a 6,56 a 5,86 a
KAR1 1,06 a 2,44 a 13,98 a 7,63 b 6,04 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obrebie cechy.

Zastosowanie KAR; u klonu 0075-25 (Tab. 78) spowodowato wzrost liczby lisci
wzgledem wszystkich pozostatych traktowan. Najwigksza liczbe korzeni uzyskano pod
wplywem KAR:. Dodatkowo Goteo zwigkszyt ten parametr w odniesieniu do roslin
kontrolnych oraz traktowanych Folium. Diuzsze korzenie niz kontrolne wytworzyty
ro$liny podlewane 1 opryskiwane Goteo oraz regulatorem KAR1. Nie wykazano wptywu
badanych preparatoéw na mase roslin oraz dtugos¢ lisci.

Tabela 78. Wplyw traktowania biostymulatorami i KARy na parametry biometryczne
mikrosadzonek klonu hodowlanego 0075-25, po 3 tygodniach aklimatyzacji ex vitro.

Traktowania M.asa ' Li cz ba Dqugos’c’ Licgba Dlugpéé
roslin [g]  lisci [szt.]  lisci [cm] Korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,38 a* 3,13a 15,89 a 4,67 a 4,03 a
Goteo 141a 3,28 a 16,09 a 519b 492 b
Folium 1,42 a 3,23 a 15,44 a 4,17 a 4,67 ab
KAR: 1,32 a 3,61b 15,43 a 6,69 c 4,96 b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie cechy.

5.8. Ocena wplywu nawozenia, biostymulacji i traktowania KAR; na

wybrane cechy roslin po 7 tygodniach uprawy

W doswiadczeniu oceniony zostal wplyw nawozu Kristalon Zielony (1 g-1™),
biostymulatoréw Goteo (0,2%) i Folium (0,5%) oraz KAR: (10° M) na wybrane
parametry biometryczne ro$lin rozmnozonych metoda in vitro, po 7 tygodniowym cyklu
uprawy. Uzyskane wyniki w przypadku zastosowanego nawozu i biostymulatoréw
przyczynig si¢ do rozwoju zalecen uprawowych, a w przypadku KAR1 sg pierwszym

doniesieniem odnos$nie wplywu tego regulatora ex vitro na badane rosliny Hippeastrum.

W przypadku klonu 6 H. xchmielii (Tab. 79) zastosowanie nawozu Kristalon

Zielony oraz biostymulatora Folium wptyneto na zwigkszenie masy roslin wzgledem
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pozostatych traktowan. Najwigcej liSci wytworzyly rosliny nawozone Kristalonem.
Takze zastosowanie Folium pozwolito na uzyskanie wigkszej liczby liSci w odniesieniu
do roslin kontrolnych. Najwigksza liczbe korzeni uzyskano po zastosowaniu nawozenia.
Zastosowanie obu biostymulatorow oraz KAR: spowodowato wzrost liczby korzeni
w porownaniu do kontroli, jednak po zastosowaniu biostymulatora Folium rosliny
charakteryzowaty si¢ mniejszg liczbg korzeni niz ro$liny traktowane Goteo czy KAR1.
Dhuzsze korzenie wytworzyly rosliny traktowane KARi, w poréownaniu z ro$linami
traktowanymi Folium oraz nawozem. W przypadku tego klonu nie wykazano roznic
w dhugosci lisci pomiedzy traktowaniami.

Tabela 79. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARj na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu 6 H. xchmielii, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania I\/I'asa . Li pzba Diggoéé Lic; ba Dlug_os’c’
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci [cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 2,42 a* 2,76 a 17,84 a 7,71a 7,48 abc
Kristalon Zielony 519c 4,19c 18,89 a 11,95d 6,50 a
Goteo 2,79 a 3,19 ab 18,57 a 10,33 ¢c 7,79 bc
Folium 3,80b 3,43b 18,00 a 9,52b 7,05 ab
KAR1 2,79 a 3,00 ab 15,33 a 10,43 ¢ 8,21c

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku klonu 18 H. xchmielii (Tab. 80) podlewanie i opryskiwanie
nawozem Kristalon spowodowato uzyskanie najwigkszej masy roslin ze wszystkich
kombinacji. Dodatkowo, na zwigkszenie masy roslin w odniesieniu do kontroli, Goteo
oraz KAR: wptyneto zastosowanie Folium. Nawozenie Kristalonem oraz biostymulacja
preparatem Folium spowodowaty zwiekszenie liczby lici w porownaniu do pozostatych
traktowan. Dhuzsze liscie w stosunku do roslin kontrolnych oraz traktowanych KARy
wytworzyty ro§liny nawozone. Takze Folium wplynat na wytworzenie dtuzszych lisci niz
rosliny kontrolne. Najwigcej korzeni uzyskano w roslinach traktowanych Folium oraz
KAR1, w poréwnaniu do pozostatych traktowan. Dodatkowo, po zastosowaniu nawozu
Kristalon zwigkszyta si¢ liczba korzeni w odniesieniu do kontroli oraz traktowania Goteo.
Dhuzsze korzenie zaobserwowano u roslin kontrolnych oraz traktowanych nawozem

I Goteo niz u roslin traktowanych Folium.
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Tabela 80. Wptyw biostymulatorow, nawozu i KARji na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu 18 H. xchmielii, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M.asa ‘ Li cz ba Diggoéé Licz_ ba Dl"ugoéé
roslin [g]  lisci [szt.]  liSci [cm]  Kkorzeni [szt.] korzeni [cm]

Kontrola 3,79 a* 2,90 a 17,03 a 6,14 a 12,33 b

Kristalon Zielony 8,62 ¢ 4,67 b 23,38 ¢ 7,29b 12,25 b

Goteo 3,63a 2,57 a 19,29 abc 6,14 a 12,22 b

Folium 7,14b 4,38 b 22,74 be 8,33 ¢ 10,40 a

KAR1 4,06 a 2,67a 18,53 ab 8,76 C 11,25 ab

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku odmiany *Gervase’ (Tab. 81) wi¢kszg mas¢ odnotowano u roslin ze
wszystkich kombinacji w porownaniu do masy roslin traktowanych KAR1. Najwiecej
lisci wytworzyty rosliny podlewane i opryskiwane nawozem Kristalon Zielony. Takze
Folium zwigkszyto ich liczbe w poréwnaniu do roslin kontrolnych i traktowanych KARj.
Dtluzsze liscie wytworzyty rosliny traktowane Kristalonem oraz Goteo w poréownaniu do
traktowanych KAR:. Najwigcej korzeni wytworzyly rosliny po zastosowaniu KARj,
nastepnie nawozu oraz Goteo. Najmniejszg liczbg korzeni charakteryzowaty si¢ rosliny
traktowane Folium. Jednak Folium wptyngto na wydhuizenie korzeni w odniesieniu do
ro$lin kontrolnych, a takze podlewanych i opryskiwanych Kristalonem oraz traktowanych
Goteo.

Tabela 81. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARy na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin H. hybridum ’Gervase’, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M'asa ' Li cz ba Dlggos’.c’ Licz_ ba Dlug_oéé
roslin [g]  lisci [szt.]  liSci [cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 4,70 b* 3,00 a 21,05 ab 8,48 b 7,56 a
Kristalon Zielony 515b 3,95¢ 22,08 b 9,90¢c 7,06 a
Goteo 511b 3,38 ab 22,77hb 9,52¢c 720 a
Folium 4,95b 3,62 bc 21,16 ab 73la 9,19b
KAR; 3,95a 3,05a 18,09 a 11,67d 8,02 ab

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Najwigksza mas¢ roslin odmiany ’Rio Negro’ uzyskano po zastosowaniu
Kristalonu i byta ona 0 70% wigksza niz w kontroli (Tab. 82). Masa roslin kontrolnych
po 7 tygodniach uprawy byla wyzsza niz masa ro$lin stymulowanych Folium.
Zastosowanie nawozu spowodowato uzyskanie najwickszej liczby lisci. Wyzsza liczbe
lisci odnotowano réwniez U roslin kontrolnych oraz traktowanych Folium i KARy,

a najnizsza U roslin podlewanych i opryskiwanych Goteo. Nawo6z wptynat na wydtuzenie
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lisci, ale tylko w pordwnaniu do roslin traktowanych KAR1. Najwigksza liczbg korzeni
odnotowano u roslin traktowanych regulatorem wzrostu KARj, a najnizsza u roslin
stymulowanych Folium. Nie wykazano wptywu badanych traktowan na dtugo$¢ korzeni.

Tabela 82. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARjp na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin H. hybridum ’Rio Negro’, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M.asa . Li pzba Diggoéé Licz_ ba Diugoéc’
roslin [g]  liSci [szt.]  liSci [cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 4,32 b* 2,86 b 20,29 ab 8,29b 7,15a
Kristalon Zielony 6,10 c 3,62 ¢ 21,90 b 8,14 b 6,60 a
Goteo 3,66 ab 2,19a 20,38 ab 8,29 b 6,57 a
Folium 3,25a 2,81b 20,66 ab 7,24 a 534a
KAR1 3,89 ab 2,81b 18,00 a 10,00 c 6,75a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

U odmiany ’Royal Velvet’” (Tab. 83) zastosowanie Folium jako jedyne
spowodowato wzrost masy roslin w porownaniu do pozostatych traktowan. Wyzsza
liczbg lisci charakteryzowaly si¢ rosliny nawozone oraz biostymulowane Folium
W odniesieniu  do roslin kontrolnych oraz traktowanych KARj:. Dodatkowo
zaobserwowano, ze rosliny podlewane i opryskiwane Goteo miaty wiecej lisci niz te
traktowane KAR:. Ro$liny stymulowane Folium wytworzyty dluzsze liscie niz rosliny
kontrolne, podlewane i opryskiwane Goteo i KAR:i. Najwyzsza liczbe korzeni
zanotowano u roslin stymulowanych Goteo oraz KAR4, a najnizsza u roslin kontrolnych.
Nie wykazano roznic w dtugosci korzeni pomiedzy traktowaniami.

Tabela 83. Wptyw biostymulatoréw, nawozu i KAR31, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roélin H. hybridum *Royal Velvet’, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba Dmgoéé Licgba Dlug_oéé
roslin [g]  lisci [szt.]  lisci [cm]  Korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 3,34 a* 3,48 ab 14,21 a 8,43 a 741a
Kristalon Zielony 3,75a 3,86 ¢ 15,12 ab 10,19b 7,88 a
Goteo 3,70 a 3,71 bc 14,31 a 13,14 ¢ 7,53 a
Folium 463b 3,95¢ 17,35b 10,19 b 6,61 a
KAR: 3,58 a 3,29 a 14,57 a 13,00 c 7,83 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku klonu 0033-10 (Tab. 84) najwyzsza mas¢ uzyskaty rosliny po
zastosowaniu Folium, kolejno traktowane KAR:, Goteo i nawozonych Kristalonem.

Liczba lisci byta wyzsza we wszystkich traktowaniach niz w kontroli. Rosliny traktowane
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Folium charakteryzowaly si¢ dluzszymi lis¢mi niz rosliny kontrolne oraz nawozone,
takze po zastosowaniu Goteo oraz KAR1 uzyskano dtuzsze lisci niz u roslin kontrolnych.
Najwigcej korzeni odnotowano u roslin traktowanych KAR1 w poréwnaniu do wszystkich
pozostatych kombinacji. W odniesieniu do kontroli wigkszg liczba korzeni
charakteryzowaty si¢ réwniez ro$liny traktowane Goteo, nastgpnie Folium oraz
Kristalonem. Nie wykazano réznic w dlugosci korzeni w zaleznosci od traktowania
roslin.

Tabela 84. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARj, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0033-10, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M.asa ‘ Li cz ba Diggoéé Licz_ ba Dl"ugoéé
roslin [g]  lisci [szt.]  liSci [cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 3,75 a* 3,48 a 17,47 a 11,57 a 7,00 a
Kristalon Zielony 5,09b 3,95 b 19,76 ab 13,95 b 7,19a
Goteo 7,08 ¢ 395D 23,62 bc 18,86 d 7,83a
Folium 9,01e 4,38 b 25,89 ¢ 14,71 c 7,19a
KAR1 7,90 d 4,24 b 23,27 bc 19,76 e 7,44 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

W przypadku klonu 0037-13 (Tab. 85) najwyzsza mase¢ roslin uzyskano po
traktowaniu Folium, kolejno po zastosowaniu Kristalonu oraz KAR1, nastepnie stosujac
Goteo. Najnizsza mase osiagnety rosliny kontrolne. Zastosowanie Folium spowodowato
zwigkszenie liczby lisci w odniesieniu do roslin kontrolnych oraz traktowanych Goteo,
natomiast zastosowanie nawozenia spowodowato wzrost liczby korzeni w stosunku do
kontroli. Najwigcej korzeni uzyskano po traktowaniu roslin KARji, kolejno po
zastosowaniu nawozenia i preparatu Goteo, nastgpnie — po traktowaniu roslin Folium.
Najmniejszg liczbe korzeni odnotowano w kontroli. Nie wykazano réznic w dtugosci lisci
oraz korzeni w zaleznosci od zastosowanych traktowan.

Tabela 85. Wptyw biostymulatoréw, nawozu i KAR31, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0037-13, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba D%ggoéc’ Lic; ba Dlrug_oéé
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci [cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 4,08 a* 3,05a 14,07 a 9,19a 7,56 a
Kristalon Zielony 575¢ 4,00 bc 16,51 a 12,05¢ 9,35a
Goteo 4,94 b 3,38 ab 15,07 a 11,67 ¢ 9,34 a
Folium 6,57 d 4,05c 17,03 a 10,24 b 8,47 a
KAR1 5,62c 3,67 abc 15,48 a 13,43 d 941a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.
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Wszystkie traktowania miaty wptyw na badane parametry klonu 0040-31 (Tab.
86). Najwyzsza mase uzyskano w przypadku roslin nawozonych, nastepnie traktowanych
Folium w odniesieniu do roslin traktowanych Goteo i KAR1. Najmniejszg mase, mniejsza
nawet od roslin kontrolnych, odnotowano U roslin traktowanych KAR:1. Wiecej lisci
wytworzyly rosliny nawozone oraz traktowane Folium, w stosunku do pozostatych
traktowan. Najdluzsze liScie uzyskano u roslin nawozonych, a dodatkowo rosliny
kontrolne miaty diluzsze liscie niz rosliny traktowane KAR:. Najwiecej korzeni
odnotowano u ro$lin po zastosowaniu regulatora KARji, Kkolejno u roslin
biostymulowanych Goteo, nawozonych oraz kontrolnych, a najmniej korzeni u roslin
traktowanych Folium, ktore to byly jednoczesnie najdtuzszymi. Nawozenie zwigkszyto
dhugos¢ korzeni w porownaniu do Korzeni ros$lin traktowanych Goteo oraz KARu.
Dodatkowo rosliny kontrolne posiadaty dtuzsze korzenie niz rosliny traktowane Goteo.

Tabela 86. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARj na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0040-31, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M.asa . Li pzba Dlggoéé Licz_ ba Dlugos¢
roslin [g]  liSci [szt.]  liSci [cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 4,55 bc* 3,05a 18,89 b 795D 8,36 bc
Kristalon Zielony 7,27 d 3,90b 22,79 ¢ 9,24c 8,62 ¢
Goteo 4,00 ab 3,05a 16,40 ab 10,81 d 7,12 a
Folium 4,76 ¢ 3,95b 18,89 ab 6,94 a 9,95d
KAR 3,66 a 3,24 a 15,41 a 12,05e 7,45 ab

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie rdznig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku klonu 0050-15 (Tab. 87) najwigksza mas¢ ro$lin uzyskano po
zastosowaniu nawozenia, kolejno u roslin traktowanych Folium, Goteo oraz regulatorem
KAR:. Najwigcej lisci wytworzyly rosliny traktowane Kristalonem. Zastosowanie obu
biostymulatoréw oraz KAR1 spowodowato wzrost liczby lisci wzgledem kontroli, jednak
Folium zwigkszyto ich liczbg wzglgdem roslin traktowanych KAR:. Najdtuzsze liscie
wytworzyly rosliny nawozone, ale nie byly one istotnie dluzsze niz po zastosowaniu
Folium. Najkrotsze odnotowano zas§ w roslinach kontrolnych. Najwigcej korzeni
odnotowano u roslin nawozonych oraz traktowanych KAR1. Dodatkowo na wzrost liczby
korzeni wzgledem roslin kontrolnych wptyneto traktowanie roslin zaréwno Goteo, jak

I Folium. Nie wykazano istotnych réznic pomigdzy traktowaniami w dtugosci korzeni.
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Tabela 87. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARj1, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0050-15, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M.asa ‘ Li cz ba Diggoéé Licz_ ba Dl"ugoéé
roslin [g]  lisci [szt.]  liSci [cm]  Kkorzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 1,48 a* 2,38 a 9,0la 5,62 a 594 a
Kristalon Zielony 3,50d 3,95d 13,33 d 8,8lc 6,79 a
Goteo 191b 3,14 bc 10,88 b 752b 595a
Folium 2,48 ¢ 343¢c 13,09 cd 8,05b 6,09 a
KAR1 1,87b 2,86 b 11,66 bc 8,86 ¢ 6,07 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Warto$ci wszystkich badanych parametrow klonu 0050-16 (Tab. 88) byty zalezne
od zastosowanych traktowan. Najwigksza mas¢ roslin uzyskano po zastosowaniu
nawozu, a najmniejszg — KAR1. Dodatkowo, wyzszg mas¢ niz w kontroli oraz u roslin
traktowanych KAR: uzyskano u ro$lin traktowanych Folium. Wigcej lisci wytworzyly
rosliny nawozone niz ro$liny kontrolne, traktowane Goteo oraz KAR:. Dluzsze liScie
wytworzyly rosliny nawozone niz rosliny kontrolne czy traktowane KAR:. Folium
wptynat na uzyskanie dtuzszych lisci w poréwnaniu do KAR1. Najwicksza liczbe korzeni
wytworzyly rosliny po zastosowaniu KAR1. Wyzszg liczbg korzeni w stosunku do Folium
odnotowano roéwniez dla roslin nawozonych i dla roslin traktowanych nawozem i Goteo,
a takze dla roslin kontrolnych. Dtuzsze korzenie otrzymano u roslin podlewanych
I opryskiwanych Goteo niz U ro$lin traktowanych KAR1.

Tabela 88. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARi na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0050-16, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba D%ggoéc’ Lic; ba Dlrug_oéé
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci [cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 4,43 b* 3,76 a 13,34 ab 9,430 7,18 ab
Kristalon Zielony 6,26 d 4,29 b 16,30 ¢ 10,19 ¢ 7,00 ab
Goteo 4,64 bc 3,76 a 14,84 abc 10,57 ¢ 785D
Folium 4,88 ¢ 4,10 ab 15,54 bc 8,76 a 7,18 ab
KAR: 3,66 a 3,71a 12,25 a 11,43 d 6,70 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

W przypadku klonu 0072-17 (Tab. 89) najwigksza mas¢ uzyskaty rosliny
nawozone, a najnizszg — kontrolne. Zastosowanie Folium zwigkszylo mase roslin
wzgledem pozostatych traktowan, a Goteo i KAR:1 zwigkszyly mas¢ w odniesieniu do
kontroli. Rosliny nawozone wytworzyly takze najwigcej liSci, a rosliny traktowane

obydwoma biostymulatorami wigcej niz rosliny traktowane KAR: oraz kontrolne.
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Kristalon oraz Folium spowodowaty zwickszenie dlugosci lisci w odniesieniu do
pozostatych traktowan. Zaobserwowano rowniez, ze zastosowanie Goteo oraz KAR:
wydtuzylto liscie wzgledem kontroli. Najwigcej korzeni wytworzyty rosliny traktowane
KAR1, a najmniej — kontrolne. Takze zastosowanie nawozu zwigkszyto liczbe korzeni
w stosunku do pozostatych traktowan, a oba biostymulatory wptynety na zwigkszenie
liczby korzeni wzgledem kontroli. Nie stwierdzono réznic w dtugosci korzeni pomigdzy
traktowaniami.

Tabela 89. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARj3, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0072-17, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M.asa . Li pzba Diggoéé Licz_ ba Diugoéc’
roslin [g]  liSci [szt.]  liSci [cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 2,69 a* 3,52 a 12,11 a 7,72 a 7,01a
Kristalon Zielony 4,71 d 5,07 d 16,44 d 1091 c 7,86 a
Goteo 3,12b 4,46 c 13,99 b 9,62 b 7,02 a
Folium 3,69¢ 4,55 ¢ 16,20 cd 10,04 b 7,16 a
KAR 3,08b 3,98b 14,15 b 12,98d 7,14 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

W przypadku klonu 0003-13 wykazano, iz najwigksza mas¢ osiagnely rosliny
podlewane nawozem Kristalon (Tab. 90). Dodatkowo, wyzsza mas¢ w poréwnaniu do
kontroli, Goteo oraz KAR: osiagne¢ty rosliny traktowane Folium. Liczba lisci byta
najwigksza u roslin nawozonych oraz traktowanych Folium, a najmniejsza u roslin
kontrolnych. Dtuzsze liscie uzyskano po zastosowaniu nawozu oraz Folium
W odniesieniu do roslin z pozostatych traktowan. Najwiecej korzeni wytworzyty rosliny
po zastosowaniu KARj1, kolejno rosliny nawozone, podlewane Goteo, a najmniej —
ro$liny kontrolne. Natomiast u roslin kontrolnych oraz traktowanych KAR1, wykazano
dhuzsze korzenie w poréwnaniu do roslin nawozonych oraz biostymulowanych Folium.

Tabela 90. Wptyw biostymulatoréw, nawozu i KARj1, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0003-13, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania I\/I'asa . Li pzba D%ggoéc’ Lic; ba Dlrug_os’é
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci [cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 4,18 a* 2,71 a 16,99 a 7,57 a 11,12 b
Kristalon Zielony 9,04 c 452c 23,79 b 9,48 c 9,29a
Goteo 4,52 a 3,10b 19,27 a 8,19b 10,14 ab
Folium 6,69 b 4,44 c 23,52 Db 7,90 ab 9,26 a
KAR: 4,69 a 2,90 ab 18,94 a 10,67d 11,30 b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.
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W przypadku Klonu 0004-04 nie wykazano réznic W dtugosci korzeni pomiedzy
traktowaniami (Tab. 91). Najwigksza mas¢ odnotowano u roslin po zastosowaniu
nawozenia oraz Folium, kolejno wieksza mase odnotowano dla ro$lin traktowanych
Goteo, a nastepnie KAR1, najmniejszg zas$ U roslin kontrolnych. Najwyzsza liczbe lisci
wytworzyly rosliny nawozone, a najmniejszg — kontrolne oraz traktowane Goteo i KAR;.
Na uzyskanie dtuzszych lisci wptyn¢to zastosowanie Folium w poréwnaniu do KARa.
Najwicksza liczbg korzeni charakteryzowaly si¢ rosliny traktowane KARi. Kolejno
wyzsze wyniki w poréwnaniu do ro$lin kontrolnych uzyskano dla traktowan Folium,
Goteo i nawozenia.

Tabela 91. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARj na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0004-04, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba Diggoéé Lic; ba Dlrug_os’c’
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci [cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 3,85 a* 3,05a 18,51 ab 7,71a 8,43 a
Kristalon Zielony 6,78 d 4,43 c 19,69 ab 12,43 d 8,66 a
Goteo 4,99 c 3,10 a 18,75 ab 11,33 ¢ 8,27 a
Folium 6,72 d 3,71b 19,76 b 9,76 b 8,77 a
KAR1 4,56 b 3,14a 1741 a 14,62 e 8,05a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

U klonu 0004-05 (Tab. 92) najwicksza mas¢ miaty ros$liny nawozone
Kristalonem, a najnizsza rosliny kontrolne oraz traktowane Folium. Wigksza mase
w poréwnaniu do ro$lin kontrolnych oraz traktowanych Folium uzyskaty jednak rosliny
po zastosowaniu Goteo oraz KAR:. Wigcej liSci niz w pozostatych traktowaniach
wytworzyly jedynie rosliny nawozone. Nawoz wptynat takze na zwigkszenie dtugosci
lisSci w odniesieniu do ro$lin kontrolnych oraz tych traktowanych Folium czy KARj.
Dodatkowo na dhlugos¢ lisci wptyngto zastosowanie Goteo wzglegdem kontroli oraz
Folium u badanych roslin. W przypadku liczby korzeni, zastosowanie KAR: pozwolito
uzyska¢ wickszg ich liczb¢ w porownaniu do kontroli, Folium oraz nawozu. Zaréwno
nawoz, jak 1 Goteo wptynety na zwigkszenie tego parametru wzgledem roslin kontrolnych

oraz traktowanych Folium. Nie wykazano réznic w dtugo$ci korzeni.
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Tabela 92. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KAR31, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0004-05, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M.asa . Li pzba Diggoéé Licz_ ba Diugoéc’
roslin [g]  liSci [szt.]  liSci [cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 5,87 a* 3,14 a 18,20 a 10,38 a 9,04 a
Kristalon Zielony 9,53 ¢ 3,90 b 22,93 ¢ 13,62 b 9,06 a
Goteo 7,98 b 2,90 a 21,76 bc 14,10 bc 8,73a
Folium 6,27 a 3,33a 18,71 a 9,67 a 9,38a
KAR1 7,38 Db 3,29 a 19,29 ab 1490 c 9,43 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Wykazano wplyw badanych traktowan na oceniane parametry biometryczne
klonu 0021-10 (Tab. 93). Traktowanie roslin nawozem oraz obydwoma biostymulatorami
wptyneto na zwickszenie masy wzgledem roslin kontrolnych oraz traktowanych KARj.
Dodatkowo zaobserwowano zwigkszenie masy roslin po zastosowaniu KAR:
w poréwnaniu do masy roslin kontrolnych. Wigcej lisci w odniesieniu do roslin
kontrolnych, traktowanych Goteo i KAR1 zaobserwowano po zastosowaniu nawozu oraz
Folium. Dluzsze liScie niz w traktowaniu kontrolnym odnotowano u ro$lin nawozonych
oraz stymulowanych obydwoma biopreparatami. Najwicksza liczbg korzeni wytworzyty
rosliny traktowane Goteo, nast¢pnie rosliny traktowane KAR1, nawozem oraz Folium.
Dhuzsze korzenie wzgledem roslin nawozonych oraz traktowanych Folium wytworzyty
rosliny traktowane KAR.

Tabela 93. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARi na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0021-10, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania I\/I'asa . Li pzba D%ggoéc’ Lic; ba Dlrug_os’é
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci [cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 4,84 a* 2,57 a 24,06 a 10,86 a 7,67 ab
Kristalon Zielony 8,84 c 3,38 b 28,52 b 16,33 ¢ 7,19a
Goteo 8,34 c 2,8la 27,91Db 2252 e 7,92 ab
Folium 9,87c 3,71b 28,46 b 14,71 b 751a
KAR1 6,56 b 2,71a 25,66 ab 20,38 d 8,40 b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Wykazano wptyw badanych traktowan na wszystkie oceniane parametry
biometryczne klonu 0023-11 (Tab. 94). Najwicksza mase osiggnety rosliny po
zastosowaniu nawozu Kristalon. Takze uzycie Folium wplyneto na zwigkszenie masy
wzgledem roslin z pozostatych traktowan. KAR: natomiast zwickszyta mase roslin

w poréwnaniu do roslin kontrolnych oraz traktowanych Goteo. Zastosowanie nawozu
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oraz Folium zwickszyto liczbg lisci w porownaniu do ro$lin kontrolnych oraz
traktowanych Goteo i KAR:. Ponadto te same traktowania zwigkszyty ich dlugosc¢
wzgledem kontroli oraz KAR:. Najwiecej korzeni wytworzyly rosliny podlewane
i opryskiwane KAR1. Kolejno wigcej korzeni niz rosliny kontrolne wytworzyty rosliny
traktowane nawozem, Goteo i Folium. Diluzsze korzenie wzgledem kontroli
zaobserwowano tylko u roslin traktowanych KAR;.

Tabela 94. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARj, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0023-11, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba Dlggoéé Lic; ba Dlug_oéc’
roslin [g]  lisci [szt.]  liSci [cm]  Kkorzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 3,85 a* 2,71a 19,83 a 8,38 a 7,00 a
Kristalon Zielony 6,90 d 3,95 b 23,86 b 10,24 d 8,02 ab
Goteo 3,66 a 2,67 a 21,18 ab 9,52 ¢ 7,25a
Folium 6,08 ¢ 3,52 b 23,01 Db 8,81b 8,09 ab
KAR 4,34 b 2,95a 19,80 a 10,90 e 8,67 b

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

W przypadku klonu 0062-10 (Tab. 95) zastosowanie KAR: wptyneto na wzrost
masy ro$lin wzgledem kontroli oraz traktowania Folium. Takze nawo6z spowodowat
wzrost masy ros$lin w poroéwnaniu do roslin kontrolnych. Ro$liny traktowane KAR:
charakteryzowaty si¢ najwickszg liczbg korzeni. Ponadto traktowania: Goteo, Kristalon
I Folium, zwigkszyly kolejno liczbg korzeni wzgledem kontroli. Nie wykazano réznic
w liczbie i dtugosci lisci oraz dtugosci korzeni.

Tabela 95. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KAR: na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0062-10, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba D%ggoéc’ Lic; ba Dlrug_oéé
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci [cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 7,15 a* 3,71a 23,76 a 16,95 a 6,72 a
Kristalon Zielony 8,52 bc 3,95a 25,44 a 20,52 ¢ 6,87 a
Goteo 8,00 abc 3,86 a 24,38 a 22,76 d 6,87 a
Folium 7,51 ab 3,56 a 24,48 a 19,57 b 6,64 a
KAR1 8,8lc 3,85a 25,35a 24,67 e 7,59 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Dla klonu 0015-03 wykazano wplyw badanych traktowan na wszystkie oceniane
parametry biometryczne, z wyjatkiem dtugosci lisci (Tab. 96). Najwyzszg mase

odnotowano u roslin nawozonych, a najnizsza u roslin kontrolnych oraz traktowanych
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Folium. Zastosowanie Goteo oraz KAR1 wptyngto na zwigkszenie masy roslin wzgledem
roslin kontrolnych oraz traktowanych Folium. Wigcej niz we wszystkich pozostatych
traktowaniach i réwnoczesnie najdtuzszych lisci zanotowano u roslin podlewanych
i opryskiwanych nawozem. Dtuzsze od kontroli byly tez liScie traktowane Goteo.
Najwigksza liczbe korzeni wytworzyty rosliny podlewane i opryskiwane Goteo oraz
KAR:. Zastosowanie nawozu spowodowalo wzrost liczby korzeni w poréwnaniu do
roslin kontrolnych i traktowanych Folium.

Tabela 96. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KARj, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0015-03, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M.asa . Li pzba Diggoéé Licz_ ba Diugoéc’
roslin [g]  liSci [szt.]  liSci [cm]  korzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 7,71 a* 4,17 a 16,73 a 12,54 a 8,21a
Kristalon Zielony 11,37 ¢ 4,93 b 21,46 ¢ 15,78 b 8,23 a
Goteo 9,82b 3,93a 18,29 b 17,11 ¢ 7,90 a
Folium 8,0la 4,26 a 17,24 a 11,83 a 8,55a
KAR 9,22 b 4,22 a 17,82 ab 17,06 c 8,60 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obregbie cechy.

W przypadku klonu 0017-01 zaobserwowano wplyw badanych traktowan na
wszystkie oceniane parametry biometryczne, z wyjatkiem dtugosci lisci (Tab. 97).
Najci¢zsze rosliny uzyskano w przypadku traktowania Kristalonem. Zwickszenie masy
ro$lin, w porownaniu do ro$lin kontrolnych oraz traktowanych Folium, odnotowano takze
po zastosowaniu Goteo oraz KAR:. Wigkszg liczba lisci charakteryzowatly si¢ rosliny
traktowane nawozem oraz Folium w odniesieniu do pozostatych traktowan. Nawoz
spowodowat rowniez wzrost dilugosci lisci wzgledem ro$lin kontrolnych oraz
traktowanych Folium i KARi. Najwiecej korzeni wytworzyly rosliny podlewane
i opryskiwane KAR1, najmniej rosliny kontrolne i traktowane Folium. Uzycie Goteo

zwigkszyto liczbe korzeni wzgledem pozostatych traktowan.
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Tabela 97. Wplyw biostymulatorow, nawozu i KAR31, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0017-01, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M.asa ‘ Li cz ba Diggoéé Licz_ ba Dl"ugoéé
roslin [g]  lisci [szt.]  liSci [cm]  Kkorzeni [szt.] korzeni [cm]
Kontrola 4,08 a* 2,83a 16,11 a 7,17 a 6,55 a
Kristalon Zielony 7,74 ¢ 3,59 b 18,84 b 10,41 b 6,57 a
Goteo 539b 2,59a 17,97 ab 11,89¢ 6,24 a
Folium 4,48 a 3,62Db 16,62 a 7,46 a 6,89 a
KAR1 5,59 b 2,98 a 16,20 a 13,69 d 6,94 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

Wykazano wptyw badanych substancji na wszystkie oceniane cechy klonu 0075-
25 z wyjatkiem dtugosci korzeni (Tab. 98). Najwigksza mase¢ roslin zanotowano po
zastosowaniu nawozu Kiristalon, a najmniejsza u ro$lin kontrolnych i traktowanych
Folium. Rowniez rosliny stymulowane Goteo posiadaty wigksza mase niz rosliny
kontrolne oraz podlewane i opryskiwane Folium oraz KAR:. Wiecej lisci wytworzyty
ro$liny traktowane nawozem oraz Folium niz ro$liny kontrolne oraz traktowane Goteo
I KAR1. Dluzsze liscie w porownaniu do kontroli zaobserwowano u roslin nawozonych
oraz ro$lin traktowanych Folium i KAR1. Dodatkowo na wzrost tego parametru wptyngto
uzycie Goteo, poniewaz wzgledem roslin kontrolnych oraz traktowanych Folium, rosliny
charakteryzowaty si¢ dluzszymi lis¢mi. Najwigcej korzeni wytworzyly rosliny
traktowane KAR1. Dodatkowo zaobserwowano, iz naw6z oraz Goteo zwigkszyly warto$¢
tego parametru u roslin kontrolnych, ale takze traktowanych Folium.

Tabela 98. Wptyw biostymulatoréw, nawozu i KARj1, na parametry biometryczne
zaaklimatyzowanych roslin klonu hodowlanego 0075-25, po 7 tygodniach uprawy.

Traktowania M‘asa ' Li cz ba D%ggoéc’ Lic; ba Dlrug_oéé
roslin [g]  lisci[szt.]  lisci [cm] Korzeni[szt.] korzeni [cm]
Kontrola 8,92 a* 422 a 22,07 a 12,69 a 7,18 a
Kristalon Zielony 13,78 d 4,98 b 26,80 c 15,93 b 7,20 a
Goteo 12,03 ¢ 3,98 a 25,63 bc 15,41 b 6,87 a
Folium 9,32a 4,71 b 22,58 a 11,98 a 752 a
KAR: 10,43 b 4,37 a 23,16 ab 17,21 ¢ 7,57 a

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrebie cechy.

~132 ~



5.9. Analizy zawartoSci skrobi i fruktanow

5.9.1. Wplyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR1 na zawartos¢

skrobi i fruktanow w cebulach Hippeastrum po 7 tygodniach uprawy

Ponizej w do$wiadczeniu oceniony zostal wptyw nawozu Kristalon Zielony
(1 g-1'"), biostymulatorow Goteo (0,2%) i Folium (0,5%) oraz KAR: (10° M) na
zawarto$ci skrobi i fruktanow w cebulach Hippeastrum po zakonczonym cyklu
uprawowym. Stezenie cukrow zapasowych ma kluczowe znaczenie dla przechowywania
cebul. Wigksza koncentracja cukrow przyczynia si¢ do poprawy zdolnosci

przechowalniczych organow spichrzowych oraz jakosci kwiatow.

Analiza zawarto$ci skrobi w cebulach $rednio z kombinacji dos§wiadczalnych dla
badanych genotypow: klonu 6 H. xchmielii, odmiany *Gervase’ oraz ich trzech klonow
potomnych 0033-10, 0037-13, 0040-31 (Tab. 99) wykazata najwicksza jej zawarto$é
u klonu 0037-13. Kolejno nizsza koncentracje odnotowano u odmiany *Gervase’, klonu
0040-31 oraz formy matecznej, czyli klonu 6, a najnizsza u klonu 0033-10. W przypadku
fruktanéw najwyzsza koncentracje tego cukru odnotowano w cebulach klonu 0040-31.
Nizsze zawartosci odnotowano u klonu 0037-13, formy matecznej oraz klonu 0033-10.

Forma ojcowska (’Gervase’) posiadata najnizszg zawarto$¢ fruktanow.

Cebule traktowane KAR: posiadaty srednio dla badanych genotypow najwicksza
zawarto$¢ skrobi i fruktanéw. Kolejno nizsze wyniki dla skrobi uzyskano po
zastosowaniu biostymulatorow Folium i Goteo, a nast¢gpnie w kombinacji kontrolnej.
Najnizsze stezenie skrobi odnotowano w cebulach roslin nawozonych Kristalonem,
nizsze nawet niz w kontroli. W przypadku fruktanow kolejno wyzsze ich zawartosci - po
kombinacji z KAR: - dotyczyly traktowania kontrolnego, biostymulatorem Goteo,

nawozem, a najnizsze po zastosowaniu Folium (Tab. 99).
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Tabela 99. Zawartos¢ skrobi i fruktanéow (mg-g's.m.) w cebulach klonu 6, odmiany

’Gervase’ 1 ich klonow potomnych — $rednia dla genotypéw 1 traktowan
doswiadczalnych.
H. H. Klon Klon Klon
Genotyp xchmielii ~ hybridum  hodowlany  hodowlany  hodowlany
klon 6 "Gervase’ 0033-10 0037-13 0040-31
Skrobia 0,46 b* 0,61d 0,37 a 0,69 e 0,53 ¢
Fruktany 607,46 c 388,93 a 593,17 b 633,05d 639,24 e
Traktowanie  Kontrola Kr_lstalon Goteo Folium KAR1
Zielony
Skrobia 0,47 b 0,40 a 0,51c 0,56d 0,71e

Fruktany 611,35d 516,39 b 598,25 ¢ 503,05 a 632,81 e

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie genotypow i traktowan doswiadczalnych.

Analiza wynikow dla klonu 6, odmiany ’Gervase’ oraz trzech klonow bedacych
wynikiem krzyzowania tych form rodzicielskich, wykazata wptyw badanych substancji
podczas 7 tygodniowej uprawy na zawartosci skrobi (Wykres 8). Najwyzsza jej zawartos¢
odnotowano w cebulach klonu 0037-13 traktowanych Folium, a najmniejsza w cebulach

kontrolnych klonu 0033-10 oraz traktowanych Kristalonem i Goteo.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05.

Wykres 8. Wplyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR: na zawartos$¢
skrobi w cebulach klonu 6 H. xchmielii i H. hybridum ’Gervase’ oraz klonow
hodowlanych 0033-10, 0037-13, 0040-31 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg 1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"" Agro-Sorb® Folium; 5-KAR:
10° M)
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Analiza wynikow dla klonu 6, odmiany *Gervase’ oraz trzech klonow bedacych
wynikiem krzyzowania tych form rodzicielskich, wykazata wptyw badanych substancji
takze na zawarto$ci fruktanow (Wykres 9). Najwyzszg ich zawarto§¢ zanotowano dla
klonow: 0037-13 w cebulach roélin kontrolnych oraz 0040-31 traktowanych Goteo
I KAR1. Nastepnie dla klonu 6 w cebulach traktowanych Kristalonem oraz klonu 0033-
10 w cebulach kontrolnych i traktowanych KARy, jednak uzyskane wyniki nie r6znily si¢
statystycznie od wyniku uzyskanego dla cebul kontrolnych klonu 6. Najnizszg zawarto$¢
fruktanow odnotowano w przypadku cebul odmiany ’Gervase’ uprawianych z dodatkiem

Kristalonu Zielonego.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05.

Wykres 9. Wplyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR1 na zawarto$¢
fruktanéw w cebulach klonu 6 H. Xxchmielii i H. hybridum ’Gervase’ oraz klonow
hodowlanych 0033-10, 0037-13, 0040-31 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg-1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"' Agro-Sorb® Folium; 5-KAR;
10° M)

Zawartosci skrobi w cebulach $rednio z kombinacji do§wiadczalnych dla klonu
6 H. xchmielii, odmiany ’Royal Velvet’ oraz ich klonéw potomnych (Tab. 100) byta
najwieksza u klonu 0072-17. Kolejno nizsze wartosci odnotowano u klonu 0050-16,
formy ojcowskiej oraz klonu 0050-15. Klon 6 charakteryzowat si¢ najnizsza zawarto$cia
skrobi w cebulach. W przypadku fruktanéw $rednio najwyzsza koncentracje rowniez

posiadat klon 0075-17. Klon 0050-15, 0050-16 oraz klon 6 H. xchmielii posiadalty

wyzsza zawarto$¢ tego cukru niz odmiana 'Royal Velvet’.
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Analiza wszystkich badanych genotypéw wykazala najwickszy wplyw
traktowania KAR1 na zawarto$¢ skrobi w cebulach (Tab. 100). Kolejne zawartosci skrobi
odnotowano w cebulach roslin kontrolnych, traktowanych Goteo, traktowanych Folium,
a najmniejszg w cebulach nawozonych Kristalonem. Dla fruktanéw najwyzsza zawartos¢
odnotowano u roslin traktowanych Goteo, a kolejng wartos¢ po zastosowaniu KARj.
Nizsze wartos$ci akumulacji fruktanéw niz w kontroli zidentyfikowano w cebulach roslin
podlewanych i opryskiwanych nawozem Kristalon oraz biostymulatorem Folium.
Tabela 100. Zawartos¢ skrobi i fruktanow (mg-g's.m.) w cebulach klonu 6, odmiany

’Royal Velvet’ 1 ich klonéw potomnych — S$rednia dla genotypéw 1 traktowan
doswiadczalnych.

H. H. Klon Klon Klon
Genotyp xchmielii hybridum hodowlany  hodowlany  hodowlany

klon 6 "Royal Velvet’ 0050-15 0050-16 0072-17

Skrobia 0,46 a* 0,63¢c 0,55b 0,66 d 0,76 e
Fruktany 607,46 b 598,66 a 737,77 d 631,37 ¢ 779,09 e

Traktowanie Kontrola Kr_lstalon Goteo Folium KAR:

Zielony

Skrobia 0,66 d 0,49 a 0,63¢c 0,54 b 0,74 ¢

Fruktany 689,16 ¢ 621,29 b 722,25 ¢ 605,98 a 715,68 d

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05;
srednie porownywane w obrgbie genotypow i traktowan do§wiadczalnych.

Uzyskane wyniki dla klonu 6, odmiany ’Royal Velvet’ oraz trzech klonow
powstatych ze skrzyzowania tych form, wykazaly wplyw badanych substancji na
zawartosci skrobi po 7 tygodniach uprawy (Wykres 10). Najwyzszg zawarto$¢ skrobi
odnotowano w cebulach klonu 0072-17 traktowanych KAR:. Kolejno wysokie wyniki
uzyskano dla odmiany ’Royal Velvet’ z traktowania cebul Goteo, klonu 0050-16
z traktowania KAR1 oraz klonu 0072-17 w cebulach kontrolnych i traktowanych Goteo.
Najnizszg za$ warto$¢ tego cukru odnotowano w cebulach klonu 6 z traktowan
Kristalonem Zielonym, Goteo oraz Folium, a takze w cebulach klonu 0050-15

traktowanych Kristalonem.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05.

Wykres 10. Wptyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR1 na zawarto$¢
skrobi w cebulach klonu 6 H. xchmielii i H. hybridum ’Royal Velvet’ oraz klonow
hodowlanych 0050-15, 0050-16, 0072-17 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg-1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"' Agro-Sorb® Folium; 5-KAR:
10° M)

Analiza wynikéw klonu 6, odmiany ’Royal Velvet’ oraz trzech klondéw
powstalych ze skrzyzowania tych form, wykazata wplyw badanych substancji na
zawartos$ci fruktanéw (Wykres 11). Najwyzszg zawarto$¢ fruktanéw zaobserwowano
w cebulach klonu 0050-15 traktowanych Goteo, kolejno nizsze wartosci odnotowano
w cebulach klonu 0072-17 podlewanych tym samym biostymulatorem, a nastgpnie
w cebulach uprawianych z dodatkiem KAR:. Najnizsza zawarto$¢ fruktanow
odnotowano w cebulach odmiany ’Royal Velvet’ uprawianych z dodatkiem

biostymulatora Folium.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci o = 0,05.

Wykres 11. Wptyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR1 na zawarto$¢
fruktanow w cebulach klonu 6 H. xchmielii i H. hybridum ’Royal Velvet’ oraz klonow
hodowlanych 0050-15, 0050-16, 0072-17 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg-1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"" Agro-Sorb® Folium; 5-KAR:
10°° M)

Analiza zawarto$ci skrobi i fruktanow (Srednio dla traktowan) w cebulach klonu
18, odmiany ’Gervase’ oraz ich trzech genotypow potomnych (Tab. 101) wykazata
najwigksza ich zawarto$¢ w cebulach klonu 0004-05. Nizsze zawartosci tego cukru
odnotowano u klonu 0004-04, odmiany *Gervase’ i klonu 0003-13. Najnizszg zawarto$¢
skrobi wykryto w cebulach roslin kontrolnych. W przypadku fruktanéw klon 18 posiadat
wyzszg zawarto$¢ niz pozostate genotypy. Nizsze zawartosci odnotowano kolejno

u klonéw 0004-04, 0003-13 i odmiany ’Gervase’.

Srednio dla genotypow, na najwicksza akumulacje skrobi i fruktanéw w cebulach
wplyn¢to zastosowanie KAR: (Tab. 101). Nastepng w kolejnosci zawarto$¢ skrobi
odnotowano u roslin kontrolnych, a fruktanow w cebulach roslin kontrolnych oraz

traktowanych Goteo.
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Tabela 101. Zawarto$¢ skrobi i fruktanow (mg-g's.m.) w cebulach klonu 18, odmiany

’Gervase’ 1 ich klonow potomnych — $rednia dla genotypéw 1 traktowan
doswiadczalnych.
H. H. Klon Klon Klon
Genotyp xchmielii ~ hybridum  hodowlany  hodowlany  hodowlany
klon 18 "Gervase’ 0003-13 0004-04 0004-05
Skrobia 0,58 a* 0,61b 0,61b 0,65¢ 0,67d
Fruktany 649,56 d 388,93 a 473,22 b 597,76 ¢ 685,71 e
Traktowanie  Kontrola Kr_lstalon Goteo Folium KAR1
Zielony
Skrobia 0,67 c 0,51a 0,64 Db 0,52 a 0,79d

Fruktany 584,40 c 489,43 b 585,56 ¢ 474,96 a 660,83 d

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05;
$rednie porownywane w obrgbie genotypow i traktowan doswiadczalnych.

Analiza wynikow zawarto$ci skrobi w roslinach klonu 18, odmiany ’Gervase’
oraz trzech klonéow powstalych ze skrzyzowania tych form rodzicielskich, wykazata
wplyw badanych traktowan na zawartos¢ tego cukru (Wykres 12). Najwyzszg zawartos¢
odnotowano w cebulach klonu 18 uprawianych z dodatkiem KAR4, ale wynik ten nie byt
roézny od uzyskanego dla cebul klonu 0004-04 takze traktowanych KAR:. Najnizsza
zawartosci skrobi odnotowano w cebulach klonéow 18 i 0003-13 uprawianych

z dodatkiem Folium.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05.

Wykres 12. Wptyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR; na zawarto$¢
skrobi w cebulach klonu 18 H. xchmielii i H. hybridum ’Gervase’ oraz klonow
hodowlanych 0003-13, 0004-04, 0004-05 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg-1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"' Agro-Sorb® Folium; 5-KAR:
10° M)
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Analiza wynikow dla klonu 18, odmiany ’Gervase’ oraz trzech klonéw
powstatych ze skrzyzowania tych form rodzicielskich, wykazata wptyw traktowan na
zawarto$¢ fruktanow (Wykres 13). Najwyzszg zawarto$¢ fruktandw posiadaty cebule
klonu 18 oraz klonu 0004-05 traktowanych KAR;. Kolejno wysokie warto$ci uzyskaty
cebule kontrolne klonu 18, klonu 0004-04 traktowane KAR: oraz klonu 0004-05
traktowane Goteo. Najnizszg za$ zawartos$¢ fruktanéw odnotowano w cebulach odmiany

’Gervase’ podlewanych Kristalonem.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znia si¢ mi¢dzy soba dla poziomu istotnosci a = 0,05.

Wykres 13. Wptyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR;1 na zawarto$¢
fruktanow w cebulach Klonu 18 H. xchmielii i H. hybridum *Gervase’ oraz klonow
hodowlanych 0003-13, 0004-04, 0004-05 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg-1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"" Agro-Sorb® Folium; 5-KAR;
10° M)

Analiza zawartosci skrobi w cebulach ($rednio dla traktowan) Kklonu
18 H. xchmielii, odmiany ’Rio Negro’ oraz klonéw potomnych (Tab. 102) wykazata
najwieksza zawartos¢ u formy ojcowskiej — ’Rio Negro’. Kolejno wyzszg zawartos¢
odnotowano u klonu 0023-11 i 0062-10 wzgledem klonu 18 oraz 0021-10. Najwigcej
fruktanéw zakumulowat klon 18 H. xchmielii. Nizsze zawarto$ci odnotowano u klonow
0062-10, 0021-10 1 0023-11. Forma ojcowska posiadata srednio najnizsza zawartos¢ tego

cukru w swoich cebulach.

Cebule traktowane KAR: posiadaly $rednio dla badanych genotypow najwicksza

zawarto$§¢ skrobi i fruktanéw. Kolejno nizsze wyniki uzyskano po zastosowaniu
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biostymulatoréw Goteo. Nizsze zawarto$ci obu cukrow od zawarto$ci uzyskanych
w cebulach roslin kontrolnych uzyskano po zastosowaniu Kristalonu oraz Folium (Tab.
102).

Tabela 102. Zawartos¢ skrobi i fruktanéw (mg-g's.m.) w cebulach klonu 18, odmiany
’Rio Negro’ i ich klonéw potomnych — $rednia dla genotypow i traktowan
doswiadczalnych.

H. H. Klon Klon Klon
Genotyp xchmielii hybridum hodowlany  hodowlany  hodowlany

klon 18 "Rio Negro’ 0021-10 0023-11 0062-10

Skrobia 0,58 a* 0,75d 0,57 a 0,72¢c 0,60 b
Fruktany 649,56 e 29931 a 529,14 ¢ 523,34 b 575,70 d

Traktowanie Kontrola Kr_lstalon Goteo Folium KAR;

Zielony

Skrobia 0,66 b 0,51a 0,69c 0,53 a 0,83 d

Fruktany 550,51 ¢ 439,40 b 557,98 d 387,53 a 641,63 e

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ migdzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrgbie genotypow i traktowan doswiadczalnych.

Analiza wynikow dla klonu 18, odmiany ’Rio Negro’ oraz trzech klonow
bedacych wynikiem krzyzowania tych form rodzicielskich, wykazata wptyw badanych
substancji na zawartos$ci skrobi (Wykres 14). Najwyzszg zawarto$¢ skrobi odnotowano
w cebulach odmiany ’Rio Negro’ traktowanych KAR:. Kolejne wysokie zawartosci
odnotowano w cebulach klonu 18 z traktowania KAR: i klonu 0023-11 z kontroli, ale nie
roznity si¢ one istotnie od zawartosci w cebulach 0023-11 i 0062-10 traktowanych KAR1.
Najmniejsza za$ zawarto$¢ skrobi odnotowano w cebulach klonu 18 traktowanych
Folium, klonu 0021-10 traktowanych Kristalonem oraz w cebulach kontrolnych klonu
0062-10.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05.

Wykres 14. Wptyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR1 na zawarto$¢
skrobi w cebulach klonu 18 H. xchmielii i H. hybridum ’Rio Negro’ oraz klonow
hodowlanych 0021-10, 0023-11, 0062-10 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg-1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"* Agro-Sorb® Folium; 5-KAR;
10°° M)

Analiza wynikow dla klonu 18, odmiany ’Rio Negro’ oraz trzech klonow
bedacych wynikiem krzyzowania tych form rodzicielskich, wykazata wptyw badanych
substancji na zawartosci fruktanow (Wykres 15). Najwyzszg zawarto$¢ fruktanow
zanotowano u cebul klonu 18 traktowanych KAR:. Kolejno wysokie wyniki uzyskano
w cebulach kontrolnych klonu 18 oraz klonu 0021-10 traktowanych KAR1, a nastepnie
w cebulach klonu 0021-10 traktowanych Goteo i roslinach klonéw 0023-11 i 0062-10
traktowanych KAR:. Najnizszg zawarto$¢ fruktanow odnotowano w przypadku cebul

odmiany ’Rio Negro’ traktowanych Kristalonem Zielonym oraz Folium.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05.

Wykres 15. Wptyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR;1 na zawarto$¢
fruktanow w cebulach klonu 18 H. xchmielii i H. hybridum "Rio Negro’ oraz klonow
hodowlanych 0021-10, 0023-11, 0062-10 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg-1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"' Agro-Sorb® Folium; 5-KAR:
10° M)

Analiza zawartoéci skrobi w cebulach (Srednio z traktowan) Kklonu
18 H. xchmielii, odmiany 'Royal Velvet’ oraz trzech ich klonow potomnych (Tab. 103)
wykazata najwigksza jej zawartos¢ u klonu 0015-03. Nizsze wartosci odnotowano
u formy ojcowskiej 'Royal Velvet’ i klonu 0017-01. Nizsza zawarto$¢ od klonu
18 zanotowano tylko u klonu 0075-25. W przypadku fruktanow $rednio najwyzsza jego
zawarto$¢ posiadat klon 0017-01. Kolejno nizsze zawartosci Wykazaty: klon 0015-03,
forma mateczna, klon 0075-25 i odmiana *'Royal Velvet’.

Najwigkszy wptyw traktowania na zawartos¢ skrobi i fruktanow w cebulach
wszystkich badanych genotypow wykazata KAR1. Kolejno nizsze zawartosci obu tych
cukrow odnotowano u roslin kontrolnych, nastepnie u traktowanych biostymulatorem
Goteo 1 nawozem Kristalon Zielony. Najnizsze zawarto$ci skrobi 1 fruktanow

zanotowano po zastosowaniu biostymulatora Folium (Tab. 103).
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Tabela 103. Zawarto$¢ skrobi i fruktanow (mg-g's.m.) w cebulach klonu 18, odmiany
’Royal Velvet” i ich klonéw potomnych - S$rednia dla genotypow i traktowan
doswiadczalnych.

H. H. Klon Klon Klon
Genotyp xchmielii hybridum hodowlany  hodowlany  hodowlany

klon 18 ’Royal Velvet’ 0015-03 0017-01 0075-25

Skrobia 0,58 b* 0,63c¢c 0,67d 0,62 ¢ 0,55 a
Fruktany 649,56 ¢ 598,66 a 724,96 d 786,70 e 617,20 b

Traktowanie Kontrola Kr'lstalon Goteo Folium KAR1

Zielony

Skrobia 0,68 d 0,49b 0,62c 0,41 a 0,84 ¢

Fruktany 769,43 d 642,65 b 679,09 c 47157 a 814,33 ¢

*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05;
srednie porownywane w obrgbie genotypow i traktowan doswiadczalnych.

Analiza wynikow dla klonu 18, odmiany ’Royal Velvet’ oraz trzech klonow
pochodzacych ze skrzyzowania tych form rodzicielskich, wykazata wplyw badanych
substancji na zawartosci skrobi w cebulach po 7 tygodniowej uprawie (Wykres 16).
Najwyzszg zawarto$¢ skrobi odnotowano w cebulach klonu 0015-03 traktowanych
KAR4, jednak warto$¢ ta nie roznita si¢ statystycznie od wartosci uzyskanej w cebulach
Klonu 0017-01 dla tego samego traktowania. Najnizsza zawarto$¢ skrobi uzyskano
w cebulach klonu 18 oraz klonu 0075-25 traktowanych Folium. Podobng zawartos¢

odnotowano w cebulach klonu 0017-01 réwniez traktowanych biostymulatorem Folium.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05.

Wykres 16. Wptyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR1 na zawarto$¢
skrobi w cebulach klonu 18 H. xchmielii i H. hybridum °Royal Velvet’ oraz klonow
hodowlanych 0015-03, 0017-01, 0075-25 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg-1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"" Agro-Sorb® Folium; 5-KAR:
10° M)
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Analiza wynikow klonu 18, odmiany ’Royal Velvet’ oraz trzech klonow
pochodzacych ze skrzyzowania tych form rodzicielskich, wykazata wpltyw badanych
substancji na zawartosci fruktandéw w cebulach (Wykres 17). Najwyzszg zawarto$¢
fruktanéw odnotowano w cebulach klonu 0017-01 traktowanych KAR1, jednak wynik
ten nie roznit si¢ statystycznie od uzyskanego dla cebul roslin kontrolnych. Kolejne
wysokie zawarto$ci odnotowano w cebulach klonu 0015-03 traktowanych KARj,
a nastepnie w cebulach klonu 18 i klonu 0075-25 traktowanych takze KAR1 oraz klonow
0015-03 z traktowania kontrolnego i 0017-01 z traktowania nawozem oraz Goteo.
Najnizszg zawarto$¢ fruktanow zanotowano w cebulach klonu 0075-25 traktowanych
Folium. W cebulach wszystkich pozostatych genotypéw traktowanych Folium

odnotowano takze jedne z najnizszych zawartosci fruktanow.
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*Warto$ci oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ miedzy sobg dla poziomu istotnosci a = 0,05.

Wykres 17. Wpltyw traktowania nawozem, biostymulatorami oraz KAR1 na zawarto$¢
fruktanow w cebulach klonu 18 H. xchmielii i H. hybridum ’Royal Velvet’ oraz klonow
hodowlanych 0015-03, 0017-01, 0075-25 (1-Kontrola (woda destylowana); 2-0,1%
Kristalon Zielony; 3-2 mg-1" Goémar Goteo; 4-5 ml-1"" Agro-Sorb® Folium; 5-KAR;
10° M)
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6. Dyskusja

Liczne odmiany i gatunki Hippeastrum stanowig szerokg pulg genetyczng, ktora
pozwala na uzyskiwanie kolejnych nowych form, r6znorodnych pod wzgledem barwy
| ksztaltu okwiatu, plennosci oraz pokroju roslin. Od dawna prowadzona jest hodowla
ukierunkowana na te cechy. Ponadto zaczeto zwracaé uwage na odpornos¢ nowych
mieszancow na choroby i szkodniki juz na etapie siewek, aby wybra¢ najlepsze genotypy
(Marasek-Ciolakowska i in. 2021).

Jednym z celow pracy byta ocena fenotypowa nowych klonéw hodowlanych
uzyskanych ze skrzyzowan dwoch genotypow H. Xchmielii z odmianami H. hybridum
W kierunku wytypowania tych wartosciowych, laczacych cechy form wyjsciowych,
a zarazem wyro6zniajacych si¢ na ich tle. W przysztosci, po intensywnym rozmnozeniu
wegetatywnym beda mogty sta¢ sie nowymi odmianami pochodzacymi od mieszanca
H. xchmielii, ktory zostal wyhodowany 30 lat temu w Szkole Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie przez Profesora Henryka Chmiela (Chmiel i Mynett 1997).
Nowy genotyp, by zostal uznany za nowg odmiang musi spetnia¢ warunki odrgbnosci,
wyréwnania i trwatosci (OWT) cech. Dlatego dla wielu roslin, w tym dla Hippeastrum,
Migdzynarodowa Unia Ochrony Nowych Odmian Roslin (ang. International Union for
the Protection of New Varieties of Plants, UPOV) opracowuje szczegotowe deskryptory
cech morfologicznych. Deskryptor UPOV dla Hippeastrum/Amaryllis zostat
wykorzystany w badaniach wiasnych do opisu 7 wybranych najwazniejszych cech roslin

z wszystkich 22, ktore zawiera deskryptor dla kwiatow pojedynczych (UPOV 2001).

Okazate kwiaty hipeastrum sa jednym z ich najwazniejszych atrybutow
dekoracyjnosci, a ich wielko$¢ 1 ksztatt determinuje o przydziale odmiany do danej grupy
klasyfikacji ogrodniczej. Van Scheepen i inni (2007) dokonali podzialu okoto 340 odmian
pod wzgledem wielkosci, ksztattu 1 faktury kwiatow, tworzac 9 grup klasyfikacyjnych.
Analizujgc dane rejestrowe odmian Hippeastrum w holenderskim KAVB z ostatnich
5 lat, mozna zaobserwowac, ze najwig¢cej odmian rejestruje si¢ w grupach, w ktorych
kwiaty maja najwigksza szeroko$¢ - powyzej 16 cm 1 nieco mniejsze o $rednicy
w przedziale 12-16 cm (Bodegom i in. 2020, Bodegom i in. 2021, Bodegom i in. 2022,
Bodegom i Oers 2023, Bodegom i Oers 2024).

Przeprowadzone badania wtasne nad szeroko$cig okwiatu dla badanej populacji

wykazaty, ze parametr ten waha si¢ w przedziale od 12,34 cm dla klonu 6 H. xchmielii
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do 17,50 cm dla odmiany "Royal Velvet’ H. hybridum. Dodatkowo, odnoszac szerokos¢
kwiatow do klasyfikacji ogrodniczej i pomijajac ich ksztalt, mozna stwierdzi¢, ze 50%
badanej populacji nalezy do grupy Galaxy, a drugie 50% do grupy Diamond. Warto
zauwazyC, ze skrzyzowanie klonu 6 0 mniejszych kwiatach z odmiang ’Gervase’
0 kwiatach wiekszych dalo mieszance o kwiatach takiej samej wielkosci jak forma
ojcowska lub nieco mniejszych, ale jednak wiekszych niz forma mateczna, czyli klon
6 H. xchmielii. Taka sama sytuacja zostala zaobserwowana dla potomstwa klonu
6 1odmiany 'Royal Velvet’, a takze klonu 18 i wszystkich trzech bedgcych formami
ojcowskimi. Jedyny wyjatek z 15 ocenianych nowych klonéw stanowit klon 0075-25 ze
skrzyzowania klonu 18 z odmiang ’Royal Velvet’, ktorego szeroko§¢ okwiatu byta taka
sama jak formy matecznej, czyli klonu 18 H. xchmielii. Warto zatem podkresli¢, ze
W odniesieniu do wielkosci kwiatow mierzonych ich szerokoscia, udato si¢ w wiekszosci
przypadkoéw uzyskaé formy potomne o wigkszych kwiatach niz formy mateczne, czyli

oba klony H. xchmielii.

Jezeli uwzglednimy ksztatt kwiatow i doniesienia literaturowe to odmiana ’Rio
Negro® (Van Scheepen i in. 2007) oraz klony hodowlane bgdace potomstwem klonu
18 i tej wlasnie odmiany (0021-10, 0023-11 i 0062-10) mozna przyporzadkowacé do
grupy Spider. Dodatkowo, ksztalt kwiatu klonu 0050-16, bedacego potomstwem klonu
6 i odmiany ’Royal Velvet’, takze predysponuje go do umieszczenia w grupie Spider.
Hang i inni (2015) w swoich badaniach okreslili szerokos¢ okwiatu dla mieszanca
H. Xjohnsonii na 10,8 cm. Dla gatunkéw H. puniceum — 12,3 cm oraz H. reticulatum var.
striatifolia na 11,5 cm. Odnoszac te wyniki do klasyfikacji ogrodniczej mozemy
zauwazy¢, iz mieszaniec H. xjohnsonii oraz H. reticulatum var. striatifolia klasyfikuja
si¢ do grupy Colibri — rosliny o matych kwiatach ponizej 12 cm, natomiast H. puniceum

do grupy Diamond.

Waznym badanym parametrem wplywajacym na powierzchni¢ asymilacyjng
roslin jest szerokos¢ lisci. Dzigki zwigkszonej powierzchni fotosyntetycznej zwigksza si¢
akumulacja weglowodanow, ktore wykorzystywane sg w dalszych procesach wzrostu
I rozwoju rosliny (Azimi i in. 2018, Azimi 2020). Badania wlasne wykazaty,
ze najmniejszg szerokos$¢ lisci 3,24 cm posiadat klon hodowlany 0062-10, a najwigksza -
5,26 cm - klon 0033-10. Cate badane potomstwo dwodch krzyzowan (klonu 18 i Royal
Velvet’ oraz klonu 18 i ’Gervase’) mialo liscie takiej samej szerokosci jak formy

rodzicielskie. U klonow pochodzacych z krzyzowan klonu 6 z odmianami, cecha ta byta
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zrdznicowana. W wiekszosci przypadkow potomstwo miato liScie takiej samej szeroko$ci
jak jedna lub obie formy rodzicielskie, w dwoch przypadkach (klon 0033-10 ze
skrzyzowania klonu 6 z Gervase’ | 0072-17 ze skrzyzowania klonu 6 z Royal Velvet’)
miaty liscie szersze, a jeden klon (0062-10) miatl liscie wezsze niz obie formy
rodzicielskie. Sposréd 16 genotypoéw ocenianych przez Azimi i Alavijeh (2020), odmiana
"Red Lion’ posiadata najszersze liscie - 7,50 cm, a najwezsze odmiana *Dancing Queen’-
3,66 cm. Co ciekawe, zesp6t Shi i inni (2020) wykazat, Ze liscie tej samej odmiany "Red
Lion’ posiadaly szerokos$¢ 4,34 cm, a ’Apple Blossom’ 4,82 cm. W badaniach
Nascimento i innych (2013) prowadzonych na H. puniceum szeroko$¢ lisci dla tego
gatunku wynosita 3,61 cm. Wg PBS (2024) H. aulicum posiada liscie szerokosci od 3,8
do nawet 5 cm. Dlatego mozemy przypuszczac, ze wielko$¢ lisci (w tym ich szeroko$¢)
okreslaja nie tylko czynniki genetyczne danej odmiany, ale takze uprawowe, m.in.

metody i warunki uprawy czy nawozenie (Sposaro i in. 2008).

Dhugos¢ pedu kwiatostanowego to bardzo istotna cecha roslin z przeznaczeniem
na kwiat ci¢ty. Badania wlasne prowadzone na 20 genotypach Hippeastrum wykazaty,
ze najkrotsze pedy o dlugosci 42,14 cm posiadat klon hodowlany 0033-10, a najdtuzsze
- 64,80 cm klon 0017-01. Nascimento i inni (2013) uzyskali zblizony wynik do klonu
hodowlanego 0017-01 dla H. puniceum. Pedy dla tego gatunku miaty $rednio 60,84 cm
dhugosci. Inne gatunki wg Traub (1958), Brickell (2001) oraz PBS (2024) moga posiadac
pedy o dlugosci jak np.: H. vittatum 100 cm, H. leopoldii 60 cm, H. pardinum 50 cm,
H. aulicum 45-60 cm, oraz H. reginae 30-50 cm. Odmiany majg r6zng dtugo$¢ pedow.
Krause (2006) podaje zakres 40-60 cm, ale sg tez odmiany o znacznie dtuzszych pedach,
np. ’Green Valley’ — 75 cm (KAVB 2024). Badane genotypy potomne charakteryzowaty
si¢ w wiekszosci przypadkow krotszymi lub takiej samej dtugosci pedami jak formy
rodzicielskie, jedynie w dwoch przypadkach (klony 0021-10 i 0023-11, oba
Z krzyzowania klonu 18 z ’Rio Negro’) miaty dluzsze pedy niz formy rodzicielskie.
Z jednej strony klony o nizszych pedach (od 42 do 50 cm dtugosci) moga by¢ cenniejsze
do uprawy doniczkowej, a wyzsze (55-65 cm) przydatniejsze jako kwiaty ciete, z drugiej
strony — wszystkie moga by¢ tez przeznaczone do uprawy na kwiat ciety. Zwlaszcza,
ze podobnie jak w przypadku szerokosci okwiatu, na dlugos¢ pedu maja wptyw czynniki
poza genetyczne, zwigzane z warunkami uprawy, zwlaszcza temperaturg i Swiatlem.

Mozna zatem W pewnym zakresie sterowac¢ wysokoscig pedow kwiatostanowych.
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Liczba kwiatow jest bardzo wazng cechg ro$lin, ktéra wptywa na ich
dekoracyjnos¢ oraz zwraca uwage konsumentow. Przyktadowo H. aulicum posiada dwa,
a czasami tylko jeden kwiat (Traub 1958, Brickell 2001, PBS 2024). Dlatego odmiany
0 wyzszej liczbie kwiatow w kwiatostanie sg bardziej pozadane i czeScie] tez
wykorzystywane w procesach hodowlanych niz te z mniejsza liczba (Azimi i Alavijeh
(2020). Dla badanych wtasnych klonéw hodowlanych wykazano, ze $rednia liczba
kwiatow wahata si¢ w przedziale od 3,2 sztuki dla klonu 6 H. xchmielii i klonu 0050-16
do 5 sztuk dla klonow 0037-13, 0021-10 i 0075-25. W przypadku tych trzech klonow
dajacych nawet 5 kwiatow na pedzie, udato si¢ przenies¢ do form potomnych te ceche
z form matecznych, odpowiednio od odmian *Gervase’, ’Rio Negro’ i 'Royal Velvet’. To
bardzo istotna obserwacja, bo im wigcej kwiatow na pedzie, tym roslina atrakcyjniejsza
i dluzej dekoracyjna. Warto doda¢, ze takze w kilku innych przypadkach zaobserwowano
wzrost liczby kwiatow $rednio do ok. 4 szt. W poréwnaniu do form matecznych (3,2 dla
klonu 6 oraz 3,4 dla klonu 18). I cho¢ roznica byta najczesciej nieistotna statystycznie, to
z praktycznego punktu widzenia wazna dla potencjalnej nowej odmiany. Azimi i Alavijeh
(2020) podaja, ze sposrod 16 ocenianych genotypdéw, odmiana ’Hercules’ posiadata
najwickszg liczbe kwiatow (5,33), podczas gdy najnizszg zaobserwowano u klonu
OPRC-206 (3,33). Meerow (2014) badajac odmiany uprawiane na Florydzie wykazal,

b

ze odmiana ’Maiami’ posiadata $rednio 3,3, a odmiana ’Jax’ 4,3 kwiatow.
Z przeprowadzonych badan wynika, Zze mieszance hipeastrum posiadaja co najmniej
3 sztuki kwiatow na pedzie, ale rzadko liczba ta przekracza 6 sztuk, gatunki zas moga
posiada¢ jeden i wigcej kwiatow, np.: H. puniceum (Nascimento i in. 2013), dla ktérego
okreslona zostata §rednia liczba kwiatow na pedzie na 4,31 po przebadaniu 13 genotypoéw
tego gatunku pochodzacych z banku gendéw Uniwersytetu Federalnego w Paraiba

w Brazylii.

Dhugos$¢ okwiatu dla gatunku H. puniceum wg Nascimento i innych (2013)
okreslona zostata na 12,62 cm. Dla H. aulicum wg (PBS 2024) nie przekracza ona 10 cm.
W badaniach wtasnych odnotowano, ze klon 6 H. xchmielii posiadal najmniejszg dtugosé
okwiatu o warto$ci 10,50 cm, co byto tez skorelowane z najmniejsza szeroko$cig okwiatu
(12,34 cm). Najdtuzszym okwiatem (14,82 cm) charakteryzowat si¢ klon 0072-17 bedacy
potomstwem klonu 6 i odmiany ’Royal Velvet’, ktérego okwiat mial takze do$¢ duza
warto$¢, bo 16,02 cm. W wigkszosci przypadkow potomstwo miato dluzsze kwiaty niz

ich forma mateczna.
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Wrtasna ocena nowych klonéw hodowlanych ujawnita réznice w obserwowanych
cechach pomiedzy formami rodzicielskimi, a klonami bedacymi ich potomstwem. Zakres
warto$ci wspotczynnika zmiennosci dla badanych cech wynosit w zaleznosci od
krzyzowania: klon 6 H. xchmielii x *Gervase’ — 10,13% — 21,15%, klon 6 H. xchmielii
x ’Royal Velvet’ —9,92% — 23,42%, klon 18 H. xchmielii x *Gervase’ —5,58% — 14,14%,
klon 18 H. xchmielii x "Rio Negro’ — 8,90% — 16,50%, klon 18 H. xchmielii * ’Royal
Velvet’ — 8,19% — 18,24%. Najnizszy wspolczynnik (5,58%) odnotowano dla dtugosci
pedu, a najwyzszy (23,42%) dla liczby kwiatow. Ze statystycznego punktu widzenia
I definicji wspolczynnika zmienno$ci wszystkie uzyskane wartosci $wiadcza o bardzo
niskiej zmiennos$ci. Jednak, jak wykazano wyzej poszczeg6lne cechy roznity si¢ w wielu
przypadkach istotnie od form matecznych, czyli obu klonow H. xchmielii. Podobne
wyniki dla wspotczynnikow zmiennosci uzyskali Azimi i Alavijeh (2020) opisujac
réznice w cechach migdzy genotypami badanej populacji hipeastrum. Zakres
wspoétczynnika zmiennosci wynosit od 4,13% do 24,91%. Dla liczby kwiatéw autorzy
uzyskali wspotczynnik zmienno$ci 0 wartosci 16,09%, co $wiadczy 0 bardziej

wyréwnanej liczbie kwiatow wsrod badanych genotypow.

W(g deskryptora UPOV (UPOV 2001) ksztatt kwiatow widziany z przodu zostat
podzielony na 3 kategorie — okragty, trojkatny i gwiazdzisty. Pierwsza z nich — ksztatt
okragtly, w ktorej mozemy wyr6znié tylko jeden klon, 0017-01 bedacy wynikiem udanego
krzyzowania klonu 18 z odmiang 'Royal Velvet’. Co ciekawe obie formy rodzicielskie
klonu 0017-01 posiadajg inny ksztalt okwiatu (gwiazdzisty). Podobng zalezno$¢ mozna
zauwazy¢ w drugiej kategorii — ksztatt trojkatny. Klony 0037-13 i 0040-31 uzyskane ze
skrzyzowania klonu 6 z odmiang ’Gervase’, klon 0050-15 bedacy wynikiem krzyzowania
klonu 6 z ’Royal Velvet’ oraz klon 0075-25, ktory pochodzi od klonu 18 i odmiany ’Royal
Velvet’. Wszystkie 4 klony hodowlane posiadaja rowniez inny ksztatt okwiatu widziany
z przodu wzgledem swoich form wyjsciowych. Trzecia kategoria — ksztatt gwiazdzisty,
do ktorej przyporzadkowaé mozna pozostate 10 klonéw nier6znigcych si¢ ta cecha od

swoich form rodzicielskich (5 genotypow).

Gloéwng barwe wewnetrznej strony okwiatu badanej populacji Hippeastrum (form
rodzicielskich i klonéw potomnych) oznaczang konkretnym numerem/-rami z katalogu
barw RHS CC przedstawiono w pracy w uproszczeniu w podziale na grupy barw. Formy
mateczne nalezg do dwoch roznych grup: klon 6 H. Xchmielii do grupy barw czerwonych,

a klon 18 H. xchmielii do grupy pomaranczowo-czerwonych. Formy ojcowskie, czyli
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odmiany ’Gervase’ i ’Royal Velvet’ naleza do grupy barw czerwonych, a ’Rio Negro’ do
z6tto-zielonych. Oceniane potomstwo — analizujac jedynie grupy barw — w nieznacznym
stopniu zmienito barwg¢ w odniesieniu do form matecznych, cho¢ i tu mozna zauwazyc,
ze klony 0033-10 i 0050-16 bedace potomstwem klonu 6 (grupa barw czerwonych)
uzyskaty barwe pomaranczowo-czerwong. Klon 0037-13 bedacy potomstwem klonu
6 oraz odmiany ’Gervase’, gdzie obie formy rodzicielskie maja podstawowa barwe
nalezagcag do grupy barw czerwonych wytwarza kwiaty o barwie buraczkowej
(nr katalogowy Greyed-Purple group 185 A) nalezacej do grupy barw szaro-fioletowych.
W wyniku tego krzyzowania u tej siewki wystgpito zjawisko wzmocnienia barwy
czerwonej. W wielu przypadkach badanego potomstwa, konkretna barwa okwiatu byta
rézna od barwy okwiatu form matecznych, ale przynalezna do tej samej grupy barw
czerwonych. Bardzo cieckawymi przyktadami takiej zmiany barwy sg kwiaty klonu 0050-
15 wzgledem kwiatow klonu 6 oraz klonow 0003-13, 0004-05 i 0062-10 wzglgdem
kwiatow klonu 18. Genotyp 0050-15 posiada kwiaty o barwie malinowofuksjowej (Red
group 46 B) z odbarwionymi na biato szczytami ptatkow, ktore dodatkowo w catosci
posiadaja ciemng obwolute. W przypadku klonu 0003-13 dominujacg barwa jest amarant
(Red group 53 D), ale widoczna jest takze delikatnie zaznaczajaca si¢ zottozielona
gardziel. Klon 0004-05 posiada kwiaty o barwie tososiowej w réznych odcieniach,
z delikatnym odbarwieniem ptatkow w ich szczycie oraz silnie zaznaczonym
zytkowaniem (Red group 38 A). Widoczna jest rowniez mata, zottozielona gardziel. Klon
0062-10 posiada charakterystyczne pofalowane na brzegach ptatki w barwie delikatnie
przydymionego arbuzowego roézu (Red group 39 B). Na calej powierzchni ptatkow
z wylaczeniem 3 dolnych, widoczne jest ciemnobrzoskwiniowe unerwienie. Kwiat
posiada bardzo mocno zaznaczong z6tto-zielong gardziel, ktdra przebiega od nasady po
sam szczyt ptatkow. Dodatkowo duzy kontrast tworzy ciemnobrzoskwiniowe

obramowanie gardzieli.

Jakkolwiek drobniejsze kwiaty hipeastrum — jak u klonoéw 6 i 18 H. Xchmielii -
maja swoich zwolennikéw, to jednak duze i1 okazale kwiaty o ciekawych barwach
wzbudzaja na rynku najwigksze zainteresowanie konsumentéow. Poréwnujac pod
wzgledem fenotypowym potomstwo do klonu 6 mozna m.in. wyr6zni¢ klon 0037-13
powstaty ze skrzyzowania z odmiang ’Gervase’, ktory wytwarza wigcej, a do tego
wigkszych kwiatoéw na pedzie. Dodatkowo kwiaty wyrozniaja si¢ barwa w odcieniu

buraczkowym i/lub mocno dojrzatych malin (Greyed-purple group 185 A) z delikatng
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zielong gardziela, a brzegi ptatkow wybarwiaja si¢ na bialo. Zamknigte paki maja odcien
bieli z delikatnym malinowym nakrapianiem biegnacym w kierunku szczytu paka. Ptatki
okwiatu odwijajg si¢ do tytu. Do ciekawych wyrdzniajacych si¢ klondéw mozna takze
zaliczy¢ dwie formy triploidalne: 0021-10 i 0023-11, ktore pochodzg z krzyzowania
klonu 18 z odmiang ’Rio Negro’. Klon 0021-10 wzgledem swojej formy matecznej
posiada dtuzsze pedy z wigksza liczbg i szerszymi kwiatami 0 barwie cynobrowej
z widocznym zytkowaniem (Orange-Red group 34 A). Platki okwiatu sg waskie i ostro
zakonczone, tworzg charakterystyczng gwiazde. Widoczna jest silnie zaznaczona gardziel
z rozjasniajacg si¢ kremowo-bialg barwa biegnaca od nasady do % wysokosci ptatkow
okwiatu. Paki sg kremowo-zielono-pomaranczowe. W przypadku klonu 0023-11, ktory
wzgledem klonu 18 posiada wigkszg liczbe kwiatow, ktore dodatkowo sg szersze
i dluzsze o barwie tososiowej (Orange-Red group 35 B) z widoczng duzg i zielong
gardzielg, brzoskwiniowa u nasady. Dodatkowo odcienie gardzieli podbite sa ciemno
brzoskwiniowg obwolutg biegnacg rownolegle do brzegdéw gardzieli. Wida¢ zytkowanie
na calej powierzchni kwiatu. Paki posiadajg lini¢ na calej swojej dlugosci w odcieniu

zielono-brzoskwiniowym.

Niezaleznie od oceny fenotypowej badanej populacji Hippestrum,
przeprowadzono analiz¢ pokrewienstwa genetycznego form rodzicielskich z ich
potomstwem. Na przestrzeni lat przeprowadzono wiele badan dotyczacych
pokrewienstwa genetycznego roslin w obrgbie gatunkow, ale rowniez relacji pomiedzy
rodzajami botanicznymi roslin z rodziny Amaryllidaceae. Skupiajac si¢ na Hippeastrum
badania te pozwolity na wyodrgbnienie tego rodzaju. Dodatkowo metody te z pomoca
roznych markerow genetycznych sa juz powszechnie wykorzystywane w identyfikacji
form wyjsciowych z otrzymanymi mieszancami, ktore w przysztosci moga byc¢
rejestrowane jako nowe odmiany (Ilczuk 2005, Garcia i in. 2019, Xiong i in. 2021, Liu
I in. 2022, PBS 2024). W przypadku Hippeastrum, losowo amplifikowany polimorficzny
DNA (RAPD) 1 polimorfizm sekwencji migdzysatelitarnych (ISSR) to dwa przyklady
tanich i prostych rodzajow markerow, ktore zostalty z powodzeniem zastosowane do
oceny roznorodnos$ci genetycznej (Chakrabarty i in. 2007, Zhang i in. 2012, Phuong iin.
2014). Usprawnilo to identyfikacje mieszancoOw, mutantow, badania pokrewienstwa
genetycznego migdzy rodzajami i gatunkami, analize rodowodow, oceng filogenetyczna,
budowanie map genetycznych, relacje rodzic-mieszaniec, analize migdzy-

I wewnatrzgatunkowej zmienno$ci genetycznej, procesy hodowlane oraz pozwolito na
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ochron¢ wlasnos$ci intelektualnej hodowcéw. Wykorzystanie tych metod w praktyce
rozwiazuje problemy taksonomiczne oraz ulatwia wykorzystanie zasobow genetycznych
w wyspecjalizowanych programach hodowlanych (Chatterjee i in. 2006, Chakrabarty i in.
2007, Chatterjee i in. 2007, Chakrabarty i Datta 2010).

W przeprowadzonych badaniach wlasnych wykorzystano material genetyczny
wyizolowany ze wszystkich 20 genotypow, ktéry poddany zostat analizie polimorfizmu
z wykorzystaniem markerow RAPD 1 ISSR. W literaturze mozemy znalez¢
wykorzystanie tego typu markerow w celu identyfikacji pokrewienstwa Hippeastrum
z innymi gatunkami czy odmianami. llczuk (2005) w swoich badaniach wykazata, ze klon
18 H. xchmielii jest blisko spokrewniony z odmiang 'Red Lion’ oraz ’Apple Blossom’.
Dodatkowo, drobne kwiaty mogty sugerowac pokrewienstwo z gatunkiem zwartnicy
polnej (Rhodophiala pratensis, dawniej H. pratense), ktory miat by¢ wykorzystany jako
jedna z form wyjsciowych w procesie hodowlanym tego klonu lub z odmiang ’Scarlet
Baby’. Jednak analiza polimorfizmu DNA przeprowadzona przez llczuk (2005) z
wykorzystaniem markeréw RAPD tego nie potwierdzita. Huong i inni (2014) réwniez
wykorzystali markery RAPD do oceny stopnia pokrewienstwa 5 klonow hodowlanych
Hippeastrum pochodzacych z trzech krzyzowan. Z powodzeniem zidentyfikowali oni,
ktore z klonow (H1, H3, HS, H12, H85) pochodza z konkretnego krzyzowania. Réwniez
Varkulevi¢iené i Zukauskiené (2016) wykorzystaty potencjat markerow RAPD do
analizy genetycznej 20 odmian H. hybridum (4 holenderskie i 16 litewskich). Wyniki
wykazaty, ze odmiany litewskie rdznig si¢ w 5% od holenderskich. To wtasnie odmiany
litewskie cechowaly si¢ najwigkszym polimorfizmem DNA. Datta (2023) podkresla w
jaki sposob technologia oparta na DNA z wykorzystaniu markerow RAPD moze utatwi¢
wybor prawidlowych linii rodzicielskich w oparciu o wskaznik podobienstwa w celu
opracowania pozadanych odmian. Informacje te majg ogromne znaczenie W

ukierunkowanych na konkretny cel programach hodowlanych.

W badaniach wlasnych wykorzystano takze markery ISSR. Otrzymywany dzigki
nim poziom polimorfizmu jest duzo wyzszy niz w przypadku markerow RAPD. Jednak
w badaniach wilasnych nie wykazano takiej zaleznosci. Powodem moze by¢ bardzo
bliskie pokrewienstwo i/lub mate zro6znicowanie genetyczne otrzymanych genotypow.
Zhang i inni (2012) w swoich badaniach réwniez wykorzystali markery ISSR. Populacja
62 odmian Hippeastrum (60 odmian holenderskich i 2 chinskie) cechowata si¢ wysoka

zmiennoscig 1 roznorodnoscig genetyczng. Wykonana analiza skupien metoda UPGMA,
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podobnie jak w badaniach wiasnych, pozwolita wyodrebni¢ 7 grup, odmiany o podobne;j
morfologii skupione byly razem. WSszystkie 62 badane odmiany mogly by¢
zidentyfikowane za pomocg wykorzystanych markerow. Podobng zalezno$¢ mozna byto
zauwazy¢ w badaniach wlasnych, jednak zdarzaty si¢ wyjatki. W koncowym etapie badan
prowadzonych przez Yu i innych (2020) nad indukcja kalusa z niedojrzatych szyputek
I efektywnoscig regeneracji roslin Hippeastrum, uzyto markeréw ISSR. Badania te byly
prowadzone z uwagi na to, ze kalus jest strukturg niestabilng, u ktérej moze dochodzié¢
do zmian genetycznych. Rosliny ex vitro poddano obserwacjom morfologicznym,
a egzemplarze nie wykazujace zadnych réznic poddano analizom przy uzyciu markerow
ISSR, potwierdzajac brak rdéznic na poziomie DNA. Oceny réznorodnosci genetycznej
przy uzyciu markerow ISSR na dwodch populacjach Rhodophiala bifida, rosliny
spokrewnionej z badanym Hippeastrum, dokonali Schwedersky i inni (2020). Badania
prowadzone na 93 osobnikach R. bifida wykazaty polimorfizm DNA na poziomie
wewnatrzpopulacyjnym. Dalsza analiza pozwolila na podzielenie badanej populacji na
dwie grupy. Pokazuje to, Zze wymiana materiatu genetycznego pomiedzy populacjami jest

stosunkowo niska i zachodzi gtéwnie w obrebie osobnikéw z tej samej populacji.

Analize pokrewienstwa genetycznego pomiedzy 20 genotypami Hippeastrum
woparciu o 30 markerow RAPD i ISSR mozemy potwierdzi¢ sporzadzonym
dendrogramem (Wykres 7) dla form wyjsciowych 1 klonéw hodowlanych. Réznice
wynikajace ze zmienno$ci w przypadku badanej populacji sg niewielkie, lecz znaczace,
gdyz jest to mocno hermetyczna grupa. Przedziat wartos$ci podobienstwa genetycznego
miesci si¢ w granicach od 74% do 85%. Dodatkowo wazng informacja jest to, iz oba
Klony H. xchmielii posiadaja te same formy wyjsciowe. W przypadku odmian ’Gervase’
i 'Royal Velvet” Wang i inni (2018) sporzadzili drzewo filogenetyczne dla 104 odmian
przy uzyciu 21 markeréw prostych powtorzen sekwencji (SSR) i potwierdzili, Ze sa to
dwie odmiany holenderskie (KAVB 2024), ktore znalazty si¢ we wspolnym klastrze.

W pierwszej grupie genotypow podobnych znalazty si¢: klon 6 H. xchmielii,
odmiany ’Gervase’ i "Royal Velvet’ oraz klony 0033-10, 0037-13, 0040-31 i 0050-15.
Co ciekawe klon 6 H. xchmielii, jako jedna z form matecznych, wykazuje podobienstwo
z dwiema formami ojcowskimi — *Gervase’ i ’Royal Velvet’ w 79%, a same odmiany
pomiedzy sobg sg podobne w 82%. Dodatkowo z klonami 0033-10, 0037-13 i 0040-31,

ktore powstaly na skutek krzyzowania tej formy matecznej z odmiang *Gervase’ oraz

~ 154 ~



klonem 0050-15, ktory jest wynikiem krzyzowania z odmiang ’Royal Velvet’,
podobienstwo wynosi 78% (Fot. 24).

Fot. 24. Morfologia kwiatow spokrewnionych genetycznie (w 79%) klonu
6 H. xchmielii (A), odmian *Gervase’ (B) i ’'Royal Velvet’ (C) oraz najbardziej
spokrewnionych (78%) w tej grupie pojedynkéw potomnych z formg mateczng, czyli
klonem 6: 0033-10 (D), 0037-13 (E), 0040-31 (F), 0050-15 (G) (zdj¢cia wiasne)
Druga forma mateczna wykorzystang we wczesniejszych krzyzowaniach i dalszej
ocenie byl klon 18 H. xchmielii. Tworzy on najwigksza grupe i skupia wokot siebie klony
powstate ze skrzyzowania z odmianami ’Gervase’, ’Rio Negro’ oraz ’Royal Velvet’ (Fot.
25). Klony hodowlane 0003-13, 0004-04, 0004-05, powstate ze skrzyzowania z odmiang
"Gervase’, sa podobne z klonem 18 w 80%. Klony 0021-10, 0023-11, 0062-10, ktoérych
forma ojcowska jest odmiana ’Rio Negro’, wykazuja podobiefistwo genetyczne na
poziomie 79% z klonem 18, natomiast genotypy 0015-03, 0075-25, ktorych formg
ojcowskg byta odmiana Royal Velvet’, wykazuja podobienstwo 77% 1 79% z klonem
18.
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Fot. 25. Morfologia kwiatow klonu 18 H. xchmielii (A) oraz najbardziej
spokrewnionych z nim klonéw: 0003-13 (B), 0004-04 (C) i 0004-05 (D) (w 80%),
0021-10 (E), 0023-11 (F) i 0062-10 (G) (w 79%), 0015-03 (H) (w 77%), 0075-25 (1)
(W 79%) (zdjecia whasne)

Odmiana ’Rio Negro’ oraz klony hodowlane 0050-16 i 0072-17 tworzg trzy
oddzielne grupy i sg teoretycznie w najmniejszym stopniu spokrewnione z calg populacja,
cho¢ i tak obiektywnie sa to wysokie wartosci podobienstwa genetycznego (Fot. 26).
Podobienstwo odmiany 'Rio Negro’ z klonami 0021-10, 0023-11 i 0062-10 wynosi 77%,
a klonow 0050-16 1 0072-17 z klonem 6 — 76%. Réwnoczesnie klony 0050-16 i 0072-17,
uzyskane z tej samej kombinacji krzyzowania (klon 6 H. Xchmielii z ’Royal Velvet’),
wykazujg najmniejsze pokrewienstwo — 76% w stosunku do innych genotypow
uzyskanych z poszczegolnych krzyzowan (Fot. 26). Poréwnujac ze sobg te 2 genotypy
zauwazy¢ mozna réznice w morfologii 1 barwie kwiatéw, ale 1 calych roslin. Warto
réwniez zwroci¢ uwage, iz oba te klony posiadajg rézne poziomy ploidalnosci. Klon

0050-16 jest triploidem, a klon 0072-17 tetraploidem, co z kolei wptywa na ich fenotyp.
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Fot. 26. Morfologia kwiatéw genotypoéw tworzacych trzy oddzielne grupy
wykazujacych najmniejsze podobienstwo genetyczne w stosunku do calej badane;j
populacji - "Rio Negro’ (A) oraz klony 0050-16 (B), 0072-17 (C) (zdjgcia wiasne)

Najwieksze podobienstwo genetyczne — 85% wystepuje miedzy klonami 0021-
101 0023-11 pochodzacymi z krzyzowania klonu 18 H. xchmielii z *Rio Negro® (Fot. 27).
Obie rosliny wykazuja takze podobne cechy co do plennosci oraz morfologii kwiatu

formy ojcowskiej.

Fot. 27. Morfologia kwiatostanow klonow hodowlanych 0021-10 (A) i 0023-11

(B) wykazujacych najwigkszy stopien pokrewienstwa genetycznego miedzy soba (85%)
(zdjecia wlasne)

Wiyniki analizy skupien markerow RAPD i ISSR sa naukowym potwierdzeniem
przeprowadzenia wczesniej przekrzyzowania klonéw 6 1 18 H. xchmielii z formami
ojcowskimi ’Gervase’, ’Rio Negro’ oraz ’Royal Velvet’. Klony hodowlane skupity si¢
wspélnie z formami matecznymi, wskazujac tym samym na ich podobienstwo

genetyczne, a co z tym idzie pokrewienstwo.

W kontekscie Hippeastrum, wyniki badan wtasnych podkreslajg, w jaki sposob
technologia oparta na RAPD moze ulatwi¢ wybdr prawidtowych linii rodzicielskich
w oparciu o wskaznik podobienstwa w celu opracowania programow hodowlanych.
Czestszy wybor metody RAPD niz ISSR w przytoczonych badaniach innych autorow

moze wynika¢ z zalet tej metody. Prosta optymalizacja procesu, generowanie
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zrdznicowanych profili prazkéw oraz stosunkowo tania technologia moze tlumaczy¢

czestszy wybor tej metody w przypadku badan tego rodzaju.

Badania prowadzone nad strukturami komérkowymi, jakim sg aparaty szparkowe
moga dostarczy¢ informacji na temat zréznicowania poziomu ploidalnosci, a takze
specyficznych cech réznicujacych formy rodzicielskie i mieszance z nich powstate. Jest
to jeden z markerow morfologicznych wykorzystywany w programach hodowlanych do
wstepne] oceny mieszancoOw (Arayakitcharoenchai 1 Suwanthada 2011). Wedtug Shi
i innych (2020) aparat szparkowy Hippeastrum sktada si¢ z dwoch sierpowatych
komorek pelnigcych funkcje ochronng. Aparaty szparkowe rozmieszczone s3 na catej
powierzchni liscia, ale z wigksza gestoscig na jej abaksjalnej stronie (Zhou i in. 2012,
Marques 2015), utatwia to roslinom przystosowanie do zycia w trudnych warunkach

srodowiska.

Potwierdzaja to rowniez obserwacje wiasne, ktore pozwolily na wykrycie
zroznicowania w dlugosci 1 liczbie aparatow szparkowych. Forma diploidalna
’Rio Negro’ posiadata najmniejsze aparaty szparkowe — o dlugosci 35,73 pm,
ale najwicksza ich liczbe na 1 mm? (59,07 szt.). U form triploidalnych dlugoéé¢ aparatow
wahata si¢ w przedziale 42,48 — 46,76 um, a ich liczba od 40,07 do 45,47 szt. Tetraploidy
w wiekszos$ci posiadaty dtuzsze aparaty szparkowe 49,57 — 58,28 um, a ich liczba byta
nizsza niz u diploidow czy triploidow i wynosita od 23,40 do 39,53 szt.; niektore
genotypy posiadaty jednak podobna liczbe aparatoéw szparkowych na 1 mm? jak formy
triploidalne. Powodem tego moze by¢ naturalna zmienno$¢ wielkosci aparatow
W odniesieniu do gatunku, warunkow wzrostu i uprawy oraz wieku roslin (Abdoli i in.
2013). Mozna zatem uznaé, ze liczba i dlugo$¢ aparatdow szparkowych w badanej
populacji hipeastrum byly w duzej mierze skorelowane z poziomem ploidalnosci, co
$wiadczy o mozliwosci ich wykorzystania jako markeréw morfologicznych na etapie
rozrozniania euploidow. Zespot Haist i innych (2023) wykazat w swoich badaniach na
diploidalnej i autotetraploidalnej formie H. papilio réznice w diugosci aparatow
szparkowych. Dla diploida warto$¢ ta wynosita 47,03 pm, natomiast dla autotetraploida
57,60 pum. Znaczaca roéznica migdzy dlugoscig aparatow szparkowych u diploidalnego
gatunku H. papilio oraz odmiany ’Rio Negro’ moze wynika¢ z opisanych wyzej
przyczyn. Wedlug badan Arayakitcharoenchai 1 Suwanthada (2011) $rednia dlugosé
aparatow szparkowych dla badanych diploidalnych oraz tetraploidalnych form

Hippeastrum wynosita 28,23 i 41,06 um. Podobne wyniki uzyskali Shi i inni (2020)
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badajac dwie tetraploidalne odmiany "Red Lion’ i Apple Blossom’. Dlugo$¢ aparatow
szparkowych odmiany 'Red Lion’ wynosita 54,79 um, a ’Apple Blossom’ — 58,92 pum.
Srednia liczba aparatow szparkowych u odmiany ‘Red Lion’ to 21,99 szt., a u *Apple
Blossom’ 25,62 szt. na 1 mm?. Zblizone wyniki wiasne w odniesieniu do dtugosci
aparatow szparkowych uzyskano w badaniach nad tetraploidalnymi osobnikami
w badanej populacji. W przypadku gestosci aparatow szparkowych u odmiany *Red Lion’
liczba ta byta nizsza niz u ’Apple Blossom’, mimo iz obie odmiany posiadajg ten sam
poziom ploidalno$ci. W badaniach wilasnych rowniez uzyskano rézne wartosci liczby
aparatow szparkowych na danej powierzchni. Wynika¢ to moze ze specyficznej budowy
morfologicznej liScia charakterystycznej dla danego genotypu, sposobu uprawy

i/lub wieku ro$lin.

Analiza wielkoéci oraz liczby aparatow szparkowych to prosta metoda
w okreslaniu  domniemanych poliploidow, ktéra moze by¢ wykorzystywana
w programach hodowlanych opartych na metodach poliploidyzacji Hippeastrum
(Gallone i in. 2014, Huang i in. 2014, Moghbel i in. 2015). Wykorzystanie tej metody na
wstepnym etapie selekcji poliploidow ma wiele zalet, takich jak szybko$¢, niskie koszty
oraz tatwo$¢ wykonania w poréwnaniu z okreslaniem liczby chromosoméw czy
analizami metoda cytometrii przeplywowej. W badaniach przeprowadzonych przez
zesp6Ot Haist i innych 2023 na gatunku H. papilio oraz jego poliploidach, rozmiar
aparatow szparkowych na spodniej czgsci liScia byl wiarygodnym wskaznikiem poziomu

ploidalnosci tego genotypu.

Kolejnym celem prowadzonych badan byto okreslenie liczby chromosomow,
wielko$ci genomdéw oraz oszacowanie poziomu ploidalno$ci genotypéw badanej
populacji. Liczba chromosoméw, ich ksztatt i wielko$¢ to przejaw zrdznicowania
genomoOw roslinnych. Jest to $cisle okreslona cecha biologiczna danego gatunku, a kazdy
gatunek ma charakterystyczny kariotyp, ktory reprezentuje wyglad chromosomow
somatycznych. Jego statos¢ jest kontrolowana przez podziatly jadra 1 komorek (Bennetzen
i in. 2005, Leitch i Leitch 2013). Rosliny, ktore powstaly na skutek zmian liczby
chromosomow i/lub mutacji genomowych, i r6znig si¢ od swoich diploidalnych form
wyjéciowych, nazywamy poliploidami (Rogalska 2012). Wiele badan prowadzonych nad
poziomem ploidalnosci rodzaju Hippeastrum potwierdza podstawowg liczbe
chromosomoéw wynoszacg x = 11 (Poggio i in. 2007, Meerow 2009, Poggio i in. 2014,

Garcia i in. 2019). Potwierdzajg to rowniez badania wlasne przeprowadzone na populacji
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Hippeastrum, w ktorej wykryto metodami barwienia chromosomow oraz cytometrycznie
genotyp diploidalny posiadajacy 22 chromosomy (2n = 2x = 22), genotypy triploidalne —
posiadajagce 33 chromosomy (2n = 3x = 33) oraz tetraploidalne, ktére posiadaja
44 chromosomy (2n = 4x = 44). llczuk (2005) w swoich badaniach nad okre$leniem
liczby chromosoméw dla klonu 18 H. xchmielii oraz odmiany ’Apple Blossom’
wykazata, ze genotypy te posiadajg 44 chromosomy i s3 tetraploidami. Potwierdzaja to
rowniez badania wlasne, w ktorych okreslono takg samg liczb¢ chromosoméw w klonie
18 H. xchmielii. Zespot Poggio i innych (2007, 2014) do okreslenia poziomu ploidalnosci
dzikich gatunkéw Hippeastrum stosowal metod¢ barwienia chromosoméw metoda
Feulgena, ktora rowniez zostala uzyta z sukcesem w badaniach wtasnych. Autorzy
wykryli genotypy posiadajace 22, 33, 44, 55 i 66 chromosoméw, co jest zgodne
z wielokrotno$cig haploidalnego genomu. Wedtug Haist i innych (2023) H. papilio
posiada diploidalny (22) zestaw chromosomoéw, ale moze on zosta¢ podwojony do
tetraploidalnego (44). H. velloziforum rowniez jest diploidalng formag posiadajaca
22 chromosomy zbadang przez zespot Campos-Rocha i innych (2022) metoda barwienia
DAPI. Metoda ta rowniez wykorzystana zostata w badaniach wtasnych. Shi i inni (2020)
w prowadzonych przez siebie badaniach nad poziomem ploidalno$ci 2 odmian

H. hybridum (’Red Lion’ i Apple Blossom’) potwierdzili, iz sg to formy tetraploidalne.

Niezwykle ciekawym przypadkiem w badaniach wtasnych okazat si¢ klon 0050-
16, ktory jest triploidem pochodzacym ze skrzyzowania dwoch tetraploidow - klonu
6 H. Xchmielii z odmiang 'Royal Velvet’. Powodem uzyskania takiego osobnika moze
by¢ polaczenie si¢ ze sobg zredukowanych (n) i/lub niezredukowanych (2n) gamet, ktore
moga faczy¢ si¢ ze sobg losowo. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ rowniez
otrzymanie dwoch tetraploidalnych genotypéw (0050-15, 0072-17) pochodzacych z tego
samego krzyzowania. Wg Burton i Husband (2001) réznice w poziomie ploidalnosci
potomstwa wierzbowki kiprzycy (Chamerion angustifolium) obserwowane we
wszystkich krzyzowaniach sugeruje, ze istnieje zmiennos$¢ w jakosci gamet. Przyktadem
moze by¢ 6% potomstwa zidentyfikowanego jako triploidalne z krzyzowan 2n = 2x x 2n
= 2x, gdzie 94% bylo diploidalnych. Triploidalne potomstwo jest prawdopodobnie
wynikiem potaczenia miedzy zredukowanymi (n) i niezredukowanymi (n = 2n)
gametami. Podobng zalezno$¢ wykazano u potomstwa z krzyzowania 2n = 2x x 2n = 4x,
ktore pokazuja znaczng liczbe tetraploidow, oprocz oczekiwanego potomstwa

triploidalnego. Innym przyktadem moze by¢ 1% tetraploidalnego potomstwa uzyskanego
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na skutek krzyzowania wstecznego triploidalnego klonu topoli osiki (Populus tremula)
z diploidem (Bergstrom 1940) i 4 genotypy tetraploidalne bedace potomstwem
triploidalnych odmian jabtoni ’Boskoop’ i *Blenheim’ (Bergstrom 1938).

Calkowita ilos¢ DNA w jadrze organizmu jest ogolnie okreslana jako wielkos$¢
genomu i mierzona w pikogramach (pg), a ostatnio w liczbie par zasad (pz) (Dolezel i in.
2003, Olszewska i Matuszynska 2012). Naukowcy rozpocze¢li badania nad rozmiarem
genomu u réznych gatunkow roslin jeszcze przed poznaniem struktury DNA. Pierwsza
ro$ling, dla ktorej w 1951 roku oszacowano wielko$¢ genomu byla lilia dtugokwiatowa
Lilium longiflorum (Ogur i in. 1951). Z biegiem Ilat zmienialy si¢ metody
wykorzystywane do oceny wielkosci genomu, az do lat 80-tych XX wieku, kiedy to
opracowano metode FMC. Obecnie metoda ta jest szeroko stosowana nie tylko
w badaniach, ale takze w hodowli tworczej roslin (zwtaszcza w poliploidyzacji) (Loureiro
I in. 2010, Dodsworth i in. 2015, Sliwinska 2018). Bennett i Leitch (2005) podkreslali
znaczenie informacji o wielko$ci genomu w badaniach systematycznych
i filogenetycznych roslin. Co wigcej, u wielu taksonow dobrze udokumentowano,
ze zmiany w ilosci jadrowego DNA sa skorelowane z niektorymi cechami

kariologicznymi (Albach i Greilhuber 2004, Garnatje i in. 2004).

W badaniach wtasnych nad wielko$cig genomu 20 genotypow Hippeastrum
przeprowadzonych metodg FMC, oszacowano ich wielko$ci: dla formy diploidalnej na
poziomie 32,63 pg, form triploidalnych w przedziale 43,68-47,08 pg oraz form
tetraploidalnych w zakresie od 58,57 do 62,23 pg. Wedlug badan Poggio i innych (2007,
2014) dla diploidalnych gatunkow H. solandriflorum, H. psittacinum, H. evansiae
i H. tucumanum wielko$¢ genomu zostata oszacowana kolejno na 33,77 pg, 31,34 pg,
30,92 pg i 30,64 pg. Wyniki te sa porownywalne z wynikami wtasnymi uzyskanymi dla
diploidalnej odmiany ’Rio Negro’. Dodatkowo autorzy publikacji przebadali forme
triploidalng H. puniceum, ktorej wielkos¢ genomu wynosita 38,69 pg, tetraploidalng
H. reginae, ktorej wielko$¢ genomu wynosita 52,79 pg i H. rutilum - 48,93 pg. Wartosci
uzyskane przez autorow sg nizsze 0d uzyskanych wiasnych. Powodem moze by¢ fakt,
iz u dzikich gatunkéw moga wystepowaé roznice w wielkosci genomu u osobnikow
rosngcych w roznych strefach geograficznych i na r6znych wysokosciach nad poziomem
morza. Dodatkowo u form uprawnych réwniez stwierdza si¢ réznice w zawarto$ci
jadrowego DNA u réznych odmian majacych t¢ samg liczbg chromosomow (Olszewska

1 Matuszynska 2012). Badania wlasne oraz badania przeprowadzone przez zespot Poggio
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I innych (2007 i 2014) potwierdzaja, ze wielko$¢ genomu moze by¢ rézna u genotypow
0 takiej samej liczbie chromosoméw oraz zwigkszaé si¢ wraz ze wzrostem poziomu

ploidalnosci.

Co ciekawe, wykorzystana w badaniach wiasnych jedna z form ojcowskich —
odmiana *Gervase’ posiada okwiat, ktory wykazuje niejednorodnos¢ barwy. Moga na nim
pojawiac si¢ czerwone przebarwienia w mniejszym badz wigkszym stopniu, ale moga tez
nie ujawniac si¢ wcale. Przeprowadzenie badan FMC nad okre§leniem wielko$ci genomu
wykazato, iz ro$lina posiada 2 genomy jeden wigkszy — 60,29 pg oraz drugi mniejszy
o0 wielkosci 47,94 pg. Badania te wykazaty, ze genotyp ten jest miksoploidem. Takie
organizmy posiadajg komorki 0 roznej liczbie chromosomow (Krawczyk i Wasek 2011).
Liczba ta moze by¢ euploidalna, czy tez jak w badanym przypadku, aneuploidalna.
Badania nad okre$leniem liczby chromosoméw i poziomu ploidalno$ci nie wykazaty
obecnosci formy miksoploidalnej tego genotypu. Pozwolily na okreslenie tylko jednego
genomu — tetraploidalnego. Dalsze badania cytometryczne pozwolg na wykrycie
drugiego, aneuploidalnego genomu, ktéry najprawdopodobniej umiejscowiony jest

w innych czgéciach rosliny, przypuszczalnie w cze$ciach kwiatu.

W pracy doktorskiej podjeto wazne badania dotyczace mozliwosci stosowania
przyjaznych $rodowisku preparatow z grupy biostymulatorow na réznych etapach
mikrorozmnazania Hippeastrum i uprawy ex vitro. Biostymulatory, w zaleznosci od
pochodzenia, zawierajg rozne sktadniki hormonalne lub substancje, ktore moga wchodzi¢
w interakcje z ro$linami. Te naturalne, organiczne preparaty czesto zmniejszajg stres,
zwiekszaja aktywno$¢ fizjologiczng roslin czy polepszaja wzrost i rozwdj roslin, np.
rozwoj bryty korzeniowej. Wykorzystanie ich w warunkach ex vitro jest do$¢ czeste
(Basak 2008, Szabdé i in. 2011, Posmyk i Szafranska 2016). W poroéwnaniu do
tradycyjnego zastosowania biostymulatorow, niewiele jest jednak doniesien
0 wykorzystaniu ich w roslinnych kulturach in vitro ozdobnych geofitow jako
alternatywy dla powszechnie stosowanych regulatoréw wzrostu. Thorpe i inni (2008)
oraz Molnar i inni (2011) jednak potwierdzaja mozliwo$¢ wykorzystania naturalnych
substancji w mikrozmnazaniu ro$lin. Migdzy innymi mowa tu o dodatku wyciagu z alg
morskich, ktory moze by¢ zrodlem aminokwasoéw, peptydow, kwasow tluszczowych,
weglowodanow, witamin 1 fitohormondéw w réznych stezeniach. Potwierdzaja to badania
przeprowadzone na grochu (Pisum sativum), buraku (Beta vulgaris) i tytoniu (Nicotiana

tabacum). Stirk i inni (2002) oraz Orddg i inni (2004) w swoich badaniach udowodnili
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obecnos¢ roslinnych regulatorow wzrostu w wyciagach z alg morskich oraz bakterii

(cyjanobakterii), ktore moga by¢ uzytecznym ich zrodtem w kulturach tkankowych.

W  badaniach wiasnych wykazano wptyw suplementacji pozywki MS
biostymulatorami Goteo (0,2%) 1 Folium (0,5%) dla wigkszosci badanych cech
Hippeastrum. Zastosowanie biostymulatora Goteo wptyneto na zwigkszenie masy roslin
w ponad 65% przypadkow badanej populacji o $rednio 0,25 g. Podobne wyniki uzyskano
takze dla hipeastrum wczesniej, badajac wptyw suplementacji pozywki biostymulatorem
Goteo (0,1%) na parametry biometryczne klonu 18 H. xchmielii. Rosliny na pozywce
z biostymulatorem osiagnety mase 2,2 g, podczas gdy na pozywce kontrolnej wazyty
tylko 1,2 g, czyli niemal o potowe mniej (Sochacki i in. 2018).

W badaniach witasnych wykazano réwniez wplyw obu biostymulatorow na
dlugos¢ lisci. Biostymulator Goteo wplynat na zwigkszenie tego parametru u 35%
badanych genotypow $rednio o 1,82 cm, Folium u 15% genotypéw 0 1,41 cm, a w 20%
nie bylo r6znic pomig¢dzy dziataniem obu biostymulatoréw. Warto odnotowacé, ze badania
z uzyciem Folium jako suplementu pozywek in vitro byty zdecydowanie pionierskie,
gdyz brak jest jakichkolwiek doniesien literaturowych na ten temat. Zastosowanie jednak
biostymulatora na bazie wolnych aminokwasoéw w kulturach in vitro wydaje si¢ bardzo
dobrym kierunkiem badan, gdyz bardzo czesto dotychczas wzbogacato si¢ pozywki
réznymi aminokwasami. Wedlug zalecen producenta stosowanie tego biostymulatora
poprawia intensywnos$¢ fotosyntezy. Moga to potwierdzi¢ badania prowadzone przez
zespot Radkowskiego i innych (2020), ktorych celem byla ocena wptywu dolistnej
aplikacji aminokwasow na zawarto$¢ mikro- 1 makroelementow w fitomasie uzytkow
zielonych. Wykazali oni, iz biostymulator Folium spowodowat wzrost zawarto$ci potasu
0 14% w badanych roslinach tagkowych wzglgdem roslin nieopryskiwanych. Dodatkowo
zawarto$¢ mikroelementéw, takich jak miedZz i cynk w roslinach opryskiwanych
biostymulatorem wzrosta w stosunku do kontroli o 15%. Pierwiastki te warunkuja
aktywno$¢ enzymow fotosyntetycznych. Niedobdr potasu 1 cynku moze powodowac
zmniejszenie intensywno$ci fotosyntezy, a w skrajnych przypadkach nawet jej

zahamowanie.

W badaniach wlasnych suplementacja pozywki biostymulatorem Goteo
W znacznym stopniu, bo az w 75% populacji, wptyneta na zwigkszenie liczby korzeni,
$rednio o 1,39 szt. Dodatkowo u 20% genotypoéw wykazano wptyw obu biostymulatorow
na uzyskang liczbe korzeni, jednak tylko w jednym przypadku Goteo wplyneto na ich
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wigkszg liczbe niz biostymulator Folium. Dla trzech pozostatych genotypow nie
wykazano roéznic pomigdzy dziataniem obu biostymulatorow, mimo iz miaty wptyw na
zwigkszenie tego parametru wzgledem roslin uprawianych na pozywce kontrolnej.
Sochacki i inni (2018) zaobserwowali zwigkszenie si¢ liczby korzeni dla klonu
18 H. xchmielii oraz odmiany Double Roma’ — 13,3 19,8 szt. po dodaniu Goteo do
pozywek. Powodem moze by¢ obecnos$¢ naturalnych regulatoréw wzrostu - w tym auksyn
- zawartych w wyciagach z alg morskich (Ascophyllum nodosum). Orddgh i inni (2019)
w swoich badaniach wykorzystali biostymulator Kelpak, ktory rowniez zawiera w swoim
sktadzie podobnie jak Goteo wyciag z alg morskich (Ecklonia maxima). Dodatek do
pozywki 0,4 ml-I"! | biostymulatora Kelpak spowodowal wzrost liczby korzeni funki
(Hosta) odmiany *Gold Drop’ o 2,75 szt. wigcej niz w roslinach kontrolnych. Wg Craigie
(2011) preparaty zawierajace w swoim sktadzie egzogenne hormony z alg morskich, takie
jak auksyny czy cytokininy moga wykazywac¢ korzystne dziatanie na procesy ryzogenezy
w kulturach in vitro. Dodatkowo procesy te moga by¢ wspierane przez zawartos¢ innych

substancji organicznych.

Zaobserwowano rowniez, ze oba badane biostymulatory w odniesieniu do
pozywki MS suplementowanej standardowymi regulatorami wzrostu powodowaly
wzrost dtugosci korzeni u potowy badanych genotypoéw. Dodatkowo, w nielicznych
przypadkach, taka zalezno$¢ zaobserwowano w odniesieniu do pozostatych badanych
parametréw. Badania wiasne nie wykazaly wplywu obu biostymulatoréw na mase

samych cebul w 60% oraz na wspotczynnik ich namnazania az w 70%.

Ros$linne regulatory wzrostu powszechnie dodawane sg do pozywek podczas
rozmnazania ro$lin metoda in vitro, stosowane sg tez na innych etapach wzrostu i rozwoju
roslin. Odkrywane sa tez wcigz nowe substancje, ktore nalezy zbadaé wieloaspektowo
i okresli¢ ich wplyw na przebieg procesow zyciowych roslin. W przypadku nowych
regulatoréw wzrostu nie jest znany mechanizm ich dziatania i/lub ich wptyw, jaki moga
wywiera¢ na rosling. Przyktadami moga by¢ mT, a zwlaszcza KAR (Marciniak i in.
2023), o ktorych jest niewiele informacji lub nie ma ich wcale w odniesieniu do ich
dziatania w kulturach in vitro, szczegdlnie w przypadku roslin z grupy ozdobnych

geofitow (Aremu 1 in. 2016).

Oczywistym jest, ze stosowanie roznych egzogennych cytokinin w pozywkach
do rozmnazania in vitro promuje przede wszystkim proliferacje pedow (Van Staden i in.

2008, Huang i in. 2005b). Wiadomym jest rowniez, ze ich obecno$¢ w pozywce w wielu
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przypadkach jest pozadana oraz to, ze rézne cytokininy w niektorych stgzeniach moga
powodowac¢ negatywne skutki (Ivanova i Van Staden 2011). Mii i inni (1974) dowiedli,
ze kinetyna nie tylko jest mniej skuteczna W procesie cebulowania, ale réwniez
w wysokim stezeniu (10 mg-17!) jest toksyczna dla eksplantatow Hippeastrum. Badania
Naidoo i innych (2017) na krasnokwiecie Katarzyny (Scadoxus puniceus) potwierdzity,
ze dodanie cytokinin z grupy topolin do pozywki ztagodzitlo wplyw BA na tkanki
roslinne. Polaczenie BA 1 mT zmniejszylo wyciek substancji fenolowych do pozywki,
poprawito proliferacj¢ i rozwoj roslin. Reakcje roslin na rodzaj i stezenie danej cytokininy
w pozywce sa jednak zalezne od rodzaju botanicznego, gatunku, a nawet odmiany
(Naidoo i in. 2017). Innym interesujagcym zagadnieniem jest wplyw cytokinin
dodawanych do pozywki w fazie namnazania na podzniejsze ukorzenianie sig
eksplantatow. Istniejg doniesienia, ze stymulacja lub hamowanie ukorzeniania wystepuje
w zalezno$ci od cytokininy uzytej do prowadzenia kultury i jej zakumulowania
w komorkach roslinnych podczas fazy namnazania (Nakhooda i in. 2012). W badaniach
wilasnych nie wykazano toksycznego wpltyw mT na eksplantaty Hippeastrum. Jednak
pozywka suplementowana mT lub mT w potaczeniu z KAR: we wszystkich przypadkach
powodowata zahamowanie ukorzeniania si¢ mikrosadzonek w poréwnaniu do roslin na
pozywce kontrolnej oraz pozywce z dodatkiem samej KAR;1. Badania te pokazuja, ze mT
zahamowala lub zablokowatla dziatanie KAR3, ktéra samodzielnie dodana do pozywki

stymulowala ukorzenianie.

Dodatkowo odnotowano niewielki wptyw 2 ml- 1" mT na zwigkszenie
wspotczynnika namnazania cebul. Byt on widoczny tylko dla 4 badanych genotypow
(klon 6, odmiana "Rio Negro’ oraz klony 0050-15 i 0017-01). Warto jednak zwrocié
uwage na to, ze w przypadku rodziny Amaryllidaceae tylko u Hippeastrum organogeneza
bezposrednia (cebulowanie) w kulturach tkankowych zachodzi bez dodatku auksyn lub
przy bardzo niskim ich stezeniu (Hussey 1975). Dlatego uzyskane wyniki mogg by¢
odzwierciedleniem naturalnych zdolnosci merystemu tych genotypow do tworzenia
cebul. Innym powodem tak nisko zaznaczonego wpltywu mT na cebulowanie moze by¢
zbyt niskie ste¢zenie mT w pozywce. W badaniach nad cyklicznym namnazaniem pgdow
innej rosliny cebulowej - tulipana *Serce Warszawy’, Sochacki i inni (2023), sposrod
sze$ciu testowanych suplementacji pozywki, uzyskali najlepsze wyniki stosujac mT

W 2,5 raza wyzszym stezenil, tj. 5 ml-1"".
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Pojawiajg si¢ coraz liczniejsze doniesienia literaturowe o wptywie karrikin na
procesy fizjologiczne i morfologi¢ roslin, ktore nie sa naturalnie poddane dziataniu tego
regulatora wzrostu (Kulkarni i in. 2010, Guo i in. 2013, Kumari i in. 2014, Akeel i in.
2019, Marciniak i in. 2023). Kazda z nich wywotuje rozne efekty w zaleznosci od gatunku

ro$liny lub stosowanego stezenia (Nelson i in. 2009, Waters 2017).

Te zwigzki chemiczne pozytywnie wplywaja na parametry biometryczne roslin
w kulturach in vitro. Potwierdzono ich wplyw na szybko$¢ kietkowania pytku
| wydtuzania si¢ tagiewek pytkowych u kilku gatunkéw z rodziny Amaryllidaceae
w warunkach in vitro. Wchodza tez w interakcje z innymi regulatorami wzrostu, na
przyktad z auksynami, cytokininami, giberelinami, kwasem abscysynowym lub etylenem
(Papenfusaiin. 2013, Marciniak i in. 2023). Badania wtasne nie potwierdzity pozytywnej
interakcji mT z KAR:. Wptyw samej KAR1 na badane parametry biometryczne byt
bardziej znaczacy niz W potaczeniu z mT. W badaniach wilasnych wykazano wplyw
KAR: na wigkszo$¢ badanych parametrow wzgledem mT oraz mT w polaczeniu z KARj,
dodatkowo jednak wptyw KAR: nie byt rozny od kontroli. W przypadku masy roslin,
19 genotypow posiadato taka samg mase jak rosliny kontrolne, ale wyzsza niz te
uprawiane na pozywce suplementowanej mT oraz mT z dodatkiem KAR;:. Podobng
zalezno$¢ wykazano dla masy cebul (16 genotypow), dtugosci lisci (15 genotypow) oraz
dtugosci korzeni (15 genotypow). W przypadku liczby korzeni wida¢ byto istotny wptyw
KAR;: na ich liczbe dla 15 badanych genotypoéw. Srednio jedna roslina uprawiana na
pozywce z dodatkiem KAR1 posiadata 0,95 korzenia wigcej niz te uprawiane na pozywce
kontrolnej. Podobny efekt KAR na zwigkszenie liczby korzeni uzyskali w swoich
badaniach Aremu i inni (2016). Suplementacja pozywki KAR: w stezeniu 108 M
spowodowata zwigkszenie liczby korzeni mikrosadzonek Eucomis autumnalis. Wedtug
badan Yang i inni (2019) KAR stymuluje rozwdj nowych korzeni u A. thaliana. Zjawisko
to wg Villaecija-Aguilar i innych (2019) oraz Swarbreck (2021) jest powigzane ze
szlakiem sygnalizacji KAI2Z/IMAX2/SMAXL. Co ciekawe, sygnalizacja strigolaktonow
(SL) i KAR wspolnie kontroluje liczbe korzeni bocznych, podczas gdy wiekszos¢ cech
korzeni, w tym kierunek wzrostu korzeni, prostoliniowo$¢ korzeni i rozwoj wtosnikow,
okreslana jest wylgcznie przez sygnalizacj¢ KAR. Kluczowym jest zatem prowadzenie

dalszych badan nad mT oraz KAR (Villaecija-Aguilar i in. 2019).

Ostatnim, bardzo waznym etapem produkcji roslinnej z wykorzystaniem kultur

in vitro jest etap aklimatyzacji. Na jego powodzenie ma wplyw wiele czynnikéw, np.:
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warunki $rodowiskowe panujace w pokoju wzrostowym czy szklarni, warunki fizyko-
chemiczne podtoza (Chandra i in. 2010) czy suplementacja aklimatyzowanych roslin
zwigzkami wspomagajacymi ten proces (Masondo i in. 2022). Do takich nalezg zar6wno
regulatory wzrostu, jak uzyta w pracy KAR1, czy biostymulatory — Goteo i Folium. Ich
zadaniem jest wsparcie roslin w procesie adaptacyjnym do nowych warunkow, czesto
polegajace na zahamowaniu reakcji stresowych. Badania Santnera i innych (2009)
potwierdzajg zaangazowanie roslinnych regulatorow wzrostu w odpowiedzi roslin na
stres. Fitohormony to substancje, ktore nawet w niewielkich ilosciach wplywaja na
metabolizm i procesy fizjologiczne w roslinach. W badaniach wlasnych dowiedziono, ze
dziatanie zaréwno regulatorow, jak 1 biostymulatorow jest swoiste dla badanego

genotypu.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze KAR1 w procesie aklimatyzacji wptywa
na wzrost wartosci takich parametrow jak: masa roslin u 30% badanych genotypow
$rednio 0 0,60 g, liczba lisci 0 0,60 szt. u 20%, liczba korzeni o 1,94 szt. u 95% oraz
dhugo$¢ korzeni 0 1,11 cm u 20% genotypow, W pordéwnaniu do roslin kontrolnych.
W przypadku liczby korzeni roliny traktowane KAR1 (10° M) cechowatly sie nawet
wyzszg ich liczbg niz w przypadku innych traktowan — np.: wzgledem Goteo wyzsze
wyniki uzyskano dla 9 genotypéw. Pozytywny efekt KAR potwierdzaja liczne
doniesienia literaturowe, jednak moéwia one gltéwnie 0 stymulowaniu procesu
kietkowania nasion oraz na przeciwdzialaniu oddziatywania czynnikow stresowych,
poprawiajac parametry wzrostowe siewek i starszych roslin (Yang i in. 2019, Catav i in.
2021, Kiigiikakyiiz 1 Catav 2021, Fang 1 in. 2023). Na przyktadzie wynikéw wtasnych
otrzymanych na etapie aklimatyzacji mozna przypuszczac, ze stosowanie KAR w trakcie
tego procesu moze skutecznie poprawi¢ jego efektywnos¢, ale rowniez przyczyni¢ si¢ do
lepszego pdzniejszego wzrostu i rozwoju otrzymanych roslin. Wynika¢ to moze z reakcji
fagodzenia stresOw zwigzanych ze zmiang warunkow uprawy. Powstawanie reaktywnych
form tlenu, a w konsekwencji aktywacja enzymow stresu oksydacyjnego oraz innych
procesOw ochronnych jest dla roslin charakterystyczng metodg przeciwdziatania tym
niekorzystnym zjawiskom. Potwierdzajg to badania Dixon i innych. (2009), Kim i innych
(2017), Li i innych (2017b), Banerjee i innych (2019), Ahmad i innych (2021).

W przypadku wykorzystanych biostymulatorow — Goteo i Folium, na badane
parametry korzystny efekt w procesie aklimatyzacji przyniosto zastosowanie pierwszego

z nich. Wzglgdem ros$lin kontrolnych Goteo spowodowal wzrost masy roslin
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u 4 genotypow o srednio 0,60 g (20% populacji), zwigkszenie liczby korzeni 0 1,20 szt.
u 14 (70%) oraz ich dtugosci 0 0,97 cm u 8 (40%). Podobng zalezno$¢ dla cech korzeni
przedstawili w swoich badaniach Lindsey i inni (1998), jednak do aklimatyzacji
wykorzystali oni inny preparat zawierajacy, podobnie jak Goteo, wyciagg z alg morskich
(Ecklonia maxima) — Kelpak. Uzyskali oni wyzszg mas¢ korzeni w przypadku obu
badanych gatunkoéw — Kniphofia pauciflora i Scilla kraussii, co oznacza¢ moze, ze byto
ich wigcej lub byly one diuzsze w stosunku do roslin nietraktowanych tym
biostymulatorem. Grzelak i inni (2024) w swoim doswiadczeniu dotyczacym procesu
aklimatyzacji ro$lin jezowki purpurowej (Echinacea purpurea) roéwniez wykorzystali
biostymulator Goteo. Wykazali oni, ze zastosowanie tego preparatu pozwolilo na
uzyskanie roslin o znacznie dluzszych korzeniach, jednak nie miat on wptywu na ich
liczbe w odniesieniu do kontroli. Dodatkowo dla aklimatyzowanych roslin jezowki
policzono liczbg lisci. Okazato si¢, ze w odniesieniu do kontroli nie byto ich wigcej
uroslin traktowanych biostymulatorem Goteo. W badaniach wlasnych uzyskano
analogiczne wyniki dla 9 z 20 badanych genotypow, co stanowi blisko potowe catej

badanej populacji.

Jednym z zatozen pracy bylo zbadanie wplywu wybranych czynnikow na
parametry biometryczne badanych genotypow Hippeastrum, rozmnozonych in vitro, po
7 tygodniach uprawy w kontrolowanych warunkach pokoju wzrostowego (fitotronu)
(21°C oraz 16—godzinny dzien). Podwyszynska i Nowak (2004) przeprowadzili podobne
badania, w ktorych badali m.in. wptyw nawozenia oraz warunkéw uprawy (pole,
szklarnia, fitotron) na wzrost i rozwoj cebul tulipana — analogicznie jak badane
hipeastrum, uzyskanych metoda kultur tkankowych. Otrzymane wyniki wykazaty
niekorzystny wplyw wysokiej temperatury na przyrost masy cebul w uprawie
szklarniowej. Odnoszac te wyniki do badan wtasnych, state kontrolowane warunki
uprawy moga dostarczy¢ rzetelniejszych informacji na temat wptywu poszczegolnych

substancji wykorzystanych w do$wiadczeniu.

W badaniach wlasnych zaobserwowano wpltyw wszystkich uzytych
w doswiadczeniu traktowan na mas¢ ro$lin. Zastosowanie nawozu Kristalon
spowodowato wzrost masy w przypadku 18 genotypow, co stanowi 90% badanej
populacji. Kolejno, zastosowanie Folium i KAR;: - wplyw na wzrost masy dla 60%
genotypow oraz Goteo - dla 50% genotypow wzgledem roslin podlewanych woda.

W przypadku 13 genotypéw - nawozenie Kristalonem spowodowato uzyskanie
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najwigkszej masy roslin, zwigkszajac ja srednio o 3,21 g, co oczywiscie nie jest

zaskoczeniem.

Pojawiajg si¢ nieliczne doniesienia na temat wykorzystania nawozu Kristalon
Zielony w uprawie roslin ozdobnych, ktéry wspomaga odzywienie, a co za tym idzie
lepszy wzrost i rozwdj roslin (Czuchaj i Szczepaniak 2006, Guzikowski i Szczepaniak
2013, Krzyminska i in. 2017). Dlatego w doswiadczeniach wlasnych postanowiono
wybra¢ ten wielosktadnikowy nawdz 1 oceni¢ jego wplyw na wzrost i rozwoj roslin
Hippeastrum. W swoich badaniach Inkham i inni (2022) wykazali, ze Hippeastrum Red
Lion’ zasilane 2,5 g i 5 g dawka nawozu 15-15-15 (N-P-K) na doniczke¢ miesigcznie
wptyng¢to na odpowiednie odzywienie cebul, co przektadato si¢ na pdzniejszy wzrost
i jako$¢ roslin. Masy cebul nawozonych dawka 2,5 g (200,6 —426,1 g) i dawka 5 g (221,3
—511,5 g) byly istotnie wigksze od masy cebul roslin nienawozonych (170,1 — 274,9 g).
Wyniki wskazuja rowniez, ze brak nawozenia zmniejszyt wysokos¢ roslin i liczbe lisci,
co wykazano w badaniach wlasnych dla hipeastrum. Wynika to z faktu, ze liScie sg
gtownym Zrodtem produkcji sktadnikow odzywcezych dla roslin w procesie fotosyntezy,
a cebule sg organem spichrzowym, w ktorym przechowywane sa materiaty zapasowe.
Wojdyta (2019) w swoich doswiadczeniach z uzyciem biostymulatora Folium 0,1%
w ochronie roézy przed maczniakiem wykazal, ze jego dodatek spowodowal wzrost
$wiezej masy roslin wzgledem kontroli. Dodatkowo, w potaczeniu z badanymi
fungicydami odnotowano wzrost §wiezej masy ro$lin 0 11,3 — 23,8%, w porownaniu do
roslin kontrolnych. W badaniach Uddin i inni (2023) zastosowanie roztworu KARy
w stezeniu 10° M do moczenia klaczy miety (Mentha arvensis) spowodowato wzrost
masy roslin (69,06 g) wzglgdem roslin kontrolnych, ktoére osiggnety mase 59,70 g.
Podobnie w badaniach wlasnych to samo stezenie KAR: spowodowalo wzrost masy
roslin dla 6 genotypow. W przypadku drugiego biostymulatora — Goteo, podobne wyniKki
zZ jego zastosowaniem w stezeniu (0,1%) uzyskali Sochacki i inni (2017) badajac wptyw
na dwa genotypy lilii ’Brindisi’ (mieszaniec LA) oraz ’Santander’ (mieszaniec
orientalny). Wykazali oni, ze dla obu badanych genotypow zastosowanie biostymulatora
Goteo wptyneto na przyrost masy cebul. Dla odmiany ’Brindisi’ o 0,69 g, a dla
’Santander’ 0 0,28 g wzgledem roslin kontrolnych.

W przypadku liczby lisci badanych genotypow hipeastrum, zastosowanie nawozu
Kristalon Zielony i biostymulatora Folium spowodowato zwickszenie ich liczby

W poréwnaniu do roslin podlewanych woda. Naw6z zwigkszyt warto$¢ tego parametru
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dla 95% badanych roslin, a w 8 przypadkach (40%) liczba lisci byta najwyzsza i wynosila
$rednio 0 1,09 szt. wigcej niz u roslin kontrolnych. Biostymulator Folium za§ wptynat na
wzrost liczby lisci dla 75% genotypow, jednakze w 11 przypadkach (55%) badanej
populacji byty to wartosci takie same jak uzyskane dla traktowan nawozem. Inkham i inni
(2022) w swoich badaniach réwniez uzyskali dtuzsze liscie u roslin Hippeastrum po
zastosowaniu nawozu 15-15-15 (N-P-K) w dawce 5 g na miesigc. Rosliny posiadaty o 1,5

szt. wiecej lisci niz rosliny kontrolne.

Zastosowanie nawozu Kristalon spowodowato wydtuzenie si¢ lisci w przypadku
12 genotypow (60%) 0 4,51 cm, zastosowanie Goteo w 7 przypadkach (35%) o 3,20 cm,
a Folium u 8 genotypow (40%) o 4,49 cm. Dodatkowo zaobserwowano, ze w 30%
zastosowanie Folium dato taki sam efekt jak zastosowanie Kristalonu Zielonego.
W(g Sochackiego i innych (2018) zastosowanie nawozu Florovit 0,2% spowodowato
wzrost dtugosci lisci klonu 18 H. xchmielii (34,70 cm) wzgledem roslin kontrolnych
(30,10 cm). Mozna zaobserwowac taka tendencj¢ rowniez w roslinach klonu 18 oraz
odmiany ’Double Roma’ traktowanych biostymulatorem Goteo. W obu przypadkach

liscie byty dtuzsze 0 1,60 i 1,20 cm od lisci roslin kontrolnych.

Wykazano wplyw wszystkich stosowanych substancji na liczbe korzeni.
Najwicksza liczbe korzeni uzyskano u 18 genotypow (90% badanej populacji)
traktowanych KARy, $rednio 0 4,42 szt. na jedng cebule. W przypadku biostymulatora
Goteo, parametr ten zwigkszyt si¢ 0 3,26 szt. dla 10 genotypow (50%). Kolejno wyzsza
liczbe korzeni ($rednio o 2,45 szt) uzyskano dla 12 genotypow (60%) roslin
traktowanych nawozem Kristalon Zielony. Wiadome jest, ze KAR moze wptywaé na
procesy ryzogenezy w interakcji z etylenem. Tak zwana ,,sygnalizacja Karrikinowa”
reguluje procesy biosyntezy etylenu, co skutkuje zmieniong architektura bryly
korzeniowej (Carbonnel i in. 2020). KAR 1acza sie¢ z enzymem hydrolitycznym KAI2
(KAI20/B), zmieniajac jego konformacj¢ tak, aby mogt oddziatywac z MAX2, tworzac
kompleks z Dbiatkiem supresorowym SMAX1. SMAX1 ulega ubikwitynacji
i degradowany jest przez proteasom 26S. Skutkuje to syntezg ACS7 (kodujacego
prekursora etylenu ACC), co prowadzi do zwigkszonej syntezy etylenu (Morffy i in.
2016, Banerjee i in. 2019, Antala i in. 2020, Swarbreck 2021). Proces ten wykazano
w badaniach przeprowadzonych na przedstawicielu wodnych geofitow — Lotus
japonicus, gdzie hamowal on wzrost korzenia pierwotnego i stymulowat wydluzanie

wlosnikéw. Sadzonki mutantéw biatka SMAXI1 miaty do 50% krotsze korzenie
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pierwotne 1 do 300% dluzsze wlosniki niz kontrola, przy znacznie zwigkszonej
biosyntezie etylenu. Tak wigc sygnalizacja karrikinowa reguluje biosyntez¢ etylenu,
a tym samym wplywa na rozwoj 1 wyglad systemu korzeniowego (Carbonnel 1 in. 2020).
W przypadku Arabidopsis wykazano, ze KAI2 kontroluje zaginanie korzeni (kat do
pionu), gestos¢ 1 dhugos¢ wilosnikéw korzeniowych, wpltywajac w ten sposéb na

architekture systemu korzeniowego (Swarbreck i in. 2019).

Dla Goteo podobna zaleznos¢ wykazali Sochacki i inni (2017). Traktowanie
roslin biostymulatorem pozwolito na wytworzenie wigkszej liczby korzeni 0 0,60 szt.
u odmiany ’Santander’ w poréwnaniu z ros$linami kontrolnymi. Obecnos$¢ zawartych
w Goteo pierwiastkow takich jak fosfor i potas, a dodatkowo wyciagu z alg morskich
(Ascophyllum nodosum) moze wspomagac rozwdj systemu korzeniowego. Wg Widtak
(2016) fosfor w naturalnych warunkach wystepuje w zwigzkach organicznych

i mineralnych gleby i wspomaga rozbudowe systemu korzeniowego roslin.

W wigkszosci badanych genotypéw nie wykazano wplywu stosowanych
substancji na dlugo$¢ korzeni. Takg zalezno$¢ wykazano dla 12 genotypow, CO stanowi

60% badanej populacji.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz konieczne jest prowadzenie dalszych badan
Z wykorzystaniem biostymulatoréw i regulatoréw wzrostu w celu okreslenia ich wptywu

na parametry biometryczne oraz organy spichrzowe ozdobnych geofitow.

Cukry pelnig rézne zadania w ros$linach, dlatego weglowodany mozna podzieli¢
na trzy grupy funkcyjne. Pierwsza to weglowodany strukturalne, budulcowe.
Przyktadami sa celuloza lub hemiceluloza $ciany komodrkowej. Druga grupa sg to
weglowodany zapasowe, takie jak skrobia, fruktany (Nelson i Spollen 1987)
czy glukomannany. Trzecia grupa to cukry metaboliczne, takie jak np.: sacharoza,
glukoza czy fruktoza. Hippeastrum posiada cebulg jako wieloletnig strukture, ktora jest
rezerwuarem weglowodandw zapasowych mogacych odgrywaé gildwna role w procesach
wzrostu 1 rozwoju (Miller 1992). Taka zalezno$¢ wykryto w cebulach lachenalii
(Lachenalia minima) (Toit i in. 2004) czy nalgzacej do tej samej rodziny, $niezyczki
przebisnieg (Glanthus nivalis) (Orthen i Wehrmeyer 2004). W badaniach wtasnych
skupiono si¢ na wplywie réznych czynnikdw na zawarto$ci weglowodanow z drugiej
grupy — skrobi oraz fruktanow. Glowna rdznicg migdzy skrobia, a fruktanami, poza ich

struktura, jest lokalizacja komérkowa i rozpuszczalno$é. Skrobia jest nierozpuszczalna
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I zlokalizowana w plastydach, podczas gdy fruktany sa rozpuszczalne w wodzie
I przechowywane w wakuolach (Pilon-Smits i in. 1995). Jest to niezwykle istotne
w przypadku tej grupy roslin, poniewaz wyzsza koncentracja cukrow poprawia zdolnos¢
przechowalnicza organdéw spichrzowych, a w konsekwencji stymuluje to ro$ling do
intensywnego wzrostu, ale rowniez pozwala na obfite kwitnienie. Badania sugeruja, ze
fruktany uczestnicza w mechanizmach regulacji osmotycznej chronigcych rosliny przed
suszg, niska temperaturg i wysokim zasoleniem (Livingston i in. 2009, Garcia i in. 2011,
Rigui i in. 2015). W badaniach Jirakiattikul (1999) wysokie stezenie fruktanow
w cebulach Hippeastrum potwierdzito, ze fruktany sa waznym weglowodanem
magazynujacym. Znaczny spadek koncentracji fruktandéw podczas kwitnienia pokazat, ze
byly one zaangazowane w proces rozwoju kwiatu, a hydroliza enzymatyczna fruktanow
w tuskach 1 przemieszczanie si¢ cukrow prostych w pedzie kwiatostanowym wskazuje,
ze s3 one zaangazowane w rozwodj kwiatow i kwiatostanéw. Odkrycie to byto zgodne
z badaniami opublikowanymi przez Lambrechtsa i innych (1994), gdzie fruktany zaczety

gromadzi¢ si¢ w todydze wstepnie schtodzonych cebul tulipana.

Dostepne dane literaturowe na temat zawartosci skrobi i fruktanow w ro$linach
pokazuja, ze akumulacja tych cukrow moze by¢ warunkowana pochodzeniem,
predyspozycjami do magazynowania konkretnego cukru, a takze fazy rozwojowej
(zwtaszcza w przypadku geofitow). Nawet u blisko spokrewnionych ze sobg gatunkow,
dwoch genotypow cykorii: cykorii podréznik (Cichorium intybus) i endywii (Cichorium
endivia) zawartos¢ skrobi w lisciach rozni si¢ istotnie (Moscatello i in. 2023). Takze
Ranwala 1 inni (2008) okreslajac zawartosci skrobi 1 fruktanéw dla wybranych gatunkow
geofitow, wykazali w niektorych przypadkach skrajne réznice pomigdzy ich koncentracja
u tego samego osobnika oraz roznice migdzy gatunkami. W przypadku czosnkow
zawarto$¢ fruktanéw wynosita dla czosnku karatawskiego (Allium karataviense) *Ivory
Queen’ 439 mg-g'ls.m., czosnku okazatego (A. hollandicum) *Purple Sensation’ 478
mg-gs.m., a czosnku neapolitanskiego (A. neapolitanum) 505 mg-g'ts.m. Co ciekawe
w gatunkach tych w ogoéle nie wykryto skrobi. Innym przebadanym gatunkiem byta
$niezyczka przebisnieg (Galanthus nivalis), ktéra posiadata 492 mg-g™s.m. skrobi,
z czego tylko 149 mg-gls.m. w cebulach. Rowniez dla narcyzéw (Narcissus) wykazano
znaczne réznice w zawarto$ci tych weglowodanow zapasowych. Odmiany °Téte-a-Téte’,
’Minnow’ czy *Carlton’ posiadaty odpowiednio 664, 564 i 685 mg-g™s.m. skrobi i tylko
30, 85 i 33 mg-gls.m. fruktanéw w swoich cebulach. Wyniki innych badan (Petkova
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I in. 2019) okreslajacych zawarto$¢ fruktanow w materiale zielnym czosnkow takze
wykazuja znaczne réznice pomiedzy gatunkami: u szczypiorku (A. schoenoprasum)
56,60 mg-g's.m., u czosnku niedzwiedziego (A. ursinum) 22,00 mg-g*s.m, a u czosnku
butgarskiego (A. siculum) 23,10 mg-g's.m. Wyniki takie wskazuja jasno, ze rosliny
nalezagce nawet do jednego rodzaju botanicznego, moga mie¢ rdzng zawarto$¢ fruktanow
w réznych miejscach ich magazynowania w roslinach. Orthen (2001) raportuje, ze
stosunek fruktanéw do skrobi w cebulach lachenalii (Lachenalia minima) wynosit 1,4, co
wskazuje, ze oba cukry gromadzone byly w podobnych ilosciach. Podczas przejscia
z fazy spoczynku do fazy wzrostu i rozwoju zawarto$¢ fruktanow pozostawata na dos¢
stalym poziomie ok. 400 mg-g?'s.m., podczas gdy calkowita zawarto$¢ skrobi spadta
z 369 mg-g's.m. do 256 mg-gls.m.

Na podstawie witasnych analiz akumulacji skrobi w 15 badanych klonach
hodowlanych 1 ich formach rodzicielskich wida¢, ze cukier ten gromadzit si¢
w wigkszych ilo$ciach az w 6 genotypach potomnych (0037-13, 0050-16, 0072-17, 0004-
04, 0004-05 i 0015-03) w porownaniu do ich form rodzicielskich. Kolejna grupe
stanowity klony, ktore gromadzity wigcej skrobi niz formy mateczne, ale mniej niz formy
ojcowskie. Byly to 4 genotypy: 0040-31, 0050-15, 0023-11 i 0062-10. Dwa klony
hodowlane 0003-13 i1 0017-01 koncentrowaty wigcej skrobi niz formy mateczne, ale tyle
samo co formy ojcowskie. Jeden genotyp 0021-10 posiadat mniej skrobi niz forma
ojcowska i tyle samo co forma mateczna, a klony 0033-10 i 0075-25 miaty mniejsza
zawarto$¢ tego cukru niz obie formy wyjsciowe. Dla fruktanéw podobng zaleznos¢
wykazano tylko w dwoch przypadkach. Pierwszy z nich to 8 genotypow (0037-13, 0040-
31, 0050-15, 0050-16, 0072-17, 0004-05, 0015-03 i 0017-01), ktore kumulowaly wiece;j
niz obie formy wyj$ciowe. Drugi przypadek to 7 genotypow (0033-10, 0003-13, 0004-
04, 0021-10, 0023-11, 0062-10 i 0075-25), w ktorych zawartos¢ fruktanow w cebulach

byta wyzsza niz u formy ojcowskiej, ale nizsza niz u formy matecznej.

Wydaje si¢ zatem, ze programy hodowlane dla geofitow, w tym takze dla
Hippeastrum, powinny nie tylko skupia¢ si¢ na selekcjonowaniu roslin o kompaktowym
pokroju czy dekoracyjnych kwiatach, co jest oczywistym priorytetem w hodowli roslin
ozdobnych, ale zwraca¢ rowniez uwage na mozliwosci genotypu do magazynowania
wigkszych ilosci cukréw w cebulach. To bowiem przyczyni si¢ do otrzymywania odmian
lepiej przystosowanych do wymagan produkcji ogrodniczej oraz do warunkow

zmieniajacego si¢ klimatu.
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Zastosowanie egzogennych czynnikow, takich jak niska podaz azotu, niska
temperatura czy susza moze wplyna¢ na zmiany zawartosci Skrobi i fruktanow
w roslinach oraz organach ich akumulacji (Wang i Tillberg 1996, Garcia i in. 2011,
Suarez-Gonzalez i in. 2014, Abeynayake i in. 2015, Trevisan i in. 2014, Dien i in. 2019).
Wg Treder (2002) zastosowanie do$wietlania w uprawie lilii odmiany ’Stargazer’
spowodowato wzrost zawarto$ci skrobi zaréwno w tuskach cebul matecznych, jak
i tuskach cebul potomnych. Wg Engelbrecht i innych (2010) zawarto$¢ skrobi w cebulach
lachenalii (Lachenalia) spadta z 7,15% u ro$lin nienawozonych fosforem do 6,75% przy
dawce 80 kg P ha™. Jednak najwyzsza zawarto$¢ skrobi w cebulach roslin odnotowano
przy dawce 10 kg ha™t. Dodatkowo widoczne jest wspotdzialanie azotu i fosforu, ktore
znaczgco wplywa na zawarto$¢ skrobi w cebulach, ale nie wykazuje wyraznego trendu.
Wyniki uzyskane przez Wanga i Tillberga (1996) pokazujg, ze niedobdr azotu
w przypadku jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare) spowodowal wzrost
zawartosci skrobi do 200% i fruktanow do 700% w stosunku do kontroli. Badania te
wskazujg, ze fruktany sg glownym weglowodanem gromadzonym w lisciach pod
wptywem niedoboru azotu. Podobnag zalezno$¢ w swoich badaniach wykazali Moscatello
i inni (2023) badajac zawarto$¢ fruktandéw w spichrzowych korzeniach endywi
(Cichorium endivia). Traktowanie roslin azotanem wapnia Ca(NOs3). spowodowato

zwigkszenie zawarto$ci fruktanow wzgledem roslin kontrolnych.

W  badaniach wtasnych traktowanie roslin poszczegdlnymi substancjami
spowodowato wzrost lub ograniczenie zawarto$¢ skrobi w cebulach. U wszystkich form
wyjéciowych oraz klondow hodowlanych, traktowanie KAR: spowodowato
nagromadzenie w cebulach srednio najwigkszej ilosci skrobi. Widaé roéwniez znaczacy
wplyw obnizenia kumulacji skrobi po zastosowaniu nawozu Kristalon Zielony
u wszystkich genotypow w poréownaniu do traktowan biostymulatorem Goteo
i regulatorem KARi. Wynika¢ to moze z tego, ze roslina majgca stalty dostep do
sktadnikow mineralnych kontynuuje intensywny wzrost i rozwo6j, a pomija proces
akumulacji weglowodanow zapasowych w cebuli. W przypadku Folium efekt ten byt
rézny. Dla genotypoéw pochodzacych ze skrzyzowania klonu 6 H. xchmielii z odmiang
’Gervase’ | ’Royal Velvet’, koncentracja skrobi po traktowaniu tym biostymulatorem
byla wyzsza niz w kombinacji z nawozem Kiristalon. Dla klonu 18 H. xchmielii oraz
odmian ’Gervase’ 1 ’Rio Negro’, a takze klonow potomnych pochodzacych z tych

krzyzowan, koncentracja byta taka sama dla nawozenia i biostymulacji, a w przypadku
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genotypow pochodzacych z krzyzowania klonu 18 z ’Royal Velvet’, zawarto$¢ skrobi
w cebulach nawozonych byla wyzsza niz po zastosowaniu biostymulatora Folium.
Analogicznie dla fruktanow, $rednia zawarto$¢ tego cukru w cebulach wiekszosci
badanych genotypow byta najwyzsza wzgledem pozostatych traktowan po zastosowaniu
KAR:. Réwniez i w tym przypadku zastosowanie nawozu Kristalon Zielony obnizyto
srednig koncentracj¢ tego cukru w cebulach wzgledem biostymulatora Goteo i regulatora
KAR:. Zastosowanie biostymulatora Folium spowodowalo obnizenie zawartosci

fruktanéw u wszystkich genotypow wzgledem zastosowanego nawozenia.
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7. Podsumowanie i wnioski

Zwartnica (Hippeastrum sp.) jest jednym z chgtniej uprawianych geofitow,
zarOwno na kwiat cigty, jak i jako roslina doniczkowa, a z roku na rok zyskuje na
popularnos$ci. Stawia to nowe wyzwania przed ogrodnikami, ale takze hodowcami. Na
ogrodnikach wymusza to zwigkszenie produkcji materiatu wysokiej jakos$ci, aby sprostaé
wzrastajgcemu zapotrzebowaniu coraz bardziej wymagajacego rynku. W produkcji
ogrodniczej cebule hipeastrum pozyskuje si¢ z plantacji reprodukcyjnych, rozmnaza
przez sadzonki dwuluskowe lub metods in vitro. W przypadku mikrorozmnazania,
metoda wymaga cigglego doskonalenia i zwigkszania efektywnosci. Uwaga skupia si¢ na
stosowaniu réznych roslinnych regulatorow wzrostu lub ich naturalnych zamiennikéw
dodawanych do pozywek. Z jednej strony bada si¢ zatem nowe grupy regulatorow lub
nowe substancje z poznanych juz grup, z drugiej za$ biostymulatory, ktérych wptyw
W uprawie ro$lin jest juz dos¢ dobrze poznany, jednak doniesien o ich dziataniu
w kulturach in vitro jest wcigz bardzo mato. Mikrosadzonki otrzymane in vitro
aklimatyzuje si¢ i uprawia do momentu, az ich cebule osiggna wlasciwa wielkos$¢ i stang
si¢ materialem handlowym. W celu skrdcenia okresu juwenilnego roslin stosuje si¢
nawozy, ale takze rdzne preparaty z grupy biostymulatoréw i regulatoréw wzrostu, ktore
wplywaja stymulujaco na wzrost i rozwoj roslin. Wptywaja tez na architekture bryty
korzeniowej, a co za tym idzie zwigkszajg zdolnosci roslin do pobierania makro-
I mikroelementow. W cebulach zwigksza si¢ tez zawarto$¢ niezwykle istotnych cukrow
zapasowych, ktore wplywaja na zdolnos$¢ przechowalnicza cebul, a w p6zniejszym etapie

na wzrost 1 rozwo0j roslin oraz kwitnienie.

Blisko 200-letnia hodowla Hippeastrum przyczynita si¢ do powstania licznych
odmian, ktore dostgpne sa na rynkach catego swiata. Dzi§ wigkszo$¢ z nich pochodzi
z Niderlandéw, Republiki Potudniowej Afryki czy USA, ale rowniez z Indii, Chin
I Japonii. Brak — jak dotad - odmian wyhodowanych w Polsce, cho¢ w Szkole Glowne;j
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie w 1993 roku uzyskany zostal mieszaniec
Hippeastrum xchmielii, z ktéorego populacji wyselekcjonowano i1 rozmnozono
wegetatywnie co najmniej kilkanascie ciekawych klonéw hodowlanych. Zaden jednak
nie zostal skomercjalizowany jako odmiana. Duza liczba odmian na rynku oraz ich
zroznicowanie pod wzgledem morfologicznym, spowodowata wyodrebnienie 9 grup

mig¢dzynarodowej klasyfikacji ogrodniczej w celu ich usystematyzowania. UPOV
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opracowuje deskryptory morfologiczne do przeprowadzania testow na odrgbnosc,
wyrdéwnanie itrwato$¢ nowych odmian roslin uprawnych. W 2001 roku UPOV
opracowala taki deskryptor dla rodzaju Hippeastrum (Amaryllis). W przypadku badania
odrebnosci odmianowej, wykorzystuje si¢ rowniez markery genetyczne i molekularne,
ktore sa niezwykle pomocne, a czasami niezbedne w identyfikacji i ocenie nowych

mieszancow.

Z dawnych klonow H. xchmielii, w nowym programie hodowlanym SGGW
rozpoczetym w 2018 roku wykorzystano klony 6 1 18 jako formy mateczne oraz trzy
odmiany ’Gervase’, 'Rio Negro’ oraz ’'Royal Velvet’ jako ojcowskie. Celem bylo
uzyskanie genotypoéw o atrakcyjniejszych kwiatach, mogacych w przysziosci sta¢ si¢
nowymi polskimi odmianami. Uzyskana z tych krzyzowan populacja siewek
mieszancowych, a w dalszej konsekwencji wyselekcjonowanych i rozmnozonych
wegetatywnie pojedynkoéw, stala si¢ baza genetyczng dla dalszej oceny, prac
hodowlanych, ale i badawczych. Dodajac do tego wyzwania zwigzane z koniecznos$cia
doskonalenia metody mikrorozmnazania Hippeastrum, aklimatyzacji mikrosadzonek
i ich poczatkowego etapu uprawy, w niniejszej pracy doktorskiej podjeto badania majace
na celu oceng zréznicowania morfologicznego i genetycznego klonow hodowlanych i ich
form wyjsciowych oraz udoskonalenie metody mikrorozmnazania Hippeastrum. Do
badan wytypowano 15 klondéw, po 3 zkazdego -efektywnego krzyzowania
przeprowadzonego w 2018 roku, po wstepnej selekcji przeprowadzonej w roku
pierwszego masowego kwitnienia uzyskanych siewek. Badaniami obj¢to takze formy
mateczne 1 ojcowskie. Badania obejmowaly ocene¢ fenotypowa, okreslenie liczby
chromosomoéw, poziomu ploidalnos$ci i wielko$ci genomu, okreslenie liczby 1 dugosci
aparatow szparkowych, zbadanie stopnia pokrewienstwa klonow hodowlanych oraz form
wyj$ciowych przy uzyciu markerow RAPD i ISSR. W celu udoskonalenia metody
mikrorozmnazania przeprowadzono eksperymenty nad wptywem nowych regulatorow
wzrostu, w tym KAR¢ i mT, a takze dwoch wybranych biostymulatorow Goémar Goteo
i Agro-Sorb® Folium na wydajno$¢ samego mikrorozmnazania, jak i aklimatyzacji
mikrosadzonek ex vitro i ich dalszej uprawy. Dodatkowo przeprowadzono analize
biochemiczng zawartosci skrobi i fruktandéw w cebulach form rodzicielskich 1 klonow

hodowlanych.
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10.

Uzyskane w pracy wyniki pozwalaja na wyciagniecie nastgpujacych wnioskow:

Na podstawie oceny fenotypowej z uzyciem deskryptora UPOV i katalogu barw RHS
wytypowano trzy klony hodowlane (0037-13, 0021-10 i 0023-11) o wyrdzniajacych

si¢ cechach wzgledem form matecznych H. xchmielii.

. Liczba chromosomow, a w konsekwencji poziom ploidalnosci badanej populacji

Hippeastrum, réznicuje genotypy na jednego diploida (2n = 2x =22), cztery triploidy
(2n = 3x = 33) i pi¢tnascie tetraploidow (2n = 4x = 44).

Wielko$¢ genomow badanej populacji ksztattuje si¢ w przedziale od 32,63 do 62,23
pg. Odmiana ’Gervase’ jako jedyna jest miksoploidem i posiada dwa genomy, jeden

tetraploidalny i drugi aneuploidalny, wykryty analiza wielkosci genomu.

Biostymulatory Goémar Goteo i Agro-Sorb® Folium dodawane do pozywek
w mikrorozmnazaniu Hippeastrum, wptywajac na wzrost masy roslin, liczby korzeni,

dhugosci lisci 1 korzeni, moga by¢ alternatywa dla syntetycznych regulatorow wzrostu.

Biostymulator Goémar Goteo w warunkach aklimatyzacji roslin powoduje wzrost
liczby 1 dlugosci korzeni, a po 7 tygodniowym cyklu uprawowym wzrost masy roslin

i liczby korzeni. Agro-Sorb® Folium powoduje wzrost masy roélin i liczby lisci.

Karrikina (KAR1) istotnie wptywa na wzrost liczby korzeni u wigkszo$ci genotypow
in vitro oraz ex vitro. Zastosowanie KAR1 podczas aklimatyzacji w blisko potowie

przypadkow skutkowato zwigkszeniem liczby korzeni w porownaniu do Goteo.

Aromatyczna cytokinina z grupy topolin (mT) dodawana do pozywki in vitro
wykazuje niewielki wplyw na wspotczynnik namnazania cebul i wyraznie ogranicza

wzrost korzeni in vitro, a rownoczesnie hamuje wptyw dziatania KAR;.

Aparaty szparkowe w przypadku badanej populacji Hippeastrum moga by¢ markerem
morfologicznym poziomu ploidalno$ci, a ich dlugo$¢ jest odwrotnie skorelowana

Z liczba.

Markery RAPD 1 ISSR potwierdzaja wysokie podobienstwo genetyczne form

wyjsciowych 1 klonow potomnych.

Nawo6z Kristalon Zielony stosowany podczas pierwszego cyklu uprawowego roslin
rozmnozonych in vitro powoduje wzrost masy roslin, liczby lisci i korzeni oraz
dhugosci lisci, ale obniza zawarto$¢ cukrow zapasowych w cebulach — skrobi

i fruktandw.
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11. Wigksza zawartos¢ skrobi wzgledem obu form rodzicielskich posiada 6 z 15
genotypow potomnych, a w przypadku fruktanow 8 genotypow, co czyni je lepiej

przystosowanymi do produkcji ogrodniczej oraz warunkow zmieniajgcego si¢ klimatu.

12. Zastosowanie KAR: zwicksza zawarto$¢ cukrow w cebulach Hippeastrum. Nawoz
Kristalon Zielony obniza zawarto$¢ obu cukrow wzgledem biostymulatora Goteo
I KAR1.

Przeprowadzone badania pozwolily na wytypowanie kilku obiecujacych klonow
Hippeastrum, ktore mogg potencjalnie sta¢ si¢ nowymi polskimi odmianami,
a rownoczesnie potwierdzono ich pokrewienstwo genetyczne z formami rodzicielskimi
I okreslono poziom ploidalno$ci. Udato si¢ wykaza¢ mozliwosci zastapienia klasycznych
syntetycznych regulatorow wzrostu dodawanych do pozywek in vitro naturalnymi
biostymulatorami, a takze udowodni¢ pozytywne dziatanie zupelnie nowego regulatora
wzrostu jakim jest KAR1, zarowno na etapie rozmnazania in vitro, aklimatyzacji ex vitro
jak 1 na etapie pierwszego cyklu uprawowego roslin uzyskanych metoda
mikrorozmnazania. Wszystkie te wyniki pozwalaja zwiekszy¢ wydajnos¢ procesu
rozmnazania Hippeastrum nowoczesnymi metodami, ukierunkowac je na stosowanie
biopreparatow oraz zwigkszy¢ jako$¢ uzyskanego materialu nasadzeniowego, w tym

0 zwigkszonej zawarto$ci cukrow zapasowych.
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