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WSTEP

Wegetatywne rozmnazanie niektorych gatunkéw warzyw, poprzez
uzywanie podziemnych czesci, zwigksza ryzyko przenoszenia chorob i
szkodnikow. Zastosowanie kultur tkankowych umozliwia szybkie nam-
nazanie wegetatywne i pozwala na otrzymanie zdrowych roslin (Lapitan 1
in. 1991).

Szalotka jest bliskg krewna cebuli zwyczajnej (Allium cepa L.), ale
ro6zni si¢ od niej tym, ze wytwarza nie jedng lecz kilka cebul. Jest byling,
ktora osigga wysoko$¢ 15-100 cm (Knaflewski i in. 1999). Szalotka od-
znacza si¢ duza wczesnos$cig. Osigga dojrzato$¢ zbiorczg po 70-75 dniach
od posadzenia, a szczypior mozna zbiera¢ juz po okoto 30 dniach (Ko-
tlinska 1995). Wérod wielu zwiazkow, ktore wystepuja w cebulach 1
szczypiorze szalotki najbardziej wartosciowe pod wzgledem zdrowotnym
sa: kwercetyna, kwasy fenolowe, wielosiarczki allilopropylowe oraz ma-
gnez, zelazo, wapn, potas, fosfor (Horbowicz 2003). Sposrod flawonoi-
dow na szczegdlng uwage zastuguja flawonole, bedace silnymi antyutle-
niaczami zdolnymi inaktywowa¢ wolne rodniki i nadtlenki (Rice-Evan
1 Miler 1996). Zwigkszona zawartos¢ flawonoidow w diecie moze istot-
nie wptywaé na obnizenie ryzyka wystapienia ré6znych form nowotwo-
réw i niektorych choréb serca (Formica i Regelson 1995; Hertog i in.
19934, 1993b, 1995; Horbowicz 2000, 2006).

Szalotka moze by¢ rozmnazana zar6wno wegetatywnie, jak 1 gene-
ratywnie. Rozmnazanie wegetatywne pozwala na zachowanie cech od-
mianowych, ale w przypadku tej rosliny posiada wiele niedogodnosci,
jak niska wydajnos¢, wysokie koszty przechowywania wysadkéw (Bajer
2008). Ponadto wegetatywne rozmnazanie szalotki powoduje nasilenie
wystepowania trudnych do zwalczania choréb wirusowych, dajacych
objawy w postaci silnych deformacji i chlorotycznych przebarwien
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szczypioru (Tendaj 2007). Zastosowanie kultur in vitro umozliwi efek-
tywne i szybkie mnozenie szalotki.

Celem badan bylo opracowanie sposobu przygotowania eksplantatu
wyjsciowego, metody sterylizacji materiatu ro§linnego oraz sktadu po-
zywek do mikrorozmnazania szalotki.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w Instytucie Warzywnictwa im. Emila
Chroboczka w Skierniewicach. Obiektem badan byly dwie polskie od-
miany miejscowe szalotki (E-2477 i BES-52), zebrane podczas ekspedy-
cji Pracowni Zasobow Genowych Instytutu Warzywnictwa i wlaczone do
kolekcji banku genow prowadzonej w tej pracowni (tab. 1).

Tabela 1. Badane obiekty szalotki
Table 1. Investigated shallot accessions

Ol;gér Nr kolekcyjny Rgl; T(V;?glfg.l}la Miejsce zebrania
Collection number KOTEKC] Collection site
number Acquisition year
Lisia Jama,
1 E-2477 1993 Sierakowice Gdansk
Goleszow,
2 BES-52 1997 ul. Cieszynska, Cieszyn

W doswiadczeniu I przeprowadzono poréwnanie dwdch sposobow
przygotowania eksplantatow wyjsciowych, a w II badano wptyw sktadu
pozywki na efektywno$¢ mikrorozmnazania szalotki. Przeprowadzono
réwniez probg adaptacji roslin otrzymanych z in vitro do warunkéw ze-
wngtrznych. Eksplantatami inicjalnymi do zaktadania kultur in vitro byty
fragmenty migsistych tusek z merystemem i cze$cig pigtki wycinane z
cebul tzw. ,,twin scales’’. Material ro§linny przygotowano dwoma spo-
sobami:

- sterylizacja catych cebul obranych z suchych tusek, a nastepnie izo-
lacja eksplantatow ,,twin scales’’,

- sterylizacja wyizolowanych z cebul szalotki eksplantatow ,,twin sca-
les™.

Do sterylizacji materialu roslinnego uzywano 70% etanolu przez 30
sek., a nastgpnie 3% podchlorynu sodu z 2 kroplami Tweenu 20 przez 20
min., po czym 3-krotnie przeptukiwano wyjatowiong wodg destylowana.
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Wysterylizowane eksplantaty inicjalne wyktadano do probdéwek
zawierajacych po 10 ml pozywki MS Muraschige i Skoog (1962) z 0,1
mg-L? NAA (kwas naftylo-1-octowy) i 0,5 mg-L™ 2iP (2-izopentylo-
adenina) puryna, (po jednym eksplantacie w probowce). Wyktadano po
20 eksplantatow z kazdej odmiany szalotki. Kultury umieszczano w po-
mieszczeniu wzrostowym 1 prowadzono przy 16 godzinnym o$wietleniu
0 intensywnosci 30 pmol-m?-sec™ i temperaturze +20°C. Obserwacje
czystosci kultur przeprowadzano po czterech, dziesieciu i dwudziestu
dniach liczac zdrowe i zakazone eksplantaty. Po uptywie 6-ciu tygodni
od wylozenia eksplantatow na pozywki wykonano pierwszy pasaz. Pod-
czas pasazu wyrdzniono nastepujace kategorie otrzymanego materialu
roslinnego:

- kompletne rosliny,

- pedy,

- pedy 1 liScie znieksztatcone,
- martwe eksplantaty.

Wszystkie zywe, uzyskane podczas pasazu, eksplantaty wykorzy-

stano do zatozenia Il doswiadczenia.

Stosowano 3 pozywki o rdznej zawartosci cytokinin:
- pozywka MS z 0,1 mg- 1" NAA i 0,5 mg-1™ 2iP
- pozywka MS z 0,1 mg-I" NAA i 1 mg-1" TDZ (tidiazuron)
- pozywka MS z 0,1 mg-I"* NAA+ 5 mg-1™ 2iP

Kazda z wyzej wymienionych pozywek zawierata 3% sacharozy
oraz 6,5 g-l'l agaru, pH ustalono na poziomie 5,8. Na kazda pozywke
wylozono po okoto 60 eksplantatow. Obserwacje regeneracji oraz pasaze
przeprowadzano co 6 tygodni, a podczas kazdego pasazowania liczono
powstajace regeneranty 1 zaliczano je do poszczeg6lnych kategorii.
Wplyw zastosowanych pozywek na zywotno$¢ 1 rozwdj eksplantatow
okreslano poprzez liczbe regenerantow w wyzej wymienionych katego-
riach (wyrazonych w procentach). Do adaptacji rosliny szalotki wysa-
dzono do wielodoniczek w szklarni i umieszczono w namiociku folio-
wym w celu zapewnienia wysokiej wilgotnosci.

WYNIKI

Stwierdzono, ze sposOb przygotowanie eksplantatu inicjalnego
mial wptyw na zdrowotnos$¢ kultur in vitro i ich dalszy rozwoj. Steryliza-
cja cebul, a nastepnie wycinanie z nich eksplantatow wyjsciowych, oka-
zala si¢ bardziej efektywna niz bezposrednia sterylizacja wyizolowanych
eksplantatow (tab. 2).
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Podczas pierwszych obserwacji kultur stwierdzono, ze eksplantaty
obydwu odmian wycigte ze sterylizowanych calych cebul byty zdrowe i
rozwijaly si¢ prawidtowo tworzac zaczatki zielonych lisci. Natomiast,
gdy sterylizowano ,,twin scales’’, u obydwu odmian byly one réwniez
zdrowe, ale zaczatki lisci byly wyraznie mniejsze. W przypadku steryli-
zacji catych cebul po uptywie 10 dni wsrod eksplantatow szalotki BES-
52 zaobserwowano 30% zainfekowanych kultur in vitro, a pozostate wy-
kazywaly intensywny wzrost, niektére nawet wytworzyly korzenie.
Wisrod eksplantatow szalotki odmiany E-2477 po 10 dniach nie obser-
wowano zakazen, ale zdrowe eksplantaty rozwijaty si¢ mniej intensyw-
nie. W przypadku sterylizacji wyizolowanych eksplantatow z cebul sza-
lotki E-2477 tylko 1 eksplantat byt zainfekowany, natomiast u odmiany
BES-52 zaobserwowano az 50% zakazonych (tab. 2).

Po 20 dniach kultury po zastosowaniu sterylizacji calych cebul u
odmiany E-2477 zaobserwowano 25% eksplantatow zakazonych, nato-
miast u odmiany BES-52 bylo ich 50%. Przy bezposredniej sterylizacji
eksplantatow ,,twin scales’’” zaobserwowano tylko 10% zainfekowanych
u odmiany E-2477, podczas gdy u odmiany BES-52 bylo 60% zakazo-
nych. U obu odmian po sterylizacji wycigtych eksplantatow rozwijaty si¢
one stabiej w porownaniu z eksplantatami uzyskanymi ze sterylizacji
catych cebul (tab.2).

Kiedy sterylizacji poddawano cale cebule, w trakcie pasazu, u od-
miany E-2477 ze wszystkich eksplantatow otrzymano kompletne rosliny
(100%), a u odmiany BES-52 kompletne rosliny stanowity 60% i 40%
nieukorzenione pedy (tab. 3). Nie obserwowano wystgpowania roslin ze
znieksztalconymi pedami 1 lis¢mi. W przypadku sterylizacji eksplantatow
,twin scales’’ nie tworzyly si¢ kompletne rosliny u zadnego z obiektow.
Natomiast u obu odmian powstawaly pedy oraz znieksztalcone pedy 1
liscie. U odmiany BES-52 byto 75% eksplantatow tworzacych prawidto-
we pedy 1 25% tworzacych znieksztatcone pedy i liscie. U odmiany E-
2477 u 77,8% eksplantatow wyrastaly pedy, a u 22,2% znieksztatcone
pedy i liscie (tab. 3).
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Tabela 3. Obserwacje wzrostu i rozwoju eksplantatow podczas pasazu (do-
swiadczenie I)
Table 3. Observation of growth and development of explants during passage
(experiment I)

Liczba eksplantatéw tworzacych
) Liczba Number of plantlets
rZSp%stglJva_ eksplanta- Znieksztat-
przygo _ tow Kompletne cone pedy
eksplantatu | Variety |~y oper | Complete Shoots Deformed
St?;g;;i‘éon of steriled |  plants shoots and
explants leaves
szt. % | szt % | szt %
(I:ja stevliza| o477 | 15 | 15 [1000| 0 | 00 | 0 | 00
Sterilisation
of bulbs BES-52 10 6 [600| 4 [400]| 0 | 00
1. steryliza-
cja , twin E-2477 18 0 |00 |14 |778| 4 | 222
scales’’;
Sterilisation
of explants BES-52 8 0 0,0 6 | 750 2 25,0
”twin scales”

W doswiadczeniu II, dotyczacym pordéwnania sktadu pozywek
podczas pierwszego pasazu, najwieksza ilos¢ kompletnych ro$lin
(52,9%) uzyskano u odmiany E-2477 na pozywce MS + 0.1 mg-1" NAA
+5 rng-l'l 2iP, nieco mniej roslin (48,1%) uzyskano na tej pozywce u
odmiany BES-52. Roéwniez na tej pozywce u obydwu odmian uzyskano
podobne ilosci pedow (okoto 11%)(tab. 4). Na pozywce MS + 0.1 mg-l'1
NAA + 0,5 mg-1™ 2iP u odmiany E-2477 45,5% stanowity kompletne
rosliny, a 11,4% pedy. Natomiast u odmiany BES-52 kompletne rosliny
stanowity 40,5%, a pedy 10,8%. Na pozywce MS + 0.1 mg-1" NAA + 1
mg-1" TDZ wigcej kompletnych rolin byto u odmiany E-2477 (43,3%)
w poréwnaniu do odmiany BES-52 (32%). Natomiast najwigksza ilo$¢
martwych eksplantatéw zaobserwowano u odmiany BES-52 na wszyst-
kich rodzajach pozywek (tab. 4).
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Podczas drugiego pasazu w Il do§wiadczeniu na pozywce MS + 0,1 mg-1°
1 NAA + 0,5 mg-1™" 2iP u odmiany E-2477 uzyskano 43,2% kompletnych
roslin, 4,5% stanowily pedy 1 az 52,3% znieksztalcone pedy 1 liscie. U
genotypu BES-52 uzyskano 53,8% kompletnych ro$lin, 17,9% pedow i
28,2% znieksztalconych pedoéw 1 lisci. Na pozywce MS + 0,1 mg-l'1
NAA + 1 mg-1" TDZ uzyskano: 31,8% kompletnych roslin u odmiany E-
2477 1 26,7% u BES-52. Uzyskano takze po ok. 30% prawidtowych pe-
dow 1 po 40% znieksztatconych pedéw i lisci. Natomiast na pozywce MS
+ 0,1 mg'I* NAA + 5 mg-1* 2iP u odmiany E-2477 otrzymano 52%
kompletnych roslin, podczas gdy u odmiany BES-52 tylko 37,5%. U od-
miany E-2477 uzyskano takze wigcej prawidtowych pedow (32%) (tab.
5).

Najwieksza ilo$¢ roslin, ktore przeznaczone zostaly do adaptacji,
uzyskano na pozywce MS + 0,1 mg-1" NAA + 0,5 mg-1™ 2iP, a najmniej
na pozywce MS + 0,1 mg-1" NAA + 1 mg-1" TDZ.

Tabela. 5. Wzrost i rozwdj eksplantatow w drugim pasazu (doswiadczenie 1)
Table 5. Growth and development of in vitro plants during second passage (ex-

periment 1)
Liczba eksplantatéw tworzacych
Liczba roslin Number of plantlets
Poivwk uzyskanych Znieksztat-
I\;ZZW a dmi po Il pasazu | Kompletne cone pedy
€ 'urln O miana. | "1 mber of rosliny Pedy i liscie
(mg17) | Variety explants after| Complete |  Shoots | Deformed
second pas- plants shoots and
sage leaves
szt | % | szt. | % | szt. | %
MS 0,1NAA | E-2477 44 19 (432 2 | 45| 23 |52,3
+0,52iP BES-52 39 21 |538] 7 (179 11 |28,2
MS 0,1NAA | E-2477 22 7 1318 6 |27,3| 9 |409
+1TDZ BES-52 15 4 (26,7 5 |333| 6 [400
MS 0.1 NAA| E-2477 25 13 |520| 8 [320| 5 |[20,0
+52iP BES-52 8 3 |375| 2 |250] 3 |375
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Tabela 6. Wplyw pozywki i odmiany na adaptacj¢ roslin szalotki
Table 6. Influence of medium and variety on adaptation of shallot plants

Poivwka Liczba roslin Liczba roslin
Zyw Odmiana wysadzonych | Zaadaptowanych
Medium - b b
(mg 1Y) Variety Number Number
of planted plants | of adapted plants
. E-2477 19 14
MS 0,1 NAA+0,5 2iP BES.52 o 17
E-2477 7 4
MS 0,1 NAA+1TDZ BES-57 4 0
. E-2477 13 9
MS 0,1 NAA+5 2iP BES.57 3 >

Najwieksza ilo$¢ zaadaptowanych roslin pochodzita z pozywki MS
+0,1 mg It NAA + 0,5 mg-I™* 2iP, u odmiany E-2477 na wysadzone 19 -
zaadaptowalo si¢ 14; natomiast u odmiany BES-52 na wysadzonych 21
roslin 17 bylo zaadaptowanych. Natomiast w przypadku pozywki MS +
0,1 mg1* NAA + 5 mg-1™ 2iP u odmiany E-2477 na wysadzonych 13 ro-
§lin zaadaptowato si¢ 9, a u odmiany BES-52 na wysadzone 3 zaadaptowa-
ty si¢ 2. Najmniej roslin, ktore zaadaptowaly si¢ do warunkow ex vitro
uzyskano sposrod otrzymanych na pozywce MS + 0,1 mg- 1" NAA +1
mg-1* TDZ — na wysadzonych 11 roslin zaadaptowaly sie tylko 4 (tab. 6).

DYSKUSJA

Rosliny cebulowe posiadaja zdolno$¢ regeneracji pedoéw przyby-
szowych, cebul lub catych ro$lin na fragmentach tusek, ktore sa czesto
stosowane jako eksplantaty inicjalne w rozmnazaniu in vitro roslin cebu-
lowych (Gabryszewska i Saniewski 1989). W przeprowadzonym do-
$wiadczeniu eksplantatami inicjalnymi do zaktadania kultur in vitro sza-
lotki byly fragmenty migsistych tusek z merystemem i czgscia pigtki wy-
cinane z cebul, tzw. ,,twin scales’’.

Stwierdzono, ze najlepszym sposobem przygotowania eksplanta-
tow okazala si¢ sterylizacja catych cebul, a nastepnie wycinanie eksplan-
tatow wlasciwych w sterylnych warunkach. Zastosowany sposob steryli-
zacji, czyli plukanie przez 30 sekund w 70% etanolu, nast¢pnie przez 20
minut w 3% podchlorynie sodu + 2 krople Tween i 3-krotne przeptukanie
w wodzie destylowanej, okazat si¢ odpowiednig metoda do uzyskania
sterylnych eksplantatow. Lassocinski i in. (1985) przygotowywali eks-
plantaty wyjsciowe cebuli do zaktadania kultury in vitro usuwajac suche
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tuski, niektore migsiste tuski i czesci pietki z cebuli. Pozostawiona czegs¢
cebuli byla cieta na 10-16 ,,twin scales’’, ktoére zawieraly fragmenty
swiezej tuski i cze$¢ pietki. Eksplantaty byly ptukane trzy razy w steryl-
nej wodzie i wktadane na pozywke. Natomiast Hidayat (2005) w bada-
niach nad mikrorozmnazaniem szalotki uzywal jako eksplantatow wyj-
sciowych fragmentow pedoéw i fragmentow czeSci pigtkowej. Byty one
sterylizowane w 70% alkoholu przez kilka minut, nastepnie przez 15
minut w 1% Chloroxie i kilka razy przeptukiwane w destylowanej steryl-
nej wodzie, co okazato si¢ odpowiednim sposobem sterylizacji. W pracy
Makowskiej i Kotlinskiej (2001) nad mikrorozmnazaniem czosnku
stwierdzono, ze stozek wzrostu izolowany z cebulek powietrznych jest
najodpowiedniejszym rodzajem eksplantatu wyjsciowego. Cebulki po
usunig¢ciu uschnigtych lisci byty sterylizowane przez 2 minuty w 70%
etanolu, nastgpnie przez 15 minut w podchlorynie sodu i wktadane na
pozywki.

Stwierdzono najlepszy wzrost i rozwdj kultur na pozywce MS +
0,1 mg:1* NAA + 0,5 mg1" 2iP. W dostepnych w literaturze opisach
prowadzenia kultur in vitro ro$lin cebulowych w celu mikrorozmnazania
przewaznie stosowana jest pozywka MS: Peffley i in. (1992) - mikroro-
zmnazanie cebuli siedmiolatki; Haque i in. (2003), Kim i in. (2003), Sa-
lam i in. (2008) - mikrorozmnazanie czosnku. Réwniez Patena i in.
(1991) stwierdzili, ze uzycie do zalozenia kultur in vitro szalotki i czosn-
ku, pozywki MS zawierajacej 4 mg-1" BA spowodowato powstanie pet-
nych wigoru pedow.

W badaniu przeprowadzonym przez Hidayat (2005) eksplantaty
pedowe szalotki na pozywee MS z 0,1 mg-1™ NAA i 1,0 mg-1™? 2iP wy-
tworzyly najwiecej ro$lin dhugich; natomiast zwiekszenie koncentracji
NAA do 0,25 mg-l'l w kombinacji z 1,0 mg-l'1 BA 1 zeatyng wptyneto na
wielkos¢ roslin, ale nie byta to znaczaca roznica.

Roksana 1 in. (2002) podaja, ze rézne cytokininy (2iP, BAP, Kn) i
rézne auksyny (IBA, NAA) w kombinacjach sa lepsze dla wczesnej ini-
cjacji pedow (juz po 3-4 dniach) niz uzycie samych cytokinin. Zaobser-
wowano na pozywce MS z kombinacjg 0,5 mg-1" 2iP + 0,25 mg-1*
NAA, ze rozw0j zaczynat si¢ juz po 3-4 dniach. Natomiast na pozywce
bez regulatorow wzrostu nie nastgpowato rozmnazanie si¢ pedow. Naj-
wyzsza czestotliwos¢ (6,1%) formowania cebul obserwowano na pozyw-
ce MS 20,5 mg-1™" 2iP + 0,25 mg 1" NAA.

W badaniach przedstawionych w tej pracy najlepsza aklimatyzacje
roslin szalotki uzyskano w przypadku roslin otrzymanych na pozywce
MS + 0,1 mg'I* NAA + 0,5 mg-1* 2iP wysadzonych do podtoza torfo-
wego. Matsubara i Chen (1989) wysadzili rosliny czosnku otrzymane in
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vitro w perlicie, w szklarni. Procent roslin zaaklimatyzowanych wahat si¢
od 30% do 50%. Lapitana i Patena (1992) ukorzenione cebulki czosnku
sadzili do doniczek w szklarni. Przed posadzeniem z korzeni roslin wy-
myto agar, a korzenie byly moczone w roztworze fungicydu (0,1% Di-
thane) przez 1 minutg. Nastgpnie posadzono je w sterylng mieszanke
zawierajacg obornik, piasek i ziemi¢ w stosunku 1:1:1. Rasco i Patena
(1997) uzyskane rosngce rosliny z sukcesem aklimatyzowali w szklarni.
Procent roslin, ktore przezyly byt wysoki i wynosit 82,14%.

WNIOSKI

1. Sposéb przygotowania eksplantatéw wyjsciowych miat wpltyw na
zdrowotnos$¢ 1 rozwdj kultur. Sterylizacja catych cebul, a nastgpnie
wycinanie eksplantatow wiasciwych zastosowana w tych badaniach
dala lepsze efekty od sterylizacji gotowego eksplantatu, tzw. ,,twin
scale’’.

2. Najlepszy wzrost i rozwdj ro$lin szalotki stwierdzono na pozywce
MS wzbogaconej 0,1 mg-1 NAA i 0,5 mg-1™ 2iP.

3. Najlepiej zaadaptowaty si¢ rosliny uzyskane na pozywce MS + 0,1
mg 1" NAA + 0,5 mg-1™ 2iP.
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Elzbieta Kapusta, Krystyna Goérecka

MICROPROPAGATION OF LOCAL SHALLOT GENOTYPES
(ALLIUM CEPA L. VAR. AGGREGATUM G. DON)
- PRELIMINARY EXPERIMENTS

Summary

Virus diseases are the main factor limiting the efficiency of vegetatively
propagated plants. The technique of meristem culture and micropropagation of
in vitro plants is one of the best method to obtain virus free plants. The aim of
the experiments was elaboration of methods: of explants sterilization, of ex-
plants preparation and medium composition for micropropagation of two acces-
sions of shallot. In the first experiment there were compared two methods of
explants preparation. In the second experiment 3 media were tested for micro-
propagation efficiency and also adaptation plants for ex vitro conditions was
conducted. Explants of shallots were twin scales cut from bulbs. The results
showed that the best method of in vitro culture initiation was sterilization of all
bulbs and cut from them twin scales. The best medium for growth plants was
MS supplemented with 0,5 mg-1™ 2iP and 0,1 mg-1* NAA. The most plants
obtained on medium MS + 0,1 mg:1* NAA + 0,5 mg-1™* 2iP were adapted to
external conditions.



