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Streszczenie. Obiektem badan byty kwiaty pigciu klonéw mieszanca migdzygatunkowego
Hippeastrum x chmielii uzyskanego z nasion otrzymanych w wyniku skrzyzowania Hippe-
astrum hybridum z Hippeastrum pratense. Zawarto$¢ oraz rozmieszczenie chlorofili, karo-
tenoidéw i antocyjanéw w $wiezych lisciach okwiatu oznaczono metodami spektrofotome-
trycznymi. Rozdziat i identyfikacj¢ wyekstrahowanych antocyjanidyn przeprowadzono me-
toda chromatografii cienkowarstwowej na ptytkach celulozowych wobec wzorcéw. Ilos¢
oznaczonych barwnikéw przeliczono na gram suchej masy liSci okwiatu. W wyniku prze-
prowadzonych badan stwierdzono, ze kwiaty badanych klonéw charakteryzowaty si¢ zréz-
nicowanym natgzeniem barwy. Okre$lenie zawarto$ci 3 grup barwnikéw oraz ustalenie ich
sktadu i procentowego udziatu pozwala wykaza¢ i moze czgsciowo wyjasni¢ odrgbnosci
barwy wystepujace pomigdzy badanymi klonami. Na réznice w intensywnosci i odcieniu
barwy lisci okwiatu mialy wptyw rézne zawartosci, rozmieszczenie oraz kopigmentacja
wystgpujacych antocyjanéw, karotenoidéw i chlorofili.

Stowa kluczowe: Hippeastrum x chmielii, barwniki, karotenoidy, antocyjany, chlorofile,
chromatografia cienkowarstwowa

WSTEP

Barwa kwiatéw jest jednym z celéw hodowli ros$lin o ozdobnych kwiatach, stad zna-
jomos¢ i rozmieszczenie wystgpujacych barwnikéw jest wazne dla ukierunkowania
zabiegéw hodowlanych. Na podstawie badan biochemicznych mozna przewidzie¢ dzie-
dziczenie okreslonej barwy, jak i mozliwo$¢ uzyskiwania nowych pozadanych barw
[Martha i Weiss 1995].

Zalezno$¢, jaka istnieje miedzy barwa kwiatéw a iloscia i rozmieszczeniem barwni-
kéw, wskazuje na konieczno$¢ oparcia hodowli roslin ozdobnych na analizie wystepo-
wania tych zwiazkéw [Hwang i in. 1992].

W Katedrze Roslin Ozdobnych SGGW prowadzone sa prace hodowlane mieszancéw
zwartnicy (Hippeastrum Herb.). W 1993 r. w wyniku skrzyzowania zwartnicy mieszan-
cowej Hippeastrum hybridum — ro$lina mateczna i Hippeastrum pratense — ro$lina
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ojcowska uzyskano mieszanca migdzygatunkowego Hippeastrum x chmielii [Chmiel
i Mynett 1997].

Na podstawie barwy kwiatu, wielkosci kwiatostandw, wczesnosci zakwitania oraz
wielkosci cebul, wyselekcjonowano i rozmnozono wegetatywnie klony Hippeastrum x
chmielii. Klony te charakteryzowaly si¢ znacznie mniejszymi kwiatami niz forma ma-
teczna, ale kwitly $rednio co cztery miesiace, tak jak forma ojcowska [Chmiel 2000].

Celem pracy byla identyfikacja i rozmieszczenie barwnikéw w okwiatach Hippe-
astrum x chmielii oraz okreslenie zalezno$ci miedzy barwa a sktadem wystepujacych
barwnikow.

MATERIAL IMETODY

Material do§wiadczalny stanowity kwiatostany klonéw mieszanca migdzygatunko-
wego Hippeastrum x chmielii. Spo$réd 38 klonéw rosnacych w szklarni Katedry Roélin
Ozdobnych wybrano po 6 ro$lin z pigciu klonéw (P 7, P 14, P 24, P 28, P 30) charakte-
ryzujacych si¢ najciekawszym zabarwieniem kwiatéw. Do$wiadczenie zalozono
w marcu 2000 .

Okreslenia barwy kwiatéw dokonano wg katalogu barw [The Royal Horticultural So-
ciety Colour Chart, 1966], oznaczajac barwg podstawowa wewnetrznych powierzchni
lisci okwiatu, pomijajac zabarwienie gardzieli i Zytkowania. Kwiaty badanych klonéw
Hippeastrum x chmielii charakteryzowaty si¢ zr6znicowanym nat¢zeniem barwy (tab. 1).
Klon P 7 barwy cynobrowej bez przebarwien, klon P 14 czerwony z ciemniejsza gardziela
i biatymi smugami wewnatrz, klon P 24 z wyraznym zytkowaniem i biatymi smugami
w gardzieli, najjasniejszy z calej populacji. W klonie P 30 o liSciach okwiatu pomaran-
czowo-czerwonych wystgpowala zielona gardziel i duza biata plama w ksztalcie gwiazdy,
klon P 28 intensywnie karminowy z ciemna gardziela byl najciemniejszy z badanych.

Tabela 1. Barwa kwiatéw badanych klonéw
Table 1. Flower colour of examined clones

R. H. S Colour Chart’

Klon _ _
Numer katalogowy Barwa i jej natgzenie
Clone  na .
Catalogue number Colour and its intensity
P7 40B Cynqbrowy $wiecacy
Shiny vermilion
P14 46C Purpurowo — czerwony blady
Pale purple red
P24 31A Ceglasty intensywny
Intense bricky
P28 53B Karminowy intensywny
Intense carmine
P30 33B Pomaranczowo — czerwony $wiecacy

Shiny orange-red

! The Royal Horticultural Society Colour Chart; 1966

Przedmiotem badan byly $wieze liscie okwiatu, z 3 kwiatéw kazdej ro$liny ($cina-
nych w pelni kwitnienia), po odcigciu zalazni, ktére przecinano w potowie dtugosci,
uzyskujac czgs¢ wierzchotkowa (A) i dolna (B). W obu tych cze$ciach réwnolegle
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oznaczano zawarto$¢ barwnikéw. Chlorofile i karotenoidy ekstrahowano ozigbionym
80% acetonem, a zawarto$§¢ oznaczano metoda spektrofotometryczna [Lichtenthaler
i Wellburn 1983].

Zwiazki antocyjanowe ekstrahowano 1% HCl w metanolu przez 24 h. Ilosciowe
oznaczenie zawartosci antocyjandw [Elbanowska i Napierata 1989] polegato na pomia-
rze réznicy ekstynkcji dwdch roztworéw buforowych o pH 1 i pH 4,5, ktére wykazuja
rézne zabarwienie w zaleznosci od kwasowosci roztworu, wykorzystujac stata przeli-
czeniowa wg Fuleki i Francis [1968]. Rozdzial i identyfikacj¢ zwiazkéw antocyjano-
wych przeprowadzono przy zastosowaniu chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na
ptytkach celulozowych (Celuloza MN300G, Mechery Nagel) wobec wzorcéw pelargo-
nidyny, cyjanidyny i delfinidyny firmy Roth.

Na plytki nanoszono ilosciowo 0,1 ml 5-krotnie zatgzonego w wyparce ekstraktu me-
tanolowego. Ptytki rozwijano w uktadzie: kwas octowy—kwas solny—woda (30:3:10).

Otrzymane i zidentyfikowane na podstawie wzorcéw plamy antocyjanidyn wydra-
pywano i ilosciowo eluowano metanolem. W tak otrzymanych roztworach przeprowa-
dzono pomiar ekstynkcji dla pelargonidyny przy dtugosci fali 510 nm, dla cyjanidyny
520 nm, dla delfinidyny 540 nm. Zawarto$¢ poszczegdlnych antocyjanidyn odczytywa-
no z krzywych wzorcowych dla wyzej wymienionych antocyjanidyn. Pomiary ekstynk-
cji wykonywano na spektrofotometrze firmy Shimadzu UV1601PC. Ilo$¢ oznaczanych
barwnikow przeliczano na 1 g suchej masy (s.m.) lisci okwiatu.

Wyniki opracowano statystycznie metoda jednoczynnikowa (ANOVA 1) analizy wa-
riancji. Do poréwnania $rednich uzyto testu Duncana.

WYNIKI

Zawartos¢ chlorofilu a+b byta wyzsza w czgsci dolnej lisci okwiatu u wszystkich ba-
danych klonéw. Sposréd dwéch form chlorofilu wystepujacych w okwiatach, wigkszy
udzial miat chlorofil a w obu badanych czeéciach. Najwyzsza zawarto§¢ chlorofili a+b
w czesci wierzchotkowej stwierdzono w lisciach okwiatu klonu P 14 (0,31 mg-g's.m.),
a najnizsza u klonu P 7 (0,08 mg-g's.m), u ktérego nie wystepowaty zadne zielonkawe
przebarwienia. W czgsci dolnej najwigcej chlorofili a+b zawieraty liscie okwiatu klonu
P 28 (0,57 mg-g' s.m.), a najmniej, podobnie jak w czesci wierzchotkowej klon P 7
(0,16 mg-g"' s.m.) — tab. 2.

Tabela 2. Zawarto$¢ chlorofili a i b w lisciach okwiatu, mg-g”' s. m.
Table 2. Chlorophyll a and b content in perianth leaves, mg-g™' d.w.

Czg$¢ wierzchotkowa (A) Czg$¢ dolna (B)
Klon Upper part (A) Lower part (B)
Clone Chlorofil a Chlorofil b Stosunek a/b Chlorofil a Chlorofil b Stosunek a/b
Chlorophyll a  Chlorophyll b Ratio a/b Chlorophyll a  Chlorophyll b Ratio a/b

P7 0,059 0,027 2,18 0,122 0,044 2,81
P14 0,173 0,134 1,29 0,383 0,154 2,48
P24 0,111 0,043 2,58 0,414 0,123 3,36
P28 0,076 0,077 0,98 0,401 0,174 2,36
P30 0,166 0,012 13,83 0,152 0,098 1,55
NIRo05
LSDy s 0,01 0,01 0,01 0,01
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Podobnie jak w przypadku chlorofili, wyzsze zawartosci karotenoidéw stwierdzo-
no w dolnych cze$ciach (tab. 3). Najwigksza iloscia karotenoidéw w catych lis-
ciach okwiatu charakteryzowat si¢ klon P 24 (1,22 mg-g"' s.m.), najnizsza klon P 28
(0,24 mg-g"' s.m.) (tab. 4).

Tabela 3. Zawartos¢ karotenoidéw w czgsci wierzchotkowej (A) i dolnej (B) lisci okwiatu, mg: g’1 S. m.
Table 3. Carotenoids content in upper (A) and lower (B) part of perianth leaves, mg-g™' d.w.

Karotenoidy — Carotenoids

Klon
Clone Czg$¢ wierzchotkowa (A) Czgs8¢ dolna (B)
Upper part (A) Lower part (B)
P7 0,223 0,271
P14 0,194 0,305
P24 0,466 0,758
P28 0,115 0,124
P30 0,237 0,820
NIR(I 05
" 0,01 0,02
LSD(I,(IS

Tabela 4. Zawarto$é oznaczonych barwnikéw w catych lisciach okwiatu, mg-g™' s. m.
Table 4 Identified pigment contents in the whole perianth leaves, mg-g"' d.w.

Klony — Clones

Barwniki

Pigments P7 P14 P24 P28 P 30 NIRg05
Amoc}’JaﬂY . 18,34 16,80 6,80 24,13 10,92 0,09
Anthocyanins
Karotenoidy 0,49 0,49 1,22 0,24 1.05 0.06
Carotenoids
Chlorofil a+b
Chlorophyll a+b 0.25 0,71 0,64 0,65 0,41 0,07

[lo$¢ zwiazkéw antocyjanowych inaczej niz chlorofili i karotenoidéw, we wszystkich
badanych klonach byta wyzsza w cze$ci wierzchotkowej niz w czgsci dolnej (tab. 5).

Najwyzsza zawarto$¢ tych barwnikéw oznaczono w klonie 28 zar6wno w czesci
wierzcholkowej — 15,12 mg-g" s.m., jak i w czesci dolnej — 9,01 mg-g' s.m. Kwiaty
roslin z tego klonu oznaczono wedlug katalogu barw jako intensywnie karminowe,
najciemniejsze z badanych.

Tabela 5. Zawarto$¢ antocyjanéw w czgsci wierzchotkowej (A) i czgsci dolnej (B) lisci okwiatu,
mg-g'1 S. m.
Table 5. Anthocyanins content in upper (A) and lower (B) part of perianth leaves, mg-g”' d.w.

Klon Antocyjany — Anthocyanins
Clone Cze$¢ wierzchotkowa (A) — Upper part (A) Czes¢ dolna (B) — Lower part (B)
P7 12,29 6,25
P14 12,83 4,79
P24 4,67 1,89
P28 15,12 9,01
P30 8,42 2,72
NIR s
’ 0,07 0,07
LSD(),()S
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Najnizsza zawarto$cia antocyjanéw w obu badanych cze$ciach okwiatu charaktery-
zuje si¢ klon P 24, w cze$ci wierzchotkowej — 4,67 mg~g'1 s.m., w czesci dolnej —
1,89 mg~g'1 s.m. (tab. 5). Na barwe lisci okwiatu tego klonu prawdopodobnie wptywa
wyzsza niz u pozostatych klonéw zawarto$¢ karotenoidéw (tab. 3).

Procentowe udzialy oznaczonych karotenoidéw, antocyjanéw i chlorofili uzupetniaja
wyjasnienie réznic w barwie kwiatéw badanych klonéw (tab. 6).

Tabela 6. Procentowy udziat oznaczonych barwnikéw w lisciach okwiatu
Table 6. Percentage rates of identified pigments in perianth leaves

Czg$¢ wierzchotkowa (A) — Upper part (A) Czgsé¢ dolna (B) — Lower part (B)
Klon
Clone Antocyjany Karotenoidy

Chlorofil a+b Antocyjany Karotenoidy Chlorofil a+b

Anthocyanins  Carotenoids Chl(;rfg hyll Anthocyanins  Carotenoids Chl(;:(_)g hyll
P7 97,75 1,76 0,68 93,16 4,20 2,57
P14 96,24 1,45 2,30 82,64 6,30 11,09
P24 88,76 8,44 2,78 59,37 23,68 16,80
P28 98,30 0,74 0,99 92,78 1,27 5,92
P 30 95,23 2,75 2,06 71,62 21,75 6,63
Lo 009 0,10 0,08 0.13 0,12 0,13

W wyniku rozdzialu chromatograficznego i oznaczen spektrofotometrycznych
stwierdzono, ze w obu badanych czesciach lisci okwiatu u wszystkich badanych klonéw
przewazata pelargonidyna, odpowiedzialna przede wszystkim za karminowoczerwona
barwe. Najwyzsze warto$ci oznaczono w klonie P 28 (w czesci A — 14,50 mg-g”' s.m.,
w czesci B — 8,04 mg~g'1 s.m.), najnizsze u klonu P 24 (w czgsci A — 4,24, w czgséci B —
1,70 mg-g" s.m.), przy czym zawartoéci tej antocyjanidyny w czesciach dolnych byty
nizsze.

Tabela 7. Zawarto§é antocyjanidyn w lisciach okwiatu, mg-g”' s. m.
Table 7. Anthocyanidin content in perianth leaves, mg-g”" d.w.

Klon Czg$¢ wierzchotkowa (A) — Upper part (A) Czgs¢ dolna (B) — Lower part (B)

Clone Pelargonidyna  Cyjanidyna Delfinidyna  Pelargonidyna  Cyjanidyna Delfinidyna
Pelargonidin Cyanidin Delphinidin Pelargonidin Cyanidin Delphinidin

P7 1131 0,50 . 5.0 041 -
P 14 11,30 0,30 0,51 231 0,50 0.95
P24 424 0,20 0,32 1,70 - 0.20
P28 14,50 0,40 . 8,04 0,40 -
P30 7.70 0,20 ) 220 0.20 -
Eg]{)‘iﬁ; 027 0,15 0,04 0,15 0,03 0,05
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Cyjanidyny nie wykryto tylko w czesci dolnej lisci okwiatu klonu P 24, u pozosta-
tych klonéw w czesci wierzchotkowej i dolnej wystgpowata w niewielkich ilo§ciach od
0,20 do 0,50 mg~g'1 s.m.. Delfinidyna wystapita tylko w obu badanych cze$ciach lici
okwiatu klonéw P 14 i P 24 (tab. 7). Wystgpowanie tego barwnika wyraznie wptyneto
na zabarwienie klonu P 24, u ktérego byly widoczne fioletowo-niebieskie smugi. Kwia-
ty klonu P 14 charakteryzowaty si¢ jednolita barwa r6zowofioletowa.

DYSKUSJA

Wystgpowanie i rozmieszczenie barwnikéw w ro$linie odgrywa wazna rolg w ustale-
niu pokrewienstwa migdzy gatunkami, dostarcza informacji o ich dziedziczeniu.

Prace hodowlane majace na celu uzyskanie nowych odmian roélin, ozdobnych
z kwiatéw, opieraja si¢ na badaniach dotyczacych jakosciowej i iloSciowej analizy
barwnikéw oraz ich rozmieszczeniu.

Na podstawie analiz sktadu barwnikéw mozna stwierdzi¢, jakie barwniki maja naj-
istotniejszy wptyw na barwg, jej odcien oraz na przebarwienia kwiatow.

Uzyskane wyniki badan, w ktérych okre§lono zawarto$¢ oraz rozmieszczenie antocy-
janéw, karotenoidéw i chlorofili w kwiatach 5 klonéw Hippeastrum x chmieli sa zgod-
ne z wynikami badan Griesbach i Batdorf [1995] oraz Yamaguci i in. [1990]. Na inten-
sywnie karminowa barwe kwiatéw Hippeastrum x chmieli klonu P 28 wptyngta wysoka
zawarto$¢ antocyjanéw ogétem (24,13 mg g') w tym gtéwnie pelargonidyny (22,54 mg
gh.

Yamaguci i in. [1990] stwierdzili réwniez, Ze za intensywnie czerwong barwg kwia-
tow Zinia elegans odpowiada gléwnie pelargonidyna.

Griesbach i Batdorf [1995], oznaczajac sktad barwnikéw w kwiatach 3 odmian He-
merocallis fulva L., stwierdzili, ze za pomaranczowa barwe kwiatow Hemerocallis fulva
fm. fulva odpowiada cyjanidyna i 2 karotenoidy: zeaksantyna i luteina. R6zowe kwiaty
H. fulva fm. rosea zawieraly gléwnie cyjanidyng¢ i §ladowe ilosci karotenoidéw.
W brazowych kwiatach H. fulva fm. districha wystapita tylko delfinidyna i 2 karoteno-
idy: zeaksantyna i luteina. Autorzy ci uwazaja, ze réznice w barwie kwiatéw odmian
H. fulva spowodowane sa gléwnie ré6znymi proporcjami wystgpujacych antocyjanidyn
i karotenoidéw oraz rodzajem antocyjanidyny.

W ceglastych kwiatach klonu P 24 zawarto$é antocyjanéw (6,80 mg g'), w tym pe-
largonidyny byta najnizsza (5,94 mg-g”') w poréwnaniu z kwiatami pozostatych bada-
nych klonéw, a obecnos$¢ delfinidyny i karotenoidéw wyraznie wpltyngta na nat¢Zenie
barwy i niebieskie przebarwienie. Wyniki badan Saito i Harborne (1992) potwierdzaja,
ze delfinidyna jest odpowiedzialna za niebieskie zabarwienie kwiatéw w rodzinie La-
biatae.

Pelargonidyna wystapita we wszystkich kwiatach badanych klonéw Hippeastrum x
chmielii 1 w zalezno$ci od jej zawarto$ci byta odpowiedzialna za tworzenie ceglasto-
czerwonej az do purpurowoczerwonej barwy. Za réznice w nat¢zeniu barwy kwiatéw
H. x chmielii odpowiada gléwnie kopigmentacja migdzy wystgpujacymi rodzajami
antocyjanidyny i karotenoidéw.

Acta Sci. Pol.
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WNIOSKI

1. W przebadanych kwiatach 5 klonéw Hippeastrum x chmielii na réznice w inten-
sywnosci i odcieniu barwy okwiatéw mialy wpltyw rézne zawarto$ci, rozmieszczenie
oraz zjawisko kopigmentacji wystgpujacych antocyjanéw, karotenoidéw i chlorofili.

2. Wyzsze zawarto$ci chlorofili i karotenoidéw obserwowano w dolnej, antocyjanéw
za§ w gornej czesci liSci okwiatu.

3. Wyniki oznaczen spektrofotometrycznych, w ktérych okre§lono zawarto$¢ 3 grup
barwnikéw, oraz ustalenie ich skladu i procentowego udzialu pozwalaja wykazac¢
i moze czg$ciowo wyjasni¢ odrgbnosci barwy wystepujace pomigdzy klonami.

4. Analiza barwnikéw moze stanowi¢ tez dokumentacjg ich dziedziczenia oraz zmian
barwy w wyniku prac hodowlanych.
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CHARACTERISTICS AND DISTRIBUTION OF PIGMENTS IN FLOWERS
OF THE NEW INTERSPECIFIC HYBRID Hippeastrum x chmielii

Abstract. Five clones of a new interspecific hybrid Hippeastrum x chmielii Chm. obtained
by crossing Hippeastrum hybridum with Hippeastrum pratense were compared. Content
and distribution of chlorophylls, carotenoids and anthocyanins were determined in fresh
perianth leaves using spectrophotometric method and calculated on dry mass basis. Separa-
tion and identification of anthocyanidins were done by TLC on cellulose plates against
standards. Variations in intensity and shade of perianth leaves colour were due to differ-
ences in content and distribution as well as copigmentation in three studied classes of the
pigments.

Key words: Hippeastrum x chmielii, pigments, carotenoids, anthocyans, chlorophylls,
TLC - thin layer chromatography
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