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Wstęp 

Wicie gatunków roślin cebulowych odznacza się niskim współczynnikiem 
rozmnażania naturalnego i dlatego poszukuje się wydajnych metod ich rozmnaża
nia in vitro. Źródłem eksplantatów inicjalnych bardzo często są cebule, ale istnie
ją duże trudności z ich skutecznym odkażaniem [GIRMEN, ZIMMER 1988; WITOMSKA 
i in. 1998; ZIV, LILIEN-KIPNIS 2000]. U licznych gatunków wykorzystuje się alterna
tywnie szypuły kwiatowe lub kwiatostanowe (SOCHACKI, ORLIKOWSKA 1997; WITOMS
KA, ŁUKASZEWSKA 1997; Z1v i in . 1997]. Wprawdzie czas pobrania tych eksplantatów 
jest ściśle związany z fazą rozwojową roślin, ale uzyskuje sią z nich zazwyczaj wię
cej cebulek przybyszowych, niż z eksplantatów łuskowych [Z1v, LILIEN-KIPNIS 2000]. 
Efektywne wykorzystanie materiału inicjalnego jest szczególnie ważne wówczas, 
gdy jest go niewicie, np. w przypadku nowo wyhodowanych pojedynków czy klo
nów roślin. 

Celem pracy było określenie wpływu regulatorów wzrostu i rodzaju eks
plantatu na różnicowanie cebulek przybyszowych zwartnicy Chmiela, nowej, pięk
nej rośliny z rodziny Ama,yllidaceae. 

Materiał i metody 

Badania wykonano w latach 2003-2004. Materiałem były cebule zwartnicy 
Chmiela (Hippeastrum X chmielii CHM.) o obwodzie 18 cm, wykopane w listopa
dzie ze szklarni i przechowywane przez 6 miesięcy w temperaturze 10-12°C. Po 
tym czasie cebule przeniesiono do temperatury l8°C i wówczas zaczęły z nich 
wyrastać pędy kwiatostanowe. Gdy osiągnęły one wysokość 5-6 cm ( od piętki 
cebuli do podstawy kwiatostanu), wycinano je z cebul i odkażano przez 15 s 
w 70% alkoholu etylowym, a następnie 15 min w 1 % roztworze Chloraminy T, 
po czym płukano trzykrotnie w sterylnej wodzie destylowanej. Pędy krojono na 
fragmenty grubości 2 mm i wykładano na pożywkę zgodnie z ich biegunowością. 

1 Badania wykonano w ramach grantu KBN No. 3P06R 07724. 
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Cebule cięto na sadzonki dwułuskowe (15 mm wysokości i 8 mm szerokości) 
i odkażano jw., stosując 6% roztwór Chloraminy T i wydłużając czas odkażania 
do 20 minut. 

Zastosowano trzy warianty pożywki MS [MURASHIGE, SKOOG 1962]: bez regu
latorów wzrostu, wzbogaconą w 2 mg·dm-3 henzyloadeniny (BA) + 0,2·mg dm-3 

kwasu a-naftalenooctowego (NAA) lub 2,0 mg·dm-3 izopentenyloadeniny (2iP) + 
0,2 mg·dm-3 NAA. Doświadczenie powtórzono w dwóch terminach (7.05. 
i 28.05.2004 r.). Inkubacja przebiegała w ciemności, w temperaturze 24°C. W każ
dej kombinacji wyłożono po 72 eksplantaty pędowe i łuskowe, pojedynczo do 
probówek o wymiarach 24 x 145 mm (10 ml pożywki na probówką). Stopniowo 
usuwano eksplantaty zainfekowane. Po 2 miesiącach obliczono procent eksplan
tatów wizualnie czystych w stosunku do wyłożonych i przeniesiono je na świeże 
pożywki Gw.). Z każdej kombinacji wybrano losowo 25 eksplantatów i po następ
nym miesiącu oceniono: procent eksplantatów z cebulkami i korzeniami, liczbę 
cebulek na eksplantacie oraz wielkość cebulek i długość liści według 3 klas boni
tacyjnych: 1) - cebulki małe, do 2 mm średnicy, o średniej świeżej masie 12 mg 
± 1,2; 2) - cebulki średniej wielkości, o średnicy 2,1 - 4 mm i średniej świeżej 
masie 53 mg ± 5,3; 3) - cebulki duże, o średnicy 4,1 - 6 mm i średniej świeżej 
masie 112 mg ± 11,2; 1) - liście do 4 cm długości; 2) - liście długości 4,1 cm -
8 cm; 3) - liście powyżej 8 cm długości. Nastąpnie obliczono średnią klasę 

bonitacyjną dla każdej kombinacji. Określono także liczbę cebulek przybyszowych 
uzyskanych faktycznie z 1 pędu lub z 1 cebuli w danej kombinacji, uwzględniając 
zainfekowane (1 cebula = 25 eksplantatów pędowych i 25 eksplantatów dwułus
kowych). 

Doświadczenie założono w układzie całkowicie losowym. Wyniki opracowa
no statystycznie metodą dwuczynnikowej analizy wariancji z zastosowaniem pro
gramu Statgraphics 4.1. Różnice między średnimi oceniono na podstawie warto
ści NIR, przy poziomie istotności a = 0,05. 

Wyniki i dyskusja 

Prawie wszystkie wizualnie czyste eksplantaty pądowc (92-100%) i łuskowe 
(100%) różnicowały cebulki (tab. 1). Wyjątek stanowiły eksplantaty pędowe na 
pożywce bez regulatorów wzrostu, z których tylko 12-24% wytworzyło cebulki. 
We wcześniejszych badaniach nad zwartnicą Chmiela, po przechowaniu cebul 
matecznych w temperaturze 4°C uzyskano znacznie gorsze efekty [ILCZUK, WITOM

SKA 2003). Także po długotrwałym przechowaniu cebul zwartnicy mieszańcowej 
w temperaturze 5°C procent eksplantatów formujących cebulki spadał [PIERIK i in. 
1990). Eksplantaty pędowe nie różnicowały wcale korzeni, natomiast łuskowe two
rzyły korzenie zależnie od kombinacji: na pożywce bez regulatorów wzrostu wy
twarzały korzenie słabo (20-24% ), podczas gdy obecność egzogennych regulato
rów zwiększała udział eksplantatów z korzeniami od 56 do 68% (tab. 1). 

Regulatory wzrostu miały wpływ na liczbą cebulek uformowanych wyłącznie 
na eksplantatach pędowych, natomiast na eksplantatach łuskowych różnicowało 
się zawsze od 1,7 do 2,0 cebulek (tab. 1). Na pożywce bez regulatorów wzrostu 
z fragmentów pędów powstawało średnio 0,6-0,9 cebulki, a obecność hormonów 
zwiększała ich liczbę nawet ponad 20-krotnic. W obydwu terminach zachowały 
się takie same tendencje i nic zaobserwowano różnic pomiądzy oddziaływaniem 
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BA i 2iP w badanym stężeniu na obydwa rodzaje eksplantatów. W przypadku 
zwartnicy mieszańcowej rozmnażanej z fragmentów pędów różne odmiany reago
wały odmiennie na stężenie auksyny (NAA) oraz rodzaj i stężenie cytokininy 
[PIERIK i in. 1990]. Na eksplantatach pędowych zwartnicy Chmiela bez udziału re
gulatorów wzrostu wyrosły cebulki bardzo małe (poniżej 2 mm średnicy), z krót
kimi liśćmi (poniżej 4 cm długości). Obecność obydwu kombinacji regulatorów 
wzrostu stymulowała formowanie większych cebulek ( o średnicy powyżej 2 mm) 
i dłuższych liści ( do 8 cm długości), (tab. 1 ). 

Tabela 1; Table 1 

Wpływ rodzaju eksplantatu i regulatorów wzrostu na efektywność różnicowania 
cebulek przybyszowych zwartnicy Chmiela 

The cffoct of explant type and growth rcgulators on bulblet regeneration 
in llippeastmm X chmielii C!!M. 

Procent cksplan- Ocena bonitacyjna Liczba 
tatów z* Liczba (Skala 1-3) cebulek z 1 

Rodzaj Regulatory Pcrccntagc of cebulek Evaluation pędu lub 1 
eksplan- wzrostu explants with* Eksplantat (Scale 1-3) cebuli** 

talu Growth reguła-
Number of wielkości długości Number of 

Explant tors cebul- korze-
type (mg·dm 3) kami niami 

bulblets per cebulek liści bulblets per 1 
explant bulblet lcaf shoot or 1 

bulblcts roots 
size length bulb** 

Pt;dowy o 12 - 0,6a 0,3a 0,09a 5 

Shoot 2,0 BA+0,2 NAA 100 - 13,9b 1,4b 1,25d 122 
(7.05.) 2,0 2iP+0,2 NAA 96 - 15,6b 1,4b 1,72e 136 

P<;dowy o 24 - 0,9a 0,5a 0,26ab 18 

Shoot 2,0 BA+0,2 NAA 100 - 16,0b 1,8b l,72e 280 
(28.05.) 2,0 2iP+0,2 NAA 92 - 14,9b 1,7b 2,05e 324 

Łuskowy o 100 24 1,7a 2,3e 0,86ed 37 

Scalc 2,0 BA+0,2 NAA 100 68 2,0a 2,5e 0,51bc 42 
(7.05.) 2,0 2iP+0,2 NN, 100 56 1,8a 2,4c 0,42ab 37 

Łuskowy o 100 20 1,8a 2,3c 0,88cd 32 

Scale 2,0 BA+0,2 NAA 100 68 1,9a 2,4c 0,43ab 33 
(28.05 .) 2,0 2iP+0,2 NAA 100 60 1,7a 2,5c 0,52bc 35 

liczba eksplantatów w kombinacji 25 = 100%; number of explants in the treatment 25 = 

100% 
•• liczba cebulek faktycznie uzyskana w danej kombinacji ; effective number of bulblcts obtained 

in the treatment 
średnie oznaczone tą samą literą nie różnią sic; istotnie przy poziomie istotności wynoszącym 5%; 
means followcd by the same letter arc not significantly diffirent at 5% levcl of significance 

Z eksplantatów łuskowych powstawały zawsze cebulki największe ( do 4 mm śred
nicy), a liście były najdłuższe na pożywce bez hormonów (tab. 1). Badania nad 
zwartnicą Chmiela potwierdzają tezę, że eksplantaty łuskowe wielu roślin cebulo
wych mogą wytwarzać cebulki przybyszowe bez udziału egzogennych regulatorów 
wzrostu ze względu na wysoką zawartość endogennych hormonów w organach 
spichrzowych [SEABROOK, CUMMING 1977; PIERIK i in. 1990; WITOMSKA 2001 ]. Jednak 
obecność auksyn i cytokinin stymuluje ten proces u lilii [NOVAK, PETRU 1981 ], sza
chownicy kostkowatej [KUKUŁCZANKA i in. 1989] i szachownicy cesarskiej [WITOMS-
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KA 2001]. Na eksplantatach łuskowych zwartnicy mieszańcowej różnicuje się wię
cej cebulek w obecności znacznej przewagi BA w stosunku do NAA [BACH, PTAK 

1997; KUTYŁA, CHMIEL 2000], podobnie u Hippeastrum vittatum [ARfEAGA-AMADOR 

i in. 1998; SAKER i in. 1998] i Amaryllis belladonna [DE BRUYN i in. 1992]. U tej osta
tniej rośliny zalecany stosunek BA : NAA zmienia się w ciągu roku i wynosi 
24 : 1 na wiosnę i aż 40 : 1 jesienią. Mimo dziesięciokrotnie wyższego stężenia 
cytokinin (BA i 2iP) w stosunku do NAA u zwartnicy Chmiela nie powstawało 
więcej cebulek przybyszowych z eksplantatów łuskowych niż na pożywce kontrol
nej. 

Eksplantaty pędowe prawie zawsze wymagają obecności egzogennych regu
latorów wzrostu do inicjacji cebulek (Z1v i in. 1997; PoDWYSZYŃSKA 1999]. Zdol
ność do formowania cebulek z powy:i..szych eksplantatów zależy także od tempe
ratury i długości okresu przechowywania materiału inicjalnego (ZIV i in. 1997], 
jego stadium rozwojowego oraz od pozycji eksplantatu na pędzie, co potwierdziły 
badania nad tulipanem [TAEB, ALDERSON 1987], Crinum macowanii [Sr.ABBERr i in. 
1995], Amaryllis belladonna [DE BRUYN i in. 1992] i narcyzem [ZIV i in. 1997]. 

U 3 odmian narcyzów: Heweliusz, Carlton i Dutch Master uzyskano z pę
dów kwiatowych maksymalnie 2,6 cebul przybyszowych i 2,7 pędów z eksplanta
tów łuskowych [SOCHACKI, ORLIKOWSKA l 997]. Spośród innych roślin z rodziny 
Amaryllidaceae udało się uzyskać z jednego eksplantatu pędowego 4 cebulki 
u Haemanthus coccineus, 12 cebulek u Narcissus tazetta i 10 cebulek u Nerine sar
niensis. Z eksplantatów łuskowych tych roślin uzyskano znacznie mniejsze liczby 
cebulek (odpowiednio 0, 6 i 4) [Zrv, LILIEN-KIPNIS 2000]. U zwartnicy Chmiela 
z dłu:i..szych szypuł (10-12 cm) formowało się 6-7 cebulek z eksplantatu [ILCZUK, 

WITOMSKA 2003, 2004]. W niniejszej pracy, gdy pobrano eksplantaty z szypuł dłu
gości 5 cm, uzyskano do 16 cebulek z eksplantatu 2 mm grubości, co można 
uznać za wysoką efektywność. Zastosowana metoda pozwala otrzymać w stadium 
inicjalnym do 350 cebulek przybyszowych z 1 cebuli matecznej. 

Wnioski 

1. Efektywne różnicowanie cebulek przybyszowych na eksplantatach pędowych 
zwartnicy Chmiela może zachodzić wyłącznie w obecności egzogennych re
gulatorów wzrostu. 

2. Na eksplantatach łuskowych, niezależnie od obecności regulatorów wzrostu 
w pożywce, powstaje dużo mniejsza liczba cebulek (1,7-2,0) niż na frag
mentach pędów w obecności regulatorów wzrostu (13,9-16,0). 

3. W celu dobrego wykorzystania materiału inicjalnego należy pobierać jedno
cześnie młode pędy i łuski cebul. 
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Słowa kluczowe: Hippeastrum X chmielii CHM., in vitro, eksplantaty pądowe 
łuskowe 

Streszczenie 

Materiał inicjalny umieszczono na pożywce MS bez regulatorów wzrostu; 
z dodatkiem 2,0 mg BAdm-3 + 0,2 mg NAAdm-3 lub 2,0 mg 2iP·dnr3 + 0,2 mg 
NAAdm-3• Tylko 12-24% eksplantatów pędowych formowało cebulki bez egzo
gennych regulatorów wzrostu, a w ich obecności cebulki różnicowały sią na pra
wie wszystkich eksplantatach (92-100% ). Na eksplantatach łuskowych cebulki 
formowały się w 100%, niezależnie od obecności regulatorów wzrostu w pożywce. 
Średnio uzyskano 0,6-0,9 małych cebulek (o średnicy poniżej 2 mm) z eksplanta
tu pędowego na pożywce bez regulatorów wzrostu i aż 14-16 cebulek średniej 
wielkości (o średnicy 2,1-4 mm) w obecności obydwu kombinacji regulatorów 
wzrostu. Z eksplantatów dwułuskowych uzyskiwano około 2 dużych cebulek 
( o średnicy 4,1-6,0 mm), niezależnie od obecności regulatorów wzrostu. 
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Summary 

Initial plant materia! was culturcd on MS medium without growth rcgula
tors, supplemented with 2.0 mg BAdm-3 + 0.2 mg NAA<lm-3 or 2.0 mg 2iP·dm-3 

+ 0.2 mg NAA·dm-3• Only 12-24% of shoot explants formcd bulblcts in the 
abscnce of exogenous growth regulators, whereas in their presencc almost all 
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explants produccd bulblets (92-100% ). Scale cxplants regenerated bulblets in 
100%, regardlcss of the presencc of growth rcgulators in the medium. On the 
avcragc, 0.6--0.9 small bulblets ( diameter: less than 2 mm) were obtained from a 
shoot cxplant in the medium without growth regulators and 14-16 bulblcts 
medium sizcd ( diameter: 2.1-4 mm) in the presence of both growth regulator 
combinations. Approximately 2 big bulblets (diameter: 4.1-6.0 mm) were 
obtained from twin scale explants in all medium types. 
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