
ZESZYfY PROBLEMOWE POSTĘPÓW NAUK ROLNICZYCH 2003 z. 491: 103-110 

WPŁYW CHŁODZENIA CEBUL MATECZNYCH 
I REGULATORÓW WZROSTU NA REGENERACJĘ 

in vitro ZWARTNICY CHMIELA (Hippeastrum X chmielii CUM.) 
Z EKSPLANTATÓW PĘDOWYCH 

Agnieszka Ilczuk, Maria Witomska 

Katedra Roślin Ozdobnych. Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie 

Wstęp 

W 1993 roku w Katedrze Roślin Ozdobnych SGGW uzyskano miesza11ca 
mic.;dzygatunkowcgo - zwartnice.; Chmiela (J-Iippeastrum X chmielii CHM.). Wyse­
lekcjonowane klony nowego gatunku zwartnicy charakteryzują sic; piękną barwą 
kwiatów, obfitym kwitnieniem, bujnym wzrostem. Nadają się do uprawy doniC7.­
kowej i na kwiat cic.;ty. Ze względu na spodziewane duże zapotrzebowanie na 
materiał nasadzeniowy zwartnicy Chmiela niezbc.;dne jest opracowanie wydajnych 
technik mikroroznmażania . 

Efektywność regeneracji in vitro zależy od wiciu czynników endogennych i 
egzogennych. U roślin z rodziny Amaryllidaceae, do której należy zwartnica 
cebulki przybyszowe mogq formować sic.; z różnych części roślin: fragmentów 
łusek, liści, pąków czy pędów kwiatostanowych [HUSSEY 1975; KROMER 1985; 
(iABRYSZ.l',WSKA. SANIEWSKI 1989; OKUI30 i in. 1990; ZIV, LILIEN-KIPNJS 2000]. Różni­
cowanie cebulek z eksplantatów uzależnione jest między innymi od obecności 
regulatorów wzrostu w pożywce, a także od wstępnego traktowania materiału 
inicjalnego odpowiedni:1 temperaturą [STIMART, ASCIIER 1981 a, 1981b; AARTRJJK, 

llWM-BARNI !OORN 1984; Pir:RIK i in. I 990; ZIV i in . 1997; WIT0MSKA 2000]. 
Celem pracy było ustalenie wpływu czasu chłodzenia cebul matecznych oraz 

egzogennych regulatorów wzrostu na rozmnażanie in vitro zwartnicy Chmiela z 
eksplantatów pc.;dowych. 

Materiał i metody 

Badania wykonano w 2002 roku . Materiałem były cebule klonu 3/7 zwart­
nicy Chmiela (llippeastrum X chmielii CHM.) o obwodzie 20 cm. Wykopano je w 
listopadzie i przechowywano w temperaturze 4°C przez okres 3, 5 i 7 miesięcy. 
Po tym czasie zaprawiano je przez 15 minut w 0,2% roztworze Sportack Alpha i 
po osuszeniu wysadzano do skrzynek z mieszaniną torfu z perlitem (2 : 1 ). Inku­
bacja przebiegała w ciemności, w temperaturze 25°C. Gdy pędy kwiatostanowe 
osiągnc;ły 10-12 cm długości ( od piętki cebuli do podstawy pąka kwiatostan o-
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wego), wycinano je z cebuli. Materiał odkażano przez 15 sekund w 70% alkoholu 
etylowym, a następnie 15 minut w 1 % roztworze Chloraminy ' f, po czym płukano 
trzykrotnie w sterylnej wodzie destylowanej. lak przygotowane pc;dy krojono na 
odcinki długości 1,5-2 mm i z zachowaniem biegunowości wykładano na pożywką 
MS [MURASHIGE, SKOOG 1962] w trzech kombinacjach: bez regulatorów wzrostu; 2 
mg·dm-3 benzyloadeniny (BA) i 0,2 mg·dm-3 kwasu a-naftalenooctowego (NAA) 
lub 2 mg·dm-3 izopentyloadeniny (2iP) i 0,2 mg·dm-3 NAA. Regeneracja przebie­
gała w ciemności, w temperaturze 25°C. W każdej kombinacji było 25 eksplanta­
tów wizualnie czystych. Po trzech miesiącach obliczano procent eksplantatów z 
cebulkami oraz liczbę cebulek zregenerowanych na jednym eksplantacie. Doko­
nano również oceny bonitacyjnej cebulek wg 3 klas: 1 - cebu lki do 2 mm średni­
cy; 2 - cebulki od 2,1 mm do 4 mm średnicy; 3 - cebulki powyżej 4 mm średnicy. 
Policzono także liczbę liści wyrosłych z 1 cebulki. 

Doświadczenie założono w układzie całkowicie losowym. Wyniki opraco­
wano statystycznie metodą ana lizy wariancji w programie Statgraphics 4.1., zgod­
nie z dwuczynnikowym układem kombinacji doświadczalnych. Do oceny istotno­
ści różnic między średnin1i użyto testu NIR, przyjmując poziom istotności 5%. 

Wyniki i dyskusja 

Stwierdzono wpływ czasu chłodzenia cebul matecznych i regulatorów wzro­
stu na regenerację zwartnicy Chmiela. Największy procent eksplantatów regene­
rujących cebulki uzyskano po trzymiesięcznym przechowywaniu materiału inicjal­
nego. W miarę przedłużania czasu chłodzenia procent eksplantatów formuj,1cych 
cebulki spadał (tab. 1). Podobny efekt obserwowano po długotrwałym pr:r.echowa­
niu cebul Hippeastrum hybridum w temperaturze 5°C [PIERIK i in. 1990]. 

'fabcla I; 'fa.biel 

Wpływ czasu chłodzenia cebul i regulatorów wzrostu na regenerację cebulek 
z eksplantatów pi,dowych 

Effect of chilling period and growth regulators on bulblet regcncrati on 
from shoot explants' 

Czas chłodzenia % eksplantatów z cebulkami*; % cxplants with bulblets• 

(w miesiącach) regulatory wzrostu; growth regulators 
średnia; mean Months 

of chilling o 2 mg·dm-3 2iP 2 mg·dni-3 BA 
0,2 mg·dm-3 NM 0,2 mg·dm-3 NM 

3 32 36 24 30,7 

5 16 24 24 21,3 

7 o 12 12 8,0 

Średnia; Mean 16 24 20 

• Liczba eksplantatów w kombinacji 25 = 100%; Numer of explant in treatment 25 = 100% 

Największą średnią liczbę cebulek (5,17) uzyskano z eksplantatów pocho­
dzących z cebul chłodzonych 5 miesięcy, a najniż.'>zą po siedmiu miesiącach chło­
dzenia (tab. 2). Obecność regulatorów wzrostu w pożywce stymulowała formowa­
nie cebulek. Najwięcej cebulek przybyszowych powstawało w obecności 2 mg·dm-3 
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2iP i 0,2 mg·dm-3 Nt\t\ po trzech i pięciu miesiącach chłodzenia. W obecności 
Bt\ i NJ\J\ powstawała porównywalna liczba cebulek za równo po pięcio-, jak i 
siedmiomiesięcznym chłodzeniu cebul. Na pożywce bez regulatorów wzrostu 
eksplantaty z cebul chłodzonych 7 miesięcy nic formowały cebulek. 

lhbela 2; labie 2 

Wpływ czasu chłodzenia cebul i regulatorów wzrostu 
na liczb<; cebulek uform owa nych na ekspbntacie 

Efkct ot' chilling period and growth reguła tors on number of bulhlets per explant 

I .iczba cebulek na eksplan tat ; Number of bu lblet per explant 
Czas chłodzenia 

regulatory wzrostu; growth regulators 
(w micsi:1cach) 

Months or chilli ng 2 mg·dm·' 2 iP 2 rng·dm·1 BI\ ś rednia; 111can 
(I 

0,2 mg·um·' NM 0,2 mg·dm·3 NAA 

3 2,9 5,8 2,9 3,87 b 

5 4,4 6,5 4,6 5,17 C 

7 o.o 2,~ 4,2 2,33 a 

Średni a ; Mcan 2,4:1 a 5,03 C 3,90 b 

Dla porównania wszystkich ś rednich NIR00, = 1,46; To comparc a ll mcans L~D005 = 1.46 
Wart ośc i m naczonc t:1 samą lit erą nic rć;żni,1 się istotnie przy poziomie p = Ó,05 %; Valuc followed 
by the same lc ttcr arc no t s ignificant ly diffcrent p = 0.05 % 

Najwi<;ks:,,.c cebu lki powstały z eksplanta tów pochodzących z cebul chłodzo­
nych przez trzy miesi,ice (tab. 3). W miarę przedłużania czasu chłodzenia różni­
cowały się coraz mniejsze cebu lki. Cebulki uformowane bez egzogennych regula­
torów wzrostu były mniejsze niż zróżnicowane w ich obecnośc i. 

Tabela 3; 'fabie 3 

Wpływ cz:.isu chlodzeni:.i cebul i regulatorów wzrostu 
na wielkość zregenerowanych cebulek 

Effcct o f chilling period and growt h rcgulators on size of rcgencrated bulblets 

Czas chłodze n ia 
Ocena bonitacyjna (skala 1-3); Evaluation (scalc 1-3) 

(w micsi:icach) 
regulatory wzrostu; growth regu lators 

Months of chilling o 2 mg·dm-3 2iP 2 mg·dm-3 I3A średnia; mean 

0,2 mg·dm ·3 NM 0,2 mg·dnr 3 NAA 

3 2,5 2,3 2,2 2,33 C 

5 1,7 2,0 1,7 1,80 b 

7 o.o 1,0 1,0 0,67 a 

Śred nia ; Mcan 1,40 a 1,77 C 1,63 b 

Dla porównania wszystkich średnich NIR0_05 = 0,34; 'fo compare all means LS0005 = 0.34 
Wartości oznaczone 1,1 sam,1 lit erą nie różn ią sit; istotnie przy poziomie p = 0,05 % ; Va lue followed 
by the same lct tcr a rc not signiocantly dilferent p = 0.05% 

Najwit;kszą liczbą liści odznaczały się rośliny otrzymane z materiału inicjal­
nego chłodzonego trzy miesiące (tab. 4 ). Dłuższe chłodzenie wpływało negatyw­
nie na badanq cechę. Obecność regulatorów wzrostu stymulowała wyrastanie 
większej liczby liści z cebulki. 
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'fomperatura odgrywa ważną rolę w regeneracji roślin cebulowych in vitro. 
Wpływa ona na procesy biochemiczne i fizjologiczne warunkuj,ice organogenezę i 
regulację spoczynku (STIMARf i in. 1982: DEI.VALLEE i in . 19<.JO: OKl!BO 1992: WITOM­
SKA 2000]. Pozytywne efekty regeneracji różnych gatunków lilii są uzależnione od 
chłodzenia cebul m a tecznych w temperaturze O-:'i°C przez okres od 18 dni do 12 
miesięcy przed pobraniem eksplantatów inicjalnych jSTIMARI. J\s<:rrER 1981a, 
1981b; TAKAYAMJ\, MISAWA 1983; AAITTRIJK, 13LOM-BARNII OORN 1<.J84j. Dłuższy czas 
chłodzenia przerywa stan spoczynku \.'.cbu l i zmniejsza wymagania eksplantatów 
co do stężenia egzogennych auksyn (AAITTRJJK, BLOM-BARNIIOORN 1981 J. 

' lhhcla 4; ' lhhle 4 

Wpływ czasu chłodzenia cebul i regu latorów wzrostu na liczhi.; liści wyrosłych 
z cebulki przybyszowej 

Effect o f chilling period and growth regu ł a tors on number of !cavcs per bulhlct 

Liczba liści na cebulk<;; Number of lcaves per hulhlct 
Czas chłodzenia 

regulatory wz rost u; growt h rcgulators 
(w miesiącach ) ś rednia; mcan 

Months of chilling 2 111g·d111·3 2iP 2 111g·dlll ' li/\ NIR0_11 ,; L'iDnn.s 
o 0,2 mg·dm · ' NAA 0.2 mg·dlll 'NA/\ O,IK 

3 1,8 1.5 2, 1 I.We 

5 1.6 1,6 1,(1 1,40 h 

7 0,0 I.O ].(I 0.67 a 

Średnia ; Mcan 
1,13 a 1,36 b 1,63 h 

NIRom; LS0005 0,18 

D la porównania wszystkich średnich NIR0_0i = 0,30; ·n:, comparc all 111 ca11s I Sl\ni = (UO 
Wartości oznaczone tą samą literą nie różnią sic; istotnie przy poziomic p = 0,0.'i 'Yr, ; Valuc followcd 
by the same lc tter a re not s igni ficanlly different p = 0.05 '1,, 

U zwartnicy Chmiela najlepsze efekty dało pięciomiesi<;\.'.Zne chłodzenie 
cebul matecznych, po którym nawet bez egzogennych regulatorów wzrostu for­
mowały się ponad 4 cebulki na eksplantacie. Natomiast po siedmiu miesiącach 
chłodzenia cebul różnicowanie cebulek musiało być stymu lowane obecnością 

regulatorów wzrostu w pożywce. U Hippeastrum hyhrid11111 bc1. regulatorów wzro­
stu obserwowano bardzo słabą regenerację cebulek z p<.;dów. Obecność regulato­
rów wzrostu stymulowała formowanie cebulek, a reakcja na st<;;i.enie auksyny 
(NAA) oraz rodzaj i stężenie cytokininy (Bi\ lub 2iP) zależała od odmiany 
[PIFRIK i in. 1990]. 

Chłodzen ie pędów hiacynta powoduje wzrost sl<;żcnia rnkrów rozpuszcza l­
nych i hardziej efektywną regenerację (BACH i in. 19CJ2]. Pod wpływem temperatury 
4°C wzrasta również poziom cukrów rozpusZ\.'.Zalnych w cebulach szachowni\.'.y 
cesarskiej, jednak formowanie cebulek z tego materiału zachodzi bardzo źle 

[WITOMSKA 2000]. Podobnie, jak u zwartnicy Chmiela , zdolność do regeneracji 
eksplanta tów pędowych narcyza jest zależna od długośc i przechowywania cebul w 
temperaturze 15°C i oberności regulatorów wzrostu [Ztv i in. 1997J. Formowanie 
\.'.ebu lek jest też uwarunkowane pozycją eksplantatu na p<.;dzie, co udowodnio no u 
tulipana [TAEB, ALDERSON 1987], Crinum nwcowanii [SIABllEin i in . 19<J5J i nar\.'.yza 
[Zrv i in. 1997]. 

U roślin z rodziny Amaryllidaceae formowanie cebulek przybyszowych prze­
biega najbardziej efektywnie na łuskach cebul i p<.;dach kwiatostanowyd1 [ ll osoKI, 
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ASAIIIRJ\ I 980: SI.i\llROOK, CUMM ING 1982; M UJ113 i in . 1991; SAKER i in . 1998; JACOBS i 
in. 1992 j. Cebule s,1 trudne Jo odkażenia, łatwiej uzyskać czysty materiał inicjalny 
z pędów [WITOMSKJ\, U JKJ\SZEWSKA 1997; Zrv, LILIEN-KIPNIS 2000). Warunkiem 
regeneracji jest pobranie młodych pędów, w odpowiednim stadium rozwojowym 
[TAEl3, A LDERSON 1987; DE BRUYN i in. 1992; ZIV i in. 1997]. 

U Norcissus zaleca się pobieranie szypuły jeszcze nie wyrosłej z cebuli, ale 
po wyjściu ze stanu spoczynku [ZIV i in . 1997). U Hippeastrum hyhridum z pędów 
bardzo młodych (1-2,5 cm długości) cebulki różnicują się słabo, zaś najlepiej z 
pędów długości 3, 1-5 cm [PIERIK i in. 1990). U Crinum macowanii najbardziej 
przydatne s,1 pędy długości 7-10 cm (SL.ABBERT i in. 1995), natomiast u Fritillaria 
imperiali.\· - 20 cm [WITOMSKA, ł~UKASZEWSKA 1997]. Stosunkowo niski procent 
eksplantatów formuj;Jcych cebulki u zwartnicy Chmiela można wytłumaczyć 
pobieraniem zbyt długich, za starych pędów (10-12 cm długości). 

Wnioski 

1. Czas chłodzenia cebul matecznych oraz obecność regulatorów wzrostu w 
pożywce wpływaj,J na formowanie cebulek przybyszowych z eksplantatów 
pędowych. 

2. Pięciomiesięczne chłodzenie materiału inicjalnego i obecność 2iP oraz 
NA/\ w pożywce powodują różnicowanie największej liczby cebulek na 
eksplantacie. 

3. Najwięks1.e cebulki, z największą liczbą liści powstają po trzech miesiącach 
chłodzenia materiału inicjalnego. 
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Słowa kluczowe: I lippcaslrum X clrmielii CHM., in Fitro, chłodzenie cebul 

Streszczenie 

W 1993 roku w Katedrze Roślin Ozdobnych SGGW uzyskano mieszańca 
mic;dzygatunkowego - zwartnic(! Chmiela (Hippcastrum X chmielii C!IM.). Wyse­
lekcjonowane klony nowego gatunku zwartnicy charakteryzują s ię pic;kną baiwą 
kwiatów, obfitym kwitnieniem i bujnym wzrostem. Nadają sic; do uprawy donicz­
kowej i na kwiat ci(!ty. Ze wzglc;du na spodziewane duże zapotrzebowanie na 
materiał nasadzeniowy zwartnicy Chmiela niezbędne jest opracowanie wydajnych 
technik mikrorozmnażania. 

W tym celu podjc;to próbc; różnicowania cebulek przybyszowych z pędów 
kwiatostanowych uzyskanych z cclrnl (klon 3/7) po trzech, pięciu i siedmiu mie­
siqcach przechowywania w temperaturze 4°C. Stwierdzono wpływ czasu chłodze­
nia cebul na procent eksplantatów regenerujących cebulki i liczbę cebulek na 
eksplantat. Pic;ciomiesic;czne chłod1.cnic cebul i obecność w pożywce 2 mg·dm-3 

izopentyloadeniny (2iP) oraz 0,2 mg·dm·3 kwasu a-naftalcnooctowego (NAA) 
stymulowały rói.nicowanie cclrnlck przybyszowych. Wydłużenie czasu chłodzenia 
cebul o 2 micsi:1ce wpływało negatywnie na procent eksplantatów regenerujących 
cebulki oraz na liczhc; cebulek uformowanych na eksplantacie. 

EFFECT OF BUi .B CHILI .ING AND GROWTH REGULATORS 
ON TIIL in Fitro REGENERATION FROM SHOOT EXPLANTS 

IN I lippeastrum X chmiclii O!M. 

Agnieszka llcwk., Maria Witomsk.a 
Department of Ornamental Plants, Warsaw Agricultural University, Warszawa 
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Summary 

In 1993 a new hybrid H1jJpeastrum X chmielii was obtained in the Depar­
tment of Ornamcntal Plants at Warsaw Agricultural Univcrsity. Selected clones 
grow vigorously and flower abundantly, producing llowers in bright vivid colors. 
Thcy can be grown for cut tlowcrs or as pot plants. As a great demand for plan­
ting materiał can be cxpectcd it is neccssary to elahorate cfficicnt methods of 
vegctativc propagation of thcse new creations. In order to meet this goal trials 
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were undertaken to obtain bulblet regeneration in vitro from llowcr shoots 
(scapes) grown out from bulbs (clone 3/7) storcd 3, 5 or 7 months at 4°C. Both 
lcngth of chilling period and growth rcgulators prcscnt in the medium affcctcd a 
perccntage of regcnerating explants and a number of bulblets per cxplant. Fivc 
month chilling and presence of 2 mg·dm-3 isopenthcnyladcninc (2iP) togcthcr 
with 0.2 mg·dm-3 a-naphthylacetic acid (NAA) stimulatcd bulblct rcgcncration. 
Prolonging the storage period by 2 months decreascd hoth the pcrccntagc of 
regeneration and the bulblet number per explant. 
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