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Regeneracja ro�lin lucerny miesza�cowej (Medicago sativa L. 
subsp. falcata x subsp. sativa) z wierzchołków p�dów 

Regeneration of hybrid lucerne (Medicago sativa L. subsp. falcata x subsp. sativa)  
plants from shoot tips 

ABSTRACT. Shoot tips (3–4 mm) were cut from young plants (7 days) and then placed on Petri 
dishes, on 12 inducing media. All media contained macroelements and a four times higher concen-
tration of microelements as in MS medium, vitamins from B5 medium, 100 mg l-1 of myo-inositol, 
0.5 g l-1 of proline and 3% sucrose. They differed with BAP content (2, 4, 6 mg l-1) and NAA (0.2, 
0.4, 0.6 mg l-1). Explants were kept for 2 weeks in the dark at 23°C, then placed on MS medium 
complemented with 0.4 mg l-1 of BAP and 0.04 mg l-1 of NAA, and brought to cultivation room.  
After 4 and 8 weeks, 2–3-leaved shoots were cut and placed in half-strength MS medium without 
hormones in order to root them. All three alfalfa varieties showed the ability for plant regeneration 
from the apical buds. Single shoots developed from explants induced on control mediums without 
cytokinin. The highest shoot regeneration efficiency (4.24–4.45) was observed after induction on 
media containing 2 mg l-1 of BAP. At the highest BAP concentration (6 mg l-1), the number of regen-
erated shoots decreased. Great differences as regarding the shoots regenerated by particular explants 
were observed (from 1 up to 11). About 52% of the shoots formed visible roots within 4 weeks. Al-
most 100% of the rooted plants transferred from in vitro cultures to pots survived. 
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Lucerna siewna (Medicago sativa L.) nale�y do najwa�niejszych ro�lin pa-

stewnych. Dostarcza du�ych ilo�ci wysokostrawnej paszy, bogatej w białko, 
sole mineralne i witaminy, skarmianej w postaci zielonki i siana. Jest uprawiana 
we wszystkich cz��ciach �wiata, w ró�nych warunkach klimatycznych. Na tere-
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nach o rocznej ilo�ci opadów poni�ej 600 mm jest najlepiej plonuj�c� ro�lin� 
pastewn� w uprawie polowej. Jej �wiatowa powierzchnia uprawy jest szacowa-
na na 32 mln ha [Hauptvogel i in. 1998], w Polsce zajmuje około 130 tys. ha 
[Wilczek 1999]. Pomimo du�ego znaczenia gospodarczego nale�y do ro�lin o 
powolnym post�pie hodowlanym. Du�e nadzieje na zmian� tej sytuacji s� wi�-
zane z wprowadzeniem do hodowli tego gatunku nowych metod nazywanych 
biotechnologicznymi. Pozwalaj� one na prowadzenie selekcji w kulturach in 
vitro zamiast w polu (stresy chemiczne, patogeny), szybkie namna�anie kompo-
nentów odmian heterozyjnych. Umo�liwiaj� powi�kszanie zmienno�ci gene-
tycznej przez wytwarzanie miesza�ców mi�dzygatunkowych trudnych lub nie-
mo�liwych do otrzymania metodami tradycyjnej hodowli, celowe generowanie 
zmienno�ci somaklonalnej, wytwarzanie odmian transgenicznych. 

Głównym celem naszych bada� było poznanie zdolno�ci wybranych odmian 
lucerny miesza�cowej do regeneracji ro�lin z p�ków wierzchołkowych. Podj�li-
�my te� prób� znalezienia kombinacji cytokininy i auksyny, daj�cych najwi�k-
sz� efektywno�� regeneracji. 

METODY 

Badania wykonano na trzech polskich odmianach lucerny miesza�cowej 
(‘Kometa’, ‘Tula’ i ‘Radius’). Nasiona odka�ano przez 10 minut w 0,2% HgCl2 
z dodatkiem kilku kropli płynu do zmi�kczania tkanin. Potem po wypłukaniu w 
sterylnej wodzie (3 x 10 min) i osuszeniu na sterylnej bibule wysiewano je po 
10 do słoików (0,4 l) zawieraj�cych 25 ml zestalonej agarem (0,7 %) po�ywki 
MS [Murashige, Skoog 1962] bez hormonów. Słoiki ustawiano na półkach po-
koju hodowlanego (temp. 23o C, �wiatło białe 25–30 µmol m-2 s-1, fotoperiod 
16/8). Po siedmiu dobach ze sterylnych ro�lin wycinano wierzchołki p�dów o 
długo�ci 3–4 mm i wykładano je po cztery do szalek Petriego o �rednicy 10 cm, 
na 12 po�ywek indukcyjnych. Wszystkie zawierały makroelementy i czterokrot-
ne st��enie mikroelementów z po�ywki MS, witaminy z po�ywki B5 [Gamborg i 
in. 1968] oraz: 100 mg l-1 mio-inozytolu, 0,5 g l-1 proliny, 30 g l-1 sacharozy i 
0,7% agaru. Ró�niły si� zawarto�ci� kwasu 3-naftylooctowego (NAA) i 6-
benzyloaminopuryny (BAP). Zastosowano cztery poziomy NAA (0, 0,2, 0,4 i 
0,6 mg l-1) i cztery st��enia BAP ( 0, 2, 4 i 6 mg l-1). Dla ka�dej po�ywki i od-
miany wykonano 15 powtórze� (15 x 4 eksp.). Szalki trzymano przez dwa tygo-
dnie w ciemno�ci, w temp. 23o C. Po tym okresie oceniono rozwój p�dów w skali 5- 
-stopniowej, przeło�ono eksplantaty do słoików na po�ywk� regeneracyjn� i 
umieszczono na o�wietlonych półkach pokoju hodowlanego. Nowa po�ywka 
zawierała makro- i mikroelementy z po�ywki MS, witaminy z po�ywki B5 oraz 
0,4 mg l-1 BAP i 0,04 mg l-1 NAA. 
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Po czterech tygodniach dalszego rozwoju p�dów na po�ywce regeneracyjnej 
liczono je, odcinano od eksplantatów, oceniano i przenoszono na po�ywk� uko-
rzeniaj�c� (pół st��ona MS bez hormonów). Po odci�ciu p�dów eksplantaty 
pierwotne wykładano powtórnie na now� po�ywk�, o niezmienionym składzie. 
Odcinanie i ocen� p�dów powtórzono po nast�pnych czterech tygodniach. 

Etap ukorzeniania oceniano po 28 dniach. Liczono ro�liny i p�dy nieukorze-
nione, oceniano ich rozwój w skali 5-stopniowej. Ro�liny (p�dy z co najmniej 
jednym korzeniem o długo�ci wi�kszej od 1 cm) wysadzano do doniczek z zie-
mi� ogrodnicz� i poddawano hartowaniu. 

Wyniki bada� opracowano statystycznie na podstawie ocen wykonywanych 
na 40 genotypach z ka�dej kombinacji do�wiadczalnej. Istotno�� ró�nic pomi�-
dzy �rednimi warto�ciami ocenianych cech szacowano metod� przedziałów uf-
no�ci Tukeya. 

WYNIKI 

Do zało�enia kultur in vitro wykorzystali�my wierzchołki p�dów odcinane ze 
sterylnych ro�lin i nie wymagały one odka�ania. Przy takim post�powaniu mo�-
na oczekiwa� lepszych rezultatów ni� przy stosowaniu eksplantatów z ro�lin 
rosn�cych w polu lub szklarni i wymagaj�cych odka�ania. W czasie odka�ania 
mo�e doj�� do uszkodzenia eksplantatów. �rodki odka�aj�ce mog� te� genero-
wa� zmienno�� somaklonaln�, a ich pozostało�ci �le wpływaj� na przebieg kul-
tury. Przy odka�aniu zło�onych eksplantatów, jak np. kwiatostany koniczyny, 
zwi�zki chemiczne nie docieraj� do wszystkich miejsc i mog� wyst�powa� ma-
sowe zaka�enia kultur grzybami i bakteriami, z tego powodu du�o eksplantatów 
zamiera [Skuci�ska, Miszke 1980; Cebrat i in. 1990a]. W tkankach niektórych 
ro�lin wyst�puj� liczne endogenne mikroorganizmy i powierzchniowe odka�a-
nie eksplantatów z ro�lin rosn�cych w niesterylnych warunkach daje słabe rezul-
taty [Yang, Choi 2000]. Jedn� z przyczyn tracenia cz��ci genotypów na etapie 
indukcji organogenezy bezpo�redniej mo�e by� u�ywanie zbyt małych eksplan-
tatów. Cebrat i in. [1990b] proponuj� u�ywanie do mikrorozmna�ania koniczy-
ny czerwonej eksplantatów zło�onych z wierzchołka p�du, odcinka hipokotyla i 
li�cieni. W ich badaniach takie eksplantaty wytwarzały najwi�cej p�dów. W 
badaniach Phillips, Collins [1979] etap indukcji prze�ywało 80% eksplantatów 
zło�onych z merystemu wierzchołkowego i dwu primordiów i 65% zawieraj�-
cych jeden zawi�zek li�cia. Mniejsze eksplantaty dawały jednak wi�cej p�dów 
(ro�lin) wolnych od wirusów. 
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Tabela 1. Etap indukcji 
Table 1. Induction stage 

 
Po�ywka indukcyjna 
Induction medium ‘Kometa’ ‘Tula’ ‘Radius’ 

Numer 
Num-

ber 

BAP 
mg 

NAA 
mg 

Warto�� 
Value 

º 

V 
% 

Warto�� 
Value 

º 

V 
% 

Warto�� 
Value 

º 

V 
% 

1 0 0,0 3,95 28,4 3,75 30,3 3,51 31,9 
2 4 0,0 3,60 38,4 3,55 32,6 3,15 38,3 
3 0 0,4 3,65 32,0 2,91 37,3 3,10 31,2 
4 2 0,2 4,40 15,3 4,76 12,4 4,35 18,7 
5 2 0,4 4,06 29,6 3,51 35,1 3,91 30,3 
6 2 0,6 4,00 31,5 4,25 34,4 3,68 37,0 
7 4 0,2 3,45 29,8 3,41 33,0 3,75 35,0 
8 4 0,4 3,75 35,2 3,65 34,5 3,40 38,2 
9 4 0,6 3,25 27,3 3,43 24,5 4,05 27,9 

10 6 0,2 3,21 24,1 3,33 26,2 3,98 28,4 
11 6 0,4 3,30 22,0 3,18 19,9 3,68 22,2 
12 6 0,6 3,35 24,4 3,16 26,0 3,98 25,8 

�rednio 
Mean 3,67 - 3,57 - 3,71 - 

0,27 - 0,30 - 0,38 - NIR0,05 

LSD0.05 0,33 
 
V – współczynnik zmienno�ci variability coefficient 
 

W naszych badaniach eksplantaty składały si� z p�ków wierzchołkowych i 
odcinków hipokotyli. W czasie indukcji zamierały nieliczne eksplantaty (mniej 
ni� 0,5%), było to zwi�zane z pora�eniem grzybami. Na tym etapie bada� nie 
wyst�powały istotne ró�nice w zachowaniu si� odmian lucerny (tab. 1). W cza-
sie indukcji zachodz�cej w ciemno�ci eksplantaty straciły zielone zabarwienie. 
Wierzchołki p�dów umieszczone na po�ywkach zawieraj�cych auksyn� wytwa-
rzały w miejscach odci�cia od hipokotyla grudki bezbarwnego kalusa. Eksplan-
taty indukowane na po�ywkach bez cytokininy rozwijały pojedyncze p�dy i 
zacz�ły wytwarza� korzenie. Na po�ywkach zawieraj�cych ten hormon obok 
p�du głównego zacz�ły rozwija� si� p�dy boczne. P�dy rozwijaj�ce si� na po-
�ywkach bez auksyny były cie�sze i dłu�sze od powstaj�cych w obecno�ci tego 
hormonu. Na po�ywce bez hormonów tworzyły si� nieliczne cienkie i długie 
korzenie, na po�ywce z NAA bez cytokininy rozwijało si� wi�cej korzeni, ale 
były one krótsze i grubsze. Przy ocenie zaawansowania organogenezy po 2 tyg. 
indukcji najwy�ej punktowano genotypy wytwarzaj�ce dłu�sze p�dy oraz z 
wi�ksz� liczb� p�dów bocznych. U wszystkich odmian najwy�sz� �redni� ocen� 
uzyskały eksplantaty indukowane przy 2 mg l-1 BAP i 0,2 mg l-1 NAA. Obser-
wowano du�� zmienno�� wewn�trzodmianow� (tab. 1). Współczynniki zmien-
no�ci były zdecydowanie ni�sze na po�ywce z najni�szym poziomem obu hor-
monów (12,4–18,7%) ni� na innych po�ywkach (19,9–38,4%). 



Tabela 2. Etap regeneracji p�dów 
Table 2. Shoots regeneration stage 

 
Pierwszy termin odcinania p�dów 

First time-limit of shoots separation 
Drugi termin odcinania p�dów 

Second time-limit of shoots separation 
Liczba p�dów ogółem 
Total number of shoots 

‘Kometa’  ‘Tula’  ‘Radius’  ‘Kometa’  ‘Tula’  ‘Radius’  
Po�ywka 

Nr 
Medium 

No. 

Liczba 
p�dów 

Number 
of shoots 

Warto�� 
Value 

º 

Liczba 
p�dów 

Number 
of shoots 

Warto�� 
Value 

º 

Liczba 
p�dów 

Number of 
shoots 

Warto�� 
Value 

º 

Eksplantaty 
z p�dami 
Explants 

developing 
shoots 

% 

Liczba 
p�dów 

Number 
of shoots 

Eksplantaty 
z p�dami 
Explants 

developing 
shoots 

% 

Liczba 
p�dów 

Number 
of shoots 

Eksplantaty  
z p�dami 
Explants 

developing 
shoots 

% 

Liczba 
p�dów 

Number  
of shoots 

‘Kome-
ta’  

‘Tula’  ‘Radius’  

1 1,33 2,87 1,08 3,02 1,00 2,96 0 0 0 0 0 0 1,33 1,08 1,00 
2 1,81 3,25 1,86 2,96 1,11 2,95 0 0 0 0 0 0 1,81 1,86 1,11 
3 1,39 3,16 1,14 3,08 1,41 3,25 7,5 0,07 15,0 1,15 10,0 0,10 1,46 1,30 1,50 
4 2,95 3,06 3,02 2,93 2,94 3,03 90,0 1,30 87,5 1,36 92,5 1,32 4,25 4,38 4,26 
5 3,16 3,21 3,27 2,66 3,12 3,21 80,0 1,26 75,0 1,18 87,5 1,23 4,42 4,45 4,35 
6 2,83 3,35 2,71 3,21 2,97 3,31 80,0 1,48 80,0 1,65 87,3 1,30 4,31 4,38 4,27 
7 2,46 3,03 2,50 2,85 2,69 3,00 92,5 1,47 85,0 1,48 72,5 1,46 3,93 3,98 4,15 
8 3,01 3,08 3,09 3,20 2,72 3,26 87,5 1,32 90,0 1,30 85,0 1,54 4,33 4,39 4,26 
9 2,67 3,00 2,70 3,16 3,06 3,23 90,0 1,25 85,3 1,16 85,0 1,08 3,92 3,86 4,14 

10 2,38 3,01 2,29 2,93 2,47 3,03 72,5 1,08 72,3 1,21 67,5 1,02 3,46 3,50 3,49 
11 2,42 2,81 2,16 2,63 2,44 2,73 67,5 1,21 57,5 1,03 62,5 1,11 3,63 3,19 3,55 
12 2,42 2,92 2,24 2,77 2,41 2,86 65,0 1,00 60,0 0,98 57,5 0,85 3,42 3,22 3,26 

�rednio 
Mean 

2,40 3,06 2,34 2,95 2,36 3,07 - 0,95 - 1,04 - 0,92 3,36 3,30 3,28 

NIR0,05 

LSD0.05 
0,52 ns 0,46 ns 0,44 ns - 0,67 - 0,72 - 0,59 0,46 0,51 0,42 

 
ns – ró�nica nieistotna non significant difference 
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Z bada� wykonywanych na Medicago sativa L. wynika, �e w tym gatunku 
wyst�puje du�a zmienno�� genetyczna pod wzgl�dem zdolno�ci do wytwarzania 
kalusa i organogenezy [Bingham i in. 1975; Wan i in. 1988; Kielly, Bowley 
1992]. W uprawie dominuj� populacyjne odmiany lucerny, zmienno�� we-
wn�trzodmianowa jest zwi�zana z utrzymywaniem si� heterozygotyczno�ci ro-
�lin [Staszewski 1975]. P�k wierzchołkowy składa si� z merystemu wierzchoł-
kowego, dwu lub trzech zawi�zków li�ci (primordia) i kilku p�ków bocznych 
umiejscowionych w k�tach li�ci. Rozwój jednego p�du na po�ywkach bez cyto-
kininy lub przy przewadze auksyny jest wynikiem dominacji wierzchołkowej. 
Wierzchołek p�du wytwarza auksyny, które przemieszczaj� si� w kierunku korze-
ni i hamuj� rozwój p�dów bocznych [Kopcewicz 2002]. Ten mechanizm mo�na 
zniwelowa� wprowadzaj�c do po�ywki cytokinin�. Murashige [1974] zalecał sto-
sowanie wysokiego st��enia (30 mg l-1) 2-izopentyloadeniny (2iP), przy małych 
dawkach (0,001 mg l-1) kwasu 3-indolilooctowego (IAA). Obecnie w pracach 
wykonywanych na ró�nych ro�linach wykorzystuje si� oprócz 2iP inne cytokininy, 
najcz��ciej BAP, która ma silniejsze działanie [Rybczy�ski, Podyma 1993; Na-
wracała i in. 1997; Ozgen i in. 1997]. Organogeneza rozpoczyna si� na po�ywce 
indukcyjnej, a ulega przyspieszeniu po przeniesieniu eksplantatów na now� po-
�ywk� (regeneracyjn�). Mo�e ona mie� ten sam skład co po�ywka u�ywana wcze-
�niej [Skuci�ska, Miszke 1980; Cebrat i in. 1990b], ale u�ywa si� te� po�ywek o 
zmienionej zawarto�ci hormonów [Nawracała i in. 1997; Doli�ski 2004]. 

W naszych badaniach po�ywka regeneracyjna cechowała si� niskim pozio-
mem hormonów przy du�ej przewadze cytokininy nad auksyn� (0,4 mg BAP i 
0,04 mg NAA). Ju� po paru dniach eksplantaty umieszczone na półkach pokoju 
hodowlanego zacz�ły nabiera� zielonego zabarwienia. Po tygodniu zacz�ły si� 
pojawia� nowe li�cie. Bezbarwne struktury kalusa, rozwini�te wcze�niej u pod-
stawy p�dów przyj�ły zabarwienie jasnobr�zowe. Pierwszy raz odcinano p�dy 
od eksplantatów pierwotnych po 4 tygodniach regeneracji, gdy� wcze�niej (po 3 
tyg.) obserwowano na wielu p�dach �ółkni�cie starszych li�ci. Odcinano p�dy 
posiadaj�ce co najmniej dwa dobrze wykształcone li�cie. 

O zjawisku zamierania starszych li�ci pod koniec regeneracji p�dów nie 
wspominaj� autorzy bada� wykonanych na lucernie [Nemcova i in. 1987], soi 
[Nawracała i in. 1997], łubinie [Rybczy�ski, Podyma 1993] i koniczynie [Cebrat 
i in. 1990b; Doli�ski 2004]. Podr�czniki z biotechnologii podaj�, �e po 3–4 
tygodniach kultur in vitro obni�a si� pH po�ywki do 5,0, a nawet 4,5 i w tym 
czasie nale�y przenie�� eksplantaty na �wie�� po�ywk� w celu zachowania wa-
runków kultury [Bach 2001]. Obserwowane zjawisko mogło by� zwi�zane z 
siln� reakcj� badanych odmian lucerny na post�puj�ce zakwaszanie po�ywki. 
Staszewski [1975] i Wilczek [1999] podaj�, �e Medicago sativa L. do dobrego 
rozwoju wymaga gleb o pH zbli�onym do 6,0. 
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Tabela 3. Etap ukorzeniania p�dów 
Table 3. Shoots rooting stage 

 

% ukorzenionych p�dów 
% of shoots with roots 

P�dy z korzeniami – ocena 
Shoots with roots –  

estimation º 

P�dy bez korzeni – ocena  
Shoots without roots –  

estimation º 

Po�yw-
ka Nr 

Medium 
No. ‘Kome-

ta’  
‘Tula ‘Radius’  

‘Kome-
ta’  

‘Tula’  ‘Radius’  ‘Kometa’  ‘Tula’  ‘Radius’  

1 28,3 25,6 25,0 2,63 2,86 2,55 1,00 1,71 1,00 
2 31,9 33,8 29,5 3,23 3,00 3,08 1,91 1,92 1,00 
3 55,2 56,9 61,7 2,78 2,93 3,05 1,00 2,16 1,76 
4 58,8 65,2 57,6 3,08 2,78 2,75 1,00 1,00 1,00 
5 62,7 67,4 71,3 3,33 3,70 3,58 2,08 1,76 1,71 
6 52,3 55,4 50,9 2,72 2,63 2,86 1,00 1,00 1,00 
7 66,8 67,9 68,7 3,05 2,93 2,96 1,00 1,00 1,71 
8 51,4 48,3 55,3 2,83 2,72 3,05 1,00 1,00 1,00 
9 49,6 51,3 51,8 2,78 3,11 3,16 1,00 1,00 1,00 

10 52,5 45,0 47,6 3,33 3,33 3,23 1,00 1,71 1,00 
11 60,0 63,3 65,5 3,66 3,80 3,83 1,00 1,00 1,00 
12 46,0 43,4 49,1 3,70 3,58 3,33 1,00 1,00 1,00 

�rednio 
Mean 

51,3 51,9 52,8 3,10 3,11 3,11 1,16 1,35 1,18 

- - - 0,43 0,50 0,47 ns ns ns NIR0,05 

LSD0.05 - 0,47 ns 
 
ns – ró�nica nieistotna non significant difference 

 
�rednia liczba regenerowanych p�dów zale�ała głównie od składu wcze�niej 

stosowanych po�ywek indukcyjnych, nie stwierdzili�my istotnych ró�nic mi�-
dzy odmianami (tab. 2). Eksplantaty indukowane na po�ywkach kontrolnych 
wytwarzały istotnie mniej p�dów ni� przy obecno�ci obu hormonów w ró�nych 
proporcjach. Nie stwierdzono istotnych ró�nic w rozwoju p�dów odcinanych z 
eksplantatów indukowanych na ró�nych po�ywkach (tab. 2). W czasie drugiego 
cyklu regeneracji eksplantaty indukowane na po�ywkach bez hormonów i za-
wieraj�cych tylko cytokinin� nie wytworzyły nowych p�dów. Tylko niektóre 
eksplantaty indukowane na po�ywce z NAA bez BAP wytwarzały pojedyncze 
p�dy (7,5–15,0%). Procentowy udział eksplantatów z p�dami był na pozostałych 
po�ywkach wi�kszy (57,5– 92,5%). Udział eksplantatów z nowymi p�dami był 
mniejszy na po�ywkach z najwy�szym poziomem cytokininy ni� przy ni�szych 
st��eniach BAP (tab. 2). �rednia liczba p�dów zregenerowanych w czasie o�miu 
tygodni była istotnie mniejsza w grupach eksplantatów indukowanych na po-
�ywkach kontrolnych ni� na zawieraj�cych oba hormony. Najwi�cej p�dów 
(4,25–4,45) wytwarzały eksplantaty indukowane przy najni�szym poziomie 
cytokininy oraz na po�ywce z 4 mg BAP i 0,04 mg NAA (4,26–4,39). Na 
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wszystkich po�ywkach z BAP i NAA obserwowano du�� zmienno�� wewn�trz- 
odmianow�, obok eksplantatów z pojedynczymi p�dami wyst�powały genotypy 
wytwarzaj�ce nawet 8–11 p�dów. 

Przedstawione wyniki były zbli�one do otrzymanych przez innych autorów, 
którzy wykorzystywali wierzchołki p�dów do mikrorozmna�ania ró�nych ro�lin 
z rodziny Papilionaceae. Nemcova i in. [1987] stwierdzili du�e ró�nice w zdol-
no�ci klonów lucerny siewnej do regeneracji p�dów z p�ków wierzchołkowych. 
Na po�ywce B5 z 2 mg BAP i 0,1 mg NAA jeden genotyp wytwarzał w czasie 
sze�ciu tygodni 20 p�dów z eksplantatu, a drugi nie wykazywał zdolno�ci do 
mikrorozmna�ania. W badaniach wykonanych przez Ozgen i in. [1997] dwie 
odmiany Medicago sativa L. regenerowały najwi�cej p�dów po indukcji na 
po�ywce zawieraj�cej 2 mg l-1 BAP i 0,2 mg l-1 NAA. Przy indukcji na po�yw-
kach z mniejsz� i wi�ksz� zawarto�ci� cytokininy liczba p�dów malała. W ba-
daniach wykonanych na soi [Nawracała i in. 1997] liczba p�dów otrzymanych w 
trzech cyklach regeneracji (3 x 4 tyg.) zale�ała od odmiany i składu po�ywki 
indukcyjnej. Najwy�sz� �redni� efektywno�� regeneracji (3,4) wykazały osie 
zarodkowe niedojrzałych nasion, indukowane na po�ywce z 3 mg l-1 BAP i 0,4 
mg l-1 NAA. Esparceta siewna na po�ywce B5 zawieraj�cej BAP (0,05 mg l-1) 
wytwarzała w czasie sze�ciu tyg. ze �redniego p�ka wierzchołkowego 6,6 p�-
dów, a bez cytokininy tylko 0,53 [Tomes 1979]. W pracach zmierzaj�cych do 
otrzymania ro�lin wolnych od wirusów wykorzystywane s� mniejsze eksplantaty 
(0,2–0,4 mm) i po�ywki z mał� zawarto�ci� cytokininy, na których rozwijaj� si� 
pojedyncze p�dy [Phillips, Collins 1979].                                      

Ukorzenianie jest etapem mikrorozmna�ania, w którym p�dy odci�te od eks-
plantatów wytwarzaj� korzenie i w ten sposób przekształcaj� si� w ro�liny. Do 
ukorzeniania p�dów ro�lin motylkowych najcz��ciej u�ywa si� po�ywek pod-
stawowych (MS i B5) bez regulatorów wzrostu, o normalnej zawarto�ci makro- i 
mikroelementów albo półst��onych [Bingham i in. 1975; Rybczy�ski, Podyma 
1993; Nawracała i in. 1997; Tomes 1979; Doli�ski 2004]. W literaturze mo�na te� 
znale�� prace, w których u�ywano po�ywek wzbogaconych auksynami [Phillips, 
Collins 1979; Nemcova i in. 1987; Broda, Torz 1997; Ozgen i in. 1997]. 

W naszych badaniach p�dy były ukorzeniane na pół st��onej po�ywce MS 
bez hormonów. Pierwsze korzenie pojawiły si�  po siedmiu dniach kultury. 
�redni procent ukorzenionych p�dów wyliczony dla całego do�wiadczenia wy-
nosił 52,0 (tab. 3). Wolniej ukorzeniały si� p�dy odcinane od eksplantatów in-
dukowanych na po�ywce bez hormonów oraz zawieraj�cej cytokinin� bez auk-
syny (25,0–33,8%). Szybciej tworzyły korzenie p�dy z eksplantatów indukowa-
nych na po�ywkach z auksyn� (43,4–68,7%). Na koniec tego etapu bada� p�dy z 
korzeniami były lepiej rozwini�te od nieukorzenionych (były grubsze i dłu�sze, 
miały wi�cej li�ci). �redni stopie� zaawansowania rozwoju p�dów ukorzenio-
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nych oceniono na 3,11 a p�dów bez korzeni na 1,23. Młode ro�liny trzech od-
mian lucerny łatwo przechodziły proces hartowania, dobrze znosiły stopniowe 
obni�anie wilgotno�ci powietrza i zmiany temperatury i nie zamierały po wysa-
dzeniu do nieodka�onej gleby. 

W licznych badaniach wykonanych na lucernie i innych ro�linach motylko-
watych wyst�powały du�e ró�nice w zdolno�ci do ryzogenezy. W badaniach 
wcze�niejszych ró�ne genotypy lucerny siewnej ró�niły si� zdolno�ci� tworze-
nia korzeni przez sadzonki zielne umieszczane w wilgotnej glebie lub piasku 
[Melton 1969; Hill, Jr 1976]. Oelck i Schieder [1983] wykazali, �e u tej ro�liny 
zdolno�� do wytwarzania korzeni jest skorelowana ze zdolno�ci� do somatycz-
nej embriogenezy. Intensywna selekcja w kierunku dobrego ukorzeniania p�dów 
w warunkach in vitro prowadziła do otrzymania klonów lucerny o podwy�szo-
nej zdolno�ci wytwarzania kalusa i somatycznej embriogenezy. Du�� zdolno�� 
do ryzogenezy obserwowano w badaniach wykonanych na koniczynie. W bada-
niach Phillips i Collins [1979] na półst��onej po�ywce L2 zawieraj�cej 0,2 mg l-

1 IAA w ci�gu czterech tygodni ukorzeniło si� 90% p�dów Trifolium pratense L. 
Dobrze ukorzeniały si� równie� p�dy tej ro�liny (91%) na pozbawionej regula-
torów wzrostu po�ywce B5 [Doli�ski 2004]. W badaniach na Trifolium repens L. 
intensywna ryzogeneza zachodz�ca w kulturach kalusa utrudniała identyfikacj� 
genotypów zdolnych do mikrorozmna�ania na drodze somatycznej embriogene-
zy lub organogenezy [Gresshoff 1980]. W badaniach na Lotus corniculatus L. 
[Tomes 1979] na po�ywce B5 bez hormonów w ci�gu czterech tygodni wytwo-
rzyło korzenie 58% p�dów. Rybczy�ski i Podyma [1993] wykazali w badaniach 
wykonanych na pi�ciu gatunkach łubinu, �e du�y wpływ na proces ryzogenezy 
mo�e mie� czynnik zestalaj�cy po�ywk�. Badane gatunki  ró�niły si� zdolno�ci� 
do ukorzeniania p�dów, u wi�kszo�ci z nich najwi�cej p�dów wytworzyło ko-
rzenie na po�ywce B5 zestalonej Gelrite (86,6–100%), a najmniej na tej samej 
po�ywce zestalonej agarem (0–26,6%). 

WNIOSKI 

1. Badane odmiany lucerny miesza�cowej wykazały si� du�� zdolno�ci� do 
regeneracji ro�lin z wierzchołków p�dów.  

2. Najwi�cej p�dów otrzymano po indukcji eksplantatów na po�ywkach za-
wieraj�cych 2 mg l-1 BAP, przy ró�nych st��eniach NAA. Dobre efekty dawała 
te� po�ywka indukcyjna z 4 mg l-1 BAP i 0,4 mg l-1 NAA.  

3. Nie stwierdzono istotnych ró�nic w zachowaniu odmian lucerny na kolej-
nych etapach mikrorozmna�ania. Obserwowano natomiast du�� zmienno�� we-
wn�trzodmianow�. Ró�nice genetyczne dotyczyły zdolno�ci do indukcji orga-
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nogenezy (otrzymywano od 1 do 11 p�dów z eksplantatu) i szybko�ci wytwa-
rzania korzeni na po�ywce ukorzeniaj�cej (52 % genotypów wytwarzało korze-
nie w czasie czterech tygodni). 

4. Mikrorozmna�anie wykorzystuj�ce wierzchołki p�dów mo�e by� w ho-
dowli lucerny wykorzystywane do szybkiego namna�ania warto�ciowych mate-
riałów (np. nieliczne nasiona – genotypy otrzymane przy krzy�owaniach odda-
lonych i chowie wsobnym, komponenty odmian heterozyjnych i syntetycznych).  
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