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Mikrorozmna¿anie wisienki stepowej (Cerasus fruticosa Pallas)

Micropropagation of sour cherry (Cerasus fruticosa Pallas)

Abstract. The aim of this study was to apply the micropropagation method via organogenesis to an endangered species,
Cerasus fruticosa Pallas. This species is classified as rare and endangered according to the Polish Plants Red Book.
The explants – winter-dormant apical and axillary buds from plants growing in Prof. S. Bia³obok's Forest Arboretume
in Forest District Syców – were used for culture initiation. Two basal media were applied for adventitious bud and
shoot multiplication: WPM and MS supplemented with 0–2 mg·l-1 BAP, 0.1 mg·l-1 IBA, 10–30 g·l-1 sucrose and 200
mg·l-1 both glutamine and casein hydrolysate. The best results of adventitious shoot multiplication were achieved on
WPM medium supplemented with 1 mg·l-1 BAP, 0.1 mg·l-1 IBA and 10–20 g·l-1 sucrose. The addition of 5 g·l-1

activated charcoal to WPM medium (without growth regulators) for one month improved adventitious shoot
elongation. The half strength MS medium with 2 mg·l-1 of IBA was the most favourable for microshoot rooting. The
acclimatized plants survived two winters and flowered. The micropragation applied method makes it possible to
preserve ‘clean’ genotypes of this endangered species.

Key words: endangered species, organogenesis, adventitious shoots, BAP-6-benzylaminopurine, IBA-indole-3-
butyric acid

1. Wstêp

Wiœnia kar³owata (wisienka stepowa) Cerasus

fruticosa Pallas (synonim Prunus fruticosa Pallas)
zosta³a ujêta w „Polskiej Czerwonej Ksiêdze Roœlin”
jako gatunek chroniony i zagro¿ony wyginiêciem
(Wójcicki 2001). Wieloletnie badania (1981–2002) nad
biologi¹ i ekologi¹ C. frutcosa Pall. prowadzone s¹ w
Arboretum w Bolestraszycach, gdzie znajduj¹ siê bogate
kolekcje tego gatunku (Piórecki 1982; Wójcicki 2001).
Cerasus fruticosa Pallas jest krzewem rosn¹cym do 1,3
m wysokoœci, o ga³¹zkach wzniesionych lub zwisa-
j¹cych. Wykszta³ca liczne odroœla korzeniowe, za pomo-
c¹ których siê rozkrzewia. Czêsto tworzy populacje o
stosunkowo du¿ej liczebnoœci. Jest to gatunek ni¿owy,
na terenie Polski wystêpuje do wysokoœci 300 m n.p.m.
Wystêpuje na Kujawach i w po³udniowo-wschodniej
czêœci kraju, a na zachodzie tylko w rezerwacie Bielinek.
Roœnie na ods³oniêtych wzgórzach, na zboczach jarów i
krawêdziach dolin rzecznych. Preferuje gleby o odczy-

nie obojêtnym lub zasadowym. Ze wzglêdu jednak na
postêpuj¹c¹ degradacjê jej naturalnych siedlisk, obszar
jej wystêpowania coraz bardziej siê zmniejsza.
Najwiêkszym zagro¿eniem dla wisienki stepowej jest
wiœnia pospolita (Cerasus vulgaris Mill.). Oba te gatunki
krzy¿uj¹ siê ze sob¹, tworz¹c p³odne mieszañce, co w
konsekwencji doprowadziæ mo¿e do ca³kowitego
wyginiêcia wisienki stepowej. Wed³ug Wójcickiego
(2001), obecnie na wielu stanowiskach wystêpuj¹ tylko
mieszañce z niewielk¹ iloœci¹ „czystej” C. fruticosa

Pallas. Dlatego wskazana jest ochrona naturalnych
stanowisk tego gatunku i usuniêcie z ich s¹siedztwa
upraw wiœni pospolitej oraz mieszañców obu gatunków.
Skuteczn¹ ochron¹ zachowania zasobów genowych
wisienki stepowej jest zastosowanie metod mikroroz-
mna¿ania wyselekcjonowanych „czystych” genotypów,
a nastêpnie za³o¿enie z nich archiwum klonów oraz w
przysz³oœci reintrodukcja na naturalne siedliska. Próby
rozmna¿ania in vitro tego chronionego i zagro¿onego
wyginiêciem gatunku podjêto w Instytucie Badawczym
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Leœnictwa, w Zak³adzie Genetyki i Fizjologii Drzew
Leœnych (od 2010 r. Zak³ad Hodowli Lasu i Genetyki
Drzew Leœnych).

Celem badañ prowadzonych w IBL by³o udoskona-
lenie metody rozmna¿ania wisienki stepowej in vitro

metod¹ organogenezy. Efektywne rozmna¿anie „czys-
tych” genotypów wisienki pozwoli³oby na uzyskanie
du¿ej liczby osobników potomnych, a w rezultacie
u³atwi³o zachowanie tego gatunku.

2. Materia³ i metodyka badañ

Materia³ do rozmna¿ania pochodzi³ z Arboretum
Leœnego im. S. Bia³oboka w Nadleœnictwie Syców. Jako
eksplantaty (materia³ wyjœciowy do mikrorozmna¿ania)
zastosowano odciête pêdy (d³ugoœci ok. 1 cm) z zimo-
wymi p¹kami szczytowymi i bocznymi. Pêdy pozyskano
w lutym 2007 r.

Sterylizacjê materia³u przeprowadzono wieloetapo-
wo: ga³êzie z p¹kami zimowymi umyto w wodzie z do-
datkiem 2–3 kropli Tweenu 20, nastêpnie w³o¿ono je do
naczynia z wod¹, spryskano fungicydem (0,2% Horizon)
i nakryto torb¹ foliow¹. Tak przygotowane pêdy prze-
chowywano przez 7 dni w temperaturze pokojowej, aby
uzyskaæ rozwój p¹ków. Nastêpnie ga³¹zki przep³ukano
w wodzie destylowanej i pociêto na odcinki 0,5–1 cm za-
wieraj¹ce p¹ki. Moczono je przez 10 min w 0,1% roz-
tworze Sekuseptu forte (œrodek do sterylizacji narzêdzi
chirurgicznych), po czym przep³ukano steryln¹ wod¹
destylowan¹. Wymyte odcinki pêdów zanurzano w 0,1%
roztworze HgCl2 i wytrz¹sano przez 10 min, po czym
(bez przep³ukiwania w sterylnej wodzie destylowanej)
wyk³adano na bibu³ê i suszono w warunkach sterylnych
(w komorze z laminarnym przep³ywem powietrza).

W celu inicjacji kultur wysterylizowane eksplantaty
(ogó³em 40–90 szt., po 5 szt. w s³oiku) wyk³adano na po-
¿ywki MS (Murashige, Skoog 1962) lub WPM – Woody
Plant Medium (Lloyd, McCown 1981) uzupe³nione hor-
monami wzrostu: 2 mg·l-1 BAP (6-benzyloamino-
puryna) z 0,1 mg·l-1 IBA (kwas indolilomas³owy) oraz
glutamin¹ i hydrolizatem kazeiny po 200 mg·l-1. Po¿yw-
ki utwardzano agarem (6,5 g·l-1) i doprowadzano do pH
5,8. Kultury wyk³adano co 2–3 tygodnie na œwie¿e
po¿ywki.

W fazie namna¿ania p¹ków i wzrostu elongacyjnego
pêdów zastosowano ww. po¿ywki podstawowe, lecz
uzupe³nione ró¿n¹ iloœci¹ sacharozy i hormonów
wzrostu.

W tej fazie hodowli zbadano:
– wp³yw stê¿enia sacharozy (10–30 g·l-1) oraz BAP

(0,2–2 mg·l-1) w po¿ywce podstawowej WPM na
d³ugoœæ i liczbê nowopowsta³ych pêdów,

– wp³yw stê¿enia BAP (0–2 mg·l-1) w po¿ywce
podstawowej MS na liczbê i d³ugoœæ wykszta³conych
pêdów (stê¿enie sacharozy 30 g·l-1).

Kultury hodowano w 16 godzinnym fotoperiodzie, w
œwietle o natê¿eniu 30 µmol·m-2·s-1 i temperaturze 23°C.
Temperatura w nocy wynosi³a 15°C.

Ukorzenianie nowopowsta³ych pêdów o d³ugoœci
1–1,5 cm prowadzono:

– na po¿ywce podstawowej MS lub WPM bez
hormonów wzrostu,

– na 50% po¿ywce podstawowej MS uzupe³nionej
IBA w iloœciach 0,1; 1 i 2 mg·l-1.

Kultury hodowano w œwietle o niskim natê¿eniu
10 µmol·m-2·s-1. Udatnoœæ ukorzeniania okreœlano w
procentach po 1 miesi¹cu hodowli.

W niektórych wariantach doœwiadczeñ w celu
wzrostu elongacyjnego pêdów przed ukorzenianiem,
wyk³adano je na 1 miesi¹c na po¿ywkê bez hormonów
wzrostu, ale uzupe³nion¹ wêglem aktywnym w iloœci
5 g·l-1.

Dla doœwiadczeñ z po¿ywk¹ WPM wykonano
analizê wariancji w klasyfikacji dwuczynnikowej, a dla
doœwiadczeñ z po¿ywk¹ MS analizê wariancji jedno-
czynnikow¹. Szczegó³owe testy post-hoc przeprowa-
dzono stosuj¹c test HSD Tukeya przy sta³ym poziomie
istotnoœci �=0,05. Istotnoœæ ró¿nic pomiêdzy wartoœ-
ciami œrednimi na wykresach zaznaczono ma³ymi
literami alfabetu (wartoœci oznaczone t¹ sam¹ liter¹ nie
ró¿ni¹ siê istotnie przy poziomie istotnoœci �=0,05).
Dodatkowo na s³upkach wykresów zaznaczono b³êdy
standardowe.

Ukorzenione pêdy wysadzano do doniczek Jiffy.
Przez 1 tydzieñ roœliny przechowywano w ciemnoœci, w
temperaturze 15°C. Przez nastêpne 2 tygodnie roœliny
znajdowa³y siê w fitotronie w œwietle o natê¿eniu
30 µmol·m-2·s-1 i temp. 23°C w dzieñ, a w nocy 15°C. W
tych warunkach wykszta³ca³y one nowe liœcie, wy-
d³u¿a³y pêdy i korzenie przerastaj¹ce doniczki. Nastêp-
nie przenoszono je do szklarni, gdzie przez 1 miesi¹c
hodowano bez doœwietlania (zima), po czym zastoso-
wano 16 godzinne doœwietlanie lampami sodowymi o
natê¿eniu 50 µmol·m-2·s-1. Wiosn¹ sadzonki wysadzano
w skrzynkach z ziemi¹ ogrodnicz¹ i wyniesiono na
zewn¹trz szklarni. Po 2 latach hodowli sadzonki przesa-
dzono do doniczek o poj. 2 l, a w nastêpnym roku wy-
sadzono w gruncie.

3. Wyniki

Znaczna liczba eksplantatów po rozwiniêciu p¹ków
okaza³a siê nieprzydatna do inicjacji kultur, poniewa¿
wykszta³ca³a tylko p¹ki kwiatowe, a u podstawy pêdów
kalus. Pozosta³e rozwiniête p¹ki pêdowe, boczne i
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wierzcho³kowe wykorzystano do inicjacji kultur. Na od-
ciêtych p¹kach, po ich wy³o¿eniu na po¿ywkê z 2 mg·l-1

BAP, wykszta³ci³y siê liczne, nowe p¹ki przybyszowe, z
których wyros³y 1–2 cm pêdy. Powsta³e wieloroœla dzie-
lono co 2–3 tygodnie i przesadzano na œwie¿¹ po¿ywkê.
W ten sposób z jednego p¹ka otrzymano du¿¹ liczbê
pêdów przybyszowych – 20–50 szt. (fot. 1).

Analiza statystyczna wyników wykaza³a istotny
wp³yw stê¿enia BAP na d³ugoœæ wykszta³conych pêdów
(p=0,000). W przypadku uzupe³nienia po¿ywki WPM
0,2 mg·l-1 BAP œrednia d³ugoœæ pêdów by³a najmniejsza
i wynosi³a œrednio 1,01 cm; natomiast dodanie 1 mg·l-1

tej cytokininy umo¿liwi³o wykszta³cenie najd³u¿szych
pêdów – œrednio 1,67 cm (ryc. 1). Analiza statystyczna
nie wykaza³a natomiast istotnego wp³ywu stê¿enia
sacharozy na d³ugoœæ wykszta³conych pêdów (p=0,156).
Œrednie d³ugoœci pêdów przy stê¿eniu sacharozy 10, 20
i 30 g·l-1 wynosz¹ odpowiednio: 1,33; 1,28 i 1,18 cm.
Zaobserwowano wp³yw interakcji stê¿enia BAP i sacha-
rozy na d³ugoœæ wykszta³conych pêdów. Najd³u¿sze
pêdy zosta³y wykszta³cone przy równoczesnym zasto-
sowaniu w po¿ywce WPM 1 mg·l-1 BAP z 10 g·l-1

sacharozy.
Sacharoza i cytokinina, uzupe³niaj¹ce po¿ywkê

WPM, w wyraŸny sposób wp³ywaj¹ równie¿ na liczbê
wykszta³conych pêdów. Analiza statystyczna wyników

wykaza³a istotny wp³yw stê¿enia BAP, uzupe³niaj¹cego
po¿ywkê WPM, na liczbê wykszta³conych pêdów
(p=0,000). Ma³a dawka BAP w po¿ywce (0,2 mg·l-1) ne-
gatywnie wp³ywa na liczbê pêdów. Natomiast uzupe³-
nienie pod³o¿a 1 mg·l-1 BAP wraz z obni¿eniem stê¿enia
cukru do 10–20 g·l-1 korzystnie wp³ywa na ten proces.
Zaobserwowano wp³yw interakcji miêdzy stê¿eniem
BAP i sacharozy w po¿ywce WPM na liczbê wykszta³-
conych pêdów przybyszowych (ryc. 1).

WyraŸny wp³yw na liczbê wykszta³conych pêdów
mia³a zastosowana po¿ywka podstawowa. Na po¿ywce
MS uzupe³nionej sacharoz¹ w iloœci 30 g·l-1 wykszta³ci³y
siê pêdy mniej liczne (ryc. 2) ni¿ na na pod³o¿u WPM
(ryc. 1). Analiza statystyczna wyników wykaza³a istotny
wp³yw stê¿enia BAP zarówno na liczbê (p=0,000), jak
i na d³ugoœæ wykszta³conych pêdów (p=0,000). Naj-
korzystniejsze okaza³o siê wzbogacenie po¿ywki MS o
2 mg·l-1 BAP (grupa jednorodna b) – wykszta³ci³y siê
pêdy najd³u¿sze i najliczniejsze. Natomiast nie ma sta-
tystycznie istotnych ró¿nic w liczbie wytworzonych
pêdów na po¿ywce MS bez cytokininy (0) i uzupe³nionej
0,2 mg·l-1 BAP (grupa jednorodna a).

Zastosowanie w fazie wzrostu elongacyjnego pêdów
przybyszowych po¿ywki podstawowej WPM bez hor-
monów wzrostu, a uzupe³nionej wêglem aktywnym
(5 g·l-1) w sposób widoczny wp³ynê³o na przyrost ich
d³ugoœci.

Nowopowsta³e pêdy o d³ugoœci 1–1,5 cm wyk³adano
na okres 1 miesi¹ca na po¿ywkê do ukorzeniania. Zale¿-
nie od sk³adu po¿ywki uzyskano ró¿n¹ udatnoœæ ukorze-
niania pêdów (tab. 1). Chocia¿ wzbogacaj¹c po¿ywkê
50% MS o 1 mg·l-1 IBA uzyskano najwy¿sz¹ udatnoœæ
ukorzeniania pêdów (33,7%), to jednak najkorzyst-
niejsz¹ okaza³a siê po¿ywka 50% MS uzupe³niona
2 mg·l-1 IBA (fot. 2). Hodowla pêdów na tym pod³o¿u
dodatkowo przez 3 tygodnie spowodowa³a, ¿e 51–71%
pêdów wykszta³ci³o korzenie. Po 3 tygodniach adaptacji
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Rycina 1. Wp³yw stê¿enia sacharozy (g·l-1) oraz BAP

(mg·l-1) na d³ugoœæ i liczbê wykszta³conych pêdów Cerasus

fruticosa Pall. Po¿ywka podstawowa WPM

Figure. 1. Influence of sucrose (g·l-1) and BAP (mg·l-1)
concentration on developing shoots length and number.
WPM basal medium
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Rycina 2. Wp³yw stê¿enia BAP (mg·l-1) na liczbê i

d³ugoœæ nowopowsta³ych pêdów. Po¿ywka podstawowa

MS uzupe³niona sacharoz¹ w iloœci 30 g·l-1

Figure 3. Influence of BAP (mg·l-1) concentration on
adventitious shoots number and length. MS basal medium
supply with 30 g·l-1 of sucrose.



do wzrostu w warunkach niesterylnych w fitotronie,
mikrosadzonki wykszta³ci³y nowe liœcie i wyd³u¿y³y
pêdy (fot. 3a). Nastêpnie przesadzono je do skrzynek z
gleb¹ ogrodnicz¹ (fot. 3b), a po 2 latach do doniczek.
Sadzonki prze¿y³y 2 zimy, po czym wiosn¹ zakwit³y
(fot. 4). Ogó³em wyhodowano ok. 400 szt. sadzonek.

Reasumuj¹c, w celu uzyskania metod¹ organoge-
nezy sadzonek Cerasus fruticosa Pall. wskazane jest
zastosowanie po¿ywki podstawowej WPM (w fazach
inicjacji i namna¿ania kultur). Inicjacjê p¹ków przy-
byszowych uzyskano uzupe³niaj¹c j¹ 2 mg·l-1 BAP z
0,1 mg·l-1 IBA i sacharoz¹ – 30 g·l-1. Celem uzyskania
du¿ej wydajnoœci namna¿ania i wzrostu elongacyjnego
korzystne jest dodanie do pod³o¿a 1 mg·l-1 BAP z
0,1 mg·l-1 IBA i sacharozy w iloœci 10–20 g·l-1. Naj-
wy¿sz¹ udatnoœæ ukorzeniania nowopowsta³ych pêdów
uzyskano na po¿ywce MS rozcieñczonej do po³owy i
wzbogaconej o auksynê – 2 mg·l-1 IBA.

4. Dyskusja

Przedstawiona wy¿ej metoda rozmna¿ania in vitro

wisienki stepowej umo¿liwia produkcjê sadzonek z
wyselekcjonowanych „czystych” genotypów, które
stanowi³yby materia³ roœlinny, w celu zak³adania kolek-
cji tego gatunku, przeznaczonych do upraw ogrodni-
czych, a tak¿e do nasadzeñ w lasach.

Chocia¿ ró¿ne gatunki czereœni s¹ rozmna¿ane in

vitro od ponad 20 lat, to literatura poœwiêca C. fruticosa

ma³o uwagi. W celu uzyskania osobników potomnych
stosowana jest g³ównie metoda organogenezy, a jako
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Fotografia 1. Pêdy przybyszowe wisienki stepowej

(fot. W. Janiszewski)

Photo 1. Sour cherry (Cerasus fruticosa) adventitious shoots

Fotografia 2. Ukorzenione pêdy przybyszowe wisienki

(fot. J. Kowalczyk)

Photo 2. Sour cherry rooted adventitious shoots

a b

Fotografia 3. Sadzonki po 3 tygodniach po wysadzeniu do

doniczek Jiffy (a) i po 3 miesi¹cach hodowli w glebie

ogrodniczej (b) (fot. J. Kowalczyk)

Photo 3. Three old week seedlings in Jiffy pots (a) and after 3
months in soil substrate (b)

Fotografia 4. Dwuletnia sadzonka C. fruticosa Pall. wyho-

dowana in vitro (fot. J. Kowalczyk)

Photo 4. Two years old flowering seedling of C. fruticosa

Pall.

Tabela 1. Udatnoœæ ukorzeniania (%) pêdów przybyszo-

wych Cerasus fruticosa Pall.

Table 1. Percentage (%) of adventitious shoots rooting
of Cerasus fruticosa Pall.

Zastosowane po¿yw-

ki podstawowe

Applied basal media

Stê¿enie IBA

IBA concentration

Udatnoœæ

ukorzeniania

Share of rooting

mg·l-1 %

50% MS 0 8,6
50% MS 1 33,7
50% MS* 2 29,0

MS 0,1 26,8
WPM 0 0,0

* ukorzenianie pêdów kontynuowano przez 3 tygodnie, co zwiêk-

kszy³o udzia³ pêdów ukorzenionych od 57 do 71%

rooting of shoots continued for three weeks, which increased
the share of rooted shoots from 57 to 71%



eksplantaty wierzcho³ki pêdów z p¹kami (HanPing et al.
2001). Do regenaracji Cerasus avium L. i C. vulgaris

Mill. jako eksplantaty zastosowano równie¿ liœcie
sadzonek wyhodowanych in vitro (Tang et al. 2002).
Pruski i inni (2005) do inicjacji kultur wisienki
wykorzystali p¹ki w stanie spoczynku zimowego,
podobnie jak w naszych doœwiadczeniach. Udatnoœæ
inicjacji kultur zim¹ by³a stosunkowo niska. Bardziej
korzystne wydaje siê zastosowanie wiosn¹ jako
eksplantatów rozwiniêtych p¹ków lub tegorocznych
pêdów. Do inicjacji kultur oraz ich namna¿ania na ogó³
stosowana jest cytokinina BAP wraz z auksyn¹, g³ównie
IBA w stê¿eniu 0,1 mg·l-1. Najczêœciej po¿ywki pod-
stawowe WPM lub MS uzupe³niane s¹ BAP w stê¿eniu
1–2 mg·l-1 (Tang et al. 2002; Pruski et al. 2005) lub
0,5 mg·l-1 (HanPing et al. 2001). W naszych doœ-
wiadczeniach wiêkszoœæ kultur hodowana by³a przez 2
lata na po¿ywce WPM wzbogaconej o 2 mg·l-1 BAP z
0,1 mg·l-1 IBA i 30 g·l-1 sacharozy. Jednak z przepro-
wadzonych badañ wynika, ¿e korzystniejsze jest
uzupe³nienie po¿ywki WPM 1 mg·l-1 BAP z 0,1 mg·l-1

IBA, przy zawartoœci sacharozy w pod³o¿u 10–20 g·l-1.
W tych warunkach hodowli wykszta³ci³o siê najwiêcej i
najd³u¿szych pêdów przybyszowych. Podobnie jak w
badaniach Tang i inni (2002) w celu ukorzeniania
nowopowsta³ych pêdów najkorzystniejsza okaza³a siê
po¿ywka podstawowa MS, rozcieñczona do po³owy i
uzupe³niona 2 mg·l-1 IBA. Bijeliæ ze wspó³pracowni-
kami (2002, 2005; Bijeliæ 2006) przeprowadzi³a
obszerne badania nad rozmna¿aniem in vitro podk³adek
ró¿nych genotypów C. fruticosa i C. avium L. Eksplan-
taty stanowi³y wierzcho³ki pêdów. Jako po¿ywkê
podstawow¹ zastosowano MS, uzupe³nion¹ ró¿nymi
regulatorami wzrostu, w ró¿nych stê¿eniach. Stwier-
dzono, ¿e zdolnoœæ do mikrorozmna¿ania podk³adek
zale¿y przede wszystkim od genotypu eksplantatu oraz
sk³adu po¿ywek. Z naszych badañ równie¿ wynika, ¿e w
celu uzyskania wydajnego namna¿ania p¹ków, dla
badanego przez nas genotypu C. fruticosa i w rezultacie
uzyskania sadzonek, niezbêdne jest uzupe³nienie
po¿ywki podstawowej o odpowiedni¹ dawkê hormonów
wzrostu.

Od 2006 r. nowoczesna pracownia kultur tkanko-
wych Arboretum Leœnego im. Prof. S. Bia³oboka w Nad-
leœnictwie Syców, podlegaj¹ca Lasom Pañstwowym,
wdra¿a metody mikrorozmna¿ania niektórych gatun-

ków roœlin zagro¿onych wyginiêciem m.in. wiœni kar³o-
watej, wawrzynka g³ówkowego, cisa pospolitego oraz
d³ugosza królewskiego. Wisienkê stepow¹ rozmna¿ano
metod¹ organogenezy wed³ug podobnej metodyki jak w
IBL, uzyskano równie¿ liczne sadzonki (Sêktas 2008).
Autor wskazuje na mo¿liwoœæ wdro¿enia zastosowa-
nych metod mikrorozmna¿ania i wykorzystania ich na
szersz¹ skalê, dla celów gospodarczych Lasów
Pañstwowych.
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