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Mikrorozmnazanie 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. Biatobok's Forest Arboretume
in Forest District Sycéw — were used for culture initiation. Two basal media were applied for adventitious bud and
shoot multiplication: WPM and MS supplemented with 0-2 mg-1" BAP, 0.1 mg-1" IBA, 10-30 g-1" sucrose and 200
mg1"' both glutamine and casein hydrolysate. The best results of adventitious shoot multiplication were achieved on
WPM medium supplemented with 1 mg:1" BAP, 0.1 mg:I"' IBA and 10-20 g-I" sucrose. The addition of 5 g1
activated charcoal to WPM medium (without growth regulators) for one month improved adventitious shoot
elongation. The half strength MS medium with 2 mg-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.
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1. Wstep

Wisnia kartowata (wisienka stepowa) Cerasus
fruticosa Pallas (synonim Prunus fruticosa Pallas)
zostala ujeta w ,,Polskiej Czerwonej Ksigdze Roslin”
jako gatunek chroniony 1 zagrozony wyginigciem
(Wojcicki 2001). Wieloletnie badania (1981-2002) nad
biologia i ekologia C. frutcosa Pall. prowadzone sa w
Arboretum w Bolestraszycach, gdzie znajduja si¢ bogate
kolekcje tego gatunku (Pidrecki 1982; Wojcicki 2001).
Cerasus fruticosa Pallas jest krzewem rosnacym do 1,3
m wysokosci, o gatazkach wzniesionych lub zwisa-
jacych. Wyksztatca liczne odrosla korzeniowe, za pomo-
ca ktorych si¢ rozkrzewia. Czgsto tworzy populacje o
stosunkowo duzej liczebnosci. Jest to gatunek nizowy,
na terenie Polski wystepuje do wysokosci 300 m n.p.m.
Wystepuje na Kujawach i w potudniowo-wschodniej
czesci kraju, a na zachodzie tylko w rezerwacie Bielinek.
Rosnie na odstonietych wzgérzach, na zboczach jarow i
krawedziach dolin rzecznych. Preferuje gleby o odczy-
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nie obojetnym lub zasadowym. Ze wzgledu jednak na
postepujaca degradacjg jej naturalnych siedlisk, obszar
jej wystgpowania coraz bardziej si¢ zmniejsza.
Najwigkszym zagrozeniem dla wisienki stepowej jest
wisnia pospolita (Cerasus vulgaris Mill.). Oba te gatunki
krzyzuja si¢ ze soba, tworzac ptodne mieszance, co w
konsekwencji doprowadzi¢ moze do catkowitego
wyginigcia wisienki stepowej. Wedlug Wojcickiego
(2001), obecnie na wielu stanowiskach wystepuja tylko
mieszance z niewielkg iloscig ,,czystej” C. fruticosa
Pallas. Dlatego wskazana jest ochrona naturalnych
stanowisk tego gatunku i usunigcie z ich sasiedztwa
upraw wisni pospolitej oraz mieszancow obu gatunkow.
Skuteczng ochrong zachowania zasobdéw genowych
wisienki stepowej jest zastosowanie metod mikroroz-
mnazania wyselekcjonowanych ,,czystych” genotypow,
a nastgpnie zalozenie z nich archiwum klonéw oraz w
przysztosci reintrodukcja na naturalne siedliska. Proby
rozmnazania in vitro tego chronionego i zagrozonego
wyginigciem gatunku podjgto w Instytucie Badawczym
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Lesnictwa, w Zaktadzie Genetyki i Fizjologii Drzew
Lesnych (od 2010 r. Zaktad Hodowli Lasu i Genetyki
Drzew Lesnych).

Celem badan prowadzonych w IBL byto udoskona-
lenie metody rozmnazania wisienki stepowej in vitro
metoda organogenezy. Efektywne rozmnazanie ,,czys-
tych” genotypow wisienki pozwolitoby na uzyskanie
duzej liczby osobnikow potomnych, a w rezultacie
utatwito zachowanie tego gatunku.

2. Material i metodyka badan

Materiat do rozmnazania pochodzit z Arboretum
Lesnego im. S. Biatoboka w Nadlesnictwie Sycow. Jako
eksplantaty (material wyj$ciowy do mikrorozmnazania)
zastosowano odci¢te pedy (dhugosci ok. 1 ¢cm) z zimo-
wymi pakami szczytowymi i bocznymi. Pedy pozyskano
w lutym 2007 r.

Sterylizacj¢ materiatu przeprowadzono wieloetapo-
wo: gatezie z pakami zimowymi umyto w wodzie z do-
datkiem 2-3 kropli Tweenu 20, nastgpnie wtozono je do
naczynia z woda, spryskano fungicydem (0,2% Horizon)
i nakryto torba foliowa. Tak przygotowane pedy prze-
chowywano przez 7 dni w temperaturze pokojowej, aby
uzyskac rozwoj pakow. Nastgpnie galazki przeptukano
w wodzie destylowanej i pocigto na odcinki 0,5-1 cm za-
wierajace paki. Moczono je przez 10 min w 0,1% roz-
tworze Sekuseptu forte (Srodek do sterylizacji narzedzi
chirurgicznych), po czym przeptukano sterylng woda
destylowang. Wymyte odcinki pgdow zanurzano w 0,1%
roztworze HgCl, 1 wytrzasano przez 10 min, po czym
(bez przeptukiwania w sterylnej wodzie destylowanej)
wyktadano na bibul¢ i suszono w warunkach sterylnych
(w komorze z laminarnym przeptywem powietrza).

W celu inicjacji kultur wysterylizowane eksplantaty
(ogotem 40-90 szt., po 5 szt. w stoiku) wyktadano na po-
zywki MS (Murashige, Skoog 1962) lub WPM — Woody
Plant Medium (Lloyd, McCown 1981) uzupetnione hor-
monami wzrostu: 2 mgl' BAP (6-benzyloamino-
puryna) z 0,1 mg1" IBA (kwas indolilomastowy) oraz
glutaming i hydrolizatem kazeiny po 200 mg-1". Pozyw-
ki utwardzano agarem (6,5 g-1") i doprowadzano do pH
5,8. Kultury wyktadano co 2-3 tygodnie na $wieze
pozywki.

W fazie namnazania pakdw 1 wzrostu elongacyjnego
pedow zastosowano ww. pozywki podstawowe, lecz
uzupelnione rézna iloscia sacharozy i hormonow
wzrostu.

W tej fazie hodowli zbadano:

— wplyw stezenia sacharozy (10-30 g-I"") oraz BAP
(0,2-2 mgl") w pozywce podstawowej WPM na
dhugos¢ i liczbe nowopowstatych pedow,

—wplyw stezenia BAP (0-2 mgl') w pozywce
podstawowej MS na liczbg i dtugos¢ wyksztatconych
pedow (stezenie sacharozy 30 g-17).

Kultury hodowano w 16 godzinnym fotoperiodzie, w
$wietle o natezeniu 30 pmol-m™s i temperaturze 23°C.
Temperatura w nocy wynosita 15°C.

Ukorzenianie nowopowstatych pgdow o diugosci
1-1,5 cm prowadzono:

—na pozywce podstawowej MS lub WPM bez
hormondéw wzrostu,

—na 50% pozywce podstawowej MS uzupelnionej
IBA w ilo$ciach 0,1; 112 mg~l'1.

Kultury hodowano w $wietle o niskim natg¢zeniu
10 pmol'm™s”. Udatno$¢ ukorzeniania okreslano w
procentach po 1 miesigcu hodowli.

W niektérych wariantach doswiadczen w celu
wzrostu elongacyjnego pedow przed ukorzenianiem,
wyktadano je na 1 miesiac na pozywke bez hormonow
wzrolstu, ale uzupetniona weglem aktywnym w ilosci
Sgl.

Dla doswiadczen z pozywka WPM wykonano
analiz¢ wariancji w klasyfikacji dwuczynnikowej, a dla
doswiadczen z pozywka MS analiz¢ wariancji jedno-
czynnikowa. Szczegdtowe testy post-hoc przeprowa-
dzono stosujac test HSD Tukeya przy stalym poziomie
istotnosci a=0,05. Istotno$¢ réznic pomigdzy wartos-
ciami $rednimi na wykresach zaznaczono malymi
literami alfabetu (warto$ci oznaczone ta sama litera nie
roznig si¢ istotnie przy poziomie istotnosci a=0,05).
Dodatkowo na stupkach wykreséw zaznaczono bledy
standardowe.

Ukorzenione pedy wysadzano do doniczek Jiffy.
Przez 1 tydzien ro$liny przechowywano w ciemnos$ci, w
temperaturze 15°C. Przez nastgpne 2 tygodnie rosliny
znajdowaly si¢ w fitotronie w $wietle o natgzeniu
30 pmol'm™*s™ i temp. 23°C w dzien, a w nocy 15°C. W
tych warunkach wyksztatcaty one nowe liscie, wy-
dluzaly pedy i korzenie przerastajace doniczki. Nastep-
nie przenoszono je do szklarni, gdzie przez 1 miesiac
hodowano bez doswietlania (zima), po czym zastoso-
wano 16 godzinne doswietlanie lampami sodowymi o
natezeniu 50 pmol'm™s”'. Wiosna sadzonki wysadzano
w skrzynkach z ziemia ogrodnicza i wyniesiono na
zewnatrz szklarni. Po 2 latach hodowli sadzonki przesa-
dzono do doniczek o poj. 2 1, a w nastgpnym roku wy-
sadzono w gruncie.

3. Wyniki

Znaczna liczba eksplantatéw po rozwinigciu pakow
okazala si¢ nieprzydatna do inicjacji kultur, poniewaz
wyksztatcata tylko paki kwiatowe, a u podstawy pedow
kalus. Pozostale rozwinigte paki pgdowe, boczne i
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wierzcholkowe wykorzystano do inicjacji kultur. Na od-
cietych pakach, po ich wylozeniu na pozywke z 2 mg-1™
BAP, wyksztalcity si¢ liczne, nowe paki przybyszowe, z
ktérych wyrosty 1-2 cm pedy. Powstate wielorosla dzie-
lono co 2-3 tygodnie i przesadzano na §wieza pozywke.
W ten sposéb z jednego paka otrzymano duza liczbe
pedow przybyszowych — 2050 szt. (fot. 1).

Analiza statystyczna wynikéw wykazala istotny
wplyw stezenia BAP na dtugo$¢ wyksztatconych pedow
(p=0,000). W przypadku uzupetnienia pozywki WPM
0,2 mg-1" BAP érednia dlugo$é pedéw byta najmniejsza
i wynosita érednio 1,01 cm; natomiast dodanie 1 mg-1"'
tej cytokininy umozliwito wyksztalcenie najdiuzszych
pedow — srednio 1,67 cm (ryc. 1). Analiza statystyczna
nie wykazala natomiast istotnego wplywu stezenia
sacharozy na dlugo$¢ wyksztatconych pedow (p=0,156).
Srednie dtugosci pedow przy stezeniu sacharozy 10, 20
i 30 g'I"" wynosza odpowiednio: 1,33; 1,28 i 1,18 cm.
Zaobserwowano wptyw interakcji stgzenia BAP i sacha-
rozy na dlugos¢ wyksztalconych pedow. Najdhuzsze
pedy zostaly wyksztatlcone przy rownoczesnym zasto-
sowaniu w pozywce WPM 1 mgl' BAP z 10 gl
sacharozy.

Sacharoza i cytokinina, uzupelniajace pozywke
WPM, w wyrazny sposob wptywaja rowniez na liczbg
wyksztalconych pedow. Analiza statystyczna wynikow
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Rycina 1. Wplyw stezenia sacharozy (gT") oraz BAP
(mg-1"") na dlugo$é i liczbe wyksztalconych pedow Cerasus
fruticosa Pall. Pozywka podstawowa WPM
Figure. 1. Influence of sucrose (g-"") and BAP (mg-1™)
concentration on developing shoots length and number.
WPM basal medium

wykazata istotny wpltyw stezenia BAP, uzupehiajacego
pozywke WPM, na liczb¢ wyksztalconych pedow
(p=0,000). Mata dawka BAP w pozywce (0,2 mg-1"") ne-
gatywnie wptywa na liczbg pedow. Natomiast uzupel-
nienie podtoza 1 mg-1" BAP wraz z obnizeniem stezenia
cukru do 10-20 gI"" korzystnie wplywa na ten proces.
Zaobserwowano wplyw interakcji migdzy stgzeniem
BAP i sacharozy w pozywce WPM na liczbg wyksztat-
conych pedéw przybyszowych (ryc. 1).

Wyrazny wpltyw na liczbe¢ wyksztatconych pedéw
miata zastosowana pozywka podstawowa. Na pozywce
MS uzupetionej sacharoza w iloéci 30 g-"' wyksztatcity
si¢ pedy mniej liczne (ryc. 2) niz na na podtozu WPM
(ryc. 1). Analiza statystyczna wynikow wykazata istotny
wplyw stezenia BAP zaréwno na liczbe (p=0,000), jak
i na dhlugos¢ wyksztatlconych pedow (p=0,000). Naj-
korzystniejsze okazato si¢ wzbogacenie pozywki MS o
2 mg1" BAP (grupa jednorodna b) — wyksztalcily sie
pedy najdtuzsze i1 najliczniejsze. Natomiast nie ma sta-
tystycznie istotnych réznic w liczbie wytworzonych
pedow na pozywcee MS bez cytokininy (0) i uzupetnionej
0,2 mg-I"' BAP (grupa jednorodna a).

Zastosowanie w fazie wzrostu elongacyjnego pedoéw
przybyszowych pozywki podstawowej WPM bez hor-
monow wzrostu, a uzupetnionej weglem aktywnym
(5 g1 w sposéb widoczny wplyneto na przyrost ich
dhugosci.

Nowopowstate pedy o dtugosci 1-1,5 em wyktadano
na okres 1 miesigca na pozywke do ukorzeniania. Zalez-
nie od sktadu pozywki uzyskano r6zna udatnos¢ ukorze-
niania pgdow (tab. 1). Chociaz wzbogacajac pozywke
50% MS o 1 mg1" IBA uzyskano najwyzsza udatnosé
ukorzeniania pedow (33,7%), to jednak najkorzyst-
niejsza okazata si¢ pozywka 50% MS uzupehiona
2 mgI"' IBA (fot. 2). Hodowla pedéw na tym podtozu
dodatkowo przez 3 tygodnie spowodowata, ze 51-71%
pedow wyksztatcito korzenie. Po 3 tygodniach adaptacji
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Tabela 1. Udatno$¢ ukorzeniania (%) pedow przybyszo-
wych Cerasus firuticosa Pall.

Table 1. Percentage (%) of adventitious shoots rooting

of Cerasus fruticosa Pall.

Udatnosé
ukorzeniania
Share of rooting

Stezenie IBA
IBA concentration

Zastosowane pozyw-
ki podstawowe

Applied basal media mg~l'l %
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 pedow kontynuowano przez 3 tygodnie, co zwiek-
kszylo udzial pedéw ukorzenionych od 57 do 71%
rooting of shoots continued for three weeks, which increased
the share of rooted shoots from 57 to 71%

Fotografia 1. Pedy przybyszowe wisienki stepowej
(fot. W. Janiszewski)
Photo 1. Sour cherry (Cerasus fruticosa) adventitious shoots

Fotografia 2. Ukorzenione pedy przybyszowe wisienki
(fot. J. Kowalczyk)
Photo 2. Sour cherry rooted adventitious shoots

do wzrostu w warunkach niesterylnych w fitotronie,
mikrosadzonki wyksztatcity nowe liscie 1 wydluzyty
pedy (fot. 3a). Nastepnie przesadzono je do skrzynek z
gleba ogrodnicza (fot. 3b), a po 2 latach do doniczek.
Sadzonki przezyly 2 zimy, po czym wiosna zakwitly
(fot. 4). Ogotem wyhodowano ok. 400 szt. sadzonek.
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Fotografia 3. Sadzonki po 3 tygodniach po wysadzeniu do
doniczek Jiffy (a) i po 3 miesiacach 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)

B il = e
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.

Reasumujac, w celu uzyskania metoda organoge-
nezy sadzonek Cerasus fruticosa Pall. wskazane jest
zastosowanie pozywki podstawowej WPM (w fazach
inicjacji i namnazania kultur). Inicjacj¢ pakéw przy-
byszowych uzyskano uzupehiajac ja 2 mgl"' BAP z
0,1 mg- 1" IBA i sacharoza — 30 g-1". Celem uzyskania
duzej wydajnosci namnazania i wzrostu elongacyjnego
korzystne jest dodanie do podloza 1 mgl' BAP z
0,1 mg1" IBA i sacharozy w ilosci 10-20 g-1". Naj-
wyzsza udatnos¢ ukorzeniania nowopowstatych pedow
uzyskano na pozywce MS rozcienczonej do potowy i
wzbogaconej o auksyne — 2 mg-1" IBA.

4. Dyskusja

Przedstawiona wyzej metoda rozmnazania in vitro
wisienki stepowej umozliwia produkcj¢ sadzonek z
wyselekcjonowanych ,,czystych” genotypdw, ktore
stanowityby materiat roslinny, w celu zaktadania kolek-
cji tego gatunku, przeznaczonych do upraw ogrodni-
czych, a takze do nasadzen w lasach.

Chociaz rozne gatunki czeres$ni sa rozmnazane in
vitro od ponad 20 lat, to literatura poswigca C. fruticosa
mato uwagi. W celu uzyskania osobnikoéw potomnych
stosowana jest gtownie metoda organogenezy, a jako
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eksplantaty wierzchotki pgdow z pakami (HanPing et al.
2001). Do regenaracji Cerasus avium L. i C. vulgaris
Mill. jako eksplantaty zastosowano réwniez liscie
sadzonek wyhodowanych in vitro (Tang et al. 2002).
Pruski i inni (2005) do inicjacji kultur wisienki
wykorzystali paki w stanie spoczynku zimowego,
podobnie jak w naszych doswiadczeniach. Udatnos¢
inicjacji kultur zima byta stosunkowo niska. Bardziej
korzystne wydaje si¢ zastosowanie wiosng jako
eksplantatow rozwinigtych pakow lub tegorocznych
pedow. Do inicjacji kultur oraz ich namnazania na og6t
stosowana jest cytokinina BAP wraz z auksyna, gtdwnie
IBA w stezeniu 0,1 mg-1". Najczeéciej pozywki pod-
stawowe WPM lub MS uzupetniane sa BAP w stgzeniu
1-2 mg 1" (Tang et al. 2002; Pruski et al. 2005) lub
0,5 mg-l'1 (HanPing et al. 2001). W naszych dos-
wiadczeniach wigkszos$¢ kultur hodowana byta przez 2
lata na pozywce WPM wzbogaconej o 2 mg:1"' BAP z
0,1 mg 1" IBA i 30 g sacharozy. Jednak z przepro-
wadzonych badan wynika, Zze korzystniejsze jest
uzupetnienie pozywki WPM 1 mg-1" BAP z 0,1 mg-1"
IBA, przy zawarto$ci sacharozy w podtozu 10-20 g1”.
W tych warunkach hodowli wyksztalcilo si¢ najwigce;j i
najdtuzszych peddéw przybyszowych. Podobnie jak w
badaniach Tang i inni (2002) w celu ukorzeniania
nowopowstalych pedéw najkorzystniejsza okazata si¢
pozywka podstawowa MS, rozcienczona do potowy i
uzupetiona 2 mg-1" IBA. Bijeli¢ ze wspotpracowni-
kami (2002, 2005; Bijeli¢ 2006) przeprowadzita
obszerne badania nad rozmnazaniem in vitro podktadek
roznych genotypow C. fruticosa i C. avium L. Eksplan-
taty stanowily wierzchotki peddéw. Jako pozywke
podstawowa zastosowano MS, uzupehliona roéznymi
regulatorami wzrostu, w réznych stgzeniach. Stwier-
dzono, ze zdolno$¢ do mikrorozmnazania podktadek
zalezy przede wszystkim od genotypu eksplantatu oraz
sktadu pozywek. Z naszych badan réwniez wynika, ze w
celu uzyskania wydajnego namnazania pakdéw, dla
badanego przez nas genotypu C. fruticosa i w rezultacie
uzyskania sadzonek, niezbgdne jest uzupehienie
pozywki podstawowej o odpowiednig dawke hormonéw
wzrostu.

Od 2006 r. nowoczesna pracownia kultur tkanko-
wych Arboretum Lesnego im. Prof. S. Biatoboka w Nad-
le$nictwie Sycow, podlegajaca Lasom Panstwowym,
wdraza metody mikrorozmnazania niektérych gatun-

kéw roslin zagrozonych wyginigeciem m.in. wisni karto-
watej, wawrzynka glowkowego, cisa pospolitego oraz
dlugosza krélewskiego. Wisienke stepowa rozmnazano
metoda organogenezy wedtug podobnej metodyki jak w
IBL, uzyskano rowniez liczne sadzonki (S¢ktas 2008).
Autor wskazuje na mozliwos¢ wdrozenia zastosowa-
nych metod mikrorozmnazania i wykorzystania ich na
szerszg skalg, dla celéw gospodarczych Lasow
Panstwowych.
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