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Zastosowanie kultur in vitro

w ochronie rzadkich i gingcych
gatunkow paproci serpentynitowych
z Dolnego Slaska
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The application of the tissue cultures in protection of rare and
threatened species of ferns from Lower Silesia

Summary

One of the possibilities of the conservation biology is the in vitro culture
method. The usefulness of in vitro culture methods of spore planting and pro-
thallium storage of rare, threatened and protected fern species were tested.

Spors of Asplenium adulterinum, A. cuneifolium, A. septentrionale and Polypodium
vulgare were collected from sporophytes growing in the natural habitats of Lower
Silesia area in 1996. The collected spores were disinfected and the aseptic spores
were cultured in flasks containing 1/4 MS solid medium. After three to eight
months, the spores germinated, giving rise to a filamentous gametophytes. Six to
eight months later, spotophytes could be observed in these cultures.

The in vitro method gives the possibility to investigate the special character-
istics of life cycle and breeding system of fern species. It is possible to collect
fern spores from natural habitats and use them to obtain populations, which
will allow to preserve the fern population in cultivation in the Botanical Garden
of the Wroclaw University.
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1. Wstep

Paprocie stanowig niejednorodng grupe, reprezentowang
w wiekszosci przez wysokie poliploidy oraz formy mieszancowe,
miedzygatunkowe i miedzyrodzajowe (1). W Polsce wystepuje



Jowita Marszat, Krystyna Kromer

45 gatunkéw paproci na terenie catego kraju, z czego az 21,7% zaliczanych jest do
paproci wymartych (4,3%), wymierajgcych (4,3%), narazonych (8,7%), rzadkich (2,2%)
i zagrozonych (2,2%) (1-2). WSrdd paproci narazonych na wyginiecie wystepuja pa-
procie serpentynitowe. Wedtug ostatnich doniesieh stanowiska serpentynitowe, na
ktérych wystepujg te paprocie, ulegaja zubozeniu ilosciowemu i jakoSciowemu (3-6).

W Polsce skaly serpentynitowe mozna spotkaé jedynie na terenie Dolnego Slas-
ka, a ich najwieksze skupienia znajdujg sie na pétnoc od Janowic Wielkich, na wzgo-
rzach koto Kielczyna, w Masywie Slezy (Sobdtka i Géra Radunia), na potudnie od
Zabkowic Slaskich oraz na pétnocny wschéd od Kilodzka (7).

Na stanowiskach serpentynitowych mozna znalez¢ rzadkie gatunki roslin. Wsréd
nich wystepuja pewne gatunki paproci z rodzaju Asplenium, ktérych zasieg wystepo-
wania w Polsce ograniczony jest tylko do podtoza serpentynitowego (8). Do paproci
tych, nazywanych paprociami serpentynitowymi, zalicza sie zanokcice serpentyno-
wa/t. adulterinum Milde, ciemnagadiantum-nigrum, kWnowatg Asplenium cuneifolium
Viv. i koriczystg w odmianie $Slaskiej A. onopteris var. silesiaca Milde. Paprocie te rosna
w szczelinach skalnych tworzgc niewielkie skupienia, zasiedlajgc rozproszone i izo-
lowane stanowiska. Duza cze$¢ roslin z obszaréw serpentynitowych uwazana jest za
gatunki endemiczne, a wéréd nich za relikty glacjalne Europy Srodkowej uwazane
sg Asplenium adulterinum i Asplenium cuneifolium (9-10). Wszystkie wymienione gatun-
ki paproci serpentynitowych znajdujg sie na ,Czerwonej liscie roslin naczyniowych
zagrozonych w Polsce” (11), a trzy z nich Asplenium adulterinum, A. adiantum-nigrum
i A. cuneifolium zostaty umieszczone w Polskiej czerwonej ksiedze roslin (6), jako gatun-
ki zagrozone wyginigeciem (EN).

Kultury in vitro sg bardzo dobrym sposobem rozmnazania wielu gatunkéw roslin,
zwhaszcza gatunkéw sprawiajacych trudnosci przy rozmnazaniu generatywnym, po-
nadto pomagajg pozna¢ wymogi zywieniowe, a takze cykl zyciowy roslin. Cousens
i in. (12) podaja, ze wiekszo$¢ gametofitbw paproci ginie w warunkach in situ. Cze-
sto przedros$la nie przezywajg najbardziej krytycznych faz rozwojowych takich jak:
kietkowanie spor, wzrost przedrosli, zaptodnienie i rozw6j mtodego sporofitu.

Badania prowadzone byly w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wroctawskie-
go dotyczyly dwéch gatunkédw paproci serpentynitowych Asplenium adulterinum
i A. cuneifolium oraz paproci nie zwigzanych z serpentynitami, ale réwniez na nich
wystepujgcymi Asplenium septentrionale i Polypodium vulgare. Celem badan prowadzo-
nych w Pracowni Kultur Tkankowych Wroctawskiego Ogrodu Botanicznego byto po-
znanie wymogow zywieniowych, cyklu reprodukcyjnego oraz catego cyklu zyciowe-
go zagrozonych gatunkoéw paproci.

2. Materia! i metody

Materiatem do badan byly dojrzate i zywotne zarodniki 4 gatunkdéw paproci, ze-
brane ze stanowisk ich naturalnego wystepowania w 1996 r. Asplenium cuneifolium
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z Ksigznicy i Przemitowa, z+. adiilterimim z Ksigznicy, 1. septentrionale i Polypodiuni vulgare
z Osoli. Kultury gametofitow wyprowadzano wedlug wczes$niej opisanej metody
Marszat i Kromer (13).

W doswiadczeniach poréwnywano wzrost i rozwéj gametofitdw czterech gatun-
kéw paproci rosngcych na pozywce mineralnej MS stosowanej w rozciehczeniach
11, 1/2, 1/4, 1/8 i zmodyfikowanej - zawierajgcej nizsze dawki agaru (6,8 g/dm”)
i sacharozy (20 g/dm”), wyzsze pH 6,8-7,0, zmienione proporcje makroelementéw
oraz o potowe mniej glicyny.

W doswiadczeniach uzywano makroelementéw Murashige i Skooga (14) w roz-
cieficzeniu do 1/2. Pozywke zestalano agarem (8 g/dm”), a stezenie sacharozy wyno-
sito 30 g/dm”. Pojedyncze przedrosla stadium sercowatego Asplenium adulterinum,
A. cuneifolium, A. septentrionale i Polypodium vulgare umieszczano w kolbkach o po-
jemnosci 100 ml, zawierajgcych 35 ml pozywki. Doswiadczenie przeprowadzono
w czterech powtdrzeniach. Powtdrzenie stanowita proba 10 gametofitow. Kultury
umieszczano w pokoju hodowlanym o temperaturze 18-20°C przy oswietleniu wy-
noszacym 14,2 pmol-m'2-s” i 16-godzinnym fotoperiodzie.

Po pieciu tygodniach od daty zatozenia doswiadczenia okreslano szacunkowo
procent obumartych przedro$li. Po kolejnych pieciu tygodniach oceniano $wiezg
mase i liczbe przedrosli badanych gatunkéw paproci.

3. Wyniki

Znamy wiele receptur pozywek stosowanych do hodowli in vitro paproci. W prze-
prowadzonym doswiadczeniu przetestowano wplyw pozywki MS stosowanej w rozcien-
czeniach 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 i pozywki MS zmodyfikowanej specjalnie dla paproci serpen-
tynitowych. Zawierata ona nizsze dawki agaru (6,8 g/dm”) i sacharozy (20 g/dm*), wyz-
sze pH 6,8-7,0, zmienione proporcje makroelementdéw oraz o potowe mniej glicyny.

Poréwnujac wzrost i rozwéj przedrosli wszystkich badanych gatunkéw paproci,
stwierdzono, ze najodpowiedniejszg byla pozywka zawierajgca 1/2 makroelemen-
tow MS. Swieza masa przedro$li na tej pozywce byta najwyzsza (rys.). Zblizone wy-
niki uzyskano na zmodyfikowanej pozywce MS. Gametofity rosnace na tych dwéch
pozywkach (1/2 MS i MSZ) mialy prawidtowy pokréj i wytworzyty najwieksza liczbe
przedrosli | rzedu.

Swieza masa przedro$li rozwijajacych sie na pozywce o pelnym stezeniu soli
(makroelementéw) byla nizsza, a liczba przedrosli | rzedu byla najnizsza u wszyst-
kich gatunkéw (rys.). Peilne stezenie soli w pozywce MS powodowato obumieranie
gametofitébw. Najbardziej wrazliwe na zasolenie okazaty sie przedrosla Asplenium
cuneifolium (zamieranie 30% przedrosli), natomiast najmniej wrazliwe byty przedro-
Sla A. septentrionale (zamieranie \0% przedrosli).

Najnizsze ze stosowanych stezern makroelementéw (1/8) w pozywce MS wykazy-
walo dziatanie hamujgce wzrost u niektdrych badanych gatunkéw. Spadata liczba
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Rys. Wptyw pozywki MS ijej modyfikacji na wzrost i rozwoj przedrosli Polypodium vulgare, Asplenium
adulterinum, Asplenium septentrionale i Asplenium cuneifolium po 2 miesigcach kultury.

przedrosli | rzedu u Asplenium septentrionale i zmniejszata sie Swieza masa u A. cuneifolium
(rys.). Na pozywce z 1/8 MS nastepowalo zdrobnienie przedros$li (A. adulterinum
i A. cuneifolium), na ktérych rozwijata sie znacznie wieksza niz na innych pozywkach
liczba chwytnikdw {Polypodium vulgare). Z uwagi na niskg zawarto$¢ soli w pozywce
1/8 MS, aby zapobiec obumieraniu przedrosli, konieczne bylo czeste ich pasazowanie.

4. Dyskusja

Najwazniejszy dla prawidlowego wzrostu i rozwoju gametofitdw byt sktad po-
zywki. Takie czynniki jak optymalna temperatura i natezenie Swiatta wptywaly na
efektywne odzywianie sie i rozwdj przedrosli paproci w kulturach in vitro (15). Po-
ziom makroelementéw w rézny sposéb wpltywat na rozwdj gametofitbw badanych
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gatunkéw paproci. Najlepszy przyrost biomasy obserwowano na pozywce MS,
w ktérej makroelementy rozcienczano do 1/2 ich pierwotnego stezenia. ROwnie ko-
rzystna byta pozywka zmodyfikowana MSZ o skfadzie makroelementéw zblizonym
do stezenia skladnikow na podtozu serpentynitowym. Gametofity rosngce na tych
stezeniach pozywek rozwijaly sie prawidlowo i dosé wczesnie wytwarzaty sporofity.
Zenkteler (16) do testowania wpltywu zréznicowanego poziomu makroelementow w
pozywce na kietkowanie zarodnikéw, przyrost Swiezej masy i rozwoj przedrosli
Matteuccia struthiopteris stosowata pozywki Hoaglanda, Knopa, Knudsona i White’a.
W jej doswiadczeniach pozywki Knopa i Knudsona stosowane w 1/2 ich stezenia
okazaly sie najodpowiedniejszymi pozywkami. W swoich badaniach Zenkteler (1)
przetestowata wptyw zréznicowanych stezeri makroelementéw i mikroelementow
MS (1/4, 1/2 i petne stezenie makroelementéw) w pozywce MFMM na przezywalnos¢
przedrosli 8 gatunkéw paproci. Najlepsze dla rozwoju przedrosli, podobnie jak
w przypadku doswiadczeh prowadzonych na réznych gatunkach paproci, okazato
sie rozcienczenie makroelementéw do 1/2.

Do rozmnazania gametofitéw i sporofitdw 4sp/enu/m nidus (17) oraz Blechnum spicant
i Pteris ensiformis (18) Fernandez i in. zastosowali pozywke Murashige i Skooga (14)
w petnym skladzie makroelementow, ktéra okazata sie przydatna dla namnazania
wymienionych gatunkoéw paproci. Dla badanych gatunkéw paproci petne stezenie
soli mineralnych zastosowanych w pozywce MS bylo mniej korzystne, a nawet
wplywato na zamieranie przedrosli paproci. Najbardziej wrazliwe na zasolenie oka-
zaly sie przedrosla Asplenium cuneifolium (zamieranie w 50%), natomiast najmniej
wrazliwe byly przedrosla/4. septentrionale (zamieranie w 10%). Koresponduje to z wy-
nikami otrzymanymi przez Fernandez i in. (19), ktérzy badali wptyw pozywki Knopa
(20), Knudsona (21), Klekowskiego (22) i Murashige i Skooga (14) w petnym sktadzie
makroelementéw i w rozcieniczeniu do 1/2 i 1/4 na przyrost Swiezej i suchej masy
gametofitdw Blechnum spicant. W otrzymanych wynikach wskazuje sie, ze wyzsze
stezenia soli w pozywce (1/1 i 1/2 MS) wptywaly korzystnie na przyrost Swiezej masy
i zwiekszaly suchg mase przedrosli Blechnum spicant, ale wstrzymywaty formowanie
sie plemni i rodni. Pozywki ubogie w sole mineralne (pozywki Knopa, Knudsona
i Klekowskiego), a szczegdlnie pozywka Klekowskiego (22), hamowaty wzrost game-
tofitdbw, ale stymulowaty powstawanie gametangiow. Inne wyniki otrzymano w ba-
daniach nad Osmunda regalis, gdzie gametofity rosty lepiej na ubozszej w skfadniki
mineralne pozywce Knopa (23).

Na podstawie badan wtasnych i doniesien literaturowych mozna stwierdzié¢, ze
warunki zywieniowe, tak jak inne czynniki fizyczne i chemiczne, wptywajg na prze-
bieg rozmnazania sie gametofitbw, a w konsekwencji na powstawanie sporofitéw.
W przeprowadzonych doswiadczeniach stwierdzono, ze przedrosla paproci serpen-
tynitowych rosng tak samo dobrze na pozywce zmodyfikowanej MSZ o skladzie ma-
kroelementéw przypominajacym sktad podtoza serpentynitowego, jak i na pozywce
MS w rozcieniczeniu soli do 1/2. Stabsze namnazanie przedro$li na pozywce z petnym
stezeniem makroelementéw wskazuje, ze w warunkach naturalnych podtoze bogate
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w sktadniki pokarmowe moze ogranicza¢ ich rozwdj, a zatem i ekspansje. Dlatego
prawdopodobnie paprocie te rosng na serpentynitach, ktére charakteryzuje nieuro-
dzajnos¢, a nawet toksycznosc¢, gdzie inne gatunki roslin nie mogtyby rosngé. Tiu-
maczy¢ to mozna w ten sposéb, ze paprocie serpentynitowe posiadaja prawdopo-
dobnie cechy przystosowawcze, ktére pozwatajg im na wzrost w tak niekorzystnych
dla ich rozwoju warunkach, jakie istniejg na podtozu serpentynitowym.

5. Podsumowanie

Wysiew zarodnikéw w warunkach in vitro umozliwit odtworzenie catego cyklu
rozwojowego paproci serpentynitowych, poczawszy od gametofitdw do sporofi-
tow. Kultury in vitro Asplenium adulterinum Milde, A. cuneifolium Viv., A. septentrionale
(L.) HofFm. i Polypodum vulgare L. okazaly sie tez skuteczng metodg ich rozmnazania
generatywnego i wegetatywnego. W przeprowadzonych badaniach dowiedziono, ze
paprocie te wymagajg $rednio zasobnych gleb, a niedostatek i nadmiar skladnikéw
odzywczych w poditozu ogranicza tempo ich wzrostu. Podjete dziatania w zakresie
rozmnazania paproci serpentynitowych zgodne sg z nowa filozofig pojmowania
ochrony przyrody i przyczyniajg sie do zachowania w naszej florze tych cennych ga-
tunkéw.
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