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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. Wstęp

Paprocie stanowią niejednorodną grupę, reprezentowaną 
w większości przez wysokie poliploidy oraz formy mieszańcowe, 
międzygatunkowe i międzyrodzajowe (1). W Polsce występuje
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45 gatunków paproci na terenie całego kraju, z czego aż 21,7% zaliczanych jest do 
paproci wymarłych (4,3%), wymierających (4,3%), narażonych (8,7%), rzadkich (2,2%) 
i zagrożonych (2,2%) (1-2). Wśród paproci narażonych na wyginięcie występują pa­
procie serpentynitowe. Według ostatnich doniesień stanowiska serpentynitowe, na 
których występują te paprocie, ulegają zubożeniu ilościowemu i jakościowemu (3-6).

W Polsce skały serpentynitowe można spotkać jedynie na terenie Dolnego Śląs­
ka, a ich największe skupienia znajdują się na północ od Janowic Wielkich, na wzgó­
rzach koło Kiełczyna, w Masywie Ślęży (Sobótka i Góra Radunia), na południe od 
Ząbkowic Śląskich oraz na północny wschód od Kłodzka (7).

Na stanowiskach serpentynitowych można znaleźć rzadkie gatunki roślin. Wśród 
nich występują pewne gatunki paproci z rodzaju Asplenium, których zasięg występo­
wania w Polsce ograniczony jest tylko do podłoża serpentynitowego (8). Do paproci 
tych, nazywanych paprociami serpentynitowymi, zalicza się zanokcicę serpentyno­
wą/ł. adulterinum Milde, ciemnąadiantum-nigrum, kWnowatą Asplenium cuneifolium 
Viv. i kończystą w odmianie śląskiej A. onopteris var. silesiaca Milde. Paprocie te rosną 
w szczelinach skalnych tworząc niewielkie skupienia, zasiedlając rozproszone i izo­
lowane stanowiska. Duża część roślin z obszarów serpentynitowych uważana jest za 
gatunki endemiczne, a wśród nich za relikty glacjalne Europy Środkowej uważane 
są Asplenium adulterinum i Asplenium cuneifolium (9-10). Wszystkie wymienione gatun­
ki paproci serpentynitowych znajdują się na „Czerwonej liście roślin naczyniowych 
zagrożonych w Polsce” (11), a trzy z nich Asplenium adulterinum, A. adiantum-nigrum 
i A. cuneifolium zostały umieszczone w Polskiej czerwonej księdze roślin (6), jako gatun­
ki zagrożone wyginięciem (EN).

Kultury in vitro są bardzo dobrym sposobem rozmnażania wielu gatunków roślin, 
zwłaszcza gatunków sprawiających trudności przy rozmnażaniu generatywnym, po­
nadto pomagają poznać wymogi żywieniowe, a także cykl życiowy roślin. Cousens 
i in. (12) podają, że większość gametofitów paproci ginie w warunkach in situ. Czę­
sto przedrośla nie przeżywają najbardziej krytycznych faz rozwojowych takich jak: 
kiełkowanie spor, wzrost przedrośli, zapłodnienie i rozwój młodego sporofitu.

Badania prowadzone były w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wrocławskie­
go dotyczyły dwóch gatunków paproci serpentynitowych Asplenium adulterinum 
i A. cuneifolium oraz paproci nie związanych z serpentynitami, ale również na nich 
występującymi Asplenium septentrionale i Polypodium vulgare. Celem badań prowadzo­
nych w Pracowni Kultur Tkankowych Wrocławskiego Ogrodu Botanicznego było po­
znanie wymogów żywieniowych, cyklu reprodukcyjnego oraz całego cyklu życiowe­
go zagrożonych gatunków paproci.

2. Materia! i metody

Materiałem do badań były dojrzałe i żywotne zarodniki 4 gatunków paproci, ze­
brane ze stanowisk ich naturalnego występowania w 1996 r. Asplenium cuneifolium
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Z Książnicy i Przemiłowa, zł. adiilterimim z Książnicy, zl. septentrionale i Polypodiuni vulgare 
z Osoli. Kultury gametofitów wyprowadzano według wcześniej opisanej metody 
Marszał i Kromer (13).

W doświadczeniach porównywano wzrost i rozwój gametofitów czterech gatun­
ków paproci rosnących na pożywce mineralnej MS stosowanej w rozcieńczeniach 
1/1, 1/2, 1/4, 1/8 i zmodyfikowanej - zawierającej niższe dawki agaru (6,8 g/dm^) 
i sacharozy (20 g/dm^), wyższe pH 6,8-7,0, zmienione proporcje makroelementów 
oraz o połowę mniej glicyny.

W doświadczeniach używano makroelementów Murashige i Skooga (14) w roz­
cieńczeniu do 1/2. Pożywkę zestalano agarem (8 g/dm^), a stężenie sacharozy wyno­
siło 30 g/dm^. Pojedyncze przedrośla stadium sercowatego Asplenium adulterinum, 
A. cuneifolium, A. septentrionale i Polypodium vulgare umieszczano w kolbkach o po­
jemności 100 ml, zawierających 35 ml pożywki. Doświadczenie przeprowadzono 
w czterech powtórzeniach. Powtórzenie stanowiła próba 10 gametofitów. Kultury 
umieszczano w pokoju hodowlanym o temperaturze 18-20°C przy oświetleniu wy­
noszącym 14,2 pmol-m'2-s'’ i 16-godzinnym fotoperiodzie.

Po pięciu tygodniach od daty założenia doświadczenia określano szacunkowo 
procent obumarłych przedrośli. Po kolejnych pięciu tygodniach oceniano świeżą 
masę i liczbę przedrośli badanych gatunków paproci.

3. Wyniki

Znamy wiele receptur pożywek stosowanych do hodowli in vitro paproci. W prze­
prowadzonym doświadczeniu przetestowano wpływ pożywki MS stosowanej w rozcień­
czeniach 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 i pożywki MS zmodyfikowanej specjalnie dla paproci serpen­
tynitowych. Zawierała ona niższe dawki agaru (6,8 g/dm^) i sacharozy (20 g/dm^), wyż­
sze pH 6,8-7,0, zmienione proporcje makroelementów oraz o połowę mniej glicyny.

Porównując wzrost i rozwój przedrośli wszystkich badanych gatunków paproci, 
stwierdzono, że najodpowiedniejszą była pożywka zawierająca 1/2 makroelemen­
tów MS. Świeża masa przedrośli na tej pożywce była najwyższa (rys.). Zbliżone wy­
niki uzyskano na zmodyfikowanej pożywce MS. Gametofity rosnące na tych dwóch 
pożywkach (1/2 MS i MSZ) miały prawidłowy pokrój i wytworzyły największą liczbę 
przedrośli I rzędu.

Świeża masa przedrośli rozwijających się na pożywce o pełnym stężeniu soli 
(makroelementów) była niższa, a liczba przedrośli I rzędu była najniższa u wszyst­
kich gatunków (rys.). Pełne stężenie soli w pożywce MS powodowało obumieranie 
gametofitów. Najbardziej wrażliwe na zasolenie okazały się przedrośla Asplenium 
cuneifolium (zamieranie 30% przedrośli), natomiast najmniej wrażliwe były przedro­
śla A. septentrionale (zamieranie \0% przedrośli).

Najniższe ze stosowanych stężeń makroelementów (1/8) w pożywce MS wykazy­
wało działanie hamujące wzrost u niektórych badanych gatunków. Spadała liczba
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Rys. Wpływ pożywki MS i jej modyfikacji na wzrost i rozwój przedrośli Polypodium vulgare, Asplenium 
adulterinum, Asplenium septentrionale i Asplenium cuneifolium po 2 miesiącach kultury.

przedrośli I rzędu u Asplenium septentrionale i zmniejszała się świeża masa u A. cuneifolium 
(rys.). Na pożywce z 1/8 MS następowało zdrobnienie przedrośli (A. adulterinum 
i A. cuneifolium), na których rozwijała się znacznie większa niż na innych pożywkach 
liczba chwytników {Polypodium vulgare). Z uwagi na niską zawartość soli w pożywce 
1/8 MS, aby zapobiec obumieraniu przedrośli, konieczne było częste ich pasażowanie.

4. Dyskusja

Najważniejszy dla prawidłowego wzrostu i rozwoju gametofitów był skład po­
żywki. Takie czynniki jak optymalna temperatura i natężenie światła wpływały na 
efektywne odżywianie się i rozwój przedrośli paproci w kulturach in vitro (15). Po­
ziom makroelementów w różny sposób wpływał na rozwój gametofitów badanych
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gatunków paproci. Najlepszy przyrost biomasy obserwowano na pożywce MS, 
w której makroelementy rozcieńczano do 1/2 ich pierwotnego stężenia. Równie ko­
rzystna była pożywka zmodyfikowana MSZ o składzie makroelementów zbliżonym 
do stężenia składników na podłożu serpentynitowym. Gametofity rosnące na tych 
stężeniach pożywek rozwijały się prawidłowo i dość wcześnie wytwarzały sporofity. 
Zenkteler (16) do testowania wpływu zróżnicowanego poziomu makroelementów w 
pożywce na kiełkowanie zarodników, przyrost świeżej masy i rozwój przedrośli 
Matteuccia struthiopteris stosowała pożywki Hoaglanda, Knopa, Knudsona i White’a. 
W jej doświadczeniach pożywki Knopa i Knudsona stosowane w 1/2 ich stężenia 
okazały się najodpowiedniejszymi pożywkami. W swoich badaniach Zenkteler (1) 
przetestowała wpływ zróżnicowanych stężeń makroelementów i mikroelementów 
MS (1/4, 1/2 i pełne stężenie makroelementów) w pożywce MFMM na przeżywalność 
przedrośli 8 gatunków paproci. Najlepsze dla rozwoju przedrośli, podobnie jak 
w przypadku doświadczeń prowadzonych na różnych gatunkach paproci, okazało 
się rozcieńczenie makroelementów do 1/2.

Do rozmnażania gametofitów i sporofitów 4sp/enu/m nidus (17) oraz Blechnum spicant 
i Pteris ensiformis (18) Fernandez i in. zastosowali pożywkę Murashige i Skooga (14) 
w pełnym składzie makroelementów, która okazała się przydatna dla namnażania 
wymienionych gatunków paproci. Dla badanych gatunków paproci pełne stężenie 
soli mineralnych zastosowanych w pożywce MS było mniej korzystne, a nawet 
wpływało na zamieranie przedrośli paproci. Najbardziej wrażliwe na zasolenie oka­
zały się przedrośla Asplenium cuneifolium (zamieranie w 50%), natomiast najmniej 
wrażliwe były przedrośla/4. septentńonale (zamieranie w 10%). Koresponduje to z wy­
nikami otrzymanymi przez Fernandez i in. (19), którzy badali wpływ pożywki Knopa 
(20), Knudsona (21), Klekowskiego (22) i Murashige i Skooga (14) w pełnym składzie 
makroelementów i w rozcieńczeniu do 1/2 i 1/4 na przyrost świeżej i suchej masy 
gametofitów Blechnum spicant. W otrzymanych wynikach wskazuje się, że wyższe 
stężenia soli w pożywce (1/1 i 1/2 MS) wpływały korzystnie na przyrost świeżej masy 
i zwiększały suchą masę przedrośli Blechnum spicant, ale wstrzymywały formowanie 
się plemni i rodni. Pożywki ubogie w sole mineralne (pożywki Knopa, Knudsona 
i Klekowskiego), a szczególnie pożywka Klekowskiego (22), hamowały wzrost game­
tofitów, ale stymulowały powstawanie gametangiów. Inne wyniki otrzymano w ba­
daniach nad Osmunda regalis, gdzie gametofity rosły lepiej na uboższej w składniki 
mineralne pożywce Knopa (23).

Na podstawie badań własnych i doniesień literaturowych można stwierdzić, że 
warunki żywieniowe, tak jak inne czynniki fizyczne i chemiczne, wpływają na prze­
bieg rozmnażania się gametofitów, a w konsekwencji na powstawanie sporofitów. 
W przeprowadzonych doświadczeniach stwierdzono, że przedrośla paproci serpen­
tynitowych rosną tak samo dobrze na pożywce zmodyfikowanej MSZ o składzie ma­
kroelementów przypominającym skład podłoża serpentynitowego, jak i na pożywce 
MS w rozcieńczeniu soli do 1/2. Słabsze namnażanie przedrośli na pożywce z pełnym 
stężeniem makroelementów wskazuje, że w warunkach naturalnych podłoże bogate
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W składniki pokarmowe może ograniczać ich rozwój, a zatem i ekspansję. Dlatego 
prawdopodobnie paprocie te rosną na serpentynitach, które charakteryzuje nieuro- 
dzajność, a nawet toksyczność, gdzie inne gatunki roślin nie mogłyby rosnąć. Tłu­
maczyć to można w ten sposób, że paprocie serpentynitowe posiadają prawdopo­
dobnie cechy przystosowawcze, które pozwałają im na wzrost w tak niekorzystnych 
dla ich rozwoju warunkach, jakie istnieją na podłożu serpentynitowym.

5. Podsumowanie

Wysiew zarodników w warunkach in vitro umożliwił odtworzenie całego cyklu 
rozwojowego paproci serpentynitowych, począwszy od gametofitów do sporofl- 
tów. Kultury in vitro Asplenium adulterinum Milde, A. cuneifolium Viv., A. septentrionale 
(L.) HofFm. i Polypodum vulgare L. okazały się też skuteczną metodą ich rozmnażania 
generatywnego i wegetatywnego. W przeprowadzonych badaniach dowiedziono, że 
paprocie te wymagają średnio zasobnych gleb, a niedostatek i nadmiar składników 
odżywczych w podłożu ogranicza tempo ich wzrostu. Podjęte działania w zakresie 
rozmnażania paproci serpentynitowych zgodne są z nową filozofią pojmowania 
ochrony przyrody i przyczyniają się do zachowania w naszej florze tych cennych ga­
tunków.
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