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WSTEP

Postgpujgce w blyskawicznym tempie za-
grozenie zasobow przyrody na $wiecie jest
przedmiotem troski wielu organizacji migdzy-
narodowych i krajowych. Publikowane sg tzw.
czerwone ksiggi i listy gatunkow zagrozonych
wymarciem, jesli nie zostang podjete w najbliz-
szvim czasie skuteczne dziatania dla ich ochro-
ny. Bardzo duze znaczenie w tym zakresie mial
tzw. Szczyt Panstw Swiata w 1992 roku w Rio
de Janeiro, ktorego efektem bylo opracowanie
-Konwencji o Roznorodnosci Biologicznej™
ustanawiajacej zasady ochrony réznorodnoéci
biologicznej na roznych poziomach organiza-
¢ji przyrody w warunkach tzw. zrownowazo-
nego rozwoju. Konwencja ta zwrocila uwage
na duze znaczenie ochrony bioréznorodnosci
w warunkach ex sifu, czyli poza naturalnymi
miejscami wystgpowania gatunkow. Ochrona
ex situ moze by¢ uzupelniajacq formg zacho-
wania roznorodnosci gatunkowej roslin i zwie-
rzat w stosunku do powszechnie stosowane;j
ochrony in situ w parkach narodowych i rezer-
watach przyrodniczych (Heywood, Baste 1995,
Rauer er al. 2000).

Ochrona ex situ moze by¢ natomiast pod-
stawowa metoda zachowania roéznorodnosci
lzw. genetycznej, czyli na poziomie genotypow
t populacji (Baur, Schmid 1996). Zajmuja si¢
tym gléwnie tzw. banki genow, czyli instytu-
cje wyspecjalizowane w zbiorze i dlugotrwa-
tym przechowywaniu tzw. plazmy zarodkowej
(po angielsku germplasm), ktorg stanowi ma-
terial genetyczny tworzacy fizyczng podstawe
dziedziczenia w nastgpnych pokoleniach i mo-
gacy shuzy¢ do przechowywania przez mozli-
wie najdluzszy okres. U roslin plazmg zarod-
kowa sa wszelkie diaspory i utwory
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przetrwalnikowe stuzace do rozmnazania (ge-
neratywnego lub wegetatywnego) jak: nasio-
na lub zarodniki, bulwy, kiacza czy cebule oraz
izolowane tkanki lub organy i kultury in vitro
(Puchalski 1998).

Najezgsciej wykorzystywanym rodzajem
roslinnej plazmy zarodkowej sq nasiona wraz z
roznymi owocami suchymi jak ziarniaki traw,
orzechy i orzeszki, roztupki czy nietupki. Rza-
dziej podejmowane sa natomiast proby wyko-
rzystywania pytku jako materiatu do dlugotrwa-
tego przechowywania w bankach genéw
(Connor 1 Towill 1993).

DLUGOTRWALE PRZECHOWYWANIE
NASION

Jak wiadomo nasiona podlegajq procesowi
naturalnego starzenia si¢ powodujacego stop-
niowa utratg ich wigoru 1 zywotnosei az do
Smierci biologicznej. Naturalnemu starzeniu sig
nasion towarzyszq zwykle rozne zmiany natu-
ry fizjologicznej (Gorecki et al. 1998) oraz bar-
dzo niekorzystne dla ochrony réznorodnosci
genotypow 1 populacji zmiany o charakterze
genetycznym wywolywane réoznymi mutacja-
mi, dryfem genetycznym i selekeja naturalng
powodujaca efekt tzw. szyflu genetycznego
(Roos 1988, Puchalski 1993). W wyniku tego
istotnym zmianom ulega pierwotna struktura
genetyczna populacji wprowadzanych do prze-
chowywania w banku nasion. Dlatego tez ban-
ki genow poszukuja metod umozliwiajacych
maksymalne wydluZenie okresu Zycia nasion.
Osiagnac to mozna przez wprowadzanie nasion
w stan anabiozy spowolniajgcej ich procesy
zyciowe. Jak wiadomo, o szybkosci starzenia
sig nasion decyduja dwa gléwne czynniki: za-
warto$¢ wody w' nasionach i temperatura ich
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przechowywania. Znana jest zasada Harring-
tona (1973), iz okres zywotnosci nasion skraca
si¢ 0 polowg dla kazdego wzrostu wilgotnosci
nasion o 1% (w zakresie 5-14%) oraz kazdego
wzrostu temperatury przechowywania o 5° (0°-
50°C). Zasada ta ma oczywiscie sens ogolny i
jej stosowanie zalezy od typu i pochodzenia
nasion, ale data ona podstawg do opracowania
metod stuzacych dlugotrwatemu przechowywa-
niu nasion. Metody te bazuja glownie na wysu-
szeniu nasion do odpowiednio niskiego pozio-
mu rzedu 3-7% zawarto$ci wody, a nast¢pnie
przechowywaniu ich w niskich temperaturach.
Dla réznych gatunkéw roslin opracowane zo-
staty specjalne wzory umozliwiajace oszacowa-
nie okresu Zywotnosci nasion w zaleznosci od
ich wilgotnosci oraz temperatury przechowy-
wania, ale dotycza one glownie gatunkow ro-
§lin uzytkowych (Ellis i Roberts 1980).

Do dlugotrwatego przechowywania nasion
stosuje sig zwykle temperatury ujemne ponizej
0°C. Najczg$ciej uzywa sig do tego celu komor
zamrazalniczych lub zamrazarek, w ktorych
osiagana jest temperatura okoto -20°C. Wiele
nowoczesnych bankow nasion preferuje jednak
techniki kriokonserwacyjne z wykorzystaniem
ultraniskich temperatur, na przyklad cieklego
azotu (—196°C) lub jego par (od —~130°C do —
160°C). Techniki kriokonserwacyjne w ciekltym
azocie w stosunku do standardowego przecho-
wywania w niskich temperaturach rzgdu -20°C
maja wiele zalet, do ktorych nalezy zaliczy¢:
brak wolnej wody w tkance, bardzo niska mo-
lekularna energia kinetyczna, ekstremalnie
wolna dyfuzja, wydtuZenie okresu zycia nasion
przez spowolnienie procesu ich starzenia sig,
mniejsze ryzyko uszkodzen przechowywanych
zasobow przy braku zasilania elektrycznego
oraz nizsze koszty przechowywania dla okresu
wieloletniego ze wzglgdu na zredukowanie
koniecznos$ci regeneracji zywotnosci nasion
(Stanwood 1985, Eberhart et al. 1991, 1995).

Wedlug teoretycznych zatozen odpowied-
nio wysuszone nasiona bgdzie mozna przecho-
wywaé w temperaturze par cieklego azotu na-
wet przez kilkaset lat w stanie ich wysokiej
zywotnosci (Roos et al. 1996). Niestety techni-
ki te moga by¢ stosowane jedynie dla jednej
kategorii nasion dobrze znoszacych wysusze-
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nie i niskie temperatury po angielsku okresla-
nych jako orthodox, a po polsku jako nasiona
typowe lub trwale (Puchalski 1998). Do tej ka-
tegorii nasion zalicza si¢ wigkszos¢ gatunkow
strefy umiarkowanej. Czg¢$¢ roslin ze strefy
umiarkowanej oraz wiele gatunkow ze strefy
tropikalnej tworzy nasiona wrazliwe na wysu-
szenie ponizej pewnego poziomu oraz o zroz-
nicowanej tolerancji na chléd. Po angielsku
okreslone zostaly one jako kategoria recalci-
trant, czyli kapry$nych. Po polsku mozna je
okresli¢ jako nietypowe lub nietrwate (Grze-
siuk 1 Gorecki 1994, Puchalski 1998). Minimal-
ny poziom uwodnienia nasion dla zachowania
ich zywotnosci rozni si¢ bardzo znacznie: od
60% dla Avicennia marina do 15-20% dla réz-
nych gatunkow tropikalnych i subtropikalnych
ro$lin uzytkowych. Znany jest takze typ nasion
zachowujacych si¢ posrednio po angielsku
okre$lany jako intermediate o nizszej wrazli-
wosci na wysuszenie. Wedlug Honga i Ellisa

(1996) nasiona w zaleznos$ci od mozliwosci ich

dlugotrwalego przechowywania dzieli si¢ na

trzy nastgpujace kategorie:

1. Nasiona typu orthodox (czyli typowe lub
trwale) mogace by¢ suszone do poziomu po-
nizej 10% zawarto$ci wody i przechowy-
wane w niskich temperaturach.

2. Nasiona typu recalcitrant (czyli nietypowe
lub nietrwale) wrazliwe na wysuszenie po-
wyzej 15% zawartosci wody i o malej tole-
rancji na niskie temperatury.

3. Nasiona typu intermediate (czyli posrednic)

dopuszczajace ich wysuszenie do poziomu

rzedu 10-12,5% zawartosci wody oraz za-

chowujace tolerancj¢ na obnizenie tempe-
ratury.

Do nasion kategorii recalcitrant zalicza si¢
wiekszo$¢ nasion tworzonych przez gatunki ze
strefy tropikalnej oraz gatunki roslin wodnych.
Sposrod nasion strefy umiarkowanej przykla-
dami tej kategorii sg zoledzie réznych gatun-
kow Quercus 1 bukwie Fagus sylvatica. Nato-
miast do nasion typu posredniego naleza na
przykiad nasiona kakaowca, cytryny, pieprzu
czarnego i herbaty chinskiej.

Dla nasion wrazliwych na suszenie koniecz-
nym stalo si¢ opracowanie specjalnych technik
ich dlugotrwatego przechowywania. Glownie sto-



Banki genow w zachowaniu roslin rzadkich i zagrozonych

suje sig tutaj kriokonserwacj¢ izolowanych osi
zarodkowych oraz zarodkoéw zygotycznych lub
somatycznych (Chmielarz 1998, Suszka 2000).

KULTURY IN VITRO

Oprocz nasion, waznym rodzajem plaz |
zarodkowe) przechowywanej przez banki ge-
now sa rozne kultury in vitro stuzace do zacho-
wania roznorodnosci genetycznej gatunkow
rozmnazajacych si¢ glownie w sposob wegeta-
tywny, czy tez gatunkoéw wieloletnich posia-
dajacych dhugi okres juwenilnego rozwoju oraz
wspomnianych juz gatunkow tworzacych na-
siona wrazliwe na suszenie. Jako materiat dla
kultur in vitro stuza gléwnie tkanki meryste-
matyczne, na przyktad wierzchotki pedow lub
korzenia (Towill 1998). Czesto stosuje sig tak-
ze przechowywanie w warunkach kriogenicz-
nych pakéw $piacych lub katowych (Stushnoff
i Seufferheld 1995).

Do dlugiego przechowywania kultur in vi-
tro w bankach genow stosuje si¢ dwie podsta-
wowe metody: hodowli w warunkach wolne-
2o wzrostu lub w warunkach kriogenicznych
(Withers 1991). Techniki kriokonserwacji
umozliwiaja dluzsze przechowywanie kultur,
ale wymagaja stosowania odpowiednich metod
zabezpieczajacych komorki przed uszkodze-
niem ich w trakcie zamrazania i rozmrazania.
Stosuje sig¢ rozne zwigzki chemiczne, po angiel-
sku okreslane jako cryo-protectans, a po pol-
sku krioprotektory, umozliwiajace zapobiega-
nie uszkodzeniu komorek przez tworzacy si¢
16d, a zdrugiej strony utrzymywanie odpowied-
nicgo cisnienia osmotycznego we wngtrzu za-
mrazanych komorek przez zmniejszenie dyfu-
zjt wody z komorki wskutek wzrostu lepkosci
soku komorkowego (Chmielarz 1998, Puchal-
ski 1998). Naleza do nich takie zwiazki jak
dwumetylowy tlenek siarki (DMSO), glikole
polietylenowy i propylenowy, gliceryna, sor-
bitol i inne cukry oraz aminokwasy (glownie
prolina).

Aby zmniejszy¢ ryzyko uszkodzen w trak-
cie gwaltownego zamrazania opracowane zo-
staty dwie podstawowe techniki kriokonserwa-
cyjne kultur in vitro: zeszklenia (po angielsku
vitrification) oraz otoczkowania w alginianie
wapnia (po angielsku encapsulation) (Towill
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1996). Stosuje sig takze rozne kombinacje obu
technik w zaleznos$ci od rodzaju tkanki (Ash-
wiure 199?)

OCHRONA ROZNORODNOSCI
ROSLIN RZADKICH
I ZAGROZONYCH

Banki genow tworzone byly przede wszyst-
kim do zachowania zasobow genowych roslin
uzytkowych lub pokrewnych im gatunkow dzi-
ko rosnacych. W ostatnich latach techniki prze-
chowywania plazmy zarodkowej stosowane
przez banki genéw nabraly duzego znaczenia
dla zachowania rzadkich i zagrozonych gatun-
kow flory naturalnej (Frankel et al. 1995). Do
ochrony ex situ takich gatunkow stosowana byla
dotychczas ich uprawa w formie kolekcji zy-
wych roslin (utrzymywanych w gruncie lub tez
w szklarniach i palmiarniach) prowadzona
gloéwnie przez ogrody botaniczne. Do tego typu
dziatalno$ci ogrodow botanicznych opracowy-
wane byly specjalne programy (Heywood 1989,
Wyse Jackson i Sutherland 2000). W ostatnich
latach w wielu ogrodach botanicznych zaczgto
tworzy¢ banki nasion i kultur in vitro do ochro-
ny ex situ gatunkéw zagrozonych wymarciem
(Laliberté 1997). Mozna wyliczy¢ nastgpujace
zalety bankow nasion i kultur in vitro w sto-
sunku do kolekeji zywych roslin: .

* mnigjsze ryzyko zmian struktury genetycz-
nej populacji spowodowanych przez muta-
cje, rekombinacje lub selekcjg naturalng i
dryft genetyczny,

wigksze bezpieczenstwo materiatu przez
brak ryzyka uszkodzenia roélin przez cho-
roby, szkodniki, zwierzgta lub czynniki po-
godowe,

mozliwo$¢ utrzymywania w malej objetosci
duzej liczby osobnikow, zapewniajaca lep-
szq reprezentatywnosc¢ genetyczng prob oraz
eliminujaca ryzyko dryftu genetycznego,
relatywnie mniejsze koszty utrzymywania
kolekeji kalkulowane dla dlugich okresow
przechowywania,

mozliwos¢ zachowania materiatu genetycz-
nego przez bardzo dhugi okres szacowany
‘nawet na kilkaset lat w przypadku nasion i
tkanek przechowywanych w warunkach
kriogenicznych.
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Przy przechowywaniu nasion ro$lin dziko
rosngcych probuje sig adoptowac zwykle techni-
ki stosowane przez banki genow dla roélin uzyt-
kowych. Okazalo si¢ jednak, iz rosliny dziko ro-
snace odznaczaja si¢ inng 1 mocno zréznicowang
biologia swoich nasion. Biologia nasion flory
naturalnej jest raczej stabiej poznana niz dla ga-
tunkéw roslin uzytkowych i dlatego przy kietko-
waniu i dlugotrwatym przechowywaniu nasion
takich ro$lin napotyka si¢ na wiele trudnosci.
Przede wszystkim nasiona gatunkow ro$lin wy-
stepujacych w stanie naturalnym sa znacznie trud-
nigjsze do zbioru ze wzglgdu na bardzo nierow-
nomierne ich dojrzewanie. Bardzo czgsto gatunki
dziko rosnace tworzg nasiona ulegajace spoczyn-
kowi bezwzglgdnemu, co moze przysparzac¢ do-
datkowych klopotow w trakcie ich kietkowania i
wymaga stosowania odpowiednich technik do
przerywania spoczynku.

Jak juz wspomniano, banki nasion i kultur
in vitro zostaly zorganizowane w wielu ogro-
dach botanicznych na $§wiecie. Najwigkszy na
$wiecie taki bank genow dla flory naturalnej
jest obecnie w koncowym stadium realizacji w
Wielkiej Brytanii (Linington 1997). Powstaje
on jako oddzial Krolewskiego Ogrodu Bota-
nicznego Kew w Wakehurst Place w hrabstwic
Sussex. Nazwany zostal Milenijnym Bankiem
Nasion lub Arkaq Nowego XXI Wieku. Zakla-
da sig, ze znajdzie si¢ w nim 24 tysiace probek
nasion, czyli prawie 10% naczyniowej flory
$wiatowej, w tym cala flora Wysp Brytyjskich
oraz przewazajaca czg$¢ flory $wiatowej obsza-
row suchych. Ten gigantyczny bank genow
zostal sfinansowany przez rzad Zjednoczone-
go Krolestwa Wielkiej Brytanii i Irlandii Pol-
nocnej kwota przekraczajaca 80 milionow fun-
tow, pochodzaca w znacznej czgsci z wplywow
z narodowej loterii.

W polskich ogrodach botanicznych rosliny
rzadkie, chronione i zagrozone gromadzone sa
glownie jako kolekcje zywych roélin. W Ogro-
dzie Botanicznym PAN w Warszawie-Powsi-
nie majacym rowniez status Centrum Zacho-
wania Roznorodnos$ci Biologicznej, od ponad
10 lat prowadzone sg prace nad tworzeniem
banku nasion dla zagrozonych, chronionych i
endemicznych gatunkow flory polskiej (Mura-
nyi et al. 1995). Prowadzi si¢ rowniez badania
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nad wykorzystaniem kultur in vitro do zacho-
wania w warunkach kriogenicznych wybra-
nych gatunkow roslin zielnych, na przykiad
goryczek (Kowalczuk i Rybezynski 1994) oraz
paproci (Goller i Rybezynski 1995). Kultura-
mi in vitro krajowych gatunkow roslin zagro-
zonych zajmuje si¢ takze od wielu lat Ogrod
Botaniczny Uniwersytetu Wroctawskiego (Kro-
mer et al. 2000, Marszatl i Kromer 2000).

Wydaje sig, ze konieczne jest zintensyfiko-
wanie prac nad utworzeniem w Polsce tzw. na-
rodowego banku genow flory rodzimej, w kto-
rym umieszczone zostalyby gatunki naszych
endemitow oraz wszystkie gatunki flory naczy-
niowej znajdujace sig na Czerwonej Liscie Ro-
§lin Zagrozonych w Polsce (Zarzycki i Szelag
1992).

Do tego typu prac jest juz przygotowany
bank nasion utworzony w Ogrodzie Botanicz-
nym — Centrum Zachowania Roznorodnosci
Biologicznej PAN. Bank ten zostal wyposazo-
ny w urzadzenia do kielkowania nasion w kon-
trolowanych warunkach oraz w komory zamra-
zalnicze moggce utrzymywac temperaturg do
—40°C. Posiada takze unikatowe zestawy tan-
kow i termosow do przechowywania nasion i
tkanek w cieklym azocie. Dla okolo 60 gatun-
kow opracowana zostala takze metodyka kicl-
kowania i bezpiecznego zamrazania nasion.
Badania te wykonuje si¢ wedlug podanego obok
schematu.

Pierwszym etapem jest zbior nasion z natu-
ralnych stanowisk zapewniajacy ich wiasciwa
reprezentatywnos¢. Stosuje sig tutaj zasady opra-
cowane przez Center for Plant Conservation
(1991) w Stanach Zjednoczonych Ameryki:

1. Dlakazdego gatunku wybicra si¢ 1-5 natu-
ralnych populacji, przy czym stosuje sig
nast¢pujaca zasadg: gdy wystgpuje 1-3 po-
pulacji gatunku, to zbioru dokonuje si¢ ze
wszystkich, dla gatunku reprezentowanego
przez 4-5 populacji wybiera si¢ losowo 3
populacje, a w przypadku liczebno$ci po-
pulacji wigkszej niz 5 do zbioru pobierane
$q nasiona z co najmniej 5 populacji.

Dla kazdej populacji zbioru dokonuje si¢ z
10-50 osobnikow (dla gatunkow obcopyl-
nych zawsze nie mniej niz 50 osobnikow).
3. Dla kazdego osobnika powinno si¢ zbicrac

1-20 nasion (lub innych diaspor).
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METODYKA KRIOGENICZNEGO PRZECHOWYWANIA NASION

. ZBIOR Z NATURALNYCH STANOWISK

g 1-5 Loplulacji

h 4

WYLUSKIWANIE I CZYSZCZENIE NASION

SUSZENIE NAD ZELEM KRZEMIONKOWYM
1-6 miesi¢cy do 7-10% zawartosci wody

A

A

TEST KIELKOWANIA

STRATYFIKACJA
4 tyg. w 3°C w ciemnosci
DEZYNFEKCJA
1" 70% Et-OH
2 % chloramina

10

KIELKOWANIE
a) sterylna H,O
b) 0,2% KNO;
¢) 400 mg/l GA3

10 tygodni
temperatura:

25°C dzien (16 h)
| 15"C noc (8h)
| wilgotno$é powietrza 90%

Zakresy szybko$ci zamrazania

a)

b) 0,7°C/min.

¢) 1,0°C/min.

Programowanego aparatu Nicol LM10

TEST ZAMRAZANIA
Przy uzyciu komputerowo

bezposrednie zamrazanie
w LN 2
5 w-196"C

22°C » LN,

-40°C _, LN,

A J

DLUGOTRWALE PRZECHOWYWANIE W PARACH CIEKLEGO AZOTU
(ok. -150"C)

Tak zebrane nasiona sa nastgpnie wytuski-
wane i czyszczone. Kolejnym etapem jest ich
suszenie. Wykonuje si¢ to w szklanych eksy-
katorach nad Zelem krzemionkowym. Po 1-6
miesigcy takiego przechowywania nasiona osia-
gaja zwykle 7-10% zawartosci wody. Nastep-
nie nasiona poddaje si¢ rownolegle dwom te-
stom: kietkowania i zamrazania. Najpierw
nasiona sg stratyfikowane w ciemnosci przez 4
tygodnie w temperaturze 3°C, a nastgpnie po
dezynfekcji w 70% etanolu lub 2% roztworze
chlorominy poddaje si¢ kietkowaniu w kontro-
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lowanych warunkach temperatury i wilgotno-
$ci z wykorzystaniem substancji powodujacych
przerywanie spoczynku nasion: 0,2% roztwo-
rze KNO, lub roztworze GA3 w stezeniu 400
mg/l. Tak przeprowadzony test pozwala na
okreslenie optymalnych warunkéw kietkowa-
nia badanych nasion.

Test zamrazania stuzy okresleniu tempa
bezpiecznego zamrazania nasion. Opisana me-
todyka badania nasion zostata opracowana
przez mgr Romana Muranyi’ego (dane nie pu-
blikowane).



J. Puchalski

Nasiona oceniane przy pomocy obu testow
sg nastgpnie umieszczane w probowkach krio-
genicznych i przechowywane w parach ciekle-
go azotu w temperaturze okoto —150°C. Zakta-
damy, Ze nasiona w tych warunkach zachowuja
swa zywotno$¢ nawet przez okres ponad 100
lat. Oceng Zywotnosci nasion przy pomocy te-
stu kietkowania wykonuje sig co 5 lat.

SUMMARY

Ex situ conservation is an alternative me-
thod for preservation of rare and endangered
plant species. Botanical gardens always played
an active role in the conservation of many plants
species, as well as in situ and ex situ conditions,
however the main conservation method was the
cultivation of endangered plants as living plants
collections. Presently the methods used by ge-
nebanks for crop germplasm were adopted and
in many botanical gardens in the world the seed
and in vitro banks were organized. Especially
the long-term seed storage might be used for
genetic diversity conservation. Usually the se-
eds called orthodox are dried up to 3-7% mo-
isture contents and later stored in low (ca. —
20°C) or in ultralow (in liquid nitrogen —196°C)
temperatures. Especially the cryogenic seed sto-
rage in the vapour of liquid nitrogen is very ef-
ficient for the conservation purposes of rare and
endangered plants. Also this technique is used
for Polish vascular plants conservation in the
Botanical Garden — Center for Biological Di-
versity Conservation of the Polish Academy of
Sciences in Warsaw.
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