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ZASTOSOWANIE KULTUR IN VITRO W OCHRONIE RZADKICH
I GINACYCH GATUNKOW PAPROCI SERPENTYNITOWYCH

The use of in vitro culture methods for the protection of rare
and endangered serpentine fern species
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WSTEP

Najwigksze masywy serpentynitowe w Eu-
ropie wystepuja na Polwyspie Batkanskim, w
Alpach, potudniowo-wschodniej Portugalii i w
Wielkiej Brytanii (Roberts i Proctor, 1992). W
Polsce skaty serpentynitowe mozna spotkac
jedynie na terenic Dolnego Slaska, a ich naj-
wigksze skupienia znajduja si¢ na potnoc od
Janowic Wielkich, na wzgorzach kolo Kielezy-
na, w Masywie Slezy (Sobotka i Gora Radu-
nia), na poludnie od Zabkowic Slaskich oraz
na potnocny wschéd od Klodzka.

Na serpentynitach mozna znalez¢ cickawe
i rzadkie gatunki ro$lin. Wéréd nich wystepuja
pewne gatunki paproci z rodzaju Asplenium,
ktorych zasigg wystgpowania w Polsce ograni-
czony jest tylko do podioza serpentynitowego
(Bolewski i Parachoniak, 1982). Do paproci
tych, nazywanych paprociami serpentynitowy-
mi, zalicza si¢ zanokcice klinowata Asplanium
cuneifolium Viv., serpentynowa A. adulterinum
Milde, ciemna A. adiantum-nigrum i kKofnczy-
sta w odmianie §laskie] 4. onopteris var. sile-
siaca Milde. Paprocie te rosng w szczelinach
skalnych tworzac niewielkie skupienia, zasie-
dlajac rozproszone i izolowane stanowiska.
Duza czesé ro$lin z obszarow serpentynitowych
uwazana jest za gatunki endemiczne, a wérod
nich za relikty glacjalne Europy Srodkowej
uwazane sa Asplenium adulterinum i Aspleniun
cuneifolium (Braun-Blanquet, 1951, Holdereg-
ger, 1994). Wszystkie wyzej wymienione ga-
tunki paproci serpentynitowych znajduja si¢ na
.czerwongj liscie” roslin zagrozonych wymar-
ciem, a jeden z nich Asplenium adulterinum
zostal umieszczony w Polskiej Czerwonej Ksig-
dze Roslin (V-narazony) (Zarzycki i Kazimier-
czakowa, 1993).
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Z obserwacji wlasnych przeprowadzonych
w terenie, za glowne przyczyny zanikania pa-
proci serpentynitowych uwaza si¢ nickorzyst-
ne zmiany mikroklimatu, dotyczgce przede
wszystkim warunkow $wietlnych i wilgotno-
$ciowych. Fabiszewski (1993) i Zolnierz (1993)
podaja, ze przyczyna zanikania paproci serpen-
tynitowych jest ekspansywnos¢ innych gatun-
kow (np. trzcinnika lesnego Calamagostris
arundinacea) oraz naturalna sukcesja zbioro-
wisk roslinnych. Ponadto stanowiska, na kto-
rych rosng paprocie serpentynitowe sa atrak-
cyjne turystycznie 1 wypoczynkowo, co w
krotkim czasie moze doprowadzi¢ do zniszcze-
nia populacji, a nastgpnie przyspieszania pro-
cesOw synantropizacji zbiorowisk roslinnych
(Fabiszewski, 1993, Zolnierz, 1993).

Nasilajacy si¢ proces zagrozenia, a nawet
wymieranie paproci serpentynitowych zmusza
do przeciwdzialania tym procesom, szczegol-
nie w chwili obecenej, kiedy wiele mowi sig o
utrzymaniu jak najwigkszej bioréznorodnosci
wszystkich uktadow ekologicznych. Dlatego
konieczne jest przedsigwzigeie dzialan stuza-
cych ochronie populacji paproci tworzacych
jedyny w Polsce przyktad zespotu Asplenietum
serpentini, ktorego gatunkami charakterystycz-
nymi sa Asplenium adulterinum i Asplenium
cuneifolium (Zohierz, 1993).

Czesto na skutek degradaciji siedlisk ochrona
ekosystemow i biocenoz w warunkach in situ
jestniemozliwa i dlatego coraz czgscicj mowi sig
o ochronie rzadkich i ginacych gatunkow flory
w warunkach ex situ, tj. poza ich naturalnymi
biotopami (Lukasiewicz, 1985). Mctoda ex situ
polega na prowadzeniu upraw zachowawczych,
m.in. na terenie ogrodow botanicznych, a nastgp-
nie ich reintrodukcji na stanowiska naturalne.
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Jedng z metod zachowania ex situ zagrozonych
gatunkow roslin jest technika kultur in vitro, kt6-
ra pozwala pozna¢ cykl zyciowy i strategig re-
produkeyjna badanych roslin.

Badania prowadzone w Ogrodzie Botanicz-
nym Uniwersytetu Wroctawskiego dotycza
dwoch gatunkow paproci serpentynitowych
Asplenium adulterinum i A. cuneifolium oraz
paproci nie zwigzanych z serpentynitami, ale
rowniez na nich wystepujacymi Asplenium sep-
tentrionale 1 Polypodium vulgare. Dwa ostat-
nie gatunki paproci nie sg zaliczane do roslin
gingcych w Polsce. Tworza one jednak izolo-
wane populacje o niskiej liczebnosci osobni-
kow, ktore wezesniej lub pdzniej moga row-
niez zanikna¢ ( Holderegger i Schneller, 1994,
Schneller i Holderegger, 1996). Na przyklad w
Islandii Asplenium septentrionale jest gatun-
kiem narazonym na wyginigcie (Einarsson,
1988) i dlatego rozpoczgto badania rowniez nad
ta paprocia.

MATERIAL 1 METODY

Materiatem do badan byly dojrzate i Zywot-
ne zarodniki 4 gatunkéw paproci, zebrane ze
stanowisk ich naturalnego wystgpowania w
1996 roku. Asplenium cuneifolium Ksiaznica
i Przemitow, A. adulterinum Ksigznica, A. sep-
tentrionale 1 Polypodium vulgare Osola.

Zarodniki dezynfeckowano wstgpnie w 70%
1 96% ectanolu w czasie 3, 5,7 1 10 min, a na-
stgpnie przez 3, 51 10 min w 0.1% podchlory-
nie sodu oraz przez lmin w eterze. Zarodniki
umieszezano w torebkach z bibuly filtracyjnej
zwanych ,,pakiecikami”. Po dezynfekcji zarod-
niki trzykrotnie plukano w sterylnej wodzie
destylowanej. Wydezynfekowane zarodniki
wszystkich badanych gatunkow paproci wysie-
wano rownomiernie, wraz z niewielka iloscig
sterylnej wody, na pozywke Murashige a i Sko-
oga w rozcienczeniu do 1/4 (Murashige i Sko-
og, 1962).Pozywke zestalono agarem (8 g/dm?),
stgzenie sacharozy wynosito 30 g/dm®a kwa-
sowos$¢ pozywki ustalono na poziomie pH 6,2
przed autoklawowaniem (1 Atm, 121°C, 18
min). Zarodniki wysiewano do kolbek o pojem-
nosci 100 ml, zawierajacych po 35 ml pozyw-
ki, kultury umieszczano w pokoju hodowlanym
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o temperaturze 18-20°C, przy oswietleniu wy-
noszacym 4,9 pmol'm?-s.

Do testowania réoznego stgzenia kinetyny i
IAA (0,01;0,1;0,2; 0.4; 0,8; 1,01 1,5 mg/dm”)
podawanych facznie lub rozdzielnie, na wytwa-
rzanie organow plciowych (rodni 1 plemni) wy-
brano Asplenium adulterinum i A. cuneifolium.

W nastgpnym doswiadczeniu badano wplyw
naswietlania petnym spektrum swiatla - o roznej
gestosei strumienia fotonow (4,9;5,2;12,2134.3
pmol-m?-s) oraz braku o$wietlenia (ciemnosci)
na rozwoj organdow plciowych (rodni i plemni)
A. adulterinum 1 A. cuneifolium.

Kolejne badanie dotyczylo ustalenia wply-
wu obecno$ci wody na wytwarzanie sporofi-
tow Asplenium adulterinum, A. cuneifolivin, A.
septentrionale 1 Polypodium vulgare.

W doswiadezeniach uzywano roztworu
odzywczego Murashige'a i Skooga w rozcien-
czeniu do 1/2. Pozywkg zestalano agarem (8 g/
dm’), a st¢zenie sacharozy wynosito 30 g/dm’.
Do badan wybrano stadium nitkowate przed-
rosli Asplenium adulterinum A. cuneifolium, A.
septentrionale 1 Polypodium vulgare. Przedro-
$la umieszczano w kolbkach o pojemnosci 100
ml, zawierajgcych 35 ml pozywki. Kultury znaj-
dowaly si¢ w pokoju hodowlanym o tempera-
turze 18-20°C.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zalozenie kultur in vitro. Wybrana zosta-
fa metoda dezynfekeji 70% ctanolem w czasic
3min, a nastgpnie 5 min w 0,1% podchlorynie
sodu. Pozostale sposoby dezynfekeji opdznia-
ty badz catkowicic hamowaly kictkowanie za-
rodnikow paproci. Najwczesniej kictkowaly
zarodniki Polypodium vulgare i A. septentrio-
nale, a najpozniej zarodniki Asplenium cune-
ifolium i A. adulterinum. Gametofit wyksztal-
cit si¢ zaleznie od gatunku po 3-8 miesigcach,
a sporofit pojawil si¢ po 9 miesigcach. Przed-
rosla podlegaly okreslonej sekwencji przemian,
od stadium nitki do topatki u A. cuneifolium, A.
septentrionale 1 Polypodium vulgare oraz od
stadium nitki do stadium sercowatego u Asple-
nium adulterinum. Gametangia pojawialy si¢
w stadium sercowatym u Asplenium adulicri-
mum, a u pozostalych gatunkow we wezesnym
stadium topatki.
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Wybrana w powyzszej pracy metoda dezyn-
fekeji zarodnikow data zadowalajace wyniki i
nie wykazywala dzialania toksycznego lub
opdzniajacego kietkowanie zarodnikow. Do
wysiewu zarodnikow i kultur gametofitow i
sporofitow zastosowano pozywke Murashige i
Skooga (1962), ktora byla stosowana rowniez
przez Fernandeza, Bertranda i Sanchez-Tames'a
(1993) przy hodowli in vitro Asplenium nidus.
Prawidlowo rozwinigty gametofit pojawial sig
po 3-4 miesigcach kolejno u Polypodium vul-
gare, Asplenium septentrionale, A. cuneifolium
i A. adulterimum. Po uplywie 6 miesigey od
skictkowania zarodnikow otrzymano pierwsze
sporofity Polypodium vulgare, i Asplenium sep-
tentrionale, a po 8 miesiacach A. adulterinum,
A cuneifolium. Podobne wyniki otrzymali Fer-
nandez, Bertrand 1 Sanchez-Tames (1993) u
przedro$h Asplenium nidus, ktore tworzyly spo-
rofity po uplywie 6 miecsigey.

Wplyw regulatoréw wzrostu z grupy au-
ksyn i cytokinin na rozwdj organéw plcio-
wych Asplenivm adulterinum i A. cuneifolium
w kulturze in vitro. Stwierdzono zréznicowa-
ne dzialanie niskich stezen IAA w stosunku do
dwoch badanych gatunkow paproci. Niskie stg-
zenie TAA wplywa na wytwarzanie si¢ rodni
u A. adulterinum. Pod wplywem IAA zmienia
sig tez wzajemny stosunck tworzacych sig rod-
ni do plemni na przedroslach A. adulterinum.
Poczgwszy od dawki 0,2 mg/dm?, az do dawki
0.8 mg/dm® IAA zmnicjsza si¢ ilo§¢ rodni, a
zwicksza si¢ pojawianie plemni na kultywowa-
nych in vitro przedroslach A. adulterinum. Przy
wysokich st¢zeniach tego hormonu ustaje two-
rzenie rodni i plemni. St¢zeniem dziatajacym
hamujaco na rozwoj organéow pleiowych dla 4.
adulterinum jest 0,8 mg/dm’ IAA. Znacznie
wrazliwszym gatunkiem na stosowane dawki
IAA bylo A. cuneifolium. Niskie stgzenie [AA
wplywa na wytwarzanie si¢ plemni na przed-
roslach, ale juz przy stgzeniu 0,2 mg/dm? [AA
obserwowano zahamowanie tworzenia orga-
now pleiowych u tego gatunku.

Kinetyna wykazywata zroznicowane dziala-
nie w niskim zakresie stezen. Niskie stgzenia ki-
netyny wplywaly na rozwdj rodni i plemni u 4.
adulterinum. Poczawszy od stgzenia 0,2 mg/dm’
kinetyny zmniejsza si¢ ilo$¢ plemni, a przy naj-
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wyzszym ze stosowanych stgzen tego hormo-
nu brak jest zarowno rodni jak i plemni. U 4.
cuneifolium niewielkie dawki kinetyny wpty-
wajq na rozwoj rodni, a wzrost stgzenia kinety-
ny juz od 0,2 mg/dm® jest nickorzystny, gdyz
dziala hamujaco na rozwdj organdéw plciowych.

Oba regulatory wzrostu dodane jednoczesnie
do pozywki dziataly stymulujaco na rozwoj rod-
ni i plemni u 4. adulterinum. Bardziej wrazliwe
na stosowane hormony z grupy auksyn i cytoki-
nin okazalo si¢ A. cuneifolium. Korzystny wplyw
na rozwoj organéw plciowych u tego gatunku
wywieraly tylko najnizsze st¢zenia IAA i kinety-
ny (0,01; 0,1 i 0,2 mg/dm?).

Miller (1968) rozpoczal badania nad game-
tofitami paproci, ktore miaty na celu przyspic-
szanie rozwoju gametangiow i zwigkszanie licz-
by sporofitow otrzymywanych z jednego
gametofitu. Efekty te osiagano przez traktowa-
nie przedro$li regulatorami wzrostu (Kato, 1967;
Von Anderkas, 1986; Cheema i Sharma, 1991).
W przeprowadzonych badaniach stwierdzono,
ze IAA wplywa na wyksztalcanie plemni u obu
badanych gatunkow, natomiast kinetyna dziala
stymulujaco na rozwoj rodni, ale tylko u A. cu-
neifolium. Stosowane regulatory wzrostu IAA i
kinetyna stymuluja tworzenie organow plcio-
wych w przedros$lach badanych gatunkow papro-
ci az do stezenia, powyzej ktorego ich powsta-
wanie zostaje zahamowane. Stgzenie to jest inne
dla Asplenium adulterinum (0,8 mg/dm’) 1 inne
dla A. cuneifolium (0,2 mg/dm?*). Zaobserwo-
wano, ze przedrosla 4. adulterinum ltatwiej
wytwarzaja rodnie 1 plemnie niz gametofity A.
cuneifolium, co wyja$nialoby dluzszy okres
potrzebny do wyksztalcenia sporofitu tej ostat-
niej paproci.

Wplyw intensywnosci §wiatla na rozwdj
organow plciowych (rodni i plemni) Asple-
nium adulterinum 1 A. cuneifolium. Analiza
mikroskopowa przedrosli przeprowadzona po
21 dniach od daty zalozenia do$wiadczenia
pozwolita stwierdzi¢, ze ciemno$¢ nie wplywa
hamujaco na wytwarzanie rodni i plemni. Przy
najwyzszym ze stosowanych natgzeniu strumie-
nia kwantoéw (34,3 umol-m~-s™'), przedroéla nie
wytwarzaly organow plciowych u obu bada-
nych gatunkow paproci. Najwigksza ilos¢ rod-
ni i plemni mozna bylo zaobserwowac na przed-



Fot. 1. Zanokcica serpentynowa (Asplenivm adulterinum Milde)
Fig. 1. Asplenium adulterinm Milde

roslach rosngcych przy oswietleniu wynosza-
cym 5,21 12,2 pmol'-m™s'. Po dalszych 3 ty-
godniach naswictlania kultur $wiatlem o roz-
nym nat¢zeniu strumienia kwantow nie zaob-
serwowano zadnych istotnych zmian w
morfologii przedrosli. Jedynic gametofity ro-
sngce w ciemnosci byly male, jasnozielone i wy-
twarzaly duzg ilos¢ chwytnikow. Chwytniki,
zdaniem Zenkteler (1992) prawdopodobnie
pelnig one funkcje ochronne przed nickorzyst-
nymi dla ich rozwoju warunkami.

Stwierdzono, z¢ w poczatkowym okresie
wzrostu i rozwoju przedrosla nie wymagajg in-
tensywnego oswictlenia, ktore jest dla nich
wreez niekorzystne. Swiatlo o wysokiej inten-
sywnosci powoduje zahamowanie wytwarza-
nia rodni i plemni. W przeprowadzonych do-
$wiadczeniach nie obserwowano opoznienia
rozwoju gametofitu i zaburzen w gametogene-
zie powodowanych przez niedobdr Swiatla opi-
sywanych przez Pietrykowska (1962) i Karpo-
wicz (1972). Stosowane w do$wiadczeniach
krotkotrwale okresy niedoboru swiatla nie
wpltywaly ujemnie na rozwd] gametangiow u
badanych gatunkéw paproci.
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Rozwaoj sporofitow Asplenivm adulteri-
nun, A,
i Polvpodium vulgare. Stwierdzono, z¢ sporo-
fity nie pojawialy si¢ na pozywee agarowey.
Natomiast na pozywee agarowe] z dodatkiem
wody wytwarzaly si¢ sporofity kolejno po 30
dniach u A. adulterinum (fot. 1), po 40 dnach
u A septentrionale, po 45 dniach u Polvpodium
vulgare i najpdznicy po 60 dniach u A. cuneifo-
lizm. Dla wszystkich badanych gatunkow pa-
proci niezbedna jest obecnosc wody aby doszlo
do procesu zaplodnienia, a przy miedostatku
wilgoci sporofity nie sq wytwarzane.
Zenkteler (1992; 2000) wykazala, 7¢ meto-
da in vitro moze by¢ stosowana przy rozmna-
zaniu za pomoca zarodnikow (Asplenivm adian-
tum-nigrum, Cryptogramma crispa, Osmuda
regalis 1 inn.) oraz klaczy (Osmuda regalis,
Botrvehivm lunarvia, Phegopteris connectilis,
Athvreium distentifolivan i inn.) gatunkow papro-
ci chronionych i zagrozonych wyginigeiem.
Przeprowadzone w powyzszej pracy doswiad-
czenia pozwalaja wzbogacic liste paproci roz-
mnazanych z powodzeniem w warunkach kul-
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tury in vitro o cenne paprocie serpentynitowe
Asplenium adulterinum 1 A. cuneifolium.

WNIOSKI

Opracowano skuteczng metode dezynfek-
¢ji zarodnikow badanych gatunkow papro-
¢i 70% ctanolem w czasic 3min, a nastgp-
nic Smin w 0,1% podchlorynie sodu.
Przedrosla Asplenium adulterinum i A. cu-
neifolium charakteryzuje duza, specyficzna
dla kazdego gatunku wrazliwo$c¢ na stoso-
wane egzogennie hormony. Niskie stgzenia
[AA i kinetyny stymuluja powstawanie or-
gandow pleiowych za§ wyzsze hamuja ich
roznicowanie.

Stwierdzono, ze¢ IAA wplywa na wyksztal-
canie plemni u obu badanych gatunkow,
natomiast kinetyna stymuluje wyksztalca-
nie rodni, ale tylko u A. cuneifolium.
Liczba powstajacych gametangiow silnie
zalezy od warunkow $wictlnych. Niskie in-
tensywnosci $wiatha sprzyjaja powstawaniu
rodni i plemni za$ naswictlenie $wiatlem o
gestoscei strumienia kwantéw rownej badz
wyzszej niz 34,3 umol'm™-s™' powoduje ha-
mowanie wytwarzania gametangiow. Krot-
kotrwaly okres niedoboru $wiatla nie wply-
wa ujemnie na rozwoj organow plciowych
u badanych gatunkow paproci.
Potwierdzono koniecznos§¢ wysokiej wilgot-
nosci powietrza w kolbach uzyskiwanej
dzicki dodatkowi wody, w procesic zaplod-
nienia i powstawania sporofitu.

Wykazano przydatnos¢ metody kultur in
vitro w rozmnazaniu rzadkich i ginacych ga-
tunkow paproci serpentynitowych.

e

6.

SUMMARY

Asplenivim adulterimum Milde, A. cuneifo-
lium Viv., A. adiantum-nigrum and A. onopte-
ris var. silesiaca Milde recorded in Poland exc-
lusively in Dolny Slask Region. This rare and
endangered species grow in crevices of poorly
lime and molybdenum-yielding, high chro-
mium, magnezium, cobalt and nickel serpenti-
nite rocks and scree. The sites normally rece-
ive considerable direct sunshine. This evergreen
ferns grow exclusively in a restricted serpenti-
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ne area and therefore the distribution of the
populations is patchy and the populations are
isolated from other plants. Conservation biolo-
gy usually deals with rare or endangered spe-
cies, but it should also deals species becoming
endangered soon or having a heavily fragmen-
ted distribution range. The isolated populations
may disappear sooner or later because renewal
may no longer be possible. In order to protect
these populations it would be very important to
preclude any change of habitat and removal of
individuals. The invironmental conditions per-
mitting the presence of the species have to be
maintained. It is also possible to use of in vitro
method for the propagation of rare and endan-
gered plant species and it becomes a major tech-
nique for their protection. /n vitro method gi-
ves possibility to consider the special
characteristics of life cycle and breeding sys-
tem of fern species. Our discussion about use-
fulness of in vitro culture methods for the pro-
pagation of small and separated rare and
threatened fern species is considered to be im-
portant in the context of consevation biology.
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