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Zastosowanie metod kultur tkankowych
w aktywnej ochronie Saxifraga hirculus L.
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Saxifraga hirculus, an endangered species, is protected under 1T Annex Nr 1992/43/EEC. Pro-
tocol of in vitro plant regeneration from seeds and shoots was established. Obtained rooted
plantlets were acclimatized and grown in the Botanical Garden in Powsin,
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WSTEP

Od czasu Szczytu Ziemi (Konferencja w Rio de
Janeiro — 1992 rok) zachowanie roznorodnosci
$wiata organizmow zywych (bioréznorodnosci)
stato si¢ podstawowym i jednym z najwazniej-
szych zadan wszelkich programow ochrony
przyrody. Jest to odpowiedz na szybko poste-
pujace procesy przeksztalcen i degradacji sro-
dowiska, powodujace wymieranie gatunkow na
coraz szerszq skalg. W skrajnych przypadkach
ochrona zagrozonych gatunkoéw wylacznie in
situ okazuje si¢ niewystarczajaca. W takiej sy-
tuacji konieczne staje si¢ sigganie po nowe, nie-
konwencjonalne metody ochrony ex sifu, w tym
metody uzywane przez wspolczesng biotechno-
logie. Jedna z takich metod jest zachowywanie
lub namnazanie gatunkow w kulturach in vitro.
Do wiodacych os$rodkow, ktore wykorzystuja od
pewnego czasu t¢ technike, nalezy Ogrod Bo-
taniczny w Kew w Wielkiej Brytanii (Peterson,
Weigel 2002). Za zastosowaniem Kkultur in vitro

przemawia czg¢sto nieskutecznos¢ metod trady-
cyjnego rozmnazania, a takze duza wydajnos¢
metody in vitro pozwalajacej namnozy¢ duza
liczbe nowych osobnikow z niewielkiej ilosci
materialu wyjsciowego, co jest szczegodlnie
wazne w przypadku skrajnie matych populacji
(Krogstrup et al. 1992, Fay 1994). Z koncem
ubieglego wieku zaczgto jg stosowac na szersza
skale w ochronie gatunkéw ginacych. W roku
1999 Pence donosit o wykorzystaniu metody
mikropropagacji w ochronie ponad 170 zagrozo-
nych gatunkéw roélin pochodzacych z 60 rodzin
z roznych krajow.

OBIEKT I PROBLEMATYKA BADAN

W latach 70. 1 80. ubieglego stulecia w wielu
krajach europejskich, w zwigzku z bardzo
szybko postgpujacymi procesami przemian an-
tropogenicznych srodowiska naturalnego, wiele
biotopow zostato silnie przeksztalconych, a caty
szereg zwiazanych z nimi gatunkow zaczat
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drastycznie zmniejsza¢ areal wystgpowania.
Przykladem takiego gatunku jest skalnica tor-
fowiskowa Saxifraga hirculus L.

Nalezy ona do grupy gatunkéw arktyczno-
borealno-gorskich o szerokim cyrkumpolarnym
zasiggu (Meusel et al. 1965), zas we florze
polskiej uznawana jest za relikt glacjalny. Pod-
stawowy obszar jej wystgpowania w Polsce po-
krywa si¢ z granicami ostatniego zlodowacenia
(Pawlowska 1955). W naturalnych siedliskach
wystepuje tylko na torfowiskach niskich i przej-
sciowych z klasy Scheuchzerio-Caricetea fuscae
(glownie w fitocenozach ze zwiazku Caricion
lasiocarpae, rzadziej Rhvnchosporion albae),
w miejscach zasilanych przez wody wysig-
kowe (Polakowski 1963, Sokotowski 1978,
Oberdorfer 1990, Bloch, Zatuski 2001). Pod
wplywem zmian stosunkow wodnych bedacych
wynikiem przemian antropogenicznych, gatunek
ten w wielu miejscach wyginal. W Polsce do-
tyczy to szczegolnie stanowisk znajdujacych sig
na skraju jego zasiegu. Do wymartych nalezy juz
dzi$ np. jedyne znane stanowisko tego gatunku
w polskich Karpatach na Molkéwce u podnoza
Tatr (Pigko$-Mirkowa 2008), podobnie jak
liczne stanowiska potozone w Polsce centralnej
(Zajac, Zajac 2001). Aktualnie najwigksza liczba
potwierdzonych stanowisk tego gatunku znaj-
duje si¢ w potnocnej Polsce, szczegolnie w jej
wschodniej czgsci (Bloch, Zatuski 2001, Zajac,
Zajac 2001, Zatuski, Bloch-Ortowska 2004).

O powadze problemu $wiadczy m.in.
uwzglednienie tego gatunku w regionalnych
i krajowych czerwonych ksiggach (np.: Zu-
kowski, Jackowiak 1995, Kazmierczakowa,
Zarzycki 2001, Markowski, Bulinski 2004) oraz
w licznych dokumentach dotyczacych ochrony
bioroznorodnosci, jak np.: | Zatacznik do Kon-
wencji o ochronie gatunkow dzikiej flory i fauny
europejskiej oraz ich siedlisk, tzw. Konwencji
Bernenskiej1996, w 11 Aneksie Dyrektywy Sie-
dliskowej pod nr 1992/43/EEC, w programie
UK Biodiversity Action Plan czy EU’s LIFE
Nature Fund w Finlandii.

Najskuteczniejszym sposobem ochrony tego
gatunku jest ochrona catych jego biotopow
(Bloch, Zatuski 2001, Zaluski, Bloch-Orlowska
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2004). Zadanie to jest zazwyczaj realizowane
w dluzszym przedziale czasowym poprzez
przywracanie wezesniej istniejacych warunkow
hydrologicznych torfowisk oraz ich sasiedztwa.
Jednakze trudnosci w szybkim odtworzeniu oraz
utrzymaniu odpowiedniego stanu danego typu
siedlisk sprawiaja, ze coraz czesciej rownolegle
podejmuje si¢ prace zwigzane z ochrong ex situ.
W tym przypadku wazna rolg pelnia ogrody
botaniczne, w ktorych prowadzona jest uprawa
i populacje gatunkow zagrozonych utrzymy-
wane saq w warunkach kontrolowanych. Uprawy
te stuza z jednej strony utrzymaniu reprezenta-
tywnej puli genowej, z drugiej sa rezerwuarem
materiatu dla ewentualnej reintrodukcji gatunku
na stanowiska naturalne. Przyktadem takiej dzia-
falnosci moze by¢ Gorski Ogrod Botaniczny
PAN w Zakopanem, gdzie utrzymuje si¢ ex sifu
populacj¢ Saxifraga hirculus pochodzaca z je-
dynego, dzi$ juz — jak wspomniano — nieistnie-
jacego, stanowiska karpackiego na Molkowce
u podnoza Tatr (Pigkos-Mirkowa, Mirek 2003,
Pigko$-Mirkowa 2008).

W przypadku jeszcze istniejacych populacji
na siedliskach naturalnych Saxifraga hirculus
zaobserwowano bardzo szybkie tempo zmnigj-
szania si¢ liczebnosci gatunku. Dlatego obok
prowadzonych licznych dziatan zwiazanych z po-
prawa stanu hydrologicznego naturalnych siedlisk
konieczne bylo podjecie takich dziatan w zakresie
jego ochrony, ktore pozwola na stosunkowo
szybkie 1 pewne odtworzenie stanu liczebnego
gatunku w ginacych populacjach. O ile liczne sa
prace dotyczace taksonomii, struktury i dynamiki
populacji, biologii rozmnazania czy ckologii za-
pylania S. hirculus (por. Warncke 1980, Ohlson
1986, 1988, 1989, Welch 2002), o tyle brak jest
doniesien na temat rozmnazania i utrzymywania
tego gatunku w kulturach in vitro.

CEL BADAN

Gléwnym celem prowadzonych badan bylo:
(I) opracowanie metodyki wyprowadzenia kultur
tkankowych Saxifraga hirculus przez okreslenic
optymalnych warunkéw dla kietkowania nasion
in vitro i wzrostu siewek w tych warunkach; (II)
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opracowanie metody regeneracji roslin skalnicy
torfowiskowej na drodze organogenezy z pedow
przybyszowych; (11I) proba aklimatyzacji re-
generantow uzyskanych we wczesniejszych
etapach hodowli. Badania podjgto glownie ze
wzgledu na fakt, ze kilka ostatnich osobnikow,
jakie zachowaly si¢ ze stanowiska na Molkowece,
coraz trudniej bylo utrzyma¢ i rozmnazac tra-
dycyjnie w Goérskim Ogrodzie Botanicznym
w Zakopanem. Opracowana metoda in vitro
pozwolilaby na namnozenie nowych osobnikow
z niewielkiej ilosci materialu wyjsciowego,
jakim jeszcze dysponujemy w stosunku do tej
populacji.

MATERIAL I METODY

Pierwszy etap badan, majacy na celu opraco-
wanie metody wyprowadzenia kultur tkankowych
Saxifraga hirculus, przeprowadzono w oparciu
o material uzyskany z populacji naturalnych,
wystepujacych w Polsce pétnocnej, aby nie ryzy-
kowac zniszczenia ostatnich zachowanych osob-
nikow z populacji z Molkowki. Materiatem byty
nasiona oraz wierzchotki wzrostu pgdu zebrane
z osobnikow populacji wystgpujacej kolo Jeziora
Polgoszez (53°57'N, 17°52'E)".

Materiat roslinny (nasiona oraz fragmenty
pedow) odkazano, wykorzystujac nastgpujace
$rodki: alkohol etylowy (70%), ptyn myjaco-
odkazajacy na bazie zwiazkow chloru — Dome-
stos™ (10-50%), wodg utleniona (3%), chlorek
rteci (1%), srodek odkazajacy Plant Preservative
Mixture (PPM ™, Plant Cell Technology INC.,
USA; 0,1-1%).

1. Nasiona S. hirculus wylozono na pozywke
sporzadzona wg Murashige i Skoog’a (1962)
z potowa zawartosci makro- i mikroelementow
z dodatkiem 1,5% sacharozy (2MS). Po 2 tygo-
dniach nasiona przeniesiono na swiezg pozywke
2 MS. Nasiona umieszczono na szalkach Pe-
triego zawierajgcych 10 ml pozywki.

2. Odkazone pedy wylozono na agarowg
pozywke MS i umieszczono w stoiczkach za-
wierajacych 20 ml pozywki.

* Material zebrano za zgoda Ministerstwa Srodowiska.

Pozywki zestalono agarem (Agar-agar,
Merck®, Germany) w ilosci 6 gl!, pH wszyst-
kich pozywek ustalono przy pomocy IN NaOH
przed dodaniem agaru i autoklawowano w tem-
peraturze 121°C przez 20 min. Kultury skalnicy
umieszczono w fitotronie w temperaturze 20°C
oraz 25°C, przy 16-godzinnym fotoperiodzie
i natgzeniu oswietlenia wynoszacym 45 pmol/
s'm? ($wietlowki Fluora™, Osram, Niemcy).

W kolejnym doswiadczeniu porownywano
wzrost 1 rozwoj peddéw rosnacych na pozywkach
Murashige i Skoog’a (MS) o zmodyfikowanych
pH (pH 4.8; 5,8; 6,8) i na pozywce 2 MS o pH
5,8 w temperaturach 20°C oraz 25°C.

Po 6 tygodniach mierzono dlugo$é¢ pedu,
liczbe lisci, korzeni, procent eksplantatow two-
rzacych nowe pedy oraz liczbe nowych pedow.
Otrzymane w kulturach tkankowych nowe ro-
$liny skalnicy torfowiskowej plukano pod bie-
zaca woda w celu usunigcia pozywki agarowej
z korzeni i wysadzano do koreczkow torfowych
o pH 6 (Jiffy Products International AS, Nor-
way ™). Rosliny umieszczano w plastikowych
szklarenkach, ktérych przykrycie stopniowo
uchylano w celu przystosowania (aklimatyzacji)
do warunkow polowych. Oprocz stopniowego
zmniejszenia wilgotnosci powietrza zwigkszano
natgzenie oswietlenia. Regeneranty rosty w wa-
runkach 16-godzinnego dnia, w temperaturze
20°C, byly podlewane 3 razy w tygodniu, nawo-
zone 1% roztworem plynnego nawozu Florovit
(INCO Veritas S.A., Polska) 3 razy w miesiacu.
W celu ochrony roéliny opryskiwano srodkiem
grzybobojczym (0,1% Amistar 250 SC, Target)
1 owadobojczym (0,05% Talstar 100EC, Target)
1 raz w miesiacu. Po szesciu miesiacach ro-
$liny z jednego wysadzonego pedu utworzyly
kepy skiadajace z 4-10 pedéow z bardzo dobrze
rozwinigtym systemem korzeniowym i w tym
stanie przewieziono je do Ogrodu Botanicz-
nego — Centrum Zachowania Bioréznorodnosci
Biologicznej PAN w Powsinie. Roéliny te na-
stgpnie wysadzono w tzw. mateczniku (miejsce
w inspekcie wylozone substratem torfowym),
a po zaaklimatyzowaniu czg¢s¢ osobnikow prze-
sadzono do gruntu w kolekcji roslin chronio-
nych. W miejscu, gdzie gatunek wysadzono,
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stworzono, poprzez umozliwienie stalego na-
wodnienia, warunki, ktére mialy by¢ jak najbar-
dziej zblizone do tych panujacych w naturalnym
siedlisku.

WYNIKI I DYSKUSJA

W pracy przetestowano dwie metody wypro-
wadzenia sterylnych kultur tkankowych skalnicy
torfowiskowej z fragmentow pedu oraz z nasion.
Pierwsza z metod nie przyniosta pozytywnych
rezultatow. Niepowodzeniem zakonczyly sig
bowiem proby odkazenia pedow skalnicy ze
wzgledu na obecno$é¢ w tkance roslinnej pato-
gendow (infekcje pierwotne), ktére zniszczyly
eksplantaty. Dlatego do zalozenia sterylnej kul-
tury tkankowej i wyprowadzenia stoku roslin
wykorzystano siewki wyprowadzone z nasion
w warunkach in vitro, uzyskane dzigki opraco-
waniu skutecznej procedury. Najlepszym spo-
sobem odkazania nasion okazal si¢ srodek PPM
w stezeniu 0,2%. Wylozone na pozywke 2 MS
nasiona kietkowaly po ok. 2-3 tygodniach.
Kietkowanie obserwowane bylo nawet po 7
miesiacach od zatozenia kultury i wylozenia na
pozywke. Otrzymane siewki byly przenoszone
na nowe pozywki i namnazane przez okres 5-6
miesigcy w celu uzyskania odpowiedniej liczby
eksplantatow, potrzebnej do zalozenia doswiad-
czenia badajacego wplyw pH i temperatury na
wzrost 1 rozwoj skalnicy torfowiskowe;.

Eksplantaty wierzchotkow pedu wysadzone
na pozywki bez regulatorow wzrostu w tempe-
raturach 20°C lub 25°C oraz przy pH 4,8 lub 5.8
lub 6,8 wykazywaly normalny rozwoj i wzrost.
Wplyw pH uwidacznial si¢ we wzroscie i roz-
woju pedow na pozywce. Obserwowano row-
niez zroznicowana morfogenezg. W zaleznosci
od warunkow temperatury hodowli i pH po-
zywki, eksplantaty formowaty rézna liczbe lisci,
korzeni lub nowych pedow. Otrzymane wyniki
pokazaly, ze wzrost pedow i tworzonych przez
nie lisci osiaga maksimum przy pH 5,8 i sg one
wyraznie nizsze zarowno przy pH 4.8 jak i 6,8.
Natomiast przy pH 4.8 i 6,8 obserwowano for-
mowanie nowych pedow, podczas gdy rosliny
rosnace w warunkach pH 5,8 ich nie formowaty.

M. Kedra

Wplyw temperatury zaznaczal si¢ wyraznic
w tempie wzrostu pedow. Temperatura 25°C na-
silata ujemny wpltyw pH 1 rosliny rosty wolniej.
Najdhuzsze pedy otrzymano na pozywce 2 MS
niezaleznie od temperatury. Pedy i liscie roslin
rosnacych w temperaturze 20°C byly grubsze
i intensywniej zabarwione niz te, ktdre rosly
w temperaturze 25°C. W prowadzonych kul-
turach tkankowych stwierdzono takze réznice
w ukorzenianiu eksplantatow. W temperaturze
25°C korzenie byly krotsze 1 w dwukrotnie
mniejszej liczbie niz w temperaturze 20°C.

Mtlode rosliny otrzymywane z kultur tkan-
kowych, a nastgpnie przenoszone do otwartej
hodowli, narazone sa na szok fizjologiczny zwia-
zany z wysychaniem i odmiennymi warunkami
o$wietlenia oraz szkodliwym dziataniem pato-
genow i dlatego wymagaja stopniowej aklima-
tyzacji do nowych warunkow. W zwiazku z tym
ukorzenione rosliny zostaty wysadzone w do-
niczkach torfowych (koreczki torfowe) i aklima-
tyzowane najpierw w warunkach szklarniowych.
Mimo tych staran przetrwato tylko okoto 40%
roslin, ktdre nastgpnie przesadzono do gruntu.
Wszystkie te rosliny pozniej rosty 1 rozwijaly
si¢ juz prawidtowo. W latach 2007-2008 skal-
nica na specjalnie utworzonym poletku z do-
datkowym systemem nawadniania w Ogrodzie
Botanicznym w Powsinie rozrosta si¢, tworzac
kepki. W drugim roku uprawy w gruncie za-
obserwowano kwitnienie S. hirculus. Ten stan
stwarzal nadziej¢ na dalszy dobry rozwdj po-
pulacji. Niestety, w 2009 roku okazalo si¢, Zz¢
rosliny na stanowisku w ogrodzie, gdzie od po-
czatku stosowano dodatkowe nawadnianie, nie
podjely dalszego wzrostu 1 wyginely (A. Gasek,
J. Podlasiak — inf. ustna), natomiast te, ktore
rosty w mateczniku w warunkach mniejszego
uwilgotnienia, odznaczaty si¢ dobrym wzrostem
i z tej grupy cz¢s¢ zostata przesadzona na sta-
nowisko w otwartej czgsci ogrodu.

Saxifraga hirculus, jako gatunck o charak-
terze borealnym, lepiej rosnie w nieco nizszych
temperaturach niz rosliny strefy klimatu umiar-
kowanego. Potwierdzaja to wyniki uzyskane
w warunkach kultur tkankowych. Rosliny,
ktore rosty w temperaturze wyzszej (25°C) byly
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nizsze 1 stabiej ukorzenione od roslin rosngcych
w temperaturze 20°C. Z literatury wynika, ze
w naturalnych warunkach S. hirculus rosnie
glownie przy pH wahajacym si¢ od 5,8 do 7.5,
natomiast pH ponizej 5 stanowi czynnik ograni-
czajacy jej rozwoj (Kosinski 2000, Welch 2002).
Obserwacje skalnicy torfowiskowej w hodowli
kultur tkankowych wykazaly, ze w warunkach
pH ponizej 5 oraz powyzej 6 rosliny sa stymu-
lowane do tworzenia nowych pedow czyli do
rozmnazania wegetatywnego.

WNIOSKI

Wyniki doswiadczenia wskazuja, ze mi-
krorozmnazanie Saxifraga hirculus moze sta-
nowi¢ jedng z technik uzytecznych w aktywnej
ochronie tego gatunku. Do czasu opracowania
lepszego sposobu sterylizacji wierzchotkow
pedu, material wyjsciowy moga stanowi¢ na
razie tylko nasiona. Optymalne warunki dla
kietkowania nasion in vitro 1 wzrostu siewek
Jjakie ustalono w ninigjszej pracy, to: temperatura
20°C, oswietlenie, pozywka ' MS z dodatkiem
0.2% PPM. Kietkowanie rozpoczyna si¢ wow-
czas po okoto 2 tygodniach. Regeneracja roslin
przebiega najkorzystniej w temperaturze 20°C.
Sama aklimatyzacja regenerantow w warunkach
szklarniowych przebiega powoli, wymaga za-
stosowania wielu zabiegow ochronnych w celu
zabezpieczenia przed patogenami i owadami
roslinozernymi.

Obserwacje zalozonego w Ogrodzie Bota-
nicznym PAN w Powsinie matecznika (rosliny
umieszczone w skrzynkach z substratem tor-
fowym i wysadzone do inspektu) i hodowla zacho-
wawcza skalnicy torfowiskowej wyprowadzonej
z kultur in vitro w warunkach ogrodu botanicz-
nego, wskazuja na mozliwos¢ uzycia tej techniki
w ochronie gatunku jako metody wspomagajace;j.
Jednak ustalenic odpowiedniego siedliska dla ro-
§lin rozmnozonych na drodze kultur tkankowych
wymaga dalszych badan dla ustalenia najbardziej
sprzyjajacych czynnikow i warunkow uprawy ex
situ w ogrodzie botanicznym.

Na obecnym etapie badan zastosowanie
metody kultur tkankowych na szersza skalg

ograniczane jest glownie niepowodzeniami
w uzyskiwaniu eksplantatow z organéw wege-
tatywnych. M.in. ta przeszkoda uniemozliwila
jak dotychczas wykorzystanie tej techniki do
rozmnozenia matej populacji podtatrzanskiej,
ktorej osobniki utrzymuja si¢ w ostatnich latach
wylacznie w stanie plonnym. Jezeli odnotowano
zakwitanie, to byly to tylko pojedyncze kwiaty,
ktore nie produkowaly ptodnych nasion.

PODZIEKOWANIA. Badania wykonano w ramach grantu
MNISW nr 2 PO4G 082 26. Material zostal zebrany
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