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PAWEL CHMIELARZ

Zachowanie roznorodnoSci genetycznej
debu szyputkowego*

ost¢pujace zanieczyszczenie Srodowiska naturalnego, prowadzace do zamierania, a w

wielu wypadkach nawet do catkowitego wyginiecia gatunkéw sprawia, ze w laborato-
riach na calym $wiecie, powstaja banki gené6w majace na celu zachowanie zasobéw
genowych cennych gatunkéw ro§lin. Jednym ze sposoboéw konserwacji roznorodnosci
genetycznej jest przechowywanie catych nasion lub ich fragmentéw w temperaturze
cieklego azotu (—=196°C). Materialem wyj$ciowym w badaniach kriogenicznych sa nasiona,
tkanki pobierane z paczkow wegetatywnych i generatywnych czy tez z innych cz¢sci roslin,
zawiesiny komérkowe, zarodki somatyczne otrzymane metoda “in vitro”, zarodki zygoty-
czne, czy wreszcie osie zarodkowe. Te ostatnie staly si¢ przedmiotem naszych badai w
aspekcie kriogenicznego (w cieklym azocie) przechowywania zasoboéw genowych de¢bu
szyputkowego Quercus robur L.

Ze wzgledu na mozliwosci przechowywania, wydzielono dwie kategorie nasion [1]. Na-
siona “orthodox”, ktére mozna odwodnié do 5% zawartosci wody lub mniej, bez obnizenia
ich zywotnosci. W stanie podsuszonym zywotnos¢ tych nasion moze by¢ przedtuzona przez
przechowywanie ich w niskich temperaturach. Druga grupa — “recalcitrant” to nasiona o
wysokim poziomie wilgotnosci, ponizej ktérego nasiona bezpowrotnie traca zywotnos¢. W
przewazajacej czesci sa to gatunki strefy tropikalnej i subtropikalnej. Nasiona tej kategorii
pozostaja po zbiorze zdolne do zycia tylko przez krétki okres (kilka tygodni czy miesi¢cy),
nawet gdy przechowujemy je przy optymalnej wilgotnosci traca zZywotnosc. Wymienié
tutaj mozna nasiona palmy oleistej, orzecha kokosowego, kakao, kawy i in. Klasycznym
reprezentantem tej kategorii w naszej strefie klimatycznej (klimat umiarkowa ny) sa mi¢dzy
innymi zoledzie dgbu szyputkowego, bezszyputkowego oraz nasiona kasztanowca.

Podsuszanie Zzoledzi do 40% zawarto$ci wody (w $wiezej masie) pociaga za soba stopnio-
wy, nicodwracalny spadek zywotnosci. Po obnizeniu wilgotnosci do 20-25% wszystkie

* Jest to referat wygtoszony na sympozjum terenowym PTL Oddziat w Gidadisku nt. “Stan d¢bu w drzewostanach
Regionalnej Dyrekcji Laséw Paristwowych Gdaiisk oraz mozliwosci jego hodowli i wykorzystania”.
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zol¢dzie sa martwe [2]. Przechowywanie nasion de¢bu przez 3 zimy przy wilgotnosci
40-45% w temperaturze -3°C, zapewnia ich kielkowanie i wschody w szkélce w ok.
50-60%. Po dluzszym przechowywaniu zdolno$¢ kietkowania gwalownie spada [3].
Niemozliwe jest zatem dugoterminowe przechowywanie calych zoledzi, jako materiatu
zabezpieczajacego zasoby genowe debu szyputkowego. Bardziej odporne na odwodnienic
sa wypreparowane z zoledzi osie zarodkowe, wielkoSci kilku milimetréw, zaopatrzone w
stozek wzrostu pedu oraz stozek wzrostu korzenia. Dzigki malej zawartosci wody lepiej
znosza one dzialanie niskich temperatur. Sam pomyst zamrazania osi zarodkowych (w
wypadku, gdy niemozliwe jest zamrozenie catych nasion) opracowali naukowcy, badajacy
ten problem na nasionach pochodzacych ze strefy tropikalnej (gléwnie prof. Chin z Malezji
oraz prof. Sakai z Japonii). Sposob przygotowania materiatu roslinnego do zamrazania,
proces zamrazania oraz rozmrazania musza by¢ opracowane indywidualnie dla kazdego
gatunku. Celem naszych badai, rozpoczetych przed dwoma laty w Instytucie Dendrologii
PAN w Kérniku, jest opracowanie kriogenicznej metody konserwacji zasobow genowych
de¢bu szyputkowego.

Technika zamrazania polega na przygotowaniu osi zarodkowych przez traktowanie ich
krioprotektantami, powolnym zamraZaniu, z regulowanym spadkiem temperatury (1°C/mi-
nut¢ do —40°C), a nast¢pnie umieszczeniu ich w cieklym azocie. Rozmrazanie przeprowa-
dza sie w laZni wodnej w temperaturze 40°C przez 5 minut. Cala roSling otrzymuje sig
metoda hodowli “in vitro”. .

Po zbiorze nasion w pazdzierniku (mozliwy jest takze zbiér niedojrzatych zolgdzi w
sierpniu) osie zarodkowe wycina si¢ z nasion skalpelem, sterylizujac dalej w 0.1% chlorku
rteci. Sterylne osie zarodkowe otoczkuje si¢ alginianem, tworzacym ochrong zewngtrzne;j
warstwy tkanek osi przed zbyt gwaltownym wysychaniem podczas suszcnia. Po czgscio-
wym odwodnieniu do okolo 20% wilgotnosci, osie zarodkowe traktuje si¢ roztworem
krioprotektantéw o réznym st¢zeniu, w réznym czasie. Stosowane krioprotektanty to
DMSO (dwumetylowy tlenek siarki), glikol propylenowy, sacharoza, mannitol. Tak przy-
gotowane osie zarodkowe zamraza si¢ do —40°C.

W trakcie dotychczasowych badaii opracowano dwie metody hodowli dgbu sposobem “in
vitro”, gdzie jako materiat wyjsciowy do hodowli uzyto niemroZonych osi zarodkowych.
Pierwsza, bezposrednia, polega na otrzymaniu ukorzenionej “mikrosiewki”, na pozywce z
mikroelementami Murashig’a i Skoog’a oraz makroelementami Quoirin’a i Lepoivre’a z
dodatkiem 1 mg/I cytokininy — BAP. Ze stozka wzrostu pedu osi zarodkowej otrzymano
rosnacy ped, a ze stozka wzrostu korzenia — korzei. Metoda posrednia, bardziej nieza-
wodna, w pierwszym etapie namnazania na pozywce WPM (Woody Plant Medium) z
dodatkiem 0,8 mg/l BAP oraz 0,25 mg/l zeatyny zapewniata wzrost nieukorzenionych
pedéw. W drugim etapie pedy te byly ukorzeniane na pozywce WPM (50% koncentracja
skladnikéw) z dodatkiem 0,5 mg/l auksyny (IAA). Tak wyhodowane “mikrorosliny”
przesadzano z pozywki agarowej do perlitu i hartowano, zmniejszajac stopniowo wilgot-

nos¢ powietrza.

W obliczu ogarniajacego coraz wigksze obszary zjawiska zamierania debow, w wypadku
pomysInego ukoiiczenia badan nad kriokonserwacja tego gatunku, zamrazanie osi zarod-
kowych debu w cieklym azocie umozliwi¢ ma w przysziosci wieloletnie przechowywanie
zasobéw genowych w bankach genéw drzew lesnych.
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Z Instytutu Dendrologii PAN w Korniku
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