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Nowe trendy w hodowli lasu
— dab w kulturach in vitro

New Trends in Silviculture — Oak in vitro Cultures

Lasy odgrywaja kluczowa rol¢ w procesach ekologicznych, takich jak utrzymywanie
struktury gleby oraz jej Zyznosci, wigzanie dwutlenku wegla oraz tworzenie biotop6w
niezbednych do przezycia wielu gatunkéw roslin i zwierzat. Stuza one niezmiennie od
wiek6w ludziom jako Zr6dto paliw, materialéw budowlanych i p6tproduktéw przemysto-
wych [30].

Jednakze w miarg postepujacej degradacji §Srodowiska lasy nie pozostaja obojetne. Coraz
trudniej czlowiekowi odtworzy¢ przyjetymi metodami hodowlanymi zniszczone komple-
ksy lesne. Coraz czeéciej czas odgrywa bardzo istotna rolg w restytucji olbrzymich
powierzchni, niegdys zalesionych r6znymi gatunkami drzew, a obecnie straszacymi kiku-
tami umierajacych ro§lin.

Niekiedy nie jesteSmy w stanie wskazaé doktadnych powod6w zamierania las6w. Dlatego
tez, warto podja¢ préby (w wielu laboratoriach na §wiecie prébuje si¢) uratowania zamie-
rajacych drzewostanéw przez stosowanie kultur in vitro. Rozmnazanie przez ukorzenianie
pedéw, tj. zrzezy jest trudne i wymaga duzej ilo$ci materialu matecznego. Rozmnazanie in
vitro stwarza natomiast potencjalne mozliwos$ci mikropropagacji drzew zaawansowanych
wiekowo, ktére beda traktowane jako drzewa mateczne. Mikrorozmnazanie, zwane takze
rozmnazaniem klonalnym, pozwala w kulturach in vitro uzyskac z niewielkich fragmentéw
ro§lin wysoki wskaZnik rozmnazania wegetatywnego. Metoda ta wykorzystuje zdolno§¢
eksplant6w do masowego tworzenia pakéw bocznych przybyszowych, mikrocebulek oraz
zarodkow [1, 2].

Zagrozonymi gatunkami drzew sg zamierajace okresowo d¢by. Wykazano, ze drzewostany
debowe zamieraja zar6wno w Polsce na Plycie Krotoszyriskiej [26], jak i w ekosystemach
lasu Troncais we Francji, w Austrii, na Wegrzech, w Rumunii Pétnocnych ’Niemczech w
Rosji i na Ukrainie. Zamieraja takze deby na terenach krajéw basenu Morza Srédziemnego
[26, 20].
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Rodzaj Quercus jest reprezentowany przez ponad 300 gatunkéw [5]. W Polsce wystepuja
3 gatunki oraz ich mieszarice. W lasach polskich, najcze$ciej mozna spotkac Quercus robur
dab szypulkowy i Quercus petraea dab bezszypulkowy oraz Quercus pubescens - dab
omszony, wystepujacy u nas na stanowisku naturalnym w Bielinku nad Odra.

Dgby, w spos6b naturalny rozmnazaja si¢ przez zotedzie, przy czym u wigkszosci gatunkéw
zoledzie dojrzewaja w pierwszym miesiacu jesieni. Zbiera¢ je nalezy w pazdzierniku.
Zotedzie §wiezo zebrane sa wyjatkowo wrazliwe na wszelkie urazy mechaniczne (deptanie,
obijanie) oraz moga tatwo ulegaé zaparzaniu, gdy sktadowane sa w grubej warstwie lub
przez kilka dni pozostaja zamknigte w worku [13]. Zoledzie sa takze bardzo wrazliwe na
przesuszenie. Przy obnizeniu wilgotno$ci ponizej 40%, gwaltownie spada ich zdolnos¢
kietkowania [28].

Na Plycie Krotoszyriskiej bedacej jednym z najcenniejszych obiektéw lesnych w Europie,
okresy zamierania wystapity w latach 1911-1924, 1929-1934, 1939-1944 i nam wspolczes-
nie rozpoczynajacy si¢ od 1981-1987 prawdopodobnie przedluzajacy si¢ lokalnie na lata
nastepne [27].

NaPtycie Krotoszyriskiej przebieg i przyczyny grupowego zamierania debéw byty zblizone
dotych, jakie od poczatku tego wielu kilkakrotnie wystepowaty w lasach dgbowych Europy
1Azji[26,27]. Dlatego tez, chcac ratowad deby przed wymarciem rozpocz¢to poszukiwanie
innych niz naturalne metody rozmnazania.

Deby zamieraja, to bezsprzeczny fakt. Dlaczego wiec w laboratoriach na catym Swiecie tak
niechgtnie podejmuje si¢ préby ratowania tego gatunku? Otéz, odpowiedZ na to pytanie
lezy najprawdopodobniej w genach debu [18]. Jest to roslina, ktéra niechetnie poddaje si¢
badaniom i hodowli masowej w laboratoriach in virro. Dab wymaga specyficznych pozy-
wek, olbrzymiej cierpliwosci na kazdym etapie hodowli, przy czym najmniejszy btad ze
strony hodowcy, przy tak wyjatkowo kapry$nym drzewie, powoduje jego natychmiastowe
obumieranie w kolbach.

Wielu naukowc6éw na catym swiecie probuje produkowac deby na skale masowa w
laboratoriach in vitro (25, 7, 18], lecz nie jest to tatwe. Ktopoty rozpoczynaja sie juz w
poczatkowej fazie: podczas sterylizacji. W zaleznosci od tego, z Jakim materiatem ro§lin-
nym mamy do czynienia, wybiera sie rézne metody [7, 18, 25, 26, 32, 33, 34].

W przypadku mtodych eksplantéw zanurza si¢ je poczatkowo w 70% etanolu przez 30 sek.,
nastepnie w 4-7% chlorku wapnia przez 5-7 min. Po takiej sterylizacji plucze si¢ eksplanty
kilkakrotnie sterylng woda destylowana. Jesli materiatem roslinnym sa zoledzie, wéwczas
sterylizuje si¢ je wydtuzajac czas sterylizacji chlorkiem wapnia lub zwigkszajac jego
st¢zenie, ewentualnie uzywajac chlorku rteci lub azotanu srebra (w stezeniach 0d 0,1-0,3%)
[32]. Czasami dodaje si¢ do roztworu Tweenu, aby zmniejszy¢ napiecie powierzchniowe.

Zotedzie zanurza sie w takim roztworze na 20 min., po czym ptucze dokladnie sterylna
woda destylowana [33].

Pomimo jednak takiego kilku etapowego sterylizowania, nie udalo sie do tej pory znaleZ¢
Je('lnej skutecznej metody sterylizacji debu. Nie ma ustalonych st¢zer roztworéw gwaran-
tujacych udany proces sterylizacji. Deby z jednej strony sa bardzo oporne na sterylizacje,
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a z drugiej bardzo tatwo je "zabic", gdy czas sterylizacji jest zbyt diugi lub stezenie zbyt
wysokie.

Nastgpnym problemem w hodowlach in vitro jest to, ze dgby bardzo wolno i niechetnie
rosng na pozywkach, ktére dotad stosuje si¢ w laboratoriach.

Na swiecie stosuje si¢ takie pozywki jak:

— zmodyfikowana Gresshoff’a, P.M. and Doy’a (1974)
— zmodyfikowana Murashige’o T. and Skoog’a F. (1962)
— Woody Plant Medium — Lioyd’a G. and McCowna B. (1981)
— BTM (broad-leaved tree medium, Chalupa (1981)
BTM - 1 — zmodyfikowana (1981)
— Schenka R.U. and Hildebrandta A. C. (1972)

Do pozywek stosuje si¢ rézne dodatki w postaci: sacharozy, glukozy, thidiazuronu. Nie-
zbedne sa hormony roslinne syntetyczne badZ naturalne (2,4D, IAA, IBANAA, 2iP,
Kinetyna, BAP, Zeatyna) [34, 6, 7]. Ogromne znaczenie ma pH pozywki. Na poczatku lat
dziewigcdziesiatych sadzono, ze pH wynoszace ok. 5,4-5,6 jest optymalne dla rozwoju
eksplantéw. Obecnie zauwazono, Ze nizsze pH 5,2-5,4 stwarza lepsze warunki dla wzrostu
[4, 25].

Zmieniaja si¢ réwniez poglady dotyczace konsystencji pozywek. Do dzisiaj, od wielu juz
lat, stosuje si¢ pozywki zestalone agarem, czesto jednak zostaja one wypierane przez
pozywki ptynne. Pozwalaja one lepiej pobiera¢ eksplantom substancje odzywcze i nie
wigza niezbednej do ich zycia wody. Jednak takie media stwarzaja zagrozenie gnicia
eksplantéw przy nieruchomym stanowisku. Aby tego unikna¢ mozna wigc uzywac pozy-
wek dwufazowych, czyli stalg pozywke zalewaé dwumilimetrowa warstwa ptynna. Tech-
nika ta daje bardzo dobre rezultaty, jest jednak bardzo pracochtonna, a w zwiazku z tym
moze byé wykorzystywana jedynie w warunkach laboratoryjnych. Nie mozna liczy¢ na to,
Ze przyjmie si¢ w praktyce. Najnowsza tendencja jest aeroponika, czyli zamglawianie, ktére
zdaje si¢ zdecydowanie przewyzsza media stale i ptynne.

Materialem roslinnym w kulturach in vitro moga by¢: zoledzie, mlode siewki, gatezie
pobierane z dorostych drzew, odrosty od pni. Odpowiedni wybér materiatu roslinnego
decyduje o przebiegu kultury [20]. Zotedzie, ktére dobrze znosza sterylizacje wykazuja
duze tendencje do brunatnienia i gnicia, zanim nastapi ich rozwéj. Metody te sa jednak
mato skuteczne dla drzewostanéw i drzew bedacych juz w fazie zamierania, jak ma to
miejsce w przypadku dgb6éw krotoszyriskich [29].

Najtrudniejszym preparatem do mikropropagacji sa pedy pobierane z réznych warstw
korony, przy czym najlepsze sa galezie z zewnetrznej gérnej warstwy [26] oraz pedy
pobierano bezposrednio z pnia [32, 33]. Im drzewo jest miodsze, tym wigksze s szanse na
uzyskanie wzrostu w hodowli in vitro. Badania wykazaty, ze materiat pobrany z kilkuset-
letnich drzew wlaéciwie nie nadaje si¢ do hodowli. W takim przypadku 50% materialu ginie
juz podczas sterylizacji, natomiast pozostate 50% ginie po kilku zaledwie pasazach [4].
Konieczne sa prace nad optymalizacja warunkéw hodowli, aby wlasnie te stare drze\ya
stanowi¢ mogty materiat mateczny, gdyz wlasnie one stanowia podstawowa bazg rozwoju

i ochrony zasob6w genowych.
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W przypadku mikrorozmnazania dgbéw mozna zauwazy¢ ich gwalttowny wzrost podczas
pierwszych czterech tygodni hodowli. Paczki na pedach nabrzmiewaja, pojawiaja sig
pierwsze liscie. Jednak juz w nastgpnym tygodniu tempo wzrostu spada i zaczyna pokazy-
waé si¢ nekroza szczytowa [33, 4, 14]. Taki schemat hodowli wystapit juz kilkakrotnie. Jak
dotad nie ma sposobu na wyeliminowanie brunatnienia i nekrozy eksplantatéw. Mozna
jedynie prébowac ztagodzi¢ nekroze [31, 33]. Jest ona czgSciowo spowodowana oksydacja
polifenoli, ktére wystepuja w wigkszej czgéci drzewa. Skutki klonowania sa typowe na
réznych stopniach rozmnazania in vitro [18]. Aby zlagodzi¢ czernienie mozna stosowac
dodajac do pozywek np. kwas askorbinowy, kwas cytrynowy, cysteing, PVP 1 H2O [31].
Wykazano, ze najskuteczniejszym zwiazkiem jest kwas askorbinowy poniewaz eksplanty
poddawane temu zwigzkowi charakteryzowaty si¢ po szesciu tygodniach hodowli do$¢
dobrym rozmnazaniem. Tylko 10% ro$lin zgingto, a reszta nie miata objawéw nekrozy.
Kwas cytrynowy byt prawie tak dobry jak kwas askorbinowy(a w kilku przypadkach nawet
lepszy) lecz péZniej okazalo sig, ze zywno$¢ eksplantatéw byta mniejsza.

W przypadku PVP oraz cysteiny, w pierwszych trzech tygodniach hodowli zaledwie 6%
uzytego materialu wykazywato prawidtowy wzrost. Jednak $miertelnosé rolin byta zna-

cznie mniejsza niz w materiale nie traktowanym tymi zwiazkami. Przemywanie H20 nie
dawato zadnych rezultatéw [31].

Obserwowano takze nekrozy w hodowlach korzeniacych i tam, gdzie nastgpowata elonga-
cja. Byly one wynikiem nieobecnosci w pozywce cytokinin, a obecnosci IBA. W takim
przypadku zapobiegano zmianom nekrotycznym obnizajac ilo$¢ BA do IBA do 3 mg/l w
pozywce. Gdy moczono roSliny w roztworze IBA, a nastepnie rosly one na pozywkach
pozbawionych auksyn, ale zawierajacych BA (0,01 lub 0,05 mg/I) przez pierwszych 8 dni,

po czym przenoszono je na pozywki pozbawione cytokinin, wéwczas obserwowano gorsze
ukorzenianie [3, 33].

Nastgpnym etapem w hodowli in vitro jest ukorzenienie uzyskanych eksplantatéw. Efekty
korzeniotworcze uzyskuje sie dzigki sterowaniu odpowiednimi stezeniami substancji wzro-

stowych. Decydujace znaczenie tutaj ma zwlaszcza stosunek auksyn (IAA, IBA, NAA, 2,4
D) do cytokinin (kinetyna, BA, zeatyna, 2iP) [34, 25].

Celem hodowli dgbow in vitro jest uzyskanie zarodk6w somatycznych, ktére umozliwityby
szybkie opanowanie metody masowej produkcji nasion. Zarodki somatyczne powstaja w
procesie somatycznej embriogenezy z tkanek niegeneratywnych. Mogg tworzy¢ sig¢ bezpo-
Srednio na eksplantacie lub z udziatem kalusa [1]. Rozwéj tych zarodkéw jest podobny do
embriogenezy zarodkéw zygotycznych. Sa one strukturami biopolarnymi, ze stozkami
wzrostu pedu 1 korzenia, moga kietkowac dajac roslin [11]. Obecno$¢ osi korzen-ped u
zarodka umozliwia jego otoczkowanie. Otoczkowane somatyczne embriony moga stuzyc
do produkcji tzw. sztucznych nasion [19]. Sztuczne nasiona moga by¢ bardzo atrakcyjna

perspektywa dla hodowcéw drzew, jednak trzeba odpowiedziec jeszcze na wiele pytari ,
zanim dojdzie do produkcji na skale masows.

Materiat roslinny, jakim jest dab, jest na pewno trudny do hodowli w warunkach in vitro i

na razie nie jest mozliwa hodowla na skale¢ masows, lecz nasze badania wskazuja na to, ze
wkrétce bedzie to mozliwe.
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Summary

New trends in silviculture — oak in in vitro cultures

The increasing decline of forest environment, at continuing great concentration of pollution
in the atmosphere, causes a considerable decrease of production functions of the forest,
while its infrastructural functions become drastically limited. The restitution of forests on
~ declined or destroyed sites as well as conservation of biological and genetic diversity for
future generations compels us to a quick action toward conservation of disappearing
populations. -

Oaks belong to the most important species of forest-forming species of broadleaf trees in
our country. The proper use of existing populations and genotypes of special value, as well
as conservation of those that are especially threatened, like the Krotoszyn oak, may proceed
through a more broad than up today use of in vitro culture techniques. Propagation through
rooting of shoots, i.e. grafts is difficult, and it requires a large amount of mother material.
The propagation in vitro creates however possibilities, potentially unlimited, for breeding
oaks (of known genotype and resistant to diseases) in a relatively short time. At the same
time this method can be implemented to the forest practice.
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