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STRESZCZENIE

Praca jest podsumowaniem badan nad moz-
liwosciami rozmnazania in vitro zagrozonych
gatunkow paproci serpentynitowych (Asple-
nium adulterinum i A. cuneifolium) oraz zwia-
zanych z podlozem serpentynitowym populacji
Asplenium septentrionale. W jej wyniku prze-
$ledzono petny cykl zyciowy wybranych gatun-
kéw, sprawdzono wpltyw pozywki o réznych
stezeniach na ich wzrost i przezywalno$¢ oraz
utworzono ,.bank genéw” z przedrosli przecho-
wywanych przez rok w niskiej temperaturze.
Najlepsze wyniki otrzymano stosujac pozywke
MS w rozcieficzeniu do 1/2 makroelementow
oraz pozywke MSZ zmodyfikowang sktadem
makroelementéw dostosowang do sktadu pod-
toza serpentynitowego. Przedro$la sercowate
Asplenium adulterinum i Asplenium cuneifo-
lium najlepiej znosily przechowywanie
w +8°C i $wietle o natgzeniu 0,15 mol m? s™.
Otrzymane in vitro sporofity udalo si¢ aklima-
tyzowa¢ w szklarni, a pdzniej w inspekcie.
Przeprowadzone badania dowiodty, ze paprocie
te wymagaja srednio zasobnych gleb, a niedo-
statek lub nadmiar skfadnikéw odzywczych
w podlozu ograniczaja tempo ich wzrostu.
W przypadku dwoch gatunkow uzyskano petng
aklimatyzacjg, tacznie z tworzeniem zdrowych
zarodnikéw w 2 lub 3 roku uprawy. Wyniki po-
zwalaja na wybdr optymalnych warunkéw ho-
dowli dwoch krytycznie zagrozonych gatun-
kéw paproci serpentynitowych, w przypadku
konieczno$ci zachowania ich populacji ex situ
w ramach hodowli w wybranym Ogrodzie Bo-
tanicznym.
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WSTEP

Paprocie sa jednymi z najwcze$niejszych ro-
$lin ladowych — najstarsze znane s z dolnego
i Srodkowego dewonu (Karpowicz 1969). Sta-
nowig niejednorodng grupe, ktdra reprezentuja
w wigkszosci wysokie poliploidy oraz formy
mieszancowe: mi¢dzygatunkowe i migdzyro-
dzajowe (Zenkteler 2000). W Polsce wystepuje
45 gatunkéw paproci (Zenkteler 2000), z czego
az 21,7% podlega r6znym kategoriom zagroze-
nia. Czgé¢ zalicza si¢ do gatunkdéw wymarlych
(4,3%) i wymierajacych (4,3%), narazonych
(8,7%), rzadkich (2,2%) lub zagrozonych
(2,2%). Wsrod nich na pierwszy plan wysuwa-
ja sie paprocie zwigzane z podiozem serpenty-
nitowym. Liczba ich stanowisk oraz wielkos§¢
populacji ulegaja statym wahaniom, niejedno-
krotnie prowadzac do calkowitego wymarcia
poszczegdlnych subpopulacji (Swierkosz 1992;
Fabiszewski 1993; Zoierz 1993; Swierkosz &
Szczesniak 2003).

Najwicksze masywy serpentynitowe w Eu-
ropie wystepuja na Potwyspie Batkanskim,
w Alpach, pid.-wsch. Portugalii i w Wielkiej
Brytanii (Roberts & Proctor 1992), za§ w Pol-
sce serpentynity i pokrewne im skaty ultrameta-
morficzne mozna spotka¢ jedynie na terenie
Dolnego Slaska (Marszat & al. 1999; Swier-
kosz & Szczeg$niak 2003). Serpentynity sg ska-
tami metamorficznymi, powstatymi w wyniku
przeobrazenia ultrazasadowych skal magmo-
wych z okresu dewonskiego. Charakteryzuja
si¢ zielonoszara barwg oraz specyficznym skla-
dem chemicznym, w ktérym zaznaczaja si¢: ni-
ski stosunek wapnia do magnezu, niska zawar-
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tos¢ N, P, K, wysoka zawarto$¢ Ni, Co i Cr oraz
stosunkowo wysokie pH wynoszace 7,2 (Gams
1938; Sarosiek & Sadowska 1961; Proctor &
Woodell 1975). Siedliska roslin wystgpujacych
na serpentynitach sa kseryczne, co wywotane
jest wlasciwosciami fizycznymi gleb. Gleby te
zawieraja duzo czgsci szkieletowych i sa prze-
puszczalne dla wody (Fabiszewski & Wojtun
1981). Na kseryzm zbiorowisk serpentynito-
wych ma réwniez wplyw rozproszenie porasta-
Jjacej skaty roslinnosci, ktore powoduje nagrze-
wanie si¢ podloza w wyniku docierania do jego
powierzchni duzych ilosci $wiatta. W wyniku
naswietlenia, wysokiej temperatury i parowania
gleby mikroklimat siedlisk serpentynitowych
jest suchy (Whittaker 1954; Proctor & Woodel
1971). Wszystkie wymienione czynniki decy-
duja o nieurodzajnosci, a nawet toksycznosci
opisywanych gleb i nazywane sa ,.kompleksem
serpentynitowym” (Sarosiek 1964).

Na siedliskach tych wystepuja liczne gatun-
ki, podgatunki i ekotypy przystosowane do zy-
cia w niekorzystnych warunkach, wéréd nich
takze niektore gatunki paproci z rodzaju Asple-
nium: zanokcica serpentynowa A. adulterinum
Milde, ciemna A. adiantum-nigrum L. oraz
klinowata Asplenium cuneifolium Viv. Gatunki
te znajduja si¢ na ,,Czerwonej liScie roslin na-
czyniowych zagrozonych w Polsce” (Zarzycki
& Szelag 1992) oraz w Polskiej Czerwonej
Ksiedze Roélin jako gatunki zagrozone wygi-
ni¢gciem (Kazmierczakowa & Zarzycki 2001).
Ostatnie opracowania (Swierkosz & Szcze$niak
2003) podnosza kategori¢ zagrozenia dla za-
nokcicy serpentynowej oraz ciemnej do CR
(krytycznie zagrozonych), jako ze ich popula-
cje w Polsce nie przekraczajg liczby — odpo-
wiednio — 200 i 350 osobnikow. Zanokcica ser-
pentynowa jest takze gatunkiem dwukrotnie juz
proponowanym przez Polske do wiaczenia na
listg Konwencji Bernenskiej (Puchalski & Ga-
lera 2001), za§ od maja 2004 znajduje si¢
w zmodyfikowanym zataczniku I Dyrektywy
92/43/EEC (Dyrektywa Siedliskowa).

Najmniej narazonym na wymarcie gatun-
kiem jest zanokcica poinocna, ktora jednak lo-
kalnie w Polsce pd. nalezy do gatunkow wy-
mierajacych (Swierkosz, npbl.), za$ na Dolnym
Slasku zostala uznana za gatunek ,,bliski zagro-
zenia” (kategoria NT).

Podjety przez autoréw ciag do§wiadczen po-
zwala na rozpoznanie mozliwo$ci zachowania
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tych taksonéw w warunkach ex situ, a szczegol-
nie na najbardziej krytycznym dla rozwoju pa-
proci etapie. Cousens i in. (1989) podaja bo-
wiem, ze wigkszo§¢ gametofitow paproci ginie
w warunkach in situ. Ich przedro$la czgsto nie
przezywaja krytycznych faz rozwojowych ta-
kich jak kietkowanie spor, wzrost przedrosli,
zaplodnienie i rozwo6j mtodego sporofitu. Nato-
miast hodowla ex situ i kultury in vitro zapew-
niaja paprociom niezaklocony wzrost i rozwoj
(Zenkteler 1992). Celem badafi prowadzonych
w Pracowni Kultur Tkankowych Wroctawskie-
go Ogrodu Botanicznego bylto poznanie wymo-
géw zywieniowych, cyklu reprodukcyjnego
oraz calego cyklu zyciowego zagrozonych ga-
tunkéw paproci. Wyniki badan terenowych i la-
boratoryjnych pomogty w utworzeniu siedliska
zastgpczego na terenie Ogrodu Botanicznego
we Wroctawiu. W pozniejszym czasie mozliwa
jest rowniez reintrodukcja Asplenium adulteri-
num i Asplenium cuneifolium na stanowiska
ich naturalnego wystgpowania.

KULTURY IN VITRO
W ROZMNAZANIU PAPROCI

Stosowanie kultur in vitro w rozmnazaniu
paproci znane bylo juz w latach dwudziestych
(Zenkteler 2000). Badania prowadzone w tym
czasie dotyczyly kietkowania zarodnikow
i wzrostu sporofitow Marsilea (Allsoop 1952)
oraz morfogenezy u Osmunda (Morel & We-
tmore 1951). W latach siedemdziesigtych tech-
nika kultur in vitro stata si¢ gtéwna metoda
rozmnazania paproci (Loescher & Albrecht
1979; Leffering & Soede 1982; Le 1983; Ri-
chards & al. 1983; George & Sherrington
1984; Higuchi & al. 1987). Paprocie rozmna-
zano glownie przez kultury merystemow
wierzchotkowych ktaczy i roztogéw (Zenkteler
2000), a zainteresowaniem cieszyly si¢ gatunki
z rodzajow Platycerium (Hennen & Sheehan
1978), Pteris (Kshirsagar & Mehta 1978),
Adiantum, Ampelopteris, Ceratopteris, Cyclo-
sorus i Nephrolepis (Bir & Anand 1982). W li-
teraturze mozna znalez¢ takze doniesienia wy-
kazujace, ze homogenizacja gametofitow lub
sporofitow, a nastgpnie kultura homogenatow
w ziemi lub na jalowych syntetycznych po-
zywkach zwigksza tworzenie sporofitow
u okre§lonych gatunkéw paproci (Cooke
1979). Szczeg6lnie dobre wyniki stosujac ta
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metode uzyskano u paproci o szybkim cyklu
zyciowym, tworzacych duzo sporofitéw. Ga-
metofity Woodwardia virginica i Dryopteris
affinis ssp. affinis (Fernandez & al. 1999) two-
rzyly po homogenizacji setki sporofitow, nato-
miast u Osmunda regalis tworzenie sporofitow
byto catkowicie zahamowane.

MATERIAL I METODY

Material i metody dotyczace pozyskania
i odkazania zarodnikow oraz pierwszego etapu
hodowli gametofitow zostaly szczegdétowo
przedstawione w pracach Marszat & al. (1999)
i Marszat & Kromer (2000), ktére podsumowa-
ty poprzednie etapy prowadzonych badan.

Gameofity

Sklad pozywki. W kolejnych do$wiadcze-
niach poréwnywano wzrost i rozwdj gametofi-
tow czterech gatunkéw paproci rosnacych na
pozywce mineralnej MS stosowanej w rozcien-
czeniach 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 i zmodyfikowanej —
zawierajgcej nizsze dawki agaru (6,8 g/dm’)
i sacharozy (20 g/dm’), wyzsze pH 6,8-7,0,
zmienione proporcje makroelementdw oraz
o potowe mniej glicyny. Warunki do§wiadcze-
nia byly zblizone do opisywanych przez Mar-
szal & Kromer (2000). Pojedyncze przedrosla
stadium sercowatego Asplenium adulterinum,
A. cuneifolium i A. septentrionale umieszczano
w kolbkach o pojemnosci 100 ml, zawieraja-
cych 35 ml pozywki. DoSwiadczenie przepro-
wadzono w czterech powtdrzeniach. Powtorze-
nie stanowita proba 10 gametofitoéw. Kultury
znajdowaly si¢ w pokoju hodowlanym o tempe-
raturze 18-20°C przy os$wietleniu wynosza-
cym 14,2 pmol m? s i 16 godzinnym fotope-
riodzie.

Po pigciu tygodniach od daty zalozenia do-
$wiadczenia okre$lano szacunkowo procent ob-
umartych przero$li, za$ po kolejnych pigciu ty-
godniach oceniano $wieza masg i liczbg przed-
ro$li badanych gatunkéw paproci.

Hodowla w warunkach ograniczonego
wzrostu. W nastepnych doSwiadczeniach opra-
cowywano metody dlugoterminowego prze-
chowywania przedro$li Asplenium adulterinum
i Asplenium cuneifolium. Pojedyncze przedro-
$la stadium sercowatego badanych paproci
umieszczano w kolbkach o pojemnosci 50 ml,
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zawierajacych 20 ml pozywki. Badanie prze-
prowadzono w dwudziestu powtdrzeniach. Po-
wtdrzenie stanowita proba 5 gametofitow. Do
doswiadczen zastosowano pozywke MS z po-
ziomem makroelementéw zredukowanym do 1/2
i0rdznej zawartosci agaru i sacharozy. Do pozyw-
ki pojedynczo dodawano kinetyne (0,8 mg/dm’),
IAA (0,1 mg/dm’) i GA, (1,0 mg/dm®). Kultury
in vitro umieszczano w ladzie chlodniczej
o temperaturze: +2°C w catkowitej ciemnosci
i +8°C w $wietle o natgzeniu 0,15 wmol m? s™
przy 16 godz. fotoperiodzie. Po uplywie 12 mie-
siecy od zalozenia do§wiadczenia, zastosowano
okres dwutygodniowej adaptacji w tempera-
turze 18-20°C, po ktorej przedro$la pasazo-
wano na $wieza pozywke, oceniajac przezy-
walno$¢ i stan gametofitow badanych gatun-
koéw paproci.

Sporofity

Przygotowanie roslin do wysadzenia
w szklarni, zabiegi i pozywki. Przed przenie-
sieniem roslin z warunkow in vitro do ex vitro,
rosliny kolejno pasazowano z pozywki agaro-
wej na pozywke plynna z perlitem w stosunku
1:1. Nastgpnie przenoszono kultury in vitro ze
$wiatfa o natgzeniu 14,2 tmol m? s na $wiatto
o natgzeniu 34,6 umol m? s'. Po 7 dniach
umieszczano kultury w szklarni, a po uptywie
nastepnych 5 dni wzrostu w szklarni zdejmo-
wano kapturki z kolbek. Po kolejnych trzech
dniach wysadzano ro$liny na uprzednio przygo-
towane podtoze.

Wysadzanie paproci w warunkach szklar-
niowych. Badano wplyw réznego rodzaju pod-
toza na przezywalno$¢ sporofitow Asplenium
adulterinum, Asplenium cuneifolium i A. sep-
tentrionale, przeniesionych z kultur in vitro na
podtoze ogrodnicze w szklarni. Stosowano na-
stepujace rodzaje podloza: firmy Floro-hum do
paproci o pH 5,0, mieszanke torfu, ziemi liscio-
wej i piasku (3:2:1), serpentynitowe o pH 7,2
(ze stanowiska naturalnego), firmy Kronen do
paproci o pH 6,5 i firmy Kronen do paproci
opH7,0.

Po uptywie 4 tygodni od wysadzenia roslin
ex vitro oceniano liczbg paproci, ktore podjety
wzrost na poszczegélnych rodzajach podioza.
W celu ztagodzenia stresu powstalego w wyni-
ku przeniesienia ro§lin z warunkdw in vitro do
upraw szklarniowych, doniczki umieszczano
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w mnozarce i zastaniano folig. Foli¢ t¢ stopnio-
wo uchylano: po 10 dniach u Asplenium adul-
terinum, po 2 tygodniach u A. septentrionale,
a po 3 tygodniach u A. cuneifolium. Po kolej-
nych 2 tygodniach uprawy przenoszono do in-
spektu.

Przeniesienie paproci do inspektu. Po
uplywie okresu adaptacyjnego w warunkach
szklarniowych, przenoszono rosliny do inspek-
tu na uprzednio przygotowane podtoze. Przeno-
szenie upraw do inspektu mialo miejsce na po-
czatku maja.

WYNIKI

Najwczesniej kietkowaly zarodniki Asple-
nium adulterinum (30 dni), a najpdzniej zarod-
niki A. septentrionale (40 dni) i A. cuneifolium
(40 dni). Gametofity stadium sercowatego, na
ktorym mozna bylo obserwowaé gametangia,
wyksztalcily si¢ po 3 miesigcach u Asplenium
adulterinum, a po 4 miesigcach u A. septentrio-
nale i A. cuneifolium. Po uptywie 6 miesigcy od
skietkowania zarodnikéw otrzymano pierwsze
sporofity Asplenium adulterinum, a po 8 mie-
sigcach A. septentrionale i A. cuneifolium.

W pozywkach stosowano petne stgzenie ma-
kroelementow i rozcienczenia do 1/2, 1/4 1 1/8.
Poziom makroelementow w rdézny sposob
wplywal na rozwoj gametofitow badanych ga-
tunkéw. Najwigkszy przyrost biomasy obser-
wowano na pozywce MS, w ktorej makroele-
menty rozcienczano do 1/2. Réwnie korzystna
byta pozywka zmodyfikowana MSZ, o skiadzie
makroelementoéw zblizonym do sktadu podioza
serpentynitowego. Gametofity rosnace na tych
stezeniach makroelementéw w pozywce rozwi-
jaly si¢ prawidlowo i weze$nie wytwarzaty spo-
rofity.

Niekorzystna dla rozwoju gametofitow oka-
zala si¢ pozywka zawierajaca niewielka zawar-
tos¢ soli (1/8 MS) i, aby zapobiec obumieraniu
przedrosli, konieczne bylo ich czgste pasazo-
wanie. Podobne wyniki uzyskano przy petnym
stezeniu soli mineralnych w MS. Najbardziej
wrazliwe na zasolenie okazaly si¢ przedro$la
Asplenium cuneifolium (zamieranie w 50%),
natomiast najmniej wrazliwe — przedrosla
A. septentrionale (zamieranie w 10%).

Dos$wiadczenia nad ograniczaniem tempa
wzrostu wykazaly, ze przedro$la sercowate
Asplenium adulterinum i Asplenium cuneifo-
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lium najlepiej znosily przechowywanie
w +8°C i $wietle o natgzeniu 0,15 lmol m? s™,
na pozywce 1/2 MS, bez regulatoréw wzrostu.
Zroznicowanie dawki agaru i sacharozy nie
mialo wplywu na kondycje przechowywanych
gametofitow. Przeniesione na $wieza pozywke
1/2 MS przedro$la obu gatunkéw paproci pra-
widlowo si¢ rozwijaly i wytwarzaly sporofity.
W przeprowadzonych do§wiadczeniach stoso-
wano gametofity w stadium sercowatym, ktore
podobnie jak dojrzale przedros§la Matteuccia
struthiopteris (Zenkteler 1992) dobrze znosity
przechowywanie.

Pojawiajace si¢ w kulturach gametofitow
sporofity oddzielano i przenoszono na pozywke
agarowg. Dla poprawy rozwoju systemu korze-
niowego sporofitdw i utatwienia aklimatyzacji
roslin w uprawie szklarniowej, podobnie jak
w doswiadczeniach u jabtoni (Kromer 1987)
stosowano w warunkach in vitro perlit. Przed
przeniesieniem ro$lin z warunkéw in vitro do in
vivo kultury paproci byty hartowane, za§ w po-
czatkowym etapie hodowli szklarniowej,
z uwagi na charakterystyczne dla roélin otrzy-
manych in vitro stabe zdrewnienie tkanek, nie-
calkowicie wyksztalcona tkanke okrywajaca
oraz niefunkcjonalne aparaty szparkowe i ko-
rzenie (por. Jankiewicz 1997) — zastosowano
tunele foliowe.

Najkorzystniejsze do prowadzenia upraw
szklarniowych wszystkich badanych gatunkow
paproci bylo podloze ogrodowe do paproci
o pH 6,5 oraz podtoze serpentynitowe o pH 7.2,
pobrane ze stanowiska w Ksigznicy. Na tych
podiozach przezywalnos¢ sporofitow byla naj-
wyzsza. Dla Asplenium septentrionale korzyst-
na byta mieszanka torfu, ziemi lisciowe;j i pia-
sku (3:2:1).

Uprawa zachowawcza dwéch sposréd bada-
nych gatunkow przebiegata prawidtowo i wigk-
szo$¢ roSlin zaaklimatyzowata si¢ po przenie-
sieniu ze szklarni do inspektu. Sporofity Asple-
nium adulterinum w drugim roku uprawy uzy-
skiwaly dojrzato§¢ i wytwarzaly zarodniki,
u Asplenium septentrionale mozna bylo obser-
wowa¢ zarodniki dopiero w trzecim roku upra-
wy. Asplenium cuneifolium 7le znosilo przenie-
sienie ze szklarni do inspektu i dalsza uprawa
zachowawcza nie przyniosta efektow, gdyz ro-
$liny nie przezyly jednego miesigca. Powodem
bylo zniszczenie korzeni w wyniku Zerowania
szkodnikdw szklarniowych.
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DYSKUSJA

Sklad pozywki. Zenkteler (1992) do testo-
wania wplywu zréznicowanego poziomu ma-
kroelementow w pozywce na kietkowanie za-
rodnikéw, przyrost $wiezej masy i rozwoj
przedrosli Matteuccia struthiopteris stosowata
pozywki Hoaglanda, Knopa, Knudsona i Whi-
te’a w pelnym skladzie i w rozcieficzeniu do
1/2,1/4 1 1/8. W jej doswiadczeniach pozywki
Knopa i Knudsona stosowane w 1/2 ich stgze-
nia okazaly si¢ najodpowiedniejszymi. Ta sama
autorka (Zenkteler 2000) do rozmnazania kig-
czy paproci uzyta pozywki Murashige Fern
Multiplication Medium (1976), ktéra zawiera
pelne stgzenie makro- i mikroelementéw MS
(Murashige & Skoog 1962). W swoich bada-
niach Zenkteler (2000) przetestowala wplyw
zroznicowanych stgzefi makroelementow i mi-
kroelementow MS (1/4, 1/2 i pelne stgzenie ma-
kroelementow) w pozywce MFMM na przezy-
walnos$¢ przedrosli 8 gatunkéw paproci. Naj-
lepsze dla rozwoju przedros$li okazalo si¢ roz-
cienczenie makroelementow do 1/2. Uzyskane
przez autoréw wyniki w pelni potwierdzaja
wigc wezesniejsze dane.

Wyniki uzyskane podczas niniejszych badan
przy stosowaniu petnego stgzenia MS, powodu-
jace zamieranie cze$ci przedrosli, nie sa zgodne
z wynikami otrzymanymi przez Fernandez &
al. (1997a). Autorzy ci badali wpltyw pozywki
Knopa (1865), Knudsona (1964), Klekowskie-
20 (1969) oraz wspomniang juz MS w petnym
sktadzie makroelementow i w rozcienczeniu do
1/2 i 1/4 na przyrost $wiezej i suchej masy ga-
metofitow Blechnum spicant. Wyniki wskazy-
waly, ze wyzsze stezenia soli w pozywce (1/1
i 1/2 MS) wplywaly korzystnie na przyrost
$wiezej masy i zwigkszaty suchg mas¢ przedro-
$li Blechnum spicant, ale wstrzymywaly for-
mowanie si¢ plemni i rodni. Do rozmnazania
gametofitow i sporofitow Asplenium nidus
(Fernandez & al. 1993) oraz Blechnum spicant
i Pteris ensiformis (Fernandez & al. 1996a)
takze zastosowano pozywke MS w pelnym
sktadzie makroelementéw, ktora okazata sie
przydatna dla namnazania wymienionych ga-
tunkow.

Pozywki ubogie w sole mineralne (Knopa,
Knudsona i Klekowskiego), a szczegdlnie
ostatnia z nich, hamowaly wzrost gametofitow,
ale stymulowaly powstawanie gametangiow.
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Inne wyniki otrzymano w badaniach nad
Osmunda regalis, gdzie gametofity rosty lepiej
na ubozszej w skladniki mineralne pozywce
Knopa (Fernandez & al. 1997b). Fernandez &
al. (1996b) badali roéwniez wptyw stgzenia soli
W pozywce na wystgpowanie zjawiska apoga-
mii u Dryopteris affinis ssp. affinis. Okazato
si¢, ze pelne stgzenie soli w pozywce stymulo-
walo tworzenie si¢ najwickszej liczby sporofi-
tow, ale powstaly one na drodze apogamii. Re-
produkcja przez zaptodnienie byta niemozliwa,
poniewaz nie obserwowano rodni na gametofi-
tach.

Badania wiasne i doniesienia literaturowe
pozwalaja wigc stwierdzi¢, ze warunki zZywie-
niowe, tak jak inne czynniki fizyczne i che-
miczne, istotnie wptywaja na przebieg namna-
zania si¢ gametofitow, a w konsekwencji na po-
wstawanie sporofitow. W przeprowadzonych
doswiadczeniach stwierdzono, ze przedro$la
paproci serpentynitowych rosng tak samo do-
brze na pozywce zmodyfikowanej MSZ, o skta-
dzie makroelementéw przypominajacym skiad
podloza serpentynitowego, jak i na pozywce
MS w rozcienczeniu soli do 1/2. Stabsze na-
mnazanie przedro$li na pozywce z pelnym stg-
zeniem makroelementow wskazuje, ze w wa-
runkach naturalnych podfoze bogate w sktadni-
ki pokarmowe moze ogranicza¢ ich rozwdj,
a zatem i ekspansj¢. Dlatego prawdopodobnie
paprocie te rosng na serpentynitach, ktore cha-
rakteryzuje nieurodzajnos$¢, a nawet ogranicza-
jaca wzrost innych gatunkéw, toksycznosc.

Hodowla w warunkach ograniczonego
tempa wzrostu. Metoda utrzymywania kultur
in vitro w warunkach ograniczonego tempa
wzrostu polega na zapewnieniu uzyskanym
tkankom lub zregenerowanym ro$linom mini-
malnych potrzeb dla ich wzrostu, tak aby prze-
ciwdziatac ich starzeniu si¢ (Withers 1991; Pu-
chalski 1998). Aby osiagna¢ te efekty uzywa
si¢ pozywek ubozszych w sktadniki mineralne,
obniza si¢ temperatur¢ hodowli, zmniejsza in-
tensywno$¢ §wiatla, stosuje inhibitory wzrostu,
inhibitory osmotyczne, retardanty oraz zmienia
si¢ stgzenie regulatoréw wzrostu (Ashmore
1997).

Zenkteler (1992) badata wptyw ciemnosci
i $wiatla na dwa stadia rozwojowe przedrosli
Matteuccia struthiopteris podczas rocznego
okresu ich przechowywania w warunkach obni-
zonej temperatury. Stwierdzita, ze brak $wiatla
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i dzialanie niskiej temperatury byty niekorzyst-
ne we wezesnym stadium rozwojowym gameto-
fitow (stadium nitki). Przedros$la Zle znosity pro-
ces adaptacji i wykazywaly zakicenia w game-
togenezie. Do przechowywania najlepiej nada-
waly si¢ dojrzale przedrosla sercowate, gdyz po-
siadaly one juz wyksztalcone organy plciowe
i wytwarzaty sporofity (Zenkteler 1992).

W badanym przypadku stwierdzono, ze dla
rodzaju Asplenium réwniez najkorzystniejsze
jest przechowywanie dojrzatych przedrosli ser-
cowatych, co potwierdza cytowane wyniki
Zenkteler (1992).

Podloze. Do ukorzeniania roslin w warun-
kach in vitro stosowany byt perlit. Przeniesie-
nie roSlin z pozywki agarowej na pozywke
plynna z perlitem powodowato lepsze ukorze-
nianie si¢ badanych gatunkéw paproci. Takze
Goller i Rybczynski (1995) przenosili sporofity
drzewiastej paproci Cyathea australis do perli-
tu, w ktorym rozwijal si¢ system korzeniowy
pozwalajacy na tatwa adaptacje do warunkéw
glebowych w szklarni. Przed przeniesieniem
ro$lin z warunkéw in vitro do in vivo kultury
paproci byly hartowane. Zastosowana w do-
$wiadczeniu metoda hartowania otrzymanych
in vitro sporofitéw okazala si¢ niezwykle sku-
teczna, jako etap posredni pomigdzy kulturg
a uprawg szklarniowg roslin.

Znane sg ro$liny, ktdre przeniesione z podto-
Za serpentynitowego na podloze ogrodowe wy-
kazywaly zaburzenia wzrostu i cyklu zyciowe-
go (Pancaro & al. 1978). Cytowani autorzy za-
uwazyli, ze zawarto$¢ niklu u Alyssum bertolo-
nii pobranej z gleb serpentynitowych Toskanii
wahata si¢ od 231 do 340 uM/g s.m. (zaleznie
od pory roku), a rosngcej w glebie ogrodowe;j
obnizata si¢ do 0,56-0,65 uM/g s.m. W glebie
ogrodowej ro$lina ta rosta zle, dlatego wywnio-
skowano, ze nikiel jest niezb¢dny do prawidio-
wego przebiegu procesow zyciowych u tego
gatunku, a prawdopodobnie takze innych roslin
zwigzanych z tym podlozem (Sarosiek & Sa-
dowska 1961).

Paprocie serpentynitowe rosng jednak tak
samo dobrze na glebie ogrodowej o odczynie
obojetnym jak i na podiozu serpentynitowym,
ktore charakteryzuje si¢ catkowicie odmiennym
sktadem chemicznym oraz nieurodzajnoscia,
a nawet toksycznoscia dla ro$lin. U badanych
gatunkéw zaleznosci takiej wigc nie potwier-
dzono.
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SUMMARY

Asplenium adulterinum Milde and A. cunei-
folium Viv. recorded in Poland exclusively in
Dolny Slask Region. This rare and endangered
species grow in crevices of poorly lime and
molybdenum-yielding, high chromium, mag-
nezium, cobalt and nickel serpentinite rocks
and scree. The sites normally receive consider-
able direct sunshine. This evergreen ferns grow
exclusively in a restricted serpentine area and
therefore the distribution of the populations is
patchy and the populations are isolated one
from other. Conservation biology usually deals
with rare or endangered species, but it should
also deals species becoming endangered soon
or having a heavily fragmented distribution
range. The isolated populations may disappear
sooner or later because renewal may no longer
be possible. In order to protect these popula-
tions it would be very important to preclude any
change of habitat and removal of individuals.
The environmental conditions permitting 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 endangered plant species
and it becomes a major technique for their pro-
tection. The usefullness of in vitro culture meth-
ods of spore planting and prothallium storage of
rare, threatened and protected fern species were
been tested. In vitro method gives posibility to
consider the special characteristics of life cycle
and breeding system of fern species. It is possible
to collect fern spores from natural habitats and
use them to obtain populations, which are intend-
ed to conserve fern cultivation in the Botanical
Garden of the Wroctaw University in Wroctaw. It
is also possible to create a “gene bank” from pro-
thallium storage of threatened ferns.
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