-

ACAD=MIA BADANIA W TOKU Biologia

prof. dr hab.
Pawet Chmielarz
Zajmuje sie biologig
nasion i hodowlg

in vitro gatunkow
drzew lesnych,
kriokonserwacjg oraz
ochrong ex situ roslin
w bankach genow.
Jego badania
przyczyniajg sie

do opracowania
metody klonowania
pomnikowych,
800-letnich debow

z wykorzystaniem
kultur in vitro.
pach@man.poznan.pl

MAGAZYN POLSKIEJ
AKADEMII NAUK
4/76/2023

26

www.czasopisma.pan.pl P N www.journals.pan.pl

DOI: 10.24425/academiaPAN.2023.147610

GENETYCZNE KOPIE
NAJSTARSZYCH
POLSKICH DEBOW

Kopie genotypu rosliny macierzystej otrzymujemy, zwykle

rozmnazajac jg wegetatywnie. Deby jednak nie rozmnazajg

sie w ten sposob. Co zrobi¢, zeby zachowad wielowiekowe
genotypy pomnikowych debow, ktére ging?

Pawet Chmielarz

Instytut Dendrologii PAN z siedzibg w Korniku

edziwe deby rosngce w Polsce dozywajg oko-

fo 800 lat. Niestety, z wiekiem nastaje ich kres.
Na przyklad dagb Napoleon, rosngcy jeszcze niedawno
w Lubuskiem, ktdrego obwdd mierzony na wysokosci
1,3 m wynosit 1052 cm, obumart w wyniku podpalenia
w 2010 roku. O szybkim zamieraniu wiekowych de-
bow moglismy sie przekona¢, kiedy podczas realizacji
piecioletniego projektu badawczego nad mozliwoscia
sklonowania pomnikowych debow (Quercus robur L.)
z wykorzystaniem metody mikrorozmnazania po-
bieraliémy material z drzew matecznych. W krotkim
czasie trwania projektu lub tuz po jego zakonczeniu
kilka z tych wiekowych drzew zamarto. Na przyktad
pomnikowy dab Chrobry z Nadlesnictwa Szprotawa,
liczacy okoto 800 lat, z ktérego material zebralismy
w 2013 roku, padl ofiarg podpalaczy w nastepnym ro-
ku. Po podpaleniu zyt jeszcze sze$¢ lat, az ostatecz-
nie zamarl w 2020 roku. Inny, okoto 400-letni dab
Bolestaw, rosnacy w miejscowosci Bagicz w gminie
Ustronie Morskie, zostal powalony przez wichure
w 2016 roku. W czerwcu 2019 roku zostat podpalony
dab Mieszko I, najstarszy z debow w wojewodztwie
mazowieckim, ktorego wiek szacowano na blisko
600 lat. Sposrod trzech najstarszych debéw w Ro-
galinskim Parku Krajobrazowym - ktory posiada

najwieksze skupisko wielowiekowych debdw szyput-
kowych w Europie, liczace tacznie okoto 1400 drzew
- dab Czech jest obecnie martwy, a w przypadku de-
bu Lech obserwujemy rozpadanie sie gléwnego pnia.

Stare deby sg narazone w wiekszym stopniu niz
mlodsze drzewa na akty wandalizmu. Jednak sg tez
inne przyczyny powodujace zamieranie debow. Sg ni-
mi zmiany klimatu, pogarszanie si¢ stosunkow wod-
nych, wystepowanie szkodnikow owadzich, grzybow
patogenicznych, a takze prowadzenie niewlasciwych
prac konserwatorskich. Ponadto stare drzewa, ponie-
waz majg ogromna, rozlozysta korone, spekany i pusty
pien, a jednoczes$nie bardzo malg mase korzeni w sto-
sunku do czesci nadziemnej - tatwo sie przewracaja.

Kopiowanie genotypu

Pomnikowe deby szypulkowe rosnace w Polsce po-
siadaja wiele cennych cech zwigzanych z odpornoscia
na zmieniajace si¢ czynniki sSrodowiskowe, uksztatto-
wane przez setki lat. Ponadto dla lokalnych spotecz-
noéci wiekowe drzewa sg czyms$ wiecej niz waznym
elementem krajobrazu. Pojawia sie wiec che¢ ochrony
tych drzew lub ich gendw i pytanie, czy mozna wy-
hodowa¢ sadzonke metodg wegetatywng, ktéra pod
wzgledem genetycznym w calosci posiadalaby genotyp
identyczny z tym macierzystego drzewa. Jednocze$nie
ochrona genotypéw pomnikowych debow przez ich
sklonowanie jest jedng z form zachowania réznorod-
nosci biologicznej.

Wegetatywne rozmnazanie, mozliwe w przypadku
wielu gatunkdéw roslin ogrodniczych, a takze drzew



lesnych, topoli czy wierzb, zapewnia zachowanie
wszystkich cech (genotypu) roéliny matecznej. Nie
jest jednak ono mozliwe w przypadku debow. Nie-
stety, niezdrewniale pedy tych roélin nie ukorzeniajg
sie. Podobnie tez sie dzieje ze zdrewniatymi zrzezami,
odkladami czy zywokotami debowymi. Dodatkowo
proces ukorzeniania pedéw debdow jest szczegdlnie
nieskuteczny w przypadku wiekowych drzew, ktore
badalismy. Z kolei uzyskanie sadzonki debu przez
szczepienie nie zapewnia uzyskania pelnej kopii drze-
wa matecznego, poniewaz w przypadku szczepien ko-
rzen (podkladka) pochodzi z innej rosliny tego same-
go gatunku. Dlatego zeby uzyska¢ kopie calej rosliny,
niezbedne bylo siegniecie po techniki mikronamna-
zania in vitro. W naszych badaniach chcieliémy odpo-
wiedzie¢ na pytanie, czy mozliwe jest zapoczatkowanie
kultur in vitro pedéw okoto 800-letnich debdw, ich

utrzymanie przez namnazanie pedow w sterylnych
stoikach, a nastepnie ukorzenienie réwniez w kultu-
rach in vitro.

Mikronamnazania w szkle

Metoda hodowli tkanki rodlinnej w sterylnych kultu-
rach in vitro wykorzystuje zjawisko totipotencji ko-
morek roélinnych, czyli predyspozycji pojedynczej
komorki do odtworzenia nowej, kompletnej roéliny
z pedem i korzeniem. Materiatem wyjsciowym takiej
hodowli, pobieranym z rosliny matecznej, czyli eks-
plantatem, moze by¢ fragment nasienia zawierajacy
merystem wzrostu albo fragment liScia czy pedu z pa-
kiem. Zeby komérka nadala swojemu wzrostowi po-
zadany kierunek, nalezy dostarczy¢ jej odpowiednich
bodzcoéw w postaci regulatoréw wzrostu, cytokinin lub
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auksyn, a takze makro- i mikroelementow, witamin
oraz cukru, ktéry w normalnych warunkach jest pro-
dukowany w catoéci podczas fotosyntezy.

Ukierunkowanie wzrostu w kolejnych etapach ho-
dowli in vitro to ukorzenianie ulistnionych pedow.
Umieszcza si¢ je na pozywce z dodatkiem regulato-
réw wzrostu w odpowiednich stezeniach, w obec-
nosci aktywnego wegla, na $wietle i w temperaturze
pokojowej. Ostatnim, trudnym etapem jest aklima-
tyzacja sadzonek z kultur in vitro do wzrostu w wa-
runkach ex vitro.

Proces aklimatyzacji do warunkow ex vitro powi-
nien przebiegac stopniowo, poniewaz ped i korzen
znajdujg sie w szoku zwigzanym z nagly zmiang do-
tychczasowego $rodowiska. Liscie muszg ,,nauczy¢ si¢”
zamykac i otwiera¢ swoje aparaty szparkowe, a korze-
nie prawidlowo rozwija¢ w podlozu statym. Dowie-
dziono, ze w przypadku roélin hodowanych w warun-
kach in vitro aparaty szparkowe wykazujg niezdolno$¢
do zamykania sie. Podczas aklimatyzacji do warun-
kow ex vitro dochodzi do nadmiernej transpiracji
przez stale otwarte szparki delikatnej struktury liscia,
wyksztalconej jeszcze w sterylnym stoiku. Ponadto
zaobserwowano, ze liscie majg inny ksztalt u roélin
wyhodowanych w kulturach tkankowych w poréwna-
niu z okazami rosnacymi w szklarni. Ogélnie u roslin
z kultur in vitro licie s ciensze, majg stabo rozwinie-
ta warstwe miekiszu palisadowego, duze przestrzenie
powietrzne w mezofilu oraz mniej wigzek przewodza-
cych. Ponadto hodowla w kulturach in vitro zaburza
synteze substancji ochronnych (takich jak wosk), ktd-
rych intensywne wytwarzanie zachodzi dopiero pod-
czas procesu aklimatyzacji. W jego trakcie waznym
aspektem jest zmiana strategii odzywiania z miksotro-
ficznej (cukier jest pobierany z pozywki agarowej oraz
wytwarzany podczas fotosyntezy) na autotroficzng,
kiedy cukier pochodzi w calosci z fotosyntezy.

Wszystko to sprawia, ze podczas aklimatyzacji
roélina szybko musi wyksztalci¢ nowe liscie lub li-
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$cie powstale jeszcze w kulturach in vitro musza zda-
zy¢ z przebudowy struktury miegkiszu tkanki, zanim
nie ulegng wysuszeniu z powodu niewystarczajacej
warstwy wosku kutykuli komoérek epidermy. Z ko-
lei korzenie zmieniaja srodowisko z migkkiego aga-
ru na twardg rzeczywisto$¢ statego podloza donicz-
ki. Skuteczny proces aklimatyzacji musi przebiega¢
stopniowo przez odpowiednio dugi czas, co pozwala
mikrosadzonkom dostosowac sie do naturalnych wa-
runkéw atmosferycznych i cofngé zmiany spowodo-
wane hodowla w warunkach in vitro. Jest to niezwykle
trudny okres w zyciu roélin, ale jesli jest on podzielony
na etapy, podczas ktérych wilgotnos¢ powietrza ma-
leje stopniowo, podloze i pojemniki s3 odpowiednio
dobrane, a kondycja fizjologiczna roslin dobra, prze-
zywa okolo 80-90 proc. z nich.

Zachowanie najstarszych okazéw

W naszych badaniach materiatem do zapoczatkowa-
nia najpierw hodowli wazonowej, a nastepnie kultur
in vitro byly zdrewniale pedy debu szypultkowego,
ktdre pozyskano z 21 najokazalszych i najstarszych
debow rosngcych w Polsce o statusie drzew pomni-
kowych. Pierénica drzew wynosita od 470 do 1036 cm,
a ich przyblizony wiek, okreslony na podstawie ba-
dan dendrochronologicznych, miescit sie w zakresie
300-800 lat. Wiek wigkszosci badanych drzew pomni-
kowych jest wartoscig przyblizong do mniej wiecej
50 lat. Zdrewniale pedy umieszczono w hodowli wa-
zonowej przy wysokiej wilgotnosci powietrza i w tem-
peraturze 20 st. C. Przez cztery tygodnie z pakéw pod-
korowych ($pigcych) zdrewniatych pedow wyrastaty
pedy odroslowe o dtugosci od kilku do kilkunastu
centymetrow (pierwszy etap odmlodzenia tkanki
- rejuwenalizacja). To wla$nie niewielkie fragmenty
tych pedow, dlugosci okoto 2 cm, zawierajace jeden
lub dwa paki, postuzyly do zapoczatkowania hodowli
in vitro. Zapoczatkowanie sterylnych kultur in vitro
przed umieszczeniem eksplantatow na sterylnej po-
zywce agarowej wymaga eliminacji drobnoustrojow
(zarodnikow grzybow, bakterii), znajdujacych sie
na powierzchni lub we wnetrzu eksplantatow. W na-
szych badaniach zastosowano odpowiednio dobrane
stezenie chlorku rteci, po czym eksplantaty byly ptu-
kane czterokrotnie w sterylnej wodzie. Wzrost pedow
w warunkach in vitro z cyklicznymi pasazami pedow
na $wiezg pozywke o tym samym skladzie (drugi etap
rejuwenalizacji) byt mozliwy dzieki zastosowaniu po-
zywki Woody Plant Medium (WPM), ktéra jest mie-
szaning zwigzkow chemicznych zawierajacych nie-
zbedne makro- i mikroelementy, potrzebne roélinie
do wzrostu. Do pozywki dodawano tez witaminy,
aminokwasy, cukier (jako zrédlo energii) oraz regu-
latory wzrostu, gléwnie 6-benzylaminopuryne (BAP).
Indukcja wzrostu korzeni z odpowiednio wyroénie-
tych, ulistnionych pedéw odbywala sie na pozywce



z dodatkiem hormonéw wzrostu, gtéwnie auksyny
i cytokininy, oraz wegla aktywnego. W przypad-
ku debu szyputkowego dobrze ukorzenione roéliny
z hodowli in vitro, ktore osiagnely wysokos¢ okoto
8 cm i dlugos¢ korzenia 10-15 cm, wysadzono do wy-
sokich pojemnikéw, prostujac korzen skrecony pod-
czas wzrostu w stoiku, w odpowiednio przygotowane
podloze state. Sadzonki umieszczono w temperaturze
zblizonej do tej, ktéra panowata w warunkach in vitro,
czyli okoto 20 st. C, na $wietle i w wysokiej wilgotnosci
powietrza, ktéra nastepnie stopniowo redukowano.
W naszych badaniach obok gléwnego celu, sklono-
wania okoto 800-letnich debéw metoda in vitro, stara-
lismy si¢ odpowiedzie¢ na pytanie: od czego zalezata
przezywalno$¢ pedow w pierwszym miesigcu hodowli
in vitro oraz ich utrzymanie w kolejnych miesigcach?
Czy byl to wiek tych sedziwych debow, czy w wigk-
szym stopniu odpowiedz indywidualnego genotypu
drzewa? Efekt badan byt w pewnym stopniu zaskocze-
niem, poniewaz pokazaly one, ze dla drzew w réznym
wieku decydowal genotyp matecznego drzewa. Przy
czym i te najstarsze badane przez nas rosliny rowniez
wykazywaly najwyzsze predyspozycje do mikrorozm-
nazania. Stwierdziliémy tez, ze nie wszystkie wiekowe
deby mozna bylo rozmnozy¢ z wykorzystaniem meto-
dy in vitro. Opracowana metoda pozwolila jednak roz-
mnozy¢ (uzyska¢ kompletna sadzonke z pedem i ko-
rzeniem) potowe z testowanych drzew pomnikowych.

Happy end

Klony pomnikowych debdw, ktére dobrze si¢ namna-
zaly i ukorzenialy w kulturach in vitro, tak ze mogli-
$my wyhodowa¢ kompletng sadzonke jako dwume-
trowej wielkosci drzewka, posadzono przy drzewach
matecznych lub w innych miejscach w Polsce, by za-
chowac dla przysztych pokolen ich oryginalny geno-
typ, uksztaltowany przed kilkuset laty.

I tak 12 kwietnia w 2019 roku posadzono pierwszy
klon pomnikowego debu, otrzymany metodg in vi-
tro. Byla to czteroletnia sadzonka jednego z debow
rogalinskich i jednego z najstarszych debow w Polsce,
liczacego okolo 800 lat, ktora znalazta swoje miejsce
przy Muzeum Palac w Rogalinie, dawnej siedzibie ro-
du Raczynskich, a obecnie oddziale Muzeum Naro-
dowego w Poznaniu. Nastepne drzewko - klon debu
Chrobry (dab macierzysty jest juz martwy) z genoty-
pem uksztaltowanym okoto 1 tys. lat temu, czyli bli-
sko 1025 roku, kiedy odbyta sie koronacja Bolestawa
Chrobrego - posadzono 7 pazdziernika 2022 roku
przy Muzeum Pierwszych Piastow na Lednicy nie-
daleko Gniezna.

Z kolei klony debu Wybickiego, liczacego okoto
500 lat, ktory rosnie na terenie dawnej rodzimej posia-
dlosci Jozefa Wybickiego w Bedominie, miejscu uro-
dzin w 1747 roku autora stow Piesni Legionéw Polskich
we Wiloszech, posadzono w kilku miejscach w Polsce.
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Najpierw dwa z nich w Bedominie przy drzewie ma-
cierzystym, w 2019 i w 2020 roku. W Manieczkach,
gdzie zmarl Jozef Wybicki w 1822 roku - w 2022 ro-
ku. Rok pézniej w Brodnicy, gdzie przez 100 lat,
do 1923 roku, znajdowat sie grob Jozefa Wybickie-
g0, ktorego prochy przeniesiono potem do Krypty
Zastuzonych Wielkopolan w kosciele $w. Wojciecha
w Poznaniu. W 2022 roku klon debu Wybickiego po-
sadzono tez przy Muzeum Ziemianstwa w Dobrzycy,
w zespole patacowo-parkowym, dawnej posiadlosci
Augustyna Gorzenskiego, przyjaciela Jézefa Wybic-
kiego. Kolejne duplikaty debu Wybickiego posadzono
w 2023 roku przy Muzeum Sremskim i przy Zespole
Szkoél Rolniczych w Grzybnie im. J6zefa Wybickiego.

Dzieki zebranemu materialowi oraz metodzie mi-
krorozmnazania klony pomnikowych debow rosng tez
na terenie Instytutu Dendrologii Polskiej Akademii
Nauk w Koérniku oraz w Arboretum Le$nego Banku
Genow ,,Kostrzyca”. Autorzy projektu dzigkuja wia-
$cicielom obiektdw, przy ktorych mogli posadzi¢ te
deby, bedace no$nikami cennego dziedzictwa gene-
tycznego. m

Metode mikrorozmnazania debéw opracowano w Instytucie
Dendrologii Polskiej Akademii Nauk, badania finansowane
ze srodkow Dyrekcji Generalnej Laséw Panstwowych

w Warszawie (numer projektu: EO-2717-4/13).
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Sadzonka z 800-letniego
debu Rus, sklonowana
w kulturach in vitro
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