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3 ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время проблема сохранения биологического разнообразия приобрела большое значение и признана одной из ключевых. Биологические ресурсы являются основой для поддержания экологических условий существования и экономического развития человеческого общества. Согласно международной Конвенции о биологическом разнообразии (1995), принятой и подписанной 5 июня 1992 г. на Конференции ООН по окружающей среде и развитию в Рио-де-Жанейро, фиторесурсы государств, присоединившихся к конвенции, объявлены национальной собственностью. В связи с интенсивными темпами деградации флоры под влиянием антропогенных факторов и техногенных катастроф объектами пристального внимания становятся редкие и исчезающие виды, эндемики, полезные дикорастущие растения (например, лекарственные, декоративные), численность которых резко уменьшается.

Одна из главных задач ботанических садов - это сохранение генетического разнообразия растительного мира своих регионов (Стратегия ботанических садов ..., 1994). Согласно Конвенции о биологическом разнообразии (1995), охрана растений может осуществляться как в форме in situ, т.е. в местах обитания видов в пределах экосистем или естественной среде, так и в форме ex situ, т.е. путем создания и поддержания условий, необходимых для сохранения компонентов биоразнообразия за пределами экосистем и популяций видов. Деятельность ботанических садов должна быть направлена на сохранение живых образцов (коллекции растений), семян, пыльцы, вегетативных частей побегов, культуры тканей и клеток (Международная программа ..., 2000). Хранение генетического материала природной флоры в виде семян является одним из самых распространенных, практичных и эффективных способов охраны ex situ (Hawkes, 1990). За
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последние 30 лет организации и институты, занимающиеся изучением растительных ресурсов, накопили огромный опыт в этой области. Семена являются удобным средством рационального хранения разнообразия растений, и создание генных банков имеет свои преимущества: образцы семян занимают незначительный объем, требуют небольшого ухода и остаются жизнеспособными в течение долгого времени. Во многих ботанических садах мира созданы банки семян местных видов растений. По последним подсчетам BGCI (Международный совет ботанических садов по охране растений) более чем в 200 садах налажено долговременное хранение семян (Международная программа ..., 2000). Международным институтом генетических ресурсов растений (IPGRI) рекомендованы режимы хранения -4°С и -18°С, влажность ортодоксальных семян 7-8 % (Laliberte, 1997). Международным советом ботанических садов по охране растений для хранения семян предлагаются низкие положительные температуры +5°С и неглубокое замораживание - до -20°С (Botanic gardens ..., 1987). Температурные режимы, рекомендованные международными организациями для банков семян, замедляя процессы метаболизма, продлевают жизнь семян, но не обеспечивают их длительного хранения, со временем может происходить снижение жизнеспособности, приводя к потере ценного генетического материала. В настоящее время наиболее долговременное сохранение геномов возможно в криобанках, где в замороженном состоянии при температуре жидкого азота (-196°С) в виде семян или других органов хранится информация о структурном и функциональном разнообразии растений. Изучение возможности криоконсервации семян дикорастущих видов началось сравнительно недавно - в начале 80-х годов XX века, но уже очевидно, что это перспективный способ сохранения генетических ресурсов растительного мира (Stanwood, 1985; Тихонова, 1999 а).

Во флоре Приморского края насчитывается 149 редких и исчезающих растений (Харкевич, Качура, 1981), из них 78 внесено в Красную книгу РСФСР (1988). Многие местные виды обладают полезными свойствами (лекарственные, декоративные, пищевые, медоносные, кормовые и др.).
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Массовые заготовки и систематический сбор таких растений в их естественных местообитаниях наносят значительный ущерб природным популяциям, и виды, которые кажутся благополучными, могут перейти в категорию редких. По данным С.С. Харкевича (1997), в 6 заповедниках Приморского края сосредоточено более 1800 видов флоры, однако почти 800 еще не обеспечены этой формой охраны. Таким образом, традиционные способы охраны in situ не могут обеспечить сохранение биоразнообразия дикорастущих растений. В данной ситуации вполне реальным представляется долговременное хранение семян в банках, при создании которых необходимо учитывать все характерные особенности семян, обращая внимание на качество консервируемого материала. Изучение биологии прорастания и применение определенных методов проращивания семян позволит получить растения, которые, пройдя полный цикл развития, дадут полноценное потомство. До настоящего времени метод криоконсервации семян видов флоры Приморского края не применялся, и не изучалась толерантность семян к замораживанию в жидком азоте, что и определило выбор темы диссертационной работы.

Цель и задачи исследования. Цель настоящей работы - изучить биологические особенности и толерантность семян к замораживанию при температуре жидкого азота (-196°С) и оценить возможность применения криоконсервации как метода долговременного хранения.

В соответствие с поставленной целью нам предстояло решить следующие задачи:

1. Изучить биологические особенности семян.

2. Изучить влияние положительных температур хранения на жизнеспособность семян.

3. Изучить реакцию семян на замораживание при температуре жидкого азота и проанализировать влияние различных режимов охлаждения на всхожесть семян.
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4. Изучить и проанализировать влияние глубокого замораживания семян на рост и развитие растений, на их репродуктивную способность и всхожесть семян в первом поколении.

5. Разработать научно обоснованные рекомендации по хранению семян. Научная новизна. Разработаны методы преодоления покоя семян 4 видов.

Для 11 видов лесных травянистых многолетников впервые установлены стадия развития зародыша в зрелом семени и период его полной дифференциации, тип покоя семян и температурные условия прорастания. Для семян ортодоксального и рекальцитрантного типа определены сроки хранения в лабораторных условиях. Впервые оценка возможности криоконсервации семян осуществлена на основе комплексного подхода, который включает замораживание семян с разной скоростью, изучение всхожести деконсервированного материала, выращивание растений из размороженных семян и получение семенного потомства в первом поколении. Впервые проведены сравнительные исследования роста и развития растений, выращенных из семян после хранения в жидком азоте, и разработаны методические основы оценки влияния глубокого замораживания на сохранение генетической стабильности семян дикорастущих кустарников.

Практическая ценность. Материалы изучения биологических особенностей семян, сроков хранения в лаборатории и условий продления их жизнеспособности в полном объеме были учтены при подготовке коллективной монографии «Размножение редких видов растений Приморского края» (Воронкова, Нестерова, Журавлев, 2000). Информация о типах покоя семян и особенностях их прорастания может быть использована при решении вопросов интродукции и реинтродукции редких и полезных видов. Полученные данные об изменении всхожести при хранении могут быть рекомендованы для подбора оптимальных способов и условий хранения семян. Результаты изучения влияния криообработки на всхожесть деконсервированных семян, рост и развитие растений могут служить основой создания криобанка зародышевой плазмы, в первую очередь редких и исчезающих дальневосточных растений.
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Апробация работы. Материалы диссертации были представлены на всесоюзных совещаниях «Консервация генетических ресурсов» (г. Пущино, 1991, 1994, 1998, 2002), расширенном заседании Ученого совета Ботанического сада-института ДВО РАН (1995, 1998, 2001, 2003), 49-х Комаровских чтениях (г. Владивосток, 1996), Международной конференции «Леса и лесообразовательный процесс на Дальнем Востоке» (г. Владивосток, 1999), на заседании «Круглого стола» IV Дальневосточной конференции по заповедному делу (г. Владивосток, 1999), II международной научной конференции «Растения в муссонном климате» (г. Владивосток, 2000).

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 27 работ.

Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения, 5 глав, выводов, приложения, списка литературы, содержащего 244 наименования, в том числе 73 источника на иностранных языках. Работа изложена на 150 страницах машинописного текста, включает 25 таблиц и 27 рисунков.

Благодарности. За помощь в проведении экспериментов по замораживанию семян в жидком азоте автор выражает благодарность сотрудникам лаборатории криоконсервации генетических ресурсов Института биофизики клетки РАН (г. Пущино), особенно ст.н.с. Светлане Георгиевне Яшиной.

8 ГЛАВА 1. МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЙ

Наше внимание, в первую очередь, привлекли редкие виды, требующие охраны, и полезные (декоративные, лекарственные, медоносные и др.) растения флоры Приморского края. В представленном ниже списке объектов исследования латинские и русские названия растений приведены по сводке «Сосудистые растения советского Дальнего Востока» (1985, 1987-1989, 1991, 1992, 1995, 1996), в случае расхождения принятия объема некоторых видов, название дается по С.К. Черепанову (1995). Реликтовость и эндемизм указаны по работам Н.Н. Гурзенкова (1967, 1969), Г.Э. Куренцовой (1968), С.С. Харкевича, Н.Н Качура (1981), «Красной книге РСФСР» (1988); отмечены лекарственные (Лавренов, Лавренова, 1999; Шретер, 2000), медоносные (Прогунков, 1988) и декоративные виды (Скрипка, 1960).

Aristolochiaceae Juss. - Кирказоновые

Asarum sieboldii Miq. - копытень Зибольда. Лекарственный.

Aristolochia manshuriensis Kom. - кирказон маньчжурский. Эндем Восточной Азии. Реликт. Охраняемый, лекарственный, декоративный.

Asteraceae Dumort. {Compositae Giseke) - Астровые (Сложноцветные)

Filifolium sibiricum (L.) Kitam. - нителистник сибирский. Реликт. Охраняемый, лекарственный.

Berberidaceae Juss. - Барбарисовые

Epimedium macrosepalum Stearm - горянка крупночашечковая. Эндем юго-восточных отрогов Сихоте-Алиня. Реликт. Охраняемый, декоративный.

Plagiorhegma dubia Maxim. - косоплодник сомнительный. Лекарственный, декоративный.

Campanulaceae Juss. - Колокольчиковые

Platycodon grandiflorus (Jacq.) A. DC. - ширококолокольчик крупноцветковый. Лекарственный, декоративный.
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Caprifoliaceae Juss. - Жимолостевые

Weigela praecox (Lemoine) Bailey - вейгела ранняя. Охраняемый, медоносный, декоративный.

Celastraceae Lindl. - Бересклетовые

Celastrus flagellaris Rupr. - древогубец плетеобразный. Декоративный.

С. orbiculata Thunb. - д. круглолистный. Лекарственный.

Clusiaceae Lindl. (Guttiferae Juss.) - Клузиевые (Зверобоевые)

Hypericum attenuatum Choisy - зверобой оттянутый. Лекарственный.

Н. ascyron L. - з. большой. Лекарственный, медоносный, декоративный.

Dioscoreaceae R. Br. - Диоскореевые

Dioscorea nipponica Makino - диоскорея ниппонская. Охраняемый, лекарственный, декоративный.

Ericaceae Juss. - Вересковые

Rhododendron aureum Georgi - рододендрон золотистый. Лекарственный, декоративный.

Rh.fauriei Franch. - р. Фори. Охраняемый, декоративный.

Rh. mucronulatum Turcz. - р. остроконечный. Охраняемый, декоративный.

Rh. mucronulatum subsp. sichotense (Pojark.) Khokhr. - p. остроконечный подвид сихотинский. Охраняемый, декоративный.

Rh. schlippenbachii Maxim. - p. Шлиппенбаха. Охраняемый, декоративный.

Fabaceae Lindl. (Leguminosae Juss.) - Бобовые

Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge - астрагал перепончатый. Лекарственный.

A. uliginosus L. - а. топяной. Кормовой.

Glycyrrhiza pallidiflora Maxim. - солодка бледноцветковая. Охраняемый, лекарственный.

Hedysarum ussuriense I. Schischk. et Kom. - копеечник уссурийский. Эндем южного Сихоте-Алиня. Охраняемый, декоративный.
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Lespedeza bicolor Turcz. - леспедеца двуцветная. Медоносный, кормовой, противоэрозионный, декоративный.

L. cyrtobotrya Miq. - л. кривокистевая. Охраняемый.

L. davurica (Laxm.) Schindl. - л. даурская. Охраняемый.

L. juncea (L. fil.) Pers. - л. ситниковая (или копеечниковая). Лекарственный, медоносный.

L. tomentosa (Thunb.) Maxim. - л. мохнатая. Охраняемый.

Oxytropis chankaensis Jurtz. - остролодочник ханкайский. Эндем юго-западного побережья оз. Ханка. Охраняемый, декоративный.

Thermopsis lupinoides (L.) Link - термопсис люпиновидный. Лекарственный, декоративный.

Trifolium lupinaster L. - клевер люпиновый. Лекарственный, декоративный.

Fagaceae Dumort. - Буковые

Quercus dentata Thunb. - дуб зубчатый. Реликт. Охраняемый, лекарственный, декоративный.

Hydrangeaceae Dumort. - Гортензиевые

Deutzia glabrata Kom. - дейция гладкая. Реликт. Охраняемый, декоративный.

D. amurensis (Regel) Airy Shaw - д. амурская. Лекарственный, декоративный.

Philadelphus tenuifolius Rupr. et Maxim. - чубушник тонколистный. Лекарственный, декоративный.

Liliaceae Juss. - Лилиевые

Lilium buschianum Lodd. - лилия Буша. Охраняемый, декоративный.

L. callosum Siebold et Zucc. - л. мозолистая. Охраняемый, декоративный.

L. сетиит Кот. - л. поникающая. Охраняемый, декоративный

L. pensylvanicum Ker-Gawl. - л. пенсильванская (или даурская). Охраняемый, декоративный.

L. pumilum Delile - л. низкая. Охраняемый, декоративный.
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Papaveraceae Juss. - Маковые

Hylomecon vernalis Maxim. - лесной мак весенний. Лекарственный, декоративный.

Pinaceae Lindl. - Сосновые

Pinus densiflora Siebold et Zucc. - сосна густоцветковая. Охраняемый, лекарственный, декоративный.

Ranunculaceae Juss. - Лютиковые

Adonis amurensis Regel et Radde - горицвет амурский. Лекарственный, медоносный, декоративный.

Atragene ochotensis Pall. - княжик охотский. Лекарственный, декоративный.

Anemonoides amurensis (Korsh.) Holub - ветровочник амурский. Лекарственный, декоративный.

Arsenjevia glabrata (Maxim.) Starodub. - арсениевия голая. Декоративный.

Caltha silvestris Vorosch. - калужница лесная. Лекарственный, декоративный.

Enemion raddeanum Regel - энемион Радде. Декоративный.

Eranthis stellata Maxim. - весенник звездчатый. Декоративный.

Hepatica asiatica Nakai - печеночница азиатская. Охраняемый.

Rosaceae Juss. - Розовые

Armeniaca mandshurica (Maxim.) В. Skvortz. - абрикос маньчжурский. Реликт. Охраняемый, медоносный, декоративный, пищевой.

Cerasus sargetii (Rehd.) Pojark. - вишня Саржента (или сахалинская). Охраняемый, медоносный.

Microcerasus humilis (Bunge) Roem. - вишенка низкая. Охраняемый.

Prinsepia sinensis (Oliv.) Oliv. ex Bean - принцепия китайская. Охраняемый.

Saxifragaceae Juss. - Камнеломковые

Bergenia pacifica Kom. - бадан тихоокеанский. Реликт. Эндем Сихоте-Алиня. Охраняемый, лекарственный.
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Saxifraga serotina Sipl. - камнеломка поздняя. Декоративный.

Vitaceae Juss. - Виноградовым

Ampelopsis japonica (Thunb.) Makino - виноградовник японский. Охраняемый, лекарственный, декоративный.

Parthenocissus tricuspidata (Siebold et Zucc.) Planch. - девичий виноград триостренный. Реликт. Охраняемый, лекарственный, декоративный.

Перечисленные нами 56 видов (4 деревянистых, 13 кустарниковых, 32 травянистых и 7 лиан) относятся к 19 семействам, и являются представителями 40 родов. Среди них 30 видов рекомендованы к охране (Харкевич, Качура, 1981; Красная книга ..., 1984; Красная книга ..., 1988; Перечень объектов ..., 2002). Лекарственными свойствами обладают 28 видов, декоративными - 38, медоносами являются 7 видов, также есть кормовые и пищевые растения.

Материалом для исследований послужили плоды и семена, собранные в период с 1987 по 2002 г. с дикорастущих растений во время экспедиционных работ в районах Приморского края (Надеждинском, Октябрьском, Ханкайском, Михайловском, Хасанском, Уссурийском и др.), на п/о-ве Муравьева-Амурского, на коллекционном участке Ботанического сада-института ДВО РАН, в дендрарии Горнотаежной станции им. В.Л. Комарова ДВО РАН. Семена собирали по мере их созревания, очищали от плодовых оболочек, посторонних примесей, наиболее выполненные отбирали для дальнейшей работы.

Внешнее и внутреннее строение семян изучалось с помощью микроскопа МБС-10. Размеры мелких семян определяли с использованием окуляра со шкалой, цена деления которой составляла ОД мм, размеры крупных - с помощью штангенциркуля. В каждом образце измеряли длину и ширину 25 семян (Методические указания ..., 1980). При описании морфологических особенностей семян и плодов (формы, поверхности, окраски и др.) руководствовались атласами З.П. Артюшенко, Ал.А. Федорова (1986) и З.П. Артюшенко (1990). При изучении внутреннего строения семена
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препарировали. Описывая стадии развития зародышей, пользовались терминологией, предложенной И.А. Ивановой (1968).

Массу 1000 штук семян определяли с точностью до ОД или 0,01 г (в зависимости от размера) как среднее из трех навесок по 50-250 семян с последующим пересчетом.

Влажность семян определяли после высушивания навески до постоянного веса в течение 24 часов при 105°С. Все взвешивания проводили в 3-х повторностях с точностью до 0,001 г. Содержание влаги вычисляли из расчета на сырой вес и выражали в процентах (Международные правила ..., 1969). Равновесная влажность семян достигалась их подсушиванием в открытом состоянии в течение 2-3 месяцев в лабораторном помещении.

Всхожесть исследовали методом проращивания в лаборатории в чашках Петри на влажной фильтровальной бумаге по 25-50 штук в трех повторностях. Проросшими считались семена, длина корешка которых была равна или превышала длину семени (Фирсова, 1969). Согласно ГОСТ 13056.5-75 (1977), всхожесть выражали процентом нормально проросших семян от общего количества семян, взятых для испытания.

Семена видов, обязательным условием успешного прорастания которых является посев в почву, проращивали в контейнерах, заполненных землей: мелкие семена помещали в мешочки из тонкой ткани размером 10x5 см и погружали на глубину 5-6 см (Скрипчинский, 1963, 1987). Контейнеры периодически поливали. Для исследования изменения всхожести при хранении в лабораторных условиях семена, имеющие высокую влажность в зрелом состоянии, каждые 10 дней помещали в контейнеры, предварительно определив влажность. Все действия проводили в трех повторностях по 50-100 шт. семян. Через определенный для каждого вида период времени проверяли всхожесть, учитывая проросшие, загнившие и непроросшие семена. Наблюдения продолжались в течение вегетационного периода (июнь-октябрь), затем контейнеры с непроросшими семенами помещали в холодильник для продолжения наблюдений за прорастанием.
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Семена, находящиеся в состоянии покоя, подвергались предпосевной обработке, облегчающей прорастание. В зависимости от типа покоя применяли метод скарификации или стратификации (Николаева и др., 1985).

Скарификацию - замачивание семян в концентрированной серной кислоте - проводили в течение 30 минут с последующим многократным промыванием водой (виды Fabaceae). При необходимости обработку кислотой повторяли. После скарификации семена проращивали в чашках Петри.

Стратификацию проводили при температуре +5°С, для чего использовали холодильную камеру. При указанной температуре семена выдерживали 1 мес. (виды Ranunculaceae), 2 мес. (виды Vitaceae) или 3 мес. (виды Rosaceae), предварительно поместив их во влажную смесь опилок и торфа, которая служила в качестве субстрата. Стратифицированные семена проращивали в контейнерах с землей.

Семена проращивали при следующих температурных режимах: (1) при постоянной температуре +(19-22)°С в условиях лабораторного помещения; (2) сначала в холодильной камере при температуре +(8-10)°С в течение 5, 10, 15 суток, затем в лаборатории при +(19-22)°С до конца опыта.

Применяли два варианта хранения семян при положительной температуре: (1) неконтролируемый режим - семена в бумажных пакетах хранили в лаборатории; (2) контролируемый режим - семена с равновесной влажностью герметично упаковывали (использовали запаянные ампулы) и хранили в холодильнике при температуре +5°С (Лихачев, 1987).

Температуру воздуха и относительную влажность воздуха в лабораторном помещении определяли с помощью аспирационного психрометра.

Эксперименты по замораживанию семян в жидком азоте проводили в лаборатории криоконсервации генетических ресурсов Института биофизики клетки РАН (г. Пущино). Перед замораживанием при -196°С воздушно сухие семена (с равновесной влажностью) герметично упаковывали в пластиковые криопробирки объемом 1 или 2 мл и охлаждали с разной скоростью:
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(1) медленное замораживание проводили в открытой спиртовой бане, которую охлаждали со скоростью 1,0°С/мин до -50°С с помощью устройства для программируемого замораживания биообъектов ЭМБИ-К (Крастс, Хохлов, 1985), затем криопробирки переносили в сосуд с жидким азотом - СДС-30;

(2) быстрое замораживание осуществляли при непосредственном погружении пробирок в жидкий азот, скорость охлаждения в этом варианте 700°С/мин. Косточки Armeniaca mandshurica и видов рода Cerasus погружали в сосуд с азотом в марлевых мешочках, применяли только быстрое замораживание. Время экспозиции в азоте - 24 часа, 30 дней, 3 года. Размораживание проводили в лаборатории при комнатной температуре. Контрольные семена не подвергали криообработке и хранили в лабораторных условиях. При необходимости для успешного прорастания после размораживания проводили предпосевную подготовку семян (скарификацию или стратификацию). В зависимости от вида всхожесть деконсервированных семян исследовали по одной из выше описанных методик.

Для объективной оценки влияния криоконсервации на сохранение генетической стабильности растительного организма изучали особенности роста и развития растений, выращиваемых из размороженных семян.

Проростки, полученные при проращивании семян, переносили в контейнеры с землей. Когда у сеянцев развивались 1-2 настоящих листа, их высаживали в гряды на питомнике, где проводили дальнейшие наблюдения за ростом и развитием 20-25 контрольных и опытных растений в каждом варианте замораживания семян. За грядами осуществляли необходимый уход - полив, прополка, рыхление.

Периодизацию онтогенеза и выделение возрастных состояний растений проводили по общепринятым методикам (Работнов, 1947, 1950; Ценопопуляции растений ..., 1976; Баранова, 1999). При описании молодых растений разграничивали фазы развития проростков и всходов. Согласно рекомендации Г.П. Рысиной (1973), с момента появления первого настоящего листа проросток считается всходом.
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Морфологическая характеристика проростков и всходов дается на основании схемы, предложенной И.Т. Васильченко (1960).

Биометрические исследования всходов лиан проводили через 40 дней от начала прорастания. Измеряли длину гипокотиля, длину и ширину пластинки каждой семядоли, длину черешков семядолей, длину и ширину первого настоящего листа, длину его черешка, длину корня.

В течение всего периода роста и развития кустарников наблюдали за изменением высоты растений и размеров листьев. У генеративных особей проводили морфометрические исследования как ассимилирующих, так и репродуктивных органов, изучали массу и всхожесть полученных семян. Для исследования размеров ассимилирующих и репродуктивных органов поступали следующим образом: в средней наиболее развитой части кроны каждого контрольного и опытного экземпляра собирали по 10-15 листьев, цветков и плодов. Для измерений из полученного количества методом случайной выборки отбирали 50 листьев и по 25 цветков и плодов. Из всех собранных плодов извлекали семена, и также методом случайной выборки отбирали 25 семян для измерений и три повторности по 100 семян для взвешивания и проверки всхожести.

В процессе роста и развития травянистых видов измеряли высоту растений и учитывали число побегов. У генеративных особей для морфометрических исследований в наиболее облиственной части стебля отбирали 50 листьев способом, описанным выше для кустарников. Во время цветения в средней части соцветия измеряли диаметр 25 цветков. Осенью со всех контрольных и опытных экземпляров собирали плоды и методом случайной выборки отсчитывали 25 шт., из которых извлекали семена и для исследований размерно-весовых характеристик и всхожести отбирали необходимое количество с учетом повторностей.

Математическую обработку полученных данных выполняли по общепринятым методам биологической статистики (Зайцев, 1990), используя компьютерную программу - Microsoft Excel и Microcal Origin 5. Для каждого
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параметра вычисляли среднюю арифметическую и ее ошибку (М±т), минимальный и максимальный предел (Нт), коэффициент вариации (V). Результаты анализировали с применением критерия Стьюдента (t). Степень варьирования исследованных параметров оценивали по 6-ти балльной шкале (Зайцев, 1984).


Список литературы

