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Przedstawiono procedury i efekty namnazania wybranych, najbardziej zagrozonych i najrzad-
szych gatunkéw roélin Tatr i Podtatrza, w celu ich ochrony ex situ w warunkach Gérskiego Ogrodu
Botanicznego. Dzialaniami zostalo objetych dwanascie gatunkéw — rozrzutka brunatna Woodsia
ilvensis, sasanka slowacka Pulsatilla slavica, warzucha tatrzanska Cochlearia tatrae, glodek ka-
ryntyjski Draba siliquosa, traganek zwistokwiatowy Astragalus penduliflorus, zimoziét pétnocny
Linnaea borealis, przymiotno wegierskie Erigeron hungaricus, saussurea wielkoglowa Saussurea
pygmaea, starzec cienisty Senecio umbrosus, sit trojluskowy Juncus triglumis, turzyca pchla Carex
pulicaris oraz welnianka delikatna Eriophorum gracile. W celu rozmnozenia gatunkéw stosowa-
no bezposredni wysiew nasion lub zarodnikéw do ziemi, stymulowanie nasion lub zarodnikéw
do kietkowania in vitro oraz mikrorozmnazanie roslin z fragmentéw organéw roslinnych. Uprawe
gruntowa wyprowadzono dla dziesigciu z wymienionych wyzej gatunkow. Nadal trwajg prace nad
aklimatyzacjg paproci rozrzutki brunatnej, a dla zimoziotu pétnocnego czynione sg proby rege-
neracji roélin z powstatego kalusa. Otrzymane osobniki mogg stanowi¢ material gotowy do intro-
dukeji w ramach programéw zasilania lub odtwarzania populacji na stanowiskach naturalnych,
zgodnie z zalozeniami Globalnej Strategii Ochrony Roélin oraz Ustawy o ochronie przyrody.

Wstep

Pojecie ochrony ex situ, czyli ochrony gatun-
kéw poza miejscem ich naturalnego wystepowa-
nia, nie istnialo w polskim systemie prawnym
przed 2004 rokiem. Na szczeblu miedzynaro-
dowym ochrona ex situ, jako metoda zachowa-
nia bioréznorodnosci, zostata usankcjonowana
w odniesieniu do roslin w ramach Konwencji
o réznorodnosci biologicznej (ang. Convention
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on Biological Diversity, CBD), ktora Polska ra-
tyfikowata w 1995 roku. Konferencja Stron (naj-
wyzszy organ Konwencji) przyjeta w 2002 roku
Globalng Strategie Ochrony Roélin, w ktorej
zapisane s3 m.in. dgzenia (tzw. poziomy do-
celowe) majace zapewni¢ skuteczne zachowa-
nie bioréznorodnoéci. Jednym z takich pozio-
moéw docelowych jest ochrona ex situ do roku
2020 co najmniej 75% zagrozonych gatunkéw
roslin, a nie mniej niz 20% gatunkéw zagrozo-
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nych ma by¢ gotowa do wykorzystania w pro-
gramach zasilania lub odtwarzania populacji.
Uchwalona dwa lata pdzniej, aktualna Ustawa
o ochronie przyrody (Ustawa 2004) wychodzi
naprzeciw tym zobowigzaniom. Koniecznos¢
ochrony ex situ wynika obecnie wprost z jej za-
pisow i jest przypisana do ogrodéw zoologicz-
nych, botanicznych i bankéw genow.

Skutkiem uznania znaczenia ochrony ex
situ roélin jest rozszerzanie od poczatku XXI
wieku misji ogrodéw botanicznych, ktére po-
winny w duzo wigkszym stopniu realizowa¢
dzialania na rzecz ochrony gatunkowej ro-
$lin (Havens iin. 2006). Zadanie to jest z po-
wodzeniem realizowane w polskich ogrodach
botanicznych. Jednym z pierwszych o$rod-
kéw, w ktérym ochrone ex situ w postaci ban-
ku genéw rozpoczeto juz na poczatku lat 90.
XX wieku, jest Ogrod Botaniczny - Centrum
Zachowania Réznorodnoéci Biologicznej PAN
w Warszawie-Powsinie (Kapler i in. 2014).
W dzialania zwigzane z ochrona ex situ zagro-
zonych gatunkéw rodzimej flory angazuje sie
obecnie znaczna cze$¢ instytucji zrzeszonych
w Radzie Ogrodéw Botanicznych i Arboretow
w Polsce oraz wydzialéw biologicznych na uni-
wersytetach. W Ogrodzie Botanicznym Uni-
wersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
organizowana jest cyklicznie miedzynarodowa
konferencja dotyczaca ochrony ex situ roslin.

Ochrona roslin poza miejscem ich natural-
nego wystepowania moze by¢ realizowana przy
uzyciu réznych metod (Guerrant i in. 2004).
W bankach genéw zwykle deponowane sg na-
siona (Walters i in. 2005) lub, jak w przypadku
nasion recalcitrant (wrazliwych na odwodnie-
nie), osie zarodkowe lub izolowane z nich jesz-
cze mniejsze elementy — plumule (Chmielarz
iin. 2011). Gdy jest to niemozliwe, przechowy-
wane moga by¢ paki wegetatywne, stozki wzro-
stu czy zarodki somatyczne (Mikufa i in. 2013).
Trzeba jednak pamietad, Ze ostatecznym celem
ochrony ex situ, nakreslonym réwniez w Usta-
wie o ochronie przyrody, jest wprowadzenie
utrzymywanego materialu biologicznego do
$rodowiska przyrodniczego oraz wsparcie efek-
tywnej ochrony gatunkowej in situ.

W niniejszej pracy skupiono si¢ na tym
aspekcie ochrony ex situ, ktorego efektem ma
by¢ stale utrzymywanie osobnikéw gotowych
do introdukeji w ramach ewentualnych progra-
mow zasilania lub odtwarzania populacji na sta-
nowiskach naturalnych. Przedstawiono dziata-
nia podejmowane w Centrum Badan i Ochrony
Roélin Gérskich (CBiORG) Instytutu Ochrony
Przyrody PAN, prowadzace do namnozenia
i uprawy w warunkach Gérskiego Ogrodu Bota-
nicznego (GOB) wybranych, najbardziej zagro-
zonych i najrzadszych gatunkéw roslin z terenu
Tatr i Podtatrza. Objete ochrong gatunki opisa-
no ponizej w grupach zwigzanych z czestoécia
ich wystepowania. Kategorie zagrozen w odnie-
sieniu do Karpat przyjeto wedlug Czerwonej
ksiegi Karpat polskich (Mirek, Pigko$-Mirkowa
2008) oraz dla obszaru calego kraju - wedlug
Polskiej czerwonej ksiegi roslin (Kazmierczakowa
iin. 2014).

Starzec cienisty Senecio umbrosus nalezy
w Polsce do gatunkéw wymartych. W Polsce
i Karpatach polskich wyginat na stanowisku
naturalnym (EW). W 1993 roku przeniesiono
jedynego osobnika z Doliny Chochotowskiej
w Tatrach Zachodnich do ogrodu botanicz-
nego przy siedzibie CBiORG. Po kilku latach,
z nasion pozyskanych z roéliny macierzystej,
otrzymano kolejne osobniki (Mirek 2008).

Rozrzutka brunatna Woodsia ilvensis, sasan-
ka stowacka Pulsatilla slavica i traganek zwisto-
kwiatowy Astragalus penduliflorus — maja tylko
jedno stanowisko lub zostaly po 2000 roku po-
twierdzone tylko na jednym stanowisku w kra-
ju. Rozrzutke brunatna w Polsce i Karpatach
polskich zaliczono do gatunkéw krytycznie
zagrozonych (CR). Jedyne stanowisko tej pa-
proci na gérze Wdzar objeto ogdlnopolskim
monitoringiem przyrodniczym, a kilkukrot-
ne proby wsiewania zarodnikow w szczeliny
skal nie przyniosty oczekiwanych rezultatow
i nie wykazaly widocznych zmian liczebno-
$ci populacji (Zarzycki 2008). Sasanke stowac-
ka w Polsce i Karpatach polskich uznano za ga-
tunek zagrozony (EN), umieszczony na euro-
pejskiej czerwonej lidcie roélin naczyniowych
i $wiatowej czerwonej liscie gatunkow zagrozo-
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nych TUCN. W naszym kraju jest skrajnie rzad-
ka, notowana wylacznie na jednym stanowi-
sku — w wawozie Koryciska Wielkie w Tatrach
Zachodnich. Traganek zwistokwiatowy, zaréw-
no w Karpatach polskich, jak i w skali calego
kraju, zaklasyfikowano do gatunkéw krytycz-
nie zagrozonych (CR). Roélina wystepuje tylko
w Dolinie Smytniej w Tatrach. W latach 1998-
-2000 podejmowano préby powigkszania po-
pulacji in situ poprzez bezposredni wysiew na-
sion na stanowisku naturalnym oraz dosadza-
nie mlodych osobnikéw rozmnozonych ex situ.
Ze 120 introdukowanych osobnikéw do 2008
roku zaledwie osiem przezylo, kwitto i owoco-
walo (Pigko$-Mirkowa i in. 2008).

Druga grupa roélin objeta badaniami to
gatunki znane jedynie z dwu lub kilku stano-
wisk, z ktorych wigkszo$¢ zagrozona jest wy-
ginieciem: warzucha tatrzanska Cochlearia ta-
trae, glodek karyntyjski Draba siliquosa, zimo-
ziét péinocny Linnaea borealis, saussurea wiel-
kogtowa Saussurea pygmaea i sit tréojluskowy
Juncus triglumis. Warzucha tatrzanska to gatu-
nek zagrozony na terenie Polski (EN), w pol-
skich Karpatach narazony na wyginiecie (VU),
umieszczony na europejskiej czerwonej liscie
rodlin naczyniowych i $wiatowej czerwonej li-
$cie gatunkow zagrozonych IUCN. Roénie wy-
tacznie w Tatrach Wysokich, w okolicach Mor-
skiego Oka oraz Doliny Pieciu Stawéw Polskich.
Glodek karyntyjski zostal zaliczony do gatun-
kow krytycznie zagrozonych (CR) - zaréwno
w Polsce, jak i Karpatach polskich. Znany jest
jedynie z Tatr Wysokich, podawany na zboczu
Grani Zabiego oraz na Woloszynie. Nalezy do
najrzadszych sktadnikéw flory Polski, a niska li-
czebnoé¢ populacji i bardzo mata powierzch-
nia wystepowania uzasadniaja zabezpiecze-
nie gatunku ex situ (Delimat, Borucki 2008).
Zimoziot potnocny roé$nie na ponad 150 sta-
nowiskach na nizu oraz kilku w Sudetach i Ta-
trach. W Karpatach polskich stanowi gatunek
krytycznie zagrozony (CR). Podawany jest zjed-
nego stanowiska na Babiej Gérze oraz z dwu
stanowisk w Tatrach: na Kobylarzu i w Doli-
nie Rybiego Potoku, ponizej Morskiego Oka,
zktérych tylko to drugie w ostatnich latach
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zostalo potwierdzone. Na tym stanowisku zi-
moziol pétnocny tworzy plat o $rednicy kil-
ku metréw, kwitnie sporadycznie i nie tworzy
nasion. Badania zmiennosci genetycznej wy-
konane technikag AFLP sugeruja, ze plat ten
sklada sie z dwdch klondéw powstalych praw-
dopodobnie w wyniku rozrostu wegetatywne-
go dwoch osobnikéw (dane niepublikowane),
co moze ogranicza¢ produkcje nasion u tego
$cisle obcopylnego gatunku (Scobie, Wilcock
2009). Saussurea wielkoglowa nalezy do ga-
tunkow zagrozonych (EN), zaréwno w pol-
skich Karpatach, jak i na terenie calego kraju.
W Polsce spotykana jest jedynie na kilkunastu
stanowiskach w Tatrach, tworzgc skrajnie mate
populagje. Sit tréjluskowy nalezy do gatunkow
krytycznie zagrozonych (CR) zaréwno w Pol-
sce, jak i Karpatach polskich. Rosnie jedynie
w Tatrach, gdzie znany jest z o$miu stanowisk
(okolice Czarnego Stawu powyzej Morskiego
Oka, kociot pod Mieguszowieckim, Kasprowy
Wierch, Dolina Litworowa, Uplaziafiska Kopa,
Mata Swistéwka oraz dwa stanowiska w Dolinie
Malej Laki).

Dwa gatunki spoéréd objetych dziatania-
mi s3 ro$linami torfowiskowymi - turzy-
ca pchla Carex pulicaris i welnianka delikat-
na Eriophorum gracile. Turzyca pcha w Polsce
i Karpatach polskich posiada status gatunku
zagrozonego (EN). Najczgéciej byla notowana
w pétnocno- i potudniowo-zachodniej czeéci
kraju. W Karpatach polskich znana jest z kil-
kunastu stanowisk. Welnianka delikatna z kolei
to gatunek w Polsce i Karpatach polskich kry-
tycznie zagrozony (CR), umieszczony na euro-
pejskiej czerwonej liscie roélin naczyniowych.
W polskich Karpatach wyginela na wiekszosci
stanowisk. W Kotlinie Orawsko-Nowotarskiej
znana jest jedynie z trzech miejsc: okolic tor-
fowisk Baligéwka, Puscizny Wielkiej oraz oko-
lic wsi Chyzne.

W CBiORG prowadzone s3 réwniez pra-
ce nad gatunkami nizszego ryzyka, jak przy-
miotno wegierskie Erigeron hungaricus, ktore
w Karpatach polskich ma status gatunku niz-
szego ryzyka (LR), jednak w skali calego kraju
jest bliskie zagrozenia (NT). Ro$nie na kilku-
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dziesieciu stanowiskach, wylacznie w Tatrach
Wysokich i Zachodnich.

Stosowane metody

Ochrong ex situ objgto dwanascie gatunkow:
jednag papro¢ — rozrzutke brunatng oraz rodliny
nasienne — sasanke stowacka, warzuche tatrzan-
ska, glodek karyntyjski, traganek zwistokwiatowy,
zimozi6t péinocny, przymiotno wegierskie, saus-
sure¢ wielkoglows, starzec cienisty, sit trojlusko-
wy, turzyce pchla oraz welnianke delikatna.

Materialem wyjsciowym do namnozenia
wybranych gatunkéw byly nasiona, zarodniki
lub fragmenty organéw roélinnych pobrane bez-
posrednio na stanowiskach naturalnych lub z ro-
$lin bedacych juz w uprawie Gérskiego Ogrodu
Botanicznego. Wiekszos¢ materiatu wyjsciowe-
go pochodzita z projektu POIS.05.01.00-00-152/
09-00, realizowanego w ramach programu ope-
racyjnego Infrastruktura i Srodowisko.

W celu rozmnozenia gatunkéw stosowano
trzy metody: bezposredni wysiew nasion lub
zarodnikow do ziemi, stymulowanie nasion lub
zarodnikéw do kietkowania in vitro oraz mi-
krorozmnazanie roélin z fragmentéw organow
roslinnych. Pierwsza z wymienionych metod
polegala na oczyszczeniu materialu siewnego,
bezposrednim jego wysianiu do ziemi w do-
niczkach torfowych i utrzymywaniu wilgotno-
$ci podloza. Po skielkowaniu nasion siewki pi-
kowano i uprawiano do czasu uzyskania osob-
nikéw odpowiedniej wielkosci. Nastepnie rosli-
ny przesadzano do ogrodu, na specjalnie przy-
gotowane stanowiska, jak najbardziej zblizo-
ne do warunkéw naturalnych, m.in. skalniaki
wapienne lub granitowe albo fragmenty terenu
podmoktego o podlozu torfowym.

W przypadku braku nasion, ich niedosta-
tecznej ilosci lub trudnosci zwigzanych z ich
kietkowaniem stosowano dwie pozostate meto-
dy. Prace byly wéwczas prowadzone lub wspo-
magane w warunkach laboratoryjnych. Proce-
dura w obydwu przypadkach obejmowata kil-
ka etapow:

« inicjacja kultury in vitro - etap obejmujacy
wybor wyjsciowego materiatu roslinnego, jego

powierzchniowe odkazanie oraz wylozenie eks-
plantatéw na sztuczne podtoza hodowlane;

« namnazanie in vitro - polega na systema-
tycznym (co 4-8 tygodni) pasazowaniu eks-
plantatéw na $wieze pozywki, odbywa sie w spe-
cjalnych naczyniach przeznaczonych do kultur
in vitro, umieszczonych w komorach klimatycz-
nych;

« adaptacja roslin do warunkéw natural-
nych - poprzedzone etapem ukorzeniania har-
towanie i przygotowanie powstatych in vitro
roélin do sadzenia do ziemi i ogrodu, osiggana
poprzez modyfikacje sktadu podloza oraz ze-
wnetrznych warunkow;

« uprawa roslin w ogrodzie na stanowiskach
najbardziej odpowiadajacych warunkom natu-
ralnym.

Kazdy z gatunkéw wymagat indywidual-
nego podejscia. W opracowywaniu sposobu na-
mnazania w warunkach in vitro w duzej mie-
rze uwzgledniono informacje zawarte w do-
stepnych zroédtach publikowanych, dotycza-
ce konkretnych gatunkéw badz gatunkow bli-
sko im spokrewnionych (Luo, Jia 1998; Catana
iin. 2010; Xing i in. 2010; Kaviani i in. 2011)
oraz informacje zgromadzone w bazie danych
Krolewskiego Ogrodu Botanicznego w Kew
(http://data.kew.org/sid/;sasankawiosenna,gto-
dek zotty, traganek jasny, przymiotno wegier-
skie, sit tréjluskowy, turzyca pchla, welnian-
ka delikatna). Konieczny byt dobdr skutecz-
nej i zarazem nieniszczacej tkanek metody ste-
rylizacji materiatlu roélinnego, a w przypadku
kultur zakladanych z nasion - takze zabiegow
wspomagajacych kietkowanie, takich jak straty-
fikacja czy skaryfikacja. Przygotowanie podtoza
o odpowiednim sktadzie chemicznym oraz za-
pewnienie optymalnych zewnetrznych warun-
kéw klimatycznych (temperatura, fotoperiod)
decydowalo o kierunku rozwoju eksplantatow.
Aklimatyzacja wszystkich ukorzenionych in vi-
tro roélin przebiegata w komorze klimatyczne;.
Podczas 6-stopniowego cyklu dzien trwal 13
godzin, a temperatura zmieniala sie stopniowo:
12, 19, 24, 19°C, z kolei w nocy, utrzymywane;
przez 11 godzin, temperatura wynosita poczat-
kowo 10, a nastepnie 7°C.
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Informacje dotyczace iloci wykorzystane-
go materiatu roélinnego, typu izolowanych eks-
plantatéw, rodzaju stosowanych pozywek ho-
dowlanych oraz zewnetrznych warunkéw kli-
matycznych kietkowania nasion lub zarodni-
kéw i prowadzenia kultur tkankowych zesta-
wiono w tabelach 1 i 2. Przedstawiono wyni-

Tab. 1. Namnazanie wybranych gatunkéw z nasion lub zarodnikéw

Table 1. Propagation of selected species from seeds or spores

Bezposredni wysiew do ziemi
Direct sowing into the ground

Gatunek

Species

Rozrzutka brunatna
Woodsia ilvensis
Sasanka stowacka
Pulsatilla slavica
Warzucha tatrzanska
Cochlearia tatrae
Gtodek karyntyjski
Draba siliquosa
Traganek zwistokwiatowy
Astragalus penduliflorus
Przymiotno wegierskie
Erigeron hungaricus
Saussurea wielkogtowa
Saussurea pygmaea
Starzec cienisty
Senecio umbrosus

Sit tréjtuskowy

Juncus triglumis
Turzyca pchla

Carex pulicaris
Wetnianka delikatna
Eriophorum gracile

Objasnienia skrétéw: LN — liczba wysianych nasion, LO — liczba roslin wysadzonych do ogrodu, LR — liczba otrzymanych
roslin, MS — Murashige i Skoog (1962).

! Dla przyktadu: 20°C, 8/16 h oznacza, ze nasiona inkubowano w temperaturze 20°C, w $wietle przez 8 godzin, w ciem-
nosci przez 16 godzin; 33/19°C, 12/12 h — nasiona bylty utrzymywane w $wietle w temperaturze 33°C, w ciemnosci
w temperaturze 19°C z 12-godzinnym fotoperiodem.

LN

100

100

100

100

100

LO

10

60

34

LN

76

312

140

599

177

551

110

513

183

20

Stymulowanie do kietkowania in vitro
Stimulation of in vitro germination

Warunki kietkowania*
Germination conditions

0,5 MS (sucrose 20 g/l);
20°C, 8/16 h

lignina/ cellulose wadding;
20°C, 8/16 h

agar 1%; 20°C, 8/16 h
agar 1%; 25/10°C, 8/16 h
agar 1%; 20°C, 8/16 h
agar 1%; 20°C, 8/16 h
agar 1%; 20°C, 8/16 h

agar 1%; 20°C, 8/16 h

agar 1%; 21°C, 12/12 h;
20°C, 8/16 h

agar 1%; 33/19°C, 12/12 h

agar 1%; 33/19°C, 12/12 h

LR

124
+~200°

170

37

221

31

498

97

7

ki uzyskane podczas préb opracowania pro-
cedur namnazania poszczegdlnych gatunkéw,
z podzialem na metody, jakimi udalo sie¢ je
rozmnozy¢. Podano réwniez liczbe osobnikow
otrzymanych i przeznaczonych do aklimatyza-
cji w ziemi oraz ostatecznie — wysadzonych do
gruntu w ogrodzie.

LO

84

20

106

25

42

89

1

2 Liczba niepoliczalna — zarodniki wysypane z zarodni znajdujacych sie na kilku lisciach pochodzacych z kilku osobnikow.
3 Liczba niepoliczalna — zarodniki wysypane z zarodni znajdujacych sie na 4 lisciach pochodzacych z jednego osobnika.

4 Liczba sporofitéw ukorzenionych.

® Liczba sporofitéw przeznaczonych do ukorzenienia.

Explanation of abbreviations: LN — number of seeds, LO — number of individuals planted in the garden, LR — number of
cultivated plants, MS — Murashige and Skoog (1962).
1 For example: 20°C, 8/16 h means that seeds were incubated at 20°C, in the light for 8 hours and in the dark for 16

hours; 33/19°C, 12/12 h — seeds were kept in the light at 33°C and in the dark at 19°C with a 12-hour photoperiod.
2 Indefinite number — spores sown from sporangia located on a few leaves from several individuals.

3 Indefinite number — spores sown from sporangia located on 4 leaves from a single individual.
4 Number of rooted sporophytes.

° Number of sporophytes ready to root.
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Tab. 2. Mikrorozmnazanie wybranych gatunkéw z fragmentéw organdéw roslinnych
Table 2. Micropropagation of selected species from fragments of plant organs

Liczba Warunki kultury in vitro*

Gatunek Rodzaj eksplantatu wyjsciowego  eksplantatéow  dla indukcji i namnazania kalusa
Species Type of primary explant Number of In vitro culture conditions for
explants induction and proliferation of callus

stozek wzrostu siewki
seedling apex

Warzucha tatrzanska
Cochlearia tatrae
Gtodek karyntyjski
Draba siliquosa

fragmenty kietkujacych siewek
fragments of germinating seedlings

1 MS + 2 mg/I KIN + 0,5 mg/I 2,4-D

1 MS + 2 mg/I KIN + 0,5 mg/| 2,4-D

fragmenty hipokotyli kietkujacych

Traganek zwistokwiatowy siewek
Astragalus penduliflorus
seedlings

fragmenty peddw, weztéw,
pakdéw i ogonkdéw lisciowych
fragments of shoots, nodes,
buds and petioles

Zimoziot pétnocny
Linnaea borealis

siewka
seedling

Przymiotno wegierskie
Erigeron hungaricus

hypocotyl fragments of germinating

7 MS + 2 mg/| BAP

MS + 0,5 mg/I BAP + 0,5 mg/| NAA
MS + 2 mg/I BAP + 2 mg/I 2,4-D
MS + 2 mg/I KIN + 0,5 mg/| 2,4-D
MS + 2 mg/I KIN + 2 mg/I 2,4-D

60?

1 MS + 2 mg/I BAP?

Objasnienia skrétéw: 2,4-D — kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy; BAP — 6-benzyloaminopuryna; IAA — kwas indolilo-3-
-octowy; KIN — kinetyna; MS — Murashige i Skoog (1962); NAA — kwas naftylo-1-octowy.

tKultury prowadzono w komorach klimatycznych, w warunkach 20°C, 16/8 h. Metodyka jest w trakcie opracowywania
i doskonalenia. Podane w tabeli sktady pozywek dotychczas pozwolity otrzymadé najlepszy rezultat.

2Z dwdch peddw wyizolowano 30 fragmentow pedow, 7 weztéw, 17 pakow, 6 ogonkow lisciowych.

Do regeneracji pgkdw przybyszowych najskuteczniejsze byty pozywki: MS + 0,5 mg/I BAP + 0,5 mg/I NAA oraz MS +
0,5 mg/I BAP + 0,5 mg/I IAA; do ukorzeniania MS + 0,5 mg/| NAA.
Explanation of abbreviations: 2,4-D — 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; BAP — 6-benzylaminopurine; IAA — 3-indoleacetic
acid; KIN — kinetin; MS — Murashige and Skoog (1962); NAA — 1-naphthaleneacetic acid.

1 Cultures were conducted in climate chambers at 20°C and for a 16/8 h photoperiod. The methodology is under
development and improvement. Information provided in the table on in vitro cultures refers to the conditions that

generated best results so far.

2 A total of 30 pieces, 7 nodes, 17 buds, 6 petioles were isolated from two shoots.
3The most effective medium for regeneration of adventitious buds: MS +0,5 mg/I BAP+0,5 mg/I NAA and MS + 0,5 mg/|

BAP + 0,5 mg/I IAA; for rooting: MS + 0,5 mg/I NAA.

Wyniki

Rozrzutka brunatna

W laboratorium CBiORG kilkukrotnie
podjeto préby otrzymania rozrzutki brunatnej
z zarodnikow pochodzacych z lisci zebranych
na stanowisku naturalnym, bezposrednio wy-
siewanych do kuwet wypelnionych mieszanka
ziemi i torfu. Za pomocg tej metody, po oko-
to 2 miesigcach, udato si¢ uzyska¢ jedynie kil-
ka sercowatych przedroéli. Pomimo staran
i utrzymywania wilasciwej wilgotnosci podto-
za, nie udalo sie uzyska¢ sporofitow.

W zwigzku z niepowodzeniem uprawy grun-
towej zainicjowano kulture in vitro zarodni-
kéw, bazujac na metodzie opracowanej w Ogro-

dzie Botanicznym Uniwersytetu Wroclawskiego
(Kromer i in. 2008). Po kilku tygodniach poja-
wily sie pierwsze kietkujace przedrosla. Game-
tofity w szybkim tempie namnazaly sie, two-
rzac bujne kepy. Po okoto 5 miesiacach zaob-
serwowano pierwsze sporofity (ryc. 1). Podczas
kolejnych pasazy precyzyjnie izolowano mlo-
de paprocie. Krytyczny wydaje si¢ etap oddzie-
lenia sporofitu od gametofitu. W chwili niedo-
statecznego oczyszczenia sporofitu przedrosle
kontynuuje namnazanie, zagluszajacrozwojro-
$liny. Sporo sporofitow udalo sie odizolowa¢
skutecznie i ukorzeni¢. Obecnie trwaja pierw-
sze proby sadzenia paproci do ziemi i ich akli-
matyzacji.
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Ryc. 1. Mtody sporofit rozrzutki brunatnej Woodsia
ilvensis (7.01.2015 r., fot. P. Olejniczak)

Fig. 1. A young sporophyte of Woodsia ilvensis (7 Janu-
ary, 2015; photo by P. Olejniczak)

Sasanka stowacka

W CBiORG corocznie namnaza si¢ sasan-
ke stowacka z nasion, wysiewajac je bezpo-
$rednio do gruntu w ogrodzie lub kietkujac na-
siona in vitro na zwilzanej ligninie. W warun-
kach laboratoryjnych nasiona kietkujg po oko-
to 4 tygodniach. Po przejsciu okresu aklimaty-
zacji w komorach klimatycznych roéliny wysa-

Ryc. 2. Kalus tworzacy sie na korzeniu gtodka ka-
ryntyjskiego Draba siliquosa (25.11.2013 r., fot.
M. Gasienica-Staszeczek)

Fig. 2. Callus developing on the root of Draba silig-
uosa (25 November, 2013; photo by M. Ggsienica-
-Staszeczek)
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dzane s3 do Gorskiego Ogrodu Botanicznego.
Pierwsze osobniki zakwitly i owocowaly trzy
lata po kielkowaniu nasion. Podejmowano wie-
le préb przetamania spoczynku nasion sasanki
stowackiej na podlozu agarowym. Stosowano
pozywki z dodatkiem kwasu giberelinowego
oraz testowano rozne sposoby skaryfikacji tu-
piny nasiennej — dotychczas bezskutecznie.

Warzucha tatrzariska

Gatunek znajduje si¢ w uprawie w Gérskim
Ogrodzie Botanicznym. Roélina z sukcesem na-
mnazana jest z nasion zebranych w terenie, bez-
posrednio wysiewanych do ziemi w doniczkach
oraz na podlozu agarowym. W warunkach la-
boratoryjnych konieczny okazal si¢ etap susze-
nia nasion pod nawiewem sterylnego powietrza
komory laminarnej, po dezynfekcji powierzch-
niowej, przed wylozeniem na pozywke. In vitro
kietkowala okoto potowa nasion. Odnotowano
spory udziat nasion pustych. Rosliny zaaklima-
tyzowane i wysadzone do ogrodu zakwitly obfi-
cie w drugim roku, wydajac nasiona.

W CBiORG rozpoczeto prace nad namna-
zaniem warzuchy tatrzanskiej wegetatywnie
z tkanek roéliny. Na wyizolowanym stozku
wzrostu siewki uzyskano i namnozono kalus.
Podjeto pierwsze proby regeneracji ro$lin.

Gtodek karyntyjski

Glodek karyntyjski namnaza sie w CBiORG
z nasion zebranych na stanowisku naturalnym.
Na podlozu agarowym kielkowalo okoto 30%
nasion, po kilku tygodniach od wysiania. Wigk-
szg skuteczno$¢ odnotowano w przypadku na-
sion wczeéniej stratyfikowanych w temperatu-
rze +4°C. Najtrudniejszym etapem bylo wysa-
dzanie do ziemi i solidne ukorzenianie niewiel-
kich siewek o delikatnych korzeniach. Po akli-
matyzacji i przeniesieniu do ogrodu roéliny
w roku nastepnym zakwitly i wydaly nasiona.

Podjeto pierwsze proby mikrorozmnazania
glodka karyntyjskiego. Wyprowadzono kultu-
re kalusa na fragmentach kietkujacych siewek
(ryc. 2). Kontynuowane beda prace nad zrege-
nerowaniem roslin potomnych.
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Traganek zwistokwiatowy

Traganek zwistokwiatowy jest namnazany
w laboratorium CBiORG na podlozu agaro-
wym, z nasion zebranych w terenie. W przypad-
ku tego gatunku doszed! etap skaryfikacji na-
sion w trakcie prowadzonych in vitro kultur.
Cze$¢ nasion kietkowalo bardzo szybko, czes¢
dopiero po lekkiej skaryfikacji tupiny nasien-
nej. Po przeprowadzonych testach odnotowa-
no wplyw skaryfikacji nasion na jako$¢ kietku-
jacych siewek. Nasiona nacinane po dezynfek-
cji, bezposrednio przed wylozeniem na agar,
kietkowaly w ciagu 3 dni, dajac blade, zlej ja-
kosci siewki. Z kolei skaryfikacja po kilku tygo-
dniach od zalozenia kultury przyniosta najlep-
szy rezultat. Pierwszy osobnik z zaaklimatyzo-
wanych w ogrodzie roélin zakwitt i wydat na-
siona dwa lata po kietkowaniu nasion.

W CBiORG nasiona traganka zwistokwia-
towego wysiewa si¢ réwniez bezposrednio do
doniczek z ziemig, a nastepnie sadzi na odpo-
wiednie stanowisko w ogrodzie. Pod-
jeto takze pierwsze proby namnaza-
nia tego gatunku in vitro z tkanek ro-
$liny. Dotychczas uzyskano kalus na
fragmentach hipokotyli kietkujacych
siewek.

Zimoziot pétnocny

Z powodu niemoznosci pozyska-
nia nasion na stanowisku naturalnym,
w laboratorium CBiORG utrzymy-
wana jest obecnie kultura kalusa, kto-
ra wyprowadzono na fragmentach pe-
dow, weztéw, pakow i ogonkéw liscio-
wych. Krytyczny byt etap odkazania
materialu roélinnego. Pierwsze pro-
by zalozenia kultury konczyly sie nie-
powodzeniem z powodu silnych za-
kazen mikrobiologicznych. Skuteczna
okazala sie dwustopniowa steryliza-
cja: Line-Antybakteria 70 [etanol 70%
z dodatkiem propan-2-olu (6,0g/100g) i propan-
-1-olu (0,7g/100g)] przez 3 minuty oraz 40% roz-
tworem Domestosu (roztwér podchlorynu sodu
zawierajacy okoto 4,6g/100g aktywnego chloru)
przez 40 minut. Obydwa etapy oddzielono prze-

plukaniem materiatu roélinnego w sterylnej wo-
dzie destylowanej. Po zakonczonej dezynfek-
cji przeprowadzono pigciokrotne, 15-minutowe
plukanie. Obecnie trwaja prace nad regeneracja
ro$lin z namnozonego kalusa.

Przymiotno wegierskie

Uprawe przymiotna wegierskiego wypro-
wadzono z nasion wyktadanych na podloze aga-
rowe. Nasiona kietkowaly po kilkunastu dniach.
Roéliny dobrze aklimatyzowaly sie w ziemi
i ogrodzie. Pomimo licznych préb, nie opra-
cowano dotychczas zadowalajacej metody ste-
rylizacji materiatu nasiennego. Podczas inicja-
cji kultur pojawialo si¢ bardzo duzo zakazen
grzybiczych.

Réwnolegle, dazono do wsparcia uprawy
przymiotna wegierskiego kulturg tkankows in
vitro. Na siewce wyprowadzono kalus, a nastep-
nie z sukcesem namnozono niezréznicowang
tkanke, zregenerowano paki przybyszowe i uko-

Ryc. 3. Przymiotno wegierskie Erigeron hunga-
ricus w uprawie gruntowej w Gorskim Ogrodzie
Botanicznym w Zakopanem (23.06.2015 r., fot.
M. Gasienica-Staszeczek)

Fig. 3. Erigeron hungaricus on the soil substrate in the
Mountain Botanical Garden in Zakopane (23 June,
2015; photo by M. Ggsienica-Staszeczek)
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Ryc. 4. Ukorzeniony osobnik saussurei wielkogtowej
Saussurea pygmaea — gotowy do aklimatyzacji na
podtozu glebowym (20.06.2013 r., fot. P. Olejniczak)
Fig. 4. Rooted individual of Saussurea pygmaea — ready
for acclimatization on the soil medium (20 June, 2013;
photo by P. Olejniczak)

rzeniono rosliny potomne. Z jednego nasiona
udalo sie uzyska¢ 118 osobnikéw, z czego 84
sztuki obecnie obficie kwitng i wydaja nasiona
w uprawie ogrodowej (ryc. 3). Wazng korzyscig
opracowania metody mikrorozmnazania przy-
miotna wegierskiego jest to, ze daje ona szan-
se powtdrzenia sukcesu namnozenia blisko mu
spokrewnionego i krytycznie zagrozonego, za-
réwno w Karpatach polskich, jak i na terenie ca-

Ryc. 5. Kietkujace nasiona situ tréjtuskowego Juncus
triglumis (8.05.2013 r., fot. P. Olejniczak)

Fig. 5. Germinating seeds of Juncus triglumis (8 May,
2013; photo by P. Olejniczak)

22

tego kraju, przymiotna alpejskiego Erigeron alpi-
nus subsp. intermedius.

Saussurea wielkogfowa

Saussuree wielkoglowa otrzymano z na-
sion, zaréwno poprzez bezposredni ich wysiew
do doniczek z ziemia, jak rowniez na podto-
zu agarowym (ryc. 4). Nasiona zaczely kiet-
kowa¢ po kilku tygodniach. Uzyskano nie-
wiele siewek, poniewaz wigkszo$¢ zebranych
w terenie nasion okazala si¢ Zle wyksztalco-
na. Dotychczas, z kilku otrzymanych i wysa-
dzonych do ogrodu osobnikéw, dwa zaakli-
matyzowaly sie. Jeden z nich zakwitl i owoco-
wal dwa lata po wykietkowaniu nasiona. Co
ciekawe, ponad 80% nasion zebranych z tego
osobnika wydaje sie wyksztalcona prawidlo-
wo. Efektywno$¢ produkeji nasion jest wiec
przypuszczalnie ograniczona nie przez roz-
proszenie populacji, a czynnikami zwigzany-
mi np. z zasobno$cia siedliska lub obecnoscig
zapylaczy.

Starzec cienisty

Nasiona starca cienistego, zebrane z roslin
bedacych w uprawie Gorskiego Ogrodu Bota-
nicznego, kielkowaly zaréwno bezposrednio
wysiane do ziemi w doniczkach, jak i na pod-
fozu agarowym. W warunkach in vitro nasio-
na kietkowaly juz po kilku dniach. Z zaakli-
matyzowanych i wysadzonych do ogrodu 25
roslin, pierwszy osobnik zakwitt dwa lata po
kietkowaniu nasion.

Sit trojtuskowy

W warunkach laboratoryjnych kietkowato
blisko 100% nasion situ tréjluskowego, juz po
kilku dniach od wysiania (ryc. 5). Jedyny na-
potkany w pracy nad tym gatunkiem problem
pojawil sie po posadzeniu skietkowanych in vi-
tro siewek do ziemi. Roéliny z bardzo krétkimi
i delikatnymi korzeniami fatwo ulegaly wyptu-
kaniu podczas podlewania, co uniemozliwiato
ukorzenienie. Osobniki zaaklimatyzowane, po
osiggnieciu odpowiedniej wielkosci posadzo-
no na przygotowane stanowisko w ogrodzie.
Zakwitly w trzecim roku, wydajac nasiona.
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Turzyca pchla

Invitro, pokilku tygodniach od siewu, kiel-
kowato okoto 70% nasion turzycy pchlej. Przed
sterylizacja konieczna byla delikatna skaryfi-
kacja i usuniecie okrywy nasiennej. Rosliny
zaaklimatyzowane do warunkéw naturalnych
i na odpowiednio dobranym siedlisku w ogro-
dzie zakwitly w roku nastepnym po kietkowa-
niu nasion.

Wetnianka delikatna

W CBiORG wetnianke delikatna rozmno-
zono z nasion zebranych na stanowiskach natu-
ralnych. Nasiona kietkowaly na podlozu agaro-
wym juz po uplywie kilku dni. Po posadzeniu
siewek do ziemi w doniczkach i aklimatyzacji,
rosliny przeniesiono do torfowiska utworzone-
go na terenie ogrodu.

Podsumowanie

Spoéréd dwunastu gatunkéw roélin, kto-
re objeto badaniami w ramach ochrony ex situ,
uprawe gruntowa wyprowadzono dla dziesie-
ciu gatunkow: sasanki stowackiej, warzuchy
tatrzanskiej, glodka karyntyjskiego, traganka
zwistokwiatowego, przymiotna wegierskiego,
saussurei wielkogtowej, starca cienistego, situ
trojluskowego, turzycy pchlej, welnianki deli-
katnej. Wymienione gatunki namnazano w wa-
runkach laboratoryjnych CBiORG z nasion ze-
branych na stanowiskach naturalnych. Jedynie
material nasienny starca cienistego pochodzit
z osobnikéw bedacych w uprawie Gorskiego
Ogrodu Botanicznego. Nasiona kietkowaly na
podiozu agarowym, z wyjatkiem sasanki sto-
wackiej, ktorej siewki uzyskano na zwilzanej li-
gninie. Nasiona czterech gatunkéw (warzuchy
tatrzanskiej, traganka zwistokwiatowego, saus-
surei wielkoglowej oraz starca cienistego) kiel-
kowaly réwniez po bezposrednim ich wysiewie
do doniczek z ziemia, a takze wysiane do grun-
tu w ogrodzie (sasanki stowackiej). Dla warzu-
chy tatrzanskiej, glodka karyntyjskiego, tra-
ganka zwistokwiatowego oraz przymiotna we-
gierskiego podjeto réwnolegle proby ich mikro-
rozmnazania. Uzyskano sterylne kultury oraz

kalus, a w przypadku przymiotna wegierskiego
z pakéw przybyszowych zregenerowano roliny
i poddano je aklimatyzacji. Otrzymane osob-
niki zaaklimatyzowaly si¢ w ogrodzie, kwitna
i owocujg. Dwa gatunki spoéréd objetych ba-
daniami: rozrzutka brunatna i zimoziét pot-
nocny - nie zostaly wprowadzone do gruntu.
W zwigzku z niepowodzeniem uprawy papro-
ci, po bezpoérednim wysiewie zarodnikéw do
ziemi, zainicjowano kulture in vitro. W chwi-
li obecnej trwaja prace nad aklimatyzacja tego
gatunku. W przypadku zimoziotu pétnocnego,
z powodu niemoznoéci pozyskania nasion na
stanowisku naturalnym, do namnozenia wyko-
rzystano techniki mikrorozmnazania. W labo-
ratorium CBiORG prowadzona jest kultura ka-
lusa i czynione sg préby regeneracji roélin po-
tomnych.

Wspomaganie ogrodniczych metod nam-
nazania roélin technikami laboratoryjnymi daje
bardzo duze korzyséci. W przypadku kietkowa-
nia nasion bezposrednio wysianych do zie-
mi nie ma mozliwoéci precyzyjnego ustalania
warunkow wzrostu, natomiast omija si¢ szereg
procedur koniecznych do uzyskania i utrzyma-
nia sterylnego materiatu roslinnego oraz, cze-
sto krytyczny, proces aklimatyzacji otrzyma-
nych in vitro roslin. W warunkach laboratoryj-
nych kazdy z etapéw wymaga indywidualnego,
specyficznego dla gatunku dopracowania, co,
cho¢ niekiedy pracochtonne, daje mozliwo$¢
modyfikacji metody i otrzymania zadowala-
jacych rezultatéw. Mozliwe jest réznicowanie
warunkéw kielkowania nasion, zastosowanie
odpowiednich podlozy hodowlanych, wzboga-
canie ich skfadu czy stosowanie dodatkowych
zabiegdw inicjujacych przetamanie spoczynku
nasion. Zastosowanie technik mikrorozmnaza-
nia jest niekiedy jedyna metoda umozliwiajaca
namnozenie populacji zagrozonych, w obrebie
ktorych nie wystepuja osobniki kwitnace lub
kwitng nie produkujac nasion (Fay 1994).

Otrzymany w wyniku przeprowadzonych
badan materiat roslinny bedzie wykorzystany
do namnozenia kolejnych pokolen, co w per-
spektywie najblizszych lat powinno doprowa-
dzi¢ do uzyskania w gruncie Gérskiego Ogrodu
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Botanicznego stabilnych populacji wybranych
gatunkéw. Uprawiane osobniki beda dobrym
materiatem gotowym do introdukeji w ramach
ewentualnych programéw zasilania lub odtwa-
rzania populacji na stanowiskach naturalnych.
Aklimatyzacja sadzonek, prowadzona w warun-
kach zblizonych do srodowiska przyrodniczego,
zwieksza szanse na powodzenie planowanych
dziatant ochronnych in situ. Trzeba jednak pa-
mietaé, ze hodowla ex situ moze prowadzi¢ do
zmian genetycznych utrzymywanego materia-
tu. Mozliwa jest losowa utrata zmiennosci gene-
tycznej wynikajaca z dryfu genetycznego, a jest
ona tym wolniejsza, im wieksza jest liczebnos¢
populacji oraz im dluzszy jest czas trwania po-
kolenia. Utrzymaniu zmiennoéci genetycznej
sprzyja zatem wieloletni cykl zyciowy charak-
teryzujacy wszystkie objete dzialaniami gatun-
ki roélin. Zapobiegawczo, wskazana jest okre-
sowa analiza zmiennosci genetycznej utrzymy-
wanych populacji (Ruciniska, Puchalski 2011).
Gdy namnazanie roslin wspomagane jest me-
todami mikrorozmnazania, w kulturach tkan-
kowych przechodzacych stadium kalusa ob-
serwuje si¢ podwyzszone tempo mutagene-
zy (Rout iin. 2006). Ta dodatkowa zmienno$¢,
zwana somaklonalng, powinna by¢ poddana
kontroli w przypadku roslin przygotowywanych
do wprowadzenia do srodowiska naturalnego.
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Gasienica-Staszeczek M., Olejniczak P. Ex situ conservation of endangered plant species in the Centre
for Research and Conservation of Mountain Plants in Zakopane

The paper presents the results of propagation of selected, most endangered and rare plant species of the Tatra
Mountains and their surroundings in the Mountain Botanical Garden in Zakopane. The species include: Woodsia
ilvensis, Pulsatilla slavica, Cochlearia tatrae, Draba siliquosa, Astragalus penduliflorus, Linnaea borealis, Erigeron
hungaricus, Saussurea pygmaea, Senecio umbrosus, Juncus triglumis, Carex pulicaris and Eriophorum gracile.
Seeds or spores of the species were directly placed in the soil for germination or were disinfected and chemically
or physically stimulated in vitro. In some cases, micropropagation techniques were used to derive cultures from
vegetative tissues of the plants. Cultivation of ex situ populations in the garden was not accomplished in only two
species. Sporophytes of the fern W. ilvensis have been successfully developed but they have not been acclimated
to outdoor conditions yet. In the case of L. borealis which did not produce seeds in the Tatra population, we
obtained an undifferentiated callus but further attempts are made to regenerate plants from the tissue. In all
other cases, viable individuals have successfully initiated cultivation in the garden. These plants can now serve
as a material for in situ conservation initiatives that rely on introduction of plants to the wild.
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