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Abstract

The work deals with a detailed description of any necessary follow-up steps that are
performed when taking biological samples from forest tree species populations and
during their primary laboratory processing for the purpose of determining their
genetic characteristics by using molecular-biological methods. The specifics of forest
tree species sampling are mentioned, in terms of collected plant material (number
of sampled individuals, phenological stage of collected samples, quality and size
of samples). The attention is also paid to appropriate term (time) of sampling, to
way of sampling itself (age and spacing of donor /sampled/ trees, various sampling
possibilities, tools being used), registration, storage and transport of samples during
collection (geographical identification of donor /sampled/ individuals, preservation
biological quality of the samples), health and safety at work in forest terrain,
initial laboratory processing samples and their storage in the laboratory (freezing,
freeze-drying, homogenising plant tissues before the DNA isolation). The potential
application of methodology and some of economic aspects are also mentioned.
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1 UVOD A CiIL METODIKY

Jednim z prioritnich kol souc¢asného lesnictvi v CR, kde lesy zaujimaji vice nez
tretinu izemli, je zachovdani biologické rozmanitosti a prosazovani zasad trvale udr-
zitelného obhospodarovani lesnich ekosystémil. Vzhledem k prevazujici umélé ob-
nové je zajisténi kvality zdrojii reprodukéniho materialu lesnich drevin zakladnim
predpokladem pro budouci vynos, adaptacni schopnost a ekologickou stabilitu lesa.
Vyvoj prirozenych populaci zavisi na rozmanitosti genomu jedincd, ktefi je vytva-
feji. Znalost genetické struktury je dilezitd zejména u ohrozenych populaci, které
byly selektovany pfirodnimi procesy na specifickych stanovistich, kde jsou jinymi
populacemi nenahraditelné. Prognéza dalsiho vyvoje populaci je uskute¢nitelna
predevsim na zdkladé znalosti jejich genetické diverzity, kterou lze stanovit pomoci
molekularnich markert.

Uvedené problematice se intenzivné vénuje fada zahrani¢nich pracovist zabyvaji-
cich se genetickymi zdroji a Slechténim lesnich dfevin. Dnes jiZ existuje celé spekt-
rum riznych metod analyz molekuldrnich markert (izoenzymové a DNA analyzy),
kterymi lze urcit genetickou diverzitu populaci.

Dostupné metody a markerovaci systémy jsou pouzitelné u stale vétsiho poctu rost-
linnych druhti. Rozsituje se i spektrum aplikaci molekularnich technik v ekologii
a taxonomii, napt. pti hodnoceni genetické variability v souvislosti s mérfitkem
geografického rozsifeni (THOMPSON 1999; ScHAAL, OLSEN 2000) a pfi studiich za-
méfenych na lokdlni populace a hodnoceni detailni (jemné) genetické struktury
metapopulaci (MANEL et al. 2003).

Problematika uchovani genetickych zdroju je trvalou soucasti celoevropskych ak-
tivit zabyvajicich se lesy a Zivotnim prostfedim (napt. EUFORGEN). V CR chybi
objektivni informace o geneticky podminéné diverzité populaci lesnich dfevin. Do-
savadni domaci poznatky vychazeji prevazné z hodnoceni provenien¢nich ploch
a z fenotypového hodnoceni porostii. Moderni metody analyz molekularnich mar-
kert1 v$ak jiz umoznuji jejich presné genetické zmapovani.

Objektivni metody o geneticky podminéné diverzité populaci lesnich dfevin i ne-
zavislého ovérovani piivodu rostlinného materidlu lze v lesnictvi prakticky vyu-
zit napt. pii kontrole pivodu reprodukéniho materidlu lesnich dfevin (MALA et
al. 2013; NovoTNY 2013). V tomto sméru pokrocila pravdépodobné nejdale SRN
(pracovisté Bavarian Office for Forest Seeding and Planting, Teisendorf), kde byla
vytvofena $irokd databaze referen¢nich vzorkd, které jsou odebirany jiz pti sbéru
osiva a poté i v naslednych krocich produkce sazenic, a které jsou geneticky porov-
navany pomoci izoenzymovych a DNA analyz s dopéstovanym $kolkarskym mate-
ridlem, coZ v soucasnosti predstavuje vérohodny zptisob ovéfovani ptivodu.



Jednim z nezbytnych predpokladi pro uspésna analyticka stanoveni je kvalita vy-
choziho rostlinného materialu, kterd zavisi na dodrzeni spravného postupu odbérii
vzorkd.

DNA lze izolovat témét z libovolného pletiva obsahujiciho burky s jadry (mi-
tochondriemi, chloroplasty). Pro uskute¢néni potfebnych analyz staci i jen velmi
mald mnozstvi pletiva, nebot zdjmovy usek DNA lze v laboratofi namnozit do vel-
kého mnozstvi kopii z ptivodnich nékolika malo molekul. U Zivocichi staéi napt.
kapka krve, stér z Gstni dutiny, vzorek trusu, odpadlych bunék pokozky, popt. i vzo-
rek z muzejnich exponéti a do ur¢ité miry i z fosilnich organismd. Uspésnost izo-
lace DNA vsak vzdy zavisi na podminkach uchovani a je vyhodou, pokud se vzorky
vyskytovaly v prostfedi s nizsi teplotou (MUCLINGER, Z1MA 2006). U lesnich dfevin
izolaci DNA ztézuje pritomnost fenolickych latek, polysacharidi a dalsich latek vy-
skytujicich se v jejich pletivech.

Odbér vzorki (vzorkovani) je ¢innost, kterd je procesni soucasti celé fady vyzkum-
nych a kontrolnich postupti. Zvlast vysoké naroky byvaji kladeny na vétsinu odbérti
vzorku biologického charakteru, které se vyznacuji fadou specifik (nutnost uchova-
ni priznivych vlastnosti, transport, ¢asova tisen aj.). Pokud jde o vzorky odebirané
pro ucely molekuldrnich analyz zaméfenych na genetickou charakterizaci populaci
lesnich drevin, pfistupuji k vyse uvedenému i dalsi néroky, jako volba zdrojové po-
pulace, reprezentativni vybér donorovych jedinct, obtiznd dostupnost biologické-
ho materialu pro vzorkare aj.

Vysvétleni nékterych pojmi souvisejicich se vzorkovanim (CiZex et al. 2006):
vzorkovdni - ¢innost vedouci k odbéru a odbér reprezentativniho vzorku vhodného
pro dany ucel;

odbér vzorku - stanoveny postup odbéru vzorku dle pozadavk ptislusné specifika-
ce (je podmnozinou vzorkovani), zahrnuje téZ manipulaci se vzorkem, konzervaci,
uskladnéni, dopravu a predani do laboratotre, v¢etné porizeni dokumentace této
¢innosti;

materidl — veskeré vzorkované matrice;

reprezentativni vzorek — vzorek, v némz je zjistovand vlastnost (pozadovany ukaza-
tel) zastoupena se spolehlivosti prislusnou k cilim vzorkovani;

definovany vzorek — vzorek pripraveny podle pfedem dohodnutého a schvéleného
postupu zucastnénymi stranami;

vzorkat — osoba provadéjici odbéry, nebo se podilejici na ¢innostech s tim souvise-
jicich (konzervace, Uprava a déleni vzorku, dokumentace a doprava vzorku do la-
boratote);

vzorkovany objekt — vymezena ¢ast materialu v definovaném case, kterd ma byt cha-
rakterizovana reprezentativnim vzorkem;



misto odbéru - jednozna¢né a nezaménitelné definovana poloha vzorkovaného ob-
jektu v zajmovém uzemi;

bod odbéru - pozice jednozna¢né a nezameénitelné definovand prostorovymi a ¢aso-
vymi soufadnicemi, ze které je vzorek odebran;

prosty (bodovy) vzorek — samostatny podil vzorkovaného souboru, ktery reprezen-
tuje pouze jedno jediné misto v ur¢itém Case (jeden bod odbéru);

soubor - souhrn véech jednotek, které jsou predmétem zajmu.

Hlavnim cilem predlozené metodiky je podat ucelenou informaci o postupnych
krocich, které jsou nutné pro spravné zajisténi reprezentativniho odbéru biologic-
kych vzorkt z ucelové vybiranych populaci lesnich dfevin a jejich prvotniho la-
boratorniho zpracovani pro potreby stanoveni genetické charakterizace populaci
pomoci molekularné-genetickych analyz.

2 VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Odebirany material

Do vybéru byvaji zahrnovany predevsim populace lesnich dfevin na lokalitach, kte-
ré jsou vyhlaseny jako genové zdkladny (napf. NovoTNY et al. 2008; NovoTNY, FRrY-
DL 2009; PAR{ZEK, FRYDL 2011), zvlasté chranéna uzemi ochrany piirody (zakon
¢. 114/1992 Sb.), populace predstavujici jednotlivé ekotypy lesnich dfevin (napt.
MAckU et al. 1995), zbytkové populace vzacnych a ohrozenych druhd, autochton-
ni populace (SINDELAR et al. 2005a, b), ptip. dalsi populace, které jsou vyznamné
z hlediska pfedmétu specificky zaméfeného vyzkumu. Pti vybéru lokalit je vhodné
kromé pivodnosti a lesnického vyznamu dil¢ich populaci zohlednit rovnéz hle-
disko reprezentativniho zastoupeni pfirodnich lesnich oblasti a vyskovych pasem.

Vzhledem k tomu, Ze se obdobné lokality ¢asto nachazeji ve velkoplo$nych (NP,
CHKO) ¢i maloplo$nych (NPR, PR) kategoriich zvlasté chranénych tzemi, je tfeba
podle typu ochranného rezimu ziskat potfebna povoleni ke vstupu a moznosti od-
béru biologickych vzorkd. S dostateénym predstihem je proto nutné zaslat mistné
ptislusnym orgdntim statni spravy ochrany ptirody a krajiny odiéivodnénou Zadost
s vysvétlujicimi informacemi o Gcelu odbérd, tj. nej¢astéji anotaci vyzkumného ¢i
ochrandftsky zaméteného projektu. Komunikovat je tfeba také s vlastniky a spravci
lesniho majetku. V nékterych pripadech jsou ze strany Grada stanoveny omezujici



podminky (napf. zakaz pouzivat pfi vystupu na stromy stupacky), které je nutno
pfi vlastnim provadéni odbért dodrzovat. Mtize byt vyzadovano i uzavieni spe-
cifickych smluv, jejichz obsahem vétsinou byva pozadavek na predani informaci
o vysledcich feseni vyzkumného projektu ziskanych ve studovaném tzemi, jehoz
se povoleni tyka.

Vyjimka ze zdkazu je nutna pro vjezd motorovych vozidel mimo silnice a mist-
ni komunikace na celém tzemi narodnich parku a chranénych krajinnych oblasti,
vstup mimo vyznadené cesty na tzemi I. z6n narodnich parkd a na vjezd a vstup
mimo vyznacené cesty do narodnich ptirodnich rezervaci (§ 16, § 26 a § 29 zdkona
¢. 114/1992 Sb.). Vécné prislusnymi spravnimi organy k udélovani téchto vyjimek
jsou spravy narodnich parkd a spravy chranénych krajinnych oblasti (i pro NPR
mimo tzemi CHKO). Vyjimky se vydéavaji ve spravnim fizeni. Po jeho zahdjeni je
ponechana ur¢ita lhita (obvykle 15-30 dnt) pro vyjadreni ucastnikl (G¢astnikem
jsou kromé Zadatele i obce, na jejichz katastru se zvlasté chranéné uzemi nachazi).
Po vydani rozhodnuti je ponechdna 15denni lhtita pro moznost odvolani. Obecné
jsou fizeni ve vécech ochrany ptirody ($ 83 zakona) provadéna v jednoduchych
zalezitostech bezodkladné, v ostatnich pripadech do 60 dnt od zahajeni fizeni
a ve zvlasté slozitych pripadech do 90 dnii od zahdjeni Fizeni.

Odebirané vzorky by nemély byt napadené hmyzem, houbami ¢i virovymi cho-
robami. Na zakladé charakteristickych vlastnosti jednotlivych druht dfevin jsou
odebirany pupeny, mladé listy nebo jehlice. Napt. u buku lesniho se osvédcil od-
bér pupent, protoze izolace z listdi je problematicka vzhledem k vysokému obsahu
voskovych latek. V pripadé obou nasich zékladnich druhii dubi se jako vhodnéjsi
jevi mladé listy, u kterych je na rozdil od pupent ihned rozpoznatelné pripadné
poskozeni fytofagnim hmyzem.

Vzorky pro izoenzymové analyzy (IVANEK et al. 2013) by mély pochazet z vitalni
¢asti koruny a nemély by vykazovat znamky poskozeni. Optimalni jsou koncové
¢asti vétvi 20-30 cm dlouhé, u sazenic a mladych rostlin z pfirozené obnovy i krat-
$i. Postadujici mnozstvi vzorkil pro izoenzymové analyzy je u borovice lesni 1-3,
u modfinu opadavého 5-15 dormantnich pupend, u smrku ztepilého ¢i jedle bélo-
koré jde fadové o desitky pupent (IVANEK, PROCHAZKOVA 2008; IVANEK et al. 2013).

V ptipadé zadavani analyz u akreditovanych laboratofi je zapotiebi odbér navic
prizptisobit i dodate¢nym pozadavkiim dané laboratote, které vyplyvaji z akredito-
vanych postupt (napf. nutnost vyuzit jeji vlastni vzorkare aj.).

Pokud jde o minimalni pocet vzork, ktery by objektivné charakterizoval genetickou
strukturu populace, lze vychdzet mj. z praci zaméfenych na zakladani semennych
sadtl. Napt. WRIGHT (1976) uvadi jako nejobvyklejsi pocet klonii v semennych sa-
dech 40-200, coz jiz v$ak ¢asto znamend zlzeni genofondu vlivem selekce. Adapta-
bilita populaci zavisi na genetické diverzité, a to zejména na pritomnosti vzacnych

10



alel u ¢asti jejich clend, které se ve zménénych podminkach ukazi jako dulezité pro
preziti svych nositelt. Aby byla informace o genetické diverzité populace relevant-
ni, musi byt pti vybéru podchycen dostatecny pocet alel, coz znamensd, Ze vybérovy
soubor donorovych stromt musi mit ur¢itou minimalni velikost. NAMKOONG et al.
(1980) ex ZoBEL, TALBERT (1984) navrhuji jako dostatecny pocet minimalizujici
ztraty alel 50 vzorkd, pficemz k velmi vysokym ztratam alel jiz dochazi, klesne-li
jejich pocet pod 20. Je-1i to mozné, mél by pri ochrané genofondu ex situ dosahovat
pocet jedincti 200-400. BRowN a HARDNER (2000) doporucuji odbér minimalné 59
vzorki, pficemz jejich optimdlni pocet zalezi na systému opylovani druhu, strategii
rozmnozovani aj. WHITE et al. (2007) shrnuji, Ze k zachovani alel s vyskytem > 5 %
alespon v jedné kopii sta¢i 50-160 vzorkd. Pokud by mély byt spolehlivé zachyceny
i vzacné alely, musely by byt pocty vzorkti mnohem vy3si (fadové stovky, ale spiSe
tisice). YANCHUK (2001) ex SKkrR@PPA (2005) zminuje, Ze zachovani vzacnych alel je
mozné v populacich o Cetnosti > 5 000. Odhad poctu efektivni velikosti populace
pro udrzeni potiebné variability ¢ini podle néj 30-80 jedinct. Minimalni velikost
vybéru je vsak dulezita rovnéz z hlediska statistického zpracovani vysledki; napt.
MELOUN a MILITKY (2004) uvadéji pro normadlni rozdéleni minimalni hodnotu
50 vzorkil. Za optimalni pocet je tedy mozno povazovat ca 60 odebiranych vzor-
ki z populace; je ale tfeba podotknout, Ze jde o pocet pomérné vysoky z hlediska
objemu praci spojenych s provadénim analyz a pottebnych finan¢nich prostiedkii
(vysoka spotieba chemikalii).

2.2 Termin odbéru

S typem odebiraného materialu souvisi i vhodny termin odbéru. V pripadé pouziti
komer¢né dostupnych kit pro izolaci DNA, napt. DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen),
je pro odebirani vzorka z hlediska dosazeni vétsi vytéznosti DNA vhodnéjsi jarni
obdobi. U dubti se vzhledem k ziskanému nizkému mnozstvi vyizolované DNA
z pupend, ale i ¢astému napadani jejich vnittku hmyzem, osvéd¢ily jako zdrojo-
vy material mladé ragici listy. V pripadé buku lesniho jsou misto rasicich listii pro
dalsi zpracovani vhodnéjsi nevyrasené nebo mirné naragené pupeny. Alternativni
podzimni odbér je mozny pouze u nékterych druhd, napt. u borovice lesni a buku
lesniho, u jinych drevin (SM, JD, DB, DBZ) jsou podzimni malo vyvinuté pupeny
obtizné zpracovatelné a pro izolaci DNA by jich muselo byt odebrano vétsi mnoz-
stvi. Respektovanim uvedenych zjisténi Ize tedy zvysit efektivitu odbéri a usporit
finan¢ni prostredky.

U vzorki odebiranych za ticelem provedeni izoenzymovych analyz (dormantni pu-
peny, semena) je vyZzadovan jejich odbér v dobé vegeta¢niho klidu, nejlépe v tinoru
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az dubnu (IvANEK, PROCHAZKOVA 2008), ale v zavislosti na klimatickych podmin-
kach lokality donorového porostu 1ze odbéry provadét v podstaté od zari do kvétna
(IVANEK et al. 2013). Velky vliv na fenologii raeni dfevin ma také priibéh pocasi
v daném roce odbéru, ktery mize nékdy termin praci oproti ptivodnimu piedpo-
kladu vyrazné posunout. S atypickym pribéhem pocasi je tfeba poditat jiz ve fazi
planovani praci a prizptisobit tomu napf. v¢asné zajisténi pottebné vzorkovaci tech-
niky ¢i poddni zZddosti o povoleni ke vstupu do zvlasté chranénych tzemi ochrany
pfirody a odbéru casti rostlin s ohledem na spravni lhiity, které maji organy statni
spravy ochrany pfirody a krajiny ze zakona k dispozici na jejich posouzeni.

2.3 Zplasob odbéru

Z hlediska zachyceni realného obrazu genetické diverzity populaci je tieba fesit
otazku vzdalenosti donorovych stromi.

WRIGHT (1976) zminuje, Ze se semena a pyl ¢asto $ifi pouze na kratké vzdalenosti,
a proto byvaji stromy v urc¢itém okruhu blizce ptibuzné, takze volba donorovych
jedinct zohlednujici tento poznatek mize zuzeni genetické diverzity omezit. Lehka
semena topoldl, vrb nebo bifiz mutiZe vitr odvét i mnoho kilometra. Smrk, borovice
a modrin dokazi vytvorit souvisly nélet do 30-40 m, ¥id$i pak i nékolik set metrti
od paty kmene. Jesté déle se roz$ifi nélet jasanu, javoru ¢i habru. U dfevin s tézky-
mi semeny (dub, buk) dochazi v podstaté k svislému dopadu plodii pod korunu,
vét§inou v8ak vlivem pohybu vétvi ve vétru o néco dale. Rozsifovani na vétsi vzda-
lenosti zprostiedkovavaji predevsim Zivoéichové (hmyz, hlodavci, ptaci), $ifeni olse
lepkavé se déje rovnéz vodou (napt. u buku lesniho by posun bez pomoci Zivoéichi
dosahoval maximalné 20 m za 60 let, tj. 1 km za 3 000 let). Vzhledem k dosavadnim
poznatkim se v8ak ztejmé muze buk (ale napt. i liska obecna) za prispéni drobnych
zivocichu §itit rychlosti 50-70m ro¢né (FriC et al. 1946). GEBUREK (2005) cituje
rtizné zdroje, pokud jde o schopnost kontaminace semennych sadt nebo populaci
lesnich dfevin in situ cizim pylem. Jako nezbytnd minimalni izola¢ni vzdalenost se
jevi 500-1 000 m. U $iroce roz$ifenych druhii s masovou produkei pylu v§ak konta-
minaci nezabrani ani nékolikakilometrové izola¢ni vzdalenosti.

Minimalni rozestupy mezi donorovymi jedinci jsou specifikovany v odborné litera-
tufe (NEI 1972; STERN, ROCHE 1974; RUNO et al. 2004). Obecné by mély dosahovat
30-100 m (LENGKEEK et al. 2006; ESNEROVA et al. 2010), pticemz u dfevin typu
jedle bélokoré se ¢asto z diivodu nedostatku disponibilnich stromu blizi spodni
hranici, zatimco u jinych dfevin je naopak snaha o co nejvétsi ptiblizeni k horni
hranici. Odbéry na dané lokalité 1ze uskutecniovat z dospélych stromt pozemnim
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ilezeckym zptlisobem; vyuzivéni jsou vsak i jedinci pochazejici z pfirozené obnovy.
V pripadech odbérti vzorki z generativnich nebo vegetativnich potomstev dil¢ich
populaci ¢i ekotypt lesnich dfevin koncentrovanych na vyzkumnych plochach,
v semennych sadech ¢i v klonovych archivech neni tfeba minimalni vzdalenosti
mezi odebiranymi jedinci dodrzovat vzhledem k metodickym postuptim zakladani
téchto objektd, které minimalizuji riziko zizZeni genetické variability.

Z hlediska prostorového rozmisténi je tfeba posoudit nejprve mapovou situaci nad
analogovym ¢i lépe digitalnim rastrem a na zakladé provedené rozvahy predbézné
navrhnout ptibliZzné prostorové schéma odbéri tak, aby bylo mozno reprezenta-
tivné odebrat pozadovany podet vzorki ze zajmové lokality. Pokud v$ak vzorka-
fi nejsou znali mistnich pomérti, popt. pokud pfedem nebyla provedena ucelova
rekognoskace, je obvykle nutno pracovni navrh odbérti pfimo na misté modifiko-
vat v zavislosti na konkrétnich podminkéch lokality.

K samotnému odbéru vzorkt v lesnich porostech lze doporucit teleskopické od-
bérové ntizky (obr. 1), kterymi mtize primérné vysoky ¢lovék odstfihnout vétev
stromu ve vy$ce aZ 6 m bez nutnosti pouziti zebriku, z néhoz by navic nebylo z bez-
pec¢nostnich diivodit mozné ovladat nastroj obéma rukama a jehoz transport lesnim
terénem by byl v nékterych pripadech problematicky. Ntuzky je navic mozné preva-
Zet uvnitf osobniho automobilu.

Pomoci odbérovych nizek je ze stromu oddélena cast vétve pozadované velikos-
ti (disponujici ca 30 pupeny, resp. rasicimi listy), ktera je na zemi nakracena za-
hradnickymi ntizkami na vétévky vhodné transportni délky (10-15 cm). Pokud se
timto zptisobem nepodati ziskat vzorky z dostate¢ného poctu dospélych jedinct,
vyuziji se k odbéru i jedinci z mlazi ¢i pfirozeného ndletu. Jedna se rovnéz o pfi-
slusniky sledované populace, pouze jde o dalsi generaci, v niZ dochazi k ur¢itym
zménam v zastoupeni alel. Pokud je pfedmétem vyzkumu populace jako celek,
je vék donorového jedince nepodstatny, nebot ke genetickym zménam (evoluci)
dochazi v populacich neustale (jde o otevieny dynamicky, nikoli uzavieny staticky
systém).

V ptipadé vyuziti sluzeb trhaéskych firem je situace pti odbérech odlisna. K odbé-
riim jsou na jednu stranu pfistupné témeért v§echny dospélé stromy s vyjimkou téch,
u kterych to neprichazi v ivahu z bezpe¢nostnich dvodii (pokro¢ila hniloba aj.),
na druhou stranu vyrazné rostou naklady, ¢asova naro¢nost a naroky na organizaci
prace. K vystupu do korun je mozné vyuzit v podstaté jen trhacskou Zebtikovou
soupravu ¢i horolezecké vybaveni (obr. 2), zatimco uziti lehkych pevnych dvoji-
tych Zebrika ¢i vysokozdviznych plosin neni ve vét$iné pripadtt mozné s ohledem
na terénni podminky, ve kterych se autochtonni populace dfevin ¢asto vyskytuji.
Stupackové soupravy zase nelze vét§inou vyuzit s ohledem na vyznam vétsiny zkou-
manych populaci z pohledu ochrany pfirody.
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Zvlastni metodu ziskavani vzorkd vétvicek pro analyzy genovych markert predsta-
vuje jejich sestfelovani. Ackoliv je tento zpusob tradovan v literatufe, neni bézné
pouzivan. Teoreticky je v8ak sestfelovani vzorki mozné, nebot pro analyzy posta-
¢uje pouze malé mnozstvi rostlinnych pletiv. Samoziejmosti je projednani a zis-
kani souhlasu vlastnika ¢i spravce lesniho majetku, kde je odbér provadén, jakoz
i subjektu realizujiciho myslivecké hospodareni. K uvedenému zpisobu odbéru
je z bezpe¢nostnich divodd mozno pouzit pouze brokové stielivo (priimér broka
3-6 mm).

Obr. 1:  Teleskopické odbérové nlzky firmy Fiskars dosahujici pfi maximalnim vysu-
nuti délky 4 m (18. 11. 2013, J. Dostal)
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2.4 Bezpecnost a ochrana zdravi p¥i praci v lesnim terénu

Autochtonni populace lesnich dfevin se ¢asto zachovaly v tézce pristupnych terén-
nich podminkach, které ztézovaly lesnické hospodareni. Pracovnici, ktefi provadéji
odbéry vzorka z takovychto porosti, se proto mohou setkat s pritomnosti skal-
nich vychozti a stén, strzi, vodnich tok, prudkych svaht, bahnitého ¢i zraselinélé-
ho terénu, sypkého pisku aj. Zvlast nebezpecné jsou i vy¢nivajici a hladké kameny
a kofeny za destivého pocasi, rosy, v mlze a na mokrych ¢i bahnitych stanovistich.

Obr.2:  Vzorkaf pfi vystupu na strom (7. 7. 2008, J. Cap)
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P1i vyskytu téchto jevil je tfeba dbat pfi pohybu terénem zvy$ené opatrnosti, zejmé-
na s ohledem na skutecnost, ze jsou v rukach pfenaseny pracovni pomucky (chla-
dové boxy, odbérové ntlizky ap.), coz zvysuje riziko zranéni pfi eventudlnim padu.

Specifickym problémem je provadéni vyskovych praci pti lezeni na stromy. Proto-
ze vsak tuto ¢innost vétSinou vykonavaji pracovnici specializovanych firem, ktefi
absolvovali potfebnd $koleni, neni zde tomuto tématu vénovana vétsi pozornost.
Z bezpec¢nostnich divodii nelze na stromy vystupovat za desté, silného vétru ¢i
mrazu pod -8 °C (LANDA 1955). Informace o zdsadach bezpecnosti pti pracich
ve stromech lze nalézt napf. na internetové adrese http://www.arboristika.cz/im-
ages/stories/odborne_texty/eac_smernice.pdf. Nejlepsi prevenci pred potencialni-
mi urazy, ale i chybami ze spéchu ¢i stresu z déivodt nepifizné pocasi, zvysené-
ho vyskytu hmyzu aj., je pouzivani vhodného pracovniho odévu, obuvi a dalsich
ochrannych prostiedkd, které odpovidaji aktudlnimu stavu pocasi a povaze lokality.

Po navratu z lesa je tfeba provést osobni prohlidku za ti¢elem vyhledani a odstra-
néni ektoparazitt (klistata, klosi aj.)'. Pfedevsim kli$té obecné je pfenase¢em dvou
nebezpecénych chorob - virové klistové encefalitidy a bakteridlni lymeské borelidzy.
Protoze jsou proti prvni z nich dostupné u¢inné vakciny, je Zadouci, aby byli vsichni
vzorkafi proti tomuto onemocnéni ockovani.

Terénni prace by méli provadét vidy nejméné 2 pracovnici. K privolani lékarské
pomoci slouzi bezplatné tisniové linky 112 nebo 155. Je vSak tfeba upozornit, ze
v nékterych pripadech (hluboké strze ap.) nebyva signal mobilnich operatorii k dis-
pozici a nékdy jim nejsou pokryta ani vétsi, malo osidlend lesnata Gzemi. Pro pti-
pad vzniku poranéni pfi praci v lese je dobré pfipomenout, Ze v okoli provadénych
¢innosti ¢asto mivaji terénni pracovnici k dispozici autolékarnicku, ktera je soucas-
ti povinné vybavy kazdého motorového vozidla, coz si ve stresové situaci nemusi
hned uvédomit.

Vzorkovani patfi k ¢innostem vyZzadujicim vysokou odbornost pracovniki, ktefi
je provadéji. Je proto dtleZité, aby svou kvalifikaci neustale rozvijeli, vzdélavali se
v oboru a byli schopni specializaci a uroven vzdélani fadné dolozit napt. odbornym
zivotopisem, zdznamy o absolvovani tematicky souvisejicich kurzii, odbornych se-
minéit, $koleni novych vzorkovacich technik ap. (CiZex et al. 2006).

' Oproti Siroce rozsifenému mytu netvoii zpétné hacky na hypostomu klistéte zavity, a proto je jakékoli
krouceni pfisatym jedincem neopodstatnéné (DaniEL 1985). PFi tomto nevhodném zplsobu odstrafiovani
klistat navic ¢asto dochazi k odtrzeni hlavicky, kterd zGstane v rance a zpusobi dermatidu. Nevhodna
je i pocatecni aplikace napf. petroleje, protoZze mlze vyvolat zpétny vyron ¢asti nasaté krve smisené se
slinami kliStéte, které pravé obsahuji nebezpecné viry a bakterie. Spravny postup odstranéni klistéte je
jeho lehké uchopeni, napf. pomoci papirového ubrousku, a za stalého mirného tahu postupné viklani ze
strany na stranu, které po urcitém ¢ase vyvola jeho samovolné uvolnéni. Teprve potom je vhodné misto
prisati potfit desinfekci.


http://www.arboristika.cz/images/stories/odborne_texty/eac_smernice.pdf
http://www.arboristika.cz/images/stories/odborne_texty/eac_smernice.pdf

2.5 Evidence, uchovani a transport vzorkti béhem odbéru

Pred vlastnim odbérem se kazdé lokalité a odebiranym vzorkim pfidéli jednoznac-
né evidencni kody. Jedinci, ze kterych je uskutecniovan odbér, jsou vzdy oznaceni
a zaméreni pomoci GPS pfistroje. Znaceni stromt se obvykle provadi na paté kme-
ne lesnickym sprejem (trvanlivost 2-3 roky). V lese se pro vyzkumné a jiné zvlastni
ucely postupné ukazalo jako vhodné pouzivani modré barvy. Je-li nutné trvanlivéjsi
znaceni, lze doporucit natér latexovou barvou a v Gvahu pfichazi i vyuziti DYMO
klesti, kdy je na ocelovou pasku vyrazen pozadovany alfanumericky kdéd a odsttih-
nuty Stitek je pomoci hfebickd pfipevnén na kmen stromu. Misto budouciho upev-
néni $titku je v8ak nutno nejprve ocistit draténym kartacem, aby byla odstranéna
svrchni vrstva odumfelych bunék kary, kterda by pozdéji mohla samovolné odpad-
nout i s eviden¢nim $titkem.

Ke kazdému odebranému vzorku rostlinného materialu z ptislu$éného donorového
stromu je na misté vyhotoven §titek opatfeny datem odbéru, zkratkou odebirané
dreviny, ¢iselnym kédem lokality a poradovym dcislem stromu/vzorku, pripadné
daldimi dlezitymi daji. Stitek se vkladd spolu se vzorkem do plastového sicku,
ktery se vhodnym zpusobem uzavte (zavazani, secvaknuti se$ivackou ap.). Popis
$titku je nejvhodnéjsi provést obycejnou tuzkou ¢i lihovym fixem, které zajistuji
dlouhodobou ¢itelnost zapsanych tdaj.

Sacky obsahujici vzorky a eviden¢ni §titky se v pritbéhu odbéru uklddaji nejprve
do prenosného chladového boxu s uzaviratelnym vikem (obr. 3), v ném?z je potieb-
nd snizena teplota udrzovana pomoci nékolika kusti chladovych desticek. V auté
jsou pak vzorky premistény do cestovni chladni¢ky napojené na rozvod z akumula-
toru. Pokud neni mozné dopravit vzorky jesté téhoz dne na pracovisté laboratore, je
treba zduraznit, Ze musi byt po celou dobu az do okamziku dodani zajisténo jejich
uchovavani pti co nejnizéi teploté.

2.6 Evidence, prvotni zpracovani a uchovavani vzorki
v laboratofi

Po ptijezdu do laboratore jsou chlazené vzorky ihned uloZeny do chladni¢ky, mra-
zené do mrazictho boxu. Prvotni zpracovani se vétsinou provadi nejpozdéji druhy
den réno. Jedna se o odstranéni zbytkd vétévek a obalovych $upin pupent a nasled-
né uloZeni extirpovanych pupenti nebo listti (jehlic) do mraziciho boxu v plastovych
Petriho miskach popsanych z obou stran zkratkou drfeviny, ptislusnym identifikac-
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Obr. 3:  Pfenosny chladovy box (6. 11. 2013, J. Dostal)

Obr. 4: Kratkodobé uchovavani vzork( v pultovém mrazicim boxu (18. 11. 2013,
J. Dostal)
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nim kédem populace a poradovym ¢islem vzorku. K popisu se vyuzivaji lihové fixy
¢i predtisténé samolepici §titky. Pokud neni rychlé prvotni zpracovani z kapacitnich
divodi mozné, jsou i chlazené odbérové sacky s celymi vétévkami bezprostiedné
po jejich dodani do laboratofe zmrazeny na -20 °C. Zpracovani je pak o néco obtiz-
néj$i, nebot je pti odstranovani Supin ze zmrzlych pupent nutno pracovat rychle, je
tfeba branit rozmrzani vzorkt a i samotné oddéleni Supin je pracnéjsi. Pfi postupu
jsou proto vyuzivany vymrazené podkladové desticky, prenosné chladové boxy vy-
bavené mrazicimi vlozkami, malokapacitni mrazici boxy, v ivahu prichdzi i vyuziti
potravinafskych chladicich stol ap. Zpracované vzorky i nezpracovany rostlinny
material (se zachovanym eviden¢nim znacenim) jsou nasledné ukladany do pulto-
vych mrazicich boxi (obr. 4), kde jsou uchovavany az do provedeni izolace DNA.

Obr. 5:  Lyofilizator — vzorky se vkladaji do valcovité nadoby v horni €asti (3. 5. 2013,
J. Dostal)
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Dlouhodobé skladovéani vzorkl v mrazicich boxech je vazano na kontinualni pfisun
elektrické energie. Vétsi laboratore by proto mély byt standardné vybaveny zaloznim
zdrojem elektrického proudu (naftovy agregat), ptip. by mély mit pro mimorddné
situace dlouhodobého preruseni dodavky elektfiny zpracovan evakuacni plan.

Optimélnim zptsobem dlouhodobého uchovavani vzorki v laboratofi je archi-
vace lyofilizata. Lyofilizace je proces vakuového suseni (mrazové sublimace), pti
némz se ze zmrazeného vzorku odpatuje pod vakuem voda, ktera se v lyofiliza¢nim
ptistroji (obr. 5) namrazuje na kondenzaéni spiralu. Do lyofilizatoru jsou vzorky
vkladany v otevienych Petriho miskach (obr. 6) na dobu 24 hodin. Po ukonceni
procesu jsou misky z ptistroje vyjmuty, co nejrychleji zavickovany a po stranach
neprody$né utésnény parafilmem, aby bylo zabranéno zpétnému pohlcovani vody.

Obr. 6:  Vzorky buku lesniho a modFinu opadavého pfipravené k lyofilizaci (3. 5. 2013,
J. Dostal)
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Utésnéné Petriho misky s lyofilizaty jsou vkladany do uzaviratelnych plastovych
sackd (obr. 7), které jsou opét oznaceny zkratkou dreviny, identifika¢énim kédem
populace (donorovych jedincti), poradovym cislem vzorku, pripadné dal$imi po-
trebnymi udaji. Sacky jsou systematicky sefazeny podle poradovych ¢isel vzorki
do kartonovych krabic ¢i jinych skladovacich box, které jsou oznaceny nazvem
dreviny, ¢iselnym i slovnim popisem populace, popt. ¢iselnym kédem projektu,
v ramci kterého byly vzorky odebrany. Prostor temperovany na pokojovou teplotu
by mél byt temny a dobfe vétrany.

Nékdy se k vzorkiim, které maji byt lyofilizovany pridava jiz ve fazi odbéru sili-
kagel, popripadé je pridavan i po procesu lyofilizace. Vlastnosti silikagelu je pak
treba kontrolovat a v¢as provadét jeho vyménu za vysuseny. Pro izolaci se pouziva

Obr. 7:  Lyofilizované vzorky smrku ztepilého (13. 12. 2013, J. Dostal)
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Cerstvy, zmrazeny (i lyofilizovany rostlinny materidl homogenizovany tfenim s te-
kutym dusikem, nebo jen mechanicky rozdrceny lyofilizovany rostlinny materidl.
Pro pupeny listnatych dfevin se osvédcilo jak tfeni s tekutym dusikem, tak lyofiliza-
ce a nasledné mechanické rozdrceni. Pii pfipravé homogenatu mladych dubovych
listdr a rozvitych bukovych pupent se jako vhodny postup ukdzala lyofilizace a na-
sledné tfeni s dusikem. Pupeny jehli¢natych drevin Ize drtit i bez tekutého dusiku,
v ptipadé izolace z jehlic je vhodné vzorky nejprve lyofilizovat a nasledné rozettit
s dusikem.

Vzorky pro analyzy izoenzym je tfeba az do provedeni analyz uchovavat pfi tep-
loté -20 °C (maximalné v8ak 3 mésice). Lze je teoreticky skladovat i dlouhodobg,
a to hlubokym zmrazenim na -80 °C (IVANEK, PROCHAZKOVA 2008; IVANEK et al.
2013), coz je vSak kapacitné naro¢né na disponibilni prostor hlubokomraziciho
boxu, a proto i ekonomicky nevyhodné.

3 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V CR dosud chybi poznatky o genetické diverzité populaci lesnich dfevin vyuzitel-
né pro védecké ucely, ale i pro rozhodovaci fizeni statni spravy. Vysledky ziskané
pomoci analyz DNA domécich populaci lesnich dfevin lze promitnout do aktuali-
zaci pravnich predpisti a norem souvisejicich napt. s upfesiiovanim pravidel pre-
nosu reprodukéniho materialu, dale do smérnic a predpist nelegislativni povahy ¢i
do strategickych a koncep¢nich dokumentt verejné spravy.

Odbér vzorki z porosti lesnich dfevin se ve srovnani s odbéry jinych vzorka vy-
znacuje fadou specifik, kterd jsou dana jednak velikosti izemi, které je nutno vzor-
kovanim postihnout, jednak stromovym vzristem vétsiny donorovych jedinct.
Odbéry je tak nutno provadét z rostlin, které mohou bézné dosahovat nékolika
desitek metrti vysky a jejichz pristupné vegetativni organy (pupeny, listy) se casto
nachdzeji rovnéz ve vyskach rddové metrl az desitek metrd nad povrchem teré-
nu. Také minimalni vzdalenost donorovych jedinct v desitkach az stovkach metrt,
ktera je nutna z hlediska reprezentativnosti vzorka populace (zamezeni problému
blizké genetické pribuznosti), predstavuje z hlediska odbérti ur¢itou komplikaci.
Odbéry vzorki lesnich dfevin se proto vyznac¢uji mimoradnou ¢asovou naroc¢nosti,
kdy napt. ziskani vzorkt ze 60 donorovych stromi trva 2-3¢lenné skupiné vzorka-
fl cely den. S dobou trvani odbéru a vétsinou i velkou vzdalenosti lokalit porostti
od analytického pracovisté se navic zvysuji naroky na zajisténi vhodné skladovaci
a transportni teploty odebranych vzorki, aby byla uchovana jejich ptizniva kvalita
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az do okamziku dodéani do laboratofe. Z uvedenych divodid proto neni obvykle
mozné na lesni dfeviny aplikovat postupy, které se bézné vyuzivaji napt. u rostlin-
nych druht bylinného charakteru ¢i jinych typti organismi.

Dostupné metodické navody zabyvajici se aplikacemi izoenzymovych analyz v les-
nictvi (IVANEK, PROCHAZKOVA 2008; IVANEK et al. 2010; FRYDL et al. 2011) vénuji
zptsobtim odbéru vzorki jen malou pozornost. Vice informaci obsahuje nové vy-
dand priru¢ka (IVANEK et al. 2013), ale ani zde neni ucelené popsan postup vSech
navazujicich tikont, které je nutno postupné provést nejprve v terénu a nasledné pri
prepravé vzorkd a jejich prvotnim zpracovani v zazemi laboratore. Naroky na vlast-
nosti vzorki pro DNA analyzy a analyzy izoenzymt jsou navic odli$né, s ¢imz sou-
visi i nuance ve volbé terminu odbéru z hlediska optimalni fenologické faze do-
norovych stromtl.

4 POPIS UPLATNENI METODIKY

Popsané metodické postupy reprezentativnich odbérii biologickych vzorki z popu-
laci lesnich dfevin vyznamnych pro uchovani genetické diverzity za tcelem inter-
pretace vysledkt molekularné-genetickych analyz jsou vyuzitelné pii rizné moti-
vovanych aktivitich zamérenych na studium lesnich drevin a jejich porostii. Kromé
vyzkumnych organizaci a vzdélavacich subjektd v lesnickych ¢i prirodovédnych
oborech mohou byt jejich uZivatelem i organy statni spravy a odborné instituce,
v jejichz kompetenci je ochrana prirody a krajiny, predevs$im pak zachrana, zacho-
vani a reprodukce genetickych zdroju lesnich dfevin, tj. ochrana lesni biodiverzity
na vSech urovnich. Jednim z moznych vyuziti popsanych postupt v blizké budouc-
nosti mtize byt jejich aplikace pri prokazovani skute¢ného ptivodu reprodukéniho
materialu lesnich dfevin a obnovenych porostii ve srovnani s pivodem deklarova-
nym ustné ¢i pisemné v pritvodni dokumentaci (NovoTNY 2013). Metodiku je véak
mozno vyuzit obecnéji i pfi jinych ¢innostech, pfi kterych je nutno transportovat
rostlinny material v biologicky vyuzitelném stavu na vétsi vzdalenosti a zajistit jeho
dlouhodobéjsi skladovani, napt. pti odbéru vzorkid pro ucely naplnéni Narodni
banky osiva a explantéti lesnich dfevin (zdkon ¢. 149/2003 Sb.) ¢i pfi jinych odbeé-
rech vzorkt pro zaloZeni kultur rostlinnych explantatt in vitro.

Vysledky molekuldrné-genetickych analyz odebranych vzorkt populaci lesnich
drevin s vyuzitim popsanych metodickych postupt prispéji k efektivnéjsimu vy-

uzivani genetickych zdrojii lesnich drevin a rozs$ifi okruh prakticky vyuzitelnych
poznatkd, které mohou slouzit jako podklad pti aktualizacich oblastnich plant
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rozvoje lestl, vyhlasovani genovych zékladen a pfi novelizaci nékterych ustanoveni
lesnické legislativy (zakon ¢. 289/1995 Sb., zdkon ¢. 149/2003 Sb.).

5 EKONOMICKE ASPEKTY

K odbértim vzorki pro ucely analyz DNA neni nutné soustfedit se na vybér kon-
krétni ¢asti koruny donorového stromu (DNA je ve vSech somatickych burnkach
rostliny identickd), zatimco pro odbér vzorkil uréenych k analyzdm izoenzymu
doporucuji IVANEK et al. (2013) uskutec¢nit odbér z vitalnich ¢asti koruny, tj. vétsi-
nou z koncovych vétvi. Pro tcely provadéni analyz DNA tak neni ani u vzrostlych
stromt vzdy nutné vystupovat za ti¢elem odbéru vzorki do jejich korun, ale pokud
maji nékteré vétve dostate¢né nizko (napt. na okrajich pasek a prirozené vzniklych
svétlin, podél cest, prisekis, vodnich tokd, pobliz horni hranice lesa ap.) postaci
k odbéru prodlouzené, napt. teleskopické niizky (vétevnice). Pokud neni tento zpu-
sob odbéru mozny z dostate¢ného poctu dospélych stromd, l1ze potiebny rostlinny
materidl pozemnim zptisobem odebrat i z mladsich jedincti pochazejicich z néletu,
mlazin ap., pokud jsou soucasti dané populace.

V soucasné dobé se cena, kterou pozaduji specializované trhac¢ské firmy za sbér
osiva z 1 stromu, pohybuje okolo 600-700 K¢ za jehli¢nan, resp. vice nez 1 000 K¢
za listna¢, 1 kdyZz muze byt v nékterych pripadech sklizen z konkrétniho listnatého
stromu ve srovnani s jehli¢natym snaz$i. Skute¢nou vysi ceny za sklizen osiva ($isek,
plodtr) v$ak ovliviuje cel fada faktord. Jde napiiklad o vzdgjemnou vzdalenost mezi
stromy, z nichz je osivo sklizeno (prejezdy), dale o bohatost trody (fruktifikaci jed-
notlivych stromi), moZnost pouzivat k vystupu do korun stupacky, o vysku souvisle
zavétvené Casti kmene s vétvemi s dostate¢nou unosnosti (usnadnéni a urychleni
vystupu), tloustku kmene stromu ap. Naptiklad pti sklizni $iSek z dospélych stro-
mu jedle bélokoré miize jeden trha¢ v nékterych ptipadech stihnout také jen 4 az
5 stromu za cely den. Pfi potiebé 60 vzorkt by tak odbéry touto rychlosti trvaly
12-15 dntl.

Je v8ak tfeba znovu zdlraznit, ze pfi odbéru vzorkt potiebnych pro analyzy DNA
neni nutno vystupovat az k vrcholu stromu, kde se vétsinou vyskytuji plody ¢i §i$-
ky, anebo oslunéné, nejlépe vyvinuté pupeny vyuzivané k odbértim roubi pro za-
kladani semennych sadu ¢i pupent pro zakladani explantatovych kultur, resp. pro
ucely provadéni izoenzymovych analyz. Vystup, napt. s vyuzitim lanové techniky,
je v tomto pripadé nutny jen k prvni zelené vétvi. Vzorek je navic ziskan jedno-
razové, tj. okamzité po dosazeni vétve. Timto zptisobem uskute¢ni za 1 den trha¢

24



odbéry z vétsiho poctu stromi nez pti sbéru osiva, vzdy viak zalezi na okolnostech
a jeho fyzickych schopnostech. Smluvni cena za 1 donorovy strom proto miize byt
ve srovnani s taxami za sbér osiva vyrazné nizsi. Pokud je stromolezec pfimo sou-
¢asti tymu vzorkarii, muze to pro feseni projektu predstavovat podstatné snizeni
ndkladi i snazsi organizaci prace.

V ptipadé potencidlniho sestfelovani vzorkt by musela byt k ndkladtim zapocitana
i cena potfebného stfeliva, ktera se pohybuje v rozmezi 5-10 K¢/1 néboj, coz je o fad
nizéi polozka ve srovnani s vystupy na stromy, prestoze je vét§inou k Gspé$nému
odbéru vzorku strelbu zpravidla nutné vicekrat opakovat. Odbér 60 jedinct z jedné
populace by tak byl ve srovnani s pozemnim odbérem navys$en napt. pfi 3 nutnych
vystielech pro ziskani 1 vzorku o 900-1 800 K¢. V pripadé rozsahlejsich projekta
zahrnujicich vétsi pocet druhii dfevin a odebiranych populaci by pak potencialni
néaklady pfi 3 nutnych stfelach/1 vzorek, 60 vzorcich/1 populaci, 10 populacich/1
druh dfeviny a 5 druzich dfevin dosahovaly jiz 45 000-90 000 K¢. Soucasné by se
navic podstatné zvysilo riziko bezpec¢nosti prace a vzrostly by i naklady spojené
s organizaci prace (dohody s vlastniky a uzivateli honiteb).

Molekuldrné-genetické analyzy jsou zatim stile pomérné drahé, coz je dano prede-
v$im naklady na pottebné chemikaélie a pristrojové vybaveni. Prestoze lze vyse uve-
denym zptsobem finan¢ni naro¢nost odbérii podstatné sniZit, je tfeba mit na zfete-
li presny acel, za kterym jsou vzorky ziskavany. Pokud je tedy predmétem vyzkumu
napt. ziskani informace o genetickych charakteristikich autochtonni populace tvo-
fené pouze zbytkem starych stromt, pak nelze soubor jejich vzorka kontaminovat
rostlinnym materidlem pochazejicim z podrostu z pfirozené obnovy, u néhoz neni
shodny ptivod s rodi¢ovskou populaci zarucen.

Ziskani znalosti o genetické struktute domacich populaci lesnich dfevin m4 zna¢-
nou hodnotu z védeckého hlediska, ale i z hlediska praktického dopadu na lesni
hospodéistvi CR. Vyuzivani zdrojt reprodukéniho materialu lesnich dievin s vy-
sokou genetickou variabilitou ve svém dusledku znamena i zvy$ovani stability ob-
novovanych ¢i nové zakladanych lesnich porosti, a tim dosahovani vyssich budou-
cich ekonomickych efektd, které jsou viak obtizné vycislitelné. Jedna se nicméné
o nezanedbatelné ¢astky, které jsou dany rozdilnou trzni cenou dfivi pochazejiciho
z pfedmytnich a mytnich amyslnych téZeb ve srovnani s cenou dfivi ptivodem z na-
hodilych tézeb realizovanych v ekologicky labilnich porostech postihovanych kala-
mitami abiotického ¢i biotického ptvodu. Zvyseni ekologické stability, adapta¢ni
schopnosti a tim i budouciho vynosu lesnich porostt prostfednictvim zachovavani
vysoké genetické variability domdcich populaci lesnich dfevin je v podminkéch CR
z ekonomického hlediska zvlasté vyznamné vzhledem k prevazujici umélé obnové
lesa.
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6 DEDIKACE

Predkladand metodika vychazi z fe$eni vyzkumnych projekttt NAZV QI92A248
LVyuziti genovych zékladen jedle bélokoré v komplexu vyzkumnych opatteni k za-
chrané a reprodukeci genovych zdroji této dreviny v lesnim hospodarstvi Ceské
republiky®, QJ1230334 ,,Ovéfeni geneticky podminéné proménlivosti vyznamnych
populaci lesnich dfevin, v¢etné genetické inventarizace vybranych ekotypu, jako
podklad pro aktualizaci souvisejicich legislativnich predpisti“ a QJ1330240 ,Meto-
dické postupy molekularné-genetického ovérovani pivodu reprodukéniho mate-
ridlu lesnich dfevin s cilem chranit a reprodukovat genetické zdroje lesnich dfevin
v ramci opatteni pro zachovani a rozvoj agrobiodiverzity*.

Autori dékuji Johnovi Fennessymu, M.Sc. (COFORD, Department of Agriculture,
Ireland), za jazykovou revizi anglického abstraktu a souhrnu.
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PROCEDURE OF FOREST TREE SPECIES
POPULATIONS SAMPLING FOR THE PURPOSE
OF MOLECULAR GENETIC ANALYSES

Summary

The conservation of biological diversity, and promoting the principles of sustainable
management of forest ecosystems, such are the priority tasks of current forestry
sector in the Czech Republic, where forests occupy more than a third of the
territory. Due to the prevailing artificial regeneration, the requirement to ensure
the forest reproductive material resources quality is the basic premise for future
yield, adaptation ability and ecological stability of forest. The natural populations’
development depends on diversity of the genomes of individuals which create
these populations. Knowledge of the genetic structure is especially important for
threatened populations, which have been selected by natural processes on specific
habitats where these populations are irreplaceable by any others.

The problems of plant genetic resources conservation present a permanent part of the
Pan-European activities dealing with forests and the environment (e.g. EUFORGEN
Program). In the Czech Republic, there is missing objective information about
genetically conditioned diversity /variability/ of forest tree species populations.
The current knowledge /findings/ are coming here mostly from the evaluation of
provenance plots /from provenance research/ and from phenotype evaluation of
forest stands. However, modern methods of DNA analysis already allow the precise
genetic mapping of population.

Genetically representative sampling of subpopulation should be carried out, in
accordance with the recommended principles, from a minimal number of 60
individuals. During sampling activities, collections of samples from adult individuals
are preferable, while minimum spacing being specified in the special literature is
required. Basic spacing between individuals, from which collection of samples should
be carried out, should achieve the distance of 30-100 m, when lower limits of these
requirements are close to such tree species, as e.g. silver fir, while in case of other
tree species there is effort to the closest approximation to an upper limit. Collection
of samples can be made on the site from the adult trees both from the ground and
by climbing. However, individuals originating from natural regeneration used to
be used, as well. Regarding the methodological principles for the establishment of
research plots or clonal archives, which minimise the risk of narrowing the genetic
variability, it is not necessary to keep the mentioned minimal spacing between
individuals of generative or vegetative origin, being sampled on these objects.
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For the each sample of plant material being collected from the donor tree, it is
created the registration cardboard /label/ with an indication of the date of collection,
of the species and its abbreviation, numeric code of the site and the serial number
of the tree/sample, or with other important information, immediately on the site.
This registration cardboard is placed, together with collected sample, into a plastic
bag, which is necessary to close by suitable way (binding, use of stapler, etc.). The
cardboard /label/ description is most suited to perform an ordinary pencil or spirit
marker, which ensure long-term readability of written data.

Collected samples are stored in refrigerator, immediately after bringing them to the
laboratory. Their first processing is realized as latest the second day in the morning.
It is necessary to remove rests of small branches and cover scales of buds, and
then to store the extirpated buds, needles, leaves into the freezer in plastic Petri
dishes being described from both sides by data containing abbreviation of shrub or
tree name, with the relevant identification code and with the serial number of the
sample population. The spirit markers or pre-printed self-adhesive labels are being
used for these purposes. If it is not the fast primary processing of samples from
capacity reasons possible, sampling bags with the whole branches are frosted at the
temperature of —20°C immediately after their delivery to the laboratory. Processing
of samples is then a little more difficult, since it is necessary to quickly remove
scales of frozen buds, to prevent the thawing of the samples and the separation
of scales is more difficult. Therefore, the frosted underlying plates, portable cold
boxes equipped with refrigerating inserts, small sized frosting boxes are being used.
The food refrigeration tables are being considered to be used too, etc. Processed
and unprocessed plant material samples (with preserved registration marking) are
subsequently stored in a high volume freezing boxes, where they are stored until the
DNA isolation performing itself.

The described methodological procedures of representative sampling of biological
samples from forest tree species populations, which are important for conservation
of forest tree species genetic diversity in order to perform molecular-genetic
analyses are available /are possible to be used/ in a range of multifaceted motivated
activities aimed at the study of the forest tree species and their stands. In addition
to research organisations, these methodological procedures may also be used by
state administration bodies and professional institutions, whose competence is
the nature and landscape protection, and in particular, preservation, conservation
and reproduction of forest tree species genetic resources, i.e. protection of forest
biodiversity at all levels. As one of the possible utilization of the described procedures
in the near future, it may be their application in proving of the true origin of the
forest reproductive material and restored forest stands compared with data about
their origin declared both by oral or written in the accompanying documentation.
However, it is possible to use the methodology more generally as well as in other
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activities, for which it is necessary to transport the plant material in the biologically
available status at longer distances and ensure its long-term storage.
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