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1 CiL METODIKY

Cilem metodiky je ptfedlozit standardni postupy pro komplexni ochranu ohrozeného
taxonu borovice blatky — Pinus uncinata subsp. uliginosa (Neumann) Businsky — na
modelovém ptikladu populace v piirodni rezervaci (PR) Borkovické blata. Jedna se o praktické
vyuziti ndmi vypracovanych doporuceni pro vhodny management sledovaného uzemi
pouzitelny i pro vétSinu dalSich populaci uvedeného taxonu u nas.

Metodika je vystupem projektu vyzkumu a vyvoje MZP SP/2d4/83/07: , Zachrana
genetické diverzity borovice blatky (Pinus uncinata subsp. uliginosa), subendemitu CR, v
centru jejiho aredlu kombinovanou metodou biomonitoringu, kontrolované¢ho opyleni a
mikropropagace®. Pfedmétem vyzkumu bylo v prvni fadé analyzovat naruSenou zbytkovou
populaci borovice blatky zejména z hlediska potencialu jejiho pieziti pro poskytnuti
reprodukéniho materialu. Naslednym dil¢im cilem bylo posilit genofond borovice blatky
v Ceské republice o geneticky ¢&isté potomstvo kombinovanou metodou biomonitoringu,
kontrolovaného opyleni (spraseni), DNA analyz a mikropropagace. Analyzy DNA maji ovérit
genetickou Cistotu otcovské linie reprezentativnich jedincti vybranych podle fenotypu pro
nasledujici pouziti. Vybrani mladi jedinci tvofili vychozi material pro kontrolované opyleni a
ziskani geneticky Cistého osiva pro reprodukci borovice blatky v podminkach ex- a in situ.
Vybrani star$i jedinci reprezentuji ptivodni zbytek ptirozené populace na lokalité a predstavuji
geneticky potencidl pro zachranu mistniho genofondu blatky metodami lesnického
Slechtitelstvi.

2 POSTUP RESENI

2.1 Vybér vhodné populace borovice blatky

Borovice blatka byla u nas donediavna uvadéna pod védeckym jménem Pinus
rotundata Link (Skalicky 1988, Businsky 1998, 2002). Avsak podrobny vyzkum relevantnich
populaci v ramci celého arealu piislusného agregatu Pinus mugo Turra v nedavnych letech
odhalil, Ze toto jméno se vztahuje k jinému taxonu, nezasahujicimu na naSe Gzemi ani do jeho
blizkosti. V navaznosti na toto zjisténi byla borovice blatka nové pfehodnocena (Businsky a
Kirschner 2006) jako Pinus uncinata subsp. uliginosa (Neumann) Businsky a svym
pfirozenym rozsifenim definovdna jako subendemit Ceské republiky s pifesahem do
Rakouska, Némecka a Polska, celkové do maximalni vzdalenosti okolo 30 km od naSich
hranic (Businsky 2008, Businsky 2009, Businsky a Kirschner 2010). VSechny zahrani¢ni
lokality tohoto taxonu s vyskytem fenotypové ,,Cistych® nehybridnich jedinct (celkem méné
nez 15) jsou nepocetné zbytkové populace, pfipadné okrajové Casti Ceskych populaci.
Pievazna &ast viech rozsahlejich populaci blatky je soustfedéna na tzemi Cech, z ¢ehoz
nejvetsi pocet lokalit, resp. dil¢ich populaci se nachazi v Ttreboriské panvi v rozmezi 420 az
500 m n. m. a na Sumavé v udoli Vltavy mezi 720 a 780 m n. m. Spolu s izolovanymi
populacemi v predhoti Krusnych hor, ve Zd’arskych vrsich a v Hrubém Jeseniku jde o jediné
pocetnéj$i populace taxonu borovice blatka. Maly aredl rozSifeni blatky a jeji vyrazna
ekologicka specializace na ptechodova raselinisté jsou zakladni diivody jejiho existencéniho
ohrozeni. K nim pfistupuje dlouhodobé probihajici genetickd eroze zplisobend spontdnni
mezidruhovou hybridizaci s ekologicky flexibilni borovici lesni, Pinus sylvestris L. (Businsky
1998, Businsky a Kirschner 2010). Tato hybridizace se projevuje vyraznéji v nizSich



nadmotskych vyskach, tedy pravé v centru arealu blatky v Tiebonské panvi, kde doslo k
nejvetSimu naruSeni az likvidaci blatkovych raSelinist’ jejich odvodnovanim a tézbou raseliny.

Jednim ze zde nejrozsahlejsich raseliniStnich komplext (ptivodné témét 900 ha, viz
Dohnal et al. 1965) byla tzv. Sobéslavska (n¢kdy téz Veselska) blata na severnim okraji
Tteboniské panve, z nichz po dlouhodobé tézbe¢ raseliny od r. 1956 do druhé poloviny 70. let
zustalo zachovano puvodni rasSelinné téleso s blatkovym porostem jen na fragmentu
reprezentujicim jadrovou ¢ast dnesSni pfirodni rezervace Borkovicka blata (PR o celkové
rozloze 55 ha). Tato populace reprezentuje nejnize poloZzeny vyskyt blatky v CR, ve 423 m n.
m. Tak jako v jinych populacich blatky v Tiebonské panvi byl i zde v poslednich letech
zjistén hromadny uhyn starSich stromt blatky vlivem klrovcové invaze, zde konkrétné
posilené prosvétlenim cCasti porosti ve snaze potlacit konkurencéni dieviny. Dlouhodobé
naruseni vodniho rezimu blatkovych biotopti, geneticka eroze vlivem kiizeni s borovici lesni
(vysazenou obvykle v okolnich lesnich porostech) a invaze kalamitnich hmyzich Skiidct na
oslabenych zbytcich populace blatky jsou tfi hlavni faktory recentniho ohroZeni pfirozenych
blatkovych populaci v nizsich polohéach.

2.2 Zjisténi prostorové a vékové struktury porostii borovice blatky

Prostorova a vékova struktura porosti borovice blatky v PR Borkovicka blata byla
zjiStovana v ¢asti uzemi, kde neprob¢hla plosné tézba raseliny (obr. 1). Tato ¢ast PR obsahuje
fragment ptiivodni populace taxonu. Po ukonceni tézby raseliny byla k ptivodni rezervaci
pfipojena Cast vytézené plochy (obr. 2). Toto tUzemi slouzilo jako srovnavaci plocha pfti
Setfeni pribehu vysky hladiny podzemni vody béhem vegetacni sezony 2008 a pii porovnani
stavu fytocen6z na t€Zbou nedotéené a vytézené (pozdéji do PR zaclenéné) ¢asti lokality.

2.2.1 Analyza synuzie dfevin

Pro popis stavu dievinnych pater byla pouZzita metodika monitoringu pfirozenych lest
Ceské republiky (http://www.pralesy.cz). Metoda zahrnuje Setfeni na siti kruhovych
inventarizaCnich ploch a Setfeni na jadrovych tizemich. S ohledem na velikost monitorované
plochy, proménlivost stanoviStnich a porostnich pomérii byla stanovena vzdalenost mezi
inventarizatnimi plochami 88,5 m. Monitorované Uzemi (28.74 ha) bylo pokryto 38
inventarizatnimi plochami. Intenzita vzorkovani byla 6,6%. V monitorované ploSe byla
vymezena dvé€ jadrova Gzemi reprezentujici odlisné typy lesnich porostti. Prvni jadrové tzemi
(A) predstavuje fragment dochovaného porostu borovice blatky. Druhé jadrové tizemi (B)
zachycuje porost s dominantnim smrkem ztepilym a pouze roztrouSenymi jedinci borovice
blatky v podarovni. Jadrova uzemi jsou obdélnikového tvaru o rozmérech 50 x 100 m. Jejich
celkova vymeéra je 1 ha (2 x 0,5 ha). Na téchto plochach byly zaznamendny vSechny stojici a
leZici stromy od vycetni tlouStky 70 mm, pfirozené zmlazeni dfevin a vyznamné topografické
objekty. Pro vypocet ristovych charakteristik na jadrovych tzemich byl pouzit SW PraleStat
(http://www.pralestat.wz.cz). Terénni méfeni byla realizovana za pouziti technologie Field-
Map (http://www.fieldmap.cz). Vékova struktura hlavnich dfevin byla stanovena na zakladé
analyzy vyvrtl potizenych v obou jadrovych tizemich. Vzorky byly odebirany ve vysce 1,3 m
ze stromli o minimalni vycetni tloustce 7 cm. Vybér nepreferoval zaddnou zastoupenou
dfevinu. Pro analyzu bylo pouzito 115 vzorkl z jadrového tzemi A a 70 vzorki z jadrového
uzemi B.

Na monitorované ploSe bylo zjisténo, ze podle poétu zivych stroma je borovice blatka
stadle dominantni dfevinou. Jeji zastoupeni predstavuje 34,4% celkového stromového
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inventare. Nasledujici dfeviny jsou biizy (b. previsla a b. pyfitd) — 33,2%, smrk ztepily —
30,6% a borovice lesni — 1,8%. Z pohledu hmotnatosti je dominantni smrk ztepily — 41,3%
celkové zasoby. Nasleduji borovice blatka 31,5%, btizy 18,3% a borovice lesni 8.9% celkové
zéasoby. Zcela dominantni je zastoupeni borovice blatky v po¢tu a objemu mrtvych stojicich i
lezicich kmend. Ve zminénych charakteristikach dosahuje blatka 86 — 95% zastoupeni.

Rozlozeni poctu jedincti v tloustkovych tfidach a sumarizace zmlazeni hlavnich
dfevin prozrazuji, ze stavajici podminky konkuren¢né zvyhodiuji smrk ztepily a btizy na ukor
blatky. Blatka po¢tem jedinct v tloustové tfidé 70—120 mm ztraci nejen vzhledem ke smrku a
btizam, ale i vzhledem k vlastnimu zastoupeni v tloustkové tfidé 121 — 170 mm. Absenci
mladych jedinc potvrzuje udaj o pfirozeném zmlazeni. V celkové sumé mladych jedinca
(jedinci od 0,1 m vysky az do 6, 9 cm vycetni tloustky) predstavuje blatka pouze zlomek
poc¢tu jedinct smrku a biiz. V kategorii 0,1-0,5 m blatka prakticky chybi.

Setfeni na jadrovych tizemich ukézalo, Ze obé& plochy prosly ponékud rozdilnym
vyvojem. Zatimco jadrové uzemi A bylo nejdiive obsazované pouze blatkou (1881-1930) a
pozdéji proslo (od r. 1970) vlnou narostt bfiz a smrku, v jadrovém tzemi B se blatka, smrk a
bfizy vyskytovaly soucasn€. Obnova blatky a smrku pokracuje do 1970. V néasledujicim
obdobi uz dominuji bfizy, smrk se obnovuje kontinudln¢, ale blatka se dale nezmlazuje.
Ackoliv jsou tedy rozdily v soucasné dievinné skladbé obou jadrovych tzemi vysledkem
dlouhodobého vyvoje, ptiblizné od roku 1970 lze pozorovat spole¢ny trend zmlazovani smrku
a biiz bez tcasti blatky.

2.2.2 Méfeni hladiny podzemni vody

Pro métfeni hladiny podzemni vody byly pouzity perforované plastové trubky
zapusténé 2 m pod urovei terénu. Hladina byla odeéitdna pomoci hladinoméru. Ctyti sondy
byly instalovany v monitorované cCasti lokality. Jedna byla umisténa na vytézené ploSe.
Zaznam vysky hladiny podzemni vody byl pofizovan minimalné 1x/ mésic.

Hladina podzemni vody ve sledovaném obdobi (vegetacni sezona 2008) byla nejvyssi
v prubéhu jara, kdy se v monitorovaném tuzemi pohybovala v rozmezi 50-70 cm pod
povrchem. V dalsim obdobi byl zaznamenan setrvaly pokles trvajici az do podzimnich
mésici. Naméfena minima se pohybovala v intervalu 93-116 cm pod povrchem. Kontrolni
sonda ve vytézené Casti vykazovala v prubéhu sezony vyrazné mensi rozptyl namétenych
hodnot (20-46 cm) Nejvyssi hladina byla namétena v bfeznu, minimalni v srpnu.

2.2.3 Fytocenologické snimky

Fytocenologické snimky byly potizeny v prubéhu cervna 2008 na 15 inventarizacnich
plochach a v okoli instalovanych sond na méfeni hladiny podzemni vody. Celkové bylo
potizeno 20 fytocenologickych snimkil pokryvajicich rozdilnost stanoviStnich a porostnich
poméri monitorované lokality v€etné srovnavaciho snimku v okoli sondy na vytézené plose.

V ramci snimkovanych ploch v monitorovaném uzemi dominuje smrk ztepily
prakticky ve vSech dievinnych etdzich. V bylinném patru je nejcastéji a nejhojnéji doprovazen
brusnici boruvkou (Vaccinium myrtillus), b. brusinkou (V. vitis-idaea), b. vlochyni (V.
uliginosum), rojovnikem bahennim (Ledum palustre) a bezkolencem modrym (Molinia
caerulea). Snimek pofizeny v okoli kontrolni sondy ve vytézené ¢asti lokality zaznamenava
diky vys$si hladin€ podzemni vody druhy typické pro podmacend raselinna stanovisté jako je:
rosnatka  okrouhlolista (Drosera rotundifolia), suchopyr tuzkolisty (Eriophorum
angustifolium), sitina ¢lankovana (Juncus articulatus) a dalsi.



Borovice blatka je béznou soucasti synuzie dievin v daném souboru snimku. Jeji
pritomnost vSak vyrazné klesd smérem k niz§im etazim. V etazi obsahujici jedince do 20 cm
vySky byla nalezena pouze na kontrolnim snimku na vytéZené ¢asti lokality.

2.3 Ziskani geneticky Cistého osiva borovice blatky

Nezbytnou podminkou ziskani geneticky Cistého osiva borovice blatky je pouziti
metody kontrolovaného opyleni (spraseni), ktera je u vétrosprasnych rostlin jedinou metodou
vytvafeni potomstev z rodi¢d znamého plvodu. Tato metoda, pfevzatd u borovic z
kalifornského vyzkumného ustavu v Placerville (Wakeley a Campbell 1954), byla Gspésné
pouzivana v 60. letech na pracovisti VULHM v arboretu Sofronka v Plzni — Bolevci (Katiak
1965, 1968). Metoda spociva v ptfedCasném odbéru prasnikovych §istic, v izolaci vyvijejicich
se samicich $istic ochrannymi obaly v terénu a nakonec v umélém opylenim pylem znamého
puvodu.

V praxi je nutné sledovat fenologii vyvoje reprodukénich organii jedinct urcenych k
provedeni kontrolovaného opyleni. To by mélo byt u blatky realizovéano pftiblizn€ od poloviny
kvétna do poloviny Cervna v zavislosti na nadmotské vysce lokality (pokud uvazujeme o
pouziti této metody obecn€) a prubchu jarniho pocasi. Prvnim krokem v sérii potiebnych
ukont je izolace konce vétvi s prorastajicimy mladymi vyhony, na jejichz koncich zacinaji
byt vedle pupent zietelné zarodky samicich Sistic. K izolaci je vhodné pouzit polopropustné
prasvitné materialy (napf. uzenarské stiivko); pii upeviiovani sackli musime ponechat nahote
volny prostor pro ristové prodlouzeni vyhont, které odhadneme podle délky piisluSnych
loniskych internodii. Druhym krokem je odbér prasnikovych Sistic. Idedlni je fenofaze
zavienych $istic nedlouho pted zacatkem uvoliiovani pylu, ptipadné i doba, kdy dochazi k
pukani prasnych vacki na sisticich. Prasnikové Sistice odebirdme nejlépe do plastovych sacki
se zipem (obr. 3) a oznacené uloZzime do chladnicky do doby jejich dozrani a pouZiti.
Nejpfesnéji nacasovany by mél byt tfeti krok spocivajici ve vlastnim opyleni zaizolovanych
samiCich S§iStic. Ty museji byt plné rozvinuté ve fazi receptivni pro piijem pylu. Ten
vyfoukneme do prostoru izola¢niho sacku plastovou Pasteurovou pipetou a otvor v sacku pak
zalepime proti pripadné kontaminaci cizim pylem. Pfiblizné za mésic odstranime izolacni
sacky, zkontrolujeme opylené jarni samici SiStice, ze kterych se vytvareji SiStice prvniho roku
(konelety) a vétve oznaCime. Konelety ponechdme pfirozenému vyvoji az do konce 1éta
nasledujiciho roku, protoze vyvoj SiSek borovic (kromé& nékolika vyjimek mimo stfedni
Evropu) je dvoulety. Obvykle v druhé poloving zafi (v letech s primérnym pritbéhem pocasi)
v podminkach na Borkovickych blatech (nebo trochu pozdéji ve vyssich polohach) otrhame
dozravajici Sisky pted jejich pfirozenym otevienim. Ty pak nechame voln¢ otevfit na suchém
misté v pokojové teploté¢ nebo neochotné se otevirajici SiSky nékterych jedinci s pozdéjsi
fenologii otevieme po né€kolika hodindch v termostatu pii teploté 50-60°C.

2.3.1 Identifikace borovice blatky a jejich hybridi podle fenotypu

Borovice blatka je soucasti agregatu (taxonomické skupiny) Pinus mugo Turra. V
ramci tohoto agregatu existuje nckolik morfologickych znaki, podle kterych jednotlivé
zastupce vzajemné neodliSime, ale 1ze je s ispéchem pouzit k odliSeni od nejblize ptibuzného
druhu borovice lesni, Pinus sylvestris L. Protoze v PR Borkovicka blata, jakoz i v celé
Tteboniské panvi a zaroven na vétSing lokalit blatky (kromé nékolika nejvyse polozenych v
oblasti Sumavy, Slavkovského lesa a Krusnych hor) se z agregatu P. mugo vyskytuje jen



taxon Pinus uncinata subsp. uliginosa (borovice blatka), uvadime nize (tab. 1) pouze piehled
vnéjsich rozdilnych morfologickych znakti mezi borovici lesni a blatkou.

Kromé uvedenych vnéjsich morfologickych znaka existuje nékolik znakd v anatomii
jehlic, kterymi se oba taxony borovic 1isi (Businsky a Kirschner 2010). Tyto znaky jsou vsak
pozorovatelné jen mikroskopem a nejsou vhodné pro terénni identifikaci. V podstaté lze
shrnout, ze typicka (charakteristicky vyvinutd) borovice lesni a blatka jsou vzhledové velmi
odlisné entity, takze i identifikace vzajemnych hybridd prvni generace je podle pfechodnych
znaki s jistymi zkuSenostmi relativné snadna. AvSak identifikace hybridnich jedinca
naslednych generaci nebo nékterych jedinct z hybridnich roja (resp. populaci s dlouho, tj. po
mnoho generaci, probihajicim procesem mezidruhové hybridizace) miize byt problematicka.

Tab. 1 Prehled vnéjsich morfologickych znaki u borovice lesni a borovice blatky.

Morfologicky znak Borovice blatka Borovice lesni

Opylené samici §istice — konelety (polo)vzptimené na kratkych dolt ohnuté okolo 180° od osy
(hodnotitelné piiblizné od srpna do | stopkach s odklonem od osy vyhonu | vyhonu na dlouhych stopkach
btezna nasledujiciho roku): do cca 45°

Apofyzy dozralych sisek: svétle az kastanové hnédé, lesklé okrové s Sedavym nadechem, matné

Barva jehlic, resp. olisténi: tmave az svétle zelena Sedavé svétle zelena

Borka: ¢ernavé nebo Sedaveé hnéda, zprvu (na vétvich a v horni ¢asti
odlucujici se v malych ploskach kmene) oranzové hnéda, papiroveé

tenka a loupava v platech, pozdéji
(v dolni ¢asti kmene) tvorici silna
Seda zebra

Koruna plné vyvinutého dospélého | kuzelovita, s hustou texturou vétvi | nepravidelné vejcovita nebo
stromu: vSech rada valcovita, s fidkymi kosternimi
vétvemi a stfedné hustou texturou
koncovych vétvi

2.3.2 Identifikace borovice blatky a jejich hybridi podle genotypu

Evidentni a stabilni rozdily v genotypu jedinct z agregatu Pinus mugo a jedinca Pinus
sylvestris byly nalezeny pouze na chloroplastové DNA (cpDNA) (Wachowiak et al. 2000,
2006). Chloroplasty patfi mezi tzv. semiautonomni bunécné organely, které nesou vlastni
genetickou informaci, nezdvislou na jaderné DNA. Dédicnost cpDNA pfii pohlavnim
rozmnozovani souvisi se zplisobem pirenosu semiautonomnich organel z pohlavnich bunék do
vznikajici zygoty. Jedna se tedy o mimojadernou dédicnost. U nahosemennych rostlin se
cpDNA piendsi pouze ze samcich pohlavnich bunék. Tzn., Ze vSechna chloroplastovd DNA
V potomstvu pochdzi zpylového zrna (dédi se paterndln€, samici chloroplasty vibec
nevstupuji do zygoty). Pomoci chloroplastovych molekularné genetickych markert 1ze tedy
prokazat genetickou introgresi vzniklou opylenim matefského stromu Pinus uncinata subsp.
uliginosa pylem jedince P. sylvestris.

Hybridni potomstvo borovice blatky vzniklé spraSenim borovici lesni mizeme
prokazat dvéma riiznymi zplsoby:



http://cs.wikipedia.org/wiki/Semiautonomn%C3%AD_organela
http://cs.wikipedia.org/wiki/Pohlavn%C3%AD_bu%C5%88ka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Zygota

1. Analyzou polymorfismu cpDNA v oblasti trnL-trnF

Pomoci metody PCR-RFLP lze detekovat jednonukleotidovy restrikéni polymorfismus.
Wachowiak et al. (2000) popsal odli$na restrikéni mista u P. sylvestris a P. mugo. Protokol
pouzitelny pro odliseni druhu P. sylvestris a P. uncinata subsp. uliginosa shrnuly Vejsadova a
Lukésova (2010). K amplifikaci nekddujici oblasti cpDNA pouzijeme univerzalni primery
(primer 1: 5'-CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG-3' a primer 2: 5-ATT TGA ACT GGT
GAC ACG AG-3"). PCR smes ve finadlni koncentraci obsahuje 10 ng celkové DNA, 2.5mM
MgCl2, 100uM dNTP, 0.2uM kazdého primeru, 0.25 U Taq polymerazy a 1 x koncentrovany
reakéni pufr. Teplotni program PCR se sklada z pocateCni denaturace 5 min pii 96°C,
nasleduje 35 opakovanych cykli: 30 s pti 94°C, 60 s pii 53°C, 90 s pti 72°C, zakonceno 10
min inkubaci pii 72°C. K restrikénimu Stépeni odebereme 10 pul PCR produktu, inkubujeme
ptes noc pii 37°C senzymem Dral. Vzorky pak analyzujeme nanesenim smeési na 2%
agarosovy gel a elektroforetickym rozdélenim v TBE pufru.

Enzym nalezne restrik¢ni misto pouze u P. uncinata subsp. uliginosa, u P. sylvestris zanecha
usek nestépeny. Po rozdéleni vzorkli na horizontdlnim agardézovém gelu se rozdily ve
velikosti fragmentii snadno detekuji a identifikujeme odlisné haplotypy. Haplotyp P.
sylvestris (haplotyp S) zistava digesci nedotéeny, na gelu je viditelny jeden amplifikovany
fragment cpDNA v délce cca 1030 bp. Naproti tomu haplotyp P. uncinata subsp. uliginosa
(haplotyp M) vykazuje na gelu rozstépenou cpDNA, viditelné jsou dva prouzky o velikostech
cca 800 bp a 250 bp.

Hodnoceni druhové prisluSnosti (+ fragment pritomen, — fragment nepiitomen)

Druh Fragment 1030 bp Fragment 800 bp

Pinus sylvestris + -

P. uncinata subsp. uliginosa

2. Analyzou mikrosatelitové oblasti cpDNA Pt41093

Lokus mikrosatelitové oblasti chloroplastové DNA Pt41093 Ize pouzit jako druhové
specificky marker pro odliseni P. sylvestris a P. mugo (Wachowiak et al. 2006). Protokol
pouzitelny pro odliSeni druhu P. sylvestris a P. uncinata subsp. uliginosa shrnuly Vejsadova a
Lukasova (2010). Z izolované celkové DNA pomoci PCR namnozime usek cpDNA Pt41093.
Pouzijeme primery podle Vendramina et al. 1996 (primer 1: 5'-TCC CGA AAA TAC TAA
AAA AGC A-3'a primer 2: 5-CTC ATT GTT GAA CTC ATC GAG A-3"). PCR smés ve
findlni koncentraci obsahuje 10 ng celkové DNA, 2.5mM MgCI2, 100uM dNTP, 0.2uM
kazdého primeru, 0.25 U Taq polymerazy a 1 x koncentrovany reak¢ni pufr. Teplotni
program PCR se sklada z pocatecni denaturace 5 min pii 95°C a 5 min pfi 80°C, nasleduje 25
opakovanych cykli: 60 s pii 94°C, 60 s pii 55°C, 60 s pii 72°C, zakonc¢eno 8 min inkubaci
pii 72°C. Vzorky pak analyzujeme nanesenim na 8% polyakrylamidovy vertikdlni gel a
elektroforetickym rozdélenim v TBE pufru. Po obarveni stiibrem se ukdzi mezidruhové
rozdily v délce namnozeného fragmentu. V piipadé P. sylvestris tento mikrosatelitovy usek
cpDNA vykazuje délku 78 az 82 bp (< 82), kdezto u P. uncinata subsp. uliginosa se délka
fragmentu pohybuje mezi 86 az 92 bp (> 86).



Hodnoceni druhové prislu$nosti (+ fragment pFitomen, — fragment nep¥itomen)

Druh Fragment < 82 bp Fragment > 86 bp

Pinus sylvestris + -

P. uncinata subsp. uliginosa

2.4  Vypracovani mikropropagaéni metody u borovice blatky

Mikropropagace je Casto vyuzivanou technikou zvlasté pro mnozeni dfevin. In vitro
regenerace u druhd jehliénatych dievin je G€innym prosttedkem pro namnoZeni velkého
objemu geneticky ¢istého materialu. Jak uvadi Mala et al. (1999), Ize organové kultury dievin
péstované in vitro pokladat za geneticky stabilni, protoze nedochazi k chromozémovym
zméndm. Klonovy material 1ze mnozit dvéma zpasoby: indukci organogeneze nebo somatické
embryogeneze na primdrnim explantatu. Metoda organogeneze je u jehlicnatych stromil
borovic zavisi na mnoha faktorech jako je stafi a fyziologicky stav donorového jedince, doba
odbéru, zpisob uchovavani vychoziho materialu, technika povrchové sterilizace, typ pouzitého
explantatu.a ristovych vlastnostech studovaného druhu (Libby a Ahuja 1993, Aitken-Christie
1984). U Pinus sylvestris a P. nigra byla iniciovana organogeneze pres indukci axilarnich
pupenit a pryti (Chalupa 1986, Salajova 1992, Sul a Korban 2004). U dospélych stromi
borovice blatky byla iniciace morfogeneze velmi obtiznd, podafilo se iniciovat organogenezi u
izolovanych zimnich pupentl, avSak odvodit sekundarni kultury se nepodatilo (Vejsadova a
Sediva 2002). Pro indukci organogeneze u blatky byly proto pouzity jako vychozi explantaty
vrcholové casti hypokotylu s d€loznim nodem, které byly odiezany z naklicenych zralych
semen (Vejsadova et al. 2008, Vejsadova a Lukasova 2010).

Mikropropagaéni postupy zahrnujici indukci organogeneze, tvorbu prytl i kofend,
podminky u¢inné aklimatizace in vitro rostlin i jejich dopéstovani v podminkach ex situ jsou
uvedeny v nasledujicich bodech.

2.4.1 Odbér semen na lokalité a uskladnéni semen

Semena byla v dobé zralosti odebrana z fenotypové a geneticky ovéfenych
vybérovych stromli borovice blatky na Borkovickych blatech. Odebrana semena byla
uskladnéna v oznacenych papirovych saccich v uzavieném boxu se silikagelem v chladové
mistnosti pii teploté 68 °C.

2.4.2 Sterilni vysev

Z divodu urychleni kli¢eni, byla zrald semena namocena do vody a ponechana po
dobu 3 dnil vlednici pii teplot¢ 4 °C. Poté byla v laminarnim boxu sterilizovana 7,2%
roztokem chlornanu vapenatého [Ca (C10O);] po dobu 30 min s kratkym ptedoSetienim 70%
ethanolem. Jako vysevni médium bylo pouZito MS (Murashige a Skoog 1962) médium s /1o
koncentraci soli bez vitamina zpevnéné 7 g/l agar (Sigma). pH média bylo upraveno pied
autoklavovanim na 6,5. Semena kli¢ila ve zkumavkach na zeSikmeném agarovém médiu
pii konstantni teploté a za tmy v termostatu (22 + 2 °C).



2.4.3 Odvozeni in vitro kultur

e [niciacni faze (indukce organogeneze)
Jako primarni explantat byla pouzita vrcholova ¢ast hypokotylu s kotyledony a nodem
Westwaco WV5 (Duchefa), WPM (Lloyd a MCcown 1980, Duchefa) a MS
(Murashige a Skoog 1962) médium s plnou koncentraci soli. Média obsahovala smés
vitamind, cytokinin benzyladenin (BA) v koncentraci 5 a 10 mg/l, 3% sacharézu a 7,5
o/l Phytoagar (Duchefa). Hodnoty pH byly upraveny pted autoklavovanim na 5,6.

e  Multiplikacni faze (tvorba vyhonii)

média (WV5, WPM a MS) bez ristovych regulatort s 2,5% sacharézou, aktivnim
uhlim (Sigma-Aldrich) v koncentraci 5 g I'* a 7,5 g I'"* agarem (Phytoagar Duchefa).
Hodnoty pH byly u vSech médii upraveny na 5,6 pied autoklavovanim. Vyvinuté
svazky jehlic s brachyblasty byly odiezany z multiplikujicich kultur a dale
kultivovany na médiich shodného slozeni, bez rustovych regulatori nebo pii nizké
koncentraci BA (0,1 a 0,5 mg/l). Subkultivace byla provadéna ve 4-6 tydennich
intervalech. Multiplikujici kultury (obr. 4) byly péstovany ve sklenicich (250 ml)
s plastovym uzavérem ve svételné a teplotné kontrolované mistnosti (16 h fotoperioda,
teplota den/noc 23/19 °C a osvétleni 55 pmol m™ s™).

e Zakorenovaci faze (iniciace korenovych primordii a rust korenii)
Pro indukci a vyvoj vyhont u borovice blatky se nejvice osvédc¢ilo médium Westwaco
WVS5 firmy Duchefa — tvorba vyhont byla prikazné vyssi nez na zbyvajicich dvou
médiich. Proto i pro zakofenéni vyhond (obr. 5) bylo pouzito Westwaco médium
s polovi¢ni koncentraci soli, 1% sacharézou, aktivnim uhlim (2 g/l, firma Sigma-
Aldrich), kyselinou indolylmaselnou (IBA) v koncentraci 0,1 mg/l, 8 g/l agarem
(Phytoagar Duchefa) a s pH 5,6.

2.4.4 Aklimatizace in vitro rostlin (pfevod kultur do nesterilniho prostiedi)

Kofeny intaktnich rostlin byly dikladné oplachnuty od zbytku agaru destilovanou
vodou a poté byly vysazeny do malych kvétind¢h (50 ml) s obsahem smési raSelina:agroperlit
v poméru 1:1 (obr. 6). Rostliny byly zalévany po dobu jednoho tydne 10x natedénym MS
zivnym roztokem, poté destilovanou vodou Vysokd vlhkost vzduchu (90-95%) nutna pro
kultivaci ex vitro rostlin byla zajisténa umisténim kvétinac¢t do plastového minipafeniste
MINIPA-R od firmy FIMA zakrytym nizkym cirym vikem (rozméry 38,5x25x17,5 cm).
Postupné byla vlhkost snizovana piekrytim rostlin vy$§im vikem s ventilaci na hodnoty
okolniho vzduchu.

2.4.5 Dopéstovani rostlin v podminkach ex situ

Po 3—4 mésicich aklimatizace budou geneticky ovéfené klony z vybérovych stromut
borovice blatky dopéstovany ve skleniku a na otevieném zdhoné az do vysadby schopnych
sazenic (1-2 roky). Podle potieb statni spravy budou pfipraveny k repatriaci na Borkovicka
blata nebo rekonstrukci semenného sadu u obce Mazice. Pro dlouhodobé uchovani vybranych
klont blatky je k dispozici stavajici genobanka in vitro.
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2.5 Souhrn dosaZenych vysledkii
2.5.1 Vyhodnoceni aktualniho stavu populace borovice blatky (v PR Borkovicka blata)

Plosnou tézbou loziska raseliny v letech 1956 az 1980 doslo na Borkovickych blatech
k vyznamnému snizeni Grovné povrchu terénu. NetéZena cast uzemi se po ukonceni tézby
ocitla cca 1-1,5 m nad urovni tézeného raSelinist€. S tim uzce souvisi pokles hladiny
podzemni vody a pravdépodobna ztrata kontaktu kofenli blatky s podzemni vodou. Zména
stanovisStnich podminek konkurencné zvyhodiiuje smrk ztepily a bfizu previslou na ukor
borovice blatky. To se aktuadlné odrazi v relativné vyrovnaném pomeéru zastoupeni zivych
jedinct téchto drevin, celkové vyssi hmotnatosti smrku, vyrazné¢ dominantnim zastoupeni
blatky v poc¢tu i objemu mrtvych stromi, nizkém zastoupeni mladych jedincii blatky
vzhledem k vy$sim tloustkovym téidam a praktické absenci jejiho pfirozeného zmlazeni.

Naproti tomu plocha tézbou opusténd mé stabilnéj$i a vySe poloZzenou hladinu
podzemni vody. To se projevuje jak pritomnosti fady moktadnich druhti, tak i odrlstajicimi
mladymi jedinci borovice blatky nalétavajici z ptilehlych porostii. Z vyse uvedeného vyplyva,
ze netézend plocha se zbytkem pivodni populace borovice blatky ma dnes hodnotu genové
banky. Lze vSak pfedpokladat, Ze dasledkem jejiho oslabeni, zplsobenym zménou
vlhkostnich podminek a nastupem konkuren¢nich dfevin bude pokraCovat ustup borovice
blatky z netéZzené cCasti tzemi. V dlouhodobé&jsim vyhledu lze existenci borovice blatky
predpokladat pouze na plose s vytéZenou raselinou.

2.5.2 Vybér reprezentativnich stromi borovice blatky v PR Borkovicka blata

Ve sledované lokalit¢ byla vybrdna a viditeln€ oznacena série reprezentativnich
stromu (tab. 2), kterd obsahuje celkem 32 starSich jedinci s obvodem kmene mezi 70 a 120
cm ve vycetni vySce. Tyto stromy jsou soucasti souboru jedinctli, ktery by mél co nejlépe
reprezentovat genofondovou zakladnu taxonu v populaci, vazanou ve starsi generaci.

2.5.3 Pouziti geneticky ovéfeného osiva

Technikou kontrolovaného opyleni byla ziskdna semena borovice blatky, jejichz Cistota
byla ovéfena geneticky. Vysledky z DNA analyz potvrdily funk¢nost chloroplastovych
markert jako spolehlivych identifikdtorti haplotypu borovice blatky nebo borovice lesni po
otcovské linii. Byla zaloZena in vitro genobanka (klonovy archiv z vybérovych stromi
geneticky ov&fené borovice blatky) jako vychozi zdroj reprodukce blatky pro piipadné
posileni piivodnich populaci na vybranych lokalitach 1 v semenném sadu. Zrald semena
z oznaCenych vyberovych stromd jsou dlouhodobé uchovana vsemenné bance ve
VUKOZ,v.v.i.
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Tab. 2 Piehled reprezentativnich stromi borovice blatky vybranych v PR Borkovicka blata

v letech 2007—2009

Oznaceni| Obvod |Poznamka Lokalizace
kmene (WGS-84)
BRK-01 72 cm | knlt intermed., jinak typicka plocha C, oznageno v terénu
BRK-02 84 cm | typickd, Sikma N49 14 24.90 E014 37 38.54
BRK-03 77cm | typicka, $tihly vrchol koruny plocha C, oznageno v terénu
BRK-04 85cm | typickd, mirné prohnutd plocha C, oznageno v terénu
BRK-05 85cm | typicka, od 5 m dva kmeny a jeden vyse znovu N49 14 28.57 E014 37 22.75
rozdvojen
BRK-06 92 cm | —bez specifikace N49 14 20.9 EO14 37 40.5
BRK-07 8lcm Sirok4 Spicatd koruna 40 m SV od BRK-10
BRK-08 83cm | knlt + nahn., jinak typicka 10 m SZ od BRK-07
BRK-09 90 cm | —bez specifikace 10 m J od BRK-08
BRK-10 91 cm v. 15 m, holy kmen do 8,5 m, lehky odklon knlt N49 14 19.71 E014 37 36.30
BRK-11 93cm  |v. 14 m, kuZel. koruna, hybridni ve vSech znacich! N49 14 18.82 E014 37 38.18
BRK-12 8lcm [ —bez specifikace N49 14 27.05 E014 37 25.53
BRK-13 70cm | Stihla kor. 17mJJZ od H3
BRK-14 91cm  |Sir. kuzel./ knlt + nahn. N49 14 26.27 E014 37 17.01
BRK-15 84 cm knlt + ohnuté, jinak typicka N49 14 31.82 E014 37 11.33
BRK-16 103 cm typicka N49 14 31.29 E014 37 04.30
BRK-17 95cm  |[typickd N49 14 32.26 E014 37 03.47
BRK-18 109 cm | typickd; 2 km.od 10m, malo plod. N49 14 32.01 E014 37 03.18
BRK-19 93cm | typicka, stihla kor.; ¢. 014 45 N49 14 32.26 E014 37 00.94
BRK-20 120 cm | typickd, foto !; € 50 N49 14 31.35 E014 36 58.24
BRK-21 76 cm | stihla kor., nékt. knlt nahn.; 023/54 N49 14 29.07 E014 37 01.14
BRK-22 105 cm | typickd, nékt. knlt ndznak nahn. N49 14 25.21 E014 37 26.44
BRK-23 107 cm | kosata, vétve od 4,5 m, subsymtr.s. N49 14 23.42 E014 37 23.71
BRK-24 | 113cm* [=X8; 5 kment z rizné vysky (*113cm hlavni) N49 14 32.22 E014 36 59.07
BRK-25 85cm  [=X5 N49 14 31.84 E014 37 05.71
BRK-26 110+88 | =X9; v.19 m,*cm ve 150cm, 2 km. od baze, tidka, ,,20% | N49 14 33.63 E014 36 59.86
cm* sylvestris*
BRK-27 82cm | =X7; v. 18 m, Sikm4, nekvalitni, §. typ uncinata = N49 14 32.65 E014 36 56.12
CSx09/ 2-01// 5-01
BRK-28 89 cm =X6; v.18,5 m, §tihla kor. (nejZ gnf. strom) N49 14 32.43 E014 36 54.47
BRK-29 77 cm =X4; v.12,5 m, husté kuzel., pfev.saméi, $pic. kuzel. N49 14 26.91 E014 37 19.56
apof.,velmi typicka ale knlt + nahn.
BRK-30 83 cm v.15 m, husté kuZzel.,§ikm4, typicka ale knlt nahn. N49 14 27.74 E014 37 18.48
BRK-31 73 cm =X3; v.13,5 m, tzce kuzel.vrchol, zcela typicka N49 14 27.05 E014 37 18.63
BRK-32 85cm | v.12 m, mladsi,intern.zpo¢.fidké az 35cm, typicky N49 14 27.95 E014 37 21.16
habitus ale nékt. knlt nahn.

Pouzité zkratky: knlt = jednoleté samici Sistice, konelety (nahn. = nahnuté); v. = vyska stromu
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3 PRAKTICKA DOPORUCENI PRO KOMPLEXNI OCHRANU
BOROVICE BLATKY V PR BORKOVICKA BLATA

Po komplexnim a detailnim studiu borovice blatky ve sledovaném uzemi i
Vv laboratofich VUKOZ, v.v.i. m@zeme formulovat praktickd doporuceni pro komplexni
ochranu borovice blatky v PR Borkovicka blata.

3.1 Revitalizace ptivodni populace na Borkovickych blatech

Zivotaschopnost blatkovych porosti je tizce spjata s vyskou hladiny podzemni vody.
Jeji dlouhodoby (pravdépodobné trvaly) pokles v disledku tézby raseliny se projevil
chifadnutim zna¢ného procenta dospélych stromt a ztratou schopnosti konkurovat smrku a
bfizdm v ménicich se podminkach. Uginna revitalizace ptvodni populace na tézbou
uchranéném fragmentu Borkovickych blat je vzhledem ke stupni naruseni mistniho
ekosystému i samotné populace dnes jiz neredlna. Probirky doprovodnych dievin v ptivodnim
blatkovém boru sice usnadiuji odrustani mladych blatek (i kdyz ¢asto hybridn€ ovlivnénych),
na druhou stranu ale zesiluji stresovy tlak na staré mate¢né stromy jiz diive oslabené
poklesem hladiny podzemni vody. Mnoho téchto fyziologicky oslabenych stromu pak podléha
invazi kiirovcovitych broukd.

3.2  Doporuceny management pro Borkovicka blata

RaseliniStni komplex na Gzemi PR je tvofen jednak star§imi lesnimi porosty a jednak
snizenou plochou po vytézeni hlavniho raselinného loziska. Cast s lesnimi porosty (viz
,hetéZzend ¢ast®) je tvofena ptivodnim blatkovym borem s riiznym zastoupenim doprovodnych
dfevin a plastovymi porosty (pfevdzné kulturni smrcina, misty s vyznamnym podilem
borovice lesni). Oteviena snizena plocha (viz ,,vytézena ¢ast™) s mélkou vrstvou zbytkové
raSeliny a zmokfenymi misty pfedstavuje 30 let od ukonceni téZby spontanné zarGstajici
biotop osidlovany mistni florou a faunou. Z dfevin osidluji plochu druhy pocatecnich
sukcesnich fazi, tj. kromé borovice lesni a blatky zejména btiza a nékolik druht vrb.

3.2.1 Netézena ¢ast

e Kazdorocné kontrolovat zdravotni stav vybranych reprezentativnich jedinct Pinus
uncinata subsp. uliginosa, ze kterych bude odebiran reproduk¢ni material pro obnovu
populace.

e Metodami metodami vegetativniho mnozeni a kontrolované¢ho opylovani zajistit co
nejvice reprodukéniho materidlu s maximalni genetickou €istotou.

e Vintervalu 10 let opakovat Setfeni statistické inventarizace a porovnadnim vysledki
vice specifikovat trend vyvoje dochovaného fragmentu blatkového boru a pokracovat
V monitorovani hladiny podzemni vody. Soucésti opakovanych Setfeni musi byt
sledovani vyvoje a stavu bylinného patra na vybranych inventarizacnich plochach a
v okoli sond.

e Pokradovat v Setrném uvoliiovani dosud prezivajicich blatek (fenotypové cCistych)
véetn¢ mladych jedinct pochazejicich jak z ptirozeného zmlazeni (dokud podminky

v

na lokalité¢ byly pfiznivéjsi), tak 1 z umélych vysadeb realizovanych za ucelem
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3.2.2

zastaveni ustupu blatky v zdjmové lokalité (jemnéjsi uvolnovani snizi riziko stresu z
nahlé zmény mikroklimatickych podminek). Setrné uvolitovani by se mélo omezit na
pokaceni vitalnich stroma smrku, pfipadné btizy a borovice lesni v blizkosti cennych
jedinct blatek. Hmota pokacenych stromii musi byt ponechéna na miste, nanejvys lze
doporucit odfezani tréicich kosternich vétvi z korun pokacenych smrkd pro omezeni
stinéni a urychleni rozkladu.

Dutrazné doporucujeme neprovadét plosné ani individudlni mechanické probirky,
piipadn¢é chemickou likvidaci kefového podrostu (zvlasté kruSiny olSové) a mladych
listnatych dfevin (bfizy), protoze toto neSetrné uvoliiovani negativné ovliviluje
mikroklima blatkovych porostti, piipadné zpusobuje piimé hynuti mladych blatek
Oblast monitoringu rozsifit o sledovani ristu a zivotaschopnosti mladych exemplaiti
blatky v riznych podminkach (uvolnéna, managementem udrzovana plocha, ¢aste¢ny
zastin matetskym porostem).

VytéZena Cast

Ovéftit genetickou Cistotu narostl blatky, najit a zmapovat fenotypove Cisté jedince.

Na podkladé leteckych snimki monitorovat samovolné Sifeni dfevin na vytézené
plose.

Vybrat segmenty s podobnym vyvojem a specifikovat druhy zastoupenych dfevin,
jejich velikost a plochu jednotlivych segmenti. Setieni opakovat alespont 1x za 3 — 5
let.

V provoznich podminkach napéstovat sadebni material 2/0 z Cistého osiva ze semenné
banky VUKOZ, v.v.i. nebo z in vitro genobanky.

Vysadby sazenic provadét ptimo na vytézenych plochach, zejména tam, kde se blatka
nemuZe $ifit samovolné naletem z matetského porostu. Plochy vhodné pro vysadbu je
nutné predem vyhledat, jejich hranice v terénu stabilizovat a aktualni stav jednotlivych
ploch detailné popsat a jejich polohu zakreslit do mapové dokumentace (rezervaéni
kniha).

Vzhledem k experimentdlnimu charakteru a potencidlni uplatnitelnosti uvedeného
postupu 1 na jinych lokalitach, je tfeba vést pro kazdou dosazovanou plochu zdznamy
o pouzitém sadebnim materidlu (v€k, velikost, zplsob Skolkovéani atd.) a poctu
pouzitych sazenic.

Alespont 1x/rok provadét kontrolu vysadeb tzn. zaznamendvat pocet zivych a
uhynulych sazenic, charakterizovat a kvantifikovat ptipadné poskozeni, vysku
vysadeb, pfirtsty.

Sledovat vyvoj vegetace na vysazovanych plochach a reakci vysadeb na ptipadné
zmény prostiedi jako je Sifeni naletovych dfevin, rozristani porosti rdkosu apod.
Vhodnymi managementovymi zasahy (procistky, profezdvky) mladé borovice blatky
podporovat.

Rozsifit plochu monitorovanou metodou statistické inventarizace i na vytéZzenou ¢ast
chranéného tzemi za ucelem vyhodnoceni zmén na celé ploSe PR (vcetné
opakovanych fytocenologickych zapist na trvalych plochéach fixovanych jako stfedy
inventariza¢nich ploch).

14



4  SROVNANI NOVOSTI POSTUPU (PRINOS METODIKY)

Vlastni vyzkum byl zaméfen na vybranou konkrétni lokalitu. Navrhovana opatifeni
sleduji cil podpory jedineéné populace borovice blatky v konkrétnich ekologickych
podminkach. Zavéry a doporuceni managementu nelze tedy bezvyhradné zobecnit a aplikovat
v jinych uzemich, jejich zékladni principy jsou vSak pfenositelné. Naopak Siroké uplatnéni
maji oveéfené postupy identifikace fenotypoveé 1 genotypové Cistych jedincti, metody ziskéani
geneticky Cistého osiva ¢i sadebniho materidlu a v neposledni fadé¢ metody monitoringu
zalozeného na bazi statistické inventarizace. Komplexni zpracovani problematiky ochrany
genofondu borovice blatky je svym zpisobem zcela ojedin€lé. V Rakousku, Némecku ani
jinde nebyly v poslednich desetiletich publikovany zadné studie zabyvajici se borovici blatkou
V jejim souCasném taxonomickém vymezeni tj. mimo region Alp, piipadné¢ Schwarzwaldu.
Publikované vysledky programt zaméfenych na ochranu genetické diverzity borovice blatky
nebyly zjiStény ani v polské literatute.

5 POPIS UPLATNENI METODIKY

Obecné muze byt metodika uplatnéna v ochranarské a lesnické praxi, podpofi rozvoj a
uchovani genovych zdroji lesnich dievin. Hlavnim uzivatelem metodiky bude spravce lesniho
tizemi Borkovické blato, coz je podnik Lesy Ceské republiky, s.p., Lesni sprava Jindfichav
Hradec. Pfirodni rezervace je organizac¢né zaclenéna do reviru Sobéslav.

Metodika je také uréena pro Ustiedni organy statni spravy jako je MZP CR a MZe CR.
Je vyuzitelna ve védeckych a odbornych institucich zamétenych na ochranu piirody spojenou
se zachranou zvlast€¢ chranénych a ohroZenych druhli rostlin, jejichz zfizovatelem je
Ministerstvo Zivotniho prostiedi (Agentura ochrany piirody a krajiny Ceské republiky, Sprava
Krkono$ského narodniho parku a Sprava Narodniho parku a chranéné krajinné oblasti
Sumava). Dal§imi uZivateli jsou rovnéz regionalni organy statni spravy na useku ochrany
ptirody (krajské ufady). Mohou ji viak vyuZit i specializovana pracovisté AV CR a lesnickych
fakult naSich univerzit. Geneticky Cisté¢ klony a semenny materidl borovice blatky bude
prioritné pouZit pro posileni piivodni populace, ale mizZe byt vyuZit jako geneticky zdroj 1 pro
jiné ucely napft. rekonstrukci semenného sadu blatky u obce MaZice, zaloZen¢ho z nevhodné
vybraného materialu na Borkovickych blatech.
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kontrolovaného opyleni a mikropropagace.
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8 FOTO PRILOHY

Obr. 1 Monitorovana plocha na podkladu leteckého snimku

Obr. 2 PR Borkovicka blata — pfehledova mapa

Obr. 3 Odbér prasnikovych §istic z vybranych stromti v PR Borkovicka blata
Obr. 4 Multiplikujici in vitro kultury borovice blatky

Obr. 5 Tvorba kofeni u vyhonti v in vitro podminkach

Obr. 6 Ex vitro aklimatizované rostliny
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