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PLANOWANIE ZBIORU

Przed rozpoczeciem prac terenowych zaleca sie konsultacje z pracownikiem LBG
Kostrzyca, celem doboru optymalnej metodyki pozyskania i organizacji transportu materiatu

do badan.

Przed rozpoczeciem prac terenowych nalezy:

o sprawdzi¢ kompletno$¢ dokumentacji dotyczacej zezwolen i licencji niezbednych do
podjecia dziatan zbioru i w razie ich braku wnioskowa¢ do LBG Kostrzyca o uzupetnienie;

e monitorowac stanowiska tak, aby zbior nastgpit w najkorzystniejszym dla gatunku terminie
— obserwacja stanowiska, wstepne wizyty na stanowisku, korzystanie z informacji lokalnych
botanikéw, ekologéw lub inny sposdb warunkujgcy prawidiowe okredlenie optymalnego
terminu zbioru;

e powiadomi¢ LBG Kostrzyca o planowanym terminie zbioru, w celu umozliwienia nadzoru
nad zbiorem;

e dla kazdego gatunku przewidzianego do zbioru fragmentéw tkanek - wydrukowac

w_uktadzie poziomym, dwustronnie Formularz zbioru materiatu roslinnego do bankowania

i barkodowania DNA (Zatgcznik nr 1);
o w przypadku gatunkéw, z ktérych planowane jest pozyskanie tego samego dnia materiatu

nasiennego oraz fragmentoéw tkanek — korzysta¢ z Paszportu (Zbiér) - formularza danych

(Zatgcznik nr 2);
e zaplanowac zbiér w dniach poniedziatek - czwartek, pamietajac o nienadawaniu przesytek

kurierskich w pigtek.

NIEZBEDNE WYPOSAZENIE
Przed rozpoczeciem prac terenowych nalezy przygotowa¢ odpowiedni sprzet, w tym:

e aparat fotograficzny;

e odbiornik GPS;

e woreczki z zelem krzemionkowym do zbioru fragmentow tkanek;

e kieszonki z bibuty ew. filtry do kawy badz torebki od herbaty;

e pojemnik i tryskawke z wodg destylowang (dotyczy zbioru hydrofitéw);
o dtugopis, marker wodoodporny;

e skalpel z wymiennymi sterylnymi ostrzami;



¢ pudetko plastikowe szczelnie zamykane do archiwizacji woreczkéw do czasu ich wysytki do
LBG Kostrzyca;

e gazety do archiwizacji okazéw zielnikowych;
e teczki z plastiku / kartonu / sklejki do kilkugodzinnego przechowywania materiatu
zielnikowego.

Zaleca sig, aby zebrany materiat roslinny (fragmenty tkanek) jak najszybciej zamkngé
w bibule znajdujgcej sie w zamykanym strunowo woreczku z zelem krzemionkowym, w celu
jak najszybszego wysuszenia tkanki roslinnej. Stosunek objetosci zelu krzemionkowego do
tkanki powinien wynosi¢ 5 — 10 : 1. Zel krzemionkowy powinien zawieraé indykator wilgotnosci.

Zaleca sie podsuszanie tkanek na zelu o granulacie 3 - 5 mm.

Uwaga! Zel krzemionkowy moze dziataé draznigco na oczy. W przypadku dostania sie do
oczu - ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Po uzyciu dokfadnie umyc¢ rece.

Zdjecie nr 1. Woreczki z zelem krzemionkowym do transportu prébek do badan zwigzanych

z bankowaniem i barkodowaniem DNA.



Zdjecie nr 2. Sposoby zabezpieczenia fragmentéw tkanek.
Materiat roslinny przed umieszczeniem w woreczku z zelem krzemionkowym nalezy zamkng¢ w filtrze
do kawy ew. kieszonce z bibuty. Dla zabezpieczenia matych fragmentéw roslin wykorzystywane sg

réwniez torebki do herbaty.
IDENTYFIKACJA GATUNKOW ROSLIN

Opracowanie bazy kodéw genetycznych (tzw. barkodéw DNA) dla poszczegdlnych
gatunkéw roslin, musi by¢ poprzedzone praca specjalistdw odpowiedzialnych za rzetelne
przeprowadzenie zbioru materiatu w terenie. Konieczne jest bowiem uzyskanie wiarygodnych

sekwencji (barkodéw DNA) jedynie na podstawie fragmentow tkanek gatunkéw nie budzacych

watpliwosci taksonomicznych.

W czasie zbioru nalezy mie¢ na uwadze fakt, iz wiele roslin, zwlaszcza blisko
spokrewnionych dos¢ tatwo krzyzuje sie miedzy sobg. W takim przypadku wykorzystanie
barkodow DNA jest ograniczone. W zwigzku z tym, kazdy przypadek budzgcy watpliwos¢ co
do przynalezno$ci gatunkowej nalezy udokumentowa¢ w Formularzu zbioru - w polu Uwagi,

badz w Paszporcie.

Zjawiskiem, ktore nalezy wzigé pod uwage jest rowniez mozliwos¢, iz dana populacja
osobnikéw jest w rzeczywistosci jednym osobnikiem ztagczonym korzeniami lub roztogami. Jesli

istnieja w tej kwestii watpliwosci, réwniez nalezy je zapisaé¢ w Formularzu zbioru | Paszporcie.

Na liscie gatunkéw do zbioru mogg znajdowac sie gatunki kryptyczne. Zbior probek
empirycznych z gatunkéw blizniaczych powinien by¢ zaplanowany w momencie osiggniecia

przez ro$line odpowiedniego stadium rozwojowego umozliwiajgcego jego identyfikacje.



W  przypadku braku wystepowania roslin na danym stanowisku, nalezy

udokumentowac proby zbioru materiatu roslinnego i niezwtocznie poinformowaé¢ o tym LBG

Kostrzyca. W sytuacji gdy, po przeprowadzonej weryfikacji lokalizacji stanowiska okaze sie, iz

w poblizu znajduje sie inne stanowisko tego gatunku, nalezy dokona¢ zbioru zastepczego.

Zbior moze by¢ wykonany po sprawdzeniu, czy na tym terenie obowigzujg wczesniej uzyskane

na zbiér pozwolenia.

STRATEGIA POBORU PROBEK

Skutecznosc¢ barkodowania DNA zalezy od jakosci materiatu biologicznego, w zwigzku z czym

zaleca sie:

przeprowadzenie monitorowania stanowisk tak, aby zbidér nastgpit w najkorzystniejszym
dla gatunku terminie i dotyczyt mtodych, zielonych, zdrowych fragmentéw tkanek (najlepiej
lisci, ewentualnie fragmenty todyzek, wierzchotkow pedu, pgkéw i ptatkow kwiatowych);
nalezy unika¢ zbioru fragmentow tkanek wykazujgcych objawy nekrozy, porazonych
patogenami itp.;

w przypadku gatunkow, z ktérych planowane jest pozyskanie materiatu nasiennego,
nalezy zaplanowac¢ zbiér fragmentéw roslin z tych samych osobnikéw, w tym samym
terminie, niezaleznie od stwierdzonego braku owocowania;

przeprowadzenie zbioru w pogodny dzien (bez opaddéw) - materiat moze by¢ lekko
wilgotny, ale nie mokry;

jak najszybsze zamknigcie materiatu w bibule znajdujgcej sie w zamykanym strunowo
woreczku z zelem krzemionkowym;

w przypadku hydrofitéw, kazdy z fragmentéw tkanek tuz po zbiorze przemyc¢
w wodzie destylowanej, lekko podsuszy¢ (np. na reczniku papierowym), a nastepnie
umiesci¢ w woreczku z zelem krzemionkowym;

monitorowac stopien podsuszenia préby i w razie koniecznosci wymieniac porcje zelu na
swiezg (dot. to w szczegolnosci gat. z rodzaju Sphagnum);

jak najszybsze wystanie materiatu do LBG Kostrzyca (od momentu jego pozyskania).

Dotarcie do stanowiska oraz zbiér materiatu nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z warunkami

okreslonymi w zezwoleniu na zbior.

Zbiér dotyczy recznego, bezinwazyjnego pozyskania materiatu z wybranych gatunkéw roslin.



Zbior fragmentow roSlin: dla kazdego gatunku przewiduje sie zbiér fragmentéw roslin

z maksymalnie 20 osobnikéw wytypowanych do zbioru nasion. W sytuaciji, gdy populacja liczy
ponizej 20 osobnikéw, zbiér dotyczy mozliwie najwiekszej liczby osobnikow, bez uszczerbku
dla gatunku. Kazdorazowo liczba oraz wielkos¢ pobranej préby modyfikowana jest w oparciu
o kondycje zdrowotng osobnikéw, ich wielkos¢, liczebnosé tak, aby nie spowodowac
zagrozenia dla dziko wystepujgcych populacji chronionych i rzadkich gatunkéw roslin.
W trakcie zbioru nalezy dazy¢ do pozyskania min. 2-3 cm? fragmentu tkanki, najczesciej lisci.
W miare mozliwosci do zbioru nalezy wytypowaé osobniki oddalone od siebie, w celu
zapewnienia jak najszerszego udziatu puli genowej populacji danego gatunku (dot. tworzenia
banku DNA). Po zebraniu fragmentéw tkanek, 1 okaz roslin, z ktérego pochodza
zabezpieczone proby nalezy zabezpieczyé jako ,okaz zielnikowy” zgodnie z instrukcjg
zbierania okazéw zielnikowych. W celu archiwizacji okazoéw zielnikowych nalezy korzystaé

z wytycznych podanych w literaturze (poz.1, poz. 2).

Zbidr okazéw zielnikowych: ze wzgledu na fakt, iz proby DNA bez przypisanego do nich okazu

zielnikowego majg ograniczong warto§¢ w barkodowaniu DNA, nalezy zabezpieczyé po
1 okazie zielnikowym dla gatunku. Zbiér okazow zielnikowych, podjety podczas
zabezpieczania fragmentow roslin, umozliwia potwierdzenie identyfikacji rosliny wykonang
przez zbieracza oraz tworzy probki odniesienia, ktére umozliwiajg weryfikacje przynaleznosci
gatunkowej rosliny w przysztosci (np. wykorzystujgc technike barkodowania DNA

z wykorzystaniem réznych tkanek i subprébek).

Okaz zielnikowy powinien uwzglednia¢ kwiaty i / lub owoce. Dopuszcza sig tworzenie okazéw

zielnikowych bez zachowania powyzszych organéw w sytuacji, gdy:

e 0soba zbierajgca ma 100 % pewnos¢ co do przynaleznosci gatunkowe;j i jg odpowiednio

udokumentuje;

Roslina powinna zmiescic¢ sie w gazecie formatu A3. Jezeli jest zbyt duza, nalezy jg zagiac,

ewentualnie przecig¢. W przypadku drzew i krzewdw nalezy podac ich orientacyjng wysokosé.



Zdjecie nr 3. Standardowe wyposazenie do zbioru okazéw zielnikowych (zrédto: a) African Centre for
DNA Barcoding b) LBG Kostrzyca).
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Zdjecie nr 4. Okaz zielnikowy paprotnika Botrychium lunaria (L.) Sw. (zrodto: BOLD Systems) —
przykfad zarchiwizowania wielu okazéw o matych rozmiarach.
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Zdjecie nr 5. Okaz zielnikowy zielnikowy mszaka Buxbaumia aphylla HEDW. (zrédfo: BOLD Systems).
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Zdjecie nr 6. Sposoéb tworzenia okazu zielnikowego dla krzewu bgdz drzewa. Przyktad: Malus
sylvestris MILL. (zrodto BOLD Systems).
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ARCHIWIZACJA MATERIALU W TERENIE

W trakcie zbioru nalezy dgzy¢ do pozyskania min. 2-3 cm? fragmentu tkanki (ilos¢
materiatlu powinna wystarczy¢ do przeprowadzenia min. 1 ekstrakcji DNA — min. 100 mg
Swiezej / 20 mg suchej masy roslinnej). Do zbioru preferowane sg liscie, ewentualnie

fragmenty todyzek, wierzchotki pedu, paki, ptatki kwiatowe.

Do zbioru materiatu roslinnego na potrzeby tworzenia banku DNA, nalezy kierowac sie

zasadg ,im wiecej, tym lepiej”’, pamietajgc o zachowaniu odpowiedniego stosunku objetosci
zelu krzemionkowego do zebranej tkanki. Kazdorazowo wielkos¢ pobranej préby nalezy
modyfikowa¢ w oparciu m.in. o kondycje zdrowotng osobnikow, ich wielkosé, liczebnos$¢, tak
aby nie spowodowac zagrozenia dla dziko wystepujgcych populacji chronionych i rzadkich

gatunkéw roslin.

Nalezy uwazac¢, aby przy umieszczaniu materiatu w bibule, a nastepnie w woreczku
z zelem krzemionkowym, nie doprowadzi¢ do jego zagiecia, minimalizujgc tym samym ryzyko
zaparzenia materiatu. Wieksze fragmenty tkanek nalezy pocig¢ sterylnym skalpelem, w celu
zwiekszenia powierzchni ekspozycji tkanki na Zzel krzemionkowy. Woreczki z materiatem
rodlinnym, do czasu wysytki do LBG Kostrzyca, nalezy przechowywaé w pudetkach

plastikowych szczelnie zamykanych, w suchym pomieszczeniu, w temperaturze pokojowe;j.

Zdjecie nr 7. Szczelnie zamykane pudetko z materiatem roslinnym.
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KOLEJNOSC NADAWANIA NUMEROW PROBOM

W przypadku, gdy z danej préby mozliwy jest zbior wiekszej ilosci materiatu i ze
wzgledu na ryzyko jego zaparzenia zbieracz przewiduje rozdzielenie materiatu na kolejne
woreczki, nalezy przyjg¢ nastepujgcg zasade numeracji: préba 1z 4,2z 4,3 z 4, 4 z 4.

Preferowane sg maksymainie 4 préby (woreczki) dla okazu.

Na woreczku z fragmentem tkanki nalezy umiesci¢ informacje umozliwiajace
jednoznaczng identyfikacje materiatu — nazwe gatunku, date zbioru, stanowisko. Etykiete

zielnikowg nalezy dotgczy¢ do kazdego okazu zielnikowego.

Zdjecie nr 8. Etykietowanie okazow zielnikowych (zrédto: African Centre for DNA Barcoding).

DOKUMENTACJA TERENOWA

Dla kazdego gatunku przewidzianego do zbioru nalezy wydrukowa¢ Formularz zbioru
/ Paszport* (Zatgcznik nr 1, 2). W dokumentac;ji zbioru nalezy uzupetni¢ informacje o prébce,
pamietajgc o umieszczeniu tych samych informacji na woreczku z materiatem roslinnym badz
na etykiecie zielnikowej. Kazda prébka powinna zawiera¢ minimalny opis z uwzglednieniem
takich informacji jak: nazwa gatunkowa, rodzina, data zbioru, lokalizacja, imie i nazwisko

zbieracza. Im bardziej szczegdtowy opis prébki, tym wartosé barkodu wigeksza.
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* W polu: Uwagi na temat poboru tkanek w Paszporcie podac informacje na temat ilosci

i jakosci zabezpieczonych fragmentéw tkanek oraz orientacyjng ich wielko$é (w cm?).

DOKUMENTACJA FOTOGRAFICZNA

Kazdej wytypowanej do zbioru roslinie nalezy wykonac¢ in situ dokumentacje fotograficzng
0 wysokiej rozdzielczosci (do 20 Mpx). Zdjecia powinny dotyczy¢ 3 okazéw, z ktérych

pochodzg zabezpieczone fragmenty tkanek oraz zdjecia siedliska.
Wykonujgc dokumentacje fotograficzng nalezy pamietaé o tym, aby:

e okaz umiesci¢ centralnie na zdjeciu;

e zdjecia okazdéw robi¢ w maksymalnym przyblizeniu;

e w celu okreslenia wielkosci okazu postuzy¢ sie miarg, monets itp.;

e tlo zdjecia w miare mozliwosci powinno by¢ w kontrastowym kolorze.
W Formularzu zbioru, w polu Zdjecia poda¢ odnosniki do zdjeé¢, np. nazwy plikéw: Nazwa
gatunku_foto1-10. Autor zdje¢ wyraza zgode na publikacje zdje¢ w bazach danych LBG
Kostrzyca i BOLD Systems.

Zdjecie nr 9. Dokumentacja fotograficzna okazu przedstawiajgca rozne czesci rosliny (zrodto: BOLD
Systems).
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Zdjecie nr 11. Przyktad zdjecia okreslajgcego wielko$¢ zebranej préby (zrodio: LBG Kostrzyca).

TRANSPORT PROBEK DO LBG KOSTRZYCA

Woreczki z materiatem roslinnym oraz okazy zielnikowe, do czasu wysyiki do LBG
Kostrzyca, nalezy przechowywaé w pudetkach plastikowych szczelnie zamykanych, w suchym
pomieszczeniu, w temperaturze pokojowej. W sprawie transportu materiatu nalezy

skontaktowac sie z LBG Kostrzyca.
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http://www.boldsystems.org/index.php/resources/handbook?chapter=3_submissions.html&section=image_submissions
http://www.boldsystems.org/index.php/resources/handbook?chapter=3_submissions.html&section=image_submissions

Opracowanie:
E.Kaczmarek, Specjalista ds. analiz molekularnych,

LBG Kostrzyca
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