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MICROPROPAGATION OF ROSE DAPHNE
(DAPHNE CNEORUM L.)

Abstract

The aim of this study was to verify the possibility of in vitro organogenesis for
propagation of endangered rose daphne (Daphne cneorum L.), which occurs at
two localities in the Czech Republic, the Holy Hill near Mélnik and the Lodénice
near Beroun. Induction of organogenesis from the winter buds and seeds of rose
daphne was achieved on WPM medium with a low concentration of cytokinin
BAP (0.2 mg.l') and auxin IBA (0.1 mgl"'). During multiplication stage on the
same medium, multiapex cultures have formed from one shoot that had 20.2+5.3
(Holy Hill) and 38.3+12.2 (Lodénice) shoots. The shoots were used for further
micropropagation. Rooting cultures were transferred into agar medium WPM
with one-third concentration of macro- and microelements, and 2.83 mg.I"! of IBA.
Rooting percentage varied depending on the clone, and reached about 50%. Losses
during acclimatization amounted to 13% of rooted plantlets. Acclimated plantlets
were successfully planted in outdoor conditions where without loss had survived
the winter and bloomed in the spring.
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I. CIL METODIKY

Cilem vypracovani standardizované metody mikropropagace lykovce vonného je
zachovani genetickych zdrojt a efektivni reprodukce kriticky ohroZené populace,
ktera se jiz neobnovuje pfirozenou cestou.

II. VLASTNI POPIS METODIKY

1 UvoD

Lykovec vonny (Daphne cneorum L.) je v poslednich nékolika desetiletich silné
na ustupu. Tento stalezeleny nizky ke se v soucasné dobé vyskytuje v Ceské re-
publice pouze vzacné na lokalitich v termofytiku a teplych ¢astech mezofytika.
V soucasné dobé existuji dvé vyznamnéjsi stanovisté tohoto druhu, a to Holy vrch
u Mélnika (lokalita A) a Lodénice u Berouna (lokalita B). Rizkovani lykovce je sice
mozné, ale sbér tizkt ohrozuje Zivotaschopnost zbylych kett. V literature je popsa-
na mikropropagace riznych druhti lykovce (CHRISTIE, BRAsscaMP 1989; COHEN
1975; COHEN, LE GAL 1976; MARKS, MYERS 1992, 1994; WEI et al. 1992) zejména
jako soucast ozdravovacich postupt pri ziskavani viruprostych mate¢nic (COHEN
1977). Nasim cilem bylo dosahnout zakonzervovani stavajici populace v explanta-
tové bance a dopéstovani kompletnich rostlin pro ptipadnou reintrodukei tohoto
druhu. Pro namnozeni rostlin byla pouzita mikropropaga¢ni metoda organogene-
ze.

Mikropropagacni postupy in vitro (klonové mnozeni v explantatovych kulturach)
jsou stéle Castéji pouzivany jako jediné mozny zptisob konzervace ohrozenych ge-
notypt a jejich efektivni reprodukce. Jednou z neprehlédnutelnych vyhod mikro-
propagacnich postupl je moznost namnoZeni neomezeného poctu identickych
jedincti z ohrozené populace v relativné kratkém ¢asovém obdobi, pfi¢emz mnoz-
stvi odebiraného rostlinného materialu pro zalozeni primarnich kultur (vétsinou
meristematicka pletiva dormantnich pupent) je minimadlni, a ptivodniho dar-
ce neposkozuje. Nejuspésnéjsi mikropropagacni metodou, ktera se osvédcila pro
klonové mnozeni, je organogeneze. Regenerace rostlin z primarnich explantatd je
podminéna vypracovanim vhodnych technologickych postupti umoznujicich in-
dukci organogeneze, ktera musi byt nasledovana uspésnou regeneraci kompletni



rostliny. Zakladnimi mechanismy uplatiiujicimi se pfi rastovych pochodech jsou
dereprese meristému axilarnich pupenti nebo reorganizace meristémi a rtst ad-
ventivnich pupent. Pro indukci organogeneze lze jako explantat vyuzit i semena,
zejména v takovych ptipadech, kdy semena $patné kli¢i nebo jsou poskozena. Zalo-
zenim kultury a nasledné indukce organogeneze a multiplikace je dosazeno jednak
konzervace genotypid a soucasné i moznost dopéstovani vyssitho poctu vypéstki
in vitro ve srovnani s jednim semenackem. Hlavnim predpokladem uspésné orga-
nogeneze je zajisténi vhodnych kultiva¢nich podminek (chemické slozeni Zivného
média, teplota, vlhkost a osvitovy rezim). Neméné vyznamné ovliviiuji uspésnost
organogeneze i takové faktory, jako je stati a fyziologicky stav darcovského jedince,
doba sbéru, zptisob a délka skladovani zdrojového materidlu, povrchova sterilizace
a technika preparace explantati.

V této praci jsou popsany postupy pro indukci organogeneze, multiplikace, rhi-
zogeneze a kone¢né i aklimatizace a dopéstovani rostlin lykovce vonného, které
mohou byt vyuzity pro reintrodukci na ptivodni stanoviste.

2 STANDARDNI METODICKE POSTUPY MIKRO-
PROPAGACE

a. Zakladani primarnich kultur, indukce organogeneze

Pro zalozeni explantatovych kultur Ize od kvétna do konce ¢ervna odebrat z rostlin
vyhony cca 3cm dlouhé s apikalnim, ¢i axildrnim pupenem. Odebrany rostlinny
material se oznadi ¢islem donorového jedince, datem odbéru a vlozi do mikro-
tenového sac¢ku mezi navlhéenou sterilni bunié¢itou vatu a pro prevoz se usklad-
ni do chladové tasky. Po transportu se vyhony sterilizuji a bezprostfedné umisti
na zivné médium. Po kratkou dobu (24 hodin) lze vyhony uchovavat pti 4 °C. Pii
této teploté se snizi riziko zavadnuti pletiv, Sifeni infekci a poskozeni meristému.
Pro $etrnou sterilizaci se osvéd¢ilo protfepat vyhony pti frekvenci 60 RPM v rozto-
ku 10% Sekuseptu forte (Farmak, a. s., CR) po dobu 5 min a nasledné 10 min v 1%
SAVO (Bochemie, a. s., CR). Potom se vyhony ttikrdt promyvaji ve sterilni vodé
vidy po dobu 10 min protfepavanim pti stejnych otackach. Cely postup probiha
v lamindrnim boxu.

V lamindrni boxu za sterilnich podminek se vyhony rozdéli na velikost cca 1cm,
kazdy segment by mél mit axilarni nebo apikdlni pupen. Vyhony se po jednom
umisti do 100ml Erlenmeyerovych banék naplnénych 50ml indukéniho agaro-



vého média. K indukeci organogeneze se pro lykovec vonny osvédcilo 6% agarové
(Kulich HK, CR) modifikované médium WPM (LLoyp, McCown 1981), doplné-
né o 200 mg.l" glutaminu, 200 mg.I" kaseinového hydrolyzatu, 30 g.I"! sachardzy,
0,2 mgl'BAP a 0,1 mg]'IBA a pH se nastavi na 5,8. Kultivace probihd v klimati-
zovanych podminkach pfi 24 °C, pfi 16hodinové svételné period¢ a intenzité bilé-
ho svétla 30 umol.m™ s™'. Indukce axilarnich (adventivnich) pupenti na primarnim
explantdtu trva priblizné 4-6 tydna.

K zaloZeni primarni kultury za ucelem ziskani vét$iho poc¢tu klontt mnozeného dru-
hu lze pouzit také semena, sbirand koncem kvétna. Semena o velikosti priblizné
4mm jsou po vyse uvedené sterilizaci umisténa na zivné médium stejného sloZeni
a za stejnych podminek jako segmenty vyhont. Doba kli¢eni je pfiblizné 6-8 tydntl.

b. Kultiva¢ni podminky multiplikace

Po 4-6 tydnech se vyhony pfesazuji na multiplika¢ni médium WPM doplnéné o 200
mg.]" glutaminu, 200 mg.I" kaseinového hydrolyzatu, 30 g.I"' sacharézy a 0,2 mg.1"!
BAP a 0,1 mg 1" IBA. Multiplikace probiha za stejnych kultiva¢nich podminek jako
indukce organogeneze (obr. 1). Vykli¢ena semena se presadi na stejné multiplikacni
médium.

c. Zakorenovani a aklimatizace

Pro zakofenovani se vyuzivaji namnozené vicevrcholové explantatové kultury
(obr. 2). K indukci rastu kofend se osvédéilo agarovém médium WPM s tretino-
vou koncentraci makro i mikroelementt, bez ptitomnosti cytokinint a se zvy$enou
koncentraci auxinu IBA (2,83 mg.I"). Zakorferovani probihd opét za stejnych kulti-
va¢nich podminek jako organogeneze a multiplikace. Pro zvy$eni G¢innosti zakore-
novani probihd kultivace nejdfive 7 dni ve tmé. Prvni kofeny se objevuji v zavislosti
na klonu v priibéhu 4-6 tydnd. Uspésnost zakotfenéni se lisi v zavislosti na klonu
a dosahuje cca 50 %.

Rostliny s vyvinutymi kofeny se presazuji ze zakorenovaciho média do sadbovacii
Quick Pot T 35 (280mm X 360mm x 110mm, 21 bunék) naplnénych agroperli-
tem (Perlit, s. r. 0., Praha) a dvakrat tydné se zalévaji zakladnim médiem MS (Mu-
RASHIGE, SKOOG 1962) (bez fytohormont a sachardzy) fedénym v poméru 1 : 10
destilovanou vodou. Aklimatizace probihd v obdobnych kultiva¢nich podminkach
(teplota 24 °C, bilé svétlo o intenzité 30 pmol.m™ s, 24hodinova svételna perioda)
a pri 90% relativni vzdusné vlhkosti. Pti aklimatizaci dosahuji ztraty zakofenénych
rostlin 13 %.



Obr. 1: Explantatova kultura lykovce vonného
Explant culture of Daphne cneorum

Obr. 2: Zakofenény mikrofizek lykovce vonného
Rooted microcutting of Daphne cneorum
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Po 3 tydnech v agroperlitu se rostliny pfesazuji do sadbovacii Quick Pot T 60 (roz-
mér 350mm x 215mm x 200 mm, 15 bunék) s nesterilnim péstebnim substratem
ze smési zeminy (Zahradnicky substrat, a. s., Sobéslav), raseliny (Raselina, a. s.,
Sobéslav) a agroperlitu v poméru 2 : 1 : 1 a pfenaseji se do skleniku, kde se postup-
né adaptuji (3-4 tydny) na 70% relativni vzdusnou vlhkost. Pro rast v agroperli-
tu i péstebnim substratu se osvédcily sadbovace Quick Pot firmy HERKUPLAST
- KUBERN GmbH, které nebrani rozvoji kvalitniho kofenového systému. Jejich
prednosti je, Ze nemaji pevné dno a kofenovy systém rostlin se mtize dobre vyvijet
na vzduchovém polstari.

d. Vysadba na venkovni plochy

Po aklimatizaci se vypéstky in vitro vysazuji k dopéstovani na venkovni zého-
ny, ptipadné se presadi do vhodnych obalti, které umoznuji rozriistani rostlinek,
viz Katalog biologicky ovérenych obalti (www.vulhmop.cz). Po roce dopéstovani
na venkovnim zdhonu lze vypéstky in vitro lykovce vonného vysadit na stanoviste.
Po dvouletém péstovani na venkovnim zdhonu muze ketik lykovce vonného vy-
kvést (obr. 3).

Vysvétlivky:
BAP - 6-benzylaminopurin; IBA - B-indolylmaselna kyselina; MS - Murashige-Skoog medium;
WPM - Woody Plant Medium

Obr. 3: Vypéstky in vitro lykovce vonného na zdhonech
Daphne cneorum plantlets in outdoor beds
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III. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost mikropropagacnich postupil spo¢iva v originalnim a efektivnim vyuziti me-
tody indukce organogeneze in vitro pro reprodukei explantatti odebiranych z ve-
getativnich ¢asti (nodalnich segmentil) a semen lykovce vonného a v originalnim
feSeni zakofenovani a aklimatizace.

Efektivnost uvedené metody je dokumentovana dosazenymi vysledky:

Mikropropagace ze zimnich pupenii

V pribéhu prvni pasaze béhem 4tydenni kultivace na WPM médiu ztistalo z ptivod-
nich 20 vyhont (lokalita A) 16 kusti a z 10 ptivodnich vyhonti (lokalita B) 6 kust,
u kterych prorostly apikalni pupeny ve vyhony dlouhé 2,5 + 0,6 cm. Nové vyhony
byly pouzity k dal$i mikropropagaci. Po pfesazeni na ¢erstvé médium stejného slo-
zeni pocet adventivnich vyhont dosahl 2,8 + 1,2 u lokality A a 4,5 + 2,6 vyhont
u lokality B. Vyhony byly pouzity k dal$i multiplikaci a v priibéhu dalsich 2 az 3 pa-
sazi se podafilo dosahnout vyrazné vys$siho poc¢tu vyhont ve vicevrcholové kulture
(20,2 £ 5,3 vyhonti v jedné vicevrcholové kultufe u lokality A a 38,3 + 12,2 vyhont
u lokality B). Kultury z téchto lokalit se neli$ily pouze v rychlosti mnoZzeni, ale také
fenotypicky. Vypéstky z lokality A se vyznacovaly svétle zelenou barvou a slabsi-
mi a krat$imi vyhony, vypéstky z lokality B byly pfevazné tmavé zelené se silnymi
vyhony. Celkem jsme po pétimési¢ni kultivaci z 16 vyhont z lokality A ziskali 344
vicevrcholovych kultur a z 6 vyhon z lokality B 236 vicevrcholovych kultur.

Mikropropagace ze semen

Za ucelem rozsireni poctu klontt mnozeného druhu jsme k zaloZeni primarni kul-
tury pouzili rovnéz zrald semena. Deset semen o velikosti pfiblizné 4mm bylo
po sterilizaci vlozeno na zivné médium WPM, stejného slozeni jako v predcho-
zich experimentech. Po tfech tydnech vzkli¢ilo jediné semeno, z néhoz po presa-
zeni na Cerstvé médium stejného slozeni béhem 3 tydni vyrostlo 12 vyhoni, které
byly vedeny jako samostatny klon. Po dalsich pasazich do ¢erstvého média WPM,
ve kterém se tyto vyhony dale mnozily $est mésicti (vytézek 26,7 + 8,2 vyhont
na jednu kulturu), bylo ziskano celkem 35 vicevrcholovych kultur.

Vysledky prokazaly, ze vhodnym zdrojovym materidlem jsou nejen nodalni seg-
menty vegetativnich vyhont, ale i semena, kterd jsou obvykle pfi bézném vyseti
nekli¢iva. Indukované adventivni nebo axilarni vyhony vyrustajici z primarniho
explantatu se pak presazuji do multiplika¢niho média za tc¢elem dalsiho namno-
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zeni. Cast propagovaného materidlu se inventarizuje v genové bance explantatii
pro budouci pouziti a zbyvajici explantaty se prenesou do zakorenovaciho média,
v némz se indukuje rozvoj funkéniho korenového systému podminujiciho uspésné
dopéstovani rostlin pro vysadby ve venkovnich podminkich. Rostliny s kom-
pletné vyvinutymi kotfeny je tieba jesté presadit do nesterilnich substratd (perlit,
raelina) a postupné je aklimatizovat (tj. pfivykat na venkovni podminky, zejména
na kolisani teplot, osvitu a snizenou vzdu$nou vlhkost). Tuto fazi ristu lze povazo-
vat za nejkriti¢téjsi obdobi mikropropagace, protoze rostliny péstované na artefi-
cidlnich agarovych médiich nejsou definitivné morfofunk¢né vyvinuté (u listi neni
zcela vyvinuta kutikula a praduchy, absorb¢ni funkce kofent nejsou plné efektivni).
Po aklimatizaci se rostliny presazuji na venkovni zahony a po dopéstovani (zpravid-
la po roce) je Ize vysadit na kone¢né stanoviste.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

Daphne cneorum patii v CR k velmi vzacnym a kriticky ohrozenym druhiim. Gene-
rativni mnozeni je silné omezeno nedostatkem semen i snizenou kli¢ivosti. Jednou
z moznosti jeho zachrany je mikropropagace explantatovymi kulturami v defino-
vanych in vitro podminkach, v nichz jsou vylouceny neptiznivé faktory limitujici
ptirozenou obnovu. Mikropropagacni technologie in vitro zajistuji nejen vylouceni
véech $kodlivych faktord, které v pfirodé limituji pfirozenou cestu obnovy ohro-
zenych druhd, ale zarucuji i genetickou identitu mnozeného materialu (D'Amaro
1978).

Dal$i vyhodou mikropropaga¢niho postupu je moznost mnoZeni z meriste-
matickych pletiv, kterd jsou prosta patogennich zarodkd, takze ziskany sadebni ma-
teridl muze napomoci pfi ozdravovani napadenych populaci.

Z ekonomického hlediska je neprehlédnutelné, Ze mikropropagovany rostlinny ma-
teridl, ktery se uchovava v genové bance explantatt, Ize kdykoliv pouzit pro dalsi na-
mnozeni neomezeného poctu jedinct v relativné kratkém ¢asovém obdobi. Shro-
mazdovani co nejvétsiho poctu klont od jednotlivych druhi je predpokladem za-
jisténi genetické variability mnozeného druhu.

Uplatnéni metodiky je predev$im pii zajisténi zachovani biodiverzity lesnich eko-
systémd, kde namnozeny materidl lze uplatnit za ucelem podpory biodiverzity
v borovych biocenézach.

13



V. EKONOMICKE ASPEKTY

Pti posuzovani ekonomickych aspektii nelze opomenout, ze ochrana biologické roz-
manitosti na Grovni stanovist je jednim ze zakladnich cila Statni politiky Zivotniho
prosttedi CR, schvélené usnesenim vlady & 235 ze dne 17. bfezna 2004. Vedle ce-
lospolec¢enskych prinost se da predpoklddat i zvyseni trzeb u uZivatele vysledkd vy-
robou sazenic pozadovaného sortimentu. Napt. pti produkci kontejnerovanych vy-
péstka v ro¢nim objemu cca 25 000 kustl Ize pfi cené jedné sazenice cca 100,- K¢/ks
predpokladat trzby cca 2 500 000,- K¢, zisk 337 500,- K¢ (ocekava se 13,5% zis-
kovost vyroby). Toto dalsi vyuziti metodiky v pfipadné komeréni reprodukei z jiz
zaloZenych explantitovych kultur by s nejvétsi pravdépodobnosti minimalizovalo
i devastaci prfirodnich lokalit, v dusledku zvySeni dostupnosti tohoto druhu pro
péstitele. Hlavnimi celospole¢enskymi prinosy v8ak ztstava zachovani genetickych
zdrojt a podpora biodiverzity.

VI. DEDIKACE

Vypracovani metodiky bylo podporovano vyzkumnym zdmérem MZE0002070203.
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MICROPROPAGATION OF ROSE DAPHNE
(DAPHNE CNEORUM L.)

Summary

Daphne cneorum L. is an evergreen woody shrub rarely spread in the Bohemian
Thermophyticum or sometimes transgressing into warmer regions of the
Mesophyticum. This species is currently listed as an endangered species because of
deletrious anthropogenic influences. Very restricted populations have only survived
in their native habitats. Conventional vegetative propagation of D. cneorum by
means of cuttings is practically excluded, because the collection of sufficient
number of shoots for vegetative cuttings has harmful effects for survival of shrubs.
Natural propagation by seeds is extremely low, which is caused by poor seed
viability or germination capability, and the seeds serve as a nutrition for birds. For
these reasons, there is justifiable to apply urgently non-conventional propagation
methods both for conservation and reintroduction of D. cneorum into areas of its
original distribution. In this methodology we describe the successful organogenesis
of D. cneorum induced from a very limited number of apical winter buds and seeds.
Woody-Plant medium with phytohormones and other nutrients were used for
cultivation of explants. The basal WPM medium with 0.2 mg 1! of BAP and 0.1 mg1"
of IBA and with 200 mg I"! glutamine and 200 mg 1" casein-hydrolysate was used for
induction of organogenesis in winter apical buds and seeds of daphnae. The average
numbers of shoots on per one explant were 27.4 £ 10.6 after 4 weeks of culturing.
Multiple branching explants produced 4-5cm shoots. Excised shoots were placed
on fresh WPM medium with lower strength of macro- and microelements and with
2.83mg I"! of IBA for rooting. Acclimatized plants were successfully transplanted
into external conditions where they had survived the winter period without any
losses and had come out into blossom.
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