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Abstrakt

Lykovec vonny (Daphne cneorum L.) patif mezi kriticky ohrozeny druh v CR. Pro jeho
zachranu je v pripravé zachranny program, ktery je pod gesci Agentury ochrany prirody
a krajiny Ceské republiky. Pro tispénost tohoto programu je nezbytné ziskat co nejaktual-
ngjsi informace. K tomu sméruje probihajici vyzkumny projekt TACR - Stanoveni genetické
variability, sledovani zmén ekosystému a fyziologie réstu u kriticky ohroZeného druhu
Iykovce vonného pomoci modernich metod. V prvnim roce feseni jsme se zaméfili na
monitoring pocetniho stavu u vétsiny lokalit v CR. Navazujici aktivitou byl odbér repre-
zentativnich vzorkl ze vSech navstivenych lokalit pro genetické analyzy. Dalsi aktivitou
byla aktivace in vitro sbirky lykovce vonného. Rostlinny material byl namnozen a piedan
dal$imu partnerovi projektu jako piipravna faze pro planované experimenty v oblasti testo-
vani novych bioaktivnich latek podporujici regeneraci rostlin odvozenych z in vitro kultury.

Kli¢ova slova: Daphne cneorum, kriticky ohrozeny druh, molekuldrni markery, biotech-
nologie, biodiverzita

Abstract

Fragrant daphne (Daphne cneorum L.) is classified as a critically endangered species in
the Czech Republic. A conservation program for its protection is currently under prepa-
ration and is coordinated by the Nature Conservation Agency of the Czech Republic. The
success of this program depends on obtaining the most up-to-date information possible.
To this end, an ongoing research project supported by the Technology Agency of the
Czech Republic focuses on assessing genetic variability, monitoring ecosystem changes,
and studying growth physiology in this critically endangered species using modern
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methods to evaluate its status across different sites. In the first year of the project, we
focused on monitoring population sizes at the majority of sites in the Czech Republic.
A subsequent activity involved collecting representative samples from all visited sites
for genetic analyses. Another activity was the re-establishment of an in vitro collection
of Daphne cneorum. Plant material was propagated and transferred to another project
partner as a preparatory phase for planned experiments aimed at testing new bioactive
compounds that promote plant regeneration derived from in vitro cultures.

Keywords: Daphne cneorum, critically endangered species, molecular markers, biotech-
nology, biodiversity

uvoD

Aktudlni klasifikace lykovce vonného jako kriticky ohrozeného druhu (Grulich, 2017) je dana
strmym gradientem ustupu jeho populaci a ndpadnym sniZzovanim jejich pocetnosti zejména
v poslednich 50 letech (Pravcova, 2001; Pladias, 2024). Celkové zjistény vyskyt druhu v CR od
poloviny 19. stoleti je doloZen z témér 120 lokalit. Podle tidaji AOPK do roku 2022 (Kleinova,
2010; MZP CR, 2023) se na uzemi CR nachdzi jen 23 lokalit, resp. populaci 1. vonného rozmisté-
nych v péti volné vymezenych oblastech: stiredni Cechy, Moravskokrumlovsko, Podyji, stfedni
Morava a Hodoninsko. Udaje o aktuélnosti stavu populaci jsou viak podle poslednich reviznich
navstév velmi réiznorodé a spadaji do rozsahu let 1996-2022, z toho jen 15 lokalit bylo potvr-
zeno po roce 2010. Je proto nezbytné proveést aktudlni Setfeni na lokalitdch. Synergie v této
aktivité bude dosaZena uzkou spolupraci s terénnimi pracovniky z regiondlnich pracovist
AOPK, zastupcli dotcenych krajii a zastupcli z NP Podyji, kteti se dlouhodobé zabyvaji ochranou
lykovce vonného. Prace v terénu budou navazovat na data z prizkumt lokalit provedenych
AOPK v letech 2005-2023 s vyuzitim starSich informaci o stavu populaci l. vonného a jejich
zdrojovych biotopt (Jakubkova, 1997; Zleb¢ik, Sedivé, 2001; databaze portaltt PLADIAS a ISOP).

Pro ndvrh vhodné strategie ochrany lykovce vonného je klicové znat genetickou rozmani-
tost a strukturu populaci. V souc¢asné dobé nejsou zndmé zadné informace o genetické diverzité
populaci kriticky ohrozeného taxonu 1. vonného na tizemi Ceské republiky. Ziskani novych
poznatk®l na molekuldrni trovni mize byt dosazeno modernimi genetickymi technikami, jako
je inovativni metoda DArTseq, obohacena o studii stupné ploidie s vyuzitim pratokové cyto-
metrie. Nedavno byla publikovana rozsahla cytogeograficka studie u tfi druh@i rodu Daphne L.
(D. arbuscula, D. cneorum subsp. arbusculoides a Daphne cneorum subsp. cneorum) z populaci
pochdzejicich ze Slovenska, Rakouska, Madarska, Rumunska a Slovinska. Studie prokazala, Ze
vSechny tfi taxony jsou diploidni. Nicméné z vice neZ tisice analyzovanych jedinct D. cneorum
subsp. cneorum bylo pét jedinch ve ¢tyrech réznych populacich triploidnich. Cytotypy s lichou
urovni ploidie u pohlavné se rozmnozujicich druhti jsou povazovany za evolucni slepou ulicku
kvili chybéjici nebo snizené plodnosti. Pokud je sterilita pouze Castecnd, jejich prispévek do
genofondu populace mtize byt posilen dlouhovékosti a klonalnim réstem (Gajdosova et al., 2023).

Moderni biotechnologické metody mnoZeni prinesou produkci kvalitnich rostlin lykovce
vonného, kterou zajisti ucastnik projektu z praxe a kterou budou moci dale vyuzit i organy
ochrany prirody v zachrané druhu in situ. Metoda mikropropagace je obzvlasté uzite¢nda pro
genotypy, které se konven¢né obtizné nebo pomalu mnozi (Hartmann a kol., 2011).

METODOLOGIE

Terénni priizkum a odbér vzorkd

Cilem bylo pocetné vyhodnoceni nalezenych porostd, skupin nebo jedinct
véetné provedeni odbéru vzorku pro dalsi laboratorni analyzy
Zaznamenani vyskytu rostlin lykovce vonného bylo provedeno od brezna do cervence roku
2025 pomoci GPS soufadnic na lokalitdch v CR. Pro odbér rostlinného materialu byly rostliny
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nejprve oznaceny a pak probéhl Setrny odbeér rostlin lykovce vonného pomoci ntizek do predem
oznacenych plastovych sackl. Odbér rostlinného materidlu byl proveden na zakladé udélenych

vyjimek pro dané uzemi v uzké spolupraci s AOPK a jejimi regiondlnimi pracovisti (Obr. 2).

Hodnoceni genetické diverzity

Cilem bylo optimalizovat postup izolace DNA pro lykovec vonny

a zjistit stupen ploidie u vzorkii odebranych v roce 2025 v ramci CR
Optimalizace DNA izolace ze vzorkd probéhla z rostlinného materialu odebraného z ketti Iykovce
vonného z Dendrologické zahrady v Prthonicich. Zkusebni odbéry probéhly v lednu/unoru
(listy z predeslého roku) a béhem kveteni v dubnu (listy z novych letorosti). Vzorky byly ihned
po odbéru uloZeny do chladici tasky. Po prevozu do laboratore byly umistény do ¢ajovych
sacky, vlozeny do silikagelu a vysuseny (Obr. 3). Z kazdého vysu$eného vzorku bylo navazeno
20-30 mg materialu, ktery byl homogenizovan v drticim mlynku MM 440 (RETCH) za pouZiti
sklenénych kuli¢ek. Pro izolaci DNA byl pouzit kit innu Prep (IST, Innuscreen GmbH), kde
byly testovany ti'i rizné lyzacni roztoky. Po optimalizaci izola¢niho protokolu DNA za pouZziti
kitu innu Prep (IST, Innuscreen GmbH) byly vzorky izolovéany jiz z prirodnich lokalit v obdobi
brezen-srpen. Koncentrace a Cistota DNA byla stanovena na zdkladé méreni absorbance
pomoci NanoDrop spektrofotometru. Kvalita izolované DNA byla ovérena elektroforézou na
agarozovém gelu (0,8% agardza, barveni GelRed). Integrita DNA byla posouzena vizudlné
podle pritomnosti jasného pasu bez pozadi.

Pro stanoveni stupné ploidie pomoci pritokové cytometrie byla k ptipraveé vzorku vyuzita
metodika Dolezel et al. (2007). K analyzam byly pouzity listy nebo ¢asti vyhont (cca 5mm)
lykovce vonného. Celkem bylo pritokovou cytometrii analyzovano 360 jedinctl. Pro zajisténi
vyS$Si presnosti byl kazdy vzorek analyzovan samostatné spolu se standardem Bellis perennis
(2C = 3.38 pg; Schonswetter et al., 2007) v Petriho misce s vychlazenym pufrem Otto I (0,1M
monohydrat kyseliny citronové a 0,5% Tween 20). Nasledné byla suspenze prefiltrovana
pres 30 um nesterilni filtry CellTrics® (Sysmex Partec GmbH) a obarvena roztokem OTTO II
obsahujici fytochrom DAPI. Méteni vzorkl bylo provadéno na pritokovém cytometru (Partec
CyFlow® Space, Munster, Némecko). BEhem kazdé analyzy bylo zaznamenano 3 000 jader na
vzorek. Ziskané histogramy obsahu DNA byly vyhodnoceny pomoci softwaru FloMax.

Optimalizace postupu mnoZeni

Cilem byla reaktivace stavajici in vitro sbirky lykovce vonného
Stavajici in vitro genobanka lykovce vonného, ktera se nachazi v Laboratofi in vitro kultur
na Odboru rostlinnych biotechnologii ve VUK Priihonice byla zédkladem pro planované
experimenty v tomto projektu. Genobanka obsahuje 18 klontli lykovce vonného ze 12 lokalit
(Boskovice, Kosif, RakSice, Kobyli, Mélnickd Vrutice, Dukovany, Mélnik, Osina, Havraniky,
Adamce, Dolni Dubniany a Hodonin).

VYSLEDKY A DISKUSE

Terénni priizkum a odbér vzorkd
Bylo navstiveno 21 lokalit lykovce vonného, u 16 z nich byl potvrzen jeho vyskyt a byly
odebrany vzorky pro laboratorni analyzy (Tab. I, Obr. 1). U péti lokalit byl nalez negativni,
jedna se o tyto lokality: Béla pod Bezdézem — PP Paterovské strané, Sudovo Hlavno — lesni
komplex severné od obce, Moravsky Krumlov — RakSice, Zlobice u Kufimi — PP Zlobice
a Boskovice — Vinohradek u Boskovic.
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1: Detail kvetouctho lykovce vonného na lokalité Voriavd (Hrotovice)

2: Ukdzka spoluprdce pri monitoringu lykovce vonného na lokalité Lodénice, PP BranZovy. Zleva doprava:
Lenka KaSparovd (VUK), Hana Stastnd (CHKO Cesky kras), Eliska BlaZejovd (AOPK Praha)



I: Strucny prehled lokalit lykovce vonného s odebranymi vzorky v roce 2025

Oblast vyskytu Lokalita Pocet jedinctt FCM DNA In vitro VUK
Beroun-Listice (v. Herinky) 1 1 1
=~ Lodénice (PP Branzovy) 91 47 47
'E:.j Meélnicka Vrutice 8 7 7 ano
© Lhotka (NPP Holy vrch) 26 24 24 ano
Novy Knin (Pousté) 6 6 6
:‘;2 Havraniky (Znojmo) 33 37 37 ano
& Podmoli 27 33 33
% Hrotovice Studena 15 30 30
E Hrotovice Vonava 9 15 15
é Hrotovice Na kopecku 11 14 14
% Hrotovice Kulata 24 28 28
§ Biskupice 7 10 10
= Dukovany, PR Duk. mlyn 305 55 55 ano
g % Myslejovice 6 5 5
2y Slatinice, vrch Kosir 26 31 31 ano
5 = Mostkovice 16 17 17

Vysvétlivky: FCM — odbér vzorkl pro flowcytometrii, DNA — odbér vzorkd pro DNA analyzy

Hodnoceni genetické diverzity

Izolace DNA byla provedena pomoci komercniho kitu vzhledem k rozsahu vzorkovani
(360 vzorkdl). U zvoleného kitu innu Prep (IST, Innuscreen GmbH) byly testovany tii riizné
lyzacni roztoky. Komplikaci izolace byla vysokd viskozita izoldtu béhem samotné izolace
(Obr. 3). Na zakladé konzultaci s vyrobcem byly provedeny upravy izolacniho protokolu,
které zahrnovaly pridani srdZectho pufru a navyseni mnozstvi roztok (Iyza¢niho a vazeb-
ného) a prodlouzeni inkubace s elu¢nim pufrem. Po téchto upravéch bylo dosaZeno izolace
DNA v pozadované kvalité i kvantité. Ukdzka uspésné izolace DNA je zobrazena na Obr. 3. Na
gelu jsou vedle velikostniho standardu (DNA ladder) naneseny vzorky z Hodoninské Dubravy
s vytéznosti DNA v rozmez{ 135-430ng/ul. Ve vzorcich jsou pozorovatelné zretelné pruhy
odpovidajici vysokomolekuldrni DNA bez vyrazného rozmazdni. Po optimalizaci izolac-
niho protokolu byla provedena izolace u 360 vzorki (jedinct) lykovce vonného odebranych
z prirodnich lokalit v CR. Bylo zji$téno, Ze nejvyssi vytéznost byla dosazena u listli z mladych
letorostt, a to u vzorkd z dubna—kvétna.

Pro determinaci ploidie u lykovce vonného bylo zjiSténo, Ze analyzy u stonkl mély
vyrazné nizsi variacni koeficient (presnéjsi analyza), v porovnani s listy (Obr. 4), Z analyzo-
vaného souboru 360 jedinci pochazejicich z riiznych lokalit napii¢ Ceskou republikou byl
detekovan jeden triploidni jedinec, ostatni vzorky byly diploidni (Obr. 5). Triploidni jedinec
pochézel z lokality Havraniky (DcHa6-05). Potvrdil se velmi vzacny vyskyt triploidd, nase
zjisténi se shoduji se studii GajdoSova et al. (2023). V analyzach nebyl zaznamendn zadny
tetraploidni jedinec, coz naznacuje, Ze by ke vzniku triploid& mohlo dochézet prostiednic-
tvim autopolyploidizace.
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3: Izolace DNA u lykovce vonného: priprava vzorkii pro susent, viastni izolace DNA — ukdzka vysoké viskozity
eludtu, elektroforetickd separace izolované DNA v agarézovém gelu (zleva doprava)

4: Porovndni kvality histogramil ziskanych priitokovou cytometrii z listit (A) a vyhont (B) lykovce vonného
(vzorek DcLo-14). Histogramy ukazuji lepsi rozliseni u vzorkil pochdzejicich z vyhontl

5: Histogram diploidnitho (vzorek DcHa6-06) a triploidntho jedince (vzorek DcHa6-05) lykovce vonného (zleva
doprava)

Optimalizace postupu mnoZeni
Na zacatku roku byly vechny klony multiplikovany na WPM médiu se zeatinem (Obr. 6; Sediva,
2007). Sest vybranych klonti (Havraniky 2, Raksice, Mélnik 2, Osina, Hodonin 2 a Dukovany 2)
byly pfedany ve dvou terminech (Unor, ¢erven) firmeé Jan Holub, s.r.o. In vitro kultury byly dale
multiplikovdny na obou pracovistich. Byly vybrany dva klony s odliSnymi rtstovymi vlast-
nostmi (Raksice a Mélnik 2) a dobrou multiplika¢ni schopnosti. Tyto dva klony budou pouZity
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v roce 2026 pro experimenty na testovani bioaktivnich latek. Klon Raksice je zajimavy tim, Ze
pochdzi z lokality, kde se nepodarilo vyskyt lykovce vonného nékolik let ovérit.

U tri klont byla predbézné otestovana zakoreriovaci schopnost mikrotizkli v perlitu. Mikrotizky
byly odvozeny z in vitro kultury a byly oSetfeny pudrovym stimulatorem Rhizoponem AA 0,5 %
(0,5% kyselina 3-indolylmdselnd; Obr. 7). Klon Raksice vykazoval vySsi zakoreriovaci schopnost
(78,9 %) v porovnani s klonem ptivodem z Mélniku (45,3 %) a Havranikd (40,9 %; Obr. 8).

6: Invitro genobanka lykovce vonného ve VUK Prithonice

7: Zakoreriovdni lykovce vonného v perlitu

8: Srovndni indukce korentl u mikrorizkil lykovce vonného u ti{ klonti (Raksice, Mélnik a Havraniky)
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ZAVER
Monitoring lykovce vonného probéhl na vétsiné lokalit v CR. Tam, kde byl potvrzen jeho
vyskyt, byly Setrné odebrany vzorky pro laboratorni analyzy. Vzorky byly zpracovany podle
optimalizovaného protokolu pro izolaci DNA u lykovce vonného. U vSech odebranych vzork
byl stanoven stupen ploidie. Byl identifikovan jeden triploidni jedinec. In vitro sbirka lykovce
vonného byla namnoZena a slouZila jako zdroj rostlinného materialu pro dalsi experimenty.

Podékovani
Tato dil¢istudie byla podporena Technologickou agenturou Ceské republiky (projekt SQ01020054).
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