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Abstrakt

Zavinutka podvojna Mlonarda didymal.) je vytrvala I€iva bylina pochéazejici
z vychodnicasti USA. UzZ fivodni indiansti obyvatelé ji uzivali jakocigku na nejtizngjsi
onemocgni. Hlavni  &innou latkou jsou thymochinon, thymohydrochinon
a dithymochinon.

Cilem pedlozené prace bylo sledovani vlivuastovych regulatdr
pii mikropropagaci zavinutky podvojné pomoci noddindegmerit. Prace byla provedena
v nasledujicich krocich:fpvod rostlin dan vitro podminek, namnoZzeni materialu, vlastni
pokus mikropropagace arqvod doex vitro podminek. Protust a vyvoj vyhonk byly
do kultivatniho MS (Murashige a Skoog, 1962) média@ny 6-benzylaminopurin (BAP)
a kinetin (KIN), oba citokyniny vei¢ch koncentracich (0,5 mg/l, 1,0mg/l a 1,5 mg/l)
a pro indukci keeni byly do média fidany auxiny indolyl-3-octova kyselina (I1AA)
a a — naftyloctova kyselina (NAA), také kazdy wedh koncentracich (0,1 mg/l, 0,5 mg/I
a 1,0 mg/l).

Nodalni segmenty byly kultivovany v kultisaim boxu pi teplog 25/20C
den/noc, sktelné period 16/8, khem 30 da.

Optimélni koncentrace pro indukci nadzemni¢iasti je cytokinin BAP
v koncentraci 1,0 mg/l. Nicmérv kulturach s fidavkem BAP dochazelo k tvartkalusu.
Pro indukci kéeni je nejlepSi auxin NAA v koncentraci 0,1 mg/l.

Rastové regulatory, cytokininy, spiSe ve vysSich lamiacich a auxiny, spiSe
v nizSich koncentracich, hraji v kultir@ich mediich pro podporuistu a vyvoje zavinutky

dulezitou roli.

Kli ¢éova slova:Monarda didyma, mikropropagacéstové regulatory, nodalni kultura



Abstract

Crimson beebalmMonarda didymal.) is a perenial herb, eastern USA native.
Original indian inhabitans used it as medicinahplfr various diseases. The main active
ingredient is thymohydroquinone, dithymoquinongntiequinone.

The aim of this thesis was to study the grow effettregulators during
a micropropagation of crimson beebalm using nodgheents. The work was performed
in the following steps: conventing the plants i@ vitro conditions, propagation
of the material, particular experiment of micropmgption and the transfer &x vitro
conditions. For the growth and development of sheatre to cultivation MS (Murashige
and Skoog, 1962) medium added 6-benzylaminopuriAP{Ba kinetin (KIN) both
cytokinins in three concentrations (0.5 mg/l, 1.8/Ina 1.5 mg/l) and for the induction of
roots were to the medium added auxins 3-indolytiacacid (IAA) a napthalene acetic
acid (NAA) each in three concentrations (0.1 m@/4, mg/l a 1.0 mg/l).

Nodal segments were cultivated in a culture boxhwi¢mperature 25/20°C
day/night, light period of 16/8, during 30 days.

The optimal concentration for induction ariel pastgytokin BAP in concentration
1.0 mg/l. However, in cultures with added BAP walus formed. For induction of roots
isthe best auxin NAA in concentration 0.1 mg/I.

Growth regulators, cytokinins in rather higher cemitations and auxins, rather
in lower concentrations, have, in cultivation medsu for the growth support

and development of crimson beebalm, an importdat ro

Key words: Monarda didyma, micropropagation, growth regulatocsial culture
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Seznam pouZitych zkratek

BAP
IAA
NAA
MS
KIN
TQ
THQ
DTQ
NaClO

6-benzylaminopurin

indolyl-3- octova kyselina, zkratka z anglny
a — naftyloctové kyselina

Murashige a Skoog (1962), kultérd medium
6-furfurylaminopurin

thymochinon

thymohydrochinon

dithymochinon

chlornan sodny



1 Uvod

Zavinutka podvojna Nlonarda didymal.) je vytrvala I€iva bylina zcéeledi
hluchavkovitych Laminacea® pochéazejici z vychodni oblasti USA (McClintockEgling,
1942). V polovig 18.stoleti byla introdukovana jako okrasné roatldo Evropy (Small,
2006). Dofista vysky 70-150 cm (Gleason a Conqugist, 1991xtyKysou neastji
zbarveny do Sarlatové az karminové barvy (Whitt#®81) a jsou opylovany ptaky
(McClintock a Epling, 1942). U této rostliny jsoyuzivany nadzemriasti, které obsahuji
lécivé latky, mimo jiné také, thymochinon, thymohydnown a dithymochinon s Sirokymi
lé¢ebnymi &inky (Taborsky et. al, 2012). Kramlétivého vyuziti byva zavinutka
pouzivana k fipraw caje zvaného Oswego tea i chlazeného napojegigavyana do jidel
jako doplrtk i jako nahrazka Salye. Silice, zvana bergamotova, jefidavana
jako aromatizéni prisada do parfétn(Small, 2006).

Nejlépe se rozmnozuje vegetativnpomoci podzemnich oddenk z nichz
pak vyiistaji nové stonky, dale je di@ mnozitelna stonkovymiizky. Také je mozné
j mnozit generativey, semeny (Small, 2006).

DalSi zmisob mnozeni iize byt pomoci mikropropagace, ktera je jednou
z modernich metod mnoZeni rostlinii fxiteré se z velmi malé€asti matéské rostliny
odvodi velky pdet jedindgi, zpravidla velmi malych (Pavlova, 1992). V dostépiteratie
nejsou vyzkumy tykajici se mikropropagace tohotturo

Stanoveni optimélniho protokolu pro mikropropag@ievod rostlin doin vitro
podminek, namnozZeni materidlu, vlastni pokus mikpagace a fevod doex vitro
podminek) zavinutky podvojné, by mohlo pomodi pinoZeni tohoto druhu a i név
vySlech&nych variet.

Z vySe uvedenych ttvodi se tato prace émuje mikropropagaci zavinutky

podvojné.



2 Literarni reserze

2.1 Zavinutka podvojna(Monarda didymalL.)

Zavinutka podvojna (obraz 1), jinak zva@swego-tea, Bergamot nebo Crimson
Beebalm (Gleason a Cronquist, 1991), je vytrvat&véébylina (obraz 1), p#&ti doceledi
hluchavkovitych (Laminaceae) McClintock a Epling (1942) jitadi do podrodu
Eumonarda. Pochéazi z vychodni oblasti USA (Sm&062. Siroce roz&na je v oblasti
od New Yourku, jizg podél Apaléského pohti, po severni Georgii. Roste ve vSech
nadmdskych vySkach, néasgji ale ve vysce od 1000 po 2000 m.n.m., pofi&hich
biehi, v prisakovych oblastech i ve Skarpach kolem silnic (MuGtk a Epling, 1942).
Casty pro tuto rostlinu je bujnyist acasto se stava invazivni rostlinou, ktera zaplavuje
zahradky (Small 2006). £ma obvykle kvést na Zatkucervna, v plném k&tu je asi teti
tyden véervenci a odkvéta fplizn¢ tieti tyden v srpnu (Egler, 1973). UzZivali
ji uz i indiansti obyvatelé severni Ameriky, od mteh pochazi jeji popularni nazev
.indianska kopiva“.

Existuje takéfada zahradnich odhl, kvetoucich nefiznéjSimi barvami, které
vznikly kiizenim a Sleckhim, nejsou vSak tolik vyuzivany ani kK&bnym @elim
ani k pgipraw caje. Jsou to oddy ‘Marshall’s Delight' kvetouci sy rizow (Rausch
a Lotz 2005). Je ale triploidni, tudiz je sterildé tedy mozné ji rozmnozovat pouze
vegetativie (Small 2006). DalSi oddou je ‘Beauty of Cobham'ktera kvete sviti&
nafialowle mizow. Kvéty ‘Croftway Pink' maji barvu lososovouSchneewittchenkvete
bile a sy ¢ervert kvetou odidy ‘Adam’ a‘Gardeview Scarlet{Rausch a Lotz 2005).

Ve své studii uvadi Taborsky, et al. (2012)¢ dvdliSné populace zavinutky
podvojné na dva chemotypy, chemotyp 1 a chemotyigi2i se obsahem hlavnich slozek,

kterymi jsou karvakrol a thymol {fjoha 2).



Obraz 1. Zavinutka podvojna

Zdroj: picasaweb.google.com
Autor: Krauter, 2013

2.2 Taxonomie

2.2.1 RodMonarda

Linnaeus (1753) popsal rod Monarda <itipdruhy z Kanady, Virginie
a Pensylvanie. Studium roddonarda bylo poté zap&ato kolem roku 1923 Elizabeth
McClintock a Carlem Eplingem (McClintoc a Epling 429. Rod byl pojmenovan
po Spasiském botanikovi Nicholasu de Monardes (Small, 2008cClintock a Epling
(1942) rozdlili rod na dva podrody —Eumonarda a Chelyctis LiSi se pétem
choromozoni. Podrod Eumonardama zékladni p&et chromozom (n) 18 a podrod
Chelyctis jich ma 11 (Scora, 1967)Eumonarda miZe tvdit dva, rekdy i vice
lichopreslerii. Pati semM.didyma, M. media, M. clinipodia variety roduM. fistulosa
(Scora, 1966). Cely rod je ro#sn po Severni Americe, od Skalnatych hor po atikéti
pokrezi, od Kanady po Mexiko (Prather et al., 2002), hmaskych oblasti i ve vySce
2000 m, nafiklad v Durangu, poifimoiska stanovigt podél atlantického pabzi na jihu
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Spojenych stét Najdeme ho na okraji dZzungle ve Veracruz i v pidDBihuahua.
V Texasu pezivaji tyto rostliny i na slanychigach (Scora, 1967). Rod zahrnujecktedi
(ptiloha 3) a mnoho poddrah(Whitten, 1981). ¥tSina druli je vytrvala, jsou vSak
i druhy jednoleté (Prather et al., 2002). Dale exygssmnoho dalSich druha jejich Kizend
péstovanych pro okrasné&ely (Small, 2006).

V horach ve vychodnim Tennessee a na z&@verni Karoliny rostou pouzs t
druhy: Monarda didyma..; M.clinopodig a M.fistulosa. Monardax mediaWilldenow se
také vyskytuje vdchto horach, je to alefjpodni hybrid, ktery je vysledkem hybridizace
a z@tného KiZzeni gedchozichif druhi. Tyto i rodicovské druhy se ndpaghisi v bang
a velikosti koruny (Whitten, 1981). N#glad M. clinopodia ma malé bilé ksty
a M. didymama velké runanné kwty. To by mohlo mit souvislost s Urovni ploidie
(McClintock a Epling, 1942).

Popis rékterych zastupai rodu_Monarda

Zavinutka trubkovitd(Monarda fistulosa pochazi z Kalifornie a Mexika. Kvete
fialové a ma kaeenitou chti podobnou tymianu (Rausch a Lotz 2005). Obsah@easini
olej, ktery vykazuje antibakteridlni aktivitu, patlji rist mykoplazmat a candida hub.
Také stimuluje antibiotickou citlivost mnoha grargagivnich bakterii. Pro jehcciinky je
navrzen jako fisada lopuchového oleje, ktery se uzivalgché kozniho onemocimi
zvaného Seborrhea, jehoz hlavnirtizpakem je dysfunkce mazovych Zlaztzmych
oblastech #Ze. Nejvice jsou timto onemaarim postizeni lidé vedku 17-24 let.

Zavinutka bodova (Monarda punctatp roste v oblasti Severni Ameriky
od vychodni a sédni ¢asti USA po severni Mexiko (Small 2006). &y jsou skvrnité
a Zzluté. Aroma jejich list je srovnatelné siwmi oregana (Rausclka Lotz 2005).
Ve dvacétych letech seigiovala pro extrakci thymolu a také se vyuzZivalékerskym
Gcelam. Vytazek z lisi se gidaval do nealkoholickych napoj

Zavinutka jihohorskd Mlonarda austromontanaEpling) je pomalu rostouci
jednoletka vyskytujici se v Mexiku. Jeji ahse podoba chuti oregana. Tato zavinutka byla
po mnoho let uzivAna domorodym obyvatelstvem sdlverMexika a jihovychodu USA
ke karereni jidel a k pipraw ¢aje uklidiujiciho Zaludek.

KtiZzenci zavinutky podvojnéMonarda dydima a zavinutky trubkovitéNlonarda

fistulosg jsou rezistentniti rzim.
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Kultivar ,Marshalls Delight* je triploidni a tudiZe sterilni. Je tedy moZné ho
rozmnozovat pouze vegetativ(Small, 2006).

2.3 Rivod a rozsieni

Zavinutka podvojna pochazi z vychodni oblasti US¥alezneme ji od statu
Michigan po New York a od Severni Georgie po jiZehnessee (obraz 2). V roce 1754
byla jako okrasna rostlina introdukovana do Evrdpipnyrsti kolonisté dovezli v polowin
18. stoleti semena zavinutky do Anglie a odtudozsiila dale po Evrog.

Pokusr byla pistovana i na Krymu pro silici, ktera se pouzivaojacomatizani
piisada do parfétn(Small 2006).

Ve vychodnich ¢astech Severni Ameriky se nachazeji¢ dormy zavinutky
podvojné, s uzkymi a se Sirokymi listy. ©dormy je mozno nalézt v New Yorku
a Pensylvanii, ¥dka se nachazi ve statech Nové Anglie na sevehodic USA,

v Marylandu, New Jersey, Michiganu a v Ohiu. Nicthéda se, Ze pouze Uzkolisté formy
zavinutky podvojné se vyskytuji ve Virginii, Seveifarolin a v Tennessee (McClintock
a Epling 1942).
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A — M. fistulosa D - M. bradburiana G —M. media
B — M. methafolia E —M. russeliana H —M. clinopodia
C —M.Lindheimeri F —M. didyma

Obraz 2. Rozsfeni rekterych druli podroduEumonarda
Zdroj: McClintock a Epling, 1942

2.4 Botanicky a morfologicky popis

Zavinutka podvojnad pochazi z vychodni oblasti USXejvice se vyskytuje
v oblasti od New Yourku jizh podél Apaléskeho pohti po severni Georgii (Whitten,
1981).Casto se vyskytuje v houstinach a potiéhich behi. Tvoii trsy, rekdy Siroké az
1 m v paméru. Ve volné pirock v Severni Americe (ndfklad v jizni ¢asti provincii

Ontario a Quebec) je mozné nalézt i rostliny, kterikly z kultivace (Small 2006).

Koreny:

Kotenovy systém rostliny je plochy, bobatozwtveny a do 3ky rychle se
roznistajici, brzy tveici husté porosty (Rausch a Lotz, 2005). iTvolazivé vytrvalé

oddenky, ze kterych nafgrostou noveé stonky (McClintock a Epling, 1942).
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Stonek:

Stonek je vysoky asi 70-150 cmgt$inou rozétveny, miZze ale byt i nestveny,

¢asto na uzlinach chlupaty (Gleason a Cronquist1)199

Listy:

Listy zavinutky jsou tenké, v&ié nebo kosétverené-vejcité, az ténii kopinate,
7-15 cm dlouhé a 2,5-6 cm Siroké, &té, na okraji pilovité, na bazi téinzaokrouhlené
(Gleason a Cronquist, 1991)apiky dlouhymi asi 1-4 cm (McClintock a Epling, 294
Listeny jsou kopinaté, obvykléervere teckované (Gleason a Cronquist, 1991). Vrchni
listy a listeny mivajtastocervené nebo bronzové zbarveni (Small, 2006).

Byly pozorovany variéni rozdily ve velikosti a tvaru ligt(obraz 3). Vyskytuji se
rostliny s listy Sirokymi 3,5-8,5 cm a dlouhymi &% cm a rostliny s tzkymi listy,
Sirokymi v rozmezi 3-5,5 cm a dlouhymi 8-14,5 cmc@fintock a Epling, 1942).

Obraz 3. Vlevo uzkolista forma, vpravo Sirokolista formavirautky podvojné. Koruna
ilustruje velikost obou forem.
Zdroj: McClintock a Epling, 1942
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Kvéty:

Kvéty (obraz 4B) jsou nevonné, opylované ptaky.ctenstvi tvdi lichopreslen,
vétSinou jen jeden hlavni, viiméru 1,5-3 cm Siroky. Zavinutka podvojna vsSakize
tvorit i dva lichogesleny. VijSi listeny jsou pisedlé nebo skorofizedlé (McClintock
a Epling, 1942), Uzce &ité, vyhnuté ven (Whitten, 1981), zelené nebo #rando stejné
barvy jako koruna. Jsou chlupaté, se stejnym drubleloni jako maji listy (McClintock
a Epling, 1942). Kalich (obrat 4A) je velky 10-14mmlysy aZ jema pyfity, v jicnu téngt
lysy, zuby dlouhé 1-2 mm, Sidlovité, jetnnpytité, ne Zlaznaté, nal® k bazi
trojuhelnikovité (Gleason a Cronquist, 1991). TroNik& koruna se néhle ro#dje vzhiru
(Whitten, 1981), ma Sarlatovou az karminovou bagmfigka je sy& cerverg nachova.
Je 3-4 cm dlouha a vybiha ¥imy horni pysk a paskovity, zkrouceny spodni pysk
(Whitten, 1981). Horni pysk je t&throvny, dlouhy asi polovinu korunni trubky (Gleason
a Cronquist, 1991), neni hggichlupeny, na vrcholu a v Usti kalichu je lysy I@g1973).
Tycinky jsou uloZzeny 3-6 mm hluboko (McClintock a Egi 1942). Nitky jsou fipojeny
ke koruré pobliz Usti, se dima vrtivymi prasSniky, které jsou spojeny a vynikppd
hornim pyskem jak@nélka. Dosglé kwvéty rozkvétaji ze sedu k obvodu. V nadniské
vySce 1200 m.n.m. tato rostlina kvete mezi&@®vnem a 30cervencem (Whitten, 1981).

Byla pozorovana souvislost délky koruny #kgilisti. Sirokolista forma zavinutky
podvojné ma korunu dlouhou vionéru 35 mm a uzkolista v pméru 39mm. Malokyté
formy zavinutky jsou vyjimeéné. Velikost jejich koruny je menSi nez 35 mm a agm
nahlé nalevkovité roz&ni koruny vzfiru (McClintock a Epling, 1942). Kultivary maji
zbarvenitiznorodé (Small, 2006).

NejefektivreéjSim opylov@&em tohoto druhu je kolitk ¢ervenohrdly Archilochus
colubrig), lakan ponirn¢ velkym mnozstvim sladkého nektaru vétech, ktery obsahuje
prevazre sacharézu, mensi mnozstvi fruktdzy, glukézy andefy (McClintock a Epling,
1942).
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A) Kalich zavinutky podvojné
Zdroj: Gill, 1976

B) Kv¢t zavinutky podvojné

Zdroj: www.beehappyplants.co.uk

Obraz 4. A-B: Kvétenstvi zavinutky
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2.5 Mnozeni

2.5.1 Generativni mnozeni

RozmnozZovani semeny neni talasté, ale je mozné. SpiSe se rozmnozuje

vegetativig.

2.5.2 Vegetativni mnozZeni

Rostliny zavinutky tvé, hlavre na podzim, plazivé podzemni oddenky fatajici
se do gky, z nichZ na jg rostou stonky (Small, 2006). Timtoigpbem se tato rostlina
sama nejsnadii a nejrychleji mnozi. Proto, chceme-li zavinutkozmnozit, je nejlepsi
mnoZzit ji na j& cElenim trdi matégskych rostlin. Bleni by se ale #lo opakovat
az po wrkolika letech, aby byla znovu obnovena jejich vita{Garland, 1979). Odtky
by mély byt sdzeny o &co hloulgji, nez rostla mateska rostlina (Lima, 1986).

Také se daji tyto rostliny mnozit pomoci stonkdvyiézka. Rizky z mladych
stonki, odebirané na ia nebo v l&t, mohou byt Usgsné pouzity k propagaci (Lesli’s,
1992). Za pouziti hormonalnich stimulanttizky v rosenych zahonech zakai
za 10-14 dni.

K rozmnozZovani mohou byt také pouzity vyhonky¢kalika ristovymi vrcholy,
které se daji zakenit do lehké pdy. Behem prvniho roku se déd ujmou a rostliny
zastavaji produktivni 5-7 let. Je dopdavano v prvnim roceudstu odstihavat kwtni

vrcholy gred tim, nez rozkvetou, pro podporu vegetativnitstur (Small, 2006).

2.5.3 Podminky pro @stovani

Zavinutka podvojna roste v trsech. Podzemni vyhoséyoz§iuji od stedi trsa
do vSech stran a brzy vyhnnové stonky. Je proéntypicky bujny Gst. Za 3-4 roky je
schopnd se rozdi o vic nez jeden metr &asto se stava invazivni rostlinou. Je dobré
ji péstovat v bohatych, vihkych, lehkych, zrnitych (Pag@80) a miré kyselych gdach,
s pH asi 5,5-6,5 (Hayward, 1983), s vysokym obsabeganické hmoty. Ki@ny nerostou
hluboko a zejména v horkych dnech by gbnpieschnout a v zif) jsou-li pstovany
v tézkych pidach, maji sklony k odumirani (Page, 1980). Jetkdotirsy by n&ly byt
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od sebe vzdaleny minima&n25 cm, aby mezi rostlinami dost&teé proudil vzduch.
K mul¢ovani se doporiuje pouzivat ragi jehli¢i, nezli travu (Small, 2006). V horkém
lété jim vyhovuje mirny stin (Goode, 1984) a v suchédmdabi je teba rostliny dostate¢
zalévat (Kublick, 1990). Nejlépe vSak kvetou nalwgss vihkou fidou, ale porostou také
v suchu nebo v polostinu. Rostliny bglsnbyt chrariny pred prudkym polednim sluncem
(Rausch a Lotz, 2005).

2.6 Choroby

Zavinutka je nachylna na onemeai padlim travnim, hlavhpokud je gstovana
v prostorech bez dobré cirkulace vzduchu a rzenii. fapadeni rzemi je nejlepSi
po odkwtu rostlinu sesthnou na 8 cm a napadedésti spalit, aby nedochéazelo kesii
nékazy. Mohou byt pouzity i fungicidy. Jéldzité ale pamatovat, Z@sti rostlin oSéené
fungicidy jsou nejedlé (Small, 2006). Leslie’s (2p®iSe, Ze rod Monarda je nachylny

k plisnim. Také uvadi, 2d. fistulosaaM. didymajsou pozoruhodhrezistentni.

2.7 Vyuziti a vyznam

Small (2006) uvéadi, Zetive lidé uzivali zavinutku jako &&vku pii nachlazeni
a Skrabéani v krku. Silice z listse uZzivala $ infekcich paduSek, nachlazeni, Zenskych
problémech, chipce, plynatosti, ledvinovych problémech, Zakmenevolnosti, zapalu
plic a @i napadeni vninimi cizopasniky.Cerstvy ¢aj pripraveny z list se povazoval
za uklidiujici prostedek. Indiani z kmeneCerokia pouZivali zavinutku podvojnou
a zavinutku trubkovitou k t&eni ,Zenskych probléfrf, nachlazeni, nadymani, bolesti
hlavy, koliky, horeéky, nemoci srdce, slabého Zaludku, poruch traviewiaceni z nosu,
hysterie a nespavosti.

V souwasné dob je tato rostlina vyuzivana hla¥ma gipravu ¢aje nazyvaného
Eswego-tea (Prather et al., 2002). Dale Small (RaB&di, Zze je dobré smichat listy
zavinutky podvojné s jinymi bylinami nebofipadreé pri pripraw chlazeného napoje
s platky citréri. Mladé vyhonky aerstvé listy maji Stiplavé citrusové aroma akioo
chuw. Vyte¢né se hodi jako doplik napoji z vina, limonad, ovocnychtdv, Zelé i syi.
Listy se hodi nejlépe k vépvému a telecimu masu. PouZivaji se také jako hkhara

Salwje do nadivek a masitych jidel. Listy pro okamz#pracovani je mozné sbhirat
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kdykoli. K suSeni se uzivaji listy i kty, které je vhodné sbirat v polo¥inéta. Nebo
mohou byt zamraZeny. Silice ziskana ze zavinutkgvpmé, tzv. bergamotova silice,
se fidava jako aromatizai pfisada do parfém Rostliny pro ziskani silice se sklizi
v plném ketu. Silice se ziskava destilaci parou, kdy se ngibpt para pes cerstvou

nasekanou dra silice pak spolu s parou kondenzuji (Small, 2006

2.8 Chemické slozeni

Zavinutka podvojna obsahuje zm& mnozZstvi silice. Silice se ziskava destilaci
parou. Vytzek zcéerstvych list byva okolo 0,3-1,0%, ze suSenychdissi 2,7-3,1%
(Small, 2006). Také obsahuje Zné mnozstvi thymochinonu (TQ), u kterého byly
zjisteny anti-epileptické, protizatlivé, protinadorové, antimikrobialni, antioxidantn
hepatoprotektivni a imunomoddtd &inky. Spol€éné s TQ se vsilici vyskytuji
i sloweniny thymolhydrochinon (THQ) a dithymochinon (DIQ THQ byly zjiSény
antibakterialni, protiplisové, protizastlivé a antioxidani vlastnosti. DTQ vykazuje
cytotoxicitu pro lidské nadorové linie. Chemotypzavinutky podvojné, vykazujestsi
mnozstvi TQ a THQ neZz chemotyp 1, vice ¥tkich ¢astech nez v listech a stoncich
(Taborsky et al., 2012). Také ve své studii Tabprekal. (2012) uvadi, Ze se oba
chemotypy liSi obsahem hlavni slozky silice. Chempol obsahuje, dle jejich studie,
jako hlavni sloZzku silice karvakrol a chemotyp #rttol (priloha 2.). Ale ve starSi studii
Scora (1967) uvadi, Zze thymol a karvakrol v listosiéci zavinutky podvojnéneni
(ptiloha 1.).

Nekteri krizenci zavinutky maji vysoky obsah geraniolu, loda) karvakrolu,

thymolu a cineolu, které se vyuzivaji zejména \fupaerii (Small, 2006).
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3 Cil prace

Cilem této bakalgké prace bylo stanoveni protokolu pro mikropropaga
zavinutky podvojnéNlonarda Didymal.) nodalni kulturou vn vitro podminkéach, kde byl
zkouméan vliv fistovych regulatdr pro riist vyhonki a indukci kdeni. Pro fist vyhonki
byly pouzity cytokininy 6-benzylaminopurin a kineti pro indukci koeni auxiny

indolyl-3-octova kyselina a — naftyloctova kyselina.

Cil prace byl stanoven na zaktagasledujicich hypotéz:

Cytokininy maji vliv na éist vyhori (nadzemniclkiasti rostliny).

Cytokininy pozitivre ovliviuji déleni burgk a proliferaci busk kalusu,
piimou i negimou tvorbu pupein vyvoj axilarnich pupein (Paviova, 1992;
Kov&s, 1995)

Il. Auxiny maji vliv na indukci keéena.

Auxiny indukuji st vrcholovych meristéin stonkua zakladani kieni
(Pavlova, 1992; Kowg 1995).
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

V experimentu byl pouzit druh zavinutky podvojnéemotyp 1, ktery méa vysSi
obsah karvakrolu v silic(Taborsky et al. 2012)odebrany z demonstiaich pozemk

Ceské zendklské univerzity v Praze.

4.2 Metodika

Metodika byla provedena dle standartnich stadiropifopagace

» Stadium O predstavuje vytr matdské rostliny
» Stadium | pfedstavuje zisk aseptické kultury
» Stadium Il znamena gibé¢h intenzivni tvorby rozmnoZovacic¢dstic
= Vestadiu lll probiha piprava na pevod do pirozenych podminek

= Stadium IV znamena fevod do pirozenych podminek

4.2.1 Zalozeni vlastniho pokusu — mikropropagace

Stadium 0

Material byl odebirdn v generativni faziistu, z vitdl® vypadajicich rostlin

z demonstrénich pozemi Ceské zersdélské univerzity v Praze.

Stadium |

Odebranécasti rostliny byly v laborai® omyty od hrubych nastot. Poté byly
narezany na jednotlivé nody, v délce vipru asi 1,5cm a odstrany listy nadiapiky
tak, aby nebylo poSkozeno pazdidist kterych pak vyistaji nové vyhonky. Na@zané
nody byly sterilizovany porfenim na 30 sekund do 70% ethanolu, poté proplaghnut

destilovanou vodou a nakonec poemmy do 1% roztoku NaClO za promichavani
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na tepace, a to ve dvowasovych variantach 15 a 20 min. Déale nasledovaloZeai
aseptické kultury ve sterilnich podminkéach flow-bpkde byl rostlinny material vyjmut
ze steriliz&niho roztoku aitkrat proplachnut ve sterilni destilované ¥pdby byl zbaven
saponatu. Poté byly jednotlivé nody v Petriho miskd&ezany a v pimérné deélce asi 1cm
byly ptendany do kultivéniho MS media (Murashige a Skoog, 1962). Dale batemal
kultivovan v kultiva&nich boxech se gtelnou intenzitou 300Ix, &sovou periodou 18/6 h
a teplotou 25/20 °C den/noc. Vd{aeni fazi bylycasté kontaminace pli&mi, bakteriemi

i viry. V piipact nakazy byla provedena dekontaminace ,a &ioopou sterilizaci nebo
¢astym pasazovanim rostlinného materiadléelstvého media.

NakaZeniviry se u rostlin rostoucich na MS mediu projevovalo ndim,
kroucenim a barevnymi zmami listi. Nékdy zpisobovaly zakrslost ligt a zarove
dlouzivy rist rostlin s delSimi internody. Viry byly odstiny castym pasazovanim
meristénti nacerstvé medium, ale ne vzdy doSlo k Uplnému uzdrawsbylo provedeno
uréeni druhu viru, coZ nebylo cileniigulloZzené prace.

Pti nakazenbakteriemi byl pozorovan na mediu v okoli rostlinného matergliz.
Na tuto nakazu, v ffpad nodi, byla pouzita oftovna sterilizace v 70% ethanolu
a 1% roztoku NaClO. Jednalo-li se o kontaminovarsiliny, jiz vyrostlé v kultivénich
boxech, byla opat#n aby nedoSlo k nakaZzeni zdravysti rostlin, cela rostlina vyjmuta
ve sterilnich podminkach flow-boxu z Erlenmeyerdaiky na Pettriho misku, skalpelem
opatrré odstragna nakazen&ast rostliny a zdrav&ast rostliny byla dana néerstve
MS medium.

Plisné jsou na rostlinach viditelné okem. PKsibyly odstragny opstovnou
sterilizaci materidlu v 70% ethanolu a 1% roztok@CMD nebo velmi opatrnym
odstragnim nakazZenychkiasti rostlin ve sterilnich podminkach flow-boxu,taky nedoslo
k rozviceni spor a nakazeni zdravého materialu. Zdkssti rostlin byly opt narezany
na jednotlivé nody, které byly dany derstvé medium. Zachovany byly i apikalni vrcholy
a dany na MS medium.

Takto ziskany sterilni material byl namnoZzen na Mfediu bez istovych
regulatofi pro zalozeni vlastniho pokusu. Mnozeni materiglio lprovad&no nodalnimi
a apikalnimi segmenty. Explantaty byly mnoZeny blarkazdé 3-4 tydny, po dobu 5-ti

meésial, na MS mediu bezistovych regulatdar. Dlouhé bylo ozdravovani materialu.
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Stadium Il

Po UspSném namnoZeni zdravého materialu byl zahajen nilagtokus
mikropropagace, ip kterém byly pouzity pouze nodalni segmenty o kasdti 1 cm.
Nodalni segmenty (explantaty) byly kultivovany v M&diu s pidavky cytokinini (BAP

a KIN) v 6-ti variantach a kontrolni variantatistém MS mediu bezistovych regulatdr.

V kazdé variant bylo kultivovano 20 segmeint

1) MS, bez t@istovych regulatdar, sachardza - 30 g/l, agar 8 g/l, pH 5,7, kontrolni

medium

2) MS, 0,5 mg/l, BAP, sachar6za - 30 g/l, agar 8@A,5,7

3) MS, 1,0 mg/l, BAP, sachar6za - 30 g/l, agar 8f,5,7

4) MS, 1,5 mg/l, BAP, sachar6za - 30 g/l, agar 8,5,7

5) MS, 0,5 mg/l, Kin, sachar6za - 30 g/l, agar 8 jg#,57

6) MS, 1,0 mg/l, Kin, sacharoza - 30 g/l, agar 8jg#,5,7

7) MS, 1,5 mg/l, Kin, sachar6za - 30 g/l, agar 8 g#4,5,7

Nodalni segmenty, asi 1cm velké, byly urnstdo 100 ml Erlenmeyerovy by

nebo do zkumavek, kultivovany 30tda poté hodnoceny. Cely experiment byl pravad

za stale stejnych stelnych podminek 300IxXasovou periodou 16/8 h a teplotou 25/20 °C.

Stadium Il

V tomto stadiu by o dojit k gripraw na gevod do pirozenych podminek.

Tzn. ukorteni tvorby rozmnoZzovacictastic, podpora prodluzovani internodii u pupen

a tvorby kdemi. Rostliny tvdily kofeny spontanty nicmér byly provedeny pokusy

pro indukci kdeni vlivem auxiri (IAA a NAA) také v 6-ti variantach a kontrolni vanta
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v ¢isttm MS mediu bez istovych regulatdr. V kazdé variait bylo kultivovano
20 segmerit.

1) MS, bez tfistovych regulatdr, sacharéza - 30 g/l, agar 8 g/l, pH 5.7,

kontrolni medium

2) MS, 0,1 mg/l, NAA, sachardza - 30 g/l, agar 8 gH, 5,7

3) MS, 0,5 mg/l, NAA, sachardza - 30 g/l, agar 8 gH, 5,7

4) MS, 1,0 mg/l, NAA, sachardza - 30 g/l, agar 8 gH, 5,7

5) MS, 0,1 mg/l, IAA, sachardza - 30 g/l, agar 8 gH 5,7

6) MS, 0,5 mg/l, IAA, sachardza - 30 g/l, agar 8 gH 5,7

7) MS, 1,0 mg/l, IAA, sachar6za - 30 g/l, agar 8 gH 5,7

Stadium IV

Kotenici rostliny byly pendany z MS media a zasazeny do zeminy s raselinou

a umistny do skleniku s teplotou 23,6 °C a vihkosti 67%.

Hodnoceni vysledk Ve stadiu Il byl hodnocen vliv cytokinin pomoci procenta
regenerace, @u vyhoni, pramérné délky vyhoid, délky nejdelSiho vyhonu, ptu nodi a
frekvence zakienreni. Ve stadiu lll, kde byl zkouman vliv auxin bylo hodnoceno
frekvence zakieréni v %, pd@et kaeni, délka nejdelSiho kene a také procento
regenerace, @et vyhoni, primérna délka vyhon, délka nejdelSiho vyhonu a & nodi.

Poté byly vysledky zpracovany do tabulky 1 pomaogpamu Microsoft Word.
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5 Vysledky a diskuze

Stadium |

Sterilizace v 70% etanolu po dobu 30-ti firiea poté v 1% NaClO po dobu
15 minut poskytla dobrou regeneraci explan{®0%). Sterilizace po dobu 20 minut v 1%
NaClO nebyla pro explantaty vhodméeristémy explantatzéernaly a naslednuhynuly,
a proto musela byt doba sterilizace zkracena naibs Explantaty negativnreagovaly

na delSi dobu sterilizace jak v NaClO, tak i v etan

Stadium Il

Vysledky tohoto stadia (vlivu citokyninna regeneraci vyhoiikjsou shrnuty v tabulce 1.

Z vysledki uvedenych v tabulce 1 Ize konstatovat, @gtavé regulatory maji vliv
na morfogenni odp@d’ nodalnich kultur, zejména na délku vyhankpatet now
vytvorenych nod a zakdereni.

Z hlediska tvorby vyhainjsou vysledky srovnatelné, i kdyZ nejlepSich vgkiebylo
dosazeno v kontrolnim mediu bestovych regulatdr. Ale na tvorbu novych ndd
a délku vyhoi mely sledovanéiistové regulatory, cytokininy, velky vliv oproti kbole.
Pramérné nejvice nod (1,46+1,17) se tudlo u nodalnich segmeintpéstovanych na MS
mediu s pidavkem 1,0 mg/l BAP a ro¥d i nejdelSi vyhony (1,40+1,04 cm) se iy
v této variant. P¥i nizSi a vysSi variaatBAP bylo dosazeno horSich vyslédobraz 5.).

Vliv kinetinu (obraz 6.) byl také, oproti kontrolgozitivni, hlavié ve vysSSich
koncentracich. NejlepSich vysladke vSech sledovanych parametrechégbovyhon,
pramérna délka vyhonu, délka nejdelSiho vyhonu acgbonodi) bylo dosazeno
v kultivacnim mediu s fidavkem 1,5 mg/l kinetinu. V porovnani vlivu BAPkaetinu
Z hlediska p&tu now vzniklych nodi a pimérné délky vyhofi se zda byt lepSi BAP
nez kinetin, ale u nodalnich kultur v kultrdm mediu s fidavkem BAP byla pozorovana
indukce kalusu, coZz je nezadouci, pokud by cilenkropropagace bylo ziskani

uniformniho materialu, jelikoz kalus (regenerac&kalusu) niize vést k variabilit
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rostlinného materiadlu (Pavlova, 1992). Z tohotivatlu by bylo pro mikropropagaci
zavinutky podvojné lepsSi do kultitiaiho media fidavat kinetin nez BAP.
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_LZ_

Tabulka 1. Hodnoceni vlivu istovych regulatdr po 30-ti dnech kultivace

Konc. istovych regulatar (mg/l) Regenerace Patet Primérnd  NejdelSi Patet nodi  Frekvence Poaiet Nejdelsi
Cytokininy Auxiny (%) vyhoni délka vyhori  vyhon (ks) zakaereni kofeni koten
BAP Kin IAA - NAA (ks) (cm) (cm) (%) (ks) (cm)
Kontr. 100 2,13+0,83 0,44+0,21 0,80 0,81+0,84 37 1,67+0,58 0,3
0,5 100 1,55+0,53 0,57+0,41 1,30 0,72+0,83 11
1,0 100 1,90+0,57 1,40+1,04 3,60 1,46+1,17 50
1,5 100 2,00+0,00 0,54+0,60 2,10 0,56+0,85 3
0,5 94 1,83+0,51 0,70+0,69 2,10 0,58+0,9 0
1,0 82 1,92+0,28 0,37+0,25 1,00 0,62+0,68 0
1,5 100 2,00+0,00 0,70+0,58 2,00 1,03+1,04 40
0,1 100 1.70+0.67 0.3040.40 1,00 0.15+0.34 10 5,00+0,00 0,3
0,5 82 1.67+0.71 0.34+0.21 0,70 0.67+0.97 0 0,00+0,00 0,0
1,0 60 1.67+0.82 0.48+0.67 1,80 0.67+0.82 16 3,00+0,00 0,5
0,1 75 2.26+0.70 0.42+0.40 1,70 0.73+1.08 53 ,75%1,90 0,8
0,5 40 2.25+0.50 0.50+0.28 0,90 1.13+0.85 50 4,50+0,70 0,4
1,0 60 1.83+0.41 0.40+0.28 0,90 0.92+0.66 33 2,00+0,00 0,3

Pozn. U cytokinid byly hlavre sledovany parametry: pet vyhoni, primérna délka vyhoi, délka nejdelSiho vyhonu a & nodi. U auxini byly hlavrg sledovany .parametry:

frekvence zakiereni, paiet kaeni a délka nejdelSiho kene.



_82_

C) Tvorba kalusu na variant
MS + BAP 1,0 mg/l

E) Kontrolni varianta v kultivenim
mediu bez obsahu BAP.
Vyska 1,7 cm

D) Detail indukce kalusu
B) Vliv BAP po 60-ti dnech kultivace na mediu s obsahddAP

Obraz 5. A-D: Regenerace rostlin z nodalnich segmentavinutky podvojné v kultivamim MS mediu s fidavkem BAP, E: kontrolni varianta
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A) Vliv kinetinu po 30-ti dnech kultivace

C) Kontrolni varianta v kultivenim
mediu bez obsahu kinetinu.
VysSka 1,7 cm

Obraz 6. A-B: Regenerace rostlin z nodalnich segment
u zavinutky podvojné v kultivanim mediu s obsahem
kinetinu, C: kontrolni varianta

B) Vliv kinetinu po 30-ti dnech kultivace




Stadium Il

Vysledky tohoto stadia (vlivu citokyninna regeneraci vyhofikjsou shrnuty v tabulce 1.

V kultivatnim mediu s fidavkem BAP a kinetinu explantaty z nodalnich kultu
spontana tvorily koreny, nicméa lepSich vysledk bylo dosazeno v kultivaich mediich
s pridavkem auxin, které podporuji indukci keni. NejvysSi frekvence zakergni
a paitu koreni bylo dosazeno v mediu sigavkem 0,1 mg/l NAA a to 53% a 2,75+1,90.
s vysSi koncentraci NAA byly vysledky frekvencedmini a p@et kareni nizsi (obraz 8.).
Nodalni kultury v mediu sifdavkem IAA (obraz 7) wly nizSi frekvenci zakieneni
i pocet kaeni oproti kontrole. Vysledky ukazuji, Ze pro indukkoieni v in vitro

kulturach je vhodné do medigigdvat NAA nez IAA, ale v nizSich koncentracich.

-30 -



_'[S_

0.1 mg/l 0.5 mg/l

1.0 mg/l

A) Vliv kinetinu po 30-ti dnech kultivace

E) Kontrolni varianta v kultivénim
mediu bez obsahu IAA.
VysSka 1,7 cm

Obraz 7. A-D: Regenerace rostlin

z nodalnich segmeintu zavinutky
podvojné v kultivéanim mediu

s obsahem IAA, E: kontrolni varianta

C) Detail indukce kteni ve
variang MS + IAA 0,1 mg/|

D) Detail indukce keeni ve
variang MS + IAA 1,0 mg/|
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B) Detail indukce kieni ve
variang MS + NAA 0,1 mg/I|

C) Detail indukce kieni ve
variang MS + NAA 0,5 mg/I

D) Kontrolni varianta v kultivénim
mediu bez obsahu NAA.
Vyska 1,7 cm

Obraz 8. A-C: Regenerace rostlin z nodalnich segraent
u zavinutky podvojné v kultivanim mediu s obsahem
NAA, D: kontrolni varianta




Stadium IV

Prevod do ex vitro podminek byl Gsmy z 22% (obraz 9). Z celkem 36
pievedenych rostlinieZilo jen 8. Zde bude zagebi provést dalSitkladrgjSi vyzkum,
aby se procentorpzitych rostlin, pevedenych do ex vitro podminek ¢gsilo, teba

raznymi koncentracemi substratu.

=l

Obraz 9. Uspsdné pevedeni do ex vitro podminek po 17-ti dnech.

Dosazené vysledky (od ziskavani aseptické kultdrypa gevedeni doex vitro
podminek) vtéto praci jsou pro zavinutku podvojnptimarni, protoZze v dostupné
literature nejsou prace s mikropropagaci tohoto druhu, are pod Monarda
proto také vysledky nebyly diskutované s vysledhygh autot.
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6 Zavér

Ruastoveé regulatory maji vliv na morfogenni odpdvpéstovanych nodalnich kultur
v in vitro podminké&ch.

Pro tvorbu nadzemnich ¢&asti se jako nejlepSi cytokinin projevil BAP,
ktery ale podporuje tvorbu kalusu, coz je z hlediglskani uniformni populace nezadouci.
Proto pro ziskani uniformni populace je lepSi poukinetinu, a to ve vysSich
koncentracich.

Pfi indukci koienid nejlepSich vysledk dosahl auxin NAA, ktery doséahl
nejvyssich hodnot v nejnizsi koncentraci. Auxin IA8podpdl indukci kofeni. Fi vlivu
téchto auxiri dochazelo i k dobré tvokbnadzemnichtasti. Auxin NAA n@l vétsi viiv
na produkci nadzemnictasti nez 1AA.

Vysledky ziskané vtéto praci bude nutné doplnit ISida pokusy,
kde do kultiv&niho media pro mikropropagaci zavinutky podvojnénpoi nodalnich
segment budou gidany cytokininy a auxiny dohromady, aby byl sledowliv kombinace
téchto dvou #istovych regulatdr na morfogenni odp@d piéi mikropropagaci zavinutky
nodalni kulturou. Na ifklad bych doportila kombinaci koncentraci, kde bylo dosaZzeno
nejlepSich vysledk 1,0 mg/l BAP + 0,1 a 0,5 mg/l NAA a také 1,5 KiN0,1 a 0,5 mg/I
NAA.
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Priloha 1.: Procentualni slozeni listového oleje &kierych taxol roduMonarda

Piiloha 2.: Maximalni obsah DTQ, THQ a TQ v analyzovanychlnas§ch

gastech

Piiloha 3.: Ptehled drulh roduMonarda
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Priloha 1.Procentualni sloZeni jednotlivych slozek paroditesnych vzork listového oleje v &kolika taxonech rodu Monarda, Scora (1967)

Relative Taxa
retention
Component _ Ter_1t_ativ_e time
No. identification b c d e f g h i J K m n o 0 q " s
range

1 acetone t 0.16

2 a-pipnene 0.26-0.31 0.14 0.65 3.10 196 223 0.62885.2.15 211 093 278 245 231 t 1.57 1.73 6.58250 2.14

3 camphene 0.36-0.40 0.88 276 0.21 0.16 0.077/6 2.0.20 0.212 0.10 t 0.20 0.21 0.33 0.22 3.60 60.00.25

4 B-myrcene 0.41-0.48 0.10 4.88 0.12 160. 0.21 t 0.16 0.14
5 ketone 0.49-053 061 139 550 252 218 166 ..353 218 213 249 260 210 0.03 257 038 102152 255

6 phellandreme 0.54-0.62 1.20 3.08 1.74893.349 252 156 503 698 260 021 4.03 250 ..0.90 3.10

7 d-limonene 0.63-0.69 1.04 287 12.93.37 0.80 0.97 138 094 0.84 0.50 0.8®.80 958 0.90 0.89
8 y-terpinene 0.71-0.76 140 210 0.66 0.27 21.61.. 0.26 0.12 0.11 t 0.47 0.29
9 1, 8 cineole 0.78-0.86 3.25 13.83 27.3@.53 10.83 4.07 9.05 16.15 478 538 942 99 373 0.0B33 19.73 2288 085 6.14
10 p-cymene 1.00 9.23 218 122454 7.70 1242 33.1614.37 13.15 992 556 9.76 945 057 1128 0.69 50.@8.59 10.38
11 3, octyl acetate  1.64-1.96 461 3.33 1.09 0.71410 0.52 0.68 010 @7 024 047 034 101 2.75 0.26 0.97
12 3, octanol 1.98-2.28 1498 6.63 240 417 478345 148 227 093 144 109 267 147 1.69 0.26.48 124 201
13 furfural 2.28-2.61 218 0.52 0.30 0.50.... t 0.12

14 linalool 282-331 150 216 057 0.31 0.30 0.6b6.50 t 0.47
15 isomenthone 3.36-3.67 2.07 0.40 0.47... 0.18 0.24 t t 0.30 0.81 0.42 0.34
16 linalyl acetate 3.90-4.03 557 450 506 098 ... t 0.26 1.23 049 0.65 0.24 t
17 nonyl acetate 4.04-4.11 ... o e e e e e 0.61 0.11 021 ... ...

18 isopulegol 4.12-417 2.03 0.28 0.33 80.9 .... 0.27
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Taxd

t

3.16

Relative
Component _ Ter_1t_at|v_e retention
No. identification b d f h . K |
time a c e g i ] m n o] p q r S
range
19 bornyl acetate 4.20-5.24 6.14 7.74 252 54256 350 243 062 1133 016 154 066 0.14 04644 030 0.48 1.85
20 alcohol 5.26-6.08 268 385 422 042 047563.075 088 08 069 052 071 041 014 054 16.30.86 0.59
21 dihydrocarveyl 6.21-6.94 3.48 046 0.71 t 0.97 0.12 0.16 ....0.08 t 032 027 071 15.06 0.11 t
acetate
22 pulegone 7.39-761 499 140 1.21 0.37 30.38.... 8.89
23 a-terpineol 7.75-8.31 18.02 434 420 050 0.20 .... .6900.30 0.31 0.08 t 0.32 0.27 0.71 15.06 0.11
24 neral, 8.49-8.87 0.54 ... 1.01 0.52
dihydrocarveol
25 geranial, 9.10-9.50 5.70
ciscarveyl
acetate
26 thymol 33.8-37.5 17.52 18.46 60.38 67.26 . ..50.29 22.04 72.04 29.97 75.03 92.11 64.67 88.20.10 83.37 62.69
27 carvacrol 38.2-42.1 5.28 39.09 . 4. 70.24 41.69 32.76 4.66 4.66

®Monarda russeliana
M. clinopodia

“M. didyma
M. media

' M. lindheimeri

'M. punctatavar. punctata
“M. p.var.villicaulis

''M. p.var. arkansana

®M. fistulosavar. monillis

M. fistulosavar. brevis

9IM. fistulosa( Arkansan Segregate)
" M. fistulosavar. menthifolia

9M. p.var. maritima
" M. citriodoravar. citriodora

™ M. p.var.intermedia
n M. p.var. coryi

0 M. p.var.fruticulosa
p M. p.var.lasiodonta
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Ptiloha 2. Maximélni obsah dithymochinonu (DTQ), thymohydrawniu (THQ) a tthymochinonu (TQ) v analyzovanycttlhesych ¢astech, Taborsky et.al (2012)

Family/Species (voucher specimen number) Part of NP Content (mg kg* of dried weight) Note
plant DTQ THQ TQ
Laminaceae
Monarda didyma L., chemotyp 1 (TB-005) Aerial part 1 128 1811 3029 major component
carvacrol
Monarda didyma L., chemotyp 2 (TB-035) Aerial part 1 50 2409 3425 major component
thymol
Inflorescence 58 2522 3564
Leaf nd® 466 821
Stem nd nd 23
Monarda didymaL. "Pink Lace” (TB-037) Aerial part 1 nd 587 670
Monarda mediawild. (TB-072) Aerial part 1 34 2674 2995
Monarda menthifolia Graham (TB-073) Aerial part 1 nd 835 1381

D humber of populatiorf not detected € 1 mg kg')
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P¥iloha 3.Piehled drulh roduMonarda

TABLE 1. Species of Monarda and related genera included in the analyses. The sample designation, ITS type, herbarium voucher, location of geographic origin, and GenBank accession number of
the associated sequence are provided. An ITS ‘type’ is a set of redundant sequences (i.e. those that are identical except for missing or ambiguous sites). Each specimen indicated with a dagger (1) is

the specimen chosen to represent the type in the parsimony analyses. Three unique cloned sequences were obtained from the specimen marked with an asterisk (*).

GenBank
ITS accession
Species Sample type Voucher Location number
SUBGENUS MONARDA
M. bartlettii Standl. Unique G. L. Nesom 6102 (TEX) MEXICO: Tamaulipas, Mpio. San Carlos AF369191
M. bradburiana L. C. Beck A I L. A. Prather 1821 (MSC) Arkansas: Garland Co. AF369192
B 1 L. A. Prather 1886 (MSC) Missouri: St. Louis Co. AF369193
M. clinopodia L. A It L. A. Prather 1868 (MSC) Ohio: Washington Co. AF369190
B 1 L. A. Prather 1872 (MSC) West Virginia: Pendleton Co. AF369189
M. didyma L. A It L. A. Prather 1876 (MSC) West Virginia: Preston Co. AF369194
B 1 L. A. Prather 1871 (MSC) West Virginia: Randolph Co. AF369195
M. eplingiana Standl. > Unique I Henrickson 11450 (LL) MEXICO: Coahuila, Sierra del Carmen. AF369196
M. fistulosa L. A 1 L. A. Prather 1837 (MSC) Texas: Leon Co. AF369197
B m L. A. Prather 1866 (MSC) Michigan: Barry Co. AF369198
C It G. N. Jones 33772 (MSC) Colorado: Boulder, Co. AF369199
D I L. A. Prather 1877 (MSC) West Virginia: Taylor Co. AF369200
M. lindheimeri Engelm. & A. Gray A vt L. A. Prather 1851 (MSC) Texas: Harris Co. AF369204
B 1 L. A. Prather 1812 (MSC) Texas: Grayson Co. AF369201
B 1 L. A. Prather 1835 (MSC) Texas: Anderson Co. AF369202
D v L. A. Prather 1846 (MSC) Texas: Brazos Co. AF369203
E I L. A. Prather 1812 (MSC) Texas: Grayson Co. AF369205
F I L. A. Prather 1848 (MSC) Texas: Grimes Co. AF369206
M. pringlei Fernald A Vi I. W. Knobloch 1988 (MSC) MEXICO: Nuevo Leon, Chipinque AF369208
Mesa.
B A G. B. Hinton 24110 (TEX) MEXICO: Nuevo Leon, Cola de Caballo. AF369207
M. russeliana Nutt. ex Sims A Unique L. A. Prather 1824 (MSC) Arkansas: Sevier Co. AF369186
B Unique L. A. Prather 1831 (MSC) Oklahoma: McCurtain Co. AF369187
14 Unique L. A. Prather 1814 (MSC) Texas: Fannin Co. AF369188
M. stipitatoglandulosa Waterf. A I L. A. Prather 1823 (MSC) Arkansas: Montgomery Co. AF369209
B I L. A. Prather 1915 (MSC) Arkansas: Perry Co. AF369210
SUBGENUS CHEILYCTIS
SECTION CHEILYCTIS
M. fruticulosa Epling VI L. A. Prather 1860 (MSC) Texas: Jim Hogg Co. AF369185
M. punctata L. A Unique C. L. Lundell 15109 (MICH) Texas: Travis Co. AF369183
B VIt L. A. Prather 1862 (MSC) Texas: McMullen Co. AF369182
C VI L. A. Prather 1833 (MSC) Texas: Anderson Co. AF369181
D VI L. A. Prather 1843 (MSC) Texas: Bastrop Co. AF369184
M. viridissima Correll Unique P, A. Fryxell 4965 (TEX) Texas: Lavaca Co. AF369180
SECTION ARISTATAE
M. critiodora Cerv. ex Lag. A Unique L. A. Prather 1813 (MSC) Texas: Grayson Co. AF369175
B VII L. A. Prather 1847 (MSC) Texas: Brazos Co. AF369176
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TasLE 1. Continued.

GenBank

ITS accession

Species Sample type Voucher Location number
C VIt L. A. Prather 1809 (MSC) Texas: Coryell Co. AF369177
D VII L. A. Prather 1854 (MSC) Texas: Refugio Co. AF369179
E Unique L. A. Prather 1809 (MSC) Texas: Coryell Co. AF369178
F Unique R. W & ] R. Matthews 495 (MSC) Arizona: Santa Cruz Co. AF369170
M. clinopodioides A. Gray Unique L. A. Prather 1802 (MSC) Texas: Llano Co. AF369171
M. pectinata Nutt.* Unique* R. Dorn 5439 (RM) Wyoming: Goshen Co. AF369172,
AF369173,
AF369174

RELATED GENERA
Blephilia ciliata Raf. K. Rathmann 2324 (MSC) Wisconsin: Waukehsa Co. AF369167
Blephilia hirsuta Benth. L. A. Prather 1870 (MSC) Ohio: Washington Co. AF369168
Clinopodium coccineum Kuntze J A. Churchill 86203 (MSC) Alabama: Baldwin Co. AF369164
Conradina etonia Kral & McCartney I A. Churchill 91-200 (MSC) Florida: Volusia Co. AF369165
s spathulata Epling P, Dusén 15165 (MSC) BRAZIL: Parand; Serrinha. AF369166
Monardella linoides A. Gray Wallace 638 (MSC) California: Riverside Co. AF369163
Pycnanthemum californicum Torr. ex Dur.-Duq A. S. Barclay, et al. 1513 (MSC) California: Plumas Co. AF369169
Ziziphora hispanica L. D. Sdnchez-Mata & R. Gavildn 100 (MSC)  SPAIN: Madrid, Entre Aranjuez y Val- AF369162
delagua, base del cerro Cavina.

Mentha rotundifolia Huds. W. D. Stevens 1525 (MSC) California: Trinity Co. AF369161
Thymus mastichina L. M. Ladero s.n. 16 May 1969 (MSC) SPAIN: La Jara-Las Villuercas. Encinar AY029168

aclarado de Hojaranzo.
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