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Uvod a cile prace

Lécivé rostliny obsahujici biologicky aktivni slouceniny a esencialni oleje maji velky

vyznam v lidovém 1é¢itelstvi (Saha a kol., 2010). Rada rostlin vytvaii antimikrobidlni latky

a latka prospésné pro zvyseni obranyschopnosti téla. Tyto rostlinné antimikrobialni latky

pomahaji pfi boji proti bakteriim, virim, plisnim, kvasinkdm nebo parazitim (Ritterova,

2018). Prace pojednava o metodé mikropropagace u vybranych 1é¢ivych rostlin z ¢eledi

Fabaceae a Lamiaceae. Metoda mikropropagace ma sviij celosvétovy vyznam v rychlém

mnozeni a produkci rostlin (Jamal a kol., 2016).

Po metodické strance bude prace zahrnovat:

1.
2.
3.

Shromazd’ovani a studium literarnich udaji k zadané problematice.
Vypracovani tematické kapitoly podle RVP z biologie rostlin.

Experimentalni ¢ast — odvozeni in vitro kultury, optimalizace mikropropagace
u vybranych rostlin.

Ptevod do nesterilnich podminek.

Didaktické zpracovani tématu na tvorbu materiali pro ucitele a pracovni listy
pro zaky/studenty k vybranym celkiim (dotaznik, anketa...).

Sepsani diplomové prace.



1. Literarni prehled
1.1 Charakteristika ¢eledi Fabaceae

Nazev Fabaceae ma synonymum Viciaceae ADANS, cesky nazev bobovité
(motylokvété, lustinaté). Celed zahrnuje 730 rodd, 19400 druht, jednad se o tfeti
2000 druht. Dale nasleduje akacie (Acacia MILL) s 900 druhy a indigovnik (Indigofera
L.) se 700 druhy. Zastupci ¢eledi Fabaceae jsou stromy, kefe, polokete. Celed’ Fabaceae
je rozsitena v tropickych az mirnych, ojedinéle i studenych pasech (Hendrych, 1986).

Pro Celed Fabaceae jsou charakteristické hlizky s nitrogennimi bakteriemi rodu
Rhizobium, které fixuji vzdu$ny kyslik. Dalsim typickym znakem ¢eledi je hroznovité
kvétenstvi. Kvétni kalich vznika srastem péti listkl, koruna je tvofena péti korunnimi
listky — horni pavéza, dv¢ kiidla a dva srustajici v ¢lunek (Pelikan a kol. 2012). Kvéty jsou
obvykle oboupohlavné, heterochlamydni, synsepalni a choripetdlni. Kvét ma vétSinou 10
ty¢inek, volnych nebo srostlych (9 +1). Gyneceum je apokarpni se svrchnim semenikem.
Plodem je lusk, struk nebo nazka (Hendrych, 1986). U ¢eledi Fabaceae jsou znamy cCtyii
typy opylovaciho mechanismu — klapkovy, pruzinovy, pistovy a kartacovy. K opylovani
dochazi pfevazné véelou medonosnou nebo ¢meldkem.

Zastupci Celedi slouZi jako vyznamné potraviny S obsahem proteinii (fazol, c¢ocka,
hrach, s6ja) nebo krmivo pro hospodaiska zvitata (Sroty). Pro potravindiské ucely se
péstuje lékofice, podzemnice olejna, sdja. Vojtéska, jetel, lupina, CiCorka nebo janovec
slouzi jako krmivo pro hospodaiska zvitata. Pro okrasné ucely jsou péstovany hrachory,
lupiny, ¢ilimnik a dal§i. V 1€cCitelstvi ma uplatnéni Gro¢nik, komonice 1ékatska, jetel lu¢ni,

janovec metlaty a jehlice trnita (Pelikén a kol., 2012).
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1.2 Charakteristika ¢eledi Lamiaceae

Celed’ zahrnuje jednoleté i vytrvalé byliny, z&asti polokefe, dfeviny (Chinery, 2002;
Jahodar, 2011). Zastupci jsou rozsifeni celosvétove, nejveétsi vyskyt je ve Stredozemi
a Predni Asii. Celed’ zahrnuje 220 druhi a 4000 rodi (Jahodat, 2011; Hendrych, 1986).

Zastupci jsou charakterizovani Ctythrannymi lodyhami. Listy obvykle jednoduché,
ktizmostojné, preslenité (Hendrych, 1986). VétSina zastupcti ma na listech zlazy obsahujici
silice. Kvéty rostou obvykle v pieslenech tvoficich klasovita kvétenstvi. Kvéty maji
zpravidla dva pysky, vyklenuty horni a SirSi spodni pysk (Chinery, 2002). Horni pysk
kalichu a dolni pysk koruny jé dvoucipy, dolni pysk kalichu a horni pysk koruny jsou
trojcipé (Jahodar, 2011). Kvéty jsou oboupohlavné, synsepalni a sympetalni, casto
zygomorfni. Kvéty maji 4 tyCinky, dvoumocné. Gyneceum je synkarpni, semenik je
svrchni 4-2 pouzdry. Plodem je tvrdka (Hendrych, 1986). Zastupci této Celedi obsahuji
terpenové silice, derivaty kyseliny kdvové ttisloviny a polyfenoly (Jahodat, 2011).

Rada rostlin z Geledi Lamiaceae se péstuje pro farmaceutické a potravinaiské Gdely.
V tradi¢ni mediciné se pouziva hluchavka bila (Lamium alba) obsahujici tfisloviny
a flavonoidy. Meduiika lékaiska (Melissa officinalis) s obsahem citralu a citronellalu
se doporucuje pro zklidnéni organismu. Lékopisné rostliny jsou mata peprna (Mentha
piperita) obsahujici silici s mentholem, salvéj 1ékarska (Salvia officinalis) s obsahem
thujonu, borneolu a cymolu, levandule 1ékaiska (Lavandula angustifolia) obsahujici linalol
a linalylacetat, dale tymian obecny (Thymus vulgaris), rozmaryn 1ékaisky (Rosmarinus
officinalis) obsahujici kyselinu rozmarynovou, yzop lékatsky (Hyssopus officinalis).

Karbinec evropsky (Lycopus europaeus) je vytrvald bylina s kvétnim barvivem
lykopen. Vyznamnou medonosnou rostlinou je Santa koc¢i¢i (Nepeta cataria). Majoranka
zahradni (Majorana hortensis), bazalka prava (Ocimum basilicum) jsou rostliny, které

se hojné pouzivaji pro potravinarské ucely (Jahodar, 2011).
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1.3 Charakteristika vybranych rodii z ¢eledi Fabaceae

1.3.1 Rod kozinec (Astragalus sp.)

Zatazeni rodu Astragalus do systému vyssich rostlin (Cronquist, 1988):
fise: Plantae (rostliny)
podiise:  Cormobionta (cévnaté rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
tiida: Magnoliopsida (dvoudélozné rostliny)
podtiida: Rosidae

fad: Fabales (bobotvaré)
Celed: Fabaceae (bobovité)
rod: Astragalus (kozinec)

Kozinec blanity (Astragalus membranaceus)

Nazev je odvozen z teckého Astragalos v piekladu hraci kostka. Pravdépodobné
kvili podobnosti semen stmavymi skvrnami a hraci kostkou (Spohnova a Golte —
Bechtleova, 2010).

Kozinec blanity je rozsifen vseverni a severozapadni Cing, Japonsku, jiznim
Mongolsku a Zabajkali. Kozinec roste v udolich ek, pisecnych ptesypech, dubovych
lesich, ketovitych porostech a na tbo¢i horskych svahli. Rod kozinec ma 1800 druhd, v
Ceské republice roste 15 druhidl - napt. kozinec sladkolisty, kozinec cizrnovity, kozinec
bezlodysny, kozinec dansky (Valicek, 2014).

Tato viceleta rostlina z ¢eledi bobovité (Fabaceae) ma 50-150 cm dlouhy
a Zlutohnédy kotfen. Stonek je pifiblizné 1 m vysoky, hranaty. Rostlina méa blanité
zaSpicatélé palisty, listy lichozpetené s 8 az 12 jafmy a listky celokrajné a hrotité. Kvéty
jsou po 1 az 15 kvétech v hroznech (Vali¢ek, 2014). Kozinec blanity ma bilé kvéty (Obr.
1), které kvetou v 1ét¢ (Jablonsky a Bajer, 2007). Kalich je pii bazi ztlustly, trubkovity
anepravidelné¢ zubaty. Plodem je pukavy kozovity lusk, ktery je az 6 cm dlouhy
s kozovitou piihradkou. Lusk obsahuje 12 ¢ernych ledvinovitych semen (Valicek, 2014).

Kozinec blanity obsahuje triterpenoidni saponiny, astragalosidy a jejich acetylové
derivaty, agroastragalosidy, astramembraniny, isoflavony vcetn¢ formononetinu

a kumatakeninu a astrogaloglukany (Heinrich a kol. 2012).
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Kofen (Astragali radix) obsahuje polysacharidy astragalany I, II, saponiny
astragalosidy [I-VIII, isoastragalosid I-1I, soyasaponin I. Dale obsahuje [-sitosterol,
calycosin, focmononetin, glukany, nenasycené mastné kyseliny, falvonoidy, betain,
aminokyseliny a slizy (Valicek, 2014). V 1994 Hirotani a kol. izolovali agroastraglosid I,
acetylastragalosid I, astraglosid I, astragalosid IV z hairy roots kultur kozince blanitého.

Kozinec blanity je pouzivan v ¢inské mediciné jako Huang qi. Z pohledu tradi¢ni
¢inské mediciny ma rostlina mirné teplou, sladkou chut’ a vaze se k draze sleziny a plic.
Syrovy koten posiluje ¢chi, krev, plice, slezinu, zastavuje poceni, odvadi vodu, odstraiuje
toxiny, urychluje hojeni ran. Rada klinickych studii, podporovanych tdaji od vice nez
1000 pacienti v Cing, potvrzuje pouziti kozince jako imunostimulantu pro pouziti pfi
nachlazeni a infekcich hornich cest dychacich. Takzvany Zluty cisaf zafadil kozinec
blanity mezi nejvyznamnéjsi druhy, vyuzival se jako 1ék na bolesti, hnis a hemeroidy a
détské nemoci. V Cing se pouzivéa pro zvyseni imunity, a to prevazné u mladych lidi a také
jako podpirnd lécba rakoviny. Kofen Astragalu se vyuziva jako obecné tonikum, jeho
datace se pohybuje v obdobi legendarniho ¢inského cisaie Shen — Nonga (Heinrich a kol.,
2012; Valicek, 2014).

Kozinec snizuje riziko nachlazeni, urychluje léCeni virovych a bakteridlnich
onemocnéni, jeho ucinek se zvySuje za pfitomnosti zinku, vitaminu A a vitaminu C
(Mindell a Mundisova, 2010). Kozinec blanity ma rovnéz antioxida¢ni, hepatoprotektivni
a antivirovou aktivitu. Pouziva se také ke zlepSeni kardiovaskularnich funkci (Heinrich
akol., 2012). Kozinec blanity ma adaptogenni, antibakteridlnim protirakovinné
a moCopudné ucinky. Dale inhibuje sekreci Zalude¢nich kyselin, redukuje Zaludec¢ni
kyselost a pomaha 1é¢it zaludeéni viedy. Droga snizuje hladinu cukru v krvi, krevni tlak.
Zvysuje zivotni energii, stimuluje vznik protilatek, podporuje tvorbu bilych krvinek a
produkci interferont a tim zvySuje odolnost proti virim. Také je 1ékem, ktery sniZzuje
horeCku a plsobi pii vyCerpanosti, kardiotonicky a poméhad pii srdecnim selhdnim
vzniklym z vyc€erpani (Jablonsky a Bajer, 2007).

Yu a kol. vroce 2018 uvadi, ze alkoholovy roztok polysacharidii (arabinosa,
galaktosa, glukosa, manosa) ziskany zkozince blanitého zvySuje schopnost imunity
se branit proti nadorovym buiikdm. Yang a kol. (2013) ve studii o protinadorové aktivity
polysacharidi ziskanych z kozince blanitého na H22 — karcinom jater u mysi uvadi, ze
podporuji funkei imunity. Liu a kol. (2017) popisuje protinadorovou aktivitu polysacharidi
Z kozince blanité¢ho. Dale popisuje schopnost zvysit makrofadgovou pinocytdzu a pocet T

lymfocytl pfi uZiti polysacharidového vodného extraktu. Také posiluje latkovou vymeénu,
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dychani, obranyschopnost organismu, zahfiva svaly a koncetiny. Syrovy kofen se pouziva
pfi nocnim poceni, u bloki z krevni stdze, otocich, pii viedech. Prazeny kotfen se dale
indikuje pfi unavé, prijmech z prazdnoty sleziny, vyhieznuti kone¢niku, délohy, krvaceni
z délohy. Kozinec blanity posiluje imunitu, zvySuje fyzickou odolnost a ptisobi protivirove.
Rozsituje cévy, zlepsSuje prokrveni klize, zrychluje krevni ob&h, posiluje srde¢ni svalovinu.
Také je mocopudny, ulevuje pii zadrzovani tekutin, pomahd pifi 1écbé zanéth
ledvin, odstranuje bilkovinu z mo¢i @ ma vyrazné antibiotické ucinky.

Vyzkumy prokazuji, Zze kozinec blanity ma mimoiadné 1éCivé schopnosti, je
vyraznym antioxidantem a imunostimulatorem, zvySuje odolnost a vitalitu organismu.
Pisobi blahodarn€¢ pro jaterni bunky pred toxickymi vlivy. Kozinec blanity je
modifikatorem biologické odpovédi, tedy zvySuje ¢innost kiiry nadledvinek, makrofagh, T-
lymfocytli, cervenych krvinek, interferonu a imunoglobini. Déle se vyuzivd po
chemoterapii, radioterapii, u pacientd majicich AIDS, protoze aktivuje kostni dien
a prodluzuje obdobi reprodukce zdravych bunék. Nedoporucuje se pii stagnaci potravy,
poskozeni kiize a syndromech plnosti. Také neni vhodné jej uzivat spole¢n¢ s Sacholanem
¢inskym (Magnolia officinali) a slivoni mume (Prunus mume), (Valiéek, 2014).

Jednd se o rostlinu mirného pasma, léCivku, ktera pusobi estetickym dojmem
I v zahradé. Kozinec blanity potiebuje dobie propustné, pisCité, mirn¢ alkalické pudy
a slunné misto. Rostlina snese teploty az —15 “C. Pfed vysevem do studeného pateniste, je
vhodné semena stratifikovat namoc¢enim do horké vody 24 hodin pted vysevem tak, aby se
neposkodilo embryo v semeni nebo semena pied vysevem mechanicky obrousit mezi
dvéma smirkovymi papiry. Kli¢eni trva 4-9 tydnt ptfi 13 °C. Obvykle po 12 tydnech
se semenacky vysadi do kvétinaci a péstuji se ve skleniku. Do volné pidy se mladé
rostliny vysazuji pozd€ na jafe nebo v Casném lété. Kozinec Spatné snasi poskozeni kotene

(Jablonsky a Bajer, 2007).
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Obr. 1: Kozinec blanity (Astragalus membranaceus) [1]

Kozinec slizodarny (Astragalus gummifer)

Jedna se o rostlinu rostouci v malé Asii. Kozinec slizodarny je trnity, trsnaty ket
se sudozpetenymi listy a drobnymi fialovymi kvéty.

Tento kozinec stejné jako A. verus, A. microcephalus je zdrojem lékopisné suroviny
— slizu (Tragacantha), ktery je pouzivan jako pomocna latka pii vyrobé 1éCivych piipravki
nebo v terapii. Sliz vytékajici z poranénych pletiv kiry spolu se skrobem na vzduchu tuhne
(Jahodar, 2011).

Kozinec sladkolisty (Astragalus glycyphyllos)

Kozinec sladkolisty ma poléhavy stonek, listy jsou stfidavé a lichozpefené. Rostlina
dortista velikosti 50150 cm. Zlutozelené motylovité kvéty o velikosti pfiblizng 1,5 cm
vyrustaji z pazdi listd, kalich je lysy, 8-30 kvétu vytvaii hroznovité kvétenstvi (Obr. 2).
Plodem je lusk, 3-4 ¢cm dlouhy a 0,5 cm tlusty.

Rostlina roste na okraji lest, lesnich cestach, svazich u cest po celé Evropé, preferuje
slunné a polostinné stanovisté, pudy bohaté na Ziviny a bdze (Spohnovd a Golte —
Bechtleova, 2010).

Kozinec sladkolisty jako droga se pouziva nat a kofen Rostlina obsahuje
z chemickych latek alkaloidy, aminokyseliny (asparagin), flavonoidy (campherol,
quercetin), glykosidy, fytosteroly, kaucuk, kyseliny (glutamovd, linoleova, linolenova,

listova), mineralni latky (Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn), mastné oleje, proteiny,
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pryskyfice, sacharidy (Hemzal, 2015). Obsahuje také saponin glycyrrhizin, ktery dava
kozinci sladkou chut’ (Spohnova a Golte — Bechtleova, 2010).

Kozinec sladkolisty ptusobi jako adaptogen, antihypertenzivum, antipyretikum. Daéle
ma diuretické, hypoglykemické, karcinostatické a sedativni ucinky. Tento kozinec
se indikuje pfi urologickych potizich, chorobach plic, psychickych, neurovegetativnich
problémech, otocich, navovém syndromu, gynekologickych a sexualnich chorobach.

Vétsi obsah u¢inny latek ma kozinec blanity (Astragalus membranaceus), (Hemzal, 2015).

Obr. 2: Kozinec sladkolisty (Astragalus gummifer) [2]
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1.4 Charakteristika vybranych rodi z ¢eledi Lamiaceae

1.4.1 Rod bazalka (Ocimum sp.)

Zatazeni rodu Ocimum do systému vyssich rostlin (Cronquist, 1988):
fise: Plantae (rostliny)
podiise:  Cormobionta (cévnaté rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
tiida: Magnoliopsida (dvoudélozné rostliny)
podtiida:  Asteridae

fad: Lamiales (hluchavkotvaré)
Celed: Lamiaceae (hluchavkovité)
rod: Ocimum (bazalka)

Bazalka prava (Ocimum basilicum)

Bazalka prava je pivodni Vv Pfedni Indii, v Evropé se péstuje v Némecku, Italii
aPolsku (Traxl, 1992). Pro produkci se bazalka se péstuje ve Francii, Spanélsku a
Bulharsku (Jirasek, 1989). Pojmenovani pochazi zfeckého basileus — kral, Rekové
pokladali bazalku za velmi vyznamnou rostlinu. Od 16. stoleti jsou dochovany zminky o
bazalce v Britanii a odtud byla rozsifena osadniky do Ameriky a Australie (Hurstova,
2019).

Bazalka prava je 30-70 cm vysoka rostlina. Listy jsou vstficné, vejcité az
kosnikovité s kratkym tapikem (Obr. 3). Okraj mutze byt celokrajny az vroubkovany.
Kvéty po 6 kvétech v lichopteslenech tvoii slozeny klas. Kalich je pyskaty.

Koruna 10-15 mm dlouhd, bila, kratce trubkovita s 4lalo¢natym hornim pyskem. Kvét je
oboupohlavny, kalich mize byt zeleny nebo fialovy, koruna bila, Zluté, rizova, ¢ervena az
fialova. Plodem je Cernohnéda tvrdka (Podlech, 1997; Traxl, 1992; Valicek, 2005).

Bazalka obsahuje silici, taniny a bazalkovy kafr (Ody, 2004). Silice bazalky mize
obsahovat podle ptvodu rizné slozky — linalool, metylchavikol, kafr, d-pinen, cineol
a eugenol (Jirasek, 1989).

Bazalka pravad je pivodem zIndie. Lécivych ucinkd této bazalky se vyuziva
V homeopatii, pifi nadymdni a zazivacich problémech (Podlech, 1997). Doporucuje

se uzivani pii chronickém Zzalude¢nim kataru a pti spastické zacpé (Korbelai a Endris,
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1990). Rostlina ptsobi jako antidepresivum, tonikum. Bazalka pravd ma antiseptické
ucinky.

Déale pomaha snizit hotecku, vykaslavat a zabranuje zvraceni (Ody, 2004). Rostlina
také 1é¢i nachlazeni a chiipku. Kloktadlo pomaha na zanéty hltanu a désni, viedy v ustech.
Bazalka prava piinasi tlevu pii bolestech hlavy a migrénach (Hurstova, 2019). Zkvalitiiuje
spanek a pomaha zabit n¢které parazity. Listy bazalky urychluji hojeni drobnych poranéni,
zmirnuji svédéni po hmyzim kousnuti. Koupel ve smési bazalkové $tavy a medu
se doporucuje pii koznich onemocnénich (Streisand a Mars, 2017). Bazalka prava mirni
ucinky. Ve vyssich davkach mize bazalka vyvolat nevolnost (Gato, 2013).

Bazalka prava ma velké vyuziti v potravinafstvi. Pouziva se jako koteni do polévek,
omacek, salatd, pest a riiznych past. Doporucuje se bazalku pouzivat Cerstvou, tepelné

zpracovavat co nejkratsi dobu.

Obr. 3: Bazalka prava (Ocimum basilicum) [3]
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Bazalka posvatna (Ocimum sanctum)

Pivodem ziejmé z Indie, kde se nazyva tulasi nebo tulsi, z hindStiny nejlepsi
rostlina. Dal8i ndzvy jsou naptiklad ,nejlepsi Stava* nebo ,nicitel bolesti“. Bazalka
posvatna se péstuje v Arabii, Indii, od Indonésie az k Polynésii. V Indii je bazalka posvatna
povazovana za lécivou a kultovni rostlinu s nabozenskym vyznamem (Valicek, 2005).

Bazalka posvatnd ma 30-100 cm vzpifimenou a bohaté vétvenou chlupatou lodyhu.
Jedna se o jednoletou bylinu, v tropech miiZze byt i1 viceletd. Listy maji elipticky aZ vejcity
tvar s pilovitym okrajem (Obr. 4). Koruna je zbarvena do fialova, kalich je chlupaty.
Plodem je vejcita tvrdka. V Indii jsou rozsifeny dvé variety bazalky posvatné, zelend Rama
tulasi a fialova Krs$na tulasi (Valicek, 2005).

Silice bazalky posvatné obsahuje eugenol, metyleugenol, karvakrolu a citralu. Dale
Vv mensim mnoZzstvi obsahuje metylchavikol, linalool a chavibetol (Valic¢ek, 2005). Ole;j
z bazalky posvatné obsahuje ethyl isovalerat, a — pinen, sabinen, p — pinen, myrcen, 1,8 —

cineol, linalool a estragol (Saharkhiz a kol., 2015). Dalsi obsahové slozky jsou karvakrol,

B — karyofyllen, nerol, kyselina ursolova a oleanolova, flavonoidy, alkaloidy a mastné
kyseliny (Navratilova a Patocka, 2015).

Bazalka posvatnd je hojné vyuzivana v ajurvédské mediciné pro 1éceni tady

zdravotnich problémt, harmonizaci procesi vtéle a k prodlouzeni Zzivota. Bazalka

posvatna pomaha od bolesti, uziva se pfi rakoviné, cukrovce, onemocnénich srdce a jater,

Obr. 4: Bazalka posvatna (Ocimum sanctum) [4]
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1.4.2 Rod levadule (Lavandula sp.)

Zatazeni rodu Lavandula do systému vyssich rostlin (Cronquist, 1988):
fise: Plantae (rostliny)
podiise:  Cormobionta (cévnaté rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
tiida: Magnoliopsida (dvoudélozné rostliny)
podtiida:  Asteridae

fad: Lamiales (hluchavkotvaré)
Celed”: Lamiaceae (hluchavkovité)
rod: Lavandula (levandule)

Levadule 1ékafska (Lavandula angustifolia)

Niézev levandule pochézi z latiny, lavare znamena umyt a vyprat. Rimané pouzivali
levanduli do svych koupeli a zavezli levanduli do Britanie. Pro parfumérsky primysl se
péstuje levandule ve Francii, hlavné oblast Provence je znama levandulovymi poli
(Hurstové, 2019). Levandule roste ve Stfedomoti, Pfimoiskych Alpéach a jizni Evropé
(Jirasek, 1989). Déle se levandule péstuje v Némecku a Bulharsku (Traxl, 1992).

Levandule roste ve vysce 800 az 1800 m. n. m. (Biihring, 2010). Tato rostlina ma
husté vétveny poloket, ktery je 20 az 60 cm vysoky. Levandule lékaiskd ma vstiicné
a uzké listy, ptiblizné 8krat delsi nez Sirsi (Podlech, 1997). Listy jsou ptisedlé, ¢arkovité,
2,5-5 cm (Korbelat a Endris, 1990). Listy maji podvinuté okraje a tim snizuji plochu, ze
které se odpafuje voda (Biihring, 2010). Tento poloket ma ¢tyfhranné piimé a nevétvené
vétve (Traxl, 1992). Kvétenstvi je tvofeno Uzkym lichoklasem z 3-8 lichopfeslend, které
jsou tvofeny 6—10 kvéti v pazdi blanitym, kosnikovitych listenli. Kvéty jsou oboupohlavné
a soumérné. Kalich je trubkovity, pétizuby se Zlaznatymi chlupy. Koruna je dvoupyska,
zbarvena do fialova (Obr. 5). Tyc¢inky jsou dvoumocné, semenik je svrchni. Plodem jsou 4
tvrdky (Jirasek a kol., 1989).

Silice levandule obsahuje linalylacetat, terpineol, borneol, cineol a geraniol (Jirasek,
1989). Etericky olej levandule obsahuje také ocimem, pinen, kamfen, citral, skoficovy
aldehyd, bisabolen a karyofylen (Biihring, 2010).

Levandulovy olej zahrnuje terpine-4-ol, anthanilat a minerdly (Mn, Cu, Ca, Mg, Zn,
Fe, Na), (Adaszynska a kol., 2011, Brown SA, 1962). Levandule dale obsahuje taniny,

kumariny, flavonoidy, tfisloviny a hoif¢iny (Gato, 2003).
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Levandule 1¢kaiskd se pouziva v lékarstvi pro své uklidiiujici ucinky na centralni
nervovy systém, pii migréndch, vyCerpanosti, dale pii srdec¢nich potizich nervového
puvodu (Podlech, 1997). Kvéty levandule se uzivaji pii neklidu, problémech se spanim
(Bohne, 2011). Ve Francii se zavésuje levandule pro uklidnéni kojenct nad jejich postel.
Levandule pomaha zvladat stres a snizuje krevni tlak (Biihring, 2010). Dale se levandule
doporucuje pfi nervovém vycerpani, depresi a na zklidnéni nervové soustavy. Levandule
zmiriiuje kie€e traviciho Ustroji, pomaha pii stievnich a zazivacich potizich (Gato, 2003).
Levandule zmirfluje nechutenstvi, koliky, kifee, nadymani. Dale zklidhuje drazdivy
zaludek a sttevo (Biihring, 2010). Protizanétlivych ucinkd se vyuziva pii myti ran, ekzému
a po bodnuti hmyzem (Gato, 2003). Diky svym antiseptickym uU¢inkiim se levandule
doporucuje k 1é€bé oparti (Ody, 2004). Levandule byva obsazena VvV mastech pro Spatné
hojici se rany, pouzivanych pfi dné, revmatismu nebo zanétech nervu. Silice se pfidava do
mazani proti svédéni. Pii ddvce vyss$i nez 1g muze silice z levandule vyvolat omameni
(Korbelat a Endris, 1990). Levandule se v Arabské mediciné doporucuje jako expektorans
a antispasmodikum (Ody, 2004). Kvéty levandule zlepSuji schopnost soustiedit
se (Biihring, 2010).

PR T
Obr. 5: Levandule l1ékatska (Lavandula angustifolia) [5]

Levandule je typicka piijemnou vini (Korbelat a Endris, 1990). Silice levandule
se vyuzivaji v kosmetickém pramyslu jako pfisada do vonavek (Podlech, 1997). Dale

se vV kosmetickém pramyslu z levandule vyrdbé&ji mydla, pletové vody nebo piisady do
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koupele (Gato, 2003). Etericky olej z levandule je vhodny pro 16¢bu popalenin, aplikace
oleje na ranu pfinasi ulevu od bolesti, nedochazi k tvorbé puchyit a zrychli se tvorba
novych bun¢k pokozky. Olej tisi svédéni klize a prokrvuje tkané, proto se pouziva pii dné
arevmatu. Dale se inhaluje pti zanétech pridusek anebo aplikuje na kizi proti chiipkové
infekci (Biihring, 2010). Levandulovy olej se také pouziva v aromaterapii, ale pti vnitinim
uziti je jedovaty a nefedény muze na kiazi vyvolat podrazdéni. Levandule pomaha proti
vS§im a jinym zvifecim parazitim (Streisand a Mars, 2017), také se pouziva proti moliim

a jako napln do vonnych polstaikt (Bohne, 2011).
1.4.3 Rod rozmaryn (Rosmarinus sp.)

Zatazeni rodu Rosmarinus do systému vyssich rostlin (Cronquist, 1988):
fiSe: Plantae (rostliny)
podiise:  Cormobionta (cévnaté rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
téida: Magnoliopsida (dvoudé&lozné rostliny)

podtiida:  Asteridae

fad: Lamiales (hluchavkotvaré)
Celed: Lamiaceae (hluchavkovité)
rod: Rosmarinus (rozmaryn)

Rozmaryn lékai'sky (Rosmarinus officinalis)

Néazev je odvozen z latinského marnus — rosa z mofe, pojmenovani souvisi
S pfirozenym stanovi$tém na moiském pobiezi. Rostlina je ptivodem ze Stiedomoti a byla
rozsitena do celé Evropy benediktynskymi mnichy (Hurstova, 2019). Od 8. stoleti je na
ptikaz Karla Velikého péstovana v klaSterech (Biihring, 2010). Rozmaryn lékaisky roste
plané v Portugalsku, ve Stfedomofi a na ¢asti severni Afriky. Od 9. stoleti je rozmaryn
pestovan na polich v Anglii (Jirasek a kol., 1989).

Jedna se o stalezelenou aromatickou rostlinu dorustajici vysky 50-150 cm. Stonky
jsou piimé a bohaté vétvené s Sedou borkou. Kfiizmostojné listy maji kratky tapik,
carkovitou a kozovitou ¢epel s podvinutymi okraji (Obr. 6). Kvétenstvi vytvaii lichoklasy
slozené z lichopiesleni z 5-10 kvétl. Soumérné kvéty mohou byt oboupohlavné nebo
pouze samici. Dvoupysky kalich ma tvar zvonku, koruna je také dvoupyskéa pfiiblizné

dvakrat delsi s velmi vykrojenym hornim pyskem. Koruna byva zbarvena modrofialové,
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ojedinéle pak riizove nebo bile. Kvét obsahuje 2 tyCinky a svrchni semenik ze 2 plodolisti.
Plodem jsou hladké tvrdky (Jirasek a kol., 1989).

Z byliny se uzivaji listy, které maji charakteristickou kafrovitou viini, kofennou
a nahotklou chut. Listy se zpracovavaji v potravinaistvi, pro parfumérsky primysl se
vyuziva kvetouci nat, cast produkce je urCena farmaceutickému primyslu. V droze
rozmaryny je obsazenol,5 — 2,5 % silice s cineolem, poté borneolem, bornylacetatem,
kafrem, kamfenem, limonenem, flavonové glykosidy, hoi¢iny a kyselinu rozmarynou
(0,2 -0,3 %), (Jirasek a kol., 1989).

Rozmaryn Iékaisky omezuje ucinky volnych radikdlt a chrani bunky pted
poskozenim (Ortemberg, 2003). Rostlina mé htejivé a povzbuzujici, dezinfekéni tcinky,
uziva se pifi nachlazeni a revmatickych potizich a zanétu sedaciho nervu. Rozmaryn
I¢katsky déle posiluje krevni obéh, zvySuje krevni tlak, plsobi pozitivné na zaZzivani,
podporuje vylu¢ovani zluéi a tlumi kiece. Rozmaryn by nemély uzivat t€hotné, kojici Zeny
a lidé s poruchami ledvin z dtivodu vysokého obsahu hoi¢in a silici. (Gato, 2013). Také se
nedoporucuje u pacientll s vysokym tlakem, epilepsii nebo zachvaty (Hurstova, 2019). Ole;j
z rozmarynu neni vhodné uzivat vnitiné, ale jen pod lékaiskym dohledem (Streisand a
Mars, 2017). Etericky olej z rozmarynu se doporutuje pro zahiati svalti pied sportem
(Alberts a kol., 2006). Z éterického oleje se vyrabi masazni smés pro 1é¢bu artritidy a dale
se tento olej pouziva pro posileni vlasi. Etericky olej puisobi jako analgetikum,
antirevmatikum a stimulans. Nat' rozmaryny uklidiiuje nervovou soustavu, pusobi jako
antidepresivum a karminativum, zvySuje poceni. Vhodné pouziti nati je pfi vycerpani a
oslabeni organismu, nachlazeni i1 bolesti hlavy (Ody, 2004). V pfirodnim léceni se uzivaji
suSené listy po infekénich chorobach (Podlech, 1997). Rozmaryn zvySuje prokrveni
koronarnich cév a okrajovych casti téla. Vhodné je uZivani rozmarynu pii napéti a
nadmérném stresu (Biihring, 2010).

Rostlina pomaha pfi posileni paméti, zrychluje smysly a pozitivné ovliviiuje dusevni
bystrost (Hurstova, 2019). Pfivonéni k oleji z rozmarynu mutze zlep$it mentalni vykon —
zlepSeni dlouhodobé pameéti, prospektivni paméti a duSevni aritmetiky (Simmonds a kol.,
2018). Pro prokrveni kiize a lepSi hojeni ran se doporucuji koupele s rozmarynem
(Korbélat a Endris, 1990).

Rozmaryn I1ékafsky méa dezinfekéni, posilujici a aromatické vlastnosti.
V kosmetickém primyslu se z rozmarynu prodavaji vonavky, mydla a vlasové vody (Gato,
2013). V potravinaistvi se rozmarya uziva jako koteni, které se pridava do sttedomoiskych

pokrmi — maso, ryby, polévky. Zkvéti rozmarynu se vyrabi rozmarynovy cukr
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a rozmaryn se zpracovava i v likérnickém primyslu (Bohne a kol., 2011). Rostlina pouziva

| Vv aromaterapii a aromabalneoterapii (Valicek, 2005).

Obr. 6: Rozmaryn 1ékaisky (Rosmarinus officinalis) [6]

1.4.4 Rod yzop (Hyssopus sp.)

Zatazeni rodu Hyssopus do systému vyssich rostlin (Cronquist, 1988):
fise: Plantae (rostliny)
podiise:  Cormobionta (cévnaté rostliny)
oddé¢leni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
tiida: Magnoliopsida (dvoudélozné rostliny)
podtiida:  Asteridae

rad: Lamiales (hluchavkotvaré)
celed: Lamiaceae (hluchavkovité)
rod: Hyssopus (yzop)

Yzop lékaisky (Hyssopus officinalis)

Nazev je odvozen z feckého azob = svata rostlina (Ody, 2004). Yzop l¢katsky roste
zejména na slunnych a chranénych mistech. Nejvhodnéjsi jsou lehké pudy s dostatkem
vapna. Bylina je plivodem z jizni Evropy, v oblasti Stfedozemniho mofte roste plané. Yzop
se dale péstuje v Némecku, Italii, Madarsku a v Ceské republice (Traxl, 1992). Yzop

1€katsky preferuje slunné a suché kamenité a skalnati vapencové strané a skalni stepi.

(Podlech, 1997).
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Yzop lékatsky je velmi aromaticky plazivy poloket, ktery méa 1, 5 m dlouhy stonek.
Listy jsou vstiicné, kopinaté a ptisedaji na stonek. Yzop 1ékarsky ma velmi kratce stopkaté
kvéty, které jsou v lichopteslenech vytvarejici lichoklas. Kalich je trubkovity. Koruna je
dlouha 8-12 mm v dolni ¢asti sriista v rource. Horni pysk kratky, dolni pysk je 2krat delsi.
Cnélka a dvoumocné ty¢inky vyénivaji z koruny (Podlech, 1997). Kalich je fialovy
a koruna fialovomodra, ojedinéle rizova nebo zlutavé bila (Obr. 7). Semenik je svrchni
tvofeny ze dvou plodolistl, plodem jsou Ctyfi Ctyfsténné tvrdky. Listy jsou vstiicné,
prisedlé s carkovitou Cepeli, ktera obsahuje siliénych zlazek (Jirdsek a Stary, 1989). Kvete
od Cervence do zafi a plodem je tiihranna nazka (Traxl, 1992).

Hlavni silici obsazenou v yzopu lékatském je 1-pinokafén. Z flavonoidl se jedna
zejména o hesperidin, glykosid diosmin. Dal§imi obsahovymi latkami jsou tfisloviny
(Traxl, 1992). Silice zahrnuje pinen a seskviterpeny, hoi¢in marubiin, triterpenické
kyseliny a alkaloidy (Jirasek a Stary, 1989).

Drogou je nat, kterd se sbira na zacatku kveteni, za dobu vegetace lze ziskat dvé
sklizné. Droga by neméla obsahovat dolni zdievnatélé ¢asti lodyh a je tfeba, aby si
zachovala piivodni barvu listd 1 kvéti. Yzop I€katsky voni po kafru a méa hotkou chut’
apéstuje se hlavné¢ pro kofeni. Z Cerstvé naté se ziskava silice, ktera se pouziva do
kotenénych esenci (Jirasek a Stary, 1989). Yzop I€katsky se zpracovava v potravinaiském
primyslu, v likérnictvi, primyslu vonnych latek a soucéast kosmetickych ptipravki.
Ve farmaceutickém primyslu se silice vyuZziva jako soucast 1é¢ivych ptipravki. (Jirdsek
a Stary, 1989).

Yzop lékatsky byl Hippokratem piedepisovan na zanét pohrudnice. Dioscorides jej
pouzival jako drogu pro 1écbu astmatu a kataru (Ody, 2004). Yzop l€katsky se objevil ve
sttedni Evropé az v raném stfedoveku, pfiblizné v 9. stoleti zasluhou benediktynii. Nejprve
se péstoval v klasternich zahradach, pozdéji se rozsifil do selskych zahradek a na venkov,
dale se péstoval jako dillezitd medonosna rostlina (Jirasek a Stary, 1989).

Jedna se o bylinu s hotkou chuti a mirné zahtivajicimi ucinky. Yzop lékaisky
Nat’ yzopu lékaiské se podava jako expektorans pii bronchitid¢, hrudnich nachlazenich,
astmatu a chiipce. Kvéty se diive tradi¢n€ pouzivaly do sirupt proti kasli. Dale se nat’
pouziva pro zmirnéni nadyméni a kiecovité bolesti. Etericky olej z yzopu piisobi jako
pfiznivé a mirn€ uklidiiujici nervové tonikum. Tento olej je vhodny pii nervovém
vyCerpani, uzkostech, depresich, mirnéni pociti zalu a viny (Ody, 2004). Yzop

se doporucuje jako kloktadlo nebo jako dezinfekéni prokrvujici ptisada do koupeli (Jirasek
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a Stary, 1989). Ustni voda z yzopu pomaha pfi zanétu hltanu, infekci dasni a zubt. Listy
yzopu lékaiského uklidiuji zazivaci problémy, mirni zanét sliznic a snizuji horecku
(Hurstova, 2019). V minulosti se yzop doporucoval k 1é€bé nevolnosti, ztuhlych kloub,
zanéth stiedniho ucha, zabiti v§i a vypuzeni parazith z téla. Uvadi se, Ze viné yzopu
l1ékaiského méla chranit pfed morem a koufem se lé¢ila i nemocnd dribéz (Streisand
a Mars, 2017). Yzop 1ékatsky mirni bolesti pii menstruaci, ulevuje pii popaleninach a po
hmyzim bodnuti. Yzop je vhodny pro déti, staré lidi, t€hotné i kojici zeny (Gato, 2013), ale
pro vysoky obsah jodu neni doporucen k uzivani pro lidi s problémy se $titnou Zlazou nebo
srdcem (Hurstova, 2019).

Yzop 1ékarisky je vhodny jako koteni do masovych, rybich pokrmt i do polévek.
Rostlina slouZi jako hojny zdroj potravy pro vcely (Bohne a kol., 2011).

Obr. 7: Yzop lékarsky (Hyssopus officinalis) [7]
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1.5 Rostlinné biotechnologie

V tabulkaich 1-5 jsou uvedeny slozeni kultivaénich médii, zmnoZeni
u mikropropagace jednotlivych vybranych rodd z celedi Fabaceae a Lamiaceae

Z vybranych citaci.
1.5.1 Explantatové kultury u rodu bazalka (Ocimum sp.)

Mikropropagace slouzi jako efektivni metoda k rychlému namnozeni rostlinného
materialu. Rod bazalka (Ocimum) zejména bazalka posvatna (Ocimum sanctum) je
vyuzivana k lé€ebnym ucelim v bylinné medicing, a proto je zaddouci odvodit spravny
postup in vitro regenerace. Pro kultivaci explantati u rodu bazalka (Ocimum) se nejéastéji
pouziva Murashige a Skoog médium, 1962 naptiklad u Jamal a kol., 2016; Saha a kol.,
2010; Dode a kol., 2010; Singh a Segal, 1999; K&szeghi a kol., 2014; Khan a Saeed, 2012;
Manan a kol., 2016; Verma a kol, 2016; Banu a Bari, 2007; Siddique a Anis, 2007. Jako
explantaty byly nejcastéji zvoleny semena (Dode a kol, 2003; Koszeghi a kol., 2014;
Verma a kol., 2016), nodalni segmenty (Jamal a kol., 2016; Saha a kol., 2010; Khan a
Saeed, 2012), vzrostné vrcholy (Jamal a kol., 2016; Banu a Bari, 2007; Siddique a Anis,
2007) nebo dale listové Cepele (Banu a Bari, 2007) a kvétenstvi (Singh a Segal, 1999),
pryty (Manan a kol., 2016).

Pro povrchovou sterilizaci explantati se pouziva roztok HgCl, (Jamal a kol., 2016;
Saha a kol., 2010, Singh a Segal, 1999; Banu a Bari, 2007; Siddique a Anis, 2007),
chlornan sodny (Dode a kol., 2003; Kdszeghi a kol, 2014), 70% ethanol (Dode a kol.,
2003; Mana a kol., 2016; Saha a kol., 2010), dale také dezinfekéni piipravek Domestos
(Verma a kol., 2016) nebo Clorox (Manan a kol., 2016).

Metodu mikropropagaci u bazalky posvatné (Ocimum sanctum) provadéli v roce
2016 Jamal a kol. Pro iniciaci prytd pouzili ristové regulatory BAP o ruznych
koncentracich (0,5, 1, 2, 3 4 mg/l) nebo BAP v kombinaci s NAA, IAA, 24-D (0,1a0,5
mg/l). Nejvyssiho poctu pryti na explantat bylo dosazeno na médiu s 2,0 mg/l BAP
v kombinaci s 0,5 mg/l NAA (Tabulka 1). Pro zakotfenéni bylo pouzito 2 MS s NAA
a IAA o ruznych koncentracich. Nejdelsi kofeny byly docileny na MS médiu s obsahem
1,0 mg/l NAA.

Vroce 1999 Singh a Segal zkoumali pfimou a nepiimou regeneraci u bazalky
posvatné (Ocimum sanctum). Tvorba kalusti probéhla na médiich s obsahem 2,4 — D

aTDZ, pfima regenerace na médiu s obsahem BAP. Se zvySujici koncentraci BAP se
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snizovalo zmnozeni pryti. Po 6 tydnech kultivace bylo dosazeno nejvyssiho zmnozeni
pryti na MS médiu s obsahem 0,05 mg/l 1AA a 1,0 mg/l BAP. Pro zakofenéni bylo
zvoleno MS médium bez rustovych regulatort, 92 % pryta tvotilo koteny.

In vitro regeneraci bazalky posvatné (Ocimum sanctum) provadéli v roce 2007 Banu
a Bari. Vzrostné vrcholy segmentovali na 0,7 — 1,0 cm velké kousky a umistili je na MS
médium pro tvorbu pryti s obsahem BAP, KIN o riznych koncentracich nebo v kombinaci
S NAA. Listové explantity o velikosti 1 cm byly umistény na médium s riznymi
koncentracemi 2,4 — D a NAA. Nejvétsiho zmnoZeni pryti na explantat bylo docileno na
médiu s 0,2 mg/l BAP (5,88 pryti na explantat). Tvorba kalusu byla nejvyssi na médiu
s obsahem 1,0 mg/l NAA. Kofenéni bylo nejvyssi na MS médiu s 0,1 mg/l NAA.

Vhodnou metodu mikropropagace u bazalky pravé (Ocimum basalicum) zkoumali
také Saha a kol. v roce 2010. Explantaty byly umistény na médium s ristovymi regulatory
BAP (0,25 — 2,0 mg/l) a KIN (0,25 — 2,0 mg/1). Nejvyssiho poctu pryti na explantat bylo
dosazeno na médium s obsahem 0,5 mg/l BAP. Pro kofenéni bylo zvoleno 2 MS nebo MS
s obsahem NAA (0,25 — 2,0 mg/l) nebo IBA (0,25 — 2,0 mg/l). Pro zakofenéni bylo
nejvhodnéjsi /2 MS s obsahem 1,0 mg/l NAA (4,6 kofene na explantat).

Dode a kol. (2003) hledali vhodny postup mikropropagace u bazalky pravé (Ocimum
basalicum). Délozni listky kultivovali na médiu s riznym obsahem rustovych regulatora.
V experimentech byla pouZzita kombinace BAP (0,1, 2, 3, 4 a 5 mg/l) a NAA (0,2 mg/l).
Pryty o velikosti 1,5 cm byly pasdZovany na 2 MS s ristovymi regulatory. Po 6—7 tydnech
bylo nejvyssi zmnozeni prytd na explantat (3,46 prytd na explantat) na médiu s obsahem
0,2 mg/l NAA a 5 mg/l BAP (Tabulka 1). Pro zakofenéni bylo vhodné MS médium bez
ptidavku riistovych regulatora.

Vliv cytokinind na mikropropagaci bazalky pravé (Ocimum basalicum) sledovali
Koszeghi a kol. vroce 2014. Rostliny kultivovaly na médiu sobsahem BAP a mT
0 riznych koncentracich. V druhé fazi experimentu byly rostliny pasazovany na médium
S ruznym obsahem BAP a mT pro namnoZeni prytl a kofenéni. Pouziti mT ovlivnilo vyssi
zmnozeni, délku a kvalitu prytd ve srovnani s pouzitim BAP. Z vysledkl vyplyva, Ze
optimalni je pouziti 1mg/l BAP nebo 0,5 mg/l mT. Nejvyssiho zmnoZeni bylo dosazeno na
MS médiu s obsahem 0,5 g/l mT (6,2 pryti na explantat).

Metodu mikropropagace u bazalky pravé (Ocimum basalicum) popsali v roce 2016
Manan a kol. U odvozenych in vitro rostlin zkoumali morfologii listi, kvéti a obsah
esencidlniho oleje. Explantaty byly kultivovany na médiu s riznym obsahem rustovych

regulatori: BAP, GA3, nebo kombinace BAP a NAA, GA3; a NAA. Nejlepsim médium
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bylo MS médium s obsahem 1,0 mg/l BAP, kdy 100 % pryth prortstalo (5,00 £+ 0,28 pryti
na explantat). Se zvysujici koncentraci BAP se snizovalo zmnoZeni pryti. Stejny ucinek
méla kombinace BAP a NAA. Pouziti GAs vyvolalo prodlouzeni pryti, ovSem zmnozeni
bylo pouze 2 pryty na explantat. In vitro ziskané rostliny se liSily v morfologii trichomu,
kvétd, niz§im obsahu esencialniho oleje oproti in vivo péstovanym rostlinam. Po
aklimatizaci rostlin vin vivo podminkach byla morfologie a obsah esencialniho oleje
podobny jako u in vivo péstovanych rostlin.

Khan a Saeed (2012) srovnavali obsah médi a olova v rostlinach bazalky posvatné
(Ocimum sanctum) péstovanych vin vivo a in vitro podminkach. Nodalni segmenty
kultivovaly na MS médium s rastovymi regulatory (2,4 — D, BAP, NAA, TDZ, BAP + 2,4
— D, 2,4 — D + BAP + NAA). Nejvyssi tvorba kalusu (96,6 %) byla pozorovana na MS
médiu s obsahem 2,4 — D o koncentraci 2,5 mg/l. Nasledn¢ v regenerovanych rostlinach
zjistovali obsah médi a olova. Dospéli k zavéru, ze obsah médi a olova byl nizsi u rostlin
péstovanych v in vitro podminkach. In vitro péstované rostliny by tak mohly byt pouzity
pro fixovani vétsi mnozstvi téchto prvki v pudach.

V roce 2016 Verma a kol. sledovali vliv siranu Zeleznatého (ZnSO4 7H,0) na in
Vvitro regeneraci bazalky pravé (Ocimum basilicum). Experimenty probihaly bud’ na MS
médiu bez obsahu ZnSO,4 7H,0 a s obsahem auxinu IAA, anebo na MS médiu s obsahem
ZnSO4 7H,O o rtznych koncentracich (8,6; 12,9; 17,2 mg/l) v kombinaci s IAA.
Explantaty rostouci na MS médiu pouze s obsahem ZnSO,7H,O byly nekrotické.
Z vysledkii experimentu vyplyva, ze pro regeneraci rostlin je efektivni kombinace
ZnS0O47H20 a auxinu IAA. Po 8 tydnech bylo dosazeno nejvys$si zmnozeni prytl na
explantat (15,0 + 1,6) na MS médiu s obsahem 12,9 mg/l ZnSO,4 7H,0 a 1,0 mg/l IAA.

Saha a kol. vroce 2010 provadéli metodu mikropropagace u bazalky vytrvalé
(Ocimum kilimandscharicum, Guerke). Média obsahovala rastové regulatory BAP (0,5 —
3,0 mg/l) nebo KIN (0,5 — 3,0 mg/l) nebo 2 —iP (0,5 — 3,0 mg/l). Nejlepsich vysledku
zmnozeni pryti bylo dosazeno na médiu s obsahem 1,0 mg/l BAP (6,09 + 0,05 prytd na
explantat). Pro zakofenéni rostlin bylo nejlepsi 2 MS s 1,5 mg/l IBA.

Siddique a Anis vroce 2007 popsali vhodny postup metody mikropropagace
U bazalky pravé (Ocimum basalicum). Sledovali koncentrace TDZ a dobu kultivace na in
vitro regeneraci rostlin. Explantaty byly umistény na médium doplnéné o TDZ (5, 25, 50,
75 a 100 uM). Pro zmnoZeni pryti byla optimalni koncentrace 50 uM TDZ po dobu 8 dni
(11,6 £ 1,16 pryti na explantat). Tvorba kofentl probéhla nejlépe na MS médiu s obsahem
1,0 uM IBA.
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1.5.2 Explantatové kultury u rodu kozinec (Astragalus sp.)

Zastupci rodu Astragalus maji svij farmaceuticky vyznam diky obsahu
triterpenoidnich saponinti. Rostlinné biotechnologie mohou byt uzitecné pro ziskani
rostlinného materidlu s vysSim obsahem uc¢innych slouc¢enin (Ionkova a kol., 2014).

Vroce 2011 Wu a kol. zjistovali obsah bioaktivnich sloucenin u kultur kozince
blanitého (Astragalus membranaceus) ziskanych kultivaci v bioreaktoru. Kultivace
adventivnich kofeni byla testovana na pevném médiu, tekutém médiu nebo pomoci
bioreaktoru (Bs médium s obsahem 2 mg/l IBA). Tvorba adventivnich kofeni zacala
nejdiive (za 15 dni) na pevnim médium, ovSem nejvyssi rast kofend byl po 40 dnech
docilen v bioreaktoru pii pouziti kofene o délce 1,5 cm. Obsah polysacharidi
u adventivnich kofenli kultivovanych v bioreaktoru byl vy$$i nez u volné rostoucich
rostlin, obsah saponinti a flavonoidl byl u obou zdroji podobny. Rostlinné biotechnologie
mohou byt uzite¢né pro ziskdni rostlinného materidlu s vy$$im obsahem ucinnych
sloucenin (Ionkova a kol., 2014).

Kozinec blanity (Astragalus membranaceus) je rostlina tradi¢ni ¢inské mediciny,
ktera je ptedmétem fady studii. Pro mikropropagaci rodu kozinec (Astragalus) je nejcastéji
pouzivano MS médium (Turgut — Kara a Ari,2006; Hasangebi a kol., 2011; Dilaver a kol.,
2017; Luo a Jia, 1998; Chen a Gao, 2007; Hill a kol., 2015), méné ¢asto pak médium Bs
a WPM (Han a kol., 2014). Jako zdroj explantatu mohou byt pouzity semena, vzrostné
vrcholy (Chen a Gao, 2006), pryty (Turgut — Kara a Ari, 2006), hypokotyly (Hasangebi
akol., 2011; Luo a Jia, 1998; Dilaver a kol., 2017), epikotyly (Dilaver a kol., 2017),
embrya (Turgut — Kara a Ari, 2008), listy a fapiky (Hill a kol., 2015; Dilaver a kol., 2017),
nodalni segmenty (Dilaver a kol., 2017) nebo dé€lozni listy (Dilaver a kol., 2017).

Metodu mikropropagace u Astragalus maximus provadéli v roce 2006 Turgut — Kara
a Ari. sledovali vliv rustovych regulatort BAP, ZR na zmnozeni pryti. Explantaty byly
kultivovany na médiu s rastovymi regulatory BAP (0,2, 0,5, 1,0 mg/l), ZR (0,2, 0,5, 1,0
mg/l) a kombinaci BAP a NAA (0,4 mg/l) nebo ZR a NAA (0,4 mg/l). NejvhodnéjSim
médiem bylo zvoleno MS médium s 0,5 mg/l ZR (30,2 £+ 1,24 pryti na explantat za 20
dni). Kofenéni rostlin bylo testovano na MS médiu bez ristovych regulatorii, MS médium
s obsahem NAA a !> MS. Kofeny se tvofily pouze na > MS.

Hasangebi a kol. (2011) zkoumali vliv kombinace cytokininu (ZR, KIN, BAP)
aauxinu (NAA, IBA) na zmnozeni pryti u Astragalus chrysochlorus. Segmenty

hypokotyll byly kultivovany na médium s obsahem 2, 4-D pro tvorbu kalusti. Kofenéni

31



prytd bylo testovano na médiich s auxiny (NAA, IBA, IAA). Nejlepsich vysledkt bylo
dosazeno na médiu s 0,5 mg/l ZR, kdy proristalo 100 % explantati a zmnozeni bylo 13
pryti na explantat (Tabulka 2). Kombinace auxinu a cytokininu nebyly stejné u¢inné jako
samotné pouziti ZR. Nejvice kalusu se tvofilo na médiu s 0,5 mg/l 2,4 — D. Pro kofenéni
bylo nejvhodnéjsi MS médium s 0,5 mg/l NAA.

Dilaver (2017) studovali in vitro regeneraci u Astragalus vulnerariae. Pro zkraceni
doby dormance semen byla pouzita kyselina sirova, optimalni byla 40% koncentrace. Pro
kultivaci explantatii byly zvoleny média s kombinaci ristovych reguldtori KIN a NAA
nebo BAP a NAA. Pro regeneraci pryti byla vhodna kombinace KIN a NAA. Kombinace
rustovych regulatort BAP a NAA vykazovala horsi vysledky. Pro regeneraci pryti bylo
nejlepsi pouziti hypokotylu a média s obsahem 0,5 mg/l NAA. V piipad¢ kultivace na
probéhlo na médiu s 0,5 mg/l IBA.

Nepiimou regeneraci rostlin ptes indukci kalusu u Astragalus adsurgens provadéli
Luo a Jia v roce 1998. Indukce kalusu probéhla na MS médiu s 2,4 — D a BAP. Kalusy
byly dale segmentovdny na MS médiu s kombinaci NAA a BAP pro tvorbu pryth.
Prorustajici pryty byly kultivovany na 2 MS s NAA o riznych koncentracich. Na
zmnozeni prytd mél vliv typ kalusu, z kterého byly pryty ziskény, slozeni kultiva¢niho
média. Nejvyssiho poctu prytd bylo dosazeno kultivaci kalusu na médiu s obsahem 2,3
mg/l 2,4 — D a 0,5 mg/l BAP a nasledna kultivace prytti na médiu s obsahem 0,09 g/l NAA
a 2 mg/l BAP.

Chen a Gao (2007) popsali postup odvozeni tetraploidnich rostlin u kozince
blanitého (Astragalus membranaceus). Explantaty byly umistény na médium s obsahem
kolchicinu (0,1, 0,2, 0,3 %) a 2 % DMSO. Nejvice tetraploidnich rostlin bylo ziskano pfi
pouziti 0,2 % kolchicinu (35,3 % tetraploidnich rostlin). Tetraploidni rostliny kofenily na
¥ MS doplnéném 2,0 mg/l NAA a 2,0 mg/l IBA. Rostliny oSetfené kolchicinem
vykazovaly mensi pryty a menSi pocet nodalnich uzlin nez takto neoSetfené rostliny.
Z listovych explantatli mixoploidnich rostlin odvozovali kalus. Nejvhodnéjsi sloZzeni média
bylo 2,0 mg/l BAP, 1,0 mg/l KIN a 0,5 mg/l NAA (98,4 + 3,8 % rostlin tvofilo kalus).

Metodu mikropropagace u Astragalus holmgreniorum popsali v roce 2015 Hill a kol.
V experimentech zkoumali kombinaci ristovych regulatorti 2,4 — D a BAP. Tvorba embryi
a nasledné odvozeni pryti probéhlo nejlépe pro oba druhy explantati — fapik i list na MS
médiu s obsahem 1 mg/l BAP a 0 mg/l 2,4 — D a na médiu s 1 mg/l BAP a 7 mg/l 2,4 — D.
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Ze zé&véru studie vyplyva, ze pro rast rostlinnych pletiv ma vétsi vliv rovnovaha hormoni

vice nez koncentrace jednotlivych hormonii.
1.5.3 Explantatové kultury u rodu levandule (Lavandula sp.)

Rod levandule (Lavandula sp.) ma velké vyuziti v potravinaiském, parfumérském
a farmaceutickém primyslu. Odvozeni metody mikropropagace u téchto zastupcu je
dilezity z hlediska zefektivnéni rostlinné produkce a jejich sekundarnich metabolit
(Gongalves a Romano, 2013). Pro mikropropagace levandule (Lavandula sp.) byva
nejéastéji zvoleno Murashige a Skoog médium, 1962 jako u Zuzarte a kol., 2010; Andrys
a kol, 2017; Miclea a Chifor, 2008; Calvo a Segura, 1988; Calvo a Segura, 1989; Borovec
a kol., 1990; Mokhtarzadeh, 2019; Machado, 2014 nebo také WPM (Minh a kol., 2017).

Explantaty mohou byt semena (Minh a kol., 2017; Miclea a Chifor, 2008; Calvo
a Segura, 1988; Mokhtarzadeh, 2019), pryty (Minh a kol., 2017; Andrys a kol., 2017),
vzrostné vrcholy (Zuzarte a kol., 2010; Machado, 2014; Borovec a kol., 1990). Pro
povrchovou sterilizaci rostlinného materialu se pouziva 70% ethanol u Minh a kol., 2017,
Zuzarte a kol., 2010; Andrys a kol., 2017; Borovec a kol., 1990; Machado, 2014, chlornan
sodny u Minh a kol., 2017; Zuzarte a kol., 2010; Andrys a kol., 2017; Mokhtarzadeh, 2019;
Machado, 2014 nebo chloramin T (Calvo a Segura, 1988).

Mikropropagaci u levandule 1ékaiské (Lavandula angustifolia) zkoumali Minh a kol.
(2017). Testovali spravny postup sterilizace, sledovali vliv kultiva¢niho média na rust
pryta (1/2 MS, MS, WPM, LV), dale zkoumali efekt rozdilnych koncentraci BA na tvorbu
pryti. Dale sledovali efekt auxinii na tvorbu kofenil a vliv dievéného uhli na rist pryta.
Nejvhodnéjsi sterilizace byla s pouzitim 75 % chlornanu sodného s ptidavkem par kapek
Tween-80 po dobulO minut. NejlepSim médiem pro rist prytd bylo stanoveno WPM
médium se zmnoZenim 2,46 pryth na explantat a nejdelsi délkou prytd 5,28 cm. Pro
mikropropagaci levandule 1ékatské je nejvhodnéjsi koncentrace 0,1 mg/l BA, kdy pocet
indukovanych pryti byl 3,06 pryti na explantat a délka 6,35 cm. Auxiny IBA a NAA
nebyly pro tvorbu kofend piijatelné. Kofenéni bylo nejlepsi na médiu s 0,1 mg/l I1AA (2,26
kotenil na explantat, 1,06 cm délka.

Metodu mikropropagace u levandule lékaiské (Lavandula angustifolia) provadeli
také Miclea a Chifor v roce 2008. Sterilizovana semena umistili na 2 MS médium nebo na
smés destilované vody a phytagelu. Pryty o velikosti 10-15 mm byly kultivovany na médiu

bez ristovych regulatorti, na médiu se zeatinem (0,5 mg/l, 1 mg/l,2 mg/l) nebo na médiu
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s BA a IBA o riznych koncentracich: 1 mg/l BA + 0,5 mg/l IBA, 2 mg/l BA + 1 mg/l IBA
nebo 3 mg/l BA a 1,5 mg/l IBA. Pro tvorbu pryti bylo nejvhodnéjsi médium s 2 mg/I
zeatinem (11,12 prytd na explantat), (Tabulka 3). Indukce kalusu byla nejlepsi na MS
médiu s 3 mg/l BA a 1,5 mg/l IBA.

Mikropropagaci a obsah sekundarnich metabolitd u rostlin Lavandula pedunculata
provadéli vroce 2010 Zuzarte a kol., zkoumali u ziskanych rostlin hlavné morfologii
trichomit a provadeli analyzu esencidlniho oleje pomoci GC (plynova chromatografie),
GC-MS (plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie). Ziskané vysledky byly
srovnany s volné rostoucimi rostlinami. Explantaty byly kultivovany na MS médiu s 2 %
cukru, 10 mg/l kyseliny askorbové a s ptidavkem BA o rtznych koncentracich. Pryty
prorustaly rychleji z nodalnich segmentii, ovSem také byla vétsi tvorba kalus oproti
vzrostnym vrcholim. Nejvyssiho poctu zmnozeni bylo docileno na médiu s ptidavkem
0,25 mg/l BA. Pro nodalni segment uvadi zmnozeni 4,07 pryti na explantat, u vzrostného
vrcholu 3,88 prytt na explantat. Studie uvadi vzrostny vrchol jako vhodny zdroj explantatu
pro mikropropagaci. Rostliny odvozené ze vzrostnych vrcholi obsahovaly stejné
sekundérni metabolity jako volné rostouci rostliny.

Levandule lékafska (Lavandula angustifolia) obsahuje fadu fenolickych latek.
Andrys a kol. v roce 2017 zkoumali antioxida¢ni a antimikrobialni aktivitu, polyfenolicky
obsah u oleju ziskanych z in vitro kultury levandule 1ékaiské (Lavandula angustifolia)
kultivarti ,,Munstead®, ,,Ellagance Purple* a ,.Blue river. Explantaty byly kultivovany na
médiu s 2 mg/l KIN a 0,2 mg/l IAA. Poté byly explantaty pasdZovany na médium
o rizném obsahu BAP, KIN a 2iP. Pomoci destilace vodni parou byl ziskan olej z in vitro
kultivovanych rostlin a z volné rostoucich rostlin. Antimikrobialni aktivita byla testovana
na bakteriich Escherichia coli, Pseudomonas aeuriginosa, Staphylococus aureus,
Staphylococcus epidermis a plisni Candida albicans. Nejvétsi pocet pryti na explantat byl
dosazen na médiu s 2 mg/l BAP u kultivart ,,Ellagance Purple® (6,9 pryti na explantat)

a ,,Munstead* (9,9 prytii na explantat). Pro kultivar ,,Blue river* bylo nejvéts§i zmnozeni na
MS médiu s 1,0 mg/1 2iP (7,5 pryti na explantat). Pro kofenéni bylo nejvhodnéjsi médium
50,2 mg/l IBA. VSechny testované oleje vykazovaly antimikrobidlni aktivitu proti vSem
testovanym bakteriim i proti Candida albicans. Oleje ziskané z in vitro rostoucich rostlin
vykazovali vétsi antimikrobidlni aktivitu nez olej ziskany z volné rostoucich rostlin.

Calvo a Segura vroce 1988 studovali in vitro kultury u levandule Sirolisté
(Lavandula latifolia) a levandule smilovité (Lavandula stoechas). Explantaty kultivovali

na médiu obsahujicim rizné kombinace a koncentrace riistovych regulatori (IAA, NAA,
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2,4-D, BAP. Kalusy, které byly vytvotfeny na médiu s auxiny, mély zluté zbarveni, naopak
kalusy indukované pomoci cytokinini byly zelené. Pro tvorbu kalusi byla vhodna
kombinace cytokininti a auxint. Nejlepsi tvorba kalusti u levandule smilovité (Lavandula
stoechas) prob¢hla na médiu s NAA (0,01 nebo 0,1 mg/l) a BAP (0,1 mg/l). U levandule
sirolisté (Lavandula latifolia) kombinace 2,4-D a BAP. Pro kofenéni bylo nejvhodngjsi
médium s 1 mg/l IAA a2 mg/l NAA.

In vitro kultury u levandule Sirolisté (Lavandula latifolia) byly popsany Calvo
a Segura v roce 1989. Explantaty kultivovali na médiu o riznych koncentracich auxina
IAA nebo NAA (0,01, 0,1, 1, 2 mg/l) nebo cytokininii BA (2, 4, 6, 8 mg/1) nebo rtiznych
kombinacich auxinl i cytokininti. Explantaty byly kultivovany po dobu 4 az 8 tydnt
Vv rozdilnych svételnych podminkach. Pro iniciaci tvorby prytd bylo vhodné médium
s obsahem BA. Tvorba kalusu byla nejlepsi na médiu s obsahem BA a IAA nebo NAA.
Se zvysenim koncentrace auxint a kultivaci ve tmé doslo k sniZeni proristani pryta.

Calvo a Segura (1989) vtémze roce sledovali vliv rastovych regulatort
a kokosového mléka na mikropropagaci u levandule Sirolisté (Lavandula latifolia). In vitro
kultury rostlin zakladaly ze semenného materidlu. Po 30 dnech byly 1 cm dlouhé
hypokotyly pasdZzovany na MS médium s 0,1mg/l IAA a 2 mg/l BAP. Po 30 dnech
explantaty s prordstajicimi uzlabnimi pupeny byly pasdzovany na MS nebo 2 MS médium.
Pro zakotenéni zvolili MS médium nebo 2 MS médium. Nejlepsi vysledky byly dosazeny
na %2 MS médiu obsahujicim 20% kokosové mléko, 2 mg/l BAP a 0,01 mg/l IAA (16,2
pryti na explantat). Pfidani kokosového mléka pozitivné ovlivnilo pocet ziskanych prytu.

Mokhtarzadeh a kol. vroce 2019 izolovali a identifikovali chemické slouceniny
obsazené v rostlinach levandule smilovité (Lavandula stoechas) ziskané z in vitro kultur.
Pro zaloZeni in vitro kultur pouzili semenny material. Po 10 dnech odebrali délozni listky
a nodalni segmenty kultivovali na médiu obsahujicim 0,25 mg/l BAP. Rostliny ziskané
mikropropagaci byly pasazovany na médium s1 mg/l IBA pro zakofenéni. Z téchto
invitro ziskanych rostlin byly izolovany chemické slouceniny a identifikovany pomoci
GC-FID (plynova chromatografie s plamenovym ionizacnim detektorem) a GC-MS
(plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie). Hlavni slou¢eniny obsaZené
Vv levanduli smilovité (Lavandula stoechas) byly kafr (38,5 %), isoborneol (10,6 %), o -
fenchon (8,9 %), eukaptol (4,3 %), a-pinen (4,0 %) a dale naptiklad linalool a myrtenol.

Machado a kol. vroce 2014 hodnotili vliv koncentrace Ca®* na délku pryti,
zmnozeni rostlin, procento zakofenéni, vitrifikaci a apikalni nekrozu u in vitro péstovanych

rostlin levandule 1ékatrské (Lavandula latifolia). Pro srovnani rostliny kultivovali na
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médiich s rozdilnym obsahem CaCl,'2H,0, na standartnim MS médium s obsahem 440
mg/l CaCl,2H,O0 a na médiu se zvySenym obsahem 1320 mg/l CaCl,"2H,0.
V kultivovanych rostlinach dale zjistovali obsah a akumulaci Ca?* iontéi. Véapnik byl
nejvice akumulovan v bazalnich a stiednich Castech pryta, do apikalnich ¢asti rostlin se
Ca’" ionty pohybovaly velmi pomalu. Ve studii dospéli k zavéru, Ze zvyseni koncentrace
CaCl, 2H,0 v kultivaénim médiu nema vliv na délku prytd, pocet listl, zmnozeni nebo
procento zakofenéni, ale ma vliv na sniZeni vitrifikace rostlin a zvySeni obsahu Ca®" ionti

V rostlinéch.
1.5.4 Explantatové kultury u rodu rozmaryn (Rosmarinus sp.)

Rozmaryn 1ékatsky (Rosmarinus officinalis) je dulezita 1é¢iva rostlina obsahujici
fadu fenolickych latek s antioxida¢nimi uc¢inky (Kuhlmann a Rohl, 2006). Pro
mikropropagaci této 1é¢ivky se nejcastéji pouziva MS médium (Kuhlmann a Rohl, 2006;
Pistelli a kol., 2013; Darwesh a Alayafi, 2018), méné ¢asto WPM (Misra a Chaturvedi,
1984).

Pro odvozeni in vitro kultur mohou byt zvoleny jako explantaty semena (Kuhlmann
a Rohl, 2006; Darwesh a Alayafi, 2018; Darwesh a Alayafi, 2018), nodalni segmenty
(Misra a Chaturvedi, 1984), vzrostné vrcholy (Pistelli L. a kol, 2013; Misra a
Chaturvedi,1984), listy (Kuhlmann a Rohl, 2006). Pro povrchovou sterilizaci explantatd
se pouziva ethanol (Kuhlmann a Rohl, 2006; Misra a Chaturvedi, 1984; Darwesh
a Alayafi, 2018), chlornan sodny (Kuhlmann a Rohl, 2006; Pistelli a kol., 2013) nebo
roztok HgCl, (Misra a Chatuverdi, 1984) nebo Clorox (Darwesh a Alayafi, 2018).

Mikropropagaci a obsah fenolickych latek u rozmarynu lékaiského (Rosmarinus
officinalis) zkoumali Kuhlmann a Rohl (2006). Rostliny kultivovali na médiu s obsahem 1
mg/l BAP. Pro neptimou regeneraci bylo zvoleno médium s 4,7 mg/l BAP a 3,9 mg/I|
NAA. Obsah karnosové kyseliny, karnosolu a rozmarynové kyseliny byl hodnocen u pryti,
kalust a bunécné suspenze. Nejvice karnosové kyseliny bylo zjisténo u prytd. Karnosova
(Rosmarinus officinalis).

Pistelli a kol. v roce 2013 identifikovali pomoci GC — MS (plynova chromatografie,
hmotnostni spektrometrie) obsahové latky v in vitro rostlinach rozmarynu lékatského
(Rosmarinus officinalis). Vzrostné vrcholy ponechali po dobu 15 dni v roztoku 0,01 %

chlornanu sodného a 2 % sacharidu. Rostliny kultivovaly na médiu s obsahem 0,017 mg/I.
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Pro kofenéni bylo zvoleno médium s 0,2 mg/l NAA. V rostlinach byly stanoveny
monoterpeny, seskviterpeny, a—pinen, 1,8—cineol a kafr.

Mikropropagaci rozmarynu lékaiského (Rosmarinus officinalis) provadéli v roce
1984 Misra a Chaturvedi. V experimentech testovali WPM médium a dvé modifikace MS
média s odliSnym obsahem makroprvkii. Dale potom vliv rGstovych regulatori na rist
prytt, indukci kalusii a tvorbu kofend. Pro tvorbu pryti bylo nejvhodnéjsi médium
s obsahem 0,1 mg/l. Nejvétsi zmnozeni pryti bylo na médiu s obsahem 0,2 mg/l BAP
(13,6 + 0,92 pryti na explantat), ale probihala tvorba kalusu (Tabulka 4). Kofenéni rostlin
bylo hodnoceno na médiich s obsahem IAA, IPA, IBA a NAA, 80 % rostlin kofenilo na
médiu s obsahem 0,25 mg/l IPA.

V roce 2018 Darwesh a Alayafi zkoumali vliv elicitorti na in vitro propagaci a obsah
fenolickych latek u rozmarynu lékarského (Rosmarinus officinalis). V experimentech byl
sledovan vliv rustovych regulatort KIN a BAP a kokosového mléka. Nejvétsi zmnozeni
pryti bylo dosazeno na médiu s obsahem 5,0 mg/l KIN. Nejvétsi pocet listt a délka pryti
byla na médiu s obsahem 3 mg/l BAP a 5 ml/l kokosového mléka. Pti kultivaci explantati
na médiu s obsahem 3,0 mg/l BAP byl nejvyssi obsah fenolickych latek. Nejvyssi obsah
chlorofylu byl pfi kultivaci na médiu s obsahem 5,0 mg/l BAP a 5,0 ml/l kokosového

mléka.
1.5.5 Explantatové kultury u rodu yzop (Hyssopus sp.)

Pro zalozeni in vitro kultur u rodu yzop je vhodné pouziti MS média. (Hosseini
a kol., 2016; Zayova a kol, 2018; Toma a kol., 2004)

Hosseini a kol. (2016) zkoumali in vitro regeneraci u yzopu lékatského (Hyssopus
officinalis). V experimentech sledovali vliv ristovych regulatort kombinace TDZ + I1AA
a BAP + TAA na mikropropagaci rostlin. Pro kofenéni bylo zvoleno médium s obsahem
IBA. Pro mikropropagaci yzopu lékaiského (Hyssopus officinalis) bylo vhodné&jsi pouziti
rustového regulatoru BAP. Nejvétsi zmnozeni pryti na explantat u médii s ristovym
regulatorem BAP bylo na médiu s obsahem 0,5 mg/l nebo 1 mg/l BAP v kombinaci s 0,2
mg/l IAA (9 pryti na explantat).

Zayova a kol. (2018) zkoumali antioxidac¢ni vlastnosti in vitro rostlin yzopu
1ékatského (Hyssopus officinalis). V experimentech byl sledovan vliv ristovych regulatord
(BAP, TDZ, ZEA v kombinaci sIBA) na aktivitu antioxida¢nich enzymii. Nejvyssi
zmnozeni (4,84 0,34 prytd na explantat) bylo na médiu s obsahem 1,0 mg/l BAP a 0,1 mg/I
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IBA (Tabulka 5). Kotenéni bylo testovano na 2 MS s obsahem IBA a NAA nebo IAA. Pro
kofenéni bylo nejvhodnéjsi 2 MS s obsahem 0,1 mg/l IBA (85 % rostlin tvofilo kofeny).
Rostliny kultivované na médiu s (BAP, TDZ, ZEA v kombinaci s IBA) mély zvySenou
aktivitu enzymut (superoxiddismutaza, katalaza, guajakol peroxiddza). Nejvyssi aktivita
téchto enzymi byla naméfena pii kultivaci rostlin na médiu s 0,1 mg/l IBA a 1 mg/l BAP.
Toma a kol. (2004) sledovali vliv riustovych regulatori (IAA, NAA, IBA, BAP) na
anatomii listd a stonku in vitro kultivovanych rostlin yzopu lékaiského (Hyssopus
officinalis). U vSech kombinaci rustovych regulatord mély stonky tenkou pokozku, slabé
vyvinuté vodivé pletivo, redukovany palisddovy parenchym, rozvinuty houbovy
parenchym. Nejmen$i zmény v anatomii, vitrifikace a tvorba kalusu na bazi byly

pozorovany pii pouziti ristového regulatoru IBA.
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1.6 Vyuziti explantatovych kultur

Explantatové kultury byly zavedeny piedev$im jako metoda slouzici k rychlému
namnozeni rostlinného materidlu. Tyto techniky poskytuji také rizné genetické varianty
rostlin, haploidni rostliny, rostliny odolné viéi chorobam, tvorbu novych odrid rostlin.

Explantatové kultury maji vyuziti v genovych bankach a ve Slechtitelstvi.

1.7 Mikropropagace

Metoda mikropropagace slouzi k snadnému namnozeni vybraného genotypu za
pouziti in vitro technik. V zavislosti na druhu a kulturnich podminkach muze
mikropropagace probihat nckolika zpisoby. Jedna se o stimulaci axilarniho vétveni,
nodalni kultury, tvorbu adventivnich pryti pies prytovou organogenezi, somatickou
embryogenezi. V praxi se pro komeréni produkci nejvice vyuziva metoda stimulace
axilarniho vétveni. Mezi vyhodu této metody patii geneticka stabilita a snadnost provedeni
u mnoha druhti (Trigiano a Gray, 2005).

Diky totipotenci rostlinnych bunék je mozné tidit vyvoj rostlinnych bunék, pletiv
a organd v in vitro kulturach. In vitro kultury maji vyznam p#i studiu fyziologie a genetiky

rostlin, také v biotechnologickych metodach (Lustinec a Zarsky, 2003).
1.7.1 Vybér matecné rostliny a odvozeni explantatové kultury

Spravna volba matecné rostliny ovliviiuje odvozeni explantatové kultury. Matecna
rostlina by méla byt zdravou rostlinou, s dobrymi ristovymi schopnostmi a fyziologii. Pro
zalozeni in vitro kultur je dilezité zvolit vhodny zdroj explantatu.

Pfed umisténim explantitu na médium je nutné jej povrchové sterilizovat. Druh
sterilizacniho roztoku a doba plisobeni se odviji od citlivosti pletiva, obtiznosti jej
dezinfikovat a typu mikrobialni kontaminace. BéZné se k povrchové sterilizaci pouziva
0,5 — 1 % chlornan sodny, 70% etanol nebo 10% peroxid vodiku. Mezi dalsi dezinfekéni
¢inidla patii 7% chlornan vapenaty, 1% bromova voda nebo 0,2% chlorid rtutnaty. Pro
vymyti dezinfekéniho agens je nutné sterilizované explantaty opakované promyt sterilni
destilovanou vodou. Vyskyt vnitfich kontaminaci je eliminovan pouzitim antibiotik
(Trigiano a Gray, 2005; Hradilik, 2005).
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1.7.2 Faze proliferace a zakorenovani explantati

Povrchové vysterilizované explantaty jsou umistény na kultivaéni médium pro
multiplikaci pupenti nebo jinych organti odvozenych z explantatu. Pii stimulaci axilarniho
apikalni dominanci a podporuji rlst prytd zuzlabnich pupent. Typ a koncentrace
cytokininu ovliviluje zmnozeni a délku prytu, genetické odchylky. Dalsim stupném
mikropropagace je vytvofeni kofenti u rostlin pro Gspésny prevod do in vivo podminek.
Tvorbu a délku kofend ovlivituje pfidani auxini do kultivaéniho média. In vitro kofenéni

rostlin probiha bézn¢ i na médiu s absenci auxint (Trigiano a Gray, 2005; Hradilik, 2005).
1.7.3 Pievod do nesterilnich podminek

Uspé&snost pievodu rostlin do nesterilnich podminek zavisi na schopnosti adaptovat
se na niz$i vlhkost, vyssi svételné podminky a heterotrofni vyzivu. In vitro rostliny nemaji
vytvoteny kutikulu nebo jen tenkou, slabé vyvinuty mezofyl, slabé cévni spojeni mezi
pryty a kofeny. Pii pfevodu do nesterilnich podminek se pouZzivaji porézni materialy,
predevsim, perlit, raselina, smés pisku a raseliny. Rostliny je tieba po vysadbé piekryt folii.

(Hradilik, 2005).
1.8 Biotechnologické metody

Explantatové kultury mohou slouzit k pfipravé transgennich rostlin. Jedna se
o stabilni transformaci rostlin cizorodou DNA. Bézné se k transformaci pouziva
Agrobacterium obsahujici Ti plasmid s transgenem (Lustinec a Zarsky, 2003).

Ionkova a kol. (1997) studovali kofenové kultury (hairy root kultury) u Astragalus
mongholicus. V experimentech pouzili ¢étyii kmeny Agrobacterium rhizogenes (LBA 9402,
ATCC 15834, R 1601, TR 105), u kterych hodnotili vliv na rast kofenovych kultur
a produkci saponinti. Kofenové kultury (hairy root kultury) se vyznacuji rychlym rtstem
a zvysenou produkci sekundarnich metabolitii. Pro rist kofenovych kultur byly vhodné&jsi
kmeny LBA 9402 a ATCC 15834. Jednotlivé kmeny bakterii se lisily v produkci saponind.
Bakterie kmene LBA 9402 byly vykazovaly nejvyssi produkci saponint, celkovy obsah
saponind byl 0 36 % vyssi ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

Niksi¢ a kol. (2017) zkoumali chemické slozeni, antimikrobidlni a antioxidacni

aktivitu esencialniho oleje z levandule 1ékatrské (Lavandula angustifolia). Esencialni olej
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vykazoval vétsi antibakteridlni aktivitu proti gramnegativnim bakteriim a antiproliferacni
aktivitu proti tfem liniim rakovinovych bunék MOLT — 4, NCI — H460 (H460) a MCF7.
Nejvice byl esencialni olej u¢inny na bunky akutni lymfoblastické leukémie.

Radulescu a kol. (2017) studovali chemické slozeni extrakce levandule lékarské
(Lavandula angustifolia). Fenolické latky v levandulovém extraktu (voda — alkohol,
glycerin, propylenglykol) identifikovali pomoci vysokoucinné tenkovrstvé chromatografie,
infraervené spektroskopie a Ramanové spektroskopie. Jako primarni fenolické latky byly
stanoveny kyselina chlorogenova, kyselina gallova, 3-hydroxykumarin, vitexin. Fenolické
latky vykazuji antioxida¢ni aktivitu a pomahaji v boji proti volnym radikaltim.

Hassanshahian a kol. (2019) testovali antimikrobialni aktivitu etanolového
a metanolového extraktu z yzopu lékatrského (Hyssopus officinalis). V experimentech byly
sledovany grampozitivni bakterie Bacillus cereus, Stapyhlococcus aureus a gramnegativni
bakterie Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumonia. Metanolicky extrakt mél vys$i antimikrobidlni aktivitu, ze vSech kment
bakterii byl nejcitlivéj$i Actinetobacter baumannii. Ze studie vyplyva, ze tento extrakt by
mohl byt a€innym Iékem na nékteré bakteridlni infekce.

Bernotiené a Butkiené (2010) zkoumali pomoci GC (plynové chromatografie)
aGC—-MS (plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie) obsahové slozky
esencialniho oleje yzopu 1ékaiského (Hyssopus officinalis). Obsahové latky byly
hodnoceny u esencidlnich olejli ziskanych z rliznych stanovist. U vSech vzorkl byly hlavni
slozkou monoterpeny (36,0 — 50,7 %), dalSi podstatnou ¢ast esencidlnich olejii tvotily
slouceniny obsahujici ve vzorci pinan (43,6 — 56,9 %). Esencidlni oleje obsahovaly
pinokarvon (21,1 — 28,1 %), isopinokamfon (11,5 — 15,9 %), p — pinen (7,0 — 11,4 %)
a hedykaryol (4,1 — 4,8 %).

Borhanuddin M. vroce 2016 sledoval vliv vodného extraktu bazalky posvatné
(Ocimum sanctum) na snizeni krevniho tlaku. Experimenty byly provedeny na 2 — 3
mésicnich krysach. Bézny krevni tlak krys byl 83/71 mm/Hg. Po pouZiti vodného extraktu
bazalky posvatné (Ocimum sanctum) se tlak snizil na 66/50 mm/Hg. Vodny extrakt snizil
krevni tlak krys o 19-30 %.

46



2. Material a metody
2.1 Rostlinny material

Jako rostlinny material byly pouzity semena bazalky posvatné (Occinum sanctum),
levandule 1ékaiské (Lavandula angustifolia), yzop Iékatsky (Hyssopus officinalis)
a kozinec blanity (Astragaluus propinquus), (Tabulka 6) a pryty rozmarynu lékatfského

(Rosmarinus officinalis) ziskané z jedné donorové rostliny z VURV Olomouc.

Tabulka 6: Pouzity semenny material

rostlinny druh
] ] oznaceni pivod
identifika¢ni ¢islo
Ocinum sanctum 2018/(B66) VURYV Praha
Ocinum sanctum .
2010/(BP) VURYV Olomouc
09A68 00066/3295
Lavandula angustifolia
., Mustead* 2007/(L51) VURV Olomouc
09A55 00051/3218
Lavandula angustifolia .
2007/(L47) VURYV Olomouc
09A5500047/3176
Hyssopus officinalis
,.Blankyt“ 2005/(H1) VURYV Olomouc
09A5100001/2040
Astragalus propinquus 361/(AM) LF MU Brno
Astragalus propinquus 2018/(AP) VURV Praha

2.2 Pracovni postupy

2.2.1 Povrchova sterilizace semen

Ke sterilizaci semen byl pouzit 70% etanol a 2,5% roztok chloraminu T. Semena

byla zabalena do uhelonu a poté vlozena do injek¢ni stiikacky (Obr. 8)
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Postup sterilizace:

1.

I

Semena byla zabalena do uhelonu, ktery byl zavazan niti, a vloZzena do injekéni
sttikacky (objem 20 ml).

Poté byla semena oplachnuta v 70% etanolu po dobu 2 minut.

Po odstranéni etanolu byla sterilizace ve 2,5% chloraminu T po dobu 15 minut.
Odstranéni chloraminu T jiz v aseptickém prostiedi flowboxu.

Sterilizace koncii injek¢ni stiikacky pomoci 96% etanolu.

3x proplachnuti sterilni destilovanou vodou.

Obr. 8: Sterilizace semen v uhelonu

2.2.2 Sterilizace pryta rostlin Rosmarinus officinalis

Pro experiment byly odebrany segmenty prytd rozmarynu lékatského (Rosmarinus

officinalis), které byly po dobu 2—4 hodiny promyvany pod tekouci vodou. Nasledné byly

explantaty nafezany do velikosti 2 cm a vlozeny velké injekéni stiikacky a byly

sterilizovany nejprve 70 % etanolem, a pak 2,5% chloraminem T (Obr. 9).

Postup sterilizace I:

1.

2
3
4.
5
6
7

Segmenty o velikosti 2 cm byly vloZeny do injek¢ni stiikacky.

Nejprve byly explantaty sterilizovany 70% etanolem po dobu 1 minuty.
Odstranéni etanolu.

Nasledné byly sterilizovany v 2,5% chloraminu T po dobu 30 minut.
Odstranéni chloraminu T jiz v aseptickém prostfedi flowboxu.
Sterilizace koncti injekéni stiikacky pomoci 96% etanolu.

3x proplachnuti sterilni destilovanou vodou.
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Postup sterilizace I1:

1.

N o g s wN

Explantaty o velikosti 2 cm byly vloZeny do injekéni stfikacky.
Nejprve byly explantaty sterilizovany 70% etanolem po dobu 1 minuty.
Odstranéni etanolu.

Nasledné byly sterilizovany v 2,5% chloraminu T po dobu 15 minut.
Odstranéni chloraminu T.

Sterilizace koncil injekéni stiikacky pomoci 96% etanolu.

3x proplachnuti sterilni destilovanou vodou.

Obr. 9: Sterilizace vétvicek rozmarynu

2.2.3 Vysev semen

Po ukonceni sterilizace byla semena vysdzena Petriho misek o priméru 60 mm

obsahujicich MS médium s pfidavkem 20 mg KA (kyselina askorbova) a 0,1% PPM (Obr.

10). Petriho misky byly uzavieny parafilmem a nasledné umistény do termostatu (25 °C,

tma). Semena kozince blanitého (Astragalus membranaceus) byla umisténa po dobu 10

dnt do lednice, a poté pfemisténa do termostatu (25 °C, tma).
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Obr. 10: Semena yzopu l1ékatského (Hyssopus officinalis) na MS médiu
2.2.4 Kultivace rostlin ze semen

Rostliny vyklicené ze semen byly pfemistény do zkumavek obsahujicich 7,5 ml
MSA média (Obr. 11).
Ptiprava kultivacnich médii:

a) na analytickych vahach bylo navazeno 4,405 g MS média (Duchefa Biochemie),
30 g sachardzy (Penta), 7,5 g agaru (Duchefa Biochemie).

b) navazeny obsah MS média a sacharozy byl rozpustén v cca 450 ml destilované
vody v kadince 0 objemu jednoho litru umisténé na michaéce (Heidolph MR Hei —
Standart). Dale byly piidany pfislusné rastové regulatory (Tabulka 7) a 20 mg KA
(kyseliny askorbové).

¢) vdruhé kadince o objemu jednoho litru byl vsypan agar do 550 ml destilované
vody a rozvaten vV mikrovinné troub¢, pfiblizné 5 minut.

d) nasledné se byly oba objemy kadinek smichany a doplnény destilovanou vodou do
celkového obsahu jednoho litru. Celkové pH média bylo upraveno pomoci 1M NaOH na
hodnotu 5,8.

e) piipravené médium bylo rozlito do lahvi o objemu 500ml — 3 ldhve

a autoklavovano pfi teploté 121 °C, ptetlak 100 kPa.
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Obr. 11: Semenacky bazalky posvatné (Ocimum sanctum) na MSA médiu

Tabulka 7: SloZeni kultiva¢nich médii

] o kyselina
oznaceni médium MS  sachardza auxiny cytokininy
askorbova
média [a/1] [o/1] [ma/l] [ma/l]
[ma/l]

MSA 4,405 30 - BAP 0,1 20
MSB 4,405 30 - BAP 0,5 20
MSC 4,405 30 NAA 0,2 BAP 1,0 20

2.2.5 Kultivace rostlin prytd Rosmarinus officinalis

Povrchové vysterilizované explantaty byly umistény na filtrani papir a usuSeny.
Nasledné byly sefiznuty bazalni ¢asti segmentl a zkraceny listy. Velikost explantatu byla
1-2 cm (Obr. 12). Explantaty byly umistény na MS médium a MS médium s obsahem
PPM do Petriho miskem (60 mm, 2—4 ks). Petriho misky byly uzavieny parafilmem
aumistény do kultivaéni mistnosti. Vzrostné vrcholy byly umistény do zkumavek

s obsahem 7 — 7,5 ml média MSA.
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Obr. 12: Explantaty rozmarynu lékaiského (Rosmarinus officinalis)
2.2.6 Zakorenovani rostlin

Pro zakofenéni rostlin yzopu lékatrského (Hyssopus officinalis), kozince blanitého
(Astragalus membranaceus) a levandule 1ékaiské (Lavandula angustifolia) byla testovana
Ctyfi kultivacni média: MS, 2 MS, MS + 0,5 IBA, 2 MS + 0,1 IBA. Pfed umisténim na
média byly sefiznuty bazalni ¢asti pryti a odstranény staré listy. Rostliny bazalky posvatné

(Ocimum sanctum) kofenily jiz béhem kultivace na médiich pro zmnozeni pryta.
2.2.7 Pievod do nesterilnich podminek

Pro pfevod do nesterilnich podminek byly vybrany rostliny s dostate¢né vytvorenymi
koteny. Nejprve byly ze zkumavek odstranény vicka a zkumavky byly piekryty
potravinaifskou folii. Pro pfevod do nesterilnich podminek byly zvoleny raSelinové
sadbovace (jiffy, 41/7 mm), které byly pfedem namoceny ve vodé. Rostliny byly vyjmuty
ze zkumavek a pod tekouci vodou bylo z kotfent diikladné odstranéno médium. Rostlindm
se zkratily kofeny a odstranily se posSkozené a staré listy. Rostliny umisténé do
raSelinovych sadbovact byly vlozeny do plastového minipafenisté (Obr. 13, 14).
Z ¢asovych duvodu byl pievod do nesterilnich podminek proveden pouze u rostlin bazalky

posvatné (Ocimum sanctum) a yzopu lékatského (Hyssopus officinalis).
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Obr. 14: Rostliny yzopu lékaiského vysazené do raselinovych sadbovaci (jiffy)
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3. Vysledky

Jednim z cili diplomové prace bylo uspésné odvozeni in vitro kultur u vybranych
zastupcu z Celedi Fabaceae a Lamiaceae a stanoveni vhodné metody mikropropagace.
Uvedené experimenty byly provedeny v laboratoii tkdnovych kultur a rostlinnych

biotechnologii Katedry botaniky PfF UP v Olomouci od biezna 2019 do biezna 2020.

3.1 Povrchova sterilizace a kli¢ivost semen

K experimentim byl pouzit semenny material uvedeny v Tabulce 2. Pro povrchovou
sterilizaci semen byl pouzit 70% etanol po dobu 2 minut, nasledné 2,5% chloramin T po
dobu 15 minut.

Kli¢ivost a kontaminace semen byla hodnocena po dobu 8 tydnt (Tabulka 8). Pfidani
do PPM mélo pozitivni efekt u semen kozince blanitého (Astragalus membranaceus)
a levandule 1ékaiské (Lavandula angustifolia) — L47, na MS médiu bez piidavku PPM byla
100% kontaminace. Semena bazalky posvatné (Ocimum sanctum), (Obr. 15) a yzopu
lékaiského (Hyssopus officinalis) kli¢ila za 1 tyden. Naopak semena levandule 1ékarské
(Lavandula angustifolia) kli¢ila po 2 az 4 tydnech. Nejvyssi procento kliceni bylo
dosazeno u semen yzopu Iékaiského (Hyssopus officinalis) a levandule Iékaiské

(Lavandula angustifolia) — L51 s pouzitim PPM.

Obr. 15: Proristajici semeno bazalky posvatné
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3.2 Mikropropagace

Pro veskery rostlinny materidl bylo zvoleno vychozi médium MSA. Vyklicené
semenacky byly kultivovany ve zkumavkach sobsahem MSA média. U ziskanych
namnozenych rostlin byly nésledné testovany média MSA, MSB a MSC. Pro kazdou
variantu mikropropagace bylo pouzito 10 az 15 pryti.

3.2.1 Bazalka posvatna (Ocimum sanctum)

Mikropropagace bazalky posvatné byla provedena u dvou genotypti na médiich
MSA, MSB a MSC (Tabulka 9, 10), jako nejvhodné&jsi médium bylo MSA. Rostliny na
MSA médiu mély pékny vzhled, silné pryty a velké listy (Obr. 16-18). Média MSB a MSC
byly pro mikropropagaci bazalky posvatné nevhodné, rostliny byly nizsi a vytvarely na
bazi zdutely pryt (Obr. 16-18). Nejvétsi praimérné zmnoZeni prytt na explantat u genotypu
BP bylo také ziskano na MSA médiu (Tabulka 9). Rostliny genotypu B66 byly vyssi,
statn&j$i, mely velké listy. Rostliny genotypu BP mély nizsi vzrist a mensi listy (Obr. 17).
Pro mikropropagaci bazalky posvatné bylo optimalni pouziti explantati genotyp B66
a kultivace na MSA médiu. Pro oba genotypy bazalky posvatné bylo nejvhodné;si pouziti
MSA média. Média MSB a MSC byla pro mikropropagaci bazalky posvatné nevhodna

z divodu zdufeni pryti a vitrifikace rostlin.

Tabulka 9: Zmnozeni pryti na explantat a kofenéni (%) bazalky posvatné genotyp BP

Vv pribéhu kultivace

1. pasaz 2. pasaz 3. pasaz pramér
médium
zmnozeni kofenéni zmnozeni kofenéni zmnozeni kofenéni [tydny]
3,40
MSA 2,88 38 3,41 100 3,91 - 6
2,56 0 3,56 67 *x - 3,06
MSB
*83 6
2,05 74 2,00 67 *x - 2,03
MSC
*67 6

* v procentech vyjadieny kalus na bazi,

** zdutelé pryty nebylo mozné pouzit pro mikropropagaci
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Obr. 16: Rostliny bazalky posvatné na médiich zleva MSA, MSB, MSC

Tabulka 10: Zmnozeni pryti na explantat a kofenéni (%) bazalky posvatné genotyp B66

Vv pritbéhu kultivace

1. pasaz 2. pasaz 3. pasaz pramér

médium
zmnozeni kofenéni zmnozeni kofenéni zmnozeni kofenéni [tydny]
4,21
MSA 2,67 67 5,48 89 4,47, *39 58 9
4,25
MSB 5,50 75 3,00 86 ** - 9
5,57
MSC 5,57 100 foled - ** - 10

* v procentech vyjadieny kalus na bazi,

** zdufelé pryty, nebylo mozné pouzit pro mikropropagaci
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Obr. 18: Srovnani mikropropagace u bazalky posvatné na kultiva¢nich médiich:
A —-MSA, B-MSB, C-MSC

3.2.2 Kozinec blanity (Astragalus membranaceus)

Kultivace rostlin kozince blanitého probéhla na médiich MSA, MSB a MSC. Maximalni
primérné zmnozeni pryti na explantat (11,23) bylo ziskano na MSC médiu (Tabulka 11).
Rostliny kultivované na MSA médiu mély niz$i vzrist a mensi listy. Rostliny rostouci na
MSB a MSC médiu byly statnéj$i se zmnozenymi pryty (Obr. 19). Nejvyssi rostliny byly
na MSC médiu (Obr. 10).
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Obr. 19: Kozinec blanity 5 tydnii na kultiva¢nich médiich: A — MSA B — MSB, C — MSC

Tabulka 11: ZmnoZeni prytu na explantat a kotenéni (%) kozince blanitého v prubéhu

kultivace
. 1. pasaz 2. pasaz 3. paséaz primér
médium ,
zmnoZeni kofendni zmno¥eni kofenéni zmnoZeni kofenéni [tydny]
5,67
MSA 5,50 0 4,83 0 6,68 13,22
12
10,75 7,75 9,25
MSB 0 ** -
*70 *88 12
10,45 12,00 11,23
MSC 0 ** -
*100 *100 12

* v procentech vyjadfeny kalus na bazi, ** z ¢asovych diivoda nebylo provedeno

3.2.3 Levandule lékafska (Lavandula angustifolia)

Mikropropagace levandule Iékatské byla zkoumana na médiich MSA, MSB a MSC.
Rostliny na médiu MSA a MSB mély nizké pryty s malymi listy. Rostliny kultivované na
MSC médiu byly statngjsi, tvofily zmnozené pryty S velkymi listy (Obr. 20). Pro
mikropropagaci levandule lékaiské bylo nejvhodnéjsi pouziti MSC média, nejvyssi
zmnozeni pryti na explantat (8,0) bylo rovnéz na MSC médiu (Tabulka 12). Rostliny
levandule 1¢ékaiské se vyznaCovaly pomalym ristem, z tohoto divodu byly provedeny

pouze dveé pasaze.
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Tabulka 12: Zmnozeni prytd na explantat a kofenéni (%) levandule 1ékaiské béhem

jednotlivych pasazi
' 1. paséaz 2. pasaz prumer
médium
zmnozeni  kofenéni zmnozeni kofenéni  [tydny]
1,00
MSA 1,00 100 1,00 100
15
3,90 3,90
MSB 31 ** -
*85 13
8,00 8,00
MSC 50 xx -
*100 13

* v procentech vyjadieny kalus na bazi, ** z ¢asovych diivodil nebylo

provedeno

X,
3

.....

B-MSB, C-MSC

3.2.4 Rozmaryn lékaisky (Rosmarinus officinalis)

Pro odvozeni mikropropagace u rozmarynu lékaiského (Rosmarinus officinalis) byly
pouzity vrcholové a bo¢ni pupeny vétvicek (Obr. 21). V experimentech s rozmarynem
Iékarskym (Rosmarinus officinalis) pozitivné ovlivnilo pfidani PPM do média procento
kontaminaci (Tabulka 13, 14). Z hlediska procenta kontaminaci byl vhodngjsi postup
sterilizace | oproti sterilizaci 1l (Tabulka 13, 14). Regenerace rostlin nebyla pozorovana pfi
vSech postupech odvozeni in vitro kultur. Celkem 152 explantatt nekrotizovalo, a proto

nebylo v experimentech pokrac¢ovano.
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Tabulka 13: Regenerace rostlin rozmarynu 1ékatského, postup sterilizace |

1 tyden 2 tyden
médium celkem kontamin. nekrotické kontamin. nekrotické rust
[%] [%] [%] [%] [%]
MS 40 25 0 33 30 0
MS+PPM 50 0 0 4 36 0

Tabulka 14: Regenerace rostlin rozmarynu lékaiského, postup sterilizace Il

médium  celkem  kontaminace [%] rust [%]
MS 36 39 0
MS+PPM 26 19 0

Obr. 21: Petriho misky s explantaty rozmarynu Iékatského, horni fada na MSA médiu bez
PPM, dolni fada na MSA médiu s PPM

3.2.5 Yzop lékarsky (Hyssopus officinalis)

Mikropropagace yzopu lékaiského byla sledovana na médiich MSA, MSB a MSC.
Rostliny kultivované na MSA médiu tvotily malé zmnozené vysoké pryty s velkymi listy.
Rostliny kultivované na MSB a MSC médiu bohaté¢ zmnozené pryty s velkymi listy
(Obr. 20). Nejvetsi primérné zmnozeni prytti na explantat (9,5) bylo dosazeno na MSC
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médiu (Tabulka 15). Pro mikropropagaci yzopu lékatrského bylo nejvhodnéjsi pouziti MSC

média.

Tabulka 15: ZmnozZeni pryt na explantat a kofenéni (%) yzopu lékaiského v pribéhu

kultivace

1. pasaz 2. pasaz 3. pasaz primér
médium
zmnoZeni kofenéni zmnoZeni kofenéni zmnoZeni kofenéni [tydny]

9,03
MSA 2,71 67 11,15 83 13,22 40 1
6,59 11,37 8,54

MSB 74 25 7,67 -
*19 *58 11
9,75 9,5

MSC 50 9,25 - kel -
*100 11

*V procentech vyjadieny kalus na bazi, ** z ¢asovych diivodi nebylo provedeno

Obr. 20: Rostliny yzopu 1ékarského na médiich zleva MSA, MSB a MSC
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3.3 Zakorenovani in vitro

Zakoienovani rostlin kozince blanitého (Astragalus membranaceus), levandule
Iékaiské (Lavandula angustifolia) a yzopu Iékafského (Hyssopus officinalis) bylo
testovano na ¢tyfech médiich: MS, 2 MS, MS + 0,5 mg/l IBA, 1/2MS + 0,1mg/l IBA.
Rostliny bazalky posvatné (Ocimum sanctum) kofenily na médiich pro zmnozeni pryta
(Obr. 24), a proto nebyly testovany kotfenici média. Rostliny kozince blanitého kotenily
pouze na 2 MS s obsahem 0,1 mg/l IBA (Tabulka 16). Nejvétsi procento (66,7) kofenéni u
rostlin levandule lékaiské bylo na médiich 2 MS a MS + 0,5 mg/l IBA (Tabulka 17).
Rostliny yzopu lékaiské kofenily na vSech nami zvolenych kofenicich médii (Tabulka 18).
Pro zakofenovani yzopu lékaiského bylo nejvhodnéjsi MS médium s obsahem 0,5 IBA

(Obr. 23). Rostliny na tomhle médium vytvaiely mohutné, bohaté husté a silné koteny.

Tabulka 16: Zakotenovani prytii kozince blanitého

kotenéni [%] kofenéni [%] kotenéni [%]
médium
2 tydny 4 tydny 6 tydnu
¥ MS 0 0 0
¥ MS + 0,1 IBA 16,7 16,7 33,4
MS 0 0 0
MS + 0,5 IBA 0 0 0

Tabulka 17: Zakotenovani pryti levandule 1ékaiské

kotfenéni [%0] kotfenéni [%] kofenéni [%]
médium
2 tydny 4 tydny 6 tydnu
¥ MS 33,6 66,7 66,7
¥ MS + 0,1 IBA 25,0 50,0 50,0
MS 334 33,4 33,4
MS + 0,5 IBA 16,7 66,7 66,7
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Tabulka 18: Zakotrenovani pryti yzopu lékaiského

b

kotenéni pramérna délka
médium koteny
[%] [cm]
15 MS 100 2,0 kratké, tenké
kratké,
%, MS + 0,1 IBA 100 1,2
nerozveétvené
MS 67 6,8 silné, delsi
mohutné, husté,
MS + 0,5 IBA 100 6,6 _
silné
Y 7 p
Ve "m0 e,
L ) 93

%
-
v

. '/\’ - M D

Obr. 23: Kofenéni yzopu 1ékatrského: A - 2 MS, B - % MS + 0,1 IBA,C-MS, D - MS +

0,5 IBA)

i 8cc

Obr. 24: Kofenéni rostlin bazalky posvatné na médiich pro zmnozeni pryti
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3.4 Prevod do nesterilnich podminek

Pro pievod do nesterilnich podminek byly zvoleny raselinové sadbovace (jiffy).
Rostliny byly ptfesazeny do raselinovych sadbovact a vlozeny do minipafenisté. Rostliny
byly pravideln¢ jednou tydné zalévany. Hodnoceni a dokumentace bylo provadéno jednou
za dva tydny.

Pfevod do nesterilnich podminek u rostlin bazalky posvatné (Ocimum sanctum) byl
100%. Rostliny genotypu B66 byly po pievodu do nesterilnich podminek statnéjsi, vyssiho
vzrustu oproti rostlinam genotypu BP (Obr. 25). U rostlin yzopu lékaiského (Hyssopus
officinalis) byl ptevod 100 %. Raselinové sadbovace byly vhodné pro pievod rostlin do
nesterilnich podminek (Obr. 26). Pievod do nesterilnich podminek nebyl z casovych

davodu proveden u rostlin kozince blanitého a levandule 1€karské.

Obr. 25: Rostliny bazalky posvatné v raselinovych sadbovacich (jiffy): A —
genotyp B66, B — genotyp BP
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Obr. 26: Rostliny yzopu 1ékatského v raselinovych sadbovacich (jiffy)
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4. Didakticka analyza odborného tématu

Metodu mikropropagace je mozné zaradit do tematického celku Biologie rostlin

podle ramcového vzdélavaciho programu pro zakladni Skoly i gymnazia.

4.1 Zarazeni biotechnologii do vyuky pro Ziky na zakladni Skole

Odborné téma biotechnologie rostlin se zaméfenim na metodu mikropropagace jsem
zaradila do vyuky zaka na zakladni Skole v ramci uciva fyziologie rostlin. Vyuka prob&hla
na Zakladni Skole Olomouc pro 23 zaku 7. téidy. V didaktické ptiloze (kapitola 9.3) jsou
uvedeny prezentace a pracovni listy, které byly pouzity v ramci dvou vyucovacich hodin.
Béhem vyuky byli Zaci sezndmeni se zdkladnimi fyziologickymi procesy rostlin, praci
s explantatovymi kulturami, metodou mikropropagace. Dalsi ¢ast byla vénovana 1é¢ivym
bylinam, kde si zaci ve skupinach vyzkouseli poznat zakladni zastupce ¢eledi Lamiaceae.
Pouzita forma vyuky byla hromadnd, pti determinaci rostlin byla pouzita skupinova prace
zaku.

Vyukové cile byly stanoveny, ze zak:

— charakterizuje fyziologické procesy (fotosyntéza, rozmnozovani, riist)

— popise zplsoby rozmnozovani rostlin (pohlavni, nepohlavni)

— vysvétli princip fotosyntézy

— popiSe regeneraci rostlin

— sdéli princip metody mikropropagace

— vyjmenuje faze mikropropagace

— rozlisi zakladni zastupce 1é¢ivych bylin z ¢eledi Lamiaceae
Prakticky vystup:

— vyplnéni pracovnich listl (pfiloha), determinace vzorki
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4.2 Zarazeni biotechnologii do vyuky pro studenty na stiedni Skole

Rostlinné biotechnologie byly zafazeny do vyuky na gymnaziu v ramci uciva
fyziologie rostlin. Zafazeni odborného tématu do vyuky prob&hlo na Gymnaziu a Jazykové
Skole s pravem statni jazykové zkouSky Zlin. Pro studenty byly vytvoieny prezentace
a pracovni listy, které jsou soucasti didaktické piilohy (kapitola 9.3). Vyuka zaméfena na
rostlinné biotechnologie byla odu¢ena v ramci dvou vyucovacich hodin pro 21 student
3. ro¢niku. Prezentace byla zaméfena na téma rostlinné hormony, vyuziti explantatovych
kultur, metodu mikropropagace a 1éCivé byliny z ¢eledi Lamiaceae. Studenti nejprve
ziskali zakladni informace o dané problematice z vykladu, poté nésledovalo vyplnéni
pracovnich listi. Na zavér studenti poznavali vybrané zastupce z ¢eledi Lamiaceae.

Pouzita forma vyuky byla hromadna, v druhé ¢asti vyuky pak skupinova forma.

Vyukové cile byly stanoveny, ze student:

sdéli vyhody péstovani rostlin v in vitro podminkach

- sepise funkce jednotlivych ristovych regulatort

- uspotada faze mikropropagace

- vyjmenuje slozky kultivacniho média

- definuje sekundarni metabolity

- pozna zakladni zastupce 1é¢ivych bylin z ¢eledi Lamiaceae

- ptifadi 0€inné obsahové latky k jednotlivym zastupciim
4.3 Vyhodnoceni pracovnich listi

Pro Zaky zékladnich skol byly pfipraveny dva pracovni listy s otdzkami na zakladni
fyziologické procesy, metodu mikropropagace a rostliny ¢eledi Fabaceae a Lamiaceae.
Celkem 52 % zaka dokézalo spravné odpovédét na 80 % otazek Vv pracovnim listé 1
(Tabulka 19). Pracovni list 2 byl sestaven z otazek s moznosti vybéru spravné odpovédi.
Uspé&snost feseni zakd v pracovnim listu bylo 100 % (Tabulka 19).

Pro studenty gymnazii byly pfichystany dva pracovni listy. Pracovni list 1 obsahoval
otazky na rostlinné hormony, metodu mikropropagace, sekundarni metabolity. Celkem 94
% studentti odpovédelo na alespon 90 % otdzek spravné (Tabulka 20). Pracovni list 2

vyplnilo spravné 100 % studentti (Tabulka 20).

68



Tabulka 19: Vyhodnoceni pracovnich listé pro zaky ZS

pocet studentt [%]
spravnost odpovédi [%]
pracovni list 1 pracovni list 2

100 - 90 26 100

89 - 80 26 0

79 - 60 22 0

59 -35 13 0

35-0 13 0

Tabulka 20: Vyhodnoceni pracovnich listd pro studenty SS

pocet studentt [%]
spravnost odpovédi [%] . _
pracovni list 1 pracovni list 2
100 - 90 94 100
89 - 80 0 0
79 - 60 6 0
59-35 0 0
35-0 0 0
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5. Diskuze

5.1 Povrchova sterilizace

Pro Gspésné zalozeni in vitro kultur je dilezity spravny postup sterilizace a zdroj
explantatu. V experimentech byly pouzity semena bazalky posvatné (Ocimum sanctum),
kozince blanitého (Astragalus membranaceus), levandule 1ékaiské (Lavandula
angustifolia), yzopu lékarského (Hyssopus officinalis), pryty s vzrostnymi vrcholy

a uzlabnimi pupeny rozmarynu 1ékatrského (Rosmarinus officinalis).
5.1.1 Bazalka posvatna (Ocimum sanctum)

Jamal a kol. (2016) pouzili pro sterilizaci vzrostnych vrchold a nodalnich segmentt
bazalky posvatné (Ocimum sanctum) 0,1% HgCI, po dobu 7 minut a nasledné promyvali
sterilni destilovanou vodou. Saha a kol. (2010) stanovil optimalni povrchovou sterilizaci
nodalnich segmentt Ocimum kilimandscharicum pomoci 70% etanolu po dobu 1 minuty,
nasledné 0,1% HgCl, po dobu 3-5 minut a promyti sterilni destilovanou vodou. Banu
aBari vroce 2007 pouzili pro sterilizaci vzrostnych a listovych explantati bazalky
posvatné (Ocimum sanctum) 1% Savlon s obsahem Tween — 80, poté 0,1% HgCl, po dobu
6 minut. Siddique a Anis (2007) promyvali odebrané explantaty bazalky pravé (Ocimum
basilicum) pomoci tekouci vody po dobu 30 minut. Nasledné sterilizovali 5% Teepol po
dobu 15 minut a 0,1% HgCl, Pro odstranéni sterilizaéniho agens byla pouzita sterilni
destilovand voda. Pouziti roztoku HgCl,, ktery je vysoce toxickou latkou, jsme pro
sterilizaci semen v experimentech vylou¢ili.

Dode a kol. (2003) pouzili pro sterilizaci semen 70% etanol po dobu 2 minut
a chlornan sodny po dobu 15 minut. Chlornan sodny pro povrchovou sterilizaci semen
pouzil také Koszeghi (2014). Manan a kol. (2016) povrchové sterilizovali semena a pryty
bazalky pravé (Ocimum basilicum) pomoci nejprve pomoci 70% Cloroxu (5,25% chlornan
sodny) s 0,1% Tween — 20 po dobu 6 minut, dale 40% Clorox po dobu 6 minut a 20%
Clorox po dobu 6 minut, 70% etanol po dobu 1 minuty. Nasledné byly explantaty promyty
sterilni destilovanou vodou.

V naSich experimentech bylo pouzito pro sterilizaci semen bazalky posvatné 70%
etanolu po dobu 2 minut stejné jako u Saha a kol. (2010), Dode a kol. (2003) a 2,5%
chloraminu T po dobu 15 minut. Nasledovalo tiikrat promyti pomoci sterilni destilované

vody. Po 8 tydnech byla nejvyssi klicivost semen bazalky posvatné 50 % na MS médiu
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s ptidavkem PPM. Po dobu 8 tydnd se u semenného materidlu neprojevila kontaminace,
zvoleny zpusob sterilizace pomoci 70% etanolu a 2,5% chloraminu T lze povazovat za

optimalni.
5.1.2 Kozinec blanity (Astragalus membranaceus)

Turgut — Kara a Ari (2006) provadéli povrchovou sterilizaci semen Astragalus
maximus pomoci 70% etanolu po dobu 1 minuty. Poté sterilizovali komerénim
dezinfekénim prostfedkem Domestos po dobu 15 minut. Semena nasledné dikladné tiikrat
byla promyta pomoci sterilni destilované vody po dobu 15 minut. Hasagebi a kol. (2011)
pouzili stejny postup sterilizace jako Turgut — Kara a Ari (2006) pii sterilizaci semen
Astragalus chrysochlorus. Hill a kol. (2015) sterilizovali listy a fapiky Astragalus
holmgreniorum pomoci 70% etanolu po dobu 5 minut a 0,52% chlornanu sodného se
smacedlem Tween 20. Dilaver a kol. (2017) zvolili pro sterilizaci semen Astragalus
vulnerariae 5% chlornan sodny. Explantaty byly pétkrat promyty sterilni destilovanou
vodou po dobu 3 minut. Chen a Gao (2006) sterilizovali vzrostné vrcholy Astragalus
membranaceus pomoci 0,1% HgCl, po dobu 5 minut. Luo a Jia (1998) pouzili ke
sterilizaci 0,1% HgCl, po dobu 8 minut.

V naSich experimentech byla semena kozince blanit¢ého povrchovée sterilizovana
pomoci 70% etanolu stejné jako u Turgut-Kara (2006), Hasagebi a kol. (2011) a Hill a kol.
(2015) po dobu 2 minut a 2,5% chloraminu T po dobu 15 minut a sterilni destilované vody.
U semen kozince blanitého genotypu AP byla po 8 tydnech kli¢ivost 20 % na MS médiu
s piidavkem PPM. U semen bez pfidavku PPM byla kontaminace 100 %. Pro povrchovou
sterilizaci semen kozince blanité¢ho bylo pouziti 70% etanolu po dobu 2 minut a 2,5%

chloraminu T po dobu 15 minut dostacujici v pfipadé pfidani PPM do MS média.
5.1.3 Levandule lékafska (Lavandula angustifolia)

Minh a kol (2017) pouzili pfi sterilizaci semen a prytd levandule lékaiské
(Lavandula angustifolia) 70% etanol a 5% chlornan sodny. Zuzarte a kol. (2010)
k povrchové sterilizaci vzrostnych vrcholll a nodalnich segmentti Lavandula pendulata
pouzili 70% etanol po dobu 30 sekund a 7% chlornan sodny s obsahem Tween 20. Andrys
a kol. (2017) zahajili sterilizaci pryti levandule Ilékaiské (Lavandula angustifolia)
promyvani pod tekouci vodou. Poté zvolili 70% etanol po dobu 30 sekund a 7% chlornan

sodny po dobu 20 minut. Steriliza¢ni agens bylo odstranéno a explantaty promyty pomoci
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sterilni destilované vody. Miclea a Chifor (2008) sterilizovali semena levandule 1¢katské
(Lavandula angustifolia) pomoci komeréniho dezinfek¢éniho prostiedku po dobu 10 minut
a explantaty tiikrat promyvali sterilni destilovanou vodou. Borovec a kol. (1990)
promyvali vétvicky levandule lékaiské (Lavandula angustifolia) pod tekouci vodou po
dobu 30 minut. Nasledné segmenty vétvicek proplachovali 70% etanolem a 5% chlorovym
vapnem. Machado (2014) sterilizovali vzrostné vrcholy levandule 1ékaiské (Lavandula
angustifolia) sterilizovali pomoci 70% etanol po dobu 20 sekund a dale pomoci 1%
chlornanu sodného s obsahem Tweenu 20.

Calvo a Segura (1988) uvadi vhodny postup povrchové sterilizace semen Lavandula
latifolia a Lavandula stoechas. Semena byla ponechana v 0,5% roztoku H,O, po dobu 24
hodin. Poté nasledovala sterilizace 2% chloraminem T s pfidavkem 0,1% Tween 20 po
dobu 1 hodinu. Mokhtarzadeh (2019) sterilizovali semena Lavandula stoechas pomoci 5%
chlornanu sodného po dobu 8 minut, k promyti byla pouzita sterilni destilovana voda.

Pro povrchovou sterilizaci semen levandule 1ékatské jsme zvolili 70% etanol stejné
jako Minh a kol. (2017), Zuzarte a kol. (2010), Andrys a kol. (2017), Borovec a kol. (1990)
a Machado a kol. (2014) a 2,5% chloramin. Zvoleny postup sterilizace byl pro semena
levandule 1ékatské optimalni. U semen levandule L47 mélo na omezeni kontaminace vliv i

ptidani PPM do MS média.
5.1.4 Rozmaryn lékarsky (Rosmarinus officinalis)

Kuhlmann a Rohl (2006) sterilizovali semena rozmarynu 1ékaiského (Rosmarinus
officinalis) pomoci 70% etanolu po dobu 1 minuty a 1:10 zfedénym 12 % chlornanem
sodnym po dobu 4 minut s obsahem 0,02% Tween 80. Misra a Chaturvedi (1984)
sterilizovali vzrostné vrcholy a nodalni segmenty rozmarynu lékatského (Rosmarinus
officinalis) pomoci 5% Teepolu po dobu 5 minut, 95% etanolem po dobu 2 sekund a 0,1%
HgCl, po dobu 3 — 5 minut. Explantaty promyli po dobu 30 minut sterilni destilovanou
vodou. Pistelli a kol. (2013) uvadi optimalni sterilizaci vzrostnych vrcholli rozmarynu
l1ékaiského (Rosmarinus officinalis) pomoci 70% etanolu po dobu 1 minuty a 25%
chlornanu sodného po dobu 10 minut a promyti sterilni destilovanou vodu po dobu 5
minut. Darwesh a Alayafi (2018) pouzili pfi povrchové sterilizaci semen rozmarynu
1ékatského (Rosmarinus officinalis) 70% etanol po dobu 1 minut a 15% Clorox po dobu 10

minut.
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Pro povrchovou sterilizaci prytd rozmarynu lékaiského jsme testovali dva postupy
sterilizace. Pifi sterilizaci I bylo pouzito 70% etanol po dobu 1 minuty stejné jako
u Kulhman a Rohl (2006), Pistelli a kol. (2013) a Darwesh a kol. (2013) a Darwesh a
Alayafi (2018) a2,5% chloraminu T po dobu 30 minut. Z davodu velkého poctu
nekrotickych explantati byla pfi sterilizaci II zkracena doba plisobeni 2,5% chloraminu T
na 15 minut. V obou experimentech se nepodafilo docilit prorustani explantatii. Jednim

divodem muze byt kyselina rozmarynova, ktera je obsazena v rozmarynu lékatském.
5.1.5 Yzop lékarsky (Hyssopus officinalis)

Hosseini a kol. (2016) sterilizovali semena yzopu 1ékatského (Hyssopus officinalis)
pomoci 70% ethanolu po dobu 1 minuty a 2,5% chlornan sodny. Nanova a kol. (2007)
pouzili k povrchové sterilizaci vzrostnych vrcholti yzopu 1ékatského (Hyssopus officinalis)
0,04% HgCl, s obsahem 0,1% Tweenu po dobu 90 minut. Explantaty tfikrat promyli
sterilni destilovanou vodou. Toma a kol. (2004) zvolili pro sterilizaci uzlabnich pupent
yzopu lékatského (Hyssopus officinalis) 0,1% HgCl, po dobu 12 minut. Zayova a kol.
(2018) zvolili pro sterilizaci vzrostnych vrcholti yzopu 1ékaiského (Hyssopus officinalis)
stejné jako Toma a kol. (2004) HgCl; (0,04%, 20 minut).

V nasich experimentech byla semena yzopu lékatského sterilizovana pomoci 70%
etanolu stejné jako Hossieni a kol. (2016) a nasledné 2,5% chloraminu T. Pouziti HgCl;
jsme z divodu vysoké toxicity v naSich experimentech vyloucili. Po 8 tydnech byla
u semenného materialu 60 % kli¢ivost. Pro sterilizaci semen byl uvedeny postup vhodny

stejné jako piidani PPM do MS média, neprojevily se Zddné kontaminace.
5.2 Mikropropagace

V naSich experimentech byla mikropropagace testovana u bazalky posvatné, kozince
blanitého, levandule I¢katské a yzopu I€karského na médiich MSA (MS; 0,1 mg/l BAP, 20
mg/l KA), MSB (MS ;0,5 mg/l BAP, 20 mg/l KA) a MSC (MS; 0,2 mg/l NAA, 1,0 mg/Il
BAP, 20 mg/l KA).

5.2.1 Bazalka posvatna (Ocimum basalicum)

Jamal a kol. (2016) pro mikropropagaci bazalky posvatné testovali vliv rastovych
regulatori BAP, BAP + NAA, BAP + IAA nebo BAP + 2,4 —D. Nejlepsich vysledkt
se dosahlo na MS médiu s 2,0 mg/l BAP a 0,5 mg/l NAA. V naSich experimentech byla
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kombinace ristovych regulatordi BAP a NAA testovana v médiu MSC (1,0 mg/l BAP a 0,2
mg/l NAA), které nebylo vhodné pro mikropropagaci bazalky posvatné z
davodu vitrifikace rostlin a tvorby zduielych pryta. U bazalky posvatné genotyp B66 bylo
nejvyssi zmnozeni prytu na explantat (5,57) pravé na MSC médiu. Saha a kol. (2010)
provadéli in vitro kultivaci rostlin Ocimum kilimandscharicum na médiich s ristovymi
regulatory BAP, KIN, 2iP o koncentraci 0,5 — 3 mg/l. Nejlepsi médium bylo zvoleno
médium s obsahem 1,0 mg/l BAP.

Vysledky mikropropagace u bazalky posvatné souhlasi se zavérem Singh a Segal
(1999), ze se zvysujici koncentraci BAP se snizuje zmnozeni pryti explantati. Se zvysujici
koncentraci BAP v médiu také dochazi ke zdufeni prytd, proto bylo nejvhodngjsim
meédiem pro mikropropagaci MSA médium obsahujici 0,1 mg/l BAP s primérnym
zmnoZenim 3,4 prytd na explantat. K podobnym zévérim dospéli i Banu a Bari (2007). Ve
studii uvadi pro mikropropagaci bazalky posvatné jako optimalni médium s obsahem 0,2
mg/l BAP (5,8 pryti na explantat). Saha a kol. (2010) u bazalky pravé ziskali nejvyssi
zmnozeni prytl na explantdt na MS médiu s obsahem 0,5 mg/l BAP. Stejné slozeni
odpovidd médiu MSB, které nebylo pro mikropropagaci bazalky posvatné V naSich
experimentech z divodu vitrifikace pryti vhodné. Koszeghi a kol. (2014) zkoumali vliv
rustovych regulatori BAP a mT na mikropropagaci bazalky pravé. V zavéru uvadi, ze
pfidani mT v médiu zvySuje pocet prytli na explantat a délku pryti ve srovnani s pouzitim

BAP.
5.2.2 Kozinec blanity (Astragalus membranaceus)

Turgut-Kara a Ari (2006) zkoumali vliv ristovych regulatort BAP, ZR, NAA a jejich
kombinaci na mikropropagaci Astragalus maximus. Nejvhodnéjsi bylo pouziti 0,5 mg/l ZR
se zmnoZenim 30,2 pryth na explantat za 20 dni. Hasangebi a kol. (2011) uvadi rovnéz
médium s0,5 mg/l ZR jako nejlepsi médium pro mikropropagaci Astragalus
chrysochlorus.

Dilaver a kol. (2017) sledovali vliv kombinace rstovych regulatori KIN + NAA,
BAP + NAA v riznych koncentracich na mikropropagaci Astragalus vulnerariae. Nejvétsi
procento regenerace prytu (86,67 %) se zmnozenim 4,47 pryti na explantat bylo ziskano
na MS médiu s 0,5 mg/l KIN a 0,5 g/l NAA. Dilaver a kol. (2017) uvadi, ze kombinace
rustovych regulatori BAP + NAA vykazuje horsi vysledky nez kombinace KIN + NAA.

Usp&sna regenerace prytl probéhla i pii pouziti epikotylu a média s obsahem 1mg/I BAP
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a 0,5 mg/l NAA. Hill a kol. (2015) testovali vliv kombinace 2,4 — D a BAP. Nejlepsi
vysledky byly dosazeny na médiu s obsahem 1,0 mg/l BAP bez obsahu 2,4 — D. V nasich
experimentech byla koncentrace 1 mg/l BAP pouzita v kombinaci s 0,2 mg/l NAA v MSC

médiu, které bylo nejuspéSnéjsi a nejvhodnéjsi pro mikropropagaci Astragalus

membranaceus.
5.2.3 Levandule lékaiska (Lavandula angustifolia)

Miclea a Chifor (2008) zkoumali mikropropagaci Lavandula angustifolia.
V experimentech sledovali vliv ristovych regulatort ZEA, BAP, IBA. Pro tvorbu pryti
s maximalnim zmnozenim 11,12 prytd na explantat bylo nejlepsi médium s 2 mg/l ZEA.
Calvo a Segura (1989) studovali vliv auxini IAA a NAA, cytokinint BA nebo jejich
kombinaci na mikropropagaci Lavandula latifolia. Pro iniciaci pryti bylo vhodné médium
S obsahem ristového regulatoru BA. Zuzarte a kol. (2010) uvadi, Ze pfi mikropropagaci
Lavandula pedunculata bylo maximalni zmnozeni na médiu s obsahem 0,25 mg/l BAP.

Andrys a kol. (2017) sledovali u kultivart Lavandula angustifolia rdstovych
regulatori o rizném obsahu BAP, KIN, 2iP. Pro kultivary ,FEllagance Purple*
a ,,Munstead* bylo nejlepsi MS médium s 2 mg/l BAP. Calvo a Segura (1989) ve studii o
mikropropagaci Lavandula latifolia uvadi optimalni médium s obsahem kokosového
mléka, 2 mg/l BAP a 0,01 mg/l IAA (16,2 pryti na explantat). Mokhtazadeh a kol. (2019)
také zvolili médium s obsahem rustového regulatoru BAP pro kultivaci rostlin Lavandula
stoechas. V naSich experimentech bylo pro mikropropagaci Lavandula angustifolia
nejlepsi pouziti média MSC s 1,0 mg/l BAP a 0,2 mg/l NAA. Vyssi koncentrace ristového
regulatoru BAP v kombinaci s NAA vykazovala vy$$i zmnoZeni pryti na explantat ve

srovnani s niz$i koncentraci BAP na kultiva¢nich mediich MSA a MSB.
5.2.4 Yzop lékaisky (Hyssopus officinalis)

Hosseini a kol. (2016) provadéli mikropropagaci u Hyssopus officinalis.
V experimentech testovali vliv kombinace ristovych regulatorit TDZ + IAA, BAP + [AA.
Média s obsahem rtstového regulatoru BAP bylo pro mikropropagaci Hyssopus officinalis
efektivnéjsi. Zayova a kol. (2018) stanovili nejvhodnéj$i médium pro mikropropagaci
Hyssopus officinalis s obsahnem 1,0 mg/l BAP a 0,1 mg/l IBA. Na zaklad¢ naSich
experimenti jsme vyhodnotili MSC médium s obsahem 1,0 mg/l BAP a 0,2 mg/l NAA
jako nejlepsi médium pro mikropropagaci Hyssopus officinalis. Koncetrace 1,0 mg/l BAP
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se ukazala jako optimalni stejné jako Zayova a kol. (2018). Také Hosseini (2016) hodnoti

pozitivné pridani ristového regulatoru BAP na mikropropagaci Hyssopus officinalis.
5.3 Zakorenovani

V naSich experimentech bylo in vitro zakofenovani testovano u kozince blanitého,
levandule l¢katské a yzopu 1ékaiského na médiich /2 MS médiu bez rastovych regulatort,

%2 MS médium + 01 mg/l IBA, MS médium, MS médium + 0,5 mg/l IBA.
5.3.1 Bazalka posvatna (Ocimum sanctum)

Jamal a kol. (2016) testovali kultivaéni média - MS a 2 MS s obsahem rastovych
regulatori NAA nebo IAA (0,1, 0,5, 1 a 2 mg/l) pro zakofenovani Ocimum sanctum.
Pouziti MS média vykazovalo lepsi vysledky nez 2 MS. Nejvyssi délka kofenii byla na
MS médiu s obsahem 1,0 mg/l NAA. Dode a kol. (2003) zvolili pro zakotfenovani Ocimum
basilicum %2 MS bez ristovych regulatord, pfi¢emz 90 % prytd rychle vyvinulo kofeny.
Saha a kol. (2010) zkoumali vliv MS a 2 MS obsahujici NAA (0,25 — 2,0 mg/l) nebo IBA
(0,25 — 2,0 mg/l) na kotenéni Ocimum basilicum. MS médium obsahujici auxiny
vykazovalo hor$i vysledky v kofenéni. Optimalni médium s obsahem 1 mg/l NAA
s pramérnou délkou 2,4 cm a poétem 4,6 kofenti na explantat. Singh a Segal (1999) zvolili
pro kotfenéni Ocimum sanctum MS médium bez rastovych regulatord, 92 % prytl
vytvafelo kofeny. Siddique a Anis (2007) uvadi vhodné MS médium s obsahem 1,0 uM
IBA pro zakotenovani Ocimum basalicum. Banu a Bari (2007) stanovili MS médium
s obsahem 0,1 mg/l NAA jako nejleps$i médium pro zakofenovani Ocimum sanctum (délka
kofent 3,55 cm, 5,66 kofent na pryt). V nasich experimentech kofenily rostliny Ocimum
sanctum na vSech mikropropagac¢nich médiich (MSA, MSB, MSC), a proto nebyla vyse

uvedena kofenici média u Ocimum sanctum testovana.
5.3.2. Kozinec blanity (Astragalus membranaceus)

Turgut-Kara a Ari (2006) zjistili, z2 MS médium bez ristovych regulatorii a MS
médium s obsahem NAA (0,2, 0,4, 0,8, 1, 2, 1,5 mg/l) neiniciovalo tvorbu kofent
u Astragalus maximus. Hasangebi a kol. (2010) zkoumali vliv MS média s 0,5 nebo 1,0
mg/l NAA, IBA nebo IAA na zakotenovani pryti Astragalus chrysochlorus. Po 6 tydnech
média s auxiny nepodnitila tvorbu kofent. Celkem 93 % explantatl vytvarelo kofeny na

MS médiu bez obsahu ristovych regulatorti. Uspésna tvorba kofent v intervalu 30-60 dni
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probéhla na tekutém MS médiu s 0,5 mg/l NAA. Dilaver a kol. (2017) zvolili pro
zakorenovani Astragalus vulnerariae MS médium s obsahem 0,5 mg/l IBA. V nasich

experimentech rostliny kozince blanitého kotenily pouze na 2 MS médiu s obsahem 0,1
IBA.

5.3.2 Levandule lékaiska (Lavandula angustifolia)

Zuzarte a kol. (2010) zvolili pro zakofenovani Lavandula pedunculata MS médium.
Za 30 dni celkem 73,16 % explantath vytvéaielo kofeny. MS médium bez ristovych
regulatori pro zakofefiovani Lavandula latifolia zvolili i Calvo a Segura (1989). Minh
akol. (2017) uvadi optimalni médium pro tvorbu kofenti u Lavandula angustifolia MS
médium s obsahem 0,1 mg/l IAA. Média s obsahem IBA a NAA nebyly vhodné pro
zakofenovani Lavandula angustifolia. Andrys a kol. (2017) pouzili pro zakofefiovani
média s obsahem ristového regulatoru IBA. Koncentrace 0,1 — 0,2 mg/l a 0,75 mg/l IBA
iniciovala tvorbu kofenti. Nejdelsi kofeny 1,1 — 2,5 cm byly vytvofeny na médiu s 0,2 mg/I
IBA. Mokhtazadeh a kol. (2019) pouzili pro zakotfenovani Lavandula stoechas MS
médium s 1 mg/l IBA. V nasich experimentech probéhlo kofenéni levandule nejlépe na MS
médiu s obsahem 0,5 IBA a 2 MS. Vhodnost pouziti rGstového regulatoru IBA pro
kofenéni pryti souhlasi s Andrys a kol. (2017).

5.3.3 Yzop lékarsky (Hyssopus officinalis)

Hosseini a kol. (2016) testovali MS médium s obsahem IBA o rtiznych koncentracich
(0,02, 0,5, 1,0 a 2 mol/l). Nejvétsi procento kofenéni (89,5 %) bylo ziskdno na MS médiu
s obsahem 2 mol/l IBA. Rostliny kultivované na MS médiu bez rustovych regulatord
kotenily z 20 %. Ze zavéru studie vyplyva, Ze zvysujici koncentrace podpofila tvorbu
kotfenll. Zayova a kol. (2018) sledovali vliv /2 MS s obsahem rlstovych regulatori IBA,
NAA, TAA: Nejvhodnéjsi médium zakotfenovani Hyssopus officinalis bylo 2 MS
s obsahem 0,1 mg/l IBA. Celkem 85 % rostlin vytvéfelo kofeny s primérnou délkou 1,1
cm. V experimentech jsme testovali stejné médium jako Zayova a kol. (2018) — 2 MS
sobsahem 0,1 IBA, na kterém rostliny vytvarely kratké a malo vétvené kofeny
s primérnou délkou 1,2 cm, coz se shoduje s vysledky Zayova a kol. (2018). Optimalni
medium bylo v naSich experimentech MS médium s obsahem 0,5 IBA, stejné¢ jako u
Hosseini a kol. (2016), kdy zvySujici se obsah rastového regulatoru IBA podpofil tvorbu

kofenu.
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5.4 Pievod do in vivo podminek

Pro pievod Ocimum sanctum do nesterilnich podminek pouzili Singh a Segal (1999)
smés vermikulitu a sterilni zeminy v poméru 1:1. Stejny substrat zvolili pro pfevod rostlin
Ocimum basalicum i Saha a kol. (2010). Dode a kol. (2003) tuspésné pievedli do
nesterilnich podminek rostliny Ocimum sanctum pouzitim zeminy stejné jako Banu a Bari
(2007). Jamal a kol. (2016) testovali po ptevod rostlin Ocimum sanctum smés pudy, pisku
a hnojiva vpoméru 1:1:1. Pro pievod rostlin Ocimum sanctum byly v naSich
experimentech zvoleny raselinové sadbovace (jiffy) a pfevod rostlin byl 100%.

Dilaver a kol. (2017) umistili zakofenéné rostliny Astragalus vulnerariae do
raSelinovych sadbovact. Rostliny se aklimatizovaly se 78% uspé&snosti. Hill a kol. (2015)
pouzili pro ptevod rostlin Astragalus holmgreniorum. Hasangebi a kol. (2011) zvolili
u rostlin Astragalus chrysochlorus smés zeminy s 15 % perlitu, celkem 77 % rostlin se v in
Vivo podminkach aklimatizovalo.

Calvo a Segura (1989) pouzili pro pievod rostlin Lavandula latifolia zeminu. Miclea
a Chifor (2008) testovali pro pievod rostlin Lavandula latifolia smés vermikulitu, perlitu
a pisku v poméru 2:2:1 a sm¢s raseliny a pisku 1:2. Ob¢ varianty byly pro ptevod rostlin
vhodné, vice aklimatizovanych rostlin bylo na smési vermikulitu, perlitu a pisku.
Mokhtazadeh a kol. (2019) zvolili pro pfevod Latifolia stoechas raselinové sadbovace.

Zayova a kol. (2018) zkoumali ruzné smési substratd pro efektivni ptevod rostlin
Hyssopus officinalis — zemina, pisek, perlit (2:1:1), zemina, raSelina, perlit (2:1:1), zemina,
kokosové vlakno, perlit (2:1:1). Nejvyssi procento aklimatizovanych rostlin (85 %) bylo na

smési zemina, pisek, perlit (2:1:1).
5.5 Zarazeni biotechnologii do vyuky

Zatazeni odborného tématu Mikropropagace u vybranych zastupcu ¢eledi Fabaceae
a Lamiaceae probéhlo v ramci pedagogickych praxi. Zaci a studenti byli béhem vyuky
pozorni a aktivni. Nejvice se zaklim a studentim libila prakticka ukazka lécivych bylin,
kde se naucili poznavat zastupce Celedi Lamiaceae. Vyuka byla kladné¢ hodnocena i
pedagogy, ktefi se seminaiti zacastnili. Zatazeni biolotechnologii do vyuky na zékladni
Skole 1 gymnéaziu pomohlo zvySit zajem studentli O studium biologie. Odborné téma
mikropropagace rostlin zatraktivnilo a zmodernizovalo vyuku. Zaci a studenti se dozvédgli

informace 0 vyznamu a praktickém vyuziti biotechnologii v praxi.
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6. Zaveér

Ptedkladand diplomova prace pojednavd o mikropropagaci u vybranych druhi

Fabaceae a Lamiaceae.

Pro povrchovou sterilizaci rostlinného materidlu byl zvolen nésledujici postup:
semena — 70% ethanol 2 minuty a 2,5 % chloramin T 15 minut

pryty — optimalizace postupu sterilizace byla uspésna, explantaty neprorustaly

Pro mikropropagaci bylo nejvhodnéjsi pouziti médii:

bazalka posvatna — MS médium; 0,1 BAP; 20 mg KA

kozinec blanity — MS médium; 1,0 mg/l BAP; 0,2 mg/l NAA; 20 mg/l KA
levandule l1ékaiska — MS médium; 1,0 mg/l BAP; 0,2 mg/l NAA; 20 mg/l KA

yzop lékarsky — MS médium; 1,0 mg/l BAP; 0,2 mg/l NAA; 20 mg/l KA

Doba pasaze byla odlisna u jednotlivych rodi:

bazalka posvatna, yzop lékatsky — 6 tydnil

kozinec blanity — 11 tydnt

levandule 1¢kaiska — 13 tydni

Nejvhodnéjsi médium pro tvorba kotent v in vitro bylo:

kozinec blanity — 2 MS médium; 0,1 mg/l IBA

levandule 1ékaiska — 2 MS médium; MS médium; 0,5 mg/l IBA

yzop lékaisky — MS médium; 0,5 mg/l IBA.

Raselinové sadbovace (jiffy) byly vhodné pro pievod rostlin do in vivo podminek.
Téma mikropropagace u lécivych rostlin bylo zafazeno dle Ramcového
vzdélavaciho programu do tematického celku Biologie rostlin v rdmci vyuky
pfirodopisu na zakladni Skole i vV ramci vyuky biologie na stfedni Skole béhem

pedagogické praxe. Vyuka byla kladné hodnocena pedagogy, zaky i studenty.
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9. Prilohy
9.1 Fotografické prilohy

Bazalka posvatna (Ocimum sanctum)

C — rostliny BP na médiu MSB, D, E — rostliny BP na médiu MSC

F — rostliny B66 na médiu MSA, G — rostliny B66 na médiu MSB, H, I rostliny v jiffech



Kozinec blanity (Astragalus membranaceus)

C —rostliny médiu MSA, D — rostliny na médiu MSB, E — rostliny médiu MSC,

F — rostliny na MS médiu pro zakofenovani



Levandule lékai'ska (Lavandula angustifolia)

A — prorustajici semeno, B —7 tydnli na médiu MSA, C — 13 tydnti na MSA,

D — rostliny 12 tydnii na MSB, E — rostliny 12 tydn na MSC, F — rostliny na médiu 2 MS
+ 0, 1 IBA pro zakotenovani



Rozmaryn lékarsky (Rosmarinus officinalis)
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A —vétvicka rozmarynu lékarského, B — velikost explantatu, C, D — médium MS, E — horni
fada MS, dolni fada MS + PPM



Yzop lékaisky (Hyssopus officinalis)

404 i Y
S,

Za Hsg
I/e 26, Mo 2s,

A —Kklicici semeno, B — 1. pasaZ na médium MSA, C — rostliny na médiu MSA,

D — rostliny na médiu MSB, E — rostliny na médiu MSC, F — ptevod do in vivo podminek



9.2 Didaktické prilohy

9.2.1 Zarazeni biotechnologii do vyuky pro Zaky na zékladni Skole

FOTOSYNTEZA

ROZMNOZOVANI ROSTLIN

déj, pfi kterém rostlina energii slune¢niho
zafeni k syntéze organickych latek (sacharidii)
7 jednoduchych anorganickych latek (CO,,
H,0)

vedlejsi produkt je kyslik

déj probiha v chloroplastech bunék za ucasti
fotosyntetickych barviv (chlorofyl)

* POHLAVNI ROZMNOZOVANI

-vznika novy jedinec po splynuta 2 pohlavnich
bunék (gamet)

- pomoci semen

NEPOHLAVNI ROZMNOZOVANI

- jednobunégné fasy — délenim, puenim

- mnohobunééné rostliny —z jedné buriky
(vytrusy, spory), skupiny bunék (vegetativni r.)

FAKTORY OVLIVNUJICi FOTOSYNTEZU

VEGETATIVNi ROZMNOZOVANI

svétlo — kvalita a intenzita

teplota —optimum 25 °C
obsah CO,
dostatek vody a anorganickych latek

mnoZstvi chloroplast(

mnoZstvi praduchd

stafi rostliny

jedinec vznika z vegetativni ¢asti materského
organismu

zaloZeno na velké schopnosti regenerace

rostliny vytvafi rizné dtvary rozmnoZujici
vegetativni rozmnoZovani:
- &lahouny, hlizy, oddenky

ovocné stromy se rozmnoZuji roubovanim,
ockovanim

RUST ROSTLINY

charakterizovan zvétsenim objemua hmotnosti
rostliny

rostliny rostou po cely sviij Zivot

FAZE ROSTU BUNEK:

ZARODECNA FAZE - v d&livych pletivech, vznik
novych bunék

ELONGACNI FAZE - v této fazise bufiky nedali,
zv&tEuji svlj objem

ROZLISOVACI - dochazi ke specializaci bungk

Mikropropagace u lécivych
rostlin

REGENERACE ROSTLIN

Prace s EK

proces opravy poskozenych ¢asti rostlin,
nahrazeni ztracenych &asti rostlin, organd

zprostfedkovavaji ji délivé pletiva (meristémy)

* EK

* Laboratof — pfistroje — autokldy, termostat,
lednice

* Chemikalie, laboratorni pomicky — sklo, plast

Chirurgické naradi
* Kultivaéni mistnost — svétlo 16/8 (den/noc)




Kultivacni médium

EK vyZaduji :

makro- a mikroprvky
cukry

vitaminy

antibiotika

rustové reguldtory

zpeviiujici slozka (vata,
agar)

bobovité

* 236 rodll, 6900 — 7200 druhd
* okrasné druhy, potraviny, krmivo
* Séja, bob, hrach

Vyuziti EK

Genova banka
Slechténi rostlin
GMO

Vyuziti obsahovych latek

% pavéza
P

/® Kffdla

Elunek

mikropropagace

Soubor technik in vitro

Rychlé namnoZeni rostlin

Rostliny bez patogent

Faze: zaloZeni aseptické kultury
zmnoZeni explantatu
zakoferiovani in vitro
prevod do nesterilnich podminek

hluchavkovité

* Dvoupyskd koruna

» Ctyrhranny stonek




levandule

* Parfémy
* Nespavost
* Poranéni

* Repelent proti
hmyzu
* Uklidriujici ucinky

materidous

ka

tymol

PouZiva se pri
otravé jidlem
Tlumi kiece v
zazivacim ustroji
Dezinfek¢ni
plsobeni

UZiva se pfi kasli

bazalka

* Obsahuje karoten,
askorbovou kyselinu

* Olej — pifjemna viné

* Plsobi proti bakteriim,
bolesti

* Uklidfiuje nervovou
soustavu
* Pomaha pfi zanétu pradusek

mata

* Mentol

» Zaludegni potize

* Pomdaha pfi
nevolnosti pfi
cestovani

* Bolest hlavy

* Odpuzuje hmyz

* Provensdlské kofeni

* Kloktani, koupele,
inhalace — chfipka,
kasel, ryma

* Pomaha pri
zaZzivacich obtizich

medunka

» (Citrénova viné

* Snizuje krevni tlak

e Léci opary

* Repelent, hmyzi
bodnuti

* Ovliviiuje nervovou
¢innost

* Kosmetika, saldty

rozmaryn

* kyselina rozmarynovd

+ karnosol, karnosolova
kyselina

* Protizanétlivé uginky

* Pomaha pfi
bakteridlnich i virowych
onemocnéni

* Olej - koupele

* 30— 60 cm vysoka
rostlina

* Pomaha pfi kasli,
bolesti krku,
nachlazeni

Léci zanét
pradusek, astma

Olej - likéry




kozinec

2000 — 3000 druhd,
V tradi¢ni ¢inské mediciné —

cukrovka, vysoky krevni tlak,
leukémie

Prisady do c¢aje a kavy




Biologie rostlin — pracovni list €. 1

. Vysvétli zakladni fyziologické procesy (fotosyntéza, rozmnozovani, rast)

Charakterizuj princip fotosyntézy, jeji vyznam a faktory ovliviiyjici intenzitu
fotosyntézy



Mikropropagace u lé¢ivych rostlin — pracovni list €. 2

2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
. VétSina rostlin péstovanych in vitro neni plné schopna
a) fotosyntézy E
b) kofenéni
C) rastu D
. Pfi praci s explantaty se pouziva
a) sterilni chirurgické nafadi X
b) nesterilni chirurgické naradi @)
c) ziletka I
. Nejcast¢jsi zpevnujici slozkou média je
a) vata S
b) agar
C) zelatina A
Pro zaloZeni aseptické kultury je nutné rostlinny material
a) povrchové sterilizovat L
b) rozdrtit U
c) spalit T
Z jakého poctu okvétnich listka se sklada kvét bobovitych
a) 5 A
b) 4 I
c) 3 E
. Pfi otravé jidlem se pouziva
a) matefidouska N
b) yzop
c) kozinec E




7. Mentol je obsazen v
a) tymianu
b) maté

c) bazalce

8. Jako ptisada do kavy a ¢aje pouziva
a) levandule
b) bazalka
c) kozinec

9. Do parfémt se hojné pouziva
a) levandule
b) yzop
C) tymian

Tajenka: EXPLANTAT

<



Fotodokumentace vyuky pro Zaky na zakladni Skole

Kultivaéni médium

- EKwydadujl:
makro-a mikroprvky ‘
cukry |
vitaminy
antibiotika
rlistové regulatory

|

aeviujicislozka (vata,

SRR |

A — poznavani zastupcu ¢eledi Lamiaceae

B — seminai k mikropropagaci rostlin



9.2.2 Zarazeni biotechnologii pro studenty na stfedni Skole

Mikropropagace u léCivych rostlin

Rustové regulatory

» KLASICKE:

- AUXINY

- CYTOKININY

- GIBERELINY

- KYSELINA ABSCISOVA
- ETYLEN

Prace s EK

Auxiny

¢ EK
* Laboratof — pfistroje —autoklav, termostat, lednice

Chemikalie, laboratorni pomiicky —sklo, plast

Chirurgické naradi
Kultivaéni mistnost— svétlo 16/8 (den/noc)

Syntéza: ve vzrostnych vrcholech mladych
listech

Rlst a tvorba kofent

Déleni kambialnich bunék

Tvorba semen
IAA, IBA, NAA

Gibereliny

Syntéza: v mladych listech, kli¢icich semenech,
kofenech

Rlst stonku

Kliceni semen

Stimulace ristu
.« GA,

Kultivacni médium

Cytokininy

* EKvyZaduji:

makro-a mikroprvky

cukry

vitaminy

antibiotika

rastové regulatory
zpeviiujici sloZka (vata, agar)

* Syntéza: v kofenovych Spickach, kofenech,
mladych listech

* Tvorba pupend

* Zrychleni bunééného cyklu

* Stimulace fotosyntézy

« KIN, BAP, TDZ




Kyselina abscisova

Zalozeni aseptické kultury

Syntéza: ve starnoucich listech

Antagonista cytokininQ

Zpomaluje rast

Podporuje opad list(, plodd
Brzdi kliceni

» Steriliza¢ni roztoky (NaClO, EtOH, HgCl,)

Vyuziti EK

ZmnozZeni explantatu

¢ Genovd banka

+ Slechténi rostlin

* GMO

VyuZiti obsahovych latek

Rostliny bez virovych onemocnéni

* Namnozeni poctu pryta vlivem rdstovych
regultort

Mikropropagace

rostlinného materialu

+ Nejcastéjsijsou metody:

- organogeneze
- adventivni embryonie

Zakorenovani in vitro

* Soubor technik in vitro s cilem namnoZeni

- kultury vzrostnych vrchold
- kultury stonkovych fizkG

* Vytvoreni kofenového systému

Faze mikropropagace

Prevod do nesterilnich podminek

* zaloZeni aseptické kultury
* zmnoieni explantatu
* zakofefiovani in vitro

» prevod do nesterilnich podminek

* Aklimatizace
* SniZeni vzdusné vlhkosti
* Nejcastéji raselina, perlit




Vyhody mikropropagace

medunka lékarska

Geneticky stabilni

Rychlé namnoZeni rostlin

Minimalni naroky na prostor

Svétovy pramysl: 350 miliond rostlin/rok

Plvod ve Stfredozemi
Sbér: listy, nat
Ucinné latky:

4% trislovin
organické kyseliny
hof¢in, vitamin C

Sekundarni metabolity

medunka lékarska

= Latky nedéastnici se procesu ristu, vyvoje &
rozmnoZovani daného organismu
+  Alkaloidy, slykosidy, silice, tiisloviny, hof¢iny

*  Funkee:
- adaptace rostlin k vnéjéimu prostredi
- prekondvani stresovych podminek
- ochrannd

Vyznam:
- v |ékafstvi, potravinadfstvi, kosmetologii

Lécivé ucinky:
uklidnéni nervové soustavy
poruchy traveni

Uprava €innosti srdce

Elicitace

mata peprna

+ Zdokonaleni, zvyieni produkce sekundarnich
metabolitd u rostlin
* Na potédtku obranné reakce je specificky
metabolit (elicitor)
*  Elicitor
- je uvolnén pri pocatetni interakci
buriky s patogenem
- polysacharidy, specifické enzymy,
peptidy

Sbér: vrcholky naté
Ucinné latky:

1-2 % silice(menthol, menthon), flavonoidy
trisloviny, hofciny

hluchavka bila

mata peprna

Cela Evropa, Asie, S Amerika
Sbér: vrcholky naté, korunni listky
Ucinné latky: saponiny
Lécivé ucinky:
uvolriovani hlent
dychaci obtize
protizanétlivé
mocopudné ucinky

Lécivé ucinky:

mirnéni bolesti (menthol)

protizanétlivé ucinky (Caje, kloktadla, inhalagni
smési)

podpora vylutovani Zluce




salvéj lékarska

matefidouska tzkolista

* Plvod ze Stredomoii
* Sbér:

- listy, vrcholky rostlin
Ucinné latky:

- tujony, salviol, cineol

- t¥isloviny, flavonoidy

oxyterpenové kyseliny

* NiZiny aZ subalpinské pasmo

* Sbér: nezdfevnatélé &asti naté

» Uginné latky:

- tymol, karvakrol -> dezinfekénf Gcinky
- hortiny, trisloviny .

- flavonoidy, fytoncidy

Salvéj lekarska

matefidouska tzkolista

Lécivé ucinky:
- plsobi protizanétlivé, baktericidné

mocopudné, dezinfekEni Gcinky

ovliviiuje travici soustavu

ve vétsich davkach jedovatd

* Lécivé ucinky:
- protivirové, protibakteridlni, protiplisfiové
- kloktadlo — zanét krku, ustni dutiny
- travici poruchy, nervové vycerpdni,
precitlivélost [

levandule lékarska

rozmaryn lékafsky

Plvodem ze Stfedomofi az Indie

Silice v trichomech kalichu
Uginné latky:
linalylacetat, tfisloviny

Sar an B

hoftiny

linalol

Stfedozemi

Uginné latky:
borneol, cineol

tiisloviny, hofciny, saponiny

- rozmarynova kyselina

karnosol

levandule lékarska

rozmaryn lékarsky

Lécivé ucinky:

nespavost, srde¢ni potize
- nervozita, zavraté
- travici potize

- odpuzovani hmyzu

Lécivé ucinky:

ovl. vylucovani ZaludeCnich $tav, Zluci i modi
- tisi bolest

- 2vysuje prokrveni

L

3

- povzbuzuje nervovou ginnost




yzop lékarsky

zbéhovec plazivy

Pavod Stiedni Asie, Sttedomofi
Sbér:

nat

Ucinné latky:
pinocamphen

¢ Subatlansky druh
+ U¢inné latky:

- t¥isloviny, hof¢iny, min. latk
- organické kyseliny

* Lécivé ucinky:

- zanéty dychacich cest
- kadel a nachlazeni

yzop lékarsky

Lécivé ucinky:
protizanétlivé Gcinky
pomaha pfi kadli, bolesti krku, nachlazeni

[6¢i astma, zanét pridusek

ZDROIJE

bazalka prava

Plvodem z jizni Asie
Sbér:

Nat

Ucinné latky:
metylchalvikol, lilanol
trisloviny, saponiny

flavonoidy

bazalka prava

Lécivé ucinky:

chronicky zanét pradusek
PotiZe traviciho Ustroji
Spatné se hojici rany




Biologie rostlin — pracovni list €. 1

. Uved vyhody pé&stovani rostlin in vitro.

. Vytvor dvojice (riistovy regulator a jeho funkce).

1. AUXIN A) TVORBA PUPENU
2. CYTOKININ B) RUST A TVORBA KORENU
3. KYSELINA ABSCISOVA C) RUST STONKU
4. GIBERELINY D) OPAD LISTU
1. ..
2. ...
3. ...
4. ...

. Usporadej faze mikropropagace.

PREVOD DO NESTERILNICH PODMINEK
ZALOZENI ASEPTICKE KULTURY
ZMNOZENI EXPLANTATU
ZAKORENOVANTI IN VITRO



6. KaZzda rostlinna buiika obsahuje genetickou informaci pro vytvofeni celé rostliny.

Jak se tato vlastnost nazyva?

RESENT:
2.
1.B,2.A,3.D,4.C



Mikropropagace u lé¢ivych rostlin — pracovni list €. 2

1. 2. 3. 4. 5. 6.

10. Salviol je obsazen
d) maté T
e) salvgj M
f) hluchavka

11. Hmyzi parazity odpuzuje

d) matetfidouska A

e) bazalka R

f) levandule E
12. Tymol je u¢inna latka obsazena v

d) matetidousce D

€) rozmarynu N

f) yzopu @)
13. Pro prokrveni koncetin se pouziva

d) bazalka S

e) rozmaryn |

f) zbé&hovec T
14. Sterilizace kultiva¢nich médii probihé v

d) autoklavu U

e) termostatu \

f) laminarnim boxu K
15. Pii ptevodu do nesterilnich podminek je tieba in vitro rostliny

d) aklimatizovat M

e) sterilizovat A

f) segmentovat E

Tajenka: MEDIUM



Fotodokumentace vyuky pro studenty na stiedni Skole

A — poznavani rostlin ¢eledi Lamiaceae

B — seminat k explantatovym kulturdm



