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Abstrakt

Lipie sladka (Lippia dulcis Trev., SporySovité) je vytrvala bylina s plazivym
stonkem pochazejici ze Stfedni Ameriky. Je zndma nejen svymi lé¢ivymi u€inky pii
problémech s dychaci ¢i travici soustavou, ale také svou sladkou chuti, kterou
zpusobuje terpen hernandulcin, diky kterému jsou listy Lipie 1000x sladsi nez cukr.
Generativné se rostlina rozmnozuje pomoci semen a vegetativné fizky.

Hlavnim cilem této prace bylo sledovani vlivu cytokininli kinetinu (KIN)
a 6-benzylaminopurinu (BAP) s ptidavkem auxinu indolyl-3-octovou kyselinou (IAA)
na rust a regeneraci rostlin z nodalnich segmentt Lippia dulcis Trev. vin vitro
podminkach.

Nodalni segmenty byly kultivovany na 6-ti variantach MS média s ptidavkem
rastovych regulatort v koncentracich 0,5; 0,75 a 1,0 mg/l pro BAP a KIN s kombinaci
0,5 mg/l IAA a jedna varianta ¢ist¢ého MS média jako kontrolni. Kultivace probihala po
dobu 35 dni (doba subkultivace) a kazdych 7 dni bylo provadéno méfeni. Hodnotily se
nasledujici parametry: regenerace, pocet vyhonii, délka vyhonii, pocet nodd, pocet a
délka kofentl.

Vysledky méteni ukazuji, ze kombinace rustovych reguldtorti auxin + cytokinin
nemaji pozitivni vliv na rast a regeneraci Lippia dulcis Trev. v in vitro podminkach.
K nejlepsi regeneraci (100%), rastu (pfi pramérné délce vyhont 3,05 + 1,42) a
nejvy$§imu poctu noveé vytvofenych noda (5,79+2,4) dochazelo u explantata
kultivovanych na ¢istém MS médiu bez piidavka rastovych regulatora. Mezi variantou
s ¢istym MS médiem a variantami s piidavkem rustovych regulator jsou statisticky

vyznamné rozdily, avSak bez ptiznivého vlivu na vyvoj nodalnich segment.

Klic¢ova slova: Lippia dulcis Trev., mikropropagace, nodalni segmenty, rustové
regulatory.



Abstract

Lippia dulcis Trev. (Verbenacea) is a perennial herb with a creeping stem from
Central America. It is known for its healing properties for problems with the respiratory
or digestive system, but also its sweet taste, which causes terpene hernandulcin because
of which the leaves of Lippia dulcis Trev. are 1,000 times sweeter than sugar.
Generatively, the plant reproduces by seeds and vegetatively by cuttings.

The main objective of this study was to investigate the influence of cytokinins
kinetin (KIN) and 6-benzylaminopurine (BAP) with the addition of auxin indole-3-
acetic acid (IAA) on the growth and regeneration of plants from nodal segments Lippia
dulcis Trev. in vitro conditions.

Nodal segments were cultured on 6-variants of MS medium supplemented with
growth regulators at concentrations of 0.5; 0.75 and 1.0 mg / | BAP and KIN with
combination 0.5 mg / | IAA and one variant of pure MS medium as a control. Nodal
explants were cultured for 35 days (the time of subculturing) and measured every 7
days. The following parameters were evaluated: regeneration, number of shoots, length
of shoots, number of nodes, number and length of roots.

The measurement results show that a combination of growth regulators auxin-
cytokinin have no positive influence on the growth and regeneration Lippia dulcis Trev.
in vitro conditions. The best regeneration (100%), growth (on an average length of the
shoots 3.05 = 1.42) and the highest number of newly created points (5.79 + 2.4)
occurred at the explants cultured on a clean MS medium without addition of growth
regulators. Among the variant with pure MS and media variants with the addition of
growth regulators are statistically significat defferences, but without a favorable

influence on the development of nodal explants.

Keywords: Lippia dulcis, micropropagation, nodal segments, plant growth regulator
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1. Uvod

Lipie sladka (Lippia dulcis Trev.) je trvalka pochazejici ze Stfedni Ameriky
(Small, 2006) znama nejen svou sladkou chuti, ale pfedevsim svymi lé¢ivymi G¢inky pti
problémech s dychacim ¢i tradvicim traktem. Sladkou chut zptsobuje latka
hernandulcin. Patii do skupiny terpenti, pfesnéji mezi seskviterpeny a je 1000x sladsi
nez cukr (Pascual et al., 2001). Lipie sladka se fadi do celedi sporySovitych
(Verbenaceae), do rodu Lippia a je znama také pod jmény Aztécky cukr, Honey Herb,
Tzopelic xihuitl, Aloisie sladka nebo Yerba dulcis.

Rostlinu poprvé popsal Spanélsky lékat Francisco Hernandez, ktery byl poslan
vroce 1570 Spanélskym kralem, Filipem II., aby prozkoumal lé¢ivé rostliny Noveho
Spanélska. V roce 1651 vysla jeho prace, ve které popsal a ilustroval mimotadné
sladkou rostlinu pod jménem Tzonpelic xihuitl. Avsak jeji vyuziti je znamé jiz z doby
Aztékt (Compadre, 1986).

Do rodu Lippia patii pfiblizné dalSich 200 druhti rostlin. MiZeme je nalézt
v oblastech Jizni a Stfedni Ameriky, v Zapadni Africe i v Australii (Murin, 1993;
Pauscual et al., 2001). Jejich hlavni vyuziti je v oblastech tradi¢ni mediciny, pii 1é¢bé
dychacich, travicich problémech, pti popaleninach, ale vyuzivaji se i1 jako kuchynské
bylinky (Pascual et al., 2001; Small, 2006).

Lipie sladka se mnozi generativné pomoci semen (Adams, 2014) a také
vegetativné, napriiklad fizky nebo hiiSenim. V predlozené bakalatské praci se vyuziva
metody vegetativniho mnozeni explantatovych kultur ve sterilnich podminkach
tzv. mikropropagace (Kovac, 1995) a sleduje se vliv rastovych regulatori — auxint
a cytokininti na regeneraci nodalnich segmenta Lippia dulcis Trev.. Mikropropagace je
béznd a G€innd metoda mnoZeni léCivych rostlin, pfi niz mizeme rist rostlin velice

dobte ovliviiovat a ziskat vysoky pocet jedincti.



2. Literarni reSerze

2.1. Taxonomie

Taxonomické zatazeni druhu Lippia dulcis Trev.:
Rige: rostliny (Plantae)
Oddélent: krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: vys§si dvoudélozné (Magnoliopsida)
Rad: hluchavkotvaré (Lamiales)

Celed”: sporysovité (Verbenaceae)

Rod: lipia (Lippia)

Druh: lipie sladka (Lippia dulcis Trev.)

(Global Biodiversity Information Facility, 2013)

2.1.1. Celed’ Verbenaceae

Verbenaceae, Cesky sporysovité, je Celed’ zahrnujici byliny, dfeviny i liany.
Jsou rozsifeny hlavné v oblastech tropli a subtropii. Maji vstiicné nebo prieslenité listy
a jejich kvéty vytvareji hroznovita kvétenstvi (Novak & Skalicky, 2012). Do celedi
patii 32 rodd a 480 druhti, nejvétsi zastoupeni ma rod Lippia, ktery zahrnuje 88 druhu,

Z toho 68 endemickych. Nejvice druht patficich do této cCeledi se vyskytuje na tzemi

Brazilie (Salimena, 2015).

2.1.2. Rod Lippia

Roku 1753 jako prvni popsal rod Lippia Carl Linné s jednim druhem Lippia
americana z Mexika. V roce 1805 byl rod Lippia zatazen do ¢eledi SporySovitych
(Verbenaceae) francouzskym ptirodovédcem Jean Henri Jaume Saint-Hilaire. Pozdéji
byl rod Lippia zafazen do kmene Lantanaceae (Murin, 1993). Rod je pojmenovan po
italském botanikovi a pfirodovédci Augustinovi Lippi, ktery byl ve véku 23 let
zavrazdén v Ethiopii roku 1701.

Klasifikaci toho rodu se zabyvalo mnoho védct, hlavné kviili znakovym
podobnostem rostlin mezi jednotlivymi rody fadici se do kmene Lantanaceae.
Nejvyznamnéj§im védcem, ktery se zabyval touto problematikou je americky botanik
Harold Norman Moldenke (Pascual et al., 2001).

Rod Lippia zahrnuje piiblizn¢ 200 druhd bylin, keit ale i n€které druhy stromu.

Rozsiteny jsou zejména v Jizni a Stfedni Americe, v Zapadni Africe i v Australii



(Murin, 1993; Gupta et al., 2001; Pauscual et al., 2001). Jsou znamy pro své 1éCivé
ucinky a nejvyznamnéj$i vyuziti maji proti chorobam dychaciho a traviciho traktu. Byly
zaznamenany i jejich antimalarické, cytostatické a antimikrobialni Gi¢inky. Ptikladem je
inhibice aktivit Escherichia coli ¢i Staphylococcus aureus.

Mnoho druhii z rodu Lippia bylo zkoumano pomoci chromatografickych technik
za UCelem bliz§iho popisu jednotlivych slozek esencialnich oleji, které tyto rostliny
obsahuji. Bylo zjisténo, Ze ve vysoké frekvenci obsahuji hlavné terpeny: limonen,
cymen, kafr, thymol a linalool.

Nejcastéji jsou vyuzivany nadzemni Casti rostlin, listy a kvéty, ze kterych se
ptipravuji odvary a vytazky, které se podavaji peroralné (Pascual et al., 2001).

Nejznaméjsi rostlinou tohoto rodu je Lippia alba (Mill.) N.E.Brown (Pascual
et al.,2001) nebo také Aloisie bila (Small, 2006) (viz Obrazek 1), ktera se vyskytuje na
Florid¢, v Texasu, Stfedni a Jizni Americe. Vyuziva se na 1écbu kasle, bronchitidy,
chiipky, astmatu, bolesti Zaludku, zazivacich potizich ¢i syfilisu. V Guatemale je
vyuzivana i na léeni viedi, popalenin a ran. V Brazilii jako sedativum (Pascual et al.,
2001). Je cenéna i jako kofeni pii vafeni ¢i vyrobu ¢aje. Jedna se o pomalu rostouci kef,
ktery $patné snasi mrazivé podminky. Cerstvé listy maji citronové aroma.

Mezi dalsi znamé rostliny rodu Lippia patfi také Aloisie vonna (Lippia
graveolens H.B.K., viz obrazek 2), bile kvetouci kef, dorustajici az do vysky 2,5 metru.
Nejcastéji se vyskytuje v aridnich oblastech Severni a Stfedni Ameriky. Je vyuzivana
pii vafeni jako kofeni, jelikoz siln¢ voni po dobromysli, proto se ji fika mexické
oregano. Také se zni vaii Caje a vyuzivaji se jeji silice v potravinaiském
a farmaceutickém pramyslu (Small, 2006).

Z Lippia origanoides H.B.K. (viz Obrazek 3) se ve Venezuele vyuziva odvar ke
stimulaci chuté k jidlu.

Lippia geminata H.B.K. (viz Obrazek 4) pomaha pii 1é€bé kapavky a syfilisu,
také se z ni déla ¢aj, ktery ma protikiecové t¢inky (Pascual et al., 2001).

Vyuziti a vyznam Lippia dulcis Trev., je popsan v kapitole 2.3.3Tradi¢ni vyuziti.



Obrazek 1 Lippia alba (Mill.) N.E.Brown

Autor: Marcelo Guerra Santos, 2015

Obrazek 2 Lippia origanodes H.B.K

Autor: Marla Ignez Calhau, 2013



Obrazek 3 Lippia graveolens H.B.K
Autor: Carlos Velazco, 2006

Obrazek 4 Lippia geminata H.B.K.

Autor: Khaled Saifullah Taronga, 2015



2.2 MnoZeni a péstovani rodu Lippia

Lippia graveolens H.B.K.se mnozi generativné pomoci semen, ale také
vegetativné tizky z bazélnich a uzlovych ¢asti mékkého dreva, které se odebiraji na jaie
¢i na zacatku Iéta a mohou se nechat zakofenit ve vlhkém pisku (Small, 2006). Lippia
dulcis Trev. se mnozi generativné pomoci semen (Adams et al., 2014).

Pro péstovani ve venkovnich podminkach je nejlepsi dobfe propustnd ptida,
piiméfené uzivna. V misté pivodniho vyskytu, v. Mexiku, jsou vétSinou suché pisCité
pudy, na kterych rostliny rodu Lippia, napfiklad Aloisie vonna (Lippia graveolens
H.B.K.), rostou. V oblastech mirného pasma jsou nejcastéji pé€stovany v kvétinacich,
jako pokojové rostliny nebo ve sklenicich. Na pfezimovani se musi pfesouvat dovnitt na
svétlé misto. Prilis mnoho vod a bohata piida, ale zptisobuji riist vétsich listti a vyhonkd,

na tkor vun¢ a chuti (Small, 2006).



2.3 Lippia dulcis Trev.

2.3.1 Botanicky a morfologicky popis

Lippia dulcis Trev. je vytrvala bylina, S plazivym nebo poléhavym stonkem.
Baze ¢astecné dievnati. V mladi jsou stonky chlupaté a pozdéji olysaji (Grulich, 2015).
Listy vyrustaji ve vstficném postaveni (Compadre, 1986). Maji vejCity nebo kopinaty
tvar. Jsou 1,5 -7 cm dlouhé a 1-4 cm Siroké. Listy jsou v hornich % vroubkované, na
vrcholu $picaté a na bazi nahle zazené. Na rubu jsou husté pyfité a na lici maji
jednoduché chlupy (Grulich, 2015). Listy i kvéty jsou siln¢ aromatizované (Compadre,
1986).

Tvofi klasovitd nebo stroboulovita kvétenstvi, kterd vyrustaji jednotlivé v pazdi
listd na 2-5 cm dlouhych stopkach. Kvétenstvi jsou vétSinou 0,4-1 cm dlouha, za plodu
se prodluzuji. Listeny jsou 3-4 mm dlouhé a jsou vejcité az kopinaté (Grulich, 2015).

Kvéty jsou bilé a drobné (Compadre,1986). Vétsinou 4- Cetné kvéty. Kalich je
piiblizné¢ 1 mm dlouhy s hustymi kratickymi chlupy. Koruna je fepicovita s trubkou asi
3 mm dlouhou a nestejnymi cipy. Kvéty maji 4 tyCinky, blizna je dvoulalo¢na. Plodem

lipie jsou dvé drobné tvrdky (Grulich, 2015) (viz Obrazek 5).

Obrazek 5 Lippia dulcis Trev.

Autor: JindfiSka Vancurova, 2015



2.3.2 Pivod a rozSireni

Lipie sladka se pfirozené vyskytuje Severni Americe na tzemi Mexika, dale se
s ni mizeme setkat i ve Stiedni a Jizni Americe na Kubé, Portoriku, ale také v Belize,
Kostarice, Guatemale, Hondurasu, Panam¢, Venezuele a Kolumbii (GBIF Secretariat,
2016) a Dominikanské republice (Compadre et al., 1986) (viz Obrazek 6).

Roste v nadmoiskych vyskach do 1800 m, ve vlhkych houstinach, na okraji lest,

v~

pobliz ek a rybnik. Vyskytuje se i na pasekach a loukach (Souto-Bachiller, 1997).
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Obrazek 6 Rozsiteni Lippia dulcis Trev.

Zdroj: www.mapasveta.info

2.3.3 Tradi¢ni vyuZziti
Lipie sladkd zacala byt vyuZivdana na léCbu kaSle jiz v dob& Aztécké fiSe.
Postupem c¢asu si nasla vyuziti i v mnoha dalSich oblastech nejen pfi lécbé respira¢nich

onemocnéni jako je chiipka, bronchitid ¢i astma, ale i pfi onemocnénich traviciho



traktu, pii bolesti zaludku, prijmech anebo uplavici. V Guatemale se vyuziva jako
mocopudnd bylina. Na Kub¢ zni vyrab&ji cigaretovy papir. Dale jsou znamy jeji
Americe se uziva k 1é¢b¢ ¢erného kasle. V Mexiku k vyvolani potratd.

Vyuziva se také, jako prirodni sladilo ¢aje a jinych napojt, pridava se i do salatii

nebo se zvyka jako koteny 1ékotice (Small, 2006).

2.3.4 Chemické sloZeni

Nejvétsi zastoupeni maji ve slozeni esencidlnich oleju Lippia dulcis Trev.
terpeny, mono- a seskviterpeny (Compadre et al., 1986). Z monoterpenti je to limonen,
kafr, kamfen, terpinolen, lippiol, a-pinen. Z seskviterpenti a-copaene,  — karyofylen,
d-kadinen, (+) — hernandulcin, (+)- 4B- hernandulcin, (-)-epihernandulcin.

Nejvyznamnéjsi latkou je hernandulcin (viz Obrazek 7), intenzivné sladka latka,
diky které jsou listy Lippia dulcis Trev. 1000x sladsi nez cukr (Pascual et al., 2001).
Biosyntéza hernandulcinu zatim neni zcela objasnéna. Jako prvni krok biochemického
procesu je syntéza (+) —epi- a-bisabolol z farnesyl difosfatu. Pfedpoklada se, ze (+) —
epi-a-bisabolol je dale katalyzovan a tim vznika unikatni seskviterpen hernandulcin,
ktery je nejen sladky, ale také se pii laboratorni experimentech prokazalo, Ze nema

zadné karcinogenni a muta¢ni ucinky (Attia et al., 2012).

HsC

CHs

o g CH CH3

Obrazek 7 Hernandulcin
Zdroj: en.chembase.cn

Lippia dulcis Trev. obsahuje také kamfor, ktery ma antipiruetické, antiseptické
a analgetické ucinky, bohuzel je to ale také latka toxicka (Zuccardini, 2009). Proto se

nedoporucuje jeji nadmérné uzivani a to zejména v téhotenstvi. Kamfor pronika skrz



placentu a ma velice negativni az smrtelny vliv na plod, proto se diive Lippia dulcis
Trev. vyuzivala k vyvolani potratti (Small, 2006).

Obsah kamforu a hernandulcinu v rostlinach se méni podle mista ptivodu. Bylo
zjisténo, ze rostliny ze semen pochazejicich z Panamy obsahovaly 0,02 % kamforu
a 14,5 % hernandulcinu, naproti tomu rostliny z Portorika neobsahovaly zadny kamfor
a jen 0,154 % hernadulcinu.

Dale Lippia dulcis Trev. obsahuje i1 derivaty kyseliny kavové, naptiklad
verbascosid a acteosid, ale také alkaloidy.

Slozeni rostlin Lippia dulcis Trev. se méni na zakladé podminek, které pisobi
na daném stanovisti vyskytu. Rostliny sesbirané na tzemi Mexika obsahuji vysoké
mnozstvi monoterpenoidit (55,51 %), vys$s§i mnozstvi monoterpenti (30, 78 %), ale
naopak nizké mnozstvi seskviteprenll (6 %) a hernandulcinu (0,5 %). Naopak rostliny
nashromazdéné v Portoriku obsahuji velké mnoZzstvi hernandulcinu (58 %),
seskviterpenoidi (16,59 %) seskviterpend (4,93 %) a nizké hodnoty monoterpenoidi
(7,52 %) a monoterpenu (0,62 %). Tim se lisi i jejich vyuziti. Z oblasti Mexika se
rostliny vyuzivaji pii stimulaci krve v panevni oblasti, pfi menstruacnich problémech, ¢i
na vyvolani potratu. Rostliny ptirozené se vyskytujici v Portoriku se vyuzivaji na kasel,

bronchitida a zadrZzovani moc¢i (Souto-Bachiller, 1997).
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2.3.5 In vitro mnoZeni Lippia dulcis Trev.

Jednou zmetod vyuzivanych pifi experimentech na rostlinaich je
mikropropagace, vegetativni zptisob mnozeni v in vitro podminkach. Pouzije se mala
cast rostliny a odvodi se zni velky pocet malych jedincti. Rostliny se péstuji ve
sterilnim prosttedi a ziviny ziskavaji z media. Media mohou mit rizna slozeni a da se
tak velice ptesn€ ovlivnit rist rostliny (Pavlova, 1992).

In vitro mnozeni IéCivych rostlin je velice vyznamné pro ziskani
mikropropagacnich protokolti, v nichz jsou ucelené informace o slozeni media a 0
okolnich podminkach, jako je naptiklad mnoZstvi svétla i teplota, které dané rostliné
vyhovuji a napomahaji k plné regeneraci. A také pomohou poslouzit jinym
experimenttim. Rust rostliny v in vitro podminkach mize se velice piesné ovlivnit, coz
pomahd naptiklad v ziskani vétstho mnozstvi poZadované latky, kterou rostlina
obsahuje (Ortiza da Silva B. et al., 2013; Boaduo et al., 2014; Chen et al., 2015).

Rostliny Lippia dulcis Trev. obsahuji hernandulcin (viz 2.2.4), latku s velice
sladkou chuti bez kalorické hodnoty. Diky tomu se Lippia dulcis Trev. stava velice
zajimavou pro potravinarské i farmaceutické vyuziti (South-Bachiller, 1997).

Mezi prvnimi, kdo se zabyval kultivaci rostliny Lippia dulcis Trev. v in vitro
podminkach byla Martina Sauerwein v roce 1991. Vychozim materidlem byly rostliny
péstované v kvétinacich, nasledné byly sterilizovany 70% etanolem a dezinfikovany 5%
chloridem sodnym. V experimentu bylo pouzito Murashige-Skoog medium (MS, 1962)
se ptidavkem 2 % sachar6zy a 3% sachardzy a 2 MS médium, dale bylo pouzito B5
medium podle Gamborg et al. (1968) se 2 % sacharozy a WP medium podle Lloyd
& McCown (1980) se 2 % sacharozy. Nodalni segmenty rostlin byly kultivovany po
dobu 4-6 tydni, nasledné¢ byly zvazeny a porovnany mnozstvi obsazeného
hernandulcinu. Bylo zjisténo, Zze produkce hernadulcinu je niz8i u rostlin péstovanych
na tekutych médiich nez u rostlych péstovanych na pevnych médiich, a nejvice
v mediich se 2 % sachardzy po uplynuti 10 dnl. Vyssi produkce hernandulcinu mezi 3
a 7mg/g byla také u B5 media a poloviéniho MS media, oproti 1,5 mg/g u WP media
(Sauerwein et al., 1991).

11



3. Cil prace

Hlavnim cilem této prace bylo sledovani vlivu cytokininti kinetinu (KIN)
a 6-benzylaminopurinu (BAP) s ptidavkem auxinu indolyl-3-octovou kyselinou (1IAA)
na rust a regeneraci rostlin z nodalnich segment Lippia dulcis Trev. vin vitro
podminkach.

Cile byly stanoveny na zakladé hypotézy, ze cytokininy stimuluji déleni bunék,
tvorbu axilarnich prytt (Kovac, 1995) a maji pozitivni vliv na proliferaci bunék kalusu
a auxiny indukuji tvorbu Kofenu, iniciaci vrcholovych meristémi stonku a tvorbu kalusu

(Pavlova, 1992).
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4.Material a metodika

4.1. Rostlinny material

Pro experiment byla pouzita druhu Lippia dulcis Trev. kultivaru Colada, ktera
byla ziskana od soukromého pé&stitele Radima Slavicka.

U péstitele byla rostlina mnoZena vegetativné pomoci hiizeni, kdy se dlouhy

Slahoun ptihrne do zemé a zhruba po mésici se od rostliny odsttihne, anebo fizkovanim.

4.2. Metodika

4.2.1 Odvozeni aseptické kultury

Pro experiment bylo potfeba namnozit rostlinny material. Mateiska rostlina
Lippia dulcis Trev. byla nejprve roziezana na jednonodalni stonkové segmenty
o velikosti 1 cm (viz Obrazek 8), jde tedy o produkci rostlin z axilarnich pupent. Dale
byly odstranény casti listi v misté nad fapiky, aby nebylo poskozeno pazdi listdi, odkud
se predpoklada rist novych vyhonki.

Jelikoz je nutné ziskat sterilni rostlinny materialni, prosly nodalni segmenty
sterilizaci pomoci desinfekcnich prostfedki, tak aby se zni¢ili plisné a bakterie, ale
nedoslo k poniceni rostlinného pletiva.

Nejprve byl rostlinny material dikladn¢ omyt pod tekouci vodou, poté v 70%
etanolu po dobu jedné minuty. Nasledné byly explantaty oplachnuty destilovanou vodou
a vlozeny do kadinky sroztokem nafedéného Sava (komeréni nazev prostiedku)
a dvéma kapkami detergentu Tweenu. Uginnou latkou Sava je chlornan sodny (NaClO)
a pouzité Savo obsahovalo 4,7 % NaClO. Ke sterilizaci se pouziva 1% NaClO, proto se
muselo Savo nafedit v poméru 1:4 s destilovanou vodou. Protoze se efekt dezinfekce
zvySuje michanim, byly explantaty v dezinfek¢nim roztoku vlozeny na 20 minut do
tiepacky na 140 otacek. Poté byly explantaty v kadince pieneseny do flowboxu, kde
byly jiz ve sterilnich podminkach proplachnuty tiikrat destilovanou vodou, aby doslo
K tplnému odstranéni dezinfekéniho prostfedku. Nasledné byly polozeny do Petriho
misky na filtra¢ni papir a ofezaly se poskozené konce explantatii. Tomu to procesu se

také fika odvozeni aseptické kultury.
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Obrazek 8 Prevod nodalni segmentu rostliny Lippia dulcis Trev. na MS médium
Zdroj: vlastni zpracovani autora, 2016
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4.2.2 MnozZeni nodalnich segmentii

Na mnozeni rostlinného materialu bylo pouzito Murashige-Skoogovo (MS,
1962) médium, které jsme vytvoftili v laboratofi.

Médium se skladd z makroelementli, z nichz je hlavni dusik, fosfor, draslik,
a molybden (Kovac, 1995).

Koncentrace latek byla namichana na 1 litr MS media ze zasobnich roztokl A,
B, C, D, E a V. Roztok A obsahuje hlavné dusik, draslik, vapnik, fosfor a chlor. Roztok
B siru, bor a mangan. Roztok C obsahuje draslik, jod, molybden a sodik. Roztok D
méd’, siru a kobalt. Roztok E obsahuje hlavné zelezo a sodik a posledni vitaminovy
roztok V obsahuje glycin, thiamin, pyridoxin a kyselinu nikotinovou. Roztoky byly
pfedem pfipraveny v laboratofi a béhem experimentu se odmétovaly pomoci odmérnych
valci. Roztoku A se pouzilo 100ml a ostatnich roztoki se pfidalo po 10 ml

Vyznamnym zdrojem uhliku a energie je v médiu sachar6za. Na 1 litr MS
média se navazuje 30 g sachardzy. Dale se navazuje 100 mg sacharidu Myo-inositolu
a 8 g agaru. Agar je ztuzujici latka, ktera tuhne pti 45°C (Kovac, 1995). Proto se musi
nejdiive rozmichat v destilované vod¢ a nechat rozehiat. Sacharoza a Myo-inositol byly
rovnou ptidany do kadinky s odmétenymi roztoky.

Findlni MS medium musi mit hodnotu pH 5,7, proto byla smés roztokti meéfena
na pH metru a hodnota pH se v piipadé potieby snizovala kyselinou askorbovou nebo
zvySovala hydroxidem draselnym (KOH) na pozadovanou hodnotu. V posledni fazi
byla kadinka s roztoky a navazkou sachar6zy a Myo-inositolu pielita do odmérného
valce s obsahem 11. Pfidal se rozehtaty agar rozmichany v destilované vodé a doplnila
se destilovanad voda po rysku. Vse bylo promichdno, aby bylo médium rovnomérné
koncentrované.

Pro tento pokus bylo médium stejnomérné rozlito do zkumavek a sterilizovano
Vv autoklavu pfi teploté 121°C, tlaku 100 kPa, po dobu 20 minut.

Sterilni explantaty byly vloZeny do vysterilizovanych zkumavek na Zivné MS
médium. Tento proces se nazyva pasazovani, probihd ve sterilnich podminkéch ve flow-
boxu. Do kazdé zkumavky byl vlozen jeden nodalni explantat o velikosti 1,5 cm,

zkumavky byly zavickovany a vrchni cast byla ptekryta parafilmem, pro zvySeni
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ochrany pfed kontaminaci. Takto uzaviené zkumavky byly oznaceny popisky a
umistény do kultiva¢ni mistnosti Vv prostorach laboratofte.

Pasazovani se opakuje, dokud neni namnozeno dostate¢né mnozstvi rostlinného
materialu pro zalozeni vlastniho pokusu.

Nodalni explantaty byly po pfepasdzovani umistény do kultivacni mistnosti
Vv laboratofi. V kultiva¢ni mistnosti je svitivost 3000 Ix, fotoperioda s 16 hodinami dne
a 8 hodinami noci, pii teploté 25°C ve dne a 20°C v noci.

Vsechny zkumavky byly béhem kultivace pravideln¢ kontrolovany. Jejich
zdravotni stav a hlavné jestli nedoslo ke kontaminaci (viz Obrazek 9). Riziko
kontaminace bylo snizeno ptekrytim hornich ¢asti zkumavek f6lii Parafilmem a béhem
jakékoli manipulace se zkumavky, piipadné jejich umisténi, dezinfikovalo 70%

etanolem. V ptipadé kontaminace byly napadené zkumavky vytazeny a zklikvidovany.

v faf » . ' .
sv Vo s : .
. .
- o’ o W ¥ v |

Obrazek 9 Ukazka kontaminace

Zdroj: vlastni zpracovani autora, 2015
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4.2.3 Vytvoreni pokusnych variant

Po namnozeni dostate¢éného mnozstvi rostlinného materialu, jsme vytvoftili MS
média s pridanymi rustovymi reguldtory pro sledovani jejich vlivu na regeneraci
rostliny, jakozto hlavniho cile bakalaiské prace.

Bylo vytvofeno 6 variant MS média S odliSnym mnozstvim RR a kontrolni
varianta explantatd na ¢istém MS médiu pro lepsi porovnani vysledka (viz Tabulka 1).
Ristové regulatory byly do MS média pfidavany pfed pfidanim agaru, pfesnym

vypoctenim odpovidajici koncentrace a odméfenim pomoci pipet.

Tabulka 1 Varianty kultiva¢nich médii

Varianta  Kultiva¢ni Rustové regulatory Sacharéza Agar Myo-inositol pH
médium v médiu (mg/1) (gfl) (9/1) (mgll)

(oznaceni) KIN BAP IAA

1 MS - - - 30,0 8,0 100,0 57
2 (B1) - 05 05 30,0 8,0 100,0 57
3 (o) 0,5 - 0,5 30,0 8,0 100,0 57
4 (B2) - 0,75 05 30,0 8,0 100,0 57
5 (o) 0,75 - 0,5 30,0 8,0 100,0 57
6 (Ba) - 1,00 0,5 30,0 8,0 100,0 57
7 (03) 1,00 - 0,5 30,0 8,0 100,0 57

Pro kazdou variantu experimentu bylo pouzito 25 nodalnich segmentu o
velikosti 1 cm. Pievod rostlinnych explantitu probihal opét ve flow-boxu
napasdzovanim. Zkumavky byly piekryty Parafilmem, oznaceny popisky a kazda
zkumavka byla o¢islovana, aby se spravn¢ zaznamenavalo pozdé¢jsi méfeni.

Varianty byly rozliSeny popisky na zkumavkéach pomoci fimskych pismen a a 3
s ¢islem 1 pro koncentraci 0,5 mg/l , 2 pro 0,75 mg/l a 3 pro koncentraci 1,00 mg/I
cytokininti Kinetinu a 6-benzylaminopurinu. Vsechny varianty obsahovaly 0,5 mg/I

auxin indolyl-3-octovou kyselinu.

4.2.6 Hodnoceni vysledku
Vytvofené varianty sristovymi regulatory byly kultivovany v kultivaéni

mistnosti. Kazda varianta byla kultivovana po dobu 6 tydnli. Béhem této doby byla
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pravidelné jednou tydné provadéna méfeni. Hodnotily se parametry jako je regenerace,
vyska rostliny, pocet vyhont a jejich délka, pocet nodu, vétveni, tvorba kalusu, hnédnuti
listd, pocet kofent a jejich délka.

Ziskané vysledky byly zpracovany v programu Excel a ve statistickém softwaru
IBM SPSS Statistics verze 22 a byly pouzity k vytvofeni tabulky se statistickym

vyhodnocenim variant a dale pro vytvofeni tabulky koeficientu mikropropagace.
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5. Vvsledky a diskuze

5.1 Odvozeni aseptické kultury a namnoZeni rostlinného materialu

Odvozeni aseptické kultury bylo uspésné. Z mateiské rostliny bylo pouzito 25
nodalnich segmentt a proces sterilizace a pasazovani Gspésné piezilo 22 z nich (88 %),
coz bylo dostate¢né mnozstvi pro dal$i namnozeni.

Po 5-ti mésicich bylo namnozené dostatecné mnozstvi rostlinného materialu pro
zahajeni vlastniho experimentu. Jako optimalni postup pfi sterilizaci, vyuziti nodalnich
segmentdl a Murashige-Skoogovo média k mnozeni rostlin tohoto rodu se shoduji

i studie Ahmed at al. (2005), Peixoto et al. (2006) a EI-Harwary et al. (2012).

5.2. Vliv rustovych regulatoru
Ziskané vysledky z méfeni experimentu této bakalaiské prace jsou shrnuty
v Tabulce 2 a 3, v Grafu 1-4 a také je ptiloZzena fotodokumentace s ukazkou vysledkii.

Tabulka 2 obsahuje primérné hodnoty a odchylky zpracované z méteni.

Regenerace: Procento regenerace (viz Tabulka 2) rostlin z nodalnich segmentt
se pohybovalo v rozmezi 57,6 — 100 %. Nejvyssiho procenta dosahovala varianta
(57,6%) bylo u varianty s piidavkem 0,5 mg/l KIN+0,5 mg/l IAA. Regenerace u variant
s pridavkem rustovych regulatorii znacné klesala v pribéhem experimentu, takze na
konci kultivace (po 35 dnech) se vétSina rostlin jiz neregenerovala, coz je dobte vidét na
obrazcich 10-12. K pomérné¢ nizké regeneraci po piridani rastovych regulator BAP,
NAA, IAA a KIN u druhu Phyla nodiflora L. z rodu Lippia dospéla i studie Ahmed et
al. (2005), kdy dochazelo k primérné regeneraci okolo 56 %.

Tvorba kalusu: Béhem experimentu byla u variant s pfidanymi rustovymi
regulatory vypozorovana tvorba kalusu (viz Tabulka 3). Hlavné u koncentraci 0,5 mg/1
KIN-+0,5 mg/l IAA (viz obrazek 10). Gupta et al. (2001) a EI-Hawary et al. (2012) téze
vypozorovali tvorbu kalusu pfi pfidani kombinace auxini a cytokininti do média pti

kultivaci druhu Lippia citriodora Kunth a Lippia alba rostlin z rodu Lippia.

Pocet vyhonii: Z hlediska poctu vytvofenych vyhoni je dle tabulky 2 patrné, Ze

se prumérny pocet vyhoni pohyboval v rozmezi 1-2 vyhony. Primérné jeden vyhon
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tvofily varianty s pfidavkem rustovych hormont v koncentraci 0,5 mg/l BAP +0,5 mg/I
IAA a s media s pridavkem 1,0 mg/1 KIN + 0,5 mg/l IAA. Dva vyhony tvofily pievazné
varianty s ¢istym MS médiem a s koncentraci 0,75 mg/l BAP + 0,5 mg/l IAA. Mezi
variantou s ¢istym MS médiem a variantami 0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l IAA a 1,0 mg/I
KIN + 0,5 mg/l IAA jsou statisticky rozdily. Vzhledem k nizkym hodnotam u téchto
variant s RR je jasné, ze pfidavek RR nema na pocet vyhoni pozitivni vliv. Primérna
tvorba dvou vyhont u druhu Phyla nodiflora L z rodu Lippia je potvrzena i ve studii
Ahmed et al. (2005).

Délka vyhonii: Z obrazka 10-12, z grafu 1 i ze tabulky 2 je jasné, ze k vytvoteni
pramérné nejdelsich vyhont (3,05 £ 1,42) dochdzelo u varianty s Cistym MS médiem,
mezi touto variantou a variantami s ptidavkem RR jsou statisticky vyznamné rozdily.
IAA, 0,75 mg/l BAP +0,5 mg/l IAA a 0,75 mg/l KIN + 0,5 mg/l IAA. Studie Urrea
et al. (2009) dospéla k podobnému vysledku u experimentu na Lippia dulcis Trev., kdy
dochazelo pfi kultivaci na médiu s piidavkem 1,0 mg/l BAP k vyvoji axilarnich pupent,
ale vyrazn¢ se snizovala délka vyhont, kdezto explantaty kultivované na Cistém MS
médiu dosahovaly 2,5-3,4 cm. Naproti tomu ve studii Peixoto et al. (2006) dochazelo
pii experimentu na druhu Lippia follifolia Mart. and Schauer Ex Schauer z rodu Lippia
k vytvofeni nejdelSich vyhonti v in vitro podminkach na kultiva¢nim médiu s pfidavkem

0,02 mg/l auxinu NAA.

Pocet nodii: Z grafu 2 je vidét, Zze v prubéhu méfeni u varianty s Cistym MS
médiem bez ptfidavku RR pocet primérné vytvorenych nodti rovnomérné rostl az na
nejvyssi hodnotu z celého méteni 5,79 + 2,4 nodd na piivodni explantat. Podle tabulky 2
je jasné, Ze mezi variantou s ¢istym MS médiem a médii s RR jsou statistické rozdily,
ale ani u jedné varianty nedochazelo k lepsim dosazenym vysledkiim na pocet praimérné
0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l IAA. Pocet primérné vytvofenych nodl je vyznamnym
parametrem pro dal$i vypocet koeficientu mikropropagace. Studie Urrea et al. (2009)
dospéla pii mikropropagaci Lippia dulcis Trev. k nejvy$§imu poctu vytvotenych nodd

(4,5) u varianty s kultivaénim médiem s ptidavkem 1mg/l1 BAP.
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Pocet kofenii: Ve statistické tabulce 2 je vidét, ze primérny pocet vytvofenych
kotenli se u jednotlivych variant zna¢né liSil. Od nejvyssich hodnot 7,35 + 3,1
1,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l IAA. Dle statistiky jsou mezi nejlépe vychazejicimi variantami
(varianta s ¢istym MS médiem, varianta s ptidavkem 0,5 mg/l KIN + 0,5 mg/l 1AA)
a zbylymi variantami statistické rozdily, coz naznacuje, Ze pridavky rustovych
regulatord, zvlasté ve vysSich koncentracich nemaji pfiznivy vliv na pocet primérné
vytvotenych kofenl. Z grafu 3 je patrné, Ze u variant s piidavky RR nedochazelo
k velkym zménam v prubéhu kultivace. K rovnomérnému zvySovani poctu kofenti
Vv pribéhu experimentu dochdzelo optimalné u varianty s Cistym MS médiem. K nejlepsi
tvorbé kofenli na Cist¢ém MS médiu oproti kultivaci na MS s pfidavkem rastovych
regulator dospéla i studie Gupta et al. (2001) pii mikropropagaci Lippia alba. Kdy na
¢istém médiu dochézelo k vytvofeni koteni ze 100 % a na kultivacnich médiich

s ptidavkem 0,5 mg/l NAA pouze z 10 %.

Délka koient: Z hlediska primérné délky kotfenl se hodnoty pohybovaly od
nejvyssiho Cisla 2,76 £ 1,35 opét u varianty s Cistym MS médiem po velice nizké Cislo
0,02 + 0,58 u varianty s piidavkem 1,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l1 IAA. Z tabulky 2 je patrné,
7ze mezi jednotlivymi variantami jsou statisticky vyznamné rozdily, avSak Zadna
z variant s ptidavkem RR nedosahuje lepSich vysledkt, neZ varianta s ¢istym MS
médiem. Z grafu 4 je vidét, Zze u variant s piidavkem 6-benzylaminopurinu (BAP) se
délka kotenit v pribéhu experimentu témeéf neménila. Kdezto u varianty s ¢istym MS
médiem byl rist kofen rovnomérny. Ve studii Peixeto et al. (2006) o mikropropagaci
Lippia follifolia Mart. and Schauer Ex Schauer oproti tomu dochazelo k vytvofeni
nejdelsich kofent (2,404 cm) v in vitro podminkach pii kultivaci rostlin na médiu

s ptidavkem 0,04 mg/l NAA.

Koeficient mikropropagace: Uginnost mikropropagace je hodnocena
koeficientem mikropropagace, nebo také mnozitelskym koeficientem, ktery nam
ukazuje kolik Ize vytvofit novych rostlin (v pifipadé tohoto experimentu novée
vytvotfenych nodll) z explantat za ¢asové obdobi. Vysledky této prace jsou zobrazeny
v tabulce 3. Koeficient mikropropagace se po 30-ti dnech (doba subkultivace) pohybuje
od 1:1,72 do 1:4,64 (to znamena 1,72 a 4,64 nov¢ vytvotfenych nodl na jeden plivodni

nodalni explantat). Teoreticky pocet vytvofenych novych rostlin se pohyboval

21



v rozmezi 670 az 99 590 007 rostlin. | v tomto pfipad¢ si nejlépe vedla varianta s ¢istym
MS médiem bez ptidanych ristovych regulatori, u které bylo dosazeno nejvyssich
vytvorenych rostlin bylo u varianty s ptidavkem 0,75 mg/l KIN+0,5 mg/l IAA. Vypocet
je ale pouze teoreticky, nejsou do néj zahrnuty faktory kultiva¢nich podminek, které na

explantaty puisobi, jako je naptiklad kontaminace.
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Tabulka 2 Vliv rustovych hormonti na rust nodalnich explantata Lippia dulcis Trev. v in vitro podminkach (Kruskal-wallistv test,

p< 0,05)

Kultivaéni KIN BAP IAA Regenerace  Primérny Primérna Primérny Primérny Primérna

médium  (mg/l)  (mg/l)  (mg/l) (%) pocet vyhoni  délka vyhonii  polet nodi  pocet kofenit délka kofeni
(cm) (cm)

MS - - - 100 1,95 +0,35° 305+142° 579+24"  735+3,1*  276+1,35
0,5 - 0,5 57,6 1,57 +0,53° 2,36 +2,06° 343+199° 471+373% 2,51 +226

0,75 - 0,5 60,32 1,67 + 2,08 0,3+0,26"  1,67+208" 1,33+1,52* 0.23+04"

1,0 - 0,5 91,68 085+091°  081+087° 09+094°  1,0+£2,19° 023+0,31%

- 0,5 0,5 66,4 0,8 + 0,96" 0,11+0,15® 0,8+09°  1,6+3,08°  0,12+0,2™

- 0,75 05 64,8 1,87 +0,34%  0,53+0,14° 131+1,66° 331+£244® 1,51 +1,76°

- 1,0 0,5 83,4 1,57 +051*°  0,71+0,96™  1,64+0,5° 0,14+036" 0,02 +0,58"

Zdroj: Vlastni zpracovani autora, 2016
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Tabulka 3 Uginnost mikropropagace v zavislosti na , koeficientu mikropropagace* organovych kultur Lippia dulcis Trev.
zZ slozenych z nodélnich segment, kultivovanych s ptidavky rastovych hormont

Kultiva¢ni KIN BAP IAA Tvorba Doba Koeficient Pocet Teoreticky pocet
médium (mg/l) (mg/l)  (mg/l) kalusu subkultivace mikropropagace (k) subkultivaci ziskanych rostlin

(ve dnech) za rokK (p) za rok

MS - - - - 30 1:4,64 12 99 590 007
0,5 - 0,5 + 30 1:2,53 12 68 778
0,75 - 0,5 + 30 1:1,72 12 670

1,0 - 0,5 + 30 1:2,13 12 8721

- 0,5 0,5 - 30 1:1,94 12 2 842

- 0,75 0,5 + 30 1:1,82 12 1321

- 1,0 0,5 + 30 1:1,79 12 1082

Zdroj: Vlastni zpracovani autora, 2016

24



N
w

N

Délka vyhon( (cm)
=
wn

[E=N

7 14 21
Dny

=—KIN 0,5 +I1AA 0,5
== KINO,75 +1AA 0,5
=#=KIN 1,0 + IAA 0,5
=0=BAP 0,5 +1AA 0,5
=& BAP 0,75 +AA 0,5
==BAP 1,0 + IAA 0,5
==1/1 MS

Graf 1 Vliv auxinu a cytokininti na primérnou délku vyhont u Lippia dulcis Trev. po

35 dnech kultivace

Zdroj: Vlastni zpracovani autora, 2016

—

i _

(=]
°
<}
f=
-
>8 /
o 3
a

2 .

1 .

0 ¢

7 14 21 35
Dny

=0=—KIN 0,5 +1AA 0,5
== KIN 0,75 +IAA 0,5
=#=KIN 1,0 + IAA 0,5
== BAP 0,5 +1AA 0,5
=4 BAP 0,75 +IAAQ,5
==&=BAP 1,0 + IAA 0,5
==1/1 MS

Graf 2 Vliv auxinu a cytokininti na pocet nodt u Lippia dulcis Trev. po 35 dnech

kultivace

Zdroj: Vlastni zpracovani autora, 2016

25




7 //'
. 4
;‘% 4 ///;/’\o
§ /
N/
N/4 :
0 S — < K
7 14 21 28 35
Dny

==KIN 0,5 +I1AA 0,5
== KIN 0,75 +1AA 0,5
=#=KIN 1,0 + IAA 0,5
=0O— BAP 0,5 +1AA 0,5
=4~ BAP 0,75 + IAAQ,5
==i=BAP 1,0 + IAA 0,5
==1/1 MS

Graf 3 Vliv auxinu a cytokininti na poc¢et kofent u Lippia dulcis Trev. po 35 dnech

kultivace

Zdroj: Vlastni zpracovani autora, 2016

2,5

fenl (cm)
N

1,5

Délka ko

0,5

14

21 28 35
Dny

==KIN 0,5 +1AA 0,5
== KIN 0,75 +1AA 0,5
=#=KIN 1,0 + IAA 0,5
=O— BAP 0,5 +1AA 0,5
=4 BAP 0,75 +IAAQ,5
==BAP 1,0 + IAA 0,5
=f=1/1 MS

Graf 4 Vliv auxinu a cytokinind na primérnou délku kotenti u Lippia dulcis Trev. po

35 dnech kultivace

Zdroj: Vlastni zpracovani autora, 2016

26




Ar -_-:b

Obrazek 10 Fotodokumetace z experimentu mi‘kropopagace Lippia dulcis Trev., regenerace z nodalnich explantati kultivovanych na MS

médiu s pridavky 0,5 mg/l KIN+ 0,5 mg/l IAA; 0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l TAA a ¢istém MS jako kontrolni varianta po 30-ti dnech kultivace

Zdroj: Vlastni zpracovani autora, 2015
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G
Obrazek 11 Fotodokumetace z experimentu mikropropagace Lippia dulcis Trev., regenerace z nodalnich explantatd kultivovanych na MS
médiu s ptidavky 0,75 mg/l KIN+ 0,5 mg/l IAA; 0,75 mg/l BAP + 0,5 mg/l IAA a ¢istém MS jako kontrolni varianta po 30-ti dnech

kultivace

Zdroj: Vlastni zpracovani autora, 2015
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Obrazek 12 Fotodokumetace z experimentu mikropropagace Lippia dulcis Trev., regenerace z nodalnich explantatt kultivovanych na MS
médiu s pridavky 1,0 mg/l KIN+ 0,5 mg/l 1AA; 1,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l TAA a Cistém MS jako kontrolni varianta po 30-ti dnech kultivace

Zdroje: Vlastni zpracovani autora, 2016
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7.Zavér

PiedloZena bakalaiska prace se zabyvala mikropropagaci Lipie sladké (Lippia
dulcis Trev.), kde bylo hlavnim cilem sledovat vliv auxind a cytokininl na regeneraci
a rust rostlin z nodalnich segmentt ve sterilnich in vitro podminkach.

Dle ziskanych vysledkt bylo zjisténo, ze kultivaéni médium s kombinaci auxinu
a cytokininii nema pfiznivy vliv na regeneraci a rist explantati Lipie sladké a jako
optimalni se ukazala varianta s kultivaénim MS médiem bez piidanych ristovych
regulatori (kinetin, 6-benzylaminopurin, kyselina indoly-3-octova).

Dale by bylo vhodné zkoumat vliv rustovych regulatoru oddélené, ne

v kombinaci (cytokinin+ auxin).
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Priloha 1 Vykvetla rostlina Lippia dulcis v in vitro podminkach kultivana na MS médiu
s pfidavkem 6- benzylaminopurinu

Zdroj: Vlastni zpracovani autora, 2015
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Priloha 2 SloZeni kultivaéniho MS media

Zasobni roztoky do 1 litru destilované Navazka na 1 litr Medium pH 5,7 na
H,0 zasobniho roztoku 1 litr odméfit
NH;NO; 16,5 g
KNOs 19¢
CaCl, 3,39
MgSO, . 7H,0 3,79 100 ml
KH,PO, 179
H3BO; 620 mg
MnSQO;, . 4H,0 2234 (1699)
(H20)
ZnS0, . 4H,0 10 ml
(7H,0) 560 mg (1,06 g)
Kl 83 mg
Na;MoO, . 4H,0 25 mg 10 ml
CuSO, . 5H,0 2,5mg
CoCl; . 6H,0 2,5mg 10 ml
Na,EDTA 3,72 mg
FeSO, . 7TH,0 2,78 mg 10 ml
kyselina nikotinova 50 mg
pyridoxin (B6) 50 mg
thiamin (B1) 10 mg
lycin
(amir?oiyselina) 200 mg tom

Piima navézka do média: Myoinositol 100 mg

Sachar6za 30 g

Agar 8 ¢

Zdroj: Murashige & Skoog, 1962
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Piiloha 3 Vylisovana rostlina Lippia dulcis Trev. kultivaru Colada kultivovana na

¢istém MS médiu

Zdroje: Vlastni zpracovani autora, 2016
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