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1 Uvod

Taxonomie z feckého taxis = uspofadani a nomos = zakon. Je systém klasifikace
v metodologii védy, ktery vymyslel §védsky biolog a 1ékait Carl Linnaeus (1707 - 1778).
Tento je povazovan za zakladatele moderni taxonomie, jeho knihy ptedstavuji pocatek
moderni botanické a zoologické nomenklatury. Vypracoval pravidla pro pfidélovani jmen
rostlin a zvifat, jako prvni pouzival binomické ndzvoslovi (1758). Je pfedstavitelem
hierarchie rozd¢leni na tfidu, fad, ¢eled, rod a druh. Hlavnim tGspéchem v jeho dobé byla

identifikace rostlin a zvitat podle proveditelného klice (Cain, 2014).

U rodu Origanum L. je taxonomie pomérné komplikovana a dodnes neni tplné
jasnd. Za uplynulych 150 let bylo ptfidélenych vice nez 300 védeckych nazvi mén€ nez 70

uznavanym druhtim, poddruhtim, varietam a hybridim (Peter, 2004).

K identifikaci taxontl 1ze krom¢ morfologickych znakt vyuzit i laboratorni metody.

Nize budou popsany dvé z nich.

Prvni metoda stanovuje obsah silice v jednotlivych vzorcich pomoci GC-MC
(Gas Chromatography Mass Spectrography), coz je v piekladu plynova chromatografie

s hmotnostni spektrometrii. Po vyhodnoceni je mozné porovnat pfibuznost téchto vzorkd.

Tato analytickda metoda propojuje vlastnosti plynové chromatografie a hmotnostni

spektrometrie a pouziva se na identifikaci slozitych latek (Klouda, 2003; Sommer, 2000).

Druha metoda vyuziva nejnovéj$i molekularni metodu, pomoci které lze urcit

rodokmen, rodicovské analyzy, genetickou rozmanitost a mnoho dalsiho.

Metoda AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) prosla dlouhou cestou
vyvoje a technickych pokrokii od svého zvetejnéni v roce 1995 (Vos, et al., 1995), K jeji
dnes$ni podobé& vyuzivané pifi generovani a analyze vychozich dat. AFLP se stala vhodnou
metodou pro urceni rostlin, zvifat, hub a bakterii, ktera se vyuziva v oblastech genetiky,
evoluce a ekologie. Touto metodou ovéfujeme pravost oznaceni taxoni (Bensch,
Akesson, 2005).



2 Cil prace

Cilem diplomové prace byl popis sortimentu rodu Origanum L. (dobromysl)
kultivovaného na experimentalnich plochach ZF MENDELU a vyhodnoceni z hlediska
morfologie, fenologickych fazi a obsahovych latek.

Ovéfeni pravosti ozna¢enych taxonti se hodnotilo na odebranych vzorcich metodou

AFLP. Z odebranych vzorka nati dobromysli se stanovilo mnozstvi silice metodou CG-
MC.

Vysledky hodnoceni bylo nutné odevzdat vroce 2014 a sestavit seznam

identifikovanych taxont pro potieby zaloZeni kolekce dokladovych rostlin.



3 Literarni ¢ast

3.1 Charakteristika rodu Origanum L.

Rod Origanum L. z ¢eledi Lamiaceae (hluchavkovité) zahrnuje vice nez 40 druhi a
odrid. Z toho 20 druht se nachazi ve Stiedomoii a na Blizkém vychodé. Rod je rozsiten
pfedev§im v mirném pasmu a subtropech Euroasie, v celém Stiedomoii az po Indii.
Vyskytuje se témér po celé Evropé, Malé Asii, Sibifi a Himalaji. V oblasti mezi Tureckem
a Iranem neni zcela jasné, zda jeho vyskyt je zde pivodni nebo druhotny. Origanum L. je
povazovano ze 70 % za endemicky druh, tedy druh s rozSifenim v urc€itém omezeném
tizemi, napiiklad hora nebo ostrov. ZavleCeny je také do Severni Ameriky a Ciny

(letswaart, 1980).

Zastupci tohoto rodu se pouzivaji v potravinafstvi jako kofeninové a aromatické
rostliny, které maji pozitivni U¢inky na lidské zdravi. Pro tuto vlastnost je tento rod

vyuzivan ve farmacii a 1é¢itelstvi (Meyers, 2005).

Rod Origanum L. zahrnuje jak vytrvalé byliny, tak polokefe s ptimymi lodyhami,
obvykle chlupatymi a pokrytymi pfisedlymi silicnymi zlazkami. Listy jsou celokrajné,
nebo jen mélce po okraji vroubkované. Kvétenstvi tvoii chocholik shlukujici se do
kratkych vrcholovych lichoklasti nebo hlavek. Kvéty jsou oboupohlavné nebo jen samici
na oddélenych rostlinach. Kalich je zvonkovité trubkovity, obvykle tfinactizilny, v usti
s vyraznym prstencem Stétinatych chlupi. Koruna je mirné dvoupyska s hornim pyskem
rovnym. Ty¢inky jsou &tyfi, lysé s témét kulovitymi prasniky. Bliznova ramena jsou mirné

nestejné dlouha. Tvrdky jsou obvejcité, hladké (letswaart, 1980).

Roste na vyslunnych stranich, ve svétlych lesich, kfovinach i na vyhfatych mytinach,
u lesnich cest, na zelezni¢nich naspech (Kresanek, Krejca, 1982). Vyskytuji se od nizin az
do hor (0 - 4000 m. n. m.), nejvhodné&jsi nadmoiska vyska je v rozmezi 1200 - 1500 m, kde
roste Vv otevienych jehli¢natych lesich nebo v lesich smiSenych, v ¢astecném stinu.
Nejcastéjsi vyskyt je na vapenatych podlozich, méné Casto na nevapenitych pudach

(letswaart, 1980)



Rozdéleni rodu Origanum L.

letswaart (1980) popsal 38 druht. Kvuli velké variabilit¢ morfologickych znakl u
jednotlivych druhti rodu Origanum L. ji rozdé&lil do 10 sekci a 3 neformalnich skupin. Tyto
sekce 1ze chapat jako skupiny piibuznych druht, které maji vice spoleénych
morfologickych znakd mezi sebou. V souc¢asném systému jsou sekce rozdéleny podle tvaru

a velikosti trichomti, brakteji, kalichti a korunnich listkl. Jedna se o tyto sekce:

I.  Sekce Amaracus Bentham
Sklada se ze sedmi druht, které maji omezeny vyskyt na vychodni oblast

Stiedozemniho mote. Tyto druhy jsou charakteristické predev§im fialovym
zbarvenim listent a jedno- ¢i dvou- pyskymi kalichy bez zub.

O. boissieri letswaart - Turecko

0. calcaratum Jussieu - Recko

O. cordifolium Vogel - Kypr

0. dictamnus L. — Recko (Kréta)

O. saccatum Davis - Turecko

O. solymicum Davis - Turecko

N o g bk~ w D E

0. symes Carlstrém - Recko

Il.  Sekce Anatolicon Bentham
Tato sekce se sklada z osmi druht. Vyskytuje se pouze na omezenych

tizemich, jako je Recko, Mal4 Asie, Libanon a Libye. Kalich je dvoupysky,
péticipy.

O. akhdarense letswaart et Boulos - Libye

. cyrenaicum Beguinot et Vaccari - Libye

. hypericifolium Schwarz et Davis - Turecko

. libanoticum Boissier - Libanon

. scabrum Boissier et Heldreich - Recko

. sipyleum L. - Recko

. vetteri Briquet et Barbey — Recko

© N o g bk~ D PE
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. pampaninii (Brullo et Furnari) letswaart - Libye



VI.

Sekce Brevifilamentum letswaart
Tato sekce obsahuje Sest druht, které se vyskytuji endemicky ve

vychodni casti Turecka. Tyto druhy jsou charakterizovany dvoupyskymi
kalichy a ty¢inkami vyrazné nestejnych délek. Dvé€ horni ty¢inky jsou velmi
kratké a prirtistaji ke koruné.

O. acutidens letswaart - Turecko

O. bargyli Mouterde — Syrie, Turecko

O. brevidens Dinsmore - Turecko

1

2

3

4. 0. haussknechtii Boissier - Turecko
5. 0. leptocladum Boissier - Turecko
6

O. rotundifolium Boissier — Turecko

Sekce Longitubus letswaart

Existuje jen jeden druh nalezen na nékolika mistech v pohoti Amanus,
které se nachazi v jiznim Turecku. Je pro n&j typicky mirné dvoupysky
kalich. Pysky na korun¢ jsou témét v pravém thlu k nitkdm ty¢inek.

1. O.amanum Post - Turecko

Sekce Chilocalyx letswaart
Tato sekce se sklada ze ¢tyt druht, které pochazi z jizni Malé Asie nebo
z ostrova Kréta. Rostliny maji kalich dvoupysky, napadné chlupaty.
1. O. bilgeri Davis - Turecko
2. 0. micranthum Vogel - Turecko
3. O. microphyllum Vogel — Recko (Kréta)
4

O. minutiflorum Schwarz et Davis - Turecko

Sekce Majorana Bentham

Sekce se deli na tii druhy s charakteristickymi zelenymi listeny a kalichy.
O. syriacum se dale de€li na tfi geograficky odlisné typy. Lisi se odénim
(chlupy) a tvarem lista.
1. O.majorana L. — Kypr, jizni Turecko, Stiedozemi
2. 0. onites L. — Recko, Sicilie (Italie), Turecko
3. 0. syriacum L. var. syriacum — Izrael, Jordan, Syrie

var. bevanii letswaart — Kypr, Syrie, Turecko, Libanon
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VII.

VIII.

var. sinaicum letswaart — Sinaj

Sekce Campanulaticalyx letswaart
Sest mistnich endemickych druhtl patii do této sekce. Kalichy téchto
rostlin maji 5 téméf rovnych zubt a jsou zvonkovité.
O. dayi Post — Izrael
O. isthmicum Danin — Jizni Sinaj
O. ranonense Danin — Izrael

1

2

3

4. 0. petraeum Danin — Jordan
5. 0. punonense Danin — Jordan
6

O. jordanicum Danin & Kiinne - Jordan

Sekce Elongatispica letswaart
Sklada se ze tii endemickych druhi severni Afriky, které se vyznacuji
trubkovitymi kalichy s 5 rovnymi zuby.
1. 0. elongatum (Bonnet) Emberger et Maire - Maroko
2. 0. floribundum Munby - AlZirsko
3. 0. grosii Pau et Font Quer ex letswaart - Monako

Sekce Origanum

Jedna se o specifickou sekci, ktera se sklada z poddruht O.vulgare,
s Sirokym vyskytem v Euroasii a severni Africe. Lidskd populace rozsitila
tento druh také do Severni Ameriky. Sest poddruhii této sekce se lisi v poétu
ptisedlych zlaz na listu, velikosti a barvou listent a kvétd. Tti poddruhy
astech najdeme spise druhy s nizkym obsahem silic (Obr. 1).
O. vulgare L. subsp. vulgare — Evropa, Iran, Indie, Cina

O. vulgare L. subsp. glandulosum letswaart - Tunisko, Alzirsko

w NP o

O. vulgare L. subsp. gracile letswaart — Afghanistan, Iran, Turecko,
Ukrajina
4. 0. vulgare L. subsp. hirtum letswaart — Albanie, Chorvatsko, Recko,
Turecko
5. 0. vulgare L. subsp. viridulum Nyman — Afghanistan, Cina,

Chorvatsko, Francie, Recko, Indie, Iran, Italie, Pakistan

11



Obrazek ¢. 1 ZjednoduSena mapa Sesti subspécii Origanum vulgare (Kokkini, 1996)

6. O. vulgare L. subsp. virens letswaart — Azory, Baleary, Kanarské
ostrovy, Madeira, Maroko, Portugalsko a Spanélsko, (letswaart, 1980).

[ IX. Section Origanum

Origanum vulgare L.
S

subsp. vulgare
TN
subsp. viridulum

subsp. gracile

subsp. hirtum
'h.-lp .

-"t_,_...-—-"'—x-ﬂ-.f-k.

subsp. glandulosum
S

X.  Sekce Prolaticorolla letswaart

Sklada se ze tfi endemickych druhli na vychodni nebo zdpadni ¢asti

Stfedozemniho mote. Tyto druhy jsou charakteristické hustymi trny a

trubkovitymi kalichy.
1. 0. compactum Bentham — Maroko, Spanélsko
2. 0. ehrenbergii Boissier - Libanon

3. 0. laevigatum Boissier — Turecko, (letswaart, 1980).

Rozdéleni do neformalnich skupin podle letswarta:

skupina — kalich s péti témét stejnymi zuby, do této skupiny patii Origanum

vulgare L.

skupina — kalich nestejné lalo¢naty, se dvéma zvétSenymi pysky a malymi, listim

podobnymi braktejemi, do této skupiny patii Origanum onites L., Origanum

microphyllum VOGEL, Origanum majorana L.

skupina — nestejné lalo¢naté kalichy a velké blanité brakteje, druhy této skupiny

byly diive zafazeny do rodu Amaracus GLED, (Skoula, Herborne, 2002).
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Hybridizace a chromozémova ¢isla

Hybridizace v ¢eledi Labiaceae nebyla povazovana za zcela obvyklou. V dobé
Davise (1949) bylo urceno jen 7 hybridi mezi druhy rodu Origanum. Dnes jich je zndmo
mnohem vice. Hybridy se podobaji rodi¢im hlavné svym habitem. Velmi Casto se odlisuji
ve velikosti, tvaru a barvé brakteji, kalichu ¢i koruny. U hybridii mohou byt ty¢inky
rozlisné bud’ normaln¢ vyvinuté, nebo nevyvinuté. Tento fakt souvisi s produkci pylu,
ktera muze byt v malém mnozstvi nebo bez pylu. Dalsi souvisejici fakt je neproduktivita

zivotaschopnych semen (letswaart, 1980).

Z mnoha vyzkumu nebyly zjistény zddné bariéry proti hybridizaci mezi jednotlivymi
druhy rodu Origanum. Hybridy se vytvafeji ze dvou druhti rostoucich vedle sebe na

stanovisti.

U v8ech zastupcu rodu Origanum bylo zjisténo chromozomové ¢islo 2n = 30, kromé
nékolika populaci O. vulgare ssp. vulgare. Vsechny porovnavané druhy musi byt
povazovany za diploidy. Nejsou zadné divody neveétit spravnosti ¢isla 2n = 32, které je

nejpravdépodobnéji pfisuzovano tetrasomatické aneuploidii (Ietswaart,1980).

3.2 Charakteristika druhu Origanum vulgare L.

Origanum vulgare L. — dobromysl obecna. Synonyma: Origanum creticum Lour.
Nazev dobromysli (piivodné dobra mysl) dostala tato rostlina az na zacatku 19. stoleti,
diive se ji fikalo Cervena lebeda. Miizeme se setkat s dal§imi ndzvy, jako jsou dobracek,
divoka ¢i zimni marjanka, oregano, sasky balzam nebo vonékras (Tropicos.org , 2015,
Klikova, Pavelkova, 2000; Sochor, 2010).

Rozsii'eni druhu Origanum vulgare L.

S timto druhem se mizeme setkat po celé Evropé, v Malé Asii, Kavkazu, Blizkém
vychodé, Iranu, dale v nizsich polohach Himalaji, v jizni Cin& a Tchaj-wanu (Hrouda,
2000).

V Ceské republice se vyskytuje hlavné na slunnych stranich, pasekach, ale i ve
svétlych lesich a na okraji houstin (Klikova, Pavelkova, 2010). Druhotna stanovisté jsou

zelezni¢ni a silni¢ni naspy, roste od nizin az do hor (Jirasek, Stary, 1986).
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Rozdéleni druhu Origanum vulgare L.

Origanum vulgare L. je v soucasné dobé povazovan za polymorfni druh (Ietswaart,
1980), tvoteny Sesti poddruhy, které lze povazovat za samostatné druhy (Hejny, 1992).
Tyto druhy jsou:

1) O. vulgare L. subsp. vulgare Mass — mirné pasmo Eurasie

2) 0. vulgare L. subsp. glandulosum letswaart - Tunisko,AlZirsko

3) O. vulgare L. subsp. gracile letswaart — vychodni Turecko, byvaly SSSR,
Pakistan

4) 0. vulgare L. subsp. hirtum letswaart — vychodni Sttedomofi

5) O. vulgare L. subsp. viride Hayek — vychodni Stifedomoii, zapadni Asie

6) O.vulgare L. subsp. virens letswaart — zapadni Sttedomoii (Hejny, 1992).
Na uzemi Ceské republiky rostou hlavné dva poddruhy:

1) O. vulgare ssp. vulgare Maas

2) O. vulgare ssp. prismaticum Gaud., (Hejny, 1992).

3.2.1 Botanicky popis Origanum vulgare L.

Dobromysl obecna je vytrvala bylina, vysoka od 0,25 do 0,90 m, lysa, nebo vlnaté

chlupata s dfevnatymi a vybézkatymi oddenky. Kofeny jsou jemné, bohaté vétvené.

Lodyha je nadzemni ¢asti rostliny, ktera nese listy. Lodyha s listy se oznacuje jako
pryt. Na vzrostlém vrcholu prytu vznikaji listy v pravidelném postaveni, organizace
vzrostného vrcholu je u prytu komplikovanéjsi neZ u kofene. Apikdlni meristém prytu
urcuje nejen vznik stonku, ale také listti a pupent V jejich uzlabi (Krej¢i, 2006). Lodyha u
dobromysli je pfima nebo na bazi vystoupava, Ctyrhranna, v hornich Castech vstficné

vétvena (Neugebauerova, Necas, 2009).

Lang (2005) zaznamenal u Origanum vulgare L. primérnou vysku stonkt 0,56 m,
stonek byl piimy nebo na bazi vystoupavy, tupé Ctyfhranny, chloupkaty s chlupy
zahnutymi smérem dolii. Smérem nahoru byl stonek zeleny aZ zelenohnédy s vyraznymi
silicnymi kanalky. U taxonu Origanum vulgare "Aureum’ byla namétena vyska 0,55 m.
Dalsi zastupce Origanum vulgare Thumbles Variety” mél primérnou vysku stonku 0,34 m

a Origanum vulgare "Compactum” m¢l vysku 0,18 m.
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Dudova (2006) porovnavala 3 zastupce taxonu Origanum vulgare L. U zastupce
z Univerzity z Rakouska byla primérna vyska 0,63 m. U druhého vzorku ze Slovenska
byla primérna vyska 0,72 m a u posledniho taxonu z Velké Britanie byla prumérna vyska

stonku 0,74 m.

Podle Dudové (2006) jsou lodyhy v horni ¢asti naCervenalé az fialové, smérem
k bazi jsou svétle zelené az zlutohnédé. Listy na lodyze vyristaji vstiicné. Jsou zelené az

tmavé zelené barvy. Listy jsou mirn¢€ ochlupené z obou stran, vyraznéji na spodni strang.

Listy jsou kratce rapikaté, celokrajné nebo mélce vroubkované, zlaznaté teckované,
tupé se tfemi pary postrannich zilek (Neugebauerova, Necas, 2009). Listy se mohou lisit
svou velikosti, neobvyklym tvarem, zbarvenim i jinymi vlastnostmi. U listd vétSinou

popisujeme tvar, okraj ¢epele, barvu listu, povrch a velikost listu (Lang, 2005).

Ietswaart (1980) tvrdi, Ze prumérna délka listd u Origanum vulgare ssp. vulgare je

25 mm a pramérna Sirka je 13 mm.

Plhalova (2004) uvadi, ze pramérna délka listd u Origanum vulgare ssp. vulgare je

25 mm a sitka se pohybuje v rozmezi 9 az 13 mm.

Podle Langa (2005) maji listy v pruméru délku 9 az 40 mm a §itku od 7 do 25 mm a

délka fapiku v priméru od 2 do 14 mm.

Cepel je vejita, na bazi klinovita a tupa, 10 az 40 mm dlouhd a 5 az 25 mm $iroka.
Miize byt jak celokrajna tak po okraji jen mé&lce vroubkovana, s vyraznou Zilnatinou. Rapik
se smérem vzhuru zkracuje na nékolik milimetrt, je zlabkovity, pfitiskly a chlupaty
(Hrouda, 2000).

Lichopftesleny jsou chudokvété, nahloucené na vrcholu hlavni lodyhy hornich vétvi
do tvaru lichoklasti nebo hlavek. Vieteno kvétenstvi je husté kratce chlupaté s obloukovité
zahnutymi chlupy (Hrouda, 2000). Listeny jsou pfisedlé, vejCité 4 - 5 mm Siroké, 1 — 2 X
delsi nez kalich, ¢asto fialové (Neugebauerova, Necas, 2009). Listeny jsou podobné listiim,
postupné se zmensujici a témeér prisedlé. Lichoklasy jsou 5 az 25 kvété. Listence pod kvéty
jsou jednotlivé, prisedlé, eliptické az obvejéité, 3 az 6 mm dlouhé, 2 az 4 mm Siroké.
Lichoklasy jsou obvykle lysé, zelené a nékdy nacervenalé (zejména horni), (Hrouda,
2000).
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Kvét je jednim z hlavnich barevnych faktorii. Pozoruje se u ného doba kveteni, pocet
kvétnich stonkt, velikost a vzhled kvétl, barva kvéti, postaveni kvéti nad listy, bohatost

nasady kvéta (Dudova, 2006).

Podle Dudové (2006) je primérna vyska kvétenstvi 0,15 az 0,20 m a pramérna Sifka

kvétenstvi je 0,24 az 0,28 m.

Kvéty u dobromysli jsou oboupohlavné nebo vzacné samici se zakrnélymi ty¢inkami,
ptisedlé nebo jen s1 az 2 mm dlouhou stopkou. Kalich je zvonkovité trubkovity,
pravidelny, 2,5 az 4,5 mm dlouhy, péticipy. Dale je 13 (15) zilny, s zilnatinou malo
vyniklou. Kali$ni trubka husté chlupata, v asti s velmi hustym prstencem brv. Koruna je
rizova nebo ruzovofialova, 4 az 7 mm dlouha, mirné dvoupyska. Korunni trubka je kratce
chlupata, mirn¢ z kalichu vynikla, uvnité dlouha a vné roztrousena. Horni pysk je rovny,
V horni ¢asti dvoulalo¢ny, po okraji mirné navinuty a vné kratce $tétinaté chlupaty. Dolni
pysk je lysy, tfilalocnaty s laloky stejné Sirokymi. Pysk je vné S§tétinaté chlupatymi,
postranni laloky jsou vej¢ité a zaokrouhlené. Stfedni lalok je obdélnikovity, na konci
utaty. Nitky tyC¢inek jsou lysé, dlouhé, zadni cca o 1/3 del$i nez predni. VSechny nebo
alespon del$i korunni trubky jsou napadné vyniklé. Prasniky jsou téméf kulovité, rizové,
se Sirokym konektivem. Cnélka je rtizové, z korunni trubky vynikld a ma kratkd mirng
nestejné dlouha bliznova ramena. Tato jsou od sebe malo oddalena az témét pritiskla.
Podsemenikovy zlaznaty val je Ctyflalo¢ny. Laloky jsou malo zfetelné a stejné dlouhé.

Tvrdky jsou podlouhlé vejcovité, 0,9 az 1,3mm dlouhé, hladké a hnédavé (Hrouda, 2000).

3.2.2 Vyuziti dobromysli
Dobromysl je zdroj rGznych obsahovych latek vyuZitelnych v potravinafstvi a
farmaceutickém a chemickém primyslu (Moravcova, 2003). Dobromysl je charakteristicka

Sirokym spektrem uc€inkt na lidsky organismus (Kresanek, Krejca, 1982).

SuSena nat’ je soucasti mnoha smeési €ajii podporujici vykaslavani, traveni, pisobi
proti bolesti zubii a uklidiiuje (Vali¢ek, 2005). Silice maji antibakterialni, fungicidni a
repelentni vlastnosti. Jsou zndmé 1 antioxida¢ni uc¢inky. Méné znamé je vsak to, Ze by se

téhotné Zeny, mély dobromysli vyhybat (Baricevi¢, Bartol, 2002; Davis, 2005).

Ve farmacii ma nékolik vlastnosti jako jsou expektorans, aromatikum, stomachikum,
spazmolytikum, mirn€ antiseptickum a diuretikum, nervinum, balneologikum (Lang, 2005;

Kresanek, Krejca, 1982).
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Kosmeticky prumysl vyuziva dobromysl pro jeji zajimavé aroma pii vyrobé parfémii.
V nizkych koncentracich se ptidava do Siroké Skaly ptipravkd na péci o télo a pokozku

(Stiasna, 2013).

Vyuziti dobromysli v okrasném zahradnictvi je pestré. Hodi se do trvalkovych
zéhont, skalek a na okraje cest a chodnikli. Pouziva se v aranzovani, jako vypliovy

material (Lang, 2005).

Mezi takzvané kvetouci trvalky patii i dobromysl, ktera pfindsi krasné barevné
kontrasty v sesazovanych kompozicich. Vétsinou vyzaduje plné slunce, nékteré snasi nebo
pfimo vyzaduji polostin. Pfi hodnoceni kvéti je doporu¢ovano pozorovat dobu kveteni,
pocet kvétnich stonkii, velikost a vzhled kvéti, barvu kvéth, postaveni kvéta na kvétenstvi,

pocet poupat na stonku, pevnost stonkll pod kvétem a bohatost nasady kvétt.

Barva kvétd ¢i kvétenstvi je velmi dulezitd vlastnost dobromysli. Odstin je
proménlivy v zavislosti na fazi kveteni. Barva kvétu je velice subjektivni vlastnost, kterou
uréujeme pomoci ,,palety barev® (Zidkova, 2001). Nejdilezitdjsi jsou barvy spektralni,
které vznikaji rozlozenim slune¢niho paprsku. Paprsky jsou uspotfddany podle vinovych
délek v tomto poradi: Cervend, oranzova, zZluta, zelena, modra a fialova. Jednotlivé barvy
nejsou od sebe odd¢leny, ale prechazeji jedna v druhou prostiednictvim barevnych odstint
(Lang, 2005).

Obrazek ¢. 2 Origanum vulgare L. — kvét a baze lodyhy s oddenkem (Smrcinova, 2000)
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Obrazek ¢. 3 Origanum vulgare ssp. vulgare (Smr¢inova, 2000)

3.3 Fenologické faze taxoniu

V prubéhu roku trvalky piechdzeji jednotlivymi rtstovymi fazemi, nazyvaji se
fenologické faze. Trvalky jimi prochazi kazdorocné bez vétSich zmén. Délka a trvani
jednotlivych fenologickych fazi je =zavislda na pribéhu pocasi v daném roce.
K nejdilezitéjSim fenologickym fazim trvalek patii raseni, vegetativni rist, kveteni a

ukonceni vegetace (Machovec, Jakabova, 2006).
Raseni

Raseni je vnitini projev zaCatku rastu a vyvoje trvalky po ukonceni vegetacniho
klidu. Pti raSeni dochézi k zacatku rastu novych vyhoni Vv obnovovacich meristémech.
Dobu raseni ovliviiuje geneticka vybava rostliny a pribéh pocasi v ptislusném roce. Lze je
rozdélit podle doby raSeni na raSici koncem zimy a v ptedjafi, rasici na jafe a raSici pozdné

na jafe az poc¢atkem léta (Machovec, Jakédbova, 2006).
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Lang (2005) uvadi zacatek vegetace dobromysli v roce 2004 v obdobi 15. az 21.

bfezna Podle Dudové (2006) byl zaznamenan zacatek vegetace v obdobi 17. az 24. dubna

2005.
Vegetacni rust

Vegetacni rust je spojen s vytvarenim zelené hmoty u rostliny, tedy s rtistem novych
vyhoni, tvorbou novych listh a celkovym zvétSenim listové hmoty na rostliné (Lang,

2005).

Rist predstavuje pfeménu sacharidli, aminokyselin a anorganickych iontd v nové

struktury, véetné enzymu (Prochazka, 1998).

Jednotlivé Casti téla rostliny tvofi harmonicky celek - integritu. Na jeho vzniku se
vyrazné podileji rostlinné hormony. Hlavnim projevem integrity jsou riistové korelace, tj.

rustové vztahy mezi jednotlivymi ¢astmi téla rostliny (Prochazka, 1998).

Vysledkem rastu je morfologické utvoteni nadzemni ¢asti trvalek, které se projevi
urCitym charakterem rastu, dosazenim dédi¢né dané velikosti a dynamikou rastu

(Machovec, Jakabova, 2006)

Podle Langa (2005) doba vegetace dobromysli byl v roce 2005 od 12. tydne do 42.
tydne. Dudova (2006) uvadi dobu vegetace od 16. do 44. tydne.

Kveteni

vvvvvv

spojena s pfechodem z vegetativni do reproduktivni faze a predstavuje nejvyznamngjsi
vyvojovou zménu. Tento novy morfogeneticky program znamend pro monokarpické
rostliny, vétSinou byliny, i zahdjeni sledu d&ju, které konci tvorbou plodi a zanikem

rostliny (Prochézka, 1998).

V této fazi projde rostlina zakladanim kvétl, pocatkem kveteni, plnym kvetenim a

odkvétanim (Lang, 2005).

Trvalky lze rozdélit podle cyklu kveteni na kvetouci na jafe, zacitkem Iéta,

V pozdnim 1été a kvetouci na podzim (Lang, 2005).
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Délka kveteni je urcena cCasovou osou od prvniho rozkvetlého az po posledni
odkvetly kvét v kvétenstvi. Doba kveteni je v rozmezi 10 az 30 dnt podle druhu (Lang,
2005). Lze zaznamenat zacatek kveteni (rozkvétani), obdobi plného kvétu (od zacatku
plného kveteni 1/3 kvéti), dokvétani (v dobe, kdy jsou 2/3kvéth odkvetené) a ukonceni

kveteni (Machovec, Jakabova, 2006).

I kdyz je délka kveteni u kazdého taxonu geneticky fixovana, mtize se celkova doba
kveteni podstatné liSit za jednotlivé roky. Kveteni je vyznamnou mirou ovlivnéno pocasim.
Teplé a suché pocasi podstatné zkracuje dobu kveteni, naopak chladné a destivé pocasi

muze zapfi€init Spatné a opozdeéné kveteni nékterych taxont (Machovec, Jakdbova, 2006).

Fotoperiodickd regulace kveteni je nejbéznéjsi vyvojovou regulaci pifechodu bylin
z vegetativni do reproduktivni faze. Pfedstavuje vyraznou adaptaci k sezonnimu klimatu.
Rostliny rozliSujeme na fotoperiodicky citlivé, tj. takové, které pro indukci kveteni
vyzaduji uritou délku fotoperiody, a bez fotoperiodického pozadavku, tzv. rostliny
neutralni. Fotoperiodicky citlivé rostliny délime dale na dvé zakladni kategorie: rostliny

kratkodenni a dlouhodenni (Prochazka, 1998).

Nedostatek vody ve fazi kveteni zvySuje hladinu silic a tim zlepSuje kvalitu
obsahovych latek (Hoppe, 2013).

Lang (2005) zaznamenal zacatek kveteni dobromysli v dobé 29. cervna az 9.
Cervence. Doba plného kveteni bylo od 9. do 20. ¢ervence. Dudova (2006) uvadi zacatek
kveteni od 20. ¢ervna do 22. ¢ervence, faze plného kveteni prob¢hla od 27. Cervna do 7.

srpna.
Konec vegetace

Konec vegetace nastdva dvojim zplsobem. Bud’ odumird nadzemni cast rostliny,
nebo se zatdhne do pldy. K odumirdni nadzemnich ¢asti dochazi pfirozené nastupem
obdobi chladu v naSich zemépisnych Sitkadch. Neni geneticky ddno. Zatimco zatahovani

rostlin je podminéno geneticky, kdy v misté piivodu ptichdzi obdobi sucha.

V $irSim slova smyslu mize byt odpocinek, tzv. dormance, definovéana jako docasné
zastaveni viditelnych projevl rdstu a tim rostlina odold nizkym teplotdm b&hem zimy
(Prochézka, 1998).

Starnuti — senescence
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Viceleté rostliny prozivaji f4zi mladi (juvenility) a fazi dospélosti, kdy ptrechazi do
adultniho stavu. Rostliny pfirozené starnou a tento proces vede nakonec k odumirdni
bunék, pletiv, organi a celych rostlin. Jejich ontogeneze stejn¢ jako u vSech

mnohobunécénych organizmii kon¢i smirti.

U vytrvalych bylin odumird kazdorocné¢ v podminkdch mirného pasma celé
nadzemni ¢ast rostliny, kofeny vSak pifezivaji a davaji vznik novym pupentim (Prochéazka,

1998).

Lang (2005) zaznamenal konec vegetace dobromysli 12. fijna, zatimco Dudova

(2006) zaznamenala konec vegetace az 1. listopadu.

3.4 OKrasné taxony rodu Origanum L.

Origanum vulgare "Compactum’

Otuzila trvalka kompaktniho riistu s maximalni vyskou 0,18 m. Kvete od ¢ervna do
srpna fialovo-rizovou barvou (Pereny, 2010). Lodyha je ¢tythranna, na bazi dfevnat&jici,
uvnitf trsu pfima a po obvodu vystoupava, nebo poléhava schopna zakofenit. Listy
vyrustaji na lodyze vstficné, tvar listi je vejCity, zakonceny tupou Spickou, okraj je
vroubkovany. Listy jsou tmavé zelené a z obou stran chlupaté, po celé délce lodyhy.

Zilnatina je na spodni strang listd vyrazna. Na ni jsou sili¢naté kanalky (Lang, 2005).

Kvét je asi 5 mm dlouhy. Brakteje jsou dlouhé 4 mm, obvejcité az vejcité. Kalich je
zeleny s fialovymi Spickami, palisty jsou také fialové. Kvéty maji pfijemnou vini a lakaji

motyly (Lang, 2003).

Tento nizky kultivar je vhodny do nadob, na péstovani na zahonech a skalkach.

Vhodné jsou na slunné stanovisté, toleruje sussi, dobie propustné ptidy (Kone¢ny, 2015).
Origanum vulgare "Aureum’

Vytrvala, primérné 0,55 m vysoka bylina, na spodu dievnatéjici. Lodyha je zelena
nebo nacervenald, na vrchu svétle zlutd, pfimé nebo Vv dolni Casti vystoupava. Listy na
lodyze vyrGstaji vstficné. Listy jsou vejCité, az Siroce vejCité, zakoncené tupou Spickou.
Okraj listd je vroubkovany, zlut¢ lemovany. Listovy fapik je zbarven prevazné svétle

zelen¢, smérem ke Spicce plynule prechazi ve zlutou, ¢i zlatozlutou barvu. Mladé rostliny
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jsou celé zluté, starSi jsou svétle zelené se zlutym lemovanim. Zilnatina je zpefena,

vystoupld a je mozné pozorovat silicné kanalky (Lang, 2005).

Barva kvétu je bila, velikost kolem 6 mm. Kalich je zeleny. Brakteje jsou svétle

zelené a prechazi ve fialovou barvu. Brakteje jsou 5 — 6 mm dlouhé (Lang, 2005).

Tato odruda toleruje suché stanovisté, je vhodna na péstovani na zahonech i

v nadobach. Je atraktivni pro motyly. (Perennials, 2015a).
Origanum vulgare "Variegatum” (syn. Origanum vulgare "Country Cream”)

Rostlina dortusta do vysky 0,30 m. Na bazi dfevnati, lodyha je ptima, na okraji
vystoupava, svétle zelené barvy, chlupatd. Listy vyriistaji vstficné, jsou vejcité, zakonceny
tupou Spickou, na okraji zubaté. Na jafe jsou listy ve $pi¢ce bilé. Po okraji se rozbiha
bilozluté panasovani, které prechazi v tmavé zelenou barvu smérem ke stiedu listu.
Zilnatina je vyrazna, zvlasté ve spodni Gasti listu. Na ni jsou siliénaté kanalky. Po celé

délce rostliny jsou listy mirné€ chlupaté (Lang, 2005).

Kvéty jsou svétle riizové a objevuji se v Cervnu aZ srpnu. Semana tvoii od srpna do
fijna (Paghat, 2015). Délka kvétu je asi 5 mm. Z pyskatého kvétu mirn€ vyc€nivaji ty¢inky a
¢nélky. Brakteje jsou zelené barvy, o délce 4 — 5 mm. Kalich je zeleny (Lang, 2005).
Odrida je vhodna na slunna stanovisté, vytvari nizké trsovité porosty (Shootgardening,
2015)

Origanum vulgare "Thumble’s Variety’

Vyska rostliny primérmé kolem 0,30 m. Lodyha na bazi dfevnati, je pfima nebo
vystoupava, mirné rozpraskana, svétle zelena. Na lodyze jsou zietelné sili€né kanalky.

Lodyha je obloukovité chloupkatd, je tupé ctyfhranna, ve vrchni tfetiné nafialov¢la.

Listy jsou svétle zelené, smérem ke Spic¢ce Zlutavé. Mladé listy jsou citronoveé zluté.

Okraj je zluté¢ lemovan a celokrajny. Tvar listu je vejCity, zakonCeny tupou Spickou. U

vvvvvv

Kvete bilou barvou. Velikost kvétu je 5 mm. Tyc€inky a ¢nélky napadné vycnivaji
Z pyskaté koruny. Kalich je svétle zeleny. Brakteje jsou prevazné zelené, 3 — 5 mm dlouhé,

vejCité az obvejcité (Lang, 2005).
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Pro tuto odriidu jsou vhodna sucha a slunna stanovisté. Je atraktivni pro motyly

(Perennial, 2015b).
Origanum vulgare "Aureum Crispum’

Otuzila trvalka vysokda do 0,45 m. Listy jsou zlatozelené, drobné, okrouhlé a
kadetavé. Listy jsou fidce ochlupené a aromatické (Brickell, 2000). Kvete od ¢ervna do
za¥l rozovymi Kvéty s fialovymi palisty (Stiasna, 2013). Tento kultivar roste pomalu.
Vhodny do skalek, nadob i na zahony (Morningsunherbfarm, 2008). Snese plné slunce, ale
vyzaduje lehké, propustné a vapenité pudy (Gardenersworld, 2015).

Origanum hirsutum Kuntze (basionym: Thymus hirsutus M. Bieb.)

Vytrvald bylina, vysky prumémé kolem 0,80 m. Lodyha je vzpiimena se stiedné
hustym olisténim. Je tupé ctythrannd, na bazi siln¢ dfevnati. Ma barvu zlutozelenou az

zelenou. Nese vyrazné chloupky a sili¢né kanalky (Dudova, 2006).

Listy jsou 10 — 25 mm dlouhé, vstéicné, vejéité, celokrajné (Stiasna, 2013). Jsou
zelené az tmavé zelené barvy. Cepel listil je elipticka nebo vejéitd. Okraje listil jsou mirng

zoubkované. Zilnatina je vystoupla, ochlupena, se siliénymi kanalky (Dudova, 2006).

Kvéty mohou byt od bilé az fialovodervené. Kvete od Gervence do srpna (Stiasna,
2013). Brakteje jsou 5 — 6 mm dlouhé, zelené s fialovocervenymi Spickami. Tvar je vejcity
(Dudova, 2006).

Origanum vulgare 'Diabolo’

Vytrvala bylina trsovité rostouci. Tato odriida se odliSuje od ostatnich dobromysli
plazivym ristem. Vyska se pohybuje do 0,40 m. Bylinné stonky se vétvi az v horni Casti a
nesou drobné, zelené a celokrajné listky. Rozkvétd bilo-riZzovymi jemnymi kvéty
v koncovych kvétenstvich plose kulovitého tvaru. Kvete od ¢ervence do zati (Zahradnictvi-
flos, 2015). Je vhodna pro péstovani v nadobach, kde vytvaii pievis. Déle je mozné
vysazovat do skalek a bylinkovych zahonli. Vhodné je slunné stanovisté a propustna

hlinitopiscita ptda (Krulich, 2009).
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3.5 Péstovani dobromysli

Origanum L. se péstuje jako vytrvala kultura. Porosty se zakladaji na 5 - 6 roku
(Neugebauerova, 2006). Hoppe (2013) tvrdi, Ze zivotnost porostu je 6 az 7 let, ale prizkum

v Némecku prokazal, ze idedlni zivotnost je 4 az 5 let, ktera vede k optimalni vytéznosti.

Kultura dobromysli je péstovana na Zivnych, mélkych az stiedné hlubokych pudach
nejlépe hlinitych, zafazujeme ji do druhé traté. Vyzaduje zasobni hnojeni chlévskou mrvou
v davce 30 - 40 t /ha. Spotieba zivin je 100 kg/ha N, 80 kg/ha P-Osa 100 kg/ha K-O. Dusik
je nutné rozd¢lit na pocatek vegetace a po kazdé sklizni (Neugebauerova, 2006). Hoppe
(2013) uvadi, Ze tato kultura potiebuje organické hnojeni aplikované pred péstovanim.
Dale doporucuje dodavat 100 kg/ha N, 60 kg/ha P:Os a 100 kg/ha K-O. Dusik je vhodné
rozdéelit na dvé davky; na zacatku vegetace a po kazdé sklizni. Aplikace dusiku béhem

raSeni zpusobuje poSkozeni kultury. Vysoké davky zivin neptiznivé ovliviiuji viini.

Dobromysl snasi velmi dobte suché slune¢né stanovisté. Lze ji uspé$né péstovat i na
skalce. Tato rostlina je pomérné choulostiva na mrdz. Na zimu je vhodné pfihrnout zemi,

mizeme pouzit také chvoji (Ottova, 2015).

Péstovani je mozné z ptimého vysevu na pozemek koncem dubna nebo vysévat do
pafeniSté v bfeznu az dubnu. Je mozné péstovat 1 z piredpéstované sadby z inorového
vysevu pii teplot¢ 16 °C. Sadbu vysazujeme na trvalé stanovist€¢ v kvétnu az Cervnu do
sponu 0,5 x 0,3 m (Neugebauerova, et al, 2009). Hoppe (2013) tvrdi, Ze ptedpéstovanou
sadbu pfipravime vysevem na konci bfezna a udrZzujeme ji v teplotach 15 az 18 °C.
Koncem dubna a na zac¢atku kvétna je sadba 10 - 12 cm vysoka a je moZné ji vysadit. Spon

vysadby na pole je 0,5 x 0,2 - 0,3 m. Pocet rostlina je 50 000 az 60 000 na hektar.

Obchodni osivo prameni ze smési, hmotnost tisice semen (HTS) je 0,1 -0,2 9. Z1g
osiva ziskame 1000 - 1200 rostlin (Neugebauerova, et al, 2009). Kli¢ivost semen by méla
byt 4 az 5 leta, za normalnich podminek je 60 %, Cerstva semena kli¢i ze 75 %, ale mohou
dosdhnout 80 az 85 % kli¢ivost (Hoppe, 2013)

Jemna semena dobromysli se mohou smichat s piskem nebo s moukou pro dosazeni
rovnomeérngjSiho vysevu. Vysévame pii 20 °C pod sklo a semena nezasypavame. Vzchazi
za 10 az 20 dnti na svétle. Mitacek (2010) tvrdi, ze osivo kli¢i na svétle, ale vzchéazi az za
jeden mésic po vysevu. Vysevy jsou nachylné na padani kli¢nich rostlin, proto je

nepielévame (McVicar, 2005). Hoppe (2013) uvadi, zZe osivo je nutné vyset do hloubky 0,5
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az 1 cm, k ¢emu slouzi seci botky s pfitlaénymi valecky. Pida by méla byt dostateéné
vlhka. Spon vysadby se doporucuje 0,5 X 0,2 — 0,3 m pro optimalni vynos a regulaci

plevell. Na pole se vysazuji do sponu 0,5 - 0,6 x 0,2 m (Kokoska, 2003).

Dalsi moznosti rozmnozovani rostlin je déleni trsi v podzimnim nebo jarnim

terminu. Dale to je fizkovani nebo pouziti in vitro kultury (Neugebauerova, et al, 2009).

Dobromysl vyzaduje okopavku a pleti. Protoze je i v pfirod¢ statnou bylinou, neni
tolik citliva na konkurenci plevelt. Zejména kdyz uvazime, ze rychle odnozuje do stran a
tvori relativng€ rychle trsy (Hejny, 1992). Pfed vysadbou by mél byt pozemek zbaven fadné
plevelt, zvlasté vytrvalych druhd (Lang, 2005). Lze pouzit herbicid s u¢innymi latkami
lenacil (na zacatku vegetace) a ve druhém roce péstovani pak terbacil. Mozna je i aplikace

herbicidi s i¢innymi latkami oxadiazon a neburon (Neugebauerova, 1997).

Sklizime od pocatku kveteni do plného kvétu na pocatku Cervence. Od druhého roku
jsou mozné dvé sklizné. Druhd sklizenn vétsinou byva koncem srpna nebo zacatkem zaii

(Neugebauerova, 1997).

Vynos z dobromysli v prvnim roce se pohybuje okolo 0,75 t/ha , ve druhém roce
muze byt vynos az 4,0 t/ha. Destilaci lze ziskat 2 kg silice z 1 tuny Cerstvé hmoty
(Neugebauerova, et al, 2009).

Nejcastéji napadaji rostliny houbové choroby. Jednou z nich je alterndriova
skvrnitost — Alternaria. Symptomy tohoto onemocnéni jsou hnédé skvrny na listech,
v pravidelnych kruzich se vyskytuji ¢erné konidie. Listy mohou v disledku napadeni
Cervenat a zesychat. Nemoc se pienasi osivem a z odumfielého rostlinného materialu.
Houba muze pfezimovat az 2 roky v zemi. Vyvoj houby je rychlejsi ve vlhkém prostredi a
pfi kolisani teplot mezi dnem a noci. Preventivni opatfeni je vhodné, nejlépe odstranénim
napadenych listd, likvidaci poskliziiovych zbytkt, pouziti odolnych odriid, stfidani plodin
na stanovisti a snizeni hnojeni dusikem. Patogen pteziva ve formé pyknid, které maji

zivotnost dva az Ctyii roky (Meyer, et al, 2010).

Dalsim houbovym onemocnénim je ¢erna skvrnitost, kterou zptisobuje houba Phoma
exigue var. exigua. Napadeni se projevuje vadnutim vyhont, které nakonec odumiraji.
Listy nekrotizuji, na spodu se objevuji Cerné plodnice houby. Vyskyt je vjarnim a
podzimnim obdobi, v letnich mésicich je minimalni. Preventivni opatieni je odstranéni a

likvidaci napadenych rostlinnych zbytkl, pouziti zdravého osiva a zdravych matecnich
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rostlin, vétrani a zavlazovani béhem dne. V prvni fazi zhnédne kotfenovy kréek. Na
kotenech jsou hnédé skvrny. Pfi extrémnim napadeni odumiraji kofeny, postupné i listy.
Rast je celkové zakrsly. Preventivni opatieni je vybirani zdravych mladych rostlin,
likvidace napadenych rostlin, provzdusnéna puda a sniZeni hnojeni dusikem (Meyer, et al,

2010).

Houbovym chorobam celkové prospiva vlhké prostiedi. Houbovd onemocnéni
zpusobuji hnilobu listt a kofenti. Rostliny hnijici ze stfedu jsou pravdépodobné napadeny
houbou Botrytis sp. Takové rostliny je nutné zlikvidovat, aby nedochazelo k $ifeni choroby
(Caroll, 2015).

Dalsi houbou je casto se vyskytujici rez Puccinia ruebsamenii P. Magn., ktera
deformuje vyhony, a rez matova Puccinia menthae Pers. zptsobujici zakrslost vyhont.
Listy maji na spodni stran¢ oranzovozluté nebo hnédé puchyiky (Plantvillage, 2015). Dale
je to houbovy patogen Lophiostoma origani Kunze, ktera zije na lodyhach (Blazek, et al,
1956).

Skiidei, ktefi napadaji dobromysl, jsou plodomorka Asphondylia hornigi Wachtl,
msice Aphis nepetae Kal., ktera zptsobuje deformaci listi. Dale vinovnik Eriophyes
origani Nel., pidikfistek polni Eupteryx atropunctata Goeze a sviluska chmelova

Tetranychus urticae, ktera zpasobuje hnédnuti a deformaci listi (Hoppe, 2013).

3.6 Sbér a uprava rostlin

Sbiraji se jen rostliny vyvinuté, neposkozené a Cisté. Sbér probiha v dobé nejvyssiho
obsahu uc¢innych latek (Suchy, 1994). Sbér naté¢ dobromysli se sklizi od zacatku kveteni az
do plného kvétu v Cervenci az srpnu. Odiezavaji se asi 30 cm dlouhé kvetouci a olisténé
stonky silné maximalné do 5 mm. Vyska fezu od zemé& neni urCena, méla by se provadeét
Vv misté husté¢ olisténé lodyhy. Ke sklizni vyuzivdme zahradnické noze a ntizky (Neubauer,
Klimes, 1986). Od druhého roku je mozny i druhy sbér, ktery provadime na konci srpna az
zacatkem zafi. V prvnim roce je vynos Cerstvé hmoty 3 t/ha, v druhém roce do 15 t/ha,
suSenim se ztraci asi 75 % objemu, to znamena sesychaci pomér 4 : 1 (Neugebauerova,
1997). Kresanek a Krejca (1982) uvadi sesychaci pomér 4 - 5 : 1. Podle Karlové (1999) byl
sesychaci pomér 3,15-4,01: 1.
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Pti sbéru rostlin z volné pfirody je nutné dodrzovat urcita pravidla. Je zakazano
sbirat rostliny v chranénych oblastech. Sbér z volné pfirody je namahavy a vyzaduje

mnoho lidské prace bez moznosti pouziti mechanizace (Lang, 2005).

Nejcastéjsi poskliziiovou upravou je susSeni. SuSeni je proces odebirani vody z
materialu, omezeni nebo uplné zastaveni rozkladnych procest. Pii spravném suSeni se
uchovaji vSechny obsahové latky ve stejném mnozstvi a rovnéz vV ptivodnim pfirozeném
vzhledu. Dobie ususené drogy je mozné lehce piepravovat a skladovat (Suchy, 1994).
Suseni muze probihat pfirozené nebo pomoci teplého vzduchu proudiciho v susarné o
teploté do 35 °C. V dusledku nespravného suSeni mize dojit ke ztraté¢ vonnych latek a ke

zmeéné barvy.

Po suSeni nasleduje dal§i uprava - mleti. Takto pfipraveny materidl skladujeme
V hermeticky uzavienych néadobach a branime pfistupu svétla a tepla (Maikinen,
Péadkkonen, 2002). Relativni vzdusna vlhkost skladovacich prostori se ma pohybovat

kolem 65 %, teplota by méla byt v rozmezi 5 az 15 °C (Suchy, 1994).

Je také mozné dobromysl pouzivat v erstvém stavu, pokud mame k dispozici vlastni

porost.

Dalsi metodou Upravy je mrazeni. Tento zplsob zabezpecuje Cerstvy stav az po dobu
nékolika mésich. Bohuzel pro vyuziti dobromysli za uc¢elem natového kofeni je tato

metoda nevhodna (Valicek, 2005).

Dobromysl se bézné vyuziva Vv potravinaistvi jako kofeni. Muzeme ho najit pod
obchodnim nazev oregano (Korbel in Dudova, 2006). Oregano je smés druht
aromatického koteni, tj. vice rodi a vice druhli pod souhrnym ndzvem (Hejny, 1992).

Nejedna se jen o dobromysl obecnou.

Tato smés je pouzivana v nékolika svétovych kuchynich (italka, francouzska ¢i
$panélska). Je vhodna na dochucent jidel s raj¢aty, vhodna do téstovin, masa a ryb. Cerstvé
listy jsou velmi chutné ke kozimu syru (McVicar, 2005). Velmi Casto je soucasti jinych

kofenicich smési napiiklad v kari nebo v chilli (Lang, 2005).

Vyhlaska MZe €. 331/1997 Sb., kterou se provadi § 18 pism. a), d), h), 1), j) a k)
zakona ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabdkovych vyrobcich, pro koteni, jedlou stl,

dehydratované vyrobky a ochucovadla a hoi¢ici, je kotfeni oznaceno jako oregano, coz je
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suchd smés listh a ¢asti kveétd bez stonkil a vétvicek. Méla by mit hnédozelenou, Sedou az

olivové zelenou barvu. Viné by méla byt vyrazna a chut’ vyrazné kotenita.

Vyhlaska také upravuje fyzikalni a chemické pozadavky na jakost kofeni. Vlhkost by
meéla byt nejvySe 12 % hmotnosti, celkovy popel by mél byt nejvyse 10 % hmotnosti a
popel nerozpustny v kyseliné by mél byt nejvyse do 2 % hmotnosti. Obsah silice by mél
byt minimalné 0,5 ml/ 100 g, tj. 5 ml/kg. Organické vlastni pfiméesi by nemély prevySovat
16 % hmotnosti, organické cizi pfimési by mély byt do 3 % hmotnosti a anorganické

pfimési do 2 % hmotnosti.

Dale lze pouzit dobromysl v kosmetickém primyslu. Dobromysl se zde pouziva jako
nalev do osvé&zujicich koupeli. Silny nalev slouZi jako vlasovy kondicionér (Bremnessova,
2003). Pouziti je Siroké, dalsi odvétvi pouziti je pifi vyrob& parfémil. V nizkych
koncentracich se piidava do Siroké $kaly piipravki na pééi o télo a pokozku (Stiasna,

2013).

3.7 Origani herba

Dobromyslova nat’ je drogou nazyvajici se Origani herba. Drogu tvofi slabé hranaté
a Casto naCervenalé lodyhy, vsticné, celokrajné listy vej¢itého tvaru. Kvéty jsou tmave
cervené az fialové v rozvétvenych chocholicich. Droga mé pfijemnou, aromatickou viini —

kotenitou a hotkou chut’ (Dudova, 2006).

Dle Ceského 1ékopisu z roku 2009 by méla nat obsahovat minimalné 25 ml silice
v kilogramu drogy. Karvakrolu a thymolu musi byt v silici nejméné 60 %. Cizich piimési
muze obsahovat nejvice 2 %. Obsah vody ma byt maximalné 120 ml/kg. Celkovy popel
tvofi maximalné 15 %, popel nerozpustny v kyselin€ chlorovodikové by mél byt nejvice

4 %. Matecné rostliny jsou Origanum onites a Origanum vulgare ssp. hirtum.

Podle Ceského farmaceutického kodexu z roku 1993 musi nat’ dobromysli obecné
obsahovat nejméné¢ 0,1% (V/m) silice. Droga je aromatického zapachu, chuti kofenité
nahotklé. Pti zkousce Cistoty musi rostlina obsahovat nejvyse 2,0 % cizi ptimési, u stonki
silngjSich nez 3 mm je obsah do 5 %. Ztrata susiny by méla byt maximalné 12 %, popel ma
tvofit maximalné 8 % a popel nerozpustny v kyselin¢ chlorovodikové by mél obsahovat

maximalné 1 %.

28



3.8 Obsahové latky
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2004). Silice definujeme jako tékavé, intenzivné vonici smési piirodnich rostlinnych latek
olejovité konzistence, lipofilni, ve vod¢ tézko rozpustné. Zpravidla jsou bezbarvé, zvlasté
v Cerstvém stavu. DelSim uchovavanim snadno oxiduji, pryskyficnati a tmavnou. Za
obycejné teploty jsou zpravidla tekuté, nékteré ¢aste¢né tuhnou (Moravcova, 2003). Silice
maji hustotu mensi nez 1. A dale se vyznacuji optickou aktivitou S vysokym indexem
lomu, ktery je dan piitomnosti nenasycenych latek s dvojnymi a trojnymi vazbami (Lang,

2005).

Rod Origanum je charakteristicky Sirokou Skalou prchavych sekundarnich
metabolitl, které zplsobuji typickou vini a 1écivé ucinky jejich zastupcii. Literatura uvadi

pomérné rozdilné tdaje tykajici se mnozstvim obsahovych latek (Small, 2006).

Obsah silice v nati dobromysli je 0,15 — 0,40 %, nejvétsi zastoupeni maji thymol,
karvakrol a cymol, dale jsou to tfisloviny, hoi¢iny, pryskyfice a mineralni latky (Tomko,
1999).

MnozZstvi obsahovych latek se vyrazné lisi podle oblasti péstovani dobromysli.
Naptiklad plané porosty matecnych rostlin nejsou jednotné v taxonomické hodnoté, ve
farmacii se proto silice oznacuji podle ptivodu rostliny, jako je silice Spanclska, syrska,
feckd a dalsi. U né€kterych zastupcii mohou vyznamné obsahové latky (thymol, karvakrol)

zase zcela chybét (Stary, Jirasek, 1986).

Blazek et al.(1956) tvrdi, ze silice z drogy obsahuji az 50 % thymolu a mnozstvi
ttislovin je az 8 %. Zatimco Jirdsek a Stary (1986) popisuji, Ze silice nekterych typil
dobromysli obsahuji misto thymolu a karvakrolu karyofylen, a-bisabolen, dipenten, p-
cymol, linalool, terpineol a terpinylacetat nebo bornylacetat a dalsi terpenické latky. Hejny
(1992) uvadi, ze celkové rozpéti obsahu silic je 0,15 - 0,30 %. Daéle obsahuje asi 8 %
tiislovin, hot¢iny, organické kyseliny, bornyacetat, 82 % vitaminu C a 7,5 % karotenu.
Mika (1991) popisuje, ze droga obsahuje ptedevsim silice v rozmezi 0,20 — 1,50 %, které
jsou zastoupeny piedevsim thymolem v 16 %, dale jsou to cymol, karvakrol a dalsi

terpeny.

Obsah latek v dobromysli zavisi na pavodu drogy, terminu sklizné aj. Napiiklad

thymol a karvakrol se podili na rliznych chemotypech mate¢né rostliny. Pfi hodnoceni
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slozeni silice bylo zjiSténo, Ze obsah thymolu stoupa na podzim, zatimco mnozstvi
karvakrolu naproti tomu zistava v pribéhu vegetaéniho obdobi stejné¢ (Neugebauerova,

1997). Roste-1i dobromysl na plném slunci, ma vyraznéj$i vini a chut’ (Palmer, 1996).

Skoula a Kamenopoulos (1996) uvadi latky obsazeny v silicich Herba origani: vy-
terpinen, p-cymen, borneol, 1,8-cineol, pinen, kamfen, caryophyllene, karvakrol, thymol a

terpinen-4-ol.

Latky obsazené v silici Origanum vulgare L. jsou methyl, 2-methylbutyrat, a-thujon,
a-pinen, camphen, B-pinen, sabinen, J-3-caren, myrcen, o-phellandren, a-terpinen,
limonen, 1,8-cineol, B-phellandren, (Z)-ocimen, (E)-ocimen, vy-terpinen, p-cymen,
terpinolen, 3-octanol, 1-octen-3-ol, a-copaen, linalool, thymylmethyleter, terpinen-4-ol,
karvakrol methyl ether, B-caryophylum, a-humulen, a-terpinol, borneol, germacren D, B-
bisabolen, &-cadinen, cis-a-bisabolen, y-cadinen, B-elemol, a-farnesol, spathulenol, thymol

a karvakrol (Chatalambous in Zatopkova, 1998).

Velisek (2002) uvadi, ze dobromysl obecna obsahuje latky, jako jsou karvakrol,

thymol, p-cymen, karvakryl (methyl) ether, linalool, a-pinen, bornyl-acetat a kafr.

Podle Dudové (2006) byly nejvice obsazeny latky p-cymen, y-terpinen a thymol.
Obsah jednotlivych slozek silic se vyrazné li§il u stejnych zastupct druhu Origanum
vulgare. Naptiklad thymol u O.vulgare (zastupce z Velké Britanie) mél nejvyssi podil této

latky, zatimco u O.vulgare (zastupce z Rakouska) mél obsah nejnizsi.

Nyrzynska-Wierdak (2008) popisuje, ze ptevladajici slozkou dobromysli béhem
vyzkumu byly: sabinen, germacrene D, E-karyofylen, (Z)-B—ocimene a y-terpinene.

Zkoumabné silice obsahuji slouc¢eniny thymolu a karvakrolu.
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Silice

U celedi Lamiaceae se silice vytvareji v zlaznatych trichomech. Silice se tvoii
Vv protoplasmé nebo rozpadem bunéénych blan ¢i hydrolyzou uréitych glykosidi. Maji
vlastnost prostupovat vSemi pletivy nebo se koncentruji v ur¢itych organech (Zatopkova,

1998).

Silice se zpravidla skladaji z velkého poctu chemickych sloucenin. Bylo
identifikovano ptes 500 riiznych latek, pii cemz az 50 jich miize byt obsazeno v jedné silici
(Hubik, 1978). Silice jsou nejCastéji tvofeny terpeny, zejména monoterpenickymi
uhlovodiky, aldehydy, alkoholy, ketony, kyselinami, estery nebo seskviterpeny
(uhlovodikami 1 kyslikatymi latkami). Vini zpravidla podminuji terpenické slozky
(Kysilka, 2006)

Silice obsazené u dobromysli se 1isi podle zptsobu produkce a kvalitativniho sloZeni.

Podle obsahu zakladnich silic rozliSujeme tfi hlavni skupiny:

1) Taxony ,,chudé* na silice obsahujici mensi mnozstvi nez 0,5 % (ml / 100 g
susiny), naptiklad u druhu O. calcaratum

2) Taxony s obsahem silice mezi 0,5 az 2 %, naptiklad O.microphyllum, které je
znamé jako ,,Krétska majoranka“

3) Taxony ,,bohaté” na silice obsahujici vice nez 2 %, napiiklad dva nejvice
rozsifené komeréni druhy jsou O.vulgare subsp. hirtum (Recké oregano) a
O.onites (Turecké oregano), (Kokkini in Padulosi, 1996).

S ohledem na koncentraci silic u rodu Origanum spp. L. se mohou vyskytnout
nasledujici slouceniny, naptiklad linalool, terpinen-4-ol, a sabinen-hydrat, jako silice u
druhu O. majorana. Dale fenolové slouceniny, karvakrol a nebo thymol, jako silice u

druhu O. vulgare subsp. hirtum a O. onites (Padulosi, 1996).

Vyuziti silice je nejvyznamnéjsi v oblasti potravinaistvi a kosmetického prumyslu.
Ve farmacii se pouzivaji drogy s vysokym obsahem silic, silice a z nich izolované Cisté
latky. Biologické ucinky téchto faktori jsou odlisné. Izolovana silice ma piednost ve
vyuziti, pokud obsahuje 1 jiné biologicky aktivni latky jako jsou glykosidy nebo ttisloviny.
Izolovana slozka silic se dale vyuziva ve farmacii, ma-li droga néjaké nezadouci vedlejsi

ucinky. Silice se pouziva spiSe k Gpravé vini v kosmetice (Moravcova, 2003). Dalsi
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dulezitou vlastnosti silic je antioxidacni aktivita (Velisek, 2002), jejimiz nositeli jsou

karvakrol a thymol (Neugebaurova, Fojtova, 2006).

Pro izolaci silic se pouziva nékolik zptsobu jako je destilace, enfleurace (extrakce
tuky), lisovani a extrakce rostlinného materidlu lehce prchavymi organickymi

YV wew

rozpoustédly. Nejbéznéjsi a nejvice pouzivanou metodou je destilace vodni parou.
Destilace

Je metoda s nejvétsi vytéznosti, s vysokou kapacitou. Nevyhodou je vysoka teplota
asi 150 az 300 °C, ktera zptisobuje zménu ve slozeni silice. Dale se silice 1isi pachem ¢i

vuni od silice ziskané extrakci (Moravcova, 2003).

Karlova (1999) uvadi, ze pfi stanoveni kontrolnich vzorkti bylo prokazano jen

stopové mnozstvi silic. Obsah silic u drogy Herba origani byl v hodnotach 0,12 — 0,54 %.
Fenolické latky

Z velkého poctu piirodnich latek jsou z hlediska antioxidacni zajimavé fenolické
latky. Mezi né patii naptiklad flavonoidy, hydroxyskotficova kyselina, tfisloviny a

alkaloidy (Spilkova, 1997).

Dutlezitou a rozséhlou skupinu rostlinnych fenolickych latek tvofi flavonoidy. Pro
antioxida¢ni aktivitu flavonoidi je prvofady pocet hydroxylovych skupin v molekule a
jejich poloha. Dvé hydroxylové skupiny v poloze C-3" a C-4" zajistuji antioxidacni
aktivitu. Pfitomnost dalSich hydroxylovych skupin v kruhu B zvySuje aktivitu (VeliSek,
2002). Celed’ Lamiaceae obsahuje flavonoidy volné nebo glykosidicky vazané, oba typy se

nachazeji u dobromysli (Skoula, Harborne, 2002).

Vyzkum z roku 2009 byl zaméten na celkovy obsah fenolickych latek u okrasnych
taxonti rodu Origanum L. Vysledky byly vyjadieny v gramech ekvivalentu kyseliny
gallové (gallic acid equivalents - GAE) ve 100 g suSiny. Mezi zkoumanymi taxony mél
nejvyssi celkovy obsah fenolickych latek zastupce Origanum vulgare 'Compactum’, a to
s hodnotou 4,80 g GAE/ 100 g susiny. Origanum vulgare "Thumble's Variety' obsahovala
5,62 g GAE/100 g susiny (Neugebauerova, et al., 2009). Dalsi vyzkum, ktery se zamé&fil na
extrakty z kofeninovych rostlin, zaznamenal, Ze dobromysl obsahuje 10,17 (+ 0,01) g
GAE/100 g susiny (Shan, et al., 2005).
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Vv suSené dobromysli byl zjistén u taxonu Origanum vulgare "Album” s hodnotou 4,80 g
GAE/100 g. Nejvyssi obsah TPC 9,13 g GAE/100 g byl zjistén u Origanum vulgare

"Compactum’.

Podle Stiasne (2013) nejvyznamngj§i obsah fenolickych latek ukazal taxon

v

obsah fenolickych latek byl zjistén u Origanum vulgare 'Variegatum' s hodnotou 4,4738 g
GAE/100 g susiny.

Trisloviny

Z hlediska chemického slozeni patii tfisloviny mezi polyfenoly, které se lisi
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hydroxidy.

Ttisloviny maji celou fadu charakteristickych vlastnosti. Jsou rozpustné ve vod¢ a
Vv ethanolu. Tfisloviny maji sviravou chut, srdzi bilkoviny, erytrocyty, alkaloidy a soli
tézkych kovu. Se soli zeleza se zbarvuji v roztoku na modro a zeleno. VSeobecné to jsou
latky velmi nestalé, samokondenzacni. Skladovanim ztraceji drogy s obsahem tfislovin na

uc¢innosti (Buckova, 1988).

Drogy obsahujici tfisloviny se pouzivaji jako adstringencia pii onemocnénich
gastrointestinalniho traktu a koZnich poranéni. Pfi 1éCeni spalenin nebo omrzlin vytvareji
ochranou, antiseptickou membranu (Moravcova, 2003). Jako pfirozené slozky potravin

ovlivituji Zadouci a nezddouci chutové vlastnosti (Velisek, 2002).

Blazek et al (1956) uvadi, ze silice Herba origani obsahuje asi 8 % tiislovin, hoi¢iny
a jiné latky. Toto mnozstvi potvrzuje Mika (1991) a Hejny (1992).

Hor¢iny

Jsou to nejedovaté, bezdusikaté latky (Korbelat, et al, 1970). Formulované dle

chutovych receptor. Maji odliSnou chemickou strukturu. Zastupci jsou ze skupin

glykosida & alkaloidi (Mika, 1991).

Mezi hoi¢iny se fadi slouCeniny obsazené v rostlinach, které jsou hoiké a soucasné

nemaji zadny dal$i napadny farmakologicky vyznam. Po chemické strance patii hoi¢iny
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mezi rizné typy sloucenin, u n¢kterych dokonce neni chemickd struktura zndma, proto se
jejich koncentrace stanovuje pomoci &isla hotkosti (Moravcova, 2003). Cislo hoikosti je
prevracena hodnota ziedéného vyluhu 1 g drogy, ktera jesté vyvola zieteln¢ hotkou chut
(Mika, 1991).

3.9 Metody stanoveni obsahovych latek

3.9.1 Stanoveni obsahu silice

Cesky lékopis (2009) stanovuje obsah silic v rostlinnych drogach pomoci destilace s
vodni parou na zvlaStnim pfistroji a destilat se jima v kalibracni trubici. Samotna silice je
zachycena v xylenu, vodni faze se automaticky vraci zpét do destila¢ni banky. Obsah silice

se vyjadiuje v ml/kg susiny.

240

Obrazek ¢. 4 Destilaéni aparatura Cesky 1ékopis (2009)

Ptistroj (Obr. 4) se sklada z vhodné destilacni baiiky s kulatym dnem a kratkym

zabrousenym hrdlem na Sir§im okraji o vnitinim priiméru 29 mm, dale z kondenzaéni ¢asti,
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ktera pfiléha k destilacni bance zabrusem tak, Ze tvofi jednolity celek. Pouzité sklo ma
nizky koeficient roztaznosti. Zatka K je odvétravaci, trubice K mé otvor o priméru asi
1 mm, shodny s odvétravacim otvorem zatky, Sir§i konec trubice K o vnitinim primeéru
10 mm je ze zabrouSeného skla. HruSkovité rozsifena ¢ast J o objemu 3 ml a trubice JL je
délena po 0,01 ml, dalsi ¢ast je kulovita oznacena jako L o objemu asi 2 ml. Trojcestny
kohout je oznacen M, UGsti trubice B je o 20 mm vySe nez horni znacka dé€leni na trubici.
Ptistroj se dale sklad4 z vhodného tepelného zdroje umoznujiciho piesné nastaveni teploty

a ze stojanu s kruhem pokrytym izolacnim materialem.

Pouzije se dikladné vyciStény pfistroj. Stanoveni se provadi podle charakteru
zkoumané drogy. Do destila¢ni banky se prevede predepsané mnozstvi destilacni kapaliny,
prida se nekolik kouskli porézniho porcelanu a ptipoji se kondenzacni ¢ast. Nalevkou N se
vlije kapalina do pfistroje tak, aby jeji hladina dosihla bodu B. Vyjme se zitka K" a
pipetou, jejiz konec se dotyka spodni ¢asti trubice K, piida se predepsané mnozstvi xylenu
R. Zatka K’ se uzavie. Otvor v zatce odpovidéa poloze otvoru v trubici K. Kapalina v bance

se zahteje k varu. Neni-li jinak ptedepsano, destiluje se rychlosti 2 ml/ min az 3 ml/min.

Ur¢i se destilacni rychlost. Béhem destilace se snizi pomoci trojcestného kohoutu
hladina kapaliny tak, aby odpovidala poloze spodni znacce (a). Kohout se uzavie a zméfi
se Cas potfebny k tomu, aby hladina dosdhla horni znacky (b). Kohout se otevie a
pokracuje se v destilaci, destilaéni rychlost se upravi vhodnym zahtivanim. Destilace
probiha piiblizné 30 min, poté se zahfivani pierusi a po nejméné 10 min se odecte objem

xylenu v délené trubici.

Do banky se pievede predepsané mnozstvi drogy a pokracuje se v destilaci vyse
uvedenym zpisobem po piedepsanou dobu a piedepsanou rychlosti. Pak se zahtivani
ukon¢i a po 10 min se odecte objem kapaliny v délené trubici, od néhoZ se odecte diive
zaznamenany objem xylenu. Rozdil vyjadiuje obsah silice ve zkouSené droze. Vysledek se

ptrepocita na obsah mililitri na 1000 g drogy.

Ma-1i byt silice pouzita pro dal$i analytické ucely, oddé€li se jeji bezvoda cast
S xylenem nésledujicim zplsobem. Vyjme se zitka K" a ptida se 0,1 ml roztoku
fluoresceinu, sodné soli R (1 g/l) a 0,5 ml vody R. Pomoci trojcestného kohoutu se vypusti
smés xylenu a silice do kulovité ¢asti L a po 5 minutach stani se vypousti pomalu tak, aby
hladina klesla na uroven kohoutu M. Kohoutek se to¢i zprava doleva tak, aby vytekla voda

ze spojovaci trubice BM. Pomoci nalevky N promyjeme trubici acetonem R a malym
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mnozstvim toluenu R. Kohout se otoc¢i zprava doleva a smés xylenu a silice se vypusti do

vhodné banky.

3.9.2 Kbvalitativni hodnoceni silic

Mezi v soucasné dob¢ nejvyznamnéjsi a zaroven nejpouzivanéjsi metody detekovani
jednotlivych latek patfi chromatografické metody, které jsou jak metodami separacnimi,
tak analytickymi. Zékladni princip chromatografickych metod spocivd v rozdélovani

neboli separaci slozek smési, které jsou obsazeny ve vzorku (Cevela, 2014).

Chromatografické metody umoziuji jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu.
Vysledkem kvalitativni analyzy je zde ureni latek, které jsou v analyzovaném vzorku
obsazeny. Vysledkem kvantitativni analyzy je zjisténi, Vv jaké koncentraci jsou jednotlivé

slozky ve smési obsazeny (Motyka, Hlavac, 2009).
Plynova chromatografie

Kwvalitativni hodnoceni silic provadime pomoci plynové chromatografie, coz je
separa¢ni metoda, pii které se oddé€luji slozky obsazené ve vzorku. U chromatografie se
vzorky vnasi mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze. Stacionarni faze je nepohybliva,
mobilni faze je pohybliva. Vzorek umistime na zacatek stacionarni faze. Pohybem mobilni
faze pres stacionarni fazi je vzorek touto soustavou unaSen. Slozky vzorku mohou byt
staciondrni fazi zachycovany, a proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky, které
jsou stacionarni fazi poutany silnéji. Tim se postupné slozky od sebe separuji a na konec

stacionarni faze se dostavaji dfive slozky méné zadrZzované (Klouda, 2003).

V koloné se slozky separuji na zdkladé rizné schopnosti poutat se na staciondrni fazi.
Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor. Signal z detektoru se vyhodnocuje a

z ¢asoveého pribéhu intenzity signalu se ur¢i druh a kvantitativni zastoupeni slozek.

Pro nutnost pfemény analytd Vv plyny muzeme separovat takové latky, které maji
dostate¢ny tlak syté pary, jsou tepelné stalé a maji relativni molekulovou hmotnost mensi
nez 1000. Obecné miize byt plynova chromatografie pouzita k separaci plynd, vétSiny
nedisociovatelnych kapalin a pevnych organickych molekul a mnoha organokovovych
latek. Neni pouzitelnd pro separaci makromolekul, organickych a anorganickych soli
(Klouda, 2003).
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Hlavnimi ¢astmi plynového chromatografu jsou: reguldtor priitoku nosného plynu,
nastiikovy port, separa¢ni kolena a detektor (Obr. 5). Plynovy chromatogram je piipojen
ke zdroji nosného plynu a k zafizeni, které je schopné zpracovat signal z detektoru.
Vysledny vytistény zaznam chromatografické analyzy se nazyva chromatogram

(Péncikova, 2003).

Zdrojem nosného plynu je tlakova ldhev obsahujici vodik, dusik, helium nebo
argon. Hojné vyuzivany vodik ma zasadni nevyhodu — je hoflavy a explozivni. Volba

nosného plynu je ¢asto urcena druhem kolony a detektoru.

Cistici zaFizeni zachycuje vlhkost a neéistoty v nosném plynu. Zbavuje nosny plyn

nezadoucich stop ostatnich plynii.

Regulaéni systém zajist'uje staly nebo programové se menici pratok nosného plynu.
Elektronickou regulaci lze docilit stanovené¢ho pritoku i1 pfi zménach teploty béhem

Separace.

Davkovac slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. Technika ddvkovéni
musi zajistit odpafeni vzorku v co nejkratSim case. Roztoky davkujeme injekénimi
stiikackami (0,1 — 10 pl) pfes pryzové septum. Hovofime o nastiiku vzorku (Klouda,

2003).
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plynova chromatografie pouziva hlavné kapilarni kolony. Kapilarni kolona je tvofena
kapilarou z taven¢ho kiemene, kterd je z venku potaZena filmem polymeru. Kapilara je
umisténa na kruhovém drzéku, na kterém je stoCena dokola a tento drzék s kolonou je
upevnén uvniti chromatografu. Vnitini sténa kapildry je pokryta filmem kapaliny, ktery
pfedstavuje vlastni stacionarni fazi. Pravé vlastnosti chemické latky, kterda tvofi film
(zejména polarita), zcela zasadné rozhoduji o tom, jaké smési je mozno na dané koloné

rozdélovat na jednotlivé slozky (Kvasnicova, 2004).

Termostat udrzuje konstantni teplotu separacni kolony béhem analyzy nebo teplotu
plynule méni podle nastaveného programu (Kvasnicovd, 2004). B&€zné¢ pracujeme pfi

teplotach 50 — 300 °C (Klouda, 2003).

Pro plynovou chromatografii existuje vice ruznych typt detektori. Volba detektoru

zavisi na aplikaci a na cili analyzy. Jednotlivé typy detektort se lisi jak principem funkce a
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konstrukei tak i selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearnim dynamickym rozsahem

(Kvasnicova, 2004).

Vyhodnocovaci  zafizeni  zpracovava  signal  zdetektoru,  zakresluje

chromatografickou kiivku a provadi jeji vyhodnoceni (Klouda, 2003).

vZorek zesileni signalu

a zpracovani

regulator
pritoku

nastrik vzorku
a nosného plynu

/

rd

cistici zarizeni

chromatogram

detektor
jednotlivych slozek

r\ termostat
LY
\ separacni kolona

nosny plyn

Obrazek ¢. 5 Popis plynové chromatografu (Jurdakova, 2008)

3.10 Molekularni metody vhodné pro studie genetickych vztahu

Nejcastéji pouzivané metody, které objasiiuji genetickou diverzitu a polymorfizmus,
jsou AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism — Délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragment), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA -
Polymorfismus nahodné amplifikované DNA) a SSR (Simple Sequence Repeats —
Tandemova opakovani kratkych motivil). Uvedené metody jsou zalozeny na principu PCR

(Polymerase Chain Reaction — Polymerazova ftetézova reakce), (Valpuesta, 2002,
Schlotterer, 2004).

V metodé PCR je pouzivana amplifikace specifického useku jaderné DNA. PCR je

proces, pfi némz se v zavislosti na teploté¢ reakéni smési pravidelné stiidaji tfi kroky,
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béhem nichz probihaji tfi odlisné déje s odliSnymi naroky na teplotu a fragmenty DNA se
mnozi exponencidlni fadou: denaturace dvoufetézcové DNA pfi teploté 94 °C, annealing
(nasedani) primert k odd€lenym fetézcim DNA pfi teploté 30 az 65 °C a nasleduje syntéza
novych feté¢zci DNA za pouziti DNA-polymerazy pfi teploté 65 az 75 °C. Tento proces se
cyklicky opakuje 30 az 50 krat (Cutinova, 2008).

PCR - polymerazova rfetézova reakce

30 — 40 cyklG
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Obrazek €. 6 Princip polymerazové fetézové reakce (Vierstraete, 1999)

Metody RAPD a AFLP amplifikuji fragmenty pfedem necharakterizované, na rozdil
od metody SSR, u které musi byt amplifikované sekvence znamé. Z vyse uvedeného
vyplyva, ze metody AFLP a RAPD mohou byt pouzity na organismy, pro které neexistuji
sekven¢ni informace (Valpuesta, 2002; Schlétterer, 2004).

AFLP a RAPD jsou rozdilné ve kvalité¢ udaji a genetické variabilité. Hlavné u
samosprasnych plodin a inbrednich linii vykazuji metody AFLP a RAPD podobné
zakonitosti, genetické vzdalenosti a informativnosti (Savelkoul, et al., 1999; Archak, et al.,
2003). AFLP se vyznacuje vysokou opakovatelnosti, dukladnosti, informativnosti a
vykazuje méné reakénich artefaktti oproti metodé RADP (Blears, et al., 1998).
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RAPD - Randon Amplifed Polymorphis DNA

Tato metoda se pouzivd ve fylogenezi a ke genetickému mapovani. Témito
vlastnostmi se zafazuje mezi tzv. semi-kvantitativni metody (Bassam, et al., 1992). RAPD
je jedna zmetod vyuzivajici kratkych syntetickych oligonukleotidd o nahodnych
sekvencich (Williams, et al., 1990).

SSR - Simple Sequence Repeats

Tato molekuldrni metoda se pouziva k ziskani DNA profilu, testovani rodiCovstvi,
sestavovani genetickych map a pro populac¢ni genetické studie. Metodou Ize analyzovat
mikrosatelitni sekvence (Tautz, et al., 1986). Mikrosatelity jsou ¢asto pouzivany kvuli

hypervariabilité a kodominanci SSR (Powell, et al., 1996).
AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism

AFLP byla zvetejnéna v roce 1995. Od té doby uplynula dlouha cesta vyvoje metody
a technickych pokrokd (Vos, et al., 1995). Vyuzivame ji pro generovani a analyzu
vychozich dat. AFLP je vhodnou metodou pro urceni rostlin, zvifat, hub a bakterii
vyuzivajici se v oblastech genetiky, evoluce a ekologie (Bensch, Akesson, 2005).
Zvlastnim zajem vyuziti AFLP je u generovani dat pro fylogenetické studium (Kosman,
Leonard, 2005).

AFLP ma dva kroky - StipaAni DNA a amplifikace. Genomova DNA se rozstipe
pomoci restrikénich enzymt (endonukleazami), (Mueller, Wolfenbarger, 1999). Jeden
enzym je s prumérnou frekvenci Stipani (napt. ECORI) a druhy s vyssi frekvenci Stipani
(napt. Msel nebo Taql), (Obr. 7A), (Vos, et al., 1995). Na koncich fragment vznikaji
jednovldknové piesahy nékolika bazi. Na tyto konce se vazou tzv. adaptory - kratké

syntetické useky dvouretézcové DNA o znamé sekvenci (Kosnar, 2015).

Spojenim adaptort s konci restrikénich fragmentt zajistuje enzym T4 DNA ligaza
(Obr.7B), (Munclinger, 2015).

Na alikvotni cast je pusobeno dalsimi dvémi PCR amplifikacemi, tento proces
probiha za pfisnych podminek, s primery specifickymi k adoptorovym sekvencim, které na
svém 3’ konci zasahuji jednou v pfipad¢ neselektivni - a tfemi v pfipadné selektivni
amplifikace nahodné zvolenymi bazemi do neznamé sekvence restrikéniho fragmentu.

Pomoci PCR je amplifikovana 4, toto probiha po preselektivni amplifikaci (Obr. 7C) a po
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selektivni amplifikaci 1124 naligovanych restrikénich fragmentt (Obr. 7D). Po separaci
fragmenti pomoci kapilarni elektroforézy mutize byt odhaleno 40 az 200 PCR produktt.

vvvvv

upravujici vzdalenost mezi restrikénimi misty (Vos, et al., 1995).

Elektroforéza podskupin fragmentd vede k jedineénému, reprodukovatelnému,
profilu pro kazdy genotyp (Mueller, Wolfenbarger, 1999). Markery tvotici profil se
nejcastéji soustfed’uji v centromerickych oblastech (Saliba-Colombani, 2000). Pfesto jsou
Siroce zastoupeny v celém genomu, coz umoznuje hodnotit zmény genomu. Tyto

anonymni markery se skladaji z velké ¢asti z nekodujici DNA (Shirasawa, et al., 2004).

Cely proces jako je St€peni DNA, ligace a preselektivni amplifikace PCR z ¢asového
hlediska je nejlépe dokoncit béhem jednoho dne. Ale pokud je tfeba tyto kroky provadét
béhem vice dni, je nutné uchovavat jednotlivé kroky v pfisnych podminkach, tj. teplota —
4 °C (Clarke, Meudt, 2005).

Dne se pouzivaji rizné kombinace enzymd, naptiklad EcoRI, Pstl, Hindll nebo Apal
kombinace s Msel nebo Tagl. Fluorescen¢ni znaeni primerd a jejich detekce pomoci
genetickych analyzatort podpofilo $ir§i pouziti této metody (VOS, et al., 1995;
Vannechoutte, 1996).
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4 Material a metody

4.1 Charakteristika pokusného stanovisté

Pokusné plochy s dobromysli byly zalozeny v Experimentalni zahrad¢
ZF MENDELU, viz obrazek 1 v piiloze. Zahradnicka fakulta se nachazi v obci Lednice
v povodi feky Dyje v nadmotské vysce 171 m. Obec lezi v teplé oblasti s mirnou zimou

(Vachun, 2011).

Uzemi patii mezi geologicky mlad§i &tvrtohory. Padni typ je zde nivni az
degradovana cernozem a pudni druh je hlinitopiscity, stfedn¢ t€zky. Matecnym substratem
jsou sprase. Ornice je 0,30 — 0,35 m hlubokd a humusovita. Hladina spodni vody je v
rozmezi 0,8 az 1,2 m podle ptidniho povrchu. Padni reakce (pH/KCI) je neutrdlni az

zasadita (Krska, Necas, 2005).

Jedna se o vyrobni typ kukufi¢ny, kde dlouhodoby primér ro¢nich srazek (1991 -
2010) je 532,11 mm a priamérna ro¢ni teplota je 10,08 °C, délka sluneéniho svitu je
pramérné 2810,33 hodin ro¢né. Béhem vegetacniho obdobi (kvéten-zafi) je primérna
teplota 16,79 °C a prumérny uhrn srazek 344,75 mm. Nejchladnéj$i mésic je leden
s pruimérnou teplotou -0,55°C a nejteplejsi mésic je Cerven s teplotou Vv primeéru

20,71 °C (Vachun, 2011).

Primérna ro¢ni teplota v roce 2014 byla 11,14 °C a pramérny ro¢ni uhrn srazek byl
572,40 mm. Délka slune¢niho svitu byla 1754,50 hodin ro¢n¢. Nejchladnéjsi mésic byl
leden s primérnou teplotou 1,50 °C. Nejteplejsi mésic roku byl Eervenec s primérnou
teplotou 21,30 °C. Béhem tnora az srpna, kdy byly rostliny dobromysli sledovany a
hodnoceny, byla primérna teplota 13,64 °C, primérné mnozstvi srazek bylo 324,10 mm a
délka sluneéniho svitu byla 1341,00 hodin (Vachin, 2015), viz tabulka ¢. 1, podrobng&jsi

udaje uvadi tabulka 1 v pftiloze.
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Tabulka ¢. 1 Meteorologické tidaje v roce 2014

., prumérna denni srazky Slune¢ni svit
mesice

teplota [°C] [mm] [hod.]
Leden 15 6,3 53,8
Unor 3,2 6,3 81,2
Brezen 8,1 4,0 203,1
Duben 11,6 20,6 174,0
Kvéten 14,6 46,2 195,3
Cerven 18,8 31,4 265,3
Cervenec 21,3 69,6 243,5
Srpen 17,9 146,0 178,6
Zari 15,4 166,0 146,7
Rijen 11,0 30,1 96,3
Listopad 7,4 25,2 42,1
Prosinec 2,9 20,7 74,6
Primér 11,14 572,40 1754,50

4.2 Rostlinny material

Hodnoceny sortiment rodu Origanum L. obsahoval 10 polozek, ptvod téchto rostlin

je nasledujici:
Origanum vulgare L.
a) 41-Kyrgyzstan

Puvod je v Kyrgyzstanu. Semena byla ziskana sbérem z volné rostoucich rostlin dne
13. 09. 2009. Misto sbéru je zhruba 50 km vzdalené od obce Boseri v provincii Issyk Kul
v nadmotské vySce 1600 m. Botanicky popis odpovida vSeobecné charakteristice druhu

Origanum vulgare, uvedené v kapitole 3.2.
b) 43-Kyrgyzstan

Semena rostlin byly ziskany v Kyrgyzstanu sbérem, ktery se uskutecnil 14. 09.
2009 v lokalité Jenci-Lesh v nadmotské vysce 2300 m. Zakladni botanicky popis odpovida
kapitole 3.2.

Origanum vulgare "Aureum’

Origanum vulgare "Variegatum’(syn. Origanum vulgare '‘Country Cream”)
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Origanum vulgare "Thumble’s Variety’
Origanum vulgare "Aureum Crispum’
Origanum vulgare "Compactum’
Tyto taxony pochazi ze Zahradnictvi v Teplé, nadmoiska vyska 690 m. n. m.
Origanum hirsutum Kuntze

Tento druh byl ziskan z Centra léCivych rostlin Lékarské fakulty Masarykovy

univerzity v Brn¢ na Kravi hote, nadmoiska vyska 282 m. n. m.
Origanum vulgare "'Diabolo’

Tohoto zastupce doplnil Ing. Rehus§ (Skalica, Slovensko) z vlastni sbirky.
Origanum vulgare

Dobromysl pochédzi z firmy Planta Naturalis v Markvarticich v nadmotské vySce

356 m. n. m. (Voda, 2008).

Sadba ¢tyt polozek (Origanum vulgare 41-Kyrgyzstan, Origanum vulgare 43-
Kyrgyzstan, Origanum hirsutum a Origanum vulgare zPlanta Naturalis) byla
piedpéstovana ve skleniku Experimentalni zahrady ZF MENDELU. Ostatnich 6 polozek
pochézeloz obchodni sité a byly ditribuovany v hrnkach, potfebné mnozstvi bylo ziskano

délenim této sadby, viz tabulka ¢. 2.

Rostliny (Origanum vulgare 41-Kyrgyzstan, Origanum vulgare 43-Kyrgyzstan,
Origanum vulgare "Aureum’, Origanum vulgare ’Variegatum’, Origanum vulgare
"Thumble’s Variety’, Origanum vulgare "Aureum Crispum” a Origanum hirsutum Kuntze)
byly na stanovisté vysazeny 15. 07. 2012 ve sponu 0,50 x 0,30 m, kazdy taxon v poctu 10
kusti. Druhy termin vysadby polozek sortimentu (Origanum vulgare "Compactum’,
Origanum vulgare 'Diabolo” a Origanum vulgare z Planta Naturalis) byl vysazen

21. 05. 2013 ve sponu 0,60 x 0,40 m a opét bylo vysazeno 10 kusi od kazdého taxonu.

Rostliny byly na pozemku vysazeny v poiadi tak, jak je uvedeno nize (Tab. 2). Cislu

fadku v tabulce ¢. 2 odpovida oznaceni vzorkii pro dal$i hodnoceni. Pocet rostlin se od

Mrwve

vysadby je uveden v piiloze jako obrazek 2.

45



Tabulka ¢. 2 Piehled taxont rodu Origanum L. (aktualné k 28. 02. 2014)

radek druh kultivar pocet (Kks) pivod mnozeni
1 | Origanum vulgare 9 Issyk Kul, Kyrgyzstan generativni
2 | Origanum vulgare 9 Jenci-Lesh, Kyrgyzstan generativni
3 | Origanum vulgare | ‘Compactum’ 9 Zahrada Tepla, CR vegetativni
4 | Origanum vulgare | "Aureum’ 10 Zahrada Tepla, CR vegetativni
5 |Origanum vulgare | "Variegatum’ 8 Zahrada Tepla, CR vegetativni
6 | Origanum vulgare | Thumbless Variety’ 10 Zahrada Tepla, CR vegetativni
7 | Origanum vulgare | "Aureum Crispum’ 8 Zahrada Tepla, CR vegetativni
8 | Origanum hirsutum 10 Zaharda LR, Brno, CR generativni
9 | Origanum vulgare | ‘Diabolo’ 10 Ing. Rehus , Skalica, SR vegetativni
10 | Origanum vulgare 10 Planta Naturalis, CR generativni

4.3 Metodika

4.3.1 Hodnoceni morfologickych znakii

Jednotlivé rostliny byly hodnoceny béhem kultivace od tnora do srpna 2014,
celkem 12 krat, tj. od raseni do sklizné. Vyska porostu byla méfena kolmo na zemsky
povrch, ve stfedu trsii pomoci pravitka. Délka listi byla méfena bez fapiku a Siika listu
V nejSirsi ¢asti. Byla zaznamendna vyska kvétenstvi od nejspodnéjSiho vétveni. Dale byla
hodnocena barva listii a kvéti pomoci RHS Colour Chart. Z kazdého taxonu bylo vybrano

deset kusi (stonk, listt a kvétenstvi). Zjisténé hodnoty byly zpramérnovany.

4.3.2 Hodnoceni fenologickych fazi
Jednotlivé fenologické faze byly hodnoceny od Unora az do srpna 2014. Byla

zaznamenana doba raseni, pocatek kveteni a plné kveteni, které odpovida dobé¢ sklizné.

4.3.3 Sbér, suSeni a uprava vzorki

Sklizen probihala ruéné€ za pomoci zahradnickych ntzek 0,1 az 0,15 m nad povrchem
pudy. Po sklizni byly vzorky svazany lykem a ozna¢eny. Svazky dobromysli byly suseny
pfirozenym proudénim vzduchu. Vaha hodnoceného materialu byla zaznamenavana pred
suseni a po suSeni. Po suSeni byly vzorky rostlin uskladnény v papirovych pytlich
Vv laboratornich podminkéch. Poté byla droga namleta laboratornim mlynkem typ IKA MF
10 basic, viz ptiloha Obrazek 54, (ILABO, Ceska republika). Namlet4 droga (velikost &asti

2 mm) byla uloZena do papirovych sackt a poté se namleta droga ihned analyzovala.
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Pfed analyzou vzork byl stanoven obsah suSiny gravimetricky. Toto Stanoveni
probihalo vysu$enim vzorkt. Teplota suSeni byla 105 °C. Navazka byla 3 g nebo 5 g.
V hlinikovych nddobach, v kterych probihalo suSeni po dobu 4 hodin. Poté byly vzorky
vytahnuty a zakryty vicky v exsikatoru, aby nedoslo k pohlceni vlhkosti ze vzduchu. Pii
laboratorni teploté probihalo zchlazovani. Po opétovném zvazeni byl stanoven procentualni
podil susiny ve vzorku. Tyto udaje jsou nutné pro stanoveni obsahovych latek, vysledek je

vztazen na konstatni hmotnost, aby bylo mozné porovnani jednotlivych vzorki mezi sebou

(Zbiral, 2005).

Ztraty suSenim byly vyjadifeny podle rovnice:
% =(a*100)/b

a ... hmotnost drogy v gramech po suSeni,

b ... navazka drogy v gramech pted suseni, (Skarpa, 2010).

4.3.4 Stanoveni silic v rostlinnych drogach

Hodnoceni obsahu silice (destilaci)

Stanoveni objemu silice bylo provedeno v laboratoii Ustavu zelinafstvi a kvétinatstvi
ZF MENDELU podle upravené metodiky (bez piidavku xylenu) uvedené v Ceském
lékopisu (2009). Metoda destilace s vodni parou byla provedena na pfistroji, viz Obrazek ¢.
4. Bylo pouzito dikladné vyc¢isténého piistroje. Do destila¢ni baiiky 0 objemu 2 litry byla
vlozena pfedem namleta droga v mnozstvi 30 g a nalita destilovana voda o objemu 400 ml.
Bylo vlozeno nékolik kouskd porézniho porcelanu a bariku se zabrusem jsme pfipojili k
pfistroji. Postranni trubice byla naplnéna destilacni vodou tak, aZz pretékala do barky.
Potom byla uzaviema postranni trubice vatou. Kapalina v bance byla zahiivana do bodu
varu. Béhem destilace byl trojcestny kohout prichozi, aby kapalina proudila pfistrojem.
Doba destilovani byla 2 hodiny.

Po odpocitani objemu silice na stupnici byla silice vypusténa do vialky, ktera byla
uzaviena plastovym uzavérem se septem. Vialky byly uskladnény v lednici pii teploté
7 °C. Cely proces destilace probehl u kazdého vzorku dvakrat, pak byl stanoven primérny

objem silice z obou vzorkd. Vysledky byly pfepocitany na obsah silice v ml/kg v susiné.
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Stanoveni sloZeni silic pomoci metody GC-MC

Vzorky uchované pii 7 °C byly nasledné analyzovany Ing. Michalem Kumstou na
Ustavu vinohradnictvi a vinafstvi ZF MENDELU. Stanoveni prob&hlo na plynovém
chromatografu Shimadzu GC-17A, (Korneuburg, Rakousko). 20 ul silice byl rozpustén
v 980 pl cyklohexanu. Poté byla silice zbavena vody bezvodym siranem hofe¢natym. Na

kolonu byl davkovan 1 pl roztoku silice a detekovan za téchto podminek:

Separace latek probihala na kolon¢ DB-Wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum filmu) pfi
pritoku helia 1 ml/min a pfi linedrni rychlosti 36 cm/s. Teplota nastiiku byla 210 °C.
Teplotni rozsah kolony byl 70 az 250 °C, MS 2 az 60 min, 14 az 254 m/z a teplotniho

programu:
T:=60 °C, drzena 1 min
T.=90 °C, 3 °C/min
Ts=114°C, 1,5 °C/min
T+=162 °C, 6 °C/min
Ts=202 °C, 4 °C/min
Ts =250 °C, 6 °C/min, drzena 5 min
Celkova doba analyzy byla 60 minut.

Identita latek, pro které byly k dispozici standardy, byla ovéfena porovnanim
retenéniho ¢asu a hmotnostniho spektra. Identifikace ostatnich latek byla provedena
porovnanim hmotnostniho spektra s databdzemi a porovnanim retencnich indexi

s literarnimi tdaji.

4.3.5 Stanoveni genetickych profili pomoci metody AFLP

Stanoveni genetickych profili prob&hlo pod vedenim Ing. Jany Cechové a Mgr. Jany
Raddové na Ustavu genetiky ZF MENDELU. Vegetaéni vrcholy hodnocenych rostlin byly
odebrany ve tfech terminech kvili nedostatecné velikosti. Bylo nutné zachovat stejnou
vyvojovou fazi a vySku u vSech rostlin. K analyze byly pouzity 30 az 50 mm dlouhé
vrcholy rostlin, které byly jako prvni odebrany dne 24. 03. 2014 u vzorka ¢. 2, 4, 6a9
(Tab. 3). Druhy odbér se uskutecnil dne 04. 04. 2014, kdy byly odebrany vrcholy rostlin ¢.
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1, 5 7, 8, 10. Vzorek ¢. 3 (Origanum vulgare "Compactum’) byl odebran kvuli
nedostatecné velikosti az 24. 04. 2014. Vsechny vzorky byly vlozeny do uzaviratelnych
sacku a ulozeny do hlubokomraziciho boxu pii teploté — 80 °C. Tieci misky s tloucky byly
ulozeny v hlubokomrazicim boxu. Vzorky pletiv byly homogenizovany v misce za 2°az 3
minuty. Pfiblizné 100 mg pletiva bylo pouzito pro izolaci DNA pomoci DNeasy Plant Mini
Kit, (Qiagen, Ceska Republika).

Tabulka €. 3 Odbér vzork pro stanoveni genetickych profilt

Fadek druh Kultivar datum odbéru
1 Origanum vulgare 04.04.2014
2 Origanum vulgare 24.03.2014
3 Origanum vulgare ‘Compactum’ 24.04.2014
4 Origanum vulgare "Aureum’ 24.03.2014
5 Origanum vulgare "Variegatum’ 04.04.2014
6 Origanum vulgare "Thumbless Variety’ 24.03.2014
7 Origanum vulgare "Aureum Crispum’ 04.04.2014
8 Origanum hirsutum 04.04.2014
9 Origanum vulgare 'Diabolo’ 24.03.2014
10 | Origanum vulgare 04.04.2014

Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena podle protokolu od vyrobce (Qiagen). Tato metoda je
zalozena na principu purifikace DNA pomoci specidlnich kolon. Prvni kolona filtra¢ni
zachycuje proteiny, polysacharidy, detergenty a dalsi necistoty. Druha kolona véazaci
zachycuje DNA. Na této druhé koloné nasledné dochazi k promyvani DNA od zbytkd

kontaminantl. Poslednim krokem je vymyti elu¢nim roztokem do ¢isté zkumavky.

1) Do mikrozkumavky s homogenizovanym vzorkem bylo napipetovano 400 ul
roztoku APla 4 ul RNazy A.

2) Vodni lazen byla nastavena na 65 °C. Rozdrceny vzorek byl pfidan do
mikrozkumavek a smés byla protiepana na vortexu (tfepacce).

3) Tato piipravena smés byla inkubovana 10 min pfi teploté 65 °C, béhem

inkubace bylo nutné 2 — 3 krat protiepat, aby doslo k 1yzi bunék.
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

Poté bylo pfidano 130 pl pufru P3. Lyzat byl protiepan a inkubovan 5 minut
na ledu (v mrazicim boxu — 20 °C). Béhem tohoto procesu doslo K vysrazeni
proteinti @ polysacharidi.

Lyzat byl sto¢en a po dobu 5 minut centrifugovan pii 13000 rpm (revolutions
per minute — otacky za minutu). Lyzat byl pfepipetovan na fialovou (filtracni)
kolonu. Centrifugace probéhla po dobu 2 minut pii 13000 rpm. Faze, ktera
prosla pies kolonu, byla pfevedena do nové mikrozkumavky o objemu 2 ml.
AE pufr byl ohtat pro nasledné pouziti pfi eluci DNA.

Bylo ptidano 650 pl pufru AW. Vzorek spufrem AWI1 byl promichan
pipetovanim. Sm¢s byla pievedena na bilou (vazaci) kolonu (vzorek se na
bilou kolonu nevejde cely, tzn. byl proveden na 2x).

Nasledné byla kolona centrifugovana 1 minutu pii 6000 g (8000 rpm). Frakce
prosla kolonou byla vylita. DNA byla zachycena na koloné. Se zbytkem
roztoku (viz bod 6) byl proces zopakovan.

Kolona byla pfemisténa do ¢ist¢é 2 ml mikrozkumavky. Dale bylo pfidano
500 pl pufru AW2. Kolona byla centrifugovana po dobu 1 minuty pii 6000 g
(8000 rpm). Frakce prosla kolonou byla vylita. V této fazi doslo k promyvani
vzorku.

Poté bylo pfidano dalSich 500 pl pufru AW2 a opét bylo centrifugovano na
dobu 2 minut pfi 20000 g. Kolona byla pfemisténa do nové mikrozkumavky
tak, aby se nedostala do kontaktu s proslou fazi.

10) Nasledné bylo pfidano 50 ul piedehiatého pufru AE a inkubovano 5 min pfi

pokojové teploté. Centrifugace prob&hla 1 minutu pii 6000 g (8000 rpm).

11) Nakonec bylo opét ptidano 50 pl pfedehiatého pufru AE a inkubovano po

dobu 5 minut pii pokojové teploté. Centrifugace probéhla 1 min pti 6000 g
(8000 rpm). Vyizolovana DNA byla uskladnéna v mrazicim boxu pii teploté -
20 °C.

Kontrola kvality izolované DNA

Bylo nutné zkontrolovat kvalitu DNA pomoci -elektroforetické separace na
agarozovém gelu s ptidavkem 150 ml TRIS — acetatového pufru (TAE). DNA se separuje
elektroforeticky na zékladé svého néboje a molekuldarni hmotnosti. Délka doby
elektroforetické separace je zavisla na pozadované délce drahy migrace, protékajicim

elektrickém proudu, pouzitém elektroforetickém pufru a na koncentraci agarozy v gelu.
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Pro analyzu kvality se pfipravil 1 % agardézovy gel a ptidal se pufr. Nasledné byla
smés rozvaiena v mikrovinné troub¢, do dokonalého rozpusténi agardzy. Smeés se chladila
asi na 60 °C za stalého michani. Do zchlazené smési bylo piidano 6 pl interkala¢niho
barviva Gel Red® firmy Biotium a nasledné byla smés pielita do ptipravené elektroforézni
vanicky s piipravenymi hfebeny. Ze ztuhlé agardzy byl opatrné vytazen hieben. Do
jednotlivych komurek bylo napipetovano 15 ul DNA templatu smichaného s 4 pl
davkovaciho pufru. Do poslednich dvou komiirek byl napipetovan hmotnostni standard A-
DNA v davce 200 pg a 100 pg. Elektroforéza probihala za standardnich podminek v TAE
pufru 1 x pii napéti 8 V/cm vzdalenosti mezi elektrodami. Po uplynuti 45 minut byl gel

vyjmut z elektroforézy a pii prosviceni transiluminatorem byl pofizen snimek.

Koncentrace DNA byla méfena na pfistroji Modulus TM Single Tube Fluorometer
9200 — 000 od firmy TURNER BIOSYSTEM. Méfeni koncentrace DNA bylo provedeno
na bazi fluorescence barviv interkalujicich do dvouSroubovice DNA. K barveni
vyizolované DNA bylo aplikovano barvivo Quant-i TTMPicoGreen®ds DNAAssay Kit
firmy Invitrogen TM. Pomoci TE pufru (50 X) byla nafedéna ziskana DNA. Dale bylo
natedéno i fluorescencni barvivo pufrem (200 x). K 50 ul fedéné DNA bylo doplnéno
50 ul tedéného fluorescencniho barviva a vzorek byl pofadné Smichdn na vortexu a
napipetovan do sklenénych kyvet. Koncentrace DNA byla vyméfena na fluorometru.

Vysledna hodnota byla méfena v pg/ml, tato hodnota byla nasledné prepoctena na pg/ul.
AFLP

Byl ptipraven RE mastermix, ktery se sklada z 10 x NEB pufr 2 v mnozstvi 1 x, na 1
vzorek 4 ul, EcoRI1 (20000U/ml) v mnozstvi 10 U, na 1 vzorek 0,5 pl a Msel (10000U/ml)
v mnozstvi 2 U, na 1 vzorek 0,2 ul, (Tab. 4).

Tabulka ¢. 4 Ptiprava RE mastermixu

koncentrace mnozZstvi na 1 vzorek
10 x NEB pufr 2 1Xx 4 ul
EcoRI (20000U/ml) 10U 0,5 ul
Msel (10000U/ml) 2U 0,2 ul

Piedem jsme si vypocitali slozeni smési vody a DNA tak, aby fedéni DNA bylo 180
ng v reakci a aby vysledny objem byl 35,3 ul (Tab. 5). Vypoc¢itané mnozstvi DNA s HPLC

o1



vodou jsme napipetovali do mikrozkumavek, a poté jsme ptidali pipetou 0,2 ml RE

mastermixu po 4,7 ul.

Tabulka €. 5 Piiprava DNA na 180 ng vstupujici do reakce

Vzorek ng/ml ng/ul ul DNA ul H:0
1 145,75 14,575 12,3 23,0
2 52,78 5,278 34,1 1,2
3 80,80 8,080 22,3 13,0
4 62,04 6,204 29,0 6,3
5 51,26 5,126 35,1 0,2
6 77,06 7,706 23,4 11,9
7 218,79 21,879 8,2 27,1
8 117,25 11,725 15,4 19,9
9 51,17 5,117 35,2 0,1
10 50,55 5,055 35,6 -0,3

Restrik¢ni reakci (celkem 40 pl) jsme nechali probihat pii 37 °C po dobu 3 hodin. Po
skonceni restrikéni reakce bylo mozné provést inaktivaci, ktera spociva v ptisobeni 65 °C

po dobu 30 minut (Tab. 6).

Tabulka €. 6 Pfiprava ligazové reakce

k 40 ul z Re reakce pridame koncentrace na 1 vzorek
adaptor pro Msel 50 pM 1,00 ul
adaptor pro EcoRlI 5pM 1,00 ul
ATP 100 mM 0,45 ul
T4 DNA ligaza 100 U 0,25 pul
NEB pufr 2 1x 0,50 ul
d.i. H20 1,80 pl

Ke kazdému ze vzorkl bylo pfiddno 5 pl tohoto mastermixu. Celkovy objem byl

45 pl. Inkubace probé¢hla pies noc pfi teploté 16 °C.

Produkt ligace je primarni templat, ktery vznikl fedénim 10 krat pro pre-amplifikaci.
Takto fedény templat lze uchovat bud’ pii 2 az 6 °C po dobu jednoho mésice, nebo pro

delsi uchovavani jsou zvoleny teploty -15 az -25 °C.

Bylo mozné zkontrolovat amplifikované produkty na gelu. Byl piipraven 2 %

agar6ézovy gel. Do jednotlivych komirek bylo napipetovano 15 ul naamplifikovaného
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vzorku. Velikost produkti byla sledovana podle délkového standardu 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen), (kilobase pair — jednotka délky nukledovych kyselin, ktera se rovna
1000 part bazi).

Pre-amplifikace primarniho templatu; k ptipravé 10 x fedéného priméarniho templatu
byl do mastermixu pro 1 reakci ptidan 1,00 pl Primer ECORI- Preamp (100 ng/ul), dale
1,00 pl Primer Mse-Preamp (100 ng/ul), 5,00 ul PCR buffer 10 x (NEB), 0,50 ul dNTPs
(25mM) (Promega), 0,625 ul Tag-Polymeraza (NEB) a 31,875 ul HPLC H:O, (Tab. 7).

Tabulka ¢. 7 Piiprava master mixu pro pre-amplifikace primarniho templatu

koncentrace mnoZstvi
Primérni templat 10 x fedény 10,00 pl
Primer EcoRI- Preamp 100 ng/ul 1,00 pl
Primer Mse-Preamp 100 ng/ul 1,00 pul
PCR buffer 10 x 5,00 ul
dNRPs 25 mM 0,50 pl
Tag-Polymeraza 2U 0,625 pl
d.i. H:O 0,625 pl
Celkovy objem vzorku 50,00 pl

Amplifika¢ni program: (94 °C, 45 sec; 52 °C, 45 sec; 7 2°C, 60 sec) 20 cykla
Sekvence preselektivnich primeri:

EcoRI+ A 5'-GACTGCGTACCAATTCA

Msel + 0 5'-GACGATGAGTCCTGAGTAA

Kontrola Pre-Amplifikovanych produktti byla provedena na agar6zovém gelu a
stanovena koncentrace DNA. Cilem této kontroly bylo odhalit pfipadné nespravné
amplifikované vzorky. Bylo pouzito 10 ul vzorku na 2 % agarézovy gel, do kterého bylo
pfidano interkala¢ni barvivo Gel Red® firmy Biotium. Pfi vyhodnocovani by se mél
vzorek projevit jako smir v rozmezi fragmentt o velikosti (50 — 700) pb. Nemély by byt

viditelné smiry o velikost 2 kb a Zadné rezidua v okoli komurek.

Koncentrace DNA byla zméfena pomoci pfistroje (Modulus™ Single Tube
Operating Manual 9200 — 000 od firmy Turner BioSystems). Koncentrace DNA je méfena

na bazi fluorescence barviv interkalujicich do dvousroubovice DNA. K barveni
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vyizolované DNA byl pouzit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen™).
Ziskana DNA byla nafedéna TE pufrem 50 x. Fluorescencni barvivo bylo nafedéno pufrem
200 x mnozstvi odpovidajicimu celkovému poctu analyzovanych vzorkl. K 50 ul fedéné
DNA bylo pfidano 50 upl fedéného fluorescencniho barviva a vzorek byl dikladné
promichan na vortexu a napipetovan do sklenénych kyvet. Na fluorometru byla namétena

koncentrace DNA.

Na zaklad¢ zmétené koncentrace byl zfedén vzorek na koncentraci 2 ng/ul. Tento
vzorek tzv. ,sekundarni templat“ byl nasledné¢ pouzit jako templat pro selektivni

amplifikaci pro kone¢nou AFLP analyzu.
Selektivni amplifikace — premix

K5 ul sekundarniho templatu (2 ng/ul) byl pfidan znafeny primer 1 (EcoRI-A +
NN) v mnozstvi 0,5 pl, primer 2 (Msel + NN) v mnozstvi 0,3 pl, 10 x PCR buffer
v mnozstvi 1,5 ul, dNTPs (25 mM) v mnozstvi 0,12 ul, Tag-Polymeraza (NEB, 2 U/ul)
v mnozstvi 1,0 ul a H.O v mnozstvi 6,58 ul, (Tab. 8).

Tabulka ¢. 8 Priprava Selektivni amplifikace — premix

koncentrace mnozstvi
Primer 1 (EcoRI-A + NN) 2 pmol/ul 0,50 ul
Primer 2 (Msel + NN) 50 pmol/ul 0,30 pl
PCR buffer 10 x 1,50 ul
dNTPs 25 mM 0,12 pl
Tag- Polymeraza (Dynazyme 1) 2U 1,00 pl
H.O 6,58 ul
20x / 50x dilution secondary template 2 ng/ul 5,00 pl
Celkovy objem vzorku 15,00 pl

Primery:

EcoRI+NN:

EcoRI-ACA(FAM) : 5'-GACTGCGTACCAATTCACA — modra
EcoRI-AGC(NED) : 5'-GACTGCGTACCAATTCAGC - zluta

ECoRI-ACG(JOE) : 5'-GACTGCGTACCAATTCACG - zelena
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MseSA+NN:  5-GATGAGTCCTGAGTAANN-3", kde NN jsou tyto
dvojkombinace: AC, AG, CC, CG.

Pro amplifikaci v termocykleru byl pouzit tzv. touch-down teplotni profil. Po Givodni

denaturaci pti 94 °C po dobu 3 minut nasledovalo:

10 x — 94 °C, 30 sekund, 65 az 56 °C, s poklesem 0,7 °C v kazdém cyklu, 30 sekund,
72 °C, 60 sekund

24 X — 94 °C, 30 sekund, 56 °C, 30 sekund, 72 °C, 60 sekund
Analyza na ABI-PRISM 310

Pro analyzu na pfistroji ABI-PRISM 310 byl pouzit filtr F, separace prob¢hla
v kapilafe pteplnéné polymerem POP4. Velikostni standard byl pouzit GeneScan™ 500
ROX™ od firmy Applied Biosystems®. Po selektivni amplifikaci byly jednotlivé
primerové kombinace ziskané pro dany vzorek smichany v poméru: 8 pul NED (zluta) + 2,4

ul modra (FAM) + 4 ul zelend (JOE).

Z takto ptipravené smési byly vzorky rozpipetovany po 2 ul. Ke kazdému vzorku
bylo pfiddno 12 pl formamidu a 0,5 pl GeneScan™ 500 ROX™ velikostni standard.
Nésledovala denaturace 5 minut pii 95 °C, poté byly okamzité prevedeny na led. Poté
probéhla vlastni analyza na ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer firmy Applied
Biosystems®.

Spektra jednotlivych polozek byla ziskana pouzitim programu GeneScan® Analysis
Software od firmy Applied Biosystems®. Tento program vytvati vice hodnoticich paneld a
umoziuje prekryv vzorki v daném panelu (Obr. 8). Vyhodnoceni a posuzovani
jednotlivych fragmentli bylo pomérné presné v celé hodnocené skupiné taxont. U dané
primerové kombinace byla nésledné vyhodnocena pfitomnost a nepiitomnost jednotlivych
fragmentt u analyzovanych vzorkd do formy binarni matice (Tab. 19). Ziskané vysledky
z primerovych kombinaci byly slouc¢eny do jedné binarni matice. Spektra mezi kazdymi
taxony byla zhodnocena na zakladé¢ Nei and Li podobnostniho koeficietu, ktery byl
vypocitan podle vzorce: [IP=N11/(2N11+NO1+N10)

N11 ... vyjadiuje pocet spolecnych produkti

NOI ... vyjadiuje pocet produktli neptitomnych v prvnim vzorku, ale pfitomnych
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V druhém z posuzovanych genotypt
N10 ... vyjadiuje pocet ptipadi opa¢nych

Byl aplikovan program TreeView verze 1.6.6. firmy Bio-Soft.net Glasgow pro
vypocet koeficientd podobnosti (Pavlicek, et al., 1999). Na zakladé ziskanych koeficientti
byl metodou UPGMA zkonstruovany dendrogram ve stejném programu (Page, 1996)
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Obrazek ¢. 8 Ptiklad zobrazeni produkti AFLP na pfistoji GeneScan® (IBL, 2004)
Definice:

Amplifikace — zesileni, pfi zmnozeni DNA

dNTP — deoxynukleotidy, stavebni kameny DNA

EcoRI — retrikéni enzym, rozpoznava 6bp dlouhou sekvenci DNA, S$tépici molekulu

V uritém misté
Ligace — spojeni dvou fetézctit DNA s kovalentni vazbou
Ligdza — enzym spojujici dva fetézce DNA a katalyzujici tvorbu kovalentni vazby

Msel — restrikéni enzym, ktery rozpoznava 4bp dlouhou sekvenci DNA a $tépi molekulu

V uréitém misté

Primer — usek DNA

56



Tagq — polymerdza — DNA dependentni DNA polymeraza izolovana z prvotni termofilni

bakterie Thermofillus aquaticus

Templat — jednofetézcovy polyribonukleotid, pouzivany jako zdroj informace pii fizené

biologické polymeraci
Cinidla:

Agardza

Deionizovana voda

Ligaza

Restrikéni endonukledza EcoRI
Restrikéni endonukledza Msel
RNéaza A

TRIS

Barviva:

Gel Red® - Biotium

Quant-i TTMPicoGreen®ds DNA Assay Kit - Invitrogen
Pufry:

TRIS — acetatovy pufr (TAE)
Davkovaci pufr 6x

TE pufr
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5 Vysledky

V nize uvedené kapitole bude pouzito oznaceni jednotlivych druhti a kultivart pod

Cisly, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 9.

Tabulka ¢. 9 Piehled hodnocenych taxont rodu Origanum L.

Cislo Druh kultivar
1 Origanum vulgare
2 Origanum vulgare
3 Origanum vulgare ‘Compactum’
4 Origanum vulgare "Aureum’
5 Origanum vulgare "Variegatum’
6 Origanum vulgare "Thumbless Variety’
7 Origanum vulgare "Aureum Crispum’
8 Origanum hirsutum
9 Origanum vulgare ‘Diabolo’
10 Origanum vulgare

5.1 Hodnoceni morfologickych znakii

5.1.1 Hodnoceni vySKky rostlin

Nameéfena primérna vyska vSech zastupct se pohybovala v rozmezi 0,15 az 0,65 m,
nejnizsi byla zjisténa u ¢. 7 Origanum vulgare "Aureum Crispum’” s vySkou 0,22 m a ¢. 3
Origanum vulgare 'Compactum” s vyskou 0,15 m. Naopak nejvyssi taxon byl ¢. 2
Origanum vulgare puvodem z Kyrgyzstanu s vyskou 0,65 m. Tyto rozdily jsou patrné

z grafu ¢. 1. Podrobnéji jsou hodnoty uvedeny v tabulce €. 10.

Tabulka ¢. 10 Vyska rostlin Origanum L. [m]

Cislo | 28.2. | 143. | 24.3. |4.4. 114. | 29.4. | 16.5. | 30.5. | 12.6. | 20.6. | 30.6. | 22.7.
1 0,015 0,015 | 0,035 | 0,045 | 0,055 | 0,150 | 0,320 | 0,42 | 0,48 | 0,49 | 0,60 | 0,60
2 0,015| 0,015 | 0,030 | 0,035 | 0,065 | 0,170 | 0,380 | 0,46 | 0,52 | 0,60 | 0,65 | 0,65
3 0,020 0,020 | 0,020 | 0,020 | 0,020 | 0,045 | 0,045 | 0,09 | 0,22 | 0,22 | 0,24 | 0,15
4 0,030 0,035 | 0,035 | 0,040 | 0,055 | 0,080 | 0,230 | 0,32 | 0,34 | 0,38 | 0,48 | 0,48
5 0,010| 0,025 | 0,030 | 0,030 | 0,030 | 0,055 | 0,080 | 0,14 | 0,26 | 0,18 | 0,19 | 0,30
6 0,035| 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,050 | 0,120 | 0,340 | 0,34 | 0,40 | 0,41 | 0,42 | 0,44
7 0,020 0,030 | 0,030 | 0,035 | 0,035 | 0,070 | 0,230 | 0,6 | 0,18 | 0,18 | 0,18 | 0,22
8 0,010 0,025 | 0,035 | 0,045 | 0,045 | 0,150 | 0,250 | 0,32 | 0,38 | 0,47 | 0,47 | 0,47
9 0,030| 0,035 | 0,040 | 0,045 | 0,055 | 0,130 | 0,270 | 0,32 | 0,38 | 0,39 | 0,41 | 0,42
10 0,010| 0,015 | 0,030 | 0,035 | 0,055 | 0,130 | 0,230 | 0,34 | 0,42 | 0,53 | 0,53 | 0,53
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Graf ¢. 1 Porovnani vysky taxont rodu Origanum L.

5.1.2 Hodnoceni délky a Sirky listové Cepele

Nejdelsi listovou ¢epel ma vzorek ¢. 10 Origanum vulgare z firmy Planta Naturalis

(28 mm). Nejkratéi listovou ¢epel ma vzorek ¢. 3 Origanum vulgare ’Compactum’

-----

vzorek ¢. 10 Origanum vulgare z firmy Planta Naturalis $iroky 17 mm a vzorek ¢&. 4

Origanum vulgare "Aureum’ Siroky 16 mm. Nejuzsi list ma vzorek ¢. 3 Origanum vulgare

‘Compactum” (6 mm) a vzorek ¢. 5 Origanum vulgare "Variegatum (6 mm). Tyto udaje

jsou uvedeny v tabulce ¢. 11 a zndzornény v grafu €. 2.

Tabulka ¢. 11 Délka a Sitka listové ¢epele taxoni rodu Origanum [mm]

cislo druh/odriida délka Sirka
1 Origanum vulgare 23 16
2 Origanum vulgare 22 12
3 Origanum vulgare "Compactum’ 10 6
4 Origanum vulgare "Aureum’ 22 16
5 Origanum vulgare "Variegatum’ 12 6
6 Origanum vulgare "'Thumbless Variety’ 25 13
7 Origanum vulgare "Aureum Crispum’ 7 10
8 Origanum hirsutum 12 15
9 Origanum vulgare "Diabolo” 20 15
10 Origanum vulgare 28 17
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Graf ¢. 2 Porovnani délky a sitky listové ¢epele taxonti rodu Origanum L. [mm]

5.1.3 Hodnoceni délky kvétenstvi

Nejdelsi kvétenstvi ma vzorek ¢. 2 Origanum vulgare (0,24 m). Nejkratsi a zaroven
nejmensi kvétenstvi ma vzorek ¢. 3 Origanum vulgare "Compactum” (0,04 m) a vzorek ¢.
5 Origanum vulgare "Variegatum” (0,05 m). Taxon ¢. 7 Origanum vulgare "Aureum

Crispum’ nenakvetl, proto u n€j neni vyska zaznamenana.

Tabulka ¢. 12 Délka kvétenstvi taxonti rodu Origanum L. [m]

cislo druh/ odrida délka
1 Origanum vulgare 0,18
2 Origanum vulgare 0,24
3 Origanum vulgare "Compactum’ 0,04
4 Origanum vulgare "Aureum’ 0,14
5 Origanum vulgare "Variegatum’ 0,05
6 Origanum vulgare "Thumbless Variety’ 0,15
7 Origanum vulgare "Aureum Crispum’ -
8 Origanum hirsutum 0,20
9 Origanum vulgare 'Diabolo’ 0,15
10 Origanum vulgare 0,16
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Graf ¢. 3 Délka kvétenstvi taxonti rodu Origanum L. [m]

5.1.4 Hodnoceni barvy lista a kvéti

Barva listi u jednotlivych taxon se pohybovala od zelené¢ (137C Green) az po
tmavozelenou (144A Dark green). Barva kvéti méla vétsi rozmanitost. U urCovanych
taxonl se objevuje bila (N999D White), ptes rizovofialovou (75C Pink Violet) a svétle
fialovou (76B Light Violet) az k tmavé rizovofialové (N80OD Dark pink violet) barve.

Tabulka ¢. 13 Barva listd a kvéti taxont rodu Origanum L.

Cislo druh/ odrida list kvét

1 | Origanum vulgare 144A Dark Green N80D-Dark Pink Violet

2 | Origanum vulgare 137C Green N80D-Dark Pink Violet

3 | Origanum vulgare ‘Compactum’ 137C Green 75C Pink Violet

4 | Origanum vulgare "Aureum’ 144A Dark Green 75C Pink Violet

5 | Origanum vulgare "Variegatum’ 137C Green 76B Light Violet
137C Green az

6 | Origanum vulgare ‘"Thumbless Variety” 144A Dark Green 69C Light Violet

7 | Origanum vulgare "Aureum Crispum’ 145A Yellow Green -
137C Green /

8 | Origanum hirsutum 144A Dark Green N999D White
137C Green /

9 | Origanum vulgare ‘Diabolo’ 144A Dark Green 76B Light Violet

10 | Origanum vulgare 137C Green 76B-Light Violet

Na zakladé vyse uvedenych morfologickych znaki mizeme hodnoceny sortiment

charakterizovat nasledujicim zpiisobem:
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Origanum vulgare ¢. 1 je 0,60 m vysoka bylina. Délka listové Cepele je 23 mm a
Sitka je 16 mm. Barva listi je 144A Dark Green (tmavozelend). Vyska kvétenstvi je 0,18

m. Barva kvétenstvi je N8OD Dark Pink Violet (tmavé razovofialova).

Origanum vulgare ¢. 2 ma délku 0,65 m. Délka listové ¢epele je 22 mm a $itka listt
12 mm. Barva listd je 137C Green (zelena). Vyska kvétenstvi je 0,24 m. Barva kvéta

Vv kvétenstvi je N8OD Dark Pink Violet (tmavé rizovofialova).

Origanum vulgare "Compactum’ ¢. 3 je 0,15 m vysoka rostlina. Délka listové ¢epele
je 10 mm a Sitka v nejSirsi ¢asti je 6 mm. Barva listd podle RHS je 137C Green (zelena).

Vyska kvétenstvi je 0,04 m a jeho barva je 75C Pink Violet (rizovofialova).

Origanum vulgare "Aureum’¢. 4 ma délku stonkt 0,48 m. Délka listové Cepele je 22
mm a §ifka je 16 mm. Barva listl je 144A Dark Green (tmavozelena). Kvétenstvi ma barvu

75C Pink Violet (rizovofialova), vyska kvétenstvi je 0,14 m.

Origanum vulgare "Variegatum'¢. 5 s délkou stonkti 0,30 m, ma délku listové Cepele
12 mm a §itku listi 6 mm. Barva listi je 137C Green (zelend). Kvétenstvi ma barvu 76B

Light Violet (svétle fialova), vyska kvétenstvi je 0,05 m.

Origanum vulgare "Thumbless Variety” ¢. 6 je 0,44 m vysoka bylina. Délka listové
Cepele je 25 mm a §itka listi ma primér 13 mm. Barva listd se pohybuje mezi 137C Green
(zelena) a 144A Dark Green (tmavozelena). Kvétenstvi ma vysku 0,15 m a jeji barva je
69C Light Violet (svétle fialova).

Origanum vulgare "Aureum Crispum’¢. 7 ma délku 0,22 m, Délka listové Cepele je 7
mm a $itka listll je 10 mm. Barva listi je 145A Yellow Green (zlutozelend). Tento druh

meéfeny rok nezakvetl.

Origanum hirsutum ¢. 8 s délkou stonku 0,47 m, ma listovou ¢epel o délce 12 mm a
Sitku 15 mm. Barva listi je mezi 137C Green (zelena) a 144A Dark Green (tmavozelena).
Vyska kvétenstvi je 0,20 m a barva je N999D White (bila).

Origanum vulgare "'Diabolo’¢. 9 stonky jsou 0,42 m dlouhé, listova cepel je dlouha
20 mm a $iroké 15 mm. Barva list je v rozmezi 173C Green (zelena) a 144A Dark Green

(tmavozelend). Délka kvétenstvi je 0,15 m ma barvu 76B Light Violet (svétle fialova).
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Origanum vulgare ¢. 10 je vysoké 0,53 m. Délka listové ¢epele je 28 mm a Sitka listi
je 17 mm. Barva listt je 137C Green (zelena). Kvétenstvi ma velikost 0,16 m a barvu 76B-
Light Violet (svétle fialova).

5.2 Hodnoceni fenologickych fazi

Doba rageni byla zaznamenana koncem mésice tnora 2014, viz tabulka &. 14. Udaje
o zacatku kveteni se li$i. Jedna z prvnich rozkvetlych byla dobromysl ¢. 1 Origanum
vulgare s piivodem z Kyrgyzstanu dne 30. 05. 2014. Nejpozdéji rozkvetly dobromysli ¢. 3

Origanum vulgare "Compactum’a Origanum vulgare "Variegatum’ ¢. 5 dne 22. 07. 2014.

Doba sklizn€ se u jednotlivych taxont lisi. Prvni se sklizela dobromysl ¢. 1 a €. 2
Origanum vulgare s ptivodem z Kyrgyzstanu dne 12. 06. 2014 a nejpozdéji byla sklizena
dobromysl ¢. 5 Origanum vulgare "Variegatum’ dne 18. 08. 2014. Origanum vulgare
"Aureum Crispum’ v daném roce sledovani nenakvetla. Zjisténé hodnoty jsou uvedeny

v tabulce ¢. 14.

Tabulka ¢. 14 Fenologické faze taxont rodu Origanum L.

zatatek | pIné kveteni
dislo druh/ odrida rasSeni kveteni = sklizen
1 Origanum vulgare 28.2.2014 | 30.5.2014 12.6.2014
2 Origanum vulgare 28.2.2014 | 12.6.2014 12.6.2014
3 Origanum vulgare "Compactum’ 28.2.2014 | 22.7.2014 22.7.2014
4 Origanum vulgare "Aureum’ 28.2.2014 | 20.6.2014 22.7.2014
5 Origanum vulgare "Variegatum’ 28.2.2014 | 22.7.2014 18.8.2014
6 Origanum vulgare "Thumbless Variety” | 28.2.2014 | 12.6.2014 22.7.2014
7 Origanum vulgare "Aureum Crispum’ 28.2.2014 - 18.8.2014
8 Origanum hirsutum 28.2.2014 | 30.6.2014 22.7.2014
9 Origanum vulgare 'Diabolo’ 28.2.2014 | 20.6.2014 23.7.2014
10 |Origanum vulgare 28.2.2014 | 12.6.2014 24.7.2014

5.3 Hodnoceni stanoveni obsahu silice

Vzorky byly sklizeny v plném kveteni (Tab. 14). Vyjimkou byl vzorek ¢. 7, ktery byl
sklizen, aniz by kvetl 18. 08. 2014. VVzorky byly zvazeny pied a po suseni. Doba suseni se
lisi u jednotlivych vzorka (Tab. 15).
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Pfed analyzou obsahu silice byl stanoven obsah suSiny v posuzovaném materialu
pomoci suseni. Navazka byla 5 g kromé vzorku €. 3, u kterého byla navazka snizena na
3 g. Udaje bylo nutné prepocitat pro stanoveni obsahovych latek v suché droze k porovnani

jednotlivych vzorkti mezi sebou.

Podle vahy uvedené v tabulce ¢. 15 je mozné stanovit sesychaci pomér. Ten
vyjadiuje pomér vahy urcitého mnozstvi Cerstvé suroviny k vaze drogy, ziskané po suseni.

Sesychaci pomér nasich vzorki je v rozmezi 3 : 1.

Tabulka ¢. 15 Vaha pied a po suSeni, doba suseni a sesychaci pomér

VALK AL | oL D sclilo§le)1611i sesychaci
Cislo Druh @) @ (dny) pomér
1 | Origanum vulgare 825 255 18 3:1
2 | Origanum vulgare 730 210 18 3:1
3 | Origanum vulgare Compactum’ 565 170 27 3:1
4 | Origanum vulgare "Aureum’ 630 210 27 3:1
5 | Origanum vulgare "Variegatum’ 805 245 18 3:1
6 | Origanum vulgare "Thumbless Variety’ 550 165 27 3:1
7 | Origanum vulgare “Aureum Crispum’ 535 155 18 3:1
8 | Origanum hirsutum 735 210 27 3:1
9 | Origanum vulgare ‘Diabolo’ 465 140 27 3:1
10 | Origanum vulgare 670 185 27 3:1
Tabulka ¢.16 Obsah susiny v droze [%]
Cislo miska (Q) navazka (g) vaha po suSeni (g) %

1 23,80 5 28,34 90,8

2 23,28 3 25,98 90,0

3 28,17 5 32,69 90,4

4 24,78 5 29,28 90,0

5 24,64 5 29,07 88,6

6 22,29 5 26,76 89,4

7 24,32 5 28,85 90,6

8 24,77 5 29,13 87,2

9 23,29 5 27,78 89,8

10 24,47 5 28,99 90,4
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Pfi stanoveni objemu silice pomoci destilace bylo pouzito 30 g drogy. Z pouzité
drogy bylo ziskano urc¢ité mnozstvi, které jsme odecetli ze stupnice. Kazdy vzorek jsme

stanovili destilaci ve dvou opakovéanich.

Nejvyssi mnozstvi silic bylo ziskano ze vzorku ¢. 8 Origanum hirsutum, u které byla

cvwr

"Diabolo” s obsahem 0,415 ml/kg.

Z vysledku vyplyva, Ze vzorek €. 8 Origanum hirsutum, jako jediny spliiuje
podminky CL z roku 2009, ktery udava miniméalni mnozstvi 25ml/kg silic. Proto tento druh

1ze vyuzit pro 1ékopisné ucely.

Podle Ceského farmaceutického kodexu z roku 1993 musi nat’ dobromysli obecné
obsahovat nejméné 0,1% (V/m) silice, teda 1 ml/kg. Tyto pozadavky byly splnény u 9
taxont z 10 uvedenych. Vzorek ¢. 9 Origanum vulgare "Diabolo” tyto pozadavky nesplnil,

obsahoval pouze 0,415 mi/kg silice.

Podle vyhlasky MZe 419/2000 Sb. o potravinach a tabdkovych vyrobcich a o zméne
a doplnéni nekterych souvisejicich zakond, pro koteni, jedlou sil, dehydratované vyrobky,
ochucovadla a hoficici. Vyhlaska tvrdi, ze dobromysl by méla obsahovat minimalné
5 ml/kg silice, tento pozadavek spliuji vzorek ¢. 3 Origanum vulgare "‘Compactum’,
vzorek ¢. 4 Origanum vulgare "Aureum’, vzorek ¢. 6 Origanum vulgare ‘'Thumbless

Variety” a vzorek ¢. 8 Origanum hirsutum, proto jsou vhodné pro pouziti jako kofeni.

Tabulka ¢. 17 Obsah silic [ml.kg-]

1.opakovani 2.opakovani prumér

Cislo ml mi/kg mi ml/kg ml/kg
1 0,040 1,33 0,050 1,66 1,495
2 0,035 1,16 0,040 1,33 1,245
3 0,190 6,33 0,200 6,66 6,495
4 0,130 4,33 0,140 4,66 4,495
5 0,060 2,00 0,065 2,16 2,080
6 0,190 6,33 0,185 6,16 6,245
7 0,040 1,33 0,040 1,33 1,330
8 1,350 45,00 1,250 41,66 43,330
9 0,010 0,33 0,015 0,50 0,415
10 0,120 4,00 0,090 3,00 3,500
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Graf ¢.4 Obsah silice u taxont rodu Origanum L. [ml.kg-]

5.4 Hodnoceni stanoveni slozek silic

Stanoveni slozek silic Origanum L bylo provedeno plynovou chromatografii. Vzorky
byly do doby stanoveni uchovany v lednici. Stanoveni bylo provedeno vzdy u jednoho

vzorku z paralelniho stanoveni.

V hodnocenych vzorcich silice byly jako majoritni slozky identifikovany: sabinen,
eukalyptol, vy-terpinen, p-cymen, 1-okten-3-ol, cis-sabinen hydrat, [-karyophylen,
germakren D, o-terpineol a karvakrol. Na zdkladé¢ % zastoupeni mizeme rozdélit
hodnocené taxony do skupin smajoritnimi slozkami. Obsah majoritnich slozek je

podrobnéji uveden v tabulce €. 18.
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Tabulka ¢. 18 Obsah majoritnich slozek u taxoni rodu Origanum L. [%]

Cislo taxon skupina nazev [%6]
1 |Origanum vulgare 41 I sabinen 9,21
VII. B-karyophylen 20,17
VIIL. germakren D 16,33
2 | Origanum vulgare 43 l. sabinen 5,95
. Jeukalyptol [ 379 |
VII. B-karyophylen 10,82
VIIL. germakren D 1380
3 | Origanum vulgare ‘Compactum’ ;
V. p-cymen 4,3
VI. cis-sabinen hydrat 15,2
VII. [-karyophylen 8,5
VIII. germakren D 13,95
4 | Origanum vulgare "Aureum’ V. p-cymen 9,09
VIIIL. germakren D 9,25
5 |Origanum vulgare "Variegatum’ VI. cis-sabinen hydrat 22,03
VIII. germakren D 11,32
X. karvakrol 4,38
6 |Origanum vulgare 'Thumbless Variety’ :
V. p-cymen 3,88
VI. cis-sabinen hydrat 21,73
VII. B-karyophylen 7,51
IX. a-terpineol 12,73
7 |Origanum vulgare "Aureum Crispum” | VI. cis-sabinen hydrat 11,11
VIII. germakren D 9,8
IX. a-terpineol 4,29
X. karvakrol 4,37
_[Origanum hirsutu W Jpepner | 729 |
V. p-cymen 4,44
VI. cis-sabinen hydrat 5,48
X. karvakrol 56,32
9 |Origanum vulgare 'Diabolo’
V. 1-okten-3-ol 9,98
VI. cis-sabinen hydrat 5,63
IX. a-terpineol 16,33
X. karvakrol 3,69
10 | Origanum vulgare l. sabinen 9,65
VII. [-karyophylen 8,81
VIIIL. germakren D 8,22
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Graf ¢. 5 Porovnani majoritnich slozek silic taxont rodu Origanum L. [%]
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5.5 Hodnoceni genetickych profilii pomoci metody AFLP

Pii AFLP bylo postupovano podle krokii uvedenych v metodice. U vyizolované
DNA byla provedena prvni kontrola kvality DNA (Obr. 9) pomoci elektroforetické
separace na agarézovém gelu a kvantity DNA stanovené na zakladé méfeni fluorescence
(Tab. 5). Na obrazku ¢. 8 je vidét u vzorku O10 (Origanum vulgare), ze nedoslo

k dokonalému nastipani. Vzorek ozna¢eny M je standart (marker) s hodnotou 1 kbp.

Druha kontrola po preamplifikaci (Obr. 10) znazornuje vysledné produkty v rozmezi
do 700 bp. Protoze vzorek O10 (Origanum vulgare) nevykazoval pfitomnost zadnych
produktl, byl dale zkuSebné fedén. Poté byl opét kontrolovdn na agarozovém gelu a byl

ziskan pozitivni vysledek, obdobné jako u ptedchozich vzorka.

o7 8 9 10|1M 2 3 4 5 6 7 8 1213 14 15 16 17 18 9 10 11

$1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15101 2 3 4 5 6

-— ey

| -

[—»-3

1.kontrola 1,5% po ligaci
10. 9. 2014

Obrazek ¢. 9 Kontrola DNA na gelu — sledované vzorky O1 az O10
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Obrazek ¢. 10 Kontrola kvality DNA po preamplifikaci — sledované vzorky O1 az O10

Vypocitané koeficienty podobnosti (Tab. 19) u sledovanych vzorkt rodu Origanum
L. dosahovaly hodnot vzdalenosti (pfibuznosti) od 0,43346 do 0,63135. Nejvyssi
koeficient podobnosti 0,63135 byl naméfen mezi vzorky O2 (Origanum vulgare 43 —
Kyrgyzstan) a O4 (Origanum vulgare "Aureum’). Nejmensi koeficient podobnosti 0,43346

byl naméten mezi vzorky O8 (Origanum hirsutum) a O9 (Origanum vulgare ‘Diabolo”).

o1 02 03 04 05 06 o7 08 09 010

o1 0,50619 | 0,49672|0,52085| 0,50331| 0,50324 | 0,57332| 0,50945| 0,43925| 0,52908
02 | 0,5062 0,5687 | DIGSMEE | 058866 | 0,48292| 056867 | 0,52311| 0,48524| 0,56500
O3 | 04967 | 0,56870 0,58432| 056674 | 0,50114| 0,57076| 0,56671| 0,44279| 0,59394
O4 | 05209 | [IGSEEE | 0,58432 0,60238 | 0,55779| 0,58658 | 0,58297 | 0,48339| 0,56152
O5 | 0,5033| 0,58866 | 0,56674 |0,60238 0,53580 | 0,56198 | 0,53397 | 0,45477 | 0,54590
O6 | 0,5032| 0,48292| 0,50114|0,55779| 0,53580 0,52826 | 0,54016| 0,51225| 0,51613
O7 | 0,5733| 0,56867 | 0,57076|0,58658 | 0,56198 | 0,52826 0,55000 | 0,44668 | 0,61125
O8 | 0,5095| 0,52311| 0,56671|0,58297 | 0,53397 | 0,54016| 0,55000 PESE6 | 055802
09 | 0,4393| 0,48524 | 0,44279|0,48339 | 0,45477 | 051225| 044668 | [HSSHE 0,44329
010 | 0,5291| 0,56500| 0,59394|0,56152| 0,54590| 0,51613| 0,61125| 0,55802 | 0,44329

Tabulka ¢. 19 Koeficienty podobnosti u taxonu rodu Origanum L.
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V dendrogramu (Obr. 11) se nachazi 10 vzorka (Tab. 9). Dendrogram byl zpracovan

Z 6/7 samostatné a 1 sada primerové kombinace byl vypracovana Ing. Janou Cechovou.

Dendrogram se rozdéluje na dva klastry. Prvni klaster se dale déli na dva subklastery.
Subklaster obsahuje podskupinu vzorka O8 (Origanum hirsutum), O3 (Origanum vulgare
‘Compactum”), O10 (Origanum vulgare), O1 (Origanum vulgare 41- Kyrgyzstan) a O7
(Origanum vulgare "Aureum Crispum’). Vzorek O8 (Origanum hirsutum) je

vvvvvv

(Origanum vulgare 41- Kyrgyzstan) a O7 (Origanum vulgare ‘Aureum Crispum”).

Druhy subklaster obsahuje podskupinu vzorkd O4 (Origanum vulgare ‘Aureum’),
O2 (Origanum vulgare 43-Kyrgyzstan), O5 (Origanum vulgare ‘Variegatum’), O6
(Origanum vulgare "Thumbless Variety’) a O9 (Origanum vulgare "Diabolo”).

8 0. h. Kravi hora

3 0. v. 'Compactum’

10 O. v. Planta Nat

1 0. v. 41-Kyrgyzsta

7 O. v. "Aureum Cris

4 0. v. 'Aureum’

2 0. v. 43-Kyrgyzsta

5 0. v. 'Variegatum'

6 O. v. 'Thumble's V

9 0. v. 'Diabolo’

01

Obrazek ¢. 10 Dendrogram taxond rodu Origanum L.
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace byl detailni popis sortimentu rodu Origanum L

(dobromysl), ktery byl kultivovan na experimentalnich plochach ZF MENDELU.

Pro hodnoceni jednotlivych taxond byly pouzity nasledujici morfologické znaky:
vyska rostlin, velikost listové Cepele, vyska kvétenstvi, barva listi a kvéth. Métenim bylo
zjisténo, ze nejvyssi taxon byl vzorek ¢. 2 Origanum vulgare (Kyrgyzstan) s vyskou 0,65

A

0,25 m.

Hrouda (2000) popisuje, ze Origanum vulgare je bylina vysoka od 0,25 do 0,90 m.
Podle Neugebaurové a Necase (2009) by méla byt vyska dobromysli od 0,20 do 0,90 m.

Lang (2005) zaznamenal nejvyssi méteny taxon Origanum vulgare z firmy Planta
Naturalis s primérnou vyskou 0,56 m. Nejnizs§i taxon s vySkou 0,18 m byl Origanum
vulgare "Compactum’. Sortiment taxonti u tohoto autora byl odlisny, a tudiz je nutné brat

zieten na rozdilnost posuzovanych taxont.

Podle Krulicha (2009) vzorek ¢. 9 Origanum vulgare 'Diabolo” je vhodna pro

péstovani v nadobach, kde vytvati previs.

Konec¢ny (2015) uvadi, ze Origanum vulgare "Compactum” je trvalka vysoka 0,10 az

0,30 m. Dale uvadi vysku 0,10 az 0,20 m u vzorku ¢. 4 Origanum vulgare "Aureum’.

Autorka Dudova (2006) hodnotila taxony, které¢ byly pivodem z jinych zemi, ale
také se lisily sortimentem. Uvedla, Zze nejvyssi taxon byl Origanum vulgare ptivodem
z Velké Britanie s vyskou 0,74 m a nejnizsi taxon byl Origanum vulgare z Univerzity

v Rakousku s vyskou 0,63 m.

Pti porovnani vysledki v uvedené literatufe se hodnoty vysky rostlin shoduji. Je
nutné brat ohled na odliS$nost pouzitych druhi a taxonti, ktery se v Zzadné uvedené literatuie

neshoduji s touto praci.

Mé&tenim bylo zjiSténo, Ze délka listové Cepele byla v rozmezi 7 aZ 28 mm a Sitka 6
az 17 mm. Nejdelsi listovou ¢epel mél vzorek ¢. 10 Origanum vulgare z firmy Planta

Naturalis s hodnotou 28 mm, nejkratsi listovou ¢epel mél vzorek ¢. 3 Origanum vulgare
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"Compactum” s délkou 10 mm a ¢. 7 Origanum vulgare "Aureum Crispum" s délkou
s hodnotou 17 mm anejuzsi vzorky byly ¢. 3 Origanum vulgare "Compactum” a ¢. 5

Origanum vulgare "Variegatum” s hodnotou 6 mm.

letswaart (1980) tvrdi, Ze praimérna délka listd u Origanum vulgare ssp. vulgare je
25 mm a prumérna Sitka je 13 mm. Hrouda (2000) uvadi, ze velikost listové ¢epele je 10 az
40 mm dlouha a 5 az 25 mm Siroka. Plhalova (2004) zjistila, ze primérna délka listt u
Origanum vulgare ssp. vulgare je 25 mm a $itka se pohybuje v rozmezi 9 az 13 mm. Podle
Langa (2005) maji listy v priméru délku 9 az 40 mm a §itku od 7 do 25 mm a délka fapiku
V priméru od 2 do 14 mm. Uvedené hodnoty se mohou liit v zavislosti, zda byly méfeny

s fapikem nebo bez fapiku.

Pfi porovnani vysledku s literaturou je délka a Sifka listd velmi podobna. Opét je

nutné zohlednit neshodnost sledovanych druhti a taxont.

Dalsim morfologickym znakem byla vyska kvétenstvi dosahujici rozmezi 0,04 az
0,24 m. Nejdelsi kvétenstvi mél taxon ¢. 2 Origanum vulgare (Kyrgyzstan) s délkou 0,24
m. Nejkrat$i kvétenstvi bylo naméfeno u taxonu ¢. 3 Origanum vulgare ‘Compactum’
(0,04 m) a u taxonu ¢. 5 Origanum vulgare "Variegatum” (0,05 m). Taxon ¢. 7 Origanum

vulgare "Aureum Crispum’ nenakvetl, proto u néj neni vyska zaznamenana.

Podle Dudové (2006) bylo vyhodnoceno rozmezi vysky kvétenstvi u Origanum
vulgare L.od 0,15 do 0,20 m a sitky kvétenstvi od 0,24 do 0,28 m. Autorka porovnava
pouze druh Origanum vulgare, nehodnotila kultivary. Pfi srovnani je nutné k tomuto faktu
ptihliZet.

Vyska kvétenstvi se 1i$i s uvedenou literaturou. Tato odliSnost je kvili pouzitym

cv v

vetveni kvetouciho stonku po jeho nejvyssi bod.

Dalsim krokem sledovani bylo zaznamenat fenologické faze jednotlivych taxond.

Jednotlivé faze byly raSeni, pocatek kveteni,plné kveteni, sklizen.

Zacatek raSeni byl koncem tnora (28. 2.) 2014. Lang (2005) toto obdobi uvadi v roce
2004 v rozmezi od 15. do 21. biezna, Dudova (2006) v roce 2005 zaznamenala toto obdobi

od 17. do 24. dubna. Doba zacatku vegetace byla zfejmé ovlivnéna praimérnou teplotou v
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hodnoceném obdobi. Priimérna teplota v unoru 2014 byla 3,20 °C, zatimco v roce 2004
ziskal Lang tdaje z Mendelea, kdy byla primérna teplota v tnoru 1,32 °C. Dudova (2006)

uvadi udaj z Mendelea z roku 2005, kdy primérna teplota byla v tiinoru -2.01 °C.

Udaje o zagatku kveteni byly vice rozdilné. Jako prvni rozkvetla dobromysl &. 1
Origanum vulgare (Kyrgyzstan) dne 30. kvétna 2014. Jako posledni rozkvetly dobromysli
¢. 3 Origanum vulgare "Compactum’a ¢. 5 Origanum vulgare "Variegatum” dne 22.

¢ervenec 2014.

Doba sklizn¢ byla stanovena na fenologické obdobi plného kveteni a je u
jednotlivych taxond odlisna. Prvni byly sklizeny rostliny dobromysli ¢. 1 a ¢. 2 Origanum
vulgare (Kyrgyzstan) dne 12. ¢ervna 2014 a nejpozdéji byla sklizena dobromysl ¢. 5

Origanum vulgare "Variegatum” dne 18. srpna 2014.

Lang (2005) zaznamenal dobu plného kveteni od 9. do 20. ¢ervence 2004, Dudova
(2006) uvadi od 27. ¢ervna do 7. srpna 2005. Spitzer a Dittrich (2011) uvadgji dobu
kveteni od VII — IX. Kocian (2015) uvadi dobu kveteni od VI do IX.

Vysledné udaje byly ovlivnény teplotou a intenzitou slunecniho svitu v hodnoceném
obdobi. Podle literatury doba kveteni je od VI do IX. Udaje se shoduji s literaturou, jen
jsou ovlivnény vybranymi druhy a taxony. OdliSnost se vyskytla u vzorku ¢. 1,
kteryvykvetl velmi brzy. Bylo to asi tim, Ze tento druh pochazi z Kyrgyzstanu, kde je uplné

jiné klima.

Lang (2005) sledovat kulturu vysazenou v ¢ervnu roku 2003. Dudova (2006)
sledovala stejnou kulturu o rok pozdgji. Stiasna (2013) hodnotila kulturu piesazovanou
v ¢ervenci 2012. Ja jsem hodnotila ¢ast kulturu pfesazenou v cervenci 2012 a doplnénou o
dalsi taxony v kvétnu 2013. Sledované kultury mély staii od 1 do 12 let. Tento vék mohl

ovlivnit jak objem silice, tak stanoveni obsahu silice.

Dulezitou soucasti porovnani vzorkli bylo méfeni objemu silic, které bylo stanoveno
destilaci. Nejveétsi objem silic 43,33 ml/kg bylo ziskano ze vzorku ¢. 8 Origanum hirsutum.

Nejnizsi objem silic 0,415 ml/kg mél vzorek ¢. 9 Origanum vulgare ‘Diabolo’.

Dle Ceského lékopisu (2009) by méla nat obsahovat minimalné 25 ml silice

Vv kilogramu drogy, dale musi pochazet z druhi Origanum onites, Origanum vulgare ssp.

74



hirtum nebo z jejich smési. Vzorek ¢. 8 Origanum hirsutum splnil pouze jednu podminku
CL (2009) a to obsah silice.

Podle Ceského farmaceutického kodexu (1993) musi nat dobromysli obecné
obsahovat nejméné 0,1 % (V/m) silice, tedy 1 ml/kg. Tyto pozadavky byly splnény u 9
taxond z 10 uvedenych. Vzorek ¢. 9 Origanum vulgare ‘Diabolo” tyto pozadavky nesplnil,

obsahoval pouze 0,415 ml/kg silice.

Podle Vyhlasky MZe ¢. 331/1997 Sb o kotfeni by méla dobromysl obsahovat
minimalné¢ 5 ml/kg silice, tento pozadavek spliuji vzorek ¢. 3 Origanum vulgare
‘Compactum’, vzorek ¢. 4 Origanum vulgare "Aureum’, vzorek ¢. 6 Origanum vulgare
"Thumbless Variety” a vzorek ¢. 8 Origanum hirsutum, proto jsou vhodné pro pouziti jako

kofeni.

Lang (2005) uvadi, Ze obsah silice z prvni sklizn¢ u druhu Origanum vulgare byl
"Album’s obsahem 1,20 ml/kg. Nejvyssi obsah mél vzorek Origanum vulgare "Thumble’s
Variety” o obsahu 4,40 ml/kg a Origanum vulgare "Gold Splash” obsahoval 4,80 ml/kg. U
druhé sklizné byl naméfen nejvyssi obsah silic 3,20 ml/kg u vzorku Origanum vulgare L.,

nejnizsi obsah 1,00 ml/kg mél vzorek Origanum vulgare "Album’.

Podle Dudové (2006) byl obsah silic uveden u ruznych zastupci rodu Origanum.
Obsah silice u Origanum vulgare byl v rozmezi 1,20 az 6,30 ml/kg u prvni sklizn¢, u druhé
sklizn¢ byl obsah 0,7 az 0,9 ml/kg. Nejvyssi obsah 6,3 ml/kg mél vzorek Origanum
vulgare s ptivodem ve Velké Britanii. Nejméné silice obsahoval vzorek Origanum vulgare

pivodem z Rakouska s obsahem 1,2 ml/kg.

Razickova a Kocourkova (2014) tvrdi, ze nat’ Organum vulgare L. obsahuje silice (1
az 2 ml/kg) s hlavnimi slozkami: thymol, karvakrol (60 az 70 ml/kg), terpinen-4-ol (46
ml/kg), a-terpinen (7 ml/kg), a-terpineol (7,6 ml/kg), sabinen, linalool.

Stiasna (2013) uvadi obsah silice v rozmezi 1,74 az 4,41 ml/kg susiny. Nejvyssi
obsah silice byl u vzorku Origanum vulgare "Thumble’s Variety’'s obsahem 4,41 ml/kg

susiny. Nejmén¢ silic obsahoval vzorek Origanum vulgare "Aureum’ o obsahu 1,74 ml/kg.

Obsah silice uvedeny V literatufe se u nékterych hodnocenych vzorkl velmi lisi, jsou

cvwr

75



wrwe

odlisnymi genotypy, z vngjSich faktorti pak teplotou, mnozstvim srdzek a slune¢nim

svitem. Rozhodujici je vSak vliv zptisobu susSeni, uprava vzorkl a doba jejich skladovani.

Dals§im meéfenim pomoci metody GC-MC (plynova chromatografiec s hmotnostni
spektrometrii) bylo stanoveni sloZeni silice. Bylo vyselektovano 10 majoritni slozek silice
(Tab. 18). Jedna se o sabinen, eukalyptol, y-terpinen, p-cymen, 1-okten-3-ol, cis-sabinen
hydrat, p-karyophylen, germakren D, a-terpineol a karvakrol. Jejich pomér zastoupeni u

jednotlivych taxont se lisi, tyto udaje jsou uvedeny v tabulce ¢. 18.

Z vysledka vyplyva, ze zastupci druhu Origanum vulgare L. taxony €. 1, ¢. 2 a ¢. 10
se lisi pouze mistem ptvodu, ale obsahuji stejné majoritni slozky. Jedna se o sabinen, -

karyophylen a germakren D.

Vzorek ¢. 8 Origanum hirsutum je podobné svym obsahem majoritnich slozek (y-
terpinen, p-cymen, cis-sabinen hydrat) s taxonem ¢. 3 Origanum vulgare "Compactum’a S

taxonem ¢. 6 Origanum vulgare "Thumbless Variety .

Taxon Origanum hirsutum je odlisSny v poméru karvakrolu (56,32 %) Kk jinym
slozkam v silici. Dudova (2006) uvadi u méfenych vzorkl obsah karvakrolu v rozmezi od
427 do 88,59 %. Nejvyssi obsah mél vzorek Origanum creticum. Nejblizs§i hodnotu
obsahu karvakrolu zkoumaného vzorku ¢. 6 Origanum hirsutum, byl u Dudové (2006)
Origanum laevigatum,u kterého bylo naméfeno rozmezi 51,37 az 52,47 %. Marcinéak a
Popelka (2007) tvrdi, ze karvakrol tvoii 60 % aktivnich slozek Origanum vulgare L. Jahns
(1879) tvrdi, Ze Origanum creticum, Origanum macrostachyum a Origanum
megastachyum jsou pravdépodobné odvozené od Origanum hirsutum (obsah karvakrolu 60
az 85 %). Z uvedenych tdaji pouzité literatury vyplyva, Ze vySe uvedené druhy mohou byt

ptibuzné s Origanum hirsutum.

Jednim z cild této prace bylo ovéfeni pravosti oznafeni taxonli pomoci metody

AFLP.

Koeficienty podobnosti (Tab. 19) u sledovanych vzorkd rodu Origanum L.
dosahoval hodnot vzdalenosti od 0,43346 do 0,63135. Uvedené rozmezi je mensi nez 0,7.
Toto naznacuje, ze se geneticky nejedna o klony stejné odridy. Cervera (1998) popisuje,
ze pokud je koeficient podobnosti mezi dvéma vzorky roven, anebo vyssi nez 0,9 - jedna

se o klony téze odrudy.
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Nejvyssi koeficient podobnosti 0,63135 byl naméfen mezi vzorky ¢. 2 (Origanum
vulgare 43 — Kyrgyzstan) a ¢. 4 (Origanum vulgare "Aureum’). Z toho vyplyva nizka
uroven variability mezi vzorky ¢. 2 a ¢. 4. Nejmensi koeficient podobnosti 0,43346 byl
naméfen mezi vzorky ¢. 8 (Origanum hirsutum) a ¢. 9 (Origanum vulgare ‘Diabolo”). Toto

znamena, ze tyto taxony jsou nejvzdalenéjsi od sebe a nejméné geneticky piibuzné.
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7 Zavér

Na zdkladé morfologickych znakli mizeme hodnoceny sortiment charakterizovat
nékolika zpisoby. Vyska rostlin dobromysli byla zaznamenana v rozmezi 0,15 az 0,65 m.
Tento udaj je shodny s uvedenou literaturou. LiSi se pouze u vzorku ¢. 3 Origanum
vulgare "Compactum’, ktery je kompaktniho vzristu. Délka listové ¢epele byla v rozmezi
7 az 28 mm a Sitka 6 az 17 mm. Vyska kvétenstvi dosahovala rozmezi 0,04 az 0,24 m.
Tyto udaje potvrzuji také literarni zdroje. Barva listii a kvéti nebyla hodnocena v zadné
uvedené literatufe. Tudiz nebylo mozné vytvofit odborné srovnani. Z toho vyplyvé prostor

pro dal$i zkoumani tohoto morfologického znaku.

Pii porovnani danych taxont Origanum L. byly zjistény rozdily v objemu silic.
Nejvétsi objem silic 43,33 ml/kg byl ziskan ze vzorku ¢. 8 Origanum hirsutum. Jako jediny
vzorek splituje podminky Ceského lékopisu (2009) ale neodpovida druhu povoleného v
Tento vzorek nespliiuje pozadavek Ceského farmaceutického kodexu (1993), dle kterého
musi byt objem silice v nati minindlné 1 ml/kg. Podle vyhlaSky pro kofeni by méla
dobromysl obsahovat minimaln¢ 5 ml/kg silice, tento pozadavek spliuji vzorek ¢. 3
Origanum vulgare "Compactum’, vzorek ¢. 4 Origanum vulgare "Aureum’, vzorek ¢. 6
Origanum vulgare 'Thumbless Variety” a vzorek ¢. 8 Origanum hirsutum, proto jsou

vhodné pro pouziti jako koteni.

U sledovanych taxonid dobromysli bylo moZné vypozorovat piibuzenské vztahy
s ohledem na obsah majoritnich slozek v silicich. Napiiklad zastupce druhu Origanum
vulgare L. taxony €. 1, ¢. 2 a ¢. 10 se lisi pouze mistem ptvodu, ale obsahuji stejné
majoritni slozky. Jedna se o sabinen, B-karyophylen a germakren D. Dale mizeme u
vzorku ¢. 8 Origanum hirsutum vypozorovat odlisnost Vv poméru karvakrolu (56,32 %)
k jinym slozkam v silici. Z jiného hlediska je podobny svym obsahem majoritnich slozek
(y-terpinen, p-cymen, cis-sabinen hydrat) s taxonem ¢. 3 Origanum vulgare "Compactum’a

s taxonem ¢. 6 Origanum vulgare "Thumbless Variety".

Metodou AFLP byl stanoven koeficient podobnosti u sledovanych taxont, ktery
ukazuje genetickou vzdalenost. Tato vzdalenost urcuje piibuznost jednotlivych taxond.
Nejvyssi koeficient podobnosti 0,63135 byl naméfen mezi vzorky ¢. 2 (Origanum vulgare

43 — Kyrgyzstan) a ¢. 4 (Origanum vulgare "Aureum’). Ztoho vyplyva vysoka
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pravdépodobnost genetické piibuznosti. Nejmensi koeficient podobnosti 0,43346 byl
naméfen mezi vzorky ¢. 8 (Origanum hirsutum) a ¢. 9 (Origanum vulgare ‘Diabolo”). Toto

znamena, ze tyto taxony jsou nejvzdalenéjsi od sebe a nejméné geneticky piibuzné.

AFLP je naro¢na metoda a pfi vVyhodnoceni této metody je nutna uréita zkuSenost. Je
mozné, ze jsou vysledky zatizeny chybou zac¢ate¢nika. Hlavn¢ jedna-li se v dendrogramu o

odklony oproti ocekavanému zarazeni.

Pokud srovname jednotlivé metody GC-MC a AFLP, tak je mozné potvrdit

pribuzenské vztahy mezi nékterymi taxony, které z téchto pokusi vzesly.
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8 Souhrn a Resume, Klicova slova

Cilem prace bylo ovéfeni pravosti oznaceni taxonti rodu Origanum L. Hodnoceny
sortiment byl kultivovan na experimentalnich plochach ZF MENDELU v roce 2014. Celé

hodnoceni vysledki prace probehlo v témze roce.

Sortiment byl popsan z hlediska morfologie. Byly hodnoceny tyto morfologické
znaky: vyska rostlin, velikost listl, vyska kvétenstvi, barva listd a kvéth. Dale byly

zaznamenany udaje o fenologickych fazich taxont.

Vzorky dobromysli byly hodnoceny z hlediska mnozstvi silic destilaci a silice pak
byly podrobeny kvalitativnimu hodnoceni metodou GC-MC. Geneticka piibuznost byla

hodnocena pomoci metody AFLP.

Kli¢ova slova: Origanum, AFLP, GC-MC, morfologie, taxon, silice, geneticka piibuznost

The aim was to verify the authenticity marking taxa genus Origanum L. The
sortments were grown at the experimental plots ZF MENDELU in 2014. The analysis of

the evaluation results of the work carriedout was laso done in the same year.

The assortments were morphological described. The morphological characters were
such as: plant height, leaf size, inflorescence height, color of the leaves and flowers.

Further details were recorded on phenological phases of the taxa.

Oregano samples were assessed for quantity of essential oils by distillation and the
essential oils was then subjected to qualitative evaluation using the GC-MC method. The

genetic relationships were evaluated using the AFLP methods.

Keywords: Origanum, AFLP, GC-MC, morphology, taxon, essential oils, genetic

relationship
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10 Priloha
Seznam obrazku

Obrazek 1 Pokusna plocha s dobromysli

Obrazek 2 Nakres pozemku s méfenymi taxony a poctem rostlin

Obrazek 3 Doba raseni 28. 02. 2014 (¢. 1 Origanum vulgare )

Obrazek 4 Odbér vzorku k AFLP 04. 04. 2014 (¢. 1 Origanum vulgare )

Obrazek 5 Zacatek kveteni 30. 05. 2014 (¢. 1 Origanum vulgare )

Obrazek 6 Plné kveteni 12. 06. 2014 (¢. 1 Origanum vulgare )

Obrazek 7 Doba raseni 28. 02. 2014 (¢. 2 Origanum vulgare )

Obrazek 8 Odbér vzorku k AFLP 24. 03. 2014 (¢. 2 Origanum vulgare )

Obrazek 9 Zacatek kveteni 12. 06. 2014 (¢. 2 Origanum vulgare )

Obrazek 10 PIné kveteni 20. 06. 2014 (¢. 2 Origanum vulgare )

Obrazek 11 Doba raseni 28. 02. 2014 (¢ 3 Origanum vulgare’Compactum”)

Obrazek 12 Odbér vzorku k AFLP 24. 04. 2014 (¢. 3 Origanum vulgare’Compactum”)
Obrazek 13 Zakladani kvétenstvi 30. 06. 2014 (¢. 3 Origanum vulgare’Compactum”)
Obrazek 14 PIné kveteni 22. 07. 2014 (¢. 3 Origanum vulgare’Compactum”)
Obrazek 15 Doba raseni 28. 02. 2014 (¢. 4 Origanum vulgare’Aureum”)

Obrazek 16 Odbér vzorku k AFLP 24. 04. 2014 (¢. 4 Origanum vulgare”Aureum”)
Obrazek 17 Zacatek kveteni 20. 06. 2014 (¢. 4 Origanum vulgare”Aureum’)
Obrazek 18 PIné kveteni 22. 07. 2014 (¢. 4 Origanum vulgare’Aureum”)

Obrazek 19 Doba raseni 28. 02. 2014 (¢. 5 Origanum vulgare’Variegatum’)

Obrazek 20 Odbér vzorku k AFLP 04. 04. 2014 (¢. 5 Origanum vulgare"Variegatum”)
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Obrazek 21 Zakladani kvétenstvi 30. 06. 2014 (¢. 5 Origanum vulgare Variegatum”)
Obrazek 22 PIné kveteni 18. 08. 2014 (¢. 5 Origanum vulgare Variegatum”)
Obrazek 23 Doba raSeni 28. 02. 2014 (¢. 6 Origanum vulgare Thumbless Variety")

Obrazek 24 Odbér vzorku k AFLP 24. 03. 2014 (¢. 6 Origanum vulgare ' Thumbless
Variety")

Obrazek 25 Zacatek kveteni 12. 06. 2014 (¢. 6 Origanum vulgare Thumbless Variety’)
Obrazek 26 PIné kveteni 22. 07. 2014 (¢. 6 Origanum vulgare Thumbless Variety’)
Obrazek 27 Doba raseni 28. 02. 2014 (¢. 7 Origanum vulgare’Aureum Crispum”)

Obrazek 28 Odbér vzorku k AFLP 04. 04. 2014 (¢. 7 Origanum vulgare”Aureum
Crispum”)

Obrazek 29 Nekvetouci taxon 12. 06. 2014 (¢. 7 Origanum vulgare”Aureum Crispum”)
Obrazek 30 Doba sklizn¢ 18. 08. 2014 (¢. 7 Origanum vulgare’ Aureum Crispum”)
Obrazek 31 Doba raseni 28. 02. 2014 (¢. 8 Origanum hirsutum)

Obrazek 32 Odbér vzorku k AFLP 04. 04. 2014 (¢. 8 Origanum hirsutum)
Obrazek 33 Zacatek kveteni 30. 06. 2014 (¢. 8 Origanum hirsutum)

Obrazek 34 Doba sklizn¢ 22. 07. 2014 (¢. 8 Origanum hirsutum)

Obrazek 35 Doba raseni 28. 02. 2014 (¢. 8 Origanum hirsutum

Obrazek 36 Odbér vzorku k AFLP 24. 04. 2014 (¢. 9 Origanum vulgare ‘Diabolo”)
Obrazek 37 Zacatek kveteni 20. 06. 2014 (¢. 9 Origanum vulgare "Diabolo”)
Obrazek 38 Doba sklizné 22. 07. 2014 (¢. 9 Origanum vulgare "Diabolo”)

Obrazek 39 Doba raSeni 28. 02. 2014 (¢. 10 Origanum vulgare )

Obrazek 40 Odbér vzorku k AFLP 04. 04. 2014 (¢. 10 Origanum vulgare )
Obrazek 41 Zacatek kveteni 12. 06. 2014 (¢. 10 Origanum vulgare )

Obrazek 42 Doba sklizné 22. 07. 2014 (¢. 10 Origanum vulgare )
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Obrazek 43 Barva kvétd a list (¢. 1 Origanum vulgare)

Obrazek 44 Barva kvéta a lista (€. 2 Origanum vulgare)

Obrazek 45 Barva kvéta a list (¢. 3 Origanum vulgare ‘Compactum’)
Obrazek 46 Barva kvéta a listt (€. 4 Origanum vulgare "Aureum”)

Obrazek 47 Barva kvéta a listt (¢. 5 Origanum vulgare "Variegatum”)
Obrazek 48 Barva kvéta a listt (¢. 6 Origanum vulgare "Thumless Variety’)
Obrazek 49 Barva kvéta a lista (¢. 7 Origanum vulgare “Aureum Crispum’)
Obrazek 50 Barva kvéti a listi (€. 8 Origanum hirsutum)

Obrazek 51 Barva kvéta a listt (¢. 9 Origanum vulgare "Diabolo”)

Obrazek 52 Barva kvéta a listt (¢. 10 Origanum vulgare )

Obrazek 53 Suseni vzorkl

Obrazek 54 Mlynek IKA MF 10 basic
Obrazek 55 Stanoveni obsahu susiny
Obrazek 56 Stanoveni silice - namletd droga
Obrazek 57 Stanoveni silice — vafeni
Obrazek 58 Stanoveni silice — stupnice
Obrazek 59 Odebrané vzorky k analyze AFLP
Obrazek 60 Ulozené vzorky k mrazeni
Obrazek 61 Homogenizace vzork

Obrazek 62 Mikrozkumavky se vzorky
Obrazek 63 Vodni lazen

Obrazek 64 Vortex (tfepacka)
Seznam tabulek a grafi

Tabulka 1 Meteorologické udaje za rok 2014
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Tabulka 2 Ptiklad binarni matice

Tabulka 3 Majoritni slozky u taxont rodu Origanum L. [%]

Graf 1 Znazornéni pramérné teploty za rok 2014 [°C]

Graf 2 Znazornéni pramérnych srazek v roce 2014 [mm]

Graf 3 Znazornéni pramérného sluneéniho svitu v roce 2014 [hod]
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