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ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast prace Moznosti  biotechnologii  u konopi  se zabyva
morfologickou, taxonomickou a genetickou charakterizaci rodu Cannabis a také
ptehledem biotechnologickych metod vyuzivanych pii védeckém vyzkumu konopi.
Vlastni experiment byl zaméfen naanalyzu genetické variability mezi jednotlivymi
genotypy konopi. Analyzovano bylo celkem 6 smésnych vzorkti konopi pomoci 8
mikrosatelitnich markertt zaloZzenych na PCR. Bylo detekovano celkem 23 alel
s prumérem 2,88 na lokus, jejichz velikost se pohybovala od 140 do 240 bp. Nejvétsi
pocet alel byl zjistén u markerd CAN0039 a CANO093. Pro kazdy z mikrosateliti byly
vypocitany statistické hodnoty index diverzity (DI), polymorfni informacéni obsah (PIC)
aindex pravdépodobnosti (PI) a nazaklad¢ statistického vyhodnoceni byl sestaven
dendrogram podobnosti. Vysledky vykazuji vyuzitelnost mikrosatelitnich markert pro
analyzu genetické variability u konopi.

Klic¢ova slova: Cannabis sativa L., mikrosatelitni markery, geneticka variabilita,
PCR

ABSTRACT

Theoretical part of the thesis Possibilities of Biotechnology for Cannabis deals
with morphological, taxonomic and genetic characterization of Cannabis genus and
presents an overview of biotechnological methods employed in scientific research of
Cannabis. Aim of the experiment itself was to analyze genetic variability between
particular genotypes of Cannabis. Six mixed Cannabis samples were analyzed using 8
microsatellite markers based on PCR. Twenty-three alleles with diameter of 2,88 per
locus, whose size varied from 140 to 240 bp. The largest number of alleles was found in
markers CANO0039 and CANO0093. Values of diversity index (DI), polymorphic
information content (PIC) and probability index (PI) were calculated for each of the
microsatellites and based on statistical evaluation, a dendrogram of similarity was
determined. The results show applicability of microsatellite markers for analysis of

genetic variability in Cannabis.

Key words: Cannabis sativa L., microsatellite markers, genetic variability, PCR
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1 UvOoD

Konopi (Cannabis spp.), jeden z nejdiskutovanéjsich rostlinnych druhi planety,
je v soucasnosti jednim z hlavnich témat mediciny, legislativy drog a mnoha dalSich
oborti. Vyuziti této rostliny zasahuje snad do vSech moznych odvétvi, od mediciny pies
textilni pramysl, stavebnictvi a papirnictvi az po potravu a pohonné hmoty.

Dikazy 0 uzivani konopi pro 1écebné a duchovni tcely je mozné nalézt snad ve
veskerych svétovych kulturach. Podle mnohych ditkazi, at” uz to jsou vykopavky nebo
zminky ve starych spisech, vime, Ze konopi je jednou z nejstarSich péstovanych plodin
vibec.

V zapadni spolecnosti bylo konopi vyuzivano po dlouhd staleti predevsim jako
technickd plodina. Zajem o konopi jako drogu vzrostl v prvni poloviné 20. stoleti.
Rekrea¢ni konzumace konopi se v Americe objevila okolo roku 1910 ato pfedevsim
v New Orleans a v mexickém pohrani¢i, kde ho mexicti délnici ve form¢ ubalenych
cigaret pfenaSeli pies hranice, pfi¢emz V Jizni Americe aVv Karibiku bylo konopi
vyuzivano pro rekreaéni ucely jiz po desitky let zcela bézné. V souvislosti
s alkoholovou prohibici zajem o tuto drogu jako nahrazku za alkohol stale stoupal. Asi
manzela své netefe Harryho J. Anslingera hlavnim komisafem nové vytvoieného
U.S. Narcotics Bureau. |kdyz se pted nastupem do funkce nezajimal o konopi, tak
béhem prvnich par let tuto rostlinu démonizoval. Zakaz uzivani pro jiné nez lééebné
ucely byl uzakonén v Kalifornii 1915, Texasu 1919, Louisiané 1924 a New Yorku
1927.

Témito ,,protikonopnymi‘ kroky se postupné inspirovaly i dalsi statni systémy
pocelém svété. Postupné doslo Ktéméf celosvétovému omezeni péstovani,
zpracovavani adistribuci konopi. K navratu zajmu o konopi jakoZzto medikamentu
arostling, ktera si zaslouzi hlubsi systematické zkoumani, do$lo az v poslednich
dekadach 20. stoleti. Krom¢é studia obsahovych latek, které jsou dulezité praveé pro
Iékaisky vyzkum, jetaké dilezité zkoumat geneticky puvod a ptibuzenské pozadi
jednotlivych odrid konopi ke komplexné&j$imu poznani druhu jako celku. Pomoci
novodobych molekularnich metod je dnes mozné identifikovat a charakterizovat konopi
atim prispét Kk snadnéj$imu ziskani genotypu (odrad), které budou disponovat
vhodnéj$imi vlastnostmi pro dané pole piisobeni.
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Jednou z hlavnich molekularnich metod, kterymi se budu v rdmci prace zabyvat,
je genotypizace pomoci SSR (Simple Sequence Repeats) markert. Diky genetickému
profilovani muzeme identifikovat ptfibuznost jednotlivych genotypti konopi.
Ma bakalaiska prace je zaméfena na studium moznosti vyuziti biotechnologii a metod
spojenymi s nimi na geneticky vyzkum konopi. Prakticka ¢ast je zaméfena na studium
polymorfizmu DNA (deoxyribonukleové kyselina) konopi s pomoci vySe zminénych
SSR markert, jejichz zjistovani je spojené s metodou PCR. Vysledky by mohly byt
dale vyuzity pfi identifikaci neznamych genotypi a také naptiklad ve Slechtitelském

programu konopi.
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2 CILE PRACE

Cile bakalaiské prace byly:

1. vypracovani literarni reserSe vénované problematice biotechnologii vyuzivanych
u konopi;

2. zvladnuti metod molekularni biologie, tzn. izolace genomické DNA konopi,
polymerazova fetézova reakce a elektroforeticka separace;

3. analyza genetické variability u rostlin konopi (Cannabis sativa L.) pomoci
mikrosatelitnich markeru;

4. vyhodnoceni a prakticka interpretace vysledk.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Konopi

Cannabis sativa L. patii mezi rostlinné druhy, které byly vyuZzivany po tisice let,
ato predevsim jako zdroj vldkna pochazejiciho ze stonku (rostlina i vl&dkno jsou
oznacovany anglickym slovem ,.hemp*; pozn.: s ¢eskym piekladem ,,juta” pro vliakno
a piekladem ,.konopi* pro rostlinu jako takovou) a jako zdroj omamné psychoaktivni
pryskyfice (rostlina a drogové piipravky z ni bézné€ oznafovany jako ,,marihuana‘).
Studie vztahit mezi riznymi skupinami domestikovanych forem druhti a plané
rostoucich rostlin vedly k protichudnym interpretacim evoluénich a jinych klasifikaci,
véetné rozdéleni Cannabis sativa do nékolika udajnych druhi. Je doporuceno, aby
Cannabis sativa byl uznén jako jediny druh, v némz je psychoaktivni poddruh jak
v domestikovanych, tak v ruderéalnich varietach, aobdobné¢  je tomu
u nepsychoaktivniho  poddruhu.  Navrhuje  se alternativni  pfistup v souladu
s mezinarodni nomenklaturou pro kulturni rostliny, ato rozpoznavat $est skupin: dvé
skupiny, které se skladaji pfedev§im z nepsychoaktivnich ptadnych a na olejnaté
semeno péstovanych kultivard a skupina jejich hybrida; a dvé skupiny, které se skladaji
predevsim z psychoaktivnich kment a skupina jejich hybrida (Small, 2015).

3.1.1 Legislativa

Od roku 2001 jeve statech Evropské Unie dle nafizeni Evropské komise
povoleno péstovat konopi na vlakno a semeno, nicméné péstované odriidy nesmi mit
obsah nejabundantngjsiho kanabinoidu, delta-9-tetrahydrocannabinolu — zkracené¢ THC,
vyssi nez 0,2 % (eur-lex.europa.eu).

V Ceské republice fesi problematiku konopi zakon & 167/1998 (Zakon
0 navykovych latkach a 0 zmén¢ nékterych dalSich zakont). Ten oznacuje konopi jako
,.kvetouci nebo plodonosny vrcholik rostliny z rodu konopi (Cannabis) nebo nadzemni
¢ast rostliny z rodu Konopi, jejiz soucasti je vrcholik a povoluje nakladani s nim bez
povoleni k zachazeni, pokud se jednd o ziskavani, skladovani a zpracovavani rostlin
konopi, které mohou obsahovat nejvice 0,3 % latek ze skupiny tetrahydrokanabinold,
ato pouze konopi kucelim pramyslovym, technickym a zahradnickym, jakoZz

i k obchodu s konopim za témito ucely.
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V roce 2013 byl schvélen zakon ¢. 273/2013, ktery novelizuje zadkon ¢. 167/1998
a ktery legalizuje konopi pro 1ékai'ské ticely.

V roce 2015 byly dokonceny vystavby prvni oficialni péstirny 1é¢ebného konopi
v Ceské republice. Dokud se v roce 2016 nesklidila prvni Groda, byli &esti pacienti
donuceni vyuzivat konopi dovazené z Nizozemi. Veskeré 1é¢ebné konopi, které se pies
zaregistrované lékarny dostava K pacientiim je piisné kontrolovano
a se standardizovanym obsahem kanabinoidid. Novelizaci arozsifenim také prosly

1ékaiské obory, jejichz specializovani 1ékaii mohou 1é¢ebné konopi piedepisovat.

3.1.2 Taxonomie

Cela problematika taxonomie rodu Cannabis je pfinejmensim tak slozita, jako
problematika konopného prava. Rlzni autofi rozliSnymi zplsoby charakterizovali rod
a jeho druhy ¢i poddruhy rozdilné.

Zpocatku bylo konopi fazeno do fadu koptivovité (Urticaceae), starsi klasifikace
ho tadila do ¢eledi moruSovitych (Mareaceae). Pozdéjsi vyzkumy vedly K vytvoreni
samostatné ¢eledi konopovitych (Cannabaceae) (Miovsky, 2008).

V ¢eledi konopovitych (Cannabaceae), ktera nalezi dofadu razotvarych
(Rosales), nalezneme oproti jinym ¢eledim nevelké mnozstvi druht. Pro ¢lovéka jsou
nejvyznamnéjsimi rody rod konopi (Cannabis) a rod chmel (Humulus).

Svédsky botanik Carl Linné poprvé odborné popsal Cannabis sativa L. v roce
1737 v podhaii Himalaje v Indii. Véfil, ze naSel jediny druh tohoto rodu. Ptesto
ve vychodni Indii v roce 1785 Jean Baptiste de Lamarck, francouzsky biolog, popsal
apojmenoval dalsi druh Cannabis indica L. Vroce 1924 objevil botanik
D. E. Janischewsky vV jihovychodnim Rusku tieti, posledni znamy druh — Cannabis
rudealis (Miovsky, 2008).

Small a Cronquist (1976) urcili Cannabis jako samostatny druh a rozdélili
ho do poddruhti Cannabis sativa L. ssp. indica a Cannabis sativa L. ssp. sativa.

Vyzkumy alozymu, které provedl Hillig (2005) prokazaly, Ze rod Cannabis byl
odvozen ze dvou hlavnich genofondid. Z tohoto divodu by podle Hillinga mél byt rod
Cannabis rozdélen do dvou samostatnych druhti, ato Cannabis sativa a Cannabis
indica.

Castym zptisobem urovani konopi je rozlisovani podle morfologie — fenotypu.

Proto jsou nékdy Cannabis sativa a Cannabis indica povazovany za dva morfotypy.
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Zatimco morfotyp indica se vyznacuje niz§im habitem se SirSimi Cepelemi listd,
morfotyp sativa ma naopak habitus vyssi s listy, které maji ¢epele prstovité a znacné
uzsi (Fischedick et al., 2010).

Morfologicka rozmanitost jednotlivych kultivart, kterych bylo doposud
identifikovano okolo 700 (Hazekamp a Fischedick, 2012), je zptusobena dlouholetym
prokiizovanim at’ uz Slechtitelskym procesem nebo vice ¢i méné fizenou hybridizaci
malopéstiteld.

Hazekamp a Fischedick (2012) vramci Klasifikace konopi na zakladé
chemického slozeni popisuji nutnost zafazeni jak biologicky aktivnich kanabinoidu tak
biologicky aktivnich terpenoidu, které jsou diky svému vysokému obsahu v samicich
kvétenstvich hlavnimi kandidaty pro jasnéjsi pochopeni 1é¢ivych vlastnosti konopnych
rostlin a zakladem pro lepsi klasifika¢ni systém. Na zaklad¢ analyzy 28 hlavnich slozek
obsazenych ve vzorcich byli schopni identifikovat konopi a zatadit ho do odlisnych
skupin chemovart pro chemotaxonomickou klasifikaci odriid rodu Cannabis.

V soucasnosti je taxonomické zatazeni dle ITIS (Integrated Taxonomic
Information System) takové, ze urCuje Cannabis sativa L. jako samostatny druh, ktery
se déli nadva poddruhy Cannabis sativa ssp. indica a Cannabis sativa ssp. sativa.
Nicméné tohle zafazeni je stdle diskutovano. V soucasnosti je vesmés respektovan
nazor, ze rod Cannabis zahrnuje vice vysoce hybridizovanych, introgresnich,

panmiktickych a velmi variabilnich druht (Small a Cronquist, 1976).

3.1.3 Biologicka a morfologicka charakterizace

Rod Cannabis v sobé zahrnuje rostliny jednoleté apuvodné dvoudomé.
Dlouhodobym Slechténim je dnes na trhu také mnoho jednodomych odrud. Lodyha
rostlin z rodu Cannabis je piimd, lys4 nebo chlupatd, vétsinou Ctyi nebo Sestihranna,
ktera dosahuje vysky od 0,3 do 6 metrt. Listy jsou dlouze fapikaté s vytrvalymi palisty
a s Cepeli tii az jedendcti-Cetnou. Listky jsou Uzce podlouhlé, k obéma konctim zGzené,
na okrajich pilovité, dlouze zaspicatélé (Valic¢ek, 2003).

Mira poétu samicich a sam¢ich rostlin v pfirozené populaci dvoudomého konopi
jeblizko 1 : 1. Saméi asami¢i rostliny vykazuji rozlisitelnou morfologickou
charakterizaci, ktera se nazyva pohlavni dimorfismus (Finta-Korpelova a Berenji,
2007). Tento sexudlni dimorfismus jevice patrny narostlinach v pozdéjsich

ontogenetickych stadiich. Samic¢i rostliny maji vice kompaktni a robustni charakter,
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internodia jsou kratsi a jejich pocet je zpravidla vétsi nez U rostlin samcich. Samici
rostliny také charakterizuje bujné rozvétveny habitus a kvéty blize usebe tvofici
hroznovita kvétenstvi s hojnou produkci pryskyfice, jejiz mnozstvi Se lisSi napfic
odridami. Uvniti kvétd je dvouplodolisty pestik se dvéma bliznami a svrchnim
jednopouzdrym semenikem. Kvét je ¢astecné obalen podplrnym listenem, ktery mize
byt svrchu porostly zlaznatymi chlupy, vylucujicimi pryskyfici. Saméi rostliny jsou
oproti tomu méné vétvené S méné robustnim habitem a disponuji del§imi internodii.
Sam¢i kvéty jsou usporadany do laty adisponuji pétiCetnymi bélavymi nebo
nazelenalymi okvétimi a péti ty¢inkami (Valicek, 2003). Prasniky samcich rostlin tvoii
mnoho pylovych zrn, které se ptenasi vétrem na vzdalenost 10-12 km. Konopi kvete 15-
30 dni a po odkvétu saméi rostliny odumiraji. Plodem konopi je vejcita jednosemenna
nazka barvy Sedé tmavohnédé aztmaveé; s hmotnosti tisice semen (HTS) 13-20 g.
Semena konopi brzy ztraci kli¢ivost (tietim rokem 0 30-40 %). Celkové olisténi

samcich rostlin je fidsi, nez je tomu u samicich rostlin (Ruman a Hamsik, 2008).

3.1.4 Genetickéa charakteristika

Genom Cannabis sativa se skladd ze dvou sad chromozomd, tudiz se jedna
0 klasicky diploidni organismus (2n = 20). Zékladni chromozomové c¢islo x = 10,
z téchto deseti chromozomu (v haploidnim stavu) je devét autozomi a jeden gonozom,
¢ili pohlavni chromozom. Chromozomalni determinace pohlavi je sav¢iho typu neboli
typu Drosophila, pficemz sam¢i rostliny disponuji heterogametickymi pohlavnimi
chromozomy XY a rostliny sami¢i maji ve svém karyotypu homogametické gonozomy
XX. Determinace pohlavi je fizena pomérem poctu gonozomit X K po¢tu sad autozomi
(Ming et al., 2011).

V roce 2011 byl poprvé zdarné osekvenovan genom Cannabis sativa. Presnéji
byla osekvenovdna genomicka DNA a RNA (ribonukleova kyselina) z kmene Purple
Kush. Po porovnani transkriptomu kmene Purple Kush s transkriptomem Kkultivaru
konopi Finola (technicky kultivar, v Ceské republice schvaleny pro péstovani) zjistili,
7ze mnoho gent, které koduji proteiny zapojené do syntetickych drah kanabinoidt
ajejich prekurzori, jsou mnohem vice exprimovany Vkmenu Purple Kush
nez V kultivaru Finola (van Bakel et al., 2011).

Pfed tim byly genomické udaje v databazi NCBI (National Center

for Biotechnology Information) omezeny pouze na informace o velikosti transkriptomu,
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jako naptiklad 12 907 EST (Expressed Sequence Tags) a 23 neposkladanych sekvenci
RNA. Presto, ze genom konopi byl pfiblizné dvacatym rostlinnym genomem, ktery byl
osekvenovan, jedna se o prvni osekvenovany genom lé¢ivé rostliny.

Velikost haploidniho genomu je dnes odhadovana na 818 Mb u samici rostliny
a843 Mb urostliny saméi. Tento rozdil (25 Mb) mezi velikostmi genomu
u jednotlivych  pohlavi jedan vétsi  velikosti  chromozomu Y v porovnani
s chromozomem X. na chromozomu Y se vV prub¢hu evoluce na dlouhém raménku
nakumulovaly stovky kopii retrotranspozona bez dlouhych koncovych repetic (Non-
LTR retrotransposons) a proto je gonozom Y vétsi nez X (Ming et al., 2011).

Zatim neni zndma ani fyzikalni ani genetickd mapa genomu. Hlubs$i porozuméni
transkriptomu agenomu je nezbytné K hlubs§imu porozuméni funkce, propojeni
aevoluci jednotlivych gent. Sekvenovani genomu Cannabis sativa je mnohdy
omezovano prisnymi opatienimi a podminkami pro péstovani této rostliny a manipulaci
s ni (van Bakel et al., 2011).

V roce 1998 byly pomoci Giemsova barveni popsany samic¢i i samci
kondenzované prometafazni chromozomy. Subtelocentricky chromozom Y disponuje
typickym satelitem na konci kratSiho ramene a submetacentricky chromozom X také
disponuje satelitni sekvenci na konci kratkého ramene (Sakamoto et al., 1998).

V roce 2014 byla publikovana molekularné cytogeneticka studie, diky které byly
charakterizovany vSechny konopné chromozomy aurcena jejich velikost, ktera
se pohybuje v rozpéti od 2,6 do 3,8 um. Vsechny chromozomy bylo mozné rozlisit
podle jejich délky aumisténi centromery pomoci DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol)
pruhovani spole¢né¢ s metodou FISH (fluorescence in situ hybridization), kde byly
hybridizovany sondy pro 5S a 45S rDNA oblasti spole¢né se sondami pro telomerické
repetice asubtelomerické repetice (CS-1). Podle snimku po barveni DAPI
a po provedeni metody FISH za pouziti fluorescenéniho mikroskopu (obrazek 1) byl
sestaven idiogram  haploidni sady chromozomu rostliny s vyznacenymi
subtelometrickymi repeticemi CS-1, telomerickymi repeticemi typu Arabidopsis
a sekvencemi pro 45S rDNA a 5S rDNA (obrazek 2) (Divashuk et al., 2014).
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autozomy XY

autozomy XX

Obrazek 1: Karyotyp Cannabis sativa sam¢i a samici rostliny — subtelometrické

repetice CS-1 jsou zbarveny ¢ervené (upraveno podle Divashuk et al., 2014)

® CS-1 5SrDNA [l 455 rDNA @ Telomericka repetice

Obréazek 2: Idiogram haploidni sady chromozomu rostliny Cannabis sativa.
Na chromozomech jsou vyznaéeny subtelomerické repetice CS-1, telomericke repetice
typu Arabidopsis, sekvence pro 45S rDNA a 5S rDNA (upraveno podle Divashuk
etal., 2014)

Vyzkum neposkytl pouze cytogenetické vysledky, ale byla provedena take
srovnavaci fylogenetickd studie (obrazek 3) tfech nejvyznamnéjSich zastupci celedi
konopovitych (Cannabaceae) ato porovnani chmele otacivého (Humulus lupulus),
chmele japonského (Humulus japonicus) akonopi setého (Cannabis sativa)
(Divashuk et al., 2014).
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Hunulus lupulus 2n=18+XX /XY | velikost genomu 2.9 pg)

TR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 XY

3.74-6.38 MYA
Humulus japonieus 2n=14+XX  /XY,Y, ', velikost genomu 1.7 pg)

— ~21MYA I II ( )
1 2 3 B 5 6 7

X Y%

Cannabis sativa (2n=18+XX . /XY , velikost genomu (.84-0.91 pg)

1 2 3 4 5 6 71 8 Y

9 XY

Obréazek 3: ZjednoduSeny fylogeneticky strom &eledi téi rostlin Cannabaceae
se zafazenymi ideogramy, kde je postaveni pseudoautozomalniho regionu na pohlavnich

chromozomech oznaceno zavorkami (upraveno Divashuk et al., 2014)

3.2 Biotechnologie

Termin ,.biotechnologie” poprvé pouzil uhersky zemédélsky inzenyr Karl
Erekys s definici: ,,v8echny pracovni postupy, kdy se za Gi¢elem potravy ¢i jiného uzitku
vyuzivaly zivé organismy“. V dne$ni dob& jetermin spiSe posunut do roviny
s vyznamem komplexu biologickych, biochemickych, bioinformatickych a molekularné
genetickych metod, které jsou né&jakym zpusobem spojeny S modifikaci zivych

organismdu.

3.2.1 Rozdéleni biotechnologii

I kdyz existuje nékolik riznych klasifikaci biotechnologii, tak nejvice oblibena
je ta, ktera vyuziva barevny kod pro jednotliva odvétvi. Nejcastéji jsou biotechnologie
rozdéleny na ¢tyti hlavni barvy (Cervena, zelena, bila a fialova), nicméné klasifikace
vyuzivd mnohem vice barev. Zde jsou strucné popsany nékteré zakladni, barevné

rozdélené biotechnologie (Kafarski, 2012).
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Cervena biotechnologie — zastiesuje aplikace biotechnologii v 1ékaistvi, farmacii
a klinickém prostiedi. Piikladem jsou napiiklad geneticky modifikované
bakterie produkujici pozadované latky kuptikladu inzulin nebo rekombinantni
adenoviry pozivané v genoveé terapii.

Zlutd biotechnologie — zabyvéa se vyuzitim biotechnologii V potravinaiském
prumyslu. Kromé vyuZzivani biotechnologii pfi vyrobé potravin se také zaobira
nutri¢nimi védami, jako je napf. nutri¢ni farmakologie.

Modra biotechnologie — zaméfuje se na vyzkum spojeny s Zivymi organismy
hydrosféry Zem¢.

Zelena biotechnologie — zabyva se kompletni aplikaci biotechnologii
v zemé&délstvi. Tato kategorie zahrnuje napiiklad bakteridlni kmeny vyuzivané
na kompostovani, transgenni rostliny a rostlinné explantatové kultury.

Hnéda biotechnologie — je podmnozinou biotechnologii, ktera ma za Ukol popis
a zkoumani biotechnologii, které jsou spfazeny s vyprahlymi oblastmi
a poustémi.

Tmava biotechnologie — popisuje biotechnologie spojené s bioterorismem,
biologickymi valkami a bio-zlo¢inem.

Fialovd biotechnologie — zde seftadi biotechnologické patenty, publikace
a vynalezy.

Bil4 biotechnologie — je aplikovana pii primyslové vyrobé chemickych latek
nejcastéji pomoci geneticky modifikovanych baterii s vyhodou niz8ich nakladi
a vyssi ekologickou Setrnosti.

Zlatd biotechnologie — je pojena s bioinformatikou, pocitaovymi védami
a ¢ipovymi technologiemi.

Seda biotechnologie — vénuje se problémim environmentalistiky a ochrany

piirody.

3.2.2 Vyuzivané biotechnologické metody u konopi

Nésledny text se bude zabyvat biotechnologickymi metodami, které se hojné

vyuzivaji U konopi. Nejdiive budou charakterizovany zakladni informace o jednotlivych

metodach, poté bude text zaméfen nakonkrétni piipady vyuziti biotechnologickych

analyz u Cannabis sativa.
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3.2.2.1 Invitro kultivace

Rostlinné tkanové kultury je soubor technik pouzivanych K udrzeni nebo rustu
rostlinnych buné¢k, tkani nebo organt ve sterilnich podminkach v zivném kultiva¢nim
médiu 0 znamém slozeni. Ruzné techniky nabizeji urité vyhody oproti tradi¢nim
péstebnim metodam, jako napt. produkce klonu, rychlé ziskani dospélych rostlin bez
nutnosti pouziti semen aopylovacl, regenerace celych rostlin  z geneticky
modifikovanych buné¢k, ozdravovani virdznich rostlinnych materidli nebo kli¢eni
semen, ktera by mé¢la jen velmi nizkou pravdépodobnost vykli¢eni a zdravého ristu
kliénich rostlin. Zarovein pokud jsme schopni z rostliny vytvofit tkdnovou kulturu,
odpadd nam nutnost pracovat s celym jedincem. Tim expanduji moznosti experimentt,
snizuji  se ndroky na misto amnohdy je usnadnéna manipulace. Mikropropagace
je metoda vyuzivana K produkci geneticky identickych klond rostlin vyuzivajici

techniky explantatovych kultur (Kubota, 2002).

3.2.2.1.1 Invitro kultivace konopi

Od 70. let 20. stoleti zacaly pokusy s péstovanim konopi Vv in vitro podminkéch.
Byla pifedev§im snaha 0 odvozeni bunééné kultury pro produkci sekundarnich
metaboliti (Turner et al., 1980). Kalusové a suspenzni kultury konopi zprvu vykazovaly
diferenciaci pouze kotenovych struktur avaci faktoram, které klasicky indukuji
regeneraci prytd, vykazovaly prakticky absolutni necitlivost. Ranalli et al. (1999)
poprvé dosahli ¢asteéného Gspéchu pii snaze regenerovat pryty z kalusu. Z okrajovych
¢asti primarnich explantati byl odvozen kalus, ze kterého byla pomoci vhodnych
faktor navozena diferenciace prytovych primordii. Z nich wvzniklé pryty byly
namnozeny anasledné oddéleny a piepasazovany nanové médium se zménénym
slozenim pro indukci diferenciace kotenovych ¢asti. Pro vytvofeni primarnich
explantati byly pouzity hypokotyly, délohy, kofeny, listy i embrya. Celé rostliny
se podafilo zregenerovat pouze U hypokotyli adéloh, navic jen s malou cetnosti
piezivsich rostlin.

Dlouhodobé bunécéné suspenzni kultury vykazuji vysoky stupent somaklonalni
variability a diky tomu je mozné z nich postupnym testovanim odvodit genotyp, ktery
bude naptiklad vykazovat vétsi produkci pozadovaného sekundarniho metabolitu.
Suspenzni kultury je mozné vyuzivat jak natransformace tak jako bioreaktory.

Bioreaktory chapeme jako in vitro buné&né kultury, které konstitutivné produkuji
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sekundarni metabolity ve vysokych koncentracich (Ranalli et al., 1999). Nicméné pravé
bioreaktory vytvofené z bunék Cannabis sativa doposud nebyly popsany. Popsany byly
pouze bioreaktory s pravidelnym zaplavovanim (temporary immersion bioreactor; TIB),
které byly testovany v rdmci snahy optimalizovat podminky pro multiplikaci Cannabis
sativa ve sterilnim kontrolovaném prostfedi pro biochemickou charakterizaci a vyrobu
1é¢ivych piipravki ve vysoké kvalité. Tento postup vyuZzivajici TIB mél za nésledek
zvySeni mnozstvi biomasy spolecné se zvySenim miry multiplikace ataké zvySeni
transplantatové efektivity (Lata et al., 2010).

Regenerace Cannabis sativa prostiednictvim piimé nebo nepiimé somatické
embryogeneze nebyla doposud zaznamenéna (Farag, 2014). Proto se nabizi cesta druh4,
Kterou je organogeneze. Pii této metodé dochazi po introdukci separované
a sterilizované rostlinné ¢asti do zivného média K diferenciaci bun¢k a tvorbé organt —
koteni nebo pryti. Obé dvé cesty mohou byt bud’ piimé, nebo nepiimé. Pokud procesy
probihaji ptimo na primarnim explantatu, mluvime o organogenezi ¢i somatické
embryogenezi piimé, predbihd-li vSak témto procesim nejdiive tvorba kalusu
na primarnim explantatu apak teprve organogeneze nebo tvorba embryi jedna
se 0 procesy neprimé.

Utinky rtiznych kombinaci ardznych koncentraci rostlinnych rastovych
regulatorat  (kyselina  2,4-dichlorfenoxyoctovd;  3,6-dichlor-2-methoxybenzoova
kyselina; kinetin; 1-naftalenoctova kyselina) na indukci rustu kalusu a regeneraci rostlin
zngj byly zkoumany u riznych zdroji primarnich explantati (mladé listy, fapiky,
internodia, axilarni pupeny). Nejvyssi frekvence indukce kalusu byla vypozorovéana
na variant¢ fapikovych primarnich explantati. Regenerace rostlin z kalusti byla
dosaZena U vSech studovanych kultivarti a nejvyssi pocet zregenerovanych rostlin byl
u kalusovych kultur ziskanych z fapikovych primarnich explantati na MS médiu
s obsahem DICAMBA (3,6-dichlor-2-methoxybenzoovd kyselina) (Slusarkiewicz-
Jarzina et al., 2005).

Pozdéji bylo dosazeno optimalizace protokolu na jednoduchou a tcinnou
metodu pro in vitro propagaci pomoci metody syntetickych semen. Uméla semena byla
vytvofena z axilarnich pupeni Cannabis sativa, které byly izolovany z aseptickych

kultur a enkapsulovany do alginatu vapenatého (Lata et al., 2009).
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3.2.2.2 Geneticka transformace

Geneticka modifikace rostlin seda provést jak metodami nepfimymi,
kde se vyuziva schopnosti bakterii z rodu Agrobacterium vnaset genetickou informaci
do hostitelského organismu, tak také metodami pfimymi, kterymi je napiiklad biolistika,
elektroporace nebo transformace s vyuzitim polyethylenglykolu.

Rod Agrobacterium zahrnuje gramnegativni pudni bakterie, které jsou patogeny
dvoudéloznych rostlin. Tyto bakterie maji charakteristickou vlastnost vnaseni
specifického segmentu své genetické informace (Ti-plazmid) do bunék hostitelského
organismu, ¢imz vytvafeji krékové nadory (anglicky crown-gall). Ti-plazmid
(tumor inducing) ma schopnost zaélenit do genomu hostitelské buiiky oblast T-DNA.
Oblast T-DNA je ohrani¢ena pravou alevou hrani¢ni specifickou sekvenci, pfi¢emz
délka jedné sekvence je 25 bp. Tyto hrani¢ni sekvence jsou nezbytné pro zaclenéni T-
DNA do rostlinné jaderné DNA (Gelvin, 2003).

Typickym druhem rodu Agrobacterium je bakterie Agrobacterium tumefacines,
Kterd je hojn¢ vyuzivana v genovém inzenyrstvi jiz od 80. let 20. stoleti. Jednotlivé
kmeny tohoto druhu serozdéluji nazakladé typu opionu, které syntetizuji. Jsou
rozlisovany dva zakladni typy: oktopiony a nopaliny. Kmeny, které syntetizuji nopaliny,
jsou Vvétsinou vyuzivany pro genetickou transformaci. Jednim z piikladi kmene
nopalinového typu je Agrobacterium tumefaciens C58. Osekvenovany genom tohoto
kmene je charakteristicky tim, ze jetvofen dvéma chromozomy, pii¢emz jeden
je kruznicovy a druhy linearni, a dvéma plazmidy, které jsou oznaovany jako pTiC58
a pAtC58 (Goodner et al., 2001).

Geneticka transformace konopi je pomémé hojné diskutovana. Mnozi lidé
se domnivali nebo domnivaji, Ze zaobrovskym ndrGstem obsahu kanabinoidl
(ptedevsim A(9)-THC) v marihuané na ¢erném trhu stoji pravé genetické modifikace.
Je téZko piedstavitelné, Ze by nékdo byl schopen provést transgenozi konopi bez
specializované laboratofe, akromé toho domnénky o0 geneticky modifikované
marihuané nebyly nikdy potvrzeny.

K analyze rostlinnych vzorka konopi, u kterych bylo podezieni, ze by mohly
obsahovat n¢jaky transgen, ktery by zvysil jejich potenci, byly pouzity tradi¢ni metody
pro detekci geneticky modifikovanych organismu (GMO). Analyzy podpofily hypotézu,
ze vzorky marihuany piedlozené forenznim laboratotim s charakterizovanou
abnormalni trovni A(9)-THC, jsou spiSe produktem Slechtitelské selekce neZ produktem

transgennich modifikaci (Cascini, 2011).
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V laboratornich podminkéach byly u konopi tspésné transformovany suspenzni
kultury, které byly odvozené ze stonkovych a listovych primarnich explantati. Nicméné
1 pres vyzkouSeni mnoha riznych podminek a pouziti rGznych rtstovych regulatort
nebylo dosazené zadné regenerace Vv rostlinu (Feeney a Punja, 2003).

V roce 2007 byl vyvinut novy expresni systtm pro THCA (kyselina A(9)-
tetrahydrokanabinolovd) syntdzu s vyuzitim methylotrofni kvasinky Pichia pastoris
jako hostitele (Taura et al., 2007).

Také byla provedena transformace konopi pomoci bakterie Agrobacterium
rhizogenes, ktera indukuje rust kotfenovych struktur z transformovanych bunék

hostitelského rostlinného organismu (Berahmand et al., 2016).

3.2.3 Genetické markery

Molekularni markery jsou uziteCnym nastrojem pro testovani genetické
variability, a vyrazné zlepsuji genetickou analyzu plodin (Varshney et al., 2005). Déle
molekularni markery poskytuji informace nejen o genetické diverzité, ale také
0 popula¢ni struktufe Vv rozsahu od nukleotidové trovné (SNPs) do arovné gent
a frekvence jejich alel. Molekularni markery jsou obecné rozdéleny do dvou hlavnich
skupin: biochemické markery amarkery nukleovych kyselin (zejména DNA)
(obrézek 4). Biochemické markery zahrnuji izoenzymy a do jisté miry také sekundarni
metabolity. Ob¢ tyto kategorie biochemickych markert jsou zaloZzeny na expresi gent,
které jsou zavislé na prostiedi a také na ontogenetickém stadiu. Navic jsou tyto markery
pod vlivem epistatickych a pleiotropnich interakci. Tyto interakce ptisobi jako hlavni
,»zastrasujici prostiedky* K jejich vyuzivani ve velkém méfitku pro analyzy genofondu.
Na druhé strané, DNA markery jsou neutralni a jsou nezavislé na Zivotnim prostiedi
nebo na ontogenetickém stadiu (¢asové a prostorové nezavislé). Proto maji markery
na bazi DNA obrovskou vyhodu oproti biochemickym markeram pro analyzy genetické
diverzity (Sarwat et al., 2012).
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Molekuldrni markery

Biochemické Markery nukleovych kyselin

Izoenzymy Sekundérni ZaloZené na DNA ZaloZené na RNA
metability
ZaloZené na hybridizaci ZaloZené na PCR
o Cilena PCR Libovolné/¢astedné
libovoln& p¥ipravena PCR
EST RAPD
Satelity
i DAF
RAMP
SCAR AFLP
SAMPL

ISSR
SRAP

Figure 1. Classification of markers.

Obrézek 4: Klasifikace markert (upraveno Sarwat et al., 2012)

3.2.3.1 Markery zaloZené na DNA

Asi nejvhodnéj$Simi markery pro analyzu variability genetické informace
u buné€k, pletiv, tkani, jedincti nebo dokonce druhii jsou markery zalozené na DNA.
Geneticky marker zalozeny na DNA je chapan jako pozi¢né znama sekvence nukleotidi
DNA, kterda muze byt jednoduse identifikovana a kterd v sobé nese variace napfic
jedinci ¢i druhy. Podstata téchto markert je polymorfismus v sekvenci nukleotidi DNA.
Tzv. DNA markery jsou hojné¢ vyuzivany napf. pro testovani otcovstvi, populaéni
a evolu¢ni studie nebo také pfti zjisStovani genetické Cistoty osiva.

Podle Sarwat et al. (2012) mohou byt markery zalozené na DNA rozdéleny
podle typu testu do dvou hlavnich skupin. Tento test mtize byt na bazi hybridizace nebo
amplifikace. V prvnim ptipadé se profily DNA vizualizuji hybridizaci DNA, ktera byla
nejprve Stépena restrikénim enzymem, Se zna¢enou sondou, ktera je DNA nebo RNA
fragment znamého pivodu nebo sekvence. Markery zalozené na PCR amplifikaci
zahrnuji in vitro amplifikaci ur€itych sekvenci DNA nebo lokust, S pomoci
specifickych nebo libovolné zvolenych oligonukleotidovych sekvenci (primery)
a termostabilni DNA polymerazy. Amplifikované fragmenty se odd¢li elektroforeticky
atzv. zony (anglicky bands) jsou detekovany riznymi zpusoby, jako je barveni nebo
autoradiografie. (Sarwat et al., 2012).

Metody pro individualizaci Cannabis zahrnuji techniky: Amplified Fragment
Length Polymorphism (AFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) a Short
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Sequence Repeat (SSR) (Coyle et al., 2003). Déle se vyuziva hybridiza¢ni metoda
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP).

3.2.3.1.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms)

Jednou z metod pro zjistovani variability DNA sekvenci jetzv. délkovy
polymorfismus restrikénich fragmenti (RFLP). RFLP markery vznikaji na zakladé
Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami (Becker et al., 2009 cit Machlin et al. 2012).

RFLP markery byly dle Botstein et al. (1980) poprvé pouzity pii konstrukci
genetickych map. Diky své kodominantni povaze jsou RFLP markery popularnim
nastrojem pro vytvafeni genetickych map. RFLP markery byly Siroce vyuzivany
pro konstrukce genetickych map u rostlin Brassica juncea (Pradhan et al., 2003) a Olea
europea (de la Rosa et al., 2003).

Pouziti sondy nabazi hybridizace pro detekci diverzity nebo pro genetické
mapovani je limitovano né€kolika nevyhodami, které jsou spojené, véetné pozadavku
velkého mnozstvi vysoce cCisté DNA, s pouzitim radioaktivity pro detekci, tudiz
je potieba vysoce kvalifikované pracovni sily, a ptesto je dosazeno nizké miry detekce
polymorfismu. Tyto negativni vlastnosti délaji markery zalozené na hybridizaci méné

efektivni nez markery zalozené na PCR amplifikaci (Sarwat et al., 2012).

3.2.3.1.2 RAPD (Radomly Amplified Polymorphic DNA)

RAPD, v ptekladu do ¢estiny ,,Nahodné¢ Amplifikovana Polymorfni DNA®,
je technika, ktera byla jednou z prvnich modifikaci PCR pro sniméani a analyzu genomu
(Williams et al., 1990). DNA markery jsou generovany Vv jedné standardni PCR reakci,
kde jsou PCR primery nahodnymi sekvencemi (standardné oligomery 10-15 bazi).
Primer se navaze vSude tam, kde ma sekvenéni homologii s DNA templatu atim
se vytvoii pomoci termostabilni DNA polymerazy PCR produkt. PCR produkty maji
riznou velikost a diky tomu jsou od sebe oddéleny na 1% agar6zovém gelu a barveny

ethidiumbromidem pro detekci zén vzorku. (Coyle et al., 2003)

3.2.3.1.3 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
AFLP (polymorfismus délek restrikénich fragmentd) je metoda zalozena

na detekci DNA restrikénich fragmentii, ¢imZ se podoba metodé¢ RFLP. Hlavni rozdil
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je vtom, ze se na detekci restrikénich fragmenti misto Southernova ptenosu pouziva
PCR amplifikace. Amplifikace restrikénich fragmenti probiha pomoci ligace
dvoufetézcovych adaptorovych sekvenci na konec restrik¢niho mista po $t€peni dvéma
riznymi restrikénimi endonukledzami. Po ligaci adaptorovych sekvencich tyto koncové
oblasti slouzi jako universalni vazebna mista pro komplementarni nasedani primerQ
pii PCR. Technika se vyuziva na zjisténi pfitomnosti ¢i nepfitomnosti restrikénich
fragmentu a nikoliv na zjistovani rozdila v délkach, proto je akronym AFLP, ktery byl
nejspiSe vybran pravé kvili podobnosti s metodou RFLP, nepiesny. Metoda AFLP
nevyzaduje charakterizaci sekvenci Vv cilovém genomu. Ztohoto davodu je ¢asto
pouzivana rostlinnymi genetiky. Neni vyuzivdna na mapovani zivociSnych genomi,
nebot’ zavisi na ptfitomnosti vysokého poctu substituénich variaci v DNA. Fragmenty
jsou vizualizovany pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (PAGE) nebo
kapilarni  elektroforézou  bud’  prostfednictvim  autoradiografickych,  nebo
fluorescenénich metod (Vosetal., 1995). Pomoci separace PCR produktl jsou
generovany tzv. otisky prsti, ato jakékoliv  DNA bez ohledu napuvod nebo
komplexitu. Pocet amplifikovanych fragmentt je dan frekvenci enzymatického stépeni
apoctem selektivnich bazi, které senachazeji nakoncich restrikéné Stépenych

fragment.

3.2.3.1.4 SSR (Simple Sequence Repeats)

SSR markery, neboli mikrosatelitni opakovani, ktera se skladaji z tandemovych
repetic kratkych nukleotidovych sekvenci, patii do skupiny repetitivnich sekvenci DNA,
které¢ ptedstavuji vyznamnou ¢ast genomil vysSich eukaryot. Pocet opakovani
tandemovych repetic se mize napii¢ populaci lisit a tim je tvofeno mnoho variant (alel).
SSR markery se skladaji ze dvou az Sesti nukleotidi, ale obvyklym poctem jsou dva
az tii nukleotidy. Mikrosatelity se obvykle nachazeji v nekodujicich oblastech
autozomalni nebo gonozomalni DNA (Kohnemann et al., 2012). Mohou slouzit jako
vysoce informativni genetické markery, a ve spojeni s pouzitim PCR umoziuji detekci
délkové variace (Powell, 1996). Vyuzivani SSR markeru jelevné aje piinosné
pro testovani funkéni rozmanitosti pftirodnich populaci diky vysoké drovni
ptenositelnosti na ptibuzné druhy. Diky tomu jsou ¢asto vyuzivany jako elementarni
markery pro srovnavaci mapovani a evolu¢ni studie. Jednotlivé markery byly vyvinuty

a mapovany pro né€kolik druht plodin a mizou byt uzite¢né pro tzv. ,marker assisted
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selection” (MAS), obzvlasté¢ kdyZz jsou markery umistény Vv genech zodpovédnych
za fenotypovy znak (Varshney et al., 2005).

3.2.3.1.5 Vyuziti markerii zalozenych na DNA u konopi

Markery zalozené na DNA polymorfizmu jsou u konopi mnohdy vyuzivany pro
studium variability a diverzity populaci nebo jednotlivych odrid, ke studiu nejen
pohlavnich chromozomu ataké pro =zafazeni vzorki konopi do skupin podle
genetického geografického pivodu. Rovnéz jsou vyuzivany pro mapovani konopného
genomu.

RAPD metoda byla vyuzita na klasifikaci arozliSeni 51 genotypt rostliny
Cannabis sativa a2 genotypt rostliny Humulus lupulus. DNA se povedlo nejlépe
izolovat z Cerstvych pletiv s pouzitim pufri a detergentu. Pii izolaci ze suchych pletiv
a semen byla izolovana pouze degradovana DNA. Po separaci bylo ziskano celkem
102 rGznych zoén uzitim &ty primerQt dlouhych 10 nukleotidii s libovolné zvolenou
sekvenci. Vzory zon byly porovnany analyzou distanénich metod pomoci riznych
algoritmi. Analyzy prokazaly jasny rozdil mezi Cannabis sativa a Humulus lupulus,
arozdélily vzorky do téi odlisnych skupin; jedna skupina zahrnovala vSechny vzorky
pochazejici z oblasti Papua — Nova Guinea, dalsi skupina zahrnovala vzorky pochazejici
z australské Canberry atieti skupina zahrnovala tfi vzorky technického konopi
(Jagadish et al. 1996).

Cilem tymu Forapani et al. (2001) bylo studovat genetickou strukturu a stupei
variability u odriid konopi (Cannabis sativa L.). Sest odrtid konopi bylo analyzovano
pomoci RAPD, pfi¢emz bylo analyzovano 10 rostlin na odriidu. Testované odrady
se skladaly jak z dvoudomych, tak jednodomych krajovych odrid. Dale byly ptitomny
jak kmeny typu droga, tak inbredni zenské linie. Geneticka komplexnost kazdé odrudy
byla zkoumana stanovenim poctu zon, které byly viditelné na elektroforetogramu, podle
uzitych primert, poétu stalych a polymorfni lokust, podle praiméré frekvence alely
a heterozygotnosti. Mezi témito parametry, genetickym ptvodem a Slechtitelskou
strategii kazdé odrudy byla zjisténa dobra korelace (Forapani et al., 2001).

Ve vyzkumu v roce 2002 bylo testovdno 10 RAPD primeru u dvoudomych
a jednodomych kultivard konopi k identifikaci molekularnich pohlavné specifickych
markert. Pouziti dvou primera (OPD05 a UBC354) vytvotilo na elektroforetogramu

u samcich rostlin specifické zény. Tyto dva DNA fragmenty byly izolovany, klonovany
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a sekvenovany. Oba markery byly prokézany jedine¢nymi, protoze v databazich nebyla
nalezena zadna sekvence Svyznamnou homologii k OPD05961 a UBC354151
markerim. Tyto znacky byly pojmenovany MADC3 (OPD05961) a MADCA4
(UBC354151) (Male-Associated DNA from Cannabis sativa). Znacky byly pievedeny
do SCAR (Sequence-Characterized Amplified Region) markerd. SCAR markery
koreluji s pohlavim segregujici F> populace aprokazuji tésnou vazbu na muzsky
fenotyp. Vysledky analyzy F> populace rostlin naznacuji, ze tyto markery jsou spojeny
s chromozomem Y (Torjék et al., 2002).

U konopi byly také analyzovany DNA sekvence asociované se saméim
pohlavim. DNA byla izolovdna ze samcich asamiéich rostlin a podrobena RAPD
analyze. Ze 120 pouzitych primert 17 poskytlo 400 bp az 1500 bp dlouhé fragmenty
detekovatelné pouze usamdéich genotypt. Tyto fragmenty byly klonovany a pouzity
jako sondy pro Southerniiv gelovy pienos. (Sakamoto et al., 2005)

Analyzou polymorfizmu na pohlavnich chromozomech konopi pomoci AFLP
markeri bylo zjisténo pé&t markerd, které senachazi naobou chromozomech
a rekombina¢ni analyzou byla na pohlavnich chromozomech zjisténa piitomnost
pseudoautozomalni oblasti (PAR) umoznujici rekombinaci mezi chromozomy X a'Y.
Ostatni oblasti pohlavnich chromozomi vykazovaly pouze malou miru rekombinace.
Tyto vysledky byly diskutovany ve srovnani s jinymi dvoudomymi rostlinami
(Peil et al., 2003).

Pohlavni  chromozomy mohou byt také charakterizovany pomoci
mikrosatelitnich SSR markert. Z celkové péti testovanych mikrosatelita byl jeden SSR
marker polymorfni v obou populacich, dalsi dva markery byly polymorfni pouze
Vv jedné ze dvou populaci. Déle byly zjistény tii alelové varianty pro dva SSR markery
prokazujici polymorfismus nejen mezi chromozomy X a 'Y, ale taky mezi rozdilnymi
X chromozomy. Kromé toho bylo v jedné populaci detekovano nékolik na pohlavi
vazanych RAPD marker( (Rode et al. 2005).

V roce 2003 bylo identifikovano 15 mikrosatelitnich variabilnich markert
u 48 vzorki konopi, které pochdzely zpéti pfadnych odrid. V priméru bylo
identifikovano 10 alel nalokus (rozsah 2-28) s primérnou hodnotou heterozygozity
0,68 (rozmezi 0,28-0,94). Tim byla prokazana vyznamna geneticka variabilita téchto
SSR markerd a potazmo také jejich uzitecnost pro charakterizaci genetické diverzity

u kulturnich i planych populaci konopi (Gilmore a Peakall, 2003).
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Dalsi mikrosatelitni markery pro genotypizaci a métfeni genetické piibuznosti
u riznych rostlin konopi byly popsany ve studii Alghanim a Almirall (2003). Bylo
pouzito celkem 12 ruznych oligonukleotidovych sond, ze kterych bylo 11 uznano
za vhodné pro analyzy. Charakterizace mikrosatelitnich lokust u Cannabis prokazala,
7e nejabundantnéjsi téida izolovanych mikrosateliti se sklddala z dinukleotidi GA/CT
reprezentujicich 50 % celku. Bylo zjisténo celkem 52 alel S primérmym zastoupenim
4,7 alely na lokus a o¢ekavana heterozygotnost jedenacti lokust byla v rozmezi 0,368-
0,710.

Podle Gaoetal. (2014) jepro konopi stale nedostatek adekvatnich SSR
markerti, ktery omezil rozvoj konopného genetického vyzkumu. Proto provedli
velkokapacitni rozvoj EST-SSR markert. Tim napomohli posuzovani genetické
variability u konopi. Bylo vybrano 45 polymorfnich part primerd pro hodnoceni
genetické diverzity a ptibuznosti mezi 115 genotypy konopi. Vysledky ukéazaly,
ze vSech 115 odrid muze byt rozdéleno do 4 skupin, které jsou primarné zalozené

na geografii: severni Cina, Evropa, stiedni Cina a jizni Cina (Gao et al., 2014).
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4 MATERIAL a METODIKA

4.1 Experimentélni material

Pro experiment bylo pouzito 6 smésnych vzorku konopi (tabulka 1) ziskanych

z rostlin péstovanych na Mendelové univerzité pod zastitou Spanélské firmy CBD

Botanic, se kterou ma Centrum transferu technologii MENDELU podepsanou smlouvu

0 spolupréci ve véci vyzkumu medicinalniho konopi s vy$§im obsahem kanabinoidu

CBD. Samotny experiment byl provadén na Ustavu biologie rostlin AF MENDELU.

Vzorky byly ziskdny ze sad experimentalnich samicich rostlinnych materialt

oznacenych pismeny , A“, ,,B“, ,,C*, ,E* ,,F* ajedné sady samicich rostlin, které¢ prosly

procesem maskulinizace atim unich byl indukovan rust také samcich kvéta —

oznadeni ,,3*.

Tabulka 1: Charakterizace genotypu podle relativniho obsahu THC a CBD

Genotyp | obsah THC | obsah CBD
A vysoky nizky
B stfedni stfedni
C stfedni stfedni
E nizky vysoky
F nizky vysoky
4.2 Metodika

Pracovni postup se skladal z nasledujicich krokd:

izolace rostlinné DNA z jednotlivych smésnych vzorku;

piiprava reakénich smési pro PCR reakce;

pfiprava agar6zovych geld,

produktu;

elektroforéza a kontrolni

vizualizace

pfiprava polyakrylamidovych geld, elektroforéza, vizualizace produkti;

vyhodnoceni vysledkd.
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4.2.1 lzolace rostlinné DNA

Genomicka DNA jednotlivych smésnych vzorki byla izolovana z mladych listu,
které byly homogenizovany pomoci tekutého dusiku a tfecich misek, za pomoci Kitu
DNeasy Plant mini Kit podle pfislusného navodu (www.qiagen.com). lzolace byla
provedena Vv tripliktech a pro nésledné analyzy byla vzdy pouzita izolovana DNA
s nejvetsi koncentraci v roztoku.

Koncentrace a Cistota izolované DNA byly stanoveny pomoci piistroje Picodrop
Spectrometr PICO100 (Picodrop™). Udava se, ze minimalni hodnota koncentrace DNA
pro PCR je 20ng/ul. Téhle hodnoty sice nebylo dosazeno U vzorkl pochdzejicich
z genotypi oznacenych ,,F* a,,d“, ale hodnoty koncentrace i Cistoty byly uznany
za dostate¢né pro naslednou analyzu polymorfizmu. Také nasledné ovéteni pritomnosti
produkt po PCR na agarézové gelové elektroforéze prokéazalo, ze amplifikace prob&hla

spravng.

4.2.2 Priprava reak¢nich smési pro PCR

Pro analyzu bylo pouzito celkové 8 SSR markert. VSech 8 ,,CAN* markera bylo
pouzito podle Gao et al. (2014). Nazvy markert spole¢né s opakujicim se motivem
mikrosatelitu, sekvencemi pouzitych primera a ptibliznou délkou produktt podle autora

jsou zaznamenany v tabulce 2.
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Tabulka 2: Charakteristika markerd pouzitych pro analyzy (sloupce ,,Nazev®,

,Opakujici ~ se motiv  a,Primer foward/Primer reverse“ byly pfevzaty
od Gao et al. (2014))
Nazev Opakujici Primer foward (zadinajici) Velikost
se motiv Primer reverse (kon¢ici) produktu (bp)
CANO0039 | (CAT)s AGCGGCTAGCGTAACAGTAT | 200-220
GTCATTGGAAAGACCAGCTT
CANO0093 | (GA)11 CAGTCTCTCAGATCAGACTACC | 200-240
AGCGGCTAGCGTAACAGTAT
CANO0585 | (ACTTCTATT)2 | TCATCATCATCCCTCCCTAT 200-220
T(CAAAAC)3 GGTCCATAGTTGGCTGATCT
CAN1347|(AAC)s (ATC)7 | TGTTTCTAAGGCTCAGTCCC  |200-220
GGCAAAGGTAAAGCAAGTGT
CANO0865 | (TCTCTCTTC)2 |CTTCTCTAATCCGATTCCCA 180-200
(TC)o GAACGAAGAAAACCCAGAAG
CAN1660 | (AATCCC)s AAGCCTTGAATCTCCAACAG |160-170
(AACCCC)4 TGAAGTGTGAAGATGATCGG
CAN2633 | (TC)o GGCAAACTTGTAGTGCTCTT  |140-160
GGAAGTTAGCACTGCAGACA
CANO0126 | (AATACC)s GAGTAAGAGAAGGCGAACCA |170-190
(CAG)s CCTGTGTAACAGAAAACCCC

Reakéni smés pro PCR byla pfipravena postupnym piidavanim jednotlivych

komponent (tabulka 3). Celkové mnozstvi reakéni smési bylo nésledné rozd€leno

po 24 ul do mikrozkumavek typu Eppendorf a poté byl pfidan 1 ul pfedem piipravené

izolované templatové DNA daného vzorku konopi. Po uzavieni byly mikrozkumavky

protfepany na MS1 minishaker (IKA®) apoté vlozeny dojamek termocykleru

T3 (Biometra). Pofadném uzavieni komory termocykleru byl nastaven program

s piislusnym teplotnim a ¢asovym profilem. Délka prvotni inkubace byla 10 min pfi

94 °C pro aktivaci Taq polymerazy, nasledny cyklus pti 94 °C trval 30 s, 57 °C po dobu

30 sa 72 °C po dobu 40 s, zopakovano 35x. Zavére¢né prodlouzeni probéhlo pii 72 °C
po dobu 10 min (Gao et al., 2014).
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Tabulka 3: Slozeni reakéni smési pro 1 vzorek

SloZky reakce mnoZstvi (pl)
deionizovana H>O 16,8
pufr 5
dNTP 0,1
primer (forward — F) 1
primer (reverse — R) 1

Taq polymeraza 0,1
Celkem 24

Vysvétlivky: dNTP — dinukleotid trifosfat, Tag — Thermus aquaticus

4.2.3 Priprava agarozovych geli, kontrolni elektroforéza a vizualizace produkti

Po probéhnuti PCR byla ptitomnost PCR produkti ovétena elektroforeticky
nal5% agarozovych gelech. Pfed samotnou piipravou geli byla sestavena
elektroforetickd aparatura. Vanicka, ve které se gel nechava tuhnout, byla umisténa
do zapnuté digestote. Ptiprava jednoho 1,5% agardzového gelu probéhla nasledovné.
K 1891,4 ml destilované vody bylo ptidano 38,6 ml 50x koncentrovaného pufru
TAE (tris-acetatovy pufr). Do lahve s hrdlem bylo odlito 270 ml ptipraveného roztoku
a pridano 4,2 g agarozy. Obsah ldhve byl krouzivym pohybem promichan a poté pomoci
mikrovinné trouby ptiveden k varu. Po plném rozpusténi agarozy byla lahev s vroucim
roztokem vyjmuta z mikrovinné trouby a zastdlého michani byl obsah pomalu
ochlazovan pod proudem vlazné vody. Nasledn¢ byly v digestofi do roztoku piidany
2 ul ethidium bromidu, ktery mé& schopnost vézat se nadvouvlaknové fetézce
nukleovych kyselin. Roztok byl poté z lahve vylit do vany. Po odstranéni pfipadnych
bublin byly do vani¢ky umistény hiebeny, po jejichz vyjmuti ze ztuhlého gelu
se vytvori jamky pro nanaSeni vzorkd obsahujicich DNA, kterd ma byt separovana. Gel
tuhnul po dobu cca 15 minut v digestofi. Po vyjmuti hiebent a odstranéni gumovych
tésnéni byla vanicka s gelem ptesunuta do eletroforetické aparatury a zalita zbytkem
natfedéného pufru TAE, ktery slouZi jako elektrolyt. Takto ptipraveny gel byl pfichystan
na nanaseni jednotlivych vzorkd. Komponenty jsou uvedeny Vv tabulce 4.

Na horizontalni gelovou elektroforézu byly vzorky DNA postupné

rozpipetovany do jamek gelu po5pul. Vana byla nasledné zakryta bezpec¢nostnim
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krytem a pripojena ke zdroji stejnosmérné¢ho napéti (Biometra). Separace probihala pfi
napéti 55 V, po dobu 1 az 2 hodin.
Po ukonceni elektroforetické separace byla provedena vizualizace pod UV

lampou transiluminatoru Ultraviolet (UltraLum Inc.).

Tabulka 4: Komponenty pro piipravu 1,5% agar6zového gelu

Chemikalie Zasobni koncentrace | PouZité mnoZstvi
Destilovana voda - 1891,4ml
TAE (tris-acetatovy pufr) 50x 38,6ml
Agarbza (Serva, USA) - 424
Etidium bromid (Serva, USA) 10 mg/ml 2 ul

4.2.4 Priprava polyakrylamidovych geli, elektroforéza a vizualizace produkti
Na polyakrylamidovych gelech byla provedena separace PCR produkti
K zjisténi jejich velikosti, pro studium genetické diverzity mezi jednotlivymi smésnymi
vzorky konopi. Polyakrylamidovy gel ma lepsi rozliSovaci schopnost, nez je tomu
u gelu agar6zového, a proto miizeme mnohem lépe rozlisit jednotlivé alelové varianty
mikrosatelitnich genetickych markerd podle mnozstvi opakujicich se tandemi potazmo
velikosti PCR produktd. Pred ptipravou samotného gelu byly sestaveny aparatury
z elektroforetickych skel. Skla, silikonova tésnéni a hfebinky byly dikladné omyty
vodou anasledné pretfeny etanolem, aby se zamezilo pfitomnosti necistot, které
by mohli ztizit manipulaci S gelem po separaci. Mezi ocisténa skla bylo vlozeno
silikonové tésnéni. Nasledné byla skla zajiSténa svorkami pro spravné utésnéni
vnitiniho prostoru, kde se bude nalévat jeste tekuty gel. Takto pfipravené aparatury byly
umistény do vertikalni polohy. Nasledovala ptiprava geld. Slozeni gelu je uvedeno
Vv tabulce 5. Pii michani jednotlivych komponent je nutné dbat na pofadi, v jakém jsou
komponenty uvedeny Vv tabulce. Jelikoz APS (persiran amonny) zapo¢ind polymeracéni
reakci, byl pfidan jako posledni komponent. Jednotlivé sloZzky byly rozmichany
v kadince s magnetickym michadlem. Pfipraveny roztok byl pielit do vnitiniho prostoru
dvojice vertikalné umisténych skel a poté byl navrch dan hiebinek, diky kteremu byly
po ztuhnuti gelu vytvofeny jamky pro nanaseni vzorkl obsahujicich DNA, kterda ma byt
separovana. Polyakrylamidovy gel byl ponechan ptes noc pro spravné ztuhnuti. Tuhnuti
pfes noc bylo zvoleno kvilli ¢asovému harmonogramu, bézné totiZ staci nechat tuhnout

ptiblizné 30 min pii laboratorni teploté. Po ztuhnuti gelu byly vyjmuty hiebinky
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ajamky byly zality elektrolytem, ktery byl piipraven z komponent uvedenych
v tabulce 6. Zbyly elektrolyticky roztok byl nalit do elektroforetické aparatury.

Tabulka 5: Komponenty pro ptipravu 8% polyakrylamidového gelu

Chemikalie Zasobni koncentrace | Pouzité mnoZstvi
Destilovana voda - 34,650ml
TBE 10x 5ml
AKRYL/BIS - 10ml
TEMED - 334 ul
APS 10% 334 ul

Vysvétlivky: TBE - trisbdze (trishydroxymethyldiaminomethan; Biotech),
kyselina borita, disosium (Biotech); AKRYL/BIS — akrylamid/biskrylamid; TEMED -

tetramethylendiamin (Biotech); APS — amonium persulfat (Biotech)

Tabulka 6: Slozeni elektrolytu

Elektrolyt
100ml TBE 10x
koncentrovany

900ml destilované H,O

Do dvou jamek na gel bylo naneseno 12 pul velikostniho markeru (DNA ladder).
Do zbylych jamek byly vzorky rozdéleny po 12 ul. Ze skel byla odstranéna silikonova
tésnéni a skla byla umisténa naproti sob¢ do elektroforetické aparatury. Aparatura byla
poté zakryta ochrannym krytem a piipojena ke zdroji stejnomérného elektrického
napéti. Elektroforéza probihala ve dvou fazich. Prvni faze trvala 10 min pfi
120 V a druha pii 300 V po dobu 60 az 120 min v zavislosti na odhadované velikosti
separovanych PCR produktu.

Vizualizace produkti na polyakrylamidovém gelu byla provaddéna dusi¢nanem

stiibrnym (AgNO3). SloZeni roztoku je uvedeno v tabulce 7.

Tabulka 7: Slozeni jednotlivych roztokl pro vizualizaci

Fixaéni roztok Roztok dusi¢nanu stfibrného | Vyvojka

41,6ml etanolu 2 g AgNOs 10ml 37% formaldehydu
2ml kyseliny octové 1000ml destilované H.O 22,2 g NaOH

356,4ml destilované H,O 730ml destilované H20
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Po ukonceni gelové elektroforézy byly gely jednotlivé preneseny ze sklenénych
desek do n&doby s fixa¢nim roztokem, kde se po dobu jedné minuty za obc¢asného
protiepani nechal gel fixovat, aby separované PCR produkty jiz neputovaly
a nedifundovaly v gelu. Poté byly gely jednotlivé pteneseny do nddoby s dusi¢énanem
stiibrnym, kde byly ponechany tii minuty. Gely byly po navézani stfibra 2x promyty
destilovanou vodou a pieneseny do nadoby s vyvojkou. K vizualizaci doSlo téméF
okamzité, ale pro jistotu byly gely ve vyvojce ponechany az 10 minut. Gely byly

po procesu barveni pieneseny na folie, zataveny a naskenovany (obrazek 5).

4.2.5 Vyhodnoceni vysledki

Vysledky analyz, které byly ziskdny z pozice amplikont na polyakrylamidovém
gelu, byly vyhodnoceny pomoci jednoduché binarni matice, do které byly zaznamenany
hodnoty ,,0° nebo ,,1“, pficemz ,,0“ znaci nepiitomnost a,,1* znaci piitomnost PCR
produktu pro danou velikostni alelovou variantu (tabulka ¢. 8). Zpracovavani matic bylo
provedeno pomoci statistickeho softwaru FreeTree verze 9.1 (Hampl et al. 2001)
pomoci UPGMA (metoda péarovani pomoci nevazenych aritmetickych praméru)
spole¢né s vyuzitim Jaccardova koeficientu podobnosti (Jaccard, 1908). Pro vytvoieni
vizualniho  vystupu matic ve form& dendrogramu byl pouzit software
TreeView verze 1.6.6 (Page, 1996). Nakonec byly pro jednotlivé mikrosatelity
vypocitany statistické hodnoty DI (index diverzity), PI (index pravdépodobnosti)
a PIC (polymorfni informa¢ni obsah) (Russell et al. 1997).
Obrazek 5: Nasnimany polyakrylamidovy gel, markery CAN0585 a CAN1347

Vysvétlivky: SM — velikostni marker (DNA ladder)
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5 VYSLEDKY aDISKUZE

5.1 Vyhodnoceni analyzy jednotlivych SSR markeri

Podle Wangetal. (1994) sevrostlinné DNA primémé vyskytuje jeden
mikrosatelitni marker kazdych 64,6 kb, ujednodéloznych rostlin a u dvoud¢loznych
kazdych 21,2 kb. Pro analyzu 6 smésnych vzorkti konopi bylo pouzito celkem 8 SSR
markert. U vSech osmi analyzovanych mikrosatelitnich markerti bylo celkove nalezeno
23 rozli¢nych alel s pramérem 2,88 nalokus. Tato hodnota je stejna jako hodnota
2,87 alel nalokus, kterou uvadi Gao et al. (2014). Béhem analyzy nebyl detekovan
zadny marker, ktery by byl uniformni.

Nanejvys byly zjiStény 4 alelické varianty, ato u SSR markert CANO0039
a CAN0093. U markeru CANO039 byly na gelu pozorovéany dva specificke produkty
pro genotypy s oznacenim ,,4“ a,,E“ s pfibliznou velikosti 205 bp. Proto by mohl byt
tento SSR marker, diky kodominantni dédi¢nosti, vyuzit pro testovani a vyhodnocovani
uspésnosti kiizeni. Dale u markeri CAN1347, CAN2633 a CAN0865 byly zjistény
3 alelicke varianty a u markera CAN0585, CAN0126 a CAN1660 byly zjisténé alelické
varianty 2. Velikosti amplikonti markert CAN0039, CAN0093, CANO0585 a CAN1347
se pohybovaly vrozmezi od 200 do 240 bp, zatimco velikosti amplikoni markert
CANO0126, CAN2633, CAN1660 aCANO0865 se pohybovaly v rozmezi
od 140 do 200 bp (tabulka 9). B&éhem vyhodnocovani analyzy byl v porovnani
s Gao et al. (2014) zjistén velikostni rozdil PCR produktu u markeru CAN1347
atoaz 70 bp. Tato skuteCnost mize byt zdivodnéna tim, Ze byl pouzit vétsi pocet
genotypt, které byly zaroven dosti odlisné od téch, které byly analyzovany v ramci
mého  experimentu.  Pfi  porovnavani  velikosti ~ amplikond s vysledky
analyz Presinszkeé et al. (2015), nebyly zjistény az najednu drobnou odchylku Zadné
velikostni rozdily produktd. Jeji experiment byl proveden na vétsi kolekci, coz bylo
22 riznych genotypt, mezi kterymi byly jak zastupci z technickych odrid jako
je napt. Finola, tak zastupci vysoko-obsaznych odrid z Nizozemska jako napf.
»~Amnesia Haze*. Pti analyze bylo pouzito 24 SSR marker.

Po wvytvofeni jednoduché binarni matice (tabulka 8) bylo provedeno
vyhodnoceni statistickych ukazateld (DI, PI, PIC) pro jednotlivé SSR markery
(tabulka 9). Hrani¢ni hodnoté DI = 0,80 se s hodnotou DI = 0,72 nejblize ptiblizil
marker CANO0093, u kterého byly vyhodnoceny hodnoty Pl = 0,09 a PIC = 0,69. Jako
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druhy marker s nejvhodné&jsimi statistickymi ukazateli byl marker CAN0039, u kterého
byla vyhodnocena hodnota DI = 0,65 a hodnoty Pl = 0,14 a PIC = 0,62. Tyto vypocitané
hodnoty znaci, ze markery CANO0093 a CANO0039 jsou vhodné pro identifikaci
genotypu z analyzovane sady a Ze by bylo také mozné je vyuzit pro hodnoceni u¢innosti
ktizeni genotypi, na kterych byl experiment provadén. Oproti tomu marker CAN0126,
u kterého byly nalezeny jen dvé alelové varianty, mél hodnoty DI =0,28; Pl = 0,56
a PIC = 0,24. I kdyz tento marker neni zcela uniformni, jeho statistické ukazatele znaci,
7ze senejednd o vhodny marker nacharakterizaci genetické variability v ramci
analyzované sady genotypu. Pti porovnani hodnot statistickych ukazateli pro jednotlivé
SSR markery s hodnotami, které byly publikovany Presinszkou et al. (2015) bylo
zjisténo, ze mimo markery CAN0126, CAN1660 a CAN0865 byly hodnoty DI a PIC
vyssi, zatimco hodnoty PI niz8i. Veskeré rozdily byly S nejvétsi pravdépodobnosti
zpusobeny vyuzitim jinych genotypd, a predev§sim poctem analyzovanych genotypt
a pouzitych mikrosatelitnich markert, ktery byl v mém experimentu vyrazné nizsi.
Kayis et al (2010) srovnavali metodu RAPD aISSR pro analyzu genetické
variability 17 vzorku psychoaktivniho konopi z oblasti Turecka. Pro metodu ISSR
markerti uvedli hodnotu PIC = 0,25 a pro metodu RAPD hodnotu PIC = 0,28. Tyto
hodnoty jsou nizs8i nez vétsina hodnot uvedenych v tabulce 9, coz muze byt zpisobeno
faktem, ze mnou analyzovany rostlinny materidl mé pro mé neznamy ptuvod a miize

se jednat o genotypy pochazejici z riznych oblasti.
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Tabulka 8: Tabulka s maticemi pro jednotlivé SSR markery

Markery

>

(@]
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Tabulka 9: Charakteristika analyzovanych mikrosatelitnich markera

SSR velikost alel pocet

marker (bp) alel DI | PI |PIC
CANO0039 200-220 4 0,65|0,14 | 0,62
CANO0093 200-220 4 0,721 0,09 | 0,69
CANO0585 200-220 2 0,48 | 0,39 | 0,36
CAN1347 200-220 3 0,45]0,34 | 0,41
CANO0126 180-190 2 0,28 | 0,56 | 0,24
CAN2633 140-160 3 0,41]0,35| 0,39
CAN1660 160-170 2 0,48 | 0,39 | 0,36
CANO0865 180-200 3 0,61]0,20 | 0,55
Priamér 2,88 0,51 0,31 0,45

Vysvétlivky: DI — index diverzity, PI

polymorfni informacni obsah

— index pravdépodobnosti, PIC —
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5.2 Geneticka diverzita analyzovanych vzorka konopi

Geneticka diverzita analyzovanych vzorkii konopi byla graficky znazornéna
formou dendrogramu. Dendrogram byl rozdélen do dvou shlukd (I. all.), pficemz
do kazdého byly zafazeny 3 genotypy. Ve shluku Il. je patrné, ze genotypy ,.E“ a,,Jd*
maji 90% shodu, coz naznaluje, Ze rostliny S oznadenim ,,3“ byly odvozeny pravé
z genotypit S oznaCenim ,,E“. Rostliny genotypu ,,3¢, které krom samidich kvéti
disponovaly také kvéty samcimi, byly vytvofeny maskulinizaci samicich rostlin
genotypu ,,E, Kterd se nejcastéji provadi pusobenim neptiznivého prostiedi a aplikaci
rastovych regulatort. Castym vyuzivanym rastovym regulatorem pro kontrolu sexualni
diferenciace u dvoudomych odrad konopi jsou fytohormony giberilin kyselina
giberelova (GA3) a auxin kyselina indol-3-octova (IAA). Kyselina giberelova indukuje
maskulinizaci, oproti tomu, IAA, Kinetin aethylen indukuji feminiza¢ni efekt
na pohlavi konopi. Kyselina abscisovd nezptsobuje zadny ptimy vliv na determinaci
pohlavi, ale ma antagonistické ucinky ve vztahu k u¢inku zpisobeného GA3 a IAA
(Galoche, 2015). Takto pozménéné (maskulinizované) samiéi genotypy Se vyuzivaji
jako sam¢i komponenty pii $lechtitelském procesu ataké pro tvorbu feminizovanych
semen u dvoudomych rostlin.

Nebyla zjisténa zadna zavislost mezi pomérem 2 nejabundantnéjsich
kanabinoidi (THC aCBD) a genetickou pftibuznosti znazornénou Vv dendrogramu
(obrazek 6). Genotypy ,,F“ a,E“, které jsou CBD vysoko-obsazné, byly ve dvou
riznych shlucich dendrogramu ato stejné plati pro genotypy ,B“ a,C* které
disponovaly vyrovnanym pomérem obsahit THC a CBD. Druha nejblizs§i piibuznost
(za vyse zminovanou 90% shodou genotypd ,,E* a,,d*) byla pozorovana u genotypl
B¢ a,,F“ s61% shodou. Protoze veSkeré mnou analyzované genotypy byly ve své
podstaté dvoudomé samici rostliny 1é¢ebného, vysoko-obsazného konopi, tak se nedalo
vramci analyzy genetické diverzity zjistit vztah SSR markerd Kk jednodomosti
a dvoudomosti. Balgova (2016) ve své bakalaiské praci nenalezla vztah mezi
jednodomosti a dvoudomosti analyzovanych odrad technického konopi s testovanymi
SSR markery. Kvuli absenci technickych genotypti Vv analyze nebylo mozné
s testovanymi SSR markery nalézt vztah mezi technickymi a medicinalnimi odrudami.
Pro tato zjisténi by bylo nutné do analyzované kolekce zafadit vétSi mnozstvi genotypd,

mezi kterymi by se vyskytovaly technické odridy a odrudy jednodomé.
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Obrazek 6: Dendrogram genetické piibuznosti
Vysvétlivky: I. a Il. — shluk

Gao et al. (2014) na zakladé mikrosatelitnich markerti rozdé€lil analyzované
vzorky konopi do ¢tyf skupin podle geografického ptivodu. Pro analyzu genetické
diverzity vyuzil 45 polymorfnich pard primerd na 115 rtznych genotypech. Bylo
by velmi vhodné pro nasledné analyzy vyuzit dalsi, ne-li vSechny, markery, které ve
svem vyzkumu vyuzil pravé Gao et al. (2014). Na vysledcich je viditelné, Ze maly pocet
piebranych markeri z oné studie byl nedostacuyjici.

ProtoZze experimentalni material, ktery byl vyuzit pro analyzu genetické
diverzity v experimentalni ¢asti této bakalaiské prace, byl neznamého geografického
puvodu, nebylo moZné posoudit relevanci vysledkii narozdéleni genotypii podle
geografickych regionti odkud genotypy nebo jejich predci pochazeli. Vysledky maji
také kvili omezenému rozsahu analyzovanych genotypi a pouzitych SSR markert
mnohem mensi vypovidajici schopnost nez vysledky ptibuznosti v diive zminovanych

studiich.
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6 ZAVER

Rostlina Cannabis sativa L., ktera diky svému vSestrannému vyuziti doprovazi
lidské dé&jiny jiz po nekolik tisicileti, je v soucasné dobé velmi diskutovanym tématem
ve véd¢, predevsim medicing, a to diky objeveni endokanabinoidniho systému.

V ramci literarni  reSerSe bylo kromé zakladnich informaci konopi
charakterizovano hned z nékolika hledisek. Byla lehce nastinéna problematika evropské
a ceské legislativy, kterd byva pro Sirokou vefejnost Casto velmi nejasna, dale byla
popsana prinejmensim stejné slozita taxonomicka charakterizace. Dale bylo konopi
rozebrano z biologicko-morfologické stranky a dilezitou soucasti reSerSe byla také
charakterizace genetickd. Nasledn¢ byla pozornost vénovana problematice
biotechnologii ajejich rozdéleni. Nejvétsi ¢ast byla vénovana biotechnologickym
metodam, Kkteré se ukonopi vyuzivaji, jako jsou in vitro kultivace, geneticka
transformace a kone¢né metodam vyuzivajici genetické markery, kterym byla vénovana
také experimentalni ¢ast této prace.

Prakticka cast této bakalafské prace byla zamétena na studium polymorfizmu
DNA rostlin Cannabis sativa. Cilem bylo vyhodnoceni genetické variability
zkoumanych genotypti konopi péstovanych na Mendelové univerzité pod zastitou
Spanélské spole¢nosti CBD Botanic pomoci analyzy mikrosatelitnich markerd.
Nedilnou soucasti byly molekularné genetické metody jako izolace genomické DNA,
PCR nebo elektroforetickd separace. Experimenty byly provedeny v laboratofi
molekularni biologie na Ustavu biologie rostlin Agronomické fakulty Mendelovy
univerzity v Brn¢.

Analyzovana kolekce konopi se skladala z 6 genotypu, které byly analyzovany
pomoci 8 SSR markerta. Vyhodnoceni analyzy nepoukazovalo na zadny uniformni
marker, ale bylo zjisténo, které markery by byly vhodné, akteré ne, pro nasledné
zjiStovani genetické variability. Celkem bylo detekovano 23 rozli¢nych alel s primérem
2,88 alel na lokus. Velikost amplikont se pohybovala od 140 do 240 bp. Nejvétsi pocet
alelickych variant bylo zjisténo u markert CANO039 a CAN0093. U vsech SSR
markerl byly vypocteny statistické hodnoty DI, Pl aPIC, diky kterym bylo uréeno,
které markery se hodi na vyhodnoceni genetické variability a které ne.

Geneticka rozmanitost byla graficky vyhodnocena ve formé dendrogramu

podobnosti, ktery rozdélil genotypy konopi na dva shluky. Z 90% genetické podobnosti
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na zakladé¢ zkoumanych mikrosatelitnich markeri bylo piedpokladéno, Ze genotyp
s oznaCenim ,,J* byl jen vlastng& genotyp s oznafenim ,E“, ktery proSel procesem
maskulinizace, ¢imz se u n¢j indukoval rist saméich kvéta tvofici pyl.

Pro vice relevantni a ptesnéjsi vysledky by bylo vhodné nejen rozsitit zkoumané
genotypy napiiklad nékterymi odridami technického konopi, ale predevsim rozsitit
mnozstvi zkoumanych mikrosatelitnich markerti. NavySeni mnozstvi SSR markerti bude
predevsim dulezité pro identifikaci hybridu, pro tyto analyzy se béZzné pouziva 20 a vice
SSR markert.

Veskeré poznatky, zkuSenosti a vysledky ziskané z bakalaiské préace bych rad

vyuzil v rdmci navazujici diplomové prace.
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