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1 Uvod

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je jednou z prvnich domestikovanych rostlin a lidé si
uvédomuji jeji obrovsky potencidl po vice nez 10 000 let. V soucasné dobé je konopi pied-
métem zdjmu diky obsahu mnoha biologicky aktivnich latek, pevnych vldken a vyuZiti
v bioekonomice. To z néj ¢inf atraktivni objekt pro biotechnologie a genové inZenyrstvi.

Rostlinné buiiky maji unikatni schopnost udrZet si sviij vyvojovy potencidl i po dife-
renciaci. Protoplasty, tedy buiiky zbavené bunécné stény, jsou schopny opétovné vstoupit
do bunécného cyklu a zménit svlij pivodni bunécny statut (dediferenciace). Mohou tak
dosdhnout pluripotentniho nebo dokonce totipotentniho stavu. Tato schopnost umoziuje
vznik novych orgdnd nebo dokonce celych rostlin. Protoplastové kultury tak poskytuji
jedinecnou moznost detailné sledovat dediferenciacni a regeneraéni mechanismy, coZ ma
dilezité aplikace v oblasti védeckého vyzkumu.

Tato prace zkouma biotechnologické perspektivy konopi s diirazem na piipravu a vy-
uziti protoplastovych kultur. Kromé toho se vénuje reorganizaci chromatinu béhem proto-
plastizace a popisuje nékteré molekuldrni mechanismy s timto procesem spojené. V prak-
tické ¢asti byla provedena in vitro kultivace riznych genotypu konopi, izolace mezen-
chymatickych protoplasti a jejich kultivace. Pro hodnoceni jejich stavu a proliferacniho

potencidlu byla provedena transkriptomicka analyza geni PCNA, IAA-2, PP2C-1, LEA34,

APX a CAT, jejichZ exprese byla stanovena metodou RT-qPCR.



2 Cile prace
Teoreticka cast:

1. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace

2. Shroméazdéni dostupnych literarnich zdroja

3. Zpracovani multimediélni prezentace k obhajobé diplomové prace
Prakticka cast:

1. Izolace protoplasti z nékolika genotypti konopi, jejich kultivace a hodnoceni

2. Izolace RNA, prepis do cDNA, analyza exprese vybranych gent



3 Literarni prehled

3.1 Konopi seté (Cannabis sativa L.)

Konopi seté je fazeno mezi jednoleté dvoudélozné rostliny. Prevazuje u ni dvoudomost,
vyjimkou jsou ale néktefi vzacné se vyskytujici hermafroditni jedinci (nebo vySlechténé
odridy) s kvétenstvimi obou pohlavi. (Miller, 1970; Raman et al., 2017).

Z taxonomického hlediska fadime konopi do Celedi Cannabaceae (Chandra et al.,
2017). O tom, zda je konopi monotypickym druhem, se dodnes vedou spory. Prevldada
ndzor, ktery je podpofen samotnou definici druhu, Ze by se mél rozliSovat pouze jeden
druh, ktery sestdvd minimaln¢€ ze dvou poddruhti (Small, 2015). Jak shrnuje Lapierre
et al. (2023), novodobé molekuldrni studie se také priklanéji k existenci jediného, ve-

lice variabilniho druhu konopi. AvSak néktefi autofi davaji prednost vymezeni vice druhti

na zakladé typologickych a morfologickych charakteristik, nebo podle obsahu terpenoidii

(Hillig er Mahlberg, 2004).

Tabulka 1: Klasifikace konopi

Ri%e (Kingdom)

Rostliny (Plantae)

PodfiSe (Subkingdom)

Zelené rostliny (Viridiplantae)

Infrakingdom

Streptofyty (Streptophyta)

Superoddéleni (Superdivision)

Vyssi rostliny (Embryophyta)

Oddéleni (Division)

Cévnaté rostliny (Tracheophyta)

Pododdéleni (Subdivision)

Semenné rostliny (Spermatophytina)

Ttida (Class) Dvoudélozné rostliny (Magnoliopsida)
Nadrad (Superorder) Rosanae
Rad (Order) RiZotvaré (Rosales)
Celed (Family) Konopovité (Cannabaceae)
Rod (Genus) Konopi (Cannabis L.)
Druh (Species) Konopi seté (Cannabis sativa L.)

Prevzato a upraveno podle: I'TIS — Cannabis sativa L.


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=19109##null

Lodyha konopi je vzpiimena a jeji velikost se nejcastéji pohybuje mezi 1-3 m. Samci
rostliny jsou standardné vyS$§i a méné robustni nez sami¢i (Miller, 1970; Raman et al.,
2017).

Listy jsou dlanité zpefené a ikonicky se zobrazuji se 7 listky (laloky). Tento pocet
vSak neni striktné stanoven. Prvni par listi semendckl je tvoren jednim lalokem, mladsi
listy jsou Castéji trojlalocné a dospélé listy se mohou skladat ze 3-9 listki (Potter, 2009;
Hesami et al., 2023a). Listky maji uzce podlouhly kopinaty tvar s pilovitymi okraji.
Svrchni povrch listu je tmavsi a hlad$i neZ spodni (Potter, 2009; Raman et al., 2017).

Samici kvétenstvi se typicky vyskytuje v apikdlnich oblastech a tvoii husté olisténé
hrozny. Jednotlivé Sedozelené kvéty se skladaji ze semeniku obklopeného kaliSnimi listky
(svrchni dvoupouzdry semenik), pfiCemz pestik je vybaven dvéma nitkovitymi bliznami
k zachyceni pylovych zrn undSenych vétrem. Kvéty samcich rostlin maji svétlezelenou
barvu a mohou se objevit jednotlivé, ve hroznech nebo ve tiikvétych latach, které rostou
v pazdi hornich vétvi (tzv. izlabni lata). Kazdy kvét se sklada z péti okvétnich platki,
péti tyCinek a je nesen na Stihlé stopce. Samci kvétenstvi dozrava obvykle dfive neZ sa-
mici, a to 0 2—4 tydny. Samici kvétenstvi je husté pokryto Zlaznatymi trichomy, které jsou
v mensim mnoZstvi pfitomny také na listenech, spodni strané prasnikovych vacku a na lo-
dyze. Tyto trichomy sekretuji pryskyfici, kterd je bohatd na terpenoidni 14tky véetné kana-
binoidu. V disledku toho jsou samici kvétenstvi objektem zdjmu pro ty, ktefi je vyuZzivaji
pro rekreacni nebo 1é¢ebné tcely (Potter, 2009; Raman et al., 2017; Hesami et al., 2023a).

Plodem konopi je vejcitd, 4-6 mm dlouhd a 3—4 mm Siroka nazka. Jeji povrch je
hladky, hnédoSedy a lehce skvrnity (Raman et al., 2017).

Schématicky nékres typickych morfologickych znaki, které byly vyse popisovany, je

mozno vidét na Obrazku 1.



Obrazek 1: Schématicky nakres rodu Cannabis L.
Prevzato a upraveno dle Sturm et al., (1905).

Samice produkuje velké mnozstvi semen, které lidstvo vyuZziva jiz po nékolik tisi-
cileti. Prvni archeologicky ndlez semen v japonské keramice dokazuje minimalné jejich
ornamentdlni vyznam v obdobi 8 tis. let pf. n. 1. (Ren et al., 2021).

Podle rozsahlych studii fosilniho pylu, které provedli McPartland et al. (2019), vime,
Ze k oddéleni tohoto rodu od sesterského rodu Humulus doslo v oblasti Tibetské ndhorni
plosiny pied 27,8 miliony let. Podle cetnych archeologickych nélezi je ziejmé, Ze lidé uz
v obdobi raného neolitu konopfi aktivné vyuZzivali (Russo et al., 2008; Mitchell, 2014; Ren
etal.,2021).

V dnesni dobé tato rostlina pfitahuje velky védecky zdjem. Siroké uplatnéni naléza
v primyslu a zeméd¢lstvi, v potravinaistvi a kosmetice, bioenergetice, stavebnictvi a v tex-
tilnim primyslu (Schilling et al., 2021; Ahmed et al., 2022). Byla také shleddna jako

vhodnd okrasnd rostlina do mést (Hesami et al., 2022). Pro svoji jedine¢nou produkci
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zna¢ného mnozstvi riznych biologicky aktivnich latek nabyva nejvétsitho vyznamu ve far-

maceutickém primyslu a v 1é¢ebnych aplikacich (Sharma ez al., 2022).

3.1.1 Determinace pohlavi

Genom konopi je diploidni a sklddd se z deseti pari chromozomut (2n = 20; x = 10),
z nichZ je devét parti autozomu a jeden par heteromorfnich gonozomit X a Y. Pohlavi
je stanoveno pomérem chromozomil X ku poctu autozomi (X/A systém). Samici a her-
mafroditni rostliny jsou homogametické (XX) a sam¢i heterogametické (XY) (Ming et al.,
2011; Razumova et al., 2016). Z hlediska konopného primyslu je v€asné urceni pohlavi
velice Zadouci. Zatimco sam¢i a samici rostliny 1ze identifikovat v relativné raném véku,
identifikace hermafroditni rostliny je komplikovanéjsi. Neddvnd price pfinesla feSeni po-

moci Ramanova spektrometru. Tato metoda umozZnila identifikaci s pfesnosti az 98,7 %

(Goff et al., 2022).

3.1.2 Genomova charakterizace

Sakamoto et al. (1998) pomoci pritokové cytometrie stanovili velikost haploidniho ge-
nomu u samicich rostlin na 818 Mbp a 843 Mbp u samcich. Chromozom Y je tedy
veétsi nezli chromozom X. O struktufe pohlavnich i dalSich chromozomu bylo vice in-
formaci ziskdno v roce 2014. Divashuk et al. (2014) pomoci cytogenetického barveni
a fluorescencni in situ hybridizace (FISH) definovali velikost metafaznich chromozomu
v rozmezi 2,6-3,8 um. 8 par bylo metacentrickych, jeden submetacentricky a posledni
par nesl satelitni oblast organizatoru jadérka (NOR).

Prvni referencni genomovou sekvenci publikovali Bakel et al. (2011), coz bylo pro
genomiku konopi zdsadnim krokem. Toto nekompletni sestaveni v§ak obsdhlo pouze 60 %
(534 Mb) celkového genomu. Povedlo se tak ale navrhnout az 30 000 gend.

Od té doby bylo vytvofeno a zvefejnéno nekolik dalSich referencnich genomu (La-
verty et al., 2019; Gao et al., 2020; Grassa et al., 2021). V soucasné dobé je na strankdch
National Center for Biotechnology Information (NCBI) k dispozici minimdlné 15 slo-
Zenych genomd. Hurgobin et al. (2021) poskytli komplexni piehled riznych referenc-
nich genomu konopi a uvedli, Ze Mezindrodni konsorcium pro vyzkum genomu konopi
(ICGRC) doporucilo pouzivat jako referenci sekvenci cs10 (GCA_900626175.2). Veli-

kost tohoto referenéniho haploidniho genomu byla 875,7 Mb, celkem bylo anotovdno



31 170 gent, z nichz 25 296 kédovalo proteiny. Velikost autozomi se zaokrouhlené po-
hybovala mezi 62-101 Mbp. Sekvence chromozomu X méla 105 Mbp (NCBI, 2019).
V roce 2023 doslo ke zméné a nyni jako referencni sestaveni genomu slouzi sekvence
ASM2916894v1 (GCF_029168945.1) o velikosti 770,3 Mbp. Kddujicich genti bylo uve-
deno 35 195, z nichz 28 747 bylo protein-kédujicich. Velikost autozomu se pohybovala
v rozmezi 51-92 Mbp a 86 Mbp bylo pfifazeno chromozomu X (NCBI, 2023).

3.2 Vybrané metody biotechnologie konopi

Techniky tkanovych kultur predstavuji moznosti in vitro péstovani rostlin v Zivném mé-
diu za kontrolovanych a sterilnich podminek. Mikropropagace, jako jedna z vyznam-
nych technik tkanovych kultur, ndm umoziuje efektivni namnoZeni rostlinného materialu.
Jedna se tedy o tvorbu klonti donorové rostliny ve sterilnim prostiedi (Davey et Anthony,
2010).

Mikropropagace se skldda z péti hlavnich fazi. Prvni faze zahrnuje vybér a péstovani
matetskych rostlin pro ziskani explantati pred samotnym procesem dezinfekce a zalo-
Zenim kultur. Druhd faze spociva ve zfizeni aseptickych kultur, obvykle pouZitim dezin-
fekcnich latek pro povrchovou sterilizace explantatl. Treti faze predstavuje obdobi rdstu
a mnoZeni rostlinného materidlu. Ctvrtd faze je obdobim, kdy dochazi k indukci kofent,
a pata faze zahrnuje aklimatizaci rostlin a pfevod do ex vitra (Debergh et Maene, 1981).

Riizné druhy rostlin vykazuji odlisné a Casto specifické pozadavky pro efektivni a ts-
peéSnou mikropropagaci. Pfi praci s novymi rostlinami je nutno optimalizovat mnoho fak-
tord (dezinfekce, sloZeni médii, podminky kultivace, teplota, vlhkost, osvétleni) (Davey
et Anthony, 2010). V soucasné dobé pravé toto probiha u konopi. Nedostatek dobfe de-
finovanych a zavedenych protokoll pro stabilni in vitro kultivaci konopi je zatim stale
limitujicim faktorem.

Stephen et al. (2023) komplexné zkoumali jednotlivé faktory ovliviiujici cely proces
mikropropagace u konopi. Uvadéji, Ze klicové je zavedeni explantatd do in vitro kultury
s minimem kontaminaci. Doporucuji proto jako donorové rostliny pouZivat ty, které byly
péstované v riistovych komoréch, protoze rostliny pochédzejici z venkovniho prostredi
maji vétsi vyskyt endofytnich mikrobd. Vysledky ukdzaly, ze koncentrace desinfekéniho
¢inidla Savo (20-60 %) je dostatecnd ke sterilizaci a neovliviiuje vitalitu explantatu. Au-

tofi uvedli, Ze teplota 28 °C je pro kultivaci a mikropropagaci optimélni. Prokézali, ze


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/assembly/GCF_900626175.2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/assembly/GCF_900626175.2/

nodélni a vrcholové explantéty jsou jakoZto zdroje pro mikropropagaci podobné vhodné.

Pro kultivaci konopi je vyuzivdno vice médii (1/2 MS, MS, LS, DKW). U&innost
vSak muzZe byt zavisla na konkrétnim kultivaru. Pfednostné se doporucuje pouzivat mé-
dium DKW, nebot’ bylo prokdzano, Ze sniZzuje vyskyt morfologickych defektii pozoro-
vanych u rostlin rostoucich na MS médiu (Page et al., 2021). Optimélni koncentrace
sacharézy se pohybuje mezi 1,5-3,0 % a pH média by mélo byt 5,8 nebo mirné vyssi.
Vyrazny vliv Zelirovaciho Cinidla nebyl zaznamendn. Cytokininy 2iP a BA v koncentra-
cich 1-5 uM jsou doporuceny pro urychleni mnoZeni kultur konopi se soucasnym udrZze-
nim kvality. Autofi upozoriuji, Ze pouziti syntetického ristového regulatoru thidiazuronu
(TDZ) a cytokininti ve vyssich koncentracich je spojeno se snizovanim kvality a vétSim
vyskytem ristu kalusu. Pro ¢tvrtou fazi je doporuceno kofenéni in vitro pomoci 2,5 uM
IBA, ale také korenéni ex vitro mize byt icinné (Stephen et al., 2023).

Vliv pozice explantatu na matefské rostliné na rdst a vyvoj in vitro kultur zkoumali
Hesami et al. (2023b). Zjistilo se, Ze explantdty z apikalni a prostiedni ¢4sti rostliny mély
snizenou schopnost tvorby uzlin (nodi). Naopak tomu vsak bylo u explantatli z bazalni
Casti, které vykazovaly i zndmky omlazeni. To naznacuje jejich vhodnost pro in vitro
mnozeni konopi. Autofi také uvedli, Ze tyto rozdily by mohly byt zptlisobeny rozdilem
v distribuci endogennich fytohormond, cukrli a kvili odliSnostem v epigenetice. S tim
by mohlo souviset i pfedchozi zjiSténi, Ze v apikdlnich ¢astech matetské rostliny se vice

akumuluji somatické mutace (Adamek et al., 2021).

3.2.1 Somaticka regenerace

Schopnost regenerace rostlinnych bunék je spojena s jejich bunécnou flexibilitou a schop-
nosti vrétit se z diferencovaného stavu zpét do stavu s vétsi plasticitou, zndmé jako to-
tipotence. Totipotentni buiikky maji schopnost diferencovat se do riznych specializova-
nych bunék a prispét k tvorbé celého organismu. V rostlindch si nékteré bunky udrzuji
totipotentni potencidl 1 po diferenciaci. Tyto bunky lze aktivovat a reprogramovat (dedi-
ferenciace), coz je kliCovym prvkem v procesu somatické regenerace (Bidabadi et Jain,
2020).

Regenerace rostlin in vitro mize byt provedena prostfednictvim somatické embryo-
geneze nebo organogeneze. Pri somatické embryogenezi se nejprve vytvori buika po-

dobnd zygotickym embryim, ze které regeneruje celd rostlina. Organogeneze je proces,



pti kterém se obvykle tvofi nové orgdny, ze kterych pak ndsledné i celé rostliny. Tyto pro-
cesy mohou probihat pfimo (regenerace z diferencovaného pletiva), nebo nepiimo, pokud
k tomu dochdzi pres kalus (Bidabadi et Jain, 2020).

Je znadmo, Ze co se tyCe regenerace, konopi je pomérné vzdorovitou rostlinou. Star${
prace byly obvykle zaméfeny na nepfimou regeneraci. Tvorba kalusu neni tolik proble-
matickd, avSak regenerovat novy vyhonek, ktery by dal vzniknout celé rostling, je velice
obtizné (Lata et al., 2017). Z dosavadnich pokust vyc¢nivaji dvé prace. V prvni autori
pouzili Daria médium a 14 % kalusl dspésné regenerovalo nové rostliny (Wielgus ef al.,
2008). Ve druhé bylo zjisténo, ze lepsi regenerace je mozno dosdhnout na MS médiu obo-
haceném o synteticky rustovy regulator TDZ. Témét kazdy kalus produkoval primérné
12 vyhonkd, které byly vitdlni a schopny zakotenit (Lata et al., 2010a). Jak ale ukdzala
replikacni studie, nelze s jistotou predpoklddat, Ze nepfima regenerace u konopi je timto
zajisténa. Monthony et al. (2021) pozitivni vliv TDZ nepotvrdili ani u jednoho z deseti
genotypu konopi a dokonce zaznamenali zvySeni nekrotizace kalusi.

Galan-Avila ef al. (2020) studovali moZnosti piimé somatické regenerace, a to z ex-
plantati hypokotyli, d€loznich a pravych listi naklicenych rostlin. Vysledky ukazaly sil-
nou zavislost rostlin na genotypu, typu explantitu a hormondlnich stimulech. Nejlepsi
odezvy bylo dosaZeno u hypokotyll odriidy "USO 31°, kdy na médiich (1/2MS) s obsa-
hem ZEA®B a3 ZEARIB + NAA (synteticky hormon auxin) doslo k dspésné somatické
regeneraci ze 66,7 %. Dobré vysledky (61,5 %) ptineslo i pouziti 1/2MS média bez pod-
pory ristovych regulatort, kdy vyhonky dokonce spontanné kotenily. Tato prace pfinesla
i dalsi zajimavy poznatek. Regenerovanym vyhonkim dévaji zdklad pericyklické burky
sousedici se xylémovymi pély, které jsou vysoce pluripotentni. K regeneraci tudiz doslo

1 bez predchozi potreby dediferenciace.

3.2.2 Bioreaktory

Kultivace jednotlivych bunék ¢i organt rostlin v tekutém médiu predstavuje atraktivni
alternativu k péstovani celych rostlin, protoze fesi Casté problémy spojené s tradi¢nimi
postupy. Bioreaktory mohou slouzit k efektivni mikropropagaci rostlin nebo jako zdroj
sekundarnich metabolitii (Murthy et al., 2023). Jak uvadi Adhikary et al. (2021), foto-
autotrofni bioreaktorové systémy mohou byt u¢inné aplikovany pfi vyvoji plné automati-

zovanych systému pro prumyslové nizkondkladové in vitro mnoZeni konopi. Prvni praci



o uspésném vyuZiti bioreaktorli v rdmci multiplikace konopf prinesli Lata et al. (2010b)

a tato metoda byla pozdéji plné optimalizovana (Rico et al., 2022).

3.2.3 Geneticky modifikované konopi

Kvili nepriznivym regeneracnim schopnostem konopi a vzdorovitosti vii¢i technologiim
genového inZenyrstvi byly dvere ke vzniku stabilné geneticky upraveného konopi dlou-
hou dobu zavieny. Prvni zdznam pochazi z roku 2000, kdy byly prostiednictvim bakterie
A. tumefaciens transfekovany apikdlni meristémy, které daly vzniknout prvnim geneticky
modifikovanym rostlindm konopi. Pfiddny byly geny PGIP, diky kterym rostliny ziskaly
resistenci k plisni B. cinerea (MacKinnon et al., 2000). O tfi roky pozdé&ji Feeney ef Punja
(2003) opét pomoci A. tumefaciens transfekovali suspenzni konopné kultury, ale pokus
o regeneraci prostfednictvim kalusu byl nedspésny. Po té€chto dvou zpravach se vyvoj
v tomto sméru zastavil na pomérné dlouhou dobu.

Poznatky, Ze A. tumefaciens mohou byt vhodné pro prenos genti do genomu konopi,
vakuové agroinfiltrace. Usp&nost transgenoze byla hodnocena pomoci vizualizace expri-
movaného reportérového genu GUS a také sniZenim exprese genu pro fytoen desaturdzu
pomoci RNA interference. Autofi se vSak regeneraci geneticky modifikovaného konopi
nevénovali.

Podstatnd byla prace Galan-Avila er al. (2021). Piimou regeneraci se podafilo zis-
kat celkem 9 stabilné transgennich rostlin. Autofi pomoci A. tumefaciens transfekovali
hypokotyly, délozni listy a apikdlni meristémy. Nejvétsiho uspéchu bylo dosaZeno u hy-
pokotyll, kdy na selektivnim médiu probéhla regenerace s uspésnosti 23,1 %, z nichZ
5 % (6 rostlin) bylo stabilné transformovano. DéloZni listy vykazovaly 1% regeneralni
schopnost (2 rostliny) a z meristémi se podafilo ziskat pouze 1 transgenni rostlinu.

Velkého uspéchu dosahli Zhang et al., (2021), ktefi jako prvni u konopi pouZili cile-
nou editaci genomu metodou CRISPR/Cas9. Experiment byl zaloZen na zvySeni exprese
gent regulujicich vyvoj spolecné s komponenty pro editaci genomu. Transfekovany byly
hypokotyly a z nich byly odvozeny kalusy. Nejvétsi regeneracni schopnost byla dosaZena
s chimérnimy geny CsWUS4 a CsGRF3—CsGIF 1 a oproti kontrole byla az 1,7x vétsi. Byly
tak poprvé regenerovany rostliny konopi s editovanym genomem a s vyfazenym marke-

rovym genem pro fytoen desaturdzu. U&innost regenerace viak i tak byla pod 0,2 %.
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Prvni zdznam o Gspésné regeneraci celych rostlin medicindlniho konopi se stabilné in-
tegrovanym konstruktem pro dpravu farmaceuticky vyznamnych genti ptfinesl Matchett-
Oates (2022). Autor vychazel ze zjiSténi, Ze geny pro biosyntézu lécebné vyznamnych ka-
nabinoidi Ize ovlivnit pomoci RNA interference prostfednictvim agroinfiltrace (Matchett-
Oates et al., 2021a). Nepfima regenerace nebyla ispésna u kalusi odvozenych z trans-
formovanych d€loznich listd. 5% uspéch byl zaznamenan pouze u netransformovanych
kontrolnich vzorkl. Pfimou regeneraci z transformovanych hypokotyld byly ziskdny
3 vyhonky (1,1 %), z nichZ pouze jeden zakofenil. Pfekvapenim bylo, Ze nedoslo k oc¢eké-
vanému sniZeni exprese gend zapojenych do syntézy kanabinoidi, ale naopak k prikazné
up-regulaci (Matchett-Oates, 2022).

Kanabinoidy jsou syntetizovany a kvuli své toxicité také vyhradné skladovany v za-
sobni dutiné glanduladrnich trichomt (Tanney et al., 2021). Dals$i moznosti, jak ovlivnit
vytéznost kanabinoidd, je zvysit tvorbu trichomi. Potencidlnim terCem genového inze-
nyrstvi mize byt rodina transkrip¢nich faktort MYB (Yin et al., 2022). Tato technologie
byla dokonce patentovana, ale o tom, zda jiZ vedla k dspéchu, jsem informace bohuzel
nenasel (Sayre et al., 2022).

Je tu vSak jeden patent spolecnosti Canopy Growth Corporation z roku 2019, kterému
by mélo patfit prvenstvi jak v pouZiti vakuové agroinfiltrace u konopi, tak v produkci me-
dicindlniho konopi s upravenym genomem. Autor se zaméfil na zvySeni exprese genti za-
pojenych do vyvoje trichomi a pomoci RNA interference na sniZeni mnozstvi transkriptt
represort indukce jejich ristu. V nékterych pripadech az 100 % povrchu nadzemni Casti
transgennich rostlin bylo pokryto trichomy a produkce THC byla tak zvySena desetind-
sobné (Roscow, 2019).

3.3 Protoplastové kultury konopi

Protoplasty jsou rostlinné butiky, z nichz byla bud’ mechanicky, nebo nejcastéji enzyma-
ticky odstranéna bunécna sténa. Tato modifikace otevird dvere studiim rostlinné buriky,
které by jinak nebyly moZzné. V soucasné dobé€ se vyuZivani protoplastovych kultur stéle
vice vraci na biotechnologickou scénu. Protoplasty predstavuji efektivni nédstroj pro stu-
dium dediferenciace, genetické transformace, editaci genomu a pro vyhodnoceni expres-
nich systému (Jiang et al., 2013; Hesami et al., 2021a). Unikétn{ je jejich schopnost rege-

nerace, kdy za optimélnich podminek je moZno z jediné buriky ziskat celou novou rostlinu.
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Toho se vyuZiva napftiklad pfi klonovani, regeneraci nechimernich geneticky modifikova-
nych rostlin a pfi somatické hybridizaci. Tato technika umoZziiuje ftizi protoplastl ze dvou
rostlin, pficemz vznikly fuzni produkt je nasledné regenerovan jako hybridni rostlina. Tim
je umoZznéno vytvaret hybridy v ramci stejného druhu, modifikovat ploidii a dokonce pie-
kondvat reprodukcni bariéry mezi nekompatibilnimi druhy (Jiang ef al., 2013; Adhikary
etal.,2021; Hesami et al., 2021a).

V poslednich letech zaZivaji protoplastové kultury konopi pocatek expanze. Védecka
spolecnost se snazi o optimalizaci podminek izolace a vychdzeji prvni zpravy o vyuZziti

protoplastd pro studium prechodné exprese a editaci genomu (Hesami et al., 2021a).

3.3.1 Izolace a purifikace

Uspé&sn4 izolace protoplastd je ovlivnéna mnoha faktory, které mohou byt jak druhové,
tak genotypové odlisné. Mezi nejdileZitéjsi patii vyber zdrojového materialu (staif a typ),
podminky enzymatického oSetfeni (sloZeni a koncentrace enzymd, teplota a Cas inkubace)
a zpusob precisténi (napf. vhodné nastaveni centrifuga¢nich podminek). VytéZnost a Zi-
votaschopnost se také odviji dle vlastnosti pouZitych roztok, jako je vhodna osmolarita,
pH a teplota (Evans et Bravo, 2013).

Dostupné préce, kterym se budu vénovat niZe, se shoduji v tom, Ze izolace konopnych
protoplastii je proveditelnd, ale pomérné problematickd zalezitost. Kvili genotypovym
odliSnostem a rozdilech v donorovych materidlech dosud nebyl vyvinut Zadny univer-
zalni postup. Dosavadni metodiku 1ze shrnout, Ze jako zdroj pro izolaci mohou byt pouZity
mladé a staré listy, jak z rostlin péstovanych ve skleniku, tak in vitro, kalusy, délozn{ listy
a hypokotyly. Rostlinny materidl je obvykle nafezdn na malé kousky, nebo listy, pokud
jsou zbaveny epidermis, mohou byt ponechany v celku. Protoplasty jsou déle izolovéany
enzymatickou metodou, obvykle pomoci celuldzy, macerozymu a pektolydzy. K precis-
téni se vyuziva diferencidlni centrifugace na sachar6zovém gradientu (Lazi¢, 2020; Kim
etal., 2022; Zhu et al., 2022).

Dftive existovaly pouze dva zdroje, které popisovaly metodu izolace konopnych proto-
plastd, avSak informace byly v mnohém nejasné nebo malo podrobné. Prvni prace zkou-
mala td¢inek kombinaci riznych enzymd, vliv osmolarity roztokt a vychoziho materialu.
Autor provedl tispéSnou izolaci z mladych i starych listl rostlin péstovanych ve skleniku

a z kalust. BohuZel neni uvedeno, z jakého mnozZstvi materidlu byly protoplasty izolovany
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a jaka byla Zivotnost (Jones, 1979). Témér 30 let se konopnymi protoplasty nikdo neza-
byval. AZ Morimoto et al. (2007) pro studium bunécné smrti pouZzili protoplasty z listi
a popsali sloZeni pouZivanych roztokd. Udaje o koncentraci a Zivotaschopnosti v§ak ne-
byly uvedeny.

Vice jak deset let se v této problematice nijak nepokrocilo. Izolaci konopnych pro-
toplastli se pak vénovali az Flaishman et al. (2019). JelikoZ se vSak jednalo o patent,
tak konkrétni data nebyla zverejnéna. Lazi¢ (2020) se ve své praci snazil o optimalizaci
izolace protoplastii z kalusii, mladych listi a hypokotyld in vitro vykliceného konopi.
Nejlepsich vysledki bylo dosaZeno u etiolovanych hypokotyl.

V roce 2021 byly publikovény 2 zdsadni prace, kde byly rozsahle optimalizovany pod-
minky izolace konopnych protoplastii. Matchett-Oates et al. (2021b) se zaméfili na mladé
listy in vitro péstovanych apikalnich explantatd. Beard et al. (2021) zvolili stejny typ rost-
linného materidlu a k izolaci protoplastii pouZili enzymaticky roztok, ktery je zaveden pro
A. thaliana obohaceny o enzym pektolyazu.

Rok 2022 ptinesl dalsi dalsi 2 zpravy o izolaci protoplasti z konopi. Kim et al. (2022)
optimalizovali podminky enzymatického oSetfeni pro izolaci protoplasti z plné vyvinu-
tych dospélych listl rostlin konopi péstovanych ve skleniku. Bylo tak dosazeno kvalitniho
vytézku, ale informace o viabilité nebyla uvedena. Zhu et al. (2022) se vénovali izolaci
z hypokotyll a pfedevsim z déloznich listd. Pravé délozni listy poskytly protoplasty se za-
tim nejvétsi vytéznosti i viabilitou.

V roce 2024 byla publikovdna prace o izolaci protoplastii z konopnych kalusi od-
vozenych z hypokotyld. Ke zvyseni vytéznosti bylo pouZito médium s 2-aminoindan-2-
fosfonovou kyselinou (AIP). AIP je kompetitivnim inhibitorem enzymu pro syntézu lig-
ninu, coZ je slozka sekundéarni bunécné st€ény. Buriky kalusu s takto oslabenou bunécnou
sténou podléhaly protoplastizaci s mnohem vétsi efektivitou (Monthony ef Jones, 2024).

Celkovy prehled dostupnych publikaci, které se vénovaly izolaci konopnych proto-

plastti, spole¢né s detailn¢jSimi informacemi podminek izolace shrnuje Tabulka 2.

3.3.2 Kultivace a regenerace

De novo regenerace je dileZitou schopnosti protoplastl, kterd se u jinych rostlin vyu-
Ziva v oblasti genetického inZenyrstvi a vyvoje novych kultivari. Zda se, Ze u konopi

dosavadni vyzkum je$té nedosahl svého plného potencidlu, nebot’ pozornost védecké ko-
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Tabulka 2: Studie izolace protoplastt u konopi

o , . , . Vytéinost )
Zdroj 1 P k 1 T T L
Odruda drojovy materia odminky izolace Viabilita [%] iteratura
N Mlady a staré listy 1% pektindza; 1% driseldza; 10% sorbitol; 10° bunék-ml—1!
Afghdnskd (pSstovéno ve sklenku) a kalusy 19% MgCly: 1% KH,PO,; 4-16 h - Jones (1979)
1% celulédza; 0,2% macerozym; 0,4M manitol; )
Mexicka Listové bunky 0,1% pektolyaza; 88mM sachardza; Morimoto et al. (2007)
30 °C; 4 h; jemné mich4ni )
P 1,5% celulaza; 0,4% macerozym (listy); 105 1 1—1
Finola Kalusy, mladé listy, hypokotyly 1% celulédza; 0,1% macerozym (hypokotyly); 1.8-107 bunck-ml Lazi¢ (2020)

in vitro semenacku

3—-14 h; 25 °C; jemné michani

25,7

Cannbio-2; bohaté
na THC/CBD

Mladé listy in vitro
apikalnich explantatd

2,5% celuldza; 0,3% macerozym; 0,7M manitol;
20mM MES; 10mM CaCls,; 20mM KCl;
16 h; 28 °C; bez michani

7,8-10° bunék-g—!
72

Matchett-Oates et al.
(2021b)

Cherry x Otto II:
Sweetened a dalsi

Mladé listy in vitro
apikdlnich explantatd

1,25% celuléza; 0,3% macerozym; 0,4M manitol;
0,075% pektolydza; 20mM MES; 0,1% BSA;
10mM CaCls; 20mM KCI;

16 h; pokojova teplota; jemné michan{

2,27-108 bunék-g~ 1

82

Beard et al. (2021)

PIné vyvinuté

1,5% celuldza; 0,4% macerozym,;
1% pektolydza; 0,4M manitol; 0,5M MES;
0,1% BSA; 8mM CaCls,;
15 h; 23 °C; jemné michani

9,7-106 bunék-g*1

Kim et al. (2022)

2,5% celulaza; 0,5% macerozym; 0,4M manitol;
0,03% 2-Merkaptoethanol; 20mM MES;
0,1% BSA; 10mM CaCls; 20mM KCI;

6 h; 22 °C; jemné michani

1,15-107 bun&k-g—!

98,5

Zhu et al. (2022)

Abacus dospélé listy
(péstovéno ve skleniku)
3 bohaté na THC; Hypokotyly
2 bohaté na CBD; a délozni
3 ptechodné listy
Finola Kalusy

1,25% celulaza; 0,3% macerozym; 0,4M manitol;
0,075% pektolydza; 20mM MES; 0,1% BSA;
10mM CaCls; 20mM KCI;

16 h; 25 °C; jemné michani

8,8-10% bungk-g
92.1

Monthony et Jones (2024)
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munity se tomuto aspektu vénovala dosud jen minimalné.

Existuji pouze dvé zpravy alespon o prvnich pokusech o regeneraci. Prvni je patent,
ktery uvadi, Ze pouze asi 4 % konopnych protoplasti prezilo 48 hodin v kapalné kultuie
a dals{ kultivaci k de novo regeneraci rostlin nedoslo (Flaishman ef al., 2019). Detailngjsi
informace a prvni popis bunééného déleni konopnych protoplastii neddvno prinesli az
Monthony et Jones (2024). V jejich jiZ zminéné préici se autofi nevénovali pouze izolaci
protoplasti, ale provedli i zatim nejdelsi kultivaci. Do 3 tydnd, kdy Zivotaschopnost za-
Cala prudce klesat, zaznamenali ¢4steCnou regeneraci. Potvrzena byla 1 zdvislost viability

na hustoté protoplastovych kultur.
3.3.3 Vyuziti protoplastovych kultur

Prvni prace, kterd se vénovala izolaci konopnych protoplastd, je snad i jedinou, ve které
byla provedena mezidruhova somaticka hybridizace fizi protoplastd konopi a rajcete. Na-
sledna kultivace a regenerace hybridni rostliny nebyla provedena (Jones, 1979).

Prvni zpravy o tuspé$né prechodné transformaci konopnych protoplastii pfinesli
Matchett-Oates et al. (2021b) a o mésic pozdéji Beard et al. (2021). Protoplasty byly
prechodné transformovany plasmidovou DNA nesouci expresni kazetu s fluorescencnim
markerem. K pfenosu chimernich genti byla pouzita chemicka metoda pomoci polyethy-
lenglykolu. V prvni prici byla dosaZena 23% a ve druhé az 31% efektivita transformace.
O rok pozdéji vysel ¢lanek, ktery uvedl, Ze dosdhl prechodné transformace protoplastti
s efektivitou 55,3 %. PouZity byly fuzni, fluorescencné znacené geny pro biosyntézu ka-
nabinoidd (Kim et al., 2022). V stejném roce byla publikovéna jesté jedna prace, kde byla
provedena transfekce konopnych protoplastt s ucinnosti az 75,4 % (Zhu et al., 2022).

Prechodna transformace protoplasti je také uZiteCnou metodou pro ovéfeni tcinnosti
navrzeného konstruktu gRNA pro naslednou editaci genomu pomoci technologie cilené
mutageneze CRISPR/Cas9. Zhang et al. (2021) vytvofili detekcni systém pro tpravu spe-
cificity gRNA v konopnych protoplastech a umoZznili tak vyhodnoceni efektivity mutage-
neze na cilovych oblastech gent.

Prostfednictvim kultur protoplastii 1ze nejen i¢inné posoudit ndstroje pro tpravu gend,
ale také je teoreticky mozné ptimo regenerovat transgenni rostliny konopi (Li et al., 2022).
Jak ale uvedli Hesami et al. (2021a), do dneSniho data stdle plati, Ze neexistuje Zddna

zprava o kompletni regeneraci rostlin konopi z protoplasti.
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3.4 Molekularni charakteristika protoplastu

Procesem protoplastizace buriky méni sviij jaderny program a ztraci svilij diferencovany
stav. Pfi ndsledné kultivaci dochazi k ¢astecné ¢i uplné dediferenciaci, kterd se odrazi
ve zménéné expresi gend. Pravé proto jsou rostlinné protoplasty jedineCnym nastrojem
pro studium molekularnich mechanismu souvisejicich s organizaci chromatinu v jadre,

stejné jako pro sledovani specifické genové exprese (Cépal et Ondfej, 2014).
3.4.1 Zmény ve struktuire chromatinu

Chromatin je komplexni struktura obsaZend v jadfe eukaryotickych bunék, kterd se sklada
z DNA, bilkovin a RNA. Podle tésnosti vazeb, prostorového uspofadani a pfistupnosti
k transkripnimu aparatu mizeme rozliSovat jeho dvé zdkladni podoby, a to euchromatin
a heterochromatin. Euchromatin je volnéjsi struktura, ktera je aktivnéj$i a umoziuje pre-
pis gend. Naopak heterochromatin je kompaktnéjsi strukturou a v genové expresi mize
byt ¢astecné C€i kompletné neaktivni. Chromatin je tedy klicovym hra¢em v organizaci
genetické informace a jeho struktura mize odpovidat genové aktivite (Wolffe, 1998).

Zndmym jevem protoplastizace je velice rychld dekondenzace heterochromatinu a za-
nik chromocenter. Jednd se o pfechodnou fazi, ktera je nezbytna pro aktivaci genu, je-
jichZ produkty jsou nutné pro vytvoreni kompetence pro zménu bunécné identity. Jedna
se tedy o prvni krok vedouci k dediferenciaci. Dlouhou dobu nebylo zndmo, jak k tomuto
fenoménu dochézi. Bylo prokazano, Ze na redukci heterochromatinu samotné fezani ma-
teridlu pred pouzitim enzymatického roztoku vliv nemd. NejspiSe k tomu tedy dochdzi
vlivem stresovych podminek samotné enzymolyzy, pfiCemz velkd role je prikladdna vol-
nym kyslikovym radikalim (Zhao et al., 2001; Tessadori et al., 2007; Ondiej et al., 2010;
Grafi et al., 2011).

Druhym krokem je vstup do bunécného cyklu a zisk nové bunécné identity. Kom-
petentni bunky pii kultivaci prodéldvaji dal§i zmény v organizaci chromatinu. Dochaz{
ke druhé dekondenzaci, kterd byla pitimo spojena s auxinem indukovanou aktivitou ubikvi-
tinového proteolytického systému (Jamet et al., 1990; Genschik et al., 1992; Zhao et al.,
2001). Dale se opétovné formuji chromocentra a celkové se ustanovuje nova rovnovaha
mezi euchromatinem a heterochromatinem. Tyto zmény jsou pfimo zavislé na podmin-
kach kultivace a zejména na pouZiti fytohormond. Ne kazdd bunka ziskad pii kultivaci

schopnost regenerace. Rekonstituce chromocenter muze vSak slouZzit jako marker regene-
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racni schopnosti protoplasti (Ondfej et al., 2008).

Bylo prokdzano, Ze rychlost a mira rekondenzace chromatinu je zavisld na mnozstvi
reaktivnich forem kysliku (ROS). Po pridani antioxidantt do kultivaéniho média dochazi
k restrukturalizaci chromatinu rychleji a zrover i ke spusténi antioxida¢nich mechanismi

(Ondfej et al., 2010).
3.4.2 Zmény v epigenomu

Uroveti kondenzace chromatinu a exprese gend souvisi s epigenetickymi zna¢kami, a to
jak na DNA, tak i na histonech. Je intuitivni pfedpoklddat, Ze za zménami ve struktufe
chromatinu u protoplastovych kultur by mohla stit pravé epigenetika. Tessadori et al.,
(2007) vsak prokazali, Ze redukce heterochromatinu se neodraZi ve sniZeni vyskytu re-
presivnich znacek (methylace DNA, H3K4me2 a H3K9me?2). Celkovy vyskyt téchto zna-
¢ek byl staly od izolace po kultivaci a zmény v kondenzaci chromatinu tedy musi byt
zpusobeny jinym mechanismem. S tim by mohla souviset pfedchozi zprdva o zménéach
v redistribuci heterochromatinového proteinu 1 (HP1). V rozporu vSak autofi detekovali
i zmény v modifikaci histonu H3 (Williams et al., 2003).

Cépal ef Ondrej (2014) také nedetekovali vyznamné rozdily v methylaci DNA ihned

po izolaci protoplastl. Zaznamenali vSak klesajici tendenci v obdobi rané kultivace s nej-

vétsim poklesem v obdobi rekonstituce chromocenter.
3.4.3 Expresni profil protoplastu

Protoplastizaci zvySend dostupnost chromatinu podporuje stochastickou aktivaci genové
exprese, kterd je spojovdna se ziskanim regeneracniho potencidlu. Az déle v pribéhu
bunécné dediferenciace prochdzeji protoplasty pozoruhodnymi zménami ve svém vzoru
genové exprese. Opousti program, ktery fidil specificitu dané somatické buriky, a zavadi
se novy, ktery umoziuje déleni a vznik bunék s odliSnym bunéénym osudem (Zhao et al.,
2001; Xu et al., 2021). Vyzkumy se tedy nejCastéji zaméruji na geny zapojené do re-
generace, bunéného déleni a dediferenciace. Podstatné je vénovat pozornost i genim

souvisejicich se stresem, zejména oxidacnim (Eeckhaut et al., 2013).
3.4.3.1 Hormonalni signalizace

Cytokininy (Ctk) jsou esencidlni rostlinné hormony, které se podileji na vyvoji, reguluji

rust (tvorba meristému a listt, déleni bunék) a ucastni se stresové reakce na abiotické
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faktory. Signdlni draha Ctk vede k aktivaci transkripcnich faktorti, ¢imZ dochézi k expresi
cilovych geni, mezi které patii i transkripcni represory, které zprostfedkovavaji negativni
zpétnovazebnou smycku (Hwang et Sheen, 2001; Li et al., 2021).

Fytohormon auxin (Aux) je kli¢ovym reguldtorem ristu a vyvoje rostlin, ktery pre-
nasi signdly jak na dlouhé, tak na kratké vzdélenosti. Kratkd a pfitom vSestrannd Aux
signdlni drdha se skladd z proteint tii genovych rodin (TIR1/AFB, Aux/IAA a ARF).
TIR1/AFB patii mezi F-boxové proteiny, které jsou soucdsti enzymu E3. Tento enzym je
znam také jako ubikvitin-protein ligdza typu SCEF, ktera pfendsi molekuly proteinu ubikvi-
tinu na jiné proteiny, ¢imZ je pfedurcuje k proteazomové degradaci. V pfitomnosti Aux
jsou touto cestou odstranovény transkripcni represory Aux/IAA a prostfednictvim tran-
skripcniho faktoru ARF pak mohou byt exprimovany geny Aux odpovédi (Leyser, 2018).
Jako marker spusténé Aux signdlni drdhy mtze slouzit gen /AA-2, ktery kéduje protein
ARGT7 (Yang et al., 2017; Gao et al., 2018; Krdl et al., 2022)

Kombinace fytohormonti Aux a Ctk je nezbytna k vyvolani bunécného déleni pro-
toplastli. V nepfitomnosti fytohormont protoplasty zanikaji. Pokud je aplikovan pouze
Aux, dochdzi k reverzi pivodniho stavu (rediferenciace). Pouze pod vlivem spole¢ného
pusobeni dochazi ke druhé dekondenzaci chromatinu, protoplasty mohou vstoupit do bu-

nécného cyklu a projit dediferenciaci (Vissenberg et al., 2000; Zhao et al., 2001).

3.4.3.2 PCNA: Proliferacni gen

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) je evolu¢né konzervovany protein, ktery se na-
chézi u vSech eukaryot a archei. M4 klicovou tlohu pfi fizeni mnoha jadernych procest
spojenych s replikaci DNA. Jeho hlavni funkci je koordinovat ndbor mnoha proteint
do mist replikace DNA a zajist ovat tak jeji plynuly pribéh. Podili se také na syntéze
translezni DNA, exciznich opravach bazi a nukleotidii, opravuje chybné parovani, icastni
se rekombinace a remodelace chromatinu, koheze sesterskych chromatid a kontroly bu-
nécného cyklu. PCNA dokonce inhibuje replikaci nékterych virt, takZe je i soucasti rost-
linného imunitniho systému (Strzalka et Ziemienowicz, 2011; Lee et al., 2019).

PCNA je cilovym genem transkripniho faktoru pRb/E2F. Faktor E2F ftidi pifechod
z klidové faze Gy do S a tedy iniciaci vstupu do bunécného cyklu. E2F je béZné ex-
primovan v buiikdch mezenchymu, ale také i v protoplastech postupujicich do S féaze.

V diferencovanych buiikich je inhibovédn vazbou s hypofosforylovanou formou proteinu
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retinoblastomu (pRb). Bylo zjiSténo, Ze pRb mé schopnost asociace s proteinem HP1,
ktery je prevazné distribuovan v heterochromatickych oblastech. Timto procesem muzZe
byt rekrutovan do promotorovych oblasti euchromatickych genti. To naznacuje, Ze tyto
proteiny mohou spolupracovat pfi umlcovani cilovych genli E2F procesem heterochro-
matizace. Tato suprese se rusi procesem protoplastizace (nejspiSe presun HP1). K tran-
skripci E2F cilenych gend dochézi ale az t€sné pred vstupem do S faze, cemuz odpovida
fosforylace pRB a nasledné uvolnéni E2F (Williams ef al., 2003).

Zvysend exprese PCNA genu mizZe slouzit jako marker bunéného déleni. K tomuto
ucelu byla pouzita napfiklad u protoplastovych kultur hrachu, okurky a kvétaku (Korho-
nova, 2011; Trusinovd, 2012; Cépal et Ondrej, 2014). Jak ale poukdzali van Diest et al.
(1998), vzhledem k vice funkcim miiZe byt PCNA exprimovén i u neproliferujicich se bu-

v

nék.
3.4.3.3 PP2C a LEA: Geny souvisejici s abiotickym stresem

Kyselina abscisova (ABA) je klicovy fytohormon, ktery hraje mnoho roli ve fyziologii
rostlin, zejména v jejich odpovédi na abiotické stresy a ve vyvojovych procesech. Jeji
vliv se projevuje od embryogeneze az po senescenci. Pomoci ABA jsou vyznamné regu-
lovany rodiny gent proteinfosfataz 2C (PP2C), které zprostfedkovavaji negativni regulaci
ABA signalizace, a rodiny late embryogenesis abundant (LEA) gent. LEA proteiny chran{
buriky pred dehydrataci a poskozenim zplisobenym extrémnimi teplotami a salinitou, za-
timco PP2C reguluji citlivost odezvy na ABA a zajiSt'uji tak adekvdtnost adaptivnich

reakci (Park et al., 2009; Zhu, 2016; Liu et al., 2019).
3.4.3.4 APX a CAT: Ochrana pred oxidativnim stresem

Zivotaschopnost protoplastd je silné ovlivnéna oxidaénim stresem, ktery vznikd kvili
hromadéni reaktivnich forem kysliku (ROS). V organismech ROS vznikaji pravidelné.
Pti stresovych podminkdch se vSak jejich produkce zvySuje, k cemuz pravé dochézi pri
enzymatické digesci bunécné stény. Pfi vétSim mnoZstvi naruSuji integritu plazmatické
membrany a mnohymi molekuldrnimi mechanismy ptisobi na buriky toxicky (Cassells
et Curry, 2001). Rostliny maji k dispozici antioxidacni mechanismy, diky kterym dochazi
k neutralizaci ROS. Hlavnim detoxikacnim systémem v rostlinnych butikach je askorbat-
glutathionovy cyklus, v némz hraji klicovou roli enzymy askorbétperoxidiazy (APX). Ka-

talyzuji pfeménu peroxidu vodiku na vodu za pouZiti askorbatu jakozto specifického do-
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nora elektronti. Dal§imi enzymy jsou kataldzy (CAT), které rovnéz preménuji peroxid
vodiku na vodu, ale produkuje se tak i kyslik (Caverzan et al., 2012; Ratanasanobon
et Seaton, 2013).

Experimentdlné bylo zjisténo, Ze u Cerstvé izolovanych protoplastl je exprese gentl
pro antioxidacni enzymy niZ8i nezli v donorovém materidlu. S ndslednou kultivaci se an-
tioxidacni systém aktivuje a vrcholu obvykle dosahuje do tfi dnti. S tim inverzné koreluje
mnozstvi ROS. Pokud ke spusSténi nedojde, protoplasty rychle ztraceji viabilitu. Zasadni
vliv téchto enzymil podporuje i nardst Zivotaschopnosti po jejich pfidani do enzymatic-
kého roztoku (Kapur et al., 1993; Siminis et al., 1994; Ondfej et al., 2010; Ratanasanobon
et Seaton, 2013; Cépal et Ondrej, 2014; Zhang et al., 2022).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Konopi technické s nizkym i vysokym obsahem CBD: semena Cannabis sativa’USO 317,
"Fédora 17°, *Finola’, *Futura 75°, "Fibror 79°, ’Santhica 27’ a ’Santhica 70’ (poskytnuto
firmou Agritec s.r.o., Sumperk) a in vitro kultury kultivart odvozenych z ’"ELETTA CAM-
PANA’ (z kolekce Katedry botaniky Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olo-
mouci). Konopi medicindlni: in vitro kultury kultivarii odvozenych z *Tangerine Dream’
(z kolekce Katedry botaniky Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci).

Rostliny byly péstovany ve skleniku a ve sterilnim in vitro prostiedi.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

* Ampicilin (Duchefa, kat. ¢. A0104)

» Agardza (Serva, kat. ¢. 11404)

* Celuldza R-10 (Duchefa, kat. ¢. C8001)

* Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D4540)

* DNase/RNase free voda

* Ethanol 96%

¢ Fluorescein diacetat (FDA) (Serva, kat. ¢. 21575)

* Gel Loading Dye, Purple (6X) (BioLabs, kat. ¢. B7024S)

¢ GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in water (Biotium, kat. ¢. 41003)
e Glukéza (Duchefa, kat. ¢. GO802)

* Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A2153)
* HyperLadder™ 50bp (Bioline, kat. ¢. BIO-33054)

* HyperLadder™ 100bp (Bioline, kat. ¢. BIO-33056)

¢ Chloramfenikol (Duchefa, kat. ¢. C0113)

* Chlorid draselny (KCI) (Chemapol)

* Chlorid sodny (NaCl) (Chemapol)

* Chlorid véapenaty (CaCl,) (Penta, kat. ¢. 16770-31000)

e Jar (Procter & Gamble)

* Kyselina askorbovd (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A5960)

* Kyselina indol-3-octové (IAA) (Sigma-Aldrich, kat. €. I5386)
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Kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonovd (MES) (Duchefa, kat. ¢
Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) (Sigma-Aldrich, kat. ¢
Kyselina 3-indolylméselna (IBA) (Duchefa, kat. ¢. 10902)
Macerozym R-10 (Duchefa, kat. ¢. M8002)

Mannitol (Duchefa, kat. ¢. M0803)

Médium DKW (Duchefa, kat. ¢. D0247)

Médium Murashige a Skoog (MS) (Duchefa, kat. ¢. M0222)
Médium ViVi 6 (Duchefa, kat. ¢. DU1552)

Meta-topolin (mT) (Duchefa, kat. ¢. T0941)

Pektolyaza Y-23 (Duchefa, kat. ¢. P8004)

Plant Preservative Mixture (PPM™) (Plant Cell Technology, kat. ¢. 1000 PPM)

Primery (Macrogen; Generi Biotech)

RNA Gel Loading Dye (2X) (ThermoScientific, kat. ¢. R0641)
Sachar6za (Duchefa, kat. ¢. S0809)

SAVO Origindl (Unilever)

Thidiazuron (TDZ) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P6186)
6-benzylaminopurin (BAP) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B3408)
6-(Y,Y-dimethylallylamino)purin (2iP) (Duchefa, kat. ¢. D0934)

Pouzité soupravy

DNase I Amplification Grade (Sigma-Aldrich, kat. ¢. AMPDI)
GoTag® DNA Polymeras (Promega, kat. ¢. M3005)
SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit (Bioline, kat. ¢. BIO-65054)
SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline, kat. ¢. BIO-98005)

. M1503)
. 47896)

Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, kat. ¢. STRNS50)
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Pouzité roztoky a jejich priprava

0,SM EDTA: 186,1 g Ny EDTA-2H50 rozmichat v 800 ml dH5O, upravit pH (8),
doplnit do 1 000 ml, sterilizovat filtraci.

10x TBE pufr: 108 g Tris base a 55 g kyseliny borité rozpustit za stdlého michdni
v 800 ml dH,O a pridat 40 ml 0,5M EDTA, upravit pH (5,8), doplnit do 1 000 ml,
sterilizovat filtraci.

0,5x TBE pufr: 250 ml 10x TBE doplnit do 5 000 ml dH,O.

20% SAVO: 100 ml komer¢niho piipravku SAVO Origindl doplnit do 500 ml dH5O,
pridat kapku smécedla Jaru.

70% Ethanol: 365 ml 96% ethanolu doplnit do 500 ml dH5O.

Enzymaticky roztok 1a (ER1a): V 80 ml dH,O (55 °C) rozpustit 2,5 g celuldzy
a0,3 g macerozymu, pfidat 12,75 g mannitolu, 0,39 g MES, 0,15 gKCl a 0,11 g CaCls,.
Doplnit dH>O do 100 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat filtraci.

Enzymaticky roztok 1b (ER1b): V 80 ml dH,O (55 °C) rozpustit 2,5 g celuldzy,
0,3 g macerozymu a 0,075 g pektolyézy, ptidat 12,75 g mannitolu, 0,39 g MES,
0,15 g KCl a 0,11 g CaCl,. Doplnit dH50 do 100 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat
filtraci.

Enzymaticky roztok 1c (ER1c): V 80 ml dH,O (55 °C) rozpustit 2,5 g celu-
lazy, 0,3 g macerozymu a 1 g pektolydzy, pfidat 12,75 g mannitolu, 0,39 g MES,
0,15 g KCl a 0,11 g CaCl,. Doplnit dH5O do 100 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat
filtraci.

Enzymaticky roztok 1d (ER1d): V 80 ml dH,O (55 °C) rozpustit 2,5 g celulazy
a 0,3 g macerozymu, pridat 0,09 g glukézy, 0,2 g MES, 0,037 g KCl, 1,39 g CaCl,
a 0,89 g NaCl. Doplnit dH>O do 100 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat filtraci.
Enzymaticky roztok 2 (ER2): V 80 ml dH,O (55 °C) rozpustit 1,25 g celulazy,
0,4 g macerozymu a 0,075 g pektolyazy, pridat 7,29 g mannitolu, 0,39 g MES,
0,15 g KCl, 0,11 g CaCl; a 0,1 g BSA. Doplnit dH>O do 100 ml, upravit pH (5,8),
sterilizovat filtraci.

1/2 MS médium: 2,2 g MS média, 20 mg kys. askorbové a 30 g sacharézy rozpustit
v 400 ml dH5O. 8 g agaru rozpustit v 500 ml dH,O a doplnit dH5O do 1 000 ml,
upravit pH (5,8), sterilizovat autokldvovanim. Po zchladnuti ptfidat 30 ml roztoku

antibiotik a 420 ul PPM.
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Kultivaéni médium ¢. 1 (KM1): 6,17 g ViVi 6 média, 20 mg kys. askorbové a 22 g
sachardzy rozpustit v 200 ml dH,O. 7 g agaru rozpustit v 600 ml dH5O. Po smi-
chani doplnit dH,O do 1 000 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat autoklavovanim.
Po zchladnuti ptidat 420 ul PPM a 30 ml roztoku antibiotik s 0,3 mg TDZ, sterili-
zovat filtraci.

Kultivaéni médium ¢. 2 (KM2): 6,17 g ViVi 6 média, 20 mg kys. askorbové a 22 g
sachardzy rozpustit v 400 ml dH5O. 7 g agaru rozpustit v 500 ml dH5O. Po smi-
chani doplnit dH>O do 1 000 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat autoklavovanim.
Po zchladnuti pfidat 420 pul PPM a 30 ml roztoku antibiotik s 0,1 mg mT a 0,1 mg
IBA, sterilizovat filtraci.

Kultiva¢ni médium ¢. 3 (KM3): 5,58 DKW média, 20 mg kys. askorbové a 22 g
sachardzy rozpustit v 400 ml dH50O. 7 g agaru rozpustit v 500 ml dH5O. Po smichdni
doplnit dH,O do 1000 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat autoklavovanim. Po zchlad-
nuti 420 ul PPM a pfidat 30 ml roztoku antibiotik s 0,1 mg mT a 0,1 mg IBA,
sterilizovat filtraci.

Kultivacni médium ¢. 4 (KM4): 6,17 g ViVi 6 média, 20 mg kys. askorbové
a 22 g sacharézy rozpustit v 400 ml dH,O. 7 g agaru rozpustit v 500 ml dH,O.
Po smichani doplnit dH,O do 1 000 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat autoklavo-
vanim. Po zchladnuti pridat 420 ul PPM a 30 ml roztoku antibiotik s 0,1 mg 2iP,
sterilizovat filtraci.

Kultiva¢ni médium ¢. 5 (KMS5): 5,58 DKW média, 20 mg kys. askorbové a 22 g sa-
char6zy rozpustit v 400 ml dH5O. 7 g agaru rozpustit v 500 ml dH5O. Po smichani
doplnit dH5O do 1 000 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat autokldvovanim. Po zchlad-
nuti pfidat 420 ul PPM a 30 ml roztoku antibiotik s 0,1 mg 2iP, sterilizovat filtraci.
Promyvaci roztok W5 (W5): Ve 300 ml dH-O rozpustit 0,45 g glukézy, 0,98 g MES,
0,19 g KCl, 6,94 g CaCl; a 4,5 g NaCl. Doplnit dH2O do 500 ml, upravit pH (5,8),
sterilizovat autoklavovanim.

Promyvaci roztok 1 (W1): Ve 300 ml dH5O rozpustit 63,77 g mannitolu, 1,95 g
MES, 0,75 g KCI a 0,56 g CaCl;. Doplnit dH,O do 500 ml, upravit pH (5,8), steri-
lizovat autokldvovanim.

Promyvaci roztok 2 (W2): Ve 300 ml dH,O rozpustit 36,44 g mannitolu, 1,95 g MES,
0,75 g KCl, 0,56 g CaCl; a 0,5 g BSA. Doplnit dH>O do 500 ml, upravit pH (5,8),

sterilizovat autoklavovanim.
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4.3

Regeneracni médium (RM): Ve 400 ml dH5O rozpustit 1,1 g MS médiaa 77,02 g
sachardzy, ptidat 1 mgIAA, 0,25 mg 2,4-D a 0,25 mg BAP. Doplnit dH,O do 500 ml,
upravit pH (5,8), sterilizovat filtraci.

Roztok antibiotik: V 1 ml DMSO rozpustit 133 mg ampicilinu a 66 mg chloram-
fenikolu, doplnit dH>O do 30 ml, sterilizovat filtraci.

Zasobni a pracovni roztok FDA: 5 mg FDA rozpustit v 1 ml acetonu (uchovavano

pti -20°C); 20 pl zdsobniho roztoku FDA pfidat do do 1 ml 4% roztoku sacharézy.

Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Analytické vahy AE 240 (Mettler Toledo)

Automatické pipety (Eppendorf)

Centrifuga ROTOFIX 32 (Hettich)

Centrifuga 5415R (Eppendorf)

Digestor (Merci®)

Digitalni pfedvazky (KERN)

Dokumentecni systém (UVITEC Cambridge)
Elektroforeticky systém Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad)
Fytotron (PSI)

Homogenizator FastPrep®-24 (MP Biomedicals)
Inkubator BF 115 (Binder)

Laminérni box Helios 48 (Steril)

Magnetickd michacka MR 3001 (Heidolph Instruments GmbH & CO. KG)
Mikrocentrifuga MiniStar silverline (VWR)

Mikrovinna trouba MS023 (Hitachi)

pH metr FE20-KIT (Mettler Toledo)

Real-Time PCR detek¢ni systém CFX Connect (Bio-Rad)
Spektrofotometr NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific)
Termoblok Mixing Block MB-102 (Bioer)

Termocyklér PTC-200 (MJ Research)

Trepacka KS 130 basic (IKA)

UV transiluminator (Herolab)

Vortex TTS 2 Yellowline (IKA)

Zdroj stejnosmérného napéti EPS-601 (Amersham Biosciences)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Péstovani rostlin ex vitro

Konopi bylo péstovdno ve skleniku ve standardni smési raseliny a perlitu. Dospélé rost-
liny byly vyuZity pfimo pro izolaci protoplastii a jakoZto zdroj explantatl pro pfevod do

in vitra.

4.4.2 Prevod a péstovani rostlin in vitro

V rdmci nutnosti velkého mnoZstvi sterilniho rostlinného materidlu potfebného pro izolaci
protoplastd byly zaloZeny, mikropropagovéany a dlouhodobé udrzZovany rozsahlé in vitro
kultury konopi. Ve sterilnim prostfedi byly péstovany rostliny pfimo ze semen, ale také
rostliny pievedené z ex vitra.

Prvnim krokem povrchové sterilizace semen bylo pouZiti 96% ethanolu (2 min pfi tie-
pani), poté ndsledovalo oplachnuti dH-O (sterilizovano autokldvovanim). V dalSim kroku
byl aplikovan roztok 20% Savo se smacedlem (20 min pfi tfepani) a na zavér byla se-
mena 3x promyta sterilni dH,O. Sterilizovana semena byla vloZena do kultiva¢nich nddob
s 1/2 MS médiem a kliceni probihalo ve fytotronu az po dobu 1 mésice. Kazdy tyden byly
nové vyklicené rostliny prevadény do kultivacnich médii (KM1-5), ve kterych po dobu
6 mésicl probihala mikropropagace s frekvenci pasaze ve dvoutydennich intervalech.

Nodalni segmenty z rdznych ¢asti rostlin byly nejprve proplachovany dH,O po dobu
20 min. Povrchova sterilizace byla provedena v obdobném schématu jako u semen, ale
pfi mirnéjSich podminkach. Byl pouzit 70% nebo 96% roztok ethanolu (20-60 s pfi tfe-
pani) a 20% Savo se smacedlem (10-20 min pfi tfepani). Explantaty byly dale udrZzovany
a mikropropagovany v kultivacnich médiich (KM1-5) s frekvenci pasaze 2 tydnd.

Fyzikélni podminky fytotronu byly jednotné pro vSechny kultivace, a to teplota 22 °C,
relativni vlhkost 40 % a fotoperioda 16 h svétlo/8 h tma. Kultiva¢nich naddob bylo vicero
typt (Erlenmayerovy bariky, plastové nadoby). Ve snaze nastavit idedlni rdstové pod-
minky byla zkoumdna rizna ristova média spolecné s odliSnymi fytohormony (Tab. 3).
Pozorovian byl také vliv riznych systéml vymény plynii, a to izolované uzavteni aloba-

lem, nebo prody$né pomoci chirurgické pasky (Sevéikovi et al., 2016 — modifikovéano).
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Tabulka 3: Specifické slozky kultiva¢nich médii

Kultiva¢ni médium (11) Médium [g] Rustové regulatory [mg]
KM1 ViVi 6 (6,17) TDZ (0,3)
KM2 ViVi 6 (6,17) mT (0,1); IBA (0.1)
KM3 DKW (5,48) mT (0.1); IBA (0,1)
KM4 ViVi 6 (6,17) 2iP (0,1)
KMS5 DKW (5,48) 2iP (0,1)

4.4.3 Izolace protoplastu

Protoplasty byly izolovany z listi rizného stafi rostlin konopi péstovanych ve sterilnim
prostfedi in vitro a po sterilizaci také z listi rostlin ex vitro. Ta byla provedena 70% etha-
nolem (20 s pfi tfepani), po nasledném oplachnuti sterilni dH,O bylo pouZito 20% Savo
(20 min pfi tfepédni) a na zavér byly listy 3x proplachnuty sterilni dH,O. Schématicky po-
stup izolace a purifikace protoplasti je zndzornén na Obrazku 2. Centrifuga¢ni podminky

byly optimalizovany v rozmezi 700—1200 rpm a 5—12 min.

W) i

Donorovy material Kolekce listl Rezani Enzymaticka digesce Filtrace l

\W
W
\v

] .l -+ m '4
: rend : ofeona 1 .l
Purifikace ¢.2  Sbér flotujicich protoplastd Centrifugace ¢. 2 Pulf’iﬂkace ¢.1 Centrifugace €. 1
/ | |
2 7 Viabilta [ —
=D — — Hustota \/ _ .
= - v W Kultivace protoplastl
— T~ Vytéznost
‘ = t‘,l Doplnéni regeneracniho
- L média

Centrifugace €. 3 1 ml regeneracniho média . .
¢ g Created in BioRender.com bio

Obrazek 2: Schéma izolace a kultivace protoplastil
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Z rostlin péstovanych in vitro byly ve sterilnim prostfedi odebrany reprezentativni
listy a vloZeny do Petriho misky se sterilni dH>O. Po odstranéni stonkové a apikdlni ¢asti
byly listy rychle nafezdny na prouzky o pfiblizné Sifce 0,5—-1 mm a pfeneseny do Petriho
misek s 6 ml enzymatického roztoku. Testovano bylo celkem 5 enzymatickych roztoki

(ER1a-d; ER2). Pro ptehlednost uvadim jejich sloZeni v Tabulce 4 niZe.

Tabulka 4: Prehled enzymatickych roztoki

Slozeni ERla ER1b ERI1c ER1d ER2
Celulaza 2,5 % 2,5 % 2,5 % 2,5 % 1,25 %
Macerozym 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,4 %
Pektolyaza - 0,075 % 1 % - 0,075 %
Mannitol 0,7M 0,7M 0,7M - 04 M
Glukoza - - - 5 mM -
MES 20 mM 20 mM 20 mM 10 mM 20 mM
KCl 20 mM 20 mM 20 mM 5 mM 20 mM
CaCl, 10 mM 10 mM 10 mM 125 mM 10 mM
NaC(Cl - - - 154 mM -
BSA - - - — 0,1 %

(ER1a) Enzymaticky roztok 1a pfipraven podle Matchett-Oates et al. (2021b). Slozeni en-
zymatickych roztokt 1b—d (ER1b—d) Castecné prevzato od Matchett-Oateset al. (2021b),
Beard et al. (2021) a Kim et al. (2022). (ER2) Enzymaticky roztok 2 pfipraven podle
Beard et al. (2021).

Enzymolyza probihala pfi teploté 25 °C ve tmé bez tfepani po dobu 2—16 hod. Digesce
byla po inkubaci zastavena pridanim promyvaciho roztoku. Testovany byly celkem 3 pro-
myvaci roztoky (W5; W1-2), jejichZ sloZeni je zobrazeno v Tabulce 5. Sledovén byl i vliv
mnoZstvi pfidaného promyvaciho roztoku. Protoplastovd suspenze byla nédsledné prefil-
trovana pres 72 um uhelonové sitko a zbyly rostlinny materidl byl nakonec jeSté promyt

promyvacim roztokem.
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Tabulka 5: Pfehled promyvacich roztoki

SloZeni W5 W1 W2
Glukéza 5 mM - -
Mannitol - 0,7M 04 M

MES 10 mM 20 mM 20 mM
KCl 5 mM 20 mM 20 mM

CaCl, 125 mM 10 mM 10 mM
NaCl 154 mM - -
BSA - - 0,1 %

(WS5) Prevzato od Matchett-Oates et al. (2021b). (W1) Prevzato a upraveno dle Matchett-
Oates et al. (2021b). (W2) Prevzato od Beard er al. (2021).

Filtrat byl preveden do 10ml sklenéné centrifugani zkumavky, zcentrifugovén a pouze
sediment byl zachovin. Pro ndslednou purifikaci byla pouZita centrifugace s diskonti-
nudlnim hustotnim gradientem sacharézy. Testovany byly 2 pfistupy. Sediment byl re-
suspendovén ve 4 ml promyvaciho roztoku a poté podvrstven 2 ml 20% sachardzy, nebo
resuspendovéan ve 4 ml 20% sachardzy a prevrstven 2 ml promyvaciho roztoku. Po né-
sledné centrifugaci byly protoplasty flotujici na rozhrani prevedeny do nové centrifugacni
zkumavky, promyvacim roztokem byl objem doplnén podle potfeby a nasledovala centri-

fugace. Sediment byl resuspendovan v 1 ml regeneracniho média (RM).

4.4.4 Stanoveni Zivotnosti, koncentrace a vytéznosti protoplasti

Zivotnost protoplastii byla zji§téna pomoci vitalniho barven{ fluorescein diacetitem (FDA).
Ke kapce protoplastové suspenze bylo ptidano 10 ul pracovniho roztoku FDA a po 5 min

byla pod fluorescen¢nim mikroskopem stanovena Zivotnost, jakoZto procentudlni zastou-

peni bunék s aktivnim metabolismem (Zivych) z celkového poctu.

Koncentrace vyizolovanych protoplastl byla stanovena pomoci Biirkerovy komurky.
Pod svételnym inverznim mikroskopem byly spocitany buiiky v 10 zornych poli a na z4-
kladé vzorce P = ’%‘“03 byl vysledek vztaZzen na 1 ml protoplastové suspenze. Po-
dilem této hodnoty s hmotnosti pouZitého rostlinného materialu byla ziskdna informace

o vytéznosti izolace na 1 g Cerstvé hmoty.
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4.4.5 Kultivace protoplastu

Izolované protoplasty s viabilitou > 60 % i < 15 % byly doplnény poZadovanym objemem
RM média (Mathur ef Koncz, 1998 — modifikovano) tak, aby vyslednd koncentrace byla
1 - 10° bunék-ml~!. Ziskan4 suspenze byla rozd&lena po 2 ml do kultivatnich nddob.
Kultivace probihala ve tmé pii 25 °C. Ve 24hod intervalech po dobu 3 dnti byly vzorky
odebirdny a po centrifugaci byly protoplasty pfeneseny do mikrozkumavky a uskladnény

pfi —70 °C.

4.4.6 Izolace mRNA

K izolaci RNA byla pouzita souprava Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich).
Postupovalo se podle pokynt vyrobce s drobnymi tpravami. Pro nizkou koncentraci
se k eluci pouZzilo jen polovicni mnoZstvi elu¢niho roztoku. Druhd eluce nebyla nutna.
Izolace RNA z listii probéhla obdobné, predchazela ji pouze 30s homogenizace v homo-
genizétoru FastPrep®-24.

Koncentrace vyizolované RNA byla stanovena spektrofotometrem NanoDrop. Vzorky

byly uskladnény pti —70 °C.

4.4.7 Gelova elektroforéza

Kvalita izolované RNA a piipadna kontaminace DNA byla vyhodnocena metodou elek-
troforetické separace v agar6zovém gelu. Vzorky s nedenaturovanou RNA byly smichdny
s denaturacnim nandSecim pufrem a nasledné byly analyzovany v 1,5% nedenaturac-
nim agarézovém gelu (150 V, 40 min). Nukleové kyseliny byly vizualizovany barvivem
GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in water (Biotium) a jako standard molekulové

vahy byl pouZzit HyperLadder™ 50bp (Bioline).

4.4.8 Precistéeni mRNA od DNA

K odcisténi vzorkii RNA bylo pouZito oSetieni Dnazou I Amplification Grade (Sigma-
Aldrich). Vzorky RNA z listd byly precistény podle pokynt vyrobce. U vzorki protoplas-
tové RNA byl kviili nizké koncentraci postup upraven. Pouzito bylo poloviéni mnoZstvi
enzymu a na polovinu byl zkracen i ¢as inkubace.

Koncentrace oSetfené RNA byla ovérena spektrofotometricky. Kvalita RNA a dcin-
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nost reakce byla zkontrolovana elektroforetickou separaci. Pfed dal$im pouZzitim byly
vzorky ulozeny v —70 °C.
4.4.9 Dvoustupnova RT-qPCR

Prvnim krokem této reakce bylo piepsdni RNA do cDNA. K tomuto ucelu byla vyuZita
souprava SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit (Bioline) a postupovalo se v souladu s po-

kyny vyrobce. Reverzni transkripce probéhla pfi podminkach uvedenych v Tabulce 6.

Tabulka 6: Reak¢ni podminky syntézy cDNA

Proces Teplota [°C] Cas [min]
Nasednuti primera 25 10
Reverzni transkripce 42 15
Inaktivace
85 5

reverzni transkriptazy

Pred druhym krokem RT-qPCR byla pro ovéfeni spravného navrzeni primert a jejich
specifity provedena PCR reakce s end-point analyzou. Jako templét byla zvolena cDNA
z listli a vybranych protoplastovych kultur. Pro amplifikaci byla pouZzita souprava GoTaq®
DNA Polymerase (Promega) a teplotni profil reakce je uveden v Tabulce 7. PCR produkty
byly separovany a detekovéany v agar6zovdm gelu (pfiprava viz Gelova elektroforéza), ale

jako marker molekulové hmotnosti byl pouZzit HyperLadder™ 100bp (Bioline).

Tabulka 7: Reakéni podminky PCR

Proces Teplota [°C] Cas[min] Pocet cyklu
Predenaturace 95 2 1
95 1
PCR amplifikace 60 1 40
72 1
Extenze 72 5 1
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Ve druhém kroku RT-qPCR byla cDNA vybranych gent amplifikovana metodou kvan-
titativni PCR (qPCR). Pouzita byla souprava SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Bio-
line). Pokyny vyrobce byly dodrzeny a reakce probéhla za doporucenych podminek (Tab.
8).

Tabulka 8: Reakéni podminky RT-qPCR

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Predenaturace 95 2 min 1
95 5s
PCR amplifikace 62 10s 40
72 20s
Analyza teploty tani 65—95 (0,1 °C-s™) 1 min 1

Pro vyhodnoceni dat byl pouZit program CFX Maestro™. K ovéfeni specifity PCR
produktd byla provedena disociacni analyza kiivek tani. Relativni exprese geni byla sta-
novena pomoci metody podle Pfaffla, ve které je pro zpresnéni vysledku zapocitana i efek-
tivita nasedani primeru.

Vysledné hodnoty exprese byly relativné vztaZzeny vzhledem ke kontrolnimu vzorku
(List) — mladé listy in vitro péstovanych semenackt odridy "USO 31°. Pokud se dany gen
v listu neexprimoval, byla data vztazena ke vzorku Cerstve izolovanych protoplasti (0 h).
Normalizace byla provedena podle doporuceného referencniho genu — EF-1 pro elongacni
faktor 1. Pfehled vybranych genti se sekvencemi pouzitych primerd je zobrazen v Tabulce

0.
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Tabulka 9: Prehled pouZitych primert

Sledovany gen Sekvence primeru Velikost .
o Literatura
GenBank acc. no. 5°-39) produktu
EF-1 F: GCCCTGTCTTTGAGAGCAAC ]
111 Deguchi et al. (2021)
JP480592 R: CAATCCACTGCTCAATGTGG
PCNA F: TCCAGACCTTAACCGAACCG
141 navrhnuto
XM_030647968.2 R: TAGCGAACCCTGAACCAACC
LEA34 F: CCAGAAGAACGGTGAAGCCT
416 Krél et al., (2022)
XM_030629974.1 R: TCTCCGCATTTGCTATCGCT
PP2C-1 F: GGGTTGATCTTGCTGCTC
83 Krél et al., (2022)
JP474397 R: AACGCTAATGTTGTCCTTGC
TAA-2 F: GACACTTGGTGGTTTGCG
213 Kril et al., (2022)
JP461329 R: TGCCCGAGTTACCTGAAT
CAT F: GTGCTTACAACGCACCGTTT
157 navrhnuto
XM_030642267.2 R: CGTTCTGGCATCCTTTCCCT
APX F: GGGTTTTCCAGAAGCCACAT
517 navrhnuto

XM_030637583.2 R: GGGTGCCTTATCGTCCCAAA

4.4.10 Statistické hodnoceni

Ziskané vysledky relativni exprese byly statisticky zpracovdny pomoci softwaru SPSS
Statistics. Data byla nejprve podrobena analyze rozptylu (one-way ANOVA) a poté byly
priméry porovnany pomoci dvou post-hoc testii. Dunnettiiv test byl pouZit pro hodnoceni
prukaznosti rozdilné exprese oproti kontrole a Tukeyho HSD test pro prokdzani odliSnosti
mezi jednotlivymi kultivaénimi vzorky protoplastii. Vyznamné rozdily podle Dunnettova
testu jsou v grafech zndzornény hvézdickami (p < 0,01"xx"; p < 0,05 "x") a podle Tukeyho
HSD testu krouzky (p < 0,01 "o0"; p < 0,05 "o"). Hodnoty relativni exprese jsou v grafech
uvedeny jako priméry (+ smérodatnd odchylka) stanovené ze Ctyt technickych a dvou az

tif biologickych opakovani.
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5 Vysledky

5.1 Invitro kultivace
5.1.1 Sterilizace

Povrchovi sterilizace semen byla dostateén4. Cetnost kontaminaci se pohybovala kolem
1 %. Semena klicila asynchronné (Obr. 3). Do 1 mésice, kdy jiz klicovost byla témér

nulové, byla schopna vykli€it pfiblizné tfetina semen.

Obrazek 3: KliCeni semen Cannabis sativa in vitro
(A) Semena *USO 31°, 0. den kultivace. (B) Semena "USO 31°, 7. den kultivace.

Nejvhodnéjsi sterilizace nodalnich explantati bylo dosaZeno pfi pouziti 70% ethanolu
po dobu 20 s a 20% Sava po dobu 20 min. Pfi pouziti 96% ethanolu, nebo delsi dob¢ pi-
sobeni, explantity vykazovaly menSi Zivotnost a schopnost regenerace pfi podobné mife
vyskytu kontaminaci. Zkrdcenim doby expozice roztoku Sava se uc¢innost sterilizace sni-

Zovala. Dale bylo zjiSténo, Ze apikdlni, svéZi a rychle rostouci segmenty byly vyrazné

nachylnéj$i na postup sterilizace a jejich vitalita byla tak vice naruSena.

5.1.2 Zdroj explantatu

Kvalita explantatli byla hodnocena pouze vizualné. Zasadni rozdil v kulturach zaloZzenych

z apikdlnich, stfedovych ¢i bazdlnich ¢4sti nebyl pozorovan.
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5.1.3 Vliv prostredi kultivace

Na vicero genotypech konopi bylo zkouméno, jak sloZeni kultivaéniho média ovliviiuje
rust a celkovou vitalitu v pribéhu ¢asu. Bylo zjisténo, Ze Zadné ze zkoumanych médii
nebylo idedlni pro vSechny odridy. Presto jako nejuniverzalnéjsi ptisobilo kultivaéni mé-
dium KMS. Rostliny na KM1 jiZ po prvnich pasdzich zacaly rychle vykazovat trpaslici
fenotyp a pozdéji i fasciace a rozsdhlou vitrifikaci (Obr. 4). V mistech kontaktu rostlin
s timto médiem dochézelo k ristu kalusu, ze kterého hojné vyrtistaly nové pryty. Média
KM2—-4 nezptisobovala zasadni abnormality a u nékterych odrid byla i vhodnéjsi nezli

KMS5. Z pouhého vizudlniho hodnoceni nebylo mozné urcit, které bazdlni médium je

ke kultivaci konopi vhodnéjsi. Média DKW i Vivi6 podporovala rist vitdlniho konopi.

Obrazek 4: Kultivace Cannabis sativa in vitro — vliv kultivatniho média
4tydenni kultury "TELETTA CAMPANA’ odvozené z nodalnich explantatd. (A) Kultivaéni
médium KM 1. (B) Kultivacni médium KM2. (C) Kultivacni médium KM5.

2N 2

Vitalita konopi vykazovala silnou zavislost na délce kultivace a poctu pasazi. Rust
explantatd z ex vitra byl doCasné omezen a nové vyrostlé listy byly Casto vitrifikované.
S dalsi kultivaci se tyto jevy vytracely. Dlouhodoba kultivace se u vétSiny odrid pro-
jevila sniZenim rustu, schopnosti regenerace a nariistem projevi hyperhydricity. To vSe
bylo sledovano, pokud byly kultiva¢ni nddoby neprodys$né uzavieny alobalem. K zabra-
néni ¢i oddaleni téchto nepfiznivych jevl vyrazné pomohlo propustnéj$i uzavieni pomoci

chirurgické pasky.
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5.2 Protoplastizace
5.2.1 Volba rostlinného materialu

Pokusy o izolaci protoplasti byly provadény na mladych, dospé€lych a plné vyvinutych
listech a také na listech starSich. Prokédzalo se, Ze tspéSnost protoplastizace byla silné

zavisla na staii pouzitého rostlinného materialu (Tab. 10).

Tabulka 10: U¢innost izolace protoplasti — vliv materidlu a enzymatickych roztoki

Listy ERla ER1b ERlc ERId ER2
Ex vitro péstované rostliny - - - N

Rostliny prevedené do in vitra - - - N -

"Finola’ — dlouhodobé in vitro kultury + - N N N
"USO 31’ dlouhodobé in vitro kultury + - N N N
Dlouhodobé in vitro kultury dalsich kultivart - - - N N
1-2 tydny staré in vitro semenacky "USO 31°  +++ ++ - - -
3—4 tydny staré in vitro semendcky *USO 31’ ++ + - - -

(N) Neprovedeno.

1-2tydenni semenacky vyklicené in vitro se ukazaly jako nejvhodnéjsi zdroj pro izo-
laci mezenchymatickych protoplastl, nebot” poskytovaly protoplasty s nejvétsi vytéz-
nosti. Ze starSich semenackt (3—4tydenni) bylo mozné protoplasty také vyizolovat, avSak
vyté€znost byla viditelné nizsi (Obr. 5). Z dlouhodobych in vitro kultur vétSiny kultivart
se protoplasty nepodafilo ziskat. Vyjimkou byly kultivary ’Finola’ a *USO 31°, ze kte-
rych se malé mnoZstvi protoplastii vyizolovat podafilo. U rostlin péstovanych ex vitro
a z explantatl prevedenych do in vitra protoplastizace selhala ve vSech opakovéanich.

JakoZto vychozi materidl pro dalsi postup byly zvoleny mladé listy 1-2tydennich se-

mendackl vykli¢enych in vitro.
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Obrazek 5: Vizudlni porovnani vytéZnosti protoplastl
(1) Vzorky protoplastii izolované z listi 3—4tydennich in vitro semenacka *USO 31°.
(2) Vzorky izolované ze 1-2tydennich semenacku. (A) Pokus €. 1. (B) Pokus €. 2.

5.2.2 Volba enzymatického roztoku

Protoplasty bylo mozno ziskat pouze pomoci dvou enzymatickych roztokd z péti tes-
tovanych (Tab. 10). Lepsi vysledky pfinesl roztok ER1a. Protoplasty byly tak uspésné
ziskany z mladych listi 6mési¢nich in vitro kultur ’Finola’ a "USO 31’ a z mladych
listd Cerstvé vykliCenych in vitro rostlin. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pfi pou-
ziti listd 1-2tydennich semenackti *USO 31°. Ze stejného materidlu byla izolace proto-
plastli tspésnd také pomoci ER1b, ale s mensi Gcinnosti. VSechny testované enzyma-
tické roztoky neposkytly protoplasty z ex vitro péstovanych rostlin, z rostlin pfevedenych
do in vitra a z dlouhodobych in vitro kultur vétSiny kultivard. UzZitim ER1c, ER1d a ER2
se nepodafrilo ziskat protoplasty z Zadnych vzorkd.

V nasledujicim postupu byl déle vyuZivan jen enzymaticky roztok ER1a.

5.2.3 Optimalizace protoplastizace

Nejlepsich vysledkid bylo dosazeno pii dobé enzymolyzy 16 hod a tento ¢as byl pouZi-
véan jakozto vychozi. U vybranych vzorkd, ze kterych se pfi tomto postupu protoplasty
vyizolovat nepodafilo, byla zkradcena doba digesce na 2, 4 a 14 hod. Pozitivnéjsi vysledky
vSak tyto pokusy nepfinesly, stejné jako nebyl zaznamenan Zadny vliv, pokud byly vzorky
po ukonceni inkubace tfepany pii 60 rpm (30 min) na tfepacce.

Bylo odhaleno, Ze ptfidani promyvaciho roztoku k protoplastové suspenzi (pred a po fil-
traci) je zdsadnim krokem pro uspéSnou izolaci konopnych protoplastii. Pokud byl vyne-

chén, ¢i bylo pfidano pouze malé mnoZstvi, protoplasty mezi sebou agregovaly a vytva-

fely shluky s dal§im pfefiltrovanym rostlinnym materidlem, ¢imz bylo zabrdnéno jejich
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separaci pri centrifugaci v sachar6zovém gradientu. Pro odstranéni tohoto jevu byly tes-
tovany celkem 3 promyvaci roztoky (W5, W1 a W2). Pozitivni vliv byl zaznamenan pouze
pfi pouZiti W5 v minimdlnim poméru k enzymatickému roztoku 2:3.

Pro purifikaci protoplastt se vice osvédcila metoda resuspenzace protoplastového se-
dimentu v roztoku sacharézy pfi nasledném pievrstveni promyvacim roztokem. Oproti

druhé metodé doslo k GcinnéjsSimu odstranéni kontaminujicich rezidui enzymatického

roztoku (Obr. 6). Vliv tohoto kroku na vyt€Znost Ci viabilitu v§ak nebyl zaznamenan.

Obrazek 6: Porovnani G¢innosti purifikace protoplastt
(A) Protoplastové suspenze pred centrifugaci v sachar6zovém gradientu. (B) Odlisnd mira
purifikace po centrifugaci (hnédé zabarveni roztoku nad flotujicimy protoplasty).

Optimalni centrifugacni podminky s ohledem na vytézZnost a viabilitu protoplasti byly
shledany nasledujici: 1. centrifugace pfi 1000 rpm (10 min); 2. centrifugace pfi 1200 rpm
(10 min) a 3. centrifugace pti 1000 rpm (5 min). Pfi niz$i centrifugaéni sile dochdzelo
k sniZeni vytéZnosti bez prokazaného pozitivniho vlivu na Zivotaschopnost. U vzorkd,

ze kterych pfi tomto postupu nebylo mozné protoplasty vyizolovat, mirné;si centrifugacni

podminky lepsi vysledek nepfinesly.
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5.2.4 Vytéinost a viabilita

e

Hodnoty vytéznosti protoplastizace a zivotaschopnosti protoplastii byly silné zavislé

na zdroji rostlinného materidlu (Tab. 11).

Tabulka 11: VytéZnost protoplastizace a viabilita protoplastl

. Priumérna . .

., Vytéznost . - Prumérna
Material . L vytéZnost Viabilita [%] | ..

[bunék - g*'] . 1 viabilita [ %]

[bunék - g*']

*Finola’ dlouhodobé 4,0-10° 7
5,3+1,8-10° ~6
in vitro kultury 6,5-10° ~d
*USO 31’ dlouhodobé 7,3-10° ~10
7,5+0,3-10° ~10
in vitro kultury 7,7-10° ~10
2,6-10° ~10
'USO 31 1,7-10° 35
3—4tydenni 5,5- 108 5,1+2,9-10° 25 ~18 £+ 11,5
in vitro semendacky 7,1-108 ~10
8,4-10° ~10
4,2-10° 83,2
'USO 31 5,7-10° 70,7
1-2tydenn{ 4,8-10° 5,7+2,4-10° 57,5 66,8 + 10,5
in vitro semenacky 4,1-106 59,2
9,9 - 106 63,6

Primérnd vytéZnost protoplastizace listovych bunék 6mésicnich in vitro kultur ko-
nopi "Finola’ byla 5, 3 - 10° buné&k - g~. Tato hodnota byla v porovnéni celkové nejniZsi,
stejné jako priblizna 6% viabilita. U stejn€ starych in vitro kultur "USO 31’ byla vytéZnost
vy$i, ato 7,5 - 10° bungk - g—!. Zivotnost takto ziskanych protoplastli se pohybovala ko-
lem 10 %. Z listd semenackt "USO 31’ starych 3—4 tydny bylo moZno vyizolovat témér
sedmindsobné mnoZstvi protoplastil (primérna vytéZnost 5,1 - 10° bun&k - g~ !) a viabi-

lita se pohybovala v rozmezi ~10-35 %. Celkové nejlepSich vysledki bylo dosaZeno

cvv s
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nejvyssi 9,9 - 10° bungk - g1 a primérnd 5, 7 - 10° bundk - g~1. U t&chto protoplasti byla
primérna Zivotnost 66,8 % a vSeobecné byla zaznamendna i nejvyssi hodnota, a to 83,2 %

(Obr. 7).

Obrazek 7: Mikrofotografie protoplasti Cannabis sativa *USO 31’ z listi 1-2tydennich
in vitro semenacka

Cerstvé vyizolované protoplasty, barveni FDA, viabilita 83,2 %. (A-B) Pozorovéni v pro-
chéazejicim svétle, zvétseni 40x a 20x. (C-D) Pozorovani v Sirokém ultrafialovém spektru,
zvétseni 40x a 20x.
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5.3 Kultivace protoplastu

Kultivace protoplastii probéhla dspésné u kultur odvozenych z protoplastl s viabilitou
> 60 % i< 15 %. Bylo zjisténo, Ze pouZitd hustota protoplastl a castecné modifikované re-
generacni médium pro kultivaci protoplastli A. thaliana, jsou pro konopi vhodné. Po ukon-
¢eni inkubace byly kultury stdle zivé a pod mikroskopickym pohledem bylo moZno na-
1€zt buriky, které jiz prosly minimalné jednim bunécnym cyklem. Pfi kultivaci protoplastii
s niZ§{ viabilitou bylo moZno sledovat také sedimentaci mrtvych bunék a zaroven zménu
zbarveni roztoku ze svétle zelena do Zluta.

Experimentdlné byla provedena prodlouZend kultivace po dobu 14 dntli bez vymény
regeneracniho média. Nasledné bylo mozné pozorovat mikrokalusy, jejichZ butiky byly

stdle Zivotaschopné (Obr. 8).

. /
&’

Obrazek 8: Mikrofotografie mikrokalust Cannabis sativa *USO 31’
Kultivace 14 dnd, barveni FDA, zvétSeni 40x. (A) Pozorovani v prochédzejicim svétle.
(B) Pozorovani v Sirokém ultrafialovém spektru.
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5.3.1 Exprese genu souvisejicich s proliferaci

Prvnim studovanym genem této skupiny byl proliferacni marker PCNA. U obou testova-
nych skupin protoplastovych kultur s odliSnou viabilitou byla zaznamenéna shodna ten-
dence, ktera s délkou kultivace stoupala (Obr. 9). V kontrolnim vzorku List exprese PCNA
nebyla detekovéna, a proto byla data relativné vztaZena ke vzorku O h.

K signifikantnimu nartistu exprese doslo ihned po protoplastizaci. Po 24 h bylo dosa-
Zeno prvniho vrcholu, ale celkove nejvétsi exprese byla sledovana po 72 h kultivace, kdy
byla oproti kontrole az trojndsobnd. Z porovnéani mezi skupinami s odliSnou viabilitou je
zfejmé, Ze kultury odvozené z protoplasti s vétsi Zivotaschopnosti exprimovaly PCNA az

ve dvojndsobném mnoZstvi.

PCNA
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L0 E72h

0,5

0,0

Viabilita > 60 % Viabilita < 15 %

Obrazek 9: Expresni profil genu PCNA protoplastovych kultur C. sativa *USO 31’
Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich listi in vitro semenacki. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listi in vitro semendcki. Relativné vztazeno
ke vzorku O h. Statisticky prikazné rozdily oproti kontrole (List) jsou zndzornény hvéz-
dickami (p < 0,01 "xx"; p < 0,05 "x") a mezi kultivaCnimi stadii krouzky (p < 0,01 "oo";
p <0,05 "o").
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Druhy gen této skupiny /AA-2 (marker auxinové signdlni drahy) se téméf u vSech

vzorkl oproti kontrole exprimoval se statisticky prikaznou odlisnosti (Obr. 10). Celkové

1ze tak zhodnotit, Ze jak protoplastizace, tak naslednd kultivace indukovala expresi IAA-2.

U kultur odvozenych z protoplastl s Zivotaschopnosti > 60 % téméf nedoslo k nartstu

exprese v navaznosti na protoplastizaci. Exprese ddle s kultivaci stoupala a po 48 h do-

séhla vrcholu, kdy byla témér 3,5x vyssi oproti poc¢atku kultivace. Tretim dnem se snizila

na droven prvniho dnu.

Druhd skupina protoplastd s nizs{ viabilitou dosdhla ihned po izolaci exprese shodné

s prvni skupinou po 24h kultivaci. Dal§im rozdilem byla nejvyS$i naméfena exprese

u vzorkl 72h kultivace, ktera byla oproti kontrole az pétindsobna.
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Obrazek 10: Expresni profil genu IAA-2 protoplastovych kultur C. sativa *USO 31’
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Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich listil in vitro semenacka. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listd in vitro semenackul. Relativné vztazeno
ke kontrole (List). Statisticky prikazné rozdily oproti kontrole jsou zndzornény hvézdic¢-
kami (p < 0,01 "#x"; p <0,05 "%") a mezi kultivaénimi stadii krouzky (p < 0,01 "oo";

p < 0’05 ”O").
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5.3.2 Exprese genu souvisejicich s abiotickym stresem

Prvnim zkoumanym genem v této skupiné byl PP2C-1, jehoZ transkripce je spousSténa
riznymi abiotickymi stresovymi faktory. Oproti listu byl téméf ve vSech vzorkach zazna-
mendn signifikantni pokles exprese (Obr. 11).

Mezi jednotlivymi kultivaénimi stadii nebyla u obou skupin pozorovéna statisticky
prikazna zména exprese. U kultur zaloZenych z protoplastli s vétsi Zivotaschopnosti se ex-
prese pohybovala mirné nad polovi¢ni hodnotou exprese v listu s minimem v 0 h kulti-
vace. U druhé skupiny se tento gen transkriboval v mens$i mife a nejnizsi exprese byla

detekovéana po 72 h kultivace.
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Obrazek 11: Expresni profil genu PP2C-1 protoplastovych kultur C. sativa "USO 31’
Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich listd in vitro semenacki. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listd in vitro semenacki. Relativné vztazeno
ke kontrole (List). Statisticky priikazné rozdily oproti kontrole jsou znadzornény hvézdic-
kami (p < 0,01 "xx"; p < 0,05 "x") a mezi kultivatnimi stadii krouzky (p < 0,01 "oo";
p <0,05"o").
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Druhym genem byl LEA34, ktery je rovnéZ exprimovan v ndvaznosti na mnohé stre-
sové podminky. Na Obrazku 12 je vidét, Ze u LEA34 genu byla zaznamendna podobnd
situace jako u genu predchoziho. VSechny vzorky vykazovaly prikazné sniZenou expresi,
kterd byla oproti kontrole niZ§{ nez ¢tvrtinova.

Mezi kultivaénimi stadii nebyla statisticky prokdzana rozdilnd exprese. Nelze tedy
s jistotou nalézt trend v zavislosti exprese na dobé kultivace. Mezi zkoumanymi skupi-
nami protoplastovych kultur s odliSnou viabilitou byl zaznamendn pouze jeden vyrazny
rozdil. U protoplastovych kultur s vétsi Zivotnosti byla po 72h kultivaci detekovéna nej-

niz§i primérna exprese, zatimco u druhé skupiny byla naopak zaznamenana témér az

Ox vetsi.
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Obrazek 12: Expresni profil genu LEA34 protoplastovych kultur C. sativa *USO 31’
Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich listd in vitro semenacki. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listd in vitro semenacki. Relativné vztazeno
ke kontrole (List). Statisticky priikazné rozdily oproti kontrole jsou zndzornény hvézdic-
kami (p < 0,01 "xx"; p < 0,05 "x") a mezi kultivacnimi stadii krouzky (p < 0,01 "oo";
p <0,05"o").
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5.3.3 Exprese genu souvisejicich s oxidativnim stresem

Expresni profil APX genu je v mnohém shodny s profilem PCNA, avSak tento gen ma od-
liSnou dlohu. Hraje hlavni roli v antioxidacni obrané bunék. U obou zkoumanych skupin
protoplastovych kultur byla pozorovana stejna tendence, ktera se zvySovala s délkou kulti-
vace (Obr. 13). APX nebyl zjiStén v listech, a proto byla data relativné vztazena ke vzorku
0 h.

Mezi vSemi vzorky protoplasti s vyssi viabilitou byla statisticky prokdzana nejen
prukaznd zména exprese oproti kontrole, ale také mezi jednotlivymi kultivacnimi sta-
dii. Ihned po protoplastizaci doSlo k indukci exprese, kterd se po 24 h kultivace zvySila
az 3,5x. Nasledujici kultivaci doslo nejprve ke sniZeni a ndsledné k opétovnému nartistu
exprese az do celkového maxima (5x vyssi oproti O h).

Zkoumané vzorky odvozené z protoplastt s nizsi viabilitou vykazovaly shodny trend,

avSak s mensSimi rozdily mezi kultivacnimi stadii. Oproti prvni skupiné byl zde APX ex-

primovan pfiblizné v poloviénim mnoZstvi.
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Obrazek 13: Expresni profil genu APX protoplastovych kultur C. sativa "USO 31’
Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich listd in vitro semenacku. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listd in vitro semenackul. Relativné vztazeno
ke vzorku O h. Statisticky prikazné rozdily oproti kontrole (List) jsou znazornény hvéz-
dickami (p < 0,01 "xx"; p < 0,05 "+") a mezi kultivaCnimi stadii krouzky (p < 0,01 "oo";
p < 0,05 "o").
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Druhym genem, ktery je rovnéz soucasti antioxidac¢nich bunéénych mechanisma, byl
CAT. Oproti predchozimu APX, se tento gen nejvice transkriboval v kontrolnim vzorku.
Expresni profil obou testovanych skupin vypovidd o sniZeni exprese (oproti kontrole)
v ndvaznosti na izolaci i kultivaci protoplastti (Obr. 14).

U kultur s viabilitou > 60 % bylo zaznamenano signifikantni sniZeni exprese po 24 h
kultivace. Po 48 h kultivace doslo k jedinému prikaznému navyseni. Kultury s nizsi via-
bilitou tento gen téméf neexprimovaly a v pribéhu kultivace byl detekovan stale v mensi

mire.
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Obrazek 14: Expresni profil genu CAT protoplastovych kultur C. sativa "USO 31’
Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich listi in vitro semenacku. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listd in vitro semenacki. Relativné vztazeno
ke kontrole (List). Statisticky prikazné rozdily oproti kontrole jsou zndzornény hvézdic¢-
kami (p < 0,01 "xx"; p < 0,05 "x") a mezi kultivatnimi stadii krouzky (p < 0,01 "oo";
p < 0,05 "o").
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6 Diskuse

Vysledky in vitro kultivace a mikropropagace konopi vicero genotyptl jsou v souladu
s uvadénym pozitivnim vlivem DKW média na kvalitu rostlinného materidlu a celkovou
vitalitu konopnych rostlin (Page et al., 2021). Z pozorovani vlivu ristovych regulatort
cytokininového typu (TDZ, mT a 2iP) a auxinu IBA byla nejhorsi odezva zaznamendna
u TDZ. Stejny negativni efekt popsali také Stephen et al. (2023). S vysledky vySe zminéné
prace dale souhlasi i nejlepsi zaznamenany vliv 2iP.

SniZeni kvality rostlinného materidlu dlouhodobych in vitro kultur pfi neprodySném
uzavieni kultivacnich nddob by mohla souviset s vice faktory. Omezenim vymény plynil
se snizuje ucinnost fotosyntézy, coz vede k vétsi zdvislosti na piijmu latek z kultivac-
niho média. Déle se kvuli zvySujici se vzdusné vlhkosti méni stomatdlni aktivita, roste
koncentrace genotoxického H,O a celkové tak narista stresovy potencidl kultivace. Tyto
zménéné parametry mohou zdsadné ovlivnit expresi genli souvisejicich se stresem a vyZi-
vou, coZ se pii kultivaci miiZe negativné projevit a vést k projeviim vitrifikace (Sevéikova
etal., 2016; Xu et al., 2019; Abdalla et al., 2022; Krél et al., 2022). Pozitivni efekt Gcin-
néjsi vymény plyni na kvalitu in vitro kultur, ktery byl v této praci zaznamendn, byl
pozorovan i u dalSich rostlin (Majada et al., 1997; Tsay et al., 2006).

Jak uvadi Evans et Bravo (2013), neexistuje Zadny univerzalni postup zajist'ujici
uspésnou izolaci a kultivaci protoplastii napfi¢ rostlinnymi druhy. Diivodd netdspesné izo-
lace protoplastli mtize byt nékolik a je tedy obtizné odhalit, ¢im pfesné byla zplisobena.

Jednim z dilezitych faktord je vék a vyvojova faze donorového materidlu. Obecné
plati, Ze mladsi listy jsou vhodnéjsi (Evans ef Bravo, 2013), s ¢imZ souhlasi 1 vysledky této
prace. Lazi¢ (2020) ve své préici doSel ke stejnému zavéru a popisuje i shodné komplikace,
napf. nizkou a asynchronni kli¢ivost semen. Ta je spojovdna s neadekvaitné nastavenym
postupem sterilizace, se slozenim kultivacniho média, s fyzikalnimi podminkami kli¢eni
a s genetickym pozadim (Hesami et al., 2021b; Pepe et al., 2021). V tomto experimentu
byl problém prekonén vysetim velkého mnoZstvi semen. Nabizeji se vSak 1 ucinnéj$i alter-
nativy, jako je Setrnéjsi postup dezinfekce, kli¢eni ve tmé (Lazi¢, 2020), skarifikace (Pepe
et al.,2021), aktivace semen (Yildirim et al., 2023) nebo disekce a kultivace embryi (Kral
etal., 2022).

Netspésna izolace protoplasti z listi do in vitra prevedenych rostlin a z listi dlouho-

dobé udrzovanych kultur by mohla byt zptisobena zménou fyziologie a morfologie v na-
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vaznosti na stresovou odpovéd’ na prevod do in vitra a neoptimalnimi podminkami kulti-
vace (Evans ef Bravo, 2013). Mnohé vzorky vykazovaly zndmky senescence Ci vitrifikace
a takovy materidl se ukdzal jako nevhodny pro protoplastizaci. Tato ztrata kompetence
by mohla byt zplisobena zménénym vyvojem bunécné stény a omezenim vzniku ochran-
nych vrstev pokozky (Rasco er Patena, 1997; Kemat et al., 2021). Z téchto divodi bylo
testovano zkraceni doby enzymolyzy, avSak ke zlepSeni vysledku nedoSlo. NenaSel jsem
zadné zpravy o uspésné izolaci protoplasti z vitrifikovaného materidlu. Problém by mohl
byt zptisoben az nékolikandsobnym nartistem velikosti vitrifikovanych bunék, pfi kterém
by mohly byt ztraceny v procesu filtrace (Paques et Boxus, 1987; Rasco et Patena, 1997).

Zasadnim faktorem je také genetické pozadi a vliv genotypu. Dokonce i v rdmci po-
pulace rostlin t€hoz kultivaru lze nalézt nékteré rostliny, které vzdoruji protoplastizaci
(Evans et Bravo, 2013). Z kultivaru "Finola’ jiZ byla pfinejmensim 2x provedena uspésna
izolace protoplastti (Lazi¢, 2020; Monthony et Jones, 2024). V tomto experimentu bylo
lepsich vysledkti dosazeno u "USO 31°. Toto je prvni zdznam o tspé$né izolaci proto-
plasti z listd tohoto kultivaru.

Enzymaticky roztok ER1a, jehoZ sloZeni uvedli Matchett-Oates et al. (2021b), se pro-
kazal jako nejvhodnéjsi. Primérnd vytéznost byla témef o 27 % nizsi nezli uvadéna
v Clanku. Nejvetsi vytéZznost vSak publikované vysledky ptfekonala. Priimérnd viabilita
byla oproti uvddéné autory mirné nizsi. Pfidani pektolydzy by mélo pozitivné ovliviiovat
protoplastizaci (Morimoto et al., 2007; Beard et al., 2021; Kim et al., 2022; Monthony
et Jones, 2024). Vysledky pouziti roztokii ER1b a ER1c to v§ak nemohou jisté potvr-
dit. Pfi nizkém mnoZstvi pektolydzy doslo ke snizeni vytéZnosti a pfi vyS$$i mife proto-
plastizace kompletné selhala. To by mohlo byt zplisobeno az priliSnou digestivni silou
enzymatického roztoku, kterd vedla k nardstu oxidacniho stresu, poskozeni a degradaci
protoplastd (Ishii, 1987; 1988). Co miiZe za nedspéch izolace pti pouZiti ER2, neni zcela
zfejmé, nebot’ byl pouzit shodny donorovy materidl jako ve vychozi publikaci.

Pozorovana byla silnd zavislost protoplastizace na rocnim obdobi. S koncem 1éta a pii-
chodem podzimu se snizovala vytéznost i viabilita. Nejhorsich vysledki bylo dosaZeno
koncem podzimu a v zimé, kdy nebylo mozno ziskat Zadné, nebo kompletné mrtvé proto-
plasty. S koncem zimy se vytéZnost a Zivotaschopnost znovu zacaly zvySovat. Kolem
popisu tohoto jevu se zatim postupuje velice opatrné. Choury et al. (2017) zazname-

nali podobné vysledky u volné rostoucich rostlin. Poprvé Keskitalo (2001) naznacila, ze
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in vitro kultury si mohou zachovdvat "sezénni hodiny", coZ se odrdZi na tspéSnosti proto-
plastizace. Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno v zimé€ a na jare (Finsko). Druhou zpravu
prinesli Mackowska ef al. (2014), kdy nejispesnéjsi izolace protoplastl z in vitro pésto-
vaného materialu probéhly na jafe a v 1ét€ (Polsko). O sez6nni variaci uspéSnosti izolace
protoplasti z in vitro péstovaného materidlu se také zminili Cui et al. (2019).

Monthony et Jones (2024) pozorovali mikrokalusy po tfech tydnech kultivace, avSak
v tomto obdobi zacala viabilita prudce klesat a dalsi kultivace nebyla mozna. V tomto
experimentu byly mikrokalusy sledovdny uZ o tyden dfive. Delsi kultivace nabyla prove-
dena, protoZe cilem bylo pouze zjistit, zda zvolené regeneracni médium je viibec vhodné.
Z tohoto diivodu nelze vysledky plné porovnat. Je vsak mozné zhodnotit, Ze tato prace
pfinesla zdznam o iniciaci bunécné proliferace v ¢asnéjSim obdobi, nez bylo dosud pub-
likovano. To by mohlo byt zptisobeno odlisnym slozenim kultivaéniho média, nebo jinou
hustotou kultivovanych protoplasti (McCarthy et al., 2001; Monthony et Jones, 2024).

Expresni analyza proliferacniho markeru PCNA prokézala, ze k aktivaci exprese do-
Slo jiz pred samotnou kultivaci v ndvaznosti na proces protoplastizace. Shodny vysledek
byl sledovan i u jinych rostlinnych druht (Cépal, 2012; Trusinovd, 2012). JelikoZ by se
PCNA mél exprimovat az tésné pred vstupem do S faze bunécného cyklu, dva vrcholy
expresniho profilu tak naznacuji, Ze k tomu v priibéhu kultivace doSlo minimélné€ jednou,
a to v Case 72 h, anebo dvakrat v Casech 24 a 72 h. Podle dostupnych zdrojt je prav-
dépodobnéjsi prvni varianta, kterou autofi sami pozorovali (Williams et al., 2003; Cépal,
2012; Trusinova, 2012). Oproti vySe zminénym pracem PCNA nebyl v tomto experimentu
detekovan v kontrolnim vzorku. To bylo zaznamendno i u tabdku (Williams ef al., 2003).
Z expresniho profilu genu JAA-2 je moZno vycist, Ze k signifikantnimu nartistu exprese
doslo az po 24 h kultivace. Auxinové signdlni drdha se tedy vice aktivovala aZ po kon-
taktu s fytohormony obsaZzenymi v regeneranim médiu, coZ potvrzuje jeho vhodnost pro
protoplastové kultury konopi. Up-regulace exprese IAA-2 v pribéhu uspésné kultivace
protoplastii zaznamenali také Pasternak et al. (2021) u A. thaliana.

PP2C-1 a LEA34 souvisi se signdlni drahou kyseliny abscisové (ABA), kterd up-
reguluje jejich expresi. Protoplastizaci doslo k vyraznému sniZeni ABA signalizace, kterad
se v pribéhu kultivace neobnovila. Je tedy mozné, Ze protoplasty nebyly v pribéhu kul-
tivace vystaveny zdsadnimu, nebo zvySujicimu se abiotickému stresu. Vysledky by se ale

také mohly interpretovat tak, Ze protoplasty byly vystaveny pouze menSimu abiotickému
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stresu neZli in vitro péstované konopi (vzorek List). Konopné in vitro kultury totiz Celi
velkému stresu (Krél ef al., 2022).

Produkty genti APX a CAT, dvou samostatnych antioxidacnich systému, se podili
na rozkladu spole¢ného substratu (peroxidu vodiku). Tento vztah je moZno vidét na pra-
béhu detekovanych zmén exprese obou genl. Pokud se zvysila exprese jednoho genu,
exprese druhého poklesla. To by mohlo potvrzovat dominantni postaveni peroxiddzového
cyklu a vedlejsi postaveni kataldzové reakce (Caverzan et al., 2012). Celkové 1ze konsta-
tovat, Ze pri kultivaci viabilnéj$ich kultur doslo k silnéjsi aktivaci antioxidacnich ochran,
coz je klicové pro uspesné kultivovani. S rostouci expresi APX a CAT dochazi ke snizeni
hladiny reaktivnich forem kysliku. Toto sniZeni ma pfimy vliv na rekondenzaci chroma-
tinu u protoplastd, na dileZity krok v dediferenciacnich procesech (Ondfej et al., 2008;
2010). Je zajimavé si povSimnout naprosto shodnych trendi exprese APX s PCNA. To
potvrzuje, Ze pro vstup do buné¢ného cyklu je dileZité, aby doslo ke sniZeni koncentrace
ROS (Ondfej et al., 2010).

Z porovnani kultur zaloZenych z protoplastli s vyssi a nizsi viabilitou je moZno 1épe
identifikovat zdsadni rozdily v genové expresi, které mohou vypovidat o stavu a osudu
danych kultur. Tyto odli$nosti by mohly byt zptisobeny zménénou mezibunécnou komu-
nikaci vlivem posunutého zastoupeni Zivych a mrtvych bunék. To by mohlo vysvétlovat
obecné platnou zavislost uspésnosti kultivace protoplastli na pouzité hustoté bunék (Mc-
Carthy et al., 2001; Monthony et Jones, (2024).
povida o tom, Ze buiiky v priibéhu kultivace nezemriely a Ze pfipravy na bunééné déleni
také probihaly. Ale to jen v mensi mife, i pfes rychleji a intenzivnéji aktivovanou auxino-
vou signdln{ drdhu. Z expresnich profili genti PP2C-1 a LEA34 lze soudit, Ze abiotické
stresové faktory spustily u méné viabilnich kultur shodnou molekuldrni odpovéd’. Nizsi
uroven exprese APX a CAT miZze vypovidat o tom, Ze méné viabilni kultury nedispono-
valy takovou schopnost se vyporadat s kyslikovymi radikdly, jaka byla sledovana u via-
bilnéjSich kultur. Pokud by nedoSlo k vyraznéjsi aktivaci, protoplasty by nemusely projit
uspésnou kultivaci (Ondrej et al., 2010). Celkové nizsi exprese téchto gent by také mohla
byt dlivodem mensi viability a vytéZnosti protoplastizace z diivodu vétsiho oxidativniho

poskozeni bunécnych membran (Ishii, 1987; 1988).
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7 Zaveér

Tato prace byla zaméfena na nalezeni vhodného materidlu a postupu pro izolaci a kultivaci
mezofylovych protoplastti u konopi (Cannabis sativa). Protoplastizace byla uspésné pro-
vedena z mladych listd in vitro péstovanych semenacku kultivaru "USO 31°. Bylo odha-
leno, Ze ¢aste¢né modifikované regeneraéni médium standardné pouZzivané pro A. thaliana

Stav protoplastovych kultur byl dédle hodnocen na zdkladé transkriptomické analyzy
vybranych markerti asociovanych s bunécnou proliferaci (PCNA, IAA-2) a se stresovou
odpovédi (PP2C-1, LEA34, APX a CAT). Vysledky prokézaly viabilitu a celkové dobry
stav protoplastovych kultur. Z hlediska abiotického stresu byly dokonce méné zatizené
neZzli in vitro vyklicené rostliny. Doslo k aktivaci antioxida¢nich mechanismd a minimalné
jednou vstoupily do S faze bunécného cyklu.

Tato prace rozsifuje znalosti in vitro kultivace konopi a izolace konopnych protoplastt.
Piinasi celkové druhy zaznam o jejich uspésné kultivaci. Ziskané informace by mohly

prospét budoucimu rozvoji zatim tak mélo prozkoumané problematiky protoplastovych

kultur Cannabis sativa L.

52



[1]

(2]

[3]

[4]

[5]

[6]

(71

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Literatura

Abdalla N., El-Ramady H., Seliem M. K., El-Mahrouk M. E., Taha N., Bayoumi Y.,
Shalaby T. A., Dobranszki J. (2022): An Academic and Technical Overview on Plant
Micropropagation Challenges. Horticulturae 8: 677.

Adamek K., Jones A. M. P., Torkamaneh D. (2021): Accumulation of somatic mutations
leads to genetic mosaicism in Cannabis. The Plant Genome 15: €20169.

Adhikary D., Kulkarni M., El-Mezawy A., Mobini S., Elhiti M., Gjuric R., Ray A., Po-
lowick P., Slaski J. J., Jones M. P., Bhowmik P. (2021): Medical Cannabis and Industrial

Hemp Tissue Culture: Present Status and Future Potential. Frontiers in Plant Science
12: 627240.

Ahmed A. T. M. F, Islam M. Z., Mahmud M. S., Sarker M. E., Islam M. R. (2022): Hemp
as a potential raw material toward a sustainable world. Heliyon 8: e08753.

Bakel H., Stout J. M., Cote A. G., Tallon C. M., Sharpe A. G., Hughes T. R., Page
J. E. (2011): The draft genome and transcriptome of Cannabis sativa. Genome Biology
12: R102.

Beard K. M., Boling A. W. H., Bargmann B. O. R. (2021): Protoplast isolation, transi-
ent transformation, and flow-cytometric analysis of reporter-gene activation in Cannabis
sativa L. Industrial Crops and Products 164: 113360.

Bidabadi S. S., Jain S. M. (2020): Cellular, Molecular, and Physiological Aspects of In
Vitro Plant Regeneration. Plants 9: 702.

C4pal P. (2012): Epigenetické aspekty protoplastovych kultur. Diplomova prace. Pfirodo-
védecka fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc.

Cépal P., Ondrej V. (2014): Expression and epigenetic profile of protoplast cultures (Cu-
cumis sativus L.). In Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant 50: 789-794.

Cassells A. C., Curry R. F. (2001): Oxidative stress and physiological, epigenetic and
genetic variability in plant tissue culture: implications for micropropagators and genetic
engineers. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 64: 145-157.

Caverzan A., Passaia G., Rosa S. B., Ribeiro C. W., Lazzarotto F., Margis-Pinheiro M.
(2012): Plant responses to stresses: Role of ascorbate peroxidase in the antioxidant pro-
tection. Genetics and Molecular Biology 35: 1011-1019.

Cui J., Mackenzie K., Eeckhaut T., Miiller R., Liitken H. (2019): Protoplast isolation and
culture from Kalancho€ species: optimization of plant growth regulator concentration for
efficient callus production. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 138: 287-297.

Davey M. R., Anthony P. (2010): Plant Cell Culture: Essential Methods. Wiley-Blackwell,
Loughborough, UK.

Debergh P. C., Maene L. J. (1981): A scheme for commercial propagation of ornamental
plants by tissue culture. Scientia Horticulturae 14: 335-345.

53



[15] Deguchi M., Bogush D., Weeden H., Spuhler Z., Potlakayala S., Kondo T., Zhang Z. J.,
Rudrabhatla S. (2020): Establishment and optimization of a hemp (Cannabis sativa L.)
agroinfiltration system for gene expression and silencing studies. Scientific Reports 10: 3504.

[16] Deguchi M., Potlakayala S., Spuhler Z., George H., Sheri V., Agili R., Patel A., Rudrab-
hatla S. (2021): Selection and validation of reference genes for normalization of qRT-PCR
data to study the cannabinoid pathway genes in industrial hemp. Plos One 16: €0260660.

[17] Divashuk M. G., Alexandrov O. S., Razumova O. V., Kirov I. V., Karlov G. I. (2014): Mo-
lecular cytogenetic characterization of the dioecious Cannabis sativa with an XY chro-
mosome sex determination system. Plos One 9: e85118.

[18] Eeckhaut T., Lakshmanan P. S., Deryckere D., Van Bockstaele E., Van Huylenbroeck J.
(2013): Progress in plant protoplast research. Planta 238: 991-1003.

[19] Evans D. A., Bravo J. E. (2013): Plant Protoplast Isolation and Culture. In: Giles K. L.
(ed.): pp. 33-53, Elsevier Science, New Jersey.

[20] Feeney M., Punja Z. K. (2003): Tissue culture and Agrobacterium-mediated transforma-
tion of hemp (Cannabis sativa L.) In Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant
39: 578-585.

[21] Agricultural Research Organization of Israel. Methods of Regenerating and Transform-
ing Cannabis. Flaishman M. A., Cohen Peer R., Cohen O., Bocobza S., [cit. 2023-12-11].
Dostupny z: (https://patentscope.wipo.int/search/en/detail. jsf?
docId=W02019234750).

[22] Galédn-Avila A., Garcia-Fortea E., Prohens J., Herraiz F. J. (2020): Development of a Di-
rect in vitro Plant Regeneration Protocol From Cannabis sativa L. Seedling Explants: De-
velopmental Morphology of Shoot Regeneration and Ploidy Level of Regenerated Plants.
Frontiers in Plant Science 11: 645.

[23] Galan-Avila A., Gramazio P,, Ron M., Prohens J., Herraiz F. J. (2021): A novel and rapid
method for Agrobacterium-mediated production of stably transformed Cannabis sativa
L. plants. Industrial Crops and Products 170: 113691.

[24] Gao C., Cheng C., Zhao L., Yu Y.-t.,, Tang Q., Xin P, Liu T., Yan Z., Guo Y., Zang G.
(2018): Genome-Wide Expression Profiles of Hemp (Cannabis sativa L.) in Response to
Drought Stress. International Journal of Genomics 2018: 1-13.

[25] Gao S., Wang B., Xie S., Xu X., Zhang J., Pei L., Yu Y., Yang W., Zhang Y. (2020): A
high-quality reference genome of wild Cannabis sativa. Horticulture Research 7: 73.

[26] Genschik P., Parmentier Y., Durr A., Marbach J., Criqui M.-C., Jamet E., Fleck J. (1992):

Ubiquitin genes are differentially regulated in protoplast-derived cultures of Nicotiana
sylvestris and in response to various stresses. Plant Molecular Biology 20: 897-910.

[27] Goff N. K., Guenther J. F., Roberts J. K., Adler M., Molle M. D., Mathews G., Kurouski
D. (2022): Non-Invasive and Confirmatory Differentiation of Hermaphrodite from Both
Male and Female Cannabis Plants Using a Hand-Held Raman Spectrometer. Molecules
27: 4978.

54


https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=WO2019234750
https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=WO2019234750

[28] Grafi G., Chalifa-Caspi V., Nagar T., Plaschkes I., Barak S., Ransbotyn V. (2011): Plant
response to stress meets dedifferentiation. Planta 233: 433-438.

[29] Grassa C. J., Weiblen G. D., Wenger J. P., Dabney C., Poplawski S. G., Timothy Motley
S., Michael T. P., Schwartz C. J. (2021): A new Cannabis genome assembly associates
elevated cannabidiol (CBD) with hemp introgressed into marijuana. New Phytologist
230: 1665-1679.

[30] Hesami M., Adamek K., Pepe M., Jones A. M. P. (2023b): Effect of Explant Source
on Phenotypic Changes of In Vitro Grown Cannabis Plantlets over Multiple Subcultures.
Biology 12: 443.

[31] Hesami M., Baiton A., Alizadeh M., Pepe M., Torkamaneh D., Jones A. M. P. (2021a):
Advances and Perspectives in Tissue Culture and Genetic Engineering of Cannabis. In-
ternational Journal of Molecular Sciences 22: 5671.

[32] Hesami M., Pepe M., Baiton A., Salami S. A., Jones A. M. P. (2022): New Insight into
Ornamental Applications of Cannabis: Perspectives and Challenges. Plants 11: 2383.

[33] Hesami M., Pepe M., Jones A. M. P. (2023a): Morphological Characterization of Cannabis
sativa L.Throughout Its Complete Life Cycle. Plants 12: 3646.

[34] Hesami M., Pepe M., Monthony A. S., Baiton A., Phineas Jones A. M. (2021b): Mod-
eling and optimizing in vitro seed germination of industrial hemp (Cannabis sativa L.)
Industrial Crops and Products 170: 113753.

[35] Hillig K. W., Mahlberg P. G. (2004): A chemotaxonomic analysis of cannabinoid variation
in Cannabis (Cannabaceae). American Journal of Botany 91: 966-975.

[36] Hurgobin B., Tamiru-Oli M., Welling M. T., Doblin M. S., Bacic A., Whelan J., Lewsey
M. G. (2021): Recent advances in Cannabis sativa genomics research. New Phytologist

230: 73-89.

[37] Hwang I., Sheen J. (2001): Two-component circuitry in Arabidopsis cytokinin signal
transduction. Nature 413: 383-389.

[38] Chandra S., Lata H., Khan I. A., ElSohly M. A. (2017): Cannabis sativa L.: Botany
and Horticulture. In: Chandra S., Lata H., EISohly M. A. (ed.): pp. 79-100, Springer
International Publishing, Cham.

[39] Choury Z., Meschini R., Dell’Orso A., Fardusi M. J., Mugnozza G. S., Kuzminsky E.
(2017): Optimized conditions for the isolation of mesophyll protoplasts along the growing
season from Arbutus unedo and their use in single cell gel electrophoresis. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture 132: 535-543.

[40] Ishii S. (1987): Generation of active oxygen species during enzymic isolation of proto-
plasts from oat leaves. In Vitro Cellular & Developmental Biology 23: 653—658.

[41] Ishii S. (1988): Factors Influencing Protoplast Viability of Suspension-Cultured Rice
Cells during Isolation Process 1. Plant Physiology 88: 26-29.

[42] ITIS - Report: Cannabis sativa. [online] [cit. 2024-4-9] Dostupny z: (https://www.
itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&searc
h_value=191094null).

55


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=19109#null
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=19109#null
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=19109#null

[43] Jamet E., Durr A., Parmentier Y., Criqui M.-C., Fleck J. (1990): Is ubiquitin involved in
the dedifferentiation of higher plant cells? Cell Differentiation and Development 29: 37—
46.

[44] Jiang F., Zhu J., Liu H.-L. (2013): Protoplasts: a useful research system for plant cell
biology, especially dedifferentiation. Protoplasma 250: 1231-1238.

[45] Jones R. (1979): Cell culture, protoplast isolation, and cell fusion of Cannabis sativa L.;
Evaluation of chilling preventative chemicals and quality control of bananas in the tropics.
Diplomova préce. College of Natural Science and Math, University of Houston.

[46] Kapur R., Saleem M., Harvey B. L., Cutler A. J. (1993): Oxidative metabolism and pro-
toplast culture. In Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant 29: 200-206.

[47] Kemat N., Visser R. G. F,, Krens F. A. (2021): Hypolignification: A Decisive Factor in
the Development of Hyperhydricity. Plants 10: 2625.

[48] Keskitalo M. (2001): Can protoplast production from in vitro cultured shoots of Tanace-
tum vary during the season? Agricultural and Food Science 10: 145-151.

[49] Kim A. L., Yun Y. J., Choi H. W., Hong C.-H., Shim H. J., Lee J. H., Kim Y.-C. (2022):
Establishment of efficient cannabis (Cannabis sativa L.) protoplast isolation and transient
expression condition. Plant Biotechnology Reports 16: 613-619.

[50] Korhoniova M. (2011): Regeneracni procesy v protoplastovych kulturach rodu Brassica.
Bakalarska prace, Prirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc.

[51] Kral D., genkyffk J. B., Ondrej V. (2022): Expression of Genes Involved in ABA and
Auxin Metabolism and LEA Gene during Embryogenesis in Hemp. Plants 11: 2995.

[52] Lapierre E. Monthony A. S., Torkamaneh D. (2023): Genomics-based taxonomy to cla-
rify Cannabis classification. Genome 66: 202-211.

[53] Lata H., Chandra S., Khan I. A., EISohly M. A. (2010b): Cannabis sativa L. Microprop-
agation in Temporary Immersion Bioreactor System. Planta Medica 76: P9.

[54] Lata H., Chandra S., Khan I. A., ElSohly M. A. (2017): Micropropagation of Cannabis
sativa L.—An Update. In: Chandra S., Lata H., EISohly M. A. (ed.): pp. 285-297,
Springer International Publishing, Cham.

[55] Lata H., Chandra S., Khan I. A., Elsohly M. A. (2010a): High frequency plant regene-
ration from leaf derived callus of high 9-tetrahydrocannabinol yielding Cannabis sativa
L. Planta Medica 76: 1629-1633.

[56] Laverty K. U., Stout J. M., Sullivan M. J., Shah H., Gill N., Holbrook L., Deikus G.,
Sebra R., Hughes T. R., Page J. E., Bakel H. v. (2019): A physical and genetic map of
Cannabis sativa identifies extensive rearrangements at the THC/CBD acid synthase loci.
Genome Research 29: 146-156.

[57] Lazi¢ S. (2020): Izolacija protoplastov navadne konoplje (Cannabis sativa L.) Magister-
ska prace, Univerzita v Lublani, Biotechnologicka fakulta, Lublan.

56



[58] Lee C.-C., Wang J.-W., Leu W.-M., Huang Y.-T., Huang Y.-W., Hsu Y.-H., Meng M.

(2019): Proliferating Cell Nuclear Antigen Suppresses RNA Replication of Bamboo Mosaic
Virus through an Interaction with the Viral Genome. Journal of Virology 93: 10.1128/jvi.00961—

19.
[59] Leyser O. (2018): Auxin Signaling. Plant Physiology 176: 465-479.

[60] LiL., YuS., ChenJ., Cheng C., SunJ., Xu Y., Deng C., Dai Z., Yang Z., Chen X., Tang Q.,
SuJ., Zhang X. (2022): Releasing the Full Potential of Cannabis through Biotechnology.
Agronomy 12: 2439.

[61] Li S.-M., Zheng H.-X., Zhang X.-S., Sui N. (2021): Cytokinins as central regulators
during plant growth and stress response. Plant Cell Reports 40: 271-282.

[62] Liu H., Xing M., Yang W., Mu X., Wang X., Lu F., Wang Y., Zhang L. (2019): Genome-
wide identification of and functional insights into the late embryogenesis abundant (LEA)

gene family in bread wheat (Triticum aestivum). Scientific Reports 9: 13375.

[63] MacKinnon L., McDougal G., Aziz N., Millam S. (2000): Progress towards transfor-
mation of fibre hemp. Annual Report Scottish Crop Research Institute: 84-86.

[64] Mackowska K., Jarosz A., Grzebelus E. (2014): Plant regeneration from leaf-derived
protoplasts within the Daucus genus: effect of different conditions in alginate embedding
and phytosulfokine application. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 117: 241-252.

[65] Majada J. P., Fal M. A., Sidnchez-Tamés R. (1997): The effect of ventilation rate on
proliferation and hyperhydricity of Dianthus caryophyllus L. In Vitro Cellular & Devel-
opmental Biology - Plant 33: 62—-69.

[66] Mathur]J., Koncz C. (1998): Protoplast Isolation, Culture, and Regeneration. In: Martinez-
Zapater J. M., Salinas J. (ed.): pp. 35-42, Humana Press, Totowa, NJ.

[67] Matchett-Oates L., Mohamaden E., Spangenberg G. C., Cogan N. O. 1. (2021b): Devel-
opment of a robust transient expression screening system in protoplasts of Cannabis. In
Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant 57: 1040-1050.

[68] Matchett-Oates L. (2022): Production of Novel Medicinal Cannabis Using Genome Edit-
ing Technology. Dizertacni prace, School of Applied Systems Biology, La Trobe Univer-
sity, Victoria.

[69] Matchett-Oates L., Spangenberg G. C., Cogan N. O. I. (2021a): Manipulation of Cannabi-
noid Biosynthesis via Transient RNAi Expression. Frontiers in Plant Science 12: 773474.

[70] McCarthy W. H., Wehner T. C., Xie J., Daub M. E. (2001): Improving Culture Efficiency
of Cucumis metuliferus Protoplasts. Cucurbit Genetics Cooperative 24: 97-101.

[71] McPartland J. M., Hegman W., Long T. (2019): Cannabis in Asia: its center of origin and
early cultivation, based on a synthesis of subfossil pollen and archaeobotanical studies.
Vegetation History and Archaeobotany 28: 691-702.

[72] Miller N. G. (1970): The Genera of the Cannabaceae in the Southeastern United States.
Journal of the Arnold Arboretum 51: 185-203.

57



[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

Ming R., Bendahmane A., Renner S. S. (2011): Sex chromosomes in land plants. Annual
Review of Plant Biology 62: 485-514.

Mitchell J. (2014): The Secret History of Cannabis in Japan. The Asia-Pacific Journal
12: 6.

Monthony A. S., Jones A. M. P. (2024): Enhancing Protoplast Isolation and Early Cell
Division from Cannabis sativa Callus Cultures via Phenylpropanoid Inhibition. Plants
13: 130.

Monthony A. S., Kyne S. T., Grainger C. M., Jones A. M. P. (2021): Recalcitrance of
Cannabis sativa to de novo regeneration; a multi-genotype replication study. Plos One
16: €0235525.

Morimoto S., Tanaka Y., Sasaki K., Tanaka H., Fukamizu T., Shoyama Y., Shoyama Y.,
Taura F. (2007): Identification and Characterization of Cannabinoids That Induce Cell
Death through Mitochondrial Permeability Transition in Cannabis Leaf Cells. Journal of
Biological Chemistry 282: 20739-20751.

Murthy H. N., Joseph K. S., Paek K. Y., Park S. Y. (2023): Bioreactor systems for micro-
propagation of plants: present scenario and future prospects. Frontiers in Plant Science
14:

NCBI-Cannabis sativa genome assembly ASM2916894v1. [online] [cit. 2024-1-7] Do-
stupny z: (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_
029168945.1/).

NCBI-Cannabis sativa genome assembly cs10. [online] [cit. 2023-11-12] Dostupny z:
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/assembly/GCF_9006261
75.2/).

Ondfej V., Navratilovéd B., Lebeda A. (2008): The heterochromatin as a marker for pro-

toplast differentiation of Cucumis sativus. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 96: 229—
234.

Ondfej V., Navratilovéd B., Protivankova 1., Piterkova J., Sedlafrova M., Luhova L., Lebeda
A. (2010): Recondensation level of repetitive sequences in the plant protoplast nucleus is
limited by oxidative stress. Journal of Experimental Botany 61: 2395-2401.

Page S. R., Monthony A. S., Jones A. M. P. (2021): DKW basal salts improve micropro-
pagation and callogenesis compared with MS basal salts in multiple commercial cultivars
of Cannabis sativa. Botany 99: 269-279.

Paques M., Boxus P. (1987): A model to learn “vitrification”, the rootstock apple M. 26.
Present Results. Acta Horticulturae: 193-210.

Park S.-Y. aj. (2009): Abscisic Acid Inhibits Type 2C Protein Phosphatases via the PYR/-
PYL Family of START Proteins. Science 324: 1068-1071.

Pasternak T., Paponov 1. A., Kondratenko S. (2021): Optimizing Protocols for Arabidop-
sis Shoot and Root Protoplast Cultivation. Plants 10: 375.

58


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_029168945.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_029168945.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/assembly/GCF_900626175.2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/assembly/GCF_900626175.2/

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

Pepe M., Hesami M., Jones A. M. P. (2021): Machine Learning-Mediated Development
and Optimization of Disinfection Protocol and Scarification Method for Improved In Vitro
Germination of Cannabis Seeds. Plants 10: 2397.

Potter D. (2009): The propagation, characterisation and optimisation of Cannabis sativa
as a phytopharmaceutical. Disertacni prace, Department of Pharmaceutics Science Re-
search, King’s College, London.

Raman V., Lata H., Chandra S., Khan I. A., EISohly M. A. (2017): Morpho-Anatomy of
Marijuana (Cannabis sativa L..) In: Chandra S., Lata H., EISohly M. A. (ed.): pp. 123-
136, Springer International Publishing, Cham.

Rasco S. M., Patena L. F. (ed.). (1997): In vitro shoot vitrification (hyperhydricity) in
shallot (Allium cepa var gr. aggregatum). Philippine Journal of Crop Science 22: 14-22.

Ratanasanobon K., Seaton K. A. (2013): Protoplast isolation for species in the Chame-
laucium group and the effect of antioxidant enzymes (superoxide dismutase and catalase)
on protoplast viability. /n Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant 49: 593-598.

Razumova O. V., Alexandrov O. S., Divashuk M. G., Sukhorada T. 1., Karlov G. 1. (2016):
Molecular cytogenetic analysis of monoecious hemp (Cannabis sativa L.) cultivars reve-
als its karyotype variations and sex chromosomes constitution. Protoplasma 253: 895—
901.

Ren G., Zhang X., Li Y., Ridout K., Serrano-Serrano M. L., Yang Y., Liu A., Ravikanth
G., Nawaz M. A., Mumtaz A. S., Salamin N., Fumagalli L. (2021): Large-scale whole-
genome resequencing unravels the domestication history of Cannabis sativa. Science
Advances 7: eabg2286.

Rico S., Garrido J., Sanchez C., Ferreiro-Vera C., Codesido V., Vidal N. (2022): A Tempo-
rary Immersion System to Improve Cannabis sativa Micropropagation. Frontiers in Plant
Science 13: 895971.

Canopy Growth Corporation. Enhanced Cannabis Plants and Methods of Making and
Using the Same. Roscow R. F, ¢. 20190119694. [Cit. 2023-12-1]. Dostupny z: (https:
//patents. justia.com/patent/20190119694).

Russo E. B. aj. (2008): Phytochemical and genetic analyses of ancient Cannabis from
Central Asia. Journal of Experimental Botany 59: 4171-4182.

Sakamoto K., Akiyama Y., Fukui K., Kamada H., Satoh S. (1998): Characterization; Ge-
nome Sizes and Morphology of Sex Chromosomes in Hemp (Cannabis sativa L.) Cyto-
logia 63: 459-464.

Trait Biosciences Inc. Systems and methods for enhancing trichome formation and density

in Cannabis. Sayre R., Soto-Aguilar M., Zidenga T., Goncalves E. C., ¢. 11352635B2.
[Cit. 2023-11-30]. Dostupny z: (https: //patents . google . com/patent /
US11352635B2/enfpatentCitations).

59


https://patents.justia.com/patent/20190119694
https://patents.justia.com/patent/20190119694
https://patents.google.com/patent/US11352635B2/en#patentCitations
https://patents.google.com/patent/US11352635B2/en#patentCitations

[99] Sharma D., Bhushan S., Agrawal D. C., Dhar M. K., Kaul S. (2022): Cannabis as a Potent
Therapeutic Agent for Pharmaceutical Drugs: Recent Advancement in Drug Discovery
and Human Healthcare. In: Agrawal D. C., Kumar R., Dhanasekaran M. (ed.): pp. 77—
99, Springer Nature, Singapore.

[100] Schilling S., Dowling C. A., Shi J., Ryan L., Hunt D. J. L., O’Reilly E., Perry A. S.,
Kinnane O., McCabe P. F., Melzer R. (2021): The Cream of the Crop: Biology, Breeding,
and Applications of Cannabis sativa. Annual Plant Reviews 4: 471-528.

[101] Siminis C. I., Kanellis A. K., Roubelakis-Angelakis K. A. (1994): Catalase Is Differen-
tially Expressed in Dividing and Nondividing Protoplasts. Plant Physiology 105: 1375-
1383.

[102] Small E. (2015): Evolution and Classification of Cannabis sativa (Marijuana, Hemp) in
Relation to Human Utilization. The Botanical Review 81: 189-294.

[103] Stephen C., Zayas V. A., Galic A., Bridgen M. P. (2023): Micropropagation of Hemp
(Cannabis sativa L.) HortScience 58: 307-316.

[104] Strzalka W., Ziemienowicz A. (2011): Proliferating cell nuclear antigen (PCNA): a key
factor in DNA replication and cell cycle regulation. Annals of Botany 107: 1127-1140.

[105] Sturm J., Krause E. H. L., Missbach E. R. (1905): J. Sturms Flora von Deutschland: in
Abbildungen nach der Natur. K. G. Lutz, Stuttgart.

[106] Sevéikova H., Lipavskd H., Maskova P. (2016): Metodika fotoautotrofni kultivace rostlin
za podminek in vitro. Univerzita Karlova v Praze.

[107] Tanney C. A. S., Backer R., Geitmann A., Smith D. L. (2021): Cannabis Glandular Tri-
chomes: A Cellular Metabolite Factory. Frontiers in Plant Science 12: 721986.

[108] Tessadori F., Chupeau M.-C., Chupeau Y., Knip M., Germann S., Driel R., Fransz P,
Gaudin V. (2007): Large-scale dissociation and sequential reassembly of pericentric he-

terochromatin in dedifferentiated Arabidopsis cells. Journal of Cell Science 120: 1200-
1208.

[109] Trusinova V. (2012): Protoplastové kultury hrachu (Pisum sativum L.) a jeho planych
pribuznych. Diplomova préce, Piirodovédeckd fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc.

[110] Tsay H.-S., Lee C.-Y., Agrawal D. C., Basker S. (2006): Influence of ventilation closure,
gelling agent and explant type on shoot bud proliferation and hyperhydricity in Scrophu-
laria yoshimurae—A medicinal plant. In Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant
42: 445-449.

[111] Van Diest P. J., Brugal G., Baak J. P. (1998): Proliferation markers in tumours: interpre-
tation and clinical value. Journal of Clinical Pathology 51: 716-724.

[112] Vissenberg K., Quelo A.-H., Van Gestel K., Olyslaegers G., Verbelen J.-P. (2000): From
hormone signal, via the cytoskeleton, to cell growth in single cells of tobacco. Cell Bio-
logy International 24: 343-349.

[113] Wielgus K., Luwanska A., Lassocinski W., Kaczmarek Z. (2008): Estimation of Canna-
bis sativa L. Tissue Culture Conditions Essential for Callus Induction and Plant Regene-
ration. Journal of Natural Fibers 5: 199-207.

60



[114] Williams L., Zhao J., Morozova N., Li Y., Avivi Y., Grafi G. (2003): Chromatin reorgani-
zation accompanying cellular dedifferentiation is associated with modifications of histone
H3, redistribution of HP1, and activation of E2F-target genes. Developmental Dynamics
228: 113-120.

[115] Wolffe A. (1998): Chromatin: Structure and Function. Academic Press, London, UK.

[116] Xu L., Li S., Shabala S., Jian T., Zhang W. (2019): Plants Grown in Parafilm-Wrapped
Petri Dishes Are Stressed and Possess Altered Gene Expression Profile. Frontiers in Plant
Science 10: 637.

[117] Xu M., Du Q., Tian C., Wang Y., Jiao Y. (2021): Stochastic gene expression drives me-
sophyll protoplast regeneration. Science Advances 7: eabg8466.

[118] Yang Z., Wang Y., Wei X., Zhao X., Wang B., Sui N. (2017): Transcription Profiles
of Genes Related to Hormonal Regulations Under Salt Stress in Sweet Sorghum. Plant
Molecular Biology Reporter 35: 586-599.

[119] Yildirim B., Aasim M., Aytag¢ S. (2023): Optimizng in vitro germination of primed in-
dustrial hemp seeds. Anatolian Journal of Botany 7: 112-116.

[120] Yin M., Pan G., Tao J., Doblin M. S., Zeng W., Pan L., Zhao L., Li Z., Jiang H., Chang
L., Deng Y., Li D., Huang S. (2022): Identification of MYB genes reveals their potential

functions in cadmium stress response and the regulation of cannabinoid biosynthesis in
hemp. Industrial Crops and Products 180: 114607.

[121] Zhang D., Wang R., Xiao J., Zhu S., Li X., Han S., Li Z., Zhao Y., Shohag M. J. 1,
He Z., Li S. (2022): An integrated physiology, cytology, and proteomics analysis reveals
a network of sugarcane protoplast responses to enzymolysis. Frontiers in Plant Science
13: 1066073.

[122] Zhang X., Xu G., Cheng C., Lei L., SunJ., Xu Y., Deng C., Dai Z., Yang Z., Chen X., Liu
C., Tang Q., Su J. (2021): Establishment of an Agrobacterium-mediated genetic transfor-
mation and CRISPR/Cas9-mediated targeted mutagenesis in Hemp (Cannabis sativa L.)
Plant Biotechnology Journal 19: 1979-1987.

[123] Zhao J., Morozova N., Williams L., Libs L., Avivi Y., Grafi G. (2001): Two phases of
chromatin decondensation during dedifferentiation of plant cells - Distinction between
competence for cell fate switch and a commitment for S phase. Journal of Biological
Chemistry 276: 22772-22778.

[124] Zhu J.-K. (2016): Abiotic Stress Signaling and Responses in Plants. Cell 167: 313-324.

[125] Zhu P., Zhao Y., You X., Zhang Y. J., Vasseur L., Haughn G., Liu Y. (2022): A versatile
protoplast system and its application in Cannabis sativa L. Botany 101: 291-300.

61



	Molekulární aspekty protoplastových kultur konopí setého (Cannabis sativa L.)
	Molekulární aspekty protoplastových kultur konopí setého (Cannabis sativa L.)
	Souhrn
	Souhrn
	Obsah
	1 Úvod
	2 Cíle práce
	3 Literární přehled
	3.1 Konopí seté (Cannabis sativa L.)
	3.1.1 Determinace pohlaví
	3.1.2 Genomová charakterizace

	3.2 Vybrané metody biotechnologie konopí
	3.2.1 Somatická regenerace
	3.2.2 Bioreaktory
	3.2.3 Geneticky modifikované konopí

	3.3 Protoplastové kultury konopí
	3.3.1 Izolace a purifikace
	3.3.2 Kultivace a regenerace
	3.3.3 Využití protoplastových kultur

	3.4 Molekulární charakteristika protoplastů
	3.4.1 Změny ve struktuře chromatinu
	3.4.2 Změny v epigenomu
	3.4.3 Expresní profil protoplastů
	3.4.3.1 Hormonální signalizace
	3.4.3.2 PCNA: Proliferační gen
	3.4.3.3 PP2C a LEA: Geny související s abiotickým stresem
	3.4.3.4 APX a CAT: Ochrana před oxidativním stresem



	4 Materiál a metody
	4.1 Biologický materiál
	4.2 Použité chemikálie, soupravy a roztoky
	4.3 Seznam použitých přístrojů a zařízení
	4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy
	4.4.1 Pěstování rostlin ex vitro
	4.4.2 Převod a pěstování rostlin in vitro
	4.4.3 Izolace protoplastů
	4.4.4 Stanovení životnosti, koncentrace a výtěžnosti protoplastů
	4.4.5 Kultivace protoplastů
	4.4.6 Izolace mRNA
	4.4.7 Gelová elektroforéza
	4.4.8 Přečištění mRNA od DNA
	4.4.9 Dvoustupňová RT-qPCR
	4.4.10 Statistické hodnocení


	5 Výsledky
	5.1 In vitro kultivace
	5.1.1 Sterilizace
	5.1.2 Zdroj explantátu
	5.1.3 Vliv prostředí kultivace

	5.2 Protoplastizace
	5.2.1 Volba rostlinného materiálu
	5.2.2 Volba enzymatického roztoku
	5.2.3 Optimalizace protoplastizace
	5.2.4 Výtěžnost a viabilita

	5.3 Kultivace protoplastů
	5.3.1 Exprese genů souvisejících s proliferací
	5.3.2 Exprese genů souvisejících s abiotickým stresem
	5.3.3 Exprese genů souvisejících s oxidativním stresem


	6 Diskuse
	7 Závěr
	Literatura


