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1 Uvod

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

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

Tato prace zkoumd biotechnologické perspektivy konopi s diirazem na pfipravu 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 Casti byla provedena in vitro kultivace riiznych genotypu konopi, izolace mezen-
chymatickych protoplasti a jejich kultivace. Pro hodnoceni jejich stavu a prolifera¢niho

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. Vypracovéni reSerSe na téma diplomové price

2. Shromézdéni dostupnych literdrnich zdroja

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

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

2. Izolace RNA, ptepis do cDNA, analyza exprese vybranych genti



3 Literarni prehled

3.1 Konopi seté (Cannabis sativa L.)

Konopi seté je fazeno mezi jednoleté dvoudélozné rostliny. Pfevazuje 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. Prevldda
ndzor, ktery je podpofen samotnou definici druhu, Ze by se mél rozliSovat pouze jeden
druh, ktery sestdvd minimdlné ze dvou poddruhii (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 pfednost vymezeni vice druhti

na zdkladé typologickych a morfologickych charakteristik, nebo podle obsahu terpenoida

(Hillig er Mahlberg, 2004).

Tabulka 1: Klasifikace konopi

Rise (Kingdom)

Rostliny (Plantae)

PodfiSe (Subkingdom)

Zelené rostliny (Viridiplantae)

Infrakingdom

Streptofyty (Streptophyta)

Superoddéleni (Superdivision)

Vys$§i rostliny (Embryophyta)

Oddéleni (Division)

Cévnaté rostliny (Tracheophyta)

Pododdéleni (Subdivision)

Semenné rostliny (Spermatophytina)

Trida (Class) Dvoudélozné rostliny (Magnoliopsida)
Nadfad (Superorder) Rosanae
Réd (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.



Lodyha konopi je vzpifimenad a jeji velikost se nejcastéji pohybuje mezi 1-3 m. Saméi
rostliny jsou standardné vyssi a méné robustni nez samici (Miller, 1970; Raman et al.,
2017).

Listy jsou dlanité zpefené a ikonicky se zobrazuji se 7 listky (laloky). Tento pocet
vSak nenf striktné stanoven. Prvni pdr listi semendcki je tvofen jednim lalokem, mladsi
listy jsou Castéji trojlalocné a dospélé listy se mohou sklddat ze 3-9 listki (Potter, 2009;
Hesami et al., 2023a). Listky maji tzce 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 tvofi husté olisténé
hrozny. Jednotlivé Sedozelené kvéty se sklddaji ze semeniku obklopeného kali$nimi listky
(svrchni dvoupouzdry semenik), pficemz pestik je vybaven dvéma nitkovitymi bliznami
k zachyceni pylovych zrn undSenych vétrem. Kvéty samcich rostlin maji svétlezelenou
barvu a mohou se objevit jednotlivé, ve hroznech nebo ve tfikvétych latach, které rostou
v pazdi hornich vétvi (tzv. dzlabni lata). Kazdy kvét se skladd z péti okvétnich platki,
péti tyCinek a je nesen na Stihlé stopce. Sam¢i kvétenstvi dozravd obvykle dfive neZ sa-
mici, a to 0 2—4 tydny. Samici kvétenstvi je husté pokryto Zlaznatymi trichomy, které jsou
v mens$im mnoZstvi pritomny také na listenech, spodni strané prasnikovych vacki a na lo-
dyze. Tyto trichomy sekretuji pryskyfici, kterd je bohatd na terpenoidni latky vcetné kana-
binoidd. V diasledku toho jsou sami¢i kvétenstvi objektem zdjmu pro ty, ktef{ je vyuZzivaji
pro rekreacni nebo 1é¢ebné ucely (Potter, 2009; Raman et al., 2017; Hesami et al., 2023a).

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

Schématicky nédkres typickych morfologickych znak, 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 vyuZivd jiZ po nékolik tisi-
cileti. Prvni archeologicky nélez semen v japonské keramice dokazuje minimalné jejich
ornamentdlni vyznam v obdobi 8 tis. let pf. n. 1. (Ren et al., 2021).

Podle rozsdhlych studii fosilniho pylu, které provedli McPartland ef al. (2019), vime,
Ze k oddéleni tohoto rodu od sesterského rodu Humulus doSlo v oblasti Tibetské ndhorni
plosiny pred 27,8 miliony let. Podle cetnych archeologickych nélezi je zfejmé, Ze lidé uz
v obdobi raného neolitu konopi aktivné vyuzivali (Russo et al., 2008; Mitchell, 2014; Ren
etal.,2021).

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

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

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

3.1.1 Determinace pohlavi

Genom konopi je diploidni a sklddd se z deseti pari chromozomt (2n = 20; x = 10),
z nichZ je devét parG autozomu a jeden par heteromorfnich gonozomt X a Y. Pohlavi
je stanoveno pomérem chromozomi X ku poctu autozomil (X/A systém). Samici a her-
mafroditni rostliny jsou homogametické (XX) a samé{ heterogametické (XY) (Ming et al.,
2011; Razumova et al., 2016). Z hlediska konopného primyslu je v€asné urceni pohlavi
velice Zaddouci. Zatimco sam¢i a samici rostliny 1ze identifikovat v relativné raném véku,
identifikace hermafroditni rostliny je komplikovanéjsi. Neddvna price ptinesla feSeni po-
moci Ramanova spektrometru. Tato metoda umoZnila 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 saméich. Chromozom Y je tedy
vétsi nezli chromozom X. O struktufe pohlavnich i dal§ich chromozomi 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 part bylo metacentrickych, jeden submetacentricky a posledni
par nesl satelitni oblast organizitoru jadérka (NOR).

Prvni referen¢ni genomovou sekvenci publikovali Bakel et al. (2011), coZ bylo pro
genomiku konopi zdsadnim krokem. Toto nekompletni sestaveni vSak obsdhlo pouze 60 %
(534 Mb) celkového genomu. Povedlo se tak ale navrhnout az 30 000 gend.

Od té doby bylo vytvofeno a zvefejnéno nékolik dalSich referencnich genomu (La-
verty et al., 2019; Gao et al., 2020; Grassa et al., 2021). V soucasné dobé je na strankich
National Center for Biotechnology Information (NCBI) k dispozici minimélné 15 slo-
Zenych genomu. Hurgobin et al. (2021) poskytli komplexni pfehled 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 referencniho 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. Kédujicich 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 tkdfovych kultur, ndm umoziuje efektivni namnozeni rostlinného materiélu.
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 pfed samotnym procesem dezinfekce a zalo-
Zenim kultur. Druhd faze spocivéa ve zfizeni aseptickych kultur, obvykle pouZitim dezin-
fekcénich latek pro povrchovou sterilizace explantatl. Treti faze predstavuje obdobi riistu
a mnoZeni rostlinného materialu. Ctvrtd fize je obdobim, kdy dochdzi k indukci kofend,
a patd faze zahrnuje aklimatizaci rostlin a pfevod do ex vitra (Debergh et Maene, 1981).

Rizné druhy rostlin vykazuji odlisné a Casto specifické pozadavky pro efektivni a ts-
peSnou mikropropagaci. Pii 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 probihd u konopi. Nedostatek dobfie de-
finovanych a zavedenych protokolu pro stabilni in vitro kultivaci konopi je zatim stile
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 pouZzivat ty, které byly
péstované v ristovych komorich, protoze rostliny pochézejici z venkovniho prostfedi
maji vétsi vyskyt endofytnich mikrobd. Vysledky ukdzaly, Ze koncentrace desinfekcniho
¢inidla Savo (20-60 %) je dostatecna ke sterilizaci a neovliviiuje vitalitu explantatu. Au-

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



noddlni a vrcholové explantaty jsou jakoZto zdroje pro mikropropagaci podobné vhodné.

Pro kultivaci konopi je vyuzivdno vice médii (1/2 MS, MS, LS, DKW). U&innost
vSak miZe byt zavisld na konkrétnim kultivaru. Pfednostné se doporucuje pouZzivat mé-
dium DKW, nebot’ bylo prokazéano, Ze snizuje vyskyt morfologickych defekti pozoro-
vanych u rostlin rostoucich na MS médiu (Page et al., 2021). Optimélni koncentrace
sachar6zy se pohybuje mezi 1,5-3,0 % a pH média by mélo byt 5,8 nebo mirné vyssi.
Vyrazny vliv Zelirovaciho ¢inidla nebyl zaznamenén. Cytokininy 2iP a BA v koncentra-
cich 1-5 uM jsou doporuceny pro urychleni mnoZeni kultur konopi se soucasnym udrZze-
nim kvality. Autofi upozoriiuji, Ze pouziti syntetického ristového reguldtoru thidiazuronu
(TDZ) a cytokinint 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 kofenéni ex vitro mize byt G¢inné (Stephen et al., 2023).

Vliv pozice explantitu na matetfské rostliné na rdst a vyvoj in vitro kultur zkoumali
Hesami et al. (2023b). Zjistilo se, Ze explantity z apikdlni a prostfedni ¢4sti rostliny mély
snizenou schopnost tvorby uzlin (nodit). Naopak tomu vsak bylo u explantati 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 zplisobeny rozdilem
v distribuci endogennich fytohormond, cukrti 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 buiiky maji schopnost diferencovat se do riznych specializova-
nych bunék a pfispét k tvorbé celého organismu. V rostlindch si nékteré buriky udrzuji
totipotentni potencidl i po diferenciaci. Tyto buiiky 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. Pfi somatické embryogenezi se nejprve vytvoii buiika po-

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



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

Je zndmo, Ze co se tyCe regenerace, konopi je pomérné vzdorovitou rostlinou. Starsi
prace byly obvykle zaméfeny na nepiimou regeneraci. Tvorba kalusu neni tolik proble-
matickd, avSak regenerovat novy vyhonek, ktery by dal vzniknout celé rostliné, je velice
obtizné (Lata et al., 2017). Z dosavadnich pokust vyc¢nivaji dvé prace. V prvni autofi
pouzili Daria médium a 14 % kalusi dspéSné regenerovalo nové rostliny (Wielgus e al.,
2008). Ve druhé bylo zjisténo, Ze lepsi regenerace je mozno dosdhnout na MS médiu obo-
haceném o synteticky rastovy reguldtor TDZ. Témér 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 nepiima regenerace u konopi je timto
zajisténa. Monthony et al. (2021) pozitivni vliv TDZ nepotvrdili ani u jednoho z deseti
genotypt konopi a dokonce zaznamenali zvySeni nekrotizace kalusi.

Galan-Avila et al. (2020) studovali moZnosti piimé somatické regenerace, a to z ex-
plantatd hypokotyli, dé€loznich a pravych listii naklicenych rostlin. Vysledky ukazaly sil-
nou zavislost rostlin na genotypu, typu explantitu a hormondlnich stimulech. Nejlepsi
odezvy bylo dosazeno u hypokotyll odridy "USO 31°, kdy na médiich (1/2MS) s obsa-
hem ZEA®/B a 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 rtstovych reguldtorti, kdy vyhonky dokonce spontdnné kotenily. Tato prace pfinesla
i dalsi zajimavy poznatek. Regenerovanym vyhonkim davaji zaklad pericyklické bunky
sousedici se xylémovymi pdly, které jsou vysoce pluripotentni. K regeneraci tudiz doslo

1 bez pfedchozi potreby dediferenciace.

3.2.2 Bioreaktory

Kultivace jednotlivych bun€k ¢i orgdni 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
sekunddrnich metabolitd (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 primyslové nizkondkladové in vitro mnoZeni konopi. Prvni praci



o uspésném vyuziti bioreaktorti v rdmci multiplikace konopf pfinesli Lata et al. (2010b)

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

3.2.3 Geneticky modifikované konopi

Kviili nepriznivym regeneraénim schopnostem konopi a vzdorovitosti vii¢i technologiim
genového inZenyrstvi byly dvefe ke vzniku stabilné geneticky upraveného konopi dlou-
hou dobu zavfeny. Prvni zdznam pochazi z roku 2000, kdy byly prostiednictvim bakterie
A. tumefaciens transfekovany apikalni meristémy, které daly vzniknout prvnim geneticky
modifikovanym rostlindm konopi. Pfidany 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 téchto dvou zpravich se vyvoj
v tomto sméru zastavil na pomérné dlouhou dobu.

Poznatky, Ze A. tumefaciens mohou byt vhodné pro pfenos genli do genomu konopi,
vedly k potfeb€ co nejucinnéjsi infekce, kterou nabidli aZ Deguchi et al. (2020) pomoci
vakuové agroinfiltrace. Usp&snost transgenoze byla hodnocena pomoci vizualizace expri-
movaného reportérového genu GUS a také sniZenim exprese genu pro fytoen desaturdzu
pomoci RNA interference. Autori se vSak regeneraci geneticky modifikovaného konopi
nevénovali.

Podstatnd byla price Galan-Avila ef al. (2021). Pfimou regeneraci se podafilo zfs-
kat celkem 9 stabilné transgennich rostlin. Autofi pomoci A. tumefaciens transfekovali
hypokotyly, déloznf listy a apikalni meristémy. Nejvétsiho dspéchu bylo dosaZeno u hy-
pokotyll, kdy na selektivnim médiu prob&hla regenerace s uspésnosti 23,1 %, z nichZ
5 % (6 rostlin) bylo stabilné transformovano. DéloZni listy vykazovaly 1% regeneracni
schopnost (2 rostliny) a z meristéma se podafilo ziskat pouze 1 transgenni rostlinu.

Velkého uspéchu dosdhli 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 spole¢né 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 upravu farmaceuticky vyznamnych genti ptinesl Matchett-
Oates (2022). Autor vychdazel ze zjiSténi, Ze geny pro biosyntézu 1écebné vyznamnych ka-
nabinoidi 1ze ovlivnit pomoci RNA interference prostfednictvim agroinfiltrace (Matchett-
Oates et al., 2021a). Nepfima regenerace nebyla uspésnd u kalust odvozenych z trans-
formovanych dé€loznich listd. 5% uspéch byl zaznamenan pouze u netransformovanych
kontrolnich vzorkil. Pfimou regeneraci z transformovanych hypokotyld byly ziskdny
3 vyhonky (1,1 %), z nichZ pouze jeden zakotenil. Pfekvapenim bylo, Ze nedoslo k o¢eka-
vanému sniZeni exprese gend zapojenych do syntézy kanabinoidd, ale naopak k prikazné
up-regulaci (Matchett-Oates, 2022).

Kanabinoidy jsou syntetizovany a kvuli své toxicité také vyhradné skladovany v za-
sobni dutiné glanduldrnich trichomt (Tanney et al., 2021). Dal$i moznosti, jak ovlivnit
vytéznost kanabinoidd, je zvysit tvorbu trichomi. Potencidlnim teréem genového inZe-
nyrstvi mize byt rodina transkripénich faktord MYB (Yin et al., 2022). Tato technologie
byla dokonce patentovina, ale o tom, zda jiZ vedla k tdspéchu, jsem informace bohuzel
nenasel (Sayre et al., 2022).

Je tu vSak jeden patent spole¢nosti 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 trichoml a pomoci RNA interference na sniZeni mnozstvi transkriptii
represord indukce jejich rastu. V nékterych ptipadech az 100 % povrchu nadzemni ¢asti
transgennich rostlin bylo pokryto trichomy a produkce THC byla tak zvySena desetina-
sobné (Roscow, 2019).

3.3 Protoplastové kultury konopi

Protoplasty jsou rostlinné buiiky, z nichZ byla bud’ mechanicky, nebo nejcastéji enzyma-
ticky odstranéna bunécnd sténa. Tato modifikace otevird dvefe studiim rostlinné buriky,
které by jinak nebyly mozné. V soucasné dobé se vyuZivani protoplastovych kultur stale
vice vraci na biotechnologickou scénu. Protoplasty predstavuji efektivni ndstroj pro stu-
dium dediferenciace, genetické transformace, editaci genomu a pro vyhodnoceni expres-
nich systému (Jiang et al., 2013; Hesami et al., 2021a). Unikéatni je jejich schopnost rege-

nerace, kdy za optimélnich podminek je moZno z jediné buiiky ziskat celou novou rostlinu.
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Toho se vyuziva naptiklad pfi klonovéni, regeneraci nechimernich geneticky modifikova-
nych rostlin a pfi somatické hybridizaci. Tato technika umoZnuje fizi protoplastl ze dvou
rostlin, pficemz vznikly fizni produkt je ndsledné regenerovdn jako hybridni rostlina. Tim
je umoZnéno vytvaret hybridy v rdmci stejného druhu, modifikovat ploidii a dokonce pfte-
kondvat reprodukéni bariéry mezi nekompatibilnimi druhy (Jiang et al., 2013; Adhikary
et al.,2021; Hesami et al., 2021a).

V poslednich letech zaZivaji protoplastové kultury konopi pocatek expanze. Védecka
spole¢nost se snaZi o optimalizaci podminek izolace a vychazeji prvni zpravy o vyuZiti

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

3.3.1 Izolace a purifikace

Uspésnd izolace protoplastl je ovlivnéna mnoha faktory, které mohou byt jak druhové,
podminky enzymatického oSetfeni (slozeni a koncentrace enzymd, teplota a Cas inkubace)
a zpusob precisténi (napt. vhodné nastaveni centrifuganich podminek). Vytéznost a Zi-
votaschopnost se také odviji dle vlastnosti pouzitych roztokd, jako je vhodnd osmolarita,
pH a teplota (Evans et Bravo, 2013).

Dostupné préce, kterym se budu vénovat niZe, se shoduji v tom, Ze izolace konopnych
protoplasti je proveditelnd, ale pomérné problematickd zalezitost. Kviili genotypovym
odliSnostem a rozdilech v donorovych materidlech dosud nebyl vyvinut Zddny univer-
zalni postup. Dosavadni metodiku 1ze shrnout, Ze jako zdroj pro izolaci mohou byt pouZzity
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 pektolyazy. K precis-
téni se vyuziva diferencidlni centrifugace na sachar6zovém gradientu (Lazi¢, 2020; Kim
etal.,2022; Zhu et al., 2022).

Drtive existovaly pouze dva zdroje, které popisovaly metodu izolace konopnych proto-
plastd, avSak informace byly v mnohém nejasné nebo malo podrobné. Prvni prace zkou-
mala uc¢inek kombinaci riznych enzymi, vliv osmolarity roztokd a vychoziho materidlu.
Autor provedl dspésnou izolaci z mladych i starych listi rostlin péstovanych ve skleniku

a z kalust. BohuZel neni uvedeno, z jakého mnozstvi 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 pouzili protoplasty z listi
a popsali sloZeni pouzivanych roztokd. Udaje o koncentraci a Zivotaschopnosti viak ne-
byly uvedeny.

Vice jak deset let se v této problematice nijak nepokrocilo. Izolaci konopnych pro-
toplastli se pak vénovali az Flaishman er al. (2019). JelikoZ se vsak jednalo o patent,
tak konkrétni data nebyla zvefejnéna. Lazi¢ (2020) se ve své prici snaZil o optimalizaci
izolace protoplastlii z kalusti, mladych listG a hypokotyld in vitro vykliceného konopi.
Nejlepsich vysledki bylo dosaZeno u etiolovanych hypokotyli.

V roce 2021 byly publikovény 2 z4sadni prace, kde byly rozsdhle optimalizovany pod-
minky izolace konopnych protoplastii. Matchett-Oates et al. (2021b) se zaméfili na mladé
listy in vitro p€stovanych apikdlnich 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 pektolydzu.

Rok 2022 ptinesl dalsi dal$i 2 zprdvy o izolaci protoplasti z konopi. Kim et al. (2022)
optimalizovali podminky enzymatického oSetfeni pro izolaci protoplastl z plné vyvinu-
tych dospélych listi 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 déloznf listy poskytly protoplasty se za-
tim nejvétsi vytéZnosti 1 viabilitou.

V roce 2024 byla publikovdna prace o izolaci protoplastii z konopnych kalusii 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 sekundarni bunécné stény. Buiiky 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-

Vv s

plastt, spole¢né s detailn€jSimi informacemi podminek izolace shrnuje Tabulka 2.
3.3.2 Kultivace a regenerace

De novo regenerace je diilezitou schopnosti protoplastl, kterd se u jinych rostlin vyu-
Ziva v oblasti genetického inZenyrstvi a vyvoje novych kultivard. Zd4 se, Ze u konopi

dosavadni vyzkum jesté nedosahl svého plného potenciélu, nebot’ pozornost védecké ko-
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Tabulka 2: Studie izolace protoplasti u konopfi

o . .. Vytéinost
Odruda Zdrojovy material Podminky izol s i
jovy inky izolace Viabilita [%] Literatura
L Mlady a staré listy 1% pektindza; 1% driseldza; 10% sorbitol; 10° bunék-ml !
Afghanskd (pEstovéno ve skleniku) a kalusy 19% MgCly; 1% KH,PO,; 4-16 h - Jones (1979)
1% celuldza; 0,2% macerozym; 0,4M manitol; )
Mexicka Listové bunky 0,1% pektolydza; 88mM sachardza; _ Morimoto et al. (2007)
30 °C; 4 h; jemné michéni B
L. 1,5% celuldza; 0,4% macerozym (listy); 105 <11 —1
Finola Kalusy, mladé listy, hypokotyly 1% celuldza; 0,1% macerozym (hypokotyly); 1.8-10° bunék-ml

in vitro semenacku

3—-14 h; 25 °C; jemné michan{

25,7

Lazi¢ (2020)

Cannbio-2; bohaté
na THC/CBD

Mladé listy in vitro
apikdlnich explantdtd

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

7,8-10% bunék-g—!
72

Matchett-Oates ef al.
(2021b)

Cherry x Otto II:
Sweetened a dalsi

Mladé listy in vitro
apikdlnich explantdtd

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

16 h; pokojova teplota; jemné michani

2,27-106 bungk-g

82

Beard et al. (2021)

Plné vyvinuté

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

9,7-10% bunék-g—!

Kim et al. (2022)

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

6 h; 22 °C; jemné michin{

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 pfechodné listy
Finola Kalusy

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

16 h; 25 °C; jemné michani

8,8-10% bunék-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 kulture
a dals{ kultivaci k de novo regeneraci rostlin nedoslo (Flaishman et al., 2019). Detailnégj$i
informace a prvni popis bunééného déleni konopnych protoplastii neddvno prinesli az
Monthony et Jones (2024). V jejich jiz zminéné praci se autofi nevénovali pouze izolaci
protoplastd, ale provedli i zatim nejdelsi kultivaci. Do 3 tydni, kdy Zivotaschopnost za-
cala prudce klesat, zaznamenali ¢asteCnou regeneraci. Potvrzena byla i zdvislost viability

na hustoté protoplastovych kultur.
3.3.3 Vyuziti protoplastovych kultur

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

Prvni zpravy o uspésné prechodné transformaci konopnych protoplasti pfinesli
Matchett-Oates et al. (2021b) a o mésic pozdé€ji Beard et al. (2021). Protoplasty byly
pfechodné transformovédny plasmidovou DNA nesouci expresni kazetu s fluorescenénim
markerem. K pfenosu chimernich genti byla pouzita chemickd metoda pomoci polyethy-
lenglykolu. V prvni préci byla dosazena 23% a ve druhé aZ 31% efektivita transformace.
O rok pozdéji vysel Clanek, ktery uvedl, Ze dosdhl pfechodné transformace protoplasti
s efektivitou 55,3 %. Pouzity byly fuizni, fluorescencné znacené geny pro biosyntézu ka-
nabinoidd (Kim etz al., 2022). V stejném roce byla publikovana jesté jedna préce, kde byla
provedena transfekce konopnych protoplastt s icinnosti az 75,4 % (Zhu et al., 2022).

Prechodnd transformace protoplasti je také uZiteCnou metodou pro ovéfeni dcinnosti
navrzeného konstruktu gRNA pro ndslednou editaci genomu pomoci technologie cilené
mutageneze CRISPR/Cas9. Zhang et al. (2021) vytvorili detekéni systém pro tpravu spe-
cificity gRNA v konopnych protoplastech a umoZznili tak vyhodnoceni efektivity mutage-
neze na cilovych oblastech gend.

Prostfednictvim kultur protoplastl 1ze nejen G¢inné posoudit ndstroje pro dpravu gent,
ale také je teoreticky mozné pfimo regenerovat transgenni rostliny konopi (Li ez al., 2022).
Jak ale uvedli Hesami et al. (2021a), do dneSniho data stéle plati, Ze neexistuje Zadna

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

Procesem protoplastizace butiky méni sviij jaderny program a ztraci svij diferencovany
stav. Pfi nédsledné kultivaci dochéazi k caste¢né ¢i tuplné dediferenciaci, kterd se odrazi
ve zménéné expresi gend. Pravé proto jsou rostlinné protoplasty jedineCnym ndstrojem
pro studium molekuldrnich mechanismi souvisejicich s organizaci chromatinu v jadfe,

stejné jako pro sledovéni specifické genové exprese (Cépal e Ondiej, 2014).
3.4.1 Zmény ve struktuie chromatinu

Chromatin je komplexni struktura obsaZend v jadfe eukaryotickych bunék, kterd se skldda
z DNA, bilkovin a RNA. Podle tésnosti vazeb, prostorového usporadani a pfistupnosti
k transkripnimu aparatu miZeme rozliSovat jeho dvé zdkladni podoby, a to euchromatin
a heterochromatin. Euchromatin je volnéjsi struktura, kterd je aktivnéjs$i a umoziiuje pre-
pis gent. Naopak heterochromatin je kompaktnéjsi strukturou a v genové expresi miiZe
byt castecné ¢i kompletné neaktivni. Chromatin je tedy klicovym hri¢em v organizaci
genetické informace a jeho struktura miize odpovidat genové aktivité¢ (Wolffe, 1998).

Znamym jevem protoplastizace je velice rychld dekondenzace heterochromatinu a za-
nik chromocenter. Jednd se o pfechodnou fazi, kterda je nezbytnd pro aktivaci gend, 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 dochazi. Bylo prokdzano, Ze na redukci heterochromatinu samotné fezani ma-
teridlu pfed pouzitim enzymatického roztoku vliv nemd. NejspiSe k tomu tedy dochdzi
vlivem stresovych podminek samotné enzymolyzy, pficemz velk4 role je prikladdna vol-
nym kyslikovym radikdliim (Zhao et al., 2001; Tessadori et al., 2007; Ondfej et al., 2010;
Grafi er al., 2011).

Druhym krokem je vstup do bunééného cyklu a zisk nové bunécné identity. Kom-
petentni buniky pii kultivaci prodéldvaji dal§i zmény v organizaci chromatinu. Dochazi
ke druhé dekondenzaci, kterd byla pfimo 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 novd rovnovdha
mezi euchromatinem a heterochromatinem. Tyto zmény jsou pfimo zdvislé na podmin-
kach kultivace a zejména na pouZiti fytohormond. Ne kazdd bunka ziskd pfi kultivaci

schopnost regenerace. Rekonstituce chromocenter mize vSak slouZit jako marker regene-
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racni schopnosti protoplastd (Ondfej et al., 2008).

Bylo prokédzano, Ze rychlost a mira rekondenzace chromatinu je zdvisld na mnoZstvi
reaktivnich forem kysliku (ROS). Po pridani antioxidantd do kultivaéniho média dochazi
k restrukturalizaci chromatinu rychleji a zarover i ke spusténi antioxidacnich mechanismi

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

Uroveti kondenzace chromatinu a exprese genti souvisi s epigenetickymi zna¢kami, a to
jak na DNA, tak i na histonech. Je intuitivni predpoklddat, Ze za zménami ve struktufe
chromatinu u protoplastovych kultur by mohla stit pravé epigenetika. Tessadori et al.,
(2007) vS8ak prokézali, Ze redukce heterochromatinu se neodrdzi ve sniZeni vyskytu re-
presivnich znacek (methylace DNA, H3K4me2 a H3K9me?2). Celkovy vyskyt téchto zna-
cek 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 zménéch
v redistribuci heterochromatinového proteinu 1 (HP1). V rozporu vSak autofi detekovali
i zmény v modifikaci histonu H3 (Williams et al., 2003).

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

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

vétsSim poklesem v obdobi rekonstituce chromocenter.
3.4.3 Expresni profil protoplasti

Protoplastizaci zvySend dostupnost chromatinu podporuje stochastickou aktivaci genové
exprese, kterd je spojovdna se ziskdnim regeneracniho potencidlu. Az dile v pribéhu
bunécné dediferenciace prochdzeji protoplasty pozoruhodnymi zménami ve svém vzoru
genové exprese. Opousti program, ktery fidil specificitu dané somatické burky, a zavadi
se novy, ktery umoziiuje déleni a vznik bunék s odliSnym bunéénym osudem (Zhao et al.,
2001; Xu et al., 2021). Vyzkumy se tedy nejCastéji zaméfuji na geny zapojené do re-
generace, bunééného dé€leni 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 drdha Ctk vede k aktivaci transkripcnich faktord, ¢imz dochdzi k expresi
cilovych gent, mezi které patfi i transkripcni represory, které zprostredkovavaji negativni
zpétnovazebnou smycku (Hwang et Sheen, 2001; Li et al., 2021).

Fytohormon auxin (Aux) je kli¢ovym reguldtorem ristu a vyvoje rostlin, ktery pie-
nasi signdly jak na dlouhé, tak na kratké vzdédlenosti. Kratkd a pfitom vSestrannd Aux
signdlni drdha se sklddd z proteint tif genovych rodin (TIR1/AFB, Aux/IAA a ARF).
TIR1/AFB patii mezi F-boxové proteiny, které jsou soucésti enzymu E3. Tento enzym je
znam také jako ubikvitin-protein ligédza typu SCF, ktera pfendsi molekuly proteinu ubikvi-
tinu na jiné proteiny, ¢imz je predurcuje k proteazomové degradaci. V pritomnosti Aux
jsou touto cestou odstranovany transkripéni represory Aux/IAA a prostfednictvim tran-
skrip¢niho faktoru ARF pak mohou byt exprimovany geny Aux odpovédi (Leyser, 2018).
Jako marker spusténé Aux signdlni drdhy muze slouzit gen /AA-2, ktery kéduje protein
ARGT7 (Yang et al., 2017; Gao et al., 2018; Krél et al., 2022)

Kombinace fytohormont Aux a Ctk je nezbytnd k vyvolani bunéného déleni pro-
toplastli. V nepfitomnosti fytohormontl protoplasty zanikaji. Pokud je aplikovdn 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-
chazi u vSech eukaryot a archei. Ma klicovou dlohu 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 opravéch bazi a nukleotidll, opravuje chybné parovéni, ucastni
se rekombinace a remodelace chromatinu, koheze sesterskych chromatid a kontroly bu-
nééného cyklu. PCNA dokonce inhibuje replikaci nékterych virt, takze je i soucasti rost-
linného imunitniho systému (Strzalka er Ziemienowicz, 2011; Lee et al., 2019).

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

V diferencovanych buiikich je inhibovdn vazbou s hypofosforylovanou formou proteinu
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retinoblastomu (pRb). Bylo zjisténo, Ze pRb ma schopnost asociace s proteinem HP1,
ktery je pfevazné distribuovan v heterochromatickych oblastech. Timto procesem muze
byt rekrutovan do promotorovych oblasti euchromatickych genti. To naznacuje, Ze tyto
proteiny mohou spolupracovat ptfi umlcovani cilovych genti E2F procesem heterochro-
matizace. Tato suprese se rusi procesem protoplastizace (nejspiSe presun HP1). K tran-
skripci E2F cilenych geni dochdzi ale az tésné pied vstupem do S faze, cemuz odpovida
fosforylace pRB a nédsledné uvolnéni E2F (Williams et al., 2003).

Zvysena exprese PCNA genu muze slouzit jako marker bunécného déleni. K tomuto
ucelu byla pouzita napiiklad u protoplastovych kultur hrachu, okurky a kvétdku (Korho-
nova, 2011; Trusinovd, 2012; Cédpal et Ondrej, 2014). Jak ale poukdzali van Diest et al.
(1998), vzhledem k vice funkcim miiZze byt PCNA exprimovéan i u neproliferujicich se bu-

v

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

Kyselina abscisovd (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 zprostredkovavaji negativni regulaci
ABA signalizace, a rodiny late embryogenesis abundant (LEA) geni. LEA proteiny chrani
bunky pred dehydrataci a posSkozenim zplisobenym extrémnimi teplotami a salinitou, za-
timco PP2C reguluji citlivost odezvy na ABA a zajiSt'uji tak adekvétnost adaptivnich

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

Zivotaschopnost protoplastt je silné ovlivnéna oxidaénim stresem, ktery vznikd kvili
hromadéni reaktivnich forem kysliku (ROS). V organismech ROS vznikaji pravidelné.
Pfi stresovych podminkdch se vSak jejich produkce zvySuje, k ¢emuZ pravé dochazi pii
enzymatické digesci bunécné stény. Pfi vétSim mnoZstvi naruSuji integritu plazmatické
membrany a mnohymi molekuldrnimi mechanismy plisobi na butiky toxicky (Cassells
et Curry, 2001). Rostliny maji k dispozici antioxidaéni mechanismy, diky kterym dochazi
k neutralizaci ROS. Hlavnim detoxika¢nim systémem v rostlinnych burikdch je askorbat-
glutathionovy cyklus, v némz hraji klicovou roli enzymy askorbatperoxidazy (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 rovnéZz 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 genl
pro antioxida¢ni enzymy niz§i nezli v donorovém materidlu. S ndslednou kultivaci se an-
tioxida¢ni systém aktivuje a vrcholu obvykle dosahuje do tfi dnti. S tim inverzné koreluje
mnozstvi ROS. Pokud ke spusténi nedojde, protoplasty rychle ztriceji viabilitu. Z4sadni
vliv téchto enzymi podporuje i narlst Zivotaschopnosti po jejich pfidani do enzymatic-
kého roztoku (Kapur et al., 1993; Siminis et al., 1994; Ondfej et al., 2010; Ratanasanobon
et Seaton, 2013; Capal 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 31°,
"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 Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olo-
mouci). Konopi medicindlni: in vitro kultury kultivari odvozenych z *Tangerine Dream’
(z kolekce Katedry botaniky Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci).

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

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

* Ampicilin (Duchefa, kat. ¢. A0104)

* Agardza (Serva, kat. €. 11404)

e Celulaza R-10 (Duchefa, kat. ¢. C8001)

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

* DNase/RNase free voda

* Ethanol 96%

e 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)
* Glukéza (Duchefa, kat. ¢. G0802)

* 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 (KCl) (Chemapol)

* Chlorid sodny (NaCl) (Chemapol)

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

 Jar (Procter & Gamble)

» Kyselina askorbova (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A5960)

* Kyselina indol-3-octovd (IAA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 15386)
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Kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova (MES) (Duchefa, kat. ¢
Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovd (2,4-D) (Sigma-Aldrich, kat. ¢
Kyselina 3-indolylmdselna (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)

Pektolydza 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)
Sacharéza (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. ¢. AMPD1)
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

0,5M EDTA: 186,1 g NosEDTA-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 michani
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 pripravku SAVO Original doplnit do 500 ml dH>O,
pfidat kapku smdcedla 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 celulézy,
0,3 g macerozymu a 0,075 g pektolyézy, 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 1c (ER1c): V 80 ml dH;O (55 °C) rozpustit 2,5 g celu-
lazy, 0,3 g macerozymu a 1 g pektolyazy, ptidat 12,75 g mannitolu, 0,39 g MES,
0,15 g KCl a 0,11 g CaCls. Doplnit dH50O 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 ¢ 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 dH5O (55 °C) rozpustit 1,25 g celulézy,
0,4 g macerozymu a 0,075 g pektolyazy, pfidat 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 ¢ MS média, 20 mg kys. askorbové a 30 g sacharézy rozpustit
v 400 ml dH5O. 8 g agaru rozpustit v 500 ml dH5O a doplnit dH,O do 1 000 ml,
upravit pH (5,8), sterilizovat autokldvovanim. Po zchladnuti pfidat 30 ml roztoku

antibiotik a 420 pl PPM.
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Kultivaéni médium ¢. 1 (KM1): 6,17 g ViVi 6 média, 20 mg kys. askorbové a22 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 autokldvovanim.
Po zchladnuti pfidat 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 a22 g
sacharézy rozpustit v 400 ml dH»O. 7 g agaru rozpustit v 500 ml dH5O. Po smi-
chani doplnit dH;O do 1 000 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat autokldvovanim.
Po zchladnuti pridat 420 ul PPM a 30 ml roztoku antibiotik s 0,1 mg mT a 0,1 mg
IBA, sterilizovat filtraci.

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

Kultiva¢ni médium ¢. 4 (KM4): 6,17 g ViVi 6 média, 20 mg kys. askorbové
a 22 g sachardzy rozpustit v 400 ml dH,O. 7 g agaru rozpustit v 500 ml dH5O.
Po smichani doplnit dH,O do 1 000 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat autokldvo-
vanim. Po zchladnuti pfidat 420 ul PPM a 30 ml roztoku antibiotik s 0,1 mg 2iP,
sterilizovat filtraci.

Kultiva¢ni médium ¢. 5 (KM5): 5,58 DKW média, 20 mg kys. askorbové a 22 g sa-
chardzy rozpustit v 400 ml dH5O. 7 g agaru rozpustit v 500 ml dH;O. Po smichani
doplnitdH5O do 1 000 ml, upravit pH (5,8), sterilizovat autokldvovanim. Po zchlad-
nuti pridat 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 dH;O 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 KCl a 0,56 g CaCls. Doplnit dH,O do 500 ml, upravit pH (5,8), steri-
lizovat autokldvovanim.

Promyvaci roztok 2 (W2): Ve 300 ml dH5O 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

Regenera¢ni médium (RM): Ve 400 ml dH-O rozpustit 1,1 g MS média a 77,02 g
sachardzy, pridat 1 mg IAA, 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 dH2O do 30 ml, sterilizovat filtraci.

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

pfi -20°C); 20 pl zdsobniho roztoku FDA pridat do do 1 ml 4% roztoku sachardzy.

Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Analytické vahy AE 240 (Mettler Toledo)

Automatické pipety (Eppendorf)

Centrifuga ROTOFIX 32 (Hettich)

Centrifuga 5415R (Eppendorf)

Digestot (Merci®)

Digitalni pfedvdzky (KERN)

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

Homogenizéitor 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)

Mikrovlnna trouba MS023 (Hitachi)

pH metr FE20-KIT (Mettler Toledo)

Real-Time PCR detekéni 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 péstovano ve skleniku ve standardni smési raseliny a perlitu. Dospélé rost-
liny byly vyuZity pfimo pro izolaci protoplastl a jakoZto zdroj explantiti pro prevod do

in vitra.
4.4.2 Prevod a péstovani rostlin in vitro

V rdmci nutnosti velkého mnozstvi sterilniho rostlinného materidlu potfebného pro izolaci
protoplasti byly zaloZeny, mikropropagovany a dlouhodobé udrzovany rozsahlé in vitro
kultury konopi. Ve sterilnim prostfedi byly péstovany rostliny piimo ze semen, ale také
rostliny prevedené z ex vitra.

Prvnim krokem povrchové sterilizace semen bylo pouziti 96% ethanolu (2 min pri tie-
péni), poté ndsledovalo oplachnuti dH2O (sterilizovano autoklavovdnim). V dal§im kroku
byl aplikovén roztok 20% Savo se smédcedlem (20 min pfi tfepani) a na z4avér byla se-
mena 3x promyta sterilni dH5O. Sterilizovand semena byla vloZena do kultiva¢nich nadob
s 1/2 MS médiem a kliceni probihalo ve fytotronu aZ po dobu 1 mésice. Kazdy tyden byly
nové vyklicené rostliny pfevadény do kultivacnich médii (KM1-5), ve kterych po dobu
6 mésicl probihala mikropropagace s frekvenci pasaze ve dvoutydennich intervalech.

Noddélni segmenty z riznych ¢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). Explantity byly ddle udrzovany
a mikropropagovény v kultiva¢nich médiich (KM 1-5) s frekvenci pasaze 2 tydnda.

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 nddob bylo vicero
typt (Erlenmayerovy bariky, plastové nddoby). Ve snaze nastavit idedlni ristové pod-
minky byla zkoumdna riznd ristovd média spole¢né s odlisSnymi fytohormony (Tab. 3).
Pozorovan byl také vliv riznych systému vymény plynt, a to izolované uzavieni aloba-

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

Kultivacni médium (1 1) 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 listl rizného stdif rostlin konopi péstovanych ve sterilnim
prostiedi in vitro a po sterilizaci také z listl rostlin ex vitro. Ta byla provedena 70% etha-
nolem (20 s pfi tfepdni), po ndsledném oplachnuti sterilni dH2O bylo pouzito 20% Savo
(20 min pfi tfepani) a na zavér byly listy 3x proplachnuty sterilni dH,O. Schématicky po-
stup izolace a purifikace protoplasti je zndzornén na Obrazku 2. Centrifugaéni podminky

byly optimalizovany v rozmezi 700—1200 rpm a 5—12 min.
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Obrazek 2: Schéma izolace a kultivace protoplastt
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Z rostlin péstovanych in vitro byly ve sterilnim prostfedi odebriny 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 Sitce 0,5—-1 mm a pfeneseny do Petriho
misek s 6 ml enzymatického roztoku. Testovdno bylo celkem 5 enzymatickych roztoki

(ER1a—d; ER2). Pro ptfehlednost uvadim jejich sloZeni v Tabulce 4 niZe.

Tabulka 4: Prehled enzymatickych roztoki

SloZeni ER1la ER1b ERlc 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
Glukéza - - - 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
NaCl - - - 154 mM -
BSA - - - - 0,1 %

(ER1a) Enzymaticky roztok 1a pfipraven podle Matchett-Oates et al. (2021b). SloZeni en-
zymatickych roztoki 1b—d (ER1b-d) castecné prevzato od Matchett-Oateset al. (2021b),
Beard ef al. (2021) a Kim et al. (2022). (ER2) Enzymaticky roztok 2 pfipraven podle
Beard er 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. Sledovan byl 1 vliv
mnozstvi pfidaného promyvaciho roztoku. Protoplastovd suspenze byla nésledné prefil-
trovana pres 72 um uhelonové sitko a zbyly rostlinny material byl nakonec jesté promyt

promyvacim roztokem.
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Tabulka 5: Prehled promyvacich roztoka

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) Pfevzato a upraveno dle Matchett-
Oates er al. (2021b). (W2) Prevzato od Beard ef al. (2021).

Filtrat byl preveden do 10ml sklenéné centrifugacni zkumavky, zcentrifugovan a pouze
sediment byl zachovin. Pro ndslednou purifikaci byla pouZita centrifugace s diskonti-
nudlnim hustotnim gradientem sacharézy. Testovdny byly 2 piistupy. Sediment byl re-
suspendovdn ve 4 ml promyvaciho roztoku a poté podvrstven 2 ml 20% sachardzy, nebo
resuspendovan ve 4 ml 20% sachardzy a prevrstven 2 ml promyvaciho roztoku. Po né-
sledné centrifugaci byly protoplasty flotujici na rozhrani pfevedeny do nové centrifugacni
zkumavky, promyvacim roztokem byl objem doplnén podle potfeby a ndsledovala centri-

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

4.4.4 Stanoveni Zivotnosti, koncentrace a vytéznosti protoplasti

Zivotnost protoplasti byla zjiiténa pomoci vitdlniho barveni fluorescein diacetitem (FDA).
Ke kapce protoplastové suspenze bylo pridano 10 pl pracovniho roztoku FDA a po 5 min

byla pod fluorescencnim 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 spoéitany buiiky v 10 zornych poli a na za-
kladé vzorce P = ’%2'103 byl vysledek vztazen na 1 ml protoplastové suspenze. Po-
dilem této hodnoty s hmotnosti pouZitého rostlinného materidlu 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 er Koncz, 1998 — modifikovano) tak, aby vyslednd koncentrace byla
1 - 10° bunék-ml~!. Ziskana suspenze byla rozdélena po 2 ml do kultivaénich nddob.
Kultivace probihala ve tmé pii 25 °C. Ve 24hod intervalech po dobu 3 dni byly vzorky
odebirdny a po centrifugaci byly protoplasty pfeneseny do mikrozkumavky a uskladnény

pfi 70 °C.

4.4.6 1Izolace mRNA

K izolaci RNA byla pouZita souprava Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich).
Postupovalo se podle pokynil vyrobce s drobnymi dpravami. Pro nizkou koncentraci
se k eluci pouzilo jen polovi¢ni mnozZstvi elu¢niho roztoku. Druhd eluce nebyla nutna.
Izolace RNA z listd probéhla obdobné, predchazela ji pouze 30s homogenizace v homo-
genizatoru FastPrep®-24.

Koncentrace vyizolované RNA byla stanovena spektrofotometrem NanoDrop. Vzorky

byly uskladnény pii —70 °C.

4.4.7 Gelova elektroforéza

Kvalita izolované RNA a pfipadnd kontaminace DNA byla vyhodnocena metodou elek-
troforetické separace v agar6zovém gelu. Vzorky s nedenaturovanou RNA byly smichany
s denatura¢nim nanaSecim pufrem a nédsledné byly analyzovdny v 1,5% nedenaturac-
nim agarézovém gelu (150 V, 40 min). Nukleové kyseliny byly vizualizovdny barvivem
GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in water (Biotium) a jako standard molekulové
vahy byl pouZzit HyperLadder™ 50bp (Bioline).

4.4.8 Precisténi mRNA od DNA

K ocisténi vzorkit RNA bylo pouZito oSetfeni Dndzou I Amplification Grade (Sigma-
Aldrich). Vzorky RNA z listli byly pfecistény podle pokynil vyrobce. U vzorkd protoplas-
tové RNA byl kvili nizké koncentraci postup upraven. Pouzito bylo polovi¢ni mnozstvi
enzymu a na polovinu byl zkricen i ¢as inkubace.

Koncentrace oSetfené RNA byla ovéfena spektrofotometricky. Kvalita RNA a 4cin-
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nost reakce byla zkontrolovdna elektroforetickou separaci. Pred dalSim pouzitim byly
vzorky uloZeny v —70 °C.
4.4.9 Dvoustupnova RT-qPCR

Prvnim krokem této reakce bylo prepsani 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 pii podminkach uvedenych v Tabulce 6.

Tabulka 6: Reakcéni podminky syntézy cDNA

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

reverzni transkriptazy

Pied druhym krokem RT-qPCR byla pro ovéfeni spravného navrzeni primeri a jejich
specifity provedena PCR reakce s end-point analyzou. Jako templét byla zvolena cDNA
z listi a vybranych protoplastovych kultur. Pro amplifikaci byla pouZita souprava GoTaq®
DNA Polymerase (Promega) a teplotni profil reakce je uveden v Tabulce 7. PCR produkty
byly separovany a detekovany v agar6zovam gelu (pfiprava viz Gelova elektroforéza), ale

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

Tabulka 7: Reak¢éni podminky PCR

Proces Teplota [°C] (vjas[min] Pocet cykla
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 genti amplifikovdna metodou kvan-
titativni PCR (qPCR). Pouzita byla souprava SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Bio-
line). Pokyny vyrobce byly dodrZeny a reakce probéhla za doporuc¢enych 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 10's 40
72 20s
Analyza teploty tan{ 65—95 (0,1 °C-s™!) 1 min 1

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

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 Cerstvé izolovanych protoplastii (O h).
Normalizace byla provedena podle doporuc¢eného referencniho genu — EF-1 pro elongaéni
faktor 1. Pfehled vybranych genti se sekvencemi pouzitych primert je zobrazen v Tabulce

0.

32



Tabulka 9: Prehled pouzitych primert

Sledovany gen Sekvence primeru Velikost .
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
IAA-2 F: GACACTTGGTGGTTTGCG
213 Krél 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 zpracoviany pomoci softwaru SPSS

Statistics. Data byla nejprve podrobena analyze rozptylu (one-way ANOVA) a poté byly

praméry porovnany pomoci dvou post-hoc testi. Dunnettiiv test byl pouZit pro hodnoceni

prikaznosti rozdilné exprese oproti kontrole a Tukeyho HSD test pro prokdzani odliSnosti

mezi jednotlivymi kultivaénimi vzorky protoplastti. Vyznamné rozdily podle Dunnettova

testu jsou v grafech zndzornény hvézdickami (p < 0,01"xx"; p < 0,05 "+") a podle Tukeyho

HSD testu krouzky (p < 0,01 "oo"; p < 0,05 "o"). Hodnoty relativni exprese jsou v grafech

uvedeny jako priméry (+ smérodatnd odchylka) stanovené ze Ctyt technickych a dvou az

ti{ biologickych opakovani.
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5 Vysledky

5.1 Invitro kultivace
5.1.1 Sterilizace

Povrchovi sterilizace semen byla dostatetnd. Cetnost kontaminaci se pohybovala kolem
1 %. Semena klicila asynchronné (Obr. 3). Do 1 mésice, kdy jiZz kliCovost byla témét

nulovd, byla schopna vyklicit pfiblizné tfetina semen.

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

Nejvhodnéjsi sterilizace nodalnich explantati bylo dosaZzeno pfi pouziti 70% ethanolu
po dobu 20 s a 20% Sava po dobu 20 min. Pfi pouziti 96% ethanolu, nebo delsi dobé pu-
sobeni, explantity vykazovaly mensi Zivotnost a schopnost regenerace pii podobné mite
vyskytu kontaminaci. Zkracenim doby expozice roztoku Sava se ucinnost sterilizace sni-

zovala. Déle bylo zjiSténo, Ze apikdlni, svézi a rychle rostouci segmenty byly vyrazné

nichylnéjsi na postup sterilizace a jejich vitalita byla tak vice naruSena.

5.1.2 Zdroj explantatu

Kvalita explantatli byla hodnocena pouze vizudlné. Zasadni rozdil v kulturdch zaloZenych

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

Na vicero genotypech konopi bylo zkouméno, jak sloZeni kultiva¢niho média ovliviiuje
rust a celkovou vitalitu v pribéhu casu. Bylo zjisténo, Ze Zadné ze zkoumanych médii
nebylo idedlni pro vSechny odrtidy. Pfesto jako nejuniverzalnéjsi pisobilo kultivacni mé-
dium KMS. Rostliny na KM1 jiZ po prvnich pasdzich zacaly rychle vykazovat trpasli¢i
fenotyp a pozdéji i fasciace a rozsdhlou vitrifikaci (Obr. 4). V mistech kontaktu rostlin
s timto médiem dochézelo k rastu kalusu, ze kterého hojné vyristaly nové pryty. Média
KM2-4 nezplisobovala zdsadni abnormality a u nékterych odrtid byla i vhodné;jsi nezli
KMS5. Z pouhého vizudlniho hodnoceni nebylo moZzné urcit, které bazdlni médium je

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

Obrazek 4: Kultivace Cannabis sativa in vitro — vliv kultivacniho média
4tydenni kultury "TELETTA CAMPANA’ odvozené z nodalnich explantatd. (A) Kultivaéni
médium KM1. (B) Kultiva¢ni médium KM2. (C) Kultivaéni médium KMS5.

Vitalita konopi vykazovala silnou zdvislost na délce kultivace a poctu pasdzi. 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 rastu, schopnosti regenerace a naristem projevi hyperhydricity. To vse
bylo sledovéno, pokud byly kultivani nddoby neprodysSné uzavieny alobalem. K zabra-
néni ¢i oddaleni téchto nepfiznivych jevl vyrazné pomohlo propustnéjsi uzavieni pomoci

chirurgické pasky.
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5.2 Protoplastizace

5.2.1 Volba rostlinného materialu

Pokusy o izolaci protoplastli byly provadény na mladych, dospélych a plné vyvinutych

listech a také na listech starSich. Prokdzalo se, Ze dspéSnost protoplastizace byla silné

zavisla na stafi pouzitého rostlinného materidlu (Tab. 10).

Tabulka 10: U&innost izolace protoplastii — vliv materidlu a enzymatickych roztok

Listy ER1a ER1b ERlc ER1d 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 dal$ich kultivart - - - N N
1-2 tydny staré in vitro semenacky "USO 31" +++ ++ - - -
3—4 tydny staré in vitro semenacky "USO 31’ ++ + - - -

(N) Neprovedeno.

1-2tydenni semendcky vykli¢ené in vitro se ukazaly jako nejvhodnéjsi zdroj pro izo-

laci mezenchymatickych protoplastii, nebot’ poskytovaly protoplasty s nejvetsi vytéz-

nosti. Ze star§ich semenacki (3—4tydenni) bylo mozné protoplasty také vyizolovat, avSak

Vv,

vytéznost byla viditelné nizsi (Obr. 5). Z dlouhodobych in vitro kultur vétSiny kultivart

se protoplasty nepodafrilo ziskat. Vyjimkou byly kultivary ’Finola’ a *USO 31°, ze kte-

rych se malé mnoZstvi protoplastli vyizolovat podafilo. U rostlin péstovanych ex vitro

a z explantatd prevedenych do in vitra protoplastizace selhala ve vSech opakovéanich.

JakoZto vychozi materidl pro dal$i postup byly zvoleny mladé listy 1-2tydennich se-

mendacku vykli¢enych in vitro.
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Obrazek 5: Vizualni porovnani vytéZznosti protoplasti
(1) Vzorky protoplastii izolované z listd 3—4tydennich in vitro semendcka "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 tspésné
ziskdny z mladych listd 6mési¢nich in vitro kultur "Finola’ a "USO 31’ a z mladych
listd Cerstvé vyklicenych in vitro rostlin. NejlepSich vysledk bylo dosazeno pii pou-
zitf listd 1-2tydennich semenackt *USO 31°. Ze stejného materidlu byla izolace proto-
tické roztoky neposkytly protoplasty z ex vitro péstovanych rostlin, z rostlin pfevedenych
do in vitra a z dlouhodobych in vitro kultur vétSiny kultivart. Uzitim ER1c, ER1d a ER2
se nepodafilo ziskat protoplasty z zadnych vzorkd.

V nésledujicim postupu byl ddle vyuZivan jen enzymaticky roztok ER1a.

5.2.3 Optimalizace protoplastizace

Nejlepsich vysledka bylo dosazeno pfi dobé enzymolyzy 16 hod a tento Cas byl pouZi-
van jakoZzto vychozi. U vybranych vzorki, ze kterych se pfi tomto postupu protoplasty
vyizolovat nepodafilo, byla zkrdcena doba digesce na 2, 4 a 14 hod. Pozitivnéjsi vysledky
vsak tyto pokusy nepfinesly, stejné jako nebyl zaznamendn zadny vliv, pokud byly vzorky
po ukonceni inkubace tiepany pfi 60 rpm (30 min) na tfepacce.

Bylo odhaleno, Ze pfidani promyvaciho roztoku k protoplastové suspenzi (pied a po fil-
traci) je zdsadnim krokem pro uspésnou izolaci konopnych protoplasti. Pokud byl vyne-
chan, ¢i bylo pfiddno pouze malé mnoZstvi, protoplasty mezi sebou agregovaly a vytva-

fely shluky s dal§sim pfefiltrovanym rostlinnym materidlem, ¢imZ bylo zabranéno 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 zaznamenén pouze
pfi pouZziti W5 v minimalnim poméru k enzymatickému roztoku 2:3.

Pro purifikaci protoplastt se vice osvédc¢ila metoda resuspenzace protoplastového se-
dimentu v roztoku sacharézy pfi nasledném prevrstveni promyvacim roztokem. Oproti
druhé metodé doslo k ucinnéjSimu odstranéni kontaminujicich rezidui enzymatického

roztoku (Obr. 6). Vliv tohoto kroku na vytéZnost ¢i viabilitu v§ak nebyl zaznamendn.

Obrazek 6: Porovnani tcinnosti purifikace protoplastt
(A) Protoplastové suspenze pred centrifugaci v sachar6zovém gradientu. (B) Odli$nd mira
purifikace po centrifugaci (hnédé zabarveni roztoku nad flotujicimy protoplasty).

Optimalni centrifugaéni podminky s ohledem na vytéznost a viabilitu protoplasti byly
shleddny nésledujici: 1. centrifugace pfi 1000 rpm (10 min); 2. centrifugace pti 1200 rpm
(10 min) a 3. centrifugace pfi 1000 rpm (5 min). Pfi niZsi centrifugacni sile dochdzelo
k sniZeni vytéZnosti bez prokazaného pozitivniho vlivu na Zivotaschopnost. U vzorkd,
ze kterych pfi tomto postupu nebylo mozné protoplasty vyizolovat, mirnéjsi centrifugacni

podminky lepsi vysledek nepfinesly.
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5.2.4 Vytéznost a viabilita

Hodnoty vytéZnosti protoplastizace a Zivotaschopnosti protoplastii byly silné zavislé

na zdroji rostlinného materidlu (Tab. 11).

Tabulka 11: VytéZnost protoplastizace a viabilita protoplasti

N — Prumérna Primérns
€ZNnos rumerna
Materisl VOROY  Vjtemost  Viabilita[%] .
[bunék - g'] (bunck - ] viabilita [ %]
uné€k - g
’Finola’ dlouhodobé 4,0-10° 7
5,3+1,8-10° ~6
in vitro kultury 6,5-10° ~b
"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 1,7-108 35
3—4tydenni 5,5-10°  5,1+29-10° 25 ~18 + 11,5
in vitro semenacky 7,1-10° ~10
8,4 -10° ~10
4,2-10° 83,2
'USO 31 5,7 - 106 70,7
1-2tydenni 4,8-10%  5,7+24-10° 57,5 66,8 = 10, 5
in vitro semenacky 4,1-106 59,2
9,9-10° 63,6

Primérnd vytéZnost protoplastizace listovych bunék 6mésicnich in vitro kultur ko-
nopi "Finola’ byla 5,3 - 10° bunék - g~. Tato hodnota byla v porovnéni celkové nejniZsi,
stejné jako priblizna 6% viabilita. U stejné starych in vitro kultur "USO 31’ byla vytéZnost
vy$§i, ato 7,5 - 10° bunék - g~'. Zivotnost takto ziskanych protoplastii se pohybovala ko-
lem 10 %. Z listd semenacka "USO 31’ starych 3—4 tydny bylo moZno vyizolovat téméf
sedmindsobné mnoZstvi protoplastii (primérna vytéznost 5,1 - 10° bunék - g!) a viabi-
lita se pohybovala v rozmezi ~10-35 %. Celkové nejlepsich vysledk bylo dosazeno

u 1-2tydennich in vitro semenacki "USO 31°. Nejnizii vytéznost byla 4, 1 - 10° bunék - g1,
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nejvys$si 9,9 - 10° bunék - g1 a primérnd 5, 7 - 10° bunék - g~1. U t&chto protoplastii byla

N e

priamérnd Zivotnost 66,8 % a vSeobecné byla zaznamendna i nejvyssi hodnota, a to 83,2 %

(Obr. 7).

20um 50 pm

Obrazek 7: Mikrofotografie protoplasti Cannabis sativa *USO 31’ z listi 1-2tydennich
in vitro semenacku
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 tspésné u kultur odvozenych z protoplastt s viabilitou
> 60 % 1< 15 %. Bylo zjisténo, Ze pouZitd hustota protoplasti a cadstecné modifikované re-
genera¢ni médium pro kultivaci protoplastl A. thaliana, jsou pro konopi vhodné. Po ukon-
¢eni inkubace byly kultury stéle Zivé a pod mikroskopickym pohledem bylo moZno na-
1ézt buriky, které jiz prosly minimdlné jednim bunéénym cyklem. Pfi kultivaci protoplastt
s niz§{ viabilitou bylo moZno sledovat také sedimentaci mrtvych bunék a zdroveni zménu
zbarveni roztoku ze svétle zelena do Zluta.

Experimentdlné byla provedena prodlouzend kultivace po dobu 14 dnli bez vymény
regenera¢niho média. Nasledné bylo moZné pozorovat mikrokalusy, jejichZ buiiky byly

stdle Zivotaschopné (Obr. 8).

Obrazek 8: Mikrofotografie mikrokalust Cannabis sativa "USO 31’
Kultivace 14 dna, barveni FDA, zvétSeni 40x. (A) Pozorovani v prochdzejicim svétle.
(B) Pozorovéni 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 zaznamendna shodné ten-
dence, kterd s délkou kultivace stoupala (Obr. 9). V kontrolnim vzorku List exprese PCNA
nebyla detekovdna, a proto byla data relativné vztaZzena ke vzorku O h.

K signifikantnimu nértstu exprese doslo ihned po protoplastizaci. Po 24 h bylo dosa-
Zeno prvniho vrcholu, ale celkové nejvetsi exprese byla sledovdna po 72 h kultivace, kdy
byla oproti kontrole az trojndsobnd. Z porovnéani mezi skupinami s odliSnou viabilitou je
ziejmé, Ze kultury odvozené z protoplastl s vétsi Zivotaschopnosti exprimovaly PCNA aZ

ve dvojndsobném mnoZstvi.
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Obrazek 9: Expresni profil genu PCNA protoplastovych kultur C. sativa "USO 31’
Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich list in vitro semenacki. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listl in vitro semendcka. Relativné vztaZzeno
ke vzorku O h. Statisticky prikazné rozdily oproti kontrole (List) jsou zndzornény hvéz-
dickami (p < 0,01 "*x"; p < 0,05 "x") a mezi kultivaénimi stadii krouzky (p < 0,01 "oo";
p <0,05"0").
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Druhy gen této skupiny /AA-2 (marker auxinové signdlni drdhy) se téméf u vSech
vzorkil oproti kontrole exprimoval se statisticky pritkaznou odliSnosti (Obr. 10). Celkové
1ze tak zhodnotit, Ze jak protoplastizace, tak ndslednd kultivace indukovala expresi IAA-2.

U kultur odvozenych z protoplastl s Zivotaschopnosti > 60 % téméf nedoslo k nartstu
exprese v navaznosti na protoplastizaci. Exprese dale s kultivaci stoupala a po 48 h do-
séhla vrcholu, kdy byla témér 3,5x vyssi oproti pocatku kultivace. Tretim dnem se snizila
na droveinl prvniho dnu.

Druhd skupina protoplasti s nizsi viabilitou dosdhla ihned po izolaci exprese shodné
s prvni skupinou po 24h kultivaci. Dal$im rozdilem byla nejvys$si naméfend exprese

u vzorkd 72h kultivace, kterd byla oproti kontrole az pétindsobna.
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Obrazek 10: Expresni profil genu IAA-2 protoplastovych kultur C. sativa "USO 31’
Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich list in vitro semenacki. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listl in vitro semendcka. 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"0").
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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 spousténa
riznymi abiotickymi stresovymi faktory. Oproti listu byl t¢éméf ve vSech vzorkach zazna-
mendn signifikantni pokles exprese (Obr. 11).

Mezi jednotlivymi kultivatnimi stadii nebyla u obou skupin pozorovédna statisticky
prikaznd zména exprese. U kultur zaloZenych z protoplastl s vétsi Zivotaschopnosti se ex-
prese pohybovala mirné nad poloviéni hodnotou exprese v listu s minimem v 0 h kulti-

Vv,

detekovana 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 list in vitro semenacki. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listl in vitro semendcka. Relativné vztaZzeno
ke kontrole (List). Statisticky prikazné rozdily oproti kontrole jsou zndzornény hvézdic-
kami (p < 0,01 "sx"; p < 0,05 "+") a mezi kultivaénimi stadii krouzky (p < 0,01 "oo";
p <0,05"0").
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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$i nez Ctvrtinova.

Mezi kultivaénimi stadii nebyla statisticky prokdzana rozdilna exprese. Nelze tedy
s jistotou nalézt trend v zdvislosti exprese na dob¢ kultivace. Mezi zkoumanymi skupi-
nami protoplastovych kultur s odliSnou viabilitou byl zaznamenédn pouze jeden vyrazny
rozdil. U protoplastovych kultur s vétsi Zivotnosti byla po 72h kultivaci detekovana nej-
niz§{ primérnd exprese, zatimco u druhé skupiny byla naopak zaznamendna témér az

Ox vétsi.
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Obrazek 12: Expresni profil genu LEA34 protoplastovych kultur C. sativa *USO 31’
Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich list in vitro semenacki. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listl in vitro semendcka. Relativné vztaZzeno
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"0").
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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 m4 od-
lisnou dlohu. Hraje hlavni roli v antioxida¢ni obrané bunék. U obou zkoumanych skupin
protoplastovych kultur byla pozorovéana stejna tendence, kterd 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 protoplastii s vySsi viabilitou byla statisticky prokdzdna nejen
prikaznd zména exprese oproti kontrole, ale také mezi jednotlivymi kultivacnimi sta-
dii. IThned 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 nartstu
exprese az do celkového maxima (5x vySsi oproti O h).

Zkoumané vzorky odvozené z protoplastll s niZsi viabilitou vykazovaly shodny trend,
avSak s menSimi rozdily mezi kultivacnimi stadii. Oproti prvni skupiné byl zde APX ex-

primovén pfiblizné v polovi¢nim 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 list in vitro semenacki. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listl in vitro semendcka. Relativné vztazeno
ke vzorku O h. Statisticky prikazné rozdily oproti kontrole (List) jsou zndzornény hvéz-
dickami (p < 0,01 "xx"; p < 0,05 "*") a mezi kultivacnimi stadii krouzky (p < 0,01 "oo";
p <0,05"0").
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Druhym genem, ktery je rovnéz soucasti antioxidacnich bunénych mechanismi, 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 protoplastd (Obr. 14).

U Kkultur s viabilitou > 60 % bylo zaznamendno signifikantni sniZeni exprese po 24 h
kultivace. Po 48 h kultivace doslo k jedinému prikaznému navyseni. Kultury s niz$i via-
bilitou tento gen téméf neexprimovaly a v pribéhu kultivace byl detekovan stdle v mensi

mife.
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Obrazek 14: Expresni profil genu CAT protoplastovych kultur C. sativa *USO 31’
Kultury s viabilitou > 60 % odvozeny z 1-2tydennich list in vitro semenacki. Kultury
s viabilitou < 15 % odvozeny z 3—4tydennich listl in vitro semendcka. 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"0").
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6 Diskuse

Vysledky in vitro kultivace a mikropropagace konopi vicero genotypl jsou v souladu
s uvadénym pozitivnim vlivem DKW média na kvalitu rostlinného materidlu a celkovou
vitalitu konopnych rostlin (Page ef al., 2021). Z pozorovani vlivu rastovych 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 déle souhlasi i nejlepsi zaznamenany vliv 2iP.

SniZeni kvality rostlinného materidlu dlouhodobych in vitro kultur pfi neprody$ném
uzavieni kultivacnich nddob by mohla souviset s vice faktory. Omezenim vymény plynt
se snizuje ucinnost fotosyntézy, coz vede k vétsi zdvislosti na piijmu latek z kultivac-
ntho média. Déle se kvili zvySujici se vzdusné vlhkosti méni stomatdlni aktivita, roste
koncentrace genotoxického H,O, a celkové tak narGsta stresovy potencidl kultivace. Tyto
zménéné parametry mohou zdsadné ovlivnit expresi genl souvisejicich se stresem a vyzi-
vou, coZ se pii kultivaci miiZe negativné projevit a vést k projeviim vitrifikace (Sev&ikova
et al.,2016; Xu et al., 2019; Abdalla et al., 2022; Kral et al., 2022). Pozitivni efekt icin-
néj$i vymeény plynd na kvalitu in vitro kultur, ktery byl v této praci zaznamendn, byl
pozorovén 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 protoplastti napfic rostlinnymi druhy. Divodi nedspésné izo-
lace protoplastii muze byt nékolik a je tedy obtizné odhalit, ¢im pfesné byla zplisobena.

Jednim z dulezitych faktord je vék a vyvojova faze donorového materidlu. Obecné
plati, Ze mladsi listy jsou vhodné&jsi (Evans et Bravo, 2013), s ¢imZ souhlasi i vysledky této
prace. Lazic (2020) ve své praci dosel ke stejnému zavéru a popisuje i shodné komplikace,
napr. nizkou a asynchronni klicivost semen. Ta je spojovdna s neadekvatné nastavenym
postupem sterilizace, se sloZzenim kultiva¢niho média, s fyzikdlnimi podminkami kli¢eni
a s genetickym pozadim (Hesami et al., 2021b; Pepe et al., 2021). V tomto experimentu
byl problém prekondn vysetim velkého mnozstvi semen. Nabizeji se vSak i uc¢innéjsi alter-
nativy, jako je Setrnéjsi postup dezinfekce, kliceni ve tmé (Lazi¢, 2020), skarifikace (Pepe
et al.,2021), aktivace semen (Yildirim ef al., 2023) nebo disekce a kultivace embryi (Kral
etal.,2022).

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

dobé udrzovanych kultur by mohla byt zpisobena zménou fyziologie a morfologie v na-

48



vaznosti na stresovou odpovéd’ na pfevod do in vitra a neoptimalnimi podminkami kulti-
vace (Evans ef Bravo, 2013). Mnohé vzorky vykazovaly znamky senescence ¢i vitrifikace
a takovy materidl se ukdzal jako nevhodny pro protoplastizaci. Tato ztrita kompetence
by mohla byt zpisobena 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
7adné zpravy o uspésné izolaci protoplastl z vitrifikovaného materidlu. Problém by mohl
byt zpusoben aZz 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 téhoz kultivaru 1ze nalézt nékteré rostliny, které vzdoruji protoplastizaci
(Evans et Bravo, 2013). Z kultivaru "Finola’ jiZz byla pfinejmen$im 2x provedena dspésna
izolace protoplastt (Lazi¢, 2020; Monthony et Jones, 2024). V tomto experimentu bylo
lepsich vysledkd dosazeno u *USO 31°. Toto je prvni zdznam o uspésné izolaci proto-
plast z listd tohoto kultivaru.

Enzymaticky roztok ER1a, jehoZ sloZeni uvedli Matchett-Oates et al. (2021b), se pro-
kazal jako nejvhodnéjsi. Primérnd vytéznost byla témét o 27 % nizsi nezli uvadéna
v ¢lanku. Nejvétsi vytéZnost vSak publikované vysledky prekonala. Primérnd 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 roztoki ER1b a ER1c to v§ak nemohou jisté potvr-
dit. Pfi nizkém mnoZstvi pektolydzy doslo ke sniZeni vytéZnosti a pfi vyssi mife proto-
plastizace kompletné selhala. To by mohlo byt zplisobeno az pfilisnou digestivni silou
enzymatického roztoku, kterd vedla k nartistu oxida¢niho stresu, poSkozeni a degradaci
protoplastd (Ishii, 1987; 1988). Co muze za neuspéch izolace pti pouZziti ER2, nenfi zcela
zfejmé, nebot’ byl pouzit shodny donorovy materidl jako ve vychozi publikaci.

Pozorovéana byla silnd zdvislost protoplastizace na ro¢nim obdobi. S koncem léta a pfi-
chodem podzimu se snizovala vytéZznost i viabilita. Nejhorsich vysledkil bylo dosazeno
koncem podzimu a v zimé&, kdy nebylo mozZno 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 zachovavat "sezénni hodiny", coZ se odrdzi na dspésnosti proto-
plastizace. NejlepSich vysledki bylo dosaZeno v zimé a na jate (Finsko). Druhou zpravu
prinesli Mackowska et al. (2014), kdy nejuispésnéjsi izolace protoplastl z in vitro pésto-
vaného materidlu probéhly na jafe a v 1ét€ (Polsko). O sezOnni variaci UspéSnosti izolace
protoplastl z in vitro péstovaného materidlu se také zminili Cui ez 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 sledovany uz o tyden diive. Delsi kultivace nabyla prove-
dena, protoZe cilem bylo pouze zjistit, zda zvolené regenera¢ni médium je viibec vhodné.
Z tohoto diivodu nelze vysledky plné porovnat. Je vSak mozné zhodnotit, Ze tato price
pfinesla zdznam o iniciaci bunécné proliferace v ¢asnéjSim obdobi, nez bylo dosud pub-
likovdno. To by mohlo byt zptisobeno odlisSnym slozenim kultiva¢niho média, nebo jinou
hustotou kultivovanych protoplastii (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 aZz tésné pred vstupem do S faze bunééného cyklu, dva vrcholy
expresniho profilu tak naznacuji, Ze k tomu v pribéhu kultivace doslo minimélné jednou,
a to v Case 72 h, anebo dvakrit v ¢asech 24 a 72 h. Podle dostupnych zdroji je prav-
dépodobnéjsi prvni varianta, kterou autofi sami pozorovali (Williams et al., 2003; C4pal,
2012; Trusinovd, 2012). Oproti vySe zminénym pracem PCNA nebyl v tomto experimentu
detekovan v kontrolnim vzorku. To bylo zaznamendno i u tabdku (Williams et al., 2003).
Z expresniho profilu genu IAA-2 je moZzno vycist, Ze k signifikantnimu nartistu exprese
doslo az po 24 h kultivace. Auxinov4 signdlni drdha se tedy vice aktivovala aZ po kon-
taktu s fytohormony obsazenymi v regenera¢nim médiu, coZ potvrzuje jeho vhodnost pro
protoplastové kultury konopi. Up-regulace exprese IAA-2 v pribéhu tspésné kultivace
protoplastli 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, kterd
se v pribéhu kultivace neobnovila. Je tedy mozné, Ze protoplasty nebyly v pribchu 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 neZzli in vitro péstované konopi (vzorek List). Konopné in vitro kultury totiz Celi
velkému stresu (Krél ez al., 2022).

Produkty genti APX a CAT, dvou samostatnych antioxida¢nich systému, se podili
na rozkladu spole¢ného substratu (peroxidu vodiku). Tento vztah je mozno vidét na pri-
béhu detekovanych zmén exprese obou genu. Pokud se zvysila exprese jednoho genu,
exprese druhého poklesla. To by mohlo potvrzovat dominantni postaveni peroxiddzového
cyklu a vedlej$i postaveni kataldzové reakce (Caverzan et al., 2012). Celkové 1ze konsta-
tovat, Ze pfi kultivaci viabilnéjSich kultur doSlo k silné;si aktivaci antioxidacnich ochran,
coz je klicové pro uspésné kultivovani. S rostouci expresi APX a CAT dochézi ke sniZeni
hladiny reaktivnich forem kysliku. Toto sniZzeni ma pfimy vliv na rekondenzaci chroma-
tinu u protoplastl, na dilezity krok v dediferenciacnich procesech (Ondiej et al., 2008;
2010). Je zajimavé si povSimnout naprosto shodnych trendd exprese APX s PCNA. To
potvrzuje, Ze pro vstup do bunécného cyklu je dileZité, aby doslo ke sniZeni koncentrace
ROS (Ondfej et al., 2010).

Z porovnani kultur zalozenych z protoplastl s vyssi a niz$i viabilitou je moZno 1épe
identifikovat zdsadni rozdily v genové expresi, které mohou vypovidat o stavu a osudu
danych kultur. Tyto odliSnosti by mohly byt zptisobeny zménénou mezibunécnou komu-
nikaci vlivem posunutého zastoupeni zZivych a mrtvych bunék. To by mohlo vysvétlovat
obecné platnou zavislost dspéSnosti kultivace protoplasti na pouzité hustoté bunék (Mc-
Carthy et al., 2001; Monthony et Jones, (2024).
povida o tom, Ze buniky v pribéhu kultivace nezemfely a Ze ptipravy na bunééné déleni
také probihaly. Ale to jen v mensi mife, i pfes rychleji a intenzivnéji aktivovanou auxino-
vou signdlni drahu. Z expresnich profili geni PP2C-1 a LEA34 lze soudit, Ze abiotické
stresové faktory spustily u méné viabilnich kultur shodnou molekuldrni odpovéd’. Nizsi
uroven exprese APX a CAT muze vypovidat o tom, Ze méné viabilni kultury nedispono-
valy takovou schopnost se vypotadat s kyslikovymi radikdly, jaka byla sledovédna u via-
biln&jsich kultur. Pokud by nedoslo k vyraznéjsi aktivaci, protoplasty by nemusely projit
uspésnou kultivaci (Ondiej et al., 2010). Celkové nizsi exprese téchto gentl by také mohla
byt diivodem mensi viability a vytéZnosti protoplastizace z ditvodu 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 protoplastii u konopi (Cannabis sativa). Protoplastizace byla uspésné pro-
vedena z mladych listl in vitro péstovanych semenacku kultivaru *USO 31°. Bylo odha-
leno, Ze ¢aste¢né modifikované regeneracni médium standardné pouzivané pro A. thaliana
muzZe byt pouZito pro iniciacni fazi kultivace konopnych protoplasti.

Stav protoplastovych kultur byl ddle hodnocen na zdkladé transkriptomické analyzy
vybranych markerd asociovanych s bunécnou proliferaci (PCNA, IAA-2) a se stresovou
odpovédi (PP2C-1, LEA34, APX a CAT). Vysledky prokdzaly viabilitu a celkové dobry
stav protoplastovych kultur. Z hlediska abiotického stresu byly dokonce méné zatizené
nezli in vitro vykli¢ené rostliny. Doslo k aktivaci antioxidacnich mechanismi a minimalné
jednou vstoupily do S faze bunécného cyklu.

Tato prace rozSifuje znalosti in vitro kultivace konopf a izolace konopnych protoplasti.
Pfinasi celkové druhy zaznam o jejich dspésné kultivaci. Ziskané informace by mohly
prospét budoucimu rozvoji zatim tak malo prozkoumané problematiky protoplastovych

kultur Cannabis sativa L.
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