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ABSTRAKT

Tato prace je zaméiena na studium genetické variability mezi jednotlivymi vzorky
kolekce konopi. Analyzovano bylo celkem 22 vybranych vzorku konopi pomoci 24
mikrosatelitnich markerti zaloZzenych na PCR. Bylo nalezeno celkem 105 alel, jejichz
velikost se pohybovala od 100 do 320bp. Soucasné byl detekovan jeden uniformni
marker (CAN1690B), ktery neni vhodny pro identifikaci vzorkt konopi. Index diverzity
(DI), polymorfni informacni obsah (PIC) a index pravdépodobnosti (PI) byly vypocteny
pro kazdy z mikrosatelitl. Na zaklad¢ statistického vyhodnoceni byl sestaven
dendrogram podobnosti. Vzorky technického konopi a Cannabis sativa se podatilo
oddélit od ostatnich genotypi. Vysledky ukazuji, Ze mikrosatelitni markery jsou

uzitecné pro detekci genetické rozmanitosti u konopi.

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

ABSTRACT

This work is focused on the study of genetic variability between Cannabis samples.
22 genotypes of hemp were analyzed with 24 microsatellite markers based on PCR. We
found 105 alleles whose size ranged from 100 to 320bp. Uniform marker was detected
(CAN1690B) and this marker was not suitable for identification genotypes of Cannabis.
The diversity index (DI), the polymorphic information content (PIC) and the probability
of identity (Pl) were calculated for every microsatellite marker. Dendrogram of
similarity was constructed on base of statistical evaluation. The samples of industrial
hemp varieties and Cannabis sativa were separated from other genotypes. Results show

usefulness of microsatellite markers for detection of genetic diversity in Cannabis.

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

oy e

poskytuje Siroké spektrum vlastnosti s vyuzitim ve vétsiné primyslovych odvétvi.

Zaznamy o uzivani konopi jako 1éku a omamném ndstroji mizeme najit ve vSech
moznych kulturdch celého svéta. V prvni poloviné 20. stoleti civilizovana spolec¢nost
zacCala konopi vyuzivat predevSim kvtli jeho psychedelickym ucinkiim. Proto bylo
postupné statnimi systémy zakazano a omezena byla také moznost konopi péstovat,
zpracovavat a distribuovat. Teprve v poslednich desetiletich minulého stoleti se jeho
uziti pro lécebné Ucely dostalo opét do poptedi z4jmu 1ékaih a védci, kteti jej zacali
op¢t systematicky zkoumat. U konopi jako 1€ku je velmi dileZité znat nejen obsah latek,
ale také jeho geneticky ptivod a pfibuznosti. Diky novym molekularnim metodam nastal
velky posun v moznostech identifikovat konopi, uréit jeho pivod a v moznostech
ziskani genotypt (odrid) s vhodnymi a lepSimi terapeutickymi vlastnostmi.

Jednou z takovych molekularnich metod je genotypovani pomoci SSR (Simple
Sequence Repeats) markertu. Genetické profilovani muze byt pouzito jako nastroj
k identifikaci blizce pfibuznych druhti konopi. Tato prace je zaméfena na studium
polymorfizmu DNA konopi s pomoci pravé SSR markert, které jsou zalozené na PCR.
Dosazené vysledky mohou byt dale vyuzity pii identifikaci jednotlivych genotypii nebo
napfiiklad ve Slechténi rostlin.

V poslednich letech zajem zemédélci o péstovani technického konopi velmi
vzrostl. Dnes je vyuzivano zejména v energetice jako biopalivo, ve stavebnictvi diky
jeho mechanickych vlastnostem a také jako izolant. Nadale jeho vyuZiti vzrista také
vV kosmetice a potravinaiském pramyslu.

Rozvoj nejmodernéjsich biotechnologii, které pomohou zajistit konopi jako kvalitni

a bezpecny 1€k, je v soucasné dobé velmi aktudlnim tématem.



2 CIL PRACE

Cilem bakalatské prace bylo:
1. zvladnuti metod molekularni biologie, tzn. izolace genomické DNA konopi;
2. analyza genetické variability v kolekci konopi (Cannabis L.) pomoci
mikrosatelitnich markeru;

3. vyhodnoceni a praktickd interpretace vysledki.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Konopi

Cannabis sativa L. je jednim z mala rostlinnych druhti s tak dlouhou historii
vyuziti. Je péstovano nejméné poslednich 10 000 let (Schultes et al., 1974). Péstuje se
pfedevSim jako zdroj vldkna, kdy rostlina i vlakno jsou oznacovéany jako “konopi”,
apro silice, kdy rostlina i pfiprava drog jsou souhrnné¢ oznacovany jako “marihuana”.
Studie vztahd mezi riznymi domestikovanymi druhy a volné rostoucimi rostlinami
vedly k protichidnym interpretacim a evolu¢né odlisnym klasifikacim, v¢etné rozde€leni
Cannabis sativa do n€kolika udajnych druhti (Small, 2015).

Dle natizeni Evropské komise je v Evropské Unii od roku 2001 povoleno péstovat
konopi na vldkno, avSak obsah tetrahydrokanabinolu (THC) v pouzitych odridéch
nesmi byt vyssi nez 0,2% (eur-lex.europa.eu).

V Ceské republice povoluje zdkon &. 167/1998, o navykovych latkach a zméné
nckterych dalSich zakont, péstovat druhy a odridy rostliny konopi, které obsahuji
nejvice 0,3% THC, a to pouze k G€elim primyslovym, technickym a zahradnickym.

V roce 2013 byl schvalen zakon ¢. 273/2013, ktery novelizuje zdkon ¢. 167/1998,
legalizujici konopi pro 1ékarské ucely.

Na podzim roku 2015 byla postavena a oteviena prvni oficidlni péstirna konopi
v zemi. Na zagatku letosniho roku 2016 byly v Ceské republice vypéstovany prvni
kilogramy 1écebného konopi, které splituje pfisné podminky a ma presné stanoveny
obsah kanabinoidli. Byly také rozsifeny lékaiské specializace, které mohou konopi

predepisovat (Fuksova, 2016).

3.1.1 Taxonomické zarazeni a biologicka charakteristika

Konopi seté (Cannabis sativa L.) patii do ¢eledi konopovitych (Cannabaceae), do
fadu rizotvarych (Rosales) (www.itis.gov).

Carl Linné poprvé odborné popsal Cannabis sativa L. a véfil, ze se jedna o jediny
druh tohoto rodu (Miovsky, 2008). Kdezto Lamarck rozhodl, ze indické druhy se lisi od
konopi evropského, a dal nové specifické jméno indickému konopi jako Cannabis
indica (de Lamarck, 1785 cit Hillig, 2005). Small a Croquist (1976) ur¢ili Cannabis
jako samostatny druh a rozdé@lili ho do poddruhd Cannabis sativa L. ssp. indica

a Cannabis sativa L. ssp. sativa. Nedavno Hillig (2005) na zakladé vyzkumi alozymu
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prokazal, ze Cannabis byla odvozena ze dvou hlavnich genofondl. Tak rozpoznal,
ze Cannabis sativa a Cannabis indica jsou dva odd¢lené druhy.

Dva morfologické typy konopi, které bézné rozeznavame jsou Cannabis sativa,
ktera je vyssi, rozvétvenéjsi a jeji variety se pouzivaji zejména na vlakno, a Cannabis
indica, ktera je naopak nizsi, ma Sirsi listy a jeji nejCastéjsi uziti je k rekreaénim nebo
k medicinskym ucelim (Fischedick et al., 2010). Dalsi typ Cannabis ruderalis (konopi
rumisStni) je popisovan jako nizka, malo rozv€tvena rostlina s malym mnoZstvim
kanabinoidi. Zda jsou nebo nejsou tyto morfotypy rizné druhy je stale predmétem
diskuzi (Russo, 2007).

Jednotlivé druhy se také 1i8i v mnozstvi obsahu THC. Podle Small a Cronquist

(1976) ma na obsah THC zna¢ny vliv domestikace (Obr. 1).

SLABE INTOXIKUJICI

ssp. sativa

var. sativa I var. spontanea

méné néz 0.3% THC
(obc¢as vice nez 1%)

DOMESTIKOVANY DIVOKY
(kultivovany nebo spontani) (pGvodni nebo domaci)

vice néz 0.3% THC
(bézné vice nez 1%)

var. indica | var. kafiristanica

ssp. indica

SILNE INTOXIKUJICI

Obrazek 1: Klasifikace Cannabis sativa (upraveno Small a Cronquist, 1976)

Konopi seté je jednoletou dvoudomou rostlinou, coz znamend, Ze na jedné rostling
jsou vytvareny samici a na druhé samci kvétenstvi. Dlouholetou Slechtitelskou ¢innosti
byly ziskany také jednodomé varianty. Ojedinéle se mulzeme setkat i S typy

hermafroditnimi, které jsou neplodné (Miovsky, 2008).
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Sexualni dimorfizmus je u konopi extrémné vyrazny. Mezi pohlavim a celkovym
vzhledem rostliny mulzeme pozorovat velmi uzky vztah. Samici rostlina je
charakterizovana jako vice robustni a intenzivnéji rozvétvena s kvéty blizko u sebe,
které¢ vytvareji hrozny. Ma pomérné dlouhou vegetacni dobu, jejimz nasledkem jsou
bujné dlouhovekeé listy. Samci rostlina je méné robustni a méné nachylné k rozvétveni.
Samci kvéty tvori latu, olisténi je méné bujné a vegetacni doba je o pét az sedm tydna
kratS$i nez u samici rostliny. Existuji casté piechody mezi samic¢im a sam¢im habitem.
Tyto pifechodné formy jsou znamy v literatufe jako intersexualni formy (Hoffman, 1961
cit Rode et al., 2005).

1. Intersexualni formy se sami¢im habitem:

a) nesouci vyhradné samic¢i kvéty = dvoudoma samici rostlina

b) nesouci samiéi a oboupohlavné kvéty = oboupohlavni samici rostlina

C) nesouci samici, oboupohlavné a samci kvéty = oboupohlavni jednodoma
rostlina

d) nesouci sam¢i a sami¢i kvéty = jednodoma rostlina

e) nesouci vyhradné¢ oboupohlavné kvéty = oboupohlavné formy
se sami¢im vzhledem

f) samci rostlina nesouci vyhradné samci kvéty se sami¢im vzhledem

Vsech Sest intersexudlnich forem miZeme také najit u rostlin se sam¢im vzhledem,
coz nam dava celkem dvanact moznych intersexualnich forem (Hoffman, 1961 cit Rode

et al., 2005).

3.1.2 Geneticka charakteristika

Pohlavi u Cannabis je fizeno pomoci X/Y mechanizmu. Pohlavni chromozomové
pary jsou homogametické (XX) u samici rostliny a heterogametické (XY) u samci
rostliny (Hoffmann et al., 1985 cit Rode, 2005).

Cannabis je diploidni druh (2n=2x=20) s deviti pary autozomu plus pohlavnimi XX
nebo XY chromozomy. Sakamoto et al. (1998) prokazali, Ze velikost genomu
u diploidni sam¢i rostliny je 1683 Mbp a u samiéi diploidni rostliny je 1636 Mbp. Tato
velikostni odlisnost mezi genomy (47 Mbp) neni obvykle zjistitelna pomoci klasickych
Rode et al., 2005) pozorovani, ze Y je vétsi nez X, ¢imz vysvétluji velikostni rozdil

mezi genomem sam¢i a samici rostliny. Y je vétsi diky stovkam kopii retrotranspozomu
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bez dlouhych koncovych repetic, které se béhem evoluce naakumulovaly na jeho
dlouhém ramenu (Ming et al., 2011).

Sakamoto et al. (1998) popsali v prometafazi sam¢i i sami¢i kondenzované
chromozomy pomoci Giemsova barveni (Obr. 2). Chromozom Y je subtelocentricky
aje u n¢ typicky satelit na konci kratSiho ramene. X chromozom byl objeven

submetacentricky a ma také satelit, ktery mizeme najit na kratkém konci ramene.

1 2 3 4 5
A ) IR TR TS [T
TR T
. ,; T b " [ ¢ 6 ‘ '7‘ 8 9
v X X ?{ T O VY
B X . & 34 B
r"’" ‘ﬁ , (( Pl L r 79¢€
"l;\ v 3 )% , g . .
e A o YO » vt

)

Obrazek 2: Chromozomy a karyogram sX a Y chromozomy Cannabis sativa
v prometafazi (Sakamoto et al., 1998)
A) sami¢i B) samci, naznacena ¢ara ma velikost Sum

Divashuk et al. v roce 2014 publikovali molekularné cytogenetickou studii, ktera
charakterizovala vSechny chromozomy, véetné pohlavnich, a urcila jejich velikost. Ta
se pohybovala v rozmezi od 2,6 do 3,8um. Ne vSechny chromozomy se ale podatilo
rozliSit podle jejich délky a pozice centromery. B€hem vyzkumu byla také provedena
fylogeneticka srovnavaci analyza v ramci ¢eledé Cannabaceae mezi Humulus lupulus,
Humulus japonicus a Cannabis sativa (Obr 3). Tuto studii miZeme povazovat
za zékladni kamen ve studiu evoluce pohlavnich chromozomi konopi a také mozného

vyuziti Cannabis jako modelového organismu.
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Humuelus upulus (2n=18+XX /XY velikost genomu . 2.9 pg)

TR
1 2 3 4 5 6 71 8 Y

9 XY

Humulus japonicus (2n=14+XX . /XY,Y, ,velikost genomu — 1.7 pg)

i in
_ [ ik
1 2 3 4 5 6 7

X Y, Y,

Cannabis sativa (2n=18+XX | /XY ,velikost genomu— .84-0.91 pg)
1 2 3 - 5 6 7 8 9 XY

Obrazek 3: ZjednoduSeny fylogeneticky strom ¢eledi Cannabaceae s ideogramy
(upraveno Divashuk et al., 2014)

3.1.3 Vyuziti konopi

Cannabis sativa L. je pfadnou a olejnatou kulturni rostlinou. Kromé kvétu, které
obsahuji latky s 1é¢ebnymi G¢inky, poskytuje nutricné bohaté olejnaté semeno a stonek
obsahujici Iykova vlakna. Clovék vyuziva kvalit t&chto surovin nepietrzité od raného

starovéku (Miovsky, 2008).

3.1.3.1 Technické konopi

Cannabis sativa L. komer¢né péstovana pro vlakno, semena a jako viceucelova
plodina je celkové nazyvana jako technické konopi (Singh, 2010).

Konopna vldkna jsou pouzivana v Sirokém spektru produktd zahrnujici tkaniny
a textilie, ptize, lana, papir, koberce, domaci zatizeni, konstruk¢ni a izolacni material
nebo automobilové soucastky. Konopné semeno a pokrutiny se vyuZzivaji predevSim
Vv jidle nebo napojich a jsou vybornym zdrojem bilkovin. Olej zZ konopného rozdrceného
semene je jednou ze slozek vyrobku pro péci o télo a také doplnka stravy. Konopné
semeno se dale pouziva pro prumyslovy olej nebo ve farmacii (Johnson, 2014).
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3.1.3.2 Medicindlni konopi

V dnesni dobé vétSina narodt povazuje Cannabis za celosvétové zneuZzivanou
ilegdlni drogu. I pfes jeji zneuzivani, vyzkum konopi dokazal, Ze ma také lécebné
vlastnosti. Diky chemické analyze v letech 1940-1960 byla objevena skupina
terpenofenolickych sekundarnich metabolitd, znamé jako kanabinoidy (Pertwee, 2006).
Obecné jsou chépany jako latky se schopnosti vazat se na receptory, které jsou soucasti
endokanabinoidniho systému (Howlett et al., 2004).

Hlavni psychoaktivni latkou je THC, respektive jeho forma trans-(-)-A° -THC
(Pertwee, 2006). Krom¢ THC je jesté jedna latka, ktera je produkovana ve vysokych
koncentracich nékterymi rostlinami, a tou je kanabidiol (CBD) (Meijer et al., 2003 cit
Thichak et al., 2011). Kanabidiol neni psychoaktivni latkou, ale nedavno bylo
dokazano, ze inhibuje Gc¢inek THC (Zuardi et al., 2006). Ob¢ latky jsou nepfirozené
odvozeny pomoci neenzymatick¢ dekarboxylace zjejich pivodnich kyselin,
A%-tetrahydrokanabinolické Kyseliny a kanabinolické kyseliny (Taura, 2007).

Z chemického hlediska zalozeném na CBD/THC poméru konopi existuje ve tiech
hlavnich typech. Prvni forma je definovana jako drogovy typ a mé nizkou koncentraci
CBD a vysokou THC. U druhého typu je pomé&r CBD/THC blizko 1, bézné ale dosahuje
od 0,5-0,3. A za tfeti je to typ nazyvany jako ,,fiber”, u kterého je vysoky obsah CBD
a nizky THC (Pacifico et al., 2006).

Klinické studie konopi, Cistych kanabinoidli a syntetickych analogii prokazaly
jejich Gc¢innost jako analgetik pro chronické neuropatické bolesti, jako chut’ stimulujici
latky pro pacienty s rakovinou, AIDS a roztrousenou sklerozou (Ben Amar, 2006).
Konopi se dale vyuziva k 1é€bé zeleného zdkalu, epilepsie, Parkinsonovy choroby,
Huntingtonovy choroby, Alzheimerova onemocnéni, autoimunitniho onemocnénim
revmatoidni artritidy a plno dalsich (Miovsky, 2008).

Medicinské uziti konopi v dnesni dob¢ stale nartistd a v mnoha zemich vznikaji
oficidlni programy, které poskytuji pacientim bezpecny pfistup ke kvalitnimu lé¢ivému
konopi. Diilezitou otdzkou, kterou je tieba zodpovédet, je, které z mnoha odriid konopi
jsou vhodné pro medicinské uziti. Ve studii Cannabis — od kultivaru k chemovaru,
se Hazekamp a Fischedick (2010) zaméfuji na klasifikaci konopi na zakladé

chemického slozeni.
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3.2 Markery

Molekularni markery jsou uziteCnym nastrojem pro testovani genetické variability
a jsou velmi napomocny pii analyzach rostlin (Vatshney et al., 2005). D¢li se do dvou
hlavnich skupin, a to na biochemické markery a markery nukleovych kyselin, zejména
na bazi deoxyribonukleové kyseliny (DNA) (Obr. 4). Biochemické markery zahrnuji
izoenzymy a do jisté miry i sekundarni metabolity. Ob¢ tyto kategorie jsou zalozeny
na expresi genu a jsou zavislé na zivotni a vyvojové fazi. DNA markery jsou neutralni
ajsou nezavislé na jakékoliv zivotni ¢i vyvojové fazi. Proto maji DNA markery

obrovskou vyhodu nad biochemickymi markery (Sarwat et al., 2012).

Molekularni markery

biochemické markery nukleovych kyslein
. . ; !
izoenzymy  sekundarni metabolity DNA markery RNA markery
' s
na zakladé hybridizace na zakladé PCR
EST s RAPD
RFLP — DAF
SOAR — RAMP
satelity
p— AFLP
— SAMPL
 |SSR
—— SRAP

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

3.2.1 Vyuziti DNA markert

Za pomoci DNA markerti lze detekovat rozdily v genetické informaci mezi
analyzovanymi bunikami, druhy nebo napf. jedinci. DNA markery jsou zaloZeny
na polymorfismu sekvenci DNA. Jsou vyuzivany napi. pro DNA fingerprinting pfi
zjiStovani genetické Cistoty osiva, ale i pro testovani otcovstvi, genetické mapovani,
popula¢ni genetiku a pii studiu evoluce na molekularni irovni. Molekularni markery
zaloZzené na DNA maji diky fyzikélnim vlastnostem nékolik vyhod. Naptiklad to, Ze
DNA muizeme ziskat nejenom ze zivych, ale i z mrtvych tkani, v ptipad¢ rostlin
Z herbafovych polozek. Dalsi vyhodou je, Ze molekula DNA je natolik stabilni, ze ji

muzeme zachovat i po dobu nékolika milionu let (Cano et al., 1993).
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3.2.2 Rozdéleni DNA markerti

DNA markery mohou byt roztfidény do dvou hlavnich skupin v zavislosti na typu
testu. Testem muze byt bud’ hybridizace nebo amplifikace. V prvnim ptipadé jsou
profily DNA vizualizovany hybridizaci restrikéniho enzymu, ktery Stépi DNA
se znacenou sondou. Ta miize byt DNA nebo RNA fragment neznamého ptivodu nebo
sekvence. Markery zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR) zahrnuji in vitro
amplifikaci urcitych sekvenci DNA s pomoci lokusu specifické nebo libovolné zvolené
oligonukleotidové sekvence (primeru) a termostabilni DNA polymerazy (Sarwat et al.,
2012).

Mezi nejastéji pouzivané metody u konopi patii napt. RFLP, RAPD, AFLP nebo
SSR.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms)

Jednim z typti variabilni DNA sekvence je délkovy polymorfismus restrikénich
fragmentti (RFLP). RFLP vznikaji na zdkladé fezani DNA restrikénimi endonukledzami
(Becker et al., 2009 cit Machlin et al. 2012). Délka urcitého fragmentu zavisi
na vzdalenosti mezi obéma misty Stépeni. Fragmenty jednotlivei se mohou liSit
na zakladé poctu opakujicich se prvki. Pokud je pouzit restrikéni enzym, ktery feze
jen ziidka, mohou vzniknout RFLP dlouh¢ az 35 000 bazi (Machlin et al. 2012). Poprvé
byly RFLP markery pouzity pro konstrukci genetickych map (Botstein et al., 1980).

RAPD (Radomly Amplified Polymorphic DNA)

Technika RAPD byla jednou z prvnich modifikaci PCR pro snimani a analyzu
genomu (Williams et al., 1990). Tento postup detekuje nukleotidové sekvence
polymorfismi v DNA za pouZiti jediného primeru libovolné nukleotidové sekvence.
Jednotlivé druhy primeru nasednou na genomickou DNA ve dvou riznych mistech
komplementarnich vlaken templatu DNA a tim dojde k vytvofeni PCR produktu. Tyto
produkty jsou nasledné oddéleny na agarovém gelu (Sarwat et al., 2012).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Tato technika je kombinaci RFLP a RAPD. Je zalozena na selektivni amplifikaci
souboru fragmenti DNA, ktery vznikl S§t€penim vétSinou dvéma endonukleazami.
Fragmenty jsou vizualizovany pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu

(PAGE) nebo kapilarni elektroforézou bud’ prostiednictvim autoradiografickych
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nebo fluorescen¢nich metod (Vos et al., 1995). Polymorfizmus je zjistovan z rozdila
v délkach amplifikovanych fragmentl (Matthes a Edwards, 1998 cit Kumar et al.,
2013).

SSR (Simple Sequence Repeats)

SSR markery maji fadu vyuziti v genetice rostlin a v jejich slechténi. A to zejména
kvli jejich reprodukovatelnosti, multialelické povaze, kodominantni dédi¢nosti a kvali
relativné hojnému a dobrému genomickému rozsahu (Powell, 1996). SSR, znamé také
jako mikrosatelitni opakovani, se skladaji z kratkych nukleotidovych sekvenci (napf.
GTA), které se opakuji mnohokrat vtandemu (..GTAGTAGTAGTA..). Pocet
opakovani tandemovych repetic se muze liSit v sekvenci a mnoho takovych variant
(alel) se miize vyskytovat v jedné populaci. Mikrosatelity (SSR) se skladaji ze dvou
az Sesti nukleotidt, ale obvykle obsahuji dva az tii nukleotidy. Mikrosatelitni primery
vyvinuté pro jeden druh mohou byt malokdy pouzity pro jiny nejblizsi druh. Z tohoto
duvodu je tfeba rozvijet mikrosatelitni primery pro kazdy druh zvlast (Kumar et al.,
2013).

3.2.3 Vyuziti DNA markert u konopi

DNA markery se u konopi vyuzivaji napf. ke studiu genetické diverzity
a variability, pro rozdéleni vzorki konopi do konkrétnich skupin podle geografického
puvodu, kidentifikaci pohlavi a ke studiu struktury pohlavnich chromozomi. Dale
se v&dci zamé&fuji na precteni genomu konopi.

Jagadish et al. (1996) vyuzili RAPD metodu K rozliSeni 51 vzorki Cannabis sativa
a 2 vzorkd Humulus lupulus. Analyza ukazala jasné rozdily mezi chmelem a konopim
ataké rozdélila vzorky konopi do tfi odliSnych skupin. Tyto vysledky naznacily,
ze Cannabis sativa z riznych geografickych regioni ma mezi sebou genetické rozdily,
které mohou byt detekovany pomoci RAPD techniky.

U Cannabis byla pouzita RFLP metoda, ktera se ale pfi studiu genetické variability
neosvédcila. Mandolino et al. (1999) pouzili metodu RFLP k identifikaci DNA markert
u sam¢iho pohlavi u dvoudomého konopi. Bylo ziskdno nékolik rozdilnych kiizenych

vzorkll, nicméné u Zadného z nich nebyl prokazan polymorfizmus spojeny s pohlavim.
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U Cannabis sativa bylo identifikovano Sest specifickych sam¢ich RAPD markert
od MADC1 (male associated DNA sequences in Cannabis sativa) do MADC6
(Sakamoto et al., 1995; Mandolino et al., 1999; Torjék et al., 2002).

Sakamoto et al. (2005) ve svém c¢lanku popisuji dva RAPD markery (MADCS3,
MADC4) a debatuji o vztahu mezi jejich sekvencemi a o struktuie Y chromosomu.
Na experiment bylo pouzito pét samcich a pét samicich rostlin. Ze 120 primerd pouze
17 ptineslo fragmenty dlouhé 400-1500 bp. U 11 z téchto 17 specifickych sond vSak
nebyly prokazany rozdily mezi DNA sam¢i a samiéi rostliny.

Cilem Peil et al. (2003) bylo analyzovat polymorfizmus pomoci AFLP markery
na X a 'Y chromozomech a pouzit je k porozuméni struktufe pohlavnich chromozomu.
P&t objevenych markerii bylo umisténo na obou chromozomech. Dale Vv pribéhu
experimentu byl objeven velky po¢et markert specifickych pro samici rostliny.

Rode et al. (2005) popisuji ve svém clanku pohlavni kratké tandemové repetice
(SSR). Jeden SSR marker byl polymorficky v obou populacich, dal$i dva markery byly
polymorfické pouze v jedné ze dvou populaci. Tti alely byly zjiSt€ny pro dva SSR
markery ukazujici polymorfismus nejen mezi X a Y, ale taky mezi rozdilnymi
X chromozomy.

Gilmore a Peakall (2003) identifikovali 15 mikrosateliti ze 48 vzorkia Cannabis
sativa. Tyto mikrosatelity mély vysokou variabilitu a vysoky informativni charakter.
Jejich vysledky potvrzuji uzite¢nost téchto markert pro charakteristiku genetické
rozmanitosti u pé€stovanych a piirodnich populaci konopi.

U 11 mikrosatelitt, které byly objeveny ve studii Alghanim a Almirall (2003), bylo
zjisténo, ze jsou vhodné pro DNA typizaci a pro stanoveni genetické ptibuznosti
Konopi. VétSina mikrosatelitnich markerd byla slozena z GA/CT dinukleotidi
ptredstavujicich 50% celkem.

Van Bakel et al. (2011) jako prvni osekvenovali DNA a RNA konopi z kmene
Purple Kush (PK). Tento kmen ma vysoky obsah THC a pouziva se pro medicinské
ucely. Genom byl osekvenovan metodou Illumina (sekvenace de novo). Genomicka
DNA byla vyizolovana z listli a pouzita na tvorbu knihovny pro sekvenovani paired-end
s adaptéry pripojenymi na koncich fragmentii. Sekvence byly nasledné doplnény o delsi
fragmenty knihovny pro sekvenovani pomoci techniky 454. Pro charakteristiku
transkriptomu konopi osekvencovali polyA a RNA z Sesti typt tkani PK (z kofene,
stonku, vegetativni ¢asti, pupene a z kvétl, které byly v rané a stfedni fazi kveteni).

Po sekvenovani byla data doplnéna z knihovny komplementarni DNA (cDNA).
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Dalsi ¢asti vyzkumu bylo srovnani genomické sekvence PK s genomy technickych
odrad FIN-314 a USO-31 a srovnani transkriptomu kvétenstvi PK s transkriptomem
kvétenstvi odridy Finola. Tato srovnani prokazala genetickou odliSnost mezi
technickymi a vysoko obsahovymi typy.

Genomové sekvence nam nakonec mohou pomoci objasnit evolué¢ni historii
a molekularni dopad domestikace a péstovani na rod Cannabis. Jak uz bylo feceno,
taxonomie konopi je velmi spornd, a proto by genotypovani mohlo byt vyuzito

pro sledovani vztahu dvou domnélych skupin sativa a indica (Van Bakel et al., 2011).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Experimentalni material

Pro experiment bylo pouzito 22 vzorki konopi. Kolekce zahrnovala Sest odrad
technického konopi, které poskytla firma Hempoint, Ltd. - Bc. Hana Gabrielova. Zbytek
kolekce pochazel z Nizozemi od Dr. Arna Hazekampa (Bedrocan) a obsahoval ctyfi
vzorky Cannabis sativa, ¢tyfi Cannabis indica, ¢tyfi vzorky konopnych smési a Ctyfi
vzorky hybrida (tabulka 1).

Tabulka 1: Pehled genotypti Cannabis pouzitych pro analyzy

Poiradi Oznaceni Nazev Typ

1. TE1 Finola (finské odrtda) technické konopi

2. TE2 Tiborszalasi (mad’arska odrida) technické konopi

3. TE3 Tisza (mad’arska odriida) technické konopi

4, TE4 Kompolti (mad’arska odrida) technické konopi

5. TES5 Kompolti hybrid TC (mad’arska odrtida) technické konopi

6. TE6 Carmagnolu (italska odrida) technické konopi

7. SAl Arjan’s Haze (obecné Haze) sativa

8. SA2 Amnesia Haze sativa

9. SA3 Sour Diesel sativa

10. SA4 Presidential O.G. (O.G. Presidential Kush) sativa

11. IN1 Great White Shark indica

12, IN2 Northern Light indica

13. IN3 Skunk +1 (obecné Skunk) indica

14, IN4 Royal Caramel indica

15. SM1 Special Queen 50/50 - hybrid

16. SM2 Opium 50/50 — hybrid

17. SM3 Mohan Ram 50/50 — hybrid

18. SM4 Biddy Early 50/50 — hybrid

19. HY1 Super Bud hybrid (SAXIN, INXSA)
20. HY2 Royal Medic hybrid (SAXIN, INXSA)
21, HY3 Big Bud XXL hybrid (SAXIN, INXSA)
22. HY4 Jack Herrer Automatic hybrid (SAXIN, INXSA)

4.2 Metodika
Pracovni postup se skladal z nasledujicich krokd:
e izolace rostlinné DNA;
e piiprava reakénich smési pro PCR,;
e Dpiiprava agar6zového gelu, elektroforéza a vizualizace produkti;
e piiprava polyakrylamidového gelu, elektroforéza, vizualizace produkti;

e vyhodnoceni vysledk.
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4.2.1 Izolace rostlinné DNA

Genomicka DNA technického konopi byla izolovana zlistd za pomoci kitu

DNeasy Plant Mini Kit podle pfislusného navodu (www.qiagen.com). DNA ze zbylych

vzorkil byla izolovéna stejnym zptisobem v Nizozemi a poslana do Ceské Republiky.

Mnozstvi a Ccistota ziskané DNA byly zméfeny pomoci pfistroje Picodrop

Spectrometr PICO100 (Picodrop™). Namé&fené hodnoty bylo dostate¢ns velké, a proto

bylo mozno pfistoupit k navazujicim analyzam polymorfizmu.

4.2.2 Priprava reak¢nich smési pro PCR

Pro analyzy bylo pouzito 24 SSR markerd. Prvnich 8 ,,ANUCS* bylo navrzeno
podle Gilmore a Peakall (2003). Zbylych 16 ,,CAN® bylo pouzito podle Gao et al.

(2014). Vsechny markery i jejich velikosti, které byly uvedeny u autort, jsou

zaznamenany V tabulce 2.

Tabulka 2: Charakteristika markert pouzitych pro analyzy

Nazev Opakujici se motiv Primer (zaéinajici - F) velikost
Primer (kon¢ici - R) produktu (bp)*

ANUCS201  (GA)y GGTTCAATGGAGATTCTCGT 187
CCACTAAACCAAAAGTACTCTTC

ANUCS202 (GA)y AGGACCAATTTTGAATATGC 161
AGAGAGGGAAGGGCTAACTA

ANUCS203  (CT)s GCTCTTCTTATTAATTCCTCCTT 195
GAATATGATAAGACACAACTTCATT

ANUCS204  (CT) TGGAAGATATGCAACTGGAG 150
AACGAAGATAAGCACGAACA

ANUCS205 (CT)y TTGACTAACCGGCAAAGATA 168
AAATTCAAAACCGATTCTCAG

ANUCS301  (TTA)ss ATATGGTTGAAATCCATTGC 234
TAACAAAGTTTCGTGAGGGT

ANUCS302  (CAA)-(CAA), AACATAAACACCAACAACTGC 147
ATGGTTGATGTTTTGATGGT

ANUCS304 (CAA);TCA(TCT), TCTTCACTCACCTCCTCTCT 173
TCTTTAAGCGGGACTCGT

CANO0039 (CAT)g AGCGGCTAGCGTAACAGTAT 220
GTCATTGGAAAGACCAGCTT

CANO0093 (GA)11 CAGTCTCTCAGATCAGACTACC 211
AGCGGCTAGCGTAACAGTAT

CANO0110 (AT GGGTAAAGCTTACGCAAAGT 111
AACAAACAGTTGGACACCCT

CANO0126 (AATACC)3(CAG), GAGTAAGAGAAGGCGAACCA 188
CCTGTGTAACAGAAAACCCC

CANO0585 (ACTTCTATT),T(CAAAAC); TCATCATCATCCCTCCCTAT 221
GGTCCATAGTTGGCTGATCT

CAN1347  (AAC)(ATC), TGTTTCTAAGGCTCAGTCCC 133
GGCAAAGGTAAAGCAAGTGT
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Tabulka 2 (pokracovani): Charakteristika markerti pouzitych pro analyzy

CAN1690B  (CAA),(CATCATAT), CAAACAGGGGAAAAGAGAGA 237
ATGAAGCGTTGGTACTAGGC

CAN2913  (AAG), AGGAACACTTTGAAAGCGAG 130
CGGTCATCTACCTTGAGCTT

CAN0010  (GTG)s TCCAAACGTTCTCTCTCTCC 276
CTACTAACCCAATCAGACCCA

CAN0023  (AACAAG);(AAGAACAAG), CTCACTGTGATAGTTGAGCTTC 224
CCCAACTTCTGTTTCATTCC

CAN0031  (TA), GGGAGCTGCCTTCTATGTTA 288
AGGGAAAAGCTTGACTGCT

CANO051  (TCA), AACCCAAAAGAGCTGAGAGA 291
CTCAGCAAGGTGAGTACACG

CANO865  (TCTCTCTTC),(TC)s CTTCTCTAATCCGATTCCCA 206
GAACGAAGAAAACCCAGAAG

CAN1419  (CAGAAC),CAA(AACCAG); TGAGGATCATCATGGTTCAG 270
TTTTCCTTCTCCGCTACATC

CAN1660  (AATCCC),(AACCCC), AAGCCTTGAATCTCCAACAG 162
TGAAGTGTGAAGATGATCGG

CAN2633  (TC)s GGCAAACTTGTAGTGCTCTT 151
GGAAGTTAGCACTGCAGACA

Reakéni smés pro PCR byla pfipravena postupnym piiddvanim jednotlivych
komponent (tabulka 3). Celkové mnozstvi reak¢éni smési bylo nasledné rozpipetovano
po 24ul do mikrozkumavek a ptidan 1ul pfedem pfipravené templatové DNA daného
vzorku Cannabis. Po peclivém uzavieni byly mikrozkumavky vloZeny do jamek
termocykleru T3 (Biometra). Po uzavieni termocykleru byl nastaven program
S ptisluSnym teplotnim a ¢asovym profilem. Pro ANUCS301, ANUCS302, ANUCS201
a ANUCS201: 10min inkubace pti 94°C pro aktivaci Tag polymerazy, potom cykus 15s
pii 95°C, 52°C po dobu 15s, poté 60s pii 72°C, zopakovano 30x. Zaverecné
prodlouzeni trvalo Smin pfi 72°C. Pro ANUCS203-205 a ANUCS304: inkubace 10min
pti 90°C, 15s pii 95°C, 54°C po dobu 15s a 72°C po dobu 60s, celkem 30 cykli
po sob¢. Zaverecné prodlouzeni opét trvalo Smin pti 72°C (Gilmore a Peakall, 2003).
Pro ,,CAN* markery: délka inkubace byla 10min pii 94°C, nasledny cyklus pii 94°C
trval 30s, 57°C po dobu 30s a 72°C po dobu 40s, zopakovdno 35x. Zavérecné
prodlouzeni probéhlo pii 72°C po dobu 10min (Gao et al., 2014).
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Tabulka 3: Slozeni reakéni smési pro 1 vzorek.

Slozky reakce mnozstvi (ul)
deionizovana H,O 16,8
pufr 5
dNTP 0,1
primer (zacinajici — F) 1
primer (koncici — R) 1

Taq polymeraza 0,1
Celkem 24

Vysvétlivky: dNTP — dinukleotid trifosfat, Taq — Thermus aquaticus

4.2.3 Priprava agarozového gelu, elektroforéza a vizualizace produkti

Po PCR byla izolovana DNA zkontrolovana na 1,5% agar6zovém gelu. Pied
ptipravou gelu byla sestavena elektroforetickd vanicka a spolu s hiebeny, které slouZzi
na tvorbu jamek pro DNA, umisténa do zapnuté digestofe. 1,5% agardzovy gel byl
ptipraven nasledovné. V 1891,4ml destilované vody bylo rozmichano 38,6ml 50x
koncentrovaného pufru TAE (tris-acetatovy pufr). Do lahve s hrdlem bylo ze vzniklého
roztoku odlito 270ml a pfidano 4,2g agar6zy. Cely obsah byl promichan a pfiveden
Kk varu pomoci mikrovinné trouby. Lahev s vroucim roztokem byla, za stalého michani,
pomalu ochlazovana pod tekoucim proudem vlazné vody. Nasledné byly v digestofi
do roztoku ptidany 2ul ethidium bromidu. Obsah lahve byl poté vylit do vanicky
a po odstranéni bublin byly umistény hiebeny. Gel tuhnul po dobu 15-20min
Vv digestofi. Po vyjmuti hiebenli a odstranéni gumovych tésnéni byla vani¢ka presunuta
do eletroforetické vany a zalita zbytkem nafedéného pufru TAE. Takto pfipraveny gel
byl pfichystan na nanaseni jednotlivych vzorki. Komponenty jsou uvedeny v tabulce 4.

Na horizontalni gelovou elektroforézu jsme pouzili systém Agagel Maxi
(Biometra). Vzorky DNA byly postupné rozpipetovany do jamek gelu po 8ul. Vana
byla néasledné zakryta bezpe¢nostnim krytem a pfipojena ke zdroji stejnosmérnc¢ho
napéti. Separace probihala pfi napéti 80V, po dobu 1-2h.

Po wukonceni elektroforézy byla provedena vizualizace pod UV lampou

transiluminatoru Ultraviolet (UltraLum Inc.).

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

Chemikalie Zasobni koncentrace Pouzité mnoZstvi
Destilovana voda - 1891,4ml
TAE (tris-acetatovy pufr) 50x 38,6ml
Agaréza (Serva, USA) - 4,29
Etidium bromid (Serva, USA) 10 mg/ml 2ul
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4.2.4 Priprava polyakrylamidového gelu, elektroforéza, vizualizace
produkti

Na polyakrylamidovém gelu byla provedena separace fragmentl k zjisténi jejich
velikosti, pro studium genetické diverzity mezi jednotlivymi druhy Cannabis. Pied
ptipravou samotného gelu byly sestaveny dvé soustavy elektroforetickych skel. Skla,
silikonova tésnéni a hiebinky, byly dikladné¢ omyty vodou a nasledné pietifeny
etanolem. Mezi ocisténa skla bylo vloZzeno silikonové tésnéni. Nasledné byla skla
zajisténa svorkami, aby nedo$lo k vyteCeni roztoku gelu. Takto pfipravené soustavy
byly umistény do vertikalni polohy. Nasledovala ptiprava gelu. Slozeni gelu je uvedeno
Vv tabulce 5. Jednotlivé komponenty v tabulce je nutné ptidavat v pofadi, v jakém jsou
uvedeny. Jelikoz APS (persiran amonny) zac¢ind polymeracni reakci, ktera je velmi
rychld, byl pfidan az jako findlni slozka. Jednotlivé slozky byly pfidavany do kadinky
S magnetickym michadlem. Pfipraveny roztok byl pftelit pfes okraj kadinky
do vertikalné umisténych skel a mezi skla byl nasledné zasunut hiebinek, diky kterému
byly vytvoteny jamky pro DNA. Polyakrylamidovy gel tuhnul po dobu 30min. Béhem
tuhnuti byl pfipraven roztok elektrolytu (tabulka 6). Po ztuhnuti gelu, byly vyjmuty
hiebinky a jamky byly zality elektrolytem. Zbyly elektrolyticky roztok byl nalit

do elektroforetické aparatury.

Tabulka 5: Komponenty pro piipravu 8% polyakrylamidového gelu

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

Vysvétlivky: TBE — trisbaze (trishydroxymethyldiaminomethan; Biotech), kyselina borita,
disosium (Biotech); AKRYL/BIS — akrylamid/biskrylamid; TEMED - tetramethylendiamin
(Biotech); APS — amonium persulfat (Biotech)

Tabulka 6: SloZeni elektrolytu

Elektrolyt
100ml TBE 10x koncentrovany
900ml destilované H,O
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Do dvou jamek, vétSinou do prvni a predposledni, ztuhlého gelu bylo napipetovano
12ul velikostniho markeru (DNA ladder). Do zbylych jamek byly rozpipetovany vzorky
po 12ul. Ze skel byla odstranéna silikonova tésnéni a skla byla umisténa naproti sobé do
elektroforetické aparatury. Aparatura byla poté zakryta ochrannym krytem a pfipojena
ke zdroji stejnomérného elektrického napéti. Elektroforéza probihala ve dvou fazich.
Prvni faze trvala 10min pfi 120V a druha pii 300V po dobu 60-120min v zavislosti na
velikosti separovanych amplikont.

Vizualizace produktli na polyakrylamidovém gelu byla provaddéna dusi¢nanem

stiibrnym (AgNOs3). SloZeni roztokd je uvedeno v tabulce 7.

Tabulka 7: SlozZeni jednotlivych roztokt pro vizualizaci

Fixa¢ni roztok AgNO; Vyvojka

41,6ml etanolu 2g dusi¢nanu stiibrného | 10ml 37% formaldehydu
2ml kyseliny octové 1000ml destilované H,O | 22,29 NaOH

356,4ml destilované H,O 730ml destilované H,0O

Proces barveni probihal v digestofi na tfepacim pfistroji. Po ukoncéeni gelové
elektroforézy byl nejdfive jeden a nasledné druhy gel pfenesen ze sklenénych desek
do nadoby s fixaénim roztokem. Nadoba byla umisténa na tfepacim ptistroji po dobu
1 minuty. Poté byl gel pfenesen do nadoby s dusi¢nanem stiibrnym, kde trvalo navazani
sttibra 3 minuty. Gel byl nasledn¢ 3x omyt destilovanou vodou a ptfenesen do nadoby
s vyvojkou. Po 5-10 minutach doSlo k vizualizaci. Gely byly pro procesu barveni
preneseny na folie, zataveny a naskenovany (Obr. 5) pro lepsi vyhodnoceni pomoci

pocitace.

4.2.5 Vyhodnoceni vysledkii

Vysledky analyz byly vyhodnoceny pomoci binarni matice, kde byla zaznamenana
ptitomnost (1) ¢i nepfitomnost (0) alel (tabulka 8). Matice byly dale zpracovany pomoci
statistického softwaru FreeTree verze 9.1 (Hampl et al. 2001) pomoci UPGMA (metoda
parovani pomoci nevazenych aritmetickych primért) as vyuzitim Jaccardova
koeficientu podobnosti (Jaccard, 1908). Pro vizualni zpracovani matice byl pouzit
software TreeView verze 1.6 (Page, 1996). Statistické hodnoty DI (index diverzity), PI
(index pravdépodobnosti) a PIC (polymorfni informacni obsah) byly vypocteny pro
kazdy z mikrosateliti podle Russell et al. (1997).
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Obrazek 5: Nasnimany polyakrylamidovy gel, marker CAN1419

Vysvétlivky: sm- velikostni markery (DNA ladder); 1 - Finola, 2 - Tiborszalasi, 3 - Tisza,

4 - Kompoli, 5 — Kompoli hybrid TC, 6 — Carmagnola, 7 — Arjan’s Haze, 8 — Amnesia Haze,
11 — Great White Shark, 12 — Northern Light,
13 — Skunk +1, 14 — Royal Caramel, 15 — Special Queen, 16 — Opium, 17 — Mohan Ram,
18 — Biddy Early, 10 — Super Bud, 20 — Royal Medic, 21 — Big Bud XXL, 22 — Jack Herrer

9 — Sour Diesel,

Automatic

Tabulka 8: Ukazka binarni matice pro marker CAN1419

10 — Presidential O. G.,

Marker suma | Pocet alel
CAN1419 |0|1|1|0|21|0|0f2|1|1|0|2]|0|0|0O|1|0|0O|1|1|0|0| 10 4
CAN1419 |0|1|1|0|21|0|2|0|0Of21|0|2]j1|0|0O|1|0|0O|2f2|1|1| 12
CAN1419 |0|0|0O|0O|O|O|O|0O|1|0O|1|0|0O|0O|2|0|2]|1|0|0O|0O|0O]| 5
CAN1419 |1|0|(0O|1|/0|1|0fl0O|0Ofl0O|0O|O|O|1|0|0O|0O|0O|O|O|O|O| 4

Velikost 240-260

(bp)

DI 0,703

Pl 0,114

PIC 0,664

Vysvétlivky: DI — index diverzity, Pl — index pravdépodobnosti, PIC — polymorfni informaéni

obsah
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyhodnoceni analyz jednotlivych SSR markert

Pro analyzy kolekce 22 vzorkti Cannabis bylo pouzito celkem 24 SSR markeri.
V priméru se mikrosatelity v rostlinné DNA vyskytuji kazdych 33kb (Wang et al.,
1994). Rozdily mezi jednotlivymi rostlinami mohou byt zplusobeny zménami
ve struktute genomu (Cordeiro et al., 2000). Béhem analyz byl detekovan jeden
uniformni SSR marker (CAN1690B). Tento marker neni vhodny pro identifikaci vzorkt
konopi v nasi kolekci. Velikost alel se pohybovala v rozmezi od 100 do 320bp (tabulka
9) Béhem analyz byl v porovnani s Gao et al. (2014) zjistén velikostni rozdil az 70bp
umarkerd CANI1337, CANI1419, CAN2913, coz mohlo byt zplisobeno pouzitim
rozdilnych genotypl, kde se nachdzely i smésné vzorky. Nejvice alel bylo zjiSténo
pomoci markerit ANUCS204 (7) a CAN0110 (7). Celkem bylo nalezeno 105 rozdilnych
alel s primérem 4,375 na lokus. Podobnou hodnotu zjistili Alghanim a Almirall (2003),
kdy pramér pocet alel na lokus byl o néco vyssi, a to 4,7. Zato Gao et al. (2014) uvadi
niz8i hodnotu, a to 2,87 alel na lokus, coZ mohlo byt zpiisobeno pouzitim vzorka pouze
Cannabis sativa.

Byly vyhodnoceny statistické ukazatele jednotlivych SSR markerti v souboru
konopnych vzorki. Hodnoty DI byly vyssi nez 0,80 u Sesti SSR markerd ( ANUCS203,
ANUCS205, CAN0039, CANO0093, CAN0110, CAN2913) a hodnoty PIC byly vyssi
nez 0,80 u péti markerd (ANUCS20, CAN0039, CAN0093, CAN0110, CAN2913).
Zaroven mély vSechny tyto markery niz8§i hodnotu PIC nez 0,06. VSechny uvedené
markery jsou vhodné pro identifikaci genotypd technického konopi. Mizeme je tedy
vyuzit pro sestaveni panelu mikrosateliti pro identifikaci vzorkli konopi v nasem
souboru. Nejlepsim markerem, s nejvy$si hodnotou DI a PIC (0,926) a nejnizsi
hodnotou PI (0,004) byl marker CAN2913. Naopak SSR marker CAN1690B mé¢l
hodnoty DI a PIC= 0 a Pl= 1, coz znamena, Ze neni vhodny pro studium genetické
variability. Kayis et al (2010) srovnavali G¢innost ISSR a RAPD markerti pro studium
genetické variability konopi u vzorkt pochazejicich z Turecka. Uvedli pro ISSR
markery hodnotu PIC= 0,25 a pro RAPD PIC= 0,28, coz je téméf tiikrat mensi nez PIC
uvedené v tabulce 9. Nizké hodnoty PIC oproti naSim vysledkim by mohly byt

zpusobeny pouzitim pouze vzorka Cannabis sativa.
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Tabulka 9: Charakteristika analyzovanych mikrosatelitnich markera

SSR marker  Velikost alel (bp) Pocet alel DI Pl PIC
ANUCS201 140-200 6 0,690 0,090 0,680
ANUCS202 140-200 5 0,730 0,090 0,720
ANUCS203 120-200 5 0,801 0,052 0,784
ANUCS204 100-180 7 0,780 0,040 0,770
ANUCS205 120-180 5 0,839 0,027 0,830
ANUCS301 200-260 4 0,576 0,200 0,539
ANUCS302 140-160 6 0,770 0,040 0,760
ANUCS304 140-200 4 0,740 0,070 0,720
CANO0039 200-240 4 0,856 0,020 0,852
CANO0093 200-230 5 0,874 0,012 0,874
CANO0110 100-130 7 0,907 0,007 0,906
CANO0126 160-180 4 0,662 0,147 0,620
CANO0585 200-220 4 0,611 0,216 0,542
CAN1347 200-220 4 0,491 0,248 0,490
CAN1690B 220 1 0,000 1,000 0,000
CAN2913 100-120 5 0,926 0,004 0,926
CAN0010 240-270 3 0,532 0,294 0,453
CAN0023 180-220 3 0,510 0,267 0,469
CANO0031 220-300 5 0,690 0,118 0,648
CANO0051 280-320 4 0,603 0,091 0,596
CANO0865 180-200 3 0,370 0,397 0,355
CAN1419 240-260 4 0,703 0,114 0,664
CAN1660 160 2 0,236 0,612 0,208
CAN2633 140-160 5 0,760 0,081 0,736
Primér 4,375 0,652 0,177 0,631

Vysvétlivky: DI - index diverzity, Pl — index pravdépodobnosti, PIC — polymorfni informa¢ni
obsah

5.2 Geneticka diverzita analyzovanych vzorku konopi

Statisticky l1ze vyhodnotit genetickou diverzitu analyzovaného souboru pomoci
vytvofeni dendrogramti podobnosti (Henry, 2001). Proto byl i na vyhodnoceni rozdilt
mezi 22 genotypy Cannabis sestaven dendrogram (Obr. 6). Vzorky konopi se rozdé€lily
do dvou shluku (I. a Il.), kdy druhy (Il.) obsahoval ¢étyfi genotypy (TE1, TE6, TE4
aIN4) a prvni vSechny ostatni genotypy. Shluk I. byl nasledné rozdélen na dva
podshluky (A,B). Na obrazku dendrogramu lze vidét, Ze se podatilo oddélit v podshluku
A vzorky Cannabis sativa (SA1-4) od ostatnich genotypu. Shluk II. byl také rozdélen
do dvou podshluki (C,D), kdy podshluk D obsahoval pouze jediny vzorek
a to Cannabis indica (Royal Caramel). Oddélit se povedlo odridy technického konopi

(TE1-6) od zbyvajicich genotypu.
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Obrazek 6: Dendrogram genetické podobnosti

Vysvétlivky: I. a Il. — shluk, A,B,C,D — podshluk, TE1 - Finola, TE2 - Tiborszalasi, TE3 - Tisza,
TE4 - Kompoli, TE5 — Kompoli hybrid TC, TE6 — Carmagnola, SAl — Arjan’s Haze,
SA2 — Amnesia Haze, SA3— Sour Diesel, SA4 — Presidential O. G., IN1 — Great White Shark,
IN2 — Northern Light, IN3 — Skunk, IN4 — Royal Caramel, SM1- Special Queen, SM2 — Opium,

SM3 — Mohan Ram, SM4 — Biddy Early, HY1 — Super Bud, HY2 — Royal Medic, HY3 — Big Bud
XXL, HY4 — Jack Herrer Automatic

S pomoci SSR marekrii se podafilo Gao et al. (2014) rozdélit Cannabis sativa
do ¢tyt skupin podle jejich geografického pivodu. Pomoci techniky RAPD-PCR
se podafilo Jagadish et al. (1996) rozdé¢lit Cannabis sativa do tii skupin podle ti
geografickych regionii. Pinarkara et al. (2009) rozd¢lil vzorky psychoaktivniho konopi
do dvou skupin podle ptvodu, a to ze zapadniho a vychodniho Turecka. V ramci nami
analyzovanych odrid technického konopi nebyl zjistén vliv provenience, tzn. ptivodu
odridy. U dalSich vzorka pochdzejicich z Holandska nebylo mozné tuto analyzu
realizovat.

Vzorky Cannabis sativa pochazejici z Holandska se vyznacovaly vysokym
stupném podobnosti (skupina v ramci podshluku I.A), coz se neda konstatovat
0 vzorcich Cannabis indica. Nase vysledky tak ¢astecné koresponduji se studii Pilluza
et al. (2013), kde kolekce obsahovala vzorky Cannabis sativa i Cannabis indica a bylo
sledovano piedevsim rozdéleni do shlukl podle zplisobu vyuziti. Pomoci RAPD metody

se podafilo rozdélit vzorky do 8 shlukd, kdy Sesty obsahoval pouze konopi s vyuzitim
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na vlakno. Naptiklad Thichak et al. (2011) rozdélil 100 vzorkd konopi na typ ,,fiber*
a typ ,,drug® pomoci mnohonésobné PCR.

Nebyl nalezen vztah mezi jednodomosti a dvoudomosti analyzovanych odrad
technického konopi s testovanymi SSR markery. Slanska (2016, ustni sdéleni) tuto
skuteCnost popisuje vramci analyzy stejnych SSR marker u kolekce genetickych

zdrojti technického konopi pochazejicich z kolekce Agritec, s. r. 0. Sumperk.
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6 ZAVER

Cannabis sativa L., neboli konopi, je znamou rostlinou s Sirokou $kalou vyuziti
od nepaméti lidstva. Nezanedbatelny je vyznam konopi pro medicinu. V dne$ni dobé
je tato kontroverzni rostlina nejdiskutovanéj$im tématem odbornikt i $iroké vefejnosti.

Bakalarska prace byla zaméfena na studium polymorfizmu DNA konopi. Jejim
cilem bylo vyhodnoceni genetické variability v kolekci konopi pomoci mikrosatelitnich
markeri. Pro vyzkum byly vyuzity metody molekularni biologie, jako je izolace
genomové DNA, PCR nebo elektroforeticka separace.

Experimentalni ¢ast bakalarské prace probihala v laboratofi molekularni biologie
na Ustavu biologie rostlin Agronomické fakulty Mendelovy univerzity v Brné.

Kolekce konopi obsahovala 22 genotypt konopi, které byly analyzovany pomoci
24 SSR markert. Pii vyhodnoceni analyz jednotlivych SSR markert byl zjistén jeden
uniformni marker, ktery byl nadale shleddn jako nevhodny pro zjiStovani genetické
variability konopi. Bylo detekovano celkem 105 rozdilnych alel a primérem 4,375 alel
na lokus. Jejich velikost se pohybovala od 100 do 320bp. Nejvice alel bylo zjisténo
pomoci dvou markertt (ANUCS204, CANO110). U vSech mikrosatelitnich markera byly
vypocteny statistické hodnoty DI, PI a PIC. Pomoci téchto hodnot bylo nalezeno
5 markert, které jsou vhodné pro vyhodnoceni genetické rozmanitosti.

Geneticka diverzita byla statisticky vyhodnocena pomoci dendrogramu podobnosti.
Ten nam rozdélil vzorky konopi do dvou shlukii a ty nasledné na Ctyfi podshluky.
Ctvrty podshluk D obsahoval jediny vzorek a to Cannabis indica. Od ostatnich
genotypu se nam podatilo oddélit konopi technické a Cannabis sativa. U technického
konopi se bohuzel nepodafilo nalézt vztah mezi jednodomosti a dvoudomosti.

Pro lepsi a presnéjsi vysledky by bylo vhodné rozsifit kolekci konopi a aplikovat
vétsi pocet mikrosatelitnich markerd.

Vsechny mé ziskané zkuSenosti béhem vypracovani bakalaiské prace bych velice

rada vyuzila pfi zpracovani prace diplomove.
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