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1 Uvod

Termin embryogeneze oznacuje proces, pti kterém dochdzi ke vzniku a vyvoji embrya.
V tomto obdobi dochdzi k ustanoveni zakladniho télesného planu rostliny, aniZ by doslo
k plné organogenezi. Rostlinnd embryogeneze konc¢i stadiem maturovaného embrya, je-
hoZz buriky se uz prestdvaji délit. Nasledné dochdzi k navozeni klidového stavu dormance,
pfi kterém je metabolickd aktivita potlacena na minimum. Takovéto semeno je u nékte-
rych rostlinnych druhd schopno vyckdvat na spravné podminky ke kliceni velice dlouhou
dobu za cenu pouze nepatrné ztraty na klicivosti. Konopi vSak mezi tyto rostliny nepatfi.

Péstovani konopi neni celkové naro¢né. Pro péstitele je vSak nejen brzka ztrata klico-
vosti semen problematickd, jsou to i vysoké naroky na kvalitu pidy a na zavlahu (v po-
¢atecnim obdobi riistu). Vzhledem ke zvySujicimu se suchu jsou trodné piidy v niZindch
pfednostné vyuZzivany pro péstovani ndchylnéjSich plodin. Tim dochdzi k vytlatovéni ko-
nopnych poli stale do vyssich poloh, kde se drzi méné vlhkosti a vrstva humusu je mensi.
Dochdzi tak k poklesu kvality konopného materidlu a jeho produkce. Pravé proto je to-
lik podstatné vénovat se a porozumet mechanismtiim vzniku tolerance na sucho. Poznatky
ze zkoumdani gent, jejichZ exprese je ovlivnéna hydrataci rostliny, by mohly byt podstatné

pro Slechtitelské programy. Poptdvka po odolnéjSich kultivarech konopi, u kterych sucho

nenfi tak limitujicim faktorem, by tak mohla byt uspokojena.



2 Cile prace
Teoreticka cast:
1. Vypracovani reSerSe na téma bakaldrské prace
2. Shromézdéni dostupnych literdrnich zdroja
Prakticka cast:
1. ZaloZeni embryokultur in vitro konopi setého (technického) Cannabis sativa
2. Morfologické pozorovani vyvojovych zygotickych embryi

3. Izolace RNA, prepis do cDNA, analyza exprese vybranych geni



3 Literarni prehled

3.1 Konopi (Cannabis L.)

Pro spravnou orientaci v ne pfili§ jasné tematice konopi je tfeba spravné rozumét pouzi-
vanym terminim. Jak uvadi Small (2015), konopi oznacuje pouze rostlinu jako takovou.
V souvislosti s vyuzivanim konopi, jakoZto zdroje psychoaktivnich latek, mize byt sama
rostlina oznacena jako marihuana a stejné tak ptipravky z ni vyrobené.

Konopi (Cannabis spp.) je rostlinny druh, ktery nds provazi Zivotem jiZ po tisice let.
Tato rostlina je jednou z nejvSestrannéjSich ve smyslu vyuZziti v primyslu. V pribéhu let
jsme se naucili zpracovat a zuzitkovat snad kazdou jeji ¢4st a stala se tak nedilnou soucasti
naseho Zivota.

Lidmi je historicky vyuZivdna predevS§im pro sva velice pevnd a dlouhd vldkna lyka.
I nyni je podstatnd ¢ést textilntho priimyslu na této suroviné zavisld. V potravinarském
primyslu nachdzi vyuZiti pfedev§im semena, jelikoZ jsou bohatym zdrojem bilkovin, rost-
linnych olejt, a pro lidi esencidlnich nenasycenych mastnych kyselin. Tato rostlina pro-
dukuje také psychoaktivni a omamné latky, canabinoidy a jiné, diky kterym se dostala
do obecného povédomi.

Canabinoidy maji veliky 1écebny potencidl a hraji podstatnou roli pfi vyvoji fytofar-
mak. I kdyZ uzivani marihuany je nedilné spojeno s historii lidstva, nelze jeji negativni
ucinky na organismus zcela prehlizet. Jak uvadi Connor et al. (2021), poruchy z nad-
mérného uzivani marihuany jsou podcenovanym rizikem. Zdravotni nebezpec¢i neni tak
vysoké jako u jinych drog, ale projevuje se az u 10 % ze 193 milioni uZivateli marihu-

any, coZ zastupuje podstatnou ¢ast osob.

3.2 Déjiny konopi
3.2.1 Puvod rodu Cannabis

Neni tomu dlouho, co jsme o ptivodu konopi védéli pouze to, Ze ke vzniku doslo zhruba
v oblasti Stfedni Asie. Nyni jiZ vime, Ze se to s nejvétsi pravdépodobnosti udélo v seve-
rovychodni oblasti Tibetské ndhorni ploSiny v blizkosti jezera Qinghai. Tam se pted 27,8
mil. let oddélil novy rod Cannabis od rodu Humulus. Nésledné Siteni probihalo smérem

na zapad a jeho pritomnost na izemi Evropy je datovana k dobé pred 6 mil. lety. AZ poté



doslo k rozifeni do oblasti vychodni Ciny (pfed 1,2 mil. lety) a Japonska (pfed 32,6 tisici
lety) (McPartland et al., 2019).

3.2.2 0Od domestikace po soucasnost

Otazku prvni domestikace konopi objasnil Ren et al. (2021). S nejvétsi pravdépodobnosti
lidé zacali vyuzivat konopi jiz pred 10 tis. lety, tedy v obdobi raného neolitu, coz se od-
razilo ve zméné genetické vybavy druhu. To je v souladu s datovdnim nalezené keramiky
v jizni Cin& a Tchaj-wanu, kterd byla zdobena konopnymi vldkny. Jak uvadi Mitchell
(2014), archeologové se domnivaji, Ze konopnd vldkna se v tomto obdobi rané doby ka-
menné jiZ pouzivala na vyrobu odévl a slouzila také jako materidl pro rybarské vlasce
a tétivy lukd. Konopnd semena byla nalezena v keramice z Japonska (8 tis. let pf. n. L.).
Byly objeveny i dalsi konopné artefakty na vice mistech Japonska a éiny (5,5 tis. let pf.
n. L.). Analyzy pylu nasvédcuji tomu, Ze béhem doby bronzové doslo pouze k malému
rozSiteni domestikovanych forem konopi do Evropy a do oblasti Stfedniho vychodu (Ren
etal.,2021).

V obdobi starovéku se tato rostlina zacala uplatiiovat i pro své euforické a opojné
vlastnosti. Jako kadidlo slouZilo konopi v Asyrii, v Thébéach se z konopi vyrabél na-
poj s vlastnostmi podobnymi opiu, Galén prohlasoval, Ze konopné dorty jsou ve vétSim
mnozstvi omamné a mnohé hinduistické obfady byly spjaty s ucinky konopi. Je prav-
dépodobné, ze v Himadlaji, v samé kolébce konopi na Tibetské nahorni ploSin€, nabyly
omamné vlastnosti pfipravkl z konopi nejvétsi vyznam, a to v ndboZenském kontextu
(Schultes a Hofmann, 1996). Prvni zminky o pouZivani konopi Cisté pro lécebné ucely
pochézeji z Indie z 9. stol. pt. n. 1. O 200 let pozdéji Skytové (kocovné kmeny obyvajici
pontskou step) rozsitili péstovani konopi do Evropy. Na izemi Ameriky se tento trend
dostal az pozdéji (17. stol.) zasluhou Spanélskych kolonistii. Konopny materidl byl vyuZzi-
van ndmorniky na plachty, lana a obyvateli na vyrobu odévli. Béhem druhé svétové valky
zéjem o konopné vyrobky vzrostl, ale pozdéji byla konopna vldkna nahrazena novymi
umélymi materidly (Gabrielova, 2007).

AZ do 30. let 19. stol. nebylo péstovani konopi nijak omezeno. V roce 1937 byl v USA
prosazen zakon, ktery uvalil dan na prodej konopi. To byl zacatek prohibi¢ni politiky proti
konopi, ktery vyustil téméf v celosvétové omezeni péstovéani. Podle nafizeni Evropské

komise je ve stdtech EU od roku 2001 povoleno péstovani konopi pouze za icelem zisku



vldkna a semen. Obsah THC' v8ak nesmi byt u odrid vyss§i nez 0,2 %. 1 v nésledujicich
letech dochdzelo k rozvoliovani konopnych restrikci.

V Ceské republice dosdhlo péstovani konopi nejvétsiho rozmachu v 18. stoleti. Dii-
sledkem hospodafské krize kleslo mnoZstvi osevnich ploch na polovinu. Pied zac¢dtkem
2. svétové valky vSak byl jiz tento vykyv vyrovnan a konopi se opét péstovalo témérf na
9000 ha. Pozdéji se ale osivat konopim prestalo vyplacet a od roku 1955 bylo péstovani
pfesunuto do jinych zemi. AZ koncem 20. stol. konopi zacalo proZivat své obdobi re-
nesance. Lidé se zacali touto rostlinou zabyvat z hlediska modernich technologii a nasla
vyuziti ve farmaceutickém primyslu (Gabrielova, 2007). V roce 2013 byl schvilen zékon,

ktery mimo jiné nové legalizuje péstovani konopfi pro lékarské ucely.

3.3 Botanicka charakteristika

Konopi seté (Cannabis sativa) L. je jednoletd a plivodné dvoudoma bylina o vysSce nej-
castéji 80-350 cm. Rostliny vétSiny odrid tvoii tedy samc¢i a samiéi kvétenstvi oddélené.
Byly ale uz vyslechtény jednodomé odridy, které nyni v zemédélstvi prevladaji. V pfirodé
se ojedinéle vyskytuji i neplodné hermafroditni rostliny (Miovsky et al., 2008).

Samicf rostliny obvykle dosahuji vétsi vysky, nezli je tomu u rostlin samcich. Samici
rostliny jsou také vice olisténé a celkové maji tmavsi barvu, cemuz odpovidaji i tmavo-
zelené kvéty. Kvéty samcich rostlin jsou zluté. Samci rostliny dozrdvaji az o mésic diive
a za normdlnich podminek populaci tvoii 53 % samcich a 47 % samicich rostlin (Panti-

cek, 2010).

3.3.1 Morfologie konopi

Stonek konopi je pfima lodyha, kterd mize byt aZz 6 m vysokd o sile od 3 mm do 60
mm. Lodyhy jsou zpocatku zelené (poté postupné hnédnou), duté a valcovité s podélnym
ryhovanim. Podle typu konopi miZe byt stonek Ctyf- nebo Sestihranny. U dospélé rost-
liny se pocet internodii pohybuje v rozmezi 7-15. V korové oblasti se vyskytuji lykové
provazce, které jsou velice dlouhé, pevné a pruzné (Miovsky et al., 2008; Raman et al.,

2017).

! delta-9-tetrahydrocannabinol — nejhojnéjii kanabinoid konopi. Je jednou z mnoha chemickych slouce-

nin obsaZenych ve vylucované pryskyfici a je odpovédna za hlavni psychoaktivni tcinky konopi.



Rapiky jsou vilcovité se stfedni ryhou podél horni strany a aZ 7 cm dlouhé. Stejné
jako listy jsou i fapiky pokryty trichomy (Raman et al., 2017).

Listy jsou vstificné postavené a dlanité sloZené ze 3—13 listkd, které jsou izké, podlouhlé,
kopinaté, a velikost jejich fapickt se pohybuje kolem 0,5 az 1,5 cm. Celkové mohou byt
az 20 cm dlouhé a 1,8 cm Siroké (Miovsky et al., 2008; Raman et al., 2017).

Kvéty samcich rostlin jsou svétlezelené a vyskytuji se bud’ jednotlivé, v hroznech,
nebo ve 3kvétych latach, které se tvoii v pazdi hornich vétvi (iZlabni lata). Kvét je slozen
z péti okvétnich platkd, péti ty¢inek a nese ho §tihla stopka. Samici kvéty jsou v porovnani
se sam¢imi tmavsi, prisedlejs$i a obvykle se vyskytuji v paru. Kvéty jsou tésné seskupené
v hornich ¢astech rostliny a tvoii husté olisténé hrozny. Samici kvéty obsahuji svrchni
dvoupouzdry semenik a dvé dlouhé nitkovité blizny (Miovsky et al., 2008; Raman et al.,
2017).

Plodem konopi je vejCitd jednosemennd nazka. Obsah endospermu je pomérné maly
a téméf celé semeno vypliiuje podkovovité stodené embryo. HTS? se pohybuje v rozmezi
8-26 g (Miovsky et al., 2008).

Korenovy systém konopi je tvofen kolmo rostoucim kidlovitym kotfenem, z né¢hoz
vyrustaji postranni kofeny, které se mohou ddle vétvit. Délka kofenového systému je ddna
kvalitou pidy a mize dosdhnout hloubky 2 m i vice (Miovsky et al., 2008).

Trichomy jsou pfitomny na celé rostliné vyjimaje kofenovy systém. Hammond a Ma-
hlberg (1973) studovali konopné trichomy a jejich zdsluhou byly objeveny 3 typy Zlazna-
tych trichomi, které byly oznaceny jako banaté, banaté se stopkou a banaté prisedlé.

Nyni jiZ na konopi rozezndvame nejméné 6 typt trichomt, jak uvadi spolec¢nost Canna
Media (2017). Vyskytuji se jak zldznaté, tak bezzldznaté. BezZldznaté trichomy chrini
rostlinu primarné pfed mechanickym poSkozenim a byly detekovany jak jednobunécné,
tak mnohobunééné s cystolitem °. Zldznaté trichomy jsou primdrné zodpovédné za bi-
osyntézu kanabinoidl a dalSich biologicky aktivnich latek. Produkovand pryskyftice po-
skytuje rostling pfirozenou ochranu pred byloZravci, houbami a hmyzem. Pro mnohé or-
ganismy jsou produkované latky toxické. Zlaznaté trichomy dale chrani rostlinu i pred
poskozenim UV zédfenim. Délime je na objemové trichomy, které neprodukuji kanabino-

idy, dale na ptisedlé a baniaté. Ty jsou nejcastéjsi, ale neobsahuji kanabinoidy o tak vysoké

ZHTS — hmotnost tisice semen. SlouZi pro stanoveni vysevu a pro orientaéni stanoveni mnoZstvi semen

v gramu osiva.
3cystilot — vyriistek bun&éné stény, na kterém se ukladajf silné vrstvy uhli¢itanu vapenatého.



koncentraci jako trichomy stopkaté. Zlaznaté stopkaté trichomy se vyvijeji aZ po vytvo-

feni kvétu a nejvice je jich pfitomno pravé na listenech samicich kvéta.

3.3.2 Taxonomie

O spravné klasifikaci konopf se jiZ mnoho let vedou spory a spravné zarazeni je dodnes
predmétem mnoha diskusi. Konfliktni evolu¢ni interpretace je zptsobena kiiZenim do-
mestikovanych forem této rostliny s divoce rostoucimi pfibuznymi. Lidskym vybérem
doslo k umélé selekci riznych genotypi pres zddané fenotypy a v prabéhu let dochézelo
neustéle k hybridizaci. Jednd se o zajimavy evoluéni jev symbiotického vztahu mezi lidmi
a konopim, ktery je ptic¢inou biologické evoluce této rostliny (Small, 2015).

Jak popisuje Miovsky et al. (2008), z pocdtku byla klasifikace zaloZena predevsim
na podobnosti v morfologickych znacich a podle toho doslo k zarazeni konopi do Celedi
koptivovitych (urticaceae). Dalsi klasifikaci bylo konopi zafazeno do celedi moruSovi-
tych (mareaceae). Nyni se konopi fadi do Celedi, kterd byla podle této rostliny pojmeno-
vana. Do ¢eledi konopovitych rostlin (cannabidaceae) se dale fadi pouze jeden dalsi rod,
a to rod Humulus.

Cannabis sativa L. byla poprvé odborné popsdna v roce 1737 §védskym botanikem
Carlem von Linné. O necelych 50 let pozdéji Jean Baptista de Lamarck popsal dal$i druh
konopi Cannabis indica L. A bezmadla za dalSich 40 let, roku 1924, objevil v Rusku bota-
nik D. E. Janischewsky posledni druh konopi, které pojmenoval jako Cannabis ruderalis
(Miovsky et al., 2008).

Small (2015) doporucuje, aby byl uznavéan pouze jeden druh konopi, a to Cannabis sa-
tiva. V ramci tohoto druhu by se mély zaradit narkotické a nenarkotické poddruhy s jejich
domestikovanymi a voln¢ Zijicimi odridami.

Nyni je uznavan jediny druh konopi — Cannabis sativa L. se dvéma poddruhy — Can-
nabis sativa subsp. indica (Lam.) Small Crong. — konopi seté indické a Cannabis sativa
subsp. sativa L. — konopi seté pravé. Zarazeni byvalého druhu Cannabis ruderalis je do-
sud nejasné. Zatim se uvadi jako varieta Cannabis sativa var. ruderalis (Janisch.) S. Z.
Liou — konopi seté rumistni. ITIS (Integrovany taxonomicky informacni systém) uvadi

dalsi 2 variety: Cannabis sativa var. sativa L. a var. spontanea Vavilov.



Tabulka 1: Taxonomie konopi

Rise Rostliny (Plantae)
Podrise Cévnaté (Tracheobionta)
Oddé¢leni Krytosemenné (Magnoliophyta)

Trida Vys§i dvoudélozné (Rosopsida)

Rad Ruazotvaré (Rosales)

Celed Konopovité (Cannabidaceae)

Rod Konopi (Cannabis)

Druh Konopi seté (Cannabis sativa L.)

ddeu Konopi seté indické (Cannabis sativa subsp. indica) (Lam.)
Poddruhy
Konopi seté pravé (Cannabis sativa subsp. sativa) L.

3.3.3 Déleni konopi

Lidov4 klasifikace je jednim z nejpouzivanéjSich déleni konopi, které je nezdvislé na vé-
deckych a taxonomickych klasifika¢nich systémech. Bere v ivahu pouze vyznamné mor-
fologické znaky jakoZto predevsim tvar listu, vysku rostliny a jeji celkovy profil. Timto
lidovym systémem jsou odliSovdny pouze typy "Sativa", "Indica" a "Ruderalis". Kulti-
vary konopi typu "Sativa" maji delsi a tenci listy a celkové dosahuji vétStho vzrastu.
Kultivary typu "Indica" jsou mensi, Sirolisté a obvykle dozravaji dfive (Erkelens a Ha-
zekamp, 2014). Rostliny "Ruderalis" vykazuji jednu az 3 vlastnosti, a to podobny obsah
THC a CBD*, morfologie odpovidajici ptivodnim druhim a déle ta vlastnost, Ze indukce
kveteni neni z4visla na fotoperiod¢, ale pouze na stéii rostliny (McPartland, 2018). "Sa-
tiva" ma po konzumaci povznasejici, energizujici a az halucinogenni ti¢inek. Pfinasi po-
cit optimismu a pohody. "Indica" zpisobuje spiSe celkové uvolnéni, uzemnéni a dlevu
od stresu a navozuje aZ meditativni stavy (Pearce et al., 2014)

Konopi se také déli podle zemé pivodu. Americky botanik Robert Connell Clarke
(2005) v rozhovoru shrnuje, zZe konopi z Evropy by se mélo nazyvat jako konopi tizko-
listé. Z Ciny, Koreje, Japonska a Severniho Vietnamu pochdzi Sirolisté konopi, které m4

oproti evropskému vyssi obsah canabinoidu, ale pfesto se jesté nejednd o drogu. Konopi

4Canabidiol — kanabinoid nachazejici se v konopi. Je to druhy nejbéznéjii kanabinoid v rostliné a nema

psychoaktivni ti¢inek.



s vysokym obsahem THC a tzkymi listy pochdzi Indie, Nepdlu, Thajska, Afriky, Mexika
a Kolumbie. Drogové odrlidy z Sirokymi listy jsou afghdnské.

Jiné dé€leni konopi je do geografickych skupin. Vyclenuje se konopi stiedoruské (me-
dioruthenice), severni (borealis), jizni (australis) a haSi$né (asiatica). Geografickd poloha
ovliviiuje délku vegetacni doby a obecné plati, Ze ¢im je kratsi vegetacni doba, tim je tvo-
feno méné kvalitni vldkno a kvétenstvi je celkové mensi. Proto konopf jizni a stredoruské
ma nejveétsi zemeédElsky vyznam a je jim oseto vice nez 90 % péstitelskych ploch (Miov-
sky et al., 2008).

Z pravniho hlediska je podstatné spravné vymezit konopi technické. Technické konopi
je uméle vytvorend kategorie, kterd zahrnuje odridy se snizenym obsahem THC, ktery by
nemél byt vétsi nez 0,3 %. Tyto odrliidy jsou vhodné k produkci vldkna a semene a jsou
fazeny mezi zeméd¢€lské plodiny. Jedinou vyjimkou je mozZnost péstovani 1é¢ebného ko-
nopi, coZ je dalsi uméle vytvorend kategorie v Ceské legislativé. Obsah tcinnych latek
v tomto konopi, které se smi vyzit pouze pro lécebné ucely, neni nijak omezen. Jakékoliv

konopi, pokud by bylo podrobeno poZadovanym testim, miiZze byt pouZito pro 1écbu.

3.3.4 Geneticka charakterizace

Genom konopi je diploidni (2n = 20; x = 10), skldd4 se tedy ze dvou sad chromozomii
a obsahuje 9 pard autozomu a jeden par gonozomii. Samici rostliny jsou homogametické
anesou 2 pohlavni chromozomy XX. Konstituce pohlavnich chromozomii u sam¢ich rost-
lin je XY, jednd se tedy o heterogametické pohlavi. Pomér poctu autozomu ku poctu po-
hlavniho chromozomu X determinuje pohlavi (Sakamoto et al., 1998; Ming et al., 2011).

V roce 2011 byl ziskdn nedplny genom této rostliny. Velikost haploidniho genomu
byla u samicich rostlin odhadnuta na 818 Mb a u sam¢ich na 843 Mb. To odpovidd mensi
velikosti submetacentrického chromozomu X. Subtelocentricky chromozom Y je vétsi
kvili mnoha kopiim retrotranspozonti bez dlouhych koncovych repetic, které se v pru-
béhu evoluce akumulovaly na dlouhém raménku. U obou téchto pohlavnich chromozomt
se vyskytuje na konci kriatkého raménka typicky satelit (Sakamoto et al., 1998; Ming et
al., 2011). Velikost chromozomi objasnil az Divashuk et al. (2014). Bylo zjisténo, Ze
autozomy jsou metacentrické a pomérné malé. Velikost v§ech chromozomt se pohybuje
v rozpéti 2,6 az 3,8 um.

Gao et al. (2020) sestavil vysoce kvalitni referen¢ni genom divokého konopi setého.



Ziskany genom byl 808 Mb veliky a ze 74,75 % byl tvofen repetitivnimi sekvencemi. Bylo
analyzovano celkem 38 828 protein kédujicich genil, z nichz 98,3 % bylo plné funk¢nich.

Pohlavni dimorfismus konopi je patrny predev§im u dospélych rostlin. Campbell et
al. (2021) poprvé popsal morfologické rozdily samcich, samicich a hermafroditnich kli¢-
nich rostlin. Hypokotyl u sam¢ich 2tydennich semenacki je znatelné delsi, nezli je tomu
u samicich rostlin. Poznatky nasvéd€uji tomu, Ze u hermafroditnich jedinct je délka hy-

pokotylu nejmensi.

3.4 Embryogeneze rostlin

Embryogeneze oznacuje proces, kdy ze zygoty vznikd mnohobunééné embryo. V pru-
behu jeho vyvoje se stanovuje zdkladni télni pldn rostliny a vznikem apikalné-bazalni osy
se urCuje polarita embrya. Na hornim konci této osy je situovan spolu s déloznimi listy
meristém primdrniho vyhonku. Meristém primarniho kofene se vyskytuje na spodnim
konci. Vysledkem embryogeneze je zralé embryo, které jiZ v radidlnim seskupeni kmeno-
vych bunék vykazuje organizaci rostlinného téla (De Smet ef al., 2010). Embryogeneze

kon¢i zranim a dehydrataci embrya a jeho vstupem do klidového obdobi dormance.

3.4.1 Pohlavni generace

V priibéhu rané faze zZivocisné embryogeneze dochdzi k rozriiziiovani kmenovych bunék
a tim ke sniZeni jejich potence. Rostliny vSak ve svém sporofytu nenesou trvale odli-
Sené zarodecCné linie a je udrzovédna populace terminalné nediferencovanych kmenovych
bunék. Ty konstantné produkuji vegetativni tkdné a orgdny, ale stejné tak mohou slouzit
jako matefské buriky iniciujici vznik mikro- a makrospor, ze kterych se vyviji sam¢i (pyl)
a sami&i (zdrodeény vak) gametofyt’. Jeho podstatou je dat vzniku buiikdm, haploidnim
gametdm, které spolu mohou splynout za vzniku zygoty a tim zapocit prvni fazi embry-
ogeneze (Twell, 2011). Z morfologického hlediska 1ze gametofyty povazovat za vice ¢i
méné ¢lenitou stélku © (Pavlov4 a Fischer, 2011).

Samdi gametofyt se u krytosemennych rostlin vyviji uvnitf prasnikd ty¢inek. Z mei-

otického déleni matefské buriky mikrospory vznika tetrdda mikrospor. Klicovou udalosti

>Gametofyt — pohlavni generace rostlin. Je tvofen malou populaci haploidnich bungk.
6Stélka — (lat. thallus) oznaduje télo rostliny, které neni rozriiznéno a neni tvofeno diferencovanymi

pletivy.
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je asymetrické déleni haploidni mikrospory, které produkuje butiky o rozdilné velikosti,
transkripéni aktivité a struktufe chromatinu (Twell, 2011).

Aby doslo k asymetrickému dé€leni, musi dojit k migraci jddra mikrospory do budou-
ctho polu zdrodecné buriky. Migraci jadra zajiSt'uji mikrotubuly a dochédzi k ni u rostlin
i napfi¢ mezi taxony. Vznik4 tak tedy vetSi vegetativni buika a mens$i generativni, kterd
se mitoticky déli na 2 bunky spermatické (Twell et al., 1998; Twell, 2011).

Samici gametofyt krytosemennych rostlin se vyviji jako soucdst sporofytu v seme-
niku v utvaru, ktery se jmenuje vajicko. Diploidni matefskd burika megaspory podstoupi
meiotické déleni a tim vznikaji Ctyfi megaspory. Obvykle se vSak pouze jedna megaspora
ucastni dalSich déji, ostatni podléhaji bunécné smrti. Megaspora se déle mitoticky déli.
Karyokineze probéhne obvykle 3x, a to bez cytokineze. Tento vicejaderny udtvar se na-
zyva jako koenocyt. Nésledné jsou jadra od sebe oddélena bunécnou sténou a vysledkem
je celularizovany samici gametofyt. V priibéhu tohoto kroku, nebo az tésné pred oplodné-
nim, dochdzi ke splynuti dvou jader v diploidni centrdlni butiku. Vysledny zarode¢ny vak
sestdva ze sedmi bunék, a to ze tif antipodalnich v chaldzni oblasti, dvou synergickych
a jedné vajecné buiiky v mikropylarni oblasti a jedné centrdlni buriky (Yadegari a Drews,
2004).

Jak popisuje Pagnussat ef al. (2009), pfi migraci jader, konecném umisténi bunék a pfi
urCeni jejich funkce v zdrode¢ném vaku hraje vyznamnou roli rostlinny hormon auxin
(AUXT1). V pribéhu vzniku koenocytu az po jeho zanik byla dokdzana asymetricka dis-
tribuce tohoto hormonu. Nejvice se vyskytoval v mikropyldrni oblasti, kde byla 1 zvySend
jeho biosyntéza. Pfi manipulaci s fyziologickym vyskytem auxinu dochdzelo ke zméndm
v ureni identity mezi gametickymi a negametickymi buifikami. Skinner a Sundaresan
(2018) doplnili toto genetické pozadi o dalsi rostlinny hormon a objasnili, Ze osud bunék
v chaldzni oblasti je fizen zvySenou expresi cytokininu (CKI1).

Samci gametofyt se v urCité fazi svého vyvoje stdva doCasné samostatnym, opousti
matetsky sporofyt a pasivnimi zplsoby je pfenesen na bliznu pestiku (u krytosemennych
rostlin), nebo pfimo na vajicko (u nahosemennych rostlin) (Pavlova a Fischer, 2011).

Dvoji oplozeni je velmi sloZity proces, ktery se vyvinul u krytosemennych rostlin
a charakterizuje rostliny tohoto oddéleni. Spermatické buiiky krytosemennych rostlin ztra-
tily svou pohyblivost a aby mohlo dojit k oplodnéni, musi pfekonat milimetrové a u nékte-

rych druhd az centimetrové vzdalenosti. Vyvinul se tedy mechanismus, pomoci kterého
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jsou saméi gamety dopraveny do samciho gametofytu. Po opyleni je prvnim kritickym
faktorem prekondni sporofytické inkompatibility. Na zdkladé rozpoznani proteind ve spo-
rodermé je rozeznan kompatibilni pyl od potencidlnich patogent a pouze takovy se zane
hydratovat a klic¢it. Vegetativni buiika pylu se prodluzuje a vytvafi tim pylovou lacku,
ktera prorasta bliznou a ndsledné ¢nélkou semeniku. V této fazi se kontroluje gameto-
fytickd kompatibilita. Smér ristu 14cky je fizen gradientem védpenatych iontd a vnéjSimi
signdlnimi molekulami. Vedeni pylové 14¢ky smérem k mikropyle je fizeno sekreci mnoha
peptidl a atraktantli synergidnimi buitkami. Pylova 14¢ka ndsledné prorasta skrze mikro-
pyle kolem jedné synergidni buriky. Interakce pylové lacky se synergidni buiikou vede
ke vzdjemné lyze bunék a tim dojde k uvolnéni spermatickych bunék a dvojimu oplod-
néni. Jedna spermaticka buiika se spoji s centrdlni buitkou a tim d4 vzniku obvykle tri-

ploidnimu vyZzivnému pletivu endospermu. Druhd spermatickd burika fizuje s vajeCnou

butikou za vzniku zygoty (Dresselhaus et al., 2016; Adhikari et al., 2020).

3.4.2 Vyvojové faze embrya

Po vzniku zygoty je tfeba vytvofit dostatecny pocet bunék pro stavbu nového téla. Navic
tyto buniky musi byt usporddany presnym zpiisobem, aby mohly byt prostorové defino-
vany rizné typy kmenovych bunék. VSe zacind prvnim asymetrickym délenim zygoty,
kdy vznikaji dcefiné buriky s odliSnymi vlastnostmi. Pravé nestejné rozdéleni objemu
muzZe zpusobovat rozdily v bunécné identité. Mensi butika (apikdlni) byva spojena s ple-
tivy semene a obvykle diavd vzniku embryondlnim buikdm (proembryo). Z vétsi bunky
(bazalni) se vyviji suspenzor '. Asymetrické déleni je zdvislé na piitomnosti auxinu, ktery
v nésledujicich fazich vyvoje embrya spousti lokdlné specifickou genovou expresi (de
Vries a Weijers, 2017).

Linearni faze vyvoje rostlinného embrya je charakteristicka proliferaci apikélni i ba-
zalni bunky takovym zptisobem, Ze proembrya maji podlouhly tvar. Apikdlni buiika pod-
stupuje dvé podélnd bunécnd déleni, kterd jsou ndsledovédna jednim kolem déleni ptic-
nych. Z apikdlni buiiky tak vznikd 8 bunék. Bazalni buiika se ale déli dfive a vyhradné
v pricném sméru. Vznikd tak suspenzor. Ten zastava vyZzivovaci funkci, kterou pozdéji

prebird endosperm. Pouze buiika, kterd je nejbliZze k proembryu, se stdva jeho soucdsti

7Suspenzor — Extraembryonalni bun&énd linie, spojuje embryo se zdrode¢nym vakem a zprosttedkovava

piisun Zivin.
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a prispivé ke vzniku kofenového meristému (Zhang a Laux, 2011).

Nésledujicim periklindlnim délenim vznikd 16bunécné proembryo v globuldrnim sta-
diu. V této fazi se odd€luje vnéjsi protoderm a jiz lze urcit, které buriky daji vzniku pri-
mordiim dé€loZnich listd, primordiu centrdlnimu vyhonkovému meristému a ze kterych
bunék vznikne hypokotyl a kofenovy meristém (Zhang a Laux, 2011).

V embryich pozdniho globuldrniho stadia je auxin transportovan PIN proteiny (PINT)
smérem k pocinajicimu primordiu d€loznich listi. ZvySenou koncentraci auxinu dochazi
k proliferaci bunék déloznich listii a tim vznikd embryo, jehoZ tvar odpovidd symbolu
srdce. Proto se tato faze nazyva srd¢ita (De Smet et al., 2010).

Do torpédovité faze se fadi embrya, kterd proliferuji v oblasti déloh a suspenzoru smé-
rem od sebe. Z prostorovych diivodi dochazi v pribéhu déleni bunék k ohnuti budoucich
déloznich listi a tato faze se oznaCuje terminem vychdazkova hul.

V obdobi pozdni embryogeneze exprese auxinu klesd, buriky se prestavaji délit a ob-
sah endospermu se zmenSuje (u nékterych rostlinnych druhti je i zcela spotfebovan).
Toto obdobi je charakteristické akumulaci zdsobnich latek (proteiny, lipidy, Skrob...),
stejné jako inhibitorti kli¢eni, mezi které patii naptiklad kyselina abscisovd. Dochazi tak-
téZ k dehydrataci celého embrya az na kritickou drovefi, anizZ by byly naruSeny bunécné
struktury. Ochrannou funkci v tomto procesu zastdvaji ve velké mite LEA (Late Em-
bryogenesis Abundant) proteiny (Goldberg et al., 1994). Pfipravené maturované embryo
vstupuje do stavu dormance, kdy jsou potlaceny mnohé bunécné aktivity. Tim je ukon-
¢ena rostlinnd embryogeneze a zralé semeno muizZe ¢ekat az roky na vhodné podminky

k vykliceni.

3.4.3 Embryokultury in vitro

Metody rostlinné biotechnologie je mozno rozdélit na techniky zvySujici genetickou va-
riabilitu a na ty, které spiSe zachovavaji piivodni genotyp. Do této druhé skupiny se radi
meristémové kultury, mikropropagace, organogeneze, somatickd embryogeneze a kultury
izolovanych embryi, neboli embryokultury in vitro. Tato posledni metoda je zaloZena
na kultivaci zygotickych embryi na vhodném agarovém médiu. Odvozené rostliny maji
tedy obvykle identicky genotyp s kultivovanym embryem.

Embryokultury se déli podle stupné vyvoje izolovaného embrya. RozliSuji se kultury

semennych embryi a proembryi. U kultur semennych embry{ se pracuje s jiZ vyvinutymi
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Obrazek 1: Vyvojové faze rostlinné embryogeneze
Ptevzato a upraveno dle Goldberg et al., 1994).

embryi. Jako proembrya jsou povazovéna takovd, u kterych jesté nedoslo k diferenciaci

déloh. Takova embrya jsou oproti semennym heterotrofni a to se projevuje odliSnymi

ndroky na vyZivu a tedy i na sloZeni kultivaéniho média (Hussain et al., 2012).

Techniky embryokultur, zndmé také jako "embryo rescue”, jsou nejstarSi a nejvice

uspésné z in vitro procedur. Vyuzivaji se k ziskani hybridnich embryi, coz mize vést

ke vzniku mezidruhovych a mezirodovych hybridnich rostlin, jejichZ vyvoj by nebyl in

vivo mozny. Touto metodou totiz dochazi k zamezeni aborce embryi po vzdalené hybri-

dizaci, eliminuje se vliv postzygotické inkompatibility a pfekondva se absolutni inhibice

kliceni (Trigiano a Gray, 2005). Kultury izolovanych embryi jsou vhodné i k vegetativ-

nimu mnoZeni rostlin, a to indukci somatické embryogeneze na samotnych embryich.

Ve Slechtitelskych programech se embryokultury vyuZivaji ke zkrdceni celého procesu,

protoZe vyvoj nové rostliny neni pozdrZzen obdobim dormance semen (Hussain et al.,

2012).
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3.5 Molekularni aspekty
3.5.1 Signalni draha auxinu

Rostlinny hormon auxin (Aux) lze chapat jako obecny koordinétor riistu a vyvoje rostlin.
Dokédze prendSet informace jak na kratké, tak i na dlouhé vzdilenosti. Je velice mul-
tifunkéni a mnoho bunék reaguje na zménu jeho hladiny znacné odliSnym zpisobem.
Jeho zdkladnim molekuldrnim mechanismem je rychlé prepindni mezi represi a aktivaci
transkripce genl prostfednictvim na auxinu zdvislé degradace transkripnich represort
(Leyser, 2018).

V rostlinach se pfirozené vyskytuji 4 auxiny: kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyse-
lina indolyl-3-méselna (IBA), kyselina 4-chlorindolyl-3-octova (4-CI-IAA) a kyselina fe-
nyloctovéd (PAA). Biosyntéza IAA vychdzi bud’to z tryptofanu, nebo z indolyl-3-glycerol-
fosfatu (IGP). Vysoka hladina auxinu je obecné v mladych a rychle se délicich buiikdch
(mladé listy, apikdlni a bazdlni meristém a vyvijejici se embrya). IAA je inaktivovdna od-
bourdvanim, nebo reverzibilni konjugaci s myo-inositolem, kyselinou asparagovou, s fe-
tézcem glukdzy, a nebo s glykoproteiny (Pavlové a Fischer, 2011).

Auxin reguluje expresi az nékolika set genul, a to na drovni transkripce. Zdkladni
slozky pomérné kratké a pritom velice vSestranné auxinové signdlni drdhy patii do 3
proteinovych rodin: F-box TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNA-
LING F-BOX PROTEIN (TIR1/AFB) auxinové koreceptory, Auxin/INDOLE-3-OCETIC
ACID (Aux/IAA) nukledrni regula¢ni proteiny a AUXIN RESPONSE FAKTOR (ARF)
transkripéni faktory. Promotor genti reagulovanych auxinem obsahuje cis-elementy ARE
(napt. TGTCTC). Na tyto elementy se jako monomery, homo- nebo heterodimery mo-
hou vazat transkripéni faktory ARF. Aktivitu ARF proteinti ovliviluje mnozZstvi proteint
Aux/TAA. Ty se jako homo- nebo heterodimery vdzou na ARF a tim je inaktivuji. Tento
represivni mechanismus je spojen i s prestavbou chromatinu ve prospéch fakultativniho
heterochromatinu. Auxin zprostfedkovava vazbu F-boxovych proteinti TIR1/AFB s Au-
x/IAA. F-boxové proteiny jsou soucdsti komplexu E3 ubikvitin protein ligdzy typu SCF,
ktery prendsi aktivovany ubikvitin z enzymového systému E1/E2 na Aux/IAA. Tran-
skripcni represory jsou takto oznaceny ubikvitinem a jsou nasledné degradovény v prote-
asomu 268S. Takto se hladina auxinu odrdzi na zméné mnozstvi Aux/IAA a tim na regulaci
exprese Casnych genti. K expresi pozdnich gentl je nutnd syntéza proteinii de novo (napr.

transkripéni faktory), proto se jejich funkce projevi aZ po nékolika hodindch (Pavlova
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a Fischer, 2011; Leyser, 2018).

AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1) je dal§$im membrdanovym receptorem auxinu.
Po navazani auxinu dojde aktivaci H* ATP4z k hyperpolarizaci mambran a k ndslednému
dlouzivému rdstu bunék. V apoplastu tak dochdzi ke sniZeni pH a tim se zvySuje pravdé-
podobnost, Ze auxin prostoupi bunéénou membranou do cytosolu. Auxin takto moduluje
svij vlastni transport do bunék (Pavlova a Fischer, 2011). Auxin stimuluje aktivitu téchto
H* ATPaz taktéZ zvySenim exprese Eleni SMALL AUXIN UP-REGULATED RNA (SAUR)
genové rodiny. SAUR podporuji rist bunék tim, Ze inhibuji aktivitu protein fosfatdz typu
2C (PP2C). PP2C totiz interaguje s H" ATPdzami a sniZuje jejich aktivitu (Leyser, 2018).

Gao et al. (2018) identifikoval odlisné exprimované geny u konopi setého za podmi-
nek, kdy byly rostliny vystaveny abiotickym strestim. Soucdsti expreimentu byly geny
X15-1, X15-2, IAA-1 a IAA-2, které souvisi s metabolismem auxinu. X/5-1 a X15-2 ko6-
duji auxin-induced proteiny X135, jejichZ exprese je stimulovédna auxinem. Tyto geny jsou
¢leny genové rodiny SAUR. IAA-1 nebo také GH3,6 kéduje enzym indole-3-acetic acid-
amido synthetase GH3.6. Tento enzym katalyzuje syntézu konjugat IAA s aminokyseli-
nami. Timto zplisobem je korigovdno nadbyte¢né mnozstvi IAA v burikdch (Staswick et
al., 2005). Gen IAA-2 patii taktéZz do genové rodiny SAUR a kéduje auxin-induced protein
X10A.

3.5.2 Signalni draha Kkyseliny abscisové

Kyselina abscisovd (ABA) je esencidlni fytohormon, ktery je zapojen do mnoha aspekti
ristu a vyvoje rostlin. Obecné se vyskytuje u vSech cévnatych rostlin, a to témér v kazdé
buinice. Kontroluje vyvojové uddlosti od zrani po kliceni semen, ovliviiuje vyvoj plodil
a uzavirani praduchi. ABA podporuje senescenci, opad listi a podili se také na fizeni re-
akci zdvislych na aktudlnim piisobeni biotickych a abiotickych stresovych faktort (Cutler
etal.,2010).

ABA je seskviterpen, ktery se odvozuje od karotenoidd. Vyskytuje se prevazné ve formeé
2-cis-4-trans-izomeru, ale miZe pfechazet i v biologicky méné uéinny trans-trans-izomer.
Syntéza vychdzi bud’to z pyruvétu, a nebo z 3-fosfoglyceraldehydu, a v prvnich fazich je
spole¢na s karotenoidy. Probiha prevazné v plastidech a az posledni kroky se uskuteciuji
v cytosolu, kde dochdzi i k jeji degradaci oxidaci na kyselinu fazeovou a dihydroxifaze-

ovou. ABA miZe byt také inaktivovdna konjugaci s monosacharidy (Pavlova a Fischer,
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2011).

Jak uvadi Pavlova a Fischer (2011), ABA na trovni transkripce ovliviiuje expresi az
10 % genti jaderného genomu. Signdlni drdha kyseliny abscisové sestava ze tif zdkladnich
sloZzek. Mezi né patii ABA receptory proteinovych rodin PYRABACTIN RESISTAN-
CE/PYRABACTIN RESISTANCE-LIKE/REGULATORY COMPONENT OF ABSCI-
SIC ACID RECEPTOR (PYR/PYL/RCAR), podrodina proteinovych fosfataz 2C (PP2C)
jako negativni reguldtor a podrodina SNF1-related proteinkindz 2 (SnRK?2), které slouZzi
jako pozitivni reguldtor. Pokud ABA neni pfitomna, PP2C jsou asociovédny s kindzami
SnRK?2. Defosforylaci serinového zbytku a blokovanim katalytického mista jsou takto
SnRK?2 udrzovdny v neaktivnim stavu. Navazani ABA na receptory PYR/PYL/RCAR
zpusobuje jejich konformacni zménu, ¢imz se vytvoii vazebné misto pro PP2C. Recep-
tory interaguji s PP2C za vzniku komplexu ABA-PYR/PYL/RCAR-PP2C. Touto vaz-
bou dochdzi k inhibici aktivity proteinfosfatizy PP2C a k uvolnéni kindzy SnRK?2. Na-
sledné se SnRK?2 aktivuji autofosforylaci a preddvaji signdl aktivaci mnohych transkrypc-
nich faktord, napt. ABFs/AREBs/ABIS. Ty se vdZou na ABA-responzivnimi elementy
(ABRE), coz vede ke genové expresi zavislé na ABRE (Soon et al., 2012; Miyakawa et
al., 2013). Touto signdlni drahou je také indukovana exprese gent kédujicich LEA pro-
teiny, proteiny teplotniho Soku HSP, enzymy sacharidového metabolismu, enzymy deto-
xikujici reaktivni formy kysliku (ROS), transportni proteiny pro ionty a vodu, transkrip&ni
faktory a proteinové kindzy. Naopak inhibovéna je napf. exprese geni GA-MYB (Pavlova
a Fischer, 2011).

Gao et al. (2018) se v jiz zminéné praci vénoval také expresi genu PYL4 (receptor
kyseliny abscisové), PP2C-1 (proteinfosfatdza 2C) a genu proteinkindzy SAPK3 (podro-
dina SnRK?2) u konopi setého. Vliv abiotického stresu se odrazil na zméné exprese vSech

téchto gent.

3.5.3 LEA geny

Geny LEA (Late Embryogenesis Abundant) tvoii velkou a rozmanitou genovou rodinu.
Jak je jiZ z ndzvu patrné, pro rostlinné LEA geny je charakteristickd zvySend exprese
ve fazich pozdni embryogeneze. LEA proteiny se v tomto obdobi hromadi v embryu
a jsou obecné spojeny s navozenim tolerance vici abiotickym stresim (nepfizniva tep-

lota, sucho, nebo slanost) (Liu ef al., 2019). LEA proteiny byly poprvé identifikovany
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v semenech bavlniku (Gossypium hirsutum) (Dure et al., 1981). Pozd¢ji byla jejich pfi-
tomnost dokdzdna i v dalSich rostlinnych castech a rostlindch, stejné jako u nékterych
bakterii, bezobratlych a hub.

Klasifikace LEA proteint je komplikovand. Posledni studie se na zdklad¢ sekvencni
homologie, konzervovanych motivi a fylogenetickych vztaht shoduji na vyc¢lenéni 8 pod-
skupin (LEA1, LEA2, LEA3, LEA4, LEAS, LEAG6, dehydrin a SMP). LEA proteiny jsou
malé (MW = 10-30 kDa) a prevdzné hydrofilni polypeptidy. Obsahuji totiZ vysoky pocet
hydrofilnich aminokyselin, které se Casto vyskytuji ve formé tandemovych repetic (Li et
al., 2021).

Na rozdil od jinych proteind, které taktéz chrani bunku pred abiotickym stresem,
LEA proteiny nevykazuji Zddnou vyznamnou enzymatickou aktivitu. V hydratovaném
stavu nezaujimaji trojrozmérné usporadani, coz odpovida jejich hydrofilnimu charakteru.
K jejich sklddani dochdzi aZ pfi dehydrataci buriky. AZ poté se mohou vazat na jiné pro-
teiny a tim je chranit (stejné jako chaperony) pred ztratou jejich prostorového usporadani
odpovidajici nativni konformaci, a to bez spotieby ATP . LEA proteiny taktéZ prispi-
vaji ke stabilizaci membran, vdZou kovové ionty, slouzi jako hydrata¢ni pufr a stabilizuji

mRNA (Liu et al., 2019).

8 ATP-Adenosintrifosfit je organick4 sloudenina, kterd poskytuje energii k ¥izeni mnoha procest v Zi-

vych bunkach.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Konopi seté technické, 2 kultivary, Cannabis sativa ’KC Dora’ (semena poskytnuta fir-
mou SEMO Smrzice) a Cannabis sativa "USO 31’ (semena poskytnuta firmou Agritec
Sumperk). Rostliny byly péstovany ve skleniku. V dobé 4 a7 5 mésici od vyseti byly
v riznych fazich zralosti sbirdny jednotlivé nazky, které byly ihned poté vyuZity pro ex-

periment.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

» Agarose SERVA (Serva, kat. ¢. 11404.05)

* BAP (Sigma-Aldrich, B3408)

* DNase/RNase free voda

* EZ-Vision® Bluelight DNA dye 10,000X
(VWR Life Science, kat. ¢. 10791-798)

* HyperLadder™ 50bp (Bioline, kat. ¢. BIO-33054)

* IBA (Sigma-Aldrich, kat. ¢.15386)

* Murashige a Skoog médium véetné vitamint (Duchefa, kat. ¢. M0222)
* Primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, éR)

* RNA nanaseci pufr (sloZeni dle: RNA Gel Loading Dye (2X)
(ThermoScientific, kat. ¢. R0641))

e Sacharéza (Duchefa, kat. ¢. S0809)

* 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M6250)
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Pouzité soupravy

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

Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, kat. ¢. STRNS50)

Pouzité roztoky a jejich priprava

4.3

0,5M EDTA (pH 8): 186,1 g N;EDTA-2H50 rozmichat v 800 ml dH,O, upravit
pH na hodnotu 8,0 pfidavkem NaOH (18-20 g), doplnit do 1000 ml, sterilizovano

filtraci.

10x TBE pufr: 108 g Tris base a 55 g kyseliny borité rozpustit za stdlého michdni v
800 ml dH-0 a pridat 40 ml 0,5M EDTA (pH 8), doplnit do 1000 ml, sterilizovano

filtrovanim.
0,5x TBE pufr: 250 ml 10x TBE doplnit do 5000 ml dH>O.

OK médium (1 1): 4,405 g MS média (Murashige-Skoog médium, 1962) a 30 g sa-
charézy rozpustit v 400 ml dH2O. 8 g agaru rozpustit v 500 ml dH,O. Ziskané
roztoky smichat, doplnit dH,O do 1000 ml, upravit pH na 5,8 a sterilizovat auto-
kldvovanim. Pridat 0,01 mg IBA, 0,01 mg BAP a 20 mg kys. askorbové.

Seznam pouzitych pristroju a zarizeni
Analytickd vaha HR-120 EC (A&D)
Automatické pipety (Eppendorf)

Centrifuga 5415R (Eppendorf)
Digestor (Merci®)
Digitdlni predvazky (KERN)

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

* Homogenizator FastPrep®-24 (MP Biomedicals)

* Lamindrni box Helios 48 (Steril)

* Mikrocentrifuga MiniStar silverline (VWR)

e Mikrovlnna trouba MS023 (Hitachi)

* Real-Time PCR detekéni systém CFX Connect (Bio-Rad)
* Stereolupa SZ51 (Olympus)

* Spektrofotometr NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific)

* Termoblok Mixing Block MB-102 (Bioer)

* Termocyklér PTC-200 (MJ Research)

e UV transiluminator (Herolab)

* Vortex TTS 2 Yellowline (IKA)

* Zdroj stejnosmérného napéti EPS-601 (Amersham Biosciences)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Izolace embryi a zaloZeni embryokultur in vitro

Nazky byly nejprve sterilizovany 70% ethanolem po dobu 1 min, ndsledné 3 min v 2,5%
roztoku chloraminu T a poté byly tfikrdt promyty sterilni vodou. Ve sterilnich podmin-
kach byla na zéklad€ stupné vyvoje preparovdna embrya. Pro dal$i postupy byla pouZita
izolovand embrya ve vyvojové fazi vychdzkové hole a embrya v zavére¢né fazi vyvoje.
Reprezentativni embrya obou fazi byla umisténa na Petriho misky s OK médiem. Kulti-
vace probihala ve fytotronu po dobu 1 tydne za téchto podminek: 22 °C, relativni vlhkost
40 %, svételny cyklus — 16 h svétlo a 8 h tma. Ostatni embrya byla uskladnéna pfi teploté
=70 °C.
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4.4.2 1Izolace RNA

RNA byla izolovdna pomoci kitu Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich) podle
priloZeného navodu. Ze vzorkli embryokultur byla RNA izolovdna podle protokolu A a
vzorky izolovanych embryi a listu byly zpracovany podle protokolu B. Vzorky byly ho-
mogenizovany po dobu 30 s v homogenizatoru FastPrep®-24 a poté nisledovala 4min
inkubace. U vzorkli embryi probéhla pfi pokojové teploté, ale u ostatnich vzorkd byla
teplota nastavena na 56 °C. Pomoci filtracni kolonky byl homogenét prefiltrovan, dile
byla RNA promyvéana a nakonec probéhla eluce RNA. U vzorki z embryi byla eluce
provedena 2x. Centrifugace probihala vzdy pti 13 000 rpm.

Koncentrace vyizolované RNA ve vzorcich byla zméfena na spektrofotometru Na-

noDrop a uloZena pti —70 °C.

4.4.3 OsSetreni RNA DNazou

Pro odstranéni DNA ze vzorkil vyizolované RNA bylo pouzito oSetfeni DNdzou (DNase
I Amplification Grade (Sigma-Aldrich). Byl dodrZen postup doporuceny vyrobcem. Ke vzor-
kim bylo pfiddno odpovidajici mnoZstvi reakéniho pufru a DNdzy I v poméru 8 (vzorek
RNA):1 (reakéni pufr):1 (DNéza I). Naslednd inkubace probihala po dobu 15 min za po-
kojové teploty. Reakce byla zastavena pfidanim Stop roztoku v poméru 1 (Stop roztok):1
(Dnaza I) a 10min inkubaci v 70 °C.

Po oSetfeni DNdzou byla zméfena koncentrace RNA pomoci spektrofotometru Na-

noDrop. Vzorky byly uskladnény pii —70 °C.

4.4.4 Gelova elektroforéza

Hodnoceni kvality RNA pfed a po oSetfeni DN4zou probihalo pomoci metody elektro-
foretické separace. NandSeny byly vzorky s nedenaturovanou RNA, kterd byla smichdna
s nanaSecim pufrem s denaturaénimi vlastnostmi. Délen{ frakci probihalo v 1,5% nedena-
turaénim agar6zovém gelu v 0,5x TBE pufru pfi napéti 100 V po dobu 40 min. Nukleové
kyseliny byly vizualizovdny barvivem EZ-Vision® Bluelight DNA dye 10,000X a jako
standard molekulové vihy byl pouzit HyperLadder™ 50bp s rozsahem 50 — 2000 bp.
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4.4.5 Reverzni transkripce

Pro prepis RNA do cDNA byl pouZit SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit (Bioline) a po-
stupovalo se dle ptiloZeného ndvodu. Podle poctu reakci byl pfipraven premix obsahujici
5x TransAmp pufr a reverzni transkriptdzu v poméru 4:1. Kazd4 reakce sestava z 5 ul pre-
mixu, mnoZstvi vzorku RNA obsahujici 1000 ng RNA a z DNase/RNase free vody, kterd
doplituje na kone¢ny objem 20 ul. Vzorky byly vloZeny do termocykléru a proces reverzni
transkripce probihal za téchto podminek: 10 min pfi 25 °C pro nasednuti primert, 15 min
pti 42 °C pro prepis do cDNA a 5 min pfi 85 °C pro inaktivaci reverzni trankriptdzy.
Vzorky byly uloZeny pfi teploté —70 °C.

4.4.6 RT-qPCR

Pro realizaci kvantitativni RT-PCR byl pouzit kit SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit
(Bioline). Reak¢ni smés byla pripravovana odliSné, nézli vyrobce doporucuje (Tab. 2).
U vzorkl pochézejicich z kultivaru USO 31 a z embry{ kultivaru KC Dora bylo pro pfi-
pravu templatu pouzito fedéni 1:9. Vzorky cDNA embryokultur KC Dory bylo tfeba fedit
v poméru 1:2 a pro analyzu exprese genu CanLea34 byla jako templét pouZitd cDNA fe-
déna v poméru 1:1. Jako negativni kontrola byla pouZzita DNase/RNase free voda. Reak¢ni

podminky byly nastaveny v souladu s doporuc¢enimi od vyrobce (Tab. 3).

Tabulka 2: SloZeni reakéniho mixu

Reagencie Objem [ul]
2x SensiFAST SYBR® No-ROX mix 12,5
f primer (10 pmol-171) 1,5
r primer (10 umol-171) 1,5
DNase/RNase free voda 4,5
Templatovd cDNA 4
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Tabulka 3: 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 tani 65—95 (0,1 °C-s~%) 1 min 1

Ziskand data byla zpracovana pomoci softwaru CFX Maestro™, kdy byla ke vzorkiim
pfifazena jim odpovidajici Ct hodnota. Specifita PCR produktl byla ovéfena disociacni
(melting) analyzou kfivek tani. Relativni exprese byla uréena pomoci metody zohlednujici

efektivitu nasedani primert dle Pfaffla.

Act studovany gen — Ct kontrola — Ct vzorek

ACL“ referentni gen — Ct kontrola — Ct vzorek

AC .
(Estudovany’r gen) t studovany gen

Pomér =

AC vt
treferenéni gen
(Ereferenr':nigen) s g

Relativni zména genové exprese v testovanych vzorkach byla porovnavéna oproti kon-
trolnimu vzorku — mladé listy kultivaru USO 31. Ct amplifikacni kfivky studovanych genti

byly normalizovany oproti Ct referen¢niho genu — ACT-1.
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Tabulka 4: Primery pouZité pro RT-qPCR

Sledovany gen Sekvence primeru Velikost
Literatura
GenBank acc. no. (5°-39 produktu
Actin F: CCAATAGCCTTGCATTCCAT
172 van Bakel et al., 2011
AGQNO01269064 R: TCGATTGGAAAGCCGAATAC
IAA-] F: ACGGAGTGTCGTAAGGAG
161 van Bakel et al., 2011
JP480028 R: GAAGAAGCGTACATAGTGC
IAA-2 F: GACACTTGGTGGTTTGCG
213 van Bakel er al., 2011
JP461329 R: TGCCCGAGTTACCTGAAT
X15-1 F: TTTGGCAGTTTATGTTGG
150 van Bakel et al., 2011
JP473847 R: TGTGCAGGGAATTGTTAG
X15-2 F: ATGGTGGTGATAATAACGG
116 van Bakel er al., 2011
JP472037 R: AGGGCTGAGAAGCTGATA
PP2C-1 F: GGGTTGATCTTGCTGCTC
83 van Bakel et al., 2011
JP474397 R: AACGCTAATGTTGTCCTTGC
PYIL4 F: AAAATGCCAGTGAATCCG
170 van Bakel et al., 2011
JP449530 R: TGGTCCGCTCTAATCTCG
CanLea34 F: CCAGAAGAACGGTGAAGCCT
416 navrzeno

XM_030629974.1  R: TCTCCGCATTTGCTATCGCT
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5 Vysledky

5.1 Analyza morfologie vyvojovych zygotickych embryi

Byla studovdna morfologickd proménlivost izolovanych embryi mezi dvéma kultivary
konopi setého v zdvislosti na stupni vyvoje a na 7denni kultivaci v in vitro prostfedi.
V den 0 zaloZeni embryokultur nebyly objeveny rozdily, které by byly zavislé na genotypu
konopi. Embrya ve fazi zavére¢ného vyvoje (L) byly oproti embryim ve fazi vychazkové
hole (VH) celkové objemnéjsi a jejich velikost se pohybovala kolem 4-5 mm. VH
embrya byla celkové mensi a protdhlého tvaru s charakteristickym ohybem v pocatecni
oblasti déloznich listd. Suspenzor nebyl pozorovan.

Kultivaci embryi bylo zjiSténo, Ze samotnd tspéSnost zaloZzeni embryokultur je zavisla
na vyvojovém stupni embryi. AZ 30 % VH embryi abortovala, ¢i byla znacné deformo-
vand, zatimco L embrya 100% tuspésnd. U VH embryi se kultivace projevila predevsim
ristem prvnich pravych listil, zatimco déloznf listy zGstavaly téméf beze zmény a neze-
lené. U 42 % VH embryokultur KC Dory a u 22 % embryokultur USO 31 doslo k vyvoji
nevétveného kofenu s vldSenim. Hypokotyl vSak byl nepomérné krétky.

L embryokultury byly celkové vyvinutéjsi a bez deformaci. Byly pozorovany zelené
délozni listy, stejné tak i prvni pravé listy a mnohdy aZ centimetry dlouhy kofen (Obr. 2).
U L embryokultur zkoumanych kultivarii bylo objeveno odlisné zabarveni hypokotylu.

U embryokultur KC Dory byl svétle hnédy, zatimco u USO 31 byl svétlezeleny.
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Obrazek 2: In vitro embryokultury Cannabis sativa ’KC Dora’ a *USO 31’
(A) Zrald embrya ’KC Dora’, 7. den kultivace. (B) Embrya "USO 31’ fize vychdzkové
hole, 0. den kultivace. (C) Zrald embrya *USO 31°, 0. den kultivace. (D) Embrya "USO
31’ faze vychazkové hole, 7. den kultivace. (E) Zrald embrya *USO 31°, 7. den kultivace.

5.2 Analyza genové exprese

Metodou RT-gPCR byly zjistény zmény v expresi genti v prubéhu embryogeneze u 2
kultivartt Cannabis sativa ’KC Dora’ a Cannabis sativa "USO 31°. Analyzovana byla
cDNA ziskand pfepisem z RNA, kterd byla izolovdna z VH a L embryi a jejich 7dennich
embryokultur. Z genti zapojenych do metabolismu auxind byly studovany geny /AA-1,
IAA-2, X15-1 a X15-2, dale geny PP2C-1 a PYL4, jenZ jsou zapojené do metabolismu
ABA a gen CanLea34, ktery souvisi s rostlinnou embryogenezi.

Teplota naseddni primerd byla po optimalizaci pro vSechny geny nastavena na 62 °C
a jejich specifita byla zkontrolovédna analyzou kfivek tani. Exprese gend v listu byla pou-

Zita jako kontrola a gen pro aktin ACT-1 slouZil jako referen¢ni gen.
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5.2.1 Exprese genu IAA-1

U embryi USO 31 vykazuje exprese tohoto genu vzestupnou tendenci (Obr. 3). AZ 4,6x byla
jeho exprese vétsi u L embryi. Opacnd tendence byla sledovana u embryi KC Dory, kdy
doslo ke sniZeni exprese na 20 %. 7denni kultivace embryi zpiisobila vZdy zvyseni ex-
prese. U VH embryokultur USO 31 doslo k signifikantnimu nértstu, zatimco u VH em-
bryokultur KC Dory byla zména mnohem mensi. U L embryokultur tomu bylo opa¢né,

vétsi nartist exprese probéhl v L embryokulturdch KC Dory.
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Obrazek 3: Zména exprese genu IAA-1 u Cannabis sativa *USO 31’ a ’KC Dora’ v za-
vislosti na vyvojové fazi a kultivaci embrya

(K) Jako kontrola byla pouZita exprese v listu. (VH) Embrya a jejich 7denni embryo-
kultury, izolované ve vyvojovém stadiu vychazkové hole. (L) Embrya a jejich 7denni
embryokultury, izolované v kone¢ném vyvojovém stadiu.
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5.2.2 [Exprese genu IAA-2

L embrya kutivaru USO 31 exprimovala gen IAA-2 az 2,1x vice nezli VH embrya. U VH
embryokultur se exprese zvysila o 30 %, ale kultivaci L embryi doSlo k poklesu o 23 %.
Exprese u VH embryi KC Dory byla mensi a L embrya exprimovala tento gen jen ve velice
malé mite. Kultivaci v§ak doslo vZdy k nartistu exprese. U VH embryi 2,5x a u L embryi

31x (Obr. 4).
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Obrazek 4: Zména exprese genu IAA-2 u Cannabis sativa *USO 31’ a ’KC Dora’ v za-
vislosti na vyvojové fazi a kultivaci embrya

(K) Jako kontrola byla pouZita exprese v listu. (VH) Embrya a jejich 7denni embryo-
kultury, izolované ve vyvojovém stadiu vychazkové hole. (L) Embrya a jejich 7denni
embryokultury, izolované v kone¢ném vyvojovém stadiu.
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5.2.3 Exprese genu X15-1

Bylo zjisténo, Ze mira exprese genu X/5-1 se velice méni v zavislosti na kultivaci embryi
a je zaroven genotypové specifickd. U VH embryi obou kultivara se tento gen téméft ne-
exprimoval. Zatimco byl detekovan drobny narist exprese u L embryi KC Dory, u embryi
USO 31 v zdvérecné fazi vyvoje se X15-1 exprimoval celkové nejvice. Kultivaci embryi
KC Dory byla exprese tohoto genu vyrazné indukovana (Obr. 5). Embryokultury USO 31

vSak exprimovaly X15-1 pfiblizné ve stejné mife jako kontrolni vzorky listu.
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embryokultury embryokultury
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Obrazek 5: Zména exprese genu X15-1 u Cannabis sativa *USO 31’ a ’KC Dora’ v za-
vislosti na vyvojové fazi a kultivaci embrya

(K) Jako kontrola byla pouZita exprese v listu. (VH) Embrya a jejich 7denni embryo-
kultury, izolované ve vyvojovém stadiu vychazkové hole. (L) Embrya a jejich 7denni
embryokultury, izolované v kone¢ném vyvojovém stadiu.
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5.2.4 Exprese genu X15-2

Vyvojové stadium embrya neovlivnilo hladinu exprese X7/5-2 v takové mife jako kulti-
vace in vitro. Embrya ve vyvojové fazi vychdzkové holi tento gen téméf neexprimovala.
U L embryi USO 31 byl zaznamendn drobny nartist exprese 16x, ale u KC Dory doslo
k poklesu o0 43 %. Kultivace embryi pfinesla vyrazné zvySeni exprese tohoto genu u obou
zkoumanych odriid konopi. U USO 31 byl X75-2 ve VH embryokulturych 600x vice ex-
primovan, nezli v izolovanych VH embryich, a v L embryokulturdch 4,7x vice oproti
L embryim. U KC Dory se kultivaci VH embryi zvySila exprese 95x a u L embryi 88x
(Obr. 6).
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Obrazek 6: Zména exprese genu X15-2 u Cannabis sativa ’USO 31’ a ’KC Dora’ v za-
vislosti na vyvojové fazi a kultivaci embrya

(K) Jako kontrola byla pouZita exprese v listu. (VH) Embrya a jejich 7denni embryo-
kultury, izolované ve vyvojovém stadiu vychazkové hole. (L) Embrya a jejich 7denni
embryokultury, izolované v kone¢ném vyvojovém stadiu.
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5.2.5 Exprese genu PP2C-1

Ackoliv PP2C-1 jiz neni genem zapojenym do metabolismu auxini, expresni profil vyka-
zoval téméf identické tendence, jako tomu bylo u predchoziho genu (Obr. 7). VH embrya
tento gen témér neexprimovala a kultivaci doslo k vyraznému nartistu exprese. L em-
brya kultivaru USO 31 exprimovala gen PP2C-1 az 69x vice nezli VH embrya. Kultivaci
VH embryi doslo k néarlstu exprese, a to 85x, a u L embryokultur se exprese zvySila
3.,4x. U embryi obou riznych vyvojovych fazi KC Dory byla exprese velice nizka a mezi
fazemi nebyl téméf Zadny rozdil. Kultivaci VH i L embryi doslo ke zna¢nému ndrtistu
exprese. V porovndni s expresnimi profily dalSich studovanych geni se tento gen v pou-

zitych vzorcich exprimoval nejméné.
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Obrazek 7: Zména exprese genu PP2C-1 u Cannabis sativa *USO 31’ a *’KC Dora’
v z4vislosti na vyvojové fizi a kultivaci embrya

(K) Jako kontrola byla pouZita exprese v listu. (VH) Embrya a jejich 7denni embryo-
kultury, izolované ve vyvojovém stadiu vychazkové hole. (L) Embrya a jejich 7denni
embryokultury, izolované v kone¢ném vyvojovém stadiu.
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5.2.6 Exprese genu PYL4

Ze vsech studovanych gend, vyjma CanLea34, byla u tohoto genu mira relativni exprese
nejvetsi, a to témét ve vSech pouzitych vzorkach. Znaéné rozdily v namérenych hodno-
tach relativni exprese mezi 2 opakovanimi RT-qPCR generovaly nejvyraznéjsi nejistoty
méfeni. Oproti ostatnim gentim byl PYL4 nejvice exprimovéan ve VH embryich a v jejich
embryokulturich (Obr. 8).

U L embryi odridy USO 31 byl tento gen exprimovan o 43 % vice neZli tomu bylo
u VH embryi. Kultivaci VH embryi doslo ke zvySeni exprese o 71 %, zatimco u L em-
bryokultur exprese klesla vice jak o polovinu (na 46 %). Exprese ve VH embryich (KC
Dora) byla vétsi nezli tomu bylo u VH embryi (USO 31). U L embryi vSak exprese po-
klesla na hodnotu odpovidajici exprese v kontrolnim vzorku listu. Kultivace zptisobila

vétsi expresi genu PYL4. U VH embryokultur 0 4 % a u L embryokultur az 16x.
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Obrazek 8: Zména exprese genu PYL4 u Cannabis sativa "USO 31’ a ’KC Dora’ v za-
vislosti na vyvojové fazi a kultivaci embrya

(K) Jako kontrola byla pouZita exprese v listu. (VH) Embrya a jejich 7denni embryo-
kultury, izolované ve vyvojovém stadiu vychazkové hole. (L) Embrya a jejich 7denni
embryokultury, izolované v kone¢ném vyvojovém stadiu.
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5.2.7 Exprese genu CanLea34

CanLea34 byl ze viech zkoumanych gent nejvice exprimovan (relativné k expresi v listu),
a to ve vSech zkoumanych vzorkach. Nejnizsi exprese byla zjisténa ve VH embryich, i ta
je vSak 135x (USO 31) nebo 155x (KC Dora) vétsi nezli v kontrolnim vzorku. L. embrya
(oproti VH embryim) exprimovala tento gen jesté¢ ve vétSi mife — L embrya (USO 31)
20,7x a L embrya (KC Dora) az 30x vice. Nejvétsi zména v expresi vSak byla zazname-
ndna u embryokultur. Kultivaci VH embryi (USO 31) vzrostla exprese az 225x, u VH
embryi (KC Dora) 95x, u L embryi (USO 31) 5x a u L embryi (KC Dora) 6,2x.

Kvili pfili§ velkym rozdilim v expresi genu CanLea34, byl pro prehlednéjsi grafické

zndzornéni exprese pouZit graf s logaritmickym vynesenim dat na ose y (Obr. 9).
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Obrazek 9: Zména exprese genu Canlea34 u Cannabis sativa *USO 31’ a "’KC Dora’
v z4vislosti na vyvojové fizi a kultivaci embrya

(K) Jako kontrola byla pouZita exprese v listu. (VH) Embrya a jejich 7denni embryo-
kultury, izolované ve vyvojovém stadiu vychazkové hole. (L) Embrya a jejich 7denni
embryokultury, izolované v kone¢ném vyvojovém stadiu.
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V prvni experimentélni ¢4sti doslo k zaloZeni embryokultur z izolovanych embryi ve vy-
vojovém stadiu vychdzkové hole (VH) a v zavére¢né fazi vyvoje (L). Porovnanim uspés-
nosti kultivace a samotnych kultivovanych embryi dvou odrid Cannabis sativa’KC Dora’
a Cannabis sativa "USO 31’ byly pozorovany drobné odliSnosti, které by mohly byt
zpusobeny genotypovymi rozdily. Pro potvrzeni této teorie by vSak bylo potfeba vice ex-
perimentd s vice opakovanim. 70% uspésnost kultivace VH embryi a 100% u L embryi{
je v souladu s informacemi, které uvad&ji Trigiano a Gray (2005). Usp&snost kultivace
zygotickych embryi roste totiZ s jejich zralosti.

Hlavni experimentdlni ¢ast se vénovala analyze exprese genti [AA-1, IAA-2, X15-1
a X15-2, které souviseji s metabolismem auxint. Dale PP2C-1 a PYLA4, ty souvisi s me-
tabolismem ABA a nakonec genu CanLea34, ktery kéduje jeden z LEA proteind. Zis-
kané vysledky potvrzuji, Ze Lea proteiny jsou charakteristické pro pozdni embryogenezi
a mnoZstvi endogennich auxini a ABA je v pribéhu vyvoje embrya velice rozli¢né.

U VH embryi obou kultivart se nejvice exprimoval gen IAA-1, IAA-2 a PYL4. IAA-I,
neboli také GH3.6, kéduje enzym indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.6. Proteiny
GH3 jsou zodpovédné za katalyzu ATP-dependentni tvorby konjugdti auxinu s amino-
kyselinami. Takto dochdzi k odbourdvéni auxinu v buiikdch a je obnovovéna jeho home-
ostdza (Chen et al., 2010). Oproti kontrolnimu vzorku byla u VH embryi exprese vétsi.
V této vyvojové fazi je tedy nutno korigovat mnozstvi bunééného auxinu, coZ by mohlo
znacit jeho vysokou koncentraci. Z porovndni s ostatnimi zkoumanymi vzorky vychdzi
vSak najevo, Ze se tento gen u VH embryi exprimuje nejméné. To by se mohlo vy-
svétlit tim, Ze je nutné, aby se auxin v této fazi vice akumuloval. JAA-2 kéduje auxin-
induced protein X10A. Jeho exprese tak dokazuje pritomnost auxinu v embryich ve fazi
vychazkové hole. Auxin se v pribéhu embryogeneze akumuluje nejvice v ranych fazich
embryogeneze. Ucastni se pii stanoveni télniho planu, uréuje apikalné-bazalni polaritu
a hraje roli pfi vyvoji vodivych pletiv, poté jeho koncentrace prudce klesa (Davies, 2010).
Produkt PYL4 je receptorem pro ABA, zprostfedkovava tak signdl, ktery vede k bunécné
odpovédi zdvislé na ABA. Vysoka exprese PYL4 v embryich ve stadiu vychidzkové holi
znaci, Ze pro embryondlni buriky je podstatné, aby doSlo k navdzani ABA na tento recep-
tor. Davies (2010) uvedl, Ze ABA je nejvice koncentrovdna v obdobi ristu déloznich listi.

Poté jeji mnoZstvi klesd a dalsi vrchol je aZ v obdobi, kdy dochdzi k vyvoji osemeni. To
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odpovidd i zjisténé expresi PYL4 u L embryi (USO 31).

Ze ziskanych dat byl zjiStén nejvetsi meziodridovy rozdil v expresi vSech zkouma-
nych gend ve vzorkdch L embryi. Tato embrya KC Dory exprimovala sledované geny
jen ve velice malé mite. Exprese u L embryi druhého kultivaru byla ale téméf vzdy jed-
nou z nejvétsich. Nemyslim si, Ze se jednd o zdleZitost genotypu, jelikoZ se takovyto
expresni propad projevil pouze u tohoto jednoho vzorku (L embrya). PouZitd semena ob-
sahovala embrya v zdvérecné fazi vyvoje. Domnivam se vSak, Ze u KC Dory byla jiz
plné maturovand a v dormantnim stavu. Odpovidd tomu jiZ kompletné pigmentované,
pevné a vysusené osementi, které bylo na semenech KC Dory pozorovano. Exprese gend,
jak uvadi Mayer a Poljakoff-Mayber (1989), je v obdobi dormance potlacena na mini-
mum. Dokonce i ABA, kterd samotnou dormanci indukuje, se v tomto stadiu jiz téméf
nevyskytuje. Naopak osemeni pouZitych semen kultivaru USO 31 nebylo takto plné vy-
vinuto. ObsaZend embrya, i kdyZ morfologicky byla identickd, musela byt jesté ve fazi
ptipravy na dormanci. Z vyznamné exprese zejména IAA-1, IAA-2, X15-1 a PYL4 usu-
zuji, Ze koncentrace auxinii i ABA byla v této fazi vysokd. Jak jiz bylo zminéno, auxiny
by v tomto obdobf jiZ nemély byt zastoupeny v takové mite. ZvétSovani objemu embrya
stale jesté tedy mohlo probihat prostfednictvim auxinem indukované proliferace bunék.
Vlivem ABA se vSak buriky také jiz mohly pomalu prestat délit a naopak se zacit zvétSovat
ukladanim zasobnich latek (Davies, 2010).

Gao et al. (2018) identifikoval odliSné exprimované geny u rostlin konopi setého
za podminek, kdy byly rostliny vystaveny abiotickym strestiim. Bylo zji$téno, Ze geny
X15-1, X15-2, IAA-1 a IAA-2 byly za téchto podminek méné exprimovany. Tyto vysledky
jsou v rozporu se zjiSténymi v tomto experimentu. Reakce bunék embryi na sniZzeni hydra-
tace v pribéhu embryogeneze jsou alespoii v ramci studovanych genti odlisné od bunécné
odpovédi celych rostlinnych struktur v nepfiznivych podminkéach.

Kultivaci embryi nastala vynucend faze kliceni. Buiiky zacaly rust, proliferovat a dife-
renciovat. To je nutné spojené s vyssi bunénou koncentraci auxint. Za téchto podminek
by méla byt u gendt IAA-1, IAA-2, X15-1 a X15-2 oCekdvana nejvetsi mira exprese u em-
bryokultur, coZ tento experiment, aZ na ojedinélé vyjimky, potvrdil. Tento vysledek by
mohl byt ovlivnén i kooperaci cukrii v ristovém médiu s auxiny. U¢inek cukrii na expresi
podobnych genli popisuje ve své praci Wang et al. (2021). Bylo zjisténo, Ze za pritom-

nosti sacharézy se u okurkovych liniich zvysila exprese genti IAA 14, X15, PP2C a GH3.6.
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Cukry totiZ neslouZi pouze jako zdroj energie, jednd se i o signdlni molekuly, které ve spo-
luptisobeni s auxiny reguluji rast rostlin. PP2C-1 kéduje protein, ktery patii do podrodiny
proteinovych fosfatdz 2C. SlouZi jako negativni reguldtor na ABA zdvislé genové ex-
prese. Vysledky vySe zminéného experimentu souhlasi s naméfenymi hodnotami exprese
tohoto genu ve VH a L embryokulturdch obou odrad. Tyto vysledky potvrzuje i Davies
(2010). Uvadi, ze za pritomnosti sacharézy byl u kultivovanych embryi sdji pozorovan
signifikantni narast hladiny endogenni ABA.

Vysoké hladiny kyseliny abscisové souvisi také s bunécnou odpovédi na abiotické
stresy, kterym jsou embryokultury vystaveny. Gao et al., (2018) se v jiz zminéné praci
vénoval také expresi genit PYL4 a PP2C-1 u konopi setého. Vysledky byly takové, Ze
se vliv abiotického stresu odrazil na zvySeni exprese genti pro PP2C-1. Gen pro PYL4 byl
vSak méné exprimovan, neZ tomu bylo za optimélnich podminek.

Trigiano a Gray (2005) uvedli, Zze ABA indukuje expresi LEA gend, jejichz produkty
jsou charakteristické pro pozdni vyvojové faze rostlinnych embryi. V tomto experimentu
byl podle oekdvani zaznamendn vyznamny ndrist exprese CanlLea34 u L embryi (v po-
rovndni s VH embryi). VEtsi vyzralost L embryi (KC Dora) potvrzuje i o bezméla 40 %
vétsi mira exprese tohoto genu, nezli tomu bylo u L embryi druhého kultivaru. Kultivaci
embryi vSak exprese vzrostla az 225x (VH embryokultury USO 31). Potvrzuje to, Ze em-
bryokultury jsou pod vlivem riznych abiotickych stresti. Vysledky naznacuji, Ze by to
mohlo byt zpiisobeno vysokou koncentraci ABA, coz, jak jiZ bylo zminéno, podporuje
Davies (2010). Na dileZitosti pfitomnosti exogenni sachardzy jesté pridd, ze dle Hughes
a Galau (1991), pokud kultivace embryi probihd pouze na bazdlnim médiu, obsah endo-

genni ABA s ¢asem klesa.
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7 Zaveér

Bylo potvrzeno, Ze uspésnost zaloZeni embryokultur roste se stupném vyvoje a vyzralosti
pouzitych embryi. Kultivace se u embryi ve stadiu vychidzkové hole projevila nejdiive
ristem v apikdln{ oblasti a zatimco jiZ mohly byt pozorovany prvni pravé listy, dal§i mor-
fologické zmény nemusely byt jesté patrné.

U embryi 2 kultivart technického konopi setého — Cannabis sativa ’KC Dora’ a Can-
nabis sativa "USO 31’ byly v druhé ¢asti sledovany zmény v expresi genil v zavislosti
nejen na stupni jejich vyvoje, ale i na kultivaci v prosttedi in vitro. Zkoumany byly geny
zapojené do metabolismu auxind (IAA-1, [AA-2, X15-1 a X15-2), také geny zapojené
do metabolismu ABA (PP2C-2 a PYL4) a nakonec gen CanLea34. Lea proteiny jsou
charakteristické svoji pritomnosti pti pozdnich fazich embryogeneze. Embrya ve stadiu
vychazkové hole nejvice exprimovala geny IAA-1, IAA-2 a PYLA4, coz miiZe byt spojeno
s rastem déloZnich listi.

Embrya (KC Dora) v zavére¢né fazi vyvoje byla jiz plné maturovand a v dormantnim
stavu, proto byla naméfena jen minimdlni exprese vSech gend, vyjma CanLea34. Tomu
odpovidajici embrya druhého kultivaru (USO 31) byla naopak jesté¢ metabolicky aktivni
a zejména geny IAA-1, IAA-2 a X15-1 byly proto signifikantné exprimovany. S tim sou-
hlasi i bezméla o 40 % mensi exprese genu CanlLea34 (oproti maturovanym embryim KC
Dory).

Kultivace je pro embrya obdobim ristu, ale také velkého stresu, coZ se odrazilo na vy-
soké expresi vSech zkoumanych gent. U embryokultur byly zaznamendna i celkové nej-

veétsi exprese, a to genu CanLea34. Jeho produkty se zdaji byt pro toto obdobi nezbytné.
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