UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Prirodovédecka fakulta

Katedra experimentdlni biologie rostlin

Studijni program: Anatomie a Fyziologie Rostlin

Studijni obor: Anatomie a Fyziologie Rostlin

Bc. Marek Sirl

STUDIUM FAKTORU OVLIVNUJICICH UCINNOST
TRANSFORMACE KONOPi SETEHO (Cannabis sativa L.)

STUDY OF FACTORS INFLUENCING EFFICIENCY OF
Cannabis sativa TRANSFORMATION

Diplomova prace
Vedouci diplomové prace: doc.RNDr. Jaroslava Ovesna, CSc.

Praha 2014



Tato diplomova prace vznikla v souvislosti s feSenim vyzkumného zameéru
MZE RO0414 - UdrZitelné systémy a technologie péstovani zemédélskych plodin pro
zlepSeni a zkvalitnéni produkce potravin, krmiv a surovin v podminkach méniciho se
klimatu.

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto zavérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem uvedl
vSechny pouZité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla
predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 14. srpna 2014



Dékuji vedouci své diplomové prace doc.RNDr. Jaroslavé Ovesné CSc. za citlivé vedeni
prace prizptisobené mym individuadlnim potfebdm, svému konzutantu RNDr. Lukasi
Fisherovi PhD. za poskytnuti agrobakterii a slova poradni, Ing. Ladislavu Kucerovi za
pomoc s kultivaci konopi, RNDr. Miroslavu Srbovi za pomoc se statistickym
zpracovanim dat, Mgr. Zuzané KrejCové za cenné rady a vécné pripominky provazejici
vznik této prace, své rodiné a blizkym za podporu duSevni i materialni. Dékuji i vSem
ostatnim na které se v tomto podékovani nedostalo



Abstrakt

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je vSestranné vyuZitelna rostlina, ktera poskytuje
vlakno, celul6zu, pazdefi pro primyslové zpracovani, semena pro pripravu olejd,
biomasu pro preménu na energeticky vyuZitelné suroviny a produkuje sekundarni
metabolity vyuZitelné ve farmaceutickém primyslu. Pro celkovou odolnost vici
strestim, schopnost akumulace tézkych kovli a nizké naroky na Kkultivaci je
potenciondlné vyuZitelnd pro fytoextrakce. Soucasny vyzkum sméfuje k zpracovani
ucinného kultiva¢niho protokolu, ktery by umoziioval transformaci kalusovych kultur
nasledovanou regeneraci celistvé rostliny. V této praci bylo nékolik odrtid konopi setého
prevedeno do in vitro a byla testovana jejich schopnost tvofrit kalus. NejlepsSich vysledki
bylo dosazeno pouZzitim hypokotylovych segmentli na Zivném médiu obohaceném o 1
mg/L. kyseliny naftyloctové a jednoho ze dvou syntetickych cytokinini 0,5 mg/L
thidiazuronu nebo 5 mg/L 6-benzylaminopurinu. Zadny priikazny rozdil v pouZiti téchto
dvou cytokininti nebyl pozorovan. Zadny z explantati na étyfech riznych testovanych
médii pro regeneraci prytli se nepodafilo Uspésné zregenerovat. Transformace konopi
byla testovana pomoci dvou metod. Podafilo se izolovat transformované protoplasty z
listd konopi po agroinfiltraci, tato metoda vSak pro konopi nema prili§ vyuziti. U
explantati transformovanych kokultivaci s Agrobacterium tumefaciens se transformaci
nepodarila prokazat.

Klicova slova: Cannabis sativa, Agrobacterium tumefaciens, transformace,
mikropropagace, kalus, in vitro



Abstract

Hemp (Cannabis sativa L.) is a multi-use crop, able to provide fibre celulose a
hurds for industrial treatment seeds for oil preparation biomass for energy conversion
and produces secondary metabolites useful for pharmaceutical application. For its
resistence to stress ability to accumulate high concentration of heavy metals and low
cultivations demands, it can also be used for phytoextractions. Current research is
focused on establishment of cultivation protocol, which allows transformation of callus
cultures, and their regeneration with high efficiency. In this thesis, several varieties of
hemp were transferred to in vitro conditions and were tested for their ability to form
callus. The best results were achieved using the hypocotyl segments in a nutrient
medium supplemented with 1 mg/L of naphtylacetic acid and one of these two synthetic
cytokinins 0,5 mg/L of thidiazuron or 5 mg/L of 6-benzylaminopurine. No significant
difference in the use of these two cytokinins were observed. None of the explants on
four different test media for regeneration of shoots were able to succesfully regenerate.
Transformation of hemp was tested using two different methods. Transformed
protoplasts from hemp leafs after agroinfiltration were isolated. This method turn out to
be unsuitable for use with hemp due to its problematical application. For explants co-
cultivated with Agrobacterium tumefaciens, no succesfful transformation were revealed.

Keywords: Cannabis sativa, Agrobacterium tumefaciens, transformation,
micropropagation, callus, in vitro
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Seznam zkratek

LB — Luria-Bertani, médium pro kultivaci bakterii

YEB — yeast extract broth, médium pro kultivaci bakterii
MS — Murashige-Skoog, médium pro kultivaci rostlin
NAA - kyselina naftyloctova

[AA - kyselina indol-3-octova

TDZ — thidiazuron

KIN - kinetin

BAP - 6-benzylaminopurin

2,4 -D — kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

GA; — kyselina giberelova

RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA

AC — activated charcoal, Zivoc¢isSné uhli

IBA — kyselina indol-3-butyratova

DICAMBA - kyselina 3,6-dichlor-2-methoxybenzoova
GFP — green fluorescet protein, zelené fluoreskujici protein
MADC — male associated DNA from Cannabis, marker sam¢i DNA z konopi
CBD - kanabidiol

THC — A°-tetrahydrocannabinol

CBG — kanabigerol

CBC - kanabichromen

GMO - geneticky modifikované organismy

FDA - fluorescein diacetat

TrM — transformacni médium

TrBM - transformacni bakteriostatické médium

SIM — selek¢ni médium

ITIS — Integrated Taxonomic Information System

PCA- Principal Coordinate Analasis



AMOVA — Analasis of Molecular Variance
SNR — Single Nucleotid Polymorphism

DNA — deoxyribonukleova kyselina



1. Uvod

Tato prace prace se vénuje moznostem genetické transformace konopi setého
(Cannabis sativa L.) cilené na zlepSeni jeho uZitych vlastnosti a tématicky tak zapada do
vyzkumnych smért soucCasné feSenych ve Vyzkumné tistavu rostlinné vyroby v.v.i., kde
byla zpracovavana. Prace navazuje na predchazejici praci bakalarskou. Prinasi vhled do
problematiky kultivace tkanovych kultur konopi v podminkach in vitro, prehled
moznosti jeho vyuZziti a souCasny stav poznani faktorti ovlifiujici jeho genetickou
transformaci. Experimentalni c¢ast je vénovana optimalizaci kultivacniho protokolu v
podminkach in vitro a zahrnuje hodnoceni vlivu riznych vychozich genotypti, pouzitych
explantatt a kultivacnich médii. Soucasti prace je i transformace konopi setého pomoci
dvou metod a hodnoceni jejich tispéSnosti.



2. Cile prace

Cilem této diplomové prace je prispét k poznani, které usnadni zavadéni
biotechnologickych metod do péstovani zemédélskych a primyslové vyuZivanych
plodin. Prace je zaméfena na studium faktord ovliviiujicich proces transformace konopi
setého.

Dil¢i cile jsou zejména:
1. Ustanoveni in vitro kultur nékolika odriid konopi setého (Cannabis sativa L.).

2. Snaha o optimalizaci jejich kultivacniho protokolu umoZiiujici regeneraci
celistvych rostlin z kultur nediferencovanych bunék.

3. Zhodnoceni mozZnosti transformace explantatli a regenerace celistvych rostlin.
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3. Literarni prehled

3.1 Konopi seté - modelovy organismus

3.1.1. Botanicky popis rostliny

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je jednoleta bylina dosahujici vzristu 60 — 200
cm, vyjimecné az 400 cm, v zavislosti na podminkéch, pohlavi a konkrétni odradé.
Odridy technického konopi jsou vétSinou bez vyrazného postranniho vétveni. Vstiicné
listy jsou dlanité sloZené ze tfi aZ deviti uzsich kopinatych cepeli s pilovitym okrajem.
Prvni pravé listy mivaji ¢epel pouze jednu, u dalSich pravych listl jejich pocet stoupa,
velmi dobfe vzrostlé rostliny mohou v plném rtstu dosahovat azZ dvanacti Cepeli na list.
Béhem kvétu se pocet Cepeli nové tvorenych listli opét sniZuje. V tzlabi kazdého listu se
tvori postranni pupen. Stonek je v prvnich fazich rtstu mékky a duZnaty, pozdéji
drevnati a tvori stfedovou dutinu. Dfevnaté jadro je obaleno silnou vrstvou lyka. Sam¢im
kvétenstvim je previsla lata, samici rostlina ma uZlabni kvétenstvi, plodem je vejcita
jednosemenna nazka. Konopi je typicka kratkodenni rostlina, kveteni lze tedy v
laboratornich podminkach vyvolat zménou fotoperiody a nastavenim stfidani svétla a
tmy po dvanacti hodinach. Vegetacni doba trva 5-6 mésicti s maximem rtstu v cervnu a
cervenci, kvést zacina v srpnu.

Konopi seté je zpravidla uvadéno jako dvoudoma rostlina s pomérem samcich a
samicCich rostlin zhruba 1:1. Rostliny samci byvaji vyssi, s tenc¢imi stonky, s niZSim
poctem listl a v priibéhu roku dfive kvetou. V prirozené rostoucich populaci tento popis
odpovida, ale i v téchto populacich lze nalézt urcity pocet jednodomych jedinct a to
pribliZné deset aZz dvacet rostlin na hektar (Ranalli, 2004). Obdobné jako vétSina
kulturnich plodin i konopi od domestikace podléhalo intenzivnimu Slechténi jehoz
vysledkem jsou moderni odriidy konopi urcené pro produkci vlakna, ve kterych podil
jednodomych jedincti dosahuje sta procent. V populacich jednodomych odriid konopi
doslo ke sjednoceni vzhledu a vlastnosti rostlin a byl tak odstranén vyrazny pohlavni
dimorfismus dvoudomych rostlin, coZ usnadriuje primyslové zpracovani.

Urceni pohlavi u dvoudomych odrid konopi pohléha pfitomnosti pohlavnich
chromosomii: X a Y. Samc¢i pohlavi je ur€eno kombinaci XY a samici pfitomnosti paru
XX. Kromé tohoto paru obsahuje genom konopi dalSich devét pari chromozomd.
Hlavnim rozdilem mezi obéma pohlavnimi chromozomy je velikost, Y je pfiblizné
dvakrat vétsi. (Moliterni et al., 2004). OdliSnosti mezi pohlavnimi chromozomy na
molekularni drovni byly stanoveny pomoci RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) metody identifikaci molekularnich markerd MADC (male-specific DNA from
Cannabis) vyskytujicich se pouze u samcich rostlin a lokalizovanych na chromozomu Y,
coz bylo potvrzeno in situ hybridizaci (Sakamoto et al., 1995). Z jejich dalSiho
zkoumani vyplynula pritomnost velkého mnozZstvi retrotranspozibilnich elementi na
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koncové casti Y chromozomu, zodpovédnych za jeho velikost a pravdépodobné i za
celkovy samci projev (Sakamoto et al., 2005). S vyuZitim MADC byly optimalizovany
metody pro rychlé stanoveni pohlavi rostlin jeSté v rtstové fazi, coz je v tradi¢nim
Slechtitelstvi nesporné vyhodou (Techen et al., 2010)

Vysledné pohlavi rostliny ovSem miiZe byt do urcité miry ovlivnéno i péstebnimi
podminkami a chemickym sloZenim kultivacniho média, resp. substratu. Porovnanim
poméru pohlavi tfech riiznych odrid v kontrolnim médiu a v médiich obohacenych o
soli tézkych kovt bylo zjisténo, Ze konopi je snadno ovlivnitelné k vychyleni rovnovahy
ve prospéch jednoho pohlavi, tzv. feminizaci nebo maskulinizaci (Soldatova and
Khryanin, 2010). P¥i obohaceni média o soli CuSO, a ZnSO, prevySoval pocet samicich
rostlin zhruba o ¢tvrtinu (25-28%) v porovnani s kontrolnim médiem. PouZiti Pb(NO3),
zase vedlo k maskulinizaci populace, pomér samcti byl o vice neZ tficet procent vyssi
nez v kontrolnim médiu. Zaroven probihalo méfeni koncentraci fytohormont, které
ukazalo zmény v koncentracich zeatinu a kyseliny giberelové v rostlinach péstovanych
na médiich s téZkymi kovy.

Z vySe uvedeného je zjevné, Ze vysledné pohlavi rostliny konopi je béhem jejiho
vyvoje ovlivnéno vice faktory, coz casteCné vysvétluje spontanni vyskyty samcich
rostlin v jednodomych odrtdach i hermafroditni rostliny u odrid dvoudomych (Ranalli,
2004).

Charakteristickym znakem rostlin konopi je tvorba sekundarnich metaboliti.
Pomoci spektrometrickych metod bylo urceno vice neZ 70 terpenofenolickych
sekundarni metabolitd typickych pouze pro rostliny rodu Cannabaceae zvanych
cannabinoidy, které jsou akumulovany a vyluCovany hlavné v glandularnich trichomech
nadzemni Casti rostliny soustfedénych hlavné v kvétnich listenech (El1Sohly and Slade,
2005). Presna pricina jejich tvorby neni zatim znama. Pravdépodobné jejich pritomnost
pomaha rostliné vyrovnat se se stresovou situaci, jak dokladaji analyzy jejich
koncentraci v zavislosti na lokalité. Byl pozorovan trend vzristu tvorby kanabinoidt pri
zvySujici se nehostinnosti dané lokality, ktera byla hodnocena podle dostupné vlhkosti,
obsahu Zivin v ptidé a jeji kvality (Latta and Eaton, 1975). Slunné pocasi a tedy i
zvySena fotoradiace jsou dal§i vlivy, které u rostlin konopi zvySuji produkci
kanabinoidd, je tedy pravdépodobné, Ze nékteré kanabinoidy mohou fungovat jako
pohlcovace UV zatreni (Lydon et al., 1987). Schopnost pohlcovat UV zareni maji i
sloZzky oleje lisovaného z konopnych semen (Oomabh et al., 2002).

3.1.2. Taxonomické rfazeni

SoucCasné taxonomické fazeni dle ITIS (Integrated Taxonomic Information
System) uvadi pro Celed” Cannabaceae, do které patii konopi seté, jeden samostatny
druh Cannabis sativa L. s dvéma poddruhy Cannabis sativa ssp. indica a Cannabis
sativa ssp. sativa, zahrnujici i variantu spontanea. Toto rozdéleni vychdazi z historického
vnimani vSech kultivarti konopi pouze jako jednoho druhu vzhledem k jejich shodnym
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zakladnim morfologickym znakiim a zahrnuje i odliSnosti chemickych slozeni rtiznych
sekundarnich metaboliti. Odpovida tézZ Siroce rozsirenému laickému rozdéleni konopi
na dva typy: konopi indické, tzv. typ odriid produkujicich drogu, zahrnujici kultivary
produkujici psychoaktivni latky a vyuZivané v mediciné nebo pfi vyrobé drog a konopi
seté tzv. typ odrid produkujicich vldkno, coZ jsou rostliny péstované pro primyslové
zpracovani produkovanych surovin zejména vlakna a oleji, nékdy téZ nazyvané konopi
technické. Technické konopi je hojné vyuZivany netaxonomicky pojem vymezujici
odrtidy spliiujici zdkonem stanoveny maximalni obsah psychoaktivnich latek. V ramci
Evropské Unie je tato hranice stanovena ¢l. 5a nafizeni Rady (ES) ¢.1251/1999, ve znéni
narizeni Rady (ES) ¢.1672/2000 na 0,2% THC v suSiné.

Rozdéleni na dva poddruhy téZ pripisuje jejich vznik rozpadem jednoho druhu
vlivem selekce ve prospéch konkrétnich znakti béhem domestikace. Tomu by odpovidalo
i rozSifeni a soucasny vyskyt obou variant, kdy v predpoklddaném misté ptivodu,
Centralni Asii, a v rovnikovych oblastech zbytku svéta volné roste konopi indické,
zatimco na vychod do Evropy a na sever Asie rozsirené odriidy byly zpracovavany na
vlakno. Tento koncept vSak pravdépodobné neodpovida skutecnosti a spiSe nez jednim je
rod Cannabis tvoren souborem vice vysoce hybridizovanych druht vykazujicich
schopnost se navzajem volné kfiZit a velkou miru introgrese (Small and Cronquist,
1976). Hypotézu, Ze vyznam rozdili mezi obéma variantami konopi ptresahuje rozdily
mezi poddruhy a jedna se o dva samostatné druhy velmi dobfe podporuji studie
molekuldrnich markerti konopi na vzorcich znamého geografického ptivodu. Z PCA
(Principal Coordinate Analysis) analyzy frekvence alozymti v 17 riznych genovych
lokusech ve 157 téchto vzorcich velmi jasné vyplyvaji dvé centra diverzity, ktera
odpovidaji tradi¢nimu rozdéleni na dva druhy sativa/indica (Hillig, 2005). Genofond
oznacovany jako Sativa zahrnoval vzorky divoce rostouciho konopi z vychodni Evropy
a odridy péstované na vlakno a semena v Evropé a Stiedni Asii. Genofond Indica byl
tvofen vzorky z dalného vychodu, odrid péstovanych pro vlakno v Jizni Asii a Cing,
zastupce z Afriky a jizni Ameriky, odridy z Afghanistanu a Pakistanu vyuzivané k
pripravé drog a rostliny z divoce rostoucich populaci v Indii a Nepalu. Zaroven lze
odvaodit, Ze je velmi pravdépodobna existence tretiho centra diverzity odpovidajici druhu
Cannabis ruderalis, konopi rumiStniho v soucasném taxonomickém systému zaneseném
jako Cannabis sativa ssp sativa var. spontanea. Diskutovana je téZ mira rozdili mezi
jednotlivymi genofondy a vyslovena hypotéza, Ze ke speciaci jednotlivych druht doslo
diive neZz Slechtitelskym zasahem béhem domestikace. Obdobnych vysledkli bylo
dosazeno i pouzitim jinych metod, zhodnocenim réznorodosti chloroplastové a
mitochondrialni DNA pomoci metody SNR (Single Nucleotid Polymorphism) (Gilmore
et al., 2007) a porovnanim rozdili v genomu v ramci populace i mezi populacemi
navzdajem pomoci metody AMOVA (Analysis of molecular variance) (Piluzza et al.,
2013).

Alternativni ¢lenéni jednotlivych odriid konopi v ramci Celedi je mozné dle tzv.
chemotypti. Ty jsou charakterizovany obsahem jednotlivych kanabinoidi v rostliné.
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Nejvice zastoupeny jsou kanabidiol (CBD), A°-tetrahydrocannabinol (A°~THC) nebo
jeho méné Casty izomer A® -tetrahydrocannabinol, oboji latky s psychoaktivni aktivitou,
kanabigerol (CBG) a kanabichromen (CBC). Jejich vzdjemny pomér urcCuje nejen
chemotyp konkrétni rostliny konopi. RozliSujeme tfi zdkladni chemotypy podle
koncentraci dvou hlavnich kannabinoli a jejich vzajemného poméru. Jsou to chemotyp I
s nizkym pomérem CBD/THC, vzhledem k vysokému obsahu THC, chemotyp II s
vyvazenym pomérem CBD/THC a chemotyp III s pfevahou CBD a velmi nizkymi az
nulovymi hodnotami THC (de Meijer et al., 2003). BéZné péstované odriidy technického
konopi odpovidaji chemotypu III. Chemotypy kromé obsahu konkrétnich kanabinoidi
urcuji i dalsi vlastnosti rostliny.

3.1.3. Vlastnosti a vyuziti

Konopi je jednou z nejstarSich lidmi vyuZivanych technickych plodin s pocatky
péstovani sahajicimi aZ do starovéku. Prvni zminky jej uvadéji vétSinou pouze jako
medicinalni rostlinu, pro vysoky obsah celulézy jej vSak k vyrobé papiru vyuzivali jiz v
Egypté 2350 let pr.n.l (Russo et al., 2008). V soucasnosti se péstuje takika po celém
svété a jeho vyuZiti zahrnuje zpracovani stonku rostlin a sklizeni semen. Ze stonk se
izoluje vlakno pro textilni primysl a zbytkova stonkova hmota slouzi k vyrobé rtznych
materiall pro stavebnictvi. Semena se pridavaji do krmnych smési nebo je z nich lisovan
olej. Rostliny chemotypti I produkuji sekundarni metabolity pro farmaceuticky pramysl
nebo jsou vyuZivany k vyrobé drog. V ramci Evropské Unie je konopi péstovano
dlouhodobé na stejnych osevnich plochach, okolo patnacti tisic hektart. Nejvétsi péstitel
Francie osevni plochu pravidelné rozsifuje narozdil od Ceské republiky, kde se vlivem
uzavieni vétSiny pridruzenych zpracovatelskych provozti péstebni plocha vyrazné
zredukovala aZ na 142 ha oseté plochy v roce 2010, od té doby ziistava na stejné hranici
( ToSovska and Buchtova, 2010).

Mezi hlavni prednosti konopi patfi rychly a efektivni narist rostlinné hmoty v
relativné kratkém cCase. Kombinaci péstebnich podminek a vhodné zvolené odridy lze
docilit vynosu az 25 t suché nadzemni hmoty na jeden hektar, z které je mozné ziskat az
12 t celulézy (Struik et al., 2000). V Ceské republice se hranice mozného vynosu
pohybuje okolo 10 t suché hmotnosti na hektar ( ToSovska and Buchtova, 2010). To
umoziuje vyuZit konopi jako obnovitelny zdroj energie at’ jiZ pro produkci suché
spalitelné biomasy, tuhych paliv ¢ jako surovinu pro produkci bioplynu. Oproti
silaZované kukufici, kterda je hlavni vychozi surovinou pro vyrobu bioplynu, jsou
konopné porosty mnohem kompaktnéjsi a hustéji sazené, nedochazi tak k vyplavovani
orné pidy mimo péstebni plochy, cozZ je pri péstovani kukufice zavazny problém (Prade
et al., 2011). PouZitim optimalizovaného postupu vyroby lze dosahnout produkce 2600-
3000 litri ethanolu a zhruba 3000 m?® metanu z jednoho hektaru osetého konopim, dalsi
optimalizace postupu jsou zkoumany (Kreuger et al., 2011).

Nejvice vyuZivanou surovinou z rostlin konopi je vlakno, které je tvoreno
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jednotlivymi pericyklickymi floémovymi buifikami délky 20-50 mm. Jejich bunécna
sténa je sloZena z rozdilnych vrstev tvorenych celul6zou, hemicelul6zou, ligninem a
pektinem. Sekundarni bunécna sténa, ktera tvori vétSinu z bunécné stény téchto bunék,
je sloZena prevainé z celulozy a hemicelulézy a pouze z malého mnoZstvi ligninu a
pektinu (van den Broeck et al., 2008). Je cenéno zejména pro pro sviij velice maly
pramér a zaroven velmi vysokou pevnost v tahu (44 kN . tex pfi praméru 0.25 mm) a
také velmi nizkou hmotnost (Khan et al., 2011). Vlastnosti vlakna Ize ovlivnit zvolenim
vhodné metody péstovani podle poZadavkl na jeho Sitku a pevnost. Vyuziva se velmi
husté vysadby, ktera rostliny nuti omezit energetické investice do stavby stonku a
stimuluje rist do vysky. Optimalni hustota vysadby neni priliS odrtidové specificka, v
ramci odridd Slechténych pro produkci vlakna, a byla stanovena na zhruba 300 rostlin na
m? (Schafer and Honermeier, 2006). Kromé textilniho primyslu se stale vice zaCind
konopné vlakno vyuzivat pri tvorbé kompozitnich materialti ve stavebnictvi nebo tfeba
automobilovém primyslu pfi tvorbé narazniki a jinych vypliovych hmot.

Pro své vlastnosti je téZ velmi cenén konopny olej vyuZitelny v potravinarstvi
nebo farmaceutickém c¢i chemickém odvétvi. Nékteré jeho sloZky potlacuji mikrobialni
aktivitu, napfiklad tc¢inné inhibuji rist grampozitivnich bakterii s patogennim tc¢inkem v
travicim traktu (Nissen et al.,, 2010) (Novak et al., 2001). Antimikrobidlni aktivitu
projevuji i nékteré dal$i metabolity izolované z rostlin konopi, které ti¢inné potlacuji riist
riznych druhti kvasinek (Ahmed et al., 2008).

Pro tplnost je téZ nutné uvést farmaceuticky vyznam rostlin Cannabis indica
odpovidajici chemotypu III. Metabolity z téchto rostlin se wvyuZivaji k tvorbé
syntetickych 1é¢iv s obsahem kanabinoidt ( Sativex, Marinol .. ) jejihZ klinické studie
prokazuji odstranéni nékterych projevii roztrousené skler6zy a zmirfiuji pribéh
onemocnéni (Wade et al., 2004). Pro klinické studie se téZ vyuZivaji suSena samici
kvétenstvi téchto rostlin, tzv. marihuana.

Konopi patfi mezi rostliny odolné vii¢i znecisténi ptidy teZkymi kovy bylo tedy
vyprofilovano jako jedna z moZnych rostlin vyuZitelnych pro fytoextrakce. Relativné
snadno skliditelna nadzemni Cast rostliny, ma dostateCnou hmotu schopnou hromadit
tézké kovy. Korenovy systém zase obsdhne pomérné velkou plochu, ze které mize tézké
kovy cerpat. V polnich podminkach mtize dortst az 2 m hluboko, béZné dortsta hloubky
kolem 130 cm. VétSina hmoty kofenového systému se vSak nachazi v hloubce do 50 cm,
odkud je tedy sani polutantii nejucinnéjsi (Amaducci et al., 2008). Dalsi vyhodou konopi
je odolnost vici vice téZkym kovim. Plidy v primyslem zneciSténych oblastech totiz
vétSinou byvaji zamoreny vice polutanty zarovenl. Konopi relativné dobfe akumuluje
olovo (Pb) kadmium (Cd) a nikl (Ni) (Linger et al., 2002) (Shi and Cai, 2009). A je téz
schopno vyrovnat se s jejich vysokymi koncentracemi v koteni, bez zaznamenatelnych
zmén snese 800 mg Cd na kg suché hmotnosti. Naproti tomu je znat pokles vitality
rostliny pri koncentracich 50 — 100 mg Cd na kg suché hmotnosti v nadzemnich ¢astech
(Linger et al., 2005). Pocatecni velka ocekavani ze slibnych predpokladt pro praktické
vyuziti pro fytoremediace vSak zatim zistavaji nenaplnéna a vetSi polni pokusy v
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soucasné dobé publikuji pouze ¢insti védci (Shi et al., 2012).

Ve stadiu pokusti jsou zatim i biotechnologické metody pracujici s rostlinami
konopi nebo jejich bunécnymi kulturami. Kanabinoidy pro farmaceuticky primysl se
prozatim ziskavaji separaci, jsou vSak testovany metody umoZiujici jejich produkci
pomoci bunécnych kultur (Flores-Sanchez et al., 2009). Zajimava je i mySlenka vyuZit
rychlého znasobeni hmoty ristem a velkou listovou plochu rostlin konopi k produkci
proteinti pomoci transientni exprese pro biochemické nebo farmaceutické vyuziti.

Tento vycet prikladi vyuziti konopnich surovin nebo samotnych vlastnosti
rostliny je pouze orientacni a rozhodné ne tuplny, alesponi castecné vsak vykresluje
potencidl pro budouci rozvoj. Zarovei je nutné zdtraznit, Ze péstovani konopi pfinasi i
urcité obtize. Samotny fakt, Ze konopné vldkno je vysoce pevné velmi znesnadiiuje
sklizen rostlin. Potfeba jsou specialné upravené a uzce specializované zemédélské stroje
coZ prodraZuje pocateCni investici. Zaroven nasledné zpracovani vlakna je vazano na
provoz tiren. Tento fakt stoji za postupnym sniZovanim oseté plochy v Ceské republice,
kdy se po pocatecnim nartstu produkce zjistilo, Ze nasledné zpracovani neumérné
prodrazuje nedostatek tirenskych kapacit na naSem uzemi, mnohdy suroviny musel byt
zpracovavany v zahraniC¢i a i samotna sklizen je problematicka. Jednim z feSeni by
mohla byt i produkce geneticky modifikovanych odrid u kterych by byly doprovodné
problémy omezeny. Soucasné studovana témata se vénuji tvorbé sekundarni bunécné
stény s mapovanim jednotlivych proteinii i jejich genii a mirou exprese v jednotlivych
castech rostliny, je tedy mozZnost téchto znalosti vyuZit pfi tvorbé odriid s omezenim jeji
tvorby a produkci lépe skliditelnych rostlin niZsiho vzristu (van den Broeck et al.,
2008).

3.2. Predpoklady biotechnologickych aplikaci

Uvazujeme-li moZnost stabilni genetické transformace konopi cilenou na zlepSeni
jeho uZitych vlastnosti nebo vyuZiti jinych biotechnologickych metod, narazime na
praci s rostlinami v podminkach in vitro. Jedna se o jejich kultivaci ve sterilnich
podminkéach s nepritomnosti jinych organismt s kontrolovanym pfijmem Zivin z Zivnych
médii i ostatnimi vlivy jako jsou teplota a svételné podminky. Pfi omezeni vlivu vnéjSich
podminek lze navodit optimalni prostiedi k rlstu, ktery je mozné ovliviiovat podle
potieb riistovymi regulatory. Optimalizace trasformacni metody s vysokou tspésnosti
prenosu DNA je dalsi nezbytnou podminkou.

3.2.1. Tkanové kultury konopi

Konopi je v in vitro kultufe povaZovano za obtizné kultivovatelnou rostlinu.
Navzdory jeho kulturnimu vyznamu neexistuje priliS mnoho praci tykajicich se
ustanoveni konopnych tkanovych kultur. Vice informaci lze nalézt k suspenznim
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bunéénym kulturdm slouZicim jako prostfedek pro produkci sekundarnich metabolitt
(Turner et al., 1980) (Flores-Sanchez et al., 2009). Ojedinéle byly zpracovany protokoly
pro mikropropagaci in vitro mnoZenych rostlin pomoci apikalnich nebo axilarnich
pupent bez mezistupné kalusu (Wang et al., 2009) (Lata et al., 2009). V in vitro
regeneraci rostlin je nejpodstatnéjSi vytvoreni takového kultivacniho protokolu, ktery
zahrnuje mezistupenn kalusové kultury nebo nediferencované bunécné kultury z
vychoziho explantatu a naslednou tvorbu somatickych embryi, nebo pryti schopnych
tvorby celistvé rostliny a presunu ex vitro. Takovy protokol umoZiuje vloZit
transformacni krok s vnesenim poZadovaného genu a odvozeni celistvé rostliny z jedné
nebo nékolika maélo transformovanych bunék. Jakkoliv je zfejmé, Ze spolehlivé
kultivacni protokoly jsou v tomtu sméru potreba, existuje jen velmi malo praci na téma
regenerace z nediferencovanych tkanovych kultur, jejichZ vysledky navic nelze oznacit
za priliS uspokojivé (Lata et al., 2010a) (Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005).

Obecné u konopi neni prili§ problém se zaloZenim in vitro kultury. Nejjednodussi
cestou je kliceni povrchové sterilizovanych semen, ktera ochotné kli¢i na riiznych typech
médii a substati. Pomérné tvrdé a kompaktni osemeni neposkytuje na svém povrchu
priliS mist na kterych by se mohly zachytit a usadit spory hub bakterie nebo plisné a
zvladne i vyssi koncentrace bézné uzivanych sterilizacnich €inidel, prikladem miZe byt
péti procentni roztok chloridu vapenatého. Vzhledem k jejich hydrofobnimu povrchu je
dobré nechat semena pred samotnou sterilizaci promyvat vodovodni vodou s pfidanym
detergentem pro lepSi smacivost (Wang et al., 2009). JiZ zminéné antimikrobialni
vlastnosti nékterych konopnych metabolitli se pravdépodobné projevuji i pfi navozovani
in vitro kultur z explantat odebiranych z rostlin ze skleniki nebo prirodnich podminek,
miry kontaminaci u kultur z povrchové sterilizovanych segmentti téchto rostlin jsou
spiSe nizké.

In vitro klonalni mnoZeni roslin pomoci nodalnich segment umoziuje v relativné
kratkém cCase dosahnout velkého poctu geneticky uniformnich rostlin. U konopi byly
popsany systémy stanovujici optimalni podminky a média pro vSechny dil¢i kroky, ktery
mi jsou vyvoj kli¢ni rostliny ze semene, presazeni nodalniho segmentu na médium
podporujici jeho dalsi rist a nasledné presazeni na médium podporujici tvorbu korent.
Tim vznikne nova celistva rostlina s vyvinutymi vSemi organy, schopna poskytnout dalsi
nodalni segmenty pro zmnoZeni nebo pro presun ex vitro. Protokol s velkou mirou
uspésnosti preziti takovych rostlin s vyuZitim syntetického cytokininu thidiazuronu
navrhli (Lata et al., 2009), obdobnych vysledkt doséahli i (Wang et al., 2009). V obou
studiich bylo zkoumano vice rastovych regulatori a jejich koncentraci, optimalni
podminky jsou prehledné vykresleny v Ilustrace 1. Geneticka uniformita takto
mnozenych rostlin byla téZ potvrzena pomoci analyzy molekularnich markert (Lata et
al., 2010b).
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Explantat: nodalni segment z 1
rok staré rostliny

1 14 and

MS + 0.5 uM TDZ ’—‘ tvorba prytd

l 14 dnd

‘ MS + 0.5 uM TDZ + 7.0 uM GA , PVOC"UEOI&"”T prytd

10 dnd

| MS/2 4+ 500 mg I'' AC + 2.5 uM IBA }—‘ In vitro kofené&ni ‘

l 8 tydni

Pfesun ex vitro

Ilustrace 1: Protokol pro klondIni mnozeni rostlin konopi z noddlnich segmentii. AC —
activated charcoal/Zivocisné uhli. Prevzato a upraveno podle (Lata et. al., 2009)

Zajimava metoda, vyuZivana pro celou paletu rostlinnych druhti, péstovani rostlin
ze syntetickych semen, byla té7 tispésné otestovana pro konopi chemotypu I. Uzlabni
pupeny rostlin byly obaleny v gelu alginatu sodného. Takto pripravené segmenty rostlin,
skladované v chladu a temnu, byly schopny ristu i po Sesti mésicich (Lata et al., 2011).

Prehlednou studii vlivu médii a vychoziho explantatu na tvorbu kalusu a jeho
vlastnosti zpracovali (Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005). Mladé listy, Fapiky,
internodalni segmenty a tzlabni pupeny péti riznych kultivari konopi chemotypu III
byly pouZity jako vychozi explantat na média obohacena o kombinace nasledujicich
fytohormoni : KIN (kinetin), NAA (kyselina naftyloctova), 2,4-D (kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctovd), DICAMBA (kyselina 3,6-dichlor-2-methoxybenzoovd). Z
vysledki vyplyva snadnd tvorba kalusu ze vSech vychozich explantatl i s minimalnimi
pridavky hormont, ovsem kalusy se znacné liSily ve svych vlastnostech a moznostech
nasledného pouziti. Regenerace prytd z kalust jiz méla pomérné nizkou ucinnost,
pomérné Casto byly misto pryti tvoreny kotfeny. Nejlepsi zaznamenana odpovéd na
ristové regulatory odpovidala jejich koncentracim obvykle v médiich pouZivanych ( 0,5
mg/L NAA, 2,0 mg/L 2,4-D).

O néco lepsich vysledki regenerace prytt z kalusovych kultur bylo dosaZeno pfi
experimentech na odridach chemotypu I, naznacujici, Ze pfitomnost rozdilnych
sekundarnich metaboliti ma vliv na schopnost regenerace (Lata et al., 2010a).
Koncentrace rtstovych regulatord byly obdobné. Pravdépodobné vysvétleni je v
hypotetické ucasti téchto latek v reakci na stres, kterym nucena tvorba
nediferencovanych bunék bezesporu je a schopnosti se s nim vyrovnavat. Jak bylo diive
uvedeno v kapitole 3.1.1. kanabinoidy mohou byt univerzalni stresovou odpovédi nejen
v celistvé rostliné, ale zfejmé i v bunécnych kulturach.

Vliv nejen chemotypu ale i konkrétni odridy na ochotu tvorit kultury
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nediferencovanych bunék byl pozorovan u kalusti z riznych vychozich explantat i u
suspenznich bunécnych kultur (Feeney and Punja, 2003) (Slusarkiewicz-Jarzina et al.,
2005). Vytipovani vhodné odridy tak miiZe mit rozhodujici vliv na tuspéSnost celého
experimentu.

Z publikovanych praci vyplyva, Ze konopi lze s uspéchem kultivovat na
obvyklych médiich vychazejici z MS média (Murashige and Skoog, 1962). Cukerna
slozka miize byt obvyklych hodnot 20-30 gramii sacharézy na litr média, pfipadné miize
byt u citlivéjSich kalusovych kultur a snaze o somatickou embryogenezi nahrazena
malt6zou ve vyrazné vyssi koncentraci 90 nebo aZ 120 gramt na litr média. Na téchto
médii kalusové kultury lépe prosperuji (Kucera L., nepublikovand data). To mutze byt
zptisobeno pomalejSim metabolismem maltézy a rozdilnym osmotickym tc¢inkem. Vliv
maltoézy na efektivita média pri somatické embryogenezi byl pozorovan také u Pinus
tadea (Li et al., 1998) nebo u Prunus avium, kde autofi predpokladaji, Ze vyrazné
rychlejsi metabolismus sacharézy vede v bunikdch k tvorbé hypoxického prostredi a
akumulaci ethanolu, coZ pfi pouZziti maltozy nenastava (Reidiboym-Talleux et al., 1998).

Konopi v tkanovych kulturach reaguje na rastové regulatory v médiich dle jejich
koncentrace podobné jako jiné plodiny. PouzZité koncentrace, pfi kterych byla
zaznamenana nejvétSi mira poZadované reakce odpovidaji koncentracim pro danou
odpovéd vyuZivanych i u jinych plodin, pfikladem miZe byt blizce pfibuzny chmel,
fazeny do stejné Celedi (Roy et al.,, 2001). Sila odpovédi se vsak liSi. To muze byt
CasteCné kompenzovano vyuZitim GcinéjSiho syntetického fytohormonu thidiazuronu
misto bézné uZivanych 6-benzylaminopurinu nebo kinetinu, Castecné vytipovanim
konkrétni vhodné odrtidy pro experimenty.

3.2.2. Transformacni metody

Geneticka transformace, vneseni cizorodého genu do buiiky a jeho zaclenéni do
jeho genomu, je v soucasnosti Siroce vyuZivana biotechnologickd metoda. UmozZiiuje
nejen zkoumdani projevu gend, od urovné molekuldarni aZz po fenotypovy projev
mutantniho jedince, ale zejména pfipravu rostlin schopnych dany gen prenést do dalsi
generace. Pfipravou odrid rostlin nesouci geny bézné se v jejich genofondu
nevyskytujicich se zabyva genové Slechtitelstvi.

Pro vneseni genu do buiiky existuji dvé zdkladni metody. Biolistickd metoda
vyuziva zmnoZeni zvoleného konstruktu, jeho prichyceni k malé castici inertniho kovu
ktery je do bunék vstfelen pomoci proudu vzduchu. Hlavni nevyhodou je takika
nemozné cileni mista vhneseni DNA do buriky, pro Sanci na stabilni transformaci je nutné
kovovou Castici s pripojenou DNA trefit jddro. Metoda s sebou nese také velkou miru
transientni exprese. Druhou moZnosti je vyuZiti prirozené schopnosti bakterii rodu
Agrobacterium transformovat rostlinné buriky. Rod Agrobacterium zahrnuje vice druhd,
z nichZ biotechnologicky vyznamné jsou predevSim A. tumefaciens a A. rhizogenes. Tyto
gramnegativni plidni bakterie jsou patogeny dvoudéloZnych rostlin se schopnosti vnaset
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své geny do hostitelskych bunék pomoci plazmidi. Geny nuti hostitelskou buiiku
produkovat tzv. opiny, latky odvozené od aminokyselin, které bakterie vyuZiva jako
zdroj uhliku, dusiku a energie. Pro potfeby genového inZenyrstvi byly tyto plazmidy
upraveny, pivodni geny odebrany a mohou slouzit jako vektor nesouci takika libovolny
usek DNA. Transformace pak probiha spolecnou kultivaci rostlinného explantatu nebo
bunécné kultury a bakterialni suspenze.

Za prenos gent v interakci bakterialni-rostlinnd burika je zodpovédny Ti
respektive Ri-plasmid (tumour/roots inducing), zhruba 200 kb dlouha kruhova molekula
DNA schopna samostatné replikace. Obsahuje T-DNA, oblast pfenesenou do genomu
hostitelské buriky, vymezenou levou a pravou hrani¢ni oblasti (left/right border
sequence). Tyto pomérné malé oblasti (24 bp) zajist'uji jeji spravné vystépeni a nasledny
transport do jadra rostlinné bunky. Pfirozené obsahuje téZ vir region, usek genti, které
kéduji proteiny umoZziujici prenos DNA (Wood et al., 2001). Upravené Ti/Ri plasmidy
slouzi jako binarni vektory a mezi hrani¢nimi oblastmi zpravidla obsahuji pouze gen
nesouci rezistenci vici antibiotiku slouZzici jako selek¢ni marker pfi ovéreni funkcnosti a
specifickd mista umoZiujici snadné klonovéani tiseku DNA, ptikladem miZe byt systém
GATEWAY, umoziujici snadné klonovani i velkych dsekti DNA (Karimi et al., 2002).
Vir region vétSinou byva obsazen v doprovodném plasmidu bez transferové DNA. BéZné
uZivané kmeny bakterii rodu Agrobacterium téZ byvaji stabilné transformovany genem
nesoucim rezistenci vii¢i antibiotiku. Jejich kultivace v médiu s pfidanymi kmenové a
vektorové specifickymi antibiotiky slouzi k eliminaci spontannich mutaci v kultufe.
Prehledny souhrn bézné uzivanych kment, vektort a jejich selek¢nich markert i s
kontakty pro jejich ziskani byl publikovan (Hellens et al., 2000). Do transferového tseku
je kromé genu selekcniho markeru vhodné zakomponovat reportérovy gen slouZici k
rychlé identifikaci transformovanych bunék, prikladem miZe byt gen pro produkci GFP
(green fluorescent protein) (ChalfieE et al., 1994).

Samotny prenos T-DNA a jeji zaclenéni do genomu rostlinné buiiky probiha v
nékolika krocich. Prvnim je zachyceni chemického signdlu produkovaného poranénou
rostlinou. Fenolické latky z poskozenych bunék rostliny jsou rozpoznany
transmembranovymi proteiny bakterie a spouSti expresi vir regionu. Nasledné
endonukleazovy komplex vysStépi T-DNA z plazmidu a s pomocnymi stabilizacnimi
proteiny vytvori T-komplex, ktery je transportovan ven z buiky proteinovym
prenosovym kanalem. Poslednim krokem je lokalizace z cytoplazmy hostitelské
rostlinné burniky do jejiho jadra. Proteiny T-komplexu obsahuji signalni sekvence urcujici
lokalizaci do rostlinného jadra, vyuZivaji tedy hostitelskych proteind, které se na né vazi
a cely komplex je transportovan skrz jaderny por, kde je cely komplex odbouran a T-
DNA je nehomologni rekombinaci zaclenéna do genomu hostitelské buriky. Cely proces
byl pro A. tumefaciens velmi detailné popsan (Zupan et al., 2000) (Gelvin, 2000).

U konopi dosud nebylo dosaZeno uspésné transformované celistvé rostliny
schopné generativniho rozmnoZeni. Ve dvou studiich se podafilo prokazat tispéSnou
transformaci bunécnych kultur tisekem obsahujici reportérovy gen, dané kultury se vSak
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nepodarilo zregenerovat (Feeney and Punja, 2003) (Wahby et al., 2013). V prvni byly
buniecné suspenzni kultury ¢tyf rtznych odrid technického konopi transformovany
kmenem A. tumefaciens EHA101 obsahujici vektor pNOV3635, ktery do
transformovanych bunék wvnasi gen kodujici PMI (fosfomanosaisomerasu). Ten
umoziuje selekci transformovanych bunék na médiu obsahujici manosu jako hlavni
zdroj sacharidi, nebot’ jeho nositelim umozni jeji metabolicky rozklad. V druhé bylo pét
odrid konopi transformovano celkem osmi kmeny A. rhizogenes a Sesti kmeny A.
tumefaciens. Transformovany byly kli¢ni rostliny v in vitro podminkach bez ambice
odvozeni tkanovych kultur a regenerace explantati. Vneseni genu pro beta-
glukuronidazu rozkladajici glukuronidy bylo potvrzeno vznikem specifického zabarveni.

Transformacni proces u obou studii probihal obdobné, tficetiminutovou kultivaci s
bakteridlni suspenzi nasledovanou tfidenni kultivaci pred prfesunem na bakteriostatické
médium.

Byla zjiSténa rozdilndA mira tuCinnosti transformace zavisld na pouZitém
bakteridlnim kmenu v rozmezi 43 — 98 % (Wahby et al., 2013) . Transformovany byly
hypokotyly klicnich rostlin a hodnocena byla tvorba charakteristického tumoru nebo
indkuce korent. Z vysledkt dale vyplyva, Ze pri pouZiti bakteridlniho kmene s nejvyssi
ucinnosti transformace bylo dosazeno nejhorsich vysledkt v prezivani kultury. Popsany
vliv vychoziho explantatu, kdy se nepodafilo transformovat ani jeden listovy segment,
zatimco hypokotyly a déloZni nodalni segmenty mély vyrazné vyssi miru acinné
transformace, patrné odpovidd zvolené metodé. Transformovany byly povrchové
poranéné casti rostlin bez odebrani explantatu a pokusu o odvozeni kultury
transformovanych bunék a hodnocena byla pouze pritomnost tumoru zptisobeného
napadenim Agrobacteriem. Lze predpokladat, Ze listy konopi nebo jejich ¢asti mohou
byt vhodnym explantatem pro transformaci kokultivaci, nebot’ velmi ochotné tvori kalus
(Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005). U bunécnych suspenznich kultur se pohybovala
mira tspésnosti transformace kolem 30 % (Feeney and Punja, 2003). Celkové konopi
vykazuje vyssi miry tispéSnosti transformace neZ blizce pribuzny chmel, patfici do stejné
Celedi. Zde byla za srovnatelnych podminek tspéSnost transformace 1,5 %, bylo vSak
dosaZeno vyrazné lepsi regenerace rostlin (Horlemann et al., 2003).

Transformace odrid konopi chemotypu I dosud nebyla popsana. Dostupné zdroje
vSak uvadéji mnohem mensi obtiZe pri praci s tkanovymi kulturami, které vykazovaly
chemotypu III (Lata et al.,, 2010a). Vliv transformace Agrobacteriem na schopnost
regenerace tkanovych kultur Ize jen obtiZzné hodnotit, vzhledem k nedostatku kvalitnich
dat, da se vSak predpokladat, Ze mira ovlivnéni je mala a problémem je spiSe samotna
regenerace. Lépe regenerujici odridy chemotypu I by tak mohly byt pro genetickou
transformaci vhodnéjsi.
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4. Metody a material

Veskeré experimenty byly provadény v laboratorich a kultivacnich mistnostech
Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v.v.i.. Skladovani, kultivace a manipulace s GMO
(geneticky modifikované organismy) probihala v prostorach k tomu urcenych a patfi¢né
oznacCenych a pracovni postup odpovidal platnym pokyni pro nakladani s GMO.

Pro praci ve sterilnim prostfedi byl vyuZivan laminarni flow-box. Nastroje pro
praci s rostlinnym materidlem byly sterilizovany ponofenim do ethanolu a opalenim.
Sterilizace roztokd a médii, nastavcli pro automatické pipety a nadobek Eppendorf
probihala parou v autoklavu po dobu 20 minut pri teploté 120°C a tlaku 100 kPa.
Roztoky termolabilnich latek byly sterilizovany filtraci ptes sterilizacni filtry 0,22 pm.
Ke sterilizaci sklenénych nadob, nastrojt a filtra¢niho papiru byla pouzita horkovzdusna
suSicka. Ty byly vkladany dvojité obalené hlinikovou fo6lii. Doba sterilizace byla 60
minut pri 160 °C.

Veskeré pouzité chemikédlie pochézely ze zasob VURV v.vi. Ke stanoveni
hmotnosti byly vyuZivany analytické vahy HA-180m. Pro pozorovani objektli mimo
vnimani lidského oka byla pouZita binokuldrni lupa nebo fluorescen¢ni mikroskop
Olympus CKX 41.

4.1. Rostlinny material

4.1.1. Prehled pouzitych odrid a vychozich explantatd

Pro veSkeré experimenty bylo pouZito rostlinného materidlu z osiva odrad
technického konopi poskytnuté firmou Agritec Sumperk s.r.o.. Toho bylo vyuZito pro
vytvoreni kolekci rostlin péstovanych in vitro z povrchové sterilizovanych semen a
mnoZenych odfiznutim a presazenim Casti obsahujici lateralni nebo apikalni pupen, ze
kterych byl poté odebiran materidl pro dalSi experimenty. UZito bylo celkem patnéct
kultivarfi, jmenny seznam odriid uveden v Tabulka 1. Cast semen byla té% vyuZita pro
péstovani rostlin v tzv. indoor podminkach, v péstebnim boxu na kokosovém substratu a
raSelinovych kostkdch pod umélym osvétlenim. Tyto rostliny byly pouZity pro
transformaci agroinfiltraci. Z Agritecu Sumperk téZ pochazelo osivo pouZité v polnich
pokusech s touto praci nesouvisejicich. Z téchto rostlin byla odebrana embrya z
nezralych semen pro presun in vitro a nasledné odvozeni tkafnové kultury.

Pro vétSinu experimentl byla dilezZitd moznost porovnani vlivu rtznych faktori
na velmi podobném, idedlné totoZném, vychozim rostlinném materidlu, stejného
genotypu, stafi a pod vlivem stejnych kultivacnich podminek. Bylo vyuZito pfirozené
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vlastnosti konopi zakladat organy parové a proto, neni-li uvedeno jinak, byly vidy z
jedné rostliny protilehlé listy déloZni i pravé rozdélovany na rtiznd média, pripadné

slouzily jako kontrola.

Tabulka 1: Jmenny seznam odriid vyuZitych pro experimenty v této prdci.

Fedora 77 UsOo 31 Ferimon
Fibrol Monoica Beniko
Felina 32 Tygra Carmagnola
Futura 75 KC-Dora Finola
Epsilon Bialobrzeskie Santhica

Bylo rozliSovano a pouzito nékolik typd vychozich explantati. Hypokotylové
segmenty délky priblizné 0,5 cm, déloZni listy kli¢nich rostlin, déloZni listy z nezralych
embryi, Cepele z prvniho paru listii tvofeny pouze jednou listovou Cepeli, Cepele dalsi
pravych listt a fapiky.

4.1.2. Priprava kultivacnich médii

Pro in vitro kultivaci rostlin konopi a z nich odvozenych explantati a tkanovych
kultur byly pouZity média odvozena od zakladniho MS média dle (Murashige and
Skoog, 1962). Celkovy postup pfipravy médii byl usnadnén pouZzitim zasobnich roztok.
Ty byly rozdéleny na jednotlivé roztoky tak, aby bylo zabranéno vysrazeni nékterych
soli, které by mohly narusit jejich optimalni pfijem Zivin rostlinou. Po namichani byly
roztoky zklavovany a uchovavany v lednici pti 4°C. K pripravé MS média bylo pouZito
nasledujicich dil¢ich roztokd.

Makroelementy. Roztok byl namichan dvacetkrat koncentrovany. Chemikalie
uvedené v Tabulka 2 byly rozpuStény v 1 1 sterilni destilované vody. Roztoku bylo
davkovano 50 ml do 1 | pfipravovaného média.

Tabulka 2: Chemikdlie pro pripravu zdsobniho roztoku makroelementti pro MS médium.

Latka Hmotnost (g)
NH4NO; 33,00
KNO; 38,00
MgSO, - 7H,0O 7,40
KH,PO, 3,40

Roztok chloridu vapenatého. Roztok byl namichan padesatkrat koncentrovany.
22,00 gramt krystalického CaCl, bylo rozpusténo v 500 ml sterilni destilované vody .
Roztoku bylo davkovano 10 ml do 1 I pripravovaného média.
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Mikroelementy. Roztok byl namichan padesatkrat koncentrovany. Chemikalie
uvedené v Tabulka 3 byly rozpustény v 250 ml sterilni destilované vody. Roztoku bylo
davkovano 5 ml do 1 1 pfipravovaného média.

Tabulka 3: Chemikdlie pro pripravu zdsobniho roztoku mikroelementti pro MS médium.

Latka Hmotnost (mg)

MnSO, : 7H,O 845,00
ZnS0O, - 7H,0 430,00
H;BO; 310,00
KI 41,50
Na,MoO; - 2H,O 12,50
CuSOs - 5H,O 1,25

CoCl; - 6H,0 1,25

Vitaminy. Roztok byl namichan dvacetpétkrat koncentrovany. Chemikalie

uvedené v Tabulka 4 byly rozpustény v 250 ml sterilni destilované vody. Roztoku bylo
davkovano 10 ml do 1 1 média.

Tabulka 4: Chemikdlie pro pripravu zdsobniho roztoku vitaminti pro MS médium.

Latka Hmotnost (mg)
thiamin 10,00
pyridoxin 50,00
kyselina nikotinova 50,00
glycin 200,00

Fytohormony. Zasobni roztoky réstovych regulatori byly pripravovany dle
Tabulka 5 a do médii davkovany podle konkrétni potfebné koncentrace.

Tabulka 5: Chemikdlie a rozpoustédla pro pripravu zdsobnich roztokil fytohormonii pro
MS média.

Latka Rozpoustédlo Koncentrace (mg/ml)
thidiazuron 3% KOH + dest. voda 0,11
kyselina naftyloctova 5% NaOH + dest. voda 0,10
kyselina indol-3-octova 95% ethanol + dest. voda 0,10
kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova 95% ethanol + dest. voda 2,50
benzylaminopurin 5% NaOH + dest. voda 1,00
kyselina giberelova 95% ethanol + dest. voda 0,10

Celkové slozeni zakladniho

MS média pro kultivaci konopi bez pridanych
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rastovych regulatori odpovidalo obsahu uvedeném v Tabulka 6. Pfiprava probihala
nejprve rozvarenim agaru v pribliZzné jedné ctvrtiné celkového objemu destilované vody
s naslednym pridanim prisluSnych mnoZstvi jednotlivych zasobnich roztokid a
predvaZenych mnoZstvi zbylych latek dle Tabulka 6. Podle typu média bylo pridano
pozadované mnoZstvi ristovych regulatorti nebo antibiotik. Pfed pridanim dalSi latky
bylo vyckano uplného rozpusténi kazdé jedné latky. pH bylo upraveno 5% vodnym
roztokem NaOH na hodnotu 5,8 a médium bylo sterilizovano parou v autoklavu 20
minut pfi teploté 120°C a tlaku 100 kPa.

Tabulka 6: SloZeni zdkladniho MS média pro konopi. Jednotlivé reagencie byly
rozpustény v destilované vode celkového objemu 1 1.

Latka Mnozstvina 11

makroelementy ze zas. roztoku 50,00 ml
CaCl; ze zas. roztoku 10,00 ml
mikroelementy ze zas. roztoku 5,00 ml
vitaminy ze zés. roztoku 10,00 ml
agar 7,00 g
EDTA 37,00 mg
FeSO. - 7H,0O 27,00 mg
myo-inositol 100,00 mg
kasein 1,00 g
maltéza 90,00 g

4.1.3. Kultivace konopi

Kultivace rostlin konopi nebo jejich casti v in vitro podminkach probéhla v
nékolika na sebe vzajemné navazujicich krocich. V kazdém bylo v ramci optimalizace
postupu pouzito vicero typd médii.

4.1.3.1. Kli€eni

Sterilizace semen pro vysev in vitro probéhla dle nasledujiciho postupu. Semena
byla nejprve promyvana v sitku v kadince pod slabé proudici vodou z kohoutku po dobu
jedné hodiny. Pro lepSi smacivost bylo pridano par kapek detergentu. Poté na tricet
sekund ponofena do 70% ethanolu a promichavana v 5% roztoku CaCl, po dobu 20
minut. Nasledné, jiZ ve sterilnich podminkach, byla tfikrat promyta sterilni destilovanou
vodou, pokaZzdé po dobu 5 minut. Po usu3eni na filtranim papiru ve flow-boxu byla
pfesazena na MS médium s polovicnim obsahem Zivin. Alternativné byla semena
nechana kli¢it na vlhceném sterilni filtracnim papife nebo sterilnich kosmetickych
vatovych tamponech.
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4.1.3.2. Mikropropagace z nodalnich segmentt

Nodalni segmenty z klicnich rostlin nebo z rostlin péstovanych in vitro a
obsahujici uzlabni nebo apikalni pupen byly mnoZeny presazenim na MS médium s
obsahem TDZ v koncentraci 0,5 mg/L. Narostlé explantaty byly nechany korenit na MS
médiu bez pridanych rtstovych regulatort. Kultivace probihala pri fotoperiodé 16 hodin
svétla, 8 hodin tmy, teploté 22°C a ozafenosti 300 pmol/(m?*s).

4.1.3.3. Indukce ristu nediferencovanych bunék

Rostliny vyklicené ze semen byly sklizeny po 14 dnech a segmenty hypokotylt,
déloh a listG pouzity jako primarni explantat pro indukci kalusu. Obdobné byly v
nekterych experimentech vyuZity délozni listy z nezralych semen polnich rostlin.

5-10 mm dlouhé segmenty rostlinného materialu byly umistény na Petriho misky
na MS médium dle Tabulka 6 obohacené o rtzné koncentrace ristovych regulatori a
jejich kombinace. Detaily uvadi Tabulka 7 . UZity byly TDZ, NAA, 2,4-D, BAP.

Kultivace probihala na svétle v 22°C, ozafenosti 150 pmol/(m*s) a s fotoperiodou
16 hodin svétla, 8 hodin tmy. Po zhruba 8-10 tydnech, kdy se vytvofil kalus, byla ¢ast
kultur pfenesena na médium pro indukci ristu prytd. Kultury byly pasaZovany na cCerstvé
médium kaZdé dva tydny.

Cast kalusovych kultur byla vyuZita pro zaloZeni suspenznich kultur
nediferencovanych bunék. Vybrany byly kalusy dobfe rostouci a rozpadavé. Kultivovany
byly v 50ml Ehrlenmayerovych batfikach obsahujici 12 ml tekutého MS média s
vynechanim agaru coby Zelirujici slozky a pridanim ristovych regulatordi TDZ v
koncentraci 0,1 mg/L nebo 2,4-D v koncentraci 0,5 mg/L. Po prvotnim nartistu bunék po
zaoCkovani média, bylo z kultury kazdy tyden odebirano vzdy 5 ml roztoku cerstvych
bunék pro zaockovani dalsi kultury, a doplnéno na ptivodni objem pfidanim cerstvého
média. Kultivace probihala na tfepacce pfi 75 rpm, svétle s fotoperiodou 16 hodin svétla,
8 hodin tmy a v 22°C. Kultury byly pribézné pozorovany pod fluorescencnim
mikroskopem a barveny pomoci FDA (fluorescein diacetat), ktery zvyraznil Zivé buiky.
Presazeni suspenznich kultur na pevna média probihalo prenesenim poZadovaného
objemu na sterilni filtracni papir. Kultura tak byla zbavena prebytecné tekutiny a
otocenim filtracniho papiru do Petriho misky byla obtisknutim pfenesena na médium.
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Tabulka 7: Typy riistovych reguldtorii a jejich koncentrace v jednotlivych variantdch
médii pro indukci kalusu.

Varianta média Koncentrace (mg/L)
NAA 24-D BAP TDZ
1. 0,1 - - -
2. 0,1 - - 0,5
3. 0,1 - 5 -
4. - 1 - -
5. - 1 - 0,5
6. - 1 5 -

4.1.3.4. Organogeneze

Pro indukci pryti z kultur nediferencovanych bunék byla pouzita zakladni MS
média (Tabulka 6) obohacena o cytokininy uvedené v Tabulka 8. Cca 0,5 dlouhé
segmenty nediferencovanych bunék nebo kupicky o objemu cca 0,5 cm3 ¢ 5 ml
suspenzni kultury z médii pro indukci tvorby nediferencovanych bunék byly pouZity
jako vychozi explantat. Kultivace probihala pri fotoperiodé 16 hodin svétla 8 hodin tmy,
teploté 20°C a ozafenosti 300 pmol/(m?ss). Pro kultivaci suspenznich kultur byla pouZita
tekutd MS média bez agaru.

Tabulka 8: Typy riistovych reguldtorti a jejich koncentrace v médiich pro indukci riistu
prytil z nediferencovanych bunék

Varianta média Koncentrace uvedenych fytohormonu ( mg/L )
TDZ BAP GA; KIN
1. 0,5 - - -
2. - 5 - -
3. 0,5 - 7 -
4. - - - 1

4.2. Agrobacterium tumefaciens

Pro transformaci konopi byly pouZivany bakterie Agrobacterium tumefaciens ( v
textu A. tumefaciens ) kmene C58C1 laskavé poskytnuté Dr. LukaSem Fisherem. Tento
kmen nese gen rezistence vici rifampicinu a obsahuje plazmid pGV2260 s vir regionem,
obsahujici geny jejichZ produkty zprostfedkovavaji prenos T-DNA (Deblaere et al.,
1985). Bakterie téZ obsahovaly binarni vektor pCP60 pro mnoZeni v E. coli a A.
tumefaciens nesouci T-DNA s genem pro GFP mezi 35S promotorem (z viru kvétakové
mozaiky) a pAnos (nopalin syntdzovym terminatorem z A. tumefaciens) a genem nptll
(k6dujicim neomycin fosfotransferazu) pro selekci transformovanych rostlinnych bunék

27



umoznénou ziskanou rezistenci vii¢i kanamycinu. Vektor pCP60 obsahuje také gen
nptlIl, ktery rezistenci vi¢i kanamycinu poskytuje bakteriim. Schematicky nakres

vektoru pCP60 je uveden v Ilustrace 2.
P355
GFP
pAnos
LB
y

Ilustrace 2: Plasmid pCP60 nesouci gen pro GFP protein uZity pro transformaci
rostlinnych bunék.

pCPGO

Bakterie byly kultivovany na pevném LB (Luria-Bertani) médiu s pridanymi
antibiotiky ve tmé v 27°C. Bakterialni suspenze pro transformaci byla namnoZena
prenesenim jedné kolonie do 50 ml Ehrlenmayerovy barky s 15 ml tekutého YEB (Yeast
Extract Broth) média a namnoZenim na tfepacce pfi 150 rpm a 27 °C. Média vznikla
rozpusSténim latek uvedenych v Tabulka 9 v destilované vodé. Média byla sterilizovana
klavovanim. Antibiotika byla pridavana aZ po zchladnuti zklavovaného média na cca
50°C. Rifampicin byl rozpoustén v DMSO (dimethylsulfoxid). pH nebylo upravovano.

Tabulka 9: SloZeni médii pro kultivaci Agrobacteria.

Latka pro LB Koncentrace (g/L) Latka pro YEB Koncentrace (g/L)
trypton 10 hovézi extrakt 5
kvasinkovy extrakt 2,5 kvasinkovy extrakt 1
NaCl 5 trypton 5
agar 15 sacharoza 5
kanamycin 0,05 MgSO, . 7 H,O 0,03
rifampicin 0,1 kanamycin 0,05

rifampicin 0,1
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4.3. Transformace rostlin konopi

4.3.1. Transformace kokultivaci

Pro transformaci kokultivaci byly pouZity tfi typy vychozich explantat(i. Listy z
rostlin mnoZenych in vitro z vrcholovych segmentt staré 4-6 tydnti, hypokotyly kli¢nich
rostlin starych priblizné 2 tydny, odebirany byly z rostlin jiZ nasazujicich prvni par
pravych listti a narostlé kalusové kultury. Explantaty byly vlozeny do Petriho misek o
priméru 9 cm obsahujicich 20 ml tekutého TrM (média pro transformaci) bez agaru
(Tabulka 10). U listt byla skalpelem odstranéna béze listu s napojenim fapiku i Spicka,
zaroven byly provedeny dva nebo tfi fezy pres stfedni Zilku vedené ze spodni strany
listu. Listy byly poté poloZeny na médium pro transformaci svou svrchni stranou. Z
hypokotyli byly vyfiznuty segmenty o velikosti cca 0,5 cm, dbano bylo na Cistotu fezu
na obou stranach. Z kalusovych kultur byly vybrany soudrzné aktivné se délici kupy
bunék, u kterych nehrozilo Ze se v tekutém transformacnim médiu rozpadnou. Po pridani
explantatt bylo do média v kazdé Petriho misce pfidano 100 pl Cerstvé narostlé suspenze
A. tumefaciens. Kokultivace probihala po dobu dvou dni ve tmé a pfi pokojové teploté.
Poté byly explantaty osuSeny poloZenim na sterilni filtracni papir a pinzetou preneseny
na TrBM (bakteriostatické médium s pridavkem rastovych hormonti) a antibiotika
(Tabulka 10). Kultivace probihala v kultivacni mistnosti urcené pro GMO pri
fotoperiodé 16 hodin svétla 8 hodin tmy, teploté 20°C a ozafenosti 300 pmol/(m?s). U
kultur, kde byl pozorovan vyrazny narGst bakterii béhem doby kokultivace, nebo u
kalusovych explantatt, kde byl v pfedchozich pokusech zaznamenan riist bakterii i na
bakteriostatickém médiu, byl pred presazenim zahrnut mezikrok promyti explantati v 20
ml roztoku MS soli s pridavkem cefotaxinu v koncentraci 500 mg/L po dobu jedné
hodiny.

Po ctrnacti dnech byly explantaty preneseny na SIM (selek¢ni médium) (Tabulka

10) a kaZdych sedm dni pfesazovany na dalsi Cerstvé selekéni médium.

Tabulka 10: Mnozstvi jednotlivych riistovych reguldtorii a antibiotik o kterd byla
obohazena zdkladni MS média pouZitd p¥i transformaci kokultivaci.

Latka Koncentrace v jednotlivych médii (mg/L)

™ TrBM SIM
acetosyringon 29,28 - -
NAA - 0,50 -
BAP - 1,00 1,00
TDZ - - 0,50
cefotaxin - 500,00 500,00
kanamycin - - 50,00
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4.3.2. Transformace agroinfiltraci

Agroinfiltrace (infiltrace A. tumefaciens) se bézné vyuZivd pro navozeni
transientni transformace umoZiujici rychlou expresi vneseného genu. Pro transformaci
byly pouzity rostliny staré 8 tydnt predpéstované v ,indoor“ podminkach pod 150 W
HPS sodikovou vybojkou. Bakterie pro transformaci byly namnoZeny naockovanim
10ml tekutého YEB média s obsahem rifampicinu a kanamycinu pfidanim jedné kolonie
A. tumefaciens rostouci na pevném LB médiu v Petriho misce. Kultivovany byly 24 h pri
27°C na trepacce nastavené na 150 rpm. U dobre rostoucich kultur bakterii byla pomoci
fluorescencniho mikroskopu zkontrolovana schopnost tvorby GFP proteinu. 1 ml A.
tumefaciens ze suspenze byl centrifugovan pri 4000 rpm 15 minut, promyt 1ml YEB
média a opét centrifugovan. Po odsati supernatantu byl vznikly pelet resuspendovan v 1
ml AS média (Tabulka 11). Vznikly roztok byl zfedén tak, aby opticka denstita OD
(600nm, kyveta 1 cm) odpovidala hodnoté ptiblizné 0,2. Po nafedéni byl roztok dvé
hodiny kultivovan prfi 27°C a poté dalSim meéfenim optické density kontrolovana
Zivotaschopnost bakterii. K transformaci byly zvoleny pouze aktivné se délici roztoky
bakterii.

Agroinfiltrovany byly mladé listy rostlin, které vSak mély vyvinuté pét listovych
Cepeli. Dobrym zavodnénim pred transformaci bylo zajiSténo otevreni praducht rostlin.
Pomoci 1ml injek¢ni stfikacky bez jehly byl transformacni roztok zlehka vtlacen do listu
z jeho spodni strany. s protioporou ruky transformovatele opatfené ochrannou rukavici.
Fixou byl oznacen rozsah transformované plochy listu. Rostliny byly dale kultivovany a
sbér transformovanych casti probihal v intervalu 2 a 7 dni.

Tabulka 11: SloZeni AS média pro transformaci.

Latka Koncentrace (mM)
MgCl, 10
MES-KOH buffer pH 5,6 10
acetosyringon 0,15

4.3.3. lzolace protoplastd konopi

Izolace protoplasti z bunék listi transformovanych A. tumefaciens pomoci
agroinfiltrace byla zvolena jako metoda umoZiujici rychlé urceni dspéSnosti
transformace a zhodnoceni miry exprese vneseného genu.

Protoplasty mezofylovych bunék z rostlin druhy a sedmy den po transformaci
byly izolovany v médiu pro izolaci protoplasti (Tabulka 12) a pozorovany pod
fluorescencnim mikroskopem. Z oznacené Casti transformované listové plochy byly
vytiznuty disky cca 1,5 cm? , nastiihdny na malé casti a vloZeny do 2ml nadobek
Eppendorf obsahujici 1,5 ml média pro izolaci protoplasti. Zakryté hlinikovou folii
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kvili zatemnéni byly kultivovany pfes noc pfi pokojové teploté. Po odstranéni zbytki

listové hmoty byly protoplasty ponechany dosednout na dno a byla odstranéna vétSina

supernatantu tak, aby zistalo pfiblizné 0,5 ml média. Roztok s protoplasty byl

centrifugovan 6 minut pfi 25 rpm, poté bylo pfidano 70 pl 0,1% agardzy a pomoci

protoplastovych Spicek byl vznikly roztok prenesen na podloZni skla s vybrouSenou

miskou urcena k pozorovani protoplastti.

Tabulka 12: Médium pro izolaci protoplastii. Jednotlivé ldtky rozpustime v roztoku ¥:MS

soli.
Latka Koncentrace (mg/ml)
celulaza 10
macerozym 2,5
sorbitol 82
cefotaxine 0,5

roztok ¥2MS soli dle pozadovaného objemu
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5. Vysledky

5.1. Tkanové kultury

5.1.1. Zalozeni in vitro kultury

V ramci experimentii byly zaloZeny a pomoci nodalnich segmentli mnoZeny in
vitro kultury odrtid konopi setého uvedené v Tabulka 13. Vzhledem k opakujicim se
kontaminacim se nepodafilo in vitro vykli€it a kultivovat rostliny odrid Ferimon , Finola
a Carmagnola.

Tabulka 13: Seznam odrtid konopi u nichZ byla tuspésné zaloZena in vitro kultura.

Fibrol Santhica Epsilon Fedora 77
Felina 32 Futura 75 USO 31 Monoica
Beniko Bialobrzeskie Tygra KC-Dora

U pouzitych semen pochézejicich z Agritec Sumperk s.r.o. byla pozorovana velmi
dobra kli¢ivost prvni rok po zakoupeni, ktera se se stafim semen sniZovala i pres
skladovani v suchu a temnu pfi 4°C. TFi roky stard semena jiZ prakticky neklicila.
Obdobny stav byl pozorovan i u semen samosprasenych rostlin z polnich experimentt ve
VURYV v.v.i., ktera vSak neslouzila jako vychozi materil pro experimenty uvedené v této
praci.

Kromé stéari nebyl pozorovan Zadny vliv vnéjsiho prostredi, ktery by schopnost
semen kli¢it vyrazné ovliviioval. Primérna doba kliceni byla dva aZ tfi tydny. Semena
ochotné klicila na svétle i ve tmé i v riznych teplotdch. Konopi je mozné s uspéchem
kli¢it na MS médiu s polovicnim obsahem Zivin, praktictéjSi z hlediska manipulace i
nasledné vitality rostlin se vSak jevi nakliceni na sterilnich vlhcenych kosmetickych
tamponech a nasledny presun jizZ vyklicenych rostlin na MS médium. MnoZeni rostlin
pomoci nodalnich segmentti probihalo s uspéchem na MS médiu s obsahem TDZ v
koncentraci 0,5 mg/L. Uvedena data nebyla statisticky hodnocena.

U vychozich explantati odebiranych z rostlin v polnich experimentech, délohy
nezralych semen, nebyly pozorovany kontaminace v mife vétSi neZ je obvyklé. Naopak
konopi se zda byt rostlinou s dobrymi predpoklady pro odbér explantati z rostlin ze
sklenikovych nebo polnich podminek a jejich pfesun do in vitro kultur. Jednim z dévoda
je zminovany antimikrobidlni efekt nékterych sekundarnich metaboliti (Ahmed et al.,
2008).
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5.1.2. Odvozeni kultur nediferencovanych bunék

Pro navozeni ristu nediferencovanych bunécnych kultur byla pouzita média s
obsahem auxinid nebo jejich kombinace s cytokininy. Pro optimalizaci podminek bylo
testovano celkem Sest typti médii obsahujici dva syntetické auxiny (NAA a 2,4-D) a dva
syntetické cytokininy (TDZ a BAP). Vychozimi explantaty pro indukci kalusu byly
segmenty z parovych organa in vitro péstovanych rostlin. Pokus probihal ve tfech
opakovani. V prvnim pro odriidy Monoica a Felina v druhém pro odridy Felina a
Beniko, ve tfetim byly pfidany odridy Fibrol Tygra a Bialobrzeskie. Jsou uvedena
souhrnna data.

DéloZni listy, prvni par pravych listi a hypokotylové segmenty délky 5-10 mm
byly rozsazeny na média tak, aby byla moZna jejich vzajemna porovnatelnost a
explantaty stejného genotypu pochazejici ze stejné rostliny se ocitly na médiu pod
vlivem jiného auxinu. Kombinace cytokinini byly pro oba auxiny stejné. Média
obsahujici pouze auxin byla pouZita jako kontrola. Do pokust byly zahrnuty i opakovani
nékterych odrtid bez zaloZenych médii slouZicich jako kontrola. To bylo vedeno snahou
Setfit rostlinny material a omezit jeho kultivaci na médiich s nizkou mirou tvorby kalusu,
ktera jiZ byla patrna z predchozich experimentt. SloZeni médii jest uvedeno v Tabulka 7
v kapitole 4.1.3.2. Ziskand data byla podrobena statistickému hodnoceni analyzy
rozptylu (ANOVA GLM) pomoci programu NCSS.

Bylo zjisténo, Ze vSechny typy vychozich explantatii jsou schopny tvofit kalus.
Uspé&snost tvorby a jeho vlastnosti se ligily dle typu média i typu vychoziho explantétu.
Rychlost tvorby byla srovnatelna ve vSech pripadech. Lze konstatovat velice nizkou
rychlost rtstu kalusovych kultur, k vytvoreni kalusu vhodného pro pouziti v dalSich
experimentech, nebo schopného rozdéleni pro dalSi namnoZeni, doSlo az po 8 az 10
tydnech. V experimentech byla hodnocena schopnost tvorit kompaktni, fotosyntetizujici,
kontinualné rostouci kalus.

Ilustrace 3: Dve faze riistu kalusové kultury z hypokotylovych segmentii a) zvétSovani
objemu bunék v ¢asnych fazich tvorby kalusu b) aktivné se délici buriky rostouci kultury.
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Byl zaznamenan rozdilny vliv vychoziho explantatu na tvorbu kalusu. Schopnost
jednotlivych typti explantath tvorit kalus je graficky vyjadiena v Ilustrace 4, ktera téz
obsahuje souhrnna data poctu pouzitych explantat. Celkovy vliv vychoziho explantatu
na schopnost tvorby kalusu byl pozorovan statisticky priikazny s p-hodnotou 0,006.
NejlepsSim vychozim explantitem byly v danych podminkidch segmenty hypokotyli
kli¢nich rostlin, které tvorily kalus v 54 % ptipadt a byly tak v porovnani o 39 %

VY Wewrs VY Wewrs

hodnota 0,009).

ucinnost (%)
60 5117274
10 366/137
20 | 366/55
delozni listy hypokotyly pravé listy

typ explantatu

Ilustrace 4: Graf zndzortiujici celkovou ucinnost tvorby kalusu z jednotlivych typii
explantatii. Cisla nad jednotlivymi sloupci vyjadruji celkovy pocet explantdtii daného
typu ku poctu explantdtii vykazujici poZadovanou tvorbu kalusu.

Prehledny souhrn zaznamenaného vlivu média a typu vychoziho explantatu je
graficky ztvarnén v Ilustrace 5. Média s obsahem auxinu a s pfidanymi cytokininy 1épe
indukovala rist kalusu nezZ média obsahujici pouze auxin. Pozorovany rist byl lepsi na
médiich obsahujici NAA neZ na médiich s obsahem 2,4-D (p-hodnota pfi porovnani
hodnot pro vSechny média 0,034, pouze pro média s kombinaci auxin+cytokinin 0,003).
Rozdilny vliv typu cytokininu se pfi pouZitych koncentracich prokazat nepodaftilo.
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Ilustrace 5: Graf zndzornujici tcinnost jednotlivych médii na tvorbu kalusu ze tri
riiznych typt explantdtii. U média cislo 1. byla zaznamendna nulovd odpovéd pro
explantdty pravych listi, u média Cislo 4. byla zaznamendna odpovéd pouze u
hypokotylii. SloZeni médii (koncentrace jsou uvedené v mg/L) : 1. 0,1 NAA 2. 0,1
NAA + 0,5TDZ 3.0,1 NAA+5BAP 4.124-D 5.12,4-D + 0,5TDZ 6.1 2,4-
D + 5 BAP.

Ze souhrnnych dat byl také zjevny (statisticky prtikazny s p-hodnotou 0,006) vliv
jednotlivych genotypi na schopnost explantdtu tvofit kalus. BohuZel rozdilny vliv
jednotlivych konkrétnich odrtid nelze ze ziskanych dat spolehlivé prokazat. U¢innost
tvorby kalusu jednotlivych odrid je v zavislosti na médiu uvedena pro hypokotyly v
Tabulka 14 pro déloZni listy v Tabulka 15 a pro pravé listy v Tabulka 16.

Tabulka 14: Ucinnost tvorby kalusti z hypokotylovych segmentii v zdvislosti na typu
média a genotypu. Prdzdnd pole vysvétlena v textu.

Hypokotyly
Typ Ué¢innost tvorby kalusu (%)
média
celkova Monoica Felina Beniko | Fibrol | Bialobrzeskie Tygra
1. 24 25 27 21 - - -
2. 80 88 75 90 75 88 55
3. 81 73 74 90 83 75 100
4. 15 13 9 21 - - -
5. 45 27 38 64 50 50 36
6. 28 20 33 10 42 33 36
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Tabulka 15: Utinnost tvorby kalusii z déloZnich listii v zdvislosti na typu média a
genotypu. Prazdna pole vysvétlena v textu.

DéloZni listy

Typ média Uc¢innost tvorby kalusu (%)
celkova Monoica Felina Beniko Fibrol
1. 3 0 0 7 -
2. 21 20 30 24 33
3. 28 33 33 33 75
4. 0 0 0 0 -
5. 5 13 0 10 42
6. 15 20 10 14 50

Tabulka 16: U¢innost tvorby kalusii z pravych listi v zdvislosti na typu média a
genotypu. Pradzdnd pole vysvétlena v textu.

Pravé listy
Typ média Ué¢innost tvorby kalusu (%)
celkova Monoica Felina Beniko Fibrol
1. 0 0 0 0 -
2. 53 33 56 48 83
3. 48 27 52 43 75
4, 0 0 0 0 -
5. 40 27 41 29 75
6. 41 27 37 48 58

V experimentu s presunem déloznich listd z nezralych embryi odrid Beniko,
Felina, Bialobrzeskie z rostlin péstovanych na polich na média s obsahem 1 mg/L 2,4-D
nebo 0,5 mg/L TDZ s oc¢ekavanou indukci ristu kalusu nebyla pozorovana jeho tvorba.
Bylo pozorovéano dozravani déloznich listd, rychlejSi na médiu s obsahem cytokininu a
nasledné odumfeni kultury. Data nebyla statisticky hodnocena.

36




5.1.3. Odvozeni suspenznich kultur konopi

Suspenzni kultury byly odvozeny z rozpadavych kalusti odrid Fibrol, Santhica,
Epsilon, Fedora, Felina, Futura, Monoica presunem do tekutych MS médii obsahujici 1
mg/L. 2,4-D nebo 0,5 mg/LL TDZ. Aktivné se délici suspenzni kulturu tvofily bez
pozorovaného vlivu média odridy Fibrol, Epsilon, Felina, Monoica. Pfi presunu kultur z
tekutého média s obsahem 2,4-D do tekutého média s obsahem TDZ nebyl pozorovan
zadny rozdil v rdstu ani po vice nez Sesti tydnech ani pfi dvojnisobné zvySené
koncentraci rastového hormonu. V suspenznich kulturach byly pozorovany ojedinélé
spontanni pripady tvorby soudrZznych fotosyntetizujicich shlukd bunék v médiich s
obsahem TDZ, fazi predchazejici jejich tvorbé, soudrZznost aktivné se délicich bunék je
mozné vidét na fotce b) v Ilustrace 6. Pfi pfesunu na pevna média s riznym obsahem
cytokininti kultury utvorily po zhruba Sesti tydnech kompaktni fotosyntetizujici kalusy,
schopné dlouhého prezivani bez viditelnych zndmek aktivniho ristu nebo dalSiho
zvétSovani objemu. Data nebyla statisticky hodnocena.

Ilustrace 6: Suspenzni kultury odrtidy Fibrol barvené roztokem fluorescein diacetdtu. a)
celkovy pohled na kulturu rostouci na médiu s obsahem 2,4-D b) kompaktni shluky
bunék z kultury rostouci na médiu s obsahem TDZ c) burika s dlouZivymi vybéZky
typickymi pro prestdrlé kultury bez aktivniho bunécného déleni. Usecka reprezentuje c)
0,25 mm b) 0,5 mm a) 1 mm.
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5.1.4. Regenerace prytl z nediferencovanych buné&énych kultur

Vychozim materidlem pro regeneraci prytt byly kalusové kultury odvozené z in
vitro péstovanych rostlin nebo suspenzni kultury z téchto kalusti odvozené. Snaha o
regeneraci probéhla u nasledujicich odrtd konopi: Fibrol, Epsilon, Felina, Futura, Tygra,
Beniko, Monoica, Bialobrzeskie.

U kalusovych kultur odrtd Felina, Fibrol, Tygra, Benico Bialobrzeskie, Monoica
presun na médium probihal vynechdnim auxinu z média pouzitého pro iniciaci rastu
kalusové kultury, explantat tedy nebyl vystaven zméné cytokininu v médiu. Kalusy z
médii s obsahem TDZ byly rozdéleny a polovina byla prepasaZovana na médium s
pridanou kyselinou giberelovou. SloZeni médii a koncentrace uvedenych fytohormonti k
vidéni v Tabulka 8. Z celkového poctu 186 explantati Sesti riznych odrid na tfech
riznych médii nebyla regenerace pryti z kultur nediferencovanych bunék pozorovéana
ani v jednom piipadé. Po pasdzi byl vétSinou pozorovan pokracujici rist bunék
sméfovany do vétsi kompaktnosti explantatt, ktery vSak postupné ustal a a kultura bud’
odumfela, nebo ustrnula v ristu. Bunikdm takto ustrnulych kultur pravdépodobné ziistala
zachovana fotosynteticka funkce, vétSinou ztlstaly zelené zabarvené v celém svém
objemu. Byla pozorovana obcasna tvorba kofenti, spontanné i po 10 tydnech bez
viditelného ristu. Data nebyla statisticky hodnocena.

Suspenzni kultury odrtid Fibrol, Epsilon, Felina, Futura byly prfesouvany na pevna
média s obsahem TDZ nebo KIN v koncentracich uvedenych v Tabulka 8 obtisknutim
sterilniho filtra¢niho papiru, na ktery bylo pomoci pipety nalito 5 ml bunécné kultury z
médii s obsahem 2,4-D nebo TDZ. Po zhruba Ctyfech tydnech po pfesunuti na pevna
média se téméf ve vSech pripadech vytvoril pevny fotosynteticky aktivni kalus . Pro
kazdou odrtidu a variantu ptivodniho a nového média bylo vytvoreno nejméné patnact
jednotlivych presazeni. Regenerace pryti nebyla pozorovana v Zadném z piipadd. Data
nebyla statisticky hodnocena.

5.2. Transformace konopi setého

5.2.1. Transformace konopi kokultivaci s A. tumefaciens

Transformace rostlinného materialu s A tumefaciens probihala spolecnou
kokultivaci tfech typt explantati (kalusti, hypokotylovych segmenti a listd) péti
riznych odrid (Tygra, Felina, Fibrol, Monoica, USO) v transformacnim médiu s
pridanim 100 pl Cerstvé narostlé bakteridlni suspenze po dobu dvou dni a naslednym
presazenim na bakteriostatické médium s rGstovymi regulatory a antibiotikem k
eliminaci ~ Agrobacteria, které bylo zvoleno na zdkladé pozorovanych vysledki
uvedenych v kapitole 5.1.2., pfesné sloZeni a koncentrace je uvedeno v Tabulka 10.

Byl pozorovan vyrazny vliv pouZitého vychoziho explantatu na uspésnost dalSiho
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rastu po probéhlé kokultivaci. Zcela nevhodné se ukazaly byt kalusové kultury, u
kterych se z celkového poctu 41 kokultivovanych kusii (17 Tygra, 24 Felina) ani v
jednom pripadé nepodarfilo eliminovat rast bakterii v mife nutné pro dalSi preZiti
explantatu a ty nekrotizovaly jiZz béhem prvniho presazeni na bakteriostatické médium.
Tento efekt se Castecné podafilo zmirnit ve druhém opakovani, kdy byl po kokultivaci
zarazen hodinovy oplach explantatG v roztoku MS soli s pfidavkem cefotaxinu v
koncentraci 500 mg/L na michaci desce s rychlosti otaceni 60 rpm. Nicméné€ i tak se
nepodarilo uspésné kultivovat ani jeden potencionalné transformovany kalus. Podobna
situace nastala u hypokotylovych segmentti kdy z celkového mnozZstvi 64 pouZitych
explantatt tii riznych odriid (26 Monoica, 17 Fibrol, 21 USO) byly na bakteriostatickém
médiu schopny ristu pouze tfi explantaty odridy USO.

Vhodnym explantatem pro transformaci kokultivaci se zdaji byt listové segmenty
s odriznutou Spickou a bazi listu u Ffapiku a nékolika pricnymi fezy pres stfedni Zilku. Z
celkového mnozstvi 50 pouzitych explantati dvou riznych odrid (31 Monoica, 19
Beniko) pouze jeden nebyl schopen dalSiho riistu na bakteriostatickém médiu s obsahem
fytohormonii po absolvované kokultivaci. U nékterych list byl pozorovan vyvoj
kalusovych struktur na Tfeznych plochach vystavenych ptisobeni Agrobacteria i
rastovych regulatori média. V téchto dva tydny starych kalusech byl pod
fluorescen¢nim mikroskopem pozorovan signal odpovidajici GFP fluorescenci, patrné
patfici na ném preZivajicim bakteriim (Ilustrace 7).

Ilustrace 7: Kalusy vyvijejici se na reznych plochdch listi po kokultivaci s A.
tumefaciens. Cerveny signdl podkladu je zptisoben autofluorescenci fotosynteticky
aktivni listové plochy, zelené fluoreskujici body jsou kolonie Agrobacteria preZivajiciho
mezi kalusovymi burikami. Dle sily signdlu jednotlivé buriky zatim pravdépodobné
transformovdny nejsou. Usecka reprezentuje 0,5 mm.

Po dvoutydenni kultivaci na bakteriostatickém médiu s pozorovanym zaloZenim tvorby
mladych kalusii na feznych plochéch listi byly vSechny explantaty presunuty na selek¢ni
médium s obsahem kanamycinu (Tabulka 10) kde nebyl pozorovan dalsi rist. Po dalSim
dvoutydennim preZivani explantati néasledovala nekréza listové tkané. Data nebyla
statisticky hodnocena.
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5.2.2. Transformace konopi agroinfiltraci

Prechodna transformace listi konopi s naslednou izolaci protoplasti z bunék
transformované tkané slouzila k ovéfeni schopnosti A. tumefaciens transformovat
konopné buriky. Izolace protoplastti probéhla po dvou a sedmi dnech od transformace v
médiu s pritomnosti antibiotika k zahubeni bakterii a slouZila jako metoda rychlého
ovéreni ucinnosti transformace.

Roztokem AS media (Tabulka 11) s pridanymi bakteriemi A. tumefaciens byly
infiltrovany listové cCepele mladych listi 8 tydni starych rostlin ¢ty odrid konopi
(Beniko, Monoica, Felina, Bialobrzeskie). U v3Sech rostlin byly pozorovany obtiZe se
samotnou aplikaci transformacniho roztoku do mezibunécnych prostor listu. Mladé listy
konopi jsou velmi tenké a bylo tfeba vyrazné citlivéjSi manipulace neZ u jinych rostlin, u
kterych je agroinfiltrace béZné pouZivana, napriklad tabadk. RovnéZz celkova struktura
listu, ktery ma uzkou cCepel délenu stfedovou Zilkou a z ni vybihajicimi Zilkami
postrannimi na velmi malé oblasti s volné propojenymi mezibunécnymi prostory,
necinni z konopi rostlinu, u které by byla agroinfiltrace snadno aplikovatelnou metodou.

Bylo pozorovano tspésné prezivani bakterii v mezibunécnych prostorech listi s
negativnim vlivem na Zivotnost transformované tkané, ta po sedmi dnech jevila vyrazny
nartist neZivotaschopnych bunék (ITlustrace 8). Byla téZ pozorovana velmi dobra
distribuce bakterii a jejich migrace podél Zilek i mimo ptivodné transformaci zasazZenou
oblast.

Ilustrace 8: Poskozend tkdri po sedmi dnech ptisobeni agrobacteria v mezibunécnych
prostorech listu konopi. Cervené zbarveni pochdzi z autofluorescence fotosynteticky
aktivni tkdné. Zeleny signdl je pFisuzovdn bakteriemi produkovanému GFP. Usecka
reprezentuje 1 mm.

Izolace protoplastti probihala u vSech odriid s velmi nizkou uspéSnosti, v fadu
jednotek protoplasti z odbéru tranformované tkané. Rozhodujici vliv na to mély
zejména velice tuhé listy konopi. Po dvacetictythodinové kultivaci v roztoku enzymi
travici bunécné stény, nebylo témér pozorovano naruSeni struktury listu a enzymy
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natravena tkan musela byt opatrné naruSena mechanicky tak, aby doSlo k uvolnéni
protoplastii do média. Izolované protoplaty také nebyly ideadlniho sférického tvaru, to

M.

pretrvavajicimi artefakty. Nebo jinym zcela neznamym vlivem.

Oproti listim transformovanych pouze AS mediem bez bakterii a jejichZ listova
hmota slouZila jako kontrola se podafilo jiZz druhy den od transformace izolovat
jednotlivé protoplasty se signalem odpovidajicim fluorescenci GFP u odrtd Beniko,
Monoica, Bialobrzeskiellustrace 9. Vzhledem k spiSe nahodnému odvozovani
jednotlivych protoplastii nebyla mira transformaci nijak hodnocena.

Ilustrace 9: Izolovany protoplast z mezofylovych bunék listové hmoty odriidy Beniko.
Patrny je nepravidelny tvar patrné zptisobeny nedostatecnym odbourdni bunécné stény.
Usecka reprezentuje 0,25 mm.
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6. Diskuze

Konopi seté je rostlina v minulosti i souCasnosti hojné vyuZivana v zemédélstvi i
pro prumyslové zpracovani pro jasné a dlouhodobé znamé tradi¢ni moZznosti zpracovani
poskytovanych surovin, jako jsou vlakno, semena a zbytkova biomasa. V nedavné dobé
se dostala i do popredi z4jmu farmaceutickych firem pro moZnosti vyuZiti jejich
sekundarnich metabolitd. To stimuluje i zijem vyzkumnikt zpracovavajicich
metodologii umoZiiujici jeji vyuZiti pomoci aplikovanych biotechnologii. Obdobné jako
u jinych plodin, pro které nejsou prozatim zpracovany odpovidajici potfebné kultivacni
protokoly, je i prace s konopim v prostredi tkanovych kultur problematicka.

V minulé dekadé bylo vypracovano nékolik studii vénujici se snaham o
transformaci konopnych suspenznich bunécnych kultur (Feeney and Punja, 2003),
hypokotyld kli¢nich rostlin (Wahby et al., 2013) nebo mapujici schopnosti rtiznych
vychozich explantati na tvorbu kalusu a jejich néaslednou regeneraci (Slusarkiewicz-
Jarzina et al, 2005) (Lata et al., 2010a). Byly téZ zpracovany protokoly pro
mikropropagaci rostlin (Lata et al., 2009) (Wang et al., 2009). Na jejich zakladé Ize
konopi vyhodnotit jako rostlinu obtiZné regenerujici s velkou variabilitou odpovédi na
rizné kultivacni podminky. Z nich také vychazel zakladni predpoklad pro téma této
diplomové prace, Ze konopi seté lze transformovat ve formé kultury nediferencovanych
bunék a z ni uspésSné regenerovat celistvou rostlinu. V této praci dosaZené vysledky, kdy
jedina statisticky vyznamna data byla pozorovana pri zkoumani vlivu média a vychozich
explantatli na tvorbu kalusu, navic zminénou variabilitu odpovédi déle rozsituji.

Dle ocekavani nebyly pozorovany problémy pfi ustanoveni in vitro kultur a jejich
mikropropagaci pomoci nodalnich segmentii. Zde byl modifikovan postup pfi kofenéni a
nodalni segmenty, kterym se béhem rtstu zacal na spodni ¢asti stonku tvofit kalusovy
bal, byly presazeny na MS médium bez obsahu riistovych regulatori, kde dspésné
korenily. V literature uvadéné pridani IBA do médii nebylo shledano nezbytnym (Wang
et al., 2009).

Vysledky dosaZené v této praci pri odvozovani kalusovych kultur responduji s
vysledky studie uvadéjici kombinaci fytohormonti NAA + TDZ nejefektivnéjsi pro
tvorbu kalusu rostlin chemotypu I (Lata et al., 2010a). Jsou tedy v mirném rozporu s
daty zaznamenanymi pro tvorbu kalusu dalSimi ¢leny oddéleni Molekularni genetiku
VURV v.v.i. v pfedchozich experimentech, které dokladaly nejlepsi riist kalusu na médiu
obsahujici rizné koncentrace 2,4-D (KucCera, tstni sdéleni 2013) i s vysledky obsahlé
studie, ve které nejlépe vychazela média obohacena o pripravek DICAMBA pfipadné
NAA v kombinaci s IAA (Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005). Tento rozdil by mohl byt
zptusoben tfemi faktory. Hlavnim je pouziti NAA v kombinaci se syntetickymi
cytokininy BAP a TDZ. Zejména TDZ v predchozich pracich nebyl pouZivan a jevi se
obecné ucinnéjsi pro Siroké spektrum rostlinnych druhd, schopny nahradit dfive uzivané
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kombinace fytohormonta (Murthy et al., 1998) (Visser et al., 1992). Pouzité koncentrace
se navic mirné 1isi pouZitim niZSich hodnot neZ v publikovanych pracich ve vysledné
koncentraci 1 mg/L NAA + 0,5 mg/L TDZ. Zvlasté nizsi koncentrace NAA patrné tolik
nestresovala explantaty a je tedy pravdépodobnym faktorem, ktery v kombinaci s
cytokininy zvySoval ucinnost tvorby kalusu. V této praci prokazany shodny efekt BAP a
TDZ v kombinaci s NAA v médiich pro tvorbu kalusu u konopi neby! dfive pozorovan.
DalSim faktorem jsou data samotna. Byt hodnoty, které byly béhem této prace naméreny
vyhovi statistickému testovani pomoci analyzy rozptylu (ANOVA GLM) a pomérné
presvédcivé demonstruji vyznamny vliv média a typu explantatu na rast kalusu, vstupni
pocty pouZzitych explantati nedosahuji poctim standardné uZzivané v rozsahlejsich
experimentech s optimalizaci kultivacniho protokolu tkanovych kultur. Tretim
rozhodujicim faktorem jsou vychozi genotypy. JiZ zminénd se stafim se sniZujici
schopnost semen klicit patrné souvisi i s kvalitou nasledné z danych rostlin odvozenych
explantatti. Rozdily mezi ptivodem semen stejnych odrtid a kvalitou z nich odvozenych
explantat byly publikovany (Ranalli, 2004). Tento jev pravdépodobné souvisi s urcitou
nestalosti fenotypového projevu zminénénou v kapitole 3.1.1 strana 11. TéZ je
problematické srovnavani vysledki dosazenych pro odridy konopi odpovidajici
chemotypu I, které je pri uziti rostlin technického konopi nutno brat pouze jako
hypoteticky dosaZitelné.

Negativni vysledky pozorované pri regeneraci prytii ¢astecné odpovidaji nizkym
regeneraCnim ucinnostem uvadénych pro regeneraci z kalusti nezéavisle na vlivu
vychoziho explantatu a které se pohybuji okolo 10 % regenerovanych vyhond z
celkového poctu (Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005) (Feeney and Punja, 2003) (Kucera,
nepublikovand data). Tento stav také odpovida neexistujicimu spolehlivému protokolu
pro indukci pryti z kalusti pro odriidy technického konopi. Pro rostliny chemotypu I
byla popsana regenerace s ucinnosti aZ 90 % (Lata et al., 2010a). V experimentech s
oCekavanou regeneraci pryti z kalusti bohuzel nebyly statisticky hodnoceny vedlejsi
pozorované jevy jako jsou ristova dynamika suspenznich i kalusovych kultur nebo pocet
zakladani jinych neZ ocekavanych organi, pozorovana byla tvorba korenti, které mohly
prinést data o vlivu jednotlivych hormonti na prezivani kultur.

PrestoZe v experimentech pouzité ristové regulatory a jejich koncentrace byly
stanoveny na zakladé vysledki z publikovanych dat vybérem nejlepSich mozZnych,
nebyly pozorovany oCekavané vysledky. Experimenty, které by mohly pomoci stanovit
jejich optimalni koncentraci pro poZadovanou rtstovou odpovéd’, by tedy do budoucna
mohly zahrnovat i stanoveni hladin endogenné produkovanych fytohormont ovliviujici
vyvojovy stav jednotlivych explantati a jejich vzajemné ovlivnéni s exogennimi
regulatory prijatycmi z média. Pravdépodobné vysoké hladiny endogennich auxint u
konopi brénici jeho regeneraci a naopak podporujici pozorovanou tvorbu kofenti u
kalusovych explantatt (Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005) (Feeney and Punja, 2003), by
poté mohly byt sniZeny ovlivnénim auxinového toku v buiice. Jinym pristupem miiZe byt
navyseni poctu vychozich explantatt a tim v idedlnim pfipadé vykompenzovat nizkou

43



uspésnost regenerace. U chmele, blizce pribuzné rostliny, byla provedena uspésna
transformace reportérovym genem pro [B-glukuronidazu a tspéSné regenerovano 21
transformovanych rostlin z celkového poctu vychozich 1440 explantatd, s GspéSnosti
tvorby kalusu 5,7 % (Horlemann et al., 2003).

Velmi vyznamnym faktorem ovliviiujici vSechny provedené experimenty byla
zaznamenana rustova rychlost in vitro kultur. Ta je pro druh Cannabis castecné
specificka, Castecné je moZné ji kompenzovat optimalizaci péstebnich podminek. V
experimentalnich podminkach byla zjiSténa vyssi vitalita in vitro péstovanych rostlin
konopi chemotypu I korelujici s naristem kvantové ozarenosti az do 2000 pmol/(m?s) s
pozorovanym optimem zhruba 700 pmol/(m?s), dale jiz nebyl vliv zvySené ozafenosti
tak vyrazny (Chandra et al., 2008). Ve vyuZivanych kultivanich prostorach byla
ozarenost okolo 300 pmol/(m*s) lze tedy usuzovat, Ze kultivaCni zazemi bylo jednim z
faktort ovliviiujicich pozorovanou rychlost ristu.

Jednim z cild této prace bylo navodit transientni a stabilni transformaci rostlin
konopi pomoci dvou metod, transformace kokultivaci s A. tumefaciens a agroinfiltraci. U
izolovanych protoplastii z agroinfiltrovanych listii rostlin byl dva dny po transformaci
pozorovan fluorescencni signal pro GFP, ktery u kontrolnich listd viditelny nebyl. U
velmi pravdépodobné transientné transformovanych buriek vSak neprobéhlo Zadné dalsi
ovéreni pritomnosti vneseného tseku DNA. Cely proces byl provazen obtiZemi. JizZ
samotna aplikace transformacniho roztoku do mezibunécnych prostor listd byla
problematickd a mira izolace protoplasti byla velmi nizka, v fadu jednotlivych
protoplast. Proces by Sel dale optimalizovat vyzkouSenim rtiznych osmoticky aktivnich
latek v médiu a jinych enzymil a je mozné Ze by byla nalezena kombinace lépe
vyhovujici. UvaZovana moZnost vyuZiti rostlin konopi jako rostliny pro produkci
proteinti pomoci transientni exprese se ukazala byt minimélné problematicka ve srovnani
s k tomu ucelu bézné vyuZivanymi rostlinami, napfiklad tabakem.

Pri kokultivaci explantat s A. tumefaciens byl pozorovan zcela zasadni problém
pri eliminaci bakterii. I pri vysoké koncentraci bakteriostatického antibiotika (cefotaxine
v koncentraci 500 mg/L) byl pozorovan pretrvavajici rast bakterii vedouci k thynu
explantatu. Kokultivace byla dvakrat opakovana s obdobnym vysledkem, cefotaxine do
bakteriostatického média byl pouZity pokazdé z jiného zdroje. Bakterialni rist byl
pozorovan u kalusovych explantatii a u hypokotylt, ne vSak u listovych segmentti. Po
kokultivaci byly explantaty presunuty na bakteriostatické médium pro indukci kalusu,
slozeni uvedeno v Tabulka 10, kde byl pozorovan rist kalust na feznych plochach
nékterych listl, na téchto kalusech byl pozorovan fluorescencni signal odpovidajici GFP,
patrné vSak patfici preZivajicim bakteriim. Po dvou tydnech ristu nasledovalo presunuti
na selekéni médium. Zde se vSak nepodafilo zregenerovat ani jeden explantat.
Pravdépodobnymi dtivody byly nizka réstova rychlost kalust konopi pozorovana v
predchézejicich experimentech a nizsi dspésnost tvorby kalusti z listli, ktera se pro
pouzitou kombinaci ristovych regulator pohybuje kolem 50 % jak uvadi Tabulka 16. S
dalSim stresovym faktorem, kterym byl vliv selekéniho média kanamycinu, se jiz
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potencidlné transformované buiiky nedokéazaly vyrovnat. Reenim by v p¥ipadé konopi,
mohla byt kultivace kalusovych kultur delSi dobu pouze na bakteriostatickém médiu a
selekci podrobit aZ narostlé kalusy.

Veskeré experimenty uvadéné v této praci byly ovlivnény charakteristickou
rychlosti ristu in vitro kultur konopi, ktera nezfidka dosahuje dvojnasobnych hodnot pri
tvorbé pozadovanych struktur ¢i organi nez vétSina v in vitro dobfe zavedenych rostlin.
To ovliviiuje celkové planovani experimentti a ¢ini ovérovani ziskanych dat opakovanim
pokusti narocnéjsi Casové i z hlediska potfebného rostlinného materialu. Tento fakt se
projevil v plné mife pfi experimentech s kokultivaci explantatd s A. tumefaciens, kdy
byla vesSkera predchozi snaha a objem rostlinného materidlu investovan do pokust s
odvozenim a naslednou regeneraci kalusové kultury jako hlavniho faktoru nutného pro
uspésné odvozeni transformované rostliny a samotné transformacni kroky byly
provedeny s malym poctem explantatii a nizkou mirou opakovani, nedovolujici jejich
vérohodné zhodnoceni. Hlavnim faktorem ovliviiujicim celkovou uspéSnost
transformace rostlin konopi setého se vSak ukazala byt zejména neexistence kultivacniho
protokolu, ktery by umozZnioval regeneraci transformované tkané a jeji preménu v
celistvou rostlinu. Tento protokol nebyl optimalizovan ani béhem experimentalni casti
této prace.
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Zavéry

Byly vytvoreny in vitro kultury konopi setého odriid Beniko, Bialobrzeskie,
Epsilon, Fedora 77, Felina 32, Fibrol, Futura 75, Monoica, Santhica, USO 31,
Tygra, KC-Dora.

Byl optimalizovan protokol odvozovani kultur nediferencovanych bunék a to
zejména idendetifikovanim sloZeni média umoznujici efektivni produkci kalusti z
hypokotylovych segmentt.

Byly vytvoreny suspenzni bunécné kultury konopi setého odrid Fibrol, Epsilon,
Felina, Futura.

Byly odvozeny protoplasty listového mezofylu transientné transformované
genem pro expresi GFP.

Byla uskutecnéna uspésna kokultivace explantati konopi setého s Agrobacterium
tumefaciens, kokultivované explantaty se nepodarilo zregenerovat.
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