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Abstrakt

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je vSestranné vyuzitelnd rostlina, kterd poskytuje vlakno,
celulozu a pazdeti pro primyslové zpracovani, biomasu pro energetické vyuziti a produkuje
sekundarni metabolity vyuzitelné ve farmaceutickém primyslu. Pro svoji odolnost vici
stresim a schopnosti akumulovat té¢zké kovy ma potencialni vyuziti i pro fytoremediace. V
soucasné dobé je snaha ziskat a odvodit genotypy konopi se specificky vylepSenymi
vlastnostmi, roz$ifujici moznosti jeho uplatnéni, nejen pomoci klasického Slechténi, ale
zejména transgenozi. Cilem soucasného vyzkumu je proto nalézt optimalizované podminky,
umoziujici efektivni kultivaci in vitro, jako zakladni ptfedpoklad genetické transformace.

Vhodnou metodou transformace konopi je kokultivace s Agrobacteriem tumefaciens.

Klicova slova: Cannabis sativa, fytoremediace, mikropropagace, transformace,

Agrobacterium tumefaciens



Abstract

Hemp (Cannabis sativa L.) is a multi-use crop, able to provide fibre celulose and hurds for
industrial treatment biomass for energy conversion and produces secondary metabolites useful
for pharmaceutical application. For its resistence to stress and ability to accumulate high
concentration of heavy metals it can be potentialy used for phytoremediation. The aim of
current research is the development of new strains, with specialy improved qualities and the
enhancement of its applicability. Besides traditional breeding methods, genetic manipulation
might be the possible tool. What is currently discussed is finding optimal conditions allowing
efective in vitro cultivation as a basic assumption of genetic manipulation. Hemp
transformation via Agrobacterium tumefaciens co-cultivation might be the appropriate

technic.

Keywords: Cannabis sativa, phytoremediation, micropropagation, transformation,

Agrobacterium tumefaciens



Seznam zkratek

2,4-D - 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
CBC - kanabichromen

CBD - kanabidiol

CBG - kanabigerol

DNA - deoxyribonukleova kyselina

GA - kyselina giberelinova

ITIS - Integrated Taxonomic Information System
KIN - kinetin

MS - Murashige a Skoog

NAA - a -naftyloctova kyselina

PCA - Principal component analysis
SNP - Single nukleotid polymorphism
TDZ - thidiazuron

THC - delta-9-tetrahydrokanabinol



1. Uvod

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je celosvétove rozsifend kulturni plodina vyuZzivana lidmi jiz
od starovéku. Mira jeho rozsifeni i intenzita jeho vyuzivani se v pribéhu déjin lisila, podle
potieb tehdejSich spolecnosti. Nyni nachazi uplatnéni v rozlicnych oborech lidskych ¢innosti,
cenéno je zejména pro svou vSestrannost. Stonky rostlin poskytuji vldkno vyuzitelné
v textilnim primyslu, pro vysoky obsah celulozy je lze vyuzit i pfi vyrobé papiru,
kompozitnich materidlti a ve stavebnictvi. Semena konopi jsou vyuzitelnd jako krmivo pro
zvitata a jejich lisovanim je ziskavan olej pro dal$i zpracovani. Rostliny konopi jsou
v ptiznivych podminkach schopny rychlého ristu, Ize je tedy vyuZzit pro produkci biomasy
k energetickym ucelim a spolu se zvySenou odolnosti viici toxicité nekterych tézkych kovl 1
vyuzivat pro fytoremediace. Kvétenstvi nékterych odriid jsou pro obsah metabolickych latek

vyuzivana ve farmaceutickém priimyslu, je mozné konopi pouzit i pro vyrobu drog.

Podobné jako jiné plodiny vyuzivané lidmi bylo i konopi podrobeno intenzivnimu Slechténi
ve prospéch pozadovanych znakd. Uzitim postupti tradi¢niho zeméd€lstvi s pomoci
modernich $lechtitelskych metod bylo dosazeno elitnich kultivarti konopi setého, cilenych na
dalsi zpracovani v priimyslu dle pozadovanych vlastnosti. Nyni pfevlada nazor, ze zapojeni
biotechnologickych metod do dalSiho zlepSovani vlastnosti konopi by mohlo byt ptinosné.
Cilem této prace je shrnout dostupné poznatky o téchto metodach a moZznostech jejich

praktického vyuziti.

1. Botanika konopi setého

Konopi je jednou z nejstarSich lidmi vyuzivanych plodin vibec. Jeho ptivod je odhadovan do
Centralni Asie, zde je také pozorovan jeho piirozeny vyskyt. Odtud bylo pravdépodobné

v souvislosti s domestikaci rozsifeno do celého svéta.

Pogatky jeho vyuzivani se dle rtiznych literarnich odkaz datuji do Ciny az 10000 let pied
naSim letopo¢tem, a to v medicin€. Predpoklada se, ze o konopi se jako o 1éCivé rostling
zminuji 1 texty z ostatnich davnych civilizaci (Mezopotdmie 5000 let pt.n.l.), vétSinou ovsem
pod jinym nazvem.V Egypté bylo vyuzivano v medicin€ a pro ptipravu papiru cca 2350 let
pt.n.l (Russo, 2007). Na zakladé pylovych analyz z geologického profilu Ize dolozit
pritomnost konopi v Italii jiz 3000 pi.n.l, vyznamny nariist mnozstvi pylu se Casové shoduje
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s naristem pylu jinych ruderalnich rostlin i obilovin (Mercuri et al., 2002) Lze tedy

piedpokladat, ze konopi v Evropé jako prvni znali jiz Rimané.

Taxonomické zatrazeni konopi je problematické. Jako prvni je popsal Linné (1753) a ur¢il jej
jako jediny dale nedéleny druh Cannabis sativa L. To modifikoval Lamarck (1875), kdyz na
zéklad¢ rozdilnych vlastnosti kultivarti z Indie, rozliSil Cannabis sativa a Cannabis indica
jako dva rGzné druhy. Nasledovala fada vice ¢i méné odliSnych konceptii od nékolika autort,
uvazujici rGzné vztahy mezi variantami konopi, mnohdy urcené i jako samostatné druhy.
Zakladnimi parametry pro rozliSovani byly vétSinou geograficky ptivod a vnéjsi morfologické
znaky. Mezi péstiteli konopi po celém svété je rozsifena laicka terminologie rozliSujici konopi
seté, poskytujici vldkno a konopi indické, obsahujici psychoaktivni latky, péstované pirevazné
k vyrobé drogy. Skutecnost, ze drzeni a produkce susenych kvétenstvi samicich rostlin
s vysokym obsahem THC, oznacovanych jako marihuana, je ve vétSin€ zemi protizakonné,
vedlo k vytvoreni alternativniho nazvoslovi pro konopi vyuzivané pro primyslové ucely.
Takzvané technické konopi je netaxonomicky pojem vymezujici odriidy konopi, jez maji
obsah psychoaktivnich latek niz$i nez zdkonem stanovend hranice a je tedy mozna jejich
legélni kultivace. V ramci Evropské Unie je tato hranice stanovena ¢l. 5a nafizeni Rady (ES)

¢. 1251/1999, ve znéni natizeni Rady (ES) ¢. 1672/2000 na 0,2% THC v suSiné.

Soucasné taxonomické tfazeni dle ITIS (Integrated Taxonomic Information System) urcuje
Cannabis sativa L. jako samostatny druh, se dvéma poddruhy Cannabis sativa ssp. indica a
Cannabis sativa ssp. sativa. Toto fazeni je vSak stale diskutovano. V soucasnosti je velmi
respektovan nazor, Ze rod Cannabis zahrnuje vice vysoce hybridizovanych, introgresnich,
panmiktickych a velmi variabilnich druhd (Small and Cronquist, 1976). Na zaklad¢ toho je
stale zkoumano postaveni jednotlivych variant uvnitf rodu pomoci molekularnich markert.
Ve velmi obsdhlé studii podrobil Hillig (2005) zkouméni 157 riznych vzorki konopi
znamého geografického piivodu. Z PCA analyzy frekvence alozymii v 17 rliznych genovych
lokusech velmi jasné vyplyvaji dvé centra diverzity, ktera odpovidaji tradicnimu rozdéleni na
dva druhy sativa/indica (viz. Obr.¢. 1). Genofond oznacovany jako Sativa zahrnoval vzorky
divoce rostouciho konopi zvychodni Evropy a odridy péstované na vlakno a semena
v Evropé a Stfedni Asii. Genofond Indica byl tvofen vzorky z dalného vychodu, odrid
péstovanych pro vlikno v Jizni Asii a Cing, zastupce z Afriky a jizni Ameriky, odridy
z Afghanistanu a Péakistanu vyuzivané k ptipravé drog a rostliny z divoce rostoucich populaci
v Indii a Nepalu. Zaroven lze odvodit, ze je velmi pravdépodobna existence tfetiho centra
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diverzity odpovidajici druhu Cannabis ruderalis (Hillig, 2005). Obdobnych vysledkli bylo
dosazeno 1 srovnanim chloroplastové a mitochondridlni DNA 188 vzorkli ze 76 riiznych
populaci metodou SNP (Gilmore et al., 2007). Lze tedy ptredpokladat, Ze taxonomické ¢lenéni

dle ITIS neni definitivni a pravdépodobné dozna zmén.
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Obr.¢. 1 Srovnani riznych taxonomickych koncepti s PCA analyzou molekularnich dat. Pfevzato z Hillig, 2005.

Konopi je typickym zastupcem celedi Cannabaceae, jeho nejblizSim piibuznym je tedy chmel
(Humulus). Tradi¢né tuto celed tvoii pouze tyto dva rody, nicméné v nedavné dobé byly
publikovany prace upravujici taxonomii tadu Urticales, ftadici knim na zakladé
molekularnich dat i rod Celtis (Sytsma et al., 2002). Tato genetickd pfibuznost mize mit

potenciondlni vyznam pii genovém inZenyrstvi.

1.1 Vlastnosti

Konopi seté je jednoleta rostlina dorGstajici vysky 60 — 400 cm v zavislosti na odrid¢ a
podminkach. Rostliny odrad technického konopi jsou vétSinou nepfiliS vétveneé,
s vstiicnymi listy a dlouhym fapikem. Odriidy péstované pro produkci drogy jsou vétSinou
niz§iho vzristu, s vyraznym vétvenim spise kefovitého charakteru. Listy jsou dlanité slozené
ztfi az mnoha uzSich kopinatych listki s pilovitym okrajem. Stonek konopi je tvofen
dfevnatym jadrem, v kterém se u starSich casti rostliny tvofi stiedova dutina, obaleném

vrstvou lyka (viz.Obr.¢. 2).



Zivotni cyklus trva zhruba 5-6 mésicti, vyvoj kvétu za¢ina
piiblizné po 3-4 mésicich (Moliterni et al., 2004). Konopi je
kratkodenni rostlina, kveteni lze tedy v laboratornich
podminkach indukovat fotoperiodou krat$i nez 12 hodin.
Toho je masivné vyuzivano pii tzv. péstovani rostlin pod
umélym osvétlenim, techniky zaméfené predevSim na

vyrobu marihuany (Knight et al., 2010).

Ptirozen¢ se konopi nachézi ve dvoudomych populacich
s pomérem pohlavi 1 : 1, kde je vyskyt jednodomych jedincti
maly, cca 10-20 rostlin na hektar (Ranalli, 2004). Jsou

Obr.&. 2 Stonek konopi, patrné je znamy 1 Cist¢ jednodomé varianty. Dvoudomé odridy se

dfevnaté jadro obalené vrstvou lyka, vyznaluji vyraznym pohlavnim dimorfismem. Sam¢i rostliny
zdrojem vlakna. Upraveno podle van

jsou vétsinou vyssi, nenesou tolik listl a rychleji dozravaji.
den Broeck et al., 2008

Kvétenstvi sam¢i rostliny je previsla lata. Samici rostlina ma
uzlabni kvétenstvi, vyviji se na vrcholku rostliny nebo jejich bo¢nich vétvich. Plodem je
nazka. Konopi produkuje velké mnozstvi pylu, vétSinou rozSifovaného vétrem. U
jednodomych rostlin jsou obé kvétenstvi pfitomna na jedné rostliné, typicky je samici kvét

umistén vyse (viz. Obr.¢. 3).

Chromozomalni sada obsahuje devét part autozomi a jeden par pohlavnich chromozémi: X a
Y. Sam¢i pohlavi je ur¢eno kombinaci XY a sami¢i kombinaci XX, obdobn¢ je tomu u blizce
pribuzné rostliny chmele Humulus Lupulus (Moliterni et al., 2004). Vysledné pohlavi rostliny
ale mize byt do znacné miry ovlivnéno i prosttedim ve kterém se nachéazi. Porovnanim
poméru pohlavi tfech riiznych odrid v kontrolnim médiu a v médiich obohacenych o soli
tézkych kovl bylo zjisténo, Ze konopi je snadno ovlivnitelné k vychyleni rovnovahy ve
prospéch jednoho pohlavi, tzv. feminizaci nebo maskulinizaci (Soldatova and Khryanin,
2010). Pti obohaceni média o soli CuSOs a ZnSOs prevySoval pocet samicich rostlin zhruba o
ctvrtinu  (25-28%) v porovnani s kontrolnim médiem. Pouziti Pb(NOs). zase vedlo
k maskulinizaci populace, pomér samci byl o vice nez 30 % vyS$si neZ v kontrolnim médiu.
Mechanismus puasobeni pravdépodobné souvisi se zménou fytohormondlni rovnovahy
v médiich s tézkymi kovy. Soldatova a Khryanin (2010) naméfili vyrazné zmeény
v koncentracich zeatinu a GA. Lze tedy predpokladat, ze tyto fytohormony ovliviuji vysledny

pohlavni projev rostlin konopi.
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Obr.¢. 3 Samici (a) a sam¢i (b) kvétenstvi Cannabis Sativa u dvoudomé a jednodomé varianty. Pievzato a upraveno z Finta-

Korpel'ova and Berenji, 2007 a http://www.kvetenacr.cz/detail.asp?IDdetail=185

Konopi produkuje sekundarni metabolity. Vzhledem k psychoaktivnim G¢inkiim nékterych
z nich byly vzdy v poptedi vyzkumu druhu Cannabis sativa. Jejich soucasné klinické vyuziti
je zejména v 1écbé roztrousené sklerdzy a vyuzivaji se také pro potlaceni nevolnosti pfi
chemoterapiich, potencialni vyuziti se zkouma pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby a rakoviny.
Léky vyrobené z metabolitii konopi (Marinol, Bedrobinol, Sativex..) jsou jiz na ptedpis
dostupné v USA a n&kterych zemich Evropské Unie, od letodniho roku je v CR pro pacienty
s roztrouSenou skler6zou zaveden Sativex. U technického konopi prevlada tendence syntézu

nékterych metabolitt utlumit.

Na zaklad¢ spektrometrickych méteni bylo zlisti konopi izolovdno ptes 400 rtznych
chemickych metabolitl (Turner et al., 1980). Z tohoto poctu se jich piiblizné¢ 70 pfirozené
vyskytuje pouze v konopi, odtud také jejich ndzev: kanabinoidy (Turner et al., 1980,
Mechoulam and Ben-Shabat, 1999). Chemicky se jedna o terpenofenolické latky, s 21 uhliky,
které¢ se do svoji neutrdlni formy dostdvaji dekarboxylaci kyseliny. Dekarboxylace muze
probihat po urcitém case spontann¢, mize byt indukovéana vyssimi teplotami, UV zafenim a
zasaditym prostfedim. (Flores-Sanchez and Verpoorte, 2008). Nejvyznaméjsi co do Cetnosti
vyskytu jsou kanabidiol (CBD), A’-tetrahydrocannabinol (A’- THC) jemuz je pfigitana
psychotropni aktivita, kanabigerol (CBG) a kanabichromen (CBC). Jejich vzdjemny pomér
také urcuje chemotyp konkrétni rostliny konopi. RozliSujeme tfi zédkladni chemotypy podle
koncentraci dvou hlavnich kannabinoll a jejich vzajemného poméru. Jsou to tzv. drug-type
varianta s nizkym pomérem CBD/THC, vzhledem k vysokému obsahu THC, varianta
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s vyvazenym pomérem CBD/THC a varianta fibre-type s pievahou CBD a hodnotami THC

mnohdy nezaznamenatelnymi pomoci analytickych metod (de Meijer et al., 2003).

Biosyntéza kannabinoli je velmi dobfe prozkouména. Jejich prekurzorem je
kanabinogerylova kyselina (CBGA), kterd miize vzniknout vice cestami, zmapovana je jeji
syntéza za pomoci polyketid syntazy (Raharjo et al., 2004). Z CBGA jsou pomoci
piislusnych syntaz odvozeny kannabinolové kyseliny THCA, CBDA nebo CBCA a
z nich potom dalSi metabolity (Taura et al., 2007). Obrazek biosyntézy a degradaci
kanabinoida v ptiloze (viz. Pfiloha 1). Z vySe uvedené¢ho vyplyva, Ze rozdilem mezi drug-
type a fibre-type kultivary konopi je aktivita THCA syntazy, jez zasadnim zplsobem
ovlivituje pritomnost psychoaktivniho metabolitu A’- THC (Taura et al., 2007). Jeji &innost
byla pomoci zobrazeni jeji exprese lokalizovana do zZldznatych trichomil nachazejicich se na
kvétenstvi samic¢ich rostlin, v mens$i mife i na listech a stonku. (Sirikantaramas et al., 2005).
Jednad se o molekularni potvrzeni bézn¢ znamého faktu. Velkd pozornost byla vénovana i
genu pro THCA syntazu. Gen ¢ita 1635 nukleotidl a koduje 545 aminokyselin, z nichz 28 je
signalnich, v knihovné GenBank je k dohledani pod kodem AB057805 (Sirikantaramas et al.,
2004).

Pfi¢ina tvorby sekundarnich metaboliti u konopi neni doposud zcela objasnéna.
Pravdépodobné se jedna o schopnost umoziujici rostliné vyrovnat se s riznou stresovou
zatézi. Je typické, Ze slunné pocasi a tedy i zvySena fotoradiace u rostlin konopi zvySuje
produkci kanabinoidnich metabolitd, je tedy pravdépodobné, Ze kanabinoidy mohou fungovat
jako pohlcovace UV zéateni (Pate, 1994) V pokusech s osvitem rostlin UV-B zafenim se
podafilo prokézat, ze drug-type odridy pfirozené produkujici THC, reaguji zvySenim jeho
koncentrace, nezménéna vsak zlistdva koncentrace ostatnich kanabinoidt. U odriid fiber-type,
obsahujici THC v malych koncentracich nebo vibec, byly zmény zanedbatelné. Nasledné
meéfeni stability kanabinoidii v pryskyfici sebrané z mladych listl rostlin, prokazalo stabilitu
THC. Po sedmidennim osvitu UV-B zéafenim byl namétfen uplny rozpad CBD, naproti tomu
koncentrace CBC a THC zstavaly neménné (Lydon et al., 1987). Obecné znamo je téz, ze
odridy vyskytujici se blize rovniku, tedy mist s vy$$im podilem UV-B zafeni, jsou bohatsi na
celkovy obsah kanabinoidi nez rostliny rostouci ve vysSich zemépisnych Sitkach. Vyse

uvedené patrné plati i pro vyS$si nadmotské vysky.

Ve studii na 10 riznych stanovistich v Kansasu byla zaznamenéna zména koncentrace THC
v zavislosti na lokalité. U nehostinnych stanovist’, na kterych se musely rostliny vyrovnavat
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s vetsi stresovou zatézi, byla i koncentrace THC vyssi (v rozmezi od 0.012 do 0.49%).
Stanovisté¢ byla hodnocena podle hodnocena dostupné vlhkosti, obsahu zivin a celkového
charakteru pudy. Byla pozorovana také zajimava pozitivni korelace mezi kompetici rostlin na

stanovisti a vzrastajici koncentraci THC (Latta and Eaton, 1975).

Zvyseni produkce THC je tedy univerzalni odpovédi rostlin na stresové podminky. Lze
piedpokladat, Ze mutace umoZznujici rostliné vytvaret THCA syntdzu poskytovala dané
rostliné vyhodu ve vnitropopulaéni kompetici a byla tedy fixovana. K vyvoji variant
s riznymi obsahy jednotlivych kanabinoidi tedy nejspis vedla schopnost rostlin produkujici
THC Iépe se ptizplsobit prostiedi a pfenést své vlohy na potomstvo. Teorii, Ze jednotlivé
chemotypy konopi vznikly nezavisle na lidské Cinnosti a pravdépodobné jesté diive, nez je

lidstvo zacalo intenzivné $lechtit, vyslovil i Karl W. Hillig (2005).

1.2 Vyuziti

Konopi je spolu s Inem hlavni rostlinou p&stovanou v Evropské Unii pro vyuziti v pramyslu.
Pro srovnani uvadim péstebni plochy Inu a konopi, v roce 2004 byl len péstovan piiblizné na
125000 ha a konopi zhruba na 15500 ha, v roce 2006 len obsahl plochu 105025 ha a konopi
14577 ha (Karus and Vogt, 2004, KES, 2008). V CR bylo v roce 2008 oseto 1530 ha v roce

2010 pouze 142ha. Péstovani konopi je finanéné dotovano Evropskou Unii.

Mezi hlavni pfednosti konopi patii rychly a efektivni ndrast rostlinné hmoty v relativné
kratkém Case. Kombinaci péstebnich podminek a vhodné zvolené odriidy 1ze docilit vynosu az
25 t suché nadzemni hmoty na jeden hektar, z které je mozné ziskat az 12 t celulozy (Struik et
al., 2000).To je samoziejmé ovlivnéno aktuilnim pocasim daného roku. V CR je statisticky

vynos kolem 10 t suché hmotnosti na hektar (ToSovska and Buchtova, 2010).

Vlakno je vétSinou cilovy produkt péstovani konopi, dale zpracovavany pro vyrobu textilu a
lan nebo mize byt pfidavano jako pojivovy prvek do kompozitnich materialti. Hlavni
prednosti jsou velice maly pramér a zaroveti velmi vysoka pevnost v tahu (44 kN . tex' pfi
pruméru 0.25 mm) a také velmi nizkd hmotnost (Khan et al., 2011). Uvedenych hodnot bylo
dosazeno pii hustotd pdstovanych rostlin 350 ks . m™. Hustota p&stovanych rostlin je vedle
vhodné zvolené odridy dal$im faktorem ovlivitujicim kvalitu vldkna. Rostliny vice seskupené
tvoti delsi a tenci vlakna pfi zachovani dostatecné pevnosti v tahu. Idealni péstebni hustota se
jevi zhruba 300 rostlin na m” (Schifer and Honermeier, 2006). Vlakna konopného Iyka jsou
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odvozena od cévnich svazkii stonku a jsou tvofena mnozstvim elementarnich vlaken.
Elementarni vlakno je tvoteno jednotlivymi pericyklickymi floémovymi buiikami délky 20-50
mm. Jejich buné¢na sténa je sloZzena z rozdilnych vrstev tvotfenych celuldzou, hemiceluldzou,
ligninem a pektinem. Sekundérni bunécéna sténa, kterd tvoii vétSinu z bunééné stény téchto
bunék, je slozena pfevazné z celuldézy a hemicelulézy a pouze z malého mnozstvi ligninu a
pektinu (van den Broeck et al., 2008, Schiafer and Honermeier, 2006, Bonatti et al., 2004).
Proces tvorby primarniho vlakna u konopi je nyni intenzivné zkouman pro sviij potencial ve

zlepSovani uzitych vlastnosti konopi pomoci biotechnologickych metod.

Zbytkovym produktem pfti extrakci vlakna je pazdeii, drt’ dfevnatého jadra stonku. Pazdefi z
konopi je leh¢i nez podobny material z jinych ptirodnich latek, je velmi porézni a ma vysokou
izola¢ni UC¢innost. Lisované desky zpazdefi jsou vyuzivany jako tepelnd izolace ve

stavebnictvi, je 1 soucasti tzv. konopného betonu, lehkého stavebniho materialu.

Polni rotace plodin je dalSi vyznamna oblast vyuziti konopi. Pfi polnich pokusech bylo
zaznamenano Uplné potlaceni rlstu patogenni houby Verticillium dahliae a také stagnace
populaci ptiidnich nematod druhu Meloidogyne chitwoodi (Kok et al., 1994). Za ptedpokladu

moznosti nasledného zpracovani je konopi idealni rostlina pro polni rotace ozdravujici pidu.

Produkce energie ziskana spalovanim biomasy rostlin konopi je dal$i potencionalni oblast
vyuziti. Vzhledem ke svym vlastnostem (rychly nariist hmoty, odolnost vii¢i prostiedi, vysoka
vyhtevnost) je takika idedlni jednoletou energetickou plodinou (Rice, 2008). Technika
na hektar, je tedy odliSnd od metod pouzivanych pii péstovani na vldkno. Vysoce efektivni se
také jevi pfemeéna konopné biomasy na etanol a metan. PouZitim optimalizovaného postupu
vyroby Ize dosahnout produkce 2600-3000 litrti etanolu a zhruba 3000 m® metanu z jednoho
hektaru osetého konopim, dalsi optimalizace postupu jsou intenzivné zkoumany (Kreuger et

al., 2011).

Olej ziskany lisovanim konopnych semen ma uplatnéni ve farmaceutickém a kosmetickém
primyslu. Vyuzivany jsou také extrakty z konopnych kvétenstvi. Obsahuji totiZ nékteré latky
vyrazn¢ potlacujici mikrobidlni aktivitu, napiiklad G€inn€ inhibuji rlst grampozitivnich
bakterii s patogennim ptisobenim v travicim traktu (Nissen et al., 2010).

Fytoremediace je velmi aktualni téma uvazované pii uplatnéni technického konopi.

Experimentalné bylo zjisténo, ze konopi snese vysoké koncentrace nékterych tézkych kovi,
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aniz by to vyraznéji ovliviiovalo jeho rust. Také stavba rostliny je takika idedlni pro
fytoremediace. Relativné snadno skliditelnd nadzemni ¢ast rostliny, ma dostatecnou hmotu
schopnou hromadit té¢zké kovy. Kofenovy systém zase obsahne pomérné velkou plochu,
ze které muze t¢zké kovy Cerpat. V polnich podminkach muze dortist az 2 m hluboko, bézné
dortista hloubky kolem 130 cm. VétSina hmoty kofenového systému se vSak nachazi
v hloubce do 50 cm, odkud je tedy séni polutant nejicinngj$i (Amaducci et al., 2008) Dalsi
vyhodou konopi je odolnost vii¢i vice tézkym kovim. Pady v primyslovych oblastech totiz
vétSinou byvaji zamoteny vice polutanty zaroven. Konopi relativné dobfe akumuluje olovo
(Pb) kadmium (Cd) a nikl (Ni) (Linger et al., 2002, Shi and Cai, 2009) a je schopno vyrovnat
se s jejich vysokymi koncentracemi v kofeni, bez zaznamenatelnych zmén snese 800 mg Cd
na kg suché hmotnosti. Naproti tomu je znat pokles vitality rostliny pfi koncentracich 50 - 100
mg Cd na kg suché hmotnosti v nadzemnich ¢astech (Linger et al., 2005). U konopi nebyla
pozorovana akumulace chromu (Cr) pfitomného v pidé v rostlinnych ¢astech (Citterio et al.,
2003). Schopnost konopi akumulovat kadmium je 126 g Cd za vegetacni sezonu na jeden
hektar pudy, zlstava tak ptiblizné 16krat nizsi nez u hyperakumuléatoru Thlaspi caerulescens
(Linger et al., 2002). Vyhodou konopi ovSem je dal$i vyuzitelnost produkovaného rostlinného
materidlu. Konopi se, podobné jako ostatni potencidlné fytoremediacni rostliny, potyka
s problémem akumulace tézkych kovil pfevazné v koteni rostliny. Vysledovani drah vedouci
k transportu t€zkych kovii do nadzemnich cCasti je nyni pfedmétem vyzkumu u mnoha rostlin.
Vhodnéd genetickd manipulace mize zahrnovat overexpresi gend pro syntézu transportéra
kovii pfes membrany a jejich pifipadnou lokalizaci do jinych ¢asti rostliny nez se pfirozené
vyskytuji, nebo vneseni genti pro produkci specifickych fytochelatint, latek vazicich tézké

kovy v jejich netoxické formé (Kotrba et al., 2009).

Droga. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.1, z konopnych metaboliti se vyrab¢ji 1éky bézné
vyuzivané v klinické praxi pti 1é¢bé t€Zce nemocnych. Nicméné dalsi nezanedbatelny podil na
celosvétové produkci konopi maji komeréni firmy, tzv. seedbanky, produkujici semena odrad
s vysokym obsahem kanabinoidii v zemich, kde je to zdkonem umoznéno (Nizozemi,
Svycarsko). Tyto odriidy poskytuji kvétenstvi s obsahem az 40% THC v susiné. Metody
Slechténi jsou vétSinou predmétem firemniho tajemstvi, ale ptedpoklada se, Ze se jedna o

tradi¢ni Slechtitelské metody bez genetickych manipulaci.
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2. Prehled vyuzivanych biotechnologickych metod

2.1 Mikropropagace

Zakladnim predpokladem vétSiny biotechnologickych metod uplatiiovanych v rostlinném
vyzkumu 1 praxi je optimalizovany protokol umoziujici in vitro kultivaci dané rostliny.
Odvozenim riznych typt tkanovych kultur odpadd nutnost pracovat s celou rostlinou, coz
podstatné rozsifuje moznosti experimentll. Bunééné kultury zase poskytuji moznost produkce
riznych metabolitti a téZ jsou vhodné pro genové transformace. Zvladnuty mikropropagacéni
protokol poté umoziuje ovefeni zivotaschopnosti transformanta a jeho dalsi masovou klonalni

produkci.

Jedna se o sled krokl umoziujici vypéstovani rostliny ze semene nebo z jeji ¢asti na zivném
médiu ve sterilnich podminkéach, odvozeni kultury nediferencovanych bunék, jenz je mozné

transformovat a opétovné ziskani celistvé rostliny.

oy e

bunééné kultury pro produkci charakteristickych sekundarnich metabolitd (Turner et al.,
1980). Pozdé&ji bylo, v souvislosti s vyuzivanim konopi na vlakno, publikovano nékolik studii
zabyvajicich se regeneraci riznych explantati (Mandolino and Ranalli, 1999), podle (Ranalli,
2004), odvozenim kalusové kultury (Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005) nebo transformaci
pomoci Agrobacterium tumefaciens (Feeney and Punja, 2003). V soucasnosti se intenzivné
studuje zejména fizena organogeneze konopi za pouziti riznych rastovych regulatort a vyvoj
systémi pro produkci rostlin regenerovanych z nodalnich segmentti (Lata et al., 2009b, Lata

et al., 2010a, Wang et al., 2009).

V nasledujicim textu jsou za pouziti dostupnych dat shrnuty jednotlivé kroky umoziujici in

vitro kultivaci konopi.

2.1.1 Sterilizace

Vychozim materidlem pro vétSinu experimenti nebo priimyslovou produkci jsou semena nebo
rostlinné explantaty obsahujici na svém povrchu spory hub, bakterie ¢i jiné nezadouci
organismy. Tyto je tfeba odstranit sterilizaci. Bézn¢ uzivané sterilizatni postupy zahrnuji
oplachnuti vodou s pridanym detergentem, oplachnuti alkoholem, pisobeni steriliza¢niho
¢inidla a omyti sterilni vodou. Doba piisobeni jednotlivych slozek se 1isi dle odolnosti a
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pevnosti semene. Semena konopi Ize sterilizovat oplachnutim ve vodé¢ s pfidanymi
pramyslovymi detergenty APSA80 nebo Tween 20 po dobu jedné hodiny, ponofenim do 70%
etanolu po dobu 30 s, ptisobenim 0,1% HgClz po dobu 10-15min a oplachnuti sterilni vodou
(Wang et al., 2009). Pro rtizné rostlinné explantaty je mozné pouzit sterilizacni ¢inidla 0.5%
NaOCl po dobu 20min nebo 5% CaOCl po dobu 15min (Feeney and Punja, 2003,

Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005).

2.1.2 Kliceni

Pro klieni semen konopi je vhodné pouzit 4MS médium (10 g.I" sacharédzy, 5,5 g.I" agaru,
pH 6,8) pfi period¢ 16h svétla 8h tmy. Ptfesazeni nodélniho segmentu na dal$i médium je
vhodné pii vySce zhruba 10 cm u rostliny s vyvinutym listy druhého patra. Toho dosahne

rostlina po zhruba 20 dnech riistu (Wang et al., 2009).

2.1.3 Produkce vzrostnych vrchola

Produkce vzrostnych vrcholl rostlin probiha na médiu obohaceném o cytokininy nebo jejich
kombinace. To ovlivni rostlinu k tvorbé vyhonti a rustu prytu, jezZ mohou slouzit jako vychozi
materidl k dalsi praci. Odvozeni kultury je mozZné pifesazenim nodalniho segmentu nebo
regeneraci z kalusu. Bylo popsano n¢kolik riznych typt médii liSicich se pouzitim rtiznych
cytokinini. Rustové regulatory v dané studii vyhodnoceny jako nejlepsi jsou shrnuty
v ptehledové tabulce nize (viz. Tab.¢. 1). VSichni autofi se shoduji v pouziti zdkladniho média
MS (30g.I" sacharozy, 6,8 gl' agaru a pH 5,8) a péstebnich podminek s osvétlenim

simulujicim dlouhy den (16 h svétla).

Autor Ristovy regulator Koncentrace (mg.1™)
Wang et al., 2009 TDZ 0,1

Lata et al., 2009b TDZ + GA3 0,5+7,0

Lata et al., 2010a TDZ 0,5

Tab.¢. 1 Piiklady rustovych regulatort a jejich koncentraci uzivanych pro indukei rastu vzrostnych vrchold.

2.1.4 Tvorba kalusu

Odvozeni kultury nediferencovanych bunék je zcela zasadnim krokem, chceme-li pracovat
s jednotlivymi bunikami dané rostliny. Pro jejich naslednou transformaci je také dulezita jejich
kvalita, soudrznost a zivotaschopnost. U konopi vedla snaha o odvozeni kvalitniho kalusu,
umoznujicitho dalsi experimenty, k vyzkouSeni rtznych kombinaci médii a rastovych
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regulatorti. U konopi tvoti kalus takika vSechny rostlinné ¢asti, odvozeni uspé$né probehlo
z mladych listl, fapikt, internodii a vrcholkl rostlin. Vysledné kalusy byly ovSem rozdilnych
vlastnosti a kvalit (Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005). Nejlepsim vychozim explantatem pro
tvorbu kalusu u konopi byly v uvedené studii ¢asti mladych listi a fapiky, na MS médiu
obohaceném o synteticky pripravek DICAMBA nebo 2 mgl' KIN + 0,5 mg.l' NAA.
Vhodné kultivacni podminky jsou tma a teplota 24 °C. Kalusové kultury konopi lze téz
ptevést do suspenzni podoby vlozenim malého mnozstvi bun¢k do tekutého MB média

obohaceného 0 2,5 mg.1"' 2,4-D s 3% sachar6zy a pH 5,8 (Feeney and Punja, 2003).

2.1.5 Korenéni

Pfesazenim vzrostnych vrcholti na médium obohacené auxiny je mozné stimulovat tvorbu
kotfenli. Vytvoreni funk¢éniho kofenového systému schopného zajistit rostliné pfisun zivin, je
ptedpokladem pro presun ex vitro. Wang et al., 2009 popsali Gspé$né kofenéni vrcholovych
segmenttl rostlin po presazeni na MS médium s 0,1 mg.I" IBA + 0,05 mg.I" NAA. V jiném
kultivaénim protokolu bylo zaznamenano kotfenéni na 2 MS s 500 mg/L zivocisného uhli a
2,5 mgl'IBA (Lata et al., 2009b). Obecnd nebyly u zakofetiovani explantatd konopi
pozorovany potize. Omezeni zdroji polysacharidli pfimo dostupnych z média pouzitim MS
média s polovi¢nimi koncentracemi Zivin i sachar6zy mulze byt stimulovana fotosyntéza a
rostlina by tak mohla byt Iépe pfipravena na stres z ex vitro ptesunu. To jiz v dané studii

nebylo hodnoceno.

2.1.6 Kultivace pomoci umélych semen

Lata et al., 2009a popsali tvorbu umélych semen obalenim uZzlabnich pupenti konopi do gelu
alginatu sodného. Umélad semena uspesné regenerovala na riznych substratech, véetn¢ MS

média nebo kokosové drté s pridanymi antibakterialnim Cinidlem.

Konopi je alogamni rostlina jevici obCasnou nestalost pohlavi u které byly popsany spontanni
ptechody z dvoudomych do jednodomych variant (Moliterni et al., 2004, de Meijer et al.,
2003). S tim souvisi i mozna zména typickych znakid rostliny a pozadovanych vlastnosti.
Produkci umélych semen Ize v relativné kratkém case dosdhnout uniformni populace rostlin
vykazujici stejné znaky. U konopi nebyla dosud popséna somatickd embryogeneze, jejimz

pouzitim by mohla byt metoda tvorby syntetickych semen zefektivnéna.
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2.2 Geneticka transformace

Vyzkum umoziujici genetické modifikace kulturnich plodin je jednim z pilifa soucasné védy.
Neustélé rozsifovani obzorti tohoto odvétvi pfindsi nové teoretické poznatky a moznosti jejich
praktické aplikace. Vyuziti biotechnologickych metod umoznuje zlepSeni konkrétnich
vlastnosti rostlin tam, kde jsou tradi¢ni §lechtitelské postupy ¢asové nevyhodné, nebo kde jiz
dosahly svych limitd vyplyvajicich z jejich podstaty. Nejinak je tomu i u konopi.
Optimalizovany transformaéni protokol by umoZnil vytvafet nové odridy konopi se
specifickymi vlastnostmi a podstatné by rozsifil moznosti jeho uplatnéni. Jednou z metod

vyuzitelnych pti genetické modifikaci je transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens.

2.2.1 Agrobacterium tumefaciens

Zastupci rodu Agrobacterium jsou gramnegativni pudni bakterie, patogeny dvoudéloznych
rostlin, s charakteristickou schopnosti vnaset specifické geny do bunck hostitelské rostliny.
Vnesené geny jsou dvou typl. Prvni zvySuji hladiny auxint a cytokinind v napadené buiice.
Rostlinou odpovédi na expresi téchto genli je nekontrolované bunééné déleni a tvorba
typického tumoru. Geny druhého typu nuti hostitelskou buniku produkovat tzv. opiny, latky
odvozené¢ od aminokyselin, které bakterie vyuziva jako zdroj uhliku, dusiku a energie.
Vznikly utvar, masa nediferencovanych bunék produkujicich opiny, se nazyva crown-gall, do

cestiny prekladany jako krckovy nador.

Typickym zastupcem tohoto rodu je bakterie Agrobacterium tumefaciens, od osmdesatych let
Siroce vyuzivana v genovém inzenyrstvi. Tento druh se dale rozdéluje na nékolik kmend,
které¢ se 1isi podle typu syntetizovanych opinli. Rozeznavame dva zakladni typy opind,
oktopiny a nopaliny a n¢€kolik dalSich. Pro genetickou transformaci jsou vétSinou vyuzivany

kmeny produkujici nopaliny.

Ptikladem nopalinového typu mutze byt kmen A. tumefaciens C58, jehoz genom byl

kompletné osekvenovan (Goodner et al., 2001, Wood et al., 2001). Genom A. tumefaciens

C358 je tvofen dvéma chromozomy, kruhovym a linedrnim, a dvéma plazmidy, oznacovanymi

pTiC58 a pAtCS58. Plazmid pTiC58 obsahuje T-DNA, tsek DNA vnaSeny do genomu

hostitelské rostliny zodpovédny za produkci opintl, a vir oblast kodujici proteiny ucastnici se

pienosu do bunky rostliny. Plazmid pAtC58 obsahuje charakteristicky usek zvany AT island
19



oblast s malym vyskytem nukleotid guaninu a cytosinu, usek pravdépodobné kodujici

proteiny umoziujici zaclenéni T-DNA do genomu hostitelské rostliny (Wood et al., 2001).

2.2.2 Ti-plasmid

Ti- plazmid (tumour inducing) je kruhova molekula DNA, zodpovédna za horizontalni
genovy prenos z bakterie do rostlinného genomu. V bakterii se nachazi nezavisle a je schopna
samostatné replikace. Je zhruba 200 kb dlouhd a ma na sobé¢ nékolik charakteristickych

oblasti (viz. Obr.C. 4).

syntéza tumoru . .
; syntéza opind

katabolismus opind

vir region P i

|

k&:f_ﬂ

replikaéni potatek

Ti plasmid

|
1
L
A

Obr.¢. 4 Obecna organizace Ti-plasmidu. Pfevzato a upraveno z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21428/

T-DNA je oblast prenesena do genomu hostitelské buiiky, vymezena 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 buiiky. Mezi nimi se nachazi tzv. onkogeny,
exprimujici auxiny a cytokininy, které svou Ccinnosti zpusobujici nador. V genovém
inZenyrstvi je oblast zptsobujici nador vyjmuta a nahrazena tisekem DNA, ktery chceme do

rostliny vlozit.

Dalsi dtlezitou oblasti Ti-plasmidu je tzv. vir region. Obsahuje n€kolik genti, které koduji
proteiny vykonavajici riizné funkce a svou Cinnosti umoziuji pieneseni T-DNA do hostitelské

burky.
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Obr.¢. 5 Zjednoduseny mechanismus pienosu T-DNA z Agrobacteria do rostlinné bunky. Pfevzato a upraveno z

http://visualscience.ru/en/illustrations/general/agro_transformation/agrotransformation.jpg

Pienos T-DNA a jeji zaclenéni do genomu rostlinné buiiky probihd v n€kolika krocich (viz.
Obr.¢. 5). Prvnim je zachyceni chemického signalu produkovaného poranénou rostlinou.
Fenolické latky z poSkozenych bungk rostliny jsou rozpoznany transmembranovymi proteiny
VirA, které pomoci transkripcnich faktori kédovanych genem virG spousti expresi vsech
ostatnich genti vir regionu. Nasleduje vystépeni jednovldknové T-DNA z plazmidu. Komplex
s endonukledzovou aktivitou vytvoreny z proteini VirD1/VirD2 nalezne pravou hranicni
oblast T-DNA, provede sestiih a odmotava jeden fetézec DNA. Protein VirD2 zlstava vazan
na 5" konec tohoto vlakna DNA. V dalSim kroku je vytvoren tzv. T-komplex. Jednovldknova
T-DNA s proteinem VirD2 je obtocena stabilizacnim proteinem VirE2 a v této podobé je
transportovana ven z buiniky. Pfenosovy kanal je patrn€ tvotfen rtiznymi proteiny z genu virB,
proteinu VirD4 a podili se na ném 1 VirE2. Poslednim krokem je lokalizace z cytoplazmy
hostitelské rostlinné bunky do jejiho jadra. Proteiny VirE2 a VirD2 obsahuji signalni
sekvence urcujici lokalizaci do rostlinného jadra, vyuzivaji tedy hostitelskych proteind, které
se na n¢ vazi a cely komplex je transportovan skrz jaderny por. VirE2 nejspi$ té€z zajistuje
spravnou konformaci T-DNA. V rostlinném jadie je proteinovy komplex odbouran a T-DNA
je nehomologni rekombinaci zaclenéna do genomu hostitelské bunky (Slater et al., 2008,

Ondrej, 1992, Zupan et al., 2000).
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Samotna modifikace rostlin vétSinou probihd s vyuzitim tzv. binarnich vektord. Jedna se o
uméle pripravené bakteridlni plazmidy, jejichz geneticky obsah byl zredukovan na minimum.
Typické je odstranéni onkogent zplisobujicich tvorbu tumoru. Odstranén mulze byt téz vir
region a oblast, jejiz exprese umoziiuje bakterii v pfirozeném stavu zpracovani opint. Zistane
tedy jen velice maly plazmid obsahujici hrani¢ni oblasti vymezujici redukovanou T-DNA do
jejiz casti se naklonuje poZadovana geneticka informace, dale replikacni pocatky pro E. Coli a
A. tumefaciens a potiebné selekéni nebo reportérové geny (Chawla, 2009). Usp&sny pienos T-
DNA je ovSem podminén existenci druhého tzv. pomocného plazmidu, jenz nese vSechny
ostatni geny pro uspéSny kontakt bakterie s rostlinou buitkou a syntézu transportniho

mechanismu.

2.2.3 Transformace kokultivaci s Agrobacteriem

V soucasné dobé existuje nckolik riznych metod, jak transformovat rostlinu pomoci A.
tumefaciens. Vybér vhodné metody je ovlivnén celkovym designem experimentu nebo
prakticky zaméfené¢ho vyuziti transformovanych rostlin. Je mozné transformovat izolované
protoplasty rostlin nebo cela rostlinna pletiva, ptipadné jednotlivé buniky v suspenzni kultufe.
Tyto metody se od sebe li$i nejenom narocnosti postupu, ale i frekvenci Gspé$né transformace
a jeji stability. Transformace rostlinnych pletiv kokultivaci s A. tumefaciens se jevi jako

nejvhodnéjsi metoda pro naslednou masovou produkci transformovanych rostlin.

Nejcastéji vyuzivanou technikou je tzv. diskova metoda transformace. Spociva v tom, Ze se ze
sterilné péstovanych listh rostlin vyfiznou terCiky, které se potom kokultivuji
s Agrobacteriem. Modifikaci muze byt pouziti explantatd jiného nez listového puvodu,
piipadné kalusové nebo suspenzni kultury (Chawla, 2009). Vybér vhodného pocate¢niho
explantatu do znaéné miry ovliviluje celkovou uUspéSnost transformace. Limitujicim
predpokladem je také zvladnutd mikropropagace a regenerace celistvé rostliny. U konopi byly
uspésné transformovany suspenzni kultury, odvozené ze stonkovych a listovych explantatu,

nebyly ovSem schopny regenerace (Feeney and Punja, 2003).

Kokultiva¢ni protokol zahrnuje fadu po sobé jdoucich krokii. Prvnim je spolecné kultivace
casti rostliny s A. tumefaciens, kterd trva jeden az nékolik dni. Mozné techniky pro odvozeni
vhodného explantatu jsou nastinény v kapitole 2.1. U konopi, vzhledem k relativné snadno
odvoditelnému kalusu, bude nejspis§ nejvhodnéjsi pouziti nediferencovanych bunék suspenzni
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kultury. Transformace jinych explantatii u konopi zatim nebyla popsdna. U blizce ptibuzné
rostliny Humulus lupulus L. ze stejné Celedi, byly transformovany uzlabni vyhonky, z kterych
byla uspésné regenerovéana cela rostlina. Usp&snost transformace byla 1,5% z celkového poétu
rostlin (Horlemann et al., 2003). Na zaklad¢ relativné blizké uvadéné molekuldrni ptibuznosti
chmele a konopi (Mukherjee et al., 2008) a vzhledem k obdobnym slozeni médii pouzivanych
v in vitro organogenezi u obou rostlin lze ptredpokladat, ze i u konopi by mohla byt

transformace izlabnich vyhont spésna.

Po kokultivaci se cCasti rostlin nebo samostatné buiiky pfenesou na médium obsahujici
antibiotikum k eliminaci Agrobacteria. To samé médium miize obsahovat i latky zajist'ujici
selekci transformovanych bundk. Siroce rozsifend jsou selekéni média obsahujici
antibiotikum kanamycin, ten inhibuje syntézu proteini rostlinnych bunék, zejména
v protoplastech. Buniky vystavené jeho pusobeni tedy po ¢ase umiraji. Selekci prochazeji
pouze buiiky obsahujici geny pro tvorbu protilatek, u kanamycinu kédovanych genem npt/l.
Ten se v rostlinnych bunkach pfirozené nevyskytuje, jeho exprese je ditkazem, ze byl do
genomu rostliny vnesen pomoci T-DNA. Jiny systém miZze selektovat na zdkladé schopnosti
piijimat cukry z kultivacniho média. Typické je pouziti manozy misto sachar6zy, coz umozni
rist pouze builkdm s vnesenym genem, jehoZ exprese ji umozni metabolizovat (Chawla,

2009).

Dalsi slozkou média jsou fytohormony iniciujici proliferaci vzrostnych vrchold. Ve vhodném
stadiu se vyhony pifepasazuji na dalsi médium, kde zakofenuji a poté jsou pfipraveny k
piesunu ex-vitro. Podle zvolené¢ho selekéniho systému se liSi pocet nutnych piesazeni i

jednotlivych médii.

Expresi genii vnesenych do rostlinného genomu je mozné ovéfit riznymi technikami na tiech
zakladnich trovnich. Pomoci metod zaloZenych na PCR lze sledovat transkripci a stabilitu
RNA a translaci a stabilitu exprimovanych proteint. Pro pouziti v sériovych pokusech nebo
masové produkci transformantli je vhodné&jSi sledovani enzymové aktivity proteinu
exprimovaného reportérovym genem (Ondiej, 1992). Jeden z Casto pouzivanych systému je
zaloZen na schopnosti -gluguronidazy (GUS) rozkladat glukuronidy za vzniku specifického
barveni. Gen pro jeji expresi mize byt snadno vlozen do T-DNA a transformované bunky
s jeho aktivni expresi jsou v testovacich médiich velice snadno a jasn¢ rozpoznatelné (Slater
et al., 2008). Hlavni vyhodou této techniky je prokazani funk¢nosti vlozenych gent in vivo,

bez ¢asove narocné extrakce a analyzy DNA.
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3. Vybér vhodného genotypu pro transformaci dle pozZadovanych

vlastnosti

Uvazujeme-li o genetické transformaci konopi, je idedlem transformovat odriidu, kterd ma jiz
ve svém prirozeném stavu vhodné vlastnosti podobné vlastnostem pozadovanym. Napiiklad
geny vylepSujici kvalitu vladkna, by bylo vhodné vnaset do odrtdy, ktera je charakteristicka
svym vysokym vzriistem a byla by tak schopna poskytnout kvalitni a dlouhé vldkno. Muze se
vSak stat, ze dana odriida nebude schopna vytvéaiet stabilni in vitro kultury a jeji transformace
je tak dostupnymi technikami znemoznéna. Vybér vhodného genotypu pro transformace tedy
musi jit opaénym smérem, podle splnéni transformacnich ptedpokladii Ize vytvoftit kolekci
potencidlné¢ vhodnych odrdd. Ty musi byt schopny in vitro kultivace, odvozeni
nediferencované bunécné kultury a opétovné regenerace. Klicova je také stabilita uniformity
genetické informace 1 pies opakované pasazovani. Optimalizovany vybér vhodné odrady by
tedy mél zahrnovat nejen jeji testovani v in vitro podminkach, ale i provéfeni spontannich
polymorfnich zmén v DNA. Piikladem systému pro kontrolu stability genetické informace je
vyuziti ISSR markeri, pomoci kterych byla prokdzano, Ze ani po tficeti pasazich vzrostnych
vrcholi THC produkujici odridy MX-1 nevznikaji zadné odchylky v jeji genetické vybave
(Lata et al., 2010b).

Soucasny vyzkum konopi je stile ve stadiu hledani vhodné odridy pro transformaci, pro

predstavu uvadim nékteré z vysledki experimentd.

Tvorba kalusu byla popsana u odrad Silesia, Fimbrion-24, Novosadska, Juso-15 a Fedrina
74. Z nich nejlépe kalus produkovaly fapiky odriidy Fimbrion-24 (Slusarkiewicz-Jarzina et
al., 2005). Kalusové kultury byly téZ odvozeny u odriid Uniko-B, Kompolti, Anka, Felina-
34. Znich pouze odriida Uniko-B nebyla schopna vytvofit suspenzni kulturu. Usp&sna
transformace pomoci A. Tumefaciens byla popsana pro odridu Anka, nicméné se
transformované buiiky nepovedlo zregenerovat (Feeney and Punja, 2003). Ze série pokust
s odridou MX-1 je patrné, Ze je schopna dlouhodobé in vitro kultivace, pievedeni do

kalusové kultury a nasledné regenerace (Lata et al., 2009b, Lata et al., 2010a).

3.1.1 Piehled odrid
V kapitole 1. je jiz zminéna velka rtiznorodost rodu Cannabis. Ta se projevuje i znaénym

mnozstvim jednotlivych odrid a variant uloZenych v genovych bankdch riizné po svété.
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Nejobsahlejsi kolekce odrud se nachdzi ve Vavilové Rostlinném Institutu v Rusku a aktudlné
¢ita 525 raznych vzorkl (Grigoryev, 2011). Dalsi pomérné rozsahla sbirka odrid se nachazi
v Italii v ISCI (Research Centre for Industrial Crop, wwwe.isci.it) a obsahuje 98 odrid.
V Ceské republice je kolekce 21 odriid uloZena ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby
(www.vurv.cz). Aktudlné péstované odriidy konopi pro primyslové ucely a vztahy mezi nimi
jsou uvedeny v pfiloze (viz. Pfiloha 2). V zemich Evropské Unie jsou k péstovani povoleny

pouze registrované odridy, k dohledani v ToSovské and Buchtova, 2010.

3.1.2 Piehled znaki pro potencialni transformaci

V nasledujicim textu jsou naznaceny oblasti, jejichz dal§i zkoumani by mohlo pfispét k vyvoji

specificky vylepSenych kultivari konopi pro primyslové uplatnéni.

Indentifikace genti urcujici stavbu vlakna a chemické slozeni bunécné stény by umoznila
kontrolovat §ifi vlaken a obsah ligninu. Mozné zvySeni obsahu celulozy by mélo pozitivni
dopad na kvalitu pazdeti vyuzivané¢ho k vyrobé papiru, v textilnim primyslu aj. Identifikace
genl podilejicich se na stavbé vlaken by mohla vést k odvozeni kultivart s vyss$i pevnosti
vlakna, vyhodnou vlastnosti pii vyrobé kompozitnich materidl. Soucasny vyzkum se jiz
zaméiil na syntézu rozdilnych proteint v jadru a lyku. Pro jadro stonku byla zjiSténa exprese
65 specifickych proteini podilejicich se na biosyntéze ligninu, u lyka byla pozorovana
zvySena exprese 44 proteind, vétsinou urcujicich slozeni bunééné stény (van den Broeck et

al., 2008).

Dalsi oblasti, jejiz prozkouméani by mohlo pomoci vytvofit kultivary s vétSim objemem
biomasy a kvalitn¢j$im stonkem, je odhaleni mechanismli urcujicich pocatek kveteni. Jeho

oddaleni by prodlouzilo vegetacni sezénu a umoznilo vEtsi nartist biomasy.

Velky potencial konopi je 1 v genetické modifikaci kultivart vyuzitelnych ve farmaceutickém
pramyslu. Nutno podotknout, Ze vyzkum kanabinoidd a jejich biosyntézy je v soucasnosti u
konopi nejlépe probadanou oblasti, s pomérné jasnym vyhledem do budoucna. Pfevlada snaha
odvodit odrady produkujici nové kanabinoidy, jenz mohou byt uplatnény v klinické medicing.
Oblasti zajmu vyzkumnik je také vnaseni genti produkujicich kanabinoidy do jinych plodin,

napiiklad do kotfent tabaku (Sirikantaramas et al., 2007).
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Druha v soucasnosti popularni oblast zkoumani je vyuzitelnost konopi pro fytoremediace.
Konopi je v pfirozeném stavu schopné snaset relativné vysoké koncentrace tézkych kovti, ale
podobné jako ostatni rostliny s potencidlnim vyuzitim pro fytoremediace, konopi akumuluje
tézké kovy prevazné v kofenech, odkud se obtizné ziskavaji. Popsanim konkrétnich
transportnich systému a jejich modifikaci by tento problém mohl byt odstranén. Vhodnou
genetickou modifikaci, omezujici toxicitu té¢zkych kovl, by téZ mohlo byt rostliné umoznéno

vyrovnat se stresovou zatézi vzniklou jejich ptisobenim (Kotrba et al., 2009).

4. Zavér

Konopi seté je jednou z mala kulturnich rostlin, které¢ neslouzi jako pfimy zdroj potravin a
jsou celosvétove rozsifeny a intenzivné vyuzivany jiz tisice let. Tradi€ni zpisoby jeho vyuziti
maji své stalé misto v moderni spolecnosti tfetiho tisicileti. I do budoucna se pocita s produkci
konopného vlakna a dalSich primarnich produktt, byt spiSe pro vyvoj lehkych a odolnych
materidlii nez pro vyrobu lan a textilu. Kromé primyslu se o diive spiSe opomijené technické
konopi za¢ina zajimat 1 v€da. Jiz publikované ¢lanky a studie poskytuji kvalitni zéklad pro

ptipravu dalSich experimti.

Jednotlivé odriidy konopi jsou podrobné mapovany a zjiSt€éna genetickd piibuznost je

vyuzivana k detailnimu taxonomickému fazeni.

Jsou ustanoveny prvni protokoly vyuzivajici fizenou organogenezi k masové produkcei klonti a
je zkoumdno chovani jednotlivych explantatd v riznych kultiva¢nich podminkéch. Jiz také

probéhla prvni uspésna geneticka transformace konopi.

V této praci jsou shrnuty poznatky o soufasném vyuziti biotechnologickych metod pfi
péstovani (pfevazn€) technického konopi. S jejich znalosti by mélo byt mozné vytvorit
fungujici in vitro kultivacni proces cileny na transformaci A. tumefaciens. Nicméné pro
optimalizovanou produkci transgennich rostlin konopi a jejich uspésné zavedeni v praxi je

tieba vice detailnich informaci. A ty lze ziskat jedin€ dal$imi experimentalnimi studiemi.
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Piiloha 1 Znazornéni biosyntézy kanabinoidli v Cannabis sativa. Kanabinoidové kyseliny jsou pfimo syntetizovany, z nich

jsou dekarboxylaci odvozeny kanabinoidy, které pozdé¢ji degraduji. Pievzato z Raharjo et al., 2004.
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