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1 UvoD
In vitro regeneracni protokoly konopi setého

In vitro systémy u konopi (Cannabis sativa L., rodina Cannabaceae) jsou pifedev§im zaméfeny na vyuziti kalu-
sovych nebo bunéénych suspenzi (Cveckova a kol., 2015), nebo na regeneracni systémy vhodné pro Slechtitelské
programy. Byly publikovany protokoly, které lze vyuzit pro mikropropagaci konopi. Tabulka dopliikova 6.
uvadi prehled pouzitych typlti médii a explantatii pro mikropropagaci (multiplikaci). Ve vyvoji systémi regene-
race konopi Ize zaznamenat experimenty se znamymi regulatory rdstu (auxiny a cytokininy), ale v soucasnosti se
setkdvame s experimenty, kde se vyuzivaji nové typy cytokinint jako je naptiklad meta-topolin (Lata a kol. 2016,
Grulichova a kol. 2017), nebo se vyuzivaji nové derivaty cytokininli nebo dalsi regulatory rustu (Smykalova
a kol, 2019). Nicmén¢ in vitro kultivace konopi neni z pohledu biotechnologické (komercni) produkce u této
plodiny dofeSena. Zakofenovani prytd in vitro z riznych systémi lze dobie dosahnout aplikaci IBA u konopi,
Casto bez ohledu na slozeni pfedchoziho induk¢niho nebo mikropropaga¢niho média. Vyznam hraje pridavek
aktivniho uhli do médii, které omezuje senescenci explantatti a zlepSuji zakoteniovani. Ale vyznamné heterogenni
pristup je k aplikacim ristovych regulator véetné typu vychoziho explantatu v pribéhu indukce multiplikace.
Je ziejmé, Ze je tieba optimalizovat n€kolik faktort, aby se vytvofil robustni systém regenerace / mikropropagace
konopi, v€etné€ vybéru kultivaru, typu explantatu a regulatort riistu. Pro rozvoj t€innéjsich protokol mikropro-
pagace technického konopi bylo vyuzito znalosti a zkuSenosti s morfogenni reakci vychoziho explantatu na tes-
tovany typ médii, aplikaci nového derivatu cytokinind a antiauxinu, a rovnéz analyzy ex vitro regenerace a dopés-
tovani rostlin do semen.

1.1 Cil metodiky

Cilem metodiky je zvefejnéni postupu pro in vitro mikropropagaci a ziskavani novych jedincti cestou aklimati-
zace zakofenénych pryti, pfevodu do nesterilnich podminek a dopéstovani rostlin véetné produkce osiva v kul-
tivacnich mistnostech s fizenymi podminkami ristu. Jednd se o komplexni biotechnologicky postup, ktery ma
potencial vyuziti pro dal$i odriidy a kultivary technického konopi. Tento postup nebyl aplikovan a neni ovéten
na lé¢ebném konopi.

1.2 Dedikace

Certifikovana metodika vznikla za finanéni podpory projektd &. TACR-TA04010331 Technologickéa agentura
CR (,,Charakterizace a selekce C. sativa pro potravinatské i nepotravinaiské vyuziti pomoci biotechnologickych
postupll a vysokokapacitnich metod*), 51834/2017-MZE-17253/6.2.8 a MZE-RO1018 (Ministerstvo zemedél-
stvi CR).

1.3 Novost postupii

In vitro mikropropagace u konopi setého je mozna pro fadu genotypd, ale tato metoda je spojena s nerovnomer-
nym vyvojem takto ziskanych jedinct. Novy pfistup je zalozen na zjisténi piic¢in neuspésné regenerace z primar-
nich explantatt (rekalcitrantnosti) in vitro u konopi, kde hormonalni nevyvazenost explantati mize byt jednim z
divoda. Je zde vyuzito aplikace novych rastovych regulatori v indukénich médiich pro vybrané primarni ex-
plantaty. Vyznam vybéru explantati vede k vytvotreni fungujiciho in vitro mikropropagacniho protokolu pro
technické konopi. Tento pfistup neni dosud v bézné praxi uplatiiovan.

1.4 Ekonomické aspekty

Jednim z ekonomickych piinost je moznost zrychleného vyvoje novych odrid, pfedevsim jejich urychlené tes-
tovani na rizné druhy faktort (fyzikalni, chemické), které simuluji stresové podminky. Takové testovani s vyu-
zitim popisovanych in vitro kultur mnohocetnych prytd nebylo dosud z ekonomického hlediska hodnoceno.
Nicméné koeficient mnozeni vytvati potencial pro rychly screening a selekci potencialné zajimavych somaklont.



2  PRACEIN VITRO, PRIPRAVA MATERIALU
2.1 Zasady prace s in vitro kulturami

Rostlinny material je zdrojem nejriznéjSich patogenti, in vitro kultury vyzaduji sterilni material, tzn. material bez
ptitomnosti bakterialni nebo houbové ¢i dokonce virové kontaminace. Pro ziskani takového sterilniho rostlinného
materialu je nutné dodrzovat zasady prace ve sterilnich podminkach, zejména pii manipulaci s rostlinnym mate-
ridlem. Prace probiha ve sterilnich kabinetech (flowboxy), kde je zarucen sterilni provoz. Ve flowboxech se po-
uzivaji sterilni nastroje (pinzety, skalpely, nizky nebo jehly), sterilni sklo a rovnéz tepelny zdroj (lihové nebo
plynové kahany) pro sterilizaci nastroji, poptipad¢ hrdel kultiva¢nich banék. Sklo a néstroje jsou sterilizovany
v horkovzdusné susarné (105 °C, 1 h); sklo, plast, média, perlit a substrat ¢i dalsi pomticky jsou sterilizovany
autoklavovanim (15 min., 121 °C, 120 kPa). Pro n€které¢ termolabilni slozky médii (rtstové regulatory, antibio-
tika) se sterilizace provadi piimo ve flowboxu filtraci sterilni injek¢ni stiikackou pfes jednorazové mikrofiltry
(0,22 um, Millipore, Carrigtwohill County Cork, Irsko). Pro povrchovou sterilizaci rostlinného materialu se po-
uzivaji detergenty v kombinaci se smacedly a sterilni destilovana voda k oplachu zbytkovych kapek detergentu.
Rovnéz pti manipulaci s velmi malymi objekty (prasniky, meristémy) je nutné pracovat ve flowboxu s binoku-
larnim mikroskopem, ktery je fadn¢ otfen lihem nebo jinym sterilizacnim prostfedkem. K ptipravé kultiva¢niho
média se pouzivaji chemikalie v Cistoté p.a. (produkty firem Duchefa, Sigma-Aldrich atd.). Pfi pfipravé kultivac-
niho média se pouziva destilovana nebo deionizovana voda. Agar nebo jina gelujici slozka se v destilované vode
rozvafi v mikrovinné troubé€. Pfipravena média lze kratkodob¢ uskladnit v chladnicce pfi teploté 4 °C do doby
jejich pouziti.

2.2 Material a pomiicky

e 0sivo

e  Erlenmayerovy baiky (100ml, 250ml)

e  pinzety, skalpel

e  Petriho misky (podlozni k manipulaci s klicnimi rostlinami a explantaty)
e sklenéné nebo plastové nadoby na ptipravu médii (zasobni roztoky)

e pHmetr

e  horkovzdus$nd suSarna a autoklav pro sterilizaci pomiicek a médii, substratii
e  binokularni mikroskop

e  plastové jednorazové kontejnery (10 < 10 x 9 cm)

e perlit

e  komercni substrat na dopéstovani rostlin (pH 6-7)

2.3 Vybér odridy

swwr

podminky, nadobové piesevy, genové zdroje apod.) a s vysokym podilem klic¢ivych semen. Kli¢ivost osiva ko-
nopi v in vitro podminkach pro vétSinu odrid je do 50 %. Pfedlozena metodika byla vypracovana na zvolené
odrad¢ USO-31 (1997, Glukhovskaja 10 x YUSO-1; Ukrajina). Jedna se o cizosprasnou jednodomou (samci
a samici kvéty na jedné rostlin€) odradu, kde sam¢i rostliny se vyskytuji ziidka. Je to ran€ dozravajici odrtida, se
sttednim az vy$$im vynosem suché hmoty, s dobrou odolnosti vii¢i plisni Sedé (Botrytis cinerea) a fusariéznimu
vadnuti, vhodna pro péstovani na vlakno i semeno (Honzik a kol. 2012). Z hlediska in vitro manipulace tato

odrtda je charakteristicka nizkou trovni kontaminaci (vné&jsi i vnitini) osiva, snadnou dostupnosti v sortimentu
nabizenych komer¢nich odrid a rovnéz vyssi in vitro klic¢ivosti osiva (45-50%).



2.4 Povrchova sterilizace osiva, naklicovani semen

Interni a certifikovana ISBN 978-80-87360-55-2 metodiky jsou pouzity pro povrchovou sterilizaci semen ko-

nopi:

e  vyzrala a nepoSkozena semena (110 semen / 1000 ml CO media) proplachnout 96% etanolem (2 min, tfe-
packa — 135 rpm);

e ve flowboxu slit semena pies sitko, oplachnout sterilni destilovanou H,O;

e sterilizovat v 10% roztoku chlornanu sodného (NaClO) s kapkou smacedla (detergent napt. JAR, 80%

roztok Tween-20) po dobu 30 min na tfepacce pii pokojové teplot¢;

e ve flowboxu slit semena, 4-5x proplachnout sterilni destilovanou H,O a osusit na sterilnim filtra¢nim
papire ve flowboxu.

Povrchove sterilizované osivo pinzetou umistit po 4 semenech do sterilnich 100ml Erlenmayerovy banky s CO
médiem (viz kapitola 2.5 Priprava médir). Vysterilizovana semena pouze pokladat na povrch média, nezatlacovat
je do média. Sterilni nakliCovani semen nechat probihat pfi teploté 19+2 °C nejprve ve tmé (4 dny) a poté 10 az
15 dni pfi 16h svételné periodé (40—70 umol.m 2.s 'PAR). Z kli¢nich rostlin odebrat primarni explantaty (kapi-
tola 3.1. Popis, vybér a kultivace primarnich explantatit).

2.5 Priprava médii

2.5.1 Slozeni kultivacniho média pro nakli¢eni semen

Tabulka 1. Slozeni kultivacniho média pro naklic¢eni semen konopi (zédkladni makroprvky odvozeny — modifikace Knop’s

médium, 1860).

makroprvky na 1000 ml zasobni priprava; odpipetovany objem
média (mg) roztok (g.I'")
KNO; 143 1,43 vSechny komponenty postupné navazit do kadinky
Ca(NO3), 572 5,72 a rozpustit v destilované vodé, do kone¢ného objemu
MgSO4 143 1,43 1000 ml; aplikace 100 ml zasobniho roztoku na
KH,PO4 132 1,32 1 000 ml kultiva¢niho média
KCl 71 0,71
roztok zeleza
Na,EDTA 36,70 7,45 rozpustit zvlast, smichat a zahtat az roztok zeZloutne;
FeSO4.7H,O 27,8 5,57 aplikace 5 ml zas. roztoku na 1 000 ml kultivaéniho
média
vitaminy
kyselina nikotinova 1 0,01 navazit a postupn¢ pfidavat do destilované vody,
pyridoxin HCI 1 0,01 celkovy objem 100 ml; aplikace 10 ml zés. roztoku na
thiamin HCI 1 0,01 1 000 ml kultiva¢niho média
ostatni slozky
sacharéza 20g pfimo navazit do kadinky, pfidani objemu roztok makro, zZeleza
a vitamint; do k&dinky dat magnetické michadélko a michat na
magnetické michacce do uplného rozpusténi
pH 5,8 zméfit a upravit pH (za stalého michani)
agar (Difco Bacto) 55¢g pfimo navazit, rozpustit ve vétsim objemu destilované vody a rozvafit




2.5.2 Slozeni kultivacniho média pro tvorbu mnohocetnych pryti

Tabulka 2. Slozeni kultiva¢niho indukéniho média 4 pro tvorbu mnohocetnych pryti (zakladni makroprvky a mikroprvky
Murashige a Skoog, 1962; B5 vitaminy Gamborg a kol., 1968).

makroprvky na 1000 ml média |zasobni roztok |pFiprava;
(mg) (g1 odpipetovany objem
CaCl, 332,02 6,64 komponenty postupné navazit do kadinky
KNO3 1900,00 38,00 a rozpustit v destilované vodé do koneéného
MgSO4 180,54 3,61 objemu 1 000 ml; aplikace 50 ml zas. roztoku na
KH,PO4 170,00 3,40 1 000 ml kultiva¢niho média
NH4NO; 1650,00 33,00
mikroprvky na 1000 ml média |zasobni roztok |pfiprava;
(mg) 1000 ml odpipetovany objem

roztok Zeleza
Na,EDTA 37,25 745¢g navazit a rozpustit zvIast, smichat a zahtat az
FeS0O4.7H,O 27,85 557¢g roztok zezloutne; aplikace 2,5 ml zas. roztoku na

1 000 ml kultiva¢niho média
roztok A
CoCl,.6H,0 0,025 2,5 mg navazit a postupné pridavat
CuS04.5H,0 0,025 2,5 mg do 100 ml destilované vody;
Na,Mo004.2H,0 0,25 25,0 mg aplikace 0,5 ml zas. roztoku na 1 000 ml
KI 0,83 83,0 mg kultiva¢niho média
roztok B
H3BO; 6,20 62,0 mg navazit a postupné pridavat
MnSO4.H,O 16,90 169,0 mg do 100 ml destilované vody,
ZnS04.7H,0 8,60 86,0 mg aplikace 5 ml zas. roztoku na 1 000 ml

kultivaéniho média
vitaminy na 1 000 ml média | zasobni roztok |pfiprava;

a rozvafit

(mg) mg.l"! odpipetovany objem
nikotinova kys. 1 10 navazit a postupné pridavat
pyridoxin HCI 1 10 do 100 ml destilované vody; aplikace 10 ml zas.
thiamin HCI 10 100 roztoku na 1 000 ml kultiva¢niho média
ostatni slozky
myo-inozitol 100 mg navazit a rozpustit zvlast' asi v 5 ml destilované vody; pfidat
k ostatnim slozkdm media do kadinky
adenin hemisulphate (AS) 40 mg navazit a rozpustit zvlast' asi v 5 ml destilované vody; pfidat
k ostatnim slozkdm media do kadinky
sacharoza 30g pfimo navazit do kadinky, pfidat objemy roztokti makro, Zeleza
a vitamint; do kadinky dat magnetické michadélko a michat na
magnetické michacce do uplného rozpusténi
aktivni uhli (AC) 05¢g pfimo navazit do kadinky
pH 5,8-6,0 zm¢éfit a upravit pH (za stadlého michani)
agar (Difco Bacto) 55¢g pfimo navazit, rozpustit ve vétsim objemu destilované vody

autoklavovat a dalsi slozky ptidat do média ve flowboxu sterilizaci pfes mikrofiltry

rustové regulatory

na 1 000 ml média

zasobni roztok

priprava; odpipetovany objem

(mg)
BAPI9THP (T) 0,31 3,09 mg navazit a rozpustit zvlast’ v kapce DMSO
a doplnit na 50 ml destilované vody; aplikace
5 ml zas. roztoku na 1 000 ml kultivaéniho média
PEO-IAA (P) 0,29 2,93 mg navazit a rozpustit zvlast' v kapce DMSO

a doplnit na 50 ml destilované vody; aplikace
5 ml z4s. roztoku na 1 000 ml kultivaéniho média




2.5.3 Slozeni kultiva¢cniho média pro zakorenovani

Tabulka 3. SloZeni kultivacniho zakofenovaciho média pro pryty — %2 MS médium (Murashige and Skoog, 1962) — makro-
prvky a mikroprvky, vitaminy dle Tabulky 1.

ostatni sloZky na 1 000 ml média

myo-inozitol 100,0 mg navazit a rozpustit zvlast’ asi v S5ml destilované vody; pridat
k ostatnim slozkdm media do kadinky
sachar6za 10,0 g pfimo navazit do kadinky, pfidat objemy roztokti makro, Zeleza

a vitamint; do kadinky dat magnetické michadélko a michat na
magnetické michacce do uplného rozpusténi

aktivni uhli (AC) 05¢g pfimo navazit do kadinky

rustové regulatory

NAA (N) 3,0 mg navazit a rozpustit zvlast’ asi v S5ml destilované vody; pridat
k ostatnim slozkdm media do kadinky

IBA (D) 3,0 mg navazit a rozpustit zvlast’ asi v S5ml destilované vody; pridat
k ostatnim slozkdm media do kadinky

pH 5,8-6,0 zm¢éfit a upravit pH (za stalého michani)

agar (Difco Bacto) 55¢g pfimo navazit, rozpustit ve vétSsim objemu destilované vody

a rozvarit

Vysvétlivky: BAP 6-benzylaminopurin; KIN 6-furfurylaminopurin, kinetin; NAA 1-naftalen-octova kyselina; IBA in-
dolylméaselna kyselina; BAP9THP 6-benzylamino-9-(tetrahydroxypyranyl)purin; PEO-IAA o-(2-0xo0-2-phenylethyl)-
1H-indole-3-octova Kkyselina; AC aktivni uhli; AS adenin hemisulfat.

3  INVITRO CAST
3.1 Popis, vybér a kultivace vychozich explantatu

Pro mikropropagaci (mikroklonovani nebo rozmnozovani in vitro obecn¢) se musi vybrat takovy vychozi explan-
tat, u kterého nedojde k tvorbé kalusu, a mikropropagacni cyklus pfedstavuje maximalné 3—6x pasaz (ptrenos
explantatl na Cerstvé médium).

Vybér vychoziho explantatu vyznamné ovliviiuje schopnost regenerace u konopi. Divodem pro vybér vychoziho
explantatu je vyznamny rozdil v obsahu endogennich cytokinini, které jsou jednim z piedpokladii tspésné rege-
nerace in vitro. Nerovnomérny vyvoj kli¢nich rostlin je zdrojem riizn€¢ dlouhych segmenti epikotylt, hypokotyli,
které nelze vyuzit pro explantaci (Obrazek 1A). Optimalni vzhled kli¢ni rostliny pro vytvotreni vychozi populace
meriklonil s pfiméfené vyrovnanym vyvojem je na Obrazku 1B. Z kli¢nich rostlin Ize ziskat n¢kolik typt vy-
chozich explantati (Obrazek 1C). Vzrostny vrchol je zakladem kultury mnohonasobnych prytt, kdy dochazi
k vétveni a zmnozeni axilarnich vétvi. Nod je zadkladem nodalnich kultur, prodlouzeny pryt s tvorbou nékolika
pater s nody. Apikalni meristém (2—5 mm) je nutné izolovat pod binokuldrnim mikroskopem. Jedna se o izolaci
meristému se zalozenymi listovymi primordii. Meristémové kultury jsou geneticky stabilni.

Vychozi explantaty kultivovat na pevnych médiich, napt. makro- a mikroprvky (Murashige and Skoog, 1962) a
B5 vitaminy (Gamborg et al. 1968). Ptipravit zdsobnich roztoky a aplikovat odebrand mnozstvi dle Tabulky 2.
Vychozi explantaty umistit po 4-5 explantatech do 100ml Erlenmayerovych banék. Umistit explantaty ve verti-
kalni nebo horizontalni poloze v zavislosti na typu explantatu. U hypokotyll testovat poskozeni pokozkovych
pletiv (Obrazek 1C) a umistit v horizontalni poloze, ale nebyl zjistén vyznamny vliv na regeneraci. Epidermalni
(pokozkové) buiikky odumfou a nepodili se na regeneraci. Regeneracni funkci pfevezme parenchymaticka vrstva
bun¢k obsahujici vodivé svazky (lyko a dfevo). Dievnata ¢ast stonku (dfen) je viditelna na priifezu explantatu po
dlouhodobgjsi pasazi a tvoii uprostied stonku dutinu.



Obrazek 1. Kli¢ni rostliny Cannabis sativa ssp. sativa L. a moznost vybéru vhodného primarniho explantatu pro indukci
pryti a k zalozeni kultury mnohonasobnych pryti. A — nerovnomérny vyvoj kli¢nich rostlin; B — optimalni vzhled kli¢ni
rostliny k explantaci; C — primarni explantaty — vrcholova ¢ast zahrnuje vzrostny vrchol s mnohocetnymi meristematickymi
zaklady (VV), nodalni segment s axilarnimi meristémy (N), tfi tydny kultivovany segment hypokotylu (H) a vyizolovany
apikalni meristém ze vzrostného vrcholu (M). Kultivaci explantatti nechat probihat pii 18/6h svételné periodé, teploté
19+1 °C v kultivaéni mistnosti (56 pmol m2s™1).

3.2 Explantaty bez meristému

Regenerace ze segmentli hypokotylu na multiplikacnim médiu s cytokininy vede k pouze ke kalogenezi (tvorba
kalusu) z podpokozkovych pletiv s indukei v misté bazalni casti segmentu (Obrazek 2). Aplikace cytokinini
(BAP, KIN) nevedou k indukci regeneraéniho procesu, tj. hormonalni absence vyuzitelnych forem cytokinind.
Tyto kalusy nejsou vhodné pro indukci organogennich struktur ani v piipad¢ aplikace novych derivatl cytokininti
jako jsou nejCastéji vyuzivany meta-topolin (mT) a dale 6-benzylamino-9-(tetrahydroxypyranyl)purin
(BAP9THP) nebo regulator metabolismu cytokinint inhibitor cytokinin oxidazy/dehydrogenazy 2-chloro-6-(3-
-methoxyfenyl)aminopurin (INCYDE) (Smykalova a kol. 2019).



Obrazek 2. Kultura konopi odvozena ze segmentl hypokotylu. A — polarni kalogeneze — kalus se tvofi na bazalnim konci
segmentu; B - vitalni dlouhodobé udrzovany kalus se 14 dennim subkultivacnim intervalem po izolaci z primarniho
explantatu.

Vychozi primarni explantaty musi obsahovat meristematické zaklady (aktivné se délici bunky) — vysledek ana-
lyzy endogennich cytokininti (Smykalova a kol., 2019). Zdrojové explantaty musi obsahovat bud’ apikalni me-
ristém, vrcholovou nebo nodalni ¢ast kli¢nich rostlin ¢astecné s diferenciovanymi pletivy epikotylu a prvnich
pravych listd. Nelze pouzit segmenty hypokotylli bez meristematickych zakladu, u nichz nelze dosahnout rege-
nerace.

3.3 Explantaty s meristémy

Rychlost odriistani prytd z pupenti z primarniho explantatu (prodluzovaci rist) a reakce v meristematické zoné
(multiplikace) jsou hlavni parametry hodnoceni. Lze porovnat reakci odristani pryt v kulturach nodalnich seg-
mentl nebo vzrostnych vrcholl na mediich s cytokininy. Regenerace na multiplika¢nim médiu je rozdilna vlivem
primarniho explantatu i s pfitomnymi meristémy (Obrazek 3).

Obrazek 3. Vliv vychoziho explantitu na regeneraci po tiech tydnech kultivace na médiu pro multiplikaci pryta. A -
regenerace ze vzrostného vrcholu s apikalnim meristémem (VV); B — regenerace z nodu s axilarnimi meristémy (N).

3.4 Aplikace nového derivatu cytokininti, BAP9THP a ANTIAUXINU, PEO-IAA

Transport ristovych regulatort v celistvé rostlin€ probihd dle znamych pravidel: auxiny bazipetalné a parenchy-
matickymi bunikami; cytokininy xylémem (rychly transpiracni proud).

Ristové regulatory ovliviiji rist dle znamych pravidel: auxiny zptsobuji dlouzivy rist bunék, podporuji déleni
bunék a navozuji apikalni dominanci (inhibice odristani pupeni) a ve vysSich koncentracich plsobi toxicky;
cytokininy stimuluji bunécné déleni a regeneracni procesy in vitro, zpomaluji starnuti, rusi apikalni dominanci.



Aplikaci syntetickych derivatii cytokinint a dalSich latek, které ovliviiuji metabolismus endogennich cytokinini
lze regulovat organogenni regeneraci z primarnich explantatti. V piipad¢ konopi 1ze pozitivné plisobit na kvalitu
regeneraCniho procesu, a omezit tvorbu bazalniho kalusu. Jsou to tyto syntetické ristové regulatory:

_ 6-benzylamino-9-(tetrahydroxypyranyl)purin
N N (BAP9THP)

Utinkem BAP9THP v zékladnim MSB médiu dojde ke zmnoZeni prytii z preexistujicich meristematickych zé-
kladt (multiplikace).

a-(2-oxo-2-phenylethyl)-1H-indole-3-octova kyselina
(PEO-IAA)

N
\
H

Utinkem PEO-IAA v zakladnim MSB médiu dojde ke snizeni uéinku auxind (potladeni apikalni dominance
jednoho z prytd u N, v pfipadé multiplikace vyrovnani vyvoje mnohocetnych prytti) a k podpoie funkce endo-
gennich cytokinind.

A

Obrazek 4. Potlaceni apikalni dominance aplikaci PEO-IAA, ktera je soucasti multiplikaéniho média (Tabulka 2.). Vzhled
po 4 tydnech od izolace primarnich explantatii. A — zkracovani internodii na odristajicim apikalnim prytu (VV) — vyssi
vytéznost nodd pro multiplikaci; B — stejnomérné odruistani pryti z obou axilarnich meristémi (N); C — vyrovnany vyvoj
zmnozenych prytl z jednoho explantatu.

Aplikace novych derivati cytokinini vede k optimalnimu vzhledu explantatii: omezeni senescence, nekréz —
produkce fenolickych latek, tvorby bazalnich kalust, rovnomérného vyvoje prytli, omezeni vitrifikace. Opakovat

10



pasaz (2-3x) na indukcénim médiu pro dosazeni kvalitativné vyrovnanych pryti ve zkraceném intervalu 14-21
dnt, v zavislosti na rychlosti ristu explantatti. Pfi pasazi pouzit nodalni segmenty z vytvotenych in vitro prytu.

3.5 Zalozeni MSC (Multi Shoots Culture)

Pro zalozeni MSC kultivaci vychozich explantati nechat probihat na pevnych MSB mediich, makro- a mikro-
prvky (Murashige and Skoog, 1962) a B5 vitaminy (Gamborg et al. 1968) s ptidavky: 1,650 g.1"' NH4NO3;
0,1 mg.I"" myoinositol; 30 g.I"! sachar6za (Tabulka 2.). Porovnat média pro vybér vhodné kombinace: indukcni
médium 1 s BAPOTHP, indukcni médium 2 s BAP9THP a adenin-hemisulfatem (40 mg.I"! AS misto NH4NOs);
indukcni médium 3 s BAP9THP a PEO-IAA (a~(phenylethyl-2-one)-indole-3-acetic acid). K porovnani charak-
teru regenerace a optimalizace MSC pouzit 3 typy explantatl: nod s axilarnimi meristémy (N), vzrostny vrchol
(VV) a vyizolovany apikalni meristém (M). Explantaty 3—4x pasazovat po tfech tydnech kultivace na Cerstva
indukéni média. Regeneraci a indukci MSC dokumentovat popisem morfologickych vlastnosti kultur a dale sle-
dovat troven multiplikace pryti na explantat. Vysledky pro odriidu USO-31 jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4. Hodnoceni poctu pryt na explantat, ziskanych opakovanou kultivaci 3 typt explantatti na 3 typech induk¢nich

médiich.
typ nod vzrostny vrchol meristém
indukéni médium 1 2.4+0.5 3.2+0.4 2.0+0.7
indukéni médium 2 1.4+0.9 2.6+0.9 3.9£1.8
indukéni médium 3 4.4+0.2 2.840.4 9.4+3.7

Lze pozorovat rychlou viditelnou interakci napf. meristémi na pouzité indukéni médium — morfologie explantati
(po 7 dnech kultivace). Pro odriidu USO-31 jsou nejpravdépodobnéjsi morfologické popisy nasledujici. Nody
(N) na indukcnim médiu 1 (BAP9THP) vytvari vétsinou 2 nerovnomerné vyvinute pryty se zkracenymi internodii,
dochazi k tvorbé bazalniho kalusu. Charakter kalusu je odlisny od rozvolnéného kalusu vznikajiciho u hypo-
kotyld (Obrazek 2B). Nody na indukcénim médiu 2 (BAP9THP + AS) vytvaii vétsSinou jeden pryt, tzn. inhibice
multiplikace. Nody na indukcnim médiu 3 (BAP9THP + PEO-IAA) vytvaii rovnomérné vyvinuté kratké mnoho-
Cetné pryty (multiplikace). Vzrostné vrcholy (VV) na indukcnim médiu 1 vytvari vétSinou 3 prodlouzené pryty
(multiplikace), nékdy s dominanci jednoho z prytt, dochazi k tvorbé bazalniho kalusu. VV na indukcnim médiu
2 vytvari 3 pryty (multiplikace) s dominanci jednoho z pryti a nedochazi ke zkracovani internodii, dochazi
k tvorbé bazalnich kompaktnich kalust, VV na indukcnim médiu 3 vytvati 3 pryty s dominanci jednoho z prytu,
dochazi k tvorbé bazalniho kalusu a ke zkracovani internodii. Meristémy (M) na indukcnim médiu 1 vytvaii
2 pupeny nebo pryty (nedochazi k multiplikaci), M na indukcnim médiu 2 vytvari 4 pupeny az zakrslé pryty
vétsSinou s dominanci jednoho z pryti (multiplikace), dochazi k tvorbé bazalniho kalusu, M na indukcnim médiu
3 vytvaii vyraznou multiplikaci kvalitnich pryti (Obrazek 5).

A B

Obrazek 5. Vzhled kultivovanych meristému na indukénich médiich s BAP9THP (6 tydnt). A — indukcni médium 1; B —
indukcni médium 2; C — indukcni médium 3.
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Graf 1. Porovnani vlivu typu explantatu na utvafeni potencidlu pro zalozeni MSC. Sledovani poétu pupent, prytd
a vytvorenych nodii po 4 tydnech kultivace vychozich explantatt (VV a N) na indukcénim médiu 2.

Vychozi pocet pii prvni explantaci I (14 — 18 dnti na naklicovacim CO médiu) a pfi druhé explantaci II (30 az
37 dnti na naklicovacim CO médiu) byl 23 a 28 explantatl. Potencial produkce nodti a prytt a stagnace explantace
ve formé pupenti na médiu 2 (Graf 1) ukazuje na vyznamny rozdil ve prospéch VV. Pro zalozeni MSC je dillezité
zvolit pouze VV. U vychozich explantatti VV na obou indukcnich médiich 1, 2 1ze dlouhodobou kultivaci vytvorit
dostatecné mnozstvi pryti nebo donort nodt pro multiplikaci (Obrazek 6).

Obriazek 6. Vzhled kultury po opakované kultivaci vychozich exlantati (VV) na médiich s BAPOTHP. A — indukcni
meédium 1; B — indukcni médium 2.

Adenin hemisulfat (AS) je regulacni molekula sou¢ast DNA a RNA a AS je pouzit jako zdroj pro podporu
iniciace novych meristematickych zékladd. Udrzovat kultury mnohonasobnych prytd (MSC) na indukcénim médiu
3 (BAP9THP + PEO-TAA), platné pro odridu USO-31, kde ale dochazi k vyznamné vitrifikaci (Obrazek 7).
Vitrifikované pryty jsou kiehké a nevhodné na zakotenovaci proces. Proto poslednim komponentem v indukénim
multiplikacnim médiu je aktivni uhli (AC). Aktivni uhli (AC) plsobi jako adhezivum na fenolicke latky, které
se uvolnuji pfi explantaci (zejména M a VV). Na plnohodnotném indukcnim médiu 4 s AC, AS, BAP6THP a
PEO-IAA (Tabulka 2) nedochazi k vitrifikaci a l1ze tak ziskat kvalitativné optimalni pryty pro zakotfenéni (viz
kapitola 3.6. Indukce korenii a aklimatizace). Dlouhodobou kultivaci MSC dochazi ke snizovani regenerace,
12



odumirani explantatl predevsim jako disledek hromadéni metaboliti v disledku opakované exogenni aplikace,
nebo dochazi ke genetickym zménam (somaklonalni variabilita).

Obrazek 7. MSC kultura mnohonéasobnych prytti — indukce multiplikace (zmnoZeni) pryt z preexistujicich meristéma na
multiplikaénim médiu. A — vitrifikace zpisobend indukcnim médiem bez aktivniho uhli; B — pryty bez vitrifikace na
indukcnim médiu s aktivnim uhlim.

Opakovanou pasazi MSC kultur odvozenych z kli¢nich rostlin odridy USO-31 se mtize dosahnout multiplikac-
niho koeficientu az 11,7+4,53 (produkce za 2 mésice). Charakter kultur je genotypove zavisly.

3.6 Indukce korenu a aklimatizace

Zakotenovani — indukce kofentl a rozvoj kofenové soustavy je genotypove zavisly proces. Pfedchazet pretrvava-
jicimu vlivu dlouhodobé aplikovanych regulatorii ristu v MSC lze opakovanou kultivaci kultur na 1/2 MS médiu
(2-3 pasaze). Rustove regulatory (komponenty indukénich médii) vyznamné ovliviiuji pozdéjsi morfologii rostlin
(viceprytovy habitus bez dominantniho prytu, viz kapitola 4. Dopéstovani rostlin). Ziskané kvalitni pryty, bez
vitrifikace odfezat a pfevést na zakoteniovaci média: MS s aktivnim uhlim (zakoreriovaci médium 1) nebo 1/2MS
s aktivnim uhlim, NAA a IBA (zakoreniovaci médium 2, slozeni Tabulka 3). Pfi zakofenovani rostlin je 1épe
vychazet z kratkodobych MSC kultur nez dlouhodobych MSC kultur: u VV 18% pokles na 12 % zakotenénych
rostlin a u N (25% pokles na 7 % zakotfenénych rostlin. V Tabulce 5. je zhodnoceno zakofeniovani vzhledem
k typu pasaze. Zjisténa nizka Groven zakotenovani prytt (do 15 %) ziskanych z dlouhodobé MSC neni dostacujici
pro komer¢ni vyuziti.

Tabulka 5. Hodnoceni zakofenovani z MSC. Procento zakofenénych rostlin z celkového poctu vychozich MSC prytt (pru-
mérné 50) v zavislosti na typu médii.

typ média — pasaz indukéni médium
zakofenovaci médium médium 3 médium 3 — médium 4
médium 1 — médium 2 20% -
médium 2 23% 27%
dlouhodoba MSC: médium 1 — médium 2 8% 13%
dlouhodoba MSC: médium 2 0% 15%

Jednotlivé rostliny s dobfe vytvorenou kofenovou soustavou na zakoreriovacim médiu 2 prevést do perlitu se
zalivkou 2 MS média tak, aby rostliny nebyly pfemokiené (Obrazek 8). Zakorenit i viceprytové rozvétvené
rostliny, u nichz doslo k indukci spolecného kotene. Dobfe zakotfenéné rostlin ptimo prevést do sterilniho sub-
stratu v kontejnerech (viz kapitola 4.1. Aklimatizace ex vitro). Doporucuje se tento druhy postup.
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Obriazek 8. Indukce kofenll a rozvoj kofenové soustavy — individualni pro kazdého jedince. A — zakofenovani kvalitnich

pryti na zakorenovacim médiu 2 (Tabulka 4); B — pfevod zakofenénych, nékdy castecné rozvétvenych pryti do perlitu.

4  DOPESTOVANIROSTLIN
4.1 Aklimatizace ex vitro

Vitalni zakofenéné rostliny jsou prevadény z perlitu nebo pfimo ze zakofenovaciho média v Erlenmayerovych
bankach (250ml) do sterilniho substratu (pf. smés raseliny 60 %, humusu 5 %, pisku a jilu, pH 6—7) v plastovych
kontejnerech (10 x 10 x 9 cm), vzdy po jedné rostlin€. Morfologie regenerovanych jedinct (rostlina s vice vét-
vemi nebo s jednim prytem cCasto s jiz nasazenym kvétenstvim) pretrvava po celou dobu Zivota rostlin (Obrazek
9). Je nutné rostliny nejprve prikryt na 10—14 dnt prihlednym krytem s praduchy, kde by se udrzela po dobu
aklimatizace vyssi vlhkost vzduchu. V této fazi dochazi k pfizptisobeni stavby pokozky rostlin a zejména ptizpi-
sobeni na snizenou vlhkost okolniho prostiedi (hospodateni s vodou), na ex vitro podminky. Dopéstovani rostlin,
vcetné produkce osiva (viz kapitola 4.2. Tvorba osiva), se doporucuje nechat probihat v ristovych komorach
nebo v mistnostech s regulovatelnymi svételnymi a tepelnymi podminkami (Obrazek 10).

Obriazek 9. Rozdilna morfologie prevedenych rostlin — malé kontejnery. A — trsovity vzhled a nizky vzrist; B — dlouhé
rostliny se vzpfimenym dominantnim stonkem.
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Obrazek 10. Rozdilna morfologie ptevedenych rostlin — velké nadoby. A — trsovity vzhled a nizky vzrist; B — dlouhé
rostliny se vzpfimenym dominantnim stonkem; C — okamzita kli¢ivost semen z vydrolu.

4.2 Tvorba osiva

Produkce osiv u rostlin, ziskanych in vitro mikropropagaci a prevedenych do ex vitro podminek probiha stejné
jako u rostlin z pfesevu. Specifika pifi dopéstovavani rostlin z in vitro konopi jsou pfedevsim dand genotypem.
U cizosprasnych jednodomych odrid, jako je odrida USO-31, lze ocekavat produkci rostlin s obojim typem
kvétt — samcich a samicich na jedné rostliné. Obecné vysoka diverzita (nevyrovnanost), charakteristickd pro
konopi, se tyka i pfevazujiciho typu rostlin vzhledem k zastoupeni sam¢ich a samicich rostlin (Obrazek 11).

Obriazek 11. Nasazeni na kvét — typy kvétl. A — samici kvétenstvi; B — samci kvétenstvi; C — sam¢i kvéty a nasazeni ploda
(jednodomost); D — ptevazujici samici rostlina; E — pfevazujici sam¢i rostlina.
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U souboru pfevedenych rostlin genotypu USO-31 1ze ocekavat vétsinu (70 %) rostlin se samic¢imi kvéty (produk-
tivni rostliny, obrazek 11A,D). Samci kvéty jsou zastoupeny v mensi mife (30 %) nebo ojedinéle, tj. rostliny
s prevazujicimi sam¢imi kvéty (obrazek 11E). U rostlin se sami¢imi kvéty dopéstovat do semen (Obrazek 12)
s riznym stupném vyzralosti (postupné dozravani). Zralé osivo se postupné uvoliluje a vykazuje okamzitou kli-

Obrazek 12. Produkce  osiva  zrostlin,
dopéstovanych v péstebné komote. Postupné
dozravéani ovlivituje i konec¢nou zralost (kvalitu)
osiva.
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Schéma biotechnologické produkce konopi odriidy USO-31

sterilni kli¢enec

C0 médium

10-14 dnt

vychozi explantat: vzrostny vrchol, meristém MSB 0,3 mg/l BAP9THP + 0,3 mg/l PEO-IAA

4

indukce multiplikace pryta

3 tydny

MSB 0,3 mg/l BAP9THP + 0,3 mg/L PEO-

vychozi explantat: vzrostny vrchol, nod IAA + 0.5 g/l AC + 40 mg/l AS

U

multiplikace a produkce prytu pro zakofenovani

2 x 3 tydny

vychozi explantat: PRYT 1/2MS 3 mg/l NAA + 3 mg/l IBA + 0,5 g/l AC

2 x 2 tydny

vychozi explantat: PRYT MS 0,5 g/l AC

!

zakofenovani jednotlivych prytd

U

AKLIMATIZACE zakotfenénych pryti v péstebném substratu

14-21 dnti

3-4 mésice Dopéstovani a produkce osiva v péstebné komote

Celkem: 9—-10 mésicu
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Tabulka 6 (doplitkova). Mikropropagacni systémy — piehled publikovanych protokolt.

genotyp/odriida | typ indukéni médium regenerace zaKkorefiovaci |tspéSnost |zdroj
explantatu médium
C. sativa L. pupeny MS médium pryty —nodalni | MS médium 70% Mandolino a
z donorovych|2 g/l AC segmenty 100 umol/l IBA Ranalli, 1999
rostlin (1 m) |0,45 mg/l BAP + 20
ug/l IBA
C. sativa L. 0,5cm B5 médium 70% rust B5 médium stimulace |Mandolino a
stonkové 2 g/l AC nevyrovnany |20 mg/l IBA Ranalli, 1999
segmenty 0,45 mg/l BAP + 20 vyvoj pryti,
s axilarnimi | pg/l IBA dlouhodobé
pupeny Zloutnuti,
odumirani
C. sativa L. list MS médium kalus - - Mandolino a
hypokotyl 3-10 mg/1 2,4-D + pryty, kalus Ranalli, 1999
0,01-0,1 mg/l BAP
C. sativa L. fapik MS médium regenerace MS médium 70% Slusarkiewicz-
Silesia, 2-3 mg/l DICAMBA  |pryti z kalusu | Img/l Jarzina a kol.
Novosadska, (1,4-2,5%) NAA+1mg/l 2005
Fedrina-74 IAA
C. sativa L. vzrostny MS médium prorustani 1/2MS, MS 75-85% | Wang a kol.
Changtu - Cina | vrchol 0,2 mg/1 TDZ + 0,1 axilarnich média 2009
mg/l NAA pupent (2-3 0.1 mg/1 IBA +
pupeny/expl)  [0.05 mg/l NAA
C. sativa L. nodalni MS médium regenerace 1/2MS, MS 95%* Lata a kol.
lékatské konopi |segmenty 0,5 pmol/1 TDZ + 2 prytt média 2009, 2016
s axildrnimi | pumol/l m-TOP 0,5g/1
pupeny AC+3umol/l
matecnych IBA
rostlin (1 rok
staré)
C. sativa L. délozni listy, | B5 médium indukce a vyvoj | modif. BS 100% Farag, 2014
1ékaiské listy 0,5 mg/l NAA + 5 mg/l | somatickych médium
Bedrocan BAP + 40 mg/l AS embryi z kalusu | 1,5mg/l IAA
0,5 mg/l GA3
0,25 mg/l KIN + 3 mg/l
GA3
C. sativa L. délohy, MS médium regenerace MS médium 70% Movahedi
iranské epikotyl 2 mg/l BAP + 0,5 mg/l |prytd 0,1 mg/l IBA a kol. 2015
IBA 0,5 mg/l NAA
C. sativa L. vzrostny MS médium nejvyrovnanéjsi | MS médium neni Grulichové a
Bialobrzeskie, |vrchol (2cm) |0,5 mg/l m-TOP vyvoj pryti 0,5 mg/l m- uvedeno | kol. 2017
Monoica 1 g/l AC TOP+1 g/l AC

Mandolino a Ranali, 1999: NAA formace kalusu, kombinace KIN a IBA nelze zakofenovat pryty; *nizky vychozi
pocet prytt (do 10 explantatit)
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5 ZAVER
5.1 Popis uplatnéni metodiky

Tato metodika byla vytvorena za icelem jejiho vyuziti pro dalsi biotechnologické postupy, vCetné agrobakterialni
transformace konopi. Pfedstavuje zakladni postup pro regeneraci novych jedinci, umoziiuje namnozeni jedinec-
ného materialu, vcetné hybridd. Pro tyto postupy bude metodika dale vyuzita. Metodika stanovila specifické
pozadavky konopi na Gsp€Snou regeneraci s vyuzitim novych regulatort ristu, dosud neaplikovanych u konopi.
Timto metodickym postupem je dan i obecny navod, jak postupovat pii zakladani in vitro kultur a zohlednovat
vybér vychozich explantati.
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