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Anotace

Konoṕı je výjimečná rostlina, které se v posledńı době dostává velké pozornosti,

a to předevš́ım d́ıky jej́ımu neobyčejnému potenciálu v potravinářstv́ı, stavebnictv́ı

a v daľśıch zp̊usobech zpracováńı, ale také d́ıky využit́ı v mnoha oblastech medićıny.

Pro identifikaci a hledáńı souvislost́ı mezi genotypy této rostliny slouž́ı polymerázová

řetězová reakce za použit́ı r̊uzných SSR marker̊u a následná gelová elektroforéza.

V teoretické části je zpracována rešerše o konoṕı, jeho botanické charakteristice,

složeńı, děleńı a využit́ı. Dále je zde popsána metoda polymerázové řetězové reakce

a gelové elektroforézy. Praktická část se zabývá samotnou izolaćı DNA ze vzork̊u,

tvorbou mastermixu, následnou PCR reakćı a gelovou elektroforézou včetně vyhod-

noceńı výsledk̊u.

Kĺıčová slova: konoṕı, technické konoṕı, zemědělstv́ı, genetika, PCR, polymerázová

řetězová reakce, gelová elektroforéza, SSR marker, dendrogram

Abstract

Cannabis L. is an exceptional plant that has been the centre of attention lately,

especially thanks to its extraordinary potential as a material suitable for food, con-

struction and many other methods of processing, but also thanks to its substances

useful in many fields of medicine. For identification and searching connections be-

tween genotypes of this plant is used polymerase chain reaction using various SSR

markers and gel electrophoresis. In the theoretical part the research about Can-

nabis L., its botanical characteristics, composition, division and use is elaborated.

Further, the method of polymerase chain reaction and gel electrophoresis are descri-

bed. The practical part deals with the isolation of DNA from the samples, master-

mix preparation, PCR reaction and gel electrophoresis itself including the evaluation

of the results.

Keywords: Cannabis sativa L., hemp, agriculture, genetics, PCR, polymerase chain

reaction, gel electrophoresis, SRR marker, dendrogram
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Seznam zkratek

bp - pár̊u baźı (angl.
”
base pair“)

CBD - kanabidiol

CBN - kanabinol

DI - index diverzity

DNA - deoxyribonukleová kyselina

EDTA - kyselina diethylendiamintetraoctová

F1 - prvńı filiálńı generace

F2 - druhá filiálńı generace

NK - nukleová kyselina

PCR - polymerázová řetězová reakce

PI - pravděpodobnost identity

PIC - polymorfńı informačńı obsah

RNA - ribonukleová kyselina

SM - velikostńı marker (angl.
”
size marker“)

SSR marker - mikrosatelit (angl.
”
simple sequence repeat“ marker)

TAE - tris-acetát-EDTA pufr

TBE - tris-borát-EDTA pufr

THC - delta-9-trans-tetrahydrokanabinol

THCA - tetrahydrokanabinolová kyselina

TRIS - tris(hydroxymethyl)diaminomethan



Obsah
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8 Výsledky a diskuze 36
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Závěr 40

Seznam použité literatury 41

Seznam obrázk̊u 44
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Úvod

Konoṕı je v dnešńı době jednou z nejzaj́ımavěǰśıch, a proto také velmi zkoumaných

plodin. Všechna tato pozornost je zp̊usobena jeho výhodnými vlastnostmi, které jsou

využitelné v mnoha odvětv́ıch, jako je textilńı, paṕırenský, potravinářský pr̊umysl

a stavebnictv́ı. Má také obrovský potenciál v medićıně.

Abychommohli zkoumat genetické souvislosti, podobnosti a rozd́ılnosti mezi r̊uznými

odr̊udami této významné rostliny, je nutné postupovat podle určitých krok̊u. Nejdř́ıve

muśı být z konopného materiálu, v našem př́ıpadě ze semen, izolovaná DNA (deoxy-

ribonukleová kyselina). Následně je potřeba z každého vzorku připravit mastermixy

za použit́ı r̊uzných SSR marker̊u a daľśıch komponent a podrobit je polymerázové

řetězové reakci (PCR). Daľśım kĺıčovým krokem je poté gelová elektroforéza, která

odděluje, d́ıky jejich zápornému náboji, jednotlivé molekuly DNA na základě jejich

velikosti. [1]

Z celkového počtu a zastoupeńı alel na jednotlivých gelech je možné stanovit vhod-

nost jednotlivých SSR marker̊u pro vyhodnocováńı genetické variability daného

vzorku, tedy technického konoṕı. Podle výskytu alel u jednotlivých vzork̊u při použit́ı

všech zvolených SSR marker̊u (mikrosatelit̊u) lze poté źıskat dendrogram znázorňuj́ıćı

souvislosti a podobnosti mezi jednotlivými odr̊udami. [2]

Práce se zabývá studiem genetické variability a podobnost́ı mezi 22 odr̊udami konoṕı

setého za použit́ı 16 SSR marker̊u.
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Ćıle práce

Ćılem bylo za pomoćı polymerázové řetězové reakce a gelové elektroforézy popsat

genetickou variabilitu 22 odr̊ud technického konoṕı setého z kolekce Agritec Plant

Research s.r.o. Šumperk, které jsou nejv́ıce pěstovány v oblasti České republiky

a porovnat tyto výsledky se zeměmi p̊uvodu a vlastnostmi jednotlivých odr̊ud. Daľśı

část výzkumu se věnovala stanoveńı vhodnosti použitých SSR marker̊u pro určováńı

genetické variability použitých odr̊ud technického konoṕı. Tyto informace budou

sloužit při nastávaj́ıćıch výzkumech se stejnými odr̊udami konoṕı t́ım, že usnadńı

výběr vhodných SSR marker̊u pro identifikaci odr̊ud.
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Teoretická část

1 Botanická charakteristika

1.1 Čeled’ Cannabaceae

Mezi konopovité rostliny (Cannabeceae) řad́ıme jednoleté až vytrvalé, převážně

dvoudomé byliny. Jedná se o vyšš́ı dvouděložné rostliny s řaṕıkatými, dlanitě slože-

nými listy. Květy jsou drobné a zdržuj́ı se ve vrcholičnatých květenstv́ıch. Prašńıkové

květy maj́ı 5 okvětńıch ĺıstk̊u a 5 tyčinek, pest́ıkové květy jsou snadno rozpoznatelné

d́ıky nepatrnému srostlému okvět́ı. Plody jsou nažky. Mezi nejvýznamněǰśı zástupce

této čeledi patř́ı konoṕı a chmel otáčivý (Humulus lupulus L.). [3]

1.2 Rod Cannabis L.

Konoṕı (Cannabis) (viz obr. 1) je jednoletá, větrem opylovaná rostlina s př́ımou,

v horńı polovině větv́ıćı se lodyhou, která může při dostatečném vzr̊ustu zdřevnatět.

Čepel list̊u je tř́ı- až jedenáctičetná. Ĺıstky jsou podlouhlé až kopinaté, k oběma

konc̊um zúžené a zašpičatělé. Okraje list̊u jsou ostře zoubkované. Na rubové straně

maj́ı chlupaté trichomy, ĺıcńı strana je hladš́ı a tmavš́ı. Lodyžńı listy jsou obvykle

tř́ıčetné nebo jednoduché. Charakteristické jsou dlouhé, rovné, ke konc̊um se zužuj́ıćı

kořeny. V nažkách jsou zapouzdřena drobná černá semena. [4]

V př́ıpadě dvoudomých odr̊ud jsou samč́ı (poskonné) rostliny typicky št́ıhleǰśı se

světleǰśımi listy. Typické jsou pro ně dlouhé převislé laty žlutavé barvy. Dozrávaj́ı

o 4-6 týdn̊u dř́ıve, následně usychaj́ı a odumı́raj́ı ihned po odkvětu. Produkuj́ı ob-

rovské množstv́ı pylu, a proto docháźı k opylováńı prostřednictv́ım větru.

Samič́ı (hlavaté) rostliny dvoudomých odr̊ud jsou robustněǰśı, jsou v́ıce olistěné

a většinou s tmavš́ımi zelenými listy. Maj́ı krátké úžlabńı květenstv́ı šedo-zeleného

zbarveńı. Jsou významněǰśı v hospodářstv́ı a obsahuj́ı větš́ı množstv́ı kanabinoidńıch

látek. [5, 6]
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Obrázek 1: Rostlina medicinálńıho konoṕı množená v minerálńı vatě (MENDELU,

odr̊uda Bedropur)

2 Obsahové látky

Zat́ım bylo objeveno 1031 př́ırodńıch látek v konoṕı [6]. Jsou zde obsaženy duśıkaté

látky včetně alkaloid̊u, sacharidy a jejich polymery, mastné kyseliny, aminokyse-

liny, proteiny, glykoproteiny, enzymy, jednoduché alkoholy a kyseliny, karboxylové

sloučeniny, vitamı́ny a daľśı. Mezi sekundárńı metabolity produkované konoṕım patř́ı

kanabinoidy, flavonoidy, stilbenoidy, terpeny, alkaloidy a lignany. Naprostá většina

těchto složek se vyskytuje i v jiných rostlinách mimo konoṕı. [7]

2.1 Kanabinoidy

Kanabinoidy jsou terpeno-fenolické látky, které jsou produkovány pouze rodem

Cannabis [8]. Hlavńım mı́stem jejich produkce jsou žláznaté trichomy samič́ıho

květenstv́ı. Primárně jsou produkovány a skladovány ve formě karboxylových kyse-
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lin (např. THCA - tetrahydrokanabinolová kyselina, 22 uhĺık̊u), které jsou následně

dekarboxylovány zahřát́ım (např. THC, 21 uhĺık̊u). [9] Proces dekarboxylace je zob-

razen na obrázku 2.

Obrázek 2: Dekarboxylace tetrahydrokanabinolové kyseliny

Funkce kanabinoid̊u v rostlině nebyla dodnes objasněna. Podle předpoklad̊u slouž́ı

pro ochranu rostliny proti houbovým chorobám, UV zářeńı, hmyzu a býložravc̊um.

Biosyntéza a vylučováńı kanabinoid̊u je ovlivňována na základě genotypu rostliny,

teploty, vlhkosti apod. [10]

THC (Delta-9-trans-tetrahydrokanabinol)

THC (viz obr. 3) je hlavńı psychoaktivńı složka konoṕı. Vyskytuje se v r̊uzném

množstv́ı, někdy téměř nulovém, ve všech odr̊udách a kultivarech konoṕı. Má anal-

getické účinky, pomáhá sńıžit pocity nevolnosti a zvyšuje chut’ k j́ıdlu. [5]

Obrázek 3: Struktura THC
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CBD (Kanabidiol)

CBD (viz obr. 4) se vyskytuje téměř ve všech odr̊udách. Nemá žádné psychoaktivńı

účinky, ale p̊usob́ı sedativně a antibakteriálně.

Obrázek 4: Struktura CBD

CBN (Kanabinol)

CBN je rostlinou produkován ve velmi malém množstv́ı, ale při př́ıstupu vzduchu

ke sklizenému konoṕı docháźı k oxidaci THC za vniku CBN (viz obr. 5). Je slabě

psychoaktivńı, p̊usob́ı jako agonista na stejné receptory jako THC, ale asi s 10%

účinnost́ı. [11]

Obrázek 5: Vznik CBN oxidaćı THC
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3 Děleńı konoṕı

Termı́ny konoṕı a marihuana mohou být zaměňovány. Konoṕı je však název bo-

tanického rodu a marihuana reprezentuje pouze konoṕı s vysokým obsahem THC,

které nacháźı využit́ı založené na jeho psychoaktivńıch účinćıch. Ostatńı konoṕı

(angl.
”
hemp“) má ńızký obsah THC. Historicky byly obecně známy 3 varianty

konoṕı: Cannabis sativa L. (konoṕı seté), Cannabis indica Lam. (konoṕı indické)

a Cannabis ruderalis J. (konoṕı rumǐstńı). Po mnoho let je botanici považovali

za odlǐsné druhy. Nicméně dnes většina botanik̊u souhlaśı s tvrzeńım, že konoṕı

je rod s jedńım, velmi variabilńım druhem (Cannabis sativa). [2]

3.1 Konoṕı seté (Cannabis sativa L.)

Konoṕı seté objevil roku 1737 Carl Linné. Použ́ıvá se pro něj označeńı NLD (Narrow-

leafted drug). Je to vyšš́ı, št́ıhlá rostlina s ř́ıdkým olistěńım a nepř́ılǐs větveným

stonkem. Listy jsou dlouhé a št́ıhlé. Lodyha je uvnitř dutá. Semena jsou hladká,

světle šedá až hnědá bez skvrn a mramorováńı. Samič́ı květenstv́ı je prostorově

větš́ı, ale ne tak husté jako u konoṕı indického. Má často energetizuj́ıćı účinky, ale

obsah účinných látek záviśı na odr̊udě a lokalitě. Je z něj možná výroba marihuany

sušeńım samič́ıho květenstv́ı. Z tohoto druhu konoṕı bylo vyšlechtěno konoṕı s téměř

nulovým obsahem THC - technické konoṕı. [12]

3.2 Konoṕı indické (Cannabis indica Lam.)

Konoṕı indické objevil roku 1783 Jean-Baptiste Lamarck. Bývá označováno jako

WLD (Wide-leafted drug). Je nižš́ı a robustněǰśı než konoṕı seté. Listy jsou širš́ı

a tmavš́ı. Semena jsou hladká, tmavá a mramorovaná. Samič́ı květenstv́ı je velmi

husté a přisedlé. Účinky jsou uklidňuj́ıćı, sedativńı. Z tohoto konoṕı se dá vyrobit

hašǐs, což je koncentrovaná forma źıskaná odděleńım a stlačováńım pryskyřičných

trichomů. Při vysokém obsahu kanabinoid̊u je tato rostlina považována za vhodnou

pro farmaceutické účely. [13]
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3.3 Konoṕı rumǐstńı (Cannabis ruderalis J.)

Konoṕı rumǐstńı objevil roku 1924 Dmitrij Erastovich Janischewsky. Je velmi ńızkého

vzr̊ustu s ř́ıdkým olistěńım. Stonek je velmi tenký a téměř se nevětv́ı. Semena jsou

nepravidelně tmavě mozaikovitá. Obsah psychoaktivńıch látek je ńızký až středně

vysoký. Kvete nezávisle na světelné periodě, proto je vhodné ke šlechtěńı brzy kve-

toućıch hybrid̊u. [12, 13]

4 Využit́ı konoṕı

Konoṕı je jedna z nejstarš́ıch kultivovaných rostlin, která se odedávna použ́ıvala

po celém světě pro r̊uzné aplikace. Historicky se konopné stonky použ́ıvaly jako

zdroj vláken pro výrobu látek a lan, semena sloužila jako j́ıdlo a k výrobě oleje,

ale bylo také časté využit́ı květ̊u a list̊u této rostliny jako zdroj psychoaktivńıch

látek. [14]

Navzdory významu konoṕı v textilńım i výrobńım pr̊umyslu rapidně klesla jeho

kultivace během 60. let minulého stolet́ı. Důvodem byla silná konkurence ze strany

bavlny a syntetických vláken, ale také zneuž́ıváńı ve formě marihuany. V posledńı

době potřeba alternativńıch plodin obnovila zájem o pěstováńı konoṕı. Př́ıčinami

je relativně ńızké množstv́ı chemických hnojiv potřebných pro kultivaci, výjimečná

odolnost proti nemocem a zvýšeńı zájmu společnosti o př́ırodńı vlákna v porovnáńı

se syntetickými. [15]

4.1 Technické konoṕı

Technické konoṕı je takové, které obsahuje velmi ńızké množstv́ı psychoaktivńı látky

THC. Maximálńı obsah tohoto kanabinoidu je 0,2% sušiny. Množstv́ı odr̊ud bylo

schváleno Evropskou uníı a od roku 1998 se tato plodina začala znovu využ́ıvat

skoro v celé Evropě. Nacháźı využit́ı v textilńım, paṕırenském a potravinářském

pr̊umyslu nebo také ve stavebnictv́ı. [15]
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4.1.1 Potravinářstv́ı

Konoṕı obsahuje asi 30% tuk̊u bohatých na omega-3, mono- a v́ıcenasycené mastné

kyseliny. Oleje źıskané ze semen studeným lisováńım jsou použ́ıvány při př́ıpravě

pomazánek, marinád nebo jako př́ısada do salát̊u. Jedná se o zdroj kyseliny linolové

a linolenové pro tělo. Rozemlet́ım surových semen vzniká konopná mouka. [16]

4.1.2 Textilńı pr̊umysl

V textilńım pr̊umyslu se využ́ıvá pevnosti, vzdušnosti a trvanlivosti konopných

vláken. Materiál vyrobený z těchto vláken může napodobit bavlnu, která je při pěs-

továńı náročněǰśı na pesticidy a závlahu. Při patřičných úpravách je konopný textil

měkč́ı než bavlna a d́ıky dlouhým vlákn̊um mnohem pevněǰśı v tahu. Zároveň má

mnohem vyšš́ı trvanlivost. Konopné oděvy odvád́ı pot, zadržuj́ı UV zářeńı, jsou

dobře barvitelné a odolné proti hnilobě. [17, 18]

4.1.3 Paṕırenstv́ı

Konopná vlákna se použ́ıvaj́ı spolu s lněným vláknem a bavlnou při výrobě bankovek,

jako materiál pro tvorbu velmi kvalitńıch paṕır̊u nebo také pro výrobu cigaretového

paṕıru. Výhodami jsou vysoká pevnost a relativńı ekologická čistota. [19]

4.1.4 Stavebnictv́ı

Dı́ky svým vynikaj́ıćım izolačńım vlastnostem se konoṕı využ́ıvá pro výrobu plně

recyklovatelných izolačńıch rohož́ı pro izolaci zd́ı, podlah a střech. Většinou se jedná

o v́ıcesložkové výrobky s obsahem polyesterových vláken a sody. Daľśı možnosti

využit́ı konoṕı ve stavebnictv́ı jsou ohnivzdorné panely nebo př́ısady do betonu

pro odlehčeńı a zvětšeńı pružnosti. Konopný olej slouž́ı k výrobě lak̊u a barev. [20]
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4.2 Medicinálńı konoṕı

V lidském těle se nacháźı kanabinoidńı receptory CB1 a CB2, na které p̊usob́ı ka-

nabinoidy. Spolu tvoř́ı endokanabinoidńı systém, který je lokalizován např́ıč celým

tělem a je d̊uležitý při fyziologických funkćıch jako vńımáńı bolesti, nálada, imu-

nita, pamět’, odpovědi na stresové podněty a daľśı. THC má vedle psychoaktivńıch

účink̊u také účinky antibakteriálńı, analgetické, protizánětlivé a antibiotické. Slouž́ı

k léčbě, popř́ıpadě zmı́rněńı př́ıznak̊u rakoviny, AIDS, epilepsie, roztroušené sklerózy,

Parkinsonovy nemoci a projev̊u bolesti. Předepisuje se v př́ıpadě chronické bolesti,

ztráty chuti k j́ıdlu, úzkosti a deprese nebo spánkových poruch. [5, 6]
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5 Polymerázová řetězová reakce

Polymerázová řetězová reakce (PCR) je metoda replikace DNA. Je založena na opa-

kuj́ıćı se enzymové syntéze podle určitých úsek̊u p̊uvodńı, tzn. templátové DNA,

č́ımž umožňuje rychle a snadno namnožit vybraný úsek DNA.

Důležitými složkami k provedeńı PCR jsou primery, v tomto př́ıpadě SSR markery.

K pr̊uběhu reakce je nutné použ́ıt dva: zač́ınaj́ıćı (angl.
”
forward“) a konč́ıćı (angl.

”
reverse“) primer. Ty jsou odvozeny od koncových sekvenćı DNA určených k ampli-

fikaci. Nasedaj́ı na komplementárńı mı́sta na templátové DNA a vymezuj́ı tak úsek

k množeńı. Daľśı d̊uležitou složkou je DNA polymeráza, která umožňuje r̊ust nových

řetězc̊u připojováńım jednotlivých nukleotid̊u na 3’OH konec primer̊u. [21]

PCR prob́ıhá ve formě cykl̊u, které jsou tvořeny třemi základńımi kroky:

Denaturace

Během denaturace dojde k porušeńı vod́ıkových můstk̊u mezi bázemi v molekule

DNA a t́ım pádem k rozděleńı dvoušroubovice DNA na dva samostatné řetězce.

Tento krok prob́ıhá při teplotě 93-98 ◦C.

Annealing

V d̊usledku ochlazeńı na teplotu 30-65 ◦C dojde k nasednut́ı primer̊u na komple-

mentárńı mı́sta templátové DNA.

Elongace

Při elongaci docháźı za teploty 65-75 ◦C k syntéze nových vláken p̊usobeńım DNA

polymerázy, která umožńı zabudováńı volných nukleotid̊u do nově vznikaj́ıćıho ře-

tězce. [22]
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5.1 SSR markery

Genetická variabilita může být detekována r̊uznými molekulárńımi markery, jako

např́ıklad RFLP markery (angl.
”
Restriction Fragment Lenght Polymorphism“),

RAPD markery (angl.
”
Random Amplified Polymorphic DNA“) nebo AFLP mar-

kery (angl.
”
Amplified Fragment Lenght Polymophism“). Jedny z nejpouž́ıvaněǰśıch

v praxi jsou SSR markery.

Mikrosatelity, známé jako SSR (angl. Simple Sequence Repeat) markery jsou opa-

kuj́ıćı se krátké (1 až 6 bp) sekvence DNA. Opakuj́ıćı se sekvence zvýrazňuj́ı vysoké

úrovně polymorfismu mezi jednotlivci. [23]

Nacháźı využit́ı v DNA fingerprintingu, genetickém mapováńı, studíıch genetické

diverzity nebo v populačńıch studíıch. Výhodou je jejich četný výskyt, vysoký po-

lymorfismus, kodominance, schopnost rozlǐsovat v́ıce alel a reprodukovatelnost. [24]

6 Gelová elektroforéza

Gelová elektroforéza je separačńı metoda založená na pohybu záporně nabitých mo-

lekul DNA v elektrickém poli směrem k anodě. Na základě jejich velikosti potom

docháźı k oddělováńı jednotlivých molekul DNA podle jejich rozd́ılných rychlost́ı

pohybu v gelu.

Elektroforéza může být prováděna na agarázovém nebo polyakrylamidovém gelu

v závislosti na rozsahu velikost́ı část́ı nukleových kyselin. Tyto gely jsou použ́ıvány

d́ıky jejich śıt’ovité struktuře tvořené polymerńımi molekulami s póry, kterou se r̊uzně

velké molekuly DNA pohybuj́ı r̊uznou rychlost́ı.

Vzorky jsou naneseny do jamek v gelu spolu s tzv. nanášećım (loadovaćım) pufrem,

který zajist́ı zat́ıžeńı molekul DNA a jejich migraci. Kromě samotných vzork̊u je

do jedné nebo v́ıce jamek nanesen tzv. velikostńı marker o známé velikosti jednot-

livých fragment̊u, který později slouž́ı k určeńı velikosti úsek̊u DNA. [25]
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Praktická část

7 Metodika

7.1 Rostlinný materiál

Množstv́ı materiálu potřebného k izolaci DNA se lǐśı v závislosti na zvolené meto-

dice. V našem př́ıpadě byla izolace prováděna pomoćı izolačńıho kitu DNeasy Plant

Mini Kit. Při použit́ı této metodiky je předpokládaná navážka 100mg čerstvého

rostlinného materiálu, ale v př́ıpadě semen bylo, vzhledem k nepř́ıtomnosti vody,

naváženo na analytických vahách 20 mg konopných semen (viz obr. 6) ze 22 odr̊ud

(viz tab. 1). Navážená semena byla rozmělněna v třećı misce s tloučkem.

Tabulka 1: Vzorky rostlinného materiálu

Č. Zkratka Název Původ [26] Č. Zkratka Název Původ [26]

01 TIB Tiborszállási Mad’arsko 12 MON Monoica Mad’arsko

02 EPS Epsilon 68 Francie 13 KCV KC Virtus Mad’arsko

03 KCD KC Dóra Mad’arsko 14 TYG Tygra Polsko

04 CARM Carmagnola Itálie 15 FUT Futura 75 Francie

05 FIN Finola Finsko 16 ANT Antal Mad’arsko

06 USO USO 31 Ukrajina 17 KOMP Kompolti Mad’arsko

07 SAN Santhica 27 Francie 18 KCZ KC Zuzana Mad’arsko

08 TIS Tisza Mad’arsko 19 BIA Bialobrzeskie Polsko

09 FEL Felina 32 Francie 20 UN Uniko B Mad’arsko

10 FED Fedora 17 Francie 21 WOJ Wojko Polsko

11 FIB Fibrol Mad’arsko 22 CARM.L. Carmaleonte Itálie
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Obrázek 6: Semena odr̊udy Finola určená k izolaci DNA

7.1.1 Stručná charakteristika odr̊ud konoṕı

Francie

Futura 75 (1998)

Jednodomá, nejraněǰśı odr̊uda ze sortimentu francouzských odr̊ud, která byla vy-

šlechtěna z odr̊udy Fibrimon 21. Výnos suché hmoty je středńı, zat́ımco obsah vlákna

vysoký, výnos semene je dobrý. Vegetačńı doba je 106 dn̊u.

Fedora 17 (1998)

Jednodomá odr̊uda, hybrid vzniklý kř́ıžeńım samič́ıch rostlin ruské dvoudomé odr̊udy

JUSO - 9 a jednodomé odr̊udy Fibrimon 21. Výnos suché hmoty a obsah vlákna je

středńı až vyšš́ı. Dosahuje vysokého výnosu semene. Určena pro produkci semene

ivlákna. Vegetačńı doba je 110 dńı.

Felina 32 (1998)

Jednodomá, středně raná až pozdńı odr̊uda, hybrid vzniklý kř́ıžeńım odr̊udy Fibri-

mon 24 a německé dvoudomé odr̊udy. Vysoký výnos suché hmoty a vlákna, výnos

semene vyšš́ı než u odr̊udy Fedora. Vhodná předevš́ım pro produkci vlákna. Ve-

getačńı doba je 115 dńı.
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Epsilon 68 (1998)

Jednodomá, pozdńı odr̊uda.

Santhica 27 (2003)

Jednodomá odr̊uda, vhodná pro pěstováńı na vlákno. Vegetačńı doba je středně

dlouhá.

Finsko

Finola (2003)

Dvoudomá odr̊uda, velmi raná (ze zkoušeného sortimentu odr̊ud dozrává o 3 týdny

až měśıc dř́ıve, tomu odpov́ıdá i výška porostu). Technická délka stonku je velmi

krátká. Kv̊uli extrémńı ranosti určena předevš́ım pro produkci semene.

Ukrajina

USO 31 (1997)

Jednodomá, raná odr̊uda. Středńı až vyšš́ı výnos suché hmoty, vhodná k pěstováńı

pro semeno i vlákno. Odolná v̊uči pĺısni šedé a fuzariózńımu vadnut́ı. Odr̊uda ukra-

jinského p̊uvodu, v současnosti je udržovatelem Nizozemsko.

Mad’arsko

Kompolti (1955)

Nejstarš́ı dvoudomá odr̊uda v Evropě. Má jemné a lehké listy a stonek, jej́ı vlastnosti

splňuj́ı nenověǰśı požadavky pěstováńı. Pokud je pěstovaná na vlákno, vegetačńı

doba odpov́ıdá 110-115 dn̊um. V př́ıpadě pěstovańı pro semeno 160 dńı.

Uniko B (1969)

Dvoudomá odr̊uda, hybrid vzniklý kř́ıžeńım dvoudomé odr̊udy Kompolti a jedno-

domé odr̊udy Fibrimon. Od ostatńıch odr̊ud se lǐśı poměrem samč́ıch a samič́ıch
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rostlin. Samič́ı rostliny jsou dominantńı v F11 (vysoký výnos semene) a částečně

dominantńı v F22 (produkce jemného vlákna).

Monoica (2006)

Jednodomá, volně se opyluj́ıćı odr̊uda. Charakteristická středně tmavým zbarveńım

a širokými listy. Určeńı pro dvoj́ı užit́ı. Má středně dlouhou dobu vegetace.

Fibrol (2006)

Jednodomá, středně pozdńı odr̊uda. Vysoký výnos semene, středńı výnos neroseného

stonku a obsah vlákna. Má dlouhou vegetačńı dobu.

KC Dóra (2009)

Jednodomá, středně pozdńı odr̊uda. Nejpozdněǰśı ze všech středně pozdńıch mad’ar-

ských odr̊ud. Svou technickou zralost dosahuje ve 105-110 dnech. Semena dozrávaj́ı

za 140 dńı.

Tiborszallasi (2000)

Dvoudomá, pozdńı odr̊uda s nižš́ım výnosem semene a ńızkým obsahem oleje v se-

meni. Zralost semen je za 150 dńı a v́ıce.

Tisza (2010)

Středně raný SC hybrid s dobrým výnosem semene. V F1 generaci se jedná o jed-

nodomou odr̊udu, v F2 je dvoudomá. Velmi dobrý výnos stonku, ale středńı kvalita

vlákna.

Antal (2013)

Středně pozdńı až pozdńı odr̊uda dvoudomého konoṕı setého. Rostliny vysoké. Výnos

nemáčeného stonku velmi vysoký. Výnos celkového vlákna ńızký až středně vysoký.

Obsah celkového vlákna ve stonku ńızký.

1F1 - 1. filiálńı generace, prvńı generace potomk̊u
2F2 - 2. filiálńı generace, vzniklá zkř́ıžeńım jedinc̊u generace F1
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KC Zuzana (2013)

Raná jednodomá odr̊uda s velmi dobrým výnosem semene. Pr̊uměrný výnos stonku

a velmi dobrá kvalita vlákna.

KC Virtus (2013)

Hybrid s dobrým výnosem semene, velmi dobrým výnosem stonku a dobrou kvalitou

vlákna.

Polsko

Bialobrzeskie (1968)

Jednodomá odr̊uda, hybrid vzniklý kř́ıžeńım dvoudomých a jednodomých kmen̊u.

Využitelný pro sv̊uj vysoký výnos vlákna.

Tygra (2009)

Jednodomá odr̊uda s vyšš́ım výnosem vlákna a středńım výnosem semene.

Wojko (2012)

Jednodomá odr̊uda s dobrým výnosem semene a středně vysokým výnosem stonku.

Itálie

Carmagnola (1960)

Dvoudomá odr̊uda ze severńı Itálie.

Carmaleonte (2015)

Odr̊uda konoṕı pro vlákno, jednodomý typ odvozený od odr̊udy Carmagnola. Pro-

dukuje nepsychoaktivńı kanabinoid CBD. Respektuje evropský limit méně než 0,2 %

THC. Zat́ım neńı zapsána ve skolečném katalogu EU. [26]
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7.2 Izolace DNA

Ćılem izolace DNA bylo źıskáńı této nukleové kyseliny v dostatečném množstv́ı

a čistotě. Bylo nutné zbavit se nežádoućıch látek, jako jsou polysacharidy, proteiny,

RNA (ribonukleová kyselina), soli a daľśı, které by poté mohly bránit v činnosti

specifickým enzymům. Tento proces má tři fáze. V prvńım kroku je ćılem rozrušeńı

struktur buněk, k čemuž slouž́ı r̊uzné enzymy a detergenty. Následně docháźı k od-

straněńı kontaminant̊u (např.: proteiny - proteináza K, proteiáza E; kontaminuj́ıćı

NK - DNáza, RNáza). Posledńı fáźı jsou centrifugačńı kroky, které umožnuj́ı srážeńı

nukleových kyselin.

Byla provedena izolace rostlinné DNA formou bezfenolové extrakce pomoćı kitu

DNeasy Plant Mini Kit od firmy Qiagen. Jedná se o adsorpčńı metodu, která je

založena na schopnosti nukleových kyselin adsorbovat se na křemičité sklo za př́ı-

tomnosti chaotropńı soli (např. jodid sodný). Křemičité sklo je součást́ı membrán

speciálńıch kolonek. Opakovaným přemýváńım přes kolonky a centrifugačńımi kroky

docháźı k vymýváńı kontaminuj́ıćıch látek a lze tak źıskat DNA o velmi vysoké

čistotě. Přidané složky a jejich význam při izolaci jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Přidané složky pro izolaci DNA

Přidaná složka Význam

Pufr AP1 Pufr vyvolávaj́ıćı lýzu buněk

RNáza Enzym degraduj́ıćı nežádoućı RNA

Pufr AP2 Deproteinizace DNA

Pufr AP3/E Pro vysrážeńı DNA a jej́ı zachyceńı na membráně kolonky

Pufr AW Promývaćı pufr

Pufr AE Uchovávaćı pufr s ńızkým obsahem soĺı
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Postup při izolaci DNA

1. Ke zhomogenizovanému materiálu bylo přidáno 400µl pufru AP1 a 2µl RNázy.

Obsah mikrozkumavky byl promı́chán na vortexu.

2. Zkumavka byla vložena na 10 minut do vodńı lázně o teplotě 65 ◦C.

3. Bylo přidáno 130µl pufru AP2, směs byla promı́chána na vortexu a ponechána

5 minut na ledu. Celý obsah p̊uvodńı mirkozkumavky byl přenesen na fialovou

kolonku.

4. Mikrozkumavky byly centrifugovány 2 minuty při 18 000 ot./min.

5. Byla odstraněna kolonka a 400µl tekuté frakce bylo přeneseno do nové mik-

rozkumavky. Bylo přidáno 600µl pufru AP3/E a obsah byl jemně promı́chán.

6. 650µl této směsi bylo přeneseno na b́ılou kolonku nové mikrozkumavky (mem-

brána je tvořena křemičitým sklem, na které se navazuje DNA). Proběhla

centrifugace po dobu 1 minuty při 6 000 ot./min.

7. Byl odstraněn tekutý pod́ıl z mikrozkumavky a do téže mikrozkumavky bylo

napipetováno zbylých 350µl připravené směsi (DNA je zachycena na membrá-

ně kolonky).

8. Znovu proběhla centrifugace po dobu 1 minuty při 6 000 ot./min.

9. B́ılá kolonka byla umı́stěna do nové mikrozkumavky a bylo přidáno 400µl

pufru AW. Toto bylo centrifugováno 1 minutu při 6 000ot./min. Následně

byla odstraněna tekutá frakce a znovu přidáno 400µl pufru AW.

10. Byla provedena centrifugace po dobu 2 minut při 18 000ot./min.

11. B́ılá kolonka byla umı́stěna do nové mikrozkumavky a k ńı bylo přidáno 100µl

předehřátého pufru AE. Následovala inkubace po dobu 5 minut při laboratorńı

teplotě a centrifugace 1 minutu při 6000 ot./min.

12. Bylo přidáno znovu 50µl předehřátého pufru AE, proběhla inkubace a centri-

fugace.

13. Po centrifugaci byla odstraněna b́ılá kolonka a mikrozkumavka byla uzavřena.
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Ověřeńı kvality a kvantity izolované DNA bylo provedeno pomoćı UV-spektrofoto-

metru Picopet 1.0 (Picodrop), který je na obrázku 7. Pro kontrolu byly použity 2µl

od každého vzorku a jako slepý vzorek byl použit pufr, ve kterém byla izolovaná

DNA rozpuštěna. Nukleové kyseliny absorbuj́ı UV zářeńı s maximem absorbance

v oblasti vlnové délky 260 nm. Protein̊um odpov́ıdá vlnová délka 280 nm. Z poměru

absorbance při vlnové délce 260 nm a 280 nm byla zjǐstěna vysoká kvalita i kvantita

DNA.

Obrázek 7: Picodrop
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7.3 Polymerázová řetězová reakce (PCR)

Byl připraven mastermix do 1,5ml zkumavky podle tabulky 3 [22]. Složky byly

zastoupeny v poměru pro 23 vzork̊u a rozděleny do 22 0,2ml zkumavek po 24µl.

Do každé zkumavky byl přidán 1µl templátové DNA a následně byly vzorky pro-

mı́chány na vortexu.

Tabulka 3: Složky mastermixu

Složka reakce [µl] 1 vzorek 23 vrozk̊u

Deionizovaná H2O 16,8 386,4

Pufr 5 115

dNTP 0,1 2,3

Primer zač́ınaj́ıćı 1 23

Primer konč́ıćı 1 23

DNA Taq polymeráza 0,1 2,3

Bylo použito 16 SSR marker̊u, které byly rozděleny do tř́ı skupin podle jejich

časového a teplotńıho nastaveńı v termocycleru (viz tab. 4).

22 vzork̊u konoṕı bylo v podobě mastermix̊u s př́ıslušnými SSR markery umı́stěno

do termocycleru T3 (Biometra), který je znázorněn na obrázku 8. Byl spuštěn pro-

gram s přednastavenými teplotami a časovými úseky pro pr̊uběh PCR reakce (viz

tab. 5, tab. 6, tab. 7). Kromě základńıch krok̊u PCR reakce proběhla také iniciačńı

denaturace a terminačńı elongace, což jsou kroky, které zlepšuj́ı výsledky pro elek-

troforetickou separaci.
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Tabulka 4: Sekvence použitých SSR marker̊u

Primer Zač́ınaj́ıćı (5´ - 3´) Konč́ıćı (5´ - 3´) Skupina

CAN0039* GCAGCCATAGTCATGGTGTA GTCATTGGAAAGACCAGCTT

CAN0093* CAGTCTCTCAGATCAGACTACC AGCGGCTAGCGTAACAGTAT

CAN0110* GGGTAAAGCTTACGCAAAGT AACAAACAGTTGGACACCCT

CAN0126* GAGTAAGAGAAGGCGAACCA CCTGTGTAACAGAAAACCCC 1

CAN0585 TCATCATCATCCCTCCCTAT GGTCCATAGTTGGCTGATCT

CAN1690B* CAAACAGGGGAAAAGAGAGA ATGAAGCGTTGGTACTAGGC

CAN1347* TGTTTCTAAGGCTCAGTCCC GGCAAAGGTAAAGCAAGTGT

CAN2913* AGGAACACTTTGAAAGCGAG CGGTCATCTACCTTGAGCTT

ANUC201 GGTTCAATGGAGATTCTCGT CCACTAAACCAAAAGTACTCTTC

ANUC202 AGGACCAATTTTGAATATGC AGAGAGGGAAGGGCTAACTA 2

ANUC301 ATATGGTTGAAATCCATTGC TAACAAAGTTTCGTGAGGGT

ANUC302 AACATAAACACCAACAACTGC ATGGTTGATGTTTTGATGGT

ANUC203 GCTCTTCTTATTAATTCCTCCTT GAATATGATAAGACACAACTTCAT

ANUC204 TGGAAGATATGCAACTGGAG AACGAAGATAAGCACGAACA 3

ANUC205 TTGACTAACCGGCAAAGATA AAATTCAAAACCGATTCTCAG

ANUC304 TCTTCACTCACCTCCTCTCT TCTTTAAGCGGGACTCGT

Tabulka 5: Nastaveńı termocycleru pro SSR markery ze skupiny 1

Teplota (◦C) Čas Počet opakováńı

Iniciačńı denaturace 94 10 min.

Denaturace 94 30 s

Anneling 57 30 s 35x

Elongace 72 40 s

Terminačńı elongace 72 10 min.
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Tabulka 6: Nastaveńı termocycleru pro SSR markery ze skupiny 2

Teplota (◦C) Čas Počet opakováńı

Iniciačńı denaturace 94 3 min.

Denaturace 95 15 s

Anneling 52 15 s 35x

Elongace 72 60 s

Terminačńı elongace 72 5 min.

Tabulka 7: Nastaveńı termocycleru pro SSR markery ze skupiny 3

Teplota (◦C) Čas Počet opakováńı

Iniciačńı denaturace 94 3 min.

Denaturace 95 15 s

Anneling 54 15 s 35x

Elongace 72 60 s

Terminačńı elongace 72 5 min.

Obrázek 8: Termocycler
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7.4 Gelová elektroforéza

7.4.1 Př́ıprava gel̊u

Nejdř́ıve byl připraven pufr 50x TAE (Tris-acetát-EDTA pufr), který byl později

použit jako nanášećı (loadovaćı) pufr smı́cháńım 200 ml destilované vody, 242 g

tris(hydroxymethyl)diaminomethanu (TRIS), 57,1ml ledové kyseliny octové a 37,2 g

disodia (EDTA). Tyto chemikálie byly rozpuštěny na mı́chačce, doplněny destilova-

nou vodou na 1 l a upraveny na pH 8,5 roztokem NaOH (HCl).

Byla prováděna gelová elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Gel byl připraven

smı́cháńım 27,3ml destilované vody, 2,5ml 10x TBE (tris-borát-EDTA pufr), 16,7ml

zásobńıho roztoku akrylamidu, 350µl 10% roztoku perśıranu amonného a 40µl

N,N,N,N - Tetramethylen diaminu (TEMED). Směs byla nalita do elektroforetické

vany (viz obr. 9).

Před ztuhnut́ım gelu byl mezi desky elektroforetické vany umı́stěn hřeb́ınek na jamky,

do kterých byly později pipetovány vzorky jednotlivých DNA po proběhnuté PCR

reakci spolu s loadovaćım pufrem. Do dvou jamek byl mı́sto vzorku DNA nanesen

velikostńı marker (angl.
”
size marker“, SM), který sloužil k identifikaci velikosti

úsek̊u DNA na gelu.

Obrázek 9: Elektroforetická vana
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7.4.2 Barveńı gel̊u

Po proběhnut́ı elektroforézy byl gel opatrně sejmut ze skleněných desek a přenesen

do nádoby s fixačńım roztokem, kde byl inkubován zhruba 5 minut za lehkého

protřepáváńı. Poté byl asi 5 minut inkubován za mı́rného třepáńı v nádobě s roz-

tokem 0,2% dusičnanu stř́ıbrného. Následně byl 3x promyt destilovanou vodou a u-

mı́stěn do nádoby s vývojkou a za lehkého třepáńı inkubován do objeveńı produkt̊u

na gelu. [1]

Př́ıprava chemikálíı a roztok̊u:

1. Fixačńı roztok

• 41,6ml ethanolu

• 2,0ml kyseliny octové

• 356,4ml destilované H2O

2. 0,2% roztok dusičnanu stř́ıbrného

• 2 g AgNO3

• Doplněno destilovanou H2O na 1000ml

3. Vývojka

• 10ml 37% formaldehydu

• 22,2 g NaOH

• 730ml destilované H2O
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7.5 Vyhodnocováńı výsledk̊u

Źıskané gely byly vyhodnocovány z hlediska velikosti úsek̊u DNA a př́ıtomnosti

a počtu alel. Jako př́ıklad je uveden gel odpov́ıdaj́ıćı vzork̊um konoṕı s SSR marke-

rem CAN2913* (viz obr. 10)3.

Z d̊uvodu snahy odseparováńı
”
ruch̊u“ od signálu, které mohou být zp̊usobeny chy-

bami PCR jako např. nespecifickou amplifikaćı nebo
”
sklouznut́ım“ polymerázy je

hodnocena pouze ta část gelu, která odpov́ıdá velikosti uvedené v literatuře.

Obrázek 10: Gel źıskaný elektroforézou vzork̊u s SSR markerem CAN2913*3

3SM - size marker; č́ısla odpov́ıdaj́ı odr̊udám konoṕı (viz tab. 1)
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Na základě těchto poznatk̊u byla vytvořena matice, která odpov́ıdá tabulce 84. [1]

Tabulka 8: Matice popisuj́ıćı dominantńı alely odr̊ud s mikrosatelitem CAN2913*4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0

1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1

1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0

0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

Velikost (angl.
”
range“) úsek̊u DNA byla odvozena od velikostńıho markeru (angl.

”
size marker“) s t́ım, že každá jeho alela odpov́ıdá 20 bp (angl. base pair - pár̊u

baźı).

Daľśı d̊uležité faktory jsou index diverzity (DI), pravděpodobnost identity (PI) a po-

lymorfńı informačńı obsah (PIC), což jsou informace o SSR markeru, které vy-

pov́ıdaj́ı o jejich vhodnosti k identifikaci. Tyto údaje lze źıskat výpočtem z celkového

počtu a zastoupeńı jednotlivých alel ve vzorćıch [27]. Nejvhodněǰśı jsou SSR markery

s nejvyšš́ımi hodnotami DI a PIC a nejnižš́ımi hodnotami PI. [2]

Velikost molekul DNA, počet alel, DI, PI a PIC pro vzorky DNA s SSR markerem

CAN2913* jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Vypoč́ıtané hodnoty pro vzorky s SSR markerem CAN2913*

SSR marker Velikost [bp] Počet alel DI PI PIC

CAN2913* 120-150 6 0,783 0,043 0,768

41-22 - č́ısla odr̊ud; 1 - výskyt dominantńı alely; 0 - nepř́ıtomnost dominantńı alely
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8 Výsledky a diskuze

8.1 Vyhodnoceńı analýz jednotlivých SSR marker̊u

Celkem 16 SSR marker̊u bylo použito pro analýzu 22 vzork̊u konoṕı. V tabulce 10

jsou uvedeny informace o rozsahu velikost́ı alel a jejich počtu ve vzorćıch. Také jsou

zde uvedeny vypoč́ıtané hodnoty DI, PI a PIC, které vypov́ıdaj́ı o vhodnosti využit́ı

těchto SSR marker̊u pro identifikaci genotyp̊u technického konoṕı.

Tabulka 10: Informace o vhodnosti použitých SSR marker̊u

SSR marker Velikost [bp] Počet alel DI PI PIC

CAN0039* 200-220 3 0,561 0,135 0,551

CAN0093* 200-260 5 0,698 0,065 0,685

CAN0110* 100-130 5 0,764 0,053 0,745

CAN0126* 160-190 3 0,659 0,151 0,604

CAN0585 180-240 5 0,670 0,152 0,617

CAN1690B* 220-260 2 0,500 0,375 0,375

CAN1347* 200-220 3 0,663 0,146 0,610

CAN2913* 120-150 6 0,783 0,043 0,768

ANUC202 160-220 11 0,883 0,008 0,881

ANUC201 140-220 10 0,871 0,011 0,867

ANUC302 140-180 7 0,797 0,042 0,783

ANUC304 140-210 8 0,781 0,030 0,776

ANUC203 140-200 10 0,870 0,009 0,867

ANUC204 120-190 8 0,852 0,013 0,847

ANUC205 140-200 7 0,811 0,032 0,799

ANUC301 220-280 5 0,703 0,112 0,670

PRŮMĚR 6,125 0,742 0,086 0,715

Bylo nalezeno celkem 98 r̊uzných alel. Pr̊uměrný výskyt alel při analýzách jednot-

livými SSR markery je 6,125.
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Byla vypoč́ıtána pr̊uměrná hodnota DI 0,742, pr̊uměrná hodnota PI 0,086 a pr̊uměrná

hodnota PIC 0,715. Hodnoty DI a PIC větš́ı než 0,8 a hodnota PI menš́ı než 0,06 byly

vypoč́ıtány pro čtyři SSR markery (ANUC202, ANUC201, ANUC203 a ANUC204).

Ty jsou vhodné pro identifikaci genotyp̊u těchto odr̊ud technického konoṕı a se-

staveńı tzv. panelu mikrosatelit̊u pro jejich identifikaci. Jako nejlepš́ı SSR marker

s nejvyšš́ımi hodnotami DI a PIC a nejnižš́ı hodnotou PI byl stanoven ANUC202.

Jako nejhorš́ı (s nejmenš́ı variabilitou) SSR marker pro toto použit́ı s nejnižš́ı hod-

notou DI a PIC a nejvyšš́ı hodnotou PI byl stanoven CAN1690B*.
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8.2 Genetická podobnost vzork̊u konoṕı

Pro popis genetických rozd́ıl̊u mezi genotypy jsou vhodné dendrogramy genetické

podobnosti. Výsledky analýz byly vyhodnocovány pomoćı binárńı matice, kde 1

znamená přitomnost produktu a 0 jeho absenci. Tato matice byla zpracována sta-

tistickým softwarem FreeTree verze 9.1[28] pomoćı UPGMA (Unweight Pair Group

Method with Arithemetic Mean) s využit́ım Jaccardova koeficientu podobnosti[29].

Do podoby dendogramu byly výsledky přeneseny softwarem TreeView verze 1.6[30].

Pro znázorněńı genetických podobnost́ı mezi 22 vzorky konoṕı byl vytvořen př́ıslušný

dendrogram (viz obr. 11).

Obrázek 11: Dendrogram genetické podobnosti odr̊ud

M - Mad’arsko; F - Francie, I - Itálie, P - Polsko, Fin - Finsko; U - Ukrajina; D -

dvoudomá; 1,2 - shluky; A,B - podshluky; 1-22 (KCZ-CARM.L) - odr̊udy (viz tab. 1)
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Dendrogram byl rozdělen do dvou základńıch shluk̊u 1 a 2. Do prvńıho shluku spadaj́ı

genotypy Bialobrzeskie, Wojko a Carmaleonte, které se nejv́ıce odlǐsuj́ı od ostatńıch

vzork̊u. Zbytek, označený jako skupina 2, byl rozdělen do dvou shluk̊u A a B.

Do shluku A spadaj́ı genotypy KC Zuzana, Tisza, Unico B, Finola, Monoica, Kom-

polti, Antal, Tiborszallasi, KC Dóra, Epsilon, Futura 75 a Carmagnola. Do shluku

B patř́ı USO 31, Santhica 27, Fedora 17, Felina 32, KC Virtus, Tygra a Fibrol.

Z dendrogramu lze také vyč́ıst, že kromě dvou výjimek spadaj́ı všechny odr̊udy

p̊uvodem z Mad’arska do shluku A. Většina francouzských odr̊ud naopak patř́ı

do shluku B. Je tedy možné ř́ıci, že se u francouzských a mad’arských odr̊ud pro-

jevil vliv jejich p̊uvod̊u (tzn. provenience) na rozděleńı. Do shluku A patř́ı kromě

mad’arských vzork̊u také 2 odr̊udy francouzské (Epsilon 68, Futura 75), jedna finská

(Finola) a jedna italská (Carmagnola). Do shluku B patř́ı kromě francouzských

vzork̊u dvě mad’arské odr̊udy (Fibrol, KC Virtus), jedna polská (Tygra) a jedna

ukrajinská, jej́ımž udžovatelem je Nizozemsko (USO 31). Všechny polské odr̊udy

kromě jedné byly zařazeny do shluku 1. Kromě polských odr̊ud je v tomto shluku

jedna italská (Carmaleonte). T́ımto zařazeńım odr̊ud v dendrogramu podle podob-

nosti DNA ze stejných oblast́ı byl potvrzen fakt, že se během šlechtěńı materiály

adaptuj́ı na mı́stńı klimatické podmı́nky.

Daľśım zaj́ımavým poznatkem je fakt, že všechny dvoudomé odr̊udy byly zařazeny

do shluku A, z čehož plyne, že se tato skutečnost výrazně odráž́ı na jejich ge-

netické informaci, tzn. že některé námi analyzované SSR markery jsou s největš́ı

pravděpodobnost́ı ve vztahu právě k této vlastnosti konoṕı.
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Závěr

Bylo zjǐstěno, že čtyři z 16 použitých SSR marker̊u jsou vhodné pro studium gene-

tické variability zkoumaných 22 odr̊ud technického konoṕı (ANUC202, ANUC201,

ANUC203 a ANUC204). Jako nejv́ıce vyhovuj́ıćı byl stanoven SSR marker ANUC202

a jako nejméně vyhovuj́ıćı CAN1690B*. Tyto informace mohou být využitelné v nad-

cházej́ıćıch výzkumech zabývaj́ıćıch se stejnými odr̊udami nebo při voleńı SSR mar-

ker̊u vhodných pro identifikaci země p̊uvodu a rozděleńı odr̊ud na jednodomé a dvou-

domé.

V rámci samotného studia genetické variability daných odr̊ud bylo zjǐstěno, že

odr̊udy ze stejné země p̊uvodu disponuj́ı podobnou genetickou výbavou. To je zp̊uso-

beno jejich adaptaćı na mı́stńı klima při šlechtěńı. Většina odr̊ud byla mad’arských,

které se držely ve shluku A v dendrogramu, a francouzských, které se držely shluku B.

Do shluku 1, jehož zástupci byli nejodlǐsněǰśı od všech ostatńıch odr̊ud, byly zařazeny

všechny polské odr̊udy kromě jedné (Tygra). Tyto výsledky mohou být využity

pro charakterizaci genetické diverzity mezi vzorky technického konoṕı, určováńı

neznámých vzork̊u nebo při šlechtěńı odr̊ud nových.
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