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Anotace

Konopi je vyjimecna rostlina, které se v posledni dobé dostava velké pozornosti,
a to predevsim diky jejimu neobycejnému potencidlu v potravinarstvi, stavebnictvi
a v dalsich zpusobech zpracovani, ale také diky vyuziti v mnoha oblastech mediciny.
Pro identifikaci a hledani souvislosti mezi genotypy této rostliny slouzi polymerazova
fetézova reakce za pouziti ruznych SSR markert a naslednad gelova elektroforéza.
V teoretické casti je zpracovana reSerSe o konopi, jeho botanické charakteristice,
slozeni, déleni a vyuziti. Déle je zde popsana metoda polymerazové retézové reakce
a gelové elektroforézy. Prakticka ¢ast se zabyva samotnou izolaci DNA ze vzorkd,
tvorbou mastermixu, naslednou PCR reakci a gelovou elektroforézou véetné vyhod-

noceni vysledku.

Klicova slova: konopi, technické konopi, zemédeélstvi, genetika, PCR, polymerazova

retézova reakce, gelova 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



Seznam zkratek

bp - paru bazi (angl. ,base pair)

CBD - kanabidiol

CBN - kanabinol

DI - index diverzity

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - kyselina diethylendiamintetraoctova
F1 - prvni filidlni generace

F2 - druha filidlni generace

NK - nukleova kyselina

PCR - polymerazova fetézova reakce

PI - pravdépodobnost identity

PIC - polymorfni informac¢ni obsah

RNA - ribonukleova kyselina

SM - velikostni marker (angl. , size marker®)
SSR marker - mikrosatelit (angl. , simple sequence repeat® marker)
TAE - tris-acetat-EDTA pufr

TBE - tris-borat-EDTA pufr

THC - delta-9-trans-tetrahydrokanabinol
THCA - tetrahydrokanabinolové kyselina

TRIS - tris(hydroxymethyl)diaminomethan
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Uvod

Konopi je v dnesni dobé jednou z nejzajimaveéjsich, a proto také velmi zkoumanych
plodin. VSechna tato pozornost je zpusobena jeho vyhodnymi vlastnostmi, které jsou
vyuzitelné v mnoha odveétvich, jako je textilni, papirensky, potravinarsky prumysl

a stavebnictvi. Ma také obrovsky potencial v mediciné.

Abychom mohli zkoumat genetické souvislosti, podobnosti a rozdilnosti mezi ruznymi
odrudami této vyznamné rostliny, je nutné postupovat podle urcitych kroku. Nejdiive
musi byt z konopného materidlu, v nasem piipadé ze semen, izolovand DNA (deoxy-
ribonukleové kyselina). Nasledné je potieba z kazdého vzorku ptipravit mastermixy
za pouziti ruznych SSR markeru a dalsich komponent a podrobit je polymerazové
retézové reakei (PCR). Dalsim klicovym krokem je poté gelova elektroforéza, kterd
oddéluje, diky jejich zapornému néboji, jednotlivé molekuly DNA na zakladé jejich
velikosti. [1]

7 celkového poctu a zastoupeni alel na jednotlivych gelech je mozné stanovit vhod-
nost jednotlivych SSR markeru pro vyhodnocovani genetické variability daného
vzorku, tedy technického konopi. Podle vyskytu alel u jednotlivych vzorku pti pouziti
vsech zvolenych SSR markertu (mikrosatelitu) 1ze poté ziskat dendrogram znézornujic

souvislosti a podobnosti mezi jednotlivymi odrudami. [2]

Prace se zabyva studiem genetické variability a podobnosti mezi 22 odrudami konopi

setého za pouziti 16 SSR markert.



Cile prace

Cilem bylo za pomoci polymerazové tetézové reakce a gelové elektroforézy popsat
genetickou variabilitu 22 odrud technického konopi setého z kolekce Agritec Plant
Research s.r.o. Sumperk, které jsou nejvice péstovany v oblasti Ceské republiky
a porovnat tyto vysledky se zemémi ptivodu a vlastnostmi jednotlivych odrud. Dals{
¢ast vyzkumu se vénovala stanoveni vhodnosti pouzitych SSR markertu pro uréovani
genetické variability pouzitych odrud technického konopi. Tyto informace budou
slouzit pfi nastavajicich vyzkumech se stejnymi odridami konopi tim, ze usnadni

vybér vhodnych SSR markert pro identifikaci odrud.
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Teoreticka cast

1 Botanicka charakteristika

1.1 Celed Cannabaceae

Mezi konopovité rostliny (Cannabeceae) fadime jednoleté az vytrvalé, prevézné
dvoudomé byliny. Jedna se o vyssi dvoudélozné rostliny s tapikatymi, dlanité sloze-
nymi listy. Kvéty jsou drobné a zdrzuji se ve vrcholicnatych kvétenstvich. Prasnikové
kvéty maji 5 okvétnich listku a 5 tycinek, pestikové kveéty jsou snadno rozpoznatelné
diky nepatrnému srostlému okvéti. Plody jsou nazky. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce

této celedi patif konopi a chmel otécivy (Humulus lupulus L.). [3]

1.2 Rod Cannabis L.

Konopi (Cannabis) (viz obr. 1) je jednoletd, vétrem opylovand rostlina s piimou,
v horni poloviné vétvici se lodyhou, kterda muze pri dostate¢ném vzrustu zdievnatét.
Cepel listu je tif- az jedendcticetnd. Listky jsou podlouhlé az kopinaté, k obéma
koncum zizené a zaspicatélé. Okraje listu jsou ostie zoubkované. Na rubové strané
maji chlupaté trichomy, licni strana je hladsi a tmavsi. Lodyzni listy jsou obvykle
tricetné nebo jednoduché. Charakteristické jsou dlouhé, rovné, ke koncum se zuzujici

kofeny. V nazkdch jsou zapouzdiena drobnd Cerna semena. [4]

V piipadé dvoudomych odrud jsou saméi (poskonné) rostliny typicky Stihlejsi se
svetlejsimi listy. Typické jsou pro né dlouhé previslé laty zlutavé barvy. Dozravaji
0 4-6 tydnu diive, nasledné usychaji a odumiraji ihned po odkvétu. Produkuji ob-

rovské mnozstvi pylu, a proto dochazi k opylovani prostiednictvim vétru.

Samic¢i (hlavaté) rostliny dvoudomych odrud jsou robustnéjsi, jsou vice olisténé
a vétsinou s tmavsimi zelenymi listy. Maji kratké tizlabni kvétenstvi sedo-zeleného
zbarveni. Jsou vyznamnéjsi v hospodarstvi a obsahuji vétsi mnozstvi kanabinoidnich

létek. [5, 6]
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Obréazek 1: Rostlina medicindlniho konopi mnozend v mineralni vaté (MENDELU,

odruda Bedropur)

2 Obsahové latky

Zatim bylo objeveno 1031 piirodnich latek v konopi [6]. Jsou zde obsazeny dusikaté
latky vcetné alkaloidu, sacharidy a jejich polymery, mastné kyseliny, aminokyse-
liny, proteiny, glykoproteiny, enzymy, jednoduché alkoholy a kyseliny, karboxylové
slouceniny, vitaminy a dalsi. Mezi sekundarni metabolity produkované konopim patii
kanabinoidy, flavonoidy, stilbenoidy, terpeny, alkaloidy a lignany. Naprosta vétsina

téchto slozek se vyskytuje i v jinych rostlindch mimo konopi. [7]

2.1 Kanabinoidy

Kanabinoidy jsou terpeno-fenolické latky, které jsou produkovany pouze rodem
Cannabis [8]. Hlavnim mistem jejich produkce jsou zldznaté trichomy samiciho

kvétenstvi. Primarné jsou produkovany a skladovany ve formé karboxylovych kyse-
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lin (napf. THCA - tetrahydrokanabinolova kyselina, 22 uhliku), které jsou nésledné
dekarboxylovany zahtatim (napf. THC, 21 uhliku). [9] Proces dekarboxylace je zob-

razen na obrazku 2.

CH
CH, 3
i OH o= OH
COOH LI S
HsC
HiC 7 3 0 N
H4C CeHyyg HLC 51
THCA THC

Obrazek 2: Dekarboxylace tetrahydrokanabinolové kyseliny

Funkce kanabinoidu v rostliné nebyla dodnes objasnéna. Podle predpokladu slouzi
pro ochranu rostliny proti houbovym chorobam, UV zatreni, hmyzu a bylozravcum.
Biosyntéza a vylucovani kanabinoidu je ovliviiovana na zakladé genotypu rostliny,

teploty, vlhkosti apod. [10]
THC (Delta-9-trans-tetrahydrokanabinol)

THC (viz obr. 3) je hlavni psychoaktivni slozka konopi. Vyskytuje se v ruzném
mnozstvi, nékdy témér nulovém, ve vSech odrudach a kultivarech konopi. Ma anal-

getické ucinky, poméhd sniZit pocity nevolnosti a zvysuje chut k jidlu. [5]

CH5
= OH
HLC
o
HaC CgHyq

Obrazek 3: Struktura THC
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CBD (Kanabidiol)

CBD (viz obr. 4) se vyskytuje témér ve vSech odrudach. Nema zadné psychoaktivni

ucinky, ale pusobi sedativné a antibakterialné.

CH5
T OH
CO0oOH
H,e HO CgHyq

Obrazek 4: Struktura CBD
CBN (Kanabinol)

CBN je rostlinou produkovan ve velmi malém mnozstvi, ale pii ptistupu vzduchu
ke sklizenému konopi dochazi k oxidaci THC za vniku CBN (viz obr. 5). Je slabé
psychoaktivni, pusobi jako agonista na stejné receptory jako THC, ale asi s 10%

ucinnosti. [11]

CH, Hs
T OH T OH
oxidace
. o e
T = 0 CsH
H4C CgHyy HiC =
THC CBN

Obrazek 5: Vznik CBN oxidaci THC
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3 Déleni konopi

Terminy konopi a marihuana mohou byt zaménovany. Konopi je vSak nazev bo-
tanického rodu a marihuana reprezentuje pouze konopi s vysokym obsahem THC,
které nachazi vyuziti zalozené na jeho psychoaktivnich 1icincich. Ostatni konopi
(angl. ,hemp“) mé nizky obsah THC. Historicky byly obecné znadmy 3 varianty
konopi: Cannabis sativa L. (konopi seté), Cannabis indica Lam. (konopi indické)
a Cannabis ruderalis J. (konopi rumistni). Po mnoho let je botanici povazovali
za odlisné druhy. Nicméné dnes vétsina botaniku souhlasi s tvrzenim, ze konopi

je rod s jednim, velmi variabilnim druhem (Cannabis sativa). [2]

3.1 Konopi seté (Cannabis sativa L.)

Konopf seté objevil roku 1737 Carl Linné. Pouziva se pro néj oznaceni NLD (Narrow-
leafted drug). Je to vyssi, stihld rostlina s fidkym olisténim a nepiilis vétvenym
stonkem. Listy jsou dlouhé a §tihlé. Lodyha je uvniti dutd. Semena jsou hladka,
svetle sedd az hnéda bez skvrn a mramorovani. Samici kvétenstvi je prostorove
vétsi, ale ne tak husté jako u konopi indického. M4 ¢asto energetizujici ucinky, ale
obsah u¢innych latek zavisi na odrudé a lokalité. Je z néj mozna vyroba marihuany
susenim samiciho kvétenstvi. Z tohoto druhu konopi bylo vyslechténo konopi s témér

nulovym obsahem THC - technické konopi. [12]

3.2 Konopi indické (Cannabis indica Lam.)

Konopi indické objevil roku 1783 Jean-Baptiste Lamarck. Byva oznacovano jako
WLD (Wide-leafted drug). Je nizsi a robustnéjsi nez konopi seté. Listy jsou Sirsi
a tmavsi. Semena jsou hladkd, tmava a mramorovand. Sami¢i kvétenstvi je velmi
husté a prisedlé. Ijéinky jsou uklidnujici, sedativni. Z tohoto konopi se da vyrobit
hasis, coz je koncentrovand forma ziskand oddélenim a stlacovanim pryskyticnych
trichomu. Pfi vysokém obsahu kanabinoidu je tato rostlina povazovana za vhodnou

pro farmaceutické ucely. [13]
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3.3 Konopi rumistni (Cannabis ruderalis J.)

Konopi rumistni objevil roku 1924 Dmitrij Erastovich Janischewsky. Je velmi nizkého
vzrustu s fidkym olisténim. Stonek je velmi tenky a témér se nevétvi. Semena jsou
nepravidelné tmaveé mozaikovitd. Obsah psychoaktivnich latek je nizky az stiedné
vysoky. Kvete nezavisle na svételné periodé, proto je vhodné ke slechténi brzy kve-

toucich hybridu. [12, 13]

4 Vyuziti konopi

Konopi je jedna z nejstarsich kultivovanych rostlin, ktera se odedavna pouzivala
po celém svété pro ruzné aplikace. Historicky se konopné stonky pouzivaly jako
zdroj vlaken pro vyrobu latek a lan, semena slouzila jako jidlo a k vyrobé oleje,
ale bylo také casté vyuziti kvétu a listu této rostliny jako zdroj psychoaktivnich

létek. [14]

Navzdory vyznamu konopi v textilnim i vyrobnim prumyslu rapidné klesla jeho
kultivace béhem 60. let minulého stoleti. Divodem byla silna konkurence ze strany
bavlny a syntetickych vldken, ale také zneuzivani ve formé marihuany. V posledni
dobé potteba alternativnich plodin obnovila zdjem o péstovani konopi. Pri¢inami
je relativné nizké mnozstvi chemickych hnojiv potiebnych pro kultivaci, vyjimeéna
odolnost proti nemocem a zvySeni zajmu spolec¢nosti o prirodni vldkna v porovnani

se syntetickymi. [15]

4.1 Technické konopi

Technické konopi je takové, které obsahuje velmi nizké mnozstvi psychoaktivni latky
THC. Maximéalni obsah tohoto kanabinoidu je 0,2% susiny. Mnozstvi odrud bylo
schvéleno Evropskou unii a od roku 1998 se tato plodina zacala znovu vyuzivat
skoro v celé Evropé. Nachazi vyuziti v textilnim, papirenském a potravinarském

prumyslu nebo také ve stavebnictvi. [15]
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4.1.1 Potravinarstvi

Konopi obsahuje asi 30 % tuku bohatych na omega-3, mono- a vicenasycené mastné
kyseliny. Oleje ziskané ze semen studenym lisovanim jsou pouzivany pii piiprave
pomazanek, marindd nebo jako piisada do salati. Jedna se o zdroj kyseliny linolové

a linolenové pro télo. Rozemletim surovych semen vznikd konopna mouka. [16]

4.1.2 Textilni pramysl

V textilnim prumyslu se vyuziva pevnosti, vzdusnosti a trvanlivosti konopnych
vlaken. Material vyrobeny z téchto vlaken muze napodobit bavinu, kterd je pti pés-
meékei nez bavlna a diky dlouhym vldknum mnohem pevnéjsi v tahu. Zaroven mé
mnohem vyssi trvanlivost. Konopné odévy odvadi pot, zadrzuji UV zafeni, jsou

dobfe barvitelné a odolné proti hnilobé. [17, 18]

4.1.3 Papirenstvi

Konopna vlakna se pouzivaji spolu s Inénym vlaknem a bavlnou pti vyrobé bankovek,
jako material pro tvorbu velmi kvalitnich papiri nebo také pro vyrobu cigaretového

papiru. Vyhodami jsou vysokd pevnost a relativni ekologicka ¢istota. [19]

4.1.4 Stavebnictvi

Diky svym vynikajicim izola¢nim vlastnostem se konopi vyuziva pro vyrobu plné
recyklovatelnych izola¢nich rohozi pro izolaci zdi, podlah a stiech. Vétsinou se jedna
o viceslozkové vyrobky s obsahem polyesterovych vlaken a sody. Dalsi moznosti
vyuziti konopi ve stavebnictvi jsou ohnivzdorné panely nebo piisady do betonu

pro odlehéeni a zvétseni pruznosti. Konopny olej slouzi k vyrobé laku a barev. [20]
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4.2 Medicinalni konopi

V lidském téle se nachazi kanabinoidni receptory CB1 a CB2, na které pusobi ka-
nabinoidy. Spolu tvoii endokanabinoidni systém, ktery je lokalizovan napti¢ celym
télem a je dulezity pri fyziologickych funkcich jako vniméani bolesti, nalada, imu-
nita, pamét, odpovédi na stresové podnéty a dalsi. THC mé vedle psychoaktivnich
ucinku také ucinky antibakteridlni, analgetické, protizanétlivé a antibiotické. Slouzi
k 1écbé, popripadé zmirnéni priznaku rakoviny, AIDS, epilepsie, roztrousené sklerézy,
Parkinsonovy nemoci a projevu bolesti. Predepisuje se v piripadé chronické bolesti,

ztraty chuti k jidlu, tzkosti a deprese nebo spankovych poruch. [5, 6]
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5 Polymerazova retézova reakce

Polymerdzova fetézové reakce (PCR) je metoda replikace DNA. Je zaloZena na opa-
kujici se enzymové syntéze podle urcitych tseku puvodni, tzn. templdatové DNA,

¢imz umoznuje rychle a snadno namnozit vybrany tisek DNA.

Dulezitymi slozkami k provedeni PCR jsou primery, v tomto pripadé SSR markery.
K prubéhu reakce je nutné pouzit dva: zac¢inajici (angl. , forward“) a konéici (angl.
,reverse) primer. Ty jsou odvozeny od koncovych sekvenci DNA urcenych k ampli-
fikaci. Nasedaji na komplementarni mista na templatové DNA a vymezuji tak tsek
k mnozeni. Dalsi dulezitou slozkou je DNA polymeraza, kterd umoznuje rust novych

fetézcu pripojovanim jednotlivych nukleotidu na 3’OH konec primeru. [21]
PCR probiha ve formé cyklu, které jsou tvoreny tremi zakladnimi kroky:
Denaturace

Béhem denaturace dojde k poruseni vodikovych mustku mezi bazemi v molekule
DNA a tim padem k rozdéleni dvousroubovice DNA na dva samostatné tetézce.

Tento krok probiha pii teploté 93-98 °C.
Annealing

V dusledku ochlazeni na teplotu 30-65 °C dojde k nasednuti primert na komple-

mentarni mista templatové DNA.
Elongace

Pii elongaci dochazi za teploty 65-75 °C k syntéze novych vlaken ptusobenim DNA
polymerazy, ktera umozni zabudovani volnych nukleotidi do nové vznikajictho te-

tezce. [22]
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5.1 SSR markery

Geneticka variabilita muze byt detekovana ruznymi molekuldrnimi markery, jako
napiiklad 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 nejpouzivanéjsich

v praxi jsou SSR markery.

Mikrosatelity, zndamé jako SSR (angl. Simple Sequence Repeat) markery jsou opa-
kujici se kratké (1 az 6 bp) sekvence DNA. Opakujici se sekvence zvyraznuji vysoké

trovné polymorfismu mezi jednotlivei. [23]

Nachézi vyuziti v DNA fingerprintingu, genetickém mapovéni, studiich genetické
diverzity nebo v popula¢nich studiich. Vyhodou je jejich cetny vyskyt, vysoky po-

lymorfismus, kodominance, schopnost rozlisovat vice alel a reprodukovatelnost. [24]

6 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je separacni metoda zalozena na pohybu zaporné nabitych mo-
lekul DNA v elektrickém poli smérem k anodé. Na zakladé jejich velikosti potom
dochézi k oddélovani jednotlivych molekul DNA podle jejich rozdilnych rychlosti
pohybu v gelu.

Elektroforéza muze byt provadéna na agarazovém nebo polyakrylamidovém gelu
v zavislosti na rozsahu velikosti ¢asti nukleovych kyselin. Tyto gely jsou pouzivany
diky jejich sitovité struktuie tvorené polymernimi molekulami s péry, kterou se riuzné

velké molekuly DNA pohybuji ruznou rychlosti.

Vzorky jsou naneseny do jamek v gelu spolu s tzv. nandsecim (loadovacim) pufrem,
ktery zajisti zatizeni molekul DNA a jejich migraci. Kromé samotnych vzorku je
do jedné nebo vice jamek nanesen tzv. velikostni marker o znamé velikosti jednot-

livych fragmentt, ktery pozdéji slouzi k uréeni velikosti tiseku DNA. [25]
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Prakticka cast

7 Metodika

7.1 Rostlinny material

Mnozstvi materialu potifebného k izolaci DNA se lisi v zavislosti na zvolené meto-
dice. V nasem piipadé byla izolace provadéna pomoci izolacniho kitu DNeasy Plant
Mini Kit. Pfi pouziti této metodiky je predpokladana navézka 100mg cerstvého
rostlinného materialu, ale v pripadé semen bylo, vzhledem k nepiitomnosti vody,

navazeno na analytickych vahach 20 mg konopnych semen (viz obr. 6) ze 22 odrud

(viz tab. 1). Navazend semena byla rozmélnéna v tieci misce s tlouckem.

Tabulka 1: Vzorky rostlinného materialu

C. | Zkratka Nézev Pavod [26] | C. Zkratka Nézev Puvod [26]
01 TIB Tiborszalldsi | Madarsko | 12 MON Monoica Mad arsko
02 EPS Epsilon 68 Francie 13 KCV KC Virtus Mad arsko
03 KCD KC Déra Madarsko | 14 TYG Tygra Polsko
04 | CARM | Carmagnola Italie 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 | Madarsko
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 Madarsko | 22 | CARM.L. | Carmaleonte Italie
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Obrazek 6: Semena odrudy Finola urc¢ena k izolaci DNA

7.1.1 Struc¢na charakteristika odriud konopi

Francie
Futura 75 (1998)

Jednodoma, nejranéjsi odruda ze sortimentu francouzskych odrud, ktera byla vy-
slechténa z odrudy Fibrimon 21. Vynos suché hmoty je stfedni, zatimco obsah vldkna

vysoky, vynos semene je dobry. Vegetacni doba je 106 dnu.
Fedora 17 (1998)

Jednodoma odruda, hybrid vznikly kiizenim samicich rostlin ruské dvoudomé odrudy
JUSO - 9 a jednodomé odrudy Fibrimon 21. Vynos suché hmoty a obsah vldkna je
stfedni az vyssi. Dosahuje vysokého vynosu semene. Urcéena pro produkci semene

ivlakna. Vegetacni doba je 110 dni.
Felina 32 (1998)

Jednodoma, stfedné rana az pozdni odruda, hybrid vznikly kiizenim odrudy Fibri-
mon 24 a némecké dvoudomé odrudy. Vysoky vynos suché hmoty a vlakna, vynos
semene vyssi nez u odrudy Fedora. Vhodna predevsim pro produkci vldkna. Ve-

getacni doba je 115 dni.
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Epsilon 68 (1998)
Jednodoma, pozdni odruda.
Santhica 27 (2003)

Jednodomd odruda, vhodna pro péstovani na vldkno. Vegetaéni doba je stfedné

dlouha.

Finsko
Finola (2003)

Dvoudoma odruda, velmi rand (ze zkouseného sortimentu odrud dozravé o 3 tydny
az mesic diive, tomu odpovidd i vyska porostu). Technicka délka stonku je velmi

kratkd. Kvili extrémni ranosti urcena predevsim pro produkei semene.

Ukrajina
USO 31 (1997)

Jednodoma, rand odruda. Stfedni az vyssi vynos suché hmoty, vhodna k péstovani
pro semeno i vlakno. Odolna vuéi plisni Sedé a fuzariéznimu vadnuti. Odruda ukra-

jinského puvodu, v soucasnosti je udrzovatelem Nizozemsko.

Mad’arsko
Kompolti (1955)

Nejstarsi dvoudoma odruda v Evropé. M4 jemné a lehké listy a stonek, jeji vlastnosti
spliiuji nenovéjsi pozadavky péstovani. Pokud je péstovana na vldkno, vegetacni

doba odpovida 110-115 dnum. V piipadé péstovani pro semeno 160 dni.
Uniko B (1969)

Dvoudoma odruda, hybrid vznikly kiizenim dvoudomé odrudy Kompolti a jedno-

domé odrudy Fibrimon. Od ostatnich odrud se lisi pomérem samcich a samicich
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rostlin. Samiéf rostliny jsou dominantni v F1' (vysoky vynos semene) a ¢dstecné

dominantni v F2? (produkce jemného vldkna).
Monoica (2006)

Jednodoma, volné se opylujici odruda. Charakteristickd stfedné tmavym zbarvenim

a Sirokymi listy. Urceni pro dvoji uziti. M4a stiedné dlouhou dobu vegetace.
Fibrol (2006)

Jednodoma, sttedné pozdni odruda. Vysoky vynos semene, sttedni vynos neroseného

stonku a obsah vlakna. Ma dlouhou vegetac¢ni dobu.
KC Déra (2009)

Jednodoma, stfedné pozdni odriida. Nejpozdnéjsi ze vech stfedné pozdnich mad ar-
skych odrud. Svou technickou zralost dosahuje ve 105-110 dnech. Semena dozravaji

za 140 dni.
Tiborszallasi (2000)

Dvoudoma, pozdni odruda s niz§im vynosem semene a nizkym obsahem oleje v se-

meni. Zralost semen je za 150 dni a vice.
Tisza (2010)

Stredné rany SC hybrid s dobrym vynosem semene. V F1 generaci se jedna o jed-
nodomou odrudu, v F2 je dvoudoméd. Velmi dobry vynos stonku, ale stfedni kvalita

vldkna.
Antal (2013)

Sttedné pozdni az pozdni odriuda dvoudomého konopi setého. Rostliny vysoké. Vynos
nemaceného stonku velmi vysoky. Vynos celkového vldkna nizky az stiedné vysoky.

Obsah celkového vldkna ve stonku nizky.

IF1 - 1. filidlni generace, prvni generace potomki
2F2 - 2. filidln{ generace, vznikla zkifzenim jedinct generace F1
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KC Zuzana (2013)

Rana jednodomé odruda s velmi dobrym vynosem semene. Prumérny vynos stonku

a velmi dobra kvalita vlakna.
KC Virtus (2013)

Hybrid s dobrym vynosem semene, velmi dobrym vynosem stonku a dobrou kvalitou

vldkna.

Polsko
Bialobrzeskie (1968)

Jednodoma odruda, hybrid vznikly kiizenim dvoudomych a jednodomych kment.

Vyuzitelny pro svij vysoky vynos vldkna.

Tygra (2009)

Jednodomad odruda s vys$im vynosem vldkna a stfednim vynosem semene.
Wojko (2012)

Jednodoma odruda s dobrym vynosem semene a stiedné vysokym vynosem stonku.

Italie

Carmagnola (1960)

Dvoudoma odruda ze severni Itélie.
Carmaleonte (2015)

Odruda konopi pro vldkno, jednodomy typ odvozeny od odrudy Carmagnola. Pro-
dukuje nepsychoaktivni kanabinoid CBD. Respektuje evropsky limit méné nez 0,2 %
THC. Zatim neni zapsana ve skoleéném katalogu EU. [26]
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7.2 Izolace DNA

Cilem izolace DNA bylo ziskani této nukleové kyseliny v dostateéném mnozstvi
a cistoté. Bylo nutné zbavit se nezadoucich latek, jako jsou polysacharidy, proteiny,
RNA (ribonukleova kyselina), soli a dalsi, které by poté mohly branit v ¢innosti
specifickym enzymum. Tento proces ma tti faze. V prvnim kroku je cilem rozruseni
struktur bunék, k cemuz slouzi ruzné enzymy a detergenty. Nasledné dochazi k od-
stranéni kontaminantu (napf.: proteiny - proteindza K, proteidza E; kontaminujici
NK - DNéza, RNéza). Posledni fazi jsou centrifugaéni kroky, které umoznuji srazent

nukleovych kyselin.

Byla provedena izolace rostlinné DNA formou bezfenolové extrakce pomoci kitu
DNeasy Plant Mini Kit od firmy Qiagen. Jedna se o adsorpcni metodu, ktera je
zalozena na schopnosti nukleovych kyselin adsorbovat se na kiemicité sklo za pfti-
tomnosti chaotropni soli (napf. jodid sodny). Kremicité sklo je soucdsti membran
specidlnich kolonek. Opakovanym premyvanim pres kolonky a centrifugacnimi kroky
dochazi k vymyvani kontaminujicich latek a lze tak ziskat DNA o velmi vysoké

c¢istoté. Pridané slozky a jejich vyznam pfi izolaci jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Pridané slozky pro izolaci DNA

Pridand slozka Vyznam
Pufr AP1 Pufr vyvolavajici lyzu bunék
RNaza Enzym degradujici nezadouci RNA
Pufr AP2 Deproteinizace DNA

Pufr AP3/E | Pro vysrdzeni DNA a jeji zachyceni na membrané kolonky

Pufr AW Promyvaci pufr

Pufr AE Uchovavaci pufr s nizkym obsahem soli
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Postup prti izolaci DNA

10.

11.

12.

13.

. Ke zhomogenizovanému materialu bylo pridano 400 pl pufru AP1 a 2 ul RNazy.

Obsah mikrozkumavky byl promichan na vortexu.

Zkumavka byla vlozena na 10 minut do vodni l4zné o teploté 65 °C.

. Bylo ptidano 130 pl pufru AP2, smés byla promichédna na vortexu a ponechana

5 minut na ledu. Cely obsah puvodni mirkozkumavky byl pfenesen na fialovou

kolonku.

. Mikrozkumavky byly centrifugovéany 2 minuty pii 18 000 ot./min.

. Byla odstranéna kolonka a 400 ul tekuté frakce bylo pfeneseno do nové mik-

rozkumavky. Bylo ptidano 600 pl pufru AP3/E a obsah byl jemné promichén.

. 650 pl této smeési bylo preneseno na bilou kolonku nové mikrozkumavky (mem-

brana je tvorena kiemicitym sklem, na které se navazuje DNA). Probéhla

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

. Byl odstranén tekuty podil z mikrozkumavky a do téze mikrozkumavky bylo

napipetovéano zbylych 350 ul pripravené smeési (DNA je zachycena na membra-

né kolonky).

Znovu probéhla centrifugace po dobu 1 minuty pfi 6 000 ot./min.

. Bila kolonka byla umisténa do nové mikrozkumavky a bylo ptidano 400 ul

pufru AW. Toto bylo centrifugovdano 1 minutu pii 6 000ot./min. Nésledné
byla odstranéna tekutd frakce a znovu pridano 400 ul pufru AW.

Byla provedena centrifugace po dobu 2 minut pfi 18 0000t. /min.

Bila kolonka byla umisténa do nové mikrozkumavky a k ni bylo ptidano 100 pul
predehratého pufru AE. Nasledovala inkubace po dobu 5 minut pti laboratorni

teploté a centrifugace 1 minutu p#i 6000 ot./min.

Bylo ptidano znovu 50 ul predehratého pufru AE, probéhla inkubace a centri-

fugace.

Po centrifugaci byla odstranéna bilé kolonka a mikrozkumavka byla uzaviena.
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Ovéreni kvality a kvantity izolované DNA bylo provedeno pomoci UV-spektrofoto-
metru Picopet 1.0 (Picodrop), ktery je na obrazku 7. Pro kontrolu byly pouzity 2 ul
od kazdého vzorku a jako slepy vzorek byl pouzit pufr, ve kterém byla izolovand
DNA rozpusténa. Nukleové kyseliny absorbuji UV zareni s maximem absorbance
v oblasti vinové délky 260 nm. Proteinum odpovida vinova délka 280 nm. Z poméru

absorbance pfi vinové délce 260 nm a 280 nm byla zjisténa vysoka kvalita i kvantita

DNA.

Obrazek 7: Picodrop
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7.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Byl pripraven mastermix do 1,5ml zkumavky podle tabulky 3 [22]. Slozky byly
zastoupeny v poméru pro 23 vzorku a rozdéleny do 22 0,2ml zkumavek po 24 ul.
Do kazdé zkumavky byl pridan 1 ul templatové DNA a nasledné byly vzorky pro-

michény na vortexu.

Tabulka 3: Slozky mastermixu

Slozka reakce [pl] 1 vzorek | 23 vrozku
Deionizovand HoO 16,8 386,4
Pufr 5 115
dNTP 0,1 2,3
Primer zac¢inajici 1 23
Primer kon¢ici 1 23
DNA Taq polymeréaza 0,1 2,3

Bylo pouzito 16 SSR markeru, které byly rozdéleny do t¥i skupin podle jejich

casového a teplotniho nastaveni v termocycleru (viz tab. 4).

22 vzorku konopi bylo v podobé mastermixu s ptislusnymi SSR markery umisténo
do termocycleru T3 (Biometra), ktery je zndzornén na obrézku 8. Byl spustén pro-
gram s prednastavenymi teplotami a casovymi useky pro prubéh PCR reakce (viz
tab. 5, tab. 6, tab. 7). Kromé zdkladnich kroku PCR reakce probéhla také inicia¢ni
denaturace a terminac¢ni elongace, coz jsou kroky, které zlepsuji vysledky pro elek-

troforetickou separaci.
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Tabulka 4: Sekvence pouzitych SSR markeru

Primer Zacinajici (57 - 37) Konéici (57 - 37) Skupina
CANO0039* GCAGCCATAGTCATGGTGTA GTCATTGGAAAGACCAGCTT
CANO0093* CAGTCTCTCAGATCAGACTACC AGCGGCTAGCGTAACAGTAT
CANO110* GGGTAAAGCTTACGCAAAGT AACAAACAGTTGGACACCCT
CANO126* GAGTAAGAGAAGGCGAACCA CCTGTGTAACAGAAAACCCC 1
CANO0585 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: Nastaveni termocycleru pro SSR markery ze skupiny 1

Teplota (°C) Cas Pocet opakovan{
Inicia¢ni denaturace 94 10 min.
Denaturace 94 30 s
Anneling 57 30 s 35x
Elongace 72 40 s
Terminac¢ni elongace 72 10 min.
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Tabulka 6: Nastaveni termocycleru pro SSR markery ze skupiny 2

Teplota (°C) | Cas | Pocet opakovani
Inicia¢ni denaturace 94 3 min.
Denaturace 95 15s
Anneling 52 15s 35x
Elongace 72 60 s
Terminac¢ni elongace 72 5 min.

Tabulka 7: Nastaveni termocycleru pro SSR markery ze skupiny 3

Teplota (°C) | Cas | Pocet opakovani
Inicia¢ni denaturace 94 3 min.
Denaturace 95 15 s
Anneling 54 15s 35x
Elongace 72 60 s
Terminaé¢ni elongace 72 5 min.

Obrazek 8: Termocycler
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7.4 Gelova elektroforéza

7.4.1 Priprava gelta

Nejdiive byl pripraven pufr 50x TAE (Tris-acetat-EDTA pufr), ktery byl pozdéji
pouzit jako nanéseci (loadovaci) pufr smichdanim 200 ml destilované vody, 242¢
tris(hydroxymethyl)diaminomethanu (TRIS), 57,1 ml ledové kyseliny octové a 37,2 g
disodia (EDTA). Tyto chemikalie byly rozpustény na michaé¢ce, doplnény destilova-
nou vodou na 11 a upraveny na pH 8,5 roztokem NaOH (HCI).

Byla provadéna gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Gel byl pripraven
smichanim 27,3 ml destilované vody, 2,5 ml 10x TBE (tris-borat-EDTA pufr), 16,7 ml
zédsobniho roztoku akrylamidu, 350 ul 10% roztoku persiranu amonného a 40 ul

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

vany (viz obr. 9).

Pted ztuhnutim gelu byl mezi desky elektroforetické vany umistén hiebinek na jamky,
do kterych byly pozdéji pipetovany vzorky jednotlivych DNA po probéhnuté PCR
reakci spolu s loadovacim pufrem. Do dvou jamek byl misto vzorku DNA nanesen
velikostni marker (angl. ,size marker®, SM), ktery slouzil k identifikaci velikosti

useku DNA na gelu.

(. !;}ll:l“ H;IIIEM‘ :

Q

Obrézek 9: Elektroforetickd vana
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7.4.2 Barveni gelia

Po probéhnuti elektroforézy byl gel opatrné sejmut ze sklenénych desek a prenesen
do nadoby s fixacnim roztokem, kde byl inkubovan zhruba 5 minut za lehkého
protrepavani. Poté byl asi 5 minut inkubovan za mirného tfepani v nddobé s roz-
tokem 0,2% dusi¢nanu stiibrného. Nésledné byl 3x promyt destilovanou vodou a u-
mistén do nadoby s vyvojkou a za lehkého tiepani inkubovan do objeveni produktu

na gelu. [1]

Priprava chemikalii a roztoki:

1. Fixac¢ni roztok

e 41,6 ml ethanolu
e 2.0ml kyseliny octové

e 356,4ml destilované H,O
2. 0,2% roztok dusiénanu stitbrného

e 2g AgNO3

e Doplnéno destilovanou H,O na 1000 ml
3. Vyvojka

e 10ml 37% formaldehydu

e 222¢g NaOH

e 730ml destilované H,O
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7.5 Vyhodnocovani vysledki

Ziskané gely byly vyhodnocovany z hlediska velikosti usekui DNA a piitomnosti
a poctu alel. Jako piiklad je uveden gel odpovidajici vzorkum konopi s SSR marke-

rem CAN2913* (viz obr. 10)3.

Z duvodu snahy odseparovani ,ruchu® od signalu, které mohou byt zpusobeny chy-
bami PCR jako napf. nespecifickou amplifikaci nebo ,sklouznutim* polymerazy je

hodnocena pouze ta cést gelu, ktera odpovida velikosti uvedené v literatute.

Obrazek 10: Gel ziskany elektroforézou vzorkt s SSR markerem CAN2913*3

3SM - size marker; ¢fsla odpovidaji odriiddm konopi (viz tab. 1)
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Na zékladé téchto poznatku byla vytvorena matice, kterd odpovida tabulce 8%. [1]

Tabulka 8: Matice popisujici dominantni alely odriid s mikrosatelitem CAN2913*4

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
0 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 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 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 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0
0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 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 1 0 0 0

Velikost (angl. ,range“) isekii DNA byla odvozena od velikostniho markeru (angl.

,size marker®) s tim, ze kazda jeho alela odpovida 20 bp (angl. base pair - paru

bazi).

Dalsi dulezité faktory jsou index diverzity (DI), pravdépodobnost identity (PI) a po-
lymorfni informaé¢ni obsah (PIC), coz jsou informace o SSR markeru, které vy-
povidaji o jejich vhodnosti k identifikaci. Tyto udaje lze ziskat vypoctem z celkového

poctu a zastoupeni jednotlivych alel ve vzorcich [27]. Nejvhodnéjsi jsou SSR markery

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

CAN2913* jsou uvedeny v tabulce 9.

s/

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

SSR marker

Velikost [bp]

Pocet alel

DI

PI

PIC

CAN2913*

120-150

6

0,783

0,043

0,768

41-22 - ¢isla odrid; 1 - vyskyt dominantni alely; O - nepiftomnost dominantni alely
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8 Vysledky a diskuze

8.1 Vyhodnoceni analyz jednotlivych SSR markert

Celkem 16 SSR markeru bylo pouzito pro analyzu 22 vzorku konopi. V tabulce 10
jsou uvedeny informace o rozsahu velikosti alel a jejich poctu ve vzorcich. Také jsou
zde uvedeny vypocitané hodnoty DI, PI a PIC, které vypovidaji o vhodnosti vyuziti
téchto SSR markert pro identifikaci genotypu technického konopi.

Tabulka 10: Informace o vhodnosti pouzitych SSR markeru

SSR marker | Velikost [bp] | Pocet alel | DI PI PIC
CAN0039* 200-220 3 0,561 | 0,135 | 0,551
CAN0093* 200-260 5 0,698 | 0,065 | 0,685
CANO110* 100-130 5 0,764 | 0,053 | 0,745
CANO0126* 160-190 3 0,659 | 0,151 | 0,604
CANO0585 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

PRUMER 6,125 0,742 | 0,086 | 0,715

Bylo nalezeno celkem 98 ruznych alel. Prumérny vyskyt alel pti analyzdch jednot-

livymi SSR markery je 6,125.
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Byla vypocitdna prumérna hodnota DI 0,742, prumérna hodnota PI 0,086 a prumérna
hodnota PIC 0,715. Hodnoty DI a PIC vétsi nez 0,8 a hodnota PI mensi nez 0,06 byly
vypocitany pro ctyii SSR markery (ANUC202, ANUC201, ANUC203 a ANUC204).
Ty jsou vhodné pro identifikaci genotypu téchto odrud technického konopi a se-
staveni tzv. panelu mikrosateliti pro jejich identifikaci. Jako nejlepsi SSR marker
s nejvyssimi hodnotami DI a PIC a nejnizsi hodnotou PI byl stanoven ANUC202.

cvv s

notou DI a PIC a nejvyssi hodnotou PI byl stanoven CAN1690B*.
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8.2 Geneticka podobnost vzorki konopi

Pro popis genetickych rozdili mezi genotypy jsou vhodné dendrogramy genetické
podobnosti. Vysledky analyz byly vyhodnocovany pomoci bindrni matice, kde 1
znamena pritomnost produktu a 0 jeho absenci. Tato matice byla zpracovana sta-
tistickym softwarem FreeTree verze 9.1[28] pomoci UPGMA (Unweight Pair Group
Method with Arithemetic Mean) s vyuzitim Jaccardova koeficientu podobnosti[29].
Do podoby dendogramu byly vysledky preneseny softwarem TreeView verze 1.6[30].

Pro znézornéni genetickych podobnosti mezi 22 vzorky konopi byl vytvotren prislusny

dendrogram (viz obr. 11).
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Obrazek 11: Dendrogram genetické podobnosti odrud
M - Madarsko; F - Francie, I - Itélie, P - Polsko, Fin - Finsko; U - Ukrajina; D -
dvoudomé; 1,2 - shluky; A,B - podshluky; 1-22 (KCZ-CARM.L) - odrudy (viz tab. 1)
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Dendrogram byl rozdélen do dvou zakladnich shluku 1 a 2. Do prvniho shluku spadaji
genotypy Bialobrzeskie, Wojko a Carmaleonte, které se nejvice odlisuji od ostatnich
vzorku. Zbytek, oznaceny jako skupina 2, byl rozdélen do dvou shluku A a B.
Do shluku A spadaji genotypy KC Zuzana, Tisza, Unico B, Finola, Monoica, Kom-
polti, Antal, Tiborszallasi, KC Doéra, Epsilon, Futura 75 a Carmagnola. Do shluku
B patii USO 31, Santhica 27, Fedora 17, Felina 32, KC Virtus, Tygra a Fibrol.

7 dendrogramu lze také vycist, ze kromé dvou vyjimek spadaji vSechny odrudy
ptuvodem z Madarska do shluku A. Vét$ina francouzskych odrid naopak patii
do shluku B. Je tedy mozné fici, ze se u francouzskych a madarskych odrid pro-
jevil vliv jejich puvodu (tzn. provenience) na rozdéleni. Do shluku A patii kromé
mad arskych vzorku také 2 odrudy francouzské (Epsilon 68, Futura 75), jedna finské
(Finola) a jedna italskd (Carmagnola). Do shluku B patii kromeé francouzskych
vzorku dvé madarské odrudy (Fibrol, KC Virtus), jedna polskd (Tygra) a jedna
ukrajinskd, jejimz udzovatelem je Nizozemsko (USO 31). Vsechny polské odrudy
kromé jedné byly zarazeny do shluku 1. Kromé polskych odrud je v tomto shluku
jedna italska (Carmaleonte). Timto zarazenim odrud v dendrogramu podle podob-
nosti DNA ze stejnych oblasti byl potvrzen fakt, ze se béhem Slechténi materialy

adaptuji na mistni klimatické podminky.

Dalsim zajimavym poznatkem je fakt, ze vSechny dvoudomé odrudy byly zarazeny
do shluku A, z ¢ehoz plyne, Ze se tato skuteénost vyrazné odrazi na jejich ge-
netické informaci, tzn. ze nékteré ndmi analyzované SSR markery jsou s nejvétsi

pravdépodobnosti ve vztahu pravé k této vlastnosti konopi.
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Zavér

Bylo zjisténo, ze ¢tyti z 16 pouzitych SSR markert jsou vhodné pro studium gene-
tické variability zkoumanych 22 odrud technického konopi (ANUC202, ANUC201,
ANUC203 a ANUC204). Jako nejvice vyhovujici byl stanoven SSR marker ANUC202
a jako nejméné vyhovujici CAN1690B*. Tyto informace mohou byt vyuzitelné v nad-
chézejicich vyzkumech zabyvajicich se stejnymi odrudami nebo pii voleni SSR mar-
kertu vhodnych pro identifikaci zemé puvodu a rozdéleni odrud na jednodomé a dvou-

domé.

V ramci samotného studia genetické variability danych odrud bylo zjisténo, ze
odrudy ze stejné zemé puvodu disponuji podobnou genetickou vybavou. To je zpuso-
beno jejich adaptaci na mistni klima pii slechténi. Vétsina odrud byla mad arskych,
které se drzely ve shluku A v dendrogramu, a francouzskych, které se drzely shluku B.
viechny polské odrudy kromeé jedné (Tygra). Tyto vysledky mohou byt vyuzity
pro charakterizaci genetické diverzity mezi vzorky technického konopi, urcéovani

neznamych vzorku nebo pii slechténi odrud novych.
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