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1. UVOD

Zmeény v plevelovych spoleCenstvech a populacich plevell na zemédélské
pudé probihaji nepretrzité a je velmi pravdépodobné, Ze i nadale budou prochazet
dal$im vyvojem. Plevele se neustale pfizplusobuji celé fadé faktoru, které pUsobi
na jejich rust, reprodukci a Sifeni do okoli. Populace vétSiny plevell se vyznacuji
vysokou genetickou variabilitou, ktera jim umoznuje pfizplisobovat se a prezivat
v ménicich se ekologickych podminkach.

Vyznamné zmény v druhovém spektru plevell byly v poslednich desetiletich
ovlivnény zejména selekénim tlakem herbicidd. Herbicidy patfi v sou€asnosti
k nejvice vyuzivanym pesticiddm u nas i ve svété. Pouzivaji se ve vSech
péstovanych plodinach na orné i nezemédélské pudé. Péstovani vétsiny plodin
na celém svété by bez pouziti herbicidli nebylo mozné. Velkoplo§né a opakované
pouzivani herbicidi ma v8ak mnoho rizik. Jednak jsou to rizika ekologicka
a ekotoxikologicka a vedle toho jsou dlouhodobému plsobeni herbicidd vystavena
i vlastni spoleCenstva a populace plevelll. Opakované pouzivani herbicidd ma
za nasledek postupné zmeény jak v druhovém spektru plevell ve prospéch
pfirozené odolnych druhl (tzv. shift), tak i postupnou selekci tolerantnich jedincu
v populacich, ktera mlze vyustit v herbicidni rezistenci celé populace. V kazdé
populaci se nachazeji jedinci, ktefi se vyznacuji pfirozenou schopnosti prezit
herbicidni oSetfeni. Postupnym potlacovanim citlivych fenotypl uvnitf populace
muze diky selekénimu tlaku herbicidu dojit ke vzniku rezistence.

ZjednodusSovani agrotechniky (zvlasté uzké osevni postupy a minimalizace
ve zpracovani pudy) spolu s orientaci na nékolik mechanisml uc€inkd herbicidu
vedlo ke zvySeni Skodlivosti travovitych plevell a narlstu pfipadld herbicidni
rezistence.

NejvétSi narGst populaci rezistentnich pleveld je v posledni dobé
zaznamenavan u skupiny herbicidl inhibujici enzym acetolaktat syntazu (ALS).
Hospodaisky nejvyznamnéjSim plevelem s potvrzenou rezistenci vacéi ALS
inhibitorlim v podminkach stfedni a severovychodni Evropy je chundelka metlice
(Apera spica- venti (L.) Beauv.), jejiz rezistentni populace byly nalezeny
a popsany také v Ceské republice. Poget pfipadi snizené uginnosti herbicidd
pouzivanych v ochrané proti chundelce metlici na naSem uzemi pfibyva a vyskyt

dalSich rezistentnich populaci je velmi pravdépodobny.
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Tato prace se snazi vysvétlit mechanismy rezistence, jejichZz znalost
je dulezita jak z pohledu evoluce herbicidni rezistence, tak i jeji prevence

a managementu.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Definice a pfi€iny vzniku herbicidni rezistence
Podle mezinarodni organizace HRAC (Herbicide Resistence Action

Committee) je rezistence v pfirozené populaci plevell definovana jako spontanné
vystupujici dédi¢na vlastnost jednotlivych biotypu prezit oSetfeni herbicidem, ktery
za normalnich aplikacnich podminek tuto populaci uc¢inné potlaci.

Green (1990) definuje rezistenci jako absolutni toleranci plevelné rostliny vuci
takové davce herbicidu, ktera je za béznych podminek pro pfislusny druh letalni,
pficemz toleranci nazyva jako pfirozenou a normalni variabilitu citlivosti vUCi
herbicidim, ktera je danému druhu plevele vlastni. Menne a Koécher (2007)
uvadeéji, Ze rezistence je pfirozeny jev, na kterém lze v populaci plevele v kratkém
Casovém useku pozorovat to, co se jinak vyviji pfes miliony let.

Existuji dva pfedpoklady pro vznik herbicidni rezistence v plevelné populaci:
pritomnost genetické proménlivosti a selekéni tlak vyvolany opakovanou herbicidni
aplikaci (Cousens, Mortimer, 1995). Za vznikem rezistence stoji vyznamné
evoluéni faktory jako je frekvence rezistentnich alel v pfirozenych populacich,
stupen deédivosti rezistence, zivotaschopnost a konkurenceschopnost citlivych
a rezistentnich biotypu v pfitomnosti herbicidu a pfenos gend mezi populacemi
a uvnitf populaci (Maxwell, Mortimer, 1994). Uroven a rychlost evoluce herbicidni
rezistence je zavisla na typu rozmnoZzovani populace, dédi¢nosti rezistentniho
znaku, schopnosti kFfiZit se a moznosti pfenosu genu (Jaseniuk a kol., 1996).
Na zakladé matematickych zakonitosti |ze dokazat, ze témeér v kazdé populaci je
jedinec rezistentni vic¢i dané ucinné latce. Pavodni pocet rezistentnich jedincl
v pfirozené populaci se pohybuje v mite 10 az 10™** (Maxwell, Mortimer, 1994).
Dulezitou roli v uplatnéni rezistentniho biotypu hraje to, zda bude mit jedinec
dostatecné fithess, aby se mohl mnozit a pusobit Skody. Jako fithess oznaCujeme
cely komplex vlastnosti, které umoznuji, aby potomstvo rezistentniho jedince
prezivalo a mnozilo se v konkurenci puvodni citlivé €asti populace, plodiny,
i dalSich plevell. Nové mutace jsou zpravidla recesivni a méné zivotaschopné.
V pfipadé, Ze prestaneme pouzivat danou latku, pomine selekéni vyhoda
rezistentnich jedinci a v populaci postupné zacnou previadat citlivi jedinci
s lepSim fitness. Vznik rezistence je vyznamnym problémem u herbicidu

zasahuijicich zpravidla do jediného biochemického procesu fizeného jednim nebo
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nékolika malo geny. Rezistence jako prakticky vyznamny problém nastava tehdy,
jestlize je snizeni citlivosti nékterych jedinct v populaci Skodlivého organismu
dédi¢né. Za zdroj nového znaku — rezistence, jsou vétSinou povazovany mutace
(Veverka, 2009).

2.2. Historie vzniku a vyvoj herbicidni rezistence
Prvni nalezy rezistentnich plevelnych rostlin va¢&i herbicidiim byly odezvou na

zavedeni perzistentnich herbicidd ze skupiny triazind. Tyto herbicidy byly
pouzivany opakované predevSim v monokulturach kukufice a jablofiovych sadd.
Prvni zprava o nalezeni rezistentniho plevele vici triazinlm pochazi z roku 1968
(Ryan, 1970). Jednalo se o rezistentni biotyp starCku obecného (Senecio vulgaris
L.) nalezeny v ovocnych Skolkach, kde byly po dobu deseti let kontinualné
pouzivané ftriaziny. V prabéhu 70. — 80. let pfedevS§im v Severni Americe a
v Evropé dochazelo k vyraznému narlstu poctu rezistentnich populaci viéi témto
herbicidim a byly popsany dalSi rezistentni druhy (Amaranthus retroflexus L.,
Chenopodium album L., Chenopodium strictum aj.). Od 90. let minulého stoleti se
pak velmi rychle objevovaly populace plevellu rezistentni k dalSim herbicidnim
skupinam, predevS§im vac&i inhibitorim acetolaktat-syntazy a acetylkoenzym
A- karboxylazy (ACCazy).

Do soucasné doby (Cerven 2013) byla herbicidni rezistence popsana u 217
plevelnych druht, z toho u 129 dvoudéloznych a 88 jednodéloznych. Rezistence
byla zjisténa u 21 z 25 znamych mechanismud ucinku herbicidl, pficemz nejvice
pfipadld je znamo u herbicidl ze skupiny inhibitord enzymu acetolaktat-syntazy
(129) a inhibitord fotosystému Il (70). Poclet rezistentnich biotypd stoupa
i v dalSich skupinach, nyni zejména u inhibitord 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat
syntazy (EPSPS) a inhibitord ACCazy. Celkem jiz byla rezistence plevell popsana
k 148 riznym herbicidim, v 63 plodinach a v 61 riznych zemich (Heap, 2013).

Plochy, na kterych byly zjiStény rezistentni rostliny, se zvySily ze 1,7 milionu
hektart v roce 1996 na 70 miliont hektart v roce 2005 (Menne a Kécher, 2007).
Obecné se ve svété predpokladaji jesté mnohem vétSi plochy zasazené
rezistenci, protoze pocet hlasenych pfipadu uUzce souvisi s urovni studia detekce
rezistence v jednotlivych statech svéta. Nejvice je situace zmapovana v Severni

Americe, Evropé a Australii.



V Evropé v souCasné dobé neexistuje stat, na jehoZ uzemi se nevyskytuji
rezistentni populace plevell. Rezistentni populace se nachazeji jak na
zemeédélské padé, tak i na pudé nezemédélské (zeleznice, dopravni komunikace),
a proto hrozi velké nebezpeci Sifeni téchto rezistentnich populaci jak uvnitf
uvedenych statd, tak i napfi¢ jednotlivymi staty.

Z pohledu evropského zemédé@lstvi je nejzavaznéjSim hospodaiskym
problémem vyskyt rezistence u travovitych plevell jako je psarka polni
(Alopecurus myosuroides Huds.), jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lamk.),
jilek tuhy (Lilium rigidum Gaud.), oves hluchy (Avena fatua L.), chundelka metlice
(Apera spica-venti (L.) Beauv.) a svéfep jalovy (Bromus sterilis L.), jejichz vyznam
stale stoupa. Velmi zavaznou skutecnosti je fakt, Ze mnohé populace psarky polni,
jilku tuhého a ovsa hluchého jiz vykazuji mnohonasobnou rezistenci (multiple
resistance) vlc&i substituovanym mocovinam, sulfonylmo€ovinam a inhibitordm
acetyl-koenzym A-karboxylazy. Mnohonasobna rezistence spociva vtom, Ze
plevele vykazuiji rezistenci vuci herbicidum ze zcela odliSnych chemickych skupin
s riznym mechanismem ucinku. Proto muze byt jejich regulace velmi obtizna
(Chodova, Salava, 2006). Tento typ rezistence byl potvrzen u mnoha druhd
z Celedi lipnicovitych a za jeho rozvojem stoji biologické vlastnosti plevelného
druhu, jako je cizosprasnost, vysoka geneticka variabilita, produkce semen
a pocCet rostlin na pozemku (Hamouzova a kol., 2012). V Belgii byla popsana
rezistence u psarky polni vuci péti ucinnym latkam (atrazine, chlorotoluron,
fenoxaprop, pendimethalin, propaquizafop) ze ¢&tyf rdznych chemickych skupin
(Moss a kol.,, 2007). Pomérné velkym problémem je 2z pohledu hubeni
rezistentnich populaci plevell také kfiZzova rezistence (cross-resistance). Rostlina,
U niz byla vyvolana rezistence jednim herbicidem, je rezistentni vUici dalSim
herbicidiim se stejnym nebo podobnym mechanismem ucinku. Tyto rostliny jsou
rezistentni vici Sirokému spektru herbicidnich pfipravkl a ochrana proti nim je
velmi komplikovana (Mikulka a kol., 1999).

Zavislost mezi rostlinnymi Celedémi a jejich sklonem tvofit rezistentni
populace neni zcela zfejma, prestoze rezistentnich populaci travovitych plevelu je
registrovano nejvice. Zatimco plevele z Celedi lipnicovitych tvofi 33 % vSech
rezistentnich druht a 40 % vSech rezistentnich populaci, podil této Celedi na
celkovém svétovém druhovém spektru plevelu je pouze 25 %. Vedle Celedi

lipnicovitych maiji relativné vysSi zastoupeni druhu tvofici rezistentni populace, nez

5



je jejich podil na celkovém plevelném druhovém spektru, také druhy z Celedi
laskavcovitych, brukvovitych, merlikovitych a krticnikovitych (Heap, 1999).

V Ceské republice bylo doposud popsano 16 druh( rezistentnich pleveld.
VétSina druhG s potvrzenou rezistenci byla nalezena na nezemédélské pudé
a na stanovistich s intenzivni chemickou ochranou, zejména se jednalo
o Zeleznice a ovocné sady - laskavec ohnuty (Amaranthus retroflexus L.),
laskavec zelenoklasy (Amaranthus Powellii S. Watson), turanka kanadska
(Conyza canadiensis L. Cronq), rosi¢ka krvava (Digitaria sanguinealis L.), bytel
metlaty (Kochia scoparia (L.) Schrader), lipnice ro¢ni (Poa annua L.), rdesno
bleSnik (Persicaria lapathifolia L.), rdesno Cervivec (Persicaria maculosa S.F:
Gray), starek obecny (Senecio vulgaris L.). Tyto pfipady rezistence byly popsany
béhem 80. a 90. let a byla u nich potvrzena rezistence zejména k triazinovym
pripravkum (Salava, Chodova, 2006). V poslednich letech se zacal zajem obracet
I na polni plevele. V porostech kukufice a cukrovky byly nalezeny druhy rezistentni
vuci PS Il inhibitorim — jezatka kufi noha (Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.),
merlik bily (Chenopodium album L.), merlik tuhy (Chenopodium strictum Roth),
lilek ¢erny (Solanum nigrum L.) (Mikulka, Slavikova, 2008).

Nejvyznamné&;j$im druhem v porostech obilnin v CR, u n&hoz byla potvrzena
rezistence vuci ALS inhibitordm a v nékolika malo pfipadech i PS Il inhibitorim, je
chundelka metlice (Novakova a kol, 2006). V oblasti jiznich Cech zaginaji pfibyvat
také problémy s ucinnosti sulfonylmoCovin na psarku polni (Alopecurus
myosuroides Huds.) v porostech obilnin a jiz byly popsany prvni rezistentni
populace vuci chlorsulfuronu (Slavikova a kol. 20011) a vU¢i herbicidim
obsahujicim u€innou latku mesosulfuron a iodosulfuron (Hamouzova, KoSnarova,
2010).

2.3. Mechanismy herbicidni rezistence
Herbicidy potlacuji plevele naru$enim jejich zakladnich fyziologickych nebo

biochemickych procesul, obvykle prostfednictvim specifické interakce s jednou
cilovou molekulou v rostliné. Zpravidla se jedna o inhibici jednoho nebo vice
enzymdu, které katalyzuji nékterou z reakci pfi biosyntéze organickych sloucenin —
aminokyselin, karotenoidl, lipidd, apod. Nasledné vSak mlze dochazet
k druhotnym projevim na mistech, kde jsou dané slouCeniny zapotiebi

v navazujicich biochemickych procesech Ci jako stavebni jednotky bunécnych



organel. Rostliny se mohou stat rezistentnimi vaci ucinku herbicidd vzhledem
k modifikacim téchto enzymu, které redukuji nebo znemozniuji schopnost herbicidu
navazat se na cilové misto. Castym mechanismem rezistence je sniZeni citlivosti
cilového mista u€inku herbicidu tzv. target site resistance neboli rezistence v misté
ucinku. Druhy zakladni mechanismus rezistence spociva vtom, Ze herbicid
nedosahne mista U€inku z divodu omezeného pfijmu, translokace ¢i metabolické
pfemény herbicidu. Tato rezistence se oznacuje jako non-target site resistance,
neboli mimo misto 0cCinku, ktera je nékdy téZz oznaCovana za rezistenci
metabolickou (Lutman, Health, 1990).

2.3.1. Rezistence mimo misto u€inku
Podstatou rezistence mimo misto ucinku je redukce koncentrace herbicidné

aktivnich slou€enin &i zabranéni pristupu molekuly herbicidu do mista, kde ma
ucinkovat, tedy vyvolat zde toxickou reakci. Toto mlze probé&hnout nékolika
zpusoby. Jednou z cest je zménény pfijem, kdy rezistentni rostlina herbicid
nepfijima napf. diky morfologickym zménam jako je nadprodukce vosku apod.
(Tharayil-Santhakumar, 2003).

Dulezitym mechanismem rezistence mimo misto Ucinku je kompartmentace
translokace herbicidu neboli jeho pfemisténi a ulozeni na misto, odkud nemulze
ucinkovat (Heap, LeBaron, 2001). Lipofilni herbicidy mohou byt napfiklad
imobilizovany v tukovych burnkach (Steging, Vaughn, 1988). NejCast&jSim druhem
rezistence mimo misto uc€inku je detoxikace prostfednictvim oxidace, redukce,
hydrolyzy €i konjugace a nasledna kompartmentace herbicidu ¢i jeho metabolitu.
Herbicid je v téchto biochemickych reakcich odbouran dfive, nez dosahne mista
ucinku (Yuan a kol., 2006). Mezi reakce prvni faze patfi oxidace, redukce
a hydrolyza, pfiCemz nejbéznéjSi transformacni reakci je oxidace. Tyto reakce
snizuji toxicitu molekuly herbicidu a zvySuji jeji polaritu tak, aby byla schopna
konjugace ve druhé fazi detoxikace (Kreuz a kol., 1996). Schopnost deaktivovat
herbicid ma rostlina diky enzymdm, jejichz zvySena aktivita mlze vést
k metabolické rezistenci plevele. NejvyznamnéjSim z nich je cytochrom P450
monooxygenaza se Sirokou substratovou specifitou, ktera ma v prvni detoxikacni
fazi schopnost oxidovat velké mnozstvi cizorodych latek. Ze skupiny herbicidu je
to napf. skupina sulfonylmoc€ovin, aryloxyfenoxypropionatd a triazina (Mallory-

Smith, Namuth, 2010). Siroka substratova specifita enzymu P450 monooxygenazy



je zpusobena znaCnym strukturdlnim polymorfismem enzymu, ktery je dan
rychlymi mutacemi genu pro P450 (Yun, 2005). ZvySena metabolizace herbicid(
zpusobena aktivitou skupiny téchto enzymd jiz byla popsana jako pficina stojici za
vznikem rezistence k inhibitorm ACCazy, ALS a inhibitordm fotosytému Il (PS 1)
u fady travovitych plevell (Tharayil-Santhakumar, 2003).

Ve druhé fazi detoxikace herbicidu dochazi ke konjugaci velkych hydrofilnich
molekul s aktivovanymi xenobiotiky. Endogenni molekuly, které se vazi
s herbicidy, jsou nej¢astéji sacharidy, gluthation nebo kyseliny. Vznika konjugat,
ktery obvykle vykazuje vétSi rozpustnost ve vodé, nez jakou meéla molekula
puvodni. Dulezitou skupinou enzymud v tomto kroku jsou glutathion-S-transferazy
(GST), které katalyzuji konjugaci glutathionu s rdznymi substraty za vzniku
glutathionového konjugatu, ktery je nasledné transportovan do vakuol. GST se
Ucastni syntézy rady rliznych sekundarnich metabolitd a umoznuje detoxifikovat
Sirokou Skalu chemickych latek. DalSim vyznamnym enzymem, ktery se ucastni
faze Il je O-glykosyltransferaza (OGT), ktera ma podobnou funkci jako GST.
Brazier (2002) ve své praci dokazuje, Ze tento enzym hraje napf. vyznamnou roli u
metabolické rezistence psarky polni (Alopecurus myosuroides Huds.) k ucinné
latce mefenpyr. Treti faze detoxikace herbicidu zahrnuje transport konjugovanych
molekul do vakuol nebo mimobuné&nych prostor aktivnim transportem, na némz
se nejCastéji podileji ABC prfenasSecCe (Bartholomew, 2003). ABC pfenasecCe se
nachazeji na bunéénych membranach a maji v rostlinach znaéné mnozstvi funkci
jako napf. vyluCovani toxickych sloucCenin, translokaci mastnych Kkyselin
a fosfolipidu, sekvestraci sekundarnich metabolitd nebo transport katabolitd
Z chloroplastu, auxinu a tézkych kovl za ucelem udrzeni bunééné homeostaze.
ABC prenasecCe hraji vyznamnou roli v herbicidni rezistenci diky schopnosti
transportu a kompartmentace herbicidu a jejich metabolitd (Schulz, Kolukisaglu,
2006).

Ve C¢Ctvrté fazi detoxikace herbicidu dochazi k dalSim degradacim
konjugovanych molekul ve vakuolach a mimobunéénych prostorach. Ve vakuolach
napf. dochazi k odstépeni peptidi za vzniku cysteinu, ktery maze byt vyuzit jako

substrat pro tvorbu dalSich aminokyselin (Yuan a Tranel, 2006).



2.3.2. Rezistence v misté uc€inku
Mechanismus rezistence v misté uCinku je obvykle spojovan se zamezenim

efektivniho navazani herbicidu s cilovym mistem z dlvodu zmény vazebného
mista (Tharayil-Santhakumar, 2003). Cilovym mistem jsou obvykle enzymy,
proteiny nebo jejich komponenty, se kterymi se herbicidy vazi a tim naruSuji
vrostliné zakladni funkce. PocCet téchto mist ucinku se pohybuje mezi
15-20 (Cobb, Kirkwood, 2000). Modifikace vazebného mista herbicidu vétSinou
vznika zpravidla jako dUsledek jednobodovych mutaci genu, ktery kdéduje enzym,
se kterym by se herbicid normalné vazal. Zaména pofradi aminokyselin v primarni
struktufe cilového proteinu zplsobena bodovou mutaci umozni enzymu jeho
normalni funkci i za pfitomnosti herbicidu (Devine, Eberlein, 1997). Diky témto
mutacim mohou enzymy v rostliné katalyzovat dulezité biochemické reakce i za
pfitomnosti herbicidu, coz rostlindm umozni dale pfezivat a rozmnozZovat se
(Tharayil-Santhakumar, 2003). Tyto zmény jiz byly popsany u vSech vyznamnych
mist Ucinku herbicidd — D1 proteini, ALS, ACCazy a EPSPS (Devine, Shukla,
2000).

Rezistence v misté u€inku mize byt dale zplsobena polymorfismem cilovych
enzymU herbicidd. Polymorfni molekularni formy enzymi (isozymy) jsou enzymy
katalyzujici stejnou reakci, které se |iS§i sekvenci a sloZzenim aminokyselin.
Variabilita metabolické aktivity je zplsobena pfitomnosti nékolika typu alel pro
dany enzym, které pfedurcuji rdznou aktivitu kédovaného enzymu. V populaci se
tak vyskytuji alely, u jejichz nositeld mizeme predpokladat rychly metabolismus
substratl daného enzymu. Tento zrychleny metabolismus herbicidu muze byt
pricinou rezistence.

DalSim pfipadem rezistence v misté uc€inku je nadprodukce cilového enzymu,
na ktery ma herbicid pusobit. Enzym je produkovan v pletivech rezistentniho
jedince v takové mife, ze jej herbicid aplikovany v normalni davce nepostacuje
kzablokovani veskerého jeho mnozstvi. Pfi¢inou nadprodukce enzymu je zvysSené
mnozstvi kopii genu pro cilovy enzym. ZvySena exprese genu mulze byt
zpusobena nékolika mechanismy. Obecné se exprese zvySuje béhem stresové

odpovédi.



Geneticky zaklad rezistence

Genetické studie zjistily, Ze target site rezistence je obvykle zaloZena na
jednom jaderném genu, jehoz rezistentni alely vykazuji vysoky stupefi dominance.
Nicméné dédicné vlastnosti mohou byt zalozeny rdzné:

— Uplna dominance alel,

— neuplna dominance alel,

— recesivita alel,

— nejaderna, matefska dédi¢nost chloroplastové deoxyribonukleové kyseliny
(DNA),

— polygenné zaloZena dédi¢nost.

Stuperi dominance rezistentnich genu je obzvlasté dulezity u cizosprasnych
druhud, nebot pIné recesivni geny se v heterozygotnich jedincich Fedi. Naopak
stupenn dominance ma jen maly vyznam pro vyvoj rezistence u druhd, které jsou
obligatné samosprasné, protoze mezi potomstvem rezistentniho jedince jsou vzdy
homozygoti nesouci gen rezistence.

Je-li rezistence udélena recesivnimi alelami, trva obvykle velmi dlouho, nez
se Cetnost alel v populaci dostane na takovou uroven, aby se rezistence projevila.
Je-li naopak rezistence udélovana dominantnimi alelami, je Sifeni rezistentni
populace vyrazné rychlejSi. Rezistence plevell k triazinovym herbicidm neni
obvykle kédovana chromozomalni DNA, ale nejadernou DNA, ktera je
v chloroplastech bunék materské rostliny. Z toho plyne, Ze gen rezistence se
nemuze prenaset pylem, ale semena vznikla na rezistentni rostliné produkuji vzdy
rezistentni jedince. Pfedpoklada se, Zze vysoké davky herbicidd podporuji selekci
target site rezistentnich populaci, jejichZz rezistence je zalozena monogenné.
Naopak nizké davky herbicidd nebo herbicidy s nizSi uc€innosti podporuji vznik
polygenné zaloZenych rezistenci, jako je metabolicka rezistence (Vila-Aiub,
Ghersa, 2005; Neve, Powles, 2005).
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2.4. Rezistence k vyznamnym skupinam herbicida

2.4.1. Rezistence k inhibitoradm fotosystému Il.

Mezi inhibitory fotosystému Il (PS Il) patfi ucinné latky z velké skupiny
chemicky nepfibuznych slougenin. Radi se mezi né& napf. triaziny (atrazin,
simazin) triazinony, nitrily, pyridazinony, substituované mocoviny (chlorotoluron,
isoproturon) a dalSi skupiny. Komplex PS Il katalyzuje rozklad vody za uvolnéni
molekularniho kysliku. Je soucasti komplexu elektronového transportu, ktery se
nachazi na membranach thylakoidd v chloroplastech (Tharayil-Santhakumar,
2003). Zaroven je molekulami plastochinonu funkéné spojen s komplexem
cytochromi bg/f (Prochazka, 1998). Mechanismus ucinku inhibitord PS I

zpUsobuje inhibici Hillovy reakce (fotolyza vody) pfi fotosyntéze (Pfister, 1979).

H,O + NADP* ——» %0, + NADPH + H'

Podstatou ucCinku je zabranéni toku elektronl pfes thylakoidni membranu
chloroplastl k akceptorim prostfednictvim plastochinonu v PS Il z dlivodu vazby
herbicidu na tzv. D1 (Qb) protein. Volné elektrony se hromadi v reakénim centru
a vznikla energie je absorbovana chlorofylem a karotenoidy, v dusledku ¢ehoz
dochazi k jejich fotooxidaci (chloréza listd). Volna energie dale iniciuje tvorbu
chlorofylovych triplett, které reaguji s O, za vzniku jednomocnych kyslikovych
radikall, které zpusobuji destrukci lipidovych membran (peroxidace), vyliti obsahu
bunék do mezibunélnych prostorid a nasledné desikaci pletiv (nekrdzy listu).
Pfiznaky poskozeni rostlin herbicidem se projevuji Zloutnutim okraju €i Spicek
starSich listl, které pozdéji nekrotizuji (Fuerst, 1991). U rezistentnich biotypu
plevell nedochazi k adsorpci herbicidu ve vazebném misté na thylakoidni
membrané a fotosyntéza tedy neni pferusena (Pfister, 1979). NejCastéjsi pFiCinou
rezistence k triazinlm je bodova mutace psbA genu, ktery kéduje D1 protein
v PS II. Pfi této mutaci dochazi v D1 proteinu nejCastéji v pozici 264 (ureni pozice
aminokyseliny podle modelové rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh). — pozn.
autora) k nahrazeni aminokyseliny serinu glycinem (obr. &. 1), coz znemozni
vazbu molekuly herbicidu s D1 proteinem a transport elektronti mize probihat i za
jeho pfitomnosti (Hirschberg a kol., 1984). Pomérné Casté jsou i dalSi mutace

v pozicich 219, 266, 251 a 255 téhoz genu, které snizuji poutani triazinovych
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herbicidd na thylakoidni membranu chloroplastu. Rezistence je obvykle uplna,
takze ani nékolikanasobné zvySeni davky neni efektivni (Gronwald, 1997). Plevele
rezistentni k triazinm vykazuji rozdilny stupen cross-rezistence k dalsim PS 1
inhibitordm, pfedevsim triazinonlm a uracildm (Mengistu a kol., 2005). Ackoliv se
tyto herbicidy vazi na stejny protein ve fotosystému Il, kazdy herbicid se pouta na
jiném misté tohoto proteinu, coz je pravdépodobné hlavni pfi€¢inou rozdilného
charakteru cross-rezistence vu¢i PS |l inhibitordim (Moss, 2002). DalSim
mechanismem rezistence k PS Il inhibitordm muze byt metabolizace herbicidu.
U rezistentnich rostlin mrachaku Theophrastova (Abutilon Theophrasti Medic.)
byla jako pfiCina rezistence k PS Il inhibitorim zjisténa zvySena aktivita enzymu
glutathion-S-transferazy. Herbicid byl vrostlinach odbouran diky zvySené
konjugaci s glutathionem (Anderson, Gronwald, 1991). Poprvé byla rezistence
k inhibitoram PS Il popsana u starku obecného (Senecio vulgaris L.) v roce 1968
(Ryan, 1970). Od té doby bylo popsano jiz 70 plevelnych druhl rezistentnich k této
skupiné herbicidl (druht Heap, 2013). Na naSem uzemi bylo dosud objeveno 14
rezistentnich biotypl pleveld k triazindm (Mikulka, Slavikova, 2008). Podrobnéji

jsou popsany v pfiloze v tab. 21.
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Obr. €. 1: Nahrada aminokyseliny serin za glycin v D1 proteinu v pozici 264

u rezistentni rostliny (zdroj: http://plantandsoil.unl.edu)
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2.4.2 Rezistence k inhibitoram acetylkoenzym — A karboxylazy
Acetylkoenzym-A karboxylaza (ACCaza) je enzymaticky komplex, ktery

katalyzuje biosyntézu mastnych kyselin nezbytnych napf. k tvorbé fosfolipidd,
zakladu bunéénych membran (Burton a kol., 1987). Inhibitory ACCazy jsou
reprezentovany tfemi chemickymi skupinami — cyklohexandiony, areloxy-
fenoxypropionaty a fenylpyrazoly. Herbicidy z téchto skupin jsou znamé jako
graminicidy se systémovym ucinkem pouzivané k regulaci jednoletych i vytrvalych
travovitych pleveld. Mechanismem u€inku téchto herbicidd je zabranéni
karboxylace acetylkoenzymu A a znemoznéni vzniku malonylkoenzymu na
metabolické draze syntézy mastnych kyselin (Preston, Mallory-Smith, 2001). Maji
zpravidla vyrazny ucinek, ackoliv prvni symptomy se objevuji pomalu. Zasazené
rostliny béhem 2-3 dni po aplikaci prestavaji rust a nevytvareji nové listy.
V zavislosti na pocasi a rlstové fazi trav tento proces trva 14-28 dni (Buton a kol.,
1987).

PFi¢inou vyskytu rezistentnich plevelt k inhibitordm ACCazy je ve vétSiné
pfipadl pozménéné misto uCinku herbicidu - mutace genu, ktery koduje ACCazu
(Tharayil-Santhakumar, 2003). Liu a kol. (2007) objevili u ovsa jalového (Avena
sterilis L.) pét aminokyselinovych substituci - lle-1781-Leu, Trp-1999-Cys,
Trp-2027-Cys, lle-2041-Asn, a Asp-2078-Gly (Cislovano podle Alopecurus
myosuroides Huds.) souvisejicich se vznikem rezistence k inhibitoram ACCazy.
Zamény lle-1781-Leu a Asp-2078-Gly udéluji rezistenci k cyklohexandionum
a aryloxyfenoxypropionatim (APPs), substituce Trp-2027-Cys a lle-2041-Asn jsou
priCinou rezistence pouze k APPs, a zamény Trp-1999-Cys udéluji rezistenci
k fenoxapropu. Tyto mutace jsou velmi pravdépodobné pfiinou rezistence
k inhibitortm ACCazy i u dalSich travovitych plevelt. Byly detekovany i dalSi
mechanismy — u rezistentnich populaci ovsa hluchého (Avena fatua L.) byl kromé
target-site rezistence potvrzen dale zvySeny metabolismus a redukovany pfijem
herbicidu diclofop (Maneechote, 1995). Prvni pfipad rezistence Kk inhibitorim
ACCasy byl zaznamenan u jilku tuhého (Lolium rigidum Gaud.) v Australii.
Rezistentni populace jilku se zde vyselektovala po ctyfech letech opakované
aplikace herbicidu diclofop (Heap, Knight, 2003). V sou€asnosti je popsano 42
rezistentnich plevell k herbicidiim ze skupiny inhibitord ACCazy (Heap, 2013).
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2.4.3. Rezistence k inhibitortiim stavby mikrotubult

Mezi historicky nejstarSi z této skupiny herbicidd patfi dinitroaniliny, které
inhibuji polymeraci jednotek tubulinu nezbytnou k vystavbé mikrotubull, dilezitych
pfi pfimém déleni somatickych bunék (mitéze) v meristematickych pletivech
(Devine, Preston, 2000). Dale se mezi tyto inhibitory fadi napf. karbamaty,
derivaty kyseliny benzoové a pyridiny. Rostliny zasazené témito herbicidy ve fazi
kliceni prestavaji vzchazet, pfipadné jsou slabé, maji retardované a deformované
kofeny, mohou byt zabarveny anthokyanové (Novakova a kol., 2005). Nasledkem
inhibice stavby mikrotubuld dochazi k zeslabeni buné¢nych stén, absenci déliciho
vieténka, ¢&imz je znemoznén rozchod chromozémli pfi mitéze, vznik
tetraploidnich jader a cytokineze neni dokonfena. To je pfi€inou rlznych
deformaci kofenu a ztraty prodluzovaciho rustu (Tharayil-Santhakumar, 2003).

Jako pfi€ina vzniku rezistence nékterych druhl (napf. oves hluchy, jezatka
kufi noha) ke skupiné inhibitor( stavby mikrotubull byla zjisténa bodova mutace
v a-tubulin genu. Zaména bazi cytosinu za thymin zpusobi zménu aminokyseliny
threoninu v pozici 239 (Cislovani dle Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) za isoleucin.
Tato zaména znemozni molekule herbicidu vazbu na tubulin nebo zpusobi to, Ze
se herbicid vaze 60x slabégji (Preston, Mallory-Smith, 2001).

2.4.4. Rezistence k inhibitordm EPSPS (5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat
syntazy)

Aromatické aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin a tryptofan) a dal$i riznorodé
slou€eniny fenylpropanoidového metabolismu (flavonoidy, ligniny, auxiny,
antokyaniny, alkaloidy a kumariny) vznikaji tzv. Sikimatovou cestou. Zelené rostliny
syntetizuji tyto aromatické aminokyseliny v chloroplastech za pfitomnosti enzymu
5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntazy (EPSPS). Inhibice EPSPS je primarnim
mistem pusobeni téchto herbicidld. Sekundarné tyto herbicidy plasobi také na
porfyrinovy cyklus, ve kterém se syntetizuji napfiklad chlorofyly, cytochromy,
peroxidazy atd. Rostliny vS8ak obvykle hynou dfive, nez dochazi k projevim
sekundarniho pusobeni. EPSPS inhibitory jsou snadno disociovatelné soli
glyphosate isopropylamin (glyphosate-IPA) a trimesium (sulphosate). Herbicidné
aktivni je v8ak pouze glyphosatovy anion (Devine a kol., 1993).

Glyfosat je neselektivni, systemicky, postemergentni herbicid, ktery patfi

mezi celosvétové nejpouzivan€jSi a nejrozSifenéjSi herbicidy. Kontinualni
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pouzivani glyfosatu vedlo k selekci 13 plevelnych druhu rezistentnich k této ucinné
latce (Shaner, 2009). Rezistence ke glyfosatu se na polich poprvé objevila
v populaci jilku tuhého (Lolium rigidum Gaudin.) v roce 1996 v Australii po vice
nez patnactiletém pouzivani tohoto herbicidu (Powles a kol., 1998). Jako primarni
mechanismus rezistence byla u turanky kanadské (Conyza canadensis (L.)
Cronq), Conyza bonariensis (L.) Crong., jilku tuhého (Lolium rigidum Gaudin.)
a jilku mnohokvétého (Lolium multiflorum Lamk.) detekovana snizena translokace
glyfosatu do meristematickych pletiv (Shaner, 2009). Devin a Preston (2000)
popisuji rezistenci ke glyfosatu udélenou jednobodovou mutaci epsp genu, ktera je
zpusobena substituci aminokyseliny glycin za alanin v pozici 101 & zaménou
aminokyseliny serin za prolin v pozici 106, ve vazebném misté herbicidu. Gaines
a kol. (2010) studovali rezistenci ke glyfosatu u laskavce Palmerova (Amaranthus
palmeri S. Watson) pomoci kvantitativni Real-time polymerazové fetézoveé reakce
(PCR) a u rezistentnich biotypu zjistili o 6-160x vice kopii genu pro enzym EPSPS
v porovnani s citlivym biotypem. ZvySené mnozsti enzymu EPSPS u rezistentnich
rostlin nebyl glyfosat schopen inhibovat. Celkem je dnes znamo Sest pficin vzniku
rezistence vuci glyphosatu — vakuolarni sekvestrace, snizeny pfijem herbicidu,
snizena translokace herbicidu do meristematickych pletiv, zvySena metabolizace
herbicidu, zvySena aktivita enzymu EPSPS vlivem bodové mutace v genu pro
EPSPS, nadprodukce enzymu EPSPS a velmi pravdépodobné jsou kombinace

téchto mechanismu (Sammons, 2013).

2.4.5. Rezistence plevelt k inhibitoraim ALS (acetolaktat-syntazy)

Klicovym enzymem biosyntézy esencialnich aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem valinu, leucinu a isoleucinu je acetolaktat-syntaza (ALS) oznaCovana téz
z SirSiho pohledu jako acetohydroxyacid-syntaza (AHAS). Tento enzym katalyzuje
dvé soubézné reakce, reakci dvou molekul pyruvatu, ze kterych vznika
2-acetolaktat a konjugaci ketobutyratu S pyruvatem za vzniku
acetohydroxybutyratu (Duggleby, Pang, 2000). Na ALS se reverzibilné
a nekompetitivné vazou herbicidy ze skupiny sulfonylmoc€ovin, imidazolinond,
triazolopyrimidint, pyrimidinyl-thiobenzoatl a sulfonylaminokarbonyltriazolind.

Poruseni funkce ALS se bezprostfedné projevi zastavenim tvorby
jmenovanych aminokyselin a nasledné i proteind. Druhotnym nasledkem

zablokovani téchto enzymu je inhibice syntézy DNA a zastava bunécného déleni
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v meristematickych pletivech, nasledné pak omezeni transportu asimilatd vodivymi
pletivy (loémem) a zastaveni riistu (Hock, Elstner 2005). Uhyn rostlin mdze trvat
i nékolik tydnl, nejdfive odumiraji meristematicka pletiva a nasleduje pomala
nekroza zralych pletiv. Fyziologické zmény, které nasleduji po aplikaci herbicidu,
zahrnuji akumulaci cytotoxického ALS substratu 2-ketobutyratu nebo jeho derivatd
(LaRossa a kol., 1987; Rhodes a kol.,, 1987) a nerovnovahu v obsahu
aminokyselin (Hofgen a kol., 1995). U citlivych rostlin se objevuji typické
symptomy: zastaveni rUstu, Zluté a fialové diskolorace na listech, nekrézy,
zasychani a uhyn jesté pfed tvorbou semen (Delabays a kol., 2006).

Herbicidy ze skupiny inhibitord ALS se zacCaly v zemédélstvi pouzivat
od 80. let minulého stoleti, byly velmi rychle pfijaty a rozSifily se do celého svéta.
V soucasnosti jsou sulfonylmoCoviny registrovany v 80 zemich svéta a pouzivaji
se ve vice nez 25 plodinach (DuPont, 2012). NejvétSi uplatnéni nachazeji
sulfonylmoCoviny pfi regulaci pleveld v porostech obilnin. Vysledkem
dlouhodobych aplikaci je vznik velkého poctu rezistentnich plevell k této skupiné
(Powles, a kol., 1997). Poprvé byla rezistence plevell k ALS inhibitordm objevena
vroce 1987 jiz pét let po uzivani sulfonylmoCoviny chlorsulfuron u lociky
kompasové (Mallory-Smith a kol., 1990). V souCasnosti je popsano jiz 129
rezistentnich plevelnych druhd, vétSina z nich patfi do skupiny dvoudéloznych
plevell, zastoupeny jsou ale i plevele jednodélozné (Heap, 2013).

Rezistence k ALS inhibitordm je =z pfevazné vétdiny (80% pripadl)
zpusobena snizenou citlivosti cilového mista u€inku herbicidd. V fadé pripadu jde
tedy o o rezistenci v misté ucinku zpusobenou modifikaci genu kédujiciho pro
enzym ALS (Devine, Shukla, 2000). Rezistence k ALS inhibitordm muze byt
podminéna celou Fadou bodovych mutaci. U velkého poc&tu testovanych biotypl na
rezistenci k ALS inhibitoriim bylo dosud objeveno a popsano pét domén na genu
als, kde dochazi k nukleotidovym substitucim a zaménam aminokyselin.
Na zakladé popsanych aminokyselin u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) byly tyto
sekvence ocCislovany jako Alaiz, Proig7, Alazes, Trpsza, ASpsze, Argszz, Trpsza,
a Sergsz (Tranel, Wright, 2013). Mutace vykazuji bud uplnou, nebo neuplnou
dominanci, pfiemz u vétSiny pfipadl byla prokazana neuplna dominance. Protoze
tyto geny maji jadernou dédi¢nost, mize se rezistence Sifit pylem i semeny
(Tranel, Wright, 2002). Situace se jesté komplikuje tim, ze se mize u jedince

vyskytnout jedna az 5 kopii genu als. Vzhledem k tomu, Ze herbicidy ze skupiny
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ALS inhibitora patfi mezi celosvétové nejrozsifenéjsi a jejich spotfeba kazdoro¢né

stoupa, mizeme oCekavat dalsi pfipady rezistence.
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l threonin deaminaza
q-ketobutyrét/ pyruvat \pyruvét
| AHAS ALS
v v
o -aceto-p-hydroxybutyrat a-acetolaktat
ketoacid reduktoisomeraza
v v
a, B-dihydroxy-
a, B- dihydroxy-B-methylvalerat isovalerat
dihydroxy acid dehydrataza
v

v

a-keto-B- methylvalerat a-ketoisovalerat

v

|L-isoleucin |

l transaminaza

Obr. €. 2: Metabolicka draha syntézy aminokyselin L - isoleucinu a L - valinu

a znazornéni mista pusobeni ALS inhibitoru
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2.5. Vyjadreni stupné rezistence
Stupen rezistence lze urCit na zakladé porovnani citliveho standardu

a tolerantniho/rezistentniho biotypu. Rozdily v mife herbicidni rezistence mezi
jedinci téhoz druhu Ize vyjadfit pomoci hodnot LDsp (lethal dose), EDs (effective
dose) nebo Iso (inhibition). Hodnoty LDs jsou davky herbicidu, po jejichZ aplikaci
hyne 50% rostlin, EDsy je definovano jako davka, pfi které dochazi k redukci
nadzemni biomasy z 50-ti % a lso je koncentrace herbicidu plsobici 50%-ni
inhibici aktivity enzymu, na ktery se ucinna latka herbicidu vaze (Moss, 1995).
Chceme-li vypocitavat EDsp, musime mit v pokusu davky, které pokryiji celou Skalu
ucinnosti. Je tfeba mit davku, ktera bude mit u€innost kolem 20%, pak davky
pod a nad 50% a aspon jednu davku kolem 80%. Pokud mame davky, které maji
jen nizkou uc€innost a jednu davku tésné nad padesat procent, EDso nelze
vypocitat. (Veverka, 2009). V pokro€ilych statistickych metodach Ize tuto
skuteCnost caste€né obejit pouzitim modelu s nastavenym hornim limitem,
nicméné ani v téchto pfipadech nemusime vzdy dosahnout uspokojivych vysledku.
Porovnanim hodnot EDso u jednotlivych biotypu Ize odhadnout stupen citlivosti Ci
rezistence vU0Ci rdznym herbicidim. Pomérem hodnot (EDsqcitlivy biotyp/
EDsorezistentni biotyp apod.) ziskame faktor rezistence (RF). Tato relativni
hodnota vyjadfuje, kolikrat vétsi davku herbicidu musime u rezistentniho biotypu

pouzit, aby bylo dosazeno stejné ucinnosti jako u biotypu citlivého (Moss, 1995).
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2.6. Metody stanoveni rezistence

V polnich podminkach je téméf nemozné od sebe odlisit citlivé a rezistentni
populace plevell. Rozdil vétSinou zaznamename az po zjisténi nedostateného
ucinku herbicidu na c¢ast populace (Tharayil-Santhakumar, 2003). Po vylouceni
faktoru, které by se mohly podilet na selhani ucinku herbicidu, je vhodné pfistoupit
k vlastnimu podrobnému testovani a provéfovani rezistence. Metody vhodné
pro diagnostiku rezistentnich pleveld maji obecnou platnost pro rezistenci vici
vSem skupinam herbicidli, nékteré jsou specifické pro herbicid s urCitym

mechanismem uc€inku (Chodova, Salava, 2006).
2.6.1. Biologické studie

Rastovy test

Jedna se o praktickou univerzalni metodu, ktera spociva v herbicidnim
oSetfeni rostlin vypéstovanych ze semen pochazejicich z populace o neznamé
citlivosti (s podezfenim na rezistenci). Rostliny oSetfujeme podle typu pfipravku
stupriovanymi davkami herbicidu, jehoZ uginek nebyl v porostu dostateény. Uginek
herbicidu se hodnoti za jeden az Cctyfi tydny. Pro porovnani je vhodné mit
otestovany citlivy biotyp. Vlastni hodnoceni mize byt vizualni. Silné poskozeni
rostlin nebo jejich odumfeni znamena, Ze se jedna o citlivy biotyp, jestlize jsou
rostliny bez viditelnych pfiznakl, jedna se pravdépodobné o biotyp rezistentni.
Timto zpusobem se také zjiStuje zastoupeni rezistentnich jedincd v populacich,
ve kterych mohou byt zastoupeny oba biotypy v rizném poméru. Jestlize chceme
porovnat uCinek nékolika herbicidl, postupujeme tak, Ze oSetfujeme rostliny
herbicidem s u€innou latkou davkovanou podle doporu¢ené polni davky, pfipadné
jejiho dvojnasobku. Po jednom az tfech tydnech porovname Cerstvou hmotnost
a susinu nadzemnich casti plevelt oSetfenych riznymi herbicidy s neoSetfenou
kontrolou. Uvedena metoda ma univerzalni pouziti pro testovani rezistence
u vSech plevell a vaci vSem ucinnym latkam (Chodova, Salava, 2006).

Mezi rastové testy lze zahrnout také metodu stanoveni rezistence z pudni
zasoby semen. Z lokality s podezfenim na rezistenci se odebiraji vzorky pudy
Z hloubky 0-10 cm pudniho profilu, z plochy 1 ha se provadi 10 odbérl. Odebrana
zemina se promicha a naplni se ji kontejnery nebo specialni nadoby, které se

umisti bud do skleniku nebo do klimaboxu. Po vzejiti rostlin a vytvoreni
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2 — 4 pravych listd se v kazdém kontejneru ur€i druhy pleveld, jejich pocet
a rostliny se oSetfi herbicidem ve 2-3 stupfiovanych davkach. Za 1-2 tydny se
hodnoti pocet Zivych, tj. rezistentnich a uhynulych, tj. citlivych rostlin (Mikulka,
Slavikova, 2008). Metoda se pouZziva pfevazné u postemergentné aplikovanych

herbicidd.

Metoda vodnich kultur a agarovych pud

Pfi pouZziti metody vodnich kultur se nakliCena semena vkladaji
do specialnich nadob a vzrostlé rostliny se péstuji v zivném roztoku s herbicidem.
Rezistence ¢i citlivost je hodnocena pomoci poctu uhynulych rostlin. Metoda
agarovych pad vyuziva péstovani rostlin v agarovém médiu s rozpusténym
testovanym herbicidem a sledovani poc¢tu zZivych a uhynulych rostlin (Mikulka
a kol, 1999). Na tomto principu je zalozen RISQ test (Resistance In-Season Quick
test) vypracovany ve firmé Syngenta (Kaundun a kol., 2010), ktery je pouzivan
pfi detekci herbicidni rezistence k inhibitordim ALS a inhibitorim ACCasy
predevSim u travovitych pleveld. Kli¢ni rostliny jsou ve fazi 1-2 listd pfesazovany
do Petriho misek na agarové médium, ve kterém je rozpustén herbicid ve zvolené
koncentraci. Petriho misky jsou umistény do rastovych komor, fytotronu ¢i skleniku
s definovanym svételnym rezimem, teplotou a svételnou intenzitou
a po 7-10 dnech po pfesazeni rostlin je hodnocena ucinnost herbicidu. Sledovan
je rozvoj novych kofenu a listd a barevné zmény na rostlinach. Vyhodou metody je
rychly vysledek a moznost zavedeni antirezistentniho opatfeni jeSté v daném

vegetacnim obdobi.
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2.6.2. Fyziologické a biochemické metody

Metoda stanoveni aktivity Hillovy reakce

Tato metoda se uplatiiuje u herbicidd, které naruSuji aktivitu fotosyntézy.
Umoznuje porovnat aktivitu fotosystémi v pfitomnosti herbicidu. Po izolaci
chloroplastl ze zelenych rostlin se po osvétleni a pfidani umélého akceptoru
elektront polarograficky méfi produkce kysliku. Herbicid se pfidava pFimo
k suspenzi chloroplastl do expozi¢ni komurky. U chloroplastu z citlivych rostlin je
naruSen prenos elektronu ve fotosystému Il, coz se projevi zastavenim produkce
kysliku. U chloroplastd vyizolovanych zrostlin rezistentnich probiha produkce

kysliku i v pfitomnosti herbicidu (KoCova, 1998).

Fluorescenéni metoda

Fluorescenéni metoda je vyuzivana pro detekci rezistence predevsim vici
PS Il inhibitordm u rostlin b&hem vegetace. Spociva v rozdilném priubéhu
fluorescence chlorofylu po oSetfeni herbicidy u rostlin citlivych a rezistentnich.
Zvyseni urovné fluorescence odpovida zménam ve fotosystému Il., které jsou
disledkem naruseni funkce herbicidu. Jestlize je rostlina obsahujici chlorofyl
adaptovana ve tmé& a pak nahle osvétlena, projevi se zde rGzna uaroven
fluorescenéni aktivity, ktera je umérna preméné energie ve fotosyntéze. Prubéh
fluorescen¢ni kfivky a hodnoty z ni odvozené mohou byt vyuzity jako spolehlivy
test pro zmény fotosyntetické aktivity v zavislosti na citlivosti rostliny (PS 1)
k herbicidu (KoCova, 1998).

Enzymatické studie

Metoda pro stanoveni aktivity enzymu acetolaktat syntazy (ALS)

Pomoci této metody lze urcit typ rezistence rlznych druhd rostlin vuci
herbicidim ze skupiny ALS-inhibitord, zejména k sulfonylmoCovinam
a imidazolinlm. V souCasné dobé je vyuzivana ke stanoveni mechanismu
rezistence, tedy zda se jedna o rezistenci metabolickou &i rezistenci v misté
ucinku. Aktivita enzymu je zjiStovana spektrofotometricky jako mnozstvi produktu
— acetolaktatu, ziskaného z extraktu nadzemni Casti rostliny po dekarboxylaci
v pfitomnosti kyseliny za vzniku acetoinu. Specificka aktivita je poté vypoctena

ze standardni kfivky a vyjadfena jako mnozstvi vyprodukovaného acetoinu
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za jednotku Casu. Pfidanim herbicidu inhibujiciho acetolaktat syntazu
k rostlinnému extraktu je u citlivych rostlin zabranéno vzniku acetoinu. VysSi obsah

acetoinu indikuje pfitomnost rezistence k témto herbicidim (Singh a kol., 1988).

Metoda pro stanoveni aktivity enzymu acetylkoenzym-A karboxylazy (ACCazy)
Pomoci této metody Ize studovat mechanismy rezistence vuci herbicidim

ze skupiny inhibitord enzymu acetylkoenzym-A karboxylazy. Aktivita enzymu

ACCazy je pomoci této metody kvantifikovana méfenim rychlosti inkorporace

acetylkoenzymu A z HI,CO3 do stabilniho C14 produktu.

Studium aktivity enzymu 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntazy (EPSPS)

Touto metodou je nejCastéji studovana rezistence ke glyfosatu. Tato rychla
a jednoducha spektrofotometricka analyza je zalozena na stanoveni aktivity
fosfatazy pomoci méfeni odtrzeni p-nitrofenolu od p-nitrofenofosfatu. Aktivita

enzymu EPSPS je vyjadifena jako mnozstvi meziproduktu — kyseliny Sikimatove.

Studium zmén absorpce a translokace herbicidu

Absorpce a translokace herbicidu vrostlinach je studovana pomoci
radioaktivné znacenych herbicidl. NejCastéji se jedna o herbicidy znacené
radioaktivnim izotopem uhliku C14. Radioaktivné znacena ucinna latka je nejprve
smiSena s testovanym herbicidem a poté je roztok aplikovan na listy rostlin.
Po Ctyrech dnech plsobeni jsou rostliny usuSeny pfi 60°C a spaleny v tepelném
oxidizéru. Uvolnény *CO, je zachycen do smési Carbo-Sorbu E a Permafluoru
(Perkin-Elmer, Packard Bioscience BV) a je stanoveno jeho mnozstvi.
Radioaktivita vzorkl je méfena pomoci scintilaéniho pocitace (Scintillation
Counter, Beckamn LS 6500) a procento absorbovaného herbicidu je vyjadifeno
jako [kBg spaleného pletivalkBq spaleného pletivatkBg smési z omytého
listu]*100. Vizualizace translokace herbicidu je provedena pomoci skeneru
Phosphor Imager (Cyclone, Perkin-Elmer, Packard Bioscience BV). OSetiené
a nasledné omyté a vysusené rostliny jsou umistény na fosforovy filmovy nosic
po dobu 6 hodin a poté skenovany za ucCelem vizualizace rozmisténi
radioaktivnich stop v rostlinnych ¢astech (Gonzalez — Ustni sdéleni, 2009). Existuiji
ruzné modifikace téchto popsanych metod studujicich absorpci a translokaci

herbicidu v zavislosti na testovanych druzich a ucinnych latkach.
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2.6.3. Molekularné-genetické metody
V soucCasnosti existuje fada molekularné-genetickych metod, které je mozno

pouzit pro detekci mutaci zpusobujicich rezistenci plevell vuc¢i herbicidim
(Chodova, Salava, 2006). Spocivaji v pfimém prokazani pfislusné sekvence DNA
kodujici zménu pofadi aminokyselin, a tim i struktury i vazebného mista
inhibovaného enzymu (Zima a kol., 2007). Mezi molekularné-genetické metody
patfi sekvencovani, restrikCni analyza (RFLP), polymerazova fetézova reakce
(PCR) s alelové specifickymi primery (PASA), ligazova fetézova reakce (LCR)
a délkovy polymorfismus restriktné Stépené amplifikované DNA (CAPS),
pyrosequencing a dalsi.

Vyhodou molekularnich metod ve srovnani s biologickym testem je vedle
jejich rychlosti i to, Ze jejich vysledek neni ovliviiovan podminkami vnéjSiho
prostfedi (Chodova, Salava, 2006).

Izolace nukleovych kyselin

Prvnim krokem pfi praci s nukleovymi kyselinami je jejich izolace v nativnim
stavu z pfirozeného materialu v dostate€ném mnozstvi a Cistoté (Rosypal, 2002).
Zakladni principy izolace spoc€ivaji v uvolnéni nukleovych kyselin zvazby
na proteiny rozrusenim bunék a nasledném odstranéni kontaminujicich bunéénych
komponent. Pro izolaci se pouziva cela fada riznych protokoll a v posledni dobé
se Casto pouzivaji komeréné vyrabéné specialni soupravy — kity (Zima a kol.,
2004).

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Podstatou polymerazové fetézové reakce (PCR) je enzymatické zmnozZeni
urCitého useku nebo vice useki DNA. K vybranym usekim komplementarnich
vlaken denaturované DNA vzorku se pfihybridizuji kratké syntetické
oligonukleotidy (primery), od nichZz probiha syntéza nové DNA zprostfedkovana
dependentni DNA polymerazou (Bfichacek, Krémafr, 1993). Jako primery se
obvykle pouzivaji dva uméle pfipravené oligonukleotidy o délce zhruba
18 - 30 bazi, odvozené z koncovych sekvenci DNA urené k amplifikaci. Po
pfidani DNA-polymerazy a nukleotid probiha pak syntéza novych fetézcu na
obou matricovych fetézcich protismérné. VyuZzivaji se termostabilni polymerazy,

které jsou izolovany z termofilnich organizmu, napf. Tag-polymeraza z Thermus
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aquaticus odolavajici teplotam, pfi nichz DNA denaturuje. To umoznuje, aby
syntéza DNA probihala opakované formou cykll, pfi nichz se v zavislosti na
teploté reakéni smési pravidelné stfidaji tfi kroky — denaturace DNA, nasednuti
primerl a polymerace (prodluzovani primeru).

Tyto kroky se cyklicky opakuji, pro dostate¢nou amplifikaci puvodni molekuly
DNA obvykle postacuje 30 cykll. V pfipadé, Zze na zacatku byla ve vzorku pouze
jedina molekula DNA, po 32 cyklech teoreticky dostaneme az 1 miliardu
nasyntetizovanych molekul DNA. Jejich pfitomnost v reakéni smési |ze prokazat:

— stanovenim jejich velikosti elektroforézou v polyakrylamidovém nebo
agarozovém gelu

— Southernovou hybridizaci se znaenou sondou komplementarni k Casti
sekvence amplifikovaného useku

— stanovenim sekvence DNA (Rozsypal, 2002)

Sekvencovani DNA

Cilem sekvenovani DNA je stanoveni primarni struktury neboli pofadi
bazi v molekulach DNA. V soucasnosti jsou k sekvenovani DNA pouzivany dvé
principialné odliSné metody. Prvni je zaloZzena na specifické degradaci fetézcu
nukleovych kyselin pomoci chemickych slou€enin, zatimco druha metoda vyuziva
specifickou inhibici enzymové syntézy fetézci DNA. Sekvenaci daného uUseku
DNA muzZeme odhalit polymorfni misto genu pfimo zodpovédné za dany
fenotypovy projev. Porovnavanim polymorfnich usekl rezistentni a senzitivni
rostliny mizeme nalézt mutace spojené se vznikem rezistence. V herbologii se
tato metoda vyuziva k hledani mutaci, které predstavuji takovou zménu cilového

mista — enzymu, Ze herbicid nemuze byt na toumto misté poutan.

Délkovy polymorfismus restrikéné stépené amplifikované DNA (CAPS)

CAPS patfi mezi molekularné genetické metody zalozené na PCR. Jedna
se 0 obdobu RFLP, avsak $tépeni je misto puvodni genomické DNA provadéno na
amplifikovanych produktech. Pouziti této metody je omezeno pouze na detekci
jednonukleotidovych polymorfisma (SNPs), které jsou cilovym mistem pfislusnych
restrikEnich endonukleaz. Pro nalezenou restrikéni endonukleazu jsou vysledkem
digesce  PCR produktu specifické elektroforetické vzorce (poCet a délka

fragmentl) odpovidajici jednotlivym alelam. Odvozena metoda dCAPS (Derived
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Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) se liSi od CAPS zejména v pouZiti
specifickych primerQ, které jsou navrzeny jako caste¢né nekomplementarni,
obsahuji jednu nebo dvé zamény nukleotidd. V pribéhu amplifikace dojde
k pfeneseni této mutace na cilovou sekvenci. Vysledkem je vznik unikatniho
restrikCniho mista u jedné ze studovanych alel (Hruba, 2007). Tato metoda se
vyuziva v pfipadé€, kdy se ve zkoumané sekvenci naléza urcité polymorfni misto,
které ovSem nelezi v cilové sekvenci zadné vhodné restrikCni endonukleasy.
Principem metody je navrzeni primerQ, jeZz nejsou shodné se zkoumanou
sekvenci, ale obsahuiji tzv. mismatch (jeden &i vice nukleotidd primeru se liSi od
sekvence templatu). V. PCR reakci s témito primery je do cilové sekvence
vhesena takova mutace, Ze zkoumany polymorfismus je soucasti sekvence
rozpoznavané urcitou restrikéni endonukleasou (Obr. €. 3). Nasledujici postup je
stejny jako u metody CAPS, s tim rozdilem, Ze misto standartni PCR se pouziva
nested PCR. V prvni PCR reakci se pouziji primery amplifikujici poZadovanou
sekvenci se Sir§im okolim a templatem je genomickd DNA (Neff et al. 1998).
Metoda dCAPS umoziiuje také pfesné rozliSeni homozygotnich a heterozygotnich

jedincl a stanoveni mutantnich alel v populaci (Kaundun, Windass, 2006).
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Tvorba rozpoznavaciho mista pro Bsll
dCAPS primerem

WAl GT ARG ARGC TCEAT GRFACC TTTE
mut — = CTECAAGAAGCT CCRATCREECT TTGER

ACAT pardmesr -

POR CTECHRRCARCC TCCREC CRDEC TT TR
wild — GTGEFRAAGAAGC TCGRAC CRGEC TTT GGG
mmt —- GTGERAGRAGC TCGRC CRGEHE TTT G AL

Rozpoznavaci misto Bsll:

Stépeni Bsll CCNNNNNNNGG
wild GTGGAAGANGC TCGRAC CABECT # TTEEGE
mat — GTGGAAGRARAGCTCERCCAG GCTTT GGAG

el
eIt
wT

Obr. €. 3: Schéma metody dCAPS
upraveno dle:

(http://www.nchbi.nlm.nih.gov/projects/genome/probe/doc/TechDCAPS.shtml)
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2.7. Charakteristika studovaného plevele - chundelka metlice (Apera
spica- venti (L.) Beauv.)

2.7.1. Botanicka charakteristika

Chundelka metlice je jednoleta trava z Celedi Poaceae. Vytvafri volné trsy, ma
ploché Zlutozelené, 3-5 mm Siroké, na lici drsné listy. JazyCek byva protahly,
zpravidla roztfepeny, az 6 mm dlouhy. Mladé listy jsou v pochvé stoeny. Pochvy
listd byvaji hladké nebo pouze mirné drsné. Listova Cepel je na lici Zebrovana.
Trichomy byvaji na lici CetnéjSi a delSi nez na rubu listu. Stéblo je chudé olisténé,
hladké, lesklé, pfimé nebo kolénkaté vystoupavé. Bohata jehlancovita lata se
sklada z tenkych, drsnych, obvykle vinovité zprohybanych vétévek az 10 cm
dlouhych, jez nesou drobné osinaté klasky. Klasky maji nestejné velké plevy,
na hrbeté draslavé. Plucha je kopinata, dlouze osinata, pluska o néco mensi,
bezosinna (Regal, 1953).

Rostliny chundelky metlice jsou pomérné vzristné a dosahuji vySky pres
100 cm. V pfipadé dostatku prostoru silné odnozuji. Jedna rostlina je schopna
vytvofit i nékolik desitek lat. V porostech je nepfehlédnutelna vzhledem
k charakteristické ¢ervenohnédé az nafialovélé barvé klasku (Mikulka, Kneifelova,
2004). Podle Dostala (1989) je pocet chromozomu 2n = 14.

2.7.2. Biologické vlastnosti
Na zakladé Hronovy a Kohoutovy klasifikace plevell (1988) podle jejich

biologickych vlastnosti (zvl. vytrvalosti, rytmu ristu a vyvoje béhem vegetace,
zpusobu rozmnozovani apod.) Ize chundelku metlici zafadit mezi plevele jednoleté
ozimé (pfezimuijici).

Obilky chundelky metlice maji po uzrani jen kratkou dormanci a snadno klici
(Koch, 1970). Nejvice chundelka metlice kli¢i na podzim za vhodné teploty
a vlhkosti v ozimych plodinach. Ke klieni na podzim sta¢i vyskyt rosy. Proto
masoveé vzchazi i vsuchych periodach pfedevSim na lehké pisCité nebo
skeletovité padé, kdy na téchto Casticich dochazi v no€nich hodinach pfi poklesu
teplot ke kondenzaci vody (Mikulka, Kneifelova, 2004). Obilky také mohou Klicit
Casné na jare za priznivé teploty a vihkosti a zaplevelovat tak i zaseté jafiny.
Nejlépe kli¢i a vzchazi z povrchu pady, pfipadné tésné pod povrchem pudy (Fiser,
2002). Zivotnost obilek v ptdé je jen kratka. Podle Kocha a Hurleho (1978)
je zivotnost obilek pfiblizné jeden az cCtyfi roky. Obilky maji delSi Zivotnost

27



v laboratornich podminkach, a to vice nez pét rokd (Novy, 1992). Koch (1970)
udava délku zivotnosti obilek v laboratornich podminkach na 13 az 20 let.

Chundelka metlice se rozmnozuje vyhradné& generativné. Hlavnim obdobim
kveteni je Cerven a Cervenec. Rostliny, které vzejdou pozdéji, napf. na okrajich
poli a na nezemédélské pudé, mohou kvést az do podzimu. Na orné pidé obilky
dozravaji zejména v Cervenci (Szekeres, 1991), jesté pfed dozranim ozimych
obilnin a fepky ozimé. Chundelka metlice vytvafi velké mnozstvi malych, lehkych
obilek a jedna rostlina jich mize vyprodukovat az 16 000 kusU. V ozimém jeCmeni
jich bézné vytvari 600-850, vozimé pSenice 1300-5000 (Melander, 1993).
Produkce semen je zavisla na délce vegetaCniho obdobi, na pocCtu odnoZzZi
a konkurenceschopnosti plodiny (Hurle, 1993).

Semena chundelky metlice jsou vzhledem ke své malé velikosti a nizké
hmotnosti snadno rozSifovany pomoci vétru (anemochorng€). Velké mnoZstvi
zralych obilek se S§ifi barochorné - vypadavanim vlivem gravitace pfimo pod
matefskou rostlinu na padu jesté pfed dozranim péstovanych plodin. Dale se
mohou na delSi vzdalenosti rozSifovat hydrochorné pfi pfivalech vody, vodni erozi,

popf. vodnimi toky (Warwick a kol. 1985).

2.7.3. Rozsireni a Skodlivost chundelky metlice
Chundelka metlice je domaci v Evropé a severni Asii (Hron, Vodak, 1959).

Hlavni rozSifeni ma v pasu od Stfedniho vychodu pfes jihovychodni a stfedni
Evropu az po Velkou Britanii, kde vsak je jiz jeji vyskyt pomérné Fidky. Severni
hranice rozSifeni v Evropé je vymezena pfiblizné 70° severni Sifky (Wellmann,
Fecht, 2002). Z celosvétového pohledu ma chundelka metlice pouze okrajovy
hospodafsky vyznam. V CR v8ak patfi k nejvyznamné&j§im plevelim ozimych
obilnin.

V nasem staté se hojné vyskytuje od nizin az po horské oblasti. Ve velké
mife zejména ve vlhCich letech nebo na vihCich stanovistich, Casto téz pfi okrajich
poli, na mezich apod. (Deyl, 1956).

V nékolika poslednich letech doslo na uzemi celého naseho statu k pomérné
vyznamnému rozSifeni chundelky metlice (Mikulka, Kneifelova, 2004). K jejimu
Sifeni vyrazné pfispély zmény v péstebnich systémech, pfedevsim znacné zuzeni

spektra péstovanych plodin, dominance ozimych obilnin v osevnich postupech,
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C¢asné podzimni seti a minimalizace v orebnich technologiich. NejsilngjSi vyskyty
byly zaznamenany v zapadni &asti republiky v blizkosti Ceského lesa,
na Ceskomoravské vrchoving a vychodni &asti Moravy (Soukup a kol., 2006).
Béhem poslednich let se velmi rozsifila v Némecku, Polsku, Rakousku a na
Slovensku. V Némecku je po psarce polni druhym nejrozSifenéjSim travovitym
plevelem. RozSifeni chundelky metlice v Némecku bylo umoznéno hlavné diky
snizeni ploch jarnich obilnin ve prospéch péstebnich ploch ozimych obilnin (Hurle,
1993). Hintzsche a Wittmann (1992) uvadéji, Zze za znacné rozSifeni vdéci
zejména minimalizaci ve zpracovani pudy a vysokému zastoupeni ozimu
ve struktufe plodin. Ztraty na vynosech zplUsobuje zejména v porostech ozimé
pSenice a ozimého jeCmene, ve kterych ma nejlepsi ristové podminky (Gerowitt
a Heitefuss, 1990, Melander, 1995). Skodlivé se mlZe projevit i v ozimé Fepce,
ve viceletych picninach a v ozimych zeleninach. Pfi vzejiti Casné zjara zapleveluje
chundelka metlice fidké porosty ozimli a brzo seté jafiny, coz je zplsobeno
zménami v cyklech vzchazeni, které se pravdépodobné z divodu prevazuijici
podzimni ochrany posunuji u nékterych biotypt do jarniho obdobi (Soukup, 2006).
Vysoka skodlivost je z velké miry dana jeji vzrustnosti a delSim vyvojovym cyklem,
protoze laty zastifiuji porost obilniny nejvice pravé v dobé nalévani zrna (Soukup
a kol., 2005). Vokral (2007) uvadi, Ze pfi vyskytu 100 lat chundelky metlice na 1 m?

muze dojit ke snizeni vynosu pSenice ozimé az o 0,5-1,2 t z hektaru.
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2.7.4. Souc¢asné moznosti regulace chundelky metlice
Preventivni a nechemické metody

K preventivnimu opatfeni proti rozSifovani chundelky metlice patfi
dodrzovani osevniho postupu. Je zapotfebi se pfedevSim vyhnout sledu
2-3 ozimych plodin. Obilky chundelky kli¢i vyborné z vrchnich vrstev ornice,
nejlépe pak z povrchu pudy. Ztohoto divodu neni pfili§ vhodné bezorebné
zpracovani pudy, kdy obilky chundelky zUstavaji na povrchu plidy a lépe KIici.
Obilky chundelky metlice zaklopené orbou hloubéji do pudy nemaji moznost
vzchazet
a konkurovat tak péstované plodingé (Naméstek, 2008). Uginnou nechemickou
metodou ochrany je opakované vlaceni prutovymi nebo sitovymi branami v ranych

rustovych fazich chundelky metlice (Mikulka, Kneifelova, 2005).

Chemicka ochrana

Chundelku metlici je mozné s uspéchem potlacovat vhodnymi herbicidy,
jejichz portfolio proti tomuto plevelu je Siroké a umozZniuje provést oSetieni
v rliznych plodinach, rustovych fazich a aplikaénich terminech.

K regulaci je registrovano mnoho uc€innych latek z rGznych chemickych
skupin herbicidi. Mezi nejpouzivangjsi patii v Ceské republice sulfonylmo&oviny
ze skupiny inhibitord ALS, substituované mocoviny ze skupiny inhibitord PS I
a dinitroaniliny (inhibitory stavby mikrotubult). V ozimych obilninach a ozimé fepce
jsou upfednostiovany preemergentni a Casné postemergentni aplikace, které maji
vétSinou vysoky ucinek.

Preemergentni oSetfeni ozimych obilnin je mozné pouzit pfi oCekavaném
vysokém podzimnim zapleveleni. Pro tento zplsob osetfovani mohou byt pouzity
pfipravky na bazi pendimethalinu (Stomp 330 E, Stomp 400 SC, Maraton), dale
prosulfocarb (Boxer) a isoproturonu (Maraton, Protugan 50 SC, atd.) a dalsi.
Pro dosazeni dobré ucinnosti preemergentnich aplikaci je nezbytné vytvoreni
drobtovité struktury pidy a dostateéna vihkost padniho povrchu. Uginnost
na chundelku, ktera vzchazi z povrchovych vrstev pudy, byva velmi dobra.
Problémem muze nékdy byt pomérné dlouhé obdobi od preemergentni aplikace
az do jara, kdy mize ucinek herbicidu za nepfiznivych podminek prostredi

odeznit.
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Vysokou spolehlivost na vzeslou chundelku do faze ffi listd maji podzimni
postemergentni aplikace. Dlouha léta pouzivanymi u€innymi latkami pro tento
aplikac¢ni termin jsou isoproturon a chlortoluron. Ze skupiny sulfonylmoc€ovin je
vhodny pro tento aplikacni termin chlorsulfuron (Glean 75 WG), béhem
odnozovani az pocatku sloupkovani chundelky pak iodosulfuron (Husar) nebo
sulfosulfuron (Monitor 75 WDG). Proti chundelce metlici je mozZno pouzit
| propoxycarbazone-sodium (Attribut 70 WG), ale jeho ucinnost v pokrocilejSich
rustovych fazich konce odnozovani jiz nebyva pfi vy$8im vyskytu chundelky
dostatec¢na. (Novakova a kol., 2005).

Pokud se chundelku metlici nepodafi potladit do zacatku sloupkovani
obilniny (selhani uc€innosti herbicidu ¢i zjinych divodu), je mozno pouzit
fenoxaprop (Puma Extra) nebo pinoxaden (Axial), které na jednoleté plevelné
travy ucinkuji az do faze pfiblizné druhého kolénka, i kdyZ u€innost se samozfejmé
s pokracujici rlstovou fazi snizuje. Nejspolehlivéjsiho u€inku dosahneme, pokud
aplikujeme pfipravek v rustové fazi chundelky od tfi listd az do faze prvniho
kolénka. Pokud je aplikace opozdéna, uclinek je slabsi, avSak rosltiny jsou

pfinejmensim silné retardovany v rastu (Jursik a kol., 2007)
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Tab. ¢&.

k regulaci chundelky metlice v obilninach v CR

2: Ptehled nejvyznamnéjSich ucinnych latek herbicidd pouzivanych

Skupina Mechanismus . . e et
HRAC a&inku Chemicka skupina Ucinna latka
A Inhibice acetyl-CoA | Aryloxyfenoxy-propionaty | fenoxaprop-P-ethyl

karboxylazy ‘tzv. FOPyY’
(ACCase) DENy pinoxaden

B Inhibice acetolactat | Sulfonylmoc€oviny chlorsulfuron
syntazy (ALS, téz flupyrsulfuron-methyl-
acetohydroxyacid Na
syntaza AHAS) iodosulfuron

sulfosulfuron
mesosulfuron
Sulfonylaminocarbonyl- | propoxycarbazone-
triazolinony Na
Triazolopyrimidines pyroxulam
"“TPS"

C2 Inhibice PS II Substituované moc€oviny | chlorotoluron
(fotosyntézy ve isoproturon
fotosystému I1)

F1 Inhibice biosyntézy | Pyridinecarboxamide diflufenican
karotenoidti (PDS)

K1 Inhibice tvorby Dinitroaniliny pendimethalin

mikrotubult

trifluralin
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2.7.5. Rezistence chundelky metlice k herbicidim
Prvni vyskyty rezistentnich biotypu chundelky metlice byly popsany v poloviné

devadesatych let ve Svycarsku. Konkrétné se jednalo o rezistenci vigi uginné
latce isoproturon (inhibitor PS II). Biotypy vykazujici rezistenci byly nalezeny
na pokusnych pozemcich ve vyzkumné stanice v Changins. Vyzkum prokazal, Ze
tyto biotypy maiji kiizovou rezistenci k dalSim herbicidm ze skupiny inhibitort PSII
(Mayor, Maillard, 1997). DalSi pfipad rezistence chundelky metlice k isoproturonu
byl objeven v roce 1997 v Némecku (Niemann, 2000). Niemann a Zwerger (2006)
ve svych pokusech popisuji z celkem 90 testovanych biotypu 21 jako rezistentnich
k isoproturonu. Jeden biotyp prokazoval dale rezistenci i kiodosulfuronu,
propoxycarbazonu a fenoxapropu, citlivy byl k sulfosulfuronu. Pomoci
molekularnich analyz dale zjistili u nékterych rostlin, které prezivaly oSetfeni
fenoxapropem, kfizovou rezistenci k ucinnym latkam se stejnym mechanismem
ucinku (inhibice ACCazy) - clodinafopu, cycloxydimu a sethoxydimu. Prvni pfipady
rezistence chundelky metlice vuci sulfonylmoCovinam byly objeveny a popsany
zaCatkem 21. stoleti. V Polsku byla ve sklenikovych pokusech prokazana
rezistence chundelky metlice vuéi chlorsulfuronu aplikovanému ve stupniovanych
davkach ve vysi 0,5 - 64 nasobek doporuéené davky. Uginnost se objevila az
pfi davce 180 g.ha™. 360 g.ha™ kompletné& regulovalo oba biotypy, jak citlivy, tak
i rezistentni (Marczewska, Rola, 2002). Své pokusy opakovali Marczewska a Rola
v nasledujicich letech. V roce 2005 pfi testovani dalSich biotypa zjistili, ze pfi
davce 360 g.ha™, ktera byla v pfedchodzim pokuse dostate¢na, dochazi k redukci
nadzemni hmoty u rezistentniho biotypu pouze z 25%. Nizsi davky (1-4 nasobky
doporuCované davky) ve stejném pokusu zpUsobovaly poskozeni rostlin
maximalné do 10% jejich hmotnosti. V dalSim experimentu (2006) vykazovaly
rezistentni rostliny pfi 32 nasobné davce velmi malé rustové poSkozeni a redukce
jejich biomasy byla oproti neoSetfenym rostlinam asi 25%. U rezistentnich rostlin
byl zjistén vyrazné vys$Si obsah aminokyselin, které jsou vysledkem exprese genu
als. Tyto vysledky ukazuji na pravdépodobnost rezistence v misté ucinku.
Adamczewski a Kierzek (2010) objevili mezi 35 polskymi vzorky 3 biotypy
rezistentni k fenoxapropu. Tyto biotypy byly testovany deseti stupriovanymi
davkami této ucinné latky a dale uc€innou latkou pinoxaden. U dvou biotypu byly

pomoci nelinearni regresni analyzy vypocéteny hodnoty faktord rezistence

33



k fenoxapropu 50 a 6,4 a kpinoxadenu 8,4 a 10,5, na jejichz zakladé lze
prohlasit, Ze biotypy jsou k t€mto herbicidum rezistentni. Stejné biotypy vykazovaly
také kfizovou rezistenci k inhibitoriim ALS.

Studiem pfic¢in a mechanismu rezistence chundelky metlice k ALS inhibitoriim
se zabyvali Balgheim a kol. (2007). Pfi méfeni aktivity enzymu ALS v pfitomnosti
ucinnych latek sulfosulfuron a propoxycarbazone zjistili statisticky vyznamné
rozdily mezi rezistentnim a citlivym biotypem. Po sekvenci pfislusného useku
genu als objevili bodovou mutaci zodpovédnou za zaménu enzymu. V pozici 197
byla nalezena substituce nukleotidu cytosin za adenin zplsobujici zaménu
aminokyseliny prolin za treonin.

Metabolické rezistenci chundelky metlice se podrobnéji vénuje studie Massy
a kol. (2010). Ve své praci se zabyvali degradaci sulfosulfuronu a detekci
a kvantifikaci specifickych metabolitd tohoto herbicidu v testovanych populaci
chundelky metlice za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni
fazi s wvyuzZitim detektoru s diodovym polem (HPLC/DAD) v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS). Sledovana byla degradace sulfosulfuronu
u populaci chundelky metlice, u kterych nebyla v genu als nalezena mutace.
U vSech testovanych populaci byla zjisténa zvySena degradace sulfosulfuronu,
jako primarni metabolit byl detekovan desmethyl sulfosulfuron, jehoz pfitomnost
naznacuje, ze prvnim degradaénim krokem sulfosulfuronu u chundelky metlice je
pfima demethylace zajisténa enzymatickym komplexem cytochrom P450
monooxygenazou.

V Ceské republice se problematikou rezistence chundelky metlice a jejich
mechanismu dlouhodobé zabyva Hamouzova a kol. (2011). Prvni rezistentni
populace chundelky metlice pochazejicich z jiznich Cech objevili jiz roku 2005.
Jednalo se o populace s vysokym faktorem rezistence (6,7-1815) vuci ucinné latce
chlorsulfuron. V roce 2011 publikovali vysledky o kfizové rezistenci ke tfem
sulfonylmo€ovinam, které jsou k regulaci chundelky velmi Casto pouzivané -
chlorsulfuronu, sulfosulfuronu a iodosulfuronu. Rezistence byla potvrzena
nadobovymi, polnimi a enzymatickymi studiemi. RozliSné stupné rezistence
u téchto populaci naznacily, Zze se mechanismy uvnitf jednotlivych populaci budou

lisit.
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Tab. ¢. 1: Doposud popsané rezistentni populace APESV ve svété

Zemé vyskytu |Popsana |Plodina [Uginna latka Misto ucinku
v roce
Ceska republika | 2005 obilniny, [chlorsulfuron, ALS inhibitory
0zima iodosulfuron-methyl- (B/2)
pSenice |sodium, isoproturon, PS Il inhibitory
mesosulfuron-methyl, (c217)
pyroxsulam, sulfosulfuron
Dansko 2011 0zima iodosulfuron-methyl- ALS inhibitory
pSenice |sodium, sulfosulfuron (B/2)
Némecko 1997 obilniny, [isoproturon PSII inhibitory
0zima (C217)
pSenice
Némecko 2005 pSenice | chlorsulfuron, florasulam, |ALS inhibitory
flupyrsulfuron-methyl- (B/2)
sodium, iodosulfuron-
methyl-
sodium,mesosulfuron-
methyl, pyroxsulam,
sulfometuron-methyl,
sulfosulfuron
Némecko 2009 je€men, [fenoxaprop-P-ethyl, ACC inhibitory
(mnohonasobna ozima iodosulfuron-methyl- A/l)
rezistence) pSenice |sodium, isoproturon, ALS inhibitory
mesosulfuron-methyl, (B/2)
pinoxaden, pyroxsulam, PS Il inhibitory
sulfosulfuron (C2/7)
Polsko 2005 ozima chlorsulfuron, ALS inhibitory
pSenice |iodosulfuron-methyl- (B/2)
sodium, procarbazone-
sodium, sulfosulfuron
Polsko 2010 ozima fenoxaprop-P-ethyl, ACC inhibitory
pSenice | pinoxaden (A/1)
Svycarsko 1994 pSenice |isoproturon PS Il inhibitory
(C217)

Zdroj: Heap (2013)
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3. CiLE PRACE

Chundelka metlice (Apera spica-venti (L.) Beauv.) je vysoce Skodlivym
ve stfedni Evropé. V nékolika poslednich letech se na naSsem uzemi znaéné
rozSifila a dnes zapleveluje pfiblizné 80% ploch s ozimymi obilninami. V roce 2006
byly v CR publikovany prvni pfipady rezistence chundelky metlice k inhibitoram
ALS. Vzhledem k obtiznosti hubeni rezistentnich populaci je dllezité vyznam
tohoto problému nepodcenit a je nezbytné mit zavedeny efektivni metody
pro detekci dalSich rezistentnich biotypl a disledné v téchto lokalitach uplatfiovat

antirezistentni strategie. Tato prace si klade nasleduijici cile:

1. Provést monitoring lokalit s pravdépodobnym vyskytem rezistentnich
biotypu chundelky metlice vi&i nejpouzivanéjSim ucinnym latkam herbicidd
a potvrdit jejich rezistenci.

2. U biotypu s potvrzenou rezistenci pomoci exaktnich laboratornich metod
popsat jeji typ a mechanismus.

3. Otestovat a navrhnout Ucinné latky herbicidl pouzitelné v lokalitach

s vyskytem rezistentnich populaci.

Testovany budou nasledujici vyzkumné hypotézy:

1. Na uzemi Ceské republiky se v lokalnich populacich chundelky metlice
vyskytuji biotypy rezistentni vuc€i dlouhodobé pouzivanym skupinam
herbicidl ze skupiny inhibitor enzymu acetolaktat syntazy.

2. Rezistence je geneticky podminéna strukturalni zménou cilového enzymu
herbicidniho ucinku inhibitorl ALS - acetolaktat syntazy.

3. Nalezené biotypy pravdépodobné maji dalSi mechanismy rezistence, jako
je snizeny pfijem nebo metabolizace ucinné latky.

4. Ze souCasného sortimentu herbicidi Ize vybrat takové, které ucinkuji

i v rezistentnich populacich.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Pokusny material
Za ucelem ziskani vhodného rostlinného materialu pro nasledné laboratorni

a sklenikové experimenty byly v pribéhu let 2005-2010 vytipovany lokality, kde na
polich s ozimymi obilninami v poslednich letech dochazelo k neuspésné regulaci
chundelky metlice. Na zakladé komunikace s agronomy bylo zjiSténo, Ze na téchto
polich byly v minulosti opakované aplikovany sulfonylmoCovinové herbicidy.
Celkem bylo v pokusech na rezistenci testovano 23 biotypu. Jako citlivy standard
byl vybran Cesky biotyp zlokality BeneSov u Kamenice nad Lipou
(49°20'46.632"N, 15°0'22.204"E) z pozemku ekologického zemédélce, druhy
otestovany citlivy biotyp pochazel ze Svycarska a byl poskytnut firmou Syngenta.
Z rostlin, které prezily aplikaci herbicidu, byly v dobé dozravani lat odebirany
vzorky semen. Z kazdé vytipované lokality bylo v Cervenci pfed sklizni obilniny
v transektu sebrano pfiblizné 100 g semen, coz odpovida cca 300 rostlinam
chundelky metlice. Laty byly v laboratofi dosuSeny a poté z nich byly ziskany
obilky, které byly do vysevu uchovany ve tmé pfi teploté 20 °C. Pro ucely
testovani rezistence pomoci metody agarovych kultur byly z vytipovanych poli
s ozimymi obilninami na jafe odebirany kli¢ni rostliny ve fazi dvou az tfi listd.

Z kazdého pole bylo odebrano 200-300 rostlin.

Herbicidy

V biologickych, fyziologickych i metabolickych studiich byly pouZity komer¢ni
formulace herbicidi poskytnuté vyrobci. Konkrétné se jednalo o: Glean 75 WG,
(75% chlorsulfuron, DuPont), Husar (5% iodosulfuron-methyl-Na, Bayer
CropScience), Atlantis WG (iodosulfuron-methyl-sodium- 6g.kg™, mesosulfuron-
methyl- 90g.kg™, Bayer CropScience), Powerflex (7,5% Ué&. |. pyroxsulam, Dow
AgroSciences), Oust (75% sulfometuron methyl, DuPont), Puma Extra (69 g.kg™
fenoxaprop-P-ethyl, Bayer CropScience) a Axial (100g.I" pinoxaden, Syngenta).
Herbicid Powerflex u nas v dobé pokusu nebyl registrovan. V sou€asnosti je u nas
dostupny pod obchodnim nazvem Corello (7,5% u0¢&. I. pyroxsulam, Dow

AgroSciences).
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4.2. Biologické studie
4.2.1. Stanoveni citlivosti vybranych biotypu k herbicidim

Za uCelem zjisténi stupné rezistence a citlivosti chundelky metlice viCi
rdznym ucinnym latkam herbicidd ze skupiny inhibitord enzymu acetolaktatsyntazy
a acetylkoenzym-A karboxylazy byly na tfech vybranych biotypech (Lomnice,
Vlastéjovice, Dynin) provedeny rustové analyzy sledujici reakci rostlin na davku
herbicidu (tzv. dose-response assay). Uginnost vybranych herbicidl byla zarovef
testovana na citlivém biotypu z lokality BeneSov u Kamenice nad Lipou, u kterého
je znam faktor rezistence vuci ucinné latce chlorsulfuron. Rostliny byly péstovany
v kryté vegetacni hale. Do plastovych nadob o rozmérech 50 x 50 x 70 mm byly
vysety obilky chundelky metlice. Pro vysev byla pouzita puda z demonstraéniho
pokusného pozemku CZU (8ernozem), kterd neobsahovala Z&dna rezidua
pesticidu a obilky chundelky metlice. Obsah jilovych €astic byl 46 %, pH (KCL) 7.5,
sorpéni kapacita: 209 mmol (+), 87 ppm P, 203 ppm K, 197 ppm Mg, a 8073 ppm
Ca. Po vzejiti rostlin chundelky metlice bylo provedeno jednoceni na 10 — 15
rostlin na jednu nadobku. Rostliny byly zalévany podmokem ad libitum a dvakrat
za vegetaci pfihnojeny hnojivem N-P-K (6-12-6), hnojeni bylo provedeno zalivkou.
Postemergentni listova aplikace herbicidd byla provedena ve fazi 2 - 3 listl
chundelky metlice. Za ucelem zjisténi EDso, RF a letalni davky herbicidd byly
aplikovany stupnované davky herbicidd uvedené v tabulce &. 3. V pfipadé
herbicidu Glean 75 WG bylo zvoleno jiné davkovani. Aby mohla byt vypoctena
jelikoz tato jiz by méla spolehlivé regulovat citlivy biotyp. Kazda varianta méla Ctyfi
opakovani. Aplikace herbicidd byla provedena pfesnym laboratornim
postfikovactem AVIKO 5, byla pouzita tryska Lurmark 01 E 80 a nastaven tlak na
hodnotu 0,23 MPa, celkovy objem postfikové kapaliny odpovidal davce 250 I.ha™.
Rostliny chundelky metlice bylo také nutno oSetfit proti padli travnimu. K tomuto
ucelu byl pouzit systémovy fungicid Fandango 200 EC v registrované davce
(4ginna latka fluoxastrobin 100 g.I", prothioconazole 100 g.I"*, BayerCropScience,
CR). Uginnost herbicid(i byla mésic po aplikaci hodnocena procenticky odhadovou
metodou - porovnanim s neoSetfenymi vzorky na zakladé typickych symptoma
(chlorézy, zastava rustu, nekrézy). Dale byla odebrana a zvazena CdCerstva

nadzemni biomasa, ususena pfi teploté 105 °C a suSina rovnéz zvazena.
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Statistické zpracovani dat a modelovani bylo provedeno pomoci software R-
project R 2.13.1 (R Development Core Team, 2008). Na zakladé nelinearnich
modeld byly sestaveny grafy a pro kazdy biotyp vypoéteny hodnoty EDso (g.ha™)
a stanoveny faktory rezistence RF jako podily hodnot EDsy rezistentniho a
citlivého biotypu.

Vysledky byly popsany pomoci parametri nelinearnich rovnic s vyjadfenim
smérodatné odchylky pruméri ze C&tyf opakovani. Byly pouzity rizné modely
na zakladé tzv. lack-of-fit testd, byly vybrany nejvhodnéjsi pro dany biotyp a
herbicid. Jednotlivé rovnice (viz nize) jsou obecné parametrizovany takto: y je
zavisle proménna (napf. ucinnost), ¢ a d jsou koeficienty odpovidajici spodnimu
(0%) a hornimu limitu G€innosti (100%) a EDso je inflexni bod funkce nachazejici
se mezi spodni a horni asymptotou a vyjadfujici davku, pfi niz bylo dosazeno 50%
ucinnosti; b je Sikmost kfivky a x je nezavisla proménna (davka). V nékterych

pripadech byly u modell pfednastaveny horni a spodni limity.

Obecna rovnice pro Ctyfparametricky log-logisticky model LL.4

d-c
1+ exp(b(log)x - log(e)))

f(X) =c+

Obecna rovnice pro Weibullv &tyfparametricky W1.4 model

f(x) =c + (d - ¢) (1 - exp(- exp (b(log(x) - log(e))))

Obecna rovnice pro WeibullGv tfiparametriky test W1.3u model s pfednastavenym

hornim limitem rovnym 1

f(x) =0 + (1 - 0) exp(- exp(b(log(x) - €)))

Tab. €. 3: Aplikace stupriovanych davek pouzitych herbicidu

Herbicid Davka herbicidu na ha
Glean 75 WG (g) 20 60 180 540 | 1620 | 4860 | 14580
Atlantis WG (g) +
Biopower (11) 37,5 75 150 300 600 900 1800
Powerflex (g) 31,25 | 62,5 125 250 500 | 1000 | 2000
Puma Extra (I) 0,25 0,5 0,75 1 2 4 8
Axial (I) +

Adigor(1,35l) 0,075 | 0,15 0,3 0,6 0,9 1,8 -
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4.2.2. Vybér rezistentnich jedincti z populace
Cilem postupu bylo vyselektovat z dané populace rezistentni jedince

chundelky metlice vuci sulfonylmo€ovinam pro izolaci DNA a molekularni analyzu.
Soucasti testu bylo dale zjisténi poméru citlivych a rezistentnich jedincl v populaci
vCetné odhadu typu a miry rezistence, vizualni hodnoceni poskozeni rostlin
po aplikaci herbicid a u€innosti aplikovanych davek herbicidu.

Rostliny byly péstovany v kryté vegetaCni hale v pokusnych nadobach.
Testovano bylo zkazdé Ilokality (Lomnice, Vlastéjovice a Dynin) celkem
100 jedincl. Ve fazi 3 listd az jedné odnoze bylo z kazdé rostliny odebrano 0,2 g
nadzemni biomasy pro naslednou izolaci DNA. Vzorky byly uchovany pfi teploté
-20 °C. Po odbéru byla v nadobovém postfikovaci (AVIKO 5) provedena aplikace
herbicidu. Pouzita byla tryska Lurmark 01 E 80 a nastaven tlak na hodnotu
0,23 MPa, celkovy objem postfikové kapaliny odpovidal davce 250 I.ha™.
Pro selekci byl vybran neselektivni herbicid Oust XP s ucinnou latkou
sulfometuron v davce 300 g. ha™’ (registrovana davka 70 g. ha) z ddvodu
pfipadného vylou€eni jedinci s metabolickou rezistenci. Davkovani bylo
stanoveno na zakladé predchozich nadobovych (dose-response) pokusl (nejsou
V praci uvedeny).

Na zakladé viditelnych symptomuU a vazeni Cerstvé biomasy a suSiny byly
rostliny mésic po oSetfeni herbicidy rozdéleny do nasledujicich &tyf skupin
(upraveno podle klasifikatniho systému R Resistance Classification System -
Moss a kol., 1999).

1. skupina - rostliny citlivé vykazujici 90-100% poSkozeni, projevy vsech
symptomU poskozeni inhibitory ALS - Zloutnuti, antokianové zabarveni,
pfitomnost nekréz, zastaveni rustu

2. skupina - mirné sniZzena citlivost, 70-89% poskozeni, rostliny retardovany
Vv rustu, jevi znamky chloréz, pfechazejicich v nekrozy

3. skupina s podezienim na metabolickou rezistenci, 50-69% poskozeni,
rostlina je retardovana v rlstu, jevi znamky chloréz eventuelné dalSich
barevnych anomalii, nekrotizovana pletiva jsou pfitomna minimalné

4. skupina s podezfenim na rezistenci v misté ucinku (target-site), poskozeni
do 50%, rostliny jsou velmi mirné ¢&i vabec retardovany v ristu, prakticky

nejevi zadné zjevné znamky poskozeni.
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Na zakladé tohoto hodnoceni bylo vybrano z kazdé populace pét rostlin
citlivych a pét rostlin s podezfenim na rezistenci v misté u€inku a odebrané vzorky
téchto rostlin byly testovany molekularnimi metodami.

Vysledky byly dale statisticky zpracovany v programu Statistica ver. 10
(StatSoft CR s r.0.,2007) pomoci testu normalniho rozdéleni dat.

4.2.3. Metoda agarovych kultur - RISQ (Resistance In-Season Quick) test
Pro velmi rychlé stanoveni rezistence u novych biotypu s podezienim

na rezistenci byla pouzita metoda agarovych kultur - RISQ test (Kaundun, 2012).
Kli¢ni rostliny byly ve fazi dvou az tfi listd odebirany z vytipovanych poli s ozimymi
obilninami, na kterych se vyskytly problémy s regulaci chundelky metlice. Celkem
bylo otestovano 20 biotypll z novych lokalit. Z kazdého pole bylo odebrano
200-300 rostlin. Seznam vybranych lokalit v€éetné GPS soufadnic je uveden
v pfiloze v tab. €. 22.

Klini rostliny s omytymi kofeny byly umistény do Petriho misek o rozmérech
10x10 cm na 0,8 % agarové médium, do kterého byl v pfislusnych davkach pfidan
a rozpustén herbicid. ProtoZe tato metoda nebyla v CR dosud k detekci rezistence
chundelky metlice pouzita, bylo nejprve nutné nalézt optimalni davkovani.
Testovani davek ucinnych latek iodosulfuron a pinoxaden bylo tedy pfedem
testovano za pouziti citlivych a rezistentnich standardd. Na zakladé téchto pokus(
za ucelem optimalizace metody pro chundelku metlici byly nasledné zvoleny tyto
davky: iodosulfuron (0,2 -0,4 -0,8 -1,6 -6,4pM), pinoxaden (0,1 -0,2 -0,4 -0,8-1,6
MM). Kazda varianta méla tfi opakovani. Jako referenéni vzorek byl pouZit citlivy
biotyp ze Svycarska poskytnuty firmou Syngenta a biotyp z lokality Lomnice
s potvrzenou rezistenci k sulfonylmoCovinam. Petriho misky byly umistény do
ruastovych komor (Sanyo, MLR 351H) se svételnym rezimem 16 hod svétlo/8 hodin
tma, teplotou 20 °C den/16 °C noc a relativni vihkosti 55-65%. 10 dni po pfesazeni
byl u prezivSich rostlin hodnocen rozvoj listd a kofenll a porovnan s neoSetfenou
kontrolou. Pro kvantitativni hodnoceni nartistu biomasy béhem doby testovani byla
stanovena listova a kofenova plocha rostlin pomoci analyzy obrazu. Snimky rostlin
byly pofizeny fotoaparatem NIKON 990 vybavenym IR filtrem (Hoya, Infrared R72)
v den zalozZeni pokusu a v den ukonceni pokusu. Pomoci analytického nastroje
softwaru Adobe Photoshop byl pro kazdou rostlinu stanoven pocet pixell, které

ve snimku pokryva. Naslednou kalibraci velikosti pixell byla vypoc¢tena skute¢na
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plocha rostlin. Statistické zpracovani dat a modelovani bylo provedeno pomoci
software R-project R 2.13.1 (R Development Core Team, 2008). Na zakladé
nelinearnich modell byly sestaveny grafy a pro kazdy biotyp a variantu vypocteny
hodnoty EDso (g.ha) a stanoveny faktory rezistence RF. Vysledky byly dale
statisticky zpracovany v programu Statistica ver. 10 (StatSoft CR s r.o. (2007)

pomoci analyzy rozptylu a post hoc testem Tukey (a=0,05).

4.3. Fyziologické studie
4.3.1. Test aktivity enzymu ALS

Test aktivity ALS byl proveden na zakladé modifikovanych metod popsanych
Rayem (1984) a Singhem a kol. (1988). Aktivita enzymu byla méfena jako
mnozstvi produktu — acetolaktatu ziskaného z nadzemni €asti rostliny po jeho
pfeméné na acetion dekarboxylaci v kyselém prostiedi.

Rostlinny material pro extrakci byl ziskan z pét tydna starych rostlin, které
byly vypéstovany ze semen v kryté vegetaCni hale. Z listd rostlin byl odebran
smésny vzorek biomasy o hmotnosti 2 gramy pochazejici z 15-20 jedincu. Vzorek
biomasy byl v kapalném dusiku rozmélnén na jemny prasek, homogenizovan
v extrakénim pufru pfi teploté 5°C po dobu 10 min. a pribézné promichavan na
magnetické michacce. Homogenat byl prefiltrovan pfes bavinénou tkaninu. Filtrat
byl centrifugovan (15 min. pfi 10 000g) a ke kazdému ziskanému mililitru
supernatantu bylo pfidano 0,313 g siranu amonného k vysrazeni proteind.
Po 30 min. inkubaci pfi teploté 5°C a nasledné centrifugaci (20 min, 20 000 g) byla
ziskana peleta rozpusténa v extrakénim pufru. K ziskanému extraktu byl pfidan
analyticky pufr a rostouci koncentrace ucinné latky herbicidu (tab. . 4). Smés byla
inkubovana 2 hodiny pfi 37°C ve vodni lazni. Reakce byla zastavena pfidanim
0,05 ml 6M H,SO, a zahratim 15 minut pfi teploté 65°C za ucelem dekarboxylace
acetolaktatu na acetoin. Acetoin byl detekovan po prevedeni na barevny komplex,
ktery vznikl pfidavkem smési obsahujici 250 ul kreatinu a 250 ul 1-naftolu
a inkubaci pfi 65 °C v termobloku (Thermoblock TB1, Biometra) po dobu 15 minut.
Spektrofotometricky (Helios Gamma, Thermo Spectronics) byla stanovena
absorbance pfi a=540nm. Specificka aktivita enzymu byla vypodtena
ze standardni kiivky a vyjadiena jako pmolacein mg™ protein h™. Koncentrace
proteinu byla stanovena pomoci Bradfordovy metody (1976) za pouziti bovinniho

séra jako standardu.
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Statistické zpracovani dat a modelovani bylo provedeno pomoci software
R-project R 2.13.1 (R Development Core Team, 2008). Na zakladé dat
absorbance byly sestaveny nelinearni modely, a pro kazdy biotyp a variantu
vypocteny hodnoty Isp (nM) a stanoveny faktory rezistence RF.

Slozeni pouzitych pufri (standardizovano pro 2 g cCerstvé hmoty rostlinného

materialu)

Extrakeni pufr (celkovy objem 20 ml):
2 ml K-P pufru (pH 7,5, 1M)
2 ml Na-pyruvatu (10 mM)
2 ml MgCl,
200 pl thiaminpyrofosfatu (TPP)
200 pl flavinadenindinukleotidu (FAD)
2 ml glycerinu

11,6 ml destilované H,O

Eluéni pufr (celkovy objem 125 ml):
12,5 ml K-P pufru (pH 7,5, 1M)
5 ml Na-pyruvatu (0,5 M)
625 pl MgCl; (0,1 M)
106,9 ml destilované H,O

Analyticky pufr (celkovy objem 15 ml):
1,25 ml K-P-pufru (pH 7, 1M)
5 ml Na-pyruvat (0,5M)
2,5 ml MgCl; (0,1 M)
500 pl thiaminpyrofosfatu (50 mM)
2,5 ml flavinadenindinukleotidu (1mM)
3,25 ml destilované H,O
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Tab. €. 4: Koncentrace ucinnych latek herbicidl pouzitych v reakci

Uginna
latka Koncentrace (nM)

chlorsulfuron 0 9,5.107 | 0,0095 | 0,095 | 0,95 | 9,5 95 950 9500

iodosulfuron 0 4,5.10° [0,00045|0,0045]|0,045(0,45| 4,5 45 450

sulfometuron 0 9,8.10° [ 0,098 | 0,98 | 9,8 | 98 | 980 | 9800 [98000

4.4. Molekularné-genetické studie

4.4.1. 1zolace DNA
Kizolaci DNA bylo na zakladé vysledkd pokusu 4.2.2. Vybér rezistentnich

jedincl z populace pouzito z kazdé populace 5 citlivych a 5 rezistentnich rostlin.
DNA z jednotlivych rostlin byla izolovana pomoci komeréni soupravy DNeasy
Plant Mini Kit (QIAGEN).

Rostlinna pletiva byla v kapalném dusiku rozdrcena na jemny prasek
a prenesena do mikrozkumavky se 400 pyl AP1 pufru a 4 ul zasobniho roztoku
RNasy A (100 mg/ml). Smés byla intenzivné vortexovana za ucelem rozpusténi
bunénych stén a odstranéni shluki a poté 10 minut inkubovana pfi 65°C.
Ke smési bylo pfidano 130 pl pufru AP2. Nasledovala pétiminutova inkubace na
ledu. Lyzat byl pfeveden do kolonky QIAshredder umisténé v 2 ml jimaci
mikrozkumavce a centrifugovan 2 minuty pfi maximalni rychlosti. Ke kazdému
ziskanému mililitru Cistého lyzatu bylo pfidano 1,5 ml pufru AP3/E. Ze smési bylo
odebrano 650 ml, pfeneseno na kolonku DNeasy mini spin umisténou na 2 ml
mikrozkumavku a centrifugovano (1 min pfi 10 000 g). Protekla frakce byla
odstranéna a cely krok zopakovan se zbylym mnozZstvim smési. Smés byla 2x
promyta 500 ul pufru AW a centrifugovana pfi maximalni rychlosti, aby doslo
k vysuSeni membrany kolonky. Kolonka DNeasy byla pfenesena na 2 ml
mikrocentrifugaéni zkumavku a na membranu bylo napipetovano 100 ul
predehratého (65°C) pufru AE. Po pétiminutové inkubaci pfi pokojové teploté byla
kolonka centrifugovana (1 min pfi 10 000g). Tento krok byl zopakovan. DNA byla
uchovana pfi -20°C. Pufry pouzité pro izolaci DNA jsou standardné dodavané se
soupravou DNeasy Plant Mini Kit a jejich slozeni je uvedeno v pfislusném

manualu.
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4.4.2. Navrzeni primert, polymerazova retézova reakce (PCR)
Specifické primery pro PCR (Tab. €. 5) byly navrzeny na zakladé znamych

sekvenci genu als u geneticky pfibuznych rostlin chundelce metlici pomoci
programu Primer 3 (Rozen, Skaletsky, 2000). Konkrétné se jednalo o sekvence
genl psarky polni (Alopecurus myosuroides) AJ437300, jilku mnohokvétého
(Lolium multiflorum) AF310684, pSenice seté (Triticum aestivum) AY210405,
AY210406, AY210407, AY210408, jeCmene obecného (Hordeum vulgare)
AF059600, svefepu stfesniho (Bromus tectorum) AF488771, AF487459, ryZe seté
(Oryza sativa) AY885674, AY885675, AB049822, AB049823 a kukufice seté (Zea
mays) X63553. Sekvence nukleotidu byly ziskany z vefejné databaze GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank). Primery byly navrzeny pro amplifikaci
zajmovych useku genu als, tzv. domén, ve kterych se bodové mutace nachazeji

a pro sekvenovani celého genu als.
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Tab. & 5: Seznam pouzitych primerd pouZzitych pro amplifikaci a genotypizaci

genu als chundelky metlice

_ o _ Misto Velikost
kPrimer Sekvence (5°-3") Pozice* t(°C) produktu
mutace
(bp)

F1 AGCCGTCGCCTTCTCAGG 20-38 55 Ala-122 | 167

R1 GGAGACGAGGTTGGTAGC 433-415

F11 CTCAATGGAGATCCACCAGG 267-287 60 Ala-122 | 254

R1 GGAGACGAGGTTGGTAGC 433-415

F12 CATCACCAACCACCTCTTCC 306-326 Pro-197 | 264

R11 ATCTGCTGCTGGATGTCCTT 687-667 Ala-205

F2 CCGCATCAGGTGCTCAGC 111-129 55 Ala-122 | 415

R2 534-516 Pro-197
ATGGGCGTCTCCTGGAAC Ala-205

F3 GTGCTACCAACCTCGTCTCC 413-433 55 Pro-197 | 213

R3 CAGCCACCACCAACATACAG 831-811 Ala-205

F4 AAGGACATCCAGCAGCAGAT 667-687 55 Asp-376 | 350

R4 GCACAATCTTGGACCTGCTT 1079-1059 Arg-377

F4 AAGGACATCCAGCAGCAGAT 667-687 55 374

R41 CAGTCACGCGATCATCAAAC 1040-1020

F5 CTGTTGCTTGCATTTGGTGT 997-1017 |55 Asp-376 | 265

R5 AAGGGAACTCCCTCTTCTGC 1262-1242 Arg-377

F6 GCATGTCTCCATTTGTGCAG 1122-1142 | 55 271

R6 GTAATACTGAGCCGCCCACA 1393-1373

F62 TTTAGTTCGTGGCATGAGGA 1213-1233 | 55 335

R62 TTCTCGATGCGAATCAGTGC 1569-1549

F63 CAGGTGTCACGGTTGTTGAC 1487-1507 | 55 Trp-574 | 201

R63 CGCTCATTCTCTGGGTTCC 1690-1670

F7 TTGGGAACCCAGAGAATGAG 1667-1687 | 55 Ser-653 | 237

R7 CTGCCATCACCTTCCATGAT 1905-1885 Gly-654

F8 TTGAGACTCCAGGGCCATAC 1790-1890 | 55 Ser-653 | 233

R8 GCAAAACACATGCTTTATTAGTTGA | *1 Gly-654

Amplifikace genu als byla provedena podle standardni metodiky. Pro pfislusny

poCet PCR reakci byla pfipravena smés (mastermix) tohoto slozeni:
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Tab. €. 6: Slozeni PCR reakci o objemu 25 pl

Chemikalie (koncentrace) |Objem (ul)
sd H,O (2x predestilovana) [19,10

10 x PCR pufr 2,50
MgCl, (25mM) 1,50
primer 1 (100 pM) 0,25
primer 2 (100 uM) 0,25

smés dNTP (25mM) 0,20

Taq polymeraza (5u/pl)

0,20 (1 jednotka)

celkem v mastermixu

24,00

templatova DNA

1,00

celkem v reakci

25,00

Mastermix byl rozdélen do PCR mikrozkumavek a do kazdé mikrozkumavky
byla pfidana templatova DNA. Mikrozkumavky byly umistény do termocykleru
(Whatman, Biometra), na kterém byl nastaven pfislusny program. PCR probéhla
podle protokolu uvedeného v tabulce €. 7. Kontrola vysledkd byla provedena
elektroforetickou separaci na agar6zovém gelu.
pozorovan po preneseni gelu na UV transiluminator pfi vinové délce 310 nm. Byly

porizeny fotografické snimky jednotlivych gell fotoaparatem NIKON 950

vybavenym pfislusnym UV filtrem.

Tab. €. 7: Teplotni a Casovy pribéh PCR

Kroky PCR Teplota |Cas Pocéet cyklii
pocCatecni denaturace |97°C 3 min 1x
denaturace 97°C 0,5 min

nasedani primerd 55°C 1 min 40x
prodluZovani primer( 72°C 1,5 min

kone&na polymerace 72°C 8 min 1x

uchovani vzorku 10°C o0
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4.4.3. Purifikace produkti PCR
Pfed sekvenéni analyzou bylo nejprve pomoci komeréni soupravy QIAquick

Gel Extraction KIT (QIAGEN) provedeno pfecisténi PCR produktd. Amplifikované
fragmenty DNA byly naneseny na 2% agarézovy gel a elektroforeticky
separovany. Poté byly z gelu skalpelem vyfiznuty, zvazeny a ke kazdym 100 mg
bylo pfidano 300 ul QG pufru. Po dobu 10 minut byly vzorky inkubovany pfi 50 °C,
pfiCemz kazdé dvé minuty byly z vodni lazné vyjmuty a vortexovany. Poté, co se
agarozovy gel zcela rozpustil, bylo na kazdych 100 mg gelu pfidano 100 i
isopropanolu. Vzorky byly v mikrozkumavce promichany Pasterovou pipetou,
naneseny na kolonku (QIAquick spin column) umisténou ve 2 ml zkumavce
a jednu minutu centrifugovany pfi 10 000 g. Supernatant byl odstranén, na kolonku
napipetovano 0,5 ml pufru QG a kolonka se vzorkem opét jednu minutu
centrifugovana (10 000 g). Tento krok odstrani vSechny zbytky agar6zového gelu.
Poté byla kolonka promyta 0,75 ml PE pufru a po 2-5 minutach centrifugovana
(1 min, 10 000 g). Supernatant byl odstranén a kolonka pfi stejnych otackach opét
jednu minutu centrifugovana. Poté byla kolonka umisténa do nové 1,5 mi
mikrozkumavky a na stfed membrany kolonky bylo naneseno 50 ul elu¢niho pufru
(10 mM Tris-Cl, pH 8,5). Po jedné minuté probéhla centrifugace (1 min, 17 900g9).
Takto ziskané purifikované DNA vzorkl byla pouzita pro sekvencovani.

Pufry pouzité pro purifikaci produktd PCR jsou standardné soucasti soupravy
QIAquick Gel Extraction KIT (QIAGEN).

4.4.4. Detekce mutaci v genu als
Sekvencovani fragmentd DNA bylo provedeno na automatickém sekvenatoru

Beckman pomoci soupravy DTCS Qiuck Start KIT (Beckman Coulter) podle
protokolt doporucenych vyrobcem. Aby byly vylou€eny amplifikacni chyby, byla
sekvencovana obé vlakna fragmentt DNA. Sekvence byly upraveny
a analyzovany za pomoci programu BLAST (Altschul a kol., 1997). K pfekladu
nukleotidovych sekvenci byl pouzit program ExPASy (Gasteiger a kol., 2003).
Sekvence nukleotidl specifickych oblasti genu als rezistentnich biotypd chundelky
metlice byly srovnavany s nukleotidovymi sekvencemi citlivych biotypld. Byly
hledany nukleotidové a aminokyselinové zamény ve specifickych doménach genu

als, ve kterych se nejCastéji nalézaji bodové mutace.
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4.4.5. Sekvencovani celého genu als
Cely als gen byl sekvenovan u jedné rezistentni rostliny a jedné senzitivni

rostliny pochazejici z populace z lokality Dynin pro porovnatelnost sekcenci. Toto
sekvencovani bylo provedeno za ucelem zjisténi, zda se v genu vyskytuji jesté jiné
nez znamé domény a mutace zodpovédné za zménu vazebného mista a vznik
rezistence.
Pro amplifikaci als 5°cDNA konce sekvence chundelky metlice byla v souladu
s doporucenimi vyrobce pouzita souprava FirstChoice®RLM-RACE Kit (Ambion).
Pfed touto analyzou byla zlistd rostlin pomoci soupravy RNeasy Mini Kit
(QIAGEN) extrahovana celkova RNA. Byly navrzeny specifické reverzni vnitfni
a vngj§i primery (R13i 5- GAACGCCTCTCCCTGCTC -3, R130 5'-
GGAGACGAGGTTGGTAGCAC -3°) pro PCR amplifikaci. Vysledky byly
vizualizovany pomoci elektroforézy na 2% agarézovém gelu. Sekvencovani bylo
provedeno pfimo z PCR produktd. Precisténé dvouviakevné amplifikované
produkty byly sekvenovany pomoci automatického Beckmanova sekvenatoru za
pouziti DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter). Sestaveni a analyza sekvenci
byla provedena pomoci programu BLAST (Altschul a kol., 1997). K pfekladu
nukleotidovych sekvenci byl pouZit program ExPASy (Gasteiger a kol., 2003).
Na zakladé aminokyselinovych substituci odhalenych pfi sekvenovani
celého genu als byly pomoci PCR amplifikovany a pfesné sekvenovany oblasti
v okoli pozic 263, 272 a 446 (Cislovano dle Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) u péti

rezistentnich a péti citlivych rostlin.

4.4.6. Metoda dCAPS (Derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequence -
délkovy polymorfismus restikéné stépené amplifikované DNA)

Tato metoda byla pouZita za ucCelem zjiSténi procentualniho zastoupeni
cilivych a rezistentnich jedinct uvnitf jedné populace.

V prvni fazi metody byly ziskany extrakty DNA pomoci rychlé extrakéni
izolace DNA podle Délye (2002). Z jednotlivych testovanych rostlin byl odebran
1 cm dlouhy usek z prvniho listu a umistén do 0,2 ml mikrocentrifugacnich
zkumavek, které obsahovaly 100 ul extrakéniho pufru (100mM Tris HCI, pH 9,5;
1M KCI, 10mM EDTA) a jednu sklenénou kulicku. Obsah mikrozkumavek byl
homogenizovan v pfistroji Tissue Lyser Il (Qiagen) po dobu 1,5 min pfi 25Hz.

Po izolaci byla provedena PCR podle nasledujiciho protokolu: 95°C po dobu
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5 min., 37 cyklu pfi 95°C po dobu 5 s, 10s pfi teploté 60-65°C (podle pouzitého
primeru) a 72°C po dobu 30s. Primery byly navrzeny pomoci softwaru dCAPS
Finder 2.0 (Neff a kol., 2002) pro pozice 197 a 574, mista, kde se u travovitych
plevell nachazeji mutace genu als.

Pouzité primery:

P197 (koncentrace 1,6 pM)

ALVBamHI 5'TTC TCG ACT CCATCC CGATGG TCG CTA TCA CGG GAC
AGG AT 3°

AVLBR 5’ATC TGC TGC TGG ATG TCC TTG GG 3°

ALV6 5°CAA GGG CGC CGA CAT CCT CGT C &

W574 (koncentrace 0,8 uM)

ALVBstXI 5°GGT GAT GAT ACT GAA CAA TCA ACA TCT GGG AAT GCC 3’
ALV6R 5'CAG GCA CAT TGC ACC TTT AGG TCT TCT AGG 3’

Posledni fazi metody dCAPS je digesce PCR produktt za pfitomnosti specifickych
restrikCnich endonukleaz. Pouzity byly enzymy BamHI (Fermentas) pro pozici
P197 a BstXl (Fermentas) pro pozici W574. Ke kazdému PCR produktu bylo
pfidano 5 pl enzymu (rozpustén v pfislusSném pufru pro enzym a sd-2x
predestilované vodé). Inkubace probihala 3 hodiny ve 37°C pro P197 a v 55°C pro
W574. Digesce byla ukonCena pfemisténim vzorku na led na dobu 10 minut.

Vysledky byly vizualizovany pomoci elektroforézy na 3% agar6zovém gelu.

4 5. Metabolické studie

4.5.1. Studium reakce rostlin osetirenych chlorsulfuronem s pridavkem
malathionu

Ve snaze objasnit dal§i mechanismy rezistence, byl v této studii sledovan vliv
malathionu na metabolismus chlorsulfuronu v rostlinach chundelky metlice.

Semena chundelky metlice biotypd Lomnice, Vlastéjovice, Dynin
a Svycarsko byly vyseta do pokusnych nadob o rozmérech 5 x 5 x 7 cm
napln&nych &ernozemi, ktera pochazela z pokusného pozemku CZU v Suchdole.
Pravidelné zavlazované rostliny byly péstovany v kryté vegetacni hale. Po vzejiti
byly vyjednoceny na konecny pocet deset rostlin na nadobu. Ve fazi tfi listd byla
u vSech biotypu provedena aplikace malathionu v davkach 0; 65; 250 a 1000 g.ha
! Ihned po osetieni insekticidem byl na rostliny postemergentné aplikovan herbicid
chlorsulfuron v davkach 0; 10; 20; 40; 80; 160; 320; 640; 1280 a 2560 g.ha™.
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Kazda varianta byla provedena ve Ctyfech opakovanich. Aplikace byla provedena
v nadobovém postfikovadi (AVIKO 5). Uginnost byla mésic po o$etfeni hodnocena
pomoci odhadové procentni metody na zakladé vizualnich symptomi poskozeni.
Cerstva nadzemni biomasa byla odebrana, zvazena, a ususena pfi teploté 105°C.
Poté byla zjisténa hmotnost suSiny. Vysledky byly zpracovany ve statistickém
programu R 2.13.1 (R Development Core Team, 2008). Na zakladé nelinearnich
modell byly sestaveny grafy a pro kazdy biotyp a variantu vypocéteny hodnoty

EDso (g.ha™) a faktory rezistence RF.
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5. VYSLEDKY

5.1. Stanoveni ucinnosti herbicid u vybranych biotypt
U vSech testovanych biotypu byly v uc€innosti herbicidd v porovnani s citlivym

biotypem shledany statisticky prukazné rozdily. Citlivy biotyp byl spolehlivé
regulovan vSemi pouzitymi herbicidy (graf. €. 1), na rostlinach byly po oSetfeni
v doporucenych davkach patrné typické pfiznaky poskozeni jiz 10 dni po aplikaci.
Biotypy testované na rezistenci tyto davky v pfipadé pouziti uCinnych latek
chlorsulfuron, mesosulfuron + iodosulfuron a pyroxsulam pfezivaly a byly u nich
zjistény vysoké faktory rezistence RF (tab. €. 8-10). Nejvy8Si hodnoty RF byly
shledany vuci ucinné latce chlorsulfuron, ktera patfi mezi nejdéle a nejCastéji
pouzivané sulfonylmocoviny. Hodnoty RF u v8ech biotypl pfesahovaly u ucinné
latky chlorsulfuron hodnotu 2000, coz ukazuje na vysokou pravdépodobnost
rezistence zplsobenou diky pozménénému mistu Ucinku. Redukce 50%
nadzemni biomasy bylo napf. u biotypu z Viastéjovic dosazeno davkou
4038,1 g.ha™, biotyp z Dynina se nepodafilo redukovat ani nejvy$$i pouzitou
davkou (14580 g.ha'), pfitemz doporudovana davka chlorsulfuronu je
20-25 g.ha™*. Nejvyssi aplikovanou davkou bylo dosazeno Uéinnosti pouze okolo
20%. Vysoké stupné rezistence byly zjistény i u dalSich dvou pouzitych herbicidu.
U mesosulfuron + iodosulfuronu se hodnoty RF pohybovaly v rozmezi hodnot
18-46 a u pyroxsulamu v rozmezi 25-81. K redukci 50% nadzemni biomasy (EDsg)
u biotypu Lomnice bylo zapotfebi davky vy$&i nez 250 g.ha® pyroxsulamu,
pfiCemz ke kontrole biotypu citlivého stacila i nizSi davka nez doporucena.
U mesosulfuron+iodosulfuronu bylo dosazeno nejlepSi ucinnosti, avSak pfi
doporugené davce 150 g.ha™ se odolné biotypy dafilo redukovat pouze z 20-50%.
Uginnost stupfiovanych davek testovanych herbicidd popisuji podrobnéiji grafy
€. 2-4. U mesosulfuron+iodosulfuronu byly zjistény v porovnani s chlorsulfuronem
a pyroxsulamen niz8i hodnoty faktorl rezistence, ale i vtomto pfipadé Ize
konstatovat, Ze testované biotypy jsou k mesosulfuron+iodosulfuronu vysoce
rezistentni a v mistech, kde se objevuji komplikace s regulaci chundelky metlice,
nelze tento herbicid k jeji regulaci doporudit.

Jako vysoce ucinné se jiz nékolik dni po aplikaci jevily obé pouzité latky ze
skupiny inhibitor enzymu acetyl-koenzym A karboxylazy. Spolehlivé redukoval a

zpusobil dhyn  vSech biotopd  herbicid pinoxaden i fenoxaprop.
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Pfi pouZiti doporu¢enych davek bylo v pfipadé pinoxadenu dosazeno ucinnosti
mezi 74 - 95%, u fenoxapropu 66 - 96% (grafy ¢. 5,6). Také nizké hodnoty RF
(0,3-4) (tab. €. 11,12) ukazuji, Ze chundelka metlice je u nas zatim k této skupiné
latek citliva. Napf. u biotypu z Dynina, ktery vykazoval nejvy$Si stupen rezistence
k inhibitordm ALS, bylo v pfipadé pouziti fenoxapropu dosazeno 50% redukce
nadzemni hmoty jiZ pfi davce 0,308 I.ha™, ptitemz doporuéena davka &ini 1 I.ha™.

Uginnosti v8ech péti G&innych latek na jednotlivé biotypy popisuiji grafy &. 7.-10.

100
B chlorsulfuron 15 gha-1
90
80 Bmesosulfuron 4,5g.ha-1+
\? 70 iodosulfuron 0,9 g.ha-1
dl Bpyroxsulam 18,75 g.ha-1
= 60
8
E 50 Opinoxaden 30 g.ha-1
Sg 40
) o - ha-
30 fenoxaprop 69 g.ha-1
20
10
0
R1 R2 R3 S
biotypy

Graf &. 1: Uginnosti herbicidd v doporuenych davkach na vybrané biotypy
(R1 — Lomnice, R2 — Vlastéjovice, R3 — Dynin, S — citlivy biotyp)
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Graf 6. 2: Uginnost stupriovanych davek chlorsulfuronu na tfi rezistentni biotypy

z 8eskych lokalit a citlivy biotyp ze Svycarska

Tab. €. 8: Odhady parametrtu vypoctené na zakladé log logistického LL.4 modelu
pro herbicidni uginnost chlorsulfuronu, hodnoty efektivnich davek EDs, (g .ha™)

a faktort rezistence RF.

. Parametry
Biotyp RF
B C D EDso
Lomnice -0,931 0 100 3638,9 3060,47
Vlastéjovice -0,262 0 100 4038,1 3396,22
Dynin -0,753 0 100 7004,7 5891,25
citlivy biotyp -1,163 0 100 1,189 -
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Graf & 3: Uginnost stupfiovanych davek mesosulfuron+iodosulfuronu na ftfi

rezistentni biotypy z &eskych lokalit a citlivy biotyp ze Svycarska

Tab. €. 9: Odhady parametri vypocltené na zakladé nelinearniho regresniho
Weibullova modelu W1.4 pro herbicidni ucinnost mesosulfuron+iodosulfuronu,

hodnoty efektivnich davek EDso (g.ha™) a faktord rezistence RF.

Parametry
Biotyp RF
B C D EDso
Lomnice -0,267 0 100 641,08 45,79
Vlastéjovice -0,323 0 100 311,09 22,22
Dynin -0,747 0 100 246,59 17,61
citlivy biotyp -1,309 0 100 14 -
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Graf &. 4: Uginnost stupfiovanych davek pyroxsulamu na tfi rezistentni biotypy

z 8eskych lokalit a citlivy biotyp ze Svycarska

Tab. €. 10: Odhady parametri vypocCtené na zakladé nelinearniho regresniho
Weibullova modelu W1.4 pro herbicidni u¢innost pyroxsulamu, hodnoty efektivnich

davek EDso (g .ha™) a faktord rezistence RF.

Parametry
Biotyp RF
B C D EDso
Lomnice -0,293 0 100 257,71 80,79
Vlastéjovice -0,344 0 100 80,75 25,31
Dynin -1,233 0 100 257,03 80,57
citlivy biotyp -0,729 0 100 3,19 -
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Graf &. 5: Uginnost stupfiovanych davek Pumy Extra na tfi rezistentni biotypy
z 8eskych lokalit a citlivy biotyp ze Svycarska

Tab. €. 11: Odhady parametri vypoctené na zakladé nelinearniho regresniho
Weibullova modelu W1.3u pro herbicidni u€innost Pumy Extra, hodnoty

efektivnich davek EDso (g .ha™) a faktord rezistence RF.

) Parametry
Biotyp RF
B C D EDso
Lomnice -1,11 -0,046 100 0,114 0,48
Vlastéjovice -0,377 -14,0359 100 0,07 0,30
Dynin -0,294 -0,294 100 0,308 1,30
citlivy biotyp -1,397 -0,123 100 0,237 -
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Graf 6. 6: Uginnost stupfiovanych davek pinoxadenu na tfi rezistentni biotypy

z eskych lokalit a citlivy biotyp ze Svycarska

Tab. & 12: Odhady parametrli vypoctené na zakladé nelinearniho regresniho
Weibullova modelu W1.3u pro herbicidni u€innost pinoxadenu, hodnoty efektivnich

davek EDs (g .ha")a faktort rezistence RF.

. Parametry
Biotyp RF
B C D EDso
Lomnice -1,216 -1,877 100 0,03 4,29
Vlastéjovice -0,511 -8,298 100 0,005 0,71
Dynin -3,339 2,513 100 0,015 2,14
citlivy biotyp -2,674 -0,134 100 0,007 -
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Graf &. 8: Uginnost stupfiovanych davek péti vybranych herbicidd na biotyp
z Dynina.
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Graf &. 9: Uginnost stupfiovanych davek péti vybranych herbicidd na biotyp

z Vlastéjovic.
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Graf & 10: Uginnost stupfiovanych davek péti vybranych herbicidd na citlivy
biotyp.
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5.2. Pomérné tridni ¢etnosti a vybér rezistentnich jedincu
V rdmci kazdého ze tfi sledovanych biotypl byly mezi jednotlivymi rostlinami

patrné rozdilné pfiznaky ucinku sulfometuronu. Na zakladé symptomua a vazeni
Cerstvé biomasy a suSiny bylo mozné u kazdé rostliny provést fenotypizaci
a zaradit ji do jedné ze Ctyf skupin podle klasifikacniho systému R Resistance
Classification System (Moss, a kol., 1999) (grafy ¢. 11-13). U vSech rezistentnich
biotypl se podaiilo vybranym herbicidem a pouZitou davkou vyselektovat jedince,
ktefi nejevili téméF Zadné zjevné znamky poSkozeni a mohli byt zafazeni
do skupiny s podezfenim na rezistenci v misté uCinku. Tito jedinci byli dale
podrobeni molekularné-genetickym studiim.

U citlivého standardu nebyla schopna davku 300 g. ha'l pfezit ani jedna
rostlina. Reakce na aplikaci sulfometuronu byla u tfi rezistentnich biotypl rGzna.
Vramci biotypu Lomnice doSlo k selekci ve prospéch rezistentnich rostlin,
priblizné 70% jedincd bylo zafazeno do skupiny & 3 - s podezienim
na metabolickou rezistenci a 15 % do skupiny €. 4 - s podezifenim na rezistenci
v misté ucinku. U biotypu Vlastéjovice byla naopak vice nez polovina rostlin
zarazena do skupiny 1 - citlivé a skupiny 2 - rostliny s mirné snizenou senzitivitou.
U biotypu Dynin 6% rostlin pfezivalo zcela bez posSkozeni a bylo zafazeno mezi
jedince s podezifenim na specifickou rezistenci a 8 % jedincli aplikaci
sulfometuronu v dace 300 g.ha™ neprezilo. Zbytek populace byl ohodnocen jako
rostliny s podezienim na metabolickou rezistenci a rostliny s mirné snizenou

senzitivitou.
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Graf €. 11: Pomérné zastoupeni poctu jedincl biotypu Lomnice na zakladé
4 Kklasifikaénich skupin po selekci sulfometuronem v davce 300 g.ha™
Osk.1,M sk.2, M sk.3 W sk.4
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Graf &. 12: Pomérné zastoupeni poctu jedinct biotypu Dynin na zakladé
4 Kklasifikanich skupin po selekci sulfometuronem v davce 300 g.ha™
[ sk.1, @ sk.2, @ sk.3, @ sk. 4

62



pocet pozorovani

25 35 45 ] 65 75 a5 a5 105
aéinnost [%6]

Graf ¢. 13: Pomérné zastoupeni poctu jedincl biotypu Vlastéjovice na zakladé
4 Kklasifikaénich skupin po selekci sulfometuronem v davce 300 g.ha™
[Osk. 1, @ sk.2, @ sk.3, W sk. 4

5.3. Testovani rezistence pomoci agarovych kultur
Pomoci metody agarovych kultur RISQ bylo jiz po deseti dnech od zaloZeni

pokusu mozné spolehlivé urCit, zda testovany biotyp vykazuje jistou miru
rezistenci €i nikoliv. V pfipadé pouziti pinoxadenu byly na rostlinach jiz béhem
nékolika dnl patrné typické pfiznaky poskozeni — zastaveni rustu, fialoveéni,
Zloutnuti a nekrozy (obr. €. 4, pfiloha). Pfi aplikaci davky 1,6 yM bylo u vSech
20 testovanych biotypu dosazeno vysoké ucinnosti 83-100% (tab. €. 13). VétSina
z téchto biotypl byla na zakladé vypoctenych faktor(l rezistence (tab. &. 15)
hodnocena jako citlivé k ucinné latce pinoxaden, ¢imz byly potvrzeny vysledky
z ristového testu. U &tyf biotypu byly zjistény faktory rezistence témér 10, coz
muze pfedstavovat pomérné vysoky stupén rezistence. Jednalo se o tytéz biotypy,
u kterych byly shledany velmi vysoké RF i k iodosulfuronu.

lodosulfuron vykazoval velmi nizkou ucinnost (32%) u rezistentniho
standardu a proménlivou uc€innost u ostatnich testovanych biotypu. Pouze citlivy
biotyp a dva testované biotypy na rezistenci (Libichov — grafy €. 14,15, Trutnov)
oSetfeni herbicidem nepfezivaly a byly ohodnoceny jako citlivé k iodosulfuronu.

Pouze u téchto dvou populaci nebyl rovnéz zjistén statisticky prikazny rozdil mezi
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narlstem biomasy v porovnani s citlivym biotypem. U zbyvajicich 18 biotypu byly
mezi narGstem biomasy shledany statisticky prukazné rozdily (viz pfiloha
tab. €. 23-29). Na zakladé téchto statistickych vysledku, ucinnosti hodnocenych
pomoci vizualni odhadové metody a faktorl rezistence vypodtenych pomoci
vysledkll ze statistického programu R 2.13.1 (tab. €. 14,15) byly tyto biotypy
zarazeny mezi rezistentni.

Rostliny z populaci Bysté, Milostina, Mladé VozZice, PovlCina
(grafy &. 16,17), Prasného Ujezdu, Vejvanova a Vitani prezivaly oSetfeni i pii
pouziti nejvyssi davky (6,4 uM) a byl u nich patrny i rozvoj novych kofenl a narust
nadzemni biomasy (obr. €. 4, pfiloha). U téchto biotypl byly zjiStény vysoké
stupné rezistence (RF 107-3599) (tab. €. 14) a je u nich velmi pravdépodobné, Ze
se zde jedna o specifickou rezistenci v misté ucinku. U zbyvajicich 11 biotypl byly

zZjistény stfedni hodnoty RF a je u nich pfedpoklad vzniku metabolické rezistence.
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Tab. &. 13: Uginnosti a nartist biomasy pfi pouziti herbicidt Husar a Axial pfi
trstovani biotypl na agarovych pidach

biotyp herbicid davka (uM) ucinnost narust biomasy (cm?)
Béloky Husar 6,4 70 3,19
Béloky Axial 1,6 83 1,43
Byst Husar 6,4 48 7,86
Byst Axial 1,6 99 1,84
Cejtice Husar 6,4 80 12,45
Cejtice Axial 1,6 98 2,01
Domasov | Husar 6,4 74 1,56
Domasov | Axial 1,6 100 0,49
Domasov |l Husar 6,4 76 1,46
Domasov I Axial 1,6 100 1,16
Chlistovice Husar 6,4 82 3,26
Chlistovice Axial 1,6 99 2,19
Libichov Husar 6,4 85 2,96
Libichov Axial 1,6 99 2,68
Lovcice Husar 6,4 82 1,19
Lovdice Axial 1,6 98 2,46
Lysice Husar 6,4 76 2,56
Lysice Axial 1,6 100 1,7
Meclov Husar 6,4 71 2,79
Meclov Axial 1,6 100 2,16
Milostin Husar 6,4 31 5,03
Milostin Axial 1,6 100 1,56
Mlada Vozice Husar 6,4 57 4,43
Mlada Vozice Axial 1,6 100 2,39
Povl€in Husar 6,4 18 6,47
Povl¢in Axial 1,6 100 2,08
Prasny Ujezd Husar 6,4 52 3,39
Prasny Ujezd Axial 1,6 97 0,43
Strachaly Husar 6,4 73 1,5
Strachaly Axial 1,6 99 0,99
Sv. Jifi Husar 6,4 80 2,79
Sv. Jifi Axial 1,6 97 0,9
Trutnov Husar 6,4 89 0,14
Trutnov Axial 1,6 100 0,25
Vejvanov Husar 6,4 25 4,97
Vejvanov Axial 1,6 98 0,43
Vitani Husar 6,4 35 9,58
Vitani Axial 1,6 89 2,68
Vodérady Husar 6,4 72 1,87
Vodérady Axial 1,6 99 0,77
citlivy biotyp Husar 6,4 98 0,49
citlivy biotyp Axial 1,6 100 0,12
rezist. standard Husar 6,4 32 5,24
rezist. standard Axial 1,6 100 0,21
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Tab. €. 14: Hodnoty parametrt B, C, D, EDs, a RF u biotypu testovanych pomoci

agarovych kultur pfi pouziti herbicidu Husar

Parametry
Biotyp B C D EDso RF

Béloky -0,504 -0,671 93,53 0,179 16,27
Byst -0,854 0,418 58,94 1,369 124,45
Cejtice -0,957 -0,533 90,95 0,231 21,00
Domasov | -1,269 -0,096 80,14 0,069 6,27
Domasov Il -1,763 0,101 81,09 0,071 6,45
Chlistovice -0,648 -9,009 99,38 0,041 3,73
Libichov -1,1 -0,476 92,34 0,027 2,45
Lovcice -0,852 -1,071 117,25 0,617 56,09
Lysice -2,388 -0,024 94,61 0,106 9,64
Meclov -0,556 -12,87 99,801 0,039 3,55
Milostin -1,131 2,257 104,8 30,37 2760,91
Mlada Vozice -1,207 -0,351 95,43 1,514 137,64
Povi€in -0,081 -0,195 89,9 39,59 3599,09
Prasny Ujezd -2,442 1,167 53,49 1,345 122,27
Strachaly -0,759 -0,32 106,52 0,497 45,18
Svaty Jifi -1,915 0,036 83,64 0,097 8,82
Trutnov -0,881 -2,454 94,82 0,042 3,82
Vejvanov -0,992 -0,263 97,28 28,181 2561,91
Vitani -1,366 -1,424 8,083 1,174 106,73
Vodérady -0,559 -5,042 95,92 0,191 17,36
citlivy biotyp -1,167 -5,674 97,42 0,011 -

b - Sikmost kfivky

c a d - koeficienty odpovidajici spodnimu (0%) a hornimu limitu ucinnosti (100%)
EDso - inflexni bod funkce nachazejici se mezi spodni a horni asymptotou
a vyjadrfujici davku, pfi niz bylo dosazeno 50% ucinnosti

RF — faktor rezistence (podil hodnot EDsg rezistentniho a citlivého biotypu)
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Tab. €. 15: Hodnoty parametrt B,C,D,EDso a RF u biotypu testovanych pomoci

agarovych kultur pfi pouziti herbicidu Axial

Parametry

Biotyp B C D EDso RF
Béloky -0,477 -9,269 98,08 0,001 0,17
Byst -0,579 -5,135 101,71 0,001 0,17
Cejtice -0,777 -99,013 100,69 0,01 1,67
Domasov | -0,552 -49,84 104,03 0,003 0,50
Domasov |l -0,549 -46,122 101,79 0,004 0,67
Chlistovice -0,89 -10,58 100,104 0,012 2,00
Libichov -1,87 -0,015 99,82 0,039 6,50
Lov&ice -1,093 -2,279 100,41 0,033 5,50
Lysice -0,609 -39,446 101,73 0,004 0,67
Meclov -1,297 -0,726 100,72 0,036 6,00
Milostin -0,598 -41,498 101,76 0,004 0,67
Mlada VoZice -3,845 0,166 99,38 0,057 9,50
Povl&in -0,553 -48,294 98,14 0,003 0,50
Prasny Ujezd -1,133 -0,343 96,25 0,056 9,33
Strachaly -4,439 -0,041 98,69 0,006 1,00
Svaty JiFi -0,844 -16,303 97,59 0,008 1,33
Trutnov -1,055 -18,348 99,67 0,004 0,67
Vejvanov -0,841 -3,394 100,85 0,058 9,67
Vitani -0,848 -2,494 95,39 0,072 9,00
Vodérady -0,988 -13,434 97,19 0,007 1,17
citlivy biotyp -0,972 -14,804 97,89 0,006 -

b - Sikmost kfivky

c a d - koeficienty odpovidajici spodnimu (0%) a hornimu limitu ucinnosti (100%)
EDso - inflexni bod funkce nachazejici se mezi spodni a horni asymptotou
a vyjadrfujici davku, pfi niz bylo dosazeno 50% ucinnosti

RF — faktor rezistence (podil hodnot EDsg rezistentniho a citlivého biotypu)
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Graf &. 14: Uginnost stupfiovanych davek chlorsulfuronu na biotyp Libichov

a citlivy standard
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Graf &. 15: Uginnost stupfiovanych davek pinoxadenu na biotyp Libichov a citlivy

standard
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Graf &. 16: Uginnost stupfiovanych davek chlorsulfuronu na biotyp Povl&in a citlivy
standard
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Graf &. 17: Uginnost stupfiovanych davek pinoxadenu na biotyp Povlg&in a citlivy
standard
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5.4. Test enzymatické aktivity ALS
Citlivost enzymu ALS extrahovaného z rostlin rezistentnich a citlivého biotypu

se vyrazné liSila po pfidani uc€innych latek chlorsulfuronu, iodosulfuronu
I sulfometuronu (grafy €. 18-26). NejvysSi stupné rezistence vykazovaly vSechny ftfi
biotypy stejné jako v biologickych testech kucinné latce chlorsulfuron
(RF 803-3848). Pomérné nizké koncentrace byly zapotiebi k 50 % inhibici enzymu
pfi pouziti u¢inné latky iodosulfuron u biotyp Vlastéjovice a Dynin. O néco vice
rezistentni k iodosulfuronu byl enzym izolovany z rostlin pochazejicich z Lomnice
(RF=88). Rlzna citlivost enzymu byla zjisténa k ucinné latce sulfometuron.
Zatimco u biotypu z Lomnice byl detekovan vysoky stupen rezistence (RF=439),
u biotypu z Vlatéjovic faktor rezistence €inil pouze 3,5.

Je pravdépodobné, Ze rezistentni rostliny ze vSech sledovanych lokalit
mohou vykazovat kfizovou rezistenci. Vysledky testu enzymatické aktivity ALS
u nékterych biotypl potvrdily vysledky biologického testu, v nékterych pFipadech

se liSily. PFi¢iny rozdilnych vysledkd budou dale diskutovany.
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Tab €. 16: Hodnoty parametrll, Isp a RF citlivého a tfi testovanych biotypu
chundelky metlice vychazejici ze Ctyfparametrického nelinearniho modelu LL.4

u Ctyf sledovanych ucinnych latek

chlorsulfuron
lokalita Lomnice Vlastgjovice Dynin citlivy
parametry biotyp
b 0,2 0,1 0,3 1,1
c 8,2 16,9 14,6 7,3
d 96,1 95,4 94,7 94,8
lso (NM) 3463,2 12228 722,6 0,9
RF 3848 1358,7 802,9 -
iodosulfuron
lokalita Lomnice Vlast&jovice Dynin citlivy
parametry biotyp
b 0,3 0,5 0,4 0,9
c 2,2 1,3 4,9 0,9
d 93,1 96,5 90,8 94,1
lso (NM) 8,8 25 4,8 0,1
RF 88 25 48 -
sulfometuron
lokalita Lomnice Vlast&jovice Dynin citlivy
parametry biotyp
b 0,22 1,2 0,3 12
C 19,4 18,2 89,1 13,3
d 98,1 97,1 98,3 98,4
lso (NM) 5138,9 41,5 328,7 11,7
RF 439,2 3,5 28,1 -

b-Sikmost  kfivky, c-minimum aktivity ALS, d-maximum aktivity ALS,
Iso - koncentrace herbicidu, ktera zpusobi 50% inhibici aktivity ALS (vztazeno

k maximalni aktivité), RF — faktor rezistence, RF=I5oR/150S
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Graf €. 18: Inhibice enzymové aktivity ALS chlorsulfuronem u citlivého biotypu

a rezistentniho biotypu chundelky metlice z lokality Lomnice
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Graf €. 19: Inhibice enzymové aktivity ALS chlorsulfuronem u citlivého biotypu

a rezistentniho biotypu chundelky metlice z lokality Dynin
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Graf €. 20: Inhibice enzymové aktivity ALS chlorsulfuronem u citlivého biotypu

a rezistentniho biotypu chundelky metlice z lokality Vlastéjovice
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Graf €. 21: Inhibice enzymové aktivity ALS iodosulfuronem u citlivého biotypu

a rezistentniho biotypu chundelky metlice z lokality Lomnice
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Graf €. 22: Inhibice enzymové aktivity ALS iodosulfuronem u citlivého biotypu

a rezistentniho biotypu chundelky metlice z lokality Dynin
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Graf €. 23: Inhibice enzymové aktivity ALS iodosulfuronem u citlivého biotypu

a rezistentniho biotypu chundelky metlice z lokality Dynin
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Graf €. 24: Inhibice enzymové aktivity ALS sulfometuronem u citlivého biotypu

a rezistentniho biotypu chundelky metlice z lokality Lomnice
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Graf €. 25: Inhibice enzymové aktivity ALS sulfometuronem u citlivého biotypu
a rezistentniho biotypu chundelky metlice z lokality Vlastéjovice
75



N A —&— Dynin
15 A - citlivy biotyp

1.0 \

relativni aktivita

| | | | | | |
le-08 1e-06 1e-04 0.01 1 100 10000

koncentrace nM

Graf €. 26: Inhibice enzymové aktivity ALS sulfometuronem u citlivého biotypu

a rezistentniho biotypu chundelky metlice z lokality Dynin

5.5 Studium reakce rostlin osetrenych chlorsulfuronem s pridavkem
malathionu

Hodnoty EDso pro chlorsulfuron byly u vSech biotypa nizsi, pokud byl
chlorsulfuron aplikovan v pfitomnosti malathionu v davkach od 250 do 1000 g.ha™.
V pfipadé, kdy byl herbicid aplikovan na citlivy biotyp v pfitomnosti malathionu
v davce 1000 g.ha™, uginnost se zvysila tiikrat v porovnani s variantou aplikace
chlorsulfuronu bez malathionu (grafy €. 27-30). Jesté nizSi hodnoty EDso byly
pozorovany u biotypu z Vlastéjovic, kdy EDsg pro samostatny chlorsulfuron byla
vy$8i nez 1920 g.ha™ a v pfitomnosti malathionu poklesla 40x na davku 45 g.ha™.
U biotypu z Dynina se ED50 v pfitomnosti insekticidu snizilo 28x na davku
67 g.ha’ a u biotypu Lomnice 10x na davku 193 g.ha®. Mezi uginnosti
chlorsulfuronu s pfidavkem malathionu v davce 65 g.ha™* a Uéinnosti samotného
chlorsulfuronu u biotypu z Vlastéjovic nebyl zjistén prikazny rozdil. Pfestoze se
hodnoty EDsp u rezistentnich populaci v pfitomnosti malathionu vyrazné snizily,

v porovnani s citlivym biotypem byly stale mnohem vysSi. Pfehled vSech statisticky
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zpracovanych vysedkl z nelinearnich regresi je pro kazdou variantu uveden

v tabulce ¢. 17.

Tab. €. 17: Odhady parametrl z nelinearnich regresnich analyz pro jednotlivé

varianty pokusu vypocitané z hodnot herbicidni u€innosti (%).

Biotyp/ model Parametry RE
aplikace B C D EDso

Dynin/MO W1.3 -0.62 0 53.3 |>1920 >T77
Dynin/M65 W1.3u -0.74 0 50 >1920 >1010
Dynin/M250 W1.3 -0.48 0 89.9 |141.6 157.3
Dynin/M1000 W1.3 -0.47 0 80 67.1 88.3
Vlastéjovice/MO W1.3 -1.3 0 46.8 | >1920 >T77
Vlastéjovice/M65 W1.3 -0.78 0 61.0 |>1920 >1010
Vlastéjovice/M250 | W1.3 -0.65 0 80 85.0 94.4
Vlastéjovice/M1000 | W1.3 -0.53 0 80 44.5 58.6
Lomnice/MO W1.3 -1.33 0 40 >1920 >777
Lomnice/M65 W1.3u -0.37 -0.6 | 100 |>1920 >1010
Lomnice/M250 W1.3u -0.42 -1.5 100 |285.7 317.4
Lomnice/M1000 W1.3 -0.36 2.7 100 |193.7 254.9
citlivy/MO LL.4 -1.16 -1.4 989 | 247 -
citlivy/M65 LL.4 -1.7 1.2 |100 |1.90 -
citlivy/M250 LL.3 -0.47 0 100 |0.90 -
citlivy/M1000 LL.3 -1.08 0 100 |0.76 -

Zkratky: MO — chlorsulfuron bez malathionu, M65-M1000 chlorsulfuron + malathion v
ptislusnych davkach, W1.3 — Weibullav model, LL.3. LL.4 — log-logisticky model se 3
nebo 4 parametery odhadu, b — sklon kiivky, ¢ — spodni limit, d- horni limit, GRsp —
inflexni bod, RF —faktor rezistence
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Graf & 27: Uginnost (%) stufiovanych davek chlorsulfuronu v pfitomnosti

malationu vdavce 1000 g.ha® (M1000) a samotného chlorsulfuronu (MO)
u citlivého biotypu chundelky metlice
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Gra &. 28: Uginnost (%) stufiovanych davek chlorsulfuronu v pfitomnosti malationu

vdavce 1000 g.ha® (M1000) a samotného chlorsulfuronu (MO) u biotypu
chundelky metlice z lokality Dynin
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Graf & 29: Uginnost (%) stufovanych davek chlorsulfuronu v pfitomnosti

malationu vdavce 1000 g.ha (M1000) a samotného chlorsulfuronu (MO)
u biotypu chundelky metlice z lokality Lomnice
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Graf & 30: Uginnost (%) stufiovanych davek chlorsulfuronu v pritomnosti

malationu vdavce 1000 g.ha' (M1000) a samotného chlorsulfuronu (MO)
u biotypu chundelky metlice z lokality Vlastéjovice
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5.6. Sekvencovani a detekce mutaci v genu als

V zajmovych oblastech genu als bylo u rezistentnich jedincl, ktefi prezili
oSetfeni sulfometuronem, objeveno nékolik nukleotidovych zamén, pfiCemz
nékteré z nich zpusobily zafazeni jiné aminokyseliny, nez jaka se vyskytovala
v plvodnim proteinu. Tyto substituce vedou ke zménam ve struktufe enzymu ALS
a zabranéni navazani herbicidnich latek ze skupiny inhibitorl tohoto enzymu.
Celkem byly u testovanych rezistentnich populaci identifikovany ctyfi bodoveé
mutace.

U populace Dynin byly nalezeny dvé zamény aminokyselin vedouci k mutaci.
V pozici 197 doslo diky nukleotidovym substitucim k nahradé aminokyseliny alanin
za prolin a aminokyseliny treonin za prolin. V pozici 574 byla detekovana
substituce leucinu za tryptofan a v populaci Vlastéjovice jeden polymorfismus
zpusobil u rezistentniho biotypu substituci methioninu za tryptofan.

Rezistentni jedinci byli ve vétsiné pripadl heterozygotni. U populace Dynin
se vyskytovalo 7% homozygotl (alanin/alanin v pozici 197) a 3% jedincl mélo
ve stejné pozici aminokyselinu treonin/treonin.

V populaci Dynin bylo nalezeno mnoho nukleotidovych zamén, vétsina z nich
vS8ak diky degeneraci genetického kédu neméla za nasledek zaménu
aminokyseliny a nevedla k rezistenci. Bylo rovnéz identifikovano nékolik mutaci,
pfi kterych doSlo ke zméné proteinu. Nicméné u rostliny z tohoto biotypu, ktera
byla vybrana pro sekvenovani celého genu als, nebyla nalezena zadna mutace
v pozicich 197, 377 a 574, o kterych je znamo, Ze zpuUsobuji rezistenci k ALS
inhibitorlim u travovitych i dvoudéloznych plevell. U této rezistentni rostliny byly
identifikovany tfi aminokyselinové substituce (Ser-263-Ala, Arg-272-Ser a Glu-446-
Asp (tab €. 19), u kterych vSak stale neni zfejmé, zda vedou k rezistenci.

Dvé rezistentni alely byly nalezeny u populace Lomnice. 36% jedinct tohoto
biotypu bylo rezistentnich k ALS inhibitordm diky zaméné threoninu za prolin
v pozici 197 genu als. Kromé toho 20% rezistentnich jedinci mélo jednu
rezistentni alelu v pozici 574. Jedna rezistentni rostlina méla rezistentni dvé alely:
Pro-197-Thr a Trp-574-Met.

Velka Cast populace Vlastéjovice byla shledana jako citliva

k sulfonylmodovinam.
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Sekvence celého genu als rezistentni a citlivé rostliny chundelky metlice
z populace Dynin je uvedena na obr. €. 7. Sekvence je umisténa do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a zvefejnéna pod kédem IJN646110.1.

Tab. ¢. 18: Aminokyselinové zamény spojené s rezistenci u tfi testovanych

populaci chundelky metlice

Populace Pocet Aminokyselinova | Pocet rostlin
osekvenovanych (AK) substituce | s AK substituci
rostlin (homozygoti)

Dynin 38 Pro-197-Ala 12 (3)

Pro-197 —Thr 5(2)
Trp-574-Leu 2 (0)
Vlastéjovice 15 Trp-574-Met 2 (0)
Lomnice 22 Pro-197-Thr 8 (4)
Trp-574-Met 5 (1)

Zkratky aminokyselin: Ala — alanin, Thr — threonin, Pro — prolin, Met — methionin,
Trp— tryptophan

Tab. €. 19: Zjisténé fenotypy a genotypy u citlivé a rezistentni rostliny z populace

Dynin (Cislovani podle sekvence Arabidopsis. thaliana (L.) Heynh).

Fenotyp Rezistetni Citliva Rezistence
AK/Biotyp D13 D20 HM458301.1 Marker
263 Ala Ser Ala R*
272 Ser Arg Ser R"
291 Pro GIn GIn -
311 Ser Ser Ala D*
427 Leu Leu GIn D*
440 Ala Ser Ser -
446 Asp Glu Asp R
*623 Arg Arg Pro D*
664 Glu Glu Asp D
669 Val Val lle D

Vysvétlivky: R — rezistentni, D — Dynin, (-) - neutralni marker (bez ovlivnéni fenotypu
nebo populace), aa — substituce aminokyseliny: + zména ve struktufe proteinu, — bez
zmény ve struktufe proteinu

Zkratky aminokyselin: Ala — alanin, Ser — serin, Pro — prolin, Leu — leucin, Asp — aspartan,
Arg — arginin, Glu — kys. glutamova, Val — valin, GIn — glutamin, lle — isoleucin
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Oblast 1

1A TN L V S A L A D A L L D S
1 GCCACTAACCTCGTCTCCGCGCTCGCCGATGCTCTTCTCGACTCC

T
Doména A
S 16 I Pp M V A I T G Q9 VvV P R R M I
S 46 ATCCCGATGGTCGCCATCACGGGGCAGGTTCCCCGCCGCATGATC
R T
R S

Doména D
31. G T D A F Q E T P T v E Vv T R
91 GGCACGGACGCCTTCCAAGAGACGCCCATAGTAGAGGTCACCCGC

46 S I T K H N Y L VvV L D V E D I
136 TCCATCACCAAGCACAATTACCTGGTCCTCGACGTGGAGGACATT
C

6l P R V I Q E A F F L A S S G R
181 CCCCGCGTCATTCAGGAAGCCTTCTTCCTCGCCTCCTCCGGCCGG

76 P G P V L VvV D I P K D I O 0O O
226 CCAGGGCCGGTGCTGGTCGACATCCCCAAGGACATCCAGCAGCAG

Obr. €. 5: Porovnani sekvenci nukleotidd a aminokyselin rezistentni a citlivé
rostliny chundelky metlice zlokality Lomnice. Zvyraznéné nukleotidy

a aminokyseliny oznacuji mutace.

Oblast 2

1 E L T K G E A I I A T G V G 0O
1 GAGCTGACGAAAGGGGAGGCGATCATTGCCACTGGTGTTGGGCAG

16 H o M W A A Q Y Y T Y K R P R
46 CACCAGATGTGGGCGGCTCAGTATTACACTTACAAGCGGCCACGG

31 e w L s s S 6 L GG A M G F G L
91 CAGTGGCTGTCTTCGTCTGGTCTGGGGGCAATGGGGTTTGGGTTG
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S 46 p A A A G A A V A N P G V T V
S 136 CCTGCTGCAGCTGGEGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTCACGGTT
R G

61 v D I D G D G S F L M N I Q E
181 GTTGACATTGATGGGGATGGTAGCTTCCTCATGAATATTCAGGAG

76 L AL I R I E N L P V K V M I
226 TTGGCACTGATTCGCATCGAGAACCTCCCGGTTAAGGTGATGATA

Doména B
91 L N N QO H L G M V V QO W E D R
271 CTGAACAACCAACATCTAGGAATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGA

106 F ¥ K A N R A H T Y L G N P E
316 TTTTACAAGGCCAATCGGGCGCACACTTACCTAGGGAACCCAGAG

121 N E S E I Y P D F VvV T I A K G
361 AATGAGAGCGAGATATATCCGGATTTTGTGACGATTGCTAAAGGG

136 F K V P
406 TTCAAAGTTCCT

Obr. &. 6: Porovnani sekvenci nukleotidi a aminokyselin rezistentni a citlivé
rostliny chundelky metlice zlokality Dynin. Zvyraznéné nukleotidy oznacuji

zameénu.
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atgGCCACAGCCACGTCCACAGCCGTCGCCTTCTCGGGCGCCGCCGCCGTCGCATTACCCAAACCTACTCTCCCGCGCTACCTGCCCGCCTCACGCCGC
start F1I>>>>555>5>55>5>>

GCCCTCACCGCCCGCATCAGGTGCTCCGCGGTGTCCCCTTCGCCTGCCCCTCCCGCCACCGCGCTCCGCCCATGGGGTCCATCCGAGCCCCGCAAGGGC
F2>>>>>>>>5555>5>>

GCCGACATCCTCGTCGAGGCCCTGGAGCGCTGCGGCATCATCGACGTGTTCGCCTACCCTGGCGGCGCCTCAATGGAGAT CCACCAGGCGCTCACACGC
F11>>>>>5>5>5>5>>>5>>

TCGCCGGCCATTACCAACCACCTCTTCCGGCACGAGCAGGGAGAGGCGTTCGCGGCGTCCGGATACGCCCGCGCCTCCGGGCGCGTCGGGGTCTGCGTC
F12>>>555>>555555>>>

GCCACCTCCGGCCCGGGTGCTACCAACCTCGTCTCCGCGCTCGCCGACGCTCTTCTCGACTCCATCCCGATGGTCGCCATCACGGGGCAGGTTCCCCGC
<LK LKL KL LK LKLLKLKLKLKLR]

F3>>5555>5>5555>>>>>

CGCATGATCGGCACGGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATAGTAGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAACTACCTGGTCCTCGACGTGGAGGACATT
<LLLL LKL LKL LKLLKLLK<KR2

CCCCGCGTCATTCAGGAAGCCTTCTTCCTCGCCTCCTCCGGCCGGCCAGGGCCGGTGCTGGTCGACATCCCCAAGGACAT CCAGCAGCAGATGGCTGTG
FA>>>>5>>55>5>5>>5>>>

<LK K<R]IL

CCTGTCTGGGACGCTCCAATGAGTCTGCCAGGATACATTGCCCGCCTCCCCAAGCCGCCGGCTACCGAGTTGCTTGAGCCGGTCCTGCGTCTGGTTGGT

GAGGCACGGCGCCCAATTCTGTATGTTGGTGGTGGCTGCTCCGCATCCGGCGAGGAGCTGCGCCGTTTTGT TGAGCTCACAGGGATCCCAGTGACAACT
<L LKL L KLLKLKLLKLLKLL<R3

ACCCTCATGGGTCTTGGCAACTTTCCCAGTGATGACCCACTGTCTCTGCGTATGCTTGGGATGCATGGCACAGTCTACGCAAATTACGCAGTTGATAAG

GCTGACCTGTTGCTTGCATTTGGTGTCCGGTTTGATGATCGCGTGACTGGGAAAATAGAGGCTTTTGCAAGCAGGTCCAAGATTGTGCACATTGATATT
EF5>>>>5555555>55555>> <<LLLLLKLLLKLKLKLKKLLKKLRE 1 <LLL LKL LKL LKL LKL KL KL <R 4

GATCCAGCTGAGATTGGCAAGAATAAGCAGCCGCATGTCTCCATTTGTGCAGATGTCAAGATCGCTCTGCAGGGCTTGAATACTCTTCTGCTAAATGGG
FO>>>555>>555555>5>>

AGCAAAACACGCAAGGCTTCAGATT TTAGTGCATGGCATGAGGAGCTGGACCAGCAGAAGAGGGAGTTTCCTCTGGGATACAAAACATTTGGTGAGGCC
FO2>>>5>5>>55555>>>> <LLLL LKL LKL LKLKLLKLLKLRS

ATCCCACCACAATATGCTATCAAGGTACTGGATGAGCTGACCAATGGGGAGGCGATCATTGCCACTGGTGT TGGGCAGCACCAGATGTGGGCGGCTCAG
<LLLLLLLLLLLL LKL

TATTACACTTACAAGCGGCCACGGCAGTGGCTGTCTTCGTCTGGTCTGGGGGCAATGGGGTTTGGGT TGCCTGCTGCAGCTGGTGCTGCTGTGGCCAAC
<<<<R6

CCAGGTGTCACGGTTGTTGACATTGATGGGGATGGTAGCTTCCTCATGAATAT TCAGGAGTTGGCACTGATTCGCATCGAGAACCTCCCGGTTAAGGTG
FE3>>>5>5>5>555>55>5>> <<LLLLLLLKLL KL LLKLR 62

ATGATACTGAACAACCAACATCTAGGAATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGATTTTACAAGGCCAATCGGGCGCACACCTACCTTGGGAACCCAGAGAAT
F7>>>>5>5>>5>>5>>>

<LLLLLLLLLLLKL

GAGAGCGAGATATATCCTGATTTTGTGACGATTGCTAAAGGGTTCAATGTTCCTGCAGTTCGTGTGACAAAGAAGAGT GAAGT CCGTGCAGCAATCAAG

<<<<R63

AAGATGCTTGAGACTCCAGGGCCATACTTGTTGGATATCATCGTCCCTCACCAGGAGCACGTGCTGCCTATGATCCCTAGCGGTGGTGCTTT TAAGGAC
F8>>>>>555>>55555>>>

ATTATCATGGAAGGTGATGGCAGGGTTTCTTATtaa
<L LL LKL LL KKK KL LKL LLLRY stop

€. 7: Sekvence genu als chundelky metlice (Apera spica-venti). Podtrzené

oblasti oznacuji pouzité primery pfi sekvenci (F=forwardovy primer,R= reverzni
primer). 3‘ konec als genu byl sekvenovan pomoci paru primert F7 + R8
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5.7. Metoda dCAPS
Pouze u rostlin pochazejicich z lokality Lomnice byli u obou kodéna P197

a W574 identifikovani homozygotni mutanti. VétSina rezistentnich rostlin byli
heterozygoti v P197 nebo W574, nebo vétSinou u obou domén. Uvnitf populace
z Dynina se nachazely 2% rezistentnich homozygotd a 65% heterozygotl
u domény Pro-197 a 40% heterozygotl u domény Trp-574. U vSech jedincu se
substituci v pozici Trp-574 se vyskytovala zaména tryptofanu (TGG) za metionin
(ATG). Data se shoduji s vysledky ziskanymi ze sekvencnich analyz a se zavéry
z pokusu na vybér rezistentnich a citlivych jedincli z populace za pouziti herbicidu
sulfometuron. Jednotlivé genotypové frekvence rostlinnych jedincu jsou uvedeny
v tab. €. 20.

Tab. €. 20: Polymorfismus jedincG u tfi vybranych populaci chundelky metlice
zjistény na zakladé dCAPS (derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequence
analysis)

Populace
pozice mutace / Dynin Vlasté&jovice Lomnice
haploidni genotyp | RR | RS SS RR |RS [SS |RR |RS |SS
Pro-197 2 65 33 0 0 100 |5 60 |35
Trp-574 0 40 60 0 5 95 |5 90 |5

RR- dominantni homozygoti, RS — heterozygoti, SS — recesivni homozygoti
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6. DISKUZE
Vznik a vyvoj rezistence k inhibitorm ALS pfipravil péstitelim z celého svéta

vyznamny problém, ktery vyZaduje zvlastni pozornost jak po teoretické strance,
tak i z pohledu praktickych feSeni. Stale Castéji jsou od Ceskych péstitell hlaSeny
informace o snizené ucinnosti sulfonylmoCovin a dalSich pfipravkd se stejnym
mechanismem Uuc€inku na chundelku metlici. Prvni nalezy rezistence tohoto
plevelného druhu prokazali na péti lokalitach Novakova a kol. (2006) a Soukup
a kol. (2006). Vzhledem k obtiznosti regulace rezistentnich biotypl, ale také
z duvodu prevence nezadoucich zmén ve spoleCenstvech plevell, je nutné
vyskyty rezistentnich biotypd chundelky nepodcenit a danému problému vénovat
pozornost.

Za ucelem detekce a monitoringu dalSich rezistentnich biotypu byly v této
praci testovany rostliny chundelky metlice z lokalit, na kterych byla z divodu
dlouhého selekéniho tlaku sulfonylmocovin rezistence velmi pravdépodobna.
Vybrané biotypy s podezienim na rezistenci byly testovany pomoci rlistovych testl
a fyziologickymi a molekularné genetickymi metodami.

Studiem rezistence chundelky metlice za pouziti rlstovych pokusu se
zabyvalo mnoho praci (Marczewska, Rola, 2002), (Niemann a Zwerger 2006)
a dalSi. Novéjsi vysledky pfinaseji prace Krysiaka (2011), Massy a kol. (2011)
a Adamczewskiho a Matysiaka (2012).

Krysiak a kol. (2011) u nékolika biotypt chundelky metlice detekovali pomoci
dose response testl ruzné stupné rezistence vuci ucinnym latkam chlorsulfuron,
sulfosulfuron, propoxycarbazon-sodium a mesosulfuron + iodosulfuron. NejvysSi
stupen rezistence shledali vac&i ucinné latce chlorsulfuron, kdy u jednoho biotypu
zaznamenali stupen rezistence 20,6.

Massa a kol. (2011) pomoci nadobovych pokusu testovali rezistenci k ALS
inhibitorlim u 72 populaci a potvrdili ji u vdech pfipadu. 67 populaci vykazovalo
silnou rezistenci ktémto uCinnym latkam ze skupiny sulfonylmocovin-
flupyrsulfuron, chlorsulfuron, sulfosulfuron, mesosulfuron+iodosulfuron
a sulfometuron. Tyto sulfonylmocoviny byly v doporu€ovanych latkach neschopné
redukce populaci a pfi jejich aplikaci bylo dosazeno ucinnosti pouze 0-10%.
Uginnost k latkdm propoxycarbazon-sodium ze skupiny sulfonylaminocarbonyl-

triazolinont (SCTs) a k florasulam + pyroxsulam ze skupiny triazolopyrimidinu
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(TPs) v doporuCenych davkach byla vyrazné vySSi (55-70%), nicméné byly
nalezeny rezistentni populace i k témto latkam.

Takeé v této praci byla rezistence k u€innym latkam ze skupiny ALS inhibitorl
biologickym testem potvrzena. Biotypy testované na rezistenci prezivaly
doporuCované davky testovanych sulfonylmocCovin a triazolopyrimidinu. U vSech
byly zjistény vysoké faktory rezistence RF. NejvySSi hodnoty RF byly shledany
vuci chlorsulfuronu, ktery patfi mezi nejdéle a nejCastéji pouzivané herbicidy
k regulaci chundelky metlice. Hodnoty RF pfesahovaly hodnotu 2000, coz ukazuje
na vysokou pravdépodobnost rezistence zplsobenou diky pozménénému mistu
ucinku, tedy specifickou rezistenci. Herbicidem mesosulfuron+iodosulfuron bylo ze
trech pouzitych ALS inhibitord dosazeno nejleps$i ucinnosti, avSak pfi doporucené
davce 150 g.ha™ se odolné biotypy dafilo redukovat pouze z 20-50%. U tohoto
herbicidu byly také v porovnani s chlorsulfuronem a pyroxsulamen zjistény nizsi
hodnoty faktorl rezistence, ale i vtomto pfipadé Ize konstatovat, ze testované
biotypy jsou k mesosulfuron-iodosulfuronu vysoce rezistentni a v mistech, kde se
objevuji komplikace s regulaci chundelky metlice, nelze tento herbicid k jeji
regulaci doporucit. U herbicidu pyroxsulam bylo k redukci 50% nadzemni biomasy
(EDsp) u biotypu Lomnice zapotfebi davky vy$si nez 250 g.ha™, pfitemz ke
kontrole biotypu citlivého stacila i nizSi davka nez doporucena. Herbicid Powerflex
(pyroxsulam) je v Ceské republice registrovan pod obchodnim nazvem Corello
a ucinna latka pyroxsulam je obsaZena také v herbicidu Huricane, ktery je také
k regulaci chundelky metlice doporu€ovan. Lze tedy pfedpokladat, Ze biotypy
odolné k Powerflexu/Corellu budou vykazovat kfizovou rezistenci i k tomoto
pripravku.

Kfizovou rezistenci chundelky metlice na naSem uzemi popisuji ve své praci
Soukup a kol. (2005). Rostliny chundelky ve vysledcich jejich pokusu vykazovaly
rezistenci k chlorsulfuronu, iodosulfuronu a sulfosulfuronu. VSechny tyto ucinné
latky jsou u nas k regulaci chundelky stale ¢asto pouzivany. Otazkou zUstava, zda
se rezistence pod jejich selekénim tlakem vyvinula ke kazdé ucinné latce zvlast
a s odliSnymi mechanismy ucinku, nebo byla u dalSich u€innych latek vyvolana.

Vicenasobna rezistence k dalSim skupinam herbicidd pouzivanych k redukci
chundelky metlice nebyla v praci potvrzena. Obé testované latky ze skupiny
inhibitorT enzymu acetyl-koenzym A karboxylazy spolehlivé redukovaly

a zpusobily uhyn v8ech testovanych biotypu. Pfi pouziti doporu¢enych davek bylo
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v pfipadé ucinné latky pinoxaden dosazeno ucinnosti mezi 74 a 95%, u ucinné
latky fenoxaprop mezi 66 a 96%. Také nizké hodnoty RF (0,3-4,0) ukazuiji, ze
chundelka metlice je na naSem uzemi k této skupiné latek prozatim citliva a Ize ji
doporucit v antirezistentnich strategiich.

K podobnym vysledkiim dochazi i Klemova a kol. (2010), ktera uvadi, Ze
fenoxaprop i pinoxaden byly schopny prakticky zastavit proces selekce
rezistentnich populaci chundelky metlice, protoZze u kombinace sulfosulfuronu
s témito herbicidy nedochazelo ke zvySovani faktoru rezistence.

Vicenasobna rezistence k inhibitorim ACCazy vSak jiz byla prokazana
v Polsku (Adamczewski, Matysiak, 2012) a v Némecku (Petersen, 2009).
Adamczewski a Matysiak detekovali resistenci u Sesti biotypu k ucinné latce
chlorsulfuronu, pficemz nékteré biotypy vykazovaly kfiZzovou rezistenci k dalSim
sulfonylmo€ovinam a u nékterych biotypu byla objevena rezistence k ucinné latce
fenoxaprop. Faktory rezistence u téchto biotypu cinily 10,9-16,8 a k dosazeni
uginnosti 50 % bylo zapotiebi aplikovat davku fenoxapropu 95,2-144,5 g.ha™.

V Némecku byly objeveny v jeCmeni ozimém a ozimé pSenici biotypy
chundelky metlice s rezistenci k herbicidim inhibujici ACCazu, ALS a herbicidim
ze skupiny PS Il inhibitordm. Konkrétné se jednalo o ucinné latky fenoxaprop
iodosulfuron, isoproturon, mesosulfuron, pinoxaden, pyroxsulam a sulfosulfuron
(Petersen, 2009).

Vyhodou nadobovych pokusl na urovni celé rostliny je, Ze ze vSech metod
pro detekci rezistence nejlépe simuluje podminky, ve kterych mizZeme projevy
rezistence u plevelnych rostlin pozorovat na polich. Nevyhodou téchto metod je
ovSem prostorova naroc¢nost a dlouhé Casové obdobi, nez je dosazeno vysledku.
Od aplikace herbicidl po vyhodnoceni jejich u€innosti mohou na testované rostliny
pusobit dalsi faktory, které ovliviiuji hodnoceni pokusu. V pfipadé této prace se
jednalo napf. o napadeni nékterych rostlin padlim travnim.

Z vysledku biologického testu také nelze pfesné definovat typ rezistence, na
zakladé vysledkl — vypocétenych hodnot faktord rezistence a ucinnosti
hodnocenych vizuelné ho Ize pouze odhadnout.

Metodou, kterou Ize dosahnout rychlejSiho vysledku je agarovy RISQ test.
Tento test byl v praci zvolen k otestovani 20 vytipovanych populaci s podezienim
na rezistenci. Kaundun a kol. (2010), ktefi pomoci RISQ metody testovali nékolik

populaci jilku tuhého s pfedem znamou rezistenci k u€innym latkam clodinafop-
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propargyl, pinoxaden (inhibitory ACCazy) a iodo-mesosulfuron (ALS inhibitor),
demonstrovali velmi dobrou korelaci vysledkd s klasickymi nadobovymi pokusy.
Pfi pouziti herbicidu pinoxaden byly v nasSich experimentech na rostlinach jiz
béhem nékolika prvnich dnl patrné typické priznaky poskozeni a pfi aplikaci
davky 1,6 pyM bylo u vSech populaci dosaZzeno vysoké ucinnosti 83-100%.
U vétSiny téchto biotypl byly shledany i nizké faktory rezistence a tyto biotypy pak
byly ohodnoceny jako citlivé stejné jako u nadobového pokusu. U &tyF biotypl byly
zjistény faktory rezistence 9,0-9,67, coz muze predstavovat i pomérné vysoky
stupen rezistence. Na zakladé vizualniho hodnoceni a statistického hodnoceni
narustu biomasy se tyto biotypy vSak jevily jako citlivé. V téchto pfipadech byl
zfejmé pouzit nevhodny nelinearni model, ktery vedl ke zjisténi vysokého faktoru
rezistence. K chlorsulfuronu vykazovaly citlivost pouze dva testované biotypy.
U zbyvajicich 18 biotypl byly mezi narlstem biomasy u rezistentnich biotypu
a citlivého standardu shledany statisticky prikazné rozdily. Rostliny u sedmi
populaci pfezivaly oSetfeni i pfi pouZziti nejvysSi davky a byl u nich patrny i rozvoj
novych kofenl a narGst nadzemni biomasy. U téchto biotypl je pravdépodobné,
Ze se jedna o specifickou rezistenci v misté ucinku. U zbyvaijicich 11 biotypl byly
zjistény stfedni hodnoty RF a je u nich pfedpoklad vzniku metabolické rezistence.
Mechanismus rezistence nemuze byt tedy ani touto metodou spolehlivé urcen.

Pro odhaleni mechanismu a podstaty rezistence je tedy zapotfebi pouZzit
studie jako napf. stanoveni enzymatické aktivity ALS, kterym je rezistence
detekovana na fyziologické urovni.

Pfedpoklada se, Ze vzrustajici pouzivani herbicidd inhibujicich enzym
acetolaktat syntdzu, miaze vést k selekci rostlin se zvySenou aktivitou tohoto
enzymu (Sarri, 1992). To by mohlo byt pfi€inou rezistence zpusobenou zménou
cilového mista pusobeni herbicidu. Fisher (2000) studoval specifickou aktivitu ALS
u jezatky Echinochloa phyllopogon (Stapf) K.-Pol. rezistentni k ucinné latce
bispyribac-sodium. Ve své praci zjistil, Ze aktivita tohoto enzymu byla
u rezistentnich biotypl vy$Si nez u senzitivnich biotypa.

Poznatky o studiu aktivity enzymu ALS chundelky metlice jsou popsany
v praci Novakové a kol. (2006). V pfitomnosti relativné vysokych davek
chlorsulfuronu zjistili vysoky obsah acetoinu u vSech péti testovanych biotypl
s podezienim na rezistenci. U citlivého standardu doSlo k zabranéni vzniku

acetoinu. Statisticky prukazné vysSi hodnoty Isp u péti testovanych biotypu

89



naznacuji, ze rostliny maji pravdépodobné pozménénou formu enzymu ALS
a pokles jeho citlivosti k chlorsulfuronu je svelkou pravdépodobnosti
mechanismem rezistence.

DalSi vysledky o chovani izolovaného enzymu ALS z chundelky metlice
v pfitomnosti sulfonylmo€ovin pfinasi prace Massy a kol. (2011). Aktivitu enzymu
testovali v pfitomnosti u€inné latky flupyrsulfuron na ctyfech biotypech. U vSech
zjistili vyznamné snizeni inhibice enzymatické aktivity v porovnani s citlivym
biotypem. Hodnoty faktorl rezistence dosahovaly u vSech biotypl vysokych
hodnot (RF 86 — 8333).

Balgheim a kol. (2007) pfi méfeni aktivity enzymu ALS v pfitomnosti u€innych
latek sulfosulfuron a propoxycarbazone zjistili statisticky vyznamné rozdily mezi
rezistentnim a citlivym biotypem.

V této praci byly u vSech ftfi testovanych biotypl na rezistenci (Lomnice,
Dynin, Vlastéjovice) v pfitomnosti vysokych davek herbicidd zjiStény vysoké
obsahy acetoinu. Mnozstvi vyprodukovaného acetoinu za jednotku ¢&asu
v pfitomnosti rostoucich koncentraci ucinnych latek vyjadfuje specifickou aktivitu
enzymu ALS. Vzhledem k tomu, Ze v koncentraci protein(, které pfi této reakci za
pfitomnosti enzymu ALS vznikaji, nebyly mezi citlivymi a rezistentnimi biotypy
prokazany statisticky prukazné rozdily, se lze domnivat, Ze pficina vySsi
koncentrace acetoinu neni zplsobena nadprodukci enzymu, ale pravdépodobné
snizenim citlivosti enzymu k herbicidiim inhibujicich ALS. U rezistentnich biotyp
patrné nedoslo k efektivnimu navazani herbicidu z divodu modifikace vazebného
mista na enzymu ALS. Také zjisténé hodnoty |5 a vysoké hodnoty faktor(
rezistence ukazuji na fakt, Ze biotypy vykazuji nejspiSe specifickou rezistenci
v misté ucinku. Mezi hodnotami Isp u citlivého a rezistentnich biotypl byly v reakci
na davky herbicidid shledany statisticky prukazné rozdily. DalSi mozny
mechanismus rezistence jako je napf. metabolicka detoxikace nebo transkolace
herbicidu muUze byt zapojen u rostlin zlokality Vlastéjovice testovanych
na rezistenci k sulfometuronu, u kterych byl zjistén nizky faktor rezistence (3,5).
Vysledky testu aktivity ALS pIné neodrazi vysledky biologickych testu. V nékterych
pfipadech byly stupné rezistence zjisténé =z vysledkd biologického testu
mnohonasobné vysSi. Ddvodem detekce vyrazné nizSiho stupné rezistence
pomoci ALS testu muze byt skute¢nost, ze se ke zméné vazebného mista pfidava

jesté zvyseny metabolismus herbicidu. Enzymaticky test pak pfesné neodrazi miru
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rezistence (Sarri a kol., 1994). DalSi pfi¢inou rozdilnych vysledki muze byt to, ze
srovhavame hodnoty ztestl, kdy jeden méfi aktivitu Cistého enzymu in vitro
a druhy testuje celé rostliny. V rostliné plsobi mnoho faktord, které mohou vyustit
v celou fadu odpovédi na aplikaci herbicidu a pouze jednim z nich je vlastni
citivost ALS na inhibici (Novakova a kol., 2006). V pfipadé biologického testu
muze vysledky ovlivnit napf. fyziologické stafi rostliny nebo prubéh teplot pfi
pokusu. Tyto faktory jsou ve fyziologickém testu redukovany. In vitro jsou
testovany vzdy rostliny ve stejné vyvojove fazi a péstované za stejnych podminek.
Z tohoto divodu pak mohou byt pfi srovnani s testem na rdstové urovni zjiStény
vySSi stupné rezistence.

Mezi metody, které podavaji o mechanismu rezistence spolehlivé vysledky,
patfi molekularné genetické techniky. Tyto metody zacinaji mit i v herbologii
posledni dobou stale SirSi uplatnéni a gen als byl sekvencovan jiz u fady rdznych
pleveld. Na genu als bylo dosud popsano osm mist, ve kterych dochazi
k mutacim, a pfedpoklada se, ze existuji jesté dalsi (Tranel, Wright 2013). Kazda
mutace vykazuje jiny stupen rezistence k jednotlivym skupinam ALS inhibitord
(sulfonylmocoviny, imidazolinony, triazolopyrimidiny, apod.).

Detekci mutaci v genu als chundelky metlice se zabyvali Balgheim a Wagner
(2007). Po porovnani sekvenci genu ALS citlivého a rezistentniho biotypu objevili
zameénu nukleotidu cytosin za adenin v pozici 197. Touto mutaci dochazi ke vzniku
aminokyseliny threonin misto prolinu.

Substituce aminokyselin v pozici Pro 197 jsou nej¢astéjSi zmény, které
zpusobuji vysoky stupen rezistence k sulfonylmoCovinam, vysoky az stfedni
stupen rezistence vuci triazolopyrimidinim a nizkou nebo zZadnou cross-rezistenci
vUci imidazolinonim (Marshall, Moss, 2008).

Také v této praci byla u chundelky metlice bodova mutace v pozici Pro-197
identifikovana. Sekvencovani genu als rostlin vyselektovanych v pokuse se
sulfometuronem vedlo k odhaleni celkem &tyf bodovych mutaci. V pozici 197 byla
nalezena nukleotidova zaména cytosinu za thymin a cytosinu za adenin, pfiCemz
prvni substituce vedla k zaméné aminokyseliny alanin za prolin a druha k zaméné
threoninu za prolin. Substituci Pro-197-Thr detekovali kromé Balgheim a Wagnera
(2007) také Krysiak a kol. (2011). V pozici 574 byla u dvou testovanych populaci
v této praci nalezena substituce, ktera nebyla dosud publikovana. Jednalo se

o zaménu methioninu za tryptofan. V mnoha pfipadech byla v této pozici

91



nalezena substituce leucinu za tryptofan (Beckie a kol., 2012). Tato zaména byla
Vv praci rovnéz detekovana.

Pro rychlou detekci substituci aminokyselin je vhodna metoda DCAPs.
Pomoci této metody Ize nalézt jednonukleotidové polymorfismy (SNPs), které jsou
cilovym mistem pfislusnych restrikCnich endonukleaz.

Massa a kol. (2010) touto metodou pfi Stépeni als amplikonu o velikosti 375
bp restrikéni endonukleazou BstEIll odhalili substituci treoninu za prolin v pozici
197 u 67 testovanych populaci chundelky metlice. U dvou populaci nalezli pfi
pouziti restrikéni endonukleazy Hpal (Stépeni amplikonu o velikosti 375 bp)
zaménu asparaginu za prolin v pozici 197. Tato mutace byla objevena
a publikovana poprvé.

Metoda dCAPS umoznuje také pFfesné rozliSeni homozygotnich
a heterozygotnich jedincl a stanoveni mutantnich alel v populaci (Kaundun,
Windass, 2006).

V této praci byly pro digesci amplikonl pouzity enzymy BamHI pro pozici
P197 a BstXl pro pozici W574. Pouze u rostlin pochazejicich z lokality Lomnice
byli u obou kodénu P197 a W574 identifikovani homozygotni mutanti. VétSina
rezistentnich rostlin byli heterozygoti v P197 nebo W574, nebo vétSinou u obou
domén. Uvnitf populace z Dynina se nachazely 2% rezistentnich homozygotu
a 65% heterozygott u domény Pro-197 a 40% heterozygotl u domény Trp-574.
U v8ech jedincl se substituci v pozici Trp-574 se vyskytovala zaména tryptofanu
(TGG) za metionin (ATG).

Po porovnani sekvenci als genu dvou rostlin z populace Dynin s jinym
fenotypem, byly nalezeny tfi substituce aminokyselin, které by mohly zpUsobit
rezistenci k ALS inhibitoraim (263, 272 a 446). Proto byla amplifikovana
a sekvenovana pfislusna oblast u dalSich jedincd za ucCelem prokazani Ci
vyvraceni téchto substituci zpusobujicich rezistenci. Nicméné nebyly nalezeny
zadné specifické substituce a nalezena jednoznacna vazba mezi fenotypovym
projevem jedincd a popsanou zaménou, ktera by mohla souviset s rezistenci
u populace Dynin. Molekularni podstata rezistence tedy zlstala neobjasnéna
a nelze vyloucit dalSi mista, ve kterych k substitucim mohlo dojit.

DalSim cilem prace bylo ovéfit také jiné mozné pfi¢iny mechanismu
rezistence, jako je napf. zvySena metabolizace herbicidu. Hypotéza existence

tohoto typu mechanismu rezistence byla testovana pokusem, ve kterém byla
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studovana reakce rostlin chundelky metlice oSetfenych chlorsulfuronem
s pfidavkem malathionu. Bylo zjiSténo, Ze malathion ma efektivni ucinek
v synergickém pusobeni s chlorsulfuronem na jilek tuhy (Lolium rigidum)
(Christopher a kol., 1994). Podporoval také ucinek imazethapyremu v pusobeni na
rosiCku krvavou (Digitaria sanquinalis) (Hidayat, Preston, 2001) a chlorotoluronu
na psarku polni (Alopecurus myosuroides) (Hall a kol., 1995) a nékterych dalSich
herbicidd. Pravdépodobnou pfi¢inou je kompetitivni inhibice enzymu cytochromu
P-450 a zpomaleni degradace ucinné latky herbicidu pfi aplikaci spolu
s insekticidem. Korelace s vyznamnym poklesem stupné rezistence
k chlorsulfuronu byla potvrzena Christopherem a kol. (1994), Prestonem a kol.
(1996) a dalSimi. Existuji také tvrzeni, Ze enzymaticky systém cytochromu P-450
je zapojen do metabolicky zalozené kfizové rezistence, coZz vyznamné pfispiva
k nesnadnosti regulace plevelnych populaci s metabolickou site rezistenci (Yun
a kol., 2005).

V nadem pokuse bylo prokazano, Ze efekt chlorsulfuronu s pfidavkem
malathionu byl u vétSiny populaci mnohem vyS$Si nez pfi pouziti samotného
herbicidu. Tento vysledek naznacluje, Ze se u rostlin vyvinula metabolicka
rezistence. Na zakladé vysledkl z pfedchozich pokusu i na zakladé podrobnéjsiho
vyhodnoceni tohoto pokusu s malathionem v3ak nelze pfijmout pfedpoklad
vyhradné tohoto typu mechanismu. Hodnoty EDsy u rezistentnich rostlin pfi
varianté oSetfeni chlorsulfuronu s malathionem v nejvy$Si davce byly
pfinejmensim minimalné 60x vysSi nez hodnoty EDsg u citlivé populace oSetfené
bez malathionu. PFi pouziti malathionu v davce 65 g.ha™ se zvysila rychlost
metabolizace chlorsulfuronu u v8ech rezistetntnich populaci. Tento vysledek spise
podporuje pravdépodobnost pozménéného mista ucCinku, protoze vysoce
rezistentni rostliny se specifickou rezistenci velmi citlivé reaguji na subletalni
davky pripravku/ hormezi.

Metabolické rezistenci chundelky metlice se podrobnéji vénuje studie Massy
a kol. (2010). Ve své praci se zabyvali degradaci davky herbicidu sulfosulfuron
a detekci a kvantifikaci specifickych metabolitd tohoto herbicidu u populaci
chundelky metlice, ve kterych nebyla v genu als nalezena mutace. U vSech
populaci byla zjisténa zvySena degradace sulfosulfuronu, jako primarni metabolit
byl detekovan desmethyl sulfosulfuron, jehoz pfitomnost naznacuje, ze prvnim

degradac¢nim krokem herbicidu sulfosulfuron u chundelky metlice je pfima
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demethylace  zajiSténa  enzymatickym  komplexem  cytochrom  P450
monooxygenazou. K jednoznacné odpovédi, o jaky mechanismus rezistence se
jedna, Massa v zavéru své prace nedochazi. Stejné jako tato prace se pfiklani
k nazoru, ze se u chundelky metlice kombinuji rizné typy rezistentnich

mechanism.
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7. ZAVER

Na Gzemi Ceské republiky bylo nalezeno a popsano nékolik rezistentnich
biotypt chundelky metlice vic&i inhibitordm acetolaktat syntazy (ALS). V8echny
rezistetni biotypy pochazely z oblasti, kde byly na polich v minulosti opakované
aplikovany herbicidy na bazi sulfonylmoCovin. V nékterych pfipadech doslo
ke vzniku rezistentnich rostlin chundelky metlice jen béhem nékolika malo let.
Rychlost selekce u tohoto druhu je tedy dana spiSe selekénim tlakem herbicidnich
latek nez neobvykle vysokou frekvenci mutaci.

Celkem bylo vtéto praci testovano 21 rezistentnich biotypu. 18 z nich
vykazovalo v rizné mife rezistenci k u¢inné latce iodusulfuron, kterou obsahuje
herbicid Husar, jeden z nejCastéji pouzivanych herbicidd proti chundelce metlici.
Rezistence k iodosulfuronu byla ovéfovana pomoci RISQ (Resistance In-Season
Quick) testu, kdy jsou na agarovém meédiu péstovany klicni rostliny v pfitomnosti
herbicidu. Tento test se osvécil jako rychla a spolehliva metoda, kdy je po detekci
rezistence mozno provést opravny zasah herbicidu jesté v daném vegetacnim
obdobi.

U tfi biotypl byla pomoci riastovych testl a testu enzymatické aktivity ALS
testovana a detekovana rezistence vuc¢i dalSim ucéinnym latkam ze skupiny
inhibitorl acetolaktat syntézy. Konkrétné se jednalo o ucinnou latku chlorsulfuron
obsazenou v herbicidu Glean, nejdéle pouzivanou uc€innou latku proti chundelce
metlici, mesosulfuron + iodosulfuron (Atlantis), pyroxsulam (Powerflex)
a sulfometuron (Oust). V pfipadé prvnich tfi uc€innych latek pouzitych
v nadobovych pokusech rostliny oSetfeni i pfi vysokych davkach prezivaly a byly
u nich zjistén vysoky faktor rezistence RF, ktery vyjadfuje miru rezistence.
Hodnoty EDsy u rezistentnich biotypl vypocCtené zregresni rovnice
nékolikanasobné prevySovaly doporuCované aplikacni davky testovanych
herbicidu.

Vicenasobna rezistence chundelky metlice nebyla v pokusech zjisténa. Obé
testované ucinné latky ze skupiny inhibitorit ACCazy, pinoxaden (Axial)
a fenoxaprop (Puma Extra) mély u vSech testovanych biotypu velmi dobrou
ucinnost a lze je doporucit jako vhodné pfipravky v antirezistentnich strategiich.

Ugelnou a rychlou metodou, pomoci které Ize uréit typ rezistence rGiznych

druhl rostlin vuéi herbicidim ze skupiny ALS-inhibitorl je test aktivity enzymu
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ALS. Touto metodou Ize detekovat rezistenci na biochemické urovni a zjistit, zda
se jedna o rezistenci metabolickou Ci rezistenci v misté ucinku (target-site).
U biotypu chundelky metlice, které byly v testu ucinnosti herbicidl na intaktnich
rostlinach popsany jako vysoce rezistentni, byla fyziologickym in-vitro testem
v pfitomnosti ucinnych latek sulfonylmoCovin zjisténa zvySena aktivita enzymu
acetolaktat syntazy. Vysoky obsah acetoinu, jehoz vznik indikuje normalni funkci
acetolaktat syntazy, potvrdil, Zze i v pfitomnosti relativné vysokych davek je ALS
k témto herbicidlim necitliva. Vysoké hodnoty Iso u biotypl Lomnice naznacuji, ze
enzym ma u téchto rezistentnich rostlin pravdépodobné pozménénou formu a jeho
zvySena aktivita je pfi¢inou mechanismu rezistence. Jedna se tedy o rezistenci
zpUsobenou zménou cilového mista pusobeni herbicidu. Pomérné nizké
koncentrace byly zapotfebi k 50 % inhibici enzymu pfi pouziti ucinné latky
iodosulfuron u biotypu Vlastéjovice a Dynin. V téchto pfipadech mize byt u rostlin
pfitomen jiny mechanismus rezistence napf. detoxikace, zvySena metabolizace
nebo transkolace herbicidu.

Stejné jako u jinych travovitych pleveld tak se i u chundelky metlice
vyskytovalo vice mechanismu ucinku rezistence. V pokuse, ve kterém byl testovan
efekt pfidavku malathionu k chlorsulfuronu byl zjistén mnohem vysSi uc€inek nez
v pfipadé pouziti samotného chlorsulfuronu. Tento vysledek naznaduje, Ze se
u testovanych rostlin vyvinula metabolicka rezistence. Na zakladé vysledku
z predchozich pokusu i na zakladé podrobnéjSiho vyhodnoceni pokusu
s malathionem, vSak nelze pfijmout pfedpoklad vyhradné tohoto typu mechanismu
rezistence.

Tato studie prokazala existenci rlznych mutaci genu als, které zpusobuiji
rezistenci u populaci chundelky metlice. Molekularné-genetické zmény vedouci
k polymorfismu als byly detekovany pomoci molekularnich analyz PCR
a sekvencovani. Tyto metody zpravidla poskytuji jednoznacné vysledky
0 mechanismu rezistence. Studovany byly oblasti genu ALS, ve kterych jiz byly
u nékolika travovitych pleveld nalezeny specifické mutace a posléze byl
sekvenovan cely gen als za ucelem detekce dalSich téchto domén.

Celkem byly u testovanych rezistentnich populaci identifikovany ¢tyfi bodové
mutace. U populace Dynin byly nalezeny dvé zamény aminokyselin vedouci
k mutaci. V pozici 197 doSlo diky nukleotidovym substitucim k nahradé

aminokyseliny alanin za prolin a aminokyseliny treonin za prolin. V pozici 574 byla
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detekovana substituce leucinu za tryptofan a v populaci Vlastéjovice jeden
polymorfismus zpusobil u rezistentniho biotypu substituci methioninu za tryptofan.
V téchto pfipadech, kde doSlo k zaménam aminokyselin a tedy i zméné struktury
enzymu ALS, lze mluvit o rezistenci v misté ucinku (target-site). U vétSiny
rezistentnich rostlin vS8ak mutace ve zkoumanych oblastech (doména A, B a D)
zjistény nebyly a pficina rezistence timto testem objasnéna nebyla. Pfi¢inou mize
byt jiny mechanismus.

Sekvencovani celého genu als u rezistentni rostliny z biotypu Dynin a jeho
porovnani s citivou rostlinou ztéhoz biotypu neodhalily pravidelné
aminokyselinové zamény spojované s rezistenci k ALS inhibitordm. Také z tohoto
zavéru lze usuzovat, Ze u nékterych rostlin je rezistence zplsobena spiSe jinym
typem mechanismu nez je target-site rezistence.

Rozlisné stupné rezistence mohou byt zpUsobeny diky nékolikanasobnym
aminokyselinovym zaménam u ALS enzymu. Nékteré z téchto zamén nebyly

pravdépodobné dosud objeveny.
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Seznam zkratek

ACCaza — acetyl koenzym A-karboxylaza
Ala — alanin

ALS — acetolaktat syntaza

APPs - aryloxyfenoxypropionaty

Arg — arginin

Asn- asparagin

Asp — kyselina asparagova

Cys - cystein

dCAPS - Derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequence
DNA — deoxyribonukleova kyselina

ED — efektivni davka

EPSPS — 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntaza
Glu — kyselina glutamova

GST - glutathion S-transferaza

lle —izoleucin

Leu - leucin

LL.4 — log- logisticky Etyfparametricky model
Met — metionin

OGT - O-glykosyltransferaza

PCR — polymerazova fetézova reakce

Pro — prolin

PSII — fotosystém |l

RF — faktor rezistence

RISQ - Resistance In-Season Quick test
RNA — ribonukleova kyselina

Ser — serin

Thr — treonin

Trp — tryptofan

W 1.3 — WeibullGv tfiparametricky model

109



7. SEZNAM PRILOH

Tab. &. 21: Seznam rezistentnich biotypt plevelnych druhl detekovanych v CR
Tab. €. 22: Vybrané biotypy chundelky metlice testované pomoci agarovych kultur
Tab. €. 23-29: Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni — diference
pruméru narlstu biomasy pfi pouziti herbicidu Husar a Axial u vybranych lokalit
Obr. &. 8: Rozsiteni rezistentnich populaci chundelky metlice v CR

Obr. &. 9: Uginnost herbicidni latky pinoxaden v koncentraci 1,6 uM 10 dni
po pfesazeni rostlin do agarového média

Obr. &. 10: Uginnost herbicidni latky iodosulfuron v koncentraci 6,4 uM 10 dni
po presazeni rostlin do agarového média

Obr. €. 11: Prevedeni fotografie na ¢ernobily obraz pro vypocet skutecné plochy
rostlin

Obr. &. 12: Uginnost stupfiovanych davek herbicidu Glean WG mésic po oSetieni
u biotypu Dynin

Obr. &. 13: Uginnost stupriovanych davak herbicidu Axial mésic po o$etfeni
u biotypu Dynin

Obr. &. 14: Uginnost doporugenych davek péti testovanych herbicidi u biotypu
Dynin mésic po oSetfeni

Obr. é. 15: Uginnost doporudenych davek péti testovanych herbicid( u citlivého
biotypu Svycarsko mésic po oetfeni

Obr. €. 16: NeoSetfena, rezistentni a citliva rostlina chundelky metlice z lokality
Vlast&jovice po aplikaci Oustu (300 g.ha™*), 30 DAT

Obr. €. 17: NeoSetfena, rezistentni a citliva rostlina chundelky metlice z lokality
Dynin po aplikaci Oustu (300 g.ha*), 30 DAT

Obr. €. 18: Vystup ze sekvenatoru - usek sekvence genu als

110



Tab. &. 21: Seznam rezistentnich biotypl plevelnych druh(i detekovanych v CR

Druh plevele nal’ql?al;u Spektrum rezistence
Laskavec ohnuty 1985 atrazine, simazine, prometryn, terbutryn,
Amaranthus retroflexus cyanazine
Laskavec Powelluv 1989 atrazine, simazine, prometryn, terbutryn,
Amaranthus powellii cyanazine
Merlik bily atrazine, simazine, prometryn, terbutryn,
Cheno oﬁium album 1986 ||terbuthylazine, cyanazine, chloridazon,

P lenacil
Merlik tuhy atrazine, simazine, prometryn, terbutryn,
Cheno od%um strictum 1989 |terbuthylazine, cyanazine, chloridazon,
P lenacil
Rdesno bleanik atrazine, simazine, prometryn, terbutryn,
Polvaonum lapathifolium 1987 |([terbuthylazine, cyanazine, chloridazon,
Y9 P lenacil
Rdesno &ervivec atrazine, simazine, prometryn, terbutryn,
Polvaonum persicaria 1989 ||terbuthylazine, cyanazine, chloridazon,
Y9 P lenacil
Turanka kanadska 1987 atrazine, simazine, prometryn, cyanazine,
Conyza canadensis paraquat, diquat
« . atrazine, simazine, prometryn, terbutryn,
gtear:ggii;?/?ﬁcgzs 1988 ||terbuthylazine, cyanazine, chloridazon,
9 lenacil
Lipnice roéni 1988 atrazine, simazine, prometryn, terbutryn,
Poa annua cyanazine
JeZatka kufi noha , : :
Echinochloa cruss-galli 1994 (latrazine, simazine
gg:azr?;evrm dis 1994 ||atrazine, simazine
Chenopodium pedunculare* 1999 ||atrazine, simazine
Ezt:rlligztclst)yaria 1998 ||atrazine, chlorosulfuron, imazapyr
Lilek cerny 1999 ||atrazine
Solanum nigrum
R.OS.'Ck.a krvava_ : 2006 ||atrazine
Digitaria sanguinalis
Chundelka metlice 2005 |[chlorsulfuron

(Apera spica venti)

Zdroj: Mikulka, Slavikova (2008)
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Tab. €. 22: Vybrané biotypy chundelky metlice testované pomoci agarovych kultur

Lokalita Okres GPS loc. (zem. d., zem. §.)
Béloky Kladno 50°7'34.6"N, 14°10'34.3"E
Byst Pardubice 50°7'45.4"N, 15°54'56.3"E
Cejtice Kutna Hora 49°42'41.5"N, 15°8'17.5"E
Domasov | Brno 49°16'10.7"N, 16°18'42"E
Domasov |l Brno 49°14'39.6"N, 16°20'19.7"E
Chlistovice Kutna Hora 49°45'27.5"N, 15°12'32.2"E
Libichov Mlada Boleslav 50°19'58.5"N, 14°52'48.7"E
Lovcice Hradec Kralové 50°10'15.9"N, 15°22'25.7"E
Lysice Kunice Blansko 49°28'23.8"N, 16°29'18"E
Meclov Domazlice 49°33'15.9"N, 12°50'18"E
Milostin Rakovnik 50°11'26.4"N, 13°40'13.9"E
Mlada Vozice Tabor 49°30'58"N, 14°44'4.2"E
Povl¢in Rakovnik 50°11'43.4"N, 13°39'47.1"E
Prasny Ujezd Rokycany 49°54'42.2"N, 13°39'24 .4"E
Strachaly Litoméfice 50°30'49.6"N, 14°26'52.6"E
Sv. Jifi Usti nad Orlici 49°57'31.4"N, 16°15'26.8"E
Trutnov Trutnov 50°32'48.7"N, 15°563'33.25"E
Vejvanov Rokycany 49°52'31.4"N, 13°39'2.7"E
Vitani Rokycany 49°53'42.9"N, 13°39'49.4"E
Vodérady Usti nad Orlici 49°56'55.8"N, 16°17'52.5"E
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Obr. &. 8: Rozsifeni rezistentnich populaci chundelky metlice v CR (&ervena barva
oznacuje populace s rezistenci v misté ucinku, Zluta oznacuje populace

s rezistenci zplsobenou zvySenym metabolismem herbicidu a zelena oznacuje
citlivé populace

113



Tab. ¢. 23: Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni — diference priiméru
narlstu biomasy pfi pouZiti herbicidu Husar a Axial u vybranych lokalit

HUSAR Béloky/citliva

SC df (stupné | s° (rozptyl) F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) kritéria)
Abs. ¢len 181,9812 1| 181,9812 302,7723 0,000000
lokalita 41,7107 1 41,7107 69,3964 0,000000
Chyba 12,0210 20 0,6010
AXIAL Béloky/citliva
SC Stupné | s” (rozptyl) F (hodnota p
(suma volnosti testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) kritéria)
Abs. ¢len 50,25896 1| 50,25896 171,8982 0,000000
lokalita 4,09812 1 4,09812 14,0166 0,012280
Chyba 5,84753 20 0,29238
) HUSAR Byst/citliva
SC df (stupné [ s° (rozptyl) F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercy) kritéria)
Abs. ¢len 456,8384 1| 456,8384 76,37673 0,000000
lokalita 205,6963 1| 205,6963 34,38943 0,000010
Chyba 119,6276 20 5,9814
AXIAL Byst/citliva
sC df (stupné | s° (rozptyl) |  F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Stvercll) kritéria)
Abs. ¢len 62,41842 1| 62,41842 151,7455 0,000000
lokalita 8,04040 1 8,04040 19,5470 0,015629
Chyba 8,22672 20 0,41134
HUSAR Cejtice/citliva
sC df (stupné | s° (rozptyl) | F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt étvercll) kritéria)
Abs. ¢len 988,7035 1| 988,7035 48,61379 0,000001
lokalita 595,9455 1| 595,9455 29,30218 0,000027
Chyba 406,7585 20 20,3379
AXIAL Cejtice/citliva
SC df (stupné | s° (rozptyl) F (hodnota
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) kritéria)
Abs. ¢len 45,39438 1| 45,39438 108,1096 0,000000
lokalita 2,79746 1 2,79746 6,6623 0,017839
Chyba 8,39785 20 0,41989
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Tab. €. 24: Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni — diference praméru
narlstu biomasy pfi pouZiti herbicidu Husar a Axial u vybranych lokalit

HUSAR Domasov l/citliva

SC df (stupné | s* (rozptyl) F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) kritéria)
Abs. ¢len 120,5045 1| 120,5045 149,9517 0,000000
lokalita 15,5693 1 15,5693 19,3739 0,000275
Chyba 16,0724 20 0,8036
AXIAL Domasov l/citliva
SC df (stupné | s* (rozptyl) F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) kritéria)
Abs. ¢len 49,07779 1| 49,07779 41,37075 0,000003
lokalita 3,76585 1 3,76585 3,17448 0,089989
Chyba 23,72584 20 1,18629
HUSAR Domasov ll/citliva
sC df (stupné | s* (rozptyl) F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctverc) kritéria)
Abs. ¢len 110,0512 110,0512 584,2452 0,000000
lokalita 11,9638 11,9638 63,5138 0,000000
Chyba 3,7673 20 0,1884
AXIAL Domasov ll/citliva
sC df (stupné | s° (rozptyl) | F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt étverctll) kritéria)
Abs. ¢len 29,21520 1| 29,21520 285,4381 0,000000
lokalita 0,11569 1 0,11569 1,1303 0,300373
Chyba 2,04704 20 0,10235
HUSAR Chlistovice/citliva
sC df (stupné | s” (rozptyl) | F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) kritéria)
Abs. ¢len 130,0875 1| 130,0875 150,1254 0,000000
lokalita 19,1313 1 19,1313 22,0781 0,000138
Chyba 17,3305 20 0,8665
AXIAL Chlistovice/citliva
SC df (stupné | s° (rozptyl) F (hodnota
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercl) kritéria)
Abs. ¢len 37,15194 1| 37,15194 13,11330 0,001702
lokalita 1,06145 1 1,06145 0,37465 0,547375
Chyba 56,66298 20 2,83315
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Tab. ¢. 25: Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni — diference praméru

narlstu biomasy pfi pouZiti herbicidu Husar a Axial u vybranych lokalit

HUSAR Libichov/citliva

sC df (stupné | s (rozptyl) F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt ¢tvercl) kritéria)
Abs. ¢len 57,90120 1| 57,90120 28,14599 0,000040
lokalita 0,64830 1| 0,64830 0,31514 0,581105
Chyba 39,08631 19 2,05717
AXIAL Libichov/citliva
sC df (stupné | s (rozptyl) F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt ¢tvercy) kritéria)
Abs. ¢len 44,15077 1| 44,15077 9,323314 0,006273
lokalita 2,49524 1 2,49524 0,526919 0,476315
Chyba 94,71048 20| 4,73552
HUSAR Lovdéice/citliva
sC df (stupné [ s° (rozptyl) | F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt ¢tvercy) kritéria)
Abs. ¢len 176,1521 1| 176,1521 61,35060 0,000000
lokalita 38,9447 1| 38,9447 13,56373 0,001475
Chyba 57,4247 20 2,8712
AXIAL Lovéice/citliva
sC df (stupné | s° (rozptyl) | F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt étverctll) kritéria)
Abs. ¢len 26,89291 1| 26,89291 32,91388 0,000013
lokalita 0,01461 1| 0,01461 0,01788 0,894967
Chyba 16,34138 20| 0,81707
HUSAR Lysice/citliva
sC df (stupné | s° (rozptyl) | F (hodnota p
(suma volnosti) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) kritéria)
Abs. ¢len 169,6465 1| 169,6465 174,2955 0,000000
lokalita 35,9182 1| 35,9182 36,9025 0,000006
Chyba 19,4665 20 0,9733
AXIAL Lysice/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercl) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 72,15872 1| 72,15872 121,7435 0,000000
lokalita 11,76254 1| 11,76254 19,8453 0,031450
Chyba 11,85422 20| 0,59271

116




Tab. €. 26: Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni — diference
pruméru nartstu biomasy pfi pouziti herbicidu Husar a Axial u vybranych

lokalit
HUSAR Milostin/citliva
sSC df s F (hodnota p
(suma (stupné  (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctverctl) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 525,7030 1| 525,7030 77,01656 0,000000
lokalita 252,7004 1| 252,7004 37,02112 0,000006
Chyba 136,5169 20 6,8258
AXIAL Milostin/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 30,36712 1| 30,36712 34,65841 0,000009
lokalita 0,19862 1| 0,19862 0,22668 0,639154
Chyba 17,52366 20| 0,87618
HUSAR Meclov/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt étverctl) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 219,1214 1| 219,1214 67,79559 0,000000
lokalita 60,3898 1| 60,3898 18,68445 0,000331
Chyba 64,6418 20 3,2321
AXIAL Meclov/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt ¢tvercu) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 82,50540 1| 82,50540 263,7261 0,000000
lokalita 16,14654 1| 16,14654 51,6119 0,040120
Chyba 6,25690 20| 0,31285
HUSAR Mlada Vozice/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt ¢tverc) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 270,4862 1| 270,4862 71,04944 0,000000
lokalita 88,6385 1| 88,6385 23,28295 0,000103
Chyba 76,1403 20 3,8070
AXIAL Mlada Vozice/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 70,87414 1| 70,87414 40,15918 0,000003
lokalita 11,24734 1| 11,24734 6,37304 0,020150
Chyba 35,29661 20| 1,76483
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Tab. €. 27: Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni — diference praméru

narlstu biomasy pfi pouZiti herbicidu Husar a Axial u vybranych lokalit

HUSAR Povléin/citliva

Z

SC df S F (hodnota p
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctverctll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 584,1576 1| 584,1576 83,14975 0,000000
lokalita 293,7005 1| 293,7005 41,80570 0,000003
Chyba 140,5074 20 7,0254
AXIAL Povléin/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 47,25075 1| 47,25075 69,09737 0,000000
lokalita 3,27228 1| 3,27228 4,78524 0,040751
Chyba 13,67657 20| 0,68383
HUSAR Prasny Ujezd/citliva
sC df s F (hodnota p
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt étverctll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 358,9404 1| 358,9404 84,01724 0,000000
lokalita 141,9449 1| 141,9449 33,22505 0,000012
Chyba 85,4445 20 4,2722
AXIAL Prasny Ujezd/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctverct) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 22,22758 1| 22,22758 53,08889 0,000000
lokalita 0,12275 1| 0,12275 0,29318 0,594168
Chyba 8,37372 20| 0,41869
HUSAR Strachaly/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt étverctll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 222,8778 1| 222,8778 79,34490 0,000000
lokalita 62,3694 1| 62,3694 22,20362 0,000134
Chyba 56,1795 20 2,8090
AXIAL Strachaly/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercu) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 43,25762 1| 43,25762 229,7528 0,000000
lokalita 2,28638 1| 2,28638 12,1436 0,023361
Chyba 3,76558 20| 0,18828
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Tab. &. 28: Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni — diference
prumérd nartstu biomasy pfi pouziti herbicidu Husar a Axial u vybranych

lokalit
Tab. ¢. HUSAR Svaty Jiri/citliva
sC df s’ F (hodnota
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctverch) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 107,9431 1| 107,9431 60,89470 0,000000
lokalita 11,2755 1| 11,2755 6,36094 0,002025
Chyba 35,4524 20 1,7726
AXIAL Svaty Jiri/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt ctverc) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 34,36626 1| 34,36626 108,7833 0,000000
lokalita 0,63569 1| 0,63569 2,0122 0,171433
Chyba 6,31830 20| 0,31591
HUSAR Trutnov/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt étverctll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 26,61715 1| 26,61715 78,54003 0,000000
lokalita 3,50618 1| 3,50618 10,34580 0,035401
Chyba 6,77798 20| 0,33890
AXIAL Trutnov/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercu) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 10,79160 1| 10,79160 130,9989 0,000000
lokalita 3,16810 1| 3,16810 38,4575 0,091200
Chyba 1,64759 20| 0,08238
HUSAR Vejvanov/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt étverctll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 382,8470 1| 382,8470 105,6190 0,000000
lokalita 157,1215 1| 157,1215 43,3464 0,000002
Chyba 72,4959 20 3,6248
AXIAL Vejvanov/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercu) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 59,45703 1| 59,45703 96,38341 0,000000
lokalita 7,00060 1| 7,00060 11,34840 0,013054
Chyba 12,33761 20| 0,61688
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Tab. €. 29: Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni — diference praméru

narlstu biomasy pfi pouZiti herbicidu Husar a Axial u vybranych lokalit

HUSAR Vitani/citliva

SC

2

df S F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt ctvercl) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 891,4456 1| 891,4456 96,53239 0,000000
lokalita 521,0000 1| 521,0000 56,41777 0,000000
Chyba 184,6936 20 9,2347
AXIAL Vitani/citliva
sC df s F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt Ctvercll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 143,2180 1| 143,2180 28,61100 0,000031
lokalita 47,6431 1| 47,6431 9,51778 0,015839
Chyba 100,1139 20 5,0057
) HUSAR Vodérady/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt étverctll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 891,4456 1| 891,4456 96,53239 0,000000
lokalita 521,0000 1| 521,0000 56,41777 0,000000
Chyba 184,6936 20 9,2347
AXIAL Vodérady/citliva
sC df s° F (hodnota p
(suma (stupné | (rozptyl) testového (pravdépodobnost)
efekt étverctll) volnosti) kritéria)
Abs. ¢len 143,2180 1| 143,2180 28,61100 0,000031
lokalita 47,6431 1| 47,6431 9,51778 0,015839
Chyba 100,1139 20 5,0057
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Obr. & 9: Uginnost herbicidni latky pinoxaden v koncentraci 1,6 uM 10 dni po

pfesazeni rostlin do agarového média

Obr. &. 10: Uginnost herbicidni latky iodosulfuron v koncentraci 6,4 uM 10 dni po

pfesazeni rostlin do agarového média
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Obr. €. 11: Pfevedeni fotografie na €ernobily obraz pro vypocet skuteéné plochy

rostlin

180 g
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20 ¢
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DYNIN

Obr. &. 12: Uginnost stupfiovanych davak herbicidu Glean WG mésic po oSetfeni u
biotypu Dynin
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Obr. &. 13: Uginnost stupfiovanych davak herbicidu pinoxaden mésic po o$etfeni u
biotypu Dynin
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Obr. &. 14: Uginnost doporudenych davek péti testovanych herbicid(i u biotypu Dynin
mésic po oSetfeni
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Obr. ¢. 15: Uginnost doporugenych davek péti testovanych herbicidii u citlivého
biotypu Svycarsko mésic po oSetfeni
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Obr. €. 16: NeoSetiena, rezistentni a citliva rostlina chundelky metlice z lokality
Vlastéjovice po aplikaci Oustu (300 g.ha™), 30 DAT

Obr. €. 17: NeoSetiena, rezistentni a citliva rostlina chundelky metlice z lokality Dynin
po aplikaci Oustu (300 g.ha), 30 DAT
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Obr. €.18: Vystup ze sekvenatoru - usek sekvence genu als, podtrzena oblast znaci

doménu A, ve které byla nalezena mutace
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