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1. Uvod

Kosmopolitni rozsifeni druhu Echinochloa crus-galli jakozto jednoho z nejvice agresivnich plevelu
nabyva v poslednich n¢kolika letech ¢im dal vice na vyznamnosti. Jedna se o tfeti nejskodlivéjsi plevel
na svéte, ktery je silnym konkurentem kulturnich plodin, ma vysokou schopnost adaptace na razné
podminky prostiedi, a navic je schopen masivni reprodukce. Mimo tyto vyhody ma jezatka kufi noha
schopnost dlouhodobého udrzeni semen v zivotaschopném stavu. Ackoliv neni znamo centrum jejiho
pavodu, piedpoklada se, Ze se rozsifila bud’ Evropy, nebo z vychodni & stiedni Asie. Na uzemi Ceské
republiky se vyskytuje jiz od ran¢ho neolitu, avSak zasadni Sifeni na naSem uzemi, je spjato
s pouzivanim triazinovych herbicidu v 60. letech 20. stoleti.

K regulaci jezatky kufi nohy je pouzivano znacné mnozstvi chemickych sloucenin, véetné
inhibitort acetyl-CoA karboxylazy. ACCasa je enzym, ktery hraje zasadni roli v biosyntéze mastnych
kyselin, jelikoz katalyzuje karboxylaci malonylu-CoA z acetylu-CoA. U vétSiny rostlin se vyskytuje
ACCasa ve dvou izoformach, homomerni a heteromemi. Celed’ lipnicovitych rostlin je v tomto ohledu
vyjimecna, ponévadZz se u ni nachazi pouze homomerni izoforma ACCasy v plastidech i cytosolu.
Z chemického hlediska jsou inhibitory ACCasy rozdéleny na fopy, dimy a deny, pfi¢emz vétSina
pripravki inhibuje ACCasu v chloroplastech.

Nadmémé a opakované uzivani herbicidG v ramci chemické regulace plevelu, vede
k problematickém jevu, ¢imz je rezistence. V pripad¢ jezatky kufi nohy jsou rezistentni populace
hlaseny prakticky celosvétoveé, a to k riznym herbicidnim skupinam. Obecné se rozliSuji dva typy
rezistence. Prvnim z nich je tzv. target-site rezistence, kdy dochazi ke zméné mista piisobeni herbicidu
v rostliné nebo zvySené genové expresi. Druhym typem je pak non-target-site rezistence neboli
rezistence metabolicka, podilejici se zejména na detoxikaci herbicidu na jeho netoxickou formu.
Poznatky ze zkoumani target-site mechanismua by mohly pfispét k lep§imu zmapovani situace ohledné

rezistence u jezatky kufi nohy v CR.



2. Cile prace

Teoreticka Cast:

1. Shromazdéni literarnich zdroja.

2. Vypracovani literarni reserSe na téma diplomové prace.
Prakticka cast:

1. Zalozeni sklenikového pokusu a testovani ucinnosti herbicidu ze skupiny inhibitori
acetylkoenzym A karboxylazy na rostliny jezatky kufi nohy.

2. Molekulami detekce mutaci podminujici rezistenci jezatky kufi nohy.

3. lzolace RNA, piepis do cDNA a nasledna analyza exprese genu souvisejicich se vznikem

rezistence u jezatky kufi nohy.



3. Literarni prehled
3.1 Charakteristika plevelnych rostlin

Existence plevelu saha az daleko do historie vyvoje lidstva a souvisi s pfechodem ¢lovéka na
zeméd€lsky zpuisob Zivota pred vice nez 10 000 lety (Zimdahl, 2007). V souvislosti s antropologickym
vnimanim plevelnych rostlin, se v priubchu let ménila také definice slova plevel. To ma za nasledek, ze
dnes prakticky neexistuje jediné vymezeni, na némz by se shodovali vSichni herbologové (Merfield,
2022). Napriklad autofi Jursik et al. (2018) oznacuji plevely vSechny rostliny, které rostou na urcitém
stanovisti proti vali clovéka. WSSA (Weed Science Society of America) (2023) definuje plevele jako:
,,Rostliny zpuisobujici ekonomické ztrdaty nebo ekologické Skody, zpiisobujici zdravotni problémy u lidi
Ci zvirat, nebo jsou nezadouct v misté svého riistu.* Oproti tomu definice EWRS (The European Weed
Research Society) z roku 2022 oznacuje plevele za: ,.Rostliny, které mohou mit pozitivni i negativni viiv
na ekonomické, estetické nebo environmentalni aspekty jakéhokoliv agroekosystému. Piihodnou
definici pouziva také Merfield (2022), ktery uvadi, Ze plevelem je rostlina ¢i spolecenstvi rostlin,
vyskytujici se v urCitém ¢ase na konkrétni lokalité, kde dochazi k ptsobeni zavaznych skod, a to bud’
ihned nebo v delsim cCasovém horizontu. Stanovisti, na kterych mohou plevele pusobit nejvEtsi
problémy, jsou zejména pole s kulturnimi plodinami, ale také trvalé travni porosty, okrasné vysadby,

sady ¢i vinice (Jursik ef al., 2018).

3.1.1 Klasifikace plevelu
Plevelné rostliny je mozno rozdélovat na zakladé mnoha kritérii. Cesti autofi odbornych publikaci
nejcastéji klasifikuji plevele dle jejich biologickych vlastnosti, zejména jejich Zivotniho cyklu (Jursik et
al., 2018). Existuje ale i mnoho dalSich zptisobu rozd€leni pleveli napf. na zaklad¢ rostlinného druhu,
morfologie ¢i stanovi§té (Zimdahl, 2007).

Rozdéleni pleveli dle Zivotniho cyklu
Klasifikace dle Zivotniho cyklu je v Ceské republice, ale i v jinych oblastech leZicich v mirném
klimatickém pasmu, akceptovana nejvice (Zimdahl, 2007; Strobach a Mikulka, 2021). Proto je v této
praci uvedeno alespon zakladni rozdéleni podle Jursika ez al. (2018).

Plevele jednoleté: Jedna se o rostliny, které jsou schopny dokoncit sviij zivotni cyklus béhem
jediné sezony, coz jim umoziuje jejich rychly rust. Zpravidla produkuji velké mnozstvi semen
a regulovatelné jsou snadng¢ji, nezli je tomu v pripad¢ plevela vytrvalych (Zimdahl, 2007; Jursik et al.,
2018). Jednoleté plevele lze dale rozdélovat podle doby vzchazeni na plevele ozimé, efemémi, Casné
jarni a pozdné jarni (Jursik et al. 2018; Strobach a Mikulka, 2020).

Plevele dvouleté az viceleté: Tyto rostliny tvofi v roce vzchazeni listovou razici, ale semena
nebo plody produkuji az v roce druhém. Poté bud’ odumiraji (dvouleté) nebo setrvavaji na stanovisti
(Zimdahl, 2007; Jursik et al., 2018). Problematické v jednoletych plodinach nebyvaji, negativné pusobi
ve viceletych picninach (Strobach a Mikulka, 2021).



Plevele vytrvalé: Do této skupiny jsou fazeny plevelné druhy, které se rozmnozuji predevsim
vegetativnd pomoci oddenkd, hlizek apod. (Jursik et al., 2018; Strobach a Mikulka, 2020). A& jsou
schopny i generativniho rozmnozovani, na orné pud¢ prevlada rozSifovani vegetativnim zptsobem. Tyto
plevele jsou povarovany za zdatné konkurenty téméf kterychkoliv kulturnich porostia (Strobach

a Mikulka, 2020).

3.2 Historie a soucasny stav plevelnych rostlin

Sifeni plevela na velké vzdalenosti bylo v minulosti, ale je i dnes, zpasobovano primamé ¢lovékem. Za
ohnisko, odkud se semena plevelu rozsSifovala dal do Evropy, je povazovana oblast ranych center
civilizaci v oblasti vychodniho Stfedomofi. Z Evropy byly plevele dale Sifeny do Severni Ameriky spolu
s migrujici populaci, coz je také divod, pro¢ se mnoho tam¢jSich dominantnich druhti nachazi taktéz
v Evropé (Zimdahl, 2007; Clements a Jones, 2021b). I na nasem tizemi bylo zemé&délstvi jiz od pocatku
spjato s problémy zaplevelovani policek, na nichz byly péstovany zemédélské plodiny (Strobach
a Mikulka, 2020). U mnoha jednoletych plevela existuje tzv. speirochorie, coz znamena, ze se plevele
podobaji morfologicky i ekologicky péstované plodin¢. Zejména drive, kdy se osivo necistilo nebo bylo
¢isténi osiva nekvalitni, se plevele Sifily spolecné se semeny péstované plodiny, a to proto, ze maji
velikostné a hmotnostné semena podobna (Stefanck, 2018). Plevele tak patfily mezi nejvice
problematické Cinitele, které od pradavna zptuisobovaly zna¢né ztraty na vynosech zemédélskych plodin
a k jejich hubeni bylo vynakladano velké usili (Strobach a Mikulka, 2020).

Uspésnost v rozsifovani plevelnych rostlin tkvi v jejich schopnosti kolonizovat bez problémi
nova tizemi. Casto jsou to druhy pionyrské, vykazujici znaénou adaptibilitu k ménicim se podminkam
prostredi (Clements a Jones, 2021a). Valna vétsina plevelt je tak schopna rychle reagovat na probihajici
klimatické zmény, zahrnujici napriklad nepfirozené vykyvy teplot, zmény vlhkostnich, povétrnostnich
a svételnych podminek, a také dostupnosti vody (Zimdahl, 2007; Clements & Jones, 2021b). Dalsim
faktorem, podnécujicim prechod rostlin na plevelny zptsob Zivota, je absence prirozeného antagonisty,
ktery by byl schopen plevele regulovat (Ellstrand et al., 2010). Taktéz samotna lidska ¢innost hraje
zasadni roli v uspéSnosti rozSifovani pleveli. Jedna se pfedevs§im o s dobou se ménici agrotechnicke
postupy (Strobach a Mikulka, 2020). Jako piiklad lze uvést zpracovani pudy, ¢isténi osiva pied setim,
termin vysadby zeméd¢€lské plodiny, rotaci plodin, zpusob zavlazovani, ruizné¢ moznosti hnojeni
a pouzivani rozliénych skupin herbicidi (selektivnich i totalnich) (Zimdahl, 2007; Stefanek, 2018;
Strobach a Mikulka, 2021).

Faktory pfirodniho razu neni ¢lovék schopen pfimo regulovat, coz vede k dlouhodobym zménam
diverzity u plevelnych a kulturnich spole&enstev (Strobach a Mikulka, 2021). V minulosti bylo druhové
spektrum plevela v péstovanych plodinach vzdy pomémé bohaté. Mnohdy se zde nachazelo
1 n¢kolik desitek plevelt, které byly schopny zdatn¢ konkurovat nejen péstované ploding, ale i sob¢
vzajemné. Plevelna spoleenstva tak byla diive o poznani stabilngjsi, nez je tomu dnes (Strobach

a Mikulka, 2020; Strobach & Mikulka, 2021). Diky vy$e zminénym klimatickym zmé&nam a lidskému



faktoru, n¢které historicky vyznamné druhy plevelt z poli zcela vymizely. Lze tak jmenovat napft.
plevele vyskytujici se ve Inu (kokotice hubilen, kolenec Inovy, silenka Inova), koukol polni, jilek
mamivy a mnoho dalsich (Stefanek, 2018). A&koliv §lo lidem od pradavna piedevsim k absolutnimu
vymyceni plevell, diky naruseni stability plevelnych spoleCenstev vznikaji nové problémy, s nimiz se
musi lidé potykat (Zimdahl, 2007). Zasadnim negativnim dopadem je Sifeni mnohem agresivnéjSich
a tézko regulovatelnych plevelti, coz je zpusobeno hlavné zménami péstebnich technologii

a opakovanym pouzivanim herbicidu (Stefanek, 2018; Strobach a Mikulka, 2020).

3.3 Interakce plevelu s plodinami

Kulturni plodiny a plevelné rostliny spolu koexistuji v ramci jednoho stanovisté, na némz se ob¢ skupiny
rostlin vyskytuji a vytvari tak spolecné agrofytocendzy (Navas, 2012; Jursik et al., 2018). Interakce mezi
obéma skupinami rostlin mohou byt jak negativni, tak i pozitivni. Zpravidla se vSak zduraziuji spise
skodlivé efekty plevelu na péstované plodiny, nebot’ nad pozitivnimi vlivy stale prevazuji (Navas, 2012;

Ekwealor et al., 2019).

3.3.1 Interakce antagonistické

Antagonistickou interakci se rozumi stav, kdy je jeden ze soucasné se vyskytujicich druhu rostlin
negativng ovlivnén druhem jinym. Casto se za $kodlivého &initele povazuji pravé druhy plevelné, které
maji vliv na celé agroekosystémy (Jursik et al., 2018; Scavo a Mauromicale, 2020). Za nejzasadnéjsi
skodlivé efekty plevelnych rostlin se povazuje kompetice, alelopatie a parazitismus (Ekwealor ef al.,
2019; Scavo a Mauromicale, 2020). Tyto hlavni tfi faktory podstatné ovliviiuji snizovani vynosu plodin
nebo jeho kvalitu (Navas, 2012; Ekwealor et. al, 2019).

Kompetice (konkurence): Timto terminem se rozumi sout¢zeni rostlin o zdroje, ¢imz byva
nejcastéji voda, ziviny, prostor nebo svétlo (Andrew et al., 2014; Scavo a Mauromicale, 2020).
Kompetice muze byt pro péstované plodiny zcela devastujici, vyskytne-li se v prostoru dostatecné
agresivni druh plevele, a nema-li péstovana plodina mechanismy, kterymi by dostate¢né plevelu
konkurovala (Ekwealor et al., 2019). Konkurence navic muze byt intraspecificka (vnitrodruhova), ale
1 interspecificka (mezidruhova). V obou pfipadech je to jev negativni, kdy vSechny zucastnéné strany
urcitym zpusobem stradaji (Andrew et al., 2014; Jursik et al., 2018).

Parazitismus: V pfipad¢ parazitismu se jedna o vztah mezi hostitelem a parazitem, ktery mu
odebira esencialni latky a vyuziva je ve svij prospéch (Scavo a Mauromicale, 2020). Typickym
prikladem parazita je rod kokotice (Cuscuta spp.), napadajici rizné druhy plodin. Velké ztraty na
jetelovinach zpusobuje kokotice jetelova, avsak nejvice rozsifenym druhem v Ceské republice je
kokotice evropska (Jursik et al., 2018; Strobach a Mikulka, 2020).

Alelopatie: Alelopatie je popisovana jako Skodlivy jev, kdy dochazi k vzajemnému ovlivnéni
plevelu a kulturnich porosti produkci tzv. alelopatik (alelochemikalii) (Scavo a Mauromicale, 2020).
Alelopatika jsou sekundarni metabolity, které jsou uvoliiovany do okoli riznymi zptisoby napt. formou

kofenovych exsudati, volatilizaci nebo nadzemnimi organy (Ekwealor et al., 2019; Scavo
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a Mauromicale, 2020). Prikladem plevelq, které maji potvrzenou schopnost alelopatie, jsou pyr plazivy
nebo pchac rolni (Jursik er al., 2018). Taktéz nékteré kulturni plodiny jsou vyznamnymi producenty
alelochemikalii, a tak brani kli¢eni plevelnych rostlin. Jedna se napf. o slunecnici, nékteré obilniny

(¢irok, ryze, pSenice), tabak nebo vojtésku (Scavo a Mauromicale, 2020).

3.3.2 Interakce synergické

Ackoliv je valna vétsina herbologickych vyzkumu vénovana antagonistickym interakcim, néktefi autofi
upozoruji i na kladné pusobeni plevelnych rostlin (Blaix et al., 2018). Jednim z hlavnich pozitivnich
efektu plevelu, je obohacovani pudy o ziviny. Nejcastéji jsou zminovany rostliny bobovité, majici
schopnost fixovat vzdusny dusik (Blaix er al., 2018; Scavo et al., 2020). Bézn¢ se vyskytujicimi
bobovitymi plevelnymi rostlinami na omé pud¢ jsou jetele, hrachory a vikve (Jursik et al., 2018).
V zemich Stfedomofti se osvédcilo péstovani nékterych druha jeteli jako krycich plodin v ovocnych
sadech, kde dopomahaji k obohacovani pudy o vzdusny dusik (Scavo et al., 2020). Plevelné rostliny
mohou fungovat i jako rostlinny pokryv, ktery zabranuje pudni erozi, vyplavovani dusiku a dalSich
prvku (Blaix et al., 2018; Jursik et al., 2018).

Dalsim vlivem, ktery plevelné rostliny vykazuji, je jejich ptisobeni na rizné skupiny hmyzu,
jenz je nedilnou soucasti kazdého agrockosystému (Blaix et al., 2018; Jursik et al., 2018). Plevele
poskytuji potravu opylovacim, predatorim a parazitoidim a zvysSuji tak jejich populace, coz spéje ke
snizovani abundance skudct v polnich porostech (Capinera, 2005; Blaix et al., 2018). Opylovaci maji
v piipad¢ pestrého zastoupeni plevelnych rostlin neustaly pfisun potravy a mohou tedy prezivat
v blizkosti agroekosystému. Timto zpusobem pak dopomahaji opylovat i kulturni hmyzosnubné plodiny
(Capinera, 2005; Jursik ef al., 2018).

V ramci agroekosystému je nezbytné zachovani biodiverzity, ktera je dnes, zejména
s péstovanim monokultur, negativné postizena. I kdyZz jsou plevele povaZzovany za rostliny primarné
Skodlivé, svym vyskytem zvySuji pestrost polnich porosti (Jursik ef al., 2018; Storkey a Neve, 2018).
Druhova variabilita plevelu tak znaci i vétsi stabilitu celého agroekosystému. Muze také dochazet ke
konkurenci mezi jednotlivymi plevely, coz zaroven zvyhodiuje péstovanou plodinu (Storkey a Neve,

2018).

3.4 Nechemicka regulace plevelnych rostlin

Regulace plevelnych rostlin v polnich plodinach je nezbytnou soucasti ochrany rostlin. Diky rdznym
technikam lze zamezit roz§ifovani plevelu, a tak i zna¢nym ztratam na vynosech (Zimdahl, 2007; Jursik
et al., 2018). V minulosti byly metody regulace pleveli vyhradn€ nechemické. Prvni anorganické
slouceniny byly pouzity az na konci 19. stoleti a ve 20. stoleti jiz byly vyvinuty prvni uc¢inné herbicidy
(Jabran a Chauhan, 2018). Lidstvo se pak mnoho let spoléhalo primarn¢ na chemickou kontrolu pleveld,
jakozto nejvice spolehlivou metodu. Zapomé vlivy herbicida nebyly ve velké mife zkoumany, av§ak
dnes je jich jiz mnoho objasnéno. Proto se do popredi dostavaji opét metody nechemické ochrany rostlin,

které¢ maji negativnimu pusobeni chemickych latek pfedchazet (Jabran a Chauhan, 2018; Pavlovi¢ et
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al., 2022). Nechemické metody ochrany rostlin zahmuji zejména agrotechnické postupy, zamezujici
roz§ifovani plevelt na nova stanovisté a likvidujici zdroje zapleveleni. Jsou zde fazeny ale i metody
mechanické, fyzikalni nebo biologické, v ochran€ rostlin bézné uplatinované (Jursik et al., 2018, Scavo
a Mauromicale, 2020). V ramci nechemickych metod se Casto zminuje tzv. integrovany management
plevelu (Integrated Weed Management), coz je soubor opatieni, ktery si klade za cil kombinovat
preventivni zasahy, monitoring a kontrolu polnich porostli, namisto pouhého vyuziti herbicidi ke
kompletni eradikaci plevela (Lamichhane et al., 2016; Scavo a Mauromicale, 2020). Cilem
integrovaného managementu plevelt je tedy regulace vyskytu pleveli pod hranici ekonomické
vyznamnosti, s vyuzitim ekologicky nezavadnych postupli a vyznamnym potla¢enim chemické kontroly
(Scavo a Mauromicale, 2020; Pavlovi¢ et al., 2022). N¢které dualezité nechemické pfistupy v ochrané
kulturnich plodin jsou uvedeny nize.

Kontrola semenné banky pleveli: Piadni semenna banka funguje jako rezervoar semen
plevelu, ¢imz se automaticky stava hlavnim zdrojem zapleveleni v dalSich sezonach, pripadné letech,
jsou-li semena dlouho dormantni (Scavo et al., 2019). Proto je zasadnim krokem sniZeni mnoZzstvi semen
plevelu, ktera se v pud€ nachazeji. K tomu lze vyuzit napt. pripravu faleSného setového lizka, na némz
se vytvofi vhodné podminky ke kliceni semen plevela a po vykliceni jsou plevele likvidovany (Pavlovi¢
et al., 2022). Scavo et al. (2019) navrhuji zahmuti plodin schopnych produkce alelopatik do osevniho
postupu, ¢imz by doslo k inhibici plevelnych semen pfimo v pad¢. Timto zpusobem by bylo mozno
plevele regulovaly ekologicky, bez zna¢nych dopadu na Zivotni prostiedi.

Rotace plodin: Stridani plodin je dlouhodobé¢ jednou z nejucinnéjsich preventivnich metod,
diky niZ se snizuje zapleveleni polnich porostl (Zimdahl, 2007; Lamichhane et al., 2016). Péstuji-li se
na polich opakovan¢ stejné druhy plodin, dochazi ke snizeni diverzity plevelnych spolecenstev.
Postupem casu se tak vygeneruji plevelné druhy, které dominuji nad ostatnimi plevely a s plodinami si
konkuruji o zdroje (Lamichhane et al., 2016; Jursik et al., 2018). Ackoliv je potvrzen pozitivni vliv
rotace plodin v ramci nechemické regulace plevelu, od klasickych osevnich postupti se upousti. Tento
fakt je zapri¢inén zejména trzni ekonomikou, kdy je vyvijen natlak na péstitele, kteti se soustfed’uji na
pestovani pouze n¢kolika malo druhi plodin (Lamichhane et al., 2016).

Mechanické a fyzikalni metody: Mechanickymi metodami se rozumi predev§im kultivaéni
zasahy a zpracovani pudy pred setim nebo béhem vegetace kulturni plodiny (Jursik et al., 2018; Pavlovi¢
et al., 2022). V minulosti byl mechanicky zptsob hubeni plevelu jedinou uplatiovanou technikou, kdy
se plevele ru¢né vytrhavaly. Tento zpusob plevelné regulace je dnes mozny prakticky jen na mensich
polickach, ale uplatiiuje se napf. i v ekologickém zemédélstvi (Jursik er al., 2018; Strobach a Mikulka,
2021). Mezi mechanické zpusoby regulace plevelu patii 1 strojové pleckovani nebo valeni, kdy se
plevele eliminuji az postemergentné¢ (Lamichhane er al., 2016; Scavo a Mauromicale, 2020).
Mechanické zpusoby regulace plevelit mohou byt kombinovany zaroven s technikami fyzikalnimi, které
jsou vsak vétSinou energeticky narocné (Jursik ef al., 2018). Rask a Kristoffersen (2007) uvad¢ji jako

nejvyznamngjsi fyzikalni moznosti regulace plevelu metody termické (vyuziti horaki, horké vody, pary
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atd.) a radiaci (UV zafeni, laserova radiace). Scavo a Mauromicale (2020) dopliiuji fyzikalni metody
o solarizaci pudy a mul¢ovani.

Biologické metody: Biologickou ochranou rostlin se mysli amyslné vyuziti zivych organismu,
které¢ svou piitomnosti reguluji mnozstvi pleveli (Lamichhane e al., Scavo a Mauromicale, 2020).
Cordeau et al. (2016) rozd¢lyji bioagens do nékolika skupin: makroorganismy (predatofi, parazitoidi,
nematoda), mikroorganismy (houby, bakterie, viry), pfirodni substance z rostlin ¢i zivocichu a chemicke
mediatory napf. feromony. I kdyZ je tento zptisob ochrany udrzitelny a Setrny k Zivotnimu prostredi,
nefunguje okamzité, jeho ucinnost se tedy projevi az za nékolik let (Jursik er al., 2018; Pavlovic et al.,

2022).

3.5 Herbicidni regulace pleveli

Herbicidy jsou chemické substance, které slouzi k regulaci plevela na raznych stanovistich. Svym
pusobenim narusuji fyziologické procesy v rostlinném téle, v disledku ¢ehoz rostlina chiadne a odumira
(Jursik et al., 2018). Jak jiz bylo zminéno, velka éra uzivani herbicidu v zemédg€lstvi nastala po roce
1945, kdy byla vynalezena kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, jakozto prvni synteticky herbicid (Reddy
a Nandula, 2012). Od tohoto roku bylo vyprodukovano nékolik dalSich syntetickych herbicidu, patficich
do raznych skupin dle pasobeni na rostlinny metabolismus a chemického slozeni (Reddy a Nandula,
2012; He et al., 2022). Cileny vyvoj herbicidu nastal v 50. letech 20. stoleti. Za prialomovy okamzik je
povazovano objeveni skupiny triazint (inhibitora fotosyntézy), a to zejména atrazinu (Kraehmer, 2012;
Kraehmer et al., 2014). V 60. letech 20. stoleti pak byly uvedeny na trh pripravky ze skupiny
chloracetamidu, ucinnych zejména na celed’ Poaceae (Krachmer, 2012). Od konce 70. let 20. stoleti se
vyzkum zaméfil na vyvoj novych chemickych slou¢enin s riznorodymi mechanismy ptisobeni (Mode
of Action, MoA) (Kraehmer, 2014; Jursik ez al., 2018). To se tykalo i vyvoje herbicidi ze skupiny
inhibitort ACCasy (acetylkoenzym A karboxylazy), které¢ byly formulovany jako postemergentni
selektivni pripravky, ureny pfedevsim k regulaci vytrvalych pleveli z ¢eledi lipnicovitych. Vyvinuty
byly i dalsi vyznamné herbicidy, a to zejména glufosinat, glyfosat a inhibitory ALS (acetolaktat syntaza)
(Kraehmer et al., 2014). Vyvoj dalSich herbicidu s novymi mechanismy pusobeni od 80. let 20. stoleti
vSak pomémé stagnuje (Kraehmer et al., 2014; He et al., 2022). Poslednimi vyznamnymi skupinami
herbicidi, kter¢ byly uvedeny na trh koncem 90. let 20. stoleti, jsou inhibitory 4-HPPD
(4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza) (Jursik et al., 2018).

3.5.1 Klasifikace herbicidu

Klasifikace herbicidu je mozna dle riznych hledisek. V praxi se ¢asto herbicidy rozd€luji na zaklad¢
selektivity na herbicidy totalni (neselektivni) a selektivni (vybérové) (Green, 2014). Pfi vyvoji novych
herbicidit bylo v minulosti stéZejni vybrat chemickou slouceninu, ktera by fungovala jako zdroj
selektivity, nehubila péstované plodiny, ale zarover ucinné eliminovala plevele (Carvalho et al., 2009;
Green, 2014). Selektivita herbicidu je zaloZena na schopnosti riznych druhu rostlin pfijimat herbicidy

odlisnymi zplsoby a s ruznou rychlosti. Zalezi ale také na metabolismu rostliny, pfipadné zdali je
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rostlina k herbicidu tolerantni (Carvalho et al., 2009). Kraechmer et al. (2021) rozd¢luji dale herbicidy
podle terminu jejich aplikace na preemergentni, postemergentni a poskliziiové. Preemergentni
herbicidy jsou vyznamné zejména v ochrané Sirokofadkovych plodin napf. kukufice, s6ji ¢i cukrové
titin¢. Aplikovany jsou na pudu jest¢ pred vzejitim plodiny. Proto jsou prijimany hlavné kofeny,
hypokotylem nebo koleoptile (v pfipad¢ trav) (Jursik ez al., 2018). Postemergentni herbicidy jsou oproti
tomu aplikovany az po vzejiti plodiny i plevell, a to zejména na listy, pfi¢emz tento zpusob regulace
plevelt je nejéastéjsi (Jursik et al., 2018; Kraehmer et al., 2021). Rozvod herbicidi v rostliné miiZe byt
dle zpusobu aplikace systémovy, kdy je pomoci vodivych pletiv rozvadén akropetalné nebo bazipetalné
v celé rostlin€. Existuji ale i herbicidy kontaktni, ptsobici lokalné pouze na urcitém misté, tzv. v misté
kontaktu (Zimdahl, 2007; Kraehmer et al., 2021). Translokace herbicidu v rostlin€ je pak mozna skrze
apoplast (mezibunéénymi prostory), symplast (pfes plasmodesmata sousednich bunék) nebo vodivymi
pletivy (xylémem a floémem). Pro maximalizaci ucinnosti se herbicidy ¢asto kombinuji, av§ak ani timto
zpusobem nemiuize byt zarucena regulace celého spektra plevelnych rostlin (Krachmer et al., 2021).
Ziejm¢ nejvice komplexni klasifikace herbicidu je podle jejich mechanismu a mista ptusobeni
(MoA). Vétsinou jsou herbicidni latky zacileny na inhibici jednoho ¢i vice enzymi, podilejicich se na
biosyntéze organickych slouc¢enin (Jursik er al., 2018). Celosvétové jsou uznavany dva klasifikacni
systémy, a to podle databaze HRAC (Herbicide Resistance Action Commitee) a WSSA (Weed Science
Society of America). Databaze HRAC byla diive rozdélena dle MoA do patnacti zakladnich skupin,
které¢ byly oznaceny pismeny A-P, zatimco databaze WSSA rozdélovala herbicidy podle MoA do
skupin oznaéenych ciselné. Aby doslo ke sjednoceni systému, byla vroce 2020 databaze HRAC
upravena, a proto jsou dnes jednotlivé skupiny herbicidi znaceny taktéz Ciselné (WSSA, 2021; HRAC,
2022). Pro prehled jsou jednotlivé skupiny herbicidu podle databaze HRAC uvedeny na Obrazku ¢. 1.

1 A Inhibitory ACCasy 19 P Inibitory transportu auxinu
2 B Inhibitory AL5 22 D Inhibitory PS |

inhibitory shiukovan 3 K2 In_lihi'l:nry n’rgari.zal:e
3 K1 mikrotubull i ctuln s

syntetické sux 24 M Rozrusovaie membran

& ad

4 0 4 " 27 F2 Inhibitory HPPD

Inhibitory fotosyntézy _ .
5 Ci.2 PS Il - Serin 264 28 Inhibitory dihydroorotst

nane dehydrogendzy

Inhibitory fotosyntézy Inhibitory syntézy bunéingé
B ] PS |1 - Histidin 215 29 L stény

Inhibitory EPSP syntizy K H Inhibitory thicesterdzy
3 G mastmych kyselin
10 H Inhibitory ghetamin syntetizy A Inhibitory serinthreonin-protein

fosfatary

12 Fi Inhibitory PDS 1 5 Infihftnrysnlamyl—dfnsfét
13 F4 Inhibitory BOXP syntazy ymEy
14 E inhibitory PPO 33 T Inhibitory HST
15 K3 Inhibitory VLCFAs 4 F3 Inhibitory hykopen cykdizy
18 | Inhibitery DHP ] ri Nezndmy Moa

Obrazek €. 1: Rozdé€leni herbicidu podle databaze HRAC (ptevzato a upraveno dle HRAC, 2022).
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3.5.2 Inhibitory acetyl-CoA karboxylazy (ACCasy)

Acetyl-CoA karboxylaza je enzym, ktery je tvofen tfemi odliSnymi funkénimi doménami: biotin
karboxylovym proteinovym nosicem (BCCP), biotin karboxylazou (BC) a acetyl-CoA
transkarboxylazou (CT), slozenou z podjednotek a a B (viz Obrazek ¢. 2) (Nikolau et al., 2003; Takano
etal.,2021).

acetyl-CoA transkarboxylaza (CT)
biotin karboxylaza (BC)

Obrazek €. 2: Prostorové zobrazeni rostlinné ACCasy (upraveno dle Takano et al., 2021).

ACCasa hraje krucialni roli v karboxylaci acetylu-CoA na malonyl-CoA, coz je reverzibilni reakce
odehravajici se ve dvou krocich. Pro uskute¢néni této reakce je nutna energic ATP, a také biotin, ktery
funguje jako kofaktor ACCasy (Délye, 2005; Tong, 2013). Pfitomnost malonylu-CoA je nutna
v plastidech pro de novo biosyntézu mastnych kyselin, ale i v cytosolu, kde se podili na prodluzovani
velmi dlouhych fetézci mastnych kyselin a tvorbé sekundarnich metabolitti jako jsou flavonoidy,
antokyany a suberiny (Nikolau ef al., 2003; Délye, 2005; Tong, 2013). U vétsSiny rostlin se vyskytuji
dv¢ strukturn€ odlisné izoformy ACCasy, a to homomermi a heteromerni (Nikolau ef al., 2003, Sasaki
a Nagano, 2004). Heteromerni izoforma ACCasy je vétSinou lokalizovana v plastidech, zatimco
homomerni izoforma ACCasy se nachazi v cytosolu (viz Obrazek ¢. 3). Vyjimkou je pravé celed’
Poaceae, u niz se nachazi homomemi izoforma ACCas v plastidech i v cytosolu (Sasaki a Nagano,

2004).
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ACCasa (heteromerniizoforma)

acetyl-CoA — — malonyl-CoA — — - mastné kyseliny
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CYTOSOL J

| Y 1 [ITITERE |

ACCasa (homomerniizoforma)

!

acetyl-CoA —» —» malonyl-CoA —— flavonoidy

\"\ T antokyany a suberiny
Y

mastné kyseliny s velmi

dlouhymi fetézci

Obrazek €. 3: Lokalizace izoforem ACCasy v rostlinné butice, vyjma Celedi Poaceae (upraveno dle Sasaki

a Nagano, 2004).

Pivod rostlinnych acetyl-CoA karboxylaz byl odvozen ze struktury jednotlivych podjednotek
a srovnanim sekvenci aminokyselin (Huang et al., 2002). Plastidova izoforma ACCasy u vétSiny
dvoudéloznych rostlin je kodovana ¢tyfmi riznymi geny, z nichz tfi jsou lokalizovany v jadie (BCCP,
BC a o-CT) a ¢tvrty v genomu chloroplastu (B-CT). Oproti tomu plastidova izoforma ACCasy
travovitych plevelu a nékterych dvoudéloznych rostlin, je kodovana Acc-1 jadernym genem, zatimco
Acc-2 jaderny gen koduje cytosolovou izofomu ACCasy (Huang et al., 2002; Délye, 2005).

Inhibitory ACCasy, tedy inhibitory biosyntézy lipidi, jsou chemické slouceniny, které jsou
vyznamnymi herbicidy zejména v regulaci travovitych plevela (Délye, 2005). Inhibitory ACCasy se
rozdéluji do tfi hlavnich skupin: aryloxy-fenoxypropionaty (fopy ¢i FOPs), cyklohexandiony (dimy ¢i
DIMs) a phenylpyrazoliny (deny ¢i DENs). Zatimco fopy a dimy byly uvedeny na trh uz pred 45 lety,
phenylpyrazoliny jsou znamé az od roku 2006, pficemz je do této skupiny fazen pouze pinoxaden
(Délye, 2005; Takano et al., 2021). Vétsina FOPs je formulovana jako estery (methyl, butyl, ethyl
apod.), coz poskytuje vétsi lipofilitu a zvySenou schopnost prochazet skrz membrany (Takano et al.,
2021). Fopy jsou po pfijmu rostlinou rozvadény cévnimi svazky po celé rostliné a pouzivaji se
k postemergentnimu hubeni travovitych plevela (Jursik ez al., 2010). Na zakladé molekularich dat bylo
prokazano, ze vazebnym mistem pro fopy, dimy a deny je pravé CT doména homomerni ACCasy, ¢imz

je blokovana karboxylace acetylu-CoA na malonyl-CoA (viz Obrazek €. 4) (Délye, 2005).
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PLASTID
Acetat Pyruvat

acs N,/ poc 18:2 - MGDG

Acetyl-CoA ATS

o | desaturasa
ACC inhibitory ” ACCasa 18:3 - MGDG
Malonyl-CoA '

l FAS

16:0 -ACP —— 18:0 - ACP ——— 18:1 - ACP

K

v
16:0 - CoA
18:0 - CoA

Malonyl — CoA Velmi dlouhé fetézce vosk,
mastnych kyselin —— suberin,

kutin
thiokarW
*®

ENDOPLASMATICKE RETIKULUM

Obrazek €. 4: Schéma biosyntézy mastnych kyselin, misto pisobeni inhibitori ACCasy a thiokarbamata
(ACS - Acetyl-CoA syntetaza, PDC - komplex enzymu pyruvat dehydrogenaz, FAS - syntdza mastnych kyselin,
ACP - proteinovy nosi¢ acylu, MGDG - monogalaktosyldiacyl glycerol) (upraveno dle Jursik ez al., 2010).

Priznaky poskozeni herbicidem se dostavuji relativné pomalu. Rostlina zakrsava a prestava tvofit nove
listy v diisledku ireverzibilniho poskozeni bunéénych membran (Jursik et al. 2010; Takano et al., 2021).
Prvnim viditelnym symptomem je Zloutnuti mladych listd, u kterych je vysoka koncentrace
meristémovych bun¢k. Mlad¢ listy nasledné nekrotizuji, coz se déje cca tyden po aplikaci herbicidu
(Jursik et al., 2018; Takano et al., 2021). U nékterych trav se muze vyskytovat antokyanové zbarveni
listd s naslednou nekrotizaci. Starsi listy mohou dlouhou dobu vypadat nezasazené, nicméné po delsi
dob¢ i tyto listy Zloutnou a usychaji (Jursik et al., 2010). Zda byla herbicidni aplikace celkoveé Géinna,
se projevi az po 2-3 tydnech, pficemz zaleZi na rustove fazi rostliny, a také na podminkach pocasi (Jursik

et al., 2010; Takano et al., 2021).

3.6 Definice a vyvoj herbicidni rezistence

Rezistence rostlin k herbicidum je popisovana jako ziskand schopnost pleveli prezit a dale se
reprodukovat i po jejich vystaveni urcité davee herbicidu, pfiniz by za normalnich okolnosti byly uc¢inné
regulovany (WSSA, 1998). Rezistentni plevelné rostliny se vyskytuji jak v geneticky upravenych
plodinach, u nichz je navozena odolnost k ur¢itému herbicidu, tak také v geneticky nemodifikovanych

polnich porostech (Vencill et al., 2012). Opakované uzivani konkrétniho herbicidu ¢i skupiny herbicida
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se shodnym MoA selektuje pouze ur€ité biotypy plevelt (Norsworthy et al., 2012). Rezistence prakticky
vznika ve chvili, kdy jsou v disledku dlouhodobého jednosmémeého selekéniho tlaku nachylni jedinci
vramci populace plevelii eliminovani, zatimco odolni jedinci jsou diky pfirozené vznikajicim
genetickym zménam zvyhodnéni, a tak jsou schopni pfezit a rozmnozit se. Probiha-li selekéni tlak
konstantng, dochazi ke zvyseni poctu rezistentnich populaci az do doby, kdy jizZ neni mozné tyto
populace zadnym zptisobem chemicky regulovat (Norsworthy et al., 2012; Vencill et al., 2012). Proto
je cilem v ramci integrovaného managementu plevelu (viz Kapitola 3.4) snizeni mnoZstvi pouZzivanych
herbicidi a vyuziti spiSe preventivnich zasahii a nechemickych metod ochrany rostlin (Scavo
a Mauromicale, 2020).

Prvni pfipady rezistentnich plevelu jsou datovany do roku 1957, kdy se vyskytla rezistence
v Kanad¢ u divoké mrkve k analogim auxinu (2,4-D). AvSak az do roku 1965 nebyly popsany zadné
dalsi ptipady (Norsworthy et al., 2012; Shaner, 2014). Rapidni narist vyskytu rezistentnich biotypu
plevelu pak nastal od roku 1968, kdy byl popsan rezistentni staréek obecny k simazintim a atrazinim
v USA (Shaner, 2014). Jelikoz byly v téch letech ve velké mife pouZivany triazinové herbicidy témér
po celém svéte, pribyvalo v dasledku toho 1 mnoho dalSich rezistentnich druhi plevelu napt. v Kanadg,
Australii, Izraeli na Novém Z¢landu a mnoha statech Evropy (Norsworthy et al., 2012, Kolafova et al.,
2023). Od konce 70. let minulého stoleti se vyzkum zaméfil na vyvoj dalSich typi herbicidii s novymi
mechanismy ucinku, coz se tykalo zejména piipravki na bazi inhibitori ALS a ACCasy (Kraehmer,
2014). V dusledku naristu pouzivani téchto pripravki, doslo také ke zvyseni popsanych rezistentnich
populaci. Od roku 1980 az do roku 1995 se vyskyt rezistentnich druhu pleveli k ALS a ACCase zvySil
tém¢r pétkrat (Shaner, 2014). V roce 1996 se v Severni a Jizni Americe zacaly poprve péstovat glyfosat
tolerantni odrudy plodin (kukufice, bavlnik, s6ja), jakozto soucast nového managementu v zeméedé€lstvi
(Shaner, 2014). Tento fakt se nicmén¢ opét projevil na vzniku rezistence u plevelnych rostlin, tentokrat
ke glyfosatu (Jursik ef al., 2018).

Obecn¢ vzato se rezistence Castéji projevuje u pleveld, které rostou v monokulturnich porostech
napf. kukufici, ryZi nebo pSenici. Odolné plevele jsou vSak bézné nachazeny i na jinych stanovistich
jako jsou vinice, sady nebo Skolky, tzv. v trvalych kulturach. Nemalo pfipadi bylo zachyceno i na
nezemédélskych lokalitdch napt. podél cest ¢i Zeleznic (Jursik et al., 2011; Jursik er al., 2018). Do
dnesniho data je potvrzen vyskyt rezistence u 268 druhu plevelu (154 druhti dvoudé€loznych a 114
jednodéloznych druhti). Nejvyssi procento rezistentnich druhu spada do ¢eledi Poaceae, nasledovanou
Celedi Asteraceae a Brassicaceae. Rezistence je vyvinuta k 165 riznym typum herbicidi a 21 skupinam
s odlisSnym MoA. Celosvétové je hlasena rezistence u 98 druhu plodin v 72 zemich, pfiCemz se
predpoklada, Zze se pocet rezistentnich populaci plevelu bude stale zvySovat (viz Obrazek €. 5)
(Heap, 2023). V Ceské republice bylo prozatim popsano 18 rezistentnich druha pleveld, z nichz 13 bylo
nalezeno na zemédélské pudé, a to predevsim v obilninach a sadech. Prvni hlasené ptipady rezistentnich
plevela byly jiz v 80. a 90. letech minulého stoleti, pficemz se jednalo zejména o plevele rezistentni

k triazinovym herbicidum (napf. rdesno blesnik, laskavec ohnuty, merlik bily aj.) (Jursik ez al., 2018;
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Heap, 2023). Kolarova et al. (2023) uvadi, Ze rezistentni plevelné druhy k inhibitorim fotosystému II,
se vyskytuji zpravidla v niz§ich nadmoftskych vyskach, predevs§im v fepnych polich (napf. laskavec
ohnuty, merlik bily, jezatka kufi noha, lilek cemy). Naopak rezistentni druhy k inhibitorim ACCasy
nebo ALS, nejsou vazany na konkrétni oblast ¢i region. Potvrzeny vyskyt rezistentnich populaci
k inhibitorim ALS je napf. u chundelky metlice ¢i svefepu jalového. Nové byl také popsan vyskyt

rezistentni populace hefmankovce nevonného (Heap, 2023, Suk et al., 2023).
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Obrazek €. 5: Globalni nartst rezistentnich pleveli k herbicidim s raiznym MoA v prub¢hu let (upraveno dle
Heap, 2023).

3.7 Mechanismus rezistence

Herbicidni rezistence je evolu¢nim procesem, ktery je ovliviiovan mnoha faktory. Zasadni je geneticka
podstata rezistence, coz zahrnuje pocet rezistentnich gend, jejich frekvenci, dominanci, dédi¢nost
a fitness rostliny ve vztahu k vyskytu rezistentnich gent. Podstatna je ale i biologie plevelného druhu
napt. vyskyt autogamie versus alogamie, mnozstvi produkovanych semen, Zivotnost semen v semenné
bance, dormanci a schopnost rozsifovani semen. Velkou roli hraje rovnéz typ pouzitého herbicidu, jeho
MoA, koncentrace, a také zpusob a termin jeho aplikace (Powles a Yu, 2010; Vencill ef al., 2012).
Vzhledem ke zminénym aspektiim je rezistence nejcastéji autory rozdélovana na target-site rezistenci
(zména mista pasobeni herbicidu v rostlin€) a non-target-site rezistenci (metabolicky zaloZzena

rezistence) (Powles a Yu, 2010).

3.7.1 Target-site rezistence (TSR)
Tento typ rezistence je zpravidla zptsoben mutaci genu, coz vede k zaméné aminokyselin v primarni
strukture cilového enzymu, kam se herbicid neni schopen posléze navazat (Powles a Yu, 2010; Délye et

al.,2013). TSR vsak miize byt zptisobena i zvySenou expresi genu, kdy dochazi k nadprodukei cilového
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enzymu, pfi¢emz herbicid neni schopen takovouto nadprodukei enzymu uéinné inhibovat. Zvysena
genova exprese muze plynout z regulacnich zmén ovliviiujicich rychlejsi transkripci, ale také z mozné
existence vice kopii genu, které koduji cilovy enzym, coz se opét odrazi na zvysené transkripci (Powles
a Yu, 2010; Gaines et al., 2020).

V pripadé¢ TSR se Casto jedna o bodové mutace, kdy dochazi k zaméné pouze jednoho
nukleotidu v tripletu. Tato substituce vSak nemusi automaticky znamenat rezistenci, jelikoz muize dojit
k tzv. tich¢ mutaci, pfi niz se neméni aminokyselina zafazovana do proteinového retézce. Mimo bodove
mutace muze byt rezistence zpusobena i deleci celého tripletu (Gaines et al., 2020). Target-site
rezistence byla potvrzena jiz u mnoha druhu plevel, pficemz se jedna o inhibitory deviti cilovych mist
pusobeni herbicidi. Konkrétné se jedna o skupiny inhibitora syntézy porfyrinu (PPO), ALS, ACCasy,
fotosystému II (D1 protein), EPSPS (5-enolpyruvylSikimat-3fosfat syntaza), fytoendesaturazy (PDS),
glutamin syntetazy (GS), inhibitorim stavby mikrotubulti a syntetickym auxinim (Murphy a Tranel,
2019). Nejvice zkoumanymi skupinami jsou stale inhibitory ACCasy, ALS a fotosystému II (Délye et
al.,2013; Bo et al.,2017). TSR je zaloZzena monogenné, tedy na jednom jaderném genu, jehoz alely jsou
zpravidla dominantni. Aktualni vyzkumy nicméné potvrzuji, ze dédicnost rezistence miize byt zaloZzena
uplnou dominanci alel, neuplnou dominanci a v nékterych pripadech i recesivné (Délye et al., 2013;
Mithila a Godar, 2013). Je-li rezistence u cizosprasnych druhiti podminéna recesivnimi alelami, trva delsi
dobu, nez se rezistence v populaci plevelu projevi. Pokud je vSak podminéna alelami dominantnimi, je
§ifeni rezistence mnohem rychlejsi (Mithila a Godar, 2013). Jelikoz je TSR zaloZena kvalitativné, nelze
plevele eliminovat ani pfi zvySeni davky nebo Castéjsi aplikaci herbicidu (Jursik ez al., 2018). V pripadé
herbicidt inhibujicich fotosystém I a II je rezistence kdédovana nejadernou DNA, ktera se nachazi
v chloroplastech matefské rostliny. To znamena, Ze se gen rezistence nepfenasi pylem, ale rezistentni

matefska rostlina produkuje vzdy rezistentni jedince (Mithila a Godar, 2013; Jursik et al., 2018).

3.7.2 Non-target-site rezistence (NTSR)

NTSR je povazovana za pomém¢é problematicky a komplexni mechanismus, na némz se podili velké
mnozstvi reakcei a o jeho genetickém zakladu neni pfili§ mnoho znamo (Délye, 2012). NTSR muze byt
zpusobena snizenym piijmem herbicidu, jeho pomalou translokaci v rostliné, ale také schopnosti
metabolizovat herbicid z toxické formy na netoxickou ¢i méné toxickou (Powles a Yu, 2010, Bo et al.,
2017). Ackoliv jsou informace o NTSR stale pomémé omezené, je potvrzeno, Ze pravé tento typ
rezistence muze zpusobit odolnost u mnoha travovitych pleveli, u kterych neni prokazana TSR. Podili
se také na rezistenci proti tfem hlavnim skupinam herbicidia (inhibitorim ACCasy, ALS a glyfosatu).
Nejnegativnéjsim dusledkem non-target-rezistence je sni souvisejici tvorba kiizové rezistence
(cross-rezistence), ale také nepredvidatelnost jejiho vzniku a nemoznost NTSR diagnostikovat jiz pred
aplikaci herbicidu (Délye, 2012; Lan et al., 2022). SniZeny pfijem herbicidu rostlinami neni povazovan
za nejobvyklejsi mechanismus NTSR, ackoliv byl u nékterych rostlinnych druhti prokazan.

Nedostacujici (zpomalena) translokace herbicidu v rostliné je zpiisobena ve chvili, kdy foliarné
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aplikované herbicidy zustavaji ve zdrojovych listech a nejsou transportovany do floému, skrz ktery by
se dostaly do meristémovych bun¢k. Také mohou byt herbicidy uloZzeny do mist, odkud je jejich ucinnost
vyloucena napft. do vakuol (Kaundun, 2014; Gaines et al., 2020). Sté¢Zejnim procesem v piipadé NTSR
je detoxikace herbicidu na mén¢ toxické formy pomoci zrychleného metabolismu rostliny. Proces
detoxikace l1ze shmout do tfi kroki, zahmujici souhru nékolika typl enzymii (Délye, 2012). V ramci
NTSR a detoxikace se povazuji za vyznamné cytochrom P450 monooxygenazy, které¢ se v prvni fazi
podili na oxidaci, redukci nebo hydrolyze herbicida (Yuan ef al., 2006; Powles a Yu, 2010). Cytochrom
P450 monooxygenazy jsou membranové proteiny lokalizované v endoplasmatickém retikulu, podilejici
se na biosyntéze mnoha esencialnich molekul jako jsou rostlinné hormony, steroly nebo sekundarni
metabolity (Powles a Yu, 2010; Gaines et al., 2020). Rezistence podminéna ¢innosti cytochrom P450
monooxygenaz je zasadnim problémem v ramci NTSR, jelikoZ jsou tyto enzymy schopny metabolizovat
sirokou §kalu herbicida s riznymi mechanismy taéinku (Bo et al., 2017). V druhé fazi detoxikacniho
procesu je zapojen enzym glutathion-S-transferaza (GST), katalyzujici konjugaci glutathionu s riznymi
substraty napt. molekulou herbicidu, ¢imz je tato molekula pfevedena na netoxickou formu (Yuan et al.,
2006; Gaines et al., 2020). Ve tretim kroku dochazi k transportu konjugovanych sloucenin do vakuol ¢i
mezibunéénych prostor, na ¢emz se podileji ve velké mife ABC prenasece. Nasledujici faze detoxikace

zahmuyji jiz Cisté procesy odbouravani molekul (Yuan et al., 2006; Powles a Yu, 2010, Bo et al., 2017).

3.7.3 Rezistence krizova (cross-rezistence) a mnohonasobna (multiple rezistence)

Dalsi dva typy obrany proti herbicidiim, které si mize rostlina vyvinout, je kfiZzova a mnohonasobna
rezistence. Oba tyto typy rezistence jsou povazovany za velky problém v ramci regulace plevelnych
rostlin (Powles a Yu, 2010; Délye et al., 2013).

K¥izova rezistence: Jedna se o rezistenci, kdy dochazi k vytvoreni odolnosti k vice skupinam
herbicidu. Tento typ rezistence je podminén jednim genem a jedinym mechanismem (Délye et al., 2013).
Cross-rezistence muze byt zpusobena jak zménou mista pusobeni herbicidu v rostliné (target-site
mechanismus), tak také na zaklad¢ zrychlenych metabolickych procesu nebo nedostacujici translokaci
herbicidu v rostliné (non-target-site mechanismus). V pfipadé target-site cross-rezistence dochazi
k vytvoreni odolnosti v ramci jednoho ¢i vice skupin herbicidii se shodnym MoA. Naopak non-target
site kfizova rezistence je komplikovanéjsi, jelikoz mohou byt rostliny odolné i vuci herbicidi s riznym
MoA (Beckie a Tardif, 2012; Jursik et al., 2018).

Mnohonasobna rezistence: Tato rezistence je povazovana za nejvice zavazny problém.
Narozdil od cross-rezistence je totiz mnohonasobna rezistence podminéna vice mechanismy (obycejné
vice nez dvéma), coz pak vede k odolnosti vici celym tfidam herbicidu (Beckie a Tardif, 2012). Mnoho
riznych mechanismu rezistence (target-site i non-target-site) se pak muaze akumulovat v ramci jedincu
az celych populaci plevelt, které pak neni mozno chemicky eliminovat (Powles a Yu, 2010). Typickym
prikladem plevele s mnohonasobnou rezistenci je jilek tuhy (rozsifen témér po celé Australii), ale take

psarka polni (zejména v zapadni Evrop¢) nebo rizné druhy rodu laskavec (Powles a Yu, 2010; Beckie
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a Tardif, 2012). V Ceské republice se mnohonasobna rezistence prokazala u chundelky metlice a bytelu

metlaté¢ho (Heap, 2023).

3.7.4 Rezistence k inhibitorum ACCasy

Inhibitory ACCasy jsou uzivatelsky Siroce roz§ifenymi herbicidy, uplatiujicimi se predevsim
v postemergentni regulaci travovitych plevela (Délye, 2005; Takano et al., 2021). Jako prvni byla
rezistence k inhibitorim ACCasy popsana u druhu Lolium rigidum v roce 1982. A od t¢ doby byla
potvrzena u dalSich 50 druht travovitych pleveli na celém svété (viz Obrazek €. 5), pfi¢emz zvlaste
problematicka je u rodi Alopecurus, Lolium a Avena (Kaundun, 2014; Lan et al., 2022). V Evrop¢ je
prozatim potvrzeno 15 rezistentnich druht travovitych plevelt: Alopecurus myosuroides, Apera
spica-venti, Avena fatua, Avena sterilis, Avena sterilis ssp. ludoviciana, Bromus sterilis, Digitaria
sanguinalis, Echinochloa crus-galli var. crus-galli, Lolium perenne, Lolium perenne ssp. multiflorum,
Lolium rigidum, Phalaris brachystachys, Phalaris paradoxa, Sorghum halapense a Zea mays ssp.
mexicana. V Ceské republice neni situace ohledng rezistence k inhibitoram ACCasy pfili§ zmapovana,
a proto zatim nejsou uvedeny v databazi zadné zaznamy, které by tento typ rezistence potvrzovaly.
Vyzkum v CR se zaméfuje piedevsim na rezistenci pleveli k inhibitoram ALS nebo fotosystému I
(Heap, 2023). Target-site rezistence je i v tomto pripad¢ nejcastéji spjata s mutacemi genu, coZ se
projevuje na zméng€ primarni struktury enzymu, na ktery jsou inhibitory ACCasy zacileny (Délye, 2005;
Takano et al., 2021). U jednod€loznych plevela se vyskytuje homomermni plastidova izoforma ACCasy
(viz Kapitola 3.5.2), ktera je cilem pasobeni tii skupin herbicidu (fopy, dimy, deny) (Powles a Yu, 2010).
Vétsina dvoudéloznych plevelt obsahuje naopak heteromerni plastidovou izofomu ACCasy, z ¢ehoz
vyplyva, ze jsou k herbicidim rostliny Casto tolerantni. Vyjimku tvofi pouze nékteré¢ druhy rostlin
z ¢eledi Geraniaceae a pouze malo druht rostlin z rodu Brassica a Arabidopsis, které rovnéz exprimuji
ve svych chloroplastech homomerni izoformu ACCasy (Powles a Yu, 2010; Takano et al., 2021).
V pripadé TSR bylo detekovano osm zasadnich bodovych mutaci, které pfimo souviseji s rezistenci:
Ile-1781-Leu, Trp-1999-Cys, Trp-2027-Cys, Ile-2041-Asn, Ile-2041-Val, Asp-2078-Gly, Cys-2088-
Arg, Gly-2096-Ala) (Kaundun, 2014; Murphy a Tranel, 2019; Gaines et al., 2020). U n¢kterych plevelu
je navic jiz prokazana i target-site cross-rezistence k riznym skupinam herbicidi. Chen ef al. (2017)
potvrdili kfizovou rezistenci u Alopecrurus japonicus ke tfem testovanym herbicidum, kazdému z jiné
chemické skupiny. Kfizova rezistence byla v tomto pfipadé¢ podminéna mutacemi na pozici
Ile-1781-Leu, Ile-2041-Asn, Asp-2078-Gly. Podobné vysledky byly publikovany jiz dfive autory
Yu et al. (2007a), kteti prokazali cross-rezistenci u Lolium rigidum proti n¢kolika druhtim herbicidua.
V tomto piipadé se vyskytovaly mutace na pozici 2078 a 2088. Uroveii rezistence nicménd nezalezi
pouze na detekci znamych mutaci, ale zasadnim faktorem je i1 frekvence vyskytu rezistentnich alel, vztah
mezi dominanci a recesivitou, rustova faze rostliny, koncentrace opakované pouzivané¢ho herbicidu
atermin jeho aplikace (Kaundun, 2014; Takano et al., 2021). Druhym mechanismem, ktery je také fazen

mezi TSR, je zvySena genova exprese, coz vede k nadprodukei cilového enzymu (ACCasy). Herbicid
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neni schopen inhibovat nadmémé mnozstvi enzymu, a proto vypadaji rezistentni jedinci vizualné zdrave
a neposkozeng. V ramci genové exprese hraje roli 1 pocet kopii cilového genu, které se na zvySené
genove expresi primo podileji (Iwakami ef al., 2012; Takano et al., 2021).

NTSR nabira n€kolik poslednich let na dileZitosti, a to zejména proto, Zze se po celém svéte
objevuji rezistentni rostliny, u nichz nebyla detekovana zadna ze znamych mutaci (Kaundun, 2014;
Jugulam a Shyam, 2019). Non-target-site rezistence byla jiz potvrzena u ruznych druhu travovitych
plevelu napt. u Echinochloa crus-galli (Huan et al., 2011), Alopecurus myosuroides (Délye et al., 2011),
Lolium multiflorum (Kaundun, 2010) nebo Alopecurus japonicus (Feng et al., 2016). Jedna se vSak
o velice komplexni mechanismus, na némz se podili zna¢né mnozstvi enzymii. NTSR muze fungovat
1 jako pfidruzena obranna reakce k TSR, a proto neni Casto jednoznacné, ktery z principii je skutecnym

puvodcem rezistence (Jugulam a Shyam, 2019; Takano et al., 2021; Gaines et al., 2020).

3.8 Jezatka kuri noha (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.)

Rod Echinochloa zahrnuje velké mnozstvi druha rozSifenych po celém svété, z nichZz znacna cast je
povazovana za plevelné rostliny. Nejzavazngjsi Skody pusobici druhy jezatek jsou Echinochloa colona,
E. oryzicola, E. oryzoides, E. muricata, E. phyllopogon a Echinochloa crus-galli (Bajwa et al., 2015).
Jezatka kuti noha je popisovana jako jeden z nejproblematictéjSich plevela soucasné doby, konkrétné je
oznadovana za tieti nejskodlivéjsi plevel svéta (Strobach a Mikulka, 2020; Royo-Esnal et al., 2022).

Taxonomie jezatky kufi nohy je uvedena v Tabulce ¢. 1 (Rojas-Sandoval a Acevedo-Rodriguez, 2014).

Tabulka €. 1: Taxonomie jezatky kuii nohy

RiSe Rostliny (Plantae)
Podiise Cévnaté (Tracheophyta)
Oddéleni Krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida Jednodélozné (Liliopsida)
Rad Lipnicotvaré (Poales)
Celed’ Lipnicovité (Poaceae)
Rod Jezatka (Echinochloa)
Druh Jezatka kufi noha (Echinochloa crus-galli)

3.8.1 Biologie a ekologie jezatky kuri nohy

Jezatka kuri noha je jednolety, pozdné jarni plevel. Preferuje vlh¢i humozni piady s vysokym obsahem
zivin, av$ak je to rostlina velice adaptibilni, a proto ji dnes muZzeme nalézt i na suchych stanovistich
chudych na ziviny. Navic snasi dobfe zaplavovani, coz vede k jejimu rozSifovani hlavné v ryZzovych
polich (Bajwa er al., 2015; Jursik et al., 2018; Strobach a Mikulka, 2020). Mista jejiho vyskytu jsou
variabilni. Mimo zaplevelovani poli s péstovanymi plodinami, bychom ji mohli najit na uhorech,

skladkach a rumistich, podél cest, Zzeleznic, v prikopech, biezich vodnich toki ¢i hnojistich (Martinkova
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et al., 2021; Strobach a Mikulka, 2021). A¢koliv je to druh teplomilny, jemuz vyhovuji spie nizinné
oblasti, jeho prizptisobivost mu umoziuje roz§ifeni i do chladnéjsich oblasti ¢i vyssich nadmofskych
vysek. Prikladem muze byt jeji potvrzeny vyskyt v Norsku (Bajwa et al., 2015; Royo-Esnal et al., 2022).
V idealnich podminkach tvofi jezatka kufi noha statné rostliny, které¢ snadno konkuruji péstovanym
plodinam. Je to plevel zna¢né agresivni, coz plyne pravé z jeji schopnosti se¢ adaptovat na rtzné
podminky. V Ceské republice zapleveluje zejména okopaniny (brambory), kukufici a zeleninu.
V porostech obilnin znesnadiiuje jejich sklizef, jelikoz je dlouho vegetacné aktivni (Martinkova et al.,
2021; Strobach a Mikulka, 2020). Jeji rozsifeni je ovliviiovano také pouZivanim statkovych hnojiv
(kejdy), kdy dojde ke sklizeni obilnin urcenych k silazi spole¢n¢ s obilkami jezatky. Sklizené obilky
prezivaji silazni procesy i nasledné travici procesy pii zkrmovani skotu, dokonce jsou schopny si udrzet
kligivost i pii uskladiiovani kejdy, ktera je nasledné vyuzita jako organické hnojivo (Strobach a Mikulka,
2020; Strobach a Mikulka, 2021).

Rostlina je nejcastéji zbarvena Sedozeleng, bézné 1 do fialova. Jeji vyska se dle Mikulky et al.
(2015) pohybuje mezi 30-100 cm, Jursik er al. (2018) uvadi, Ze maze dorustat az 1,5 metru. Je to trava
rostouci zpocatku poléhaveé, pozdéji vystoupave, ktera tvori 4-20 odnozi. Jeji kofenovy systém je
mohutny, kofeny jsou bohat¢ svazcité. Stébla jsou lysa, na kolénkach fidce chlupata. Mladg listy jsou
nejprve svinuté a hladké, starsi listy jsou pak lysé, s okraji drsnymi a na lici je ve stfedu listu viditelna
bila zilka. Jazycek ani ouska nejsou pfitomna. Jazy¢ek nahrazuji bilé chloupky rostouci v fadé (Bajwa
et al., 2015; Mikulka er al., 2015; Strobach a Mikulka, 2020). Nékolik lichoklasa vytvaii laty
(kvétenstvi), které jsou pfimé nebo previslé. Jednokvété klasky jsou zbarveny do hnédo-fialova nebo
zluto-zelena a maji tfi razné dlouhé Stétinaté plevy, kdy jedna z nich vybiha v osinu (Mikulka et al.,
2015; Jursik et al., 2018).

Metabolismus jezatky kufi nohy odpovida C4 rostlinam. Je tedy prizptisobena i kratsi
fotoperiod€ (9-13 hodin), coz ji poskytuje reprodukcni vyhodu nad nékterymi tuzemskymi rostlinami
(Bajwa et al., 2015; Royo-Esnal et al., 2022). Je to hexaploidni druh (2n = 54), rozmnozZujici se pouze
generativn€. 'V zavislosti na stanovisti, je jedna rostlina schopna vyprodukovat n¢kolik desitek az
n¢kolik tisic obilek, které pak na rostlin€ dozravaji, nikoliv v§ak vSechny soucasné (Bajwa et al., 2015;
Jursik et al., 2018). Obilky z rostliny snadno vypadavaji do okoli matetské rostliny, ¢imz se dostanou
do pudni semenné banky. Pro jejich tispé$né vzchazeni je nutna hloubka maximaln€ 12-16 cm, pfi¢emz
jsou schopny klicit pfi vysSich teplotach (idealné¢ 25-27 °C). V naSich podminkach bézné kliéi pri
teplotd 1015 °C (Mikulka ef al., 2015; Strobach a Mikulka, 2020). Problematickym jevem u jeZatky
kufi nohy je, ze jeji obilky jsou schopny upadat do dormance na rizné¢ dlouhou dobu (v extrémnich
pripadech az n¢kolik desitek let). V béznych podminkach si zachovavaji kli¢ivost 8—10 let (Mikulka et
al., 2015; Martinkova et al., 2021).
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3.8.2 Puvod a soucasné rozsireni jezatky kuri nohy

Piuvodni areal rozsifeni jezatky kufi nohy je nejasny. Zatimco néktefi autofi predpokladaji misto jejiho
puvodu v Evrop¢, jini autofi tvrdi, Zze pochazi z tropickych oblasti vychodni a stfedni Asie (Rojas-
Sandoval a Acevedo-Rodriguez, 2014; Bajwa et al., 2015). Stejn€ jako neni zndmo misto jejiho ptivodu,
je slozité urcit i dobu, ve kter¢ se zacala rozsifovat. Pfedpoklada se vSak, ze do Severni Ameriky byla
zavleéena v 1. polovin¢ 19. stoleti z Evropy (Rojas-Sandoval a Acevedo-Rodriguez, 2014). V soucasné
dob¢ je E. crus-galli roz§ifena od regiont zahrnujicich severni Evropu, az do subtropt a tropt, a to
kosmopolitné mezi 50 ° sevemni Sirky a 40 ° jizni Sitky. Zasahuje do oblasti Asie, Evropy, Ameriky,
Australie, avSak v Africe je jeji vyskyt prozatim vzacny (Rojas-Sandoval a Acevedo-Rodriguez, 2014;
Martinkova et al., 2021). Pokorna et al. (2018) ve sv¢ studii popisuji, Ze se jezatka kufi noha na nasem
uzemi vyskytovala jiz v raném az pozdnim neolitu, tj. 5600-4200 let pfed nasim letopoctem. Tento druh
rostl zejména na ¢asto naruSovanych pudach, bohatych na Ziviny. Mimo jezatku kufi nohu se v té dob¢
na uzemi Ceské republiky vyskytovala i rosicka lysa nebo bér zeleny, které maji stejny typ metabolismu.
V dnesni dobé je jezatka kufi noha i rosicka lysa invaznim plevelem, rozsifenym téméf po celé Ceské
republice (viz Obrazek ¢. 6). K nejvyznamnéjSimu Sifeni jezatky kufi nohy doslo na nasem tzemi
v 60. letech minulého stoleti v souvislosti s monokultumim péstovanim kukufice a pouzivanim

triazinovych herbicidi (Strobach a Mikulka, 2020).
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Obrizek &. 6: Rozsifeni jezatky kuii nohy v Ceské republice od roku 1949 az do soucasnosti (upraveno dle AOPK,
2023).
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3.8.3 Rezistence jezatky kuri nohy

Ackoliv je jezatka kufi noha plevelny druh, ktery se primamé vyskytuje v ryZovych polich, prvni ptipad
rezistentni populace byl detekovan jiz v roce 1981 v poli kukuficném na tizemi Kanady, pfi¢emz byla
potvrzena rezistence k atrazinu (inhibitor fotosystému II) (Heap, 2023). Dalsi dva piipady z roku 1982
a 1986 pak pochazeji z Evropskych zemich (Francie a Recka). V obou piipadech byla opét potvrzena
rezistence proti inhibitorim fotosyst¢ému II, kdy byly rezistentni populace diagnostikovany v poli
kukufiéném (Francie) a poli ryzovém (Recko). V 90. letech 20. stoleti piipadi rezistence piibyvalo po
celém svété. Jednalo se zejména o rezistenci k inhibitorim fotosystému 11, ale také syntetickym auxiniim
nebo inhibitorim biosyntézy mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem. VétSina pripadu byla
nalezena v ryZzovych polich, pripadné kukufici (Heap, 2023; Damalas a Koutroubas, 2023). Velky
rozmach vyskytu rezistentnich populaci jezatky nastal od roku 2000 a pokracuje az do soucasnosti.
Nejvice pribyva rezistentnich populaci k inhibitorim ALS a ACCasy, ale objevuji se i pfipady rezistence
k syntetickym auxiniim, EPSPS a fotosystému II, a to v ramci Evropy 1 jinych kontinentii (Heap, 2023;
Damalas a Koutroubas, 2023). Soucasné¢ rozsifeni E. crus-galli zaplevelujici kukufici a soju v Evropé
je zobrazeno na Obrazku ¢&. 7. V Ceské republice byla diagnostikovana rezistentni populace jezatky kuii
nohy v roce 1994 v kukufi¢ném poli, a to proti inhibitorim fotosystému II (atrazinu) (Heap, 2023).
Prirastek rezistentnich jedinct Echinochloa crus-galli k inhibitorim ACCasy neni v porovnani s jinymi
skupinami herbicidi prozatim tolik rapidni. Pfedpoklada se vsSak, Zze odolnych populaci tohoto druhu
bude pribyvat, jelikoz celkové nartista pocet rezistentli v ramci jinych travovitych pleveli z celedi

lipnicovitych (Shaner, 2014; Heap, 2023).
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Obrizek & 7: Stav rozsiteni E. crus-galli v polich kukufice a s6ji v Evropé (upraveno dle HRAC, 2021).
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4. Material a metody

4.1 Biologicky material

Obilky jezatky kufi nohy (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.) pochazejicich ze tfi polnich

lokalit Olomouckého kraje

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Chemikalie

Agardéza SERVA (Serva, Némecko)

Deoxynucleotide Mix (Roche, Svycarsko)

DNase/RNase free voda

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in water (Biotium, USA)
GoTaq® G2 DNA Polymerase (PROMEGA, USA)
HyperLadder 50bp (Meridiangiosciencer, USA)

PCR Nucleotide Mix (Roche, Svycarsko)

Primery (Generi Biotech, Ceska republika)

Propaquizafop (Sigma-Aldrich, USA)

RNA loading Dye (2X) (New England BioLabs® Inc., USA)
5x Colorless GoTaq Reaction Buffer (PROMEGA, USA)

5x DNA loading Dye (Meridiangiosciences, USA)
2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

Soupravy

DNase I Amplification Grade (Sigma-Aldrich, USA)
GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich, USA)
SensiFAST cDNA Synthesis Kit (Meridiangiosciences, USA)
SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Meridiangiosciencer, USA)
Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, USA)

Roztoky a jejich priprava

0,5M EDTA (pH 8): V 800 ml dH,O rozmichat 186,1 g N.EDTA-2H>0O, upravit pH na hodnotu
8.0 pfidanim NaOH (18-20 g), doplnit do 1000 ml destilovanou vodou, sterilizovat filtraci.
10x TBE pufr: 108 g Tris baze, 55 g kyseliny borité rozpustit v 800 ml dH>O, nasledné pridat
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8) a doplnit do 1000 ml dH-O, sterilizovat filtraci.

0,5x TBE pufr: 250 ml 10x TBE pufru doplnit do 5000 ml dHO.
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4.3 Pouzita zarizeni a pristroje

Analyticka vaha HR-120-EC (A&D Instruments, Novy Z¢land)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga 5415 D (Eppendorf, Némecko)

Digestoi (MERCI®, Ceska republika)

Digitalni pfedvazky (KERN, Némecko)

Dokumentacni systém (UVITEC Cambridge, Velka Britanie)

Elektroforeticky systém Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad, USA)
Elektroforeticky systém Owl™ EasyCast™ B1 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Mikrocentrifuga Micro Star 17 R (VWR, USA)

Mikrocentrifuga MiniStar silverline (VWR, USA)

Mikrovlnna trouba ETA 3020 (ETA, Ceska republika)

Real-Time PCR detekéni systém CFX Connect™ (Bio-Rad, USA)
Spektrofotometr NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Stripy (Bio-Rad, USA)

Termoblok Mixing block MB-102 (Bioer, Cina)

Termocyklér Vapo.Protect Mastercycler® Pro (Eppendorf, Némecko)

UV transiluminator UVT-20 M (Herolab, Némecko)

Zdroj stejnosmémecho napcti EPS-601 (Amersham Biosciences, Velka Britanie)

Zdroj stejnosmérmného napéti Minis 300 VP (Major Science, Taiwan)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Péstovani experimentalnich rostlin

Jako experimentalni rostlinny material v praktické casti této diplomové prace byly pouzity obilky

jezatky kufi nohy (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.), které¢ byly sbirany v roce 2021 na tfech

lokalitach Olomouckého kraje. V pripadé lokalit Olomouc 1 a Olomouc 2 se jednalo o pole s kukufici,

kde dochazi k opakovanym herbicidnim zasahum v regulaci pleveli. Lokalita Lou¢na nad Desnou méla

charakter mensiho policka s bramborami, na némz neni chemicka regulace vyuzivana (viz Tab. €. 2).

Tabulka ¢. 2: Lokality a soutadnice sbéru obilek Echinochloa crus-galli

Lokalita GPS Plodina
Olomouc 1 49°32'43.514"N, 17°16'47.928"E Kukufice
Olomouc 2 49°33'49.762"N, 17°16'3.356"E Kukufice

Loucna nad Desnou 50°4'0.137"N, 17°5'34.628"E Brambory
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Ve sklenikovych podminkach byly obilky vysety na Petriho misky vystlanymi buniéitou vatou a péti
vrstvami filtra¢niho papiru zvlhéeného destilovanou vodou. Kazd¢ Petriho misce byla pridélena jedna
z lokalit, kam se vyselo priblizné 50 obilek, které se nechaly klicit po dobu pfiblizné jednoho tydne pfi
sklenikovych podminkach. Nékteré dostatecné nakli¢ené obilky byly pifesazeny do plastovych
sadbovacu s hlinitym substratem a byly zde péstovany az do faze 2 listi. Nasledné bylo pfipraveno
celkem 74 plastovych kontejnerd, které byly naplnény hlinitym substratem (shodnym jako v predesle
fazi péstovani). Do téchto kontejnera pak byly rostliny pfesazeny. Dohromady bylo vybrano 23 rostlin
z lokality 1., 27 rostlin z lokality 2. a 24 rostlin z lokality 3. Rostliny byly vybirany na zakladé
vizualniho posouzeni. Napiiklad byly vylouceny takové, které uvadaly nebo byly poskozeny jinym
zpusobem. V ramci péstovanych rostlin z kazdé lokality, bylo urCeno vzdy 5 rostlin, na které nebyl
pozdé&ji aplikovan herbicid a slouzily tak jako rostliny kontrolni. Celkem tedy bylo z celkového poctu
74 rostlin, uréeno 15 kontrolnich rostlin (5 z kazdé lokality). K jednotlivym plastovym kontejneram
s rostlinami byl pfifazen Stitek, ktery byl oznacéen Cislem rostliny a ¢islem lokality napf. rostlina 1/1
(rostlina prvni, z lokality prvni). Uspofadani rostlin ve skleniku je zachyceno na Obrazku ¢. 8. Veskeré
rostliny byly po pfesazeni zality vodou, pficemz byly zalévany dle potieby kazdy tyden. Po celou dobu
byla teplota ve skleniku nastavena na 21 °C pfes den a 18 °C v noci. Rostlinam se svitilo v 12/12

intervalu.

A*‘ \‘(“.

Obrazek ¢. 8: Usporadani pokusnych rostlin ve skleniku. Na fotografii jsou zachyceny rostliny ve fazi 3—4 lista

tésné pred herbicidnim osetfenim. (Foto: Bc. Anna Ryskova, 2022).
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Po 35 dnech od vyseti byly rostliny jiz ve fazi 3—4 listi, coz je faze idealni pro aplikaci postemergentniho
herbicidu. Nejcitlivéjsi jsou jednoleté travy praveé od faze 3. listu az do faze prvniho odnozovani (BBCH
13-29). Pro ucely tohoto experimentu byl vybran herbicid fungujici jako inhibitor acetyl-CoA
karboxylazy, konkrétn¢ propaquizafop (Sigma-Aldrich, USA). Na kazdou rostlinu bylo pomoci
sklenéné pipety aplikovano vzdy 5 ml roztoku herbicidu o koncentraci 5 mg-1-!. Tak bylo dosazeno
literaturou doporuéené davky 100 g-ha '. Aplikace byla zamé&fena na stied rostliny a ¢aste¢né i listy. Po
aplikaci se herbicid nechal pusobit vice nez 2 tydny. Cilem tohoto kroku sklenikového experimentu bylo
zhodnoceni ucinnosti pouzitého herbicidu na rostliny jezatky kufi nohy a nasledné vytipovani
rezistentnich a senzitivnich jedincu, ktefi byli porovnavani s kontrolami. Nachylnost a odolnost byla

hodnocena kvalitativné zptisobem piezil (rezistent) ¢i nepiezil (senzitiv).

4.4.2 Odbér listu Echinochloa crus-galli pro nasledné laboratorni analyzy

Dalsi fazi, ktera byla provedena pfi sklenikovém pokusu, bylo odebirani listovych vzorku pro naslednou
extrakci RNA. Z kazd¢ rostliny byl odebran vzdy pfiblizn€ péticentimetrovy kousek listu, ktery byl
vlozen do mikrozkumavky popsan¢ shodnym zptisobem jako stitky. Jednotlivé vzorky byly umistovany
na led, a poté byly ulozeny do mrazaku s teplotou —80 °C. Prvni odbér listii probihal 24 hodin po aplikaci
pripravku, dalsi odbéry pak 48 hodin po aplikaci, 7 dni po aplikaci, 15 dni po aplikaci a koneény odbér
byl ucinén 16 dni po aplikaci herbicidu. V ramci posledniho odbérového ¢asu byly odebirany vzorky
pouze z rostlin kontrolnich a rezistentnich, jelikoz zbyvajici rostliny byly kompletné poskozeny. Jako
posledni krok sklenikového pokusu byly po dvou mésicich od zaloZeni experimentu odebrany obilky

z rostlin rezistentnich a kontrolnich, které byly uchovany v chladnicce.

4.4.3 I1zolace RNA

RNA byla izolovana pomoci soupravy Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, USA),
pricemz byl dodrzen postup stanoveny vyrobcem. RNA byla izolovana z listu, které¢ byly odebrany
v péti riznych ¢asech po aplikaci herbicidu (24 h, 48 h, 7 dni, 15 dni a 16 dni). Pro izolaci RNA z listi

se vyuziva protokolu B.
Postup podle vyrobce komercniho kitu byl nasledujici:

1. Dle izolovaného poctu vzorku byly do 2 ml mikrozkumavek vlozeny filtra¢ni kolonky a totéz
bylo provedeno v pfipad¢ vazebnych kolonek. Veskeré mikrozkumavky byly fadné popsany.

2. Vzorky byly homogenizovany v tfeci misce s tlouckem za pouziti tekut¢ho dusiku. K cca
100 mg (£ 10 %) rostlinného homogenatu se piidalo 500 ul predem pripraveného Lysis Solution
s pridavkem 2-merkaptoethanolu (na 1 ml Lysis Solution je potieba 10 ul 2-ME).

3. Vzorky byly vortexovany minimalné¢ 30 sekund, a poté se nechaly inkubovat 3-5 minut
v termobloku pfi 56 °C.

4. Po inkubaci se vzorky centrifugovaly pfi maximalni rychlosti (13 000 rpm) po dobu 3 minut.
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5. Vznikly supernatant byl pfepipetovan na filtracni kolonku a centrifugovan 1 minutu pii
maximalni rychlosti (13 000 rpm).

6. K filtratu bylo pridano 250 ul Binding Solution a smés se lehce promichala pipetovanim.

7. Smeés byla prepipetovana na vazebnou kolonku a centrifugovana po dobu 1 minuty pii
13 000 rpm. Piebytecny roztok, ktery protekl pies kolonku, byl vylit do odpadu.

8. Na vazebnou kolonku bylo pipetovano 500 ul Wash Solution 1, centrifugovano 1 minutu pfi
13 000 rpm a prebyteény roztok, ktery protekl pres kolonku, byl vylit do odpadu.

9. Na vazebnou kolonku bylo pipetovano 500 ul Wash Solution 2, centrifugovano 30 sekund pii
13 000 rpm, prebytecny roztok, ktery protekl ptes kolonku, byl vylit do odpadu. Tento krok se
jeste jednou zopakoval.

10. 2 ml mikrozkumavky s vazebnymi kolonkami bylo nutno centrifugovat na sucho po dobu
1 minuty pii 13 000 rpm.

11. Vazebné kolonky byly pfeneseny z puvodnich 2 ml mikrozkumavek do novych popsanych
2 ml mikrozkumavek. Nasledné bylo pipetovano 50 ul Elution Solution do stfedu vazebnych
kolonek. Mikrozkumavky se nechaly stat 1 minutu pfi pokojové teploté. Poté byly 1 minutu
centrifugovany pfi maximalni rychlosti (13 000 rpm).

12. RNA se nachazela v eluatu, ktery protekl pres kolonku a bylo mozno s ni ihned pracovat nebo
nechat eluat zamrazit pri —80 °C (pro dlouhodobéjsi uchovani) ¢i pii —20 °C (pro kratkodobe¢jsi
zamrazeni).

Pro kontrolu kvality vyizolované RNA byla vyuzita elektroforeticka separace v 1,5%
agarozovém gelu s pridavkem interkalaéniho barviva (GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in
water (Biotium, USA), které slouzi k navazani na nukleové kyseliny a jejich nasledné vizualizaci. Pred
nanesenim vzorkl byly vzdy smichany 3 pl RNA a 1 pl nanaseciho pufru s denaturacnimi vlastnostmi
(RNA loading Dye (2X) (New England BioLabs® Inc., USA). HyperLadder 50 bp (Meridiangiosciencee,
USA) s rozsahem 50-2000 bp, slouzil jako standard molekulové hmotnosti. Elektroforeticka separace
vzorkl probihala v 0,5x TBE pufru pfi napéti 100 V po dobu 35 minut.

U vSech vzorkii byla po izolaci rovnéz zméfena koncentrace RNA na spektrofotometru

NanoDrop 2000 a nasledn¢ byly vzorky uchovany pii —80 °C.

4.4.4 Osetireni RNA DNazou

Pomoci DNazy bylo nutno ze vzorkii odstranit nezadouci vysokomolekularni DNA, ktera byla
detekovana gelovou elektroforézou. V tomto pripadé byl pouzivan komercni kit DNase I Amplification
Grade (Sigma-Aldrich, USA), pficemz byl upraven postup doporucovan vyrobcem (viz Tabulka ¢. 3).
Nasledna inkubace vzorku pfi pokojové teploté probihala po dobu 5 minut, namisto 15 minut
doporucovanych vyrobcem. Po uplynulé dobé byl ke vzorkiim pridan 1 ul Stop Solution a nasledovala
inkubace vzork pfi 70 °C po dobu 5 minut, namisto doporu¢ovanych 10 minut. Vzorky byly po uplynuti

doby inkubace chlazeny na ledu.
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Tabulka ¢. 3: Doporucované a upraven¢ slozeni reakéni smési pro pouziti DNazy.

Reagencie Objemy dle vyrobce [ul] Upravené objemy [ul]
Vzorek RNA 8 9
10x Reaction Buffer 1 1
DNazal 1 0,5
Stop Solution 1 1

Po oSetfeni vzorkh DNazou nasledovala opét kontrola kvality RNA pomoci gelové
elektroforézy v 1,5% agarézovém gelu (podminky byly shodné jako v Kap. 4.4.3). Taktéz byla zméfena
koncentrace RNA pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000 a vzorky byly uloZeny do mrazaku pii

teploté —80 °C.

4.4.5 Reverzni transkripce
K pfepisu RNA do komplementarni DNA (¢cDNA) byl pouzit komer¢ni kit SensiFAST cDNA Synthesis
Kit (Meridiangiosciencew, USA), stim, ze bylo postupovano dle protokolu vyrobce. Podle
spektrofotometricky stanovenych koncentraci RNA jednotlivych vzorka, bylo nutné vypodist odebirané
objemy tak, aby byl obsah RNA v kazdé reakéni smési 1 png. Kazda reakce byla nadale slozena ze 4 ul
5x TransAmp pufru a 1 pl reverzni transkriptdzy. K doplnéni jednotlivych vzorkd na konecény
pozadovany objem 20 ul, byla pouzita DNase/RNase free voda. Piipravené vzorky byly vlozeny do
termocykléru, na némz byly nastaveny podminky pro prepis z RNA do cDNA (viz Tabulka ¢. 4).

K ovéreni kvality cDNA byla provedena elektroforeticka separace v 1,5% agarézovém gelu

(viz Kap. 4.4.3). Nasledn¢ byly vzorky uchovany pii —80 °C v mrazaku.

Tabulka €. 4: Podminky pro reverzni transkripci

Faze Teplota Cas [min]
Nasednuti primera 25°C 10
Reverzni transkripce 42 °C 15
Inaktivace RT 85 °C 5
Udrzovani 4°C 0

4.4.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR reakce byla vyuzita pro amplifikaci cDNA za pomoci specifickych primerti pfevzatych z literatury
(viz Tabulka ¢. 5). Pouzité primery byly nejprve fedény DNase/RNase free vodou na vyslednou
koncentraci 10 umol-l1"!. Nasledovala pfiprava reakéniho mixu v celkovém objemu 25 pl, jehoz
konkrétni sloZeni je uvedeno v Tabulce €. 6. Po probéhnuti PCR reakce bylo nutno optimalizovat teplotu
nasednuti primeru a fedéni cDNA, jelikoZ po provedeni gelové elektroforézy (se stejnymi podminkami
jako v Kap. 4.4.3) byly znatelné¢ dimery primera. cDNA byla fedéna v poméru 1:4 DNase/RNase free

vodou. Jiz optimalizované podminky PCR reakce jsou uvedeny v Tabulce ¢. 7. PCR reakce byla

27



provedena u vzorka urcenych k nasledné sekvenaci (14 vzorka rezistentu a 3 vzorky senzitiva), ale take
k ovéfeni funkénosti primert, s nimiz bylo pracovano v ramci kvantitativni RT-PCR. Primery ACcpl
a ACcplR byly navrZeny tak, aby byl amplifikovan tisek zahrnujici kodon 1781 souvisejici se vznikem
TSR. Stejn¢ tak primery ACcp4 a ACcp2R mély amplifikovat tiseky zahrnujici kodony 1999, 2027,
2041, 2078, 2088 a 2096 rovnéz souvisejici se vznikem rezistence. Primery QACCase F a R byly
navrzeny pro RT-qPCR a B-actin F a R byl pouzit v RT-qPCR jako referencni gen.

Tabulka €. 5: Primery pouzité pro PCR a RT-qPCR

Sledovany Primer Sekvence primerua Velikost Zdroj
gen (5-3) produktu
ACcpl F: CAACTCTGGTGCTIGGATIGGCA

551 bp Délye
a
ACcp4 F: CAGCITGATTCCCAIGAGCGITC Michel,
406 bp (2005)

ACcplR R: GAACATAICTGAGCCACCTIAATATATT

Acc-1 ACcp2R R: CCATGCAITCTTIGAGITCCTCTGA

QACCase | F: CAAGGGAAATGGTTGGGTGG

186 b
QACCase | R: CTCATGGGAATCAAGCTGGC P Fang et
- al.,
Echinochloa
F: GTGCTGTTCCAGCCATCGTTCAT (2020)
Actin crus-galli 171 bp
R: CTCCTTGCTCATACGGTCAGCAATA
B-actin
Tabulka €. 6: Piehled slozek pouzitych pro PCR reakci
Reagencie Objem [ul]
5x Colorless GoTaq Reaction Buffer s
(1x 1,5 mmol-I"" MgCl,)*
Forward primer (10 umol1™") 2
Reverse primer (10 pmol-1"") 2
DNase/RNase free voda 12,875
PCR Nucleotide Mix (10 mmol-1'!) 0,5
Templatova cDNA 2,5
GoTag® G2 DNA Polymerase (1,25 U/ul) 0,125
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Tabulka ¢. 7: Optimalizované podminky PCR reakce

Faze Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 94 2 min 1
Denaturace 94 15s
Nasednuti primera 56 15s 30
Elongace 72 30s
Finalni elongace 72 5 min 1
Udrzovani 4 o0 -

4.4.7 Purifikace produktia PCR a priprava vzorku na sekvenaci

K precisténi amplifikovanych PCR produktu byl pouzit komeréné dostupny GenElute™ PCR Clean-Up

Kit (Sigma-Aldrich) a byl dodrZen postup stanoveny vyrobcem.

Purifikace probihala v n€kolika po sobé¢ jdoucich krocich:

1.

Do 2 ml mikrozkumavky byla vlozena GenElute vazebna kolonka a do jejiho stfedu bylo
pipetovano 500 pl Column Preparation Solution. Nasledovala centrifugace pfi 13 000 rpm po
dobu 30 sekund. Eluat byl po centrifugaci odstranén.

Do mikrozkumavky s obsahem 25 ul PCR produktu bylo pipetovano 125 ul Binding Solution
(pétinasobek objemu PCR produktu) a oba roztoky byly lehce promichany pipetou. Nasledné
byl obsah mikrozkumavky pfenesen na vazebnou kolonku a byl centrifugovan pfi maximalni
rychlosti (13 000 rpm) 1 minutu. Eluat byl odstranén.

Na vazebnou kolonku bylo napipetovano 500 ul Wash Solution s naslednou centrifugaci pii
13 000 rpm po dobu 1 minuty. Eluat byl opét odstranén a vazebna kolonka byla vlozena zpét do
mikrozkumavky.

Mikrozkumavka s vazebnou kolonkou byla centrifugovana pfi 13 000 rpm po dobu 2 minut na
sucho, bez pridavku Wash Solution, aby doslo k odstranéni piebytecného ethanolu. Eluat
i s mikrozkumavkou byl odstranén.

Kolonka byla prenesena do nové 2 ml mikrozkumavky a do stfedu kolonky bylo pipetovano
50 ul Elution Solution, pfi¢emz nasledovala inkubace pii pokojové teploté¢ 1 minutu. Po uplynuti
doby inkubace byla mikrozkumavka centrifugovana 1 minutu pfi maximalni rychlosti.
Precistény PCR amplifikacni produkt se nachazel v eluatu, ktery mohl byt zmrazen pii

—20 °C nebo se s nim mohlo pracovat dale ihned.

Koncentrace purifikovanych vzorka byla zméfena na spektrofotometru Nanodrop2000.

Jednotlivé precisténé vzorky byly pipetovany do 96 jamkovych PCR desek, a to v poméru 5 ul

purifikovaného PCR produktu a 5 pl reverse primeru. Nachystané PCR desky byly odeslany na
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sekvenaci, kterou poskytla firma Macrogen (Amsterdam, Nizozemsko). Vysledné sekvence byly

zpracovavany v programu Geneious Prime 2023.1.2.

4.4.8 Kvantitativni RT-PCR (RT-qPCR)

Genova exprese Acc-1 genil byla analyzovana pomoci metody RT-qPCR, pfi¢emz byl pouzit komercni
kit SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Meridiangiosciencr). Pro relativni kvantifikaci byl autory Fang
et al. (2020) navrzen jeden par primeru na zakladé¢ vysoce konzervovanych oblasti geni Acc-1/
(viz Tabulka ¢. 5). Reakéni smés byla pfipravovana dle protokolu vyrobee (viz Tabulka ¢. 8). Na jeden
vzorek vyzadovala reakce smichani 4,4 ul DNase/RNase free vody a 10 pl 2x SensiFAST SYBR®™
No-ROX mixu. Vznikly roztok byl vortexovan a centrifugovan na stolni centrifuze. Premix byl posléze
napipetovan ve stejném objemu do dvou zkumavek, kam se pfidalo 0,8 ul forward primeru
(10 umol‘I'") a 0,8 ul reverse primeru (10 umol-1'!). Jako referenéni gen, jehoz mira exprese byla vyuzita
jako standard, byl vybran Echinochloa crus-galli B-actin (Fang et al., 2020) a jako negativni kontrola
DNase/RNase free voda.

Tabulka €. 8: Slozeni reak¢niho mixu

Reagencie Objem [ul]
2x SensiFAST SYBR ® No-ROX mix 10
Forward primer (10 pmol-1"") 0,8
Reverse primer (10 umol-17) 0,8
DNase/RNase free voda 4.4
Templatova cDNA 4

Nasledn¢ byla nachystana PCR desticka, do jejichz jamek byly vlozeny stripy. Do kazd¢é jamky bylo
pipetovano 16 ul premixu a 4 ul cDNA vzorkd. Do jamky s negativni kontrolou bylo pipetovano 16 ul
premixu a 4 ul DNase/RNase free vody. Vzorky bylo nutno pred zahajenim reakce fadné centrifugovat
na stolni centrifuze, a poté¢ byly vlozeny do Real-Time PCR cykléru. Jednotlivé analyzované vzorky
byly pfipraveny vzdy v duplikatu a méfeni probihalo ve 2 technickych opakovanich. Podminky, pfi
kterych reakce probihala, jsou uvedeny nize v Tab. ¢. 9. Relativni genova exprese byla mérena ve tiech
odbérovych ¢asech (24 hodin po aplikaci, 6 dni po aplikaci a 15 dni po aplikaci herbicidu). Druhy

a posledni odbérovy ¢as byl z divodu nekvalitné vyizolované RNA nebo malého poctu vzorku vyrazen.

Tabulka €. 9: Reakéni podminky RT-qPCR

Faze Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni dentaturace 95 2 min 1
Denaturace 95 S5s
Nasednuti primeru 56 10s 39
Elongace 72 20s
Analyza teploty tani 65> 95(0,5°C-s™h 35s 1
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Jelikoz se vramci RT-qPCR pouzivalo interkalacni barvivo SyberGreen, bylo nutno ovéfit, zda
nevznikaji nespecifické produkty nebo dimery primert. K tomuto zjisténi slouzila analyza kfivky tani
tzv. melting curve. Po skonceni RT-qPCR byly zaznamenany primarni hodnoty Ct (Cycle of treshold,
cyklus prahu) v programu CFX Manager 3.0 a k nasledné analyze zmén genové exprese byla zvolena
metoda 2-24¢t (Livak a Schmittgen, 2001). V ramci této metody byla srovnana relativni zmé&na genové
exprese ve vzorcich rezistentnich a senzitivnich rostlin (herbicidné osSetfenych) vuci kontrolnim

rostlinam (bez aplikace herbicidu).
Vzorce pouzité pro vypocet relativni kvantifikace:

o Normalizace Ct hodnot

o ACt (vzorek) = Ct (cilovy gen) — Ct (referencni gen)

e ACt (kalibrator) = Ct (cilovy gen) — Ct (referencni gen)
o Normalizace ACt testovaného genu k ACt kalibratoru

e AACt= ACt (vzorek) — ACt (kalibrator)
o Vypocet relativni kvantifikace (exprese)

e Relativni kvantifikace = 2-44¢t

Zmeény hladin relativni kvantifikace Acc-1 genu byly testovany pro jejich statistickou vyznamnost
v programu RStudio 1.4.1106 pomoci jednosmérného testu ANOVA a vysledné hodnoty byly
normalizovany Tukeyho porovnavacim testem (P < 0,05). Grafy byly vytvoreny v programu GraphPad
Prism 9.5.1 (733). Signifikantni zmény v genové expresi oSetfenych rostlin vii¢i kontrolnim rostlindm

jsou v grafech oznaceny symbolem hvézdicky.

31



5. Vysledky

5.1 Zhodnoceni rezistence a nachylnosti rostlin pri sklenikovém pokusu

Herbicidni poskozeni rostlin bylo hodnoceno vizualnim posouzenim pravidelné kazdy tyden 2x.
Srovnavany byly vzdy pfiznaky poskozeni u 59 testovanych rostlin oproti 15 kontrolnim rostlinam.
U senzitivnich rostlin byly symptomy znacn¢ variabilni. Prvni lehké ptiznaky poskozeni se zacaly
projevovat na listech rostlin jiz po dvou dnech od aplikace herbicidu. V tomto ptipad¢ se jednalo o lehce
chlorotické nepravidelné skvrny. Tyden po aplikaci propaquizafopu chlorotickych skvrn na starSich
listech pribyvalo. Chlorozy mély tvar bud’ nepravidelny nebo dochazelo k tvorbé prouzkovitosti. Mnoho
rostlin zcela prestalo riust a doslo k zastaveni tvorby novych listu. Nékteré starsi listy se zacaly kroutit
a usychat. 14 dni po osetfeni testovanych rostlin herbicidem, bylo jiz mozno fenotypové potvrdit, které
z rostlin jsou nachylné, a které naopak rezistentni. Senzitivni rostliny byly po 16 dnech pusobeni
herbicidu poskozeny natolik, Ze zcela prestaly rast, vyskytovalo se u nich antokyanové zbarveni, ¢etné
listové nekrozy s naslednou desikaci a mnoho z nich zcela odumitelo. Typické priklady poskozeni

senzitivnich rostlin je znazornéno na Obr. €. 9.

Obrazek €. 9: Typické ptiznaky poskozeni u senzitivnich rostlin 16 dni po aplikaci propaquizafopu (A — chlorézy

listii; B — antokyanizace; C — desikace a krouceni listli; D - zastaveni rastu) (Foto: Bc. A. Ryskova, 2022).
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Rezistentni jedinci naopak nevykazovali zadny z vySe popisovanych pfiznaku poskozeni. Nedochazelo
u nich k poskozeni listi, zastaveni ristu, ani vyskytu nekréz a usychani. V porovnani s rostlinami
kontrolnimi byly rostliny rezistentni t¢méf identické. Z celkového poctu 59 testovanych rostlin bylo na
rezistenci usouzeno u 14 z nich (24 %). Z prvni lokality prezili aplikaci herbicidu 4 jedinci, z druhé
lokality pouze 3 jedinci a z tieti lokality dokonce 7 jedinci. Uginnost herbicidu byla naopak potvrzena
u 45 rostlin z 59 testovanych (76 %), které byly oznaceny jako senzitivni. Priklad srovnani kontrolniho,

senzitivniho a rezistentniho jedince z prvni lokality je na Obrazku ¢. 10.

Obrazek ¢. 10: Srovnani kontrolni (vlevo), senzitivni (uprostfed) a rezistentni (vpravo) rostliny
E. crus-galli 16 dni od aplikace herbicidu. Na obrazku je vyfocen kontrolni jedinec oznacen 1/K2, senzitivni
jedinec 1/3 a rezistentni jedinec 1/18 z lokality prvni. Rostlina kontrolni a rezistentni jsou vizudln¢ téméft identické
(Foto: Bc. A. Ryskova, 2022).

5.2 Sekvenace Acc-1 genu

Komplementarni DNA (cDNA) byla ziskana pfepisem z RNA (viz Kap. 4.4.5). Pro detekci mutaci, které
mohou souviset s target-site rezistenci byla vyuZzita polymerazova fetézova reakce s primery uvedenymi
v Tabulce €. 5. Primery ACcpl a ACcplR, ACcp4 a ACcp2R byly navrZeny tak, aby byla amplifikovana
konkrétni oblast Acc-I gend, které koduji plastidovou izoformu ACCasy (nikoliv izoformu
cytosolovou). PCR reakce byla provedena vzdy u vSech 14 vzorku, jejichz cDNA byla ziskana
z rezistentnich jedinct a tii vzorkd, jejichz ¢cDNA byla ziskana z jedinct senzitivnich. Usp&snost
amplifikace cilovych fragmenti byla vzdy ovéfena gelovou elektroforézou. Ve vétSin€ pripadu se

podafilo ziskat kvalitni PCR produkt, ktery mohl byt vyuZit pro naslednou sekvenaci.
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Pro sekvenacni analyzu bylo vybrano 10-14 vzorka rezistentnich rostlin E. crus-galli a pro
porovnani tfi vzorky rostlin senzitivnich. Sekvenace byla provedena firmou Macrogen (Amsterdam,
Nizozemsko). Ziskané sekvence byly zpracovavany a editovany v programu Geneious Prime 2023.1.2.,
pricemz byly do tohoto programu vkladany ve formatu abl. Jednotlivé sekvence rezistentnich
a senzitivnich rostlin byly srovnany s referen¢ni sekvenci ziskanou z databaze GenBank (acession
number HQ395758.1). Tato sekvence publikovana autory Huan ez al. (2011) je kompletni sekvenci genu
Acc-1, kédujici plastidovou izoformu ACCasy u Echinochloa crus-galli.

Par primerd ACcpl a ACcplR byl navrzen tak, aby byla amplifikovana oblast gent Acc-1,
obsahujici kodon 1781, ktery pfimo souvisi se vznikem TSR. V tomto piipad¢ existuji pouze dvé mozné
substituce (A za T a A za C na pozici prvniho nukleotidu), které jsou zodpovédné za kddovani leucinu
namisto isoleucinu. Pomoci funkce ,Multiple Align* byly srovnany ziskané sekvence rezistentnich
a senzitivnich rostlin s referencni sekvenci (acession number HQ395758.1), pficemz nebyl deteckovan
zadny jednonukleotidovy polymorfismus, ktery by prokazoval target-site rezistenci. Pfiklad srovnani
jednotlivych sekvenci s referenéni sekvenci, je na Obr. ¢. 11. Na obrazku ¢. 12 je poté srovnani

proteinovych sekvenci testovanych rostlin s referenéni sekvenci.
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Obrazek €. 11: Srovnani sekvenci cDNA genu Acc-1 jezatky kuii nohy pomoci funkce ,,Multiple Align™
v programu Geneious Prime 2023.1.2. R — vzorky rezistentnich rostlin (1/18, 3/16, 2/2, 3/18, 2/21, 3/19, 2/22),
S — vzorky senzitivnich rostlin (1/3, 2/6). Sekvence HQ395758.1 slouzila jako referen¢ni sekvence. éervenym
rdmeckem je oznacen triplet aminokyseliny isoleucin 1781 (ATT), jehoz substituce za leucin souvisi s rezistenci.

Sekvence rezistentnich a senzitivnich rostlin jsou totozné a jednonukleotidovy polymorfismus nebyl prokazan.
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1] a0 EII:I 100

HE RAYEETFTLTFVTGRTVGIGAYLARLG ITECIQRLDD HOI85758.1
Hi EAYEETFTLTFV IGRTVEIGAYLARLGIRCIZRLDD R32
Hi FEAYEETFTLTEFVTGRTVGIGAY LARLGTRCTIQRL DO 5315
Hiz FEAYEETFTLTEFVTGRTVEIGAY LARLGTIRCIORLDD R1/E
Hi= FEAYEETFTLTFVTGRTVEIGAY LARLGIRCIORLDO. R3fe
Hi= EAYEETFTLTEFVTGRTVEIGAY LARLGLRCIQRLDD R1/14
H= FAYEETFTLTEV IGRTIVGIGAY LARLGIRCIQRLDO RI?
H= FAYEETFTLTEV IGRTIVEGIGAYLARLGIRCIQRLDD RL18
H= PAYEETFTLTFV TGRTVGIGAYLARLGIRCIQRLDQ R3/16
Hi PAYEETFTLTFVTGRTVGIGAYLARLGIRCIQRLDO R22
Hi PAYEETFTLTEFVTGRTVGIGAYLARLGTIRCTIQRLDD R318
Hiz FAYEETFTLTEVTGRTVEIGAYLARLGTIRCIQRLDD R
Hi= PAYEETFTLTEVIGRTVGICAY LARLSIRCIORLDO. R3f19
Hi= EAYEETFTLTFVIGRTVGIGAY LARLGTIRCIQRLDO. RZ22
H= EAYEETFTLTEFVIGRTVGIGAY LARLGTIRCIQRLDO. 51/3
H= EAYEETFTLTEFVIGRTVGIGAYLARLGTIRCTIQRLDO. s/

Obrazek ¢. 12: Srovnani proteinovych sekvenci testovanych vzorkil s referencni sekvenci (HQ395758.1).
Sekvence byly vytvoieny pomoci funkce . Translate® v programu Geneious Prime 2023.1.2. R — vzorky
rezistentnich rostlin (3/2, 1/8, 3/6, 1/14, 3/7, 1/18, 3/16, 2/2, 3/18, 2/21, 3/19, 2/22), S — vzorky senzitivnich rostlin
(1/3, 2/6, 3/15). Cervenym rameckem je oznadena aminokyselina isoleucin (I), jejiZz zaména za leucin vede

k rezistenci. Ani v jedné sekvenci nebyla tato zména zachycena.

Primery ACcp4 a ACcp2R byly navrzeny tak, aby byla amplifikovana oblast geni Acc-1, obsahujici
kodony 1999, 2027, 2041, 2078, 2088 a 2096, jejichz polymorfismus souvisi se vznikem TSR. Na rozdil
od predeslého pripadu vSak bylo s referencni sekvenci (acession number HQ395758.1) porovnavano
pouze 10 vybranych rezistentl a 3 senzitivni vzorky, jelikoz u nékterych z rezistentnich vzorka byly
elektroforeticky detekovany po provedeni PCR nespecifické bandy, a proto byly tyto PCR produkty
vyfazeny a k sekvenaci nebyly odeslany. Po provedeni alignmentu nebyly v sekvencich stejné jako
v predeslém piipadé zaznamenany zadné ze zasadnich mutaci, které by souvisely se vznikem rezistence
k inhibitorim ACCasy u rostlin E. crus-galli. Detekovany byly pouze mutace, které vSak neméni

kédovanou aminokyselinu a nemaji tak podstatny vyznam (viz Obr. €. 13, 14 a 15).
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Obrazek €. 13: Srovnani sekvenci cDNA genu Acc-I jezatky kuii nohy pomoci funkce ,Multiple Align™
v programu Geneious Prime 2023.1.2. R — vzorky rezistentnich rostlin (1/8, 1/18, 2/21, 2/22, 3/6, 3/7, 3/19),
S — vzorky senzitivnich rostlin (1/3, 2/6, 3/15). Sekvence HQ395758.1 slouzila jako referen¢ni sekvence.
Cervenym ramedkem je oznaden triplet aminokyseliny isoleucin 2041 (ATT), jehoZ substituce za asparagin nebo
valin souvisi s rezistenci. Fialovymi rdmecky jsou zvyraznény kodony, u kterych doslo k jednonukleotidové
zdmeén¢ na tieti pozici v tripletu. Ani jedna z t¢chto mutaci vSak neni vyznamna, protoze neméni kédovanou
aminokyselinu. Zdména AAT za AAC v obou pfipadech kéduje asparagin, kodony TAT i TAC kéduji tyrosin

a zam¢na CAA za CAG taktéz neméni kédovanou aminokyselinou, kterou je glutamin.
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Obrazek €. 14: Srovnani sekvenci cDNA genu Acc-1 jezatky kuti nohy pomoci funkce ,,Multiple Align™
v programu Geneious Prime 2023.1.2. R — vzorky rezistentnich rostlin (1/8, 1/18, 2/21, 2/22, 3/6, 3/7, 3/19),
S —vzorky senzitivnich rostlin (1/3, 2/6, 3/15). Sekvence HQ395758.1 slouzila jako referen¢ni sekvence. Modrym
rameckem je oznacen triplet kyseliny asparagové 2078 (GAC), jejiz substituce za glycin vede k rezistenci. Ani

v jednom piipadé k této zdmén¢ nedoslo.
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ADLFEGILOAGSQIYENLETYNOIAFVYI MAGELEGGAWVVVDEIEINJDEIECYAE HO395758.1
ADLFEGILOAGCSQIWENLETYNOPAF VY IPMAGELEGAWVVVDIEINQDETECYAE 51/3
ADLFEGILOAS-QIQWENLET YO AR VY IPMAGELREGAWVVVDSEINJDRTIECYAE RS
ADLFEGILOAGCSRIYENLETYNOFAF VY I P MAGELEGCAWVVVDEEINJDEIECYAE s2/6
ADLFEGILOASCSQIYENLET YO PAF VY IPMAGELEGAWVVVDIEINEDRTIECYAE R1f18
ADLFESILOAGSRIYENLETYNOPAF VY IPMAGELEGEAWVVVDSEINDPIECYAE 5315
ADLFEGILOAGSRIYENLETYNOPAF VY IPMAGELEGEAWVVVDEKINTQDEIECYAE R2ZL
ADLFEGILOAGSQIWENLET YO AR VY IFPMAGELREGGAWVVVDSKINJDEIECYAE R2/22
ADLFEGILOAGSRIYENLETYNOFAF VI P MAGELEGFAWVVVDIEKIINTDEIECYAE R3f6
ADLFEGILCAC-QIWENLET YO AR VY I P MAGELREGAWVVVDIEINNQDRTECYAE R37
IDLFEGILOAGSRIYENLET YO r AR W IFMAGELEGGAWVVVDSEINJDYIECYAE R3S

Obrazek ¢. 15: Srovnani proteinovych sekvenci testovanych vzorki s referencni sekvenci (HQ395758.1).
Sekvence byly vytvofeny pomoci funkce . Translate™ v programu Geneious Prime 2023.1.2. R — vzorky
rezistentnich rostlin (1/8, 1/18, 2/21, 2/22, 3/6,3/7, 3/19), S —vzorky senzitivnich rostlin (1/3, 2/6, 3/15). Cewenym
rameckem je oznaCena aminokyselina isoleucin 2041 (I), jehoz zdména za valin nebo asparagin vede k rezistenci.
Modrym rameckem je oz oznacCena kyselina asparagova 2078 (D), jejiz zaména za glycin taktéz mize vést

k rezistenci. Ani v jednom piipad¢ nebyly zasadni substituce detekovany.
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5.3 Analyza genové exprese

Pomoci metody RT-qPCR byly vyhodnocovany zmény v expresi Acc-1 genu, jejichz zvySena
exprese souvisi s obrannou reakci rostlin na herbicidy a je fazena mezi tzv. target-site rezistenci. Pro
tuto metodu byla pouzita cDNA, ktera byla ziskana prepisem z RNA (viz Kap. 4.4.5). Hodnoceny byly
pomoci RT-qPCR 3 vybrané odbérové Casy, a to 24 hodin po aplikaci herbicidu, 7 dni po aplikaci a 15
dni po aplikaci. Primery, které¢ byly vyuzity v ramci kvantitativni RT-PCR byly navrzeny tak, aby byla
hodnocena celkova uroven exprese Acc-1 genu. Relativni zmény v genové expresi nebyly tedy méteny
zvlast pro jednotlivé kopie Acc-1 genu. Exprese Accl-genu byla vztazena k referenénimu genu, kterym
byl Echinochloa crus-galli B-actin. Porovnavany byly vzdy hladiny genové exprese dvou skupin

osetrenych rostlin (rezistentnich a senzitivnich) vici rostlinam neosetfenym (kontrolnim).

5.3.1 Exprese Acc-1 genu po 24 hodinach od aplikace herbicidu
V pfipad¢ rezistentnich rostlin E. crus-galli doslo po 24 hodinach od aplikace inhibitoru ACCasy
k signifikantnimu nardstu exprese (p-value = 0,0142). Oproti kontrolnim rostlinam byl nartist exprese
0 94,59 %. U skupiny senzitivnich rostlin byl narast exprese 1,39x vyssi nezli u herbicidné neosetrené
varianty. ZvySeni exprese u skupiny senzitivnich rostlin nicméné bylo po statistickém otestovani

nesignifikantni (Obr. ¢. 16).
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Obrazek ¢. 16: Zména genové exprese Acc-1 genu u dvou herbicidné osetienych a jedné neosetiené skupiny
rostlin po 24 hodinich od aplikace inhibitoru ACCasy. K — kontrolni skupina rostlin herbicidn€ oSetfend,
S — senzitivni skupina rostlin herbicidn¢ osetfend, R — rezistentni skupina rostlin herbicidné neosetfend. Data byla
normalizovana referen¢nim genem E. crus-galli B-actin. Jednotlivé sloupce znazoriuji pruméry ze dvou

biologickych a dvou technickych opakovani. Chybové iseCky zndzoriuji smérodatné odchylky.
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5.3.2 Exprese Acc-1 genu po 7 dnech od aplikace herbicidu

Béhem méreni zmén relativni genové exprese Acc-1 gena po sedmi dnech od aplikace propaquizafopu,
byl prokazan narast genové exprese u rezistentni varianty rostlin 1,3x oproti skuping kontrolni, kde byla
uroven genové exprese 1,1. Naopak byl zaznamenan pokles exprese u varianty senzitivnich rostlin, kde

doslo k poklesu o 3 % oproti herbicidné neosetfené varianté (Obr. ¢. 17).
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Obrazek ¢. 17: Zména genové exprese Acc-1 genu u dvou herbicidné osetienych a jedné neosetiené skupiny
rostlin po 7 dnech od aplikace inhibitoru ACCasy. K — kontrolni skupina rostlin herbicidn€¢ neoSetiena,
S — senzitivni skupina rostlin herbicidn¢ oSetfend, R — rezistentni skupina rostlin herbicidné osetfend. Data byla
normalizovana referen¢nim genem E. crus-galli B-actin. Jednotlivé sloupce znazoriuji pruméry ze dvou

biologickych a dvou technickych opakovani. Chybové iseCky zndzoriuji smérodatné odchylky.
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5.3.3 Exprese Acc-1 genu po 15 dnech od aplikace herbicidu
Po patnacti dnech pasobeni propaquizafopu byl pfi méfeni genove exprese u rezistentni skupiny rostlin
pii srovnani se skupinou kontrolni zaznamenan pokles o 29,72 %. Naopak senzitivni skupina rostlin
vykazovala tém¢r totoznou uroven genové exprese jako neosetfena varianta rostlin. Hodnota genoveé

exprese u kontrolni skupiny rostlin byla 1,084 a u senzitivni skupiny rostlin 1,082 (Obr. ¢. 18).
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Obrazek ¢. 18: Zmeéna genové exprese Acc-1 genu u dvou herbicidné oSetienych a jedné neosetiené skupiny
rostlin po 15 dnech od aplikace inhibitoru ACCasy. K — kontrolni skupina rostlin herbicidné neoSetiena,
S — senzitivni skupina rostlin herbicidn¢ oSetfend, R — rezistentni skupina rostlin herbicidné oSetfend. Data byla
normalizovana referen¢nim genem E. crus-galli B-actin. Jednotlivé sloupce znazoriuji pruméry ze dvou

biologickych a dvou technickych opakovani. Chybové tseCky zndzoriuji smérodatné odchylky.
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6. Diskuse

Globalnim problémem, kterému v dnesni dob¢ lidstvo celi, je konstantni narust rezistentnich populaci
plevelnych rostlin k riiznym skupinam herbicidi. Tento jiz dlouhou dobu diskutovany fakt souvisi
snadmémym a opakovanym uzivanim chemické ochrany plodin, namisto regulace nechemické
(Norsworthy et al., 2012; Heap, 2023). Mezi hlavni problematické plevelné druhy je fazena
i Echinochloa crus-galli a dal$i druhy rodu Echinochloa, které jsou rozsifeny téméf na vsSech
kontinentech (Rojas-Sandoval a Acevedo-Rodriguez, 2014; Bajwa et al., 2015). V Ceské republice je
dokumentovana rezistence jezatky kufi nohy pouze k inhibitorim fotosystému II (atrazinu), avSak
rezistence k inhibitorim ACCasy nebyla prozatim prokazana. Z Evropskych stati, ve kterych byla
diagnostikovana rezistence jezatky kufi nohy, lze jmenovat pouze Italii. Zde byla potvrzena
mnohonasobna rezistence v roce 2009 ke skupiné inhibitorit ACCasy (cyhalofop-butyl a profoxydim)
a inhibitorim ALS (azimsulfuron, bispyribac-sodna sil, imazamox, penoxsulam). Ke stejnym
chemickym skupinam inhibitori ACCasy byla rezistence opét potvrzena v roce 2011, pfiemz se
predpoklada i kfizova rezistence k dalsim chemickym skupinam z této kategorie (Heap, 2023). VétSina
publikovanych studii vénovanych rezistenci E. crus-galli k inhibitorim ACCasy je nicméng soustfedéna
na asijsky kontinent, pravdépodobné proto, ze je tento plevel problematicky pfedev§im v ryZovych
polich a asijské staty (napf. Cina, Jizni Korea, Thajsko) jsou v celosvétovém méfitku hlavnimi
producenty ryze (39,3 %). Znaéné mnozstvi dostupnych publikaci v§ak pochazi i z herbologickych
vyzkumu z USA, kde se ryze také pomémé hodné péstuje (22,6 %). Z Evropy je nejvice prozkoumana
oblast jiz zminéné Italie (Damalas a Koutroubas, 2023).

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na detekei rezistence u jezatky kufi nohy, jejiz
obilky byly sbirany na tiech lokalitach Olomouckého kraje. Rada studii se jiz detekci rezistence
u jezatky kufi nohy vénovala. Ve vétsSin€ pripadud jsou testovany rostliny sbirané na lokalitach, o nichz
je jiz prokazano, ze se na nich vyskytuji rezistentni nebo nachylné biotypy, které jsou nasledovné mezi
sebou srovnavany (Huan et al., 2011; Iwakami et al., 2015 Fang et al., 2020; Yang et al., 2020; Hwang
et al., 2022). Timto se mnou provadény experiment odlisuje, jelikoz byly obilky sbirany na lokalitach,
kde o rezistenci €i nachylnosti rostlin E. crus-galli neni nic znamo. Proto byl k testovani rezistence
nejprve zalozen sklenikovy experiment, jehoZz cilem bylo zhodnotit citlivost péstovanych rostlin
k herbicidu ze skupiny inhibitort ACCasy. Vzhledem k tomu, Ze¢ bylo nutné si nejprve vytipovat na
zaklad¢€ vizualniho posouzeni potencidlni rezistentni a senzitivni jedince, byl nejprve proveden
biologicky test s nadobovymi pokusy, jehoz cilem bylo kvalitativni (pfezil/nepfezil) zhodnoceni
odolnosti. Na rozdil od jinych studii nebyl provadén dose-response test, kdy se aplikuje Gi¢inna latka ve
stupniovanych davkach, ¢imz se ziska prehled o u¢innosti herbicidu pfi jednotlivych koncentracich (Yu
et al., 2007a; Zhang a Kim, 2016; Yang et al., 2020; Hwang et al., 2022; Yang et al., 2022). VSechny
testované rostliny byly vmém piipadé oSetfeny herbicidem se shodnou koncentraci (5 mg-17).

K tomuto ucelu byl vybran propaquizafop, coz je herbicid, postemergentné regulujici Siroké spektrum
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travovitych pleveli véetné jezatky kufi nohy. I kdyz je propaquizafop v chemické ochrané rostlin
pouzivan, nejsou prakticky dostupné zadné studie, ve kterych by byl testovan samostatné konkrétné na
E. crus-galli. Rezistence k propaquizafopu nebyla dle databaze WSSA detekovana ani u jinych druhu
z rodu Echinochloa. Mimo propaquizafop jsou v chemické ochrané pouzivany dalsi dva jemu chemicky
pribuzné herbicidy, které jsou stejn€ jako propaquizafop esterovymi variantami quizalofopu-P. Jedna se
o quizalofop-P-ethyl a quizalofop-P-tefuryl. V pfipadé quizalofopu-P-ethylu byla rezistence
u Echinochloa crus-galli potvrzena v roce 2001 v Thajsku, a poté v roce 2010 v Cing (Heap, 2023).
Rozsahlou studii provedli v roce 2011 autofi Huan er al., kterym se opét podarilo potvrdit vyskyt
odolnych populaci jezatky kufi nohy v jedné z ¢inskych provincii (Heilongjiang). V ramci testovani
rezistence jsou také Casto provadény experimenty k odhaleni kiiZzové nebo mnohonasobné rezistence,
kdy se soucasné kombinuje vice inhibitori ACCasy nebo celych kategorii herbicidi s riznym MoA.
Timto zptisobem byla detekovana vroce 2009 kiizova rezistence k propaquizafopu a quizalofopu
u &iroku halabského (Sorghum halepense) v severnim Recku autory Kaloumenos a Eleftherohorinos.
Podobné¢ vysledky u ¢iroku halabského uvadéji 1 Scarabel et al. (2014), ktefi potvrdili cross-rezistenci
k propaquizafopu, quizalofopu a haloxyfopu na uzemi sevemi Italie. Z nov¢jsich pripadu lze jmenovat
cross-rezistenci u ovsa hluchého (Avena fatua), ktera byla diagnostikovana v roce 2020 autory
Vijayarajan et al. v Irsku. Mnohonasobna rezistence byla potvrzena na uzemi Irska u psarky polni
(Alopecurus myosuroides) k péti chemickym skupinam z kategorie inhibitori ACCasy (pinoxaden,
cycloxydim a propaquizafop) a ALS (iodosulfuron-methyl-Na, mesosulfuron-methyl) (Vijayarajan et
al., 2021). Autofi Yu et al. (2007b) tento typ rezistence potvrdili u jilku tuhého (Lolium rigidum) ke
glyfosatu, paraquatu a soucasn¢ propaquizafopu v Jihoafrické republice. Z vySe zminénych studii
jednoznaéné vyplyva, ze rezistence k propaquizafopu neni u travovitych plevela vyjimkou, prozatim
pouze nejsou dostupné zaznamy, které by odolnost potvrzovaly i v pfipad¢ E. crus-galli. V mnou
provadéném experimentu bylo na urity mechanismus rezistence usouzeno u 14 rostlin z 59
testovanych, jelikoz tyto rostliny nevykazovaly zadné znamky poskozeni herbicidem a ve srovnani
s kontrolni variantou rostlin byly téméf identické. Toto zjisténi je v souladu s tvrzenim Jursika et al.
(2011), kdy autofi poukazuji na problemati¢nost odliseni rezistentnich a senzitivnich populaci pleveli,
které jsou morfologicky velice podobné az totozné. V zemédélstvi je tento aspekt velkou komplikaci,
ponévadz pred aplikaci herbicidu nelze rezistenci prokazat, a proto je nutné provést laboratorni testy,
které jsou jedinou moznosti, jak skute¢né rezistenci plevelt odhalit.

Nasledujici experimentalni cast, ktera probihala v navaznosti na sklenikovy pokus, byla
vénovana potvrzeni mechanismu rezistence u prezivsich rostlin. Na zaklad¢ literatury byly vybrany dvé
laboratorni metody, které¢ mé€ly k potvrzeni rezistence prispét. Vzhledem k tomu, Ze byl mechanismus
TSR detailné popsan a prokazan u znaéné¢ho mnozstvi plevelnych rostlin, byly i metody pouzivané
v ramci této diplomové prace zaméfeny pouze na tento typ rezistence (Kukorelli et al., 2013; Kaundun,

2014).
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K detekci jednonukleotidovych polymorfismi v ramci osmi znamych kodont, byly autory
Délye a Michel (2005) navrzeny dva univerzalni pary primera, specificky amplifikujici béhem PCR dva
useky genu, kodujici plastidovou izoformu ACCasy. Jelikoz byly tyto primery navrzeny primamé pro
amplifikaci specifickych usekii genomické DNA, byly testovany i primery navrzeny autory Fang et al.
(2020), kter¢ m¢ly amplifikovat pfimo cDNA ziskanou piepisem z RNA. Délka vysledného PCR
produktu pak méla byt 993 bp a vysledny fragment mél obsahovat vSechny kodony, u nichz dochazi
k bodovym mutacim. Ani po mnoha pokusech o optimalizaci primeru vSak nebyl ziskan kvalitni PCR
produkt. Ve valné vétSin€ pripadu dochazelo k tvorbé nespecifickych bandi. Domnivam se, Ze tato
nezdama PCR reakce mohla byt zpusobena nekvalitnim navrzenim primert. Z tohoto ditvodu byly
optimalizovany primery autorii Délye a Michel (2005), pomoci kterych jiz byly kvalitni PCR produkty
o délce 551 bp (ACcpl a ACcplR) a 406 bp (ACcp4 a ACcp2R) ziskany a nasledné sekvenovany.

Ziskané sekvence byly bioinformaticky editovany a vyhodnocovany v programu Geneious
Prime 2023.1.2, pricemz nebyla detekovana ani jedna ze zasadnich mutaci souvisejicich s TSR.
Nalezeny byly v srovnavanych sekvencich pouze tfi jednonukleotidové substituce na tfeti pozici
v tripletu, které neméni kddovanou aminokyselinu. V pripadé TSR je podstatnym faktorem pocet kopii
cilového genu. U rostlin, které nesou vice nez dvé kopie cilového genu, nemusi k projeveni rezistence
vubec dojit, 1 kdyz je jeden z cilovych genti mutovan (Yu et al., 2013; Iwakami et al., 2015). V pfipad¢
polyploidnich rostlin mize dojit k tzv. zfed'ovacimu efektu, kdy je mnozstvi ACCasy odpovidajici za
rezistenci fedéno vét§im mnozstvim ACCasy kdédované nemutovanymi geny, a proto herbicid ACCasu
ucinn¢ inhibuje (Yu et al., 2013; Iwakami et al., 2015). To muze byt také duvodem, pro¢ jsou Casto
k TSR pridruZeny i mechanismy NTSR, kter¢ snizenou urover rezistence svym pusobenim kompenzuji.
Zied’ovaci efekt byl potvrzen napft. u E. phyllopogon, coz je piibuzny druh jezatky kufi nohy, nesouci
4 kopie Acc-1 genu (Iwakami et al., 2012). Jezatka kufi noha je hexaploidni druh (6n), ktery vznikl
interspecifickym zkfizenim tetraploidniho Echinochloa phyllopogon (4n) a doposud neznamého
diploidniho druhu rodu Echinochloa sp. (2n). I tento rostlinny druh nese tedy vice kopii cilového genu,
predpoklada se, ze Sest. Tuto tezi potvrdili Iwakami et al. (2015), ktefi u jeZatky kufi nohy detekovali
presné 6 kopii cilového genu, a také Fang et al. (2020), ktefi zjistili pouze 4 kopie cilového genu, avsak
predpokladaji existenci vysSiho poétu kopii. Po srovnani mych sekvenacnich dat s n¢kolika dalsimi
studiemi bylo zjisténo, ze jsou ve shodé napt. s vysledky Iwakami et al. (2015), ktefi se pokusili objasnit
mnohonasobnou rezistenci k cyhalofop-butylu a penoxsulamu u dvou linii E. crus-galli var. formosensis
v Japonsku. Sekvenaéni analyzou Sesti kopii Acc-I genu nebyla Zzadna z vyznamnych mutaci
detekovana. Obdobné vysledky poskytli také Yang et al. (2022), ktefi zkoumali 4 rezistentni populace
E. crus-galli v Cin&. V piipadé autora Laforest er al. (2017), ktefi se zaobirali rezistenci u hexaploidni
rosicky krvavé (Digitaria sanguinalis), byly vyuzity stejné univerzalni primery, které jsem ke své praci
pouzivala i ja. Stejn¢ jako v mém pfipadé vSak nebyly detekovany zadné vyznamné bodové mutace,
potvrzujici TSR. Jelikoz nejsou tyto primery navrzeny pro amplifikaci kazdé genové kopie zvlast,

mohlo se béhem sekvenace stat, ze nebyla mutace souvisejici s rezistenci detekovana, vyskytla-li se
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pouze jednou vramci Sesti kopii cilového genu. Navzdory vySe diskutovanym publikacim vSak
prevazuji odbomeé clanky, v nichz je jednoznacné target-site rezistence potvrzena, a to v rameci Sirokého
druhového spektra plevela (Délye, 2005, Amaro-Blanco er al., 2021). Nejcastéji se vyskytujici mutaci
je zaména isoleucinu na pozici 1781 za leucin. Vyskyt této mutace potvrdili i Amaro-Blanco et al.
(2021), ktefi testovali na TSR né&kolik druhi rodu Echinochloa v zapadnim Spanélsku. Vyskyt mutace
natéze pozici, av§ak u jinych plevelnych rostlin, potvrdili také Deng et al. (2019) u Leptochloa chinensis
¢i Marshall et al. (2013) u Alopecurus myosuroides. V ptipad¢ Lolium rigidum byla rezistence potvrzena
autory Zhang a Powles (2006) nebo Vazquez-Garcia et al. (2022). V ramci odbornych publikaci jsou
zminovany i dalsi jednonukleotidové substituce souvisejici s TSR, kter¢ vSak nejsou zdaleka tak obvyklé
jako Ile-1781-Leu (Huan et al., 2011). A¢koliv bylo do dnesni doby detekovano 8 bodovych mutaci,
které pifimo souvisi s TSR, vyzkum by v této oblasti m¢l pokracovat, jelikoz se da predpokladat, ze
nejsou zdaleka odhaleny veskeré pozice kodoni, které mohou mutacim podléhat. Opakovanym
a nadmérnym uzivanim herbicidi je vytvaren selekcni tlak na plevelné populace, coz muze byt
reflektovano vznikem mutaci de novo.

Pusobi-li inhibitory ACCasy na rostlinu, miize dochazet k obrannym reakcim ve smyslu zvysené
urovné exprese genu kodujicich prislusny enzym. Tento mechanismus byl jiz n€kolikrat potvrzen
v ptipad¢ glyfosat rezistentnich rostlin. Inhibitorim EPSPS je v tomto ohledu vénovana znacna
pozornost, protoze jsou v zemedélstvi jednémi z nejvice uzivanych herbicidi (Baerson et al., 2002;
Zhang et al., 2018, Gaines et al., 2020). N¢které studie jsou jiz zaméEfeny 1 na studium genove exprese
v ptipad¢ inhibitorit ACCasy, avSak stale jich neni mnoho (Laforest et al., 2017; Gonzalez-Torralva
a Norsworthy, 2023). Jako druha experimentalni metoda byla z toho divodu vybrana kvantitativni
RT-PCR, slouzici k analyze genové exprese Acc-1 genu jezatky kufi nohy. Cilem této metody bylo
vyhodnotit, zda se Groven exprese po aplikaci herbicidu u rezistentnich jedincu zvysuje, a to v porovnani
s herbicidné neosetfenou variantou rostlin. Srovnavany byly s kontrolou i rostliny oznacené jako
senzitivni (herbicidn¢ poskozené). V dostupnych studiich je vétSinou porovnavana genova exprese
u pfedem potvrzenych rezistentnich biotypu, oproti biotypum nachylnym, které jsou stanoveny jako
kontrola (Huan et al., 2013; Iwakami et al., 2015; Laforest et al., 2017; Fang et al., 2020). V mém
pripad¢ byly srovnany dvé skupiny herbicidné osetfenych rostlin, klasifikovanych jako rezistentni
a senzitivni, oproti variant¢ kontrolni. Timto se také miyj pfistup odliSuje od jinych praci, které
osetfenou, senzitivni variantu rostlin ¢asto opomijeji. Genova exprese byla navic méfena ve tfech
riznych odbérovych Casech, a protoze byly mezi jednotlivymi méfenymi Casy nékolikadenni rozdily
(24 hodin, 7 dni a 15 dni), mohl byt sledovan celkovy trend genové exprese v pomémé dlouhém
¢asovém horizontu. Domnivam se, Ze by tyto poznatky ohledné zmén genové exprese, mohly 1épe
demonstrovat situaci, ktera miize nastat i v pfirodnich podminkach, jelikoz byly zahmuty v ramci analyz
vSechny tfi skupiny rostlin (dv¢ oSetfené varianty a jedna neosetiena varianta).

V piipadé exprese, ktera byla méfena u tfi testovanych skupin rostlin po 24 hodinach, se

potvrdila stanovena hypotéza, ze rané faze po herbicidni aplikaci (do 24 hodin) jsou krucialni v tom
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smyslu, zda se rostlina herbicidni davce ubrani a prezije, nebo nikoliv. U rezistentnich rostlin byla
genova exprese signifikantné vys$si nezli u kontrolni skupiny (o 94,59 %). Senzitivni rostliny mély 1,39x
vyS$§i expresi nez herbicidné neosetiena varianta, z ¢ehoz vyplyva, Ze tento mirny nartist genove exprese
nebyl dostateény k ziskani odolnosti. Moje vysledky se shoduji také s publikaci autort Gonzalez-
Torralva a Norsworthy (2023), ktefi po 24 hodinach od aplikace herbicidi naméfili signifikantné vyssi
genovou expresi u skupiny rezistentnich rostlin jezatky kufi nohy ve srovnani s rostlinami kontrolnimi.
V jejich studii byl tento narast priblizné 2x vyssi, coz jsou t€mér shodné vysledky jako v mém pripadé.
Statisticky signifikantni vysledky uvetejnili také autofi Xia ef al. (2016), ktefi zaznamenali pik genové
exprese taktéz po 24 hodinach od aplikace herbicidu na rostliny E. crus-galli. Stejné jako ve studii autort
Gonzalez-Torralva a Norsworthy (2023) i mnou provadéném experimentu, byla tato exprese 2x vyssi
u rezistentu oproti kontrolni skuping. V dostupné literature jsou také uvadény vysledky z RT-qPCR po
6 hodinach od aplikace herbicidu, coz je stale brano jako rana faze po aplikaci herbicidu. Fang et al.
(2020) naméfili po 6 hodinach od aplikace ¢tyt testovanych herbicidu 2,5x az 3,3x signifikantné vyssi
genovou expresi u rezistentll v porovnani s rostlinami senzitivnimi, pfi¢emz s postupem casu genova
exprese klesala az byla u obou srovnavanych variant témér shodna. To potvrzuji také Gonzalez-Torralva
a Norsworthy (2023), ktefi po 6 hodinach po aplikaci herbicidu zaznamenali 3,3x vyS$Si uroven exprese
u rezistentnich rostlin ve srovnani s kontrolou.

Dalsi dva Casy, kdy byla méfena uroven genové exprese, byly po 7 dnech a 15 dnech, pficemz
neexistuje mnoho studii, které by se v takto dlouhém casovém horizontu genovou expresi zaobiraly.
V pfipadé zmén genové exprese po sedmi dnech bylo zaznamenano zvySeni pouze o 30 % oproti
kontrolni skupiné. U senzitivni varianty rostlin byl vici kontrole detekovan pokles pouze o 3 %. Ani
jeden z téchto vysledku se po statistickém otestovani neprojevil jako signifikantni. Gonzalez-Torralva
a Norsworthy (2023) rovnéz zaznamenali vyrazny pokles exprese v piipad¢ senzitivnich rostlin jezatky
kufi nohy, jejichZ exprese se po 8 dnech se blizila 0. Jedinou dostupnou publikaci, ktera se vénovala
analyze genové exprese u E. crus-galli po vice nez 10 dnech, byla studie autort Xia et al. (2016),
pri¢emz stejn¢ jako v mém pripadé nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v expresi genu ve srovnani
skupiny rezistentni a kontrolni. Genova exprese byla v tomto pripad¢ extrémné nizka. V mych datech
byl zaznamenan pokles exprese u rezistenti oproti kontrole 0,7x, zatimco senzitivni varianta rostlin
m¢éla témér shodnou uroven exprese jako kontrolni skupina.

Z naméfenych dat vyplyva, ze trend genové exprese Acc-1 gentl v pripadé rezistentni skupiny
rostlin byl klesajici. To si lze vysvétlit jejich schopnosti over-exprimovat ACCasu v ranych fazich,
jakoZto zasadniho obranného kroku proti pusobeni inhibitoru. S pokrodilejsi riistovou fazi rostliny tak
exprese, a s tim 1 mnozstvi produkované¢ho enzymu muze klesat, jelikoz jiz neni potieba se inhibitoru
branit a investovat do tohoto procesu velké mnozstvi energie (Iwakami et al., 2012, Xia et al., 2016).
Naopak exprese u senzitivnich rostlin byla v rameci vsech tfi ¢asi téméf neménna. Mim¢é navyseni se
vyskytlo pouze po 15 dnech od aplikace propaquizafopu, av§ak ani lehké zvySeni exprese se neprojevilo

jako statisticky signifikantni, a proto neni povazovano za vyznamny nalez. Uroven genové exprese,
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ktera je po oSetfeni herbicidem v ramci delsiho ¢asového horizontu stale konstantni, tak miZe byt pro
rostlinu fatalni, jelikoz rostlina neni schopna nadprodukce cilového enzymu, kterym by se herbicidnimu
poskozeni ubranila (Laforest et al., 2017; Fang et al., 2020).

V dal§im experimentu zaméfeném na tuto problematiku, by bylo vhodné provést sklenikovy pokus
s dose-response testem, ktery by pfinesl prehled o aéinnosti jednotlivych koncentraci herbicidi. Taktéz
by mohlo byt otestovano vét§i mnozstvi dostupnych herbicida k pfipadnému prokazani kfizové ¢i
mnohonasobn¢ rezistence. V piipadé laboratornich metod by mohlo byt otestovano a sekvenovano vétsi
mnozstvi jedinct sbiranych na riznych lokalitach, coz by poskytlo lepsi obrazek o stavu TSR rezistence
u tohoto plevelného druhu. Taktéz by bylo vhodné provést kvantitativni RT-PCR pro jednotlivé rostlinné
organy, jak bylo uvedeno napt. autory Iwakami et al. (2012). Vzhledem k tomu, Z¢ je jezatka kufi noha
hexaploidni druh a je u ni prokazano 6 kopii cilového genu, by mohly byt navrZzeny primery konkrétné
pro amplifikaci DNA jednotlivych kopii, namisto univerzalnich primert, a to jak v pfipadé¢ PCR, tak
i RT-qPCR. Jednotlivé kopie mohou v rostlinném organismu plnit rizné funkce a doposud neni znamo,
jaky konkrétni vyznam tyto kopie maji. V neposledni fadé by meély byt vramci sklenikového
experimentu nakli¢eny a testovany obilky, které byly sbirany po 16 dnech z rezistentnich rostlin, ¢imz
by se dalo zjistit, zdali se rezistence vyskytuje i u nové generace E. crus-galli. Tento pokus by bylo
mozn¢ provest metodou agarovych pud nebo vodnich kultur. U rezistentnich rostlin by dale mohla byt
sledovana aktivita enzymu ACCasy k detailnéjSimu objasnéni mechanismu rezistence. Tato diplomova
prace byla zaméfena pouze na molekulami detekci target-site rezistence, pficemz mechanismy
non-target-site rezistence nebyly zkoumany. U polyploidnich trav je nicmén¢ obvyklé, Ze dochazi ke
kombinacim mezi TSR a NTSR, jakozto pomocnému mechanismu k ziskani odolnosti proti

herbicidnimu puisobeni, a proto by bylo zajimavé do dal§iho vyzkumu zahrmout i tento typ rezistence.
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7. Zavér

V teoretické Casti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe, ktera byla zamérena nejprve
obecné na plevelné rostliny, jejich historii a soucasnost, ale také na negativni i pozitivni interakce
plevelu s péstovanymi plodinami. Popsany byly rizné moznosti regulace plevelnych rostlin, pficemz
nejvetsi daraz byl kladen na vysvétleni chemické ochrany plodin. Dikladnéji byla rozepsana kapitola
ohledn¢ inhibitori ACCasy, a také kapitoly popisujici mechanismy rezistence. Posledni kapitola
teoreticke ¢asti byla vénovana jezatce kufi noze, jakozto vybranému plevelnému druhu, ktery byl v dalsi
casti prace testovan.

Experimentalni ¢ast byla zacilena na potvrzeni rezistence u jezatky kufi nohy. Prvnim krokem
bylo zaloZeni sklenikového pokusu, kdy bylo nutné napéstovat rostliny E. crus-galli z obilek, které byly
sbirany na tfech polnich lokalitach Olomouckého kraje. Jakmile byly rostliny ve fazi 3-4 lista,
nasledovala aplikace herbicidu ze skupiny inhibitora ACCasy. Na zaklad¢ vizualniho posouzeni, béhem
n¢hoZ byly srovnavany priznaky herbicidniho poskozeni u herbicidné oSetfenych rostlin a rostlin
kontrolnich (neoSetfenych), byly vytipovany rostliny rezistentni a senzitivni. Piislusné rostliny byly dale
analyzovany v laboratofi molekulamimi metodami.

Pomoci metody PCR bylo ziskano nékolik kvalitnich PCR produktii, které bylo mozné odeslat
na sekvenaci. Ziskané sekvence byly nasledné bioinformaticky editovany. Porovnavany byly vzdy
sekvence rostlin klasifikovanych jako rezistentni s rostlinami senzitivnimi, a také referencni sekvenci.
Po dukladném prozkoumani vSech sekvenci vSak nebyla nalezena zadna mutace v pfislusnych
kodonech, ktera by za rezistenci odpovidala. Metodou RT-qPCR byla zméfena uroven genové exprese
Acc-1 gent ve tiech ¢asech (24 hodin, 7 dni a 15 dni po aplikaci herbicidu). Nadméma exprese cilovych
gent, a tim 1 ACCasy, je dal§im mechanismem, ktery rezistenci navozuje. Touto metodou se podatilo
potvrdit stanovenou hypotézu, kdy byla predpokladana zvysena exprese v Casné fazi po aplikaci
herbicidu, jakozto dulezitému obrannému kroku proti pusobeni prislusného inhibitoru. Nejvyssi uroven
exprese tak byla naméfena u rezistentnich rostlin ve srovnani s rostlinami kontrolnimi po 24 hodinach
od aplikace propaquizafopu. Z téchto vysledku lze usoudit, Ze zvySena genova exprese byla v tomto
piipad¢ zasadnim mechanismem, ktery se na ziskani rezistence u rostlin Echinochloa crus-galli podilel.

Vzhledem k tomu, Ze jsou poznatky ohledné detekce rezistence jezatky kufi nohy k inhibitorim
ACCasy na uzemi CR stale limitované, by tato diplomova prace a zde diskutované vysledky, mohly

alespon z Casti prispét k objasnéni nékterych podstatnych mechanismi.
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9. Seznam zKkratek

2,4-D 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
4-HPPD 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza
2-ME 2-merkaptoethanol

ABC ATP Binding Cassette

ACCasa acetylkoenzym A karboxylaza

ALS acetolaktat syntaza

BC biotin karboxylaza

BCCP biotin karboxylovy proteinovy nosic¢
CT acetyl-CoA transkarboxylaza

DENSs phenylpyrazoliny

DIMs cyklohexandiony

EPSPS 5-enolpyruvylsikimat-3fosfat syntaza
EWRS The European Weed Science Society
FOPs aryloxy-fenoxypropionaty

GS glutamin syntetaza

GTS glutathion-S-transferaza

HRAC Herbicide Resistance Action Commitee
MoA Mode of Action (mechanismus pusobeni)
NTSR Non-target-site rezistence

PDS fytoendesaturaza

PPO inhibitory syntézy porfyrini

TSR Target-site rezistence

WSSA Weed Science Society of America
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