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1 Cil prace

Cilem préace je shromazdit a zpracovat dosavhignaturu tykajici se molekularni
detekce rezistentnich plevel ReSerSe se zaimje na vymezeni pojmu plevel,
hospodésky vyznam, Kklasifikaci a regulaci plevel herbicidy, rezistenci Wi
herbicidim, rezistenci u jezatky kunohy Echinochloa crus-galli (L.) P. Beaug
metody diagnostiky rezistentnich jedinprevazré molekularni metody.

Praktickacast se zabyva metodikou molekularni detekce herbiezistentnich
jedinai, zahrnuje: sér jezatky kdi nohy, izolaci DNA, metodu PCR, elektroforézu,

purifikaci a zpracovani bioinformatickych dat.



2 Uvod

Rezistence plevél vici herbicidim nebyla v minulosti na rozdil od insekti@jd
piipravii urcenych k hubeni hmyzu, f@dpovidana. Vzhledem Kk jejich pomalé
reprodukci (jedna generace za rok)iid#ni herbicid a plodin v osevu se vznik
rezistence nezdal aktualni (Mikullkad al, 1999). Od p&atku 60. let 20. stoleti doslo
k naristu rezistentnich jedific v soasné dob jsou rezistentni populace ro&siy po
celém s¥té. ,Rezistenci plevel vici herbicidim Ize definovat jako &@licnou schopnost
pleveli odolavat takové davce herbigjdkterou by za normalnich okolnosti byla
populace spolehlivpotlaiena.” (Jursilet al, 2011c). Dlezitym faktorem je také vznik
kiizové rezistence, neboli rezistence k herliicidse stejnym mechanismenginku
(Jursik et al, 2011a). Kregulaci plevielje zapotebi znat nejen jejich biologické
vlastnosti, ale i mechanismyiaku herbicidi. Velmi dilezitym problémem je také
diagnostika rezistentnich jedinckteti jsou morfologicky identiti s citlivymi jedinci.
Tim se do pofedi dostavaji diagnostické metody (Justilal, 2011c).
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3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Herbologie

V souwasné dob je studium problematiky ochrany proti plefsel v ohnisku zajmu
pracovniki rostlinné vyroby po celém & (Dvordk et Smutny, 2003). Z tohoto
duvodu vznikla ¥dni disciplina zabyvajici se podrabteoreticky i praktickyfeSenim
komplexni ochrany proti plevein (Kohout et al, 1996), nazyvajici se herbologie
(herba= latinsky rostlina) (Dvtak et Smutny, 2003).

3.2 Definice pojmu plevel

Vytvoreni obecné definice pojmu plevel je velmi sloZjpéotoZe neexistuje ostra
hranice mezi kulturnimi a planymi rostlinami, vSeghdnesni kulturni rostliny byly
kdysi planymi a také f¥eme pedpokladat, Ze zékterych planych rostlin se do
budoucna stanou rostliny kulturni. ZaletégevSim na okoli uvazované rostliny. Stejna
rostlina nize byt povazovana jak zasgtovanou — nap I&iva rostlina blincerny
(Hyoscyamus niger ),.tak na jiném stanovisti naprumisti ¢lovékem pozmgnéné,
neudrzované misto) za neSkodnou, ale v porostu nmkwnezadouci plevel. To
Znamena, ze dity druh se stava plevelem az ve spojenicgym prostedim (Hronet
Vodak, 1959).

NejstarSi definice pojmu plevel z roku 1795 dle Meh zni: ,Slovem plevel rozumi
zemeédélec ony rostliny, které na Ujmu jim Gmys8lnpéstovanym, uZzitenym,
,zkrocenym' proti jeho a bez jeho namahy na padtiisfoce rostou, buji a do poli s&iSi
a dobrym rostlindm potravu odnimaji a jejichz vyboibmu zgsobuje mnohé obtize,
prace a vylohy.” Z&kladem s®&asného pojeti pleviela asi nejvystizgsi definici je :
.Plevelem je kazda rostlina, ktera se vyskytujeah proti vili péstitelow vedle utité
péstované plodiny.” (Hroret Vodak, 1959). Soubornym nazvem pro plevelné rostlin
vyskytujici se na obhospaaeanych GUzemich je termin ,segetalni rostliny” (latb
1998).

3.3 Rostliny plevelné a zaplevelujici

Plevelem jsou nejen vSechny druhy planych rostkteré rostou na poli mezi

péstovanymi plodinami, ale také vSechny ostatni nedédrostliny jinych kulturnich
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druhi. V praxi to znamena, Ze rnididad Zito je v porostu pSenice plevelem stgpko
oves v j€émeni atd. Za plevel také pokladame rostlinu téhothd, ale jiné oddy.

V porostech pstovanych plodin rozliSujeme rostliny plevelné,ytedstliny divoce
rostouci, které se na pozemek dostaly nézdima rostliny zaplevelujici. Tedy druhy
kulturni, které se objevily na pozemku jako neZaigimeés (napiklad Zito v pSenici)
(Hron etVVodak, 1959). Tito jedinci jsouipvazrie ozna&ovani jako vydrol (Jursikt al,
2011a) neboli sklizové ztraty (Kohoutt al, 1996). V obdobi zralosti obilnin a tak#& p
sklizni se dostavaji na povrchigy obilky z ulomenych klas plody ¢i hlizy a jsou
vpracovany do jdy (Dvarak et Smutny, 2003). Mohou vzchéazet hned v dalSi skiézni
byt zpracovanim oy vpraveny do hlubSich vrstev a zaplevelovat plpdin¢kolik let
poté. V dnesni dabpati mezi nejvice problematické obilniny, které zapgleyi ozimé
fepky, ¢i samotné&epka v ostatnich porostech (Jurstkal, 2011a). Bylo dok&zano, Ze
83 % semeriepky pgezije 18 ngsial a pongrné velké mnozstvi feziva jes&t viadu
nékolika let (Dvaak et Smutny, 2003). \Ceské republice bylo pozorovano zapleveleni
fepkou i 24 let po jejim posledninggtovani (FiSer, 1997). Snahou zeltice je ged
setim nasledné plodiny odstranit tento vydrol preds€ovou gipravou (Kohoutt al,
1996).

Problémem také mohou byt geneticky modifikovanédiplp tzv. GMO, které
obsahuji geny rezistencédr herbicidim. Regulace plevélje snadgjsi, herbicid Ize
pouzit na vzeslé rostliny a to i vicekrat po &obato GMO plodina se tize stat
dominantni a it se jako plevelgi mize dojit k peneseni genu doé¢bného plevele
(Mikulka etKneifelova, 2003).

3.4 Hospoda fsky vyznam plevel G

Polni plevele pedstavuji rostliny s ditymi specifickymi vlastnostmi, které jim
umoziuji Us@Sne se prosazovat v kulturnich plodinach. Mezi tytcasthosti u
jednoletych druth pafi: rychly nst, vysoka konkurenceschopnost, tolerance
k podminkam stanovi&tvysoka produkce semenpEzné dozravani a rychlygchod
do generativni faze. U vytrvalych driuhintenzivni vegetativni &ni, vysoka schopnost
regenerace, schopnosistavat v fidé — vzdorovat mechanickému odstoaani.

Krome¢ vysloverg Skodlivych druli se v kulturnich plodinach vyskytuji i takové,

které svoji pitomnosti vyloZze& nesSkodi, jsou sa@asti rozmanitosti daného
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spolé&enstva a pinfadu ekologickym funkci. How@me o takzvanych doprovodny¢h
asociovanych rostlinach (Jurgkal, 2011a).

Diive se z hlediska hospag#&é c¢innosti posuzoval zejména ekonomicky dopad
plevel a cilem byla jejich intenzivni redukce. V dneSnb#je nutno hodnotit Siroky
dopad plevel v ekologickém zewuélstvi, tzn. nejen jejich Skodlivost, ale také i
uzitetnost (Kohoutet al, 1996).

3.4.1 Skodlivost plevel G
3.4.1.1 Negativni vztah s plodinou

Spoleenstvu kulturnich rostlin a plevekostoucich v ufitych podminkach séika
dle profesora Kozo-Poljanského agrofytocenéza {Bk01998).

V pripact polnich pleveal se jedna fedevSim o rostliny, které negatévimteraguji
s psstovanymi plodinami. Jde o konkurenci-kompeticrga#tizmusci alelopatii (Jursik
et al, 2011a).

Konkurence-kompetice je sou¥z rostlin o vyuzivani stejnych zdigjnag. zdroj
energie, pdni vihkosti (Kohouet al, 1996). Dochazi k ni, kdyZ vditém porostu roste
vice jediné nez je zdraj pro jejich vyzivu (Mikulkaet al, 1999). Napiklad ozima
fepka je ze zstku vyvoje velmi citlivd na zapleveleni, proto&i jprvotni vyvoj je
oproti vyvoji pleveli pomaly (Jursilet al, 2011a).

Parazitismusje vztah mezi hostitelskou rostlinou a parazitktary hostiteli odebira
latky potebné pro jeho vyZivu (vodu, Ziviny atd.). Jakikfad miZzeme uvést rod
kokotice Cuscuta L), ktery je tzv. pravym parazitem, zcela zavislya mostitelské
rostling. Z ¢eledi krténikovitych napiklad ¢ernys rolni Melampyrum arvense ), .ktery
je poloparazitickym plevelem majicim schopnost $gtiézy (Jursilet al, 2011a).

Alelopatie je specificky vliv jednoho druhu (donora) nacklini, ist a vyvoj druhého
druhu (recipienta) (Kohouwdt al, 1996). Donor, neboli inhibitor, uvtilje do prostedi
latky, které branirstu recipienta neboli akceptora. Jakidkiad inhibitora nizeme

uveést pyr plazivyElytrigia repens (L.) Nevskip(rsiket al, 2011a).

3.4.1.2 Snizeni kvality produkce
Plevelné rostliny:

- odebiraji fdni vlahu gstovanym plodinam
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- ochuzuji gstované plodiny o Ziviny

- zasthuji a potl&uji péstované plodiny, brzdi jejich vyvoj

- snizuji produktivitu prace (HroetVodak, 1959)

- sniZuji vynos sklizé

- znehodnocuji zedd¢lské vyrobky

- zhorSuji jakost semen gkterych plodin (Deyl, 1964)

- zvySuji naklady na sklize poskliziovou Upravu a ¢stovani

- mohou parazitovat

3.4.1.3 Hostitelstvi chorob a Sk Gdct

Plevelné rostliny:

- pasobi jako hostitelské rostliny dgnasei patogeri

- poskytuji ut@isté Skidcim a parazitm (Kalinovéaet al, 2007)

3.4.1.4 Zdravotni rizika

Plevelné rostliny:

- mohou zfisobovat alergie nebo byt toxické (Kalinostdal, 2007)
- mohou zjisobit otravy hospodékého zviectva

- pasobi obtize dobytku mechanickym oaanim (Deyl, 1964)

3.4.2 Uzite€énost plevel G

Plevelné rostliny:

- slouzi jako zdroj potravy pro hospddia zviata (Kalinovéet al, 2007)

- pii zaoravani jsou cennym humusotvornym materidleoh@Gtet al, 1996)

- mohou chranit pdu p'ed erozi vodni adirnou (Deyl, 1964)

- poskytuji pastvu &elam (Kohoutt al, 1996)

- jsou vhodné pro vyzivu lidi

- jako I&ivé bylinky

- piispivaji k udrzeni biodiverzity a maji ekologickfunkci (Kalinovaet al, 2007)

- mohou poskytovat technicky olej, kalk, barviva apod. (Deyl, 1964)

-14 -



3.5 Kilasifikace plevel U

s

Mezi nejdilezitéjSi kroky @i zjiStovani zapleveleni patidentifikace a klasifikace
plevel (Kalinovaet al, 2007). B pokusech o Zazovani plevel do ukitych wétSich
celki, skupin, v nichZ jsou obsazeny rostlinyéitym zpisobem podobné, ieme
postupovat podledkolika hledisek.

Jedina zcela jednoz&i@a klasifikace je podle botanického systému. Nedghige, Ze
vedle sebe stoji druhy botanickyiluzné, ale najklad s rozdilnou Skodlivosti. Pro
Gcely regulace by #a byt jasna fibuznost z hlediska boje proti jednotlivym dénm
(Hron etVodak, 1959).

Existuje mnoho zfsohi déleni plevet, podle vyskytu v jednotlivych plodinach,
vazby na lokalitu, hlavnich biologickych vlastnoatil. (Kazdaet al, 2010).

Déleni podle vyskytu v witych kulturnich plodinach se Ziného pohledu zda byt
vyhodné. Plevele s&sto objevuji v uiitych pro r& typickych plodinach, ale stajriak
se vyskytuji i v plodinach jinych, které maji odiiszpisob regulace. Jakaiglad Ize
uveést merlik bily Chenopodium album },.ktery je typicky pro okopaniny, ovSem roste
i v obili ¢i luskovinach. Proto je klasifikace z tohoto hlé@disnér vyznamna a fesna
(HronetVodak, 1959).

D¢leni podle vztahu k ditému typu lokality také neni zcela vyhodné. U
nejdilezitéjSich drulii nelze najit ostrou hranici rozéni, rostlinycasto preferujiizné
typy stanovig a nelze rozhodnout, které je prdtgpictéjSi (HronetVodak, 1959).

Asi nejvyhodrjsi klasifikaci je klasifikace podle hlavnich bigiokych vlastnosti
(délka Zivota, zfisob rozmnoZovani, hloubka za&kasni atd.), podle nichZ fizeme

zvolit vhodny zfisob regulace (Kazdat al, 2010).

3.5.1 Klasifikace podle biologickych vlastnosti
3.5.1.1 Plevele jednoleté

Tyto druhy se rozmnoZuji pouze generaivio znamena pragdnictvim plod a
semen, a to vramci jedné sezony. Rostliny vzchakegtou a plodi v témze roce.
Ozimé druhy vzchazeji na podzim a p@zmovani pokréuji ve vyvoji, dozravaji a
plodi (Jursiket al, 2011a).
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a) Efemérni plevele

Vyznauji se velmi kratkym Zivotnim cyklem, coz vydlje pojem efemérni plevele
— efeméra= obeci rychle pomijejici ¥c (Dvorak et Smutny, 2003). Vzchazeji na
podzim, Bhem zimy i velmicasre na jae (jainy). Vyuzivaji praidlé, pros¥tlené
porosty plodin (Kohouet al, 1996). Svojicinnost ukoruji na jade. Jedna se o druhy
spiSe drobného virstu, které plodia prilis nekonkuruji. Jako typickyifklad mizeme
uvest osivku jarniHrophila verna (L.) Cheval.¢i rozrazil kre¢tanolisty {/eronica
hederifolia L). Jedna se o malo nebezpé druhy (Mikulkaet al, 1999) a o nejmén
pocetnou skupinu (Kohouet al, 1996). Speciélni zakrok proti nim zpravidla nedyv
nutny (Jursilet al, 2011a).

b) Plevele éasné jarni

Zaginaji svij vyvoj velmi ¢asré na jae, i teplotach mird nad 0 °CRada z nich
vzchazi i pozgi v prubéhu vegetace (Kazdat al, 2010). Zapleveluji jarni plodiny
(obilniny, luskoviny). Obvykle nejsou schopnyegit zimu (Jursiket al, 2011a).
Preds€ovou gFipravou jarnich plodin byvaji ztae zniceny (Dvaak et Smutny, 2003).
Produkuji stedni mnoZzstvi semen s dlouhou dormanci (klidovéobfda schopnosti
piezit v mdé. Mezi typické piklady pati oves hluchy Avena fatua L), drchntka rolni
(Anagallis arvensis l) (Jursiket al, 2011a), hifice polni Sinapis arvensis ).
(Mikulka et al, 1999).

c) Plevele pozdn é jarni

Pati sem teplomilgjSi druhy pleveil (Jursiket al, 2011a), kiéici béhem jara, 1éta a
teplejSiho podzimu ip vySSich teplotach imly (kolem 10 °C) (Mikulkaet al, 1999).
Hromadré se objevuji po zaseti jarnich plodin (koncem dubhaz&atkem kwtna)
(Kalinova et al, 2007). Preferuji nezapojené porostiin&i proridlé porosty ozim.
V zapojenych porostech se prosazuji oliidyvaji citlivé na zastiémi. Typické jsou
pro okopaniny (cukrovdepa, lilek brambor) (Mikulkaet al, 1999). Mohou vytviéet
mohutné rostliny s bohatou produkci drobnych semerstedni az dlouhou dobou
dormance. Obdobi zimy nejsou schopn#&zft. Typickymi jsou bazanka doi
(Mercurialis annua L), jeZzatka ki@ noha Echinochloa crus-galli (L.) P. Beayy.
merlik bily (Chenopodium album },. rdesno bleSnik Rersicaria lapathifolia (L.)

Delarbre) atd. (Jursilet al, 2011a).
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d) Plevele ozimé (p Fezimuijici)

Do této skupiny pét velmi vyznamné druhy pleviel Zapleveluji ¥tSinu v sodasné
doke pestovanych plodin, jedna se o velmi variabilni drufi§azdaet al, 2010).
V¢étSina vzchazi v obdobi podzimu gepimuje ve form listovych ffizic, i kdyz rekteré
druhy jsou schopny za ditych podminek v ziré i kvést, ¢asré na jae pokr&uji ve
vyvoji. Nékteré druhy vzchazeji v fibehu celého vegetaiho obdobi. Semena mivaji
kratSi az sedre dlouhou dormanci. Typické jsou pro ozimé plodirprsik et al,
2011a). Do této skupiny gatchundelka metliceApera spica-venti (L.) P. Beay.
kokoSka pastusi tobolka&Cépsella bursa-pastoris (L.) Medjk.hluchavka objimava
(Lamium amplexicaule },. chrpa polni Centaurea cyanus L.(Kazdaet al, 2010),

penizek rolni Thlaspi arvense ) atd. (Jursilet al, 2011a).

3.5.1.2 Dvouleté az vytrvalé plevele

a) Dvouleté az vytrvalé plevele rozmnoZujici sep  fevazné generativn é

Zapleveluji viceleté plodiny, trvalé kultury (Jusiet al, 201la) a takeé
neobalavanou fidu (Kohoutet al, 1996), pro jednoleté plodiny nejsou typicke
(Mikulka et al, 1999). RozmnoZuji sagvazrié generativl, ale tSina je schopna se
mnoZzit i vegetativéh pomoci kdeni. Rostlina v prvnim roce vytvalistovou tiZici a po
piezimovani kvete a plodi, naslédamira (u dvouletych) nebo pokige ve vyvoji (u
viceletych). Mezi dvouleté druhy patmrkev obecna Qaucus carota L), Skarda
dvouletda Crepis biennis ). Viceleté druhy jsou pampeliSkffgraxacum Weber ex
F.H. Wigg), ¥oviky (Rumex L), jitrocele Plantago L) apod. Existuji i druhy, které se
mohou chovat jako dvouleté i jako ozime, megipaki nagiklad locika kompasova
(Lactuca serriola L), bolehlav plamatyGonium maculatum L.)Jursiket al, 2011a).
V jednoletych plodinach nejsou tak nebeap® protoze jejich listovéukice jsou
zpracovanim fdy znieny. Vyjimkou jsou plevele s mohu§gimi a hloulsji

pronikajicimi kdeny, z jejichz zbytk mohou regenerovat (Kohoet al, 1996).

b) Vytrvalé plevele rozmnoZujici se p Fevazné vegetativn é
RozmnoZuji se ffgvazrie vegetativk pomoci nadzemniclii podzemnich orgén
intenzivré se roziistaji a §ii. Jsou ale schopny i generativniho rozmnozZovaei, k

kteremu dochazi na neobhospiml@nych lokalitach (Kazdat al, 2010). Z toho
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vyplyva, Ze zfisob rozmnozovani zavisi na podminkach stanavidalsi klasifikace
vychazi z hloubky, do které pronikaji vegetativngany (Mikulkaet al, 1999). Paft

sem velmi Skodlivé a uporné plevele poli a zahkaahputet al, 1996).

I. Plevele m él¢eji ko fenici
Vegetativni organy se nachazejidbna povrchu pdy, nebo pronikaji do menSich

hloubek ornice (Urodna vrstvaigy vznikajici zemdelskou ¢innosti). Diky tomu je

mozna regulacetpzpracovani pdy (Jursiket al, 2011a).

a) Plevele se Slahouny
Malo vyznamna skupina, jejiz zastupci se vyskyhai okrajich pozemk v

zamokenych oblastecii viceletych picninach (rostliny ¢gtované ke krmnym
ucelam) (Jursik et al, 2011a). Rostliny vyti&ji ¢lankované lodyhy, které se
nepravidelg@ rozristaji od matiské rostliny vSemi s#my, v uzlinach lodyh

zakaenuji a vytv&eji nové listové wzice. Pati sem mochna husiP6tentilla

anserina L), pryskynik plazivy Ranunculus repens )L.¢i popenec obecny
(Glechoma hederacea L(Kazdaet al, 2010).

b) Plevele s tuhymi, pevnymi oddenky
Jedna se fpdevSim o travy, které v ornici vyt&i korenovy systém slozeny

z horizontéalnich¢i Sikmé uloZzenych oddenk (Kazdaet al, 2010). Ty jsou tuhé,
pevné aflankovaneé, kazdylanek je zako#en uzlinou, kterd obsahuje pupeny, ze
kterych vyistaji kaeny, oddenkyi nadzemni¢asti. Jsou schopny regenerace i
z kratkého segmentu oddenku. V fiepivych podminkach fevazuje generativni
rozmnozovani. Zapleveluji vSechny typy plodin, iiégditejSim zastupcem je pyr
plazivy Elytrigia repens (L.) Nevski dale medy&k mekky (Holcus mollis L),
troskut prstnaty Qynodon dactylon (L.) Pels. psin€ek vykeZkaty (Agrostis
stolonifera L) (Jursiket al, 2011a).

c) Plevele s rakkymi, kiehkymi oddenky
Velmi kiehké oddenky prostupuji celou vrstvu ornice, snasdamou, jejich

¢asti jsou roznaSeny po poli a dochazi k dalSimulexateni (Mikulkaet al, 1999).
Zpravidla indikuji vysokou hladinu podzemni vodiadime sem métu rolni

(Mentha arvensis .. ¢istec bahenniStachys palustris ) (Jursiket al, 2011a).
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d) Plevele vytvéejici hlizy, cibule
Jednd se o rozmanitou skupinu, ktera ma zasolyi l&nZzené ve fori korenovych

hliz, ztlustlych kéeni, cibuli (Jursiket al, 2011a). Vegetativni organy jsou ulozeny
v rizné hloubce ornice i v podotmi vrstw. Mohou byt roz§ovany mechanizaci,
n&adim¢i padou (Mikulkaet al, 1999). Vegetativni organy slouzi hlgv udrzeni na
stanovisti, rozmnozovani probiha generativnimi nyga semeny (Kohoudt al, 1996).
Nejsou iliS ovliviovany nepiznivymi klimatickymi podminkami, dlouho vytrvavaji
ve viktich porostech (Mikulkeet al, 1999). Jedna se o hrachor hliznatatfiyrus
tuberosus 1. (hlizy), ¢esnek vininy (Allium vineale L) (cibule) a nafiklad rukev
obecnou Rorippa sylvestris (L.) Besgdkoreny) (Jursilet al, 2011a).

Il. Plevele hloub é&ji ko fenici
Mezi ¢ fadime plevele s bohavétvenymi podzemnimi vegetativnimi organy, kterée

vytvareji systém vodorovnych a svislych wiki. Vodorovné vybzky zasahuji do
ornice a svislé pronikaji hluboko do podda@mich vrstev (Mikulkaet al, 1999) (az
n¢kolik metri) (Kohoutet al, 1996). Znemakuje to mechanickou regulaci, protoze
cast vylgzka ziastane v id¢ a rostliny mohou oft regenerovat. ¥Sinou se jedna o
druhy s vysokou konkurenceschopnosticiv plodiné. Podle vylBzki je déle
roz&klujeme na d¥ podskupiny: plevele vytiéjici oddenky a plevele sianovymi
vybeZzky (Jursiket al, 2011a).

a) Plevele bylinné vytvigjici oddenky
Oddenky jsou podzemni vybky stonkoveho fovodu (Jursilket al, 2011a). Nesou na

svych¢lancich osni a listové pupeny, které byvaji chinignSupinami. Pt sem brslice
kozi noha Aegopodium podagraria ),. preslicka rolni Equisetum arvense ). Cistec
bahenni $tachys palustris ) (Kazdaet al, 2010).

b) Plevele bylinné s kenovymi vylEZky
Kotenové vykzky nejsouclankované, maji obdobnou anatomickou stavbu jako

koreny (Mikulka et al, 1999). Sahaji zpravidla velmi hluboko dédy, az rkolik

metii (Kazdaet al, 2010). V porovnani s oddenky jsou stonkové gehkové pupeny
rozmistny nepravidelty po celém obvodu vyika (Mikulka et al, 1999). Kdenové
vybézky jsou snadno lamavé, mohou regenerovat a dalegetativé rozmnozovat.

Z tohoto divodu je mechanické odstravani prakticky nemozné.riRlady zastupi:
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pcha rolni (Cirsium arvense (L.) ScogpmIé& rolni (Sonchus arvensis)..svlatec rolni

(Convolvulus arvensis ) (Jursiket al, 2011a).

c) Plevele devinné s kéenovymi vykEzky
Podzemni n#ankované keenové vylzky spolu s nadzemnimiastmi devnati

(silné prostoupeny ligninem), jsou pevné a tulini potize pi zpracovani pdy a
mohou zhor3ovat sklizeRadime sem ostruZinik jeZiniRbus caesius ),.bez chebdi
(Sambucus ebulus)L(Kazdaet al, 2010).

3.5.1.3 Plevele poloparazitické a parazitické
Radime sem druhy, které jsodznou mirou zAvislé na hostiteli.ébme je na

poloparazity a pravé parazity neboli holoparaziyr¢iket al, 2011a).

a) Poloparazité
Zelené druhy s autotrofni vyZzivou (dokaziepenovat anorganické latky na

organické) (Mikulkaet al, 1999), které odebiraji hostiteli vodu a minerétky (Jursik
et al, 2011a) pomoci ffisavnych kdéinka tzv. haustorii. Tyto kidnky pronikaji do
vodivych pletiv kdgeni hostitele (Mikulkaet al, 1999). Pal sem druhy Zeledi

krticnikovitych  Scrophulariaceae Juss.)nag. kokrhel [uStinec Rhinanthus
alectorolophus (Scop.) PollighParazituji na kienech trav a v minulosti i na tenech
obilnin (Jursiket al, 2011a). V dnesni déhe tato skupina na polich vzacna (Kohetit
al., 1996).

b) Holoparazité
Jsou zcela zavisli na hostiteli, mohou postraddorofyl. Hostitelské rostli

odebiraji latky pdebné proitst. Mohou napadat nadzemidisti hostitele (Jursikt al,
2011a) a vytviet ovijivé lodyhy bez list s gfisavkami pro fichyceni, nap kokotice
evropska Cuscuta europaea ).. Mohou také napadat keny hostitele, nap zaraza
Zluta Orobanche lutea Baumg(Mikulka et al, 1999). VCeské republice jsotazeny
mezi karanténni plevele a podle zakona je poviindgto druhy redukovat.
V poslednich letech jsou na Ustupwkteré jsou ohrozeny zanikem, je faiia
piehodnotit jejich hubeni (Kohoet al, 1996).
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3.6 Regulace plevel a

s

Jednou z nejilezitéjSich wci pii péstovani plodin je regulace plevelPi vybéru
vhodného osétni je dilezité fidit se zkuSenostmi zZ@dchozich let a séasnym
stavem zapleveleni. Také jaélezité uvazovat nad technickymi moznostmi zvladnuti
aplikace (Stpanek, 2005a). Pro regulaci plevelelze vybrat jednotnou metodu boje,
aby byla UuspSna, musi byt zapojen cely komplex metod (HevWodak, 1959). Ten
zahrnuje diagnozu, prognézu a regulaci (Hron, 19689gnoza je klasifikace plevel
ve vsech iistovych a vyvojovych fazich (Kohowtt al, 1996). Progndza vyvoje je
odhad pedpokladané Skody a ekonomického dopadu {&8k,01998). Poté uz itieme
urcit komplexni postup hubeni plevelpro ktery od roku 1970 pouzivame pojem
regulace (Dvtak et Smutny, 2003).

3.6.1 Metody regulace
3.6.1.1 Nep¥Fimé — prevence
Mezi metody nefimé pati: zabragni dozravani semen plevel pouzivani

kontrolovaného osiva, kompostu a hnoje bez semewepl| zabragni Skeni
ocisténim strofi (Kalinovaet al, 2007), stidani plodin, zpracovaniudy (Soukup,
2005). Vyznam dchto preventivnich metod sfwa ve vytvdeni dlouhodobého
ptiznivého stavu zapleveleni, a tim snazSi druhoti@éregulace (Jursikt al,
2011a). V ekologickém zewIstvi je vyloweno pouzivani herbicid takze
regulace je mozna pouzmtito preventivnimi metodami (Konvaliret al, 2008).

3.6.1.2 PFimé
. fyzikalni

a. mechanické

Cilem je odstragni pleveh jeS€ pred jejich dozranim a vysemarnm
(Hron etVodak, 1959) a zaroviepodpora pstované plodiny kyfenim mdy
(Kohout et al, 1996). Ped zavedenim herbididbyla tato metoda hlavni
metodou boje proti plevin. NejjednodussSim a velméinym opatenim je
pleti nebo okopavka, ovSem jeji celoplosné vyudéni mozné zid/odu
casove i finatni nar@nosti. Mezi dalSi metody fieme z#adit vi&eni
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pomoci prutovych braréi muléovani (pokryti plochy folii, textilii nebo
odpadem ze sklizn (Jursiket al, 2011a).

b. termické
Vyuziva se u pomalu Klicich plodin v obdobiied vzejitim. V dsledku
piehati rostliny dochazi k nevratnym 2mam a naslednému uhynu.
Pozemek se odeje po celé ploSe, zasaZzeny jsou jiz rostouci fdeve
k poSkozeni plodiny nedochézi. V praxi se nejvioezivaji stroje pracujici
na bazi dinku plamene vznikajiciho spalovanim plynu (Soukilg99). Tato

metoda se také pouziva v zahradnictvi k Gglkdimunikaci (Vanc, 2001).

Il. biologické

Zahrnuji boj vyuZivajici patogén nebo Zive@iSnych Skidci. Jsou
pouzitelné pouze pro monokultury (porostitay jednim druhem rostliny)
a proti malému mnoZzstvi pleve{Soukup, 1999). Hrozi nebezpeze budou
napadeny i druhy ffbuzné gstovanym plodinam, $klci Uzce
specializovanych je velmi méalo (Hraet Vodak, 1959). Naopak vyhodou je
autoregulace — mnozi-li se plevele, mnozi se zéroyejich Skidci, a tim
dochazi k redukci (Deyl, 1964). Tyto metody nejsounds v praxi &ne
vyuzivany (Soukup, 1999). V naSich oblastech jezméj&jSi pouziti
nosatika suikového @Apion miniatum Germar, 1833a mandelinky
redkvickové (Gastrophysa viridula De Geer, 177X regulaci sovika
(Jursiket al, 2011a). Jakofjiklad mykoherbicidu mizeme uvést Devine na
bazi Phytophthora palmivora E. J. Butler, 1919eZ je vyuzZivan
v citrusovych sadech proti pleveh celedi tojegovité (Asclepiadaceae R.
Br.) (Kohoutet al, 1996).

lll. chemické
Zhruba od 50. let 20. stoleti se k regulaci plgévebuzivaji herbicidy
(Mikulka et al, 1999), slogeniny s fytotoxickymi dinky (Dvoradk et
Smutny, 2003). NaruSenim biochemickych précesplevelné rostlia
dochazi kjejimu uhynu nebo poskozeni (Mikuled al, 1999). Statni
rostlinolékaska sprava vydava kazdoreé seznam registrovanychtipravki
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na ochranu rostlin, které je dovoleno pouzivat padlkona:. 147/1996 Sb.

o rostlinolékaské péi (Vanc, 2001). Herbicidy maji velmi slozité cheikgc
zn&eni, pro zjednoduSeni se pouziva nazéwing latky ve zkratce dle
mezinarodni dohody. V Evrége pouzivana klasifikace HRAC (Herbicide
Resistance Action Committee), ktera klasifikujelieidy do 15 ¥id, podle
jejich  mechanismu dinku, poSkozeni plevele a chemického slozZeni.
Vyskytuji se ve form kapaliny, prask nebo granuli. \CR najdeme S$iroky
vybér herbicidi, kazdor@né dochazi kads zmen (Dvordk et Smutny, 2003).
Proces vyvoje herbicidu, &keni &innosti a zavedeni na trh je velmi
zdlouhavy a nakladny. Celofevé najdeme 8-10 vyrolic(Mikulka et al,
1999). U nas je pouzivani herbitid zentdelstvi zcela Bzné (Dvdak et
Smutny, 2003), vyhodou je nenénost z hlediska lidské prace a nizké
naklady. Na druhou stranu je jejich pouZivani spojes mnozstvim
negativnich vlivi. Mohou zpisobit poskozeni kulturni plodiny, negatévn
ovlivnit obsluhu postkovacu a ostatnich stréj zatZovat Zivotni prosedi.
Mohou zaméovat podzemnici povrchové vody nebo byt obsaZzeny ve
vypéstovanych potravindch (Jursiét al, 2011a). DalSim problémem je
niceni nebo oslabenitippzenych konkuretiit (dravd, Skidci) ¢i vznik

rezistentnich populaci, kterému se budegr®vat dale Caca, 1990).

3.6.2 Klasifikace herbicid
3.6.2.1 Podle selektivity
Selektivita je schopnostcinku na specifické druhy rostlin, aniz by dochazelo
k poskozeni jinych druh(Soukup, 2005).
a) selektivni — pouzitim selektivnich herbitidochazi k regulaci pleviebez poskozeni

péstované plodiny.

b) totalni — dochazi ke zm@ni jak pleveal, tak vSech ostatnich rostlin na stanovisti

(Novakova, 1986). Herbicidy s dlouhodobyméinky se pouzivaji na chodnicich,

cestach, vyhodou je trvalejSi regulace plaévélevyhodou je, Ze mohou gobovat
velkou ekologickou z&¥ (Kohoutet al, 1996).
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3.6.2.2 Podle doby pouZziti

a) pred setim — aplikacer@d setim, nebo sazenim. Jedna se o malo pouzipéeylr
(Mikulka et Kneifelova, 2003). Vhodna u herbididkteré jsou pdtba zapracovat do
pudy (Kohoutet al, 1996).

b) preemergentni — pouZiva se po zaseti plodied pejim vzejitim. Mize byt jest
roz&klena na kontaktni —ipd setim plodiny ale po vzejiti plevela rezidualni — jest
pied vzejitim plevel dochazi ke zgeni ,zistatki“ v pudé (Dvorak et Smutny, 2003).
Jejich &inek je snizen za sucha, po desSfizen byt selektivita tohoto herbicidu velmi
vysoka (Kudsk, 2002).

c) postemergentni — aplikace po vzejiti plodinyrrii@ aplikace je dan specificky pro
plodinu, zalezi naustové fazi. Vyhodou je, Ze ineme pesreé klasifikovat plevelné
druhy a miru zapleveleni a vybrat spraviiié latky. Podle rozsahutibeme aplikaci
rozliSit na ploSnou — provadi se po celé pldgddkovou — pouze kadcich, ohniskovou
— pouze v ohnisku zapleveleni, vyuziti vygptni a telekomunikai techniky,
podlistovou (u kuktice) a d@lenou — pi nerovnonérném vzchazeni rostlin, ktera je

rozdklend na dv aplikace (Kazdat al, 2010).

3.6.2.3 Podle zp Gsobu U €inku

a) kontaktni = dotykové — dochazi ke eami pletiva rostliny pouze v méudotyku
(Dvorak et Smutny, 2003), nejsou rozv&dy v rostlire (Hron etVodéak, 1959). Vytrvalé
plevele mohou snadno regenerovat (Vanc, 2001). iPajise ve vyvojové fazi 2-5
listd (Mikulka etKneifelova, 2003).

b) systémo¥ pisobici = translokmi — dostavaji se do cévniho systému rostlin a jsou
roznaSeny hdi floémem (z nadzemniathsti do keeni), nebo xylémem (z keni do
nadzemnich¢asti). Dochazi k poruSeni latkové wmy a Ghynu. Vhodné k hubeni
vytrvalych plevel (Mikulka et Kneifelova, 2003). Jejichdinek je pomaly, ale zato
celistvy (HronetVodak, 1959).

3.6.2.4 Podle doby aplikace s ohledem na vyvojovou fazi plevel G
a) listové — pouziti kontaktnich a transldk&ch herbicid translokovanych floémem
béhem fKistu rostlin (Dvdak et Smutny, 2003).
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b) karenové — herbicid je aplikovan nadiqu ve fazi kléeni az dvou &oznich listi,
prijiman karenovym viaSenim a veden xylémem. Tyto transiokaerbicidy byvaji
také oznaovany jako fdni sterilizatory (MikulkaetKneifelova, 2003).

c) listové a kéenové — hubi plevele vzeslé idilii (Novakova, 1986).

3.6.2.5 Podle doby trvani a4 €inku

a) herbicidy bez rezidui — herbicidy risravaji dlouhodob v pidé, po aplikaci je
mozné ihned sit.

b) herbicidy s rezidui — sit je moZné aZz po UplnérmloZeni zbytk herbicidi (za
n¢kolik dni az roki) (Vanc, 2001).

3.6.2.6 Podle mechanismu G ¢&inku

a) syntetické auxiny — jedné se o synteticky vynéblatky, které funguji stejnjako
rostlinné hormony, to znamena stimuluji Bémé cleni a fst (Jursiket al, 2011b),
ktery je nekoordinovany (Dwak et Smutny, 2003). Jsou velmi di@bpijimany listy a
rozvadny floémem (Jursiket al, 2011b). Dochazi k tvo¥ deformaci, naruseni
fytohormonalni hladiny a metabolismu (Jursikal, 2011b). Jsou to chemickeé latky ze
skupiny karboxylovych kyselin (Mikulkat Kneifelova, 2003). PouZzivaji se k regulaci
dvouckloZznych plevel v porostech obilovin, kukici (Jursiket al, 2011b).

b) inhibitory syntézy aminokyselin

Dojde k zastaveni syntézy aminokyselin nezbytnyoh Zivot rostliny. Jednd se o
glutamin syntazu (GS), enolpyruvylSikimat-3-fossghtazu (EPSP), acetolaktat syntazu
(ALS) (Jursiket al, 2011a). Druhoth dochazi kinhibici syntézy DNA, zastaveni
meristematickéhodeni (Jursiket al, 2010), naslednzastavenitstu rostliny a thynu
(Mikulka et Kneifelovd, 2003). Mezi nejdeZitéjSi ALS inhibitory pati
sulfonylmaoviny (Jursiket al, 2010), nafiklad chlorsulfuron, metsulforon a také
imidazolinony (Kohouet al, 1996).

c) inhibitory fotosyntézy

Pisobi pouze na procesy primagfésti fotosyntézy, mezi které pafotolyza vody,
cyklické a necyklické elektrotransportni reakces{éyn enasei), tvorboa NADPH+
H*, ATP a uvol#ni O, Probihaji na thylakoidnich membranach chlorofilalst nich je
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umisen fotosystém | (PSI) a fotosystém Il (PSIl). Tyte¢cbblasti gijimaji slune&ni
energii pomoci fotosyntetickych barviv, chlorofylgolni vysokoenergetické elektrony
a ty se pohybuji na systémepaseéu (Jursiket al, 2011a). Podstatou je vazba herbicidu
s bilkovinnoucasti chloroplastu pobliz fotosystému Il (Kohattal, 1996), coz vede
k naruSeni systéemurgnaseén a také nize byt naruSena syntéza pigmenez se podili
na fotosyntéze (Jursilet al, 2011a). Vzhledem &astému vyskytu mutaci gén
kodujicich proteiny ve fotosystéemu Il fasty také vyskyt plevélrezistentnich i
témto herbicidim (Devineet al, 1993). Mezi herbicidy inhibujici PSII gatriazinové
herbicidy (atrazine, terbuthylazin, cyanazin), fekgrbamaty (phenmedipham,
desmedipham) a substituované gonany (chlortoluron, isoproturon, metobromuron).

Herbicidy inhibujici PSI jsou diquat a paraquat KiMka etKneifelova, 2003).

d) inhibitory bur¢ného d@leni

Bunécné ckleni a fist je fizeno acetolaktat syntazou, tento enzym inhibuptikkad
sulfonylmatoviny, také nakst biosyntézy ethylenu #pobeny nafiklad
chloracetanilidy brzdi&eni burgk (Dvorak et Smutny, 2003). Dinitroaniliny se vazi na
tubulin, a blokuji tak tvorbu mikrotubiuldalezitych @i buné¢ném dleni (Plant & Soil
Sciences eKnihovna, 2013). JdéegevSim o herbicidy gsobici na kktici plevele
(Mikulka etKneifelova, 2003).

e) inhibitory biosyntézy karotenaid

Tyto herbicidy zjsobuji naruSeni pigmahnt fotosyntézy, pedevSim chlorofylu
(Mikulka et Kneifelova, 2003). P&t mezi & amitrol a fluometuron (Kohouet al,
1996), aplikace se projevuje albifikaci rostlinylfglenim listi) a jejim néslednym
odunienim (Mikulka et Kneifelovd, 2003). U ferostlych pleveél muZze dochézet

k regeneraci (6 a vice ligt(Devineet al, 1993).

f) inhibitory acetylkoenzym A karboxylazy (ACC)

Do této skupiny pai herbicidni gipravky ze skupiny aryloxyfenoxy-propioiat
cyklohexandiofi (Mikulka et Kneifelov4, 2003) a phenylpyrazolin(Jursik et al,
2011c), které selektivninhibuji acetylkoenzym A karboxylazu (Deéyet Michel,

2005), molekulu metabolismuilgzitou gedevsim v procesu dychani (Cremlyn, 1985).
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3.7 Rezistence plevel G vaéi herbicid am

Plevelné rostliny jsou velmi fzpisobivé k ménicim se podminkam praetdi
(Mikulka et Chodova, 1998). V minulosti dochazelo k zavedeniyob technologii,
zpasohi zpracovani pdy, zneEny v osivu ¢i dlouhodobému pouzivani herbigicse
stejnym mechanismemc¢inku. Toto v3e fispélo ke zménam druhového spektra
plevel. Neékteré plevele postupegasu ustupovaly a jiné je velmi rychle nahrazovaly.
Vyznamnym problémem se stala rezistencktarych plevel vaci herbicidim
(Mikulka etChodové, 2002).

V minulosti nebyl problém vzniku rezistence povadovza aktudlni zidvodu
nepravidelné aplikace herbidgidstidani ploding¢i relativné pomalému rozmnozovani
pleveli (Mikulka, 2003). Ale uz v roce 1956 Hasper uvei, dlouhodobé pouzivani
herbicidh maze zpisobit vznik rezistentnich populaci (Kohaettal, 1996). Pozornost
tomuto problému se #Zala wnovat az s nalezy prvnich rezistentnich jedinc

Vznik rezistence byl zp@tku v monokulturach kukice, sadech a vinicich. ¥ahto
oblastech byly dlouhod@bpouzivany herbicidy se stejnym mechanismefimkiu —
triazinové herbicidy. P&t mezi ¢ atrazin a simazin. Atrazin se pouZzival k regulaci
jedno i dvoudloZznych plevei v kukurici a vytrvalych kulturach, simazin k regulaci
jednoletych jednagloznych plevel a dvoudloznych plevel (Mikulka et Chodova,
2002).

Po viceleté aplikaci herbiadidbyl pozorovan mensSicinek, ani zvysovanim davek se
problém neviesil, naopak jedincstale gibyvalo. Citlivé rostliny byly hubeny, zatimco
rezistentni #istavaly neddené a zvySoval se p@m semen rezistentnich jedinc
v padé. Po rekolika letech se vyskyt citlivych jedidcredukoval, pipadré apine
vymizely (Mikulka, 2003) V roce 1983tedstavovaly plevele rezistentni¢v atrazinu
98 % vSech rezistentnich difukie sw¥té. Pozaji v roce 1999 doSlo k utlumu pouzivani
téchto herbicid a k poklesu na 24 %. OvSem vyrazse zvysil poet rezistentnich
plevel vici inhibitoram ALS (sulfonylm@oviny, imidazoliny) (Mikulkaet Chodova,
2002). Takeé se objevila rezistena&ivinhibitoraim ACCasy (Jursilet al, 2011c). Za
urgitych podminek mize vzniknout rezistence doi et po uvedeni herbicidu na trh
(Tardif et Powles, 1993). Komplexni historicky vyvoj¢a plevelnych drud, u nichz

byla objevena rezistence, viz obrazel.
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Tyto rezistentni populace komplikuji regulaci plEvea celém sité — viz obrazek
¢. 3.
V dnesni dob existuje 217 druln rezistentnich plevél odolnych wi¢i 148 tiznym
herbicidim. Byly hlaSeny u 63 plodin v 61 zemich (Heap, 90Xdtuace je nejvice
zmapovana v Severni Americe a v Ewdgpursiket al, 2011c).

Pocet rezistentnich biotypd
120

~#- inhibitory ACCasy
=% ALS inhibitory
~ dinitroaniliny

100 «

—=— friaziny

80 o -=- Mocoviny, amidy
+  bypyridilium
=+~ Syntetické auxiny
60 4 w— OlYCITY

40 4

20 «
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Rok

Obrazek €. 2: Historicky vyvoj p@tu plevelnych drud, u nichZ byla popsana
rezistence &i herbicidim s fiznym mechanismentiinku (Jursiket al, 2011c)
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Obrazek ¢. 3: Vyskyt rezistentnich plevielve s¥té (Heap, 2013)

3.7.1 Pojem rezistence
Dle Kohouta (1996) zni definice rezistence plévikto: ,Rezistence plevielje
absolutni tolerancet¢i takové davce herbicidu, kter&igluSny druh plevelné rostliny

hubi.“ Favodre byl urcity druh plevelné rostliny citlivy k herbicidu, alelivem
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dlouhodobého pouzivani sei®vnému vyvinula rezistence. Naproti tomu tolerance
pleveli je ,pfirozena a normalni variabilitaiwi herbicidim, ktera je danému druhu

plevele vlastni®. Wity druh je k herbicidu tolerandsi nez jiny.

3.7.2 Zvlastni typy rezistenci

K¥iZzova rezistence (cross-rezistence) rostlina ktera je rezistentniad nékterému
herbicidu je rezistentni k jinym herbidich se stejnym nebo podobnym mechanismem
acinku (Dvordk et Smutny, 2003). Nemusi tak byt u vSech plevelnyathilia u vSech
acinnych latek (Mikulkaet Chodova, 1998). 'R byla zjistna uiady populaci, nap
chundelky metlice &i chlorsulfuronu, jodosulfuronu a sulfosulfuronual® mizeme
uvést KiZzenou rezistenci u ovsa hluchéhacivcchlorsulfuronu, diclofop-methylu,
fluazifop-butylu, pendimethalinu atd., ktera bylalezena v USA (Hamouzkot al,
2011). Komplikuje hubeni pleviela posouva ho do nové sféry, kdy néstanat pouze
rostliny a herbicidy, ale také je peba znat spektrum rezistence, abychom se
nedopustili dalSich Skod (Kohoet al, 1996).

Negativni cross-rezistence— vznika, kdyz biotyp rezistentnia® urcité skupirg

acinnych latek je hypercitlivy &i jiné skupirg latek (Dvaak et Smutny, 2003).

Vicenasobna rezistencémultiple rezistence) — mechanismus rezistengg wcitym
herbicidim se rozvinul odélené. Nejprve vznikl w¢i herbicidu A, poté vyvolala
aplikace herbicidu B také rezistenci (Gonsolus,1300edna se o nejnebezpgsi typ

rezistence (Jursiét al, 2011a).

3.7.3 Vznik rezistence

Rezistence vznika v oblastech s intenzivni ochrapooti plevetim, predevsim
v monokulturich, kde byly pravidelraplikovany herbicidy se stejnym mechanismem
acinku. Poté se tyto rezistentni druhyilgina ostatni stanovi§t nagiklad wtrem nebo
hnojivy (Mikulka et Chodova, 2002). Vznikla bez ohledu na aplikaci gl jako
spontanni mutace, ale diky nevhodnému dlouhodolpaanivani herbicidl se roz&ila

(Kazdaet al, 2010). Tyto mutace vznikaji s velmi nizkou frekueasi 10 az 10"
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jedinal v populaci. B vysoké hustat pleveli na poli je vysSi prawgodobnost

piitomnosti rezistentniho jedince (MikulkdChodova, 2002).

3.7.4 Mechanismy rezistence

Mechanismy rezistence agobuji znény ¢i odliSnosti, které ovlisiuji prijem
herbicidu rostlinou. Jedna se o biochemicke, fymjalké ¢i morfologické odliSnosti
(Jursiket al, 2011c).
a) target site rezistence = zm éna mista p Usobeni herbicidu v rostlin &

Dochazi ke zrén¢ jednoho nukleotidu v sekvenci genu, ktera ma zdedék zarnu
aminokyseliny v primarni strukte cilového enzymu, kde se herbicid vaze. Diky této
zmeéné neni uz modifikované misto citlivé na herbicid.zRéence je $Sinou Uplna,
nékolikanasobnym zvySenim davek herbicide nic nerni (Jursiket al, 2011a).
Ackoliv je velké mnozstvi plevél odolnych wici stejnym herbicidm, nemusi byt
rezistence zjsobena stejnou mutaci. Tento mechanismus rezisteylcgetekovan u
herbicidi  inhibujici  fotosystém Il acetolaktatsyntazu, gbetenzym A,
enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntazu a hwné dleni (Plant &  Soil

Sciences eKnihovna, 2013).

Rezistence v G€i herbicid am inhibujicim fotosystém I

U raznych druli pleveli neni zfisobena jedinou stejnou mutaci. Rezistena& v
triazinovym herbicidm je az na &kolik malo vyjimek zpgisobena zagmou 264
aminokyseliny serinu za glycin (Kohoet al, 1996) v genu psbA, ktery kéduje protein
D1 (Jursiket al, 2011c).Cislovani bylo standardizovano podle huskairolniho
(Arabidopsis thaliana ). Zajimaveé je, Ze se tato jedind mutacéspbujici rezistenci
vici triazinam vyvinula u pleval nezavisle na s@bpo celém sité (Cabrito et al,
2011). MozZné jsou také mutace v pozicich 219, 264, a 255 (Jursikt al, 2011c).
Napriklad substituce isoleucinu za valin v pozici 218pnmice rani (Poa annua L). je
zodpo¥dna za rezistenciti diuronu, metribuzinu a substituce serinu za thimeo
v 264 u Sruchy zelnfPortulaca oleracea 1).zpisobuje rezistenciigi linuronu (Plant
& Soil Sciences eKnihovna, 2013). Mutaceiagpbujici rezistenci \&i triazinovym
herbicicim ovSem nezjsobuje rezistenciigi jinym herbicidim PSIl. Akoliv se tyto

herbicidy vazi na stejny protein, nevazi se venste] mist (Jursiket al, 2011c).
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Rezistence &i herbicidim PSIl je kodovana chloroplastovou DNA (Plant & ISoi
Sciences eKnihovna, 2013). Jedna se o tzv. mimojade ddi¢cnost, ktera je
charakteristickad matroklinitou = znakgdl po matce v3echni jeji potomci (Saféa,
2011). Sfeni této rezistence v populaci je tedy pomalé, gietneni ¥&na pylem
(santi pohlavni buika) (Plant & Soil Sciences eKnihovna, 2013). Ze aenktera

vznikla na rezistentni rostlinvyrostou vzdy rezistentni jedinci (Jurgikal, 2011c).

Rezistence v G€i herbicid am inhibujicim ACC

Rezistence ¢&kterych travovitych plevél vaci herbicidim inhibujicim ACC je
podmiréna mutaci genu (chloroplastova DNA), ktery tentayem koduje. Molekularni
podstata nebyla jeStcela objastna, zalezi nejen na zé&n¢ aminokyselin, ale také na
podilu homozygdi a heterozygdt v populaci, konkrétnim herbicidu a pouzité davce
(Jursiket al, 2011c). Také iiive byt rezistence Zgobena zvySenym metabolismem.
Problémem molekularni detekce je #ma velikost genu a jeho intron-exonova
struktura. Druhym problémem je vyskyt dvou velmidpbnych forem genu ACC u
trav. Zatimco jeden gen koduje plastidovou ACC agkeni citlivy k herbicidim, druhy
koduje cytosolovou ACC a je tolerantni k herbicid (Déyelet Michel, 2005). Bodové
mutace byly zji&tny u rekolika rezistentnich trav, nappsarky polni Alopecurus
myosuroides Hudg.jilku tuhého [Lolium rigidum Gaudip a béru zelenéhdSétaria
viridis (L.) P. Beauv. Plant & Soil Sciences eKnihovna, 2013). U psarkinpbyla
detekovana za#ma isoleucinu za leucin v pozici 1781 genu ACCHAmaxna tryptofanu
za cystein v 2027, isoleucinu za asparagin v 2@éparagové kyseliny za glycin v
2078, glycinu za alanin v pozici 2096 genu ACC2.jddstji byla jako icina
rezistence k herbictan inhibujicim ACCasu detekovana z&ma aminokyseliny na
pozici 1781 genu ACC1 (Déyet Michel, 2005).

Rezistence v Géi herbicid am inhibujicim mikrotubuly

Mutace v genu kodujicim mikrotubuly vede k nariSdsuni¢éného dleni.
Mikrotubuly jsou dvojiho typu s ap. Byla detekovana odolnostigi dinitroanalinim
v genu, ktery kéduje-tubulin. Jedna se o jaderny recegiypodmirgny gen, vzhledem
ktomu trva déle nez se tato rezistence v poputaesii. Obvykle jsou geny

zodpowdné za rezistenci dominantdi semi-dominantni gast&éné dominantni), to
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znamena, Ze dochazi k jejich rychlejSimeesi (Plant & Soil Sciences eKnihovna,
2013).

Rezistence v G€i herbicid am inhibujicim ALS

V souwasné dob je wvici témto herbicidim odolnych 129 druh (Heap, 2013).
Rezistence je Zsobena mutaci genu, ktery kdéduje enzym acetolatatazu a je
v dominantni alele (Mikulkaet Slavikova, 2008). V sa@asné dob existuje 21
substituci aminokyselin (Heap, 2013), podle typutane je kdédovana rezistence
vici urcité skupirg ALS herbicidi (Jursiket al, 2011c). Nafiklad zangna serinu za
threonin v poloze 653 #gobi rezistenci laskavce ohnutéldararanthus retroflexus L.)
vaci imidazolinomim, ale ne ¢ sulfonylmatovinam (Mikulka et Slavikova, 2008)
Zmeny se vyskytuji v jedné z osmi aminokyselin v enayALS sekvence: alanin 122,
prolin 197, alanin 205, asparagova kyselina 37@inar 377, tryptofan 574, serin 653,
glycin 654 (Heap, 2013). Mezi rigjstji se vyskytujici mutace pétzanena tryptofanu
v poloze 574 a za#na prolinu v poloze 197 (Massaal, 2011).

b) non-target site rezistence = nespecificka rezist ence (Jursik et al.,
2011c) = metabolicky zaloZena rezistence (Jursik et al., 2011a)

Spaiiva v mechanismu, ktery zabrani herbicidu dostav gdestaténém mnozstvi
k cilovému mistu &inku. Rezistentni plevele jsou schopny metabolizdwaxbicid na
netoxicky nebo méntoxicky, zatim co nerezistentni je metabolizujimiepomalu.
Rozdil mezi nimi je tedy kvantitativni, a tim sgilod kvalitativniho rozdilu u target site
rezistence. Molekularni zaklad je prapddobré zaloZeny polygenh (Jursik et al,
2011c).

c) dalSi mechanismy rezistence

~

Pati mezi & nagiklad zabudovani herbicidu nebo jeho toxickych reliéi do

I

(Jursiket al, 2011a).

3.7.5 Rozdily mezi rezistentnimi a citlivymi plevel y
Citlivi a odolni jednici jsou morfologicky naprostdenticti. Dokazani rezistence je

mozné pouze laboratornimi metodami, jeZz budou popskale. Problémem je jejich
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biologicka odliSnost, rostliny se chovaji gtnd jinak nez fivodni citlivé populace.
Vzchéazeji pi jinych teplotach, maji jinou energii K&ni, nizSi hodnoty fotosyntézy atd.
Mohou odliS® reagovat na regulaci a agrotechniku (Eakoet Smutny, 2003). Tomuto
souboru vlastnosti g&4é fithess (Hamouzkowt al, 2011).

3.7.6 Diagnostika pomoci laboratornich metod

V piipadt podezeni na rezistentni jedince je petha diagnostiky hil pomoci metod,
které nejsou natmé na vybaveni a jsou vhodné i pro samostatné&ditoe, nebo lze
odeslat vzorky semen do laboraozabyvajici se rezistenci plefre(Mikulka et
Slavikova, 2008). fedpokladem pro usgpnou diagnostiku je kvalita vzorku, Spatna
kvalita zpisobi nizké procento Kivosti nebo rozmnoZeni nekvalitnich rostlin
s variabilni odezvou na herbicid. @lprobiha ve fazi zralych semen a rirhy se
provadt za vihkych podminek. Nasleduje suSeni teplym ghdm co nejiive po skru
(Prokop, 2009). Dale je p@ba roztidéni semen, tzn. oateni poskozenych od
zdravych. Také je pi#ba nasbirat vzorky z okraje pozemku, ktery neldgtrovan
herbicidem a pouzit je jakdiglad citlivych rostlin (Mikulkaet Chodova, 2002).

a) metoda biologického testu

Nejvice se fiblizuje skuténym podminkam na polich. Umitidje charakterizovat
citlivost a vyp@itat rezistenni faktor (Hamouzovét al, 2011). Je to jednoducha a
piresna metoda, vhodnd k pouziti i pro samostatn&ditoe. Spaiva v oSatvani
rostlin, u kterych neni znama jejich citlivost (¥gpovanych ze semenjiznymi
stupiovanymi davkami herbicid Rostliny gstujeme do faze 2—4 lista poté je
oSetime ve fech stupiovanych davkach. Vhodna je i aplikacekolikanasobs
vy3sich davek nez je dopenvano. Winek se sleduje po 2-3 tydnech (Mikulka
Chodova, 2002). Hodnotime vizuém procentech — (0 % uhyn, 100 % rostliny bez
jakéhokoliv posSkozeni) (Hamouzowt al, 2011). Porovnavame s rostlinami, u
kterych zname citlivost. Nevyhodou je Zna narénost na sklenikové plochy,
pracnost @ sterilizaci substratu a dormance semenilikwiz néktera semena

muzeme testovat az ¥igti sezém (Kohoutet al, 1996).
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b) stanoveni rezistence ze semeridm zasoby

Podobna jfedchozi metodl vzorky se odebiraji z hloubky do 10 cnidpiho
profilu, alesp@é@ 10-20 vzork z jedné lokality. Naplni se kontejnery a dale se
posupuje jako u metody biologického testu. Vyhodieu moznost testovani
v pribéhu celého roku, kroghobdobi, kdy je pda zmrzla. Nevyhodou je na&rmost
na plochy a manipulace s velkym mnozstvim hlinykitka et Chodova, 2002).
c) metoda fluorescemi

Ze stedni casti listové ¢epele rostlin se Wznou tediky a jsou naméeny
v kadinkach s 1% atrazinem, nebo s vodou. Po 3,r&bo 4 hodinach se vlozi do
fluorometru (Hamouzovét al, 2011), nagiklad na 2 minuty tmy a 10 sekund
osWtleni. Poté zjistimeftivky fluoresceini indukce (Kohouet al, 1996). Plevele
citivé maji naruSenou schopnost fotosyntézy, detcha nich ke zrdndm ve
fluorescenci, na rozdil u plevebdolnych (Mikulka, 2003). Tato metoda se pouziva
k urceni rezistencedti inhibitoram fotosystému Il (Mikulkeet Chodova, 2002).
d) metoda aktivity Hillovy reakce

Princip spe@iva ve stanoveni fotochemické aktivity plaveleznamé citlivosti,
kterd charakterizuje mnoZzstvi kysliku teaého chloroplasty v definovanych
podminkach poté co doSlo k dgeai bilym sétlem a gidani ungle vytvareného
akceptoru elektraih (Hamouzovaet al, 2011). Plevele citlivé maji na rozdil od
odolnych omezenou fotosyntetickou produkci kyslfiikulka et Chodova, 2002).
Vyhodou je, Ze tuto metoduibeme pouzit kdykoliv dhem vegetace a jerlgsna
(Kohoutet al, 1996).
e) metoda agarovychipl

Tato metoda vyuzivaggtovani rostlin na agaru, ktery je nagnSherbicidem s
piidanim Zivného roztoku, poté pozorujeme vzchazewdtlin (Mikulka et
Slavikova, 2008). Citlivé rostliny uhynou, zatimcezistentni se dale vyvijeji.
Nevyhodou je pdeba sterility a nakmost natistotu prace (Kohoutt al, 1996).
f) metoda vodnich kultur

Jedné& se o metodu podobnou biologickému testuzdémd ni se rostliny stuji
v Zzivném roztoku. Nevyhodou je n&rmst prace s naddobami (MikulleChodova,

2002). V jarnich mssicich Ize odebirat rostliny ve fazi 4—6 pravycstilipfimo
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z pady (Kohoutet al, 1996). Tato metoda je jednoducha a nefré@ma vybaveni,
muze ji pouzit kazdy ze#délec (MikulkaetChodova, 2002).
g) metoda mdfeni rychlosti fotosyntézy

Dobre vyvinuty list vloZime do roztoku herbicidu podhbdo péti minut, poté
viozime do infréerveného plynového analyzatoru (Kohaett al, 1996). Déle
zmeiime rychlost fotosyntézy sgebou CQ na jednotku plochy za sekundu. Citlivé
rostliny maji mensi sptebu (MikulkaetChodova, 2002).
h) metoda stanoveni nitratreduktazy

Vyuziva skuténosti, Zze B premené nitratu u citlivého biotopu oS&ného
triazinovym herbicidem je ovliwna aktivita nitratreduktazy, enzymu, ktery se
Ucastni @emeny nitratu na nitrity, na rozdil od odolného biatiogMikulka et
Slavikové, 2008).
i) metoda listovych tefka

Ze zdravych list vyfizneme teatiky o praméru 0,5 cm, vloZzime do Petriho misek
s roztokem herbicidu a of\ime. Poté pozorujeme pet tekika, které plavou na
povrchu (rezistentni — nadi&vany uvohovanym kyslikem) a které klesaji (citlivé
— neprobihé fotosyntéza) (MikulleChodova, 2002).
j) molekularni metody

viz kapitola 3.8 molekulagbiologické metody

3.7.7 Strategie minimalizujici vznik rezistence v G€i herbicid am
Existuji oblasti, kde se nenachazeji rezistentting nebo se u plevielrezistence
k herbicidim jeS€ nevyvinula. Vzniku odolnych biotdp je teba pedchazet
preventivnimi opaenimi (Mikulkaet Chodova, 2002):

a) pravidelr® kontrolovat pole, diagnostikovat plevele a reagova zngny
Vv populaci

b) sttidat herbicidy sitznym mechanismemtiinku

c) pouzivat tzv. tank-mixy (herbicidy s vicesignymi latkami) (Sgpanek,
2005b)

d) dodrZzovat zasady pouziti a davky herbicighezvySovat) (Mikulkaet
Chodova, 2002)
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e) pouzivat herbicidy, které nebudou dlouho#i@etrvavat v pdé (nezvysuje
se selekni tlak) (Prokop, 2009)

f) uplatiovat vSechny zjsoby regulace — mechanické i chemické

g) dodrzovat gidani plodin (MikulkaetChodova, 2002)

h) dodrZovatistotu nastraj (zamezit roz&bvani) (S¢panek, 2005b)

3.7.8 Regulace rezistentnich plevel
V piipad potvrzeni rezistentnich jediinge poteba dodrzovat dité zasady, aby

nedochazelo k dalSimu vysemogani:

a) vylouwcit herbicidy, vici kterym byla potvrzena rezistence

b) stridat plodiny

C) pouzivat Siroké spektrum herbidid

d) pravidelr®t mapovat vyskyt rezistentnich rostlin (Kazztaal, 2010)
e) likvidovat zbylé plevele, aby doSlo k redukdcidmich zasob semen
f) zamezit roz§ovani na dalSi pozemky

g) zvazit zaorani stované plodiny nebo pouziti ke krmnyetim

h) vyradit pozemek z osevu na dalSi sezénu (Prokop, 2009)

3.7.9 Piehled rezistentnich druh @ na tzemi CR

Ceska republika neni zens rozsahlymi kukiicnymi poli pistovanymi mnoho leti
s porosty trvalych monokultur. Navzdorgnito vyhodnym podminkdm se u nas
rezistence &i herbicidim objevila (Prokop, 2009). V druhé polovisedmdesatych let
se z@alo s vyzkumem rezistentnich jedinge Vyzkumném Ustavu rostlinné vyroby
v Praze-Ruzyni (Kazdat al, 2010). V osmdesatych letech bylo popsano 9 exiisich
druhi pleveli: laskavec ohnuty Amaranthus retroflexus ),. laskavec Powell
(Amaranthus powellii S. Watsprmmerlik bily Chenopodium album },. merlik tuhy
(Chenopodium strictum Rgthrdesno bleSnikRersicaria lapathifolia (L.) Delarbrg
rdesno cervivec Persicaria maculosa S. F. Grgyturanka kanadskaCfnyza
canadensis (L.) Cronquistlipnice ra@ni (Poa annua L), statek obecny $enecio
vulgaris L) (Mikulka, 2003).
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Na zentdélské pidé je vaznym problémem rezistence chundelky metlispefa
spica-venti(L.) P. Beauy), ktera byla poprvé zdokumentovana v roce 2005pufaci
poli zapadni a seversésti CR, kde byl dlouhodob aplikovan chlorsulfuron. Tento
druh je rezistentnitgi ALS herbicidim (Hamouzovét al, 2011). V sotiasné dob se

P4

vyskytuje na 80 % vSech sledovanych lokalit, zvgsékodlivost byla zaznamenana u
30 % dotazanych zefdélca a u 20 % byla uvedena nizSkinost herbicid
(Hamouzovaet al, 2011). DalSim problémem je rezistence jezatkyi koohy
(Echinochloa crus-galli (L.) P. Beayy.ktera pati mezi nejnebezgaéjSi plevele na
swté (Mikulka et al, 1999).Rada dalSich druhje také podeela z rezistence. &Sina
je odolna w¢i herbicidim inhibujicim fotosystém II, objevuji se i plevadolné Vici
herbicichm inhibujicim acetolaktatsyntazu (Mikulket Slavikova, 2008). Neéast;ji
byly rezistentni druhy objeveny v okoli Zelezni@ nezemdélské pide, v ovocnych
sadech a v zeddélskych oblastech —tpvazre v obili a cukrovéiep: (Chodovéaet
Mikulka, 2002). V sotiasné dob je vCR 15 rezistentnich biotdp- viz obrazek:. 4
(Mikulka etSlavikova, 2008).

Vyskyt rezistentnich plevelnych populaci na tzemi (R

Druh GEinku | Rok nalezu systém
Amaranthus chiorostachys — laskavec zelenoklasy 1989 inhibitor PSIL
Amaranthus retroflaxus — laskavec ohnuty 1985 inhibitor PSII
Alopecurus myosuroides — psarka polni 2008 ALS
Apera spica-venti — chundelka metlice 2005 inhibitor PSII
Chenopodium album — merlik bily 1986 inhibitor PSII
Chenopodium strictum — merlik tuhy 15989 inhibitor PSII
Conyza canadensis —turanka kanadska 1987 inhibitor PSII
Digitaria sanguinalis — rositka krvava 2005 inhibitor PSII
Echinochioa crus-galli — jeZatka kufi noha 1994 inhibitor PSII
Kochia scoparia — bytel metlaty 1996 inhibitor PSII, ALS
Poa annua — lipnice roéni 1988 inhibitor PSII
Polygonum lapathifolium — rdesno bleSnik 1989 inhibitor PSII
Polygonum persicaria — rdesno Eervivec 1989 inhibitor PSII
Senecio vulgaris — starCek obecny 1988 inhibitor PSII
Solanum nigrum — lilek Gerny 1999 inhibitor PSIL

Obréazek ¢&. 4: Vyskyt rezistentnich plevielv CR (prevzato z Mikulkaet Slavikova,
2008)
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3.7.10 Rezistence u vybranych druh 1 plevel G

3.7.10.1 JezZatka ku Fi noha (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.)
Botanické zatazeni:céeled’ lipnicovité (Poaceae Barnhajt

Pavod: Jursiket al. (2011a) uvadi, Ze dlegt8iny autot je jeZatka kii noha fivodni
evropsky druh, &kteri se domnivaji, Ze pochazi z tropickych oblastidn&lavikova-
Holcovaet Mikulka (2009) uvadji, Ze pochazi zeigdni a vychodni Asie.

Biologie: Jednolety pozdnjarni plevel s bohatsvazitymi koreny, poléhavy s 4-20
odnozZemi. Stéblo jeifmé az vystoupavé, lysé, na kolénkach s climéhlupi. Listy
lysé, na okrajich drsné chlupaté, bez ouSekétéhstvim je lata tvi@na hroznovit
uspadadanymi lichoklasy, ive byt gima nebo pevisla (Kazdaet al, 2010). Piimérné

je v lag 1500 klask (Mikulka et al, 1999). Klasky jsou sile zelenég¢asto nafialoglé
(Deyl, 1964). Jsou jednokté s temi nestejs dlouhymi Sttinatymi plevami, z nichz
jedna vybiha v osinu. Kvete agkrvence daijna (Kazdaet al, 2010). Obilky jsou
lesklé, pluchaté, vypouklé nalietni stra, vegité a zaSaiatelé (Pikulkaet al, 1997).
Jeden jedinec vyprodukuje aZkolik tisic obilek (Kazdeet al, 2010). Klgeni probiha
v raném |&}, vyZaduje vySSi teplotu. Vzchazi i z hloubky 10. @bdobi dormance trva
3—6 nesiai. Ma velmi dlouhou dobu Klivosti 2—6 let (Pikulkaet al, 1997). Roz$uje
se na dalSi lokality vodou, osivem, chlévskym hmgj&ompostenti stroji (Kazdaet
al., 2010).

Vyskyt: Dava gednost vihkym vyZivnym jdém, roste vitkopech, rumistich, podél
cest, na fehi vod a na neze#délské pidé. Postupentasu se fizpiasobila podminkam
a lze ji nalézt i vchladjSich oblastech, na suchych a nevyZivnych lokdiitac
(Slavikova-Holcovéet Mikulka, 2009). Dobe snasi zaplavovani, z tohtvddu se stala
obavanym plevelem ryzovisje ryzi ekologicky podobné& a v ranych stadiichglze od
ryZe rozeznat (Julianet al, 2010). Vykytuje se ffgdevsim v mistech vyssiho vyskytu
okopanin a zelenin v osevnim sledu (Jusdilal, 2011a). Jeji vyskyt neni typicky pro
bramboré&ské oblasti ve vySSich polohach (Mikukgal, 1999).

Konkurenéni schopnost Je ovlivrena délkou dne, dhem kratkych dni vytvd nizké
rostliny s mnoha odnoZzemi, naopakthbm dlouhych dni vysoké rostliny s mohutnymi
latami a velkym mnoZstvim obilek. Nevyhodou oprositatnim pleveéim je pozdni

vzchazeni. V fipadt, Ze dojde k aplikaci herbiaida potl&eni primarnich plevél
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dokaze konkurovat kulturni plodinV suchych obdobich je mé&schopna (Jursiét al,
2011a).

Hospodasky vyznam: Od konce Sedesatych let, kdy séstpvaly rekolikaleté
monokultury kukiice oSetované triazinovymi herbicidy je povaZzovana za vyang
Metody regulace:Dulezité je stidani plodin, pokud je vyskyt jeZzatky hojny, je dmeé
pieruSit nebo zredukovatégtovani okopanin a zvySit podil ozinv osevnim sledu
(Jursik et al, 2011a). Také je vhodnétigat letni smisky a viceleté picniny, které
jezatku potlai redukci swtla (Slavikova-Holcovaet Mikulka, 2009). Je pdeba
pouzivat vyzralé hnojivo, protoZe po projiti trawictraktem zuiat obilky gezivaji a
zamduiji ¢isté osivo (Jursilet al, 2011a). Vhodné je pikovani s naslednou podmitkou
a s orbou \ervenci a srpnu (Kazdat al, 2010). Problémem je mohutny ilemovy
systém, ktery pk&kovani z&€Zuje a ktery ma regeneérd schopnosti (Jursilet al,
2011a). Také je problémem periodické vzchazenisSgvige vihkych podminkéach, kde
je treba metody regulace opakovat (Kazdaal, 2010). Z chemické ochranytXeme
aplikovat postemergentni graminicidy (herbicidy la&djici rist jednodloZznych trav
v porostech dvougloZnych rostlin) (Jursilket al, 2011a).

Vyskyt rezistentnich populaci: V CR se vyskytuji rostliny rezistentni k herbitid
inhibujicim fotosystém Il. Konkrétnse jedna o atrazin s moZnosti cross rezistete v
jingm herbicidim ze skupiny s podobnym mechanismefimku. Tyto rezistentni druhy
byly nalezeny pevazré v cukrovce a kukiici (Hamouzovaet al, 2011). Jedn& se o
target-site rezistenci, konkrétni mutace neby®Rvdetekovana (Heap, 2013). Poprvé
se rezistence objevila v roce 1978 v USA (Slavikbedcova et Mikulka, 2009) vici
inhibitoram fotosystému |l (konkréthvigi atrazinu, cyanazinu a simazinu) (Heap,
2013). Dale se vyskytuje rezistence v Thajsku,L8riee, na Filipinach, v Brazilii,
Kanad, Cing, Italii, Recku, Francii, Polsku, Sp&eku, Bulharsku a byvalé Jugoslavii
(Slavikova-Holcovaet Mikulka, 2009); Severni Koreji a Tureckuudr ureazam,
amidim, syntetickym auxitim, ALS a ACC inhibujicim herbicidn a dalSim (Heap,
2013).
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Obrazek €. 5: Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.

(prevzato z http://www.kvetenacr.cz/detail.asp?IDdefi6)

3.8 Molekularn é-biologické metody

Tyto metody se v dnedni dolmojré vyuzivaji. Jedna se o genotypové metody,
rezistence je dana geneticky — mutaci. Vzorky sebivdji gimo na stanovisti,
mohou se ihned pouzit nebo zmragitususSit a pouzit za delSi dobu. Izoluje se
rostlinna DNA a amplifikuje gen, ktery je zodgaWy za rezistenci metodou PCR =
polymerazovaiettzova reakce. K ateni amplifikace se pouziva elektroforéza.
Misto mutace se ur analyzou sekvence genomu bioinformatickymi metaida
(Mikulka et Slavikova, 2008). if¢d odeslanim do sekvema laboratde je poteba
nukleové kyseliny purifikovat chromatografii. (Saret al, 2005) Misto mutace

se také mMze ukit pomoci restrikni analyzy (Mikulkaet Slavikova, 2008).

3.8.1 Polymerazova retézova reakce

PCR probihén vitro, tzn. bez pouziti butk. Sekvence DNA mohou bytbem par
hodin mnohokréat amplifikovany, a to bez pouzitindwacich vektar. Tuto metodu Ize
provadt, pouze zname-li sekvenci ohrémjci nami zkoumanou sekvenci (Snustands

et Simmons, 2009), tedy iieme nasyntetizovat dva oligonukleotidy, které Eigako
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primery pro syntézu DNA (Albertet al, 1998). Principem PCR je tedy replikace
nukleovych kyselin, cyklicky se opakujici syntézavych fetézch predem vybraného
oznaeného useku DNA (primery) ve $m 5—3' pomoci DNA-polymerazy. Pouzivaji
se termostabilni DNA-polymerazy, které odolavagilosédm, @i nichz DNA denaturuje
(Smardaet al, 2005). DNA je v mikrozkumavce s DNA-polymerazawkleotidy a
specifickymi primery (Campellet Reece, 2006). V ¥&eni zvaném termocykler
dochazi v naprogramovanych intervalech k automatizkeéné teploty, opakovanim
procesu dochazi k exponencialni amplifikaci sekeegenu (Smardat al, 2005) a to
ve tech krocich: 1. kratkym z&htim je DNA denaturovana, dochazi k sléai irettzca
DNA. 2. nasleduje ochlazeni a navazani primea ok komplementarni sekvence
DNA. 3. nastava syntéz#ettzci DNA za gitomnosti enzymu DNA-polymerazy a
vSech ¢tyt deoxyribonukleosidtrifosfat DalSi cyklus z&ina ogt prvnim krokem.
Obvykle se pouziva 20-30 cyklpricemz jeden cyklus trvaiiplizné 5 minut (Alberts
et al, 1998). Tato metoda je velmitgsna, primarnim materialem nemusi byt
purifikovana DNA a st& velmi malé mnoZstvi i ¢ast&éné poruseném stavu. (Campell
etReece, 2006).

3.8.2 Elektroforéza

Principem této metody je pohyb molekul v elektritkgoli. Fosfatove skupiny
nukleovych kyselin nesou zaporny naboj tudiz, jgoor makromolekuly fitahovany ke
kladré nabité anod (Smardaet al, 2005). Fragmenty DNA jsou naneseny do Zlabku
v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu, kteryitpérovitou sf. MenSi molekula
snadiji projde gelem a tim padem se rychleji pohybujeoi@, 2007). Dochéazi
k rozcEleni fragmeni DNA za vzniku ,Zebiku“ sloZzeného z prouik obsahujicich
molekuly DNA o stejné velikosti. Abychom tyto fragmty mohli pozorovat, obarvime
DNA latkou, ktera po navazani fluoreskuje v ultatdivém s¥tle (Albertset al, 1998).
Velikost molekuly nebo jejiho fragmentutieme stanovit srovnanim s takzvanymi
hmotnostnimi neboli velikostnimi standardy, jejichiesna velikost byla stanovena

sekvenovanim (Smaras al, 2005).
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3.8.3 Sekvenovani DNA

Sekvenovanim DNA ziskame informaci o primarni gtk DNA neboli pesném
pofadi nukleotid. Znalost této sekvence je pouzivana k odvozenivesele
aminokyselin (Smardat al, 2005). Ténit ve stejné dabbyly vynalezeny d& metody,
metoda terminacéettzci autofi F. Sangera a A. R. Coulsona a metoda specifické
chemické degradace A. Maxama a W. Gilberta (Bro2007). Metoda terminace
fetzal je zaloZena na pouziti DNA, ktera ma byt sekvenaygako matrice pro
syntézu komplementarni¢btzca rizné délky pomoci DNA-polymerazy. Oproti tomu
metoda chemické degradace je zalozena na speaifick&peni molekuly DNA
chemickymi latkami v mistech bazecitého typu (Rosypal, 2002). V dnesni dob
pievazuje metoda terminadetézcl, ktera je jednoduSi aibe byt zautomatizovana
(Brown, 2007). Vychozim materidlem pro sekvenacidpyfragmenty ziskané metodou
PCR nebo fragmenty naklonované ve vhodném klonavaetktoru (Smardaet al,
2005).

3.8.4 Bioinformatické zpracovani

Bionformatika je ¥da na rozhrani biologie a informatiky, ktera seyxa@bhlavré
zpracovanim, prohledavanim a analyzou dat o sekwescromolekul, ovSem fize byt
chapana i vSirSim slova smyslu. Sekvenci rozumjaieukoliv formu zapisu
monomett v makromolekule neépsgji DNA nebo proteinu (Cutkova, 2006).
K nejdilezit¢jSim institucim zabyvajicim se spravou bioinforrolfich dat pat
Evropsky institut pro bioinformatiku, Narodni cemtr pro biotechnologické informace
a Narodni geneticky institut. Kazda obsahuje genmuaalatabazi sekvenci nukleovych
kyselin, nap. GenBank v ramci institutu NCBI. Vznikly v déljejich aktualni patby
na jednotlivych kontinentech, kdy nebyly zcela iomty vysokorychlostni
komunikani sig. V sowasné dob sdileji a neustale sir@davaji data (Smardet al,
2005). Na strankach Né&rodniho centra pro bioteduické informace vznikl systém
vyhledavani ENTREZh{ttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entre}/ktery vyhledava ve vSech

databazich saasré (Snustandset Simmons, 2009) a je uZzivatelsky nejjednodussi.
Umoziuje vyhledavani podobnosti sekvenci nuklebtid nukleovych kyselinach a
aminokyselin v proteinech, vyhledavani gemfunknich oblasti a klasifikaci proteain
na zéklad aminokyselinovych sekvenci (Smarelzal, 2005).
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4 Material a metody
4.1.1 Biologicky materidl

jezatka kii noha Echinochloa crus-galli (L.) P. Beayv.

4.1.2 Seznam pouzitych roztok 0 a médii
2% CTAB: 2 g CTAB; 4 ml 0,5 mol/drEDTA (disodna &l ethylendiaminteraoctové
kyseliny); 10 ml 1 mol/drTRIS; 28 ml 5 mol/dmNaCl doplrno destilovanou vodou

do objemu 100 ml a sterilizovano filtraci

5x TBE: 54 g Tris-HCl; 27,59 HB® 20 ml 0,5 mol/dm EDTA (disodna 8l
ethylendiaminteraoctové kyseliny); 1 | destilovanély; pH 8

Ostatni chemikalie: chloroform : izoamylalkohol (posn 24 : 1); 3 mol/dr octan
sodny; izopropanol; agaréza (elektroforeticka); BRDT 70% ethanol; 2-
merkaptoethanol; destilovana voda; Gel Red Nuckdid Stain (Biotium, USA);
primery pro PCR viz tabulk& 3 (Generi-biotech(R); sterilni voda

Komeréni kity: Fast Start PCR Master (Rocheimecko); 6xLoading Buffer (Takara,
Japonsko); DNA Molecular Weight Marker 11l 0,12-21kbp (Roche, Bmecko);
GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma, USA)

4.1.3 Vybaveni laborato fe

Chlazena centrifuga 5804 R (Eppendorf), centrifaga5D (Eppendorf), centrifuga
5415R (Eppendorf), minicentrifuga MCF 2360 (LMSgrmocycler TCXP, XP (Bioer),
Transilluminator UVT-20M (Herolab) s digitalnim tmparatem (Kodak EDAS 290),
termoblok Mixing Block MB-102 (Bioer), NanoDrop NDOOO V3.7.0, digesip
elektroforetickd aparatura, mikrovinna trouba, zighbox, ledntka, analytické vahy,
magnetické michadlo, odimé valce, kadinky, centrifugai mikrozkumavky, PCR
mikrozkumavky, davkovaci mikropipety, sterilni &pj, ochranné rukavice, pinzeta,

treci miska s tlotkem, chladici stojanky, parafilm, vyrobnik na ledawist’.
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4.1.4 Sbér pokusnych rostlin

RostlinyEchinochloa crus-galli (L.) P. Beaulayly sbirany v obdohiervence az za
2012 v Olomouckém kraji a kraji Vy&ma — viz tabulkad. 1. Jednotlivi jedinci byli
sbirani na polich (krognokraji pole) fevazré s kukuici a cukrovourepou a uchovany

ve forme herb&ovych polozek.

Tabulka ¢. 1: Seznam herls@avych poloZekechinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.

Vzorek: | nejblizSi obec GPS datum
49°34'29.056"N,
Jo1 Olomouc-Holice 17°16'55.926"E 20.9.2012
49°34'31.804"N,
Jo2 Olomouc-Holice 17°17'0.269"E 20.9.2012
49°30'14.097"N,
Jo3 Celechovice 17°21'56.949"E 6.9.2012
49°31'41.934"N,
Jo4 Krémari 17°20'27.453"E 5.9.2012
49°39'52.085"N,
JO5 Dolni Krupa 15°36'59.345"E 15.8.2012
49°36'39.359"N,
JO6 Krelov 17°11'14.578"E 5.9.2012
49°36'57.481"N,
Jo7 Krelov 17°11'27.539"E 5.9.2012
; 49°36'58.799"N,
JOo8 Olomouc-Repc¢in 17°13'21.602"E 5.9.2012
49°37'55.020"N,
Jo9 Horka nad Moravou |17°12'30.420"E 6.9.2012
49°37'34.320"N,
J10 Bfuchotin 17°9'44.759"E 6.9.2012
49°38'39.058"N,
Ji1 Prikazy 17°8'8.941"E 6.9.2012
49°39'43.801"N,
J12 Naklo 17°7'55.140"E 5.9.2012
49°41'41.640"N,
J13 Novoveska 17°10'59.818"E 5.9.2012
49°40'58.620"N,
J14 Stépanov 17°11'50.939"E 5.9.2012
49°39'12.719"N,
J15 Chomoutov 17°13'45.661"E 6.9.2012
49°36'3.645"N,
J16 Olomouc-Lazce 17°15'19.479"E 3.9.2012
49°39'31.741"N,
Ji7 Chomoutov 17°13'13.739"E 14.9.2012
49°34'54.239"N,
J18 Topolany 17°10'54.001"E 20.9.2012
49°34'24.780"N,
J19 Olomouc-Hnévotin 17°10'24.601"E 20.9.2012
49°35'7.552"N,
J20 Okrouhli¢ti Dvoraci 15°34'43.050"E 20.8.2012
5 49°35'14.162"N,
J21 Smolovy 15°33'24.719"E 14.7.2012
J22 Havli¢kav Brod 49°37'14.678"N, 15.8.2012
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15°34'23.983"E
49°35'41.114"N,

J23 Havli¢k(v Brod 15°33'29.111"E 15.8.2012
49°36'15.276"N,

J24 PapSikov 15°33'20.732"E 10.8.2012
49°24'48.990"N,

J25 Kozlov 15°42'11.401"E 17.8.2012
49°39'15.599"N,

J26 Dolni Krupa 15°35'31.199"E 15.8.2012
49°38'12.599"N,

J27 Cesky Dviir 15°35'15.601"E 10.8.2012
49°37'18.025"N,

J28 Havli¢kav Brod 15°34'15.076"E 15.8.2012
49°38'21.447"N,

J29 Roznak 15°33'46.125"E 10.8.2012
49°33'54.056"N,

J30 Véz 15°28'11.507"E 14.7.2012
49°36'31.931"N,

J31 Svitalka 15°26'49.398"E 14.7.2012
49°36'28.986"N,

J32 Lipnice nad Sdzavou |15°25'9.378"E 14.7.2012
49°36'24.405"N,

J33 Pohledsti Dvoraci 15°36'41.951"E 10.8.2012

4.1.5 Izolace DNA

V tieci misce byly na prach rozdrceny dvigedte velké listyEchinochloa crus-galli
(L.) P. Beauv Do mikrozkumavky byl pipetou nanesen 1 ml 2% CTAB2ul 2-
merkaptoethanolu a z&it na 65 °C. Zatatym roztokem byl splachnut prach #edi
misce zpt do mikrozkumavky. Nasledovala inkubace 1,5 hodipy 65 °C v
termobloku. K zakatému roztoku bylo idano 60Qul smesi chloroformu a
izoamylalkoholu (v porgru 24 : 1), snmas byla promichana pr@panim a nechali jsme ji
5 minut stat. Nasledovala centrifugace v centrifictdazené na 4 °Cip 11 000
otatkadch/min po dobu 15 min. Horni vrstva roztoku bgldebrana pipetou do nové
mikrozkumavky a krok se zopakoval. Po centrifughgio k roztoku pidano 60ul

3 mol/dm®

octanu sodného a 5@ izopropanolu a sis promichana fgvracenim
mikrozkumavky. Roztok byl i@s noc inkubovan v mrazicim boxii peplog —20 °C.
Druhy den byl roztok centrifugovan 30 min v centzé chlazené na 4 °Gipll 000
otatkach/min. Jednim tahem byl slit chloroform a izo&tkphol. Nasleda bylo
piidano 20Qul 70% ethanolu z mraziciho boxu a bez promichamtrdugovano
v centrifuze chlazené na 4 °@ A1 000 otdkach/min. Po centrifugaci byl ethanolép

slit a ke srazené DNA bylafidano 20Qul sterilni destilované vody. Koncentrace DNA
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byla zméiena pomoci fistroje NanoDrop ND-1000 (V3.7.0)Vzorek byl uchovan

v mrazicim boxu p teplog —20 °C.

4.1.6 PCR reakce (polymerazova fretézova reakce)

Izolovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR = pobmazovérettzove reakce.
Pripravili jsme si roztok 12,5l Fast Start PCR MastdgRoche, Nmecko) + 0,5ul
reverseprimeru + 0,51l forward primeru + 10,5l sterilni destilované vody, dale jsme
do mikrozkumavky pipetou nanesliyd DNA a lehce stdili na minicentrifuze.
Nasledr jsme mikrozkumavky s re&ki snesi viozili do termocykleru a nastavili PCR
po dobu 1 h 20 min, jejiz teplotnicasovy profil je uveden v tabulée 1. K PCR reakci
byly pouZzity specifické primery uvedené v tabutc@.

Tabulka €. 2: Teplotni atasovy profil reakce PCR

(dostupné zhttp://www.roche-applied-science.com

cykly kroky stanovena teplota | éas

1 cyklus | podateéni denaturace 95 °C 4 min

35 cyklll | denaturace 95 °C 30s
nasednuti primer( 40— 65 °C 30s
prodluzovani 72 °C 45 s —3 min

1 cyklus | konec¢né prodlouzeni 72 °C 7 min

Tabulka €. 3: Primery
(dostupné attp://nature.berkeley.edu/brunslab/tour/primeralhDélyeet Michel,
2005)

primer sekvence (5'->3")
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ACCpl CAACTCTGGTGCTIGGATIGGCA

ACCplR | GAACATAICTGAGCCACCTIAATATATT

ACCp4 CAGCITGATTCCCAIGAGCGITC

ACCp2R | CCATGCAITCTTIGAGITCCTCTGA
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4.1.7 Elektroforéza

Uspssnost amplifikace byla detekovana pomoci elektaifoké separace v 1%
agar6zovém gelu. K 80 ml TBE pufru byléigano 0,8 g agar6zy, vysledny roztok se
postupr zaltival v mikrovinné troub, dokud nebyl pthledny bez kouskagardzy. Po
kratkém vychladnuti (na dotek ruky) bylo pipetouneseno do roztoku 64 Gel Red
Nucleic Acid Stain (Biotium, USA) promichano a rehk vylito do gipravené
elektroforetické vany siebinkem. Po ztuhnuti gelu (cca 20 min) bighiinek vytaZzen a
vana penesena do elektroforetické karky s TBE pufrem, tak aby gel byl pofem. Do
prvni jamky bylo pipetou nanesenaubDNA Molecular Weight Marker 111 0,12-21,2
kbp (Roche, Mmecko) + 1ul 6xLoading Buffer (Takara, Japonsko). Do dalSiamék
1yl Loading Buffer + 1ul DNA + 4l destilované vody. Naslednbyla aparatura
piipojena ke zdroji, elektroforéza probihala 45 mingtejnosmrném napti 100 V. Po
odpojeni a osuSeni byl galgmesen do Transilluminatoru UVT-20M (Herolab) s Kkd
EDAS 290 pomoci, kterého byl vyfotografovan pod Etlem.

4.1.8 Purifikace PCR produkt a a sekvenace

K odstrarni chemickych n&stot a kratSich nedosyntetizovanyi@&zci byl pouzit
GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma, USA).
1. Do mikrozkumavky bylo pipetou naneseno [0O@olumn Preparation Solution.
Nasledovala centrifugace 1 mirti @2 000 otékach/min. Poté byl eluat slit. Timto
krokem se zvysilo navazani DNA n&knicitou membranu na kolonce.
2. Do mikrozkumavky s PCR produktem bylo pipetoneseno 10@l Binding solution
(5x objem PCR produktu), promichéno tak, aby roxtglkhomogenni. Vysledny 128
roztok byl pipetou nanesen do festu kolonky a centrifugovan 1 minfip
12 000 otékach/min. Eluat byl o slit.
3. Do kolonky bylo naneseno 500 Wash Solution a nasledovala centrifugace 1 min
pii 12 000 otdkach/min. Eluat byl slit a ap centrifugovan, tentokrat bez jakéhokoliv
roztoku 2 min pi 12 000 otdkach/min. DoSlo k odstrani prebyte&ného ethanolu.
4. Kolonky byly geneseny do novych mikrozkumavek a bylo pipetou seme 5Qul
Elution Solution do centra kolonek. ¥alo se 1 min a poté ¢épprokhla centrifugace

1 min @ 12 000 otékach/min. Kolonka byla odstrana. Byla zngiena koncentrace
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DNA pomoci gFistroje NanoDrop ND-1000 (V3.7.0)Vysledny eluat byl fipraven

k sekvenaci (skladovani mozné v mrazicim boitu-p0 °C).

Sekvenovani bylo provedeno firmou SEQme s.r.o. bi8o(http://www.segme.el/
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5 Vysledky

K analyze bylo pouzito 33 vzoik Echinochloa crus-galli (L.) P. Beaumasbiranych
na polich kraje Vystina a Olomouckého kraje. Byla provedena izolace DN#reni
koncentrace, PCR genu ACC1, ACC2, ITS a naslessieni PCR elektroforézou — viz
obrazeke. 6 , purifikace a off méieni koncentrace. PCR amplifikace vSeighgeni se
zdaila u jedendcti vzork viz tabulkac. 4 (uvedeno i s koncentraci DNA po purifikaci),
u ostatnich se nezila pravdpodobré diky neistotdm ze vzork, které mohou
inhibovat DNA-polymerazu. Vysledky sekvenace — wi#loha — ziskané firmou

SEQme s.r.0. byly bioinformaticky zpracovany.

1) DNA marker, 2) ITST23, 3) ACC1I23,
4) ACC2J23, 5) ITST22, 6) ACCLI22, 7) ACC2I22

Obrazek €. 6: Oveieni PCR elektroforézou

Tabulka €. 4: Vzorky po PCR ogtené elektroforézou + koncentrace DNA

vzorek + koncentrace DNA v
vzorek oblast genu | ng/ul

ITSJ2 11,2
J2 ACC1J2 17,5

ACC2J2 16,4

ITSJ5 12,2
J5 ACC1J5 125

ACC2J5 17,7

ITSJ6 10,2
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J6 ACC1J6 8,8
ACC2J6 13
ITSJ7 10,4
J7 ACC1J7 10,1
ACC2J7 8,9
ITSJ8 12
J8 ACC1J8 10
ACC2J8 8,8
ITSJ9 11,9
J9 ACC1J9 11,4
ACC2J9 12
ITSJ13 9
J13 ACC1J13 10,4
ACC2J13 7,5
ITSJ15 11,3
J15 ACC1J15 9
ACC2J15 111
ITSJ20 215
J20 ACC1J20 23,7
ACC2J20 24,2
ITSJ21 12,1
J21 ACC1J21 24
ACC2J21 19,6
ITSJ22 16,7
J22 ACC1J22 15,9
ACC2J22 18

Region genu ACC1 byl porovnan u vSech viogomoci algoritmu ClustalW2 na

webovych strankachttp://www.ebi.ac.ukViz obrazele. 7 a¢. 8. Sekvence byly velmi

homogenni, nalezena byla pouze jedna mutace u wzobrk2. Déle jsme pomoci

algoritmu BLAST dostupného na webovych strankédtp://blast.ncbi.nim.nih.gov/

pievedli sekvenci nukleotid na sekvenci aminokyselin a porovnali ji se vzorkem
z genové banky ADR32359.1 viz obrazek9. Ke vzniku rezistenceivi herbicidu u
genu ACC1 vede z&ma isoleucinu = | za leucin = L na pozici 1781 digofi Déyelea

a Michela (2005). U zadného ze vzbrkedosSlo k této rezistenciugi herbicidim
inhibujicim ACCasu podmiujici zangéné. Srovnanim sekvenci ACC2 bylo nalezeno
n¢kolik mutaci, zadna z nich nevedla k zZ#oh podmiiujici rezistenci uc¢i herbicidu
inhibujiciho ACCasu. Konkrétnby dle autai Déyelea aMichela (2005) muselo dojit

k zanené tryptofanu za cystein na pozici 2027 nebo isoleuda asparagin na 2041,
asparagoveé kyseliny za glycin na 2078 nebo glyzaalanin na pozici 2096. Sekvence

genu ITS byly amplifikovany k asfeni spravného botanickéhoiaaeni pokusnych
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ACCIIS-4F7
ACCIIZ-471
ACCIEA-IF
ACCIIY 47
ACCHIIS-471
ACCIL 247
ACC 2271471
ACCHI23-477

rostlin a pipadré analyze jejich fylogenetického vyvoje, ale nebyje mozné

bioinformaticky zpracovat ziddodu nekvalitnich sekvetaich dat.

ACCITEL
ACCLIEZZ
ACC1T15A
ACC1T9
ACC1TE
ACCLTY
ACCLTS
ACC1TZ

GOOCAAEAAGCTTETTCAGEEFCAGAAALCCCGETTAAAATAATAGSCTGETCTAGACECT
GOOCAAEAAGCTTETTCAGEEFCAGAAALCCCGETTAAAATAATAGSCTGETCTAGACECT
GUCCAAGAAGCTTGTTCAGEFCAGLAALCCCGETTALAATAATAGEFCTEETCTAGACECT
GUCCAAGAAGCTTGTTCAGEFCAGLAALCCCGETTALAATAATAGEFCTEETCTAGACECT
GUOCAAEAAGCTTGTT CAGEFCAGLAALCCCGETTAAAATAATAGSCTGETCTAGACECT
GOOCAAEAAGCTTETTCAGEEFCAGAAALCCCGETTAAAATAATAGSCTGETCTAGACECT
GOOCAAEAAGCTTETTCAGEEFCAGAAALCCCGETTAAAATAATAGSCTGETCTAGACECT

GUCCAACAAGCTTGTTCAGEFCAGLAALCCCGETTALAAATAATAGEFCTEETCTAGACECT
P R R R R R R L R R R R TR R R

Obrazek €. 7: Sekvence nukleotidACC1 — vybrany Usek

30 40 &0 B0 T0 a0 a0 100 110 120

[

Obrazek ¢. 8: Sekvence nukleotidACC1 — cela

1z0
1z0
1z0
1z0
1z0
1z0
1z0
1z0

130

BlDownload v~ GenPept Graphics

acetyl-CoA carbaxylase [Echinochloa crus-gall]
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Obrazek ¢. 9: Sekvence aminokyselin ACC1 — porovnan
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6 Diskuse

V této bakaléské praci byl metodicky zvladnut postup molekulamétekce
rezistence jezatky kiU nohy \ac¢i herbicidim inhibujicim acetyl koenzym A
karboxylazu. Dle autdrMikulky et Slavikoveé (2008) je v s@éasné dob aktualni riziko
vzniku rezistence jezatky kunohy \aci herbicidim inhibujicim ACCasu. Detekci
mutaci sekvenovanych usegeni ACC1 a ACC2 u nasbiranych vzdrk porovnanim
mutaci zfisobujicich rezistenci u psarky polmMdpecurus myosuroides Hujldle
autoii Déyeleaet Michela (2005) jsme zjistili, Ze Zadny z naSiclorkii nebyl k tomuto
herbicidu rezistentni. Jedinci byli sbirani na pbl{vyjma okraj), kde byl vzhledem
k malému vyskytu plevél pravapodobré herbicidni pipravek pouzit. \CR je dosud
znama pouze rezistence jezatkyikuohy k herbicidm inhibujicim fotosystém II, &i
herbicichm inhibujicim ACCasu se vyvinula rezistence v U8Alji, Thajsku, S Koreji,
Turecku aCing (Heap, 2013). Nasbirani jedinci mohli byt rezisté (target-site) &
jinému herbicidu nebo u nich mohla byt vyvinuta afetlicka rezistence. Ve &¢ se
vyvinula rezistence i herbicidim inhibujicim fotosystém II, syntetické auxiny, ALS
ACC, chloracetamidim, thikarbamatm, triazofi, maiovinam (Heap, 2013). Vzorky
byly po sekvenovani porovnany s rezistentnim avgiti jedincem z genové banky
ADR32359.1 autar Huana, Jina, Thanga a Wanga, byla nalezena 99%plbgie,
ztoho vyplyva, Ze variabilita genu je nizka. Gelly5 nebylo mozné zioodu

nekvalitnich sekvertaich dat analyzovat.
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7 Zaver

V této préaci byla metodicky zvladnuta molekulareitekce rezistence jeZatky iku
nohy \ici herbicidim inhibujicim acetyl koenzym A karboxylazu. Na zakl
sekverinich dat ge ACC1 a ACC2 byly zkoumany mutace, kter@iggbuji vznik
rezistence. Jedinci s rezistentnim genotypét kerbicidim inhibujim ACCasu nebyli
detekovani. Geny ITS, potvrzujici fylogenetickatibpznost, nebylo mozné analyzovat
z divodu nekvalitnich sekvetaich dat. Owreni metodiky v praxi poskytuje moznost

budouciho vyzkumu rezistence jezatkyikuohy.
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8 Seznam pouzitych zkratek

ACC
ALS
CTAB
DNA
PCR
PSI
PSlI

acetyl koenzym A karboxylaza
acetolaktat syntaza
cetyltrimethylamonium bromid
deoxyribonukleova kyselina
polymerazov&tezcova reakce
fotosystém |

fotosystém Il
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10 Prilohy
Sekvence genu ACC1:

>ACClJ2_F04. abl

CACCATTGGTAGCCATGAT CTTAGGACCACCCAATTGCAT GTGAGAGCT GTACACT TCCCGCCCAACAAG
CTTGI TCAGGG

CAGAAAACCCGGT TAAAATAATAGGCT GGTCTAGACGCT GTAT GCACCGT ATACCAAGCCGAGCAAGATA
AGCTCCTATTCCTACAGT CCGCCCAGT CACGAATGTAAGT GTAAATGTCT
CCTCATATGCCCTAGAATAAGCACTGGCAATAGCACGCACT TCCATGTATATTCTCAACACCAAGACCATC
CTCCTTGCCCACAACAGAGT CAATAATCCACCTAACTTCACCACTATCCA

GCTGCACCT TGTGTGCTATAACAGAAGAGCTAATACGATCATAGT CTTCTTCAGT CAAATAAATGTACTG
AAACCCACGT TCAGGEGCTGCCT TCATCAGACCACCCAACACGGAAGCAAG
ATTTCACTTCATCGGCTATGCCCATCCCAG

>ACCLlJ5_(@04. abl

CACCATTGGTAGCCATGATCT TAGGACCACCCAAT TGCATGT GAGAGCT GTACACT TCCCGCCCAAGAAG
CTTGI TCAGGG

CAGAAAACCCGGT TAAAATAATAGGCT GGTCTAGACGCT GTAT GCACCGT ATACCAAGCCGAGCAAGATA
AGCTCCTATTCCTACAGT CCGCCCAGT CACGAATGTAAGT GTAAATGTCT
CCTCATATGCCCTAGAATAAGCACTGGCAATAGCAGCACT TCCATGTATATTCTCAACACCAAGACCATC
CTCCTTGCCCACAACAGAGT CAATAATCCACCTAACTTCACCACTATCCA

GCTGCACCT TGTGTGCTATAACAGAAGAGCTAATACGATCATAGT CTTCTTCAGT CAAATAAATGTACTG
AAACCCACGT TCAGGGCTGCCT TCATCAGACCACCCAACACGGAAGCAAG
ATTTCACTTCATCGGECTATGCCCATCCCAG

>ACC1J7_A05. abl

CACCATTGGTAGCCAT GATCTTAGGACCACCCAAT TGCAT GT GAGAGCT GTACACT TCCCGCCCAAGAAG
CTTGTTCAGGG

CAGAAAACCCGGT TAAAAT AATAGGCT GGT CTAGACGCT GTATGCACCGTATACCAAGCCGAGCAAGATA
AGCTCCTATTCCTACAGT CCGCCCAGT CACGAAT GTAAGT GTAAATGTCT
CCTCATATGCCCTAGAAT AAGCACT GGCAATAGCAGCACT TCCATGTATATTCTCAACACCAAGACCATC
CTCCTTGCCCACAACAGAGT CAATAAT CCACCTAACTTCACCACTATCCA
GCTGCAGCTTGTGTGCTATAACAGAAGAGCTAATACGAT CATAGT CTTCTTCAGT CAAATAAATGTACTG
AAACCCACGT TCAGGGCT GCCT TCATCAGACCACCCAACACGGAAGCAAG
ATTTCACTTCATCGGCTATGCCCATCCCAG

>ACC1J8_B05. abl

CACCATTGGTAGCCAT GATCTTAGGACCACCCAAT TGCAT GT GAGAGCT GTACACT TCCCGCCCAAGAAG
CTTGTTCAGGG

CAGAAAACCCGGT TAAAAT AATAGGCT GGT CTAGACGCT GTATGCACCGTATACCAAGCCGAGCAAGATA
AGCTCCTATTCCTACAGT CCGCCCAGT CACGAAT GTAAGTGTAAATGTCT
CCTCATATGCCCTAGAAT AAGCACT GGCAATAGCAGCACT TCCATGTATATTCTCAACACCAAGACCATC
CTCCTTGCCCACAACAGAGT CAATAAT CCACCTAACTTCACCACTATCCA
GCTGCAGCTTGTGTGCTATAACAGAAGAGCT AATACGAT CATAGT CTTCTTCAGT CAAATAAATGTACTG
AAACCCACGT TCAGGGCT GCCT TCATCAGACCACCCAACACGGAAGCAAG
ATTTCACTTCATCGGCTATGCCCATCCCAG

>ACC1J9_C05. abl

CACCATTGGTAGCCAT GATCTTAGGACCACCCAAT TGCAT GT GAGAGCT GTACACT TCCCGCCCAAGAAG
CTTGTTCAGGG

CAGAAAACCCGGT TAAAATAATAGGCT GGT CTAGACGCT GTATGCACCGTATACCAAGCCGAGCAAGATA
AGCTCCTATTCCTACAGT CCGCCCAGT CACGAAT GTAAGTGTAAATGTCT
CCTCATATGCCCTAGAAT AAGCACT GGCAATAGCAGCACT TCCATGTATATTCTCAACACCAAGACCATC
CTCCTTGCCCACAACAGAGT CAATAAT CCACCTAACTTCACCACTATCCA
GCTGCAGCTTGTGTGCTATAACAGAAGAGCT AATACGAT CATAGT CTTCTTCAGT CAAATAAATGTACTG
AAACCCACGT TCAGGGCT GCCT TCATCAGACCACCCAACACGGAAGCAAG
ATTTCACTTCATCGGCTATGCCCATCCCAG
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>ACC1J15_EO05. abl

CACCATTGGTAGCCATGATCT TAGGACCACCCAAT TGCATGT GAGAGCT GTACACT TCCCGCCCAAGAAG
CTTGITCAGSG

CAGAAAACCCGGT TAAAATAATAGGCT GGTCTAGACGCT GTATGCACCGTATACCAAGCCGAGCAAGATA
AGCTCCTATTCCTACAGT CCGCCCAGT CACGAATGTAAGT GTAAATGTCT
CCTCATATGCCCTAGAATAAGCACT GGCAATAGCAGCACT TCCATGTATATTCTCAACACCAAGACCATC
CTCCTTGCCCACAACAGAGT CAATAATCCACCTAACTTCACCACTATCCA

GCTGCACCTTGTGT GCTATAACAGAAGAGCTAATACGATCATAGT CTTCTTCAGT CAAATAAATGTACTG
AAACCCACGT TCAGGEGCT GCCTTCATCAGACCACCCAACACGGAAGCAAG
ATTTCACTTCATCGGECTATGCCCATCCCAG

>ACC1J21_®05. abl

CACCATTGGTAGCCAT GATCT TAGGACCACCCAAT TGCAT GT GAGAGCT GTACACT TCCCGCCCAAGAAG
CTTGTTCAGGG

CAGAAAACCCGGT TAAAAT AATAGGCT GGT CTAGACGCT GTATGCACCGTATACCAAGCCGAGCAAGATA
AGCTCCTATTCCTACAGT CCGCCCAGT CACGAAT GTAAGTGTAAATGTCT
CCTCATATGCCCTAGAAT AAGCACT GGCAATAGCAGCACT TCCATGTATATTCTCAACACCAAGACCATC
CTCCTTGCCCACAACAGAGT CAATAAT CCACCTAACT TCACCACTATCCA
GCTGCAGCTTGTGTGCTATAACAGAAGAGCT AATACGAT CATAGT CTTCTTCAGT CAAATAAATGTACTG
AAACCCACGT TCAGGGCT GCCT TCATCAGACCACCCAACACGGAAGCAAG
ATTTCACTTCATCGGCTATGCCCATCCCAG

>ACC1J22_HO5. abl

CACCATTGGTAGCCATGAT CTTAGGACCACCCAATTGCAT GTGAGAGCT GTACACT TCCCGCCCAAGAAG
CTTGITCAGCG

CAGAAAACCCGGT TAAAATAATAGGCT GGTCTAGACGCT GTAT GCACCGT ATACCAAGCCGAGCAAGATA
AGCTCCTATTCCTACAGT CCGCCCAGT CACGAATGTAAGT GTAAATGT CT
CCTCATATGCCCTAGAATAAGCACTGGECAATAGCAGCACT TCCATGTATATTCTCAACACCAAGACCATC
CTCCTTGCCCACAACAGAGT CAATAATCCACCTAACTTCACCACTATCCA

GCTGCACCTTGTGT GCTATAACAGAAGAGCTAATACGATCATAGT CTTCTTCAGT CAAATAAATGTACTG
AAACCCACGT TCAGGGCTGCCT TCATCAGACCACCCAACACGGAAGCAAG
ATTTCACTTCATCGGCTATGCCCATCCCAG

Sekvence genu ACC2:

>ACC2J5_B06. abl

CCCTTGAGGTTCAAGAACATTTCCTTTAGCAGTCCTCTCAGC

ATAACACT CAATGOGGTCTGGAT TTATTTTGCTATCAACCACAACCCAAGCTCCTCCACG
CAGCTCTCCAGCCATAGGAAT GTAGACAAAT GCAGGYTGATTGTATGTCCTAAGATTCTC
AACAATTGTTGACCCAGCCT GAAGAAT TCCTTCAAACAGAT CTCTTTGYCCACCGGAAAA
ACCTCTCCAGT TAGCAAGGAT GAAYAGAGGCAAT CCTTCACGGT TGAAATCCAAYAAYGC
CCGAGCTGTCTTGGT TGCAGAAT CTGGGAACCACACT TGT CCAGCACGAGGAACAGACCG
CTCCTG

>ACC2J6_C06. abl
CCCTTGAGGTTCCAGAACATTTCCTTTAGCAGTCCTCTCAGC

ATAACACT CAATGOGGTCTGGATTTATTTTGCTATCAACCACAACCCAAGCTCCTCCACG
CAGCTCTCCAGCCAT AKGAATGTAGACAAAT GCASGSTGATTGTATGTCCTAAGATTCTC
AACAATTGTTGACCCAGCCT GAAGAAT TCCTTCAAACAGAT CTCTTTGYCCACCGGAAAA
ACCTCTCCAGT TAGCAAGGAT GAAYAGAGGCAAT CCTTCACGGT TGAAATCCAAYAAYGC
CCGAGCTGTCTTGGT TGCAGAAT CTGGGAACCACACT TGT CCAGCCCGAKGAACAGACCG
CTCCTG

>ACC2J7_D06. abl

CCCTTGAGGT TCAAGAACATTTCCTTTAGCAGTCCTCTCAGC

ATAACACT CAATGOGGTCTGGAT TTATTTTGCTATCAACCACAACCCAAGCTCCTCCACG
CAGCTCTCCAGCCATAGGAATGTAGACAAAT GCAGGSTGATTGTATGTCCTAAGATTCTC
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AACAATTGTI TGACCCAGCCTGAAGAATTCCTTCAAACAGATCTCTTTGYCCACCGGAAAA
ACCTCTCCAGT TAGCAAGGAT GAAYAGAGGCAATCCTTCACGGT TGAAATCCAAYAAYGC
CCGAGCTGT CTTGGT TGCAGAAT CT GGGAACCACACT TGT CCAGCCCGAGGAACAGACCG
CTCCTG

>ACC2J8_E06. abl

CCCTTGAGGTTCAAGAACATTTCCTTTAGCAGTCCTCTCAGC
ATAACACTCAATCCGGTCTGGATTTATTTTGCTATCAACCACAACCCAAGCT CCTCCACG
CAGCTCTCCAGCCATAGGAATGTAGACAAATGCAGGYTGATTGTATGTCCTAAGATTCTC
AACAATTGT TGACCCAGCCTGAAGAATTCCTTCAAACAGATCTCTTTGYCCACCGGAAAA
ACCTCTCCAGTI TAGCAAGGATGAAYAGAGGCAATCCTTCACGGT TGAAATCCAAYAAYCC
CCGAGCTGT CTTKGT TGCAGAAT CT GGGAACCACACT TGT CCAGCACGAGGAACAGACCG
CTCCTG

>ACC2J9_F06. abl

CCCTTGAGGT TCAAGAACATTTCCTTTAGCAGTCCTCTCAGC
ATAACACTCAATCCGGTCTGGATTTATTTTGCTATCAACCACAACCCAAGCT CCTCCACG
CAGCTCTCCAGCCATAGGAATGTAGACAAATGCAGGYTGATTGTATGTCCTAAGATTCTC
AACAATTGTI TGACCCAGCCTGAAGAATTCCTTCAAACAGATCTCTTTGYCCACCGGAAAA
ACCTCTCCAGTI TAGCAAGGATGAAYAGAGGCAATCCTTCACGGT TGAAATCCAAYAAYCC
CCGACCTGTCTTKGTI TGCAGAAT CTGGGAACCACACT TGT CCAGCACGAGGAACAGACCG
CTCCTG

>ACC2J15_HO6. abl

CCCTTGAGGT TCCAGAACATTTCCTTTAGCAGTCCTCTCAGC
ATAACACTCAATGCGGTCTGGATTTATTTTGCTATCAACCACAACCCAAGCTCCTCCACG
CAGCTCTCCAGCCATAKGAAT GTAGACAAATGCAGGSTGATTGTATGTCCTAAGATTCTC
AACAATTGI TGACCCAGCCTGAAGAAT TCCTTCAAACAGATCTCTTTGYCCACCGGAAAA
ACCTCTCCAGTI TAGCAAGGATGAAYAGAGGCAATCCTTCACGGT TGAAATCCAAYAAYCC
CCGACGCTGTCTTGGT TGCAGAAT CTGGGAACCACACT TGT CCAGCACGAGGAACAGACCG
CTCCTG

>ACC2J20_A07. abl

CCCTTGAGGTTCAAGAACATTTCCTTTAGCAGTCCTCTCAGC
ATAACACTCAATGOGGTCTGGATTTATTTTGCTATCAACCACAACCCAAGCTCCTCCACG
CAGCTCTCCAGCCATAGGAAT GTAGACAAATGCAGGY TGATTGTATGTCCTAAGATTCTC
AACAAT TGTTGACCCAGCCT GAAGAAT TCCTTCAAACAGAT CTCTTTGYCCACCGGAAAA
ACCTCTCCAGT TAGCAAGGAT GAAYAGAGGCAAT CCTTCACGGT TGAAATCCAAYAAYGC
CCGAGCTGTCTTKGT TGCAGAAT CTGGGAACCACACT TGT CCAGCACGAGGAACAGACCG
CTCCTG

>ACC2J21_B07. abl

CCCTTGAGGTTCAAGAACATTTCCTTTAGCAGTCCTCTCAGC

ATAACACT CAATGOGGT CTGGAT TTATTTTGCTATCAACCACAACCCAAGCTCCTCCACG
CAGCTCTCCAGCCAT AKGAAT GTAGACAAAT GCAGGYTGATTGTATGTCCTAAGATTCTC
AACAATTGTTGACCCAGCCT GAAGAAT TCCTTCAAACAGAT CTCTTTGYCCACCGGAAAA
ACCTCTCCAGT TAGCAAGGAT GAAYAGAGGCAAT CCTTCACGGT TGAAATCCAAYAAYGC
CCGAGCTGTCTTGGT TGCAGAAT CTGGGAACCACACT TGT CCAGCACGAKGAACAGACCG
CTCCTG

>ACC2J22_C07. abl

CCCTTGAGGTTCAAGAACATTTCCTTTAGCAGTCCTCTCAGC
ATAACACTCAATCCGGTCTGGATTTATTTTGCTATCAACCACAACCCAAGCT CCTCCACG
CAGCTCTCCAGCCATAGGAATGTAGACAAATGCAGGYTGATTGTATGTCCTAAGATTCTC
AACAATTGTI TGACCCAGCCTGAAGAATTCCTTCAAACAGATCTCTTTGYCCACCGGAAAA
ACCTCTCCAGTI TAGCAAGGATGAAYAGAGGCAATCCTTCACGGT TGAAATCCAAYAAYCC
CCGAGCTGT CTTKGT TGCAGAAT CT GGGAACCACACT TGT CCAGCACGAGGAACAGACCG
CTCCTG
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Sekvence genu ITS:

>13_127_001_I TSJ2_C03. abl

GYKGGKRARRT TACAAAAACRRACSGCGAACGT GTCTCMAT GCT GSCGGGCT TCGGKCOGGKAAAGGCTC
CCGACCT TCRT T TCGAGGGGGAGGAGCCGCAAAAGAACCCACGGCGCCGAAGGCGT CAAGGAACACT AAT
ATTGCCTTGCT CGEGACCGT GGCT GECT TGCCAGCCACT GOCCGT GCAGCGATGCTATACTAATSCACAC
SACTCTCGGCAACRGAT AT CTCGGCT CTCGCAT CKATGAAGAACGTASCAAAAT GCGATACCTGGTGTGA
ATTGCAGAAT CCCGOGAACCAT CGAGT TTTTGAACGCAAGT TGCGCCOGAGGCCT TCT GGCCGAGGGCAC
SCCTGCSTGGGOGT CACGCCAACAGACACT CCCAMOCCAT CAT CGGGT GWARGAT GTGGSGT TTGGCTCC
CCGT GCCT GAAGGT GCGGT GGGCCGAART TGGGGECT GCCGGCAT ACCGT GKCGGGCACAGCRCGT GGTGG
GCGACTACAAGT TGTTCT CGGT GCAGCGT CCCGGCACGCAGCT AGCT TGATGGCCCTAAGGACCCATGVA
CAACCGAAGCGCACT GT CGCTCGGACCGCGACCCCAGGT CAGGCGGGACTACCCGCT GAGT TTAAGCATA
TCAATAAGCGGAGGAAA

>13_127_002_| TSJ5_D03. abl

ATAAWNGACCCT TGCCAACCGRACRGCGAACGKGT CTCAAT GCT GCCGGGCT TYCGT CCKGGAAAGGCT
CCCGACCTTCGAT TCGAGGGGGAGGAGCCGCAAAAGAACCSACGGMECCGAAGGCT TCGAGGATCACTAA
TATTGCCTTGMI CGGGACCGT GGCT GECT TGCCMGCOWET GACCGKGT GGOGATGCTATACT AAACCACA
CSACTCTCGT GAACGGATATCTCGGCT CTCGCAACKAT GAAGAACGT ACCAAAMT GTGATACCTGGTGTG
AATTGCAGAAT CCCSCRAACCAT CGAGT TTTTGAACGCMAGT TGCRCCCKAGGCCT TCT GGYCGAGGGCA
CSCCTGCCTGGOWGT CTTGCOWACAGACACT CCCACCCCAT CATCGGGYGTAGGATGTGGCGT TTTGGCT
CCCCGT GOCT GAAGGT GCGGT GGRCCGAAAT TGEGGECT GCCRGCT TACCGT GT TTTGCACASTTCGTGGT
GGGCAACTACAAGT TGTTCYCGGT GAAMCGT CCCGGOWCRCWACT AGCT TGAT GGCCCTAAGGACCCATG
TACAACCGAAGCGCACT GTCGCT CGGACCGCGACCCCAGGT YAGGCGGGACT ACCCGCT GAGT TTAAGCA
TATCAATAAGCGGAGGAATT

>13_127_003_I TSJ6_E03. abl

CAAAAAAAAAAT GAWT GCATTCT GGAGGT CTCGOGATCATGCT TGTTGAATTCTTCACCCTTGTCGGTTG
CGCTTTAAGGGCCTTGGT GGGT TCGCCAACCAGT AGGAGAAAGCTAAATCTTTTGWAATTGCTACTCRTC
TKTAACTTATTAATAACACAACT TTCRACAACGGATCTCT TGO CTGGCACGAT GAAAAAGT GRATWAA
ATGCGATAATTGTGTGAATTGCARAAT TCAGT GAATCATCCAAT CTTTGAACCCCGT TGCGCCCTTTGGW
ATTCCAAATGTYATGCCTGTTTTCCGCCATTTGTACCCTCTTGCTTTGCTTGSTGTTGGTMAWCTTGTCT
CAYMATTTGCTGGAGACT CSKCATAAAGT AAT TGGCASCCGGSCTACTGGT TTCTGARCGCAGYACAAGA
SGCACTCTCTATCAGCAAAGGT CTTTCATACGT TAAACCT TTTTTTCAACT TTTGACCCCKKATCAMGTA
GGGATACCCGATGSACTTRAACATATC

>13_127_004_| TSI7_F03. abl

AAAACAAAGAACT CGNGCCT ACKGCCACGT TGCTCTGACACKTTTTTTTTGAAT TTTTTTKKCCTCKCGG
SGGECCCCGOCT COGGGAGGAGAGGGGEGAGGAACCAGT AAMACAT TCTRAGCCT TTTGAAAT GAAT TAAMT
TTAATTATAAAYTAAAAATTTCACCACT CTCKCCT TGGGT COGGCGGCT AGAAVWAAAAT GACAAAGT GVA
TTAAAAAAGGT AATTTGCCAAAT TCGOGGAACACCCAAATTTTGAACCT TTTTTTGCCCCCTGGRAGTCC
GGGGGGGCTGCATTTTTTGACGGTCTTTCMCCCOGT TGECCCT GTTTCTAT SGEGGGT GSGEKCAWCCCG
CCTCCCYAAAAT CGGGAGACGGGT CCTCCGGT CCCTAGCAMAT TMCCAACCGT TTTCCGAACGGRGGACA
GGTCGCWCACYCSATAAACAAACGCCT TTCCTACGT TAAACCT SGKT TWOGGWMAT GAAACCCCGCATACC
GTASGGATACCGAAAGAAGRRGAAC

>13_127_005_| TSI8_C03. abl

AYAAAAAAAAAT TTGGGSACT TCGGYCTGCTCCTCTTACCCATGTCTTTTGARTACCT TCGYTTCCTCGG
CGGSYCCGTAAASAAT TGGACRASAT TCAARCCCT TTGCAGKT GCAAKCACCGT CTGAAAAAACATAATA
RTTACAACT TTCAACAACGGATCTCTTGGT TCTGGCAT CGAT GAAKAACGCAGCGAAAT GCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAAT TCAGT GAATCATCKAAT CTTTGAACGCACATTGCGOCCCT TGGTATTCCATGRGG
CATGYCTGTTCGAGCGT CATTTGTACCT TCAAGCTCTGCTTGGTGT TGEGTGTTTGTCTCGCCGCTGCTT
G
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>13_127_006_I TSI9_HO03. abl

TAAATTTTWI GCCGT CGCCAGGCTATCCCAACCCT GCTTTTTGAAT TCMT TCGCT TCCKCGGOGGECCCTG
CCTTCCGATGGGAGCT AT TGGWECACMT AGCAGKACAAY CKKCACCT GAAAAAAT GASTAAATTTAATTT
TTAAATTAMGACTTTCTTGATTTTTCTCTTGTAAATAGCGCCKARAAAT GAGACAACT AAKGGGAATTGC
AAATGTGAAT GGAACAACT CAT CGT TGCACCCACAT TGCGCCCCCMAT TGTCCCT GGGGGATGTCCGGTC
GACCSTCATGTGCKACCTGCATTTCTCCTTGTTGT TCGGT GTTGGT TTCYCCGCTGY TWETAGACCCGCC
TTAAAAAAAT TGGCAGCCGGGT CATTTGT TTCTTAGCRCACT GCATCCCGT TCTTTGAACTCAGT TCGAC
GACCTCCCTCGAACATTTTTGCCTTTTGACCTTGAACCT TGT TOWCATATTGATACACCTTAAMCTTATC
GRTAACCGGAAGSASATGAAC

>13_127_007_I TSJ13_A04. abl
CAAATCCAKAAATTGGAGGCYTTTYCTGCCTCTCTTACCCATGTCYTTGTGTGTACCTTCGTTTCMICKG
YGGGTCCRCTTTTTAAAAGGATGKTGAAAYCAT TTGCAGT TGSRATCARCGT CTGACAAAAGT AWT GCAT
ACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGT TTCTGGT TTCRATGAAGAACGCT TGGAAATGCGATAAATAATGA
GAATTGCAAAATTCAGT GAATCATCRAATCTTTRAACT CACAT TGCGCCCCT TGT CATTCCAT GGGCAWT
GCCTGTTCKAGOGT CCTTTGTGCCT TCMAKCT CTGAT TGKCGT TTGRAGY TTGKCTCKCTGCT GCGCGTW
GAGCCKCCTCACT CCAAT TGGGATCCGGAGTATTGAT TTCGGART TGACWACATCTCKCCTTTTGTCCTC
ATACAGACCACGTCCAACT CTCTATTTTTACACT CTTGACCT CCGAT CAGGCATGGATACACGCTTAACC
TACGCAT AT CGWI RGGOGAACGAAT GAACT TAARCATAT CAATRAKCSGAGGAAWY T

>13_127_008_| TSJ15_B04. abl

AATYNRAAAACY SWEGCGT CTGYCTGGTTCTCTTACCCCTGTTSTTTTSCGAATYTGTTYTTCCKCGRCG
ACCCTGKTTGCCTTACGAGATTATRAGTGGATTGT TSTTGCTCTTGCCKAATGAAAAACWT AATAATAAC
TTCTTTTATAAACTGAAACCTTGGT TCTGGAT CTCT TGGWAACGGCMT CAAATAAGAAARSWACT GAGAG
TTGTAAATTTTGTGAATTGMI CAAATCTTTGAAYCMT CAATGCTTTGAACGGTAT TTGAKGCCCCTGGCA
TTCOGGGGEGY CWI TTGGACCTACCGGCTCTTCT TGGT GT TGGGCGT TTGT GGCAT TGGGGKGGYCGGAC
TCCCCTTAWCCT CATTGGCAGCCGCTGGGTCTTCT GTCOCCT GCCGT TGTGGAAACT AT TTGCTAAAGGG
TGKACGACATCCTACCCCKTTTTTTTCCCCATTGACCACGT TTCCCCTAGGTATACCCGCTGAACTTCCK
CAATCAAYAAKYRCARGKAGVRGAKGAA

>13_127_009_| TSJ20_C04. abl
CWAATTCCATTGCAWCCWGCCCGT TTCGT GTCTCWAT GCT GCCGGGCT TCYTCCKGKRGGGCT CCCSACC
TTCCTTTCGAGGGEGAGGAGKGGAAAAT AACCCACGGOGCCAAAKGCGT CRAGGAT CACTACTATTGCCT
TGATCTGGACCGT GGCTGGCT TGATCKCCT GT GCCOGGGOWCCGAT GCTATACTAATCCACACGACTCTC
GGCAACGGATATCTCGGCT CACGCAT CCAT GAAAAACGT ACCAAAAT GTGATACCT GGTGTGAATTGCWG
AATCCCGCCTGTTTCMBCTTTTCGAACGYRAGT TGCGCCCGAGGCCT TCTGGOCGAGGGCACKCTTGTCT
GGGCGT CTCGCCAACAGACACT CCCACCCT ATCATCGGGT GTATGATGTGGT TCT TGGCTCCCCGMIT CCT
GAAGGT GCGGTGGGT CGAAKT TGGCT TTGCCGGGT TACCCT GTCTTTCACASTTTTTACTGCGCAACTAC
TAGTTGTTCTCGGTGCAGCGT CCCGGCT CGCARCT AGCT TGAT GGCCCT AAGGACCCAT GTACAACCGAA
GCGCACT GTCGCT CGGACCGOGACCCCAGGT CAGGCGGGACT ACCCGCT GAGT TTAAGCATATCAATAAG
CGGARGAATWI TGT CGT GACCCT TAAY CAAAACAGACCGCGAWMGT GTCTCCAAT GCTGCOGGGCTTCRG
TCCGGTAAAGGCT CCOGACCTTCGTTTCKAGGGGGT AGT AGCCGCAWAGAACCY ACGGGCGCCAAAGCGT
CARGGAWCWCTAATATTGT CTTGCTCGGGACCGT GKCTGGCT TGCCRKCCACT GCCGT GCAGCGATGCTA
TACTACT CACACGACT CTGGCACGGATATCTSGCT CTCGCAWY CAKAAGAACGTACMAAT GCGATACT GG
AGTGAATKCAGAAT COGCGAACAT CGAGT TTTGAACGCARAT GCGCMCSAGCCT TTCKGOGAGGGYMGYC
KACT GGGGSAT CMCGCCACGAMCT CMCCCAT CAT CGGAGT AGAGTKGCGT TTGGCTYCCCAGCCT GAAGG
TGOGGEKGACAAAT GGGECGT CCGCT ACGGT CGGCAGCMBGKT GECAT CATGT YCGGT ACGT TCGGCCASCA
CTAGCTGGRTGTC

>13_127_010_I TSJ21_D04. abl

GATTCAKAAAGT TCWGGGCCT TCGECCCGGT TCOGGT TACCTTTGT TTTTCAATTATGT TGRTTGCTCGG
CGACCCTTTTAGGAT AGGAGCGGGGOWGGAAAAGAGGARAAY AT TAAAT CAAAAAAT TGATAAWT TAAAT
AATAAATTACAACCTTCACAACT TATACTTGGTACT GATGCT TCT GGYAARGCASCT ASAGT GGATTGGT
GTGTGKATGGCGAAATTTGTTTAACTCCSTAACTTTCCCCCTTTTATTCAGT TTGOWM TTTTGGGTTTG
CCTGTTTWACCTGTTTTCACCWOGCMAWACT CTCTTGGTMI SCYGGSTGTYGT CCTCCCCYCGCCYTAAA
ACTGCCAGCKGGGTCTCTGT CCCCTGGOGT TTYGGTAACT GKTTTCT GAACGCAGKT CGAGAGGCTCTCY
CKATMAAMAACCCT CTTTCTTMOGT TGAACCT TTTTTWCGTMI TGATACCCCKTAAAMI TAASGRTTACC
SGAAGAASATAAA
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GTTGGAAWT MRAGCGGGCT CTGGGCT CACCT CCCATCOGT GTCTATYTGTACCCT GTTGCTTCGGCGT GG
CCACSSCCCSCCSAARACTARSATTTGAACACT GYCTGAAGT TTGCAKTCTGAGT TTTTAGTTAAACAAT
AATTAAAACT TTCAACAACGGAT CTCTTGGT TCCGGCAT CGAT GAAGAACGCAGCGAAAT GCGATAATTA
ATGTGAATTGCAGAAT TCART GAATCATCKAGT CTTTGAACGCACAT TGCGCCCCCT GGTATTCOGGRRG
GCATGCCTGTCOGAGCGT CATTGCT GCCCT CAAGCACGGCT TGT GTGT TGGGCT TCCGTCOCTGAWAACG
GGGACGGGOCCAAAAGGCART GGOGGCACCAT GT CTGGT CCTCSAGMGT AT GGGGCT TTGTCACCCGCTC
CCGKAGGT CCAGCT GBCARCTAGCCT CRCAACCAATCTTTTTAACCWEGAT GACCT CGGATCAGGTARGG
ATACCCGCT GAACT TAAGCAT AT CAATARGCGGAAGAAAT TACCGAGT GOGGGCCCT CTGGGTCAACCTC
CCATCCGTGTCTATCTGTACCCTGT TGCT TCGGOGT GGCCACGGCCCGMOGARACT AACAT TTGAACACT
GTCTGAAGT TTGCAGTCTGAGT TTTTAGT TAAACAATAAT TAAAACT TTCAACAACGGATCTCTTGGTTC
GCATCGATGAAGAACGCAKCGAAAT GCGAT AATKAAT GTGAATKCAGAAAT CRTGAATCATCGRGTCTTT
GAACGCACRT TGOGCCCCKGGT AT TCGGGGGGCAT GCT GT CGAGCGT YWI GCT GCCCTMARCMGGSTKKG
TGTKKGGCTYCSGTCCTGTAACGGGACAGGACY CAAAGGCAGKGGCGCACCATGYTGGTCTYCRMGTATG
GGGYTTTKTYACCSSYCCGTAGT CAGCAT GCRCTAGCT CGACATCWI TTTATCGT GACCTCGATCAGTAG
GTACT SCKGACT TACAAT CAAAAGCSGAGRAAAT

- 66 -



