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1 Cile prace

Cilem této bakalarské prace je nastudovani literatury a vypracovani reSerSe zabyvajici
se regulaci plevell, zejména herbicidy, a déle rezistenci plevelll vic¢i herbicidim, rezistenci
jezatky kufi nohy (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.), turanky kanadské (Conyza
canadensis L. Cronquist), a molekularnimi metodami diagnostiky rezistence. Dal$im cilem je
PO nasbirani rostlin prakticky zvladnout metodiku molekularni detekce herbicid rezistentnich
jedinci zahrnujici izolaci DNA, metodu PCR, elektroforetickou separaci, purifikaci PCR

produktii a zpracovani bioinformatickych dat ze sekvenace.
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2  Uvod

Rezistence plevell vic¢i herbicidim, chemickym latkdm pouzivanym k hubeni
plevelnych rostlin, je Vvsoucasné dobé velkym celosvétovym problémem negativné
ovlivitujicim produkci plodin. Z dfive citlivych pleveld se po delSim pouzivani a
opakovanych aplikacich vysokych davek herbicidu mutze stat rezistentni, ktery aplikaci
pteziva, a navic je schopen se reprodukovat. Vznik rezistence je selek¢ni proces, ve kterém se
populace plevelného druhu postupné piizpisobuje pusobeni herbicidii. Dochazi k mutaci
genetické informace, jejimz nasledkem je substituce ur¢ité aminokyseliny. V této praci byly
sledovany celkem 3 geny, ALS, ACC2 a EPSPS1, u 2 druhii plevelt, u jezatky kufi nohy
(Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.) a u turanky kanadské (Conyza canadensis L.
Cronquist), u kterych substituci ur¢itych aminokyselin mize dojit ke vzniku rezistence vuci
herbicidim inhibujicim acetolaktatsynthasu (ALS), acetyl-CoA-karboxylasu (ACC) nebo 5-
enolpyruvylsikimat-3-fosfatsynthasu (EPSPS). Jedinci citlivi i rezistentni jsou morfologicky
identiCti, proto je diagnostika rezistentnich jedinci molekularné-biologickymi metodami

velmi dalezita.
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3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 CHARAKTERISTIKA PLEVELU

Jako plevel oznacujeme planou rostlinu, ktera na urcitém stanovisti roste proti vili
¢lovéka (Hron et Vodak, 1959). Stanovis$tém miize byt pole, sad, zahrada ¢i komunikace.
Plevelné rostliny negativné, ale i pozitivné interaguji se svym okolim (Jursik et al., 2011).
Avsak svym negativnim piisobenim zptsobuji Skody v rostlinné produkci a proto je snaha od
po¢atku rozvoje zemédélstvi tyto rostliny eliminovat (Mikulka et Strobach, 2008).
Z ekologického hlediska jsou plevele dulezitou soucasti biologické rozmanitosti rostlinnych
spolecenstev. Charakteristickymi vlastnostmi plevelt jsou: rychly rhst, vysokd produkce
semen, vytvafeni pudni zasoby semen, tolerance k Sirokému rozpéti podminek stanovisté a
celkoveé velka konkurenceschopnost (Vencill et al., 2012). Plodiny a plevele spolu vytvari
spole€enstva rostlin na orné ptidé, plisobi na sebe navzijem i na okolni ekosystém (Jursik et

al., 2011).

Negativnimi interakcemi nazyvame vztahy plodiny a plevele, kdy alesponi jeden
ze zh&astnénych strada (Mikulka et Strobach, 2008b). Ptikladem antagonismu je konkurence
plevelt a plodin o zdroje vody, zivin, slune¢niho zafeni a prostoru, dale parazitismus, kdy
parazit obira hostitele o zivotn¢ dulezité latky, a popiipadé alelopatie, kdy dochazi
K vyméSovani inhibi¢né pusobicich latek na rist jiné rostliny (Jursik et al., 2011). Reakeci
na tyto interakce jsou regulacni zasahy Cloveéka, kdy je cilem zabranit sniZovani vynosu
plodin eliminaci nezadoucich rostlin (Soukup, 2005). Plevele Skodlivé ptsobi i jinymi
zpusoby- snizuji kvalitu produkce plodin (mensi plody), funguji jako rezervoary a prenaseci
chorob a skudct (Vencill et al., 2012), jejich stavy mohou byt toxické, zpisobuji alergie
a znesnadnuji zeméde€lské prace (Jursik et al., 2011). Jako protiklad jsou uvadény pozitivni
vlivy pleveld na orné pidé (Kohout, 1996). Rostlinny pokryv obecné chrani ptidu pied erozi
¢1 nadmérnym vyparem. Ne&které plevele jsou schopny fixovat dusik, ktery je nasledné
vyuzivan i plodinami, a dalsi jsou pouzivany jako potrava pro dobytek. Udrzovani
biodiverzity, poskytnuti potravy opylovacim a ukrytu Zzivoichim je dalSim pozitivhim

vlivem plevelnych rostlin (Jursik et al., 2011).
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3.2 REGULACE PLEVELU

Regulaci nazyvame komplexni postup hubeni plevelt (Dvoidk et Smutny, 2003).
Az do 19. stoleti 1idé vyuzivali ru¢ni odstranovani plevelt, ale se zvySujici se intenzitou
zemedelstvi byly pro regulaci pleveli zavadény chemické latky- nejdiive anorganické
slouceniny jako siran méd’naty nebo kyselina sirova a ve 40. letech 20. stoleti byly objeveny
herbicidni u¢inky syntetickych auxint (Jursik et al., 2011). Zavedenim selektivnich herbicida
do praxe zacaly byt jiné zpiisoby regulace (nechemické a nepifimé metody) zanedbavany

(Mikulka et Slavikova, 2008).

Mezi neprimé metody regulace patii pracovni postupy, které maji omezovat vyskyt
plevelt v budoucich porostech plodin- patii sem pouzivani Cistych osiv, volba vhodnych
osevnich postupu (stiidani plodin), zpracovani pudy (orba, kypieni pady) (Norsworthy et al.,
2012). Jako primé metody oznacCujeme pracovni postupy, které maji za cil regulovat
zapleveleni plodin- fadime zde metody mechanické (okopavka plodin, ruéni pleti, vlaceni,
pleckovani a seeni okolnich ploch) (Mikulka et Strobach, 2008), fyzikalni (termické metody,
solarizace pudy), biologické (introdukce nebo posileni vlivu pfirozenych neptatel cilového

plevele ¢i pouzivani mykoherbicidl) a chemické (vyuziti herbicidi) (Jursik et al., 2011).
3.2.1 Herbicidy

Herbicidy jsou chemické latky, které zpomali nebo prerusi rist a vyvoj rostliny
(Mikulka et al., 1999). K regulaci pleveli v zemédélstvi jsou Siroce vyuzivany, protoze jsou
méné ndrocné na lidskou préci a casto 1 méné nakladné, nez jiné metody regulace. Jejich
prostiedi (Kohout, 1996), dale mohou negativné ovliviiovat osoby v kontaktu s témito
chemikaliemi a také mohou pfi nevhodném pouziti zpiisobit poSkozeni péstované plodiny
(fytotoxicitu). Herbicidni latky jsou schopny pietrvavat v puadé, mohou byt vyplavovany do
podzemnich vod, ptipadné mohou jejich rezidua zustavat na potravinach (Jursik et al., 2011).
Plevele mohou reagovat na aplikaci herbicidnich latek vznikem rezistence v dasledku
vicelet¢ho opakovaného pouzivani herbicidll se stejnym mechanismem ucinku (Mikulka et

Slavikova, 2008).

11



3.2.1.1 Selektivita herbicidua

Herbicidy pouzivané v zemédélstvi jsou dnes prevazné selektivni. Tuto vlastnost
muzeme charakterizovat jako schopnost herbicidii poskozovat urcité druhy rostlin, aniz by
poskozovaly jiné. Selektivita je relativni, zavisla na podminkach prostfedi, davce herbicidu
aterminu aplikace a je zaloZena na rtizn¢ kombinovanych mechanismech (Soukup, 2005).
Latky ptidavané k méné selektivnim herbicidim nazyvame safenery. Jejich ukolem je zvysit
selektivitu k plodiné pfi zachovani vysoké ucinnosti na cilové plevele. Adjuvans piidavané
K herbicidim je uréeno k zefektivnéni oSetfeni pole herbicidem. Mezi tzv. surfaktanty neboli
smacedla zvySujici pokryti povrchu listu herbicidem, prodluzujici dobu vysychéani herbicidu,
zvySujici odolnost proti smyti apod. patii napiiklad neionogenni pfipravky nebo rostlinné

oleje (Jursik et al., 2011).
3.2.1.2 Degradace herbicidi

Utelem aplikace herbicidti je piijem G&inné latky rostlinou a nasledné poskozeni
bunéénych procest ¢i metabolickych drah v bunce (Mikulka et Slavikova, 2008). Perzistence
je schopnost herbicida zistavat v aktivni form¢ v pudnim prostiedi pro uréitou dobu. Tuto
vlastnost je dalezité zohlediiovat pii volbé herbicidu, protoze nésledujici plodiny mohou byt
rezidui v pudé poskozovany. Degradace herbicidi v pidé probiha biotickou transformaci
¢innosti mikroorganismt. Na degradaci se podileji plevele 1 plodiny, které jsou schopné
ucinnou latku pfijimat a metabolizovat nebo uklddat do vakuol. Abiotickd transformace
probiha jako hydrolyza a oxidacné redukcni reakce, pii niZ dochazi k postupnému

odbouravani molekul (Jursik et al., 2011).
3.2.1.3 Klasifikace herbicidi

Principem pusobeni herbicidi je naruSeni nékteré fyziologické drahy metabolismu
rostliny (Mikulka et Slavikova, 2008). Mize se jednat naptiklad o inhibici enzymu
nezbytného pro urcitou reakci. Cilova rostlina musi byt pro spravnou uc¢innost zasazena
herbicidem, latka musi byt rostlinou dostate¢né piijiména a transportovana na misto u¢inku a
musi se zde akumulovat (Jursik et al., 2011). Klasifikace herbicidii zavedena v Evropé se
nazyva HRAC (Herbicide Resistance Action Comitee) a rozd€luje herbicidy do 25 skupin
(oznacené A-P, Z), podle mista ptisobeni chemické latky (HRAC, 2015; Heap, 2015).
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Herbicidy muzeme V zakladnim rozdéleni Klasifikovat jako inhibitory fotosyntézy
(inhibitory PS Il a ), inhibitory syntézy rostlinnych pigmentii- porfyrini (PPO inhibitory) a
karotenoida (HPPD inhibitory, PDS inhibitory, inhibitory diterpent), inhibitory syntezy
aminokyselin (GS inhibitory, EPSPS inhibitory a ALS inhibitory), inhibitory syntézy lipidui
(inhibitory ACCazy- listové graminicidy, inhibitory prodluzovani fetézcii mastnych kyselin,
inhibitory syntézy mastnych kyselin s dlouhym ftetézcem), inhibitory syntézy mikrotubulii a
rustové herbicidy (syntetické auxiny) (Jursik et al., 2011; Duke, 1990).

Herbicidy inhibujici fotosyntézu pisobi na jeden z fotosystému (PS) umistény na
tylakoidni membrané chloroplastu. Mezi inhibitory PS Il fadime triaziny (v CR registrovan
pouze terbuthylazine) (Jursik et al., 2011), triazinony, substituované mocoviny, pyridazinony,
fenylkarbanilaty, nitrily a benzothiadioly (Heap, 2015). Tyto chemické latky jsou pomérné
perzistentni v ptidé nebo zpusobuji naprostou desikaci (uschnuti) rostlin (Jursik et al., 2011).
Inhibitorem PS | mohou byt bipyridyly (paraquat a diquat), které také zpusobuji rychlou
desikaci (Mikulka et Slavikova, 2008).

Inhibitory biosyntézy rostlinnych pigmentu (barviv) ptusobi Skody pfedevsim v procesu
fotosyntézy. PPO inhibitory inhibuji komplex protoporfyrinogen-oxidasy. Dusledkem
inhibice je peroxidace lipidi bunénych membran a hromadéni stresovych plynt. Podle
chemické struktury zde fadime napfiklad difenylethery nebo aryltriazoliny (Duke et al.,
1991). HPPD inhibitory (isoxazoly, triketony) zpasobuji inhibici enzymu p-
hydroxyfenylpyruvatdioxygenasy, jejimz nasledkem je zastaveni tvorby asimilatli a ztrata
ochranné funkce karotenoidt, coz vyusti v rozpad chlorofylu a tzv. albikaci listi. Inhibitory
PDS narusuji mevalonatovy cyklus inhibici fytoendesaturasy, kterd se podili na syntéze
karotenoidi (Heap, 2015). Nasledkem absence ochrannych pigmentid dojde k albikaci a
rostliny vyhladovi. Inhibitory diterpenti oznacujeme isoxazolidinony. Zpusobuji rovnéz

naruSeni mevalonatového cyklu syntézy karotenoidi.

Zablokovanim enzymu syntézy raznych organickych sloucenin pfi bunécném déleni
vV meristematickych pletivech a nésledné omezeni transportu asimilati a zastaveni ristu
rostliny zpusobuji inhibitory syntézy aminokyselin (Jursik et al., 2011). Do této skupiny
herbicidii patii inhibitory GS (glutaminsyntethasy), které blokaci enzymu narusuji
metabolismus dusiku (Duke, 1990), v buiice se hromadi amoniak, ktery poskozuje membrany,
nasledkem ¢ehoz se rozpadaji chloroplasty (Jursik et al., 2011). Chemicky jsou to derivaty
aminokyselin  (glufosinate-NH4) (Duke, 1990). EPSPS inhibitory blokuji syntézu
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aromatickych aminokyselin v chloroplastech za ptfitomnosti enzymu 5-enolpyruvylsikimat-3-
fosfatsynthasy (Powles, 2008). Radime zde opét derivaty aminokyselin (glyfosat). Zptisobuji
pomalé vadnuti rostliny a nasledné odumirani (Jursik et al., 2011). ALS inhibitory jsou
cileny na inhibici acetolaktatsynthasy, enzymu biosyntézy esencidlnich rozvétvenych
aminokyselin (Ray, 1984). Dusledkem je zastaveni tvorby aminokyselin, nasledné inhibice
syntézy DNA, zastava bunétného de¢leni, transportu asimilatli a zastaveni rustu (Mikulka
et Kneifelova, 2003). Radime zde sulfonylmocoviny, imidazolinony, triazolové pyrimidiny

a triazolonony (Heap, 2015).

Mezi inhibitory syntézy lipidii patii inhibitory ACCazy, které blokuji acetyl-CoA-
karboxylasu (Secor et Cseke, 1988), coz zpiusobi naruSeni tvorby bunéénych membran
nejpatrnj$i na mladych listech (Jursik et al., 2011). Soucasti jsou napiiklad chemické
skupiny aryloxy-fenoxy propionatu a cyklohexandionti (Duke, 1990; Mikulka et Kneifelova,
2003). Zasazené rostliny piestavaji rust a nasledné¢ dochazi k nekréze od nejmladsich listd.
Inhibitory prodluZovani mastnych fFetézci inhibuji komplex acylkoenzymAelongasy
v endoplazmatickém retikulu a zamezuji tak syntéze dlouhych mastnych kyselin, které jsou
soucasti voskt a kutinu. NaruSenim voskové vrstvy nastava retardace rustu (Jursik et al.,
2011). Patii sem benzofurany a thiokarbamaty. Posledni skupinou herbicidt jsou inhibitory
syntézy mastnych kyselin s dlouhym Fetézcem, mezi néz patiéi acetamidy (Heap, 2015),
které pasobi predevsim na klicici rostliny a zptsobuji nedostate¢nou tvorbu ochrannych

kutikularnich vosku.

Herbicidy klasifikované jako inhibitory stavby mikrotubulii (nitroderivaty anilinu,
benzamidy) naruSuji polymerizaci jednotek tubulinu a tim déleni buné€k. Zasahuji proto
predevsim déliva pletiva v apikalni ¢asti a kotenovych Spickach, takze jsou pouzivany pouze

na kli¢ici rostliny (Vaughn et Lehnen, 1991).

Riistové herbicidy jsou syntetizované latky pisobici jako rostlinné hormony auxiny-
délime je na fenoxykyseliny, derivaty kyseliny benzoové, pyridin-karboxylové a kyseliny
chinolin-karboxylové (Heap, 2015; Mikulka et Kneifelova, 2003). Pfirozena koncentrace
auxint je pfidanim herbicidu narusena. Dlsledkem jsou poruchy metabolismu a riistu rostliny

(deformace listd, tvorba nadorti a nasledné vadnuti a nekrdzy).

Mezi nejvice celosvétové vyuzivané herbicidy patii inhibitory PSII, ALS inhibitory
a inhibitory ACCéazy (Mikulka et Slavikova, 2008).
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3.2.1.4 Vybrané inhibitory a jejich pouziti

3.2.1.4.1 ALS inhibitory

Blokaci funkce acetolaktatsynthasy je zamezeno biosyntéze esencialnich rozvétvenych
aminokyselin valinu, leucinu a izoleucinu (Ray, 1984) a nasledné produkci proteini, je
inhibovana syntéza DNA, meristematické bunky se ned¢li, transport asimilati vodivymi
pletivy je omezen, coz vyUstuje v zastaveni rustu rostliny (Heap, 2015). Zastaveni ristu
rostliny je téméf okamzité, ale viditelné dusledky aplikace herbicidu jsou pozorovatelné az
po né¢kolika dnech (z divodu zasoby AMK v bunikach)- zloutnuti listdi, antokyanové zbarveni
travovitych plevel, schnuti vegetacniho vrcholu. Herbicidy této skupiny jsou casto
perzistentni v ptidé a mohou tak poskozovat nasledné plodiny (Jursik et al., 2011). Nejvice
pouzivanou skupinou herbicidii jsou sulfonylmocoviny (Ray, 1984), z divodu velkého
zastoupeni uéinnych latek. Casté jsou i piipravky s kombinaci 2 uéinnych latek ze skupiny
sulfonylmodovin. Pouzivaji se na regulaci plevelt v porostech obilnin (chlorsulfuron-
obchodni nazev Glean, sulfosulfuron- Monitor), v kukufici (rimsulfuron- Titus, kombinace
foramsulfuronu a iodosulfuronu- MaisTer), poptipadé v bramborach nebo cukrovce (Jursik
etal., 2011). Z diavodu opakovaného a intenzivniho postfiku poli jsou dnes nachazeny
rezistentni populace nékterych pleveld, napiiklad u chundelky metlice (Apera spica-venti L.
P. Beauv.). Mimo sulfonylmocdoviny jsou inhibitory stejného enzymu imidazoliny (Duke,
1990) (imazamox- Escort), které pisobi na Siroké spektrum plevelt, ale jsou kvili pomérné
dlouhé dobé rezidualniho piisobeni postupné v EU zakazovany. V CR jsou pouzivany
na regulaci pleveld v hrachu, v zahrani¢i naptiklad do porosti soji a vojtésky (Jursik et al.,
2011). Dalsimi ALS inhibitory jsou triazolopyrimidiny (Duke, 1990) (florasulam- Kantor
a pyroxulam- Corello), které jsou aplikovany v obilninach proti dvoudéloznym plevelam.
Do prosulfonylaminokarbonyltriazolinoni (Ray, 1984) patii propoxycarbazone (Atribut),
vyuZzivany proti problematickym plevelum, jako pyr plazivy (Elytrigia repens L. Nevski).
Posledni chemickou skupinou jsou triazolonony (Duke, 1990), pod které spada ucinna latka

thiencarbazone jako soucast herbicidu Adengo pouzivanym v kukufici.

3.2.1.4.2 Inhibitory ACCasy

Inhibici enzymu acetyl-CoA-karboxylasy je narusen proces transkarboxylace acetyl-
CoA a malonyl-CoA, coz je prvni krok biosyntézy lipidt v rostliné (Secor et Cseke, 1988).
Enzym je lokalizovany v chloroplastech, kde je vétSinou blokovan, a cytoplazmé bunck

meristematickych pletiv. ACC inhibitory jsou rostlinou pfijimany hlavné listy. Pfijem je
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rychly, ale néasledny transport rostlinou je pomaly. Po aplikaci herbicidu dochéazi k poruchdm
tvorby bunécnych membran thylakoidi zejména v mladych listech. Zasazené rostliny par dni
po aplikaci ptestavaji riist a nevytvareji nové listy, nasleduje Zloutnuti a nekrézy nejmladsich
listi. Perzistence 1 pohyblivost herbicidii v ptid¢ je minimalni a neohrozuji tak vyrazné Zivotni
prostredi (Jursik et al., 2011). Podle chemického ¢lenéni zde patii aryloxy-fenoxypropionaty
nazyvané FOPs, cyklohexandiony neboli DIMs (Heap, 2015; Mikulka et Slavikova, 2008)
a phenylpyrazoliny neboli deny. Tyto herbicidy se pouzivaji vyhradné k regulaci travovitych
plevelu. Napiiklad propaquizafop (Garland, Agil) nebo fluazifop (Fusilade) jsou pouzivany
vV dvoudéloznych  plodinach. V obilninach  ptsobi napiiklad pinoxaden (Axial).
Diky schopnosti rychleji metabolizovat ti¢innou latku herbicidu jsou nékteré travy, naptiklad

lipnice (Poa sp.), odolné (Jursik et al., 2011).

3.2.1.4.3 EPSPS inhibitory

EPSPS inhibitory jsou herbicidy pisobici na enzym 5-enolpyruvylSikimat-3-
fosfatsynthasu, ktery podminuje syntézu aromatickych aminokyselin (fenylalanin, tyrosin,
tryptofan) (Powles, 2008) a dalsich latek (auxiny, ligniny, alkaloidy, antokyaniny)
esencialnich pro rostlinu. Herbicid je prodavan pod komerénimi nazvy Roundup, Dominator,
TouchDown, Glyfos (Jursik et al., 2011). Glyfosat je v pidé rychle degradovan, takze je
pfijiman vyhradn¢ listy a dale rozveden floémem po celé rostlin€. Ekotoxikologicky se jedna
o vyhodny herbicid, v pidé je siln¢ vazan koloidy a rychle rozkladan mikroorganismy (Duke
et al., 2012). Je vyuzivan jako neselektivni herbicid na orné pid¢é v meziporostovém obdobi
(Powles, 2008), k osetieni nezemédélské pudy, jako pifikmenny herbicid na vinicich
avsadech, Kk ptedskliziovému oSetieni obilnin (desikace) a jako selektivni herbicid
v geneticky modifikovanych tolerantnich plodinach (naptiklad Roundup Ready plodiny)
(Powles, 2008). U¢inna latka herbicidu zasahuje §iroké spektrum pleveld. Jednotlivé plevely
jsou vsak ke glyfosatu rizné citlivé (Duke et al., 2012). Nejvétsi citlivost vykazuje napiiklad
penizek rolni (Thlaspi arvense L.) nebo laskavec (Amaranthus sp.), které jsou potlaceny jiz
nizkymi davkami herbicidu (11/ha). Pcha¢ (Cirsium sp.), kakosty (Geranium sp.) a ve vyssi
rastové fazi i jezatka (Echinochloa sp.) a merlik (Chenopodium sp.) nemusi byt eliminovany
ani davkou 3 1/ha. Nejodolngjsi je svlacec rolni (Convolvulus arvensis L.) nebo pfteslicka
(Equisetum sp.) (Jursik et al., 2011). Rostliny zasazené latkou glyfosat velmi brzy zastavi sviij
rust, ale az po nékolika dnech nastupuje chloréza listi a vadnuti. Do jednoho az tii tydnti celd

rostlina nekrotizuje a odumira (Duke et al., 2012).
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3.3 REZISTENCE PLEVELU VUCI HERBICIDUM

Rezistence plevelt vici herbicidim je dédi¢nd schopnost plevelti odolavat davkam
herbicidl, které by populaci jinak potlacily. U nékterych rostlin doslo k fyziologickym
zménam a ony tak nereaguji na herbicidni ptipravky, na které diive reagovaly (Mikulka et
Slavikova., 2008). Selek¢ni tlak pusobeni herbicidi na plevelné rostliny vyustil ve vyvoj

rezistence (Powles, 2008). Z citlivych populaci se tak staly populace rezistentni.

Rezistence je vyvolana dlouhodobym opakovanym pusobenim herbicidu na dané
plevelné rostliny, spoleéné¢ s monokulturnim zplisobem zemédélstvi a minimalizaci
zpracovani pidy. Mezi ucinné regulacni zasahy vici vyvijeni rezistence plevell patii stiidani
ruznych herbicidl, stfidani plodin, zpracovani ptidy, mechanické odstranovani pleveli c¢i
regulace pleveli v obdobi mezi produkci plodin (Norsworthy et al.,, 2012). Populace
rezistentnich plevell jsou dnes rozsifeny témet po celém svété. Nejvice je situace sledovana
v Evropé a Severni Americe (Heap, 2015). V Ceské republice se rezistence stala problémem
az v 80. letech (Jursik et al., 2011). K $ifeni rezistentnich populaci pfispivalo velkoplo$né
péstovani kukufice, které mohlo byt opakovano nékolik let po sobé€, diky pouziti herbicidu
atrazinu patiiciho do skupiny triazini. Déle k Sifeni pfispivalo vice nez dvacetileté pouzivani
atrazinu pro odplevelovani kolejist a semena rezistentnich pleveli se mohla navic $ifit
zelezni¢ni dopravou. Plevel se postupné dostaval i na ornou pidu, kde se stal obtizné
hubitelnym (Mikulka et Slavikova, 2008). Dnes se podobné velkoplo$né a opakované pouziva
herbicid glyfosat, vici kterému byla napfiklad v roce 2000 v USA potvrzena rezistence
u turanky kanadské (Conyza canadensis L. Cronquist), nebo v roce 2003 v jizni Africe u
jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata L.) (Heap, 2015). Dale jsou rozsiteny plevele,
napiiklad rizné druhy laskavcu- laskavec ohnuty (Amaranthus retroflexus L.), rezistentni vaci
herbicidim ze skupiny inhibitord ALS (sulfonylmocoviny, imazapyr) nebo rezistentni viici
inhibitorim ACCasy- napfiklad, v nasich podminkach, jezatka kuii noha (Echinochloa crus-
galli (L.) P. Beauv.) (Mikulka et Slavikova., 2008). Celosvétové je nejvice druhi rostlin
rezistentnich vuci inhibitorim ALS (Heap, 2016)- viz obr. 1.
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Obr. 1: Chronologicky narast druht rostlin rezistentnich viaci herbicidim s riznym
mechanismem ucinku (Heap, 2016)

Za problémové muzeme oznalit kFiZové (Cross) rezistence pozorované u rostlin, u
kterych byla rezistence vyvoldna jednim herbicidem a je rezistentni vii¢i dal§im herbicidim
se stejnym mechanismem uéinku (HRAC, 2015). V Ceské republice byla kiizova rezistence
prokazana napiiklad u laskavce ohnutého (Amaranthus retroflexus L.), merliku bilého
(Chenopodium album L.) nebo bytele metlatého (Kochia scoparia (L.) Schrader), vétsinou
vuci triazinim (Mikulka et Slavikova.,, 2008). Nejhor$§im typem rezistence je tzv.
mnohonasobna (multiple) rezistence rostlin, které jsou odolné vué¢i vice herbicidam
s riznymi mechanismy G¢inku (HRAC, 2015). V podminkach Ceské republiky se jedna o
bytel metlaty (Kochia scoparia (L.) Schrader), u kterého byla prokazana rezistence vaci
inhibitoraim PSII a inhibitoram ALS, a o chundelku metlici (Apera spica-venti (L.) P.
Beauv.), u které byla prokazana rezistence také vuci inhibitoram PSII a inhibitorim ALS. Ve
svété dale psarka polni (Alopecurus myosuroides Huds.) nebo oves hluchy (Avena fatua L.)
(Heap, 2015). Rezistentni populace jsou vazany k uréitym skupinam ucinku herbicidu. Je to
kvili rozdilnému mechanismu uc¢inku, ktery spociva v genetické mutaci ptislusného genu,
ktery koduje dany mechanismus (Mikulka et Slavikova., 2008). Kvili naprosté morfologické
identité citlivych a rezistentnich populaci je jedinou metodou detekce rezistence laboratornimi

metodami (Jursik et al., 2011).

V CR je vsoucasné dobé¢ popsano 15 rezistentnich druhi plevel, vétSinou vici

inhibitortm PSII (Heap, 2015). Ale fada dalSich plevela je kvuli podezieni na rezistenci vici
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herbicidim, i ze skupiny ALS inhibitord a inhibitori ACCasy, zkoumana (Mikulka et
Slavikova., 2008)- viz tab. I.

Vskyt rezistentnich plevelnjch populaci na Gzemi (R

Druh Géinku |  Roknslezu systém
Amaranthus chlorostachys — laskavec zelenoklasy 1989 inhibitor PSII
Amaranthus retroflexus — laskavec ohnuty 1985 inhibitor PSII
Alopecurus myosureides — psarka polni 2008 ALS
Apera spica-venti — chundelka metlice 2005 inhibitor PSII
Chenopodium album — merlik bily 1986 inhibitor PSII
Chenopodium strictum — merlik tuhy 1989 inhibitor PSII
Conyza densis — b dska 1987 inhibitor PSII
Digitaria sanguinalis — rosicka krvava 2005 inhibitor PSII
Echinochloa crus-galli — jeZzatka 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 Gervivec 1989 inhibitor PSII
Senecio vulgaris — starcek obecny 1988 inhibitor PSII
Solanum nigrum — lilek Eerny 1999 inhibitor PSII

Tab. I: Vyskyt rezistentnich plevelti v CR (Mikulka et Slavikova, 2008)
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3.3.1 Mechanismus rezistence

Biochemické nebo fyziologické zmény ¢i morfologické odliSnosti zptisobuji rezistenci
pleveli vic¢i herbicidim. Mohou ovlivnit pfijem herbicidu rostlinou, degradaci herbicidu

Vv rostliné, ménit jeho funkci nebo pozménuji misto, kde pasobi (Vencill et al., 2012).

Pii tzv. target-site rezistenci dochazi k zaméné aminokyselin v primarni struktufe
cilového enzymu v mist¢ vazby herbicidu- je mu timto znemoznéno blokovat danou
biosyntetickou drahu (Powles et Preston, 2006). Zmény mista ptisobeni herbicidu v rostling
jsou rozsifenym obrannym mechanismem- napiiklad u resistentnich populaci vii¢i triaziniim,
ALS inhibitortim, ACC inhibitorim a dinitroanilinim (Plant & Soil Sciences eLibrary, 2015).

Tato rezistence je Uplna, takze ani zvySovani davek herbicidu neni efektivni.

Druhym mechanismem je rezistence metabolicky zalozena neboli nontarget-site
rezistence, coz znamena, ze plevele jsou schopny aplikovany herbicid rychle metabolizovat
na mén¢ toxické nebo netoxické latky (Cummins et Edwards, 2010). Tato schopnost je
zpusobena zvySenou aktivitou enzymu ze skupiny cytochrom P450 mono-oxygenaz a
glutation S-transferaz. Citlivé populace herbicid také metabolizuji, ale mnohem pomaleji
(Jursik et al., 2011). Dal$imi a mén¢ ¢astym mechanismem rezistence je zabudovani herbicida
nebo toxickych metaboliti do vakuol, kde nemohou piisobit na cilovd mista, zjiSténo
naptiklad u turanky kanadské (Conyza canadensis L. Cronquist) (Ge et al., 2010), dale
nedostate¢na aktivace herbicidid v rostliné nebo sniZzovani pfijmu a translokace herbicidu

k cilovému mistu.
3.3.1.1 Rezistence pleveli vii¢i ALS inhibitorim

Rezistentni populace plevelll ve vétsiné piipadi odolavaji herbicidim ze skupiny ALS
inhibitord zménou v enzymu acetolaktatsynthasy (Powles et Yu, 2010). Vyskyt rezistentnich
pleveld je pfipisovan velkoplosné aplikaci, pouzivani vysokych davek, vysokym selek¢nim
tlakem a mechanismim ucinku herbicidii. Rezistence byla dodnes zaznamenana u 96

plevelnych druht.

Enzym ALS je kdédovany jadernym genem a mutace v genu prokazujici rezistenci jsou
utvoieny v dominantni alele (Tranel et Wright, 2002). Mutace zptisobi, Ze se nemtize zpomalit
plsobeni enzymu a bunky se dé€li dal a diky tomu rostliny po aplikaci pfipravku neodumiraji.

Existuje vice moznosti mutaci v genu a podle typu mutaci se koduje rezistence k urcité
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skupin¢ herbicidi (Mikulka et Slavikova, 2008). V soucasné dob¢ existuje 21 substituci
aminokyselin. Mutace se vyskytuji v jedné z osmi aminokyselin v ALS sekvenci: alanin 122,
prolin 197, alanin 205, asparagova kyselina 376, arginin 377, tryptofan 574, serin 653, glycin
654 (Heap, 2015). Naptiklad mutace serinu na pozici 653 za treonin u laskavce ohnutého
(Amaranthus retroflexus L.) odpovida zarezistenci vici imidazolinonim (Mikulka et
Slavikova, 2008). Mezi nejcastéjsi mutace patii zaména tryptofanu v poloze 574 a zaména

prolinu v poloze 197 (Massa et al., 2011).
3.3.1.2 Rezistence pleveli vaci inhibitoram ACCasy

Rezistence plevelt vici herbicidim ze skupiny ACC inhibitort je podminéna mutaci
genu, ktery koduje enzym acetyl-CoA-karboxylasu (Powles et Yu, 2010). Molekularni
podstata mutace neni zcela objasnéna. Rezistence mize byt i disledkem zvySeného
metabolismu rostliny. Bodové mutace byly zjistény napiiklad u psarky polni (Alopecurus
myosuroides Huds.) nebo jilku tuhého (Lolium rigidum Gaud.) (Plant & Soil
Sciences eLibrary, 2015). Nejcast&jsi mutaci vedouci k rezistenci je zaména leucinu za
izoleucin na pozici 1781 genu ACCL1 (Vencill et al., 2012). Dalsimi mutacemi jsou substituce
tryptofanu 2027, izoleucinu 2041, asparagové kyseliny 2078 a glycinu 2096 genu ACC2
(Délye et Wright, 2005). Celosvétoveé je doposud zjisténo 35 rezistentnich druhd pleveld
(Mikulka et Slavikova, 2008).

3.3.1.3 Mechanismus rezistence plevela vi¢i EPSPS inhibitoru

Toxicita glyfosatu v rostlin€ je zptisobena inhibici enzymu 5-enolpyruvylSikimat-3-
fosfatsynthasy (EPSPS) (Powles, 2008). Glyfosatu rezistentni plevely maji mutace v genu
EPSPS (Powles et Preston, 2006)- zaména treoninu v pozici 102 (Yu et al., 2015) nebo
prolinu v pozici 106 (Baerson et al., 2002). Nékteré¢ druhy plevel vyvinuly rezistenci
k aplikovanému herbicidu glyfosatu i diky genové amplifikaci, nebo maji schopnost
redukovat piijem a rozvod u¢inné latky herbicidu rostlinou (Powles et Preston, 2006).
Antropogenni selekéni tlak na rostliny zptsobil masivni nadprodukci (aZ dvacetindsobnou)
EPSPS zpiisobenou genovymi kopiemi EPSPS, ktera umoziuje rostliné piezit i v pfitomnosti
aplikovaného glyfosatu. Tato genova amplifikace mize byt zplsobena i mobilnimi
genetickymi elementy, takze se kopie genu objevuje na témét kazdém chromozému v genomu

(Flagel et Wendel, 2009; Gaines et al., 2010).
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V poslednim desetileti se v USA rozsitilo péstovani transgennich plodin- sdji,
kukutice a baviny (Dill et al., 2008). Transgenni plodiny jsou vybaveny rezistenci vuci
glyfosatu (mechanismem nadprodukce EPSPS), takze pii aplikaci herbicidu je potlacen
vyskyt plevele bez $kody na ploding. Siroké a dlouhodobé pouzivani glyfosatu selektovalo
rezistentni populace. Geny podilejici se na rezistenci ke glyfosatu jsou v rostlin€¢ vzacné,
ale opakovanym pouzivanim herbicidu byly tyto geny selektovany. Dal§im problémem je
vyvoj rezistence ve vice dulezitych druzich plevela (Powles, 2008). Dosud bylo popsano
14 rezistentnich plevelnych druhlt vyskytujicich se piedev§im v USA a Australii, kde je
glyfosatu jiz dlouhodobé pouzivany (Mikulka et Slavikova, 2008).

3.3.2 Molekularné-biologické metody detekce rezistence

Genotypové moderni metody, které jsou schopny odhalit mutaci, ktera urcuje
rezistenci rostliny, se provadi ze zelené rostlinné hmoty. Po odbéru vzorki nasleduje izolace
genomické DNA. Gen odpovidajici za rezistenci k dané skupiné herbicidli je nésledné
amplifikovan metodou PCR. K ovéfeni amplifikace se pouziva elektroforéza. Identifikace
mista mutace je urCena restrik¢ni analyzou nebo analyzou sekvence genomu. (Mikulka et

Slavikova, 2008).
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3.4 PLEVELE VYBRANE K DETEKCI REZISTENCE

3.4.1 Jezatka kuii noha (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.)

Jezatka kufi noha je taxonomicky tazena do tiidy jednodéloznych (Liliopsida) a ¢eledi
lipnicovitych (Poaceae) (Kubat et al.,, 2002). Tato prosovita trava patii do skupiny
jednoletych pozdné jarnich pleveld. Dosahuje stfedné vysokého vzriistu, ale mize byt vysoka
az 1,5 m (Jursik et al., 2011). Rostliny svétle az tmavé zelenosedé barvy bohaté odnozuji
a z pavodné poléhavé ruzice (viz obr. 2) se pfi ristu napfimuji. Listy jsou ploché a jejich okraj
muze byt naCervenaly. Rostliny jsou téméf lysé. Kvétenstvim jsou laty tvotené lichoklasy
(Kazda et al., 2010). Plodem jsou postupné dozravajici zelenozluté az hnédofialové obilky

(Kubat et al., 2002). Kofenovy systém je mohutny a svaz€ity. Jde ovSem o variabilni druh,

jehoz populace se mohou lisit.

Obr. 2: Jezatka kufi noha (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.)

Jezatka je celosvétove rozsitena, ale pochazi ptivodné ze stfedni a vychodni Asie, kde
je nejvyznamnéjsim plevelem ryze (Mikulka et Slavikova, 2008). Na tzemi Ceské republiky
se vyskytuje jiz od neolitu (7-7,5 tisice let), takZe ji oznaCujeme jako archeofyt (Jursik et al.,
2011). Rostlina je teplomilna, patii mezi C4 rostliny, a proto ji najdeme hlavné v nizZinach,
ale dnes se rozsifuje i do vyssich poloh v disledku vyssich teplot. Vyhovuji ji vlhké pudy,
snasi i zaplavovani. Na suchych pidach je mensiho vzrustu a vytvaii méné obilek (Mikulka

et Slavikova, 2008).
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Zpusob rozmnozovani této travy je, jako u jinych jednoletych rostlin, generativni. Na
jedné rostlin¢ dozravaji i tisice obilek, které pii zralosti opadavaji (Kazda et al., 2010). Jejich
produkce zavisi na ploding, kterou jezatka zapleveluje. Mezi vysoce konkurujicimi plodinami
(kukutice), nebo 1 plevely, jich produkuje mnohem méné, nez v mélo konkuren¢nich
plodinach (fepa) a plevelech. Optimalni teplota pro kli¢eni obilek je 20-25 °C. Optimalni
hloubka pro vzchéazeni je do 4 cm a je potiebna vysoka pudni vlhkost. Obilky jsou soucasti
pudni zasoby semen piiblizné 2-6 let (Pikulka et al., 1997). Konkurenéni schopnost jezatky
zavisi na vlhkosti pudy a délce dne. Pfi dlouhém dni vytvafri jezatka vysoké rostliny
S mohutnymi latami a velkym mnoZzstvim obilek, naopak mensi porosty vytvari pti kratkém
dni. Optimalni teplota pro rast je 25-30 °C (Mikulka et Slavikova, 2008), pod 5 °C se rast
zastavuje (Jursik et al., 2011).

Jezatka se hojné vyskytuje na polich. Pro regulaci ristu jezatky je dualezité stfidani
plodin, pfizapleveleni je vhodné pferusit péstovani okopanin. Kofenovy systém jezatky
komplikuje mechanické odstraiovani porostil na polich a navic dobfe regeneruje. Naptiklad
Vv porostu kukufice, k jejimz nejvyznamnéjSim plevelim jezatka patii, je mozné pouzivat
velké mnozstvi pfipravkl, napiiklad acetamidy (inhibitory syntézy lipidi), pyrolidin
(inhibitor syntézy karotenoidil), nitroderivaty anilinu (inhibitor mikrotubulll), triketony
(HPPD inhibitory), sulfonylmocoviny (ALS inhibitory). V porostu brambor mizZe byt porost
jezatky eliminovan substituovanymi mocovinami (PS Il inhibitory), dale chloracetamidy

(inhibitory syntézy lipidt) a glyfosatem (EPSPS inhibitor) (Jursik et al., 2011).

v

V soucasné dob¢ je povazovana za tieti nejSkodlivéjsi plevel svéta (Mikulka et al.,
1999). Na tizemi Ceské republiky byly nalezeny v porostech kukufice biotypy rezistentni viiéi
ptipravkim ze skupiny inhibitord PSII (atrazinu) (Mikulka et Slavikova, 2008). Jde o target-
site rezistenci, ale konkrétni mutace zatim nebyla v CR detekovana (Heap, 2015). Poprvé se
rezistence objevila v roce 1978 v USA (Slavikova-Holcova et Mikulka, 2009; Heap, 2015)

vuci inhibitortim fotosystému II.
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3.4.2 Turanka kanadska (Conyza canadensis L. Cronquist)

Turanka neboli turan kanadsky (Erigeron canadensis) je jednolety ozimy plevel, ktery
fadime do tfidy vyssich dvoudéloznych (Rosopsida), do ¢eledi hvézdnicovitych (Asteraceae).
Turanka mé drobné kli¢ici rostliny s vejCitymi d€loznimi listy. Pravé listy jsou stfidavé
carkovité kopinaté (Kubat et al., 2002). Dolni lodyzni listy jsou obkopinaté, dlouhé a tzké,
Vv pribéhu vegetace zasychaji. Horni listy jsou tizce kopinaté a piisedlé (Jursik et al., 2011).
Velikost chlupaté piimé lodyhy je 10-180 cm (Frankton et al., 1987, cit. Weaver, 2011),
je v dolni ¢asti husté olisténa a v horni bohaté vétvena. Kvétenstvi je tvofené latou sloZzenou
z drobnych ubori (viz obr. 3). Plodem jsou velmi lehké nazky s paprs¢itym chmyrem, ktery je
dvakrat delsi nez semeno a umoziuje dobré rozsifovani vétrem nebo vodou (Frankton et al.,

1987, cit. Weaver, 2011). Kofenovy systém je vietenovity s tenkymi postrannimi kofeny.

Turanka je dnes celosvétoveé rozsifena, ale pochazi piivodné z jizni Kanady a USA.
Je povazovana za nejvice zdomacné€lou rostlinu amerického ptivodu v Evropé (Frankton et al.,
1987, cit. Weaver, 2011). V Ceské republice se turanka vyskytuje od poloviny 18. stoleti,
takze ji muzeme oznaCovat jako neofyt (Jursik et al., 2011). Nalezneme ji Vv nizinach
i ve vysSich polohach. Preferuje sus$i stanovisté a leh¢i pudy. Jeji vyskyt je hojny
na narusenych pudach spole¢né s kokoskou pastusi tobolkou (Capsella bursa-pastoris L.),
locikou kompasovou (Lactuca serriola L.) a hluchavkou objimavou (Lamium amplexicaule
L.) (Buhler et Owen, 1997). Je velmi odolné a nenaro¢na na pudu (Hanf, 1983, cit. Weaver,
2011). Na chudych stanovistich vytvafi rostliny malého vzristu a s minimalnim kvétenstvim.
Typickymi stanovisti jsou okraje komunikaci, na rumistich, ale i na vinicich a sadech (Wiese
et al., 1995)- zde se stava Skodlivou kvili ziskané rezistenci viéi triazinovym herbicidum.
Jako s polnim plevelem se s turankou setkavame vzacnéji, napiiklad mezi ozimou zeleninou.

Na pudach ladem v teplejSich oblastech je jeji vyskyt hojny (Jursik et al., 2011).

Rostlina se rozmnozuje pouze generativné semeny a je samosprasna (Mulligan et
Findlay, 1970, cit. Weaver, 2011). V jednom z ubori zraje 45-70 nazek. Lata se sklada
z mnoha Uborl. Jedna rostlina vys§iho vzristu je schopna vyprodukovat vice nez 200 000
semen (Bhowmik et Bekech, 1993). S vyskou rostliny roste jeji generativni potencial (Regehr
et Bazzaz, 1979, cit. Weaver, 2011). Optimalni teplotou pro kliceni nazek je 15-20 °C. Nazky
pro vzchazeni nepotiebuji ptdu relativné vlhkou. Vzchazeji z hloubky do 10 mm (jsou

pozitivné fotoblastické¢) beéhem celé vegetace, ale vétSina v jedné, ze dvou hlavnich vin
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(duben-kvéten, srpen-zafi). Jejich zivotnost je dlouha (Jursik et al., 2011). Rostliny vzrostlé
na jafe ukon¢i svllj vyvoj v tomtéz roce. Rostliny vzrostlé na podzim ptezimuji ve formé
piizemni rizice a dal§i rok pokracuji v ristu. Cim vétsi a dobfe prokofenéné jsou piizemni
rizice, tim je vétsi pravdépodobnost, ze pieziji zimu (Regehr et Bazzaz, 1979, cit. Weaver,
2011).

Regulace porostu turanky muiize byt uspésné provadéna orbou pudy na jafe a na
podzim (Brown et Whitwell, 1988), poptipadé secenim pied vysemenénim. Turanka je citliva
k vétsin€¢ herbicidl, ovSem na opakovanou regulaci porostu herbicidy se stejnym
mechanismem plisobeni turanka Casto reaguje vytvofenim populaci rezistentnich diky své
vysoké reprodukéni schopnosti (Bhowmik et Bekech, 1993). U populaci turanky
je pozorovana vyvijejici se rezistence vici uc¢inné latce paraquat (PS I inhibitor), triazin (PS II
inhibitor), chlorsulfuron (ALS inhibitor) a glyfosat (EPSPS inhibitor) (Heap, 2015). Aplikace

herbicidi je nejlepsi na jate, kdy je turanka ve stddiu malych aktivné rostoucich pozemnich

razic.

Obr. 3: Turanka kanadska (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.)
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4  Material a metody
4.1 Biologicky material

Jezatka kuii noha (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.)

Turanka kanadska (Conyza canadensis (L.) Crong.)
4.2 Pouzité roztoky a chemikalie

2% CTAB (extrakéni pufr): 2 g CTAB, 10 ml TRIS (1M, pH 8), 4 ml EDTA (0,5M, pH 8),
8,18 g NacCl, doplnit destilovanou vodou do objemu 100 ml

5x TBE: 54 g Tris-HCI, 27,5 g HBO2, 20 ml EDTA (0,5M), 1 1 destilované vody, pH 8

Chemikalie: chloroform:izoamylalkohol (pomér 24:1), 3M octan sodny, izopropanol,
ethylendiamintetraoctova  kyselina  (EDTA), 70%  ethanol,  2-merkaptoethanol,
hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB), chlorid sodny (NaCl),
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), agar6za (elektroforeticka), primery (Generi
Biotech), GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium), HyperLadder 1 kb (Bioline), 5x DNA

Loading Buffer Blue (Bioline), destilovana voda, sterilni voda

Komer¢ni kity: Fast Start PCR Master (Roche), GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma)

4.3 Vybaveni laboratore

Chlazena centrifuga 5804 R (Eppendorf), centrifuga 5415 R (Eppendorf), centrifuga 5415 D
(Eppendorf), minicentrifuga MCF 2360 (LMS), termoblok Mixing Block MB-102 (Bioer),
Termocycler XP (Bioer), Mastercycler proS (Eppendorf); transiluminator UVT-20M
(Herolab) s digitalnim fotoaparatem (Kodak EDAS 290), transiluminator UVITEC
Cambridge, NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), ptedvazky (Kern), digestof, laminarni
flowbox Telstar H-100 (Telstar Group), vyrobnik na ledovou tfi§t, mikrovinna trouba,
mrazici box, lednicka, magnetické michadlo, elektroforeticka aparatura, odmérné valce,
kadinky, tfeci miska s tlouckem, davkovaci mikropipety, centrifugacni mikrozkumavky, PCR

mikrozkumavky, sterilni Spicky, chladici stojanky, pinzeta, parafilm, ochranné rukavice.
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4.4  Sbér a péstovani pokusnych rostlin

Jedinci jezatky (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.) byli sbirani v prubéhu roku 2013 az

do fijna 2014 v Olomouckém a v Moravskoslezském kraji (tab. I1). Jedinci turanky (Conyza

canadensis (L.) Crong.) (C1- C6) byli sbirani v prib¢hu zaii az tijna 2014 (tab. I11). Rostliny

byly sbirany na polich, u koleji a cest. Po ususeni byly rostliny vyuzity k molekularni detekci
rezistence vuéi inhibitorim ALS, ACC nebo EPSPS. Vybrané rostliny turanky (C7-C19) byly

péstovany ze seminek, nasbiranych v arealu PfF UPOL v Holici, ve sklenikovych

podminkach a byl na né¢ aplikovan herbicid s ti€innou latkou glyfosat. Ptezivsi jedinci byli

molekularné zkoumani.

Vzorek | Lokalita Soutadnice

E1-E3 | Sternberk, Zahradni ulice | 49°43'51.34"N, 17°18'8.86"E
E4-E5 | Stépanov- Biezce, koleje | 49°39'43.56"N, 17°14'25.65"E
E6-E9 | Dlouh4 Loucka, pole 49°48'56.76"N, 17°10'14.06"E
E10 Mohelnice, pole 49°48'18.0"N, 16°54'24.7"E
E1l Stépanov, pole 49°39'50.3"N, 17°13'28.3"E
E12 Sternberk, pole 49°42'05.5"N, 17°17'27.3"E
E13 Velké Heraltice, pole 49°56'38.4"N, 17°42'43.8"E
El4 Opava- Milostovice, pole | 49°57'04.9"N, 17°48'22.1"E
E15 Opava- Milostovice, pole | 49°56'454"N, 17°50'26.5"E

Tab. I1: Lokality sbéru jezatky kuti nohy (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.)

Vzorek | Lokalita Soutadnice

C1-C3 Stépanov- Biezce, koleje | 49°39'43.56"N, 17°14'25.65"E
C4-C6 | Benatky, pole 49°40'29.19"N, 17°14'42.28"E
C7-C19 | Olomouc, Holice 49°34'30.9"N, 17°16'51.8"E

Tab. 111: Lokality sbéru turanky kanadské (Conyza canadensis (L.) Crong.)
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4.5 Metody

45.1 lzolace DNA

Vychozim materialem byly usuSené listy jezatky (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.) a
turanky (Conyza canadensis (L.) Crong.). Rostlinny material byl rozetfen v tfeci misce.
K rozetifenému materialu byl pfidan 1 ml extrakéniho pufru CTAB ptedem zahiatého na 69
°C s obsahem 2 ul 2-merkaptoethanolu. Vzorky byly pfeneseny do termobloku nastaveného
na 65°C na 1,5 hodiny. Poté bylo k materialu pfidano 600 ul roztoku chloroformu s
izoamylalkoholem (v poméru 24:1). Smés byla protiepana a nasledné centrifugovana 15 min
pii 13 000 rpm a 4 °C. Do C¢ist¢ mikrozkumavky byla odpipetovana vrstva cirého
supernatantu, ke které bylo opét piidano 600 pl roztoku chloroformu s izoamylalkoholem (v
poméru 24:1). Smés byla protiepana a nasledné centrifugovana 15 min pii 13 000 rpm a 4 °C.
Do cisté mikrozkumavky byla napipetovdna horni faze, ke které bylo pfidano 60 pl octanu
sodného (3M), promichéno pievracenim a nasledné bylo pfidano 500 pl vychlazeného
izopropanolu. Smés byla promichana pfevracenim a pres noc ulozena v mrazaku (-20 °C).
Dalsi den byla smés 30 min centrifugovana pii 13 000 rpm a 4 °C. Supernatant byl odstranén
tak, aby na dné¢ mikrozkumavky ziistal usazeny pelet. Poté bylo pfidano 500 pl 70%
vychlazeného ethanolu, protiepano. Smés byla centrifugovana 15 min pfi 13 000 rpm pfi 4
°C. Ethanol byl odstranén a vzorek se nechal 2 min voln¢ vyschnout. K peletu obsahujicim
DNA bylo pfidano 50-100 pl sterilni vody. Roztok byl mirn€ protfepavan v termomixeru pfi

37 °C do rozpusténi peletu. Vzorek byl uchovavan v mrazaku (-20 °C).
45.2 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Izolovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR (polymerazové fetézové reakce). Byl
pfipraven premix (tab. IV) napipetovanim 10 pl Fast Start PCR Master, 8 pul sterilni vody,
0,5 ul reverse primeru, 0,5 ul forward primeru (primery specifikovany v tab. VI). Dale byl
napipetovan 1 ul DNA (vzorky E1-E15 nafedéné na 50 ng/ul, vzorky C1-C19 natedéné na 25
ng/ul) daného vzorku. Reakéni smés byla kratce sto¢ena na minicentrifuze. Nasledné byly
mikrozkumavky vlozeny do termocykleru a byla provedena PCR, jejiz teplotni a ¢asovy profil
je uveden v tab. V. Pro genove¢ specifické primery ALS EGG byla jako optimalni teplota pro
nasednuti stanovena 56 °C, pro primery ACcp2 52 °C, pro primery ALS CC 58 °C a pro
primery EPSPS1 53 °C. Primery byly navrzené v programu Primer3 podle sekvenci genu ALS

jezatky nebo turanky a sekvenci genu EPSPS1 turanky vyhledaného v GenBank, mimo
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primery ACCp2 prevzaté z literatury (Délye et Michel, 2005). Jejich syntéza byla provedena

firmou Generi Biotech.

Reakéni slozky Objem [ul]
Fast Start PCR Master 10
Sterilni destilovana voda 8
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
Genomicka DNA 1
Celkovy reakéni objem 20

Tab. IV: Slozeni PCR premixu

Krok Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 °C 3 min 1
Denaturace 95 °C 30s

Nasednuti primert 52-58 °C 30s -
Elongace 72 °C 30s

Finalni extenze 72 °C 5 min 1
Konec 4°C o0

Tab. V: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce
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Gen Primer Smér | Sekvence Velikost
produktu

ALS ALSEGG |R 5'-ACGAGGTAGTTGTGCTTGGT-3" 180 bp
F 5"-GCGCCACCAACCTCGTCTC-3’

ACC2 ACcp2 R 5-CCATGCAITCTTIGAGITCCTCTGA-3’ 500 bp
F 5’-CAGCITGATTCCCAIGAGCGITC-3’

ALS ALS CC R 5’-ATCCCATTTAGGCACACATA-3’ 350 bp
F 5'-GGCGTCTGTATAGCCACTT-3"

EPSPS1 | EPSPS1 R 5'-AGGAGGATGTTGCAATTAAA-3’ 200 bp
F 5’-TCAATGACAACGTCCAAATA-3’

Tab. VI: Primery pouzité pro amplifikaci a sekvenaci danych genti

45.3 Elektroforeticka separace

Produkty ziskané PCR reakci byly detekovany gelovou elektroforézou v 2 %
agarézovém gelu v 0,5x TBE pufru. Do gelu byly pfed nalitim do elektroforetické vany
napipetovany 4 pl GelRed Nucleic Acid Stain. Po ztuhnuti gelu byl do jamek aplikovan
vzorek po provedené PCR a 5x DNA Loading Buffer Blue. Jako marker molekulové
hmotnosti byl pouzit HyperLadder 1 kb. Elektroforéza probihala pfi stejnosmérném napéti

100 V po dobu 30 min. Poté byl gel ptenesen do transiluminatoru a sniman pod UV svétlem.
45.4 Purifikace PCR produktu a sekvenace

K ptecisténi amplifikovanych produktd PCR byl pouzit GenElute PCR Clean-up Kit.
Purifikace probé¢hla v téchto krocich:
1. Do stfedu GenElute kolonky bylo pipetou naneseno 500 pl pfipravného roztoku Column
Preparation Solution a centrifugovano pti 12 000 rpm po dobu 30 s. Eluat byl odstranén.
2. Do zkumavky s 20 ul PCR produktu bylo pipetou naneseno 100 ul roztoku pro navazani
DNA Binding solution, roztok byl pfenesen na GenElute kolonku a centrifugovan pii 12 000

rpm po dobu 1 min. Eluat byl odstranén.

31



3. Do kolonky bylo naneseno 500 pl promyvaciho roztoku Wash Solution a nasledovala
centrifugace po dobu 1 min pfi 12 000 rpm. Eluat byl odstranén. Pro odstranéni ptebyte¢ného
ethanolu byla kolonka centrifugovana bez roztoku pii pii 12 000 rpm po dobu 2 min. Eluat
vcetné zkumavky byl odstranén.

4. Kolonka byla pfenesena do nové 2ml zkumavky. Do centra kolonky bylo naneseno 50 ul
eluéniho roztoku Elution Solution. Nasledovala inkubace po dobu 1 min pf#i pokojové teploteé.
Pro ziskani eluatu obsahujiciho ptecisténou DNA byla kolonka centrifugovéna pii 12 000 rpm

po dobu 1 min.

U precisténych produkti PCR amplifikace byla zmétena koncentrace DNA na pfistroji
NanoDrop 2000. Vzorky byly pfipraveny pro sekvencovani smichanim purifikovaného PCR
produktu spoleéné se sekvenanim primerem (viz tab. VII). Kazdému amplifikovanému
precisténému PCR produktu tak odpovidaji dvé mikrozkumavky- jedna s primerem F
(forward) a druha s primerem R (reverse). Vzorky byly odeslany k sekvenaci firm¢ SEQme
s.r.0. v Dobfisi a nasledné bioinformaticky zpracovany a vyhodnoceny v programu Geneious
9.1.2.

Templat Primer Celkovy objem

5 ul PCR produkt <500 bp 50 ng | 5 ul 5 uM roztoku primeru | 10 pl

Tab. VII: Piiprava vzorkd pro sekvencovani
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5 Vysledky

K molekularni detekci rezistence jezatky kuii nohy (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.)
vici ALS a ACCasu inhibujicim herbicidiim bylo pouzito 15 jedinct z 9 lokalit Olomouckého
a Moravskoslezského kraje a k detekci rezistence turanky kanadské (Conyza canadensis (L.)
Crong.) vaéi ALS a EPSPS inhibujicim herbicidim bylo pouzito 19 jedinci ze 3 lokalit
Vv Olomouckém kraji. Ovéieni uspésnosti amplifikace PCR produkti elektroforetickou

separaci je dokumentovano na obr. 4-7.

EISEEER o8 Lo o on 734 814.9% 10

300D
200 bp S S B S B S - e 180 Dp

100b
B .

(H...HyperLadder, 1-10...E1-E10)
Obr. 4: Ovéteni amplifikace PCR produkti (primery ALS EGG) elektroforetickou separaci

1720 3 A MUS G s BSA0 310

- - —— - e w500 bp

| RNEET

anb

(H...HyperLadder, 1-10...E1-E10)

Obr. 5: Ovéteni amplifikace PCR produktti (primery ACcp2) elektroforetickou separaci
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400bp i 350 bp

300bp W
200 bp

(H...HyperLadder, 1-6...C1-C6)
Obr. 6: Ovéteni amplifikace PCR produktii (primery ALS CC) elektroforetickou separaci

H12 3 4

300 bp -
200 bp e — w000 bp
100 bp o

(H...HyperLadder, 1...C19, 2...C18, 3...C17, 4...C16)
Obr. 7: Ovéteni amplifikace PCR produktd (primery EPSPS1) elektroforetickou separaci

Amplifikovana DNA byla sekvencovana firmou SEQme s.r.o. a sekvence byly
bioinformaticky zpracovany a vyhodnoceny v programu Geneious 9.1.2. Jednotlivé sekvence
byly do programu vlozeny ve formatu abl, byly porovnany navzajem a dale porovnany se

sekvencemi z GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), ze kterych byl odvozen C(teci

ramec a pofadi aminokyselin. Sekvencovana oblast genu ALS u jezatky kuii nohy byla
porovnana se sekvencemi KJ638690.1 a KJ638689.1 (publikovany ve ¢lanku Matzenbacher et
al., 2014). Zminéné KJ638690.1 a KJ638689.1 jsou casteénymi sekvencemi genu ALS u
jezatky- sekvence KJ638689.1 (viz piilohy) byla oznacena jako herbicid-senzitivni a sekvence
KJ638690.1 byla oznacena jako rezistentni, u které doSlo k zaméné serinu 653 za kyselinu
asparagovou. Sekvencovana oblast genu ALS u turanky kanadské byla porovnana se
sekvencemi JF719124.1 a JF719123.1 (publikovany ve ¢lanku Zheng et al., 2010) (viz obr.
10). JF719124.1 a JF719123.1 jsou castecnymi sekvencemi genu ALS u turanky, v obou
sekvencich byly nalezeny mutace souvisejici se vznikem rezistence- v sekvenci JF719124.1
(viz ptilohy) byla detekovana zaména prolinu 197 za alanin a v sekvenci JF719123.1 byla
detekovana zaména prolinu 197 za serin. Sekvencovana oblast genu ACC2 u jezatky byla
porovnana se sekvencemi HQ395759.1 a HQ395758.1 (publikovany ve ¢lanku Huan et al.,
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2011) (viz obr. 11). HQ395759.1 a HQ395758.1 jsou kompletnimi sekvencemi genu ACC u
jezatky- sekvence HQ395758.1 (viz ptilohy) byla oznacena jako herbicid-senzitivni a u
sekvence HQ395759.1 doslo k zaméné izoleucinu 1781 za leucin, coZ je mutace souvisejici se
vznikem rezistence rostliny vuci herbicidim. Sekvencovana oblast genu EPSPS1 u turanky
byla porovnana se sekvenci AY545666.1 (publikovany ve ¢lanku Feng et al., 2004).
AY545666.1 je kompletni sekvenci genu EPSP1 u jezatky (viz ptilohy).

Primery ALS EGG a ALS CC byly navrZeny tak, aby byla amplifikovana a
sekvencovana oblast genu ALS, ve které se nachazi prolin 197, jehoZ substituce je jednou
Z nejcastéjSich mutaci souvisejicich se vznikem rezistence rostliny vac¢i herbicidim
inhibujicim ALS (Massa et al., 2011). Mutace prolinu 197 nebyla u jedinct jezatky kuii nohy
(E1-E15) ani turanky kanadské (C1-C19) nalezena, tzn., ze se zde vyskytoval kodon CCC
kodujici prolin (viz obr. 8 2 9).

U vzorkt turanky C1, C3-C7,C11,C12, C15-C18 byla nalezena zaména aminokyseliny
alanin 242 (kodon GCC) za serin (kodon TCC) a u vzorki C8-C10 a C19 oznacil sekvenator
prvni nukleotid téhoz kodonu jako smisenou bazi K (T/G), coz znamena, ze vzorky jsou
v tomto lokusu heterozygotni (viz obr. 10). Tato mutace nepatii mezi mutace souvisejici se

vznikem rezistence vii¢i ALS inhibujicim herbicidim.

GGTCGCCAT‘CACCGGCCAG‘GT.CCCGCC'GCATGATCGG'CACCGACGCC'TTO Shoda
Identita

0 Ve S0 SN A O A Y

CCATCACCGGCCAGGTYCCCGCCGCATGATCGGCACCG

CCATCACCGGCCAGGTYCCCGCCGCATGATCGGCACCG

(oD oy 1y MO EA e WA 9
GGTCGCCATCACCGGCCAGGTJCCCGCCGCATGATCGGCACCGACGLCCTTC!

L opotodtnao e Wi~ e A /i MY 11
Cofaloeer inadie! Wi~ e AN 43

00V ST el AV OO VST

CCATCACCGGCCAGGTYCCCGCCGCATGATCGGCACCC

Obr. 8: Srovnani sekvenci DNA genu ALS vzorka jezatky (E1, E3, E5, E7, E9, El1, E13,
E15) pomoci funkce ,,Align“ v programu Geneious (vybrany usek sekvenci)- Cervené

oznaceny je kodon CCC aminokyseliny prolin 197
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GTCGTT(]CCATCACCGGCCAAGTI GGCGAATGATCGGAACTGATGETTTTCAAG Shoda
Identita

v Cl

[ AV YA Y WATAYE /| AN R \
GTCGTTGCCATCACCGGCCAAGTNCCCICGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTTCAAG

» C3

CGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTTCAAG

» C7

n [ A M\ /\ I |
CGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTTCAAG

C9

T / AN AR 7
[CGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTTCAAG

TCGTTGCCATCACCGGCCAAGTT

C15

T UAA I\ AN I I\ A
\ A\ L y
CGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTTCAAG

o>

, C17

ATAYAY, [\ m A
CGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTTCAAG

[ M\
CGTTGCCATCACCGGCCAAGTT]
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CGTTGCCATCACCGGCCAAGTT] CGCGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTTCAAG
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Obr. 9: Srovnani sekvenci DNA genu ALS vzorku turanky (C1, C3, C7, C9, C15, C17, C19)
pomoci funkce ,,Align“ v programu Geneious (vybrany Gsek sekvenci)- Cervené oznaceny je

kodon CCC aminokyseliny prolin 197

AVAVAVAVAVAVAVAVA A AL\ C9
QAQNNNANAN L VAVAV, C10
VaVaVaVaYVaVVa A AVEVaY: c11
ANANNANANNA AL A~ Cl12
AANNANAN AN V-VaV. A C13
ANALNMNANAN AN V-VaVaVAVAVa oY
AVaVaVa VaTAVAVA NVAVAV-VAVaVAVAVa T
JTJ_M’\/W,/”‘@AA; A\ . Cl16
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A\AANANANNNANANNT AANTINA, €18
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. JF719124.1

© JF719123.1

Obr. 10: Srovnani sekvenci DNA genu ALS vzorkt turanky (C9-C19) se sekvencemi
z genové banky JF719124.1 a JF719123.1 (Zheng et al., 2010) pomoci funkce ,,Align“ v
programu Geneious (vybrany usek)- ¢ervené oznaceny je kodon GCC aminokyseliny alanin
242 u vzorkil C11, C12, C15-C18 substituovany serinem (TCC) a u vzorka C9, C10 a C19

oznaceny smiSenou bazi K
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Primery ACcp2 byly navrzeny tak, aby byla amplifikovana a sekvenCovédna oblast
genu ACC2, ve které se nachazi tryptofanu v poloze 2027, izoleucin v poloze 2041,
asparagova kyselina v poloze 2078 a glycin v poloze 2096, jejichz substituce souvisi se
vznikem rezistence rostliny vici herbicidim inhibujicim ACCasu (Délye et Wright, 2005).
Mutace souvisejici se vznikem rezistence nebyla u jedinci jezatky (E1-E15) nalezena (viz
obr. 11- glycin v poloze 2096 bez mutace, protoze kodon GGM mize znamenat GGA 1 GGC,
které vSak oba koduji glycin). U vSech vzorkl jeZatky byla v poloze 2113 zjisténa
aminokyselina kyselina asparagova (GAC) namisto aminokyseliny kyseliny glutamové
(GAA) nalezené v sekvencich z genové banky HQ395759.1 a HQ395758.1 (Huan et al.,

2011)- tato mutace vsak nepatii mezi mutace souvisejici se vznikem rezistence vici ACC

inhibujicim herbicidm (viz obr. 11).

Shoda
AMK
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el el Ll

Aln f M _
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Obr. 11: Srovnani sekvenci DNA genu ACC2 vzorku jezatky (E1, E3, E4, E11, E13, E15) se
sekvencemi z genové banky HQ395759.1 a HQ395758.1 (Huan et al., 2011) pomoci funkce
»Align“ v programu Geneious (vybrany usek)- ¢ervené oznaeny je kodon aminokyseliny
glycin 2096 (GGC) a modie oznaceny je kodon kyseliny asparagové (GAA), kterd je u
sekvenci jezatky (E1, E3, E4, E11, E13, E15) substituovana kyselinou glutamovou (GAC)
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Primery EPSPS1 byly navrzeny tak, aby byla amplifikovdna a sekvencovana oblast
genu EPSPS1, ve které se nachazi prolin v pozici 106, jehoz substituce souvisi se vznikem
rezistence rostliny viéi herbicidim inhibujicim EPSPS (Baerson et al., 2002). Mutace nebyla
u jedinct turanky kanadské (C7-C19) nalezena. Vyskytoval se zde kodon CCA kodujici
prolin (viz obr. 12).

AATGCAGGAACTGCTATGC'G- TGACTGCAGCAGTTACTGC T ON0da
Identita

Al A\ AAAAAANA - ﬂ"s" I M \an
\ . \ / / I A\imﬂ \C7
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RAAYAYATATAY VAV ‘:fv\/\’ N AN -’ ARV}

AATGCAGGAACTGCTATGCG CCA TGAETG[AGEAGTTACTG[T\CQ

AN, VAL A AN AN f\f\' ci1
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A Wirnan woananinal gl C13
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Obr. 12: Srovnani sekvenci DNA genu EPSPS1 vzorku turanky (C7, C9, Cl11, C13, C15,
C17, C19) pomoci funkce ,,Align* v programu Geneious- ¢ervené oznaceny je kodon CCA

aminokyseliny prolin 106
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6 Diskuse

V Ceské republice je dosud zaznamenan vyskyt 15 rezistentnich druhi pleveld, mezi
néz patii jezatka kuii noha (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.) a turanka kanadska (Conyza
canadensis (L.) Crong.) (Heap, 2016). V soudasnosti v CR hrozi riziko vzniku rezistence
jezatky kuii nohy vii¢i herbicidiim inhibujicim ACCasu a problémové jsou i ALS inhibitory a
EPSPS inhibitor (glyfosat), ktery je aktualné velkoplosné a opakované uzivan (Mikulka et
Slavikova, 2008). Ve svété byla rezistence jezatky vici ALS inhibitorim zaznamendna
poprvé v Srbsku roku 2002 a rezistence vici inhibitorim ACCasy byla zaznamenana poprvé
v USA vroce 2000. Rezistence turanky viaci ALS inhibitorim byla zaznamenana poprvé
Vv Izraeli roku 1995 a rezistence vuci inhibitoru EPSPS byla zaznamenana poprvé v USA
v roce 2000 (Heap, 2016).

V této bakalarské praci byl metodicky zvladnut postup molekularni detekce rezistence
jezatky a turanky vuci herbicidim inhibujicim ALS, ACC a EPSPS. Pfi snaze o amplifikaci
genu EPSPS jsme vyzkouseli vice primert, jejichZ sekvence byly ziskany z praci (Nol et al.,
2012; Chodova et al., 2009). S témito primery jsme vSak nebyli schopni usek genu
amplifikovat. Az s primery EPSPS1, navrzenymi v programu Primer3, byla amplifikace
uspésna. Se vzorky s primery ACCp2 pievzatymi z literatury (Délye et Michel, 2005) byla
provedena teplotni gradientova PCR a optimalni teplota pro nasednuti primert byla stanovena
na 52 °C, jelikoZ s teplotou nasednuti primert, v literatufe uvedenou jako 61 °C, nebyla DNA
uspésné amplifikovana. Podminky PCR se vSemi pouzitymi primery byly optimalizovany a je
mozné je dale vyuzit k monitoringu pfitomnosti rezistentnich jedinc na polich a také k

dalsimu studiu sekvenci citlivych i rezistentnich jedinc.

V sekvencovanych tsecich genti jezatky a turanky jsme po srovnani Se sekvencemi
z genové databaze od autord Matzenbachera et al. (2014), Zhenga et al. (2010), Huana et al.
(2011) a Fenga et al. (2004) nenasli substituce aminokyselin souvisejici se vznikem rezistence
rostlin vaci inhibitorim ALS (Massa et al., 2011), ACCasy (Délye et Wright, 2005) ani
EPSPS (Baerson et al., 2002; Yu et al., 2015). Mutace nebyly detekovany ani u jedinct
turanky, ktefi byli péstovani ve sklenikovych podminkach a i pres aplikaci herbicidu
sucinnou latkou glyfosat neuhynuli. Zkoumani jedinci mohli mit mutaci souvisejici
s rezistenci v jiném, nez zkoumaném useku sekvence, dale mohli byt naptiklad rezistentni

vaci herbicidu s jinym mechanismem ucinku (target-site rezistence) (Powles et Preston,
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2006), mohla u nich byt vyvinuta metabolicka rezistence, mohlo dochazet k nadprodukci
daného enzymu, nebo, v ptipadé plsobeni EPSPS inhibitoru, mohlo dochazet ke genové
amplifikaci (nontarget-site rezistence) (Flagel et Wendel, 2009; Gaines et al., 2010).
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[ Zavér

V této bakalaiské praci bylo v reSersi shrnuto téma plevell, herbicidil a rezistence vici
herbicidim. V praktické ¢asti byla zvladnuta molekularni detekce rezistence jezatky kufi
nohy (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.) vici herbicidim inhibijicim acetolaktatsynthasu
nebo acetyl-CoA-karboxylasu a detekce rezistence turanky kanadské (Conyza canadensis L.
Cronquist) vici herbicidim inhibujicim acetolaktatsynthasu nebo 5-enolpyruvyl$ikimat-3-
fosfatsynthasu. Na zakladé porovnani sekvenci tGisekd genti ALS, ACC a EPSPS vzorka
jezatky a turanky nebyli nalezeni jedinci se substitucemi aminokyselin souvisejicimi se
vznikem rezistence rostlin vuéi herbicidim. Ve spojitosti s rozSifovanim rezistentnich
populaci plevelli, a nutnosti tuto situaci monitorovat a aplikovat u¢inné opatieni, by bylo do
budoucna prospeésné rozsitit nebo zménit zkoumanou sekvenci, kterd by mohla zahrnovat vice

mist, nebo jind mista, na kterych dochdzi k mutacim souvisejicim se vznikem rezistence.
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11 Prilohy

Sekvence genu ALS (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.)

15 0550 023 1F A01.abl
CSCGCKCYGMTCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCG
CATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCC
GCTCMATCACCAAGCACAACWACCTCGTA

15 0550 024 2F BOl.abl
CKASGCKCYGMTCCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGE
CGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCAC
CCGCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15_0550_025 3F _COl.abl
AKACGCKCYGMTCCATCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCT
GCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACC
CGCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 026 4F DO1.abl
GSTASGCKCYGMTCATCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCC
GCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACC
CGCTCMATCACCAAGCACAAYTACCTCGTA

15 0550 027 5F _EO1.abl
CKACGCKCYGMTCMTCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCG
CATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCC
GCTCMATCACCAAGCACAACWACCTCGTKA

15 0550 028 6F FO01.abl
CKACGCKCYGMTCCATCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCT
GCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACC
CGCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 029 7F GO1.abl
AKACGCKCYGMTCMTCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCG
CATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCC
GCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 030 8F HO1.abl
AKACGCKCYGACTCMTCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGE
CGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCAC
CCGCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 031 9F A02.abl
CSCGCKCYGMTCCATCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCG
CATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCC
GCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 032 10F B02.abl
CKACGCKCYGMTCCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGE
CGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCAC
CCGCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 033 11F C02.abl
CKACGCKCYGMTCCATCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCC
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GCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACC
CGCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 034 12F DO02.abl
CKCGCKCYGMTCMTCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCG
CATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCC
GCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 035 13F E02.abl
CKACGCKCYGMTCCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGE
CGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCAC
CCGCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 036 14F F02.abl
CKACGCKCYGMTCCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGE
CGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCAC
CCGCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

15 0550 037 _15F_G02.abl
CKACGCKCYGMTCATCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCG
CATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCC
GCTCMATCACCAAGCACAACTACCTCGT

Casteéna sekvence genu ALS (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.) KJ638689.1 (GenBank)

TGCGGCGTCCGCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCCTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTCACCCGLCTCCCCC
GTCATCGCCAACCACCTCTTCCGCCACGAGCAAGGGGAGGCCTTCGCCGCCTCCGGGTTCGCGCGCTCGTCCGGE
CGCGTCGGCGTCTGCGTCGCCACCTCGGGCCCCH] CGCGCTCGCCGACGCGCTGCTC
GACTCCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTG CGCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACG
CCAATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATC CCTCGACATCGACGACATCCCCCGCGTC
ATACAGGAGGCCTTCTTCCTCGCCTCCTCTGGCCGGCCCGGGCCGGTGCTCGTCGACATCCCCAAGGACATCCAA
CAGCAGATGGCTATACCAGGTTGGGACACGCCCATGAGTCTGCCGGGGTACATTGCGCGCCTGCCCAAGCCTCCG
GCAACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAGTCGCGGCGCCCTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGT
TGCGCTGCATCCGGTGAGGAGCTGCGCCGCTTTGTGGAGATGACCGGAATCCCAGTGACAACTACTCTGATGGGC
CTTGGCAACTTCCCCAGTGATGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTTGGTATGCACGGTACTGTATATGCAAATTAT
GCAGTGGATAAGGCCGACCTGTTGCTGGCATTTGGTGTGCGGTTCGATGATCGTGTGACAGGGAAAATTGAGGCT
TTTGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGATATTGATCCAGCTGAGATTGGCAAGAACAAGCAGCCACATGTG
TCCATCTGTGCGGATGTCAAGCTTGCTTTGCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAATCATATCAAAGAAGAGT
TTTGACTTTGGCTCATGGCAAGATGAGTTGGATCAGCAGAAGAGGGAATTCCCCCTGGGGTACAAAACTTTCGAT
GAGGAGATTCAGCCACAGTATGCTATCCAGGTTCTGGATGAGCTGACCAAAGGGGAGGCCATCATTGCCACTGGT
GTTGGGCAGCACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTACAAGCGGCCAAGGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGGT
CTTGGGGCTATGGGATTTGGTTTGCCAGCTGCTGCTGGTGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTTACAGTTGTTGAC
ATCGATGGGGATGGCAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCTATGATCCGCATCGAGAACCTCCCAGTGAAG
GTCTTTGTGCTAAACAACCAACACCTGGGTATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGATTCTACAAGGCCAACAGAGCA
CACACATACTTGGGGAACCCAGAGAATGAGAGCGAGATATATCCGGATTTTGTAACGATTGCCAAAGGGTTCAAC
ATTCCAGCAGTCCGTGTGACAAAGAAGAGCGAAGTACGTGCAGCAATCAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCG
TACCTGTTGGATATCATTGTCCCGCACCAGGAACATGTGTTGCCTATGATCCCGAGCGGTGGCGCTTTCAAGGAC
ATGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACCGTGTATTGATCCGGATTTCAGCAAGCGGTGCCCTTGCTTTCCTTTGAC
ATTGCATATGAGCTAGTACAAGAGTGATGTGTGTCTTACCTGTCTGATGTTCTCCCTTGTTCTGTCGATTCCTAG
GTTGTGAACTCTGGACCCCATCTTTTTCTAATGTGCTTGTTTGATGTACTCTGGTATGGTAATC

(V sekvenci vyznacen: _ sekvenovany usek genu, _ alanin 205, sekvence
odpovidajici Bl CIIMESISCEIR)
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Sekvence genu ALS (Conyza canadensis L. Cronquist)

15 0550 083 31F E08.abl
GGCAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTCG
TTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTT
CAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACTA
TTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTTT
ATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCARAA
GATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 084 32F F08.abl
TCTCAAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGT
CGTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTT
TTCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAAC
TATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTT
TTATCTTGCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAA
AAGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 085 33F_G08.abl
ACCACCTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTCG
TTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTT
CAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACTA
TTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTTT
ATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAAA
GATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGATTA

15 0550 086 34F H08.abl
ACWCAACTTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGT
CGTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTT
TTCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAAC
TATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTT
TTATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAA
AAGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 087 35F A09.abl
GGCAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTCG
TTGCCATCACCGGCCAAGTYCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTT
CAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACTA
TTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTTT
ATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAAA
GATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 088 36F B09.abl
CCTCAACCTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGT
CGTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTT
TTCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAAC
TATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTT
TTATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAA
AAGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 089 37F C09.abl
CGCAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTCG
TTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTT
CAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACTA
TTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTTT
ATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAAA
GATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT
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15 0550 090 38F D09.abl
CWCAACTTGTCTCCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTC
GTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTT
TCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACT
ATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTT
TATCTTKCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAA
AGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 091 39F E09.abl
CGCAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTCG
TTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTT
CAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACTA
TTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTTT
ATCTTKCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCARAA
GATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGATKA

15 0550 092 40F F09.abl
CCWCAACTTGTCTCCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGT
CGTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTT
TTCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAAC
TATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTT
TTATCTTKCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAA
AAGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGATKA

15 0550 094 42F H09.abl
CGCAACCTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTC
GTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTT
TCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACT
ATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTT
TATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAA
AGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGATT

15 0550 095 43F Al0.abl
CGCARACTTGTCTCCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGT
CGTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTT
TTCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAAC
TATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTT
TTATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAA
AAGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 096 44F B10.abl
CGCACCTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTCG
TTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTT
CAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACTA
TTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTTT
ATCTTGCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAAA
GATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 097 45F Cl0.abl
CCTCAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTC
GTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTT
TCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACT
ATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTT
TATCTTGCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAA
AGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 098 46F D10.abl
GGCAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTCG
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TTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTT
CAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACTA
TTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTTT
ATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAAA
GATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGATKA

15 0550 099 47F E10.abl
CGTCAACCTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGT
CGTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTT
TTCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAAC
TATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTT
TTATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAA
AAGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 100 48F F10.abl
CGTCAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTC
GTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTT
TCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACT
ATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTT
TATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAA
AGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 101 49F G10.abl
TGCAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTCG
TTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTT
CAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACTA
TTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTTTT
ATCTTTCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAAA
GATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGAT

15 0550 102 50F H10.abl
AGTCAAACTTGTCTCGGCCTTGCTGACGCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGT
CGTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATCGGAACTGATGCTT
TTCAAGAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAAC
TATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCAAGAATTGTTAGAGAAGCTTT
TTATCTTKCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAA
AAGATATACAACAACAGTTATGTGTGCCTAAATGGGATT

Casteéna sekvence genu ALS (Conyza canadensis L. Cronquist) JF719124.1 (GenBank)

GAACGTGAAGGCGTCACCGACGTCTTCGCTTACCCTGGTGGCGCGTCAATGGAGATCCACCAAGCTCTCACGCGC
TCCACCACCATCCGCAACGTCCTCCCCCGCCATGAACAAGGTGGCATCTTCGCCGCAGAAGGCTACGCACGTGCC
rcceeTcTcccCl I C C GG TCCCGGCGCCACAARACCTTGTCTCCGGCCTTGCTGACGCG
CTTCTTGACAGTGTCCCCGTCGTTGCCATCACCGGCCAAGTTEEECGGCGAATGATCGGAACTGATGCTTTTCAA
GAAACACCCATTGTTGAGGTAACAAGATCCATTACTAAACATAACTATTTGGTTTTAGATGTTGATGATATTCCA
AGAATTGTTAGAGAAGCTTTTTATCTTGCCCGGTCGGGTCGACCCGGACCCGTTTTGATTGATATTCCAAAAGAT
aTacaAcAACAGT I -~ GCCCATGAGGCTTCCTGGTTATTTATCTAGGTTACCTAAG
CCACCTAATGATGGTTTACTAGAACAAATTGTGAGGT TAGTTGGAGAGTCGAAAAGGCCGGTTTTGTATGTAGGT
GGTGGTTGTTTGAATTCGAGTGATGAGT TGAGACGGTTTGTTGAGCTTACGGGTATTCCGGTAGCTAGTACTTTA
ATGGGTCTTGGGTCTTATCCAGCTTCGAGTGATTTGTCTCTTCAAATGCTTGGAATGCATGGAACTGTTTATGCG
AATTATGCTGTTGATAAGGCGGATTTGTTGCTTGCGTTTGGGGTTAGGT TTGATGACCGTGTGACTGGAAAGCTT
GAAGCTTTTGCTAGTAGAGCTAAGATTGTTCATATTGATATTGACTCTGCTGAGATTGGGAAGAATAAGCAGCCA
CATGTGTCGGTTTGTGGTGATATTAAGATTGCGTTACAGGGTCTTAACAAGATTTTAGAAGGGAGGCGTGAGATG
AGTAATCTTGATTTTTCGGCGTGGAGGGCAGAGTTGGATGAACAAAAGGTGAACCATCCGTTGAGTTTTAAAACG
TTCGGTGAAGCTATTCCACCGCAATATGCTATTCANGTGCTTGATGAGTTAACGGGTGGGAATGCTATTATAAGT
ACTGGGGTCGGGCAACATCAGATGTGGGCTGCTCAGTTTTACAAGTACAACAGACCTAGACAGTGGTTGACTTCA
GGTGGACTAGGGGCTATGGGCTTTGGACTGCCTGCAGCCATTGGTGCAGCCGTTGCAAGACCTGATGCAGTGGTA
GTGGATATCGATGGTGATGGAAGTTTTATCATGAATGTTCAAGAGTTGGCTACTATCCGAGTGGAAAATCTTCCT
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GTCAAGGTTTTGTTACTCAATAATCAGCATTTGGGTATGGTGGTTCAATGGGAGGATCGTTTCTACAAGGCAAAT
AGGGCGCATACCTACTTGGGGAACCCATCAAAGGAGGCTGAAATATTTCCAAACATGTTGAAGTTTGCCGAAGCG
TGTGATATACCAGCTGCACGAGTGACCCGTAAAGCTGATCTACGGGCGGCTATTCAGAAGATGTTGGATACTCCT
GGGCCTTACTTGTTGGATGTCATTGTGCCGCATCAAGAACATGTTTTGCCGATGATTCCTGCTGGTGGGGGCTTC
ATGGATGTGATCACCGAGGGA

(V sekvenci vyznacen: ﬂenovany iisek genu, substituce prolinu 197 za alanin, alanin

205, sekvence odpovidajici )

Sekvence genu ACC2 (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.)

15 0550 053 16F GO04.abl
GTCATCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACCAAGACAGCTCAGGCAKTH
KTKGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGA
GAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCT
GGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGT
CTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTG
ATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCK
AAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTC
AGAGGACCTCCAAGAMCTGCATGGA

15 0550 054 17F_HO4.abl
CTTGGCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACCAAGACAGCTCAGGCAKTH
KTKGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGA
GAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCT
GGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGT
CTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTG
ATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCK
AAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTC
AGAGGACCTCCAGAMCTGCATGGA

15 0550 055 18F A05.abl
GTCGGCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACMAAGACAGCTCGGCKTWKT
KGGATTTCACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGAGAG
GTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCTGGG
TCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGTCTA
CATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTGATA
GCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCKAAA
GGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTCAGA
GGACCTCCAAGACTGCATGGA

15 0550 056 19F B05.abl
GTYATCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACMAAGACAGCTCAGGCAKTW
KTKGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGA
GAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCT
GGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGT
CTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTG
ATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCK
AAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTC
AGAGGACCTCCAGAMCTGCATGGA

15 0550 057 20F_C05.abl
GTTGTCTGGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACCAAGACAGCTCAGGCAKT
WKTKGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGG
AGAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGC
TGGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTG
TCTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTT
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GATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGC
KAAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGT
CAGAGGACCTCCAAGAMCTGCATGGA

15 0550 058 21F DO05.abl
GTCGTCTGGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACMAAGACAGCTCAGGCAKT
WKTKGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGG
AGAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGC
TGGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTG
TCTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTT
GATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGC
KAAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGT
CAGAGGACCTCCAAGAMCTGCATG

15 0550 059 22F EO05.abl
GTCGGCTGGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACCAAGACAGCTCAGGCAKT
WKTKGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGG
AGAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGC
TGGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTG
TCTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTT
GATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGC
TAAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGT
CAGAGGACCTCCAAGACCTGCATGGA

15 0550 060 23F F05.abl
GTCATCTGGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCAACCAAGACAGCTCAGGCAK
TWKTKGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTG
GAGAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGG
CTGGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTT
GTCTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGT
TGATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTG
CKAAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGG
TCAGAGGACCTCCAGAAMCTGCATGGA

15 0550 061 24F G05.abl
GTCGTCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACMAAGACAGCTCAGGCAKTH
KTKGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGA
GAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCT
GGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGT
CTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTG
ATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCK
AAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTC
AGAGGACCTCCAGAMCTGCATGGA

15 0550 062 25F HO5.abl
GTCAGCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCAACMAAGACAGCTCGGCAKTW
KTKGGATTTCACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGAG
AGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCTG
GGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGTC
TACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTGA
TAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCTA
AAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTCA
GAGGACCTCCAAGACTGCATGGA

15 0550 063 26F A06.abl
GTTGGCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACMAAGACAGCTCGGCKTWKT
KGGATTTCACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGAGAG
GTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCTGGG
TCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGTCTA
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CATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTGATA
GCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCKAAA
GGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTCAGA
GGACCTCCAAGACTGCATGGA

15 0550 064 27F HO04.abl
GTGGCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACCAAGACAGCTCGGCAKTWKT
KGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGAGA
GGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCTGG
GTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGTCT
ACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTGAT
AGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCTAA
AGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTCAG
AGGACCTCCAAGACCTGCATGGA

15 0550 065 28F C06.abl
GTCGTCKGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACCAAGACAGCTCAGGCAKTW
KTKGGMTTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGA
GAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCT
GGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGT
CTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTG
ATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCK
AAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTC
AGAGGACCTCCAAGACTGCATGGA

15 0550 066 _29F D06.abl
GTCGGCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACMAAGACAGCTCGGCKTWKT
KGGATTTCACCGTGAAGGATTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGGAGAG
GTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGCTGGG
TCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTGTCTA
CATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTTGATA
GCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGCKAAA
GGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGTCAGA
GGACCTCCAAGACTGCATGGA

15 0550 067 30F E06.abl
GGTTRGCTGCAGTGTGGTTCCAGATTCTGCACMAAGACAGCTCAGGCAKT
WKTKGGMTTTCAACCGTGAAGGAYTGCCTCTRTTCATCCTTGCTAACTGG
AGAGGTTTYTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGRATTCTTCAGGC
TGGGTCAACAATTGTTGAGAAYCTTAGGACATAYAATCARCCTGCATTTG
TCTACATTCCTATGGCTGGAGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTKGTGGTT
GATAGCAAAATAAATCCAGACCGMATTGAGTGTTATGCTGAGAGGACTGC
TAAAGGMAATGTTCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGGT
CAGAGGACCTCCAAGACTGCATG

Uplna sekvence genu ACC (Echinochloa crus-galli (L.) P. B.) HQ395758.1 (GenBank)

GAAAACTACGCCCGGCGCCTCCTCACCCCTCCTCTGCTCCGCCCCCGCCGTCGCAAGGATCCAATCCCCGCGCAT
CGTCTTCTCCGCTGCCTCCCTTTTCTTCCCGAGATTTCTGAGGAGTCGTCCCTCTCTTTTTATGGCACTGTGCCT
TTGAGAAAATCTTCAATTGTGCTGTCTGCGCTACGGAACGACAATGTCGCAACTTGGATTAGCTGCAGCTGCCTC
AAAGGCACTGCCACTACTCCCTAATCGCCAGAGAAGTTCAGCTGGACCTACATTCCCATCATCTCCATCAGTGAG
GCCTTCAAACCGAAGGAAAAGCCGCACTCGTTCACTTCGTGATGGAGGAGATGGGGTATCAGATGCCAAAAAGCA
CAACCAGTCTGTTCGTCAAGGTCTTGCTGGCATCATCGACCTCCCAAATGAGGCAACTTCGGAAGTGGATATTTC
GCATGGACCTGAGGATCCCAGGTGGCCAGCAGAGTCGTGTCAAATGAATGGGATTATAAATGAAATACATAATGG
GAGACATGCCTCAGTGTCCAATGTTGTTGAATTTTGTGCAGCACTAGGTGGCAAAACACCAATTCACAGTATATT
AGTGGCCAACAATGGAATGGCAGCAGCAAAGTTCATGAGGAGCGTCCGGACATGGGCTAACGATACTCTTGGATC
AGAGAGGGCAATTCAGCTCATAGCTATGGCAACTCCGGAGGACATGAGAATAAATGCAGAACACATTAGAATTGC
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TGATCAATTTGTGGAGGTGCCAGGTGGAACAAACAATAACAACTATGCAAATGTTCAACTCATAGTGGAGGTAGC
AGAAAGAGTAGGTGTTTCTGCTGTTTGGCCTGGTTGGGGTCATGCTTCTGAGAATCCTGAACTGCCAGATGCATT
GACTGCAAAAGGAATTGTTTTTCTTGGGCCACCTGCGTCATCAATGAATGCATTGGGAGATAAGGTCGGTTCAGC
TCTCATTGCTCAAGCAGCCGGGGTCCCAACTCTTTCGTGGAGTGGATCACATGTTGAAGTTCCATTAGAATGCTG
CTTAGACGCAATACCTGAGGAAATGTATAGAAAAGCTTGTGTTACTACCACAGAAGAAGCTGTTGCAAGTTGTCA
GGTGGTTGGTTATCCTGCCATGATTAAGGCATCTTGGGGAGGTGGTGGTAAAGGAATAAGAAAGGTTCATAATGA
TGATGAGGTTAGAGCACTGTTTAAGCAAGTACAAGGTGAAGTCCCTGGCTCCCCAATATTTATCATGAGGCTTGC
ATCCCAGAGTCGTCATCTTGAAGTTCAGTTGCTTTGTGATCAATATGGCAATGTAGCAGCACTTCACAGTCGTGA
TTGCAGTGTGCAACGGCGACACCAAAAGATTATTGAGGAAGGCCCAGTTACTGTTGCTCCTCGTGAGACGGTTAA
AGCGCTTGAACAGGCAGCAAGGAGGCTTGCTAAGGCTGTGGGTTATGTTGGTGCTGCTACAGTCGAATACCTTTA
CAGCATGGAGACTGGAGAATACTATTTTCTGGAGCTTAATCCCCGATTACAGGTTGAGCATCCAGTCACTGAGTG
GATAGCTGAAGTAAATCTGCCTGCAGCTCAAGTTGCAGTTGGAATGGGCATACCTCTTTGGCAGATTCCAGAAAT
CAGACGTTTCTATGGAATGGACTATGGAGGAGGGTATGACATTTGGAGGAAAACAGCAGCTCTTGCTACACCGTT
TAATTTTGATGAAGTAGATTCTCAATGGCCAAAGGGCCATTGTGTAGCAGTTAGAATTACTAGTGAGGATCCAGA
TGATGGTTTCAAACCTACTGGTGGGAAAGTGAAGGAGATTAGTTTTAAAAGCAAGCCTAATGTTTGGGCCTACTT
CTCAGTAAAGTCTGGTGGAGGCATTCATGAATTTGCTGATTCTCAGTTTGGACATGTTTTTGCATATGGACTCTC
TAGATCCGCAGCAATAACGAACATGACTCTTGCATTAAAAGAGATTCAAATTCGTGGAGAAATTCATTCAAATGT
TGATTACACAGTTGATCTCTTAAATGCTTCAGACTTCAGAGAAAATAAGATTCATACTGGTTGGCTCGATACCAG
AATAGCTATGCGTGTTCAAGCTGAGAGGCCCCCATGGTTTATTTCTGTGGTTGGAGGAGCTCTATATAAAACAGT
AACCGCCAATGCAGCCACTGTTTCTGATTATGTTAGTTATCTCACCAAGGGCCAGATTCCACCAAAGCATATATC
CCTTGTCAATTCAACAGTTAATCTGAATATTGAAGGGAGCAAATACACAATTGAAACTGCAAGGACTGGATATGG
TAGCTACAGATTGCGACTGAATGGTTCAGCAATTGAAGCGAATGTACAATCTTTATGTGATGGTGGCCTCTTAAT
GCAGTTGGATGGAAATAGCCATGTAATTTACGCGGAAGAAGAAGCTGGTGGTACACGACTTCTAATTGATGGAAA
GACATGCTTATTACAGAATGATCATGATCCATCAAAGTTATTAGCTGAGACACCCTGCAAACTTCTTCGGTTCTT
GGTTGCTGATGGTGCTCATGTTGATGCCGATGTACCCTATGCGGAAGTTGAGGTTATGAAGATGTGCATGCCTCT
CTTGTCGCCTGCTTCTGGTGTCATTCATGTTATGATGTCTGAGGGCCAGGCATTGCAGGCTGGTGATCTTATAGC
AAGGCTGGATCTTGATGACCCTTCTGCTGTGAAAAGAGCTGAACCATTTCATGGAATGTTTCCACAAATGGGCCT
TCCTGTTGCTGCCTCTAGTCAAGTACACAAAAGATATGCTGCAAGTTTGAACGCTGCTCGAATGGTCCTTGCAGG
ATACGAGCATAATATAAACGAAGTTGTACAAGATTTGGTATGCTGCCTGGACGATCCTGAGCTTCCTTTCCTACA
GTGGGATGAACTTATGTCAGTTCTAGCAACTAGGCTTCCAAGAAATCTTAAGAGTGAGTTAGAGGATAAATACAA
GGAATACAAGTTGAACTTTTACCATGGGAAAAACAAGGACTTCCCATCCAAGCTGCTGAGCAACATCATCGAGGC
AAATCTTGCATATGGTTCAGAGAAGGAAAAAGCTACGAACAAGAGGCTCGTTGAACCTCTTATGAGCCTACTTAA
GTCATATGAGGGTGGGAGAGAAAGCCATGCTCATTTTGTTGTCAAGTCCCTTTTCGAGGACTATCTTGCTGTGGA
AGAACTTTTCAGTGATGGGATTCAGTCTGACGTGATTGAAACCCTGCGTCATCAGCACAGTAAAGACCTGCAGAA
GGTTGTAGACGTTGTGTTGTCTCACCAGGGCGTGAGGAGCAAAGCTAAGCTTGTAATAGCACTTATGGAAAAGCT
GGTTTATCCAAATCCTGCTGCTTACAGGGATCTGTTGGTTCGCTTTTCTTCACTCAATCATAAAAGATACTATAA
GTTGGCCCTTAAAGCAAGCGAACTTCTTGAACAAACTAAACTAAGTGAGCTCCGTGCAAGCATTGCAAGAAGCCT
ATCTGATCTGGGGATGCACAAGGGAGAAATTACTATTAACGATAGCATGGAAGATTTGGTATCTACCCCATTGCC
TGTTGAGGATGCACTTATCTCTTTGTTTGACTACAGTGATCCAACTGTTCAGCAGAAAGTGATTGTAACATACAT
ATCCCGATTGTACCAGCCTCTTCTTGTAAAGGATAGCATCCAACTGAAATTTAAGGAACCTGGTGCCTTTGCTTC
ATGGGAATTTTCTGAAGGCCATGTTGATGCTGAAAATGGACAAGGGGCTGTTTCTGCTCGAAAGAGATGTGGTGC
CATGGTTGTTCTCAAATCACTTGAATCTGCACGAACAGCCATTGTAGCTGCATTAAAGGATTTGTCACAGCATGC
CAGCTCTGAGGGCAACATGATGCACATTGCCTTATTAAGTGCTGAAAATGAAAATAATTTCAGTGATGATCAAGC
TCAACATAGGATGGAAAATCTTACCAAGATACTCAAGGATACTAGTGTCGTAAATGATCTTCGAGCTGCTGGTTT
GAAGGTTATATGCTGCATTGTTCAAAGAGATGAAGCACGCATGCCAATGCGCCACACATTCCTCTGGTCAGATGA
AAAGAGCTGTTATGAGGAAGAGCAGATTCTACGGCATGTGGAGCCTCCCCTCTCTGCGCTTCTAGAATTGGATAA
GTTGAAAGTGAAAGGATACAATGAAATGAAGTATACTCCATCACGTGATCGTCAATGGCATATCTACACACTAAG
AAATACTGAAAACCCCAAAATGTTGCATAGGGTACTTTTTCGAACTATTGTCAGGCAACCCAATGCAGGCAACAA
GTTTACATCAGCCCTAATTGGCAACCCTGAAATAGGAGGCCCTGAGGAATCTTTGTCATTTACATCAAATAGCAT
CTTGAGATCGTTGATGACTGCTATTGAAGAATTAGAGCTTCATGCGATTAGAACTGGTCATTCTCACATGTACTT
GTGCATACTGAAAGAACAAAAGCTTCTTGATCTCATTCCATTTTCAGGGAGTACAATTGTCGATGTTGGCCAAGA
TGAAGCTACTGCTTGTTCACTTTTGAAATCAATGGCTCTGAAGATACACGAACTTGTTGGGGCACAGATGCATCA
TCTTTCTGTATGCCAGTGGGAGGTGAAACTCAAGTTGGACTGTGATGGGCCTGCCAGTGGCACCTGGAGAGTTGT
AACTACAAATGTTACTAGTCACACTTGCACCGTTGATATCTACCGGGAAGTGGAAGATACAGAATTGCAGAAGTT
AGTATACCATTCTGCTTCTTCGTCTGCTAGTCCTCTGCATGGTGTTGCGCTGAATAATCCGTATCAACCTTTGAG
TGTCATTGATCTAAAACGCTGCTCTGCTAGGAACAACAGAACTACATATTGCTATGATTTTCCACTGGTATTTGA
AACAGCACTGCAGAAGTCATGGCAGTCCAATGGCTCCAGTGGAAGTAGTAAAACTTATGTGAAGGCAACTGAGCT
GGTGTTTGCTGAAAAACATGGGTCTTGGGGCACTCCTATAATTCCCATGGAGCGTCCTGCTGGGCTCAATGACAT
TGGCATGGTAGCTTGGATCTTAGAGATGTCCACTCCTGAATTTCCTAATGGCAGGCAGATTATTGTTGTAGCAAA
TGATATTACCTTTAGAGCTGGATCATTTGGCCCAAGGGAAGATGCGTTTTTTGAAGCCGTCACCAACCTGGCCTG
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CGAGAGGAAGCTTCCTCTTATATACTTGGCAGCAAACTCCGGTGCCAGGATTGGCATAGCCGATGAAGTGAAATC
TTGCTTCCGTGTTGGGTGGTCTGATGAAGGCAGCCCTGAACGTGGGTTTCAGTACATTTATTTGACTGAAGAAGA
CTATGATCGTATTAGCTCTTCTGTTATAGCACACAAGCTGCAGCTGGATAGTGGTGAAGTTAGGTGGATTATTGA
CTCTGTTGTGGGCAAGGAGGATGGTCTTGGTGTTGAGAATATACATGGAAGTGCTGCTATTGCCAGTGCTTATTC
TAGGGCATATGAGGAGACATTTACACTTACATTCGTGACTGGGCGGACTGTAGGAATAGGAGCTTATCTTGCTCG
GCTTGGTATACGGTGCATACAGCGTCTAGACCAGCCTATTATTTTAACCGGGTTTTCTGCCCTGAACAAGCTTCT
TGGGCGGGAAGTGTACAGCTCTCACATGCAATTGGGTGGTCCTAAGATCATGGCTACCAATGGTGTTGTCCACTT
GACTGTTTCAGATGACCTTGAAGGTGTTTCCAATATATTGAGGTGGCTCAGCTATGTTCCTGCTAACATTGGTGG
ACATCTTCCTATTACAAAACCTTTGGACCCACCAGACAGACCTGTTGCATACATCCCTGAGAACACATGTGATCC
GCGTGCAGCCATTCGTGGTGTAGATGACAGCCAAGGGAAATGGTTGGGTGGTATGTTCGACAAAGACAGT TTTGT
GGAGACATTTGAAGGATGGGCGAAAACAGTGGTTACTGGCAGAGCAAAGCTTGGAGGAATCCCTGTTGGTGTCAT
AGCTGTGGAGACGCAAACAATGATGCAGCTTATCCCTGCTGATCCAGGC S « T
TCCTCGTGCTGGACAAGTGTGGTTCCCAGATTCTGCAACAAAGACAGCTCAGGCATTATTGGACTTCAACCGTGA
AGGATTGCCTCTGTTCATCCTTGCTAACHEBEAGAGGTTTCTCCGGTGGACAAAGAGATCTGTTTGAAGGGATTCT
TCAGGCTGGGTCAACAATTGTTGAGAATCTTAGGACATATAATCAACCTGCATTTGTCTACATTCCTATGGCTGG
AGAGCTGCGTGGAGGAGCTTGGGTTGTGGTTGATAGCAAAATAAATCCAGACCGAATTGAGTGTTATGCTGAGAG
GACTGCGAAAEEAATGT TCTTGAACCTCAAGGGTTAATTGAAATCAAGTTCAGG

BEEE . GGCTTGACCCAGAGTTGATAAATCTGAAAGCAAAACTCCAAGGTGCAAAGGTTGGAAATGGAAGCAT
ACCTGACATAGAATCCCTTCAGAAGAGTATAGAAGCGCGTACCAAACAATTGTTGCCTTTATATACCCAGATTGC
AATACGGTTTGCTGAATTGCATGATACTTCCCTCAGAATGGCAGCTAAAGGTGTGATTAAGAAAGTTGTAGATTG
GGAAGAATCGCGTTCTTTCTTCTACAAAAGGCTGCGGAGGAGGATCTCCGAAGATGTTCTTGCAAAAGARATAAG
AGGAATAGCTGGTGACCACTTCACTCATCAGTCAGCAGTTGAGCTGATCAAGGAATGGTACTTGGCTTCTCTAGC
AGCAACAGGAAACACTGAATGGGATGATGACGATGCTTTTGTTGCCTGGAAGGACAATCCTGAAAACTACAAGGG
ATATATCCAGGAGCTAAGGGCTCAAAAGGTGTCTCAATCGCTCTCCGATCTTGCAGGCTCCAGTTCAGATCTAGA
AGCATTCTCGCAGGGTCTTTCTACACTATTAGATAAAATGGATCCTTCTCAGAGAGCCAAGTTCGCTCAGGAAAT
CAAGAAAGTCCTTGGTTGATGAAAGATACCAACACATCAACAAAATGTGTATGCTACATGTTTTTGTTCTGAGTA
CATACATAGAAGGATATCGCTCGGCTTTGATTGATCATATCTGATCTGAATCAACCATTATTTGTTAAAATTTGT
TCTGTTGGACCTAATCTTATGGCTAATGTGAGCACAAGGCTTGGGTAGCCGAGTGACAGTTTGCAAGGCATAAGT
GAATCTGTGTTCTGGTTTTCAATGGTTAATAGTAGT TCTATGATCTAGCCAGCGGTTCAATTCTGTAATTTTAGG
GTGTATCATGCTGATATTAACATACAGTTGAGTGGTTCATTAAATTTTGAACTAGAATAATATATTTTGCAGGCA
TCTGTACCTCTACGTCAAAAAAAAAAA

(V sekvenci vyznacen: , sekvenovany usek genu, , izoleucin 2041, kyselina
asparagova 2078, , Sekvence odpovidajici )

Sekvence genu EPSPS1 (Conyza canadensis L. Cronquist)

15 2702 001 1F 20151007 1 A09 3730.abl
AMGTGAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGACAT
ACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGCAG
CAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTGAA

15 2702 002 2F 20151007 1 B09 3730.abl
AAKTGAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGACAT
ACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGCAG
CAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTGAA

15 2805 001 3F 20151016 3 GO5 3730.abl
GGTTGAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGACAT
ACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGCAG
CAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTGAA

15 2805 002 4F 20151016 3 HO5 3730.abl
GGYTTGGAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGAC
ATACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGC
AGCAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTG
AA
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15 2805 003 5F 20151016 3 A06 3730.abl
GGAKGTGAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGAC
ATACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGC
AGCAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTG
AA

15 2702_003_6F 20151007 1 C09 3730.abl
GAKTGAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGACAT
ACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAMCTGCTATGCGTCCATTGACTGCAG
CAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTGAA

15 2805 004 7F 20151016 3 B06_3730.abl
GATGTGAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAAGAAGCTAAAGATGAC
ATACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGC
AGCAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTG
AR

15 2702 004 8F 20151007 1 D09 3730.abl
GAWGTGAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGACA
TACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAMCTGCTATGCGTCCATTGACTGCA
GCAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTRA
A

15 2702 005 9F 20151007 1 EO09 3730.abl
GAMGTGCAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGAC
ATACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGC
AGCAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTG
AA

15 2702 006_10F 20151007 1 F09 3730.abl
GMMGTGCAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGAC
ATACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGC
AGCAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTG
AA

15 2702 007 11F 20151007 1 GO9 3730.abl
GAKTGCAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGACA
TACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGCA
GCAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTGA
A

15 2702 008 12F 20151007 1 HO9 3730.abl
AAMRTKTAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGAC
ATACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGC
AGCAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTG
AA

15 2702 009 14F 20151007 1 A10 3730.abl
AAWGTGCAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGAC
ATACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGC
AGCAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTG
AA

15 2702 010 15F 20151007 1 B10_3730.abl
GAGTGAGTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAGAAGCTAAAGATGACAT
ACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTCCATTGACTGCAG
CAGTTACTGCTGCTGGTGGTAATTCAAGGTATTTGGACGTTGTCATTRAA
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Uplna sekvence genu EPSPS1 (Conyza canadensis L. Cronquist) AY545666.1 (GenBank)

GGCTGGTGTCATGGCTTAATAACTGTRATGACATTTTGGTGATGCGTAAGACCTGTAAGCACCAGCACAAGTCTA
AGTCTTGAATCTTATACAAATASGTTTTTTTCTATTTTCCAAATTTATTGAGTTTTCTCRTGAGTTCATGTATGA
GCATTATTGCATAGTGAAAATATGGTCAGATGGTTTCATCGATGACAAGCTAATTTTTAAGAAAGATATATTACT
TTTCTTTTTAACTTCGGGAAAATCATAAAAGTGAAATCATCGTTTTAACT TTTTACGAGCATGGTACTCGCGTAA
TGCAGCGGCGGTGGTATAGAAGACGGTCTAATGGTGGCAGTGTCAAGTGGTGTAGGTCTATGTGCACCGAAACTC
CAAACTGACATAGCCGTACCCATTTCCGAAACTCCATGGAAACGTTTTCTCTTACGAAACACGTATGAAACATTC
CCTAAAATTTTCTATAGATTAAACGTTTCTTTGAAGTTTCCATACGGTTTCTAATTAATATCAAGGTTTTAAAGG
ACTTTTTCGAATCCCCAAACCCAAACATGTTATATTATATACAATTTGATCAACATTAAATTTTTTATATTACAA
AGCCATTATTAAACACTAAACATTCAATGAGTGATCACTAATCAAACATGTATTATAAAGTTCTACATATATAAT
TATACATAATCTCTCAAGTCTCAAATCTCCTTTATGAAAAAATTGATATAATTTATATTTGTATATTTTTTTTAT
TGTTGTACCCGTATCCTGGATTTTTTAGTTTTACTGTTCCCCGTTCCCGTATTGTTCCCGTACCCTTTTCCCGTA
CCTGTTTCGGTGCTACATAGGTGTAGGTTGATGTAATTGTGATAGTGAAAAGT TTTAGAAGATAAGAGTTTAAAG
TGTTAAGTATTAAAATAAGGGTTTATGGTGTAAATTAATTCATTAAGGGGAAAATTTATAAAACTATTTCTATAG
TGGGTTTTTATTAAGAGACAATTTAGTAATTTTATATGTGACATATGAGTAACTATTTTTATTTTGAGAGGGGTG
CATAATTTTTATTCGAAGAGTACGGATAAAAGTCAATAAATTACGAGCAGTGAAGTATCCCAGACACCCCTTGCA
AGGTAATTTTTTAAAATTTTATTCATGGAGGTTTGGTAGGAAGTGGTGGTGGTGGTGGTTGGTATGAAATTTTGT
TTTTGACCTTCTTCAAACATCCACCTACTACTGACCCCTCCCTTCAAACCCAACCCAAAATCCAAATCATTARAT
CCTTCAAACCCACTGTGTGTTTTGTGTGAAATTTCACACACAACAAACAATGGCAGCTACTCACATTAACACCAC
CAACATTGCCCACAATCTCCAAGCTACCACCAGTCTTTCCAAAACCCAAACCCCATCAATAAAGTCACAACCTTT
TTTATCTTTTGGGCCAAAACACAAAAACCCGATTGCCCATTTCTCTGTTTCTTCTAATAATAATAGARATCTTGG
AAAAAAATGTTTAATAGTTTCTGCCGTTGCCACCACCGAGAAACCGTCAACGGTGCCGGAAATTGTGTTACAACC
CATTAAAGAAATCTCGGGTACGGTTAATTTACCCGGGTCCAAGTCGTTGTCTAATCGGATCCTCCTCCTTGCTGC
GCTTGCTGAGGTATAGTTTAATTTGGTAATAATGTTTGACCTTTAAAATTTGACAT TTGGGCTACATGATTGATA
TGGGTCTTGAATGAATTGTGTTATAAAATTTGGGAAGT TAAATGTTAATAATAGTTTAATCCTTTAGAAATTATG
AAGTAATGGTTTTAGACCCTGAATTTTTTTTTATTGCATAGGTTAGTCCCTTAGCTAGT TAGCTTTTGGTTGACA
TCTTAGAAAAACCAGTACAGTTTTTATATTTTAGTCCTTAAGCTTCAATTTTTTGCAATGTATTGCCATTTGAAA
TGATCTAGTAAAATGTTCAAAATCAATGAATTGGCGGTTTARAAGATATAATGCTTGGATCAATTGTTATGTAAAG
TGTGCTAGGCGGTCAAAAGCGAATCTTGGATCAAGGAAGTCGTAGAATACTATTGATTTCATATTATTGATTTCT
TATTATGCATATTTGACATGTGCTTCTAACATCATGGCATTTGGGATTTATTTCTATATATAAAGCATGACTGTA
TGGTTATAAAGTTCAAAACTTGTATGGTATAAATATACTCTTCTTACTTCTTAGCAGGAATGTGTTGACTTATAA
GCTGAAAACTTTTATAACTCCAATTGTGTGTAGTAATACTTGAAAGTGGCTGAGTTCCTAGGACAGTATTACATG
CGAACACTACAACGTGTTACTAAATTTGAGATAGGTATGATTTGGTTTTGTTGGATACAAAGTCTAGGTCAGTTA
ACATAGCCAGTTGAGGACGATAGCTTTCTTGTCTTATTTCCTTTTTATAGAGGGTTTGTGTTTCGTGATGGTAAT
ATTGAGTACCACCATATAGTTCACAAGTCATATAATAAAATCAGAGCAACATTCGAGGAGTCGCCTATATGCATA
TTATTGCACCATGCTAAAATCCAAGGGCATATTTTGATGCCAATTTGTAATTTATTTCTCAGGGAACGACCATTG
TTGACAACTTACTCAACAGTGATGATGTTCATTACATGCTTGGAGCTTTAAGAACTCTAGGGCTAAACGT TGN

AGGGCAATTGTGGAAGGTTGTGGCGGTGTGTTTCCTGTGGGTAAAGAAGCTAAAGATG
ACATACAGCTTTTTCTTGGGAATGCAGGAACTGCTATGCGTEEATTGACTGCCGCAGTTACTGCTGCTGGTGGTA
arrcaAcCE I C A T TGC TATAGTAAATATATGT TGACTTGTGCACACAAGATTTGA
AGCATCTTTTAAACATATATGATTAGATACAGAGAACACTGCATGTTGAAAACTTGAAATACAGGACTTTCTTAA
AATATTGGGATTTCACATATATGGGTTGAATAGTTGAAATTTCCTCCTTCTACCTTTAACCAATTGTATATTACT
TATTTAAAGTTGTGTTTTAAACATGGCGATATGATTAGATACAGAGAACACTACTTATTGAAAGGTTTATGTGGT
ATAGTATGAATTTTAACCTCAAAAAGGGTATCTCACTATCTCTTCATATAGAAGCACACATCTGATTCTGTTATA
TCTTTATGGATCATTTTTTCCAGCTACATACTAGATGGCGTTCCTCGTATGAGAGAGAGACCAATAGGTGATTTG
GTCACGGGTCTTAAGCAGCTTGGGGCAGATGTTGACTGTTCTCTCGGGACGAACTGCCCTCCCGTGCGTGTAGTT
GGTGGAGGTGGTCTCCCTGGAGGAAAGGTATTGTGTTTTCATTAGTAGTTGTTTTCTATGCAAATAGCAACACAC
CTTATATATCATCCATTTATAGCTATTTTTCTAATTGGGGCGTACGTTACTGTAATTTGATCGTCCAACCAGTTG
TCATGACCCTCCTTAGCTAAAATGGATGAAAGCTGGTCCGACAATTGACCATAATAAATGGGTGTGGGCTATCTT
GCTAAATTTAAGTATTTCACTTAAAATGAGAGTTGGTTTACAGTGTGCATTCAACCTAATTTTTTTTTTTAACGT
CGCATACAACCTAAAATTGAATAATGTTGTAGACACAAAAGCTCTTAGTGAGCTTTAATAGTAACATTAGAGGTG
GTGATATCAATCAAACAATAAGGGAAAAGTAATATGTATAAAAATTAGAATTAAACAAGAAGTTTTAAAAAATAG
ATCAAATGGTTTGAAAGTCTTCTAAAGTGTAATTTAATGCATAAATCTTCCTAAATTATTTTATTTAAAAACTGT
ATTGTAATATAATTTTCATCATCATATTTGACATTCTATGAAAACAAATATACATTTTGAACAAACAGTGTTACG
GATCGACCCAGGCAATTCAAAGCTGTCCATTCTAACCTAAACCAGTTTTCACGGTTACCTCTATTTTCCTGCCTT
TCAATTTGCCAGCTACAAGAAGCTTCATTCCACCATAACGGGTTCACGCTAAAGATGCAAAGAGTCATGATTCGT
TATTTATTATCTTGACTTATTATGATAACAATAGTTTTGGTGTATTTTGATGTCTTCAGGTTAAGTTGTCGGGAT
CTATTAGTAGTCAATACCTTACTGCTCTGCTTATGGCTTCTCCCCTTGCCCTTGGGGACGTGGAAATTGAAATCA
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TAGATAAACTAATTTCCATACCATATGTCGAGATGACACTGAAATTAATGGAACGGTTCGGCGTCTCGGTAGAAC
ATAGTGATAGTTGGGACCAGTTCTTTATTCGAGGCGGCCAAAAGTACAAGTAAGTCTATTTCTTTCTTTTTAAAG
TAAAACTGGAATTTAAAAAGGTTGCAGTTTCTACCCTATCTCTTGTAATGGGTTGATTCAGGTTATGTATAATCT
CTAATGGGTCAAAGGGGGTAAAATACAAAAAGGTTATTTTGTCACCAAAACGATATGATGCATATTACCTAGTTT
TCTTATTGGAATAGTAAACATTTTTAATCATTTCAATGTACAACTCTTTTATGTGTCCACAGAAATTAAACATAG
CCCCTAGGACTATGTTCATCATTTCCCTTTATAAACTAGTTGGAGAAAAGTATTTTGGCCAACCCATTCCGAATT
TACACATTTTGGCCTATCACCCAGCCCGTCTGTCCACTCATTTTCAGGGTTTTGTATGGAGACCCGTTTGTTAAT
TAGTTGGATTAATTATCTTCAGGTCACCTGGAAATGCTTATGTAGAAGGTGATGCGTCAAGTGCGAGTTACTTCT
TGGCTGGTGCTGCCATAACCGGAGGCACCATCACCGTTGAAGGCTGCGGAACAAGTAGTCTGCAGGTGCACTTTG
ACCTCCTTTGTTTTTTATTCTTCTCGATTTCAATCAAACGGCTTTACGGTTTTACATTTTAAATGGATTTTGTGG
AAACAACGAGTATTAAAAGTTCATCAAAAGATTTTATTATTATTTTTATGCAACAATTATCAGCATCTGTAGTGA
AATATTCAGAAGTCCGTTTTTAGTTCAAAGTTTTTCTTTTTAACCTTAAAGTCAAAAGTGAGATGGCAAATCTTT
TACGTAAAATGATTCAATTGAGGCTGTACTTTGGTCGATTCTGACTTAATTGGGAACATAGGTTACGTTAGCTAT
AAGCCTATAACTATAAGTAAGCATGTGTTTATATGTCACAATGACTTGATTAAAAGTAACCTTATGATTTTCTTA
GTATACGTTAGTAATCTAACAGTATCATAATAACGGACAAAAATGTGCTGGTGGATCAGCCCACCCAGCCCGTTA
GAACATGACATAAAAATGACCCAACTTGACCTATCACCTAAGCTCATTATAATATGTTATCCAACCCACCCTATC
TTGGCCACCTGTGACCTGTATTCAAATGTATACTGTAAAGCAACTTCCTGTTTTTCTTAAAACATGTATTCTGTT
TTTTCTTTCCAATGAAAGGGTGATGTGAAGTTTGCGGAGGTACTTGGACAAATGGGTGCGGAAGTAACATGGACT
GAGAACTCAGTCACAGTTAAGGGCCCACCAAGGGATTCTTCTGGAAGGAAACATTTACGTGCTGTTGATGTGAAC
ATGAACAAGATGCCTGATGTTGCCATGACTCTTGCTGTGGTCGCTCTTTATGCTGATGGCCCTACAGCCATTAGA
GATGGTATCCTTCCTTTTAATGTGGAAAAAAGTTCAACATGTTTTCACTAAGTTTTCAAAGTAAATAGATAGATA
TGACTTCAAAATAACTCTATTGCCATGTTAAATCTTACACATATTGCAAGCACATTCTAGTGGTGGTTTGGAATG
GCATTATGAAATTGAATATCTAAAATATTTAATTTAAACATGTTCGGTTTCTGATCATTTAGGGTCAGTTTTAAC
TGAATCTCAGAGAAGTCGCGCAAGACATGTCACATATTTGTTTCTCCGAGTCTCAGACAACTGCTTTTTCAAAAT
GAAAGCATTCTAGAACTATTTTGCTTACAGTTGATTTTCTAATTCTGGGTGTACATAAATCAAGATAATTACTTT
TATAAAACACATTCAAAAAGCCTCCTAGATGCCCCTATTATGAATTTTCTGTTTGCTATACGAGTATCTGCTTTG
TTTTTGAAAATGGTTTTTTTGTTTTTTGCCAGTTGCTAGCTGGAGAGTTAAAGAAACCGAAAGGATGATTGCCAT
TTGCACAGAACTTAGAAAGGTAAAATGATACTTTGTTACTCTGTGATCTATGATACTGCTATTGCTTAGAGGTCA
CTAAAGTGGTAAGGTCAAATAGGATGGGTTTGAATGGGAACACTTTTCGCCCAAAACATATTTAACTAATATAAT
TTCACTTGTTACTATCTAATTTCATAAATGAAATGATTTAGAATTAGAATGTTTTGGGTGTCTTGCAACCTATTC
ATTTTAAGCTATTTTAATTGTCTTTTGACCCATTAGAAATATACATAAGAAATATACTTAATCAGTCCTCTATTG
TTAATGTTTATCTGGGGTGAAATTTCTTCAGTTGGGAGCAACAGTTGAAGAAGGTCCGGACTATTGTGTGATCAC
TCCGCCAGAGAAGTTAAACGTGACAGCAATAGACACATATGATGATCACAGGATGGCCATGGCTTTCTCTCTTGC
CGCTTGTGCAGATGTTCCTGTGACCATTAAGGATCCTTCTTGCACACGTAAGACGTTTCCTGATTACTTTGAAGT
TCTTCAAAGATTTGCCAAGCATTAATGTGATTATGGGTAGTGGTTTGCTTTTCTATATGTAATTTTTGTTTCATT
TGTAACGAGTAAAATGTGAGTTTTGGGCATAACATATTCTTATGAACTTGTATTCTTTCGTAAGATTTTTTTAGT
GTAATAAAATATA

(V sekvenci vyznaden: , sekvenovany usek genu, threonin 102, prolin 106, sekvence
odpovidajici )
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