UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra botaniky

Molekularni detekce rezistence
k ALS inhibujicim herbicidim
u chundelky metlice

(Apera spica-venti (L.) P. B.)

Diplomova prace
Bc. Radka Styblova

Studijni program: N1101 Matematika
Studijni obor: Matematika — ucitelstvi biologie pro stfedni Skoly

Forma studia: Prezenéni

Olomouc 2016 Vedouci prace: doc. RNDr. Vladan Ond Fej, Ph.D.



Prohl&Seni:

ProhlaSuiji, Ze jsem diplomovou praci na témalekularni detekce rezistence k ALS

inhibujicim herbicidm u chundelky metliceXpera spica-ventiL.) P. B.) vypracovala

samostatéipod vedenim doc. RNDr. Vladana Gej, Ph.D. a pouZila pouze pranmen

které uvadim v filozeném seznamu literatury a internetovych zdroj

V Olomouci, dne

podpis diplomanta



Pod ékovani:
Touto cestou bych rada pgavala doc. RNDr. Vladanu Orgjovi, Ph.D. za odborné
vedeni, konzultace, cenné radyigppminky, bez kterych by tato prace nevznikla. Také

dékuji své rodirg za psychickou a materialni podpohbm celého studia.



Shrnuti:

Jmeéno a fijmeni autora: Bc. Radka Styblova

Nazev prace: Molekularni detekce rezistence k Ailbiujicim herbicidm
u chundelky metlickpera spica-ventiL.) P. B.)

Typ prace: Diplomova prace

Pracovis¢: Katedra botaniky

Vedouci prace: doc. RNDr. Vladan Gej Ph.D.

Rok obhajoby prace: 2016

Shrnuti:

Teoretickaiast této diplomové prace se zabyva problematikeuti, regulace
pleveli, herbicidni regulaci. Konkréfrse zanstuje na herbicidy inhibujici acetolaktat
syntazu. Popisuje €R vyznamny ¥ci inhibitoram ALS rezistentni plevel chundelku
metlici (Apera spica-venfiL.) P. B.), jeji roz&eni a Skodlivost. Zabyva se take
rezistenci plevél k herbicidim, mechanismy rezistence a molekularni podstatou
rezistence.

V praktickécasti této diplomové prace byla zviadnuta molekildetekce
rezistentnich jedinc chundelky metliceApera spica-venfiiL.) P. B.) va¢i ALS
inhibujicim herbicidm. Jedinci byli sbirani naiznych polnich lokalitach kraje
Vysatina, Olomouckého kraje a Moravskoslezského krajeézMovana DNA byla
sekvenovana a vyuzita pro analyzu mutaci souvissgieznikem rezistence. Byla
sledovana oblast gerals obsahuijici triplet pro kédovani aminokyseliny pnatia
pozici 197. Potvrzené mutacitgobené substituce aminokyselin serin a threonin za
prolin souvisi se vznikem rezistena&herbicidim inhibujicich acetolaktat syntazu.
Vysledky byly diskutovany také s vysledky jinychtani, zabyvajicich se danou

problematikou.

Kli¢ova slova: plevel, herbicid, acetolaktat syntazeSA herbicidni rezistence,
chundelka metlice, moleknlaletekce rezistence

Patet stran: 54

Pcatet @iloh: O

Jazyk praceCestina



Summary:

Autor's first name and surname: Bc. Radka Styblova

Title: Molecular detection of resistance to ALSinking herbicides
in loose silky bent gras&gera spica-ventL.) P. B.)

Type of thesis: Master's thesis

Department: Department of Botany

Supervisor: doc. RNDr. Vladan Orgj, Ph.D.

The year of presentation: 2016

Summary:

The theoretical part of this Master's thesis dewsith the weed issue, weed
regulation and herbicide regulation. The MasteHssis particularly focuses on
acetolactate synthase (ALS)-inhibiting herbicidésdescribes, in the Czech Republic
significant, ALS-inhibiting herbicides resistant @ksilky bent grassAfpera spica-venti
(L.) P. B.), its expansion and harmfulness. It atewers the resistance of weed to
herbicides, the mechanisms of resistance and thecolar essence of resistance.

In the practical part of this Master's thesis th@eoular detection of the resistant
specimen of silky bent gras#&\gera spica-ventiL.) P. B.) to the ALS-inhibiting
herbicides was managed. Specimens were collectedaiious field locations in
Vysocina region, Olomouc region and Moravian-Silesiagion. The isolated DNA was
sequenced and used for the analysis of mutatidatedeto the origin of the resistance.
The area of the ALS gene containing the tripletdoding amino acid prolin at position
197 was monitored. The detected substitutions of amairds serin, threonin for prolin
caused by mutations are connected with the origiresistance to the ALS-inhibiting
herbicides. The results were also discussed wiilercauthors’ results who cover the

given topic.

Keywords: weed, herbicide, acetolactate synthas&)Aherbicide resistance, loose
silky bent grass, molecular deta of resistance

Number of pages: 54

Number of appendices: 0

Language: Czech



Obsah

1

3

© 00 N O O

(O | 1] =Tt TP -7-
(1Yo O RRSRR -8-
Sou€asny stav FeSené problematiKy ...........ccccciiiiiiiiiis i -9-
3.1 Charakteristika pIEeVIL...........coooieeiiiii e -9-
3.2 Hospodisky vyznam a Skodlivost plevel............ooovvvvviiiiiiiiiiiieeeeeee, 0141
3.3 Historicky vyvoj a zrény plevelného spektra...................oo o commmmeeeeenn = 10 -
3.4 Requlace PIEVRRL..........coooeeeeeee e -10-
3.5 Regulace plevilpomoci herbiCidl................coooeiiiiiiiiiiiiieeee e -11-
3.6  ALS inhibujici herbiCidy ...........uuiiiii e, =12 -
3.7 Chundelka metliceApera spica-ventfL.) P. B.) .....ooooviiiiiiiiiiiiiin, 13-
3.7.1 Botanicky popis a biologické vIastnosti ..........ccccceeeeeeiiiviieeeeinnnns -13-
3.7.2 Roz&eni chundelky metliceApera spica-ventive s¥té................ -15-
3.7.3 Roz&eni chundelky metliceNpera spica-ven}iv Ceské republice - 16 -
3.74 HOSPOdEKA SKOAIVOSL ........uvviiiiiiiiiiiiiiiee e e -17 -
3.7.5 RICINY PEEMNOZENT c.vvviiiiiii et e e e e e e e -18 -
3.8 Definice a vznik herbicidni rezistencCe....ccccceeoeeiiciiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee -49
3.9  Vyvoj herbicidni reziStENCE ..........evvveemmmm e e .19 -
3.10 KriZova, vicendsobna rezistence a tolerance rostlin.......................... - 20 -
3.11 Mechanismy a molekularni podstata rezistence a........ccceeeeeeeeeeeeennn.. -21 -
3.11.1  Target-Site rezZiStENCE ......ccceeeeeiieeieeeeeeeeeee e .21 -
3.11.2  Nontarget-Site rezZiSIENCE..........uumemmeeiiiiiiee e e e e e e e e e, 22 -
3.11.3 Rezistence k ALS inhibifm............oooiiiiii e -23 -
3.11.4  DiagnoStiKa r€ZIStENCE ........uuuueueeeeeeeiiiiiiiiisee e e e e e e e e e eeeeeeeeeneannnans 27 -
3.11.5 Rezistence u chundelky metliég@é€ra spica-venti........................ -28 -
Material @ MELOAY .......ccoiiiiiiii e e e e e e e eeeaes -31-
4.1 Biologicky Material............ccooiiiiiii e -31-
4.2  Seznam pouZitych rozthld MEdii..........uueveiiiiiiiiiiieeeeiiiii e -32-
4.3  Vybaveni [aborat@............cccoeevviiiiiiiiiiiiee e -33-
4.4 1Y/ 1] (0o |V RSTPRTTT -33-
4.4.1 [ZOIACE DINA ...ttt .33 -
4.4.2 Polymerazoviettzova reakce (PCR) ......cvvvvvviiieeeeeeeees s -34 -
4.4.3 EleKtrofor@za..........ooooiit e = 35-
4.4.4 Purifikace PCR produktsekvenace..........cccooovveeeieiiiiiiiiiiceeeeenns -35-
BTV =T || -37-
DISKUSE ... -42 -
4 1Y - 1 -48 -
Seznam PoUZItYCh ZKIateK ........coceuiiiiiiiii o -49 -
Seznam POUZILE lIEIrAtUNY ........uvviiiii s ceeei e e e e e e e - 50 -
Seznam pouzitych internetovych zdroj — U...........eevviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeianens -54 -



1 Cil prace

Cilem diplomové préace je shrom&hd dostupnych literarnich zdioja vypracovani
reSerSe na téma diplomové prace. Dale je cilem kuldleni detekce rezistentnich
biotypi chundelky metlice Apera spica-vent{L.) P. B.) va¢i herbicidim ze skupiny
inhibitori acetolaktat syntazy (ALS). Stasti detekce je také prace se sekvencemi a

jejich analyza.



2 Uvod

Ztraty zpisobované plevely jsou znamé od dob, kdy lidst¥eSlo od lovecko-
skéracského zfisobu zZivota k zewugélstvi. Nejprve pevladalo rgni odstraovani
plevel, v 19. stoleti vznikalo planované&igtani plodin a nafelomu 19. a 20. stoleti
byly zavadny chemické latky do ze¥délstvi. Herbicidy jsou chemikalie, které
zpomaluji nebo ferusuji fist rostlin. Dlouhodobé pouZzivani herbiti@ sebou nese
urcita rizika, jednim z nich je rezistence plaveRezistenci mizeme definovat jako
dedicnou schopnost pleviebdolavat takové davce herbigidoi které by byla populace
plevei za normalnich okolnosti potlena. K vyrazgjSimu néfistu rezistentnich
plevei doSlo kolem 60.let 20. stoleti. V s@sné dobd jsou Gizné mechanismy
rezistence roz&ny po celém si¢. (Jursiket al, 2011)

Od 90. let 20. stoleti zaly piibyvat pipady selhani herbicidni ochranyicv
chundelce metliciApera spica-ventiL.) P. B.). [1] Tato rostlina zaplevelujéguevsim
ozimy a fi vySSim pdtu dokdze potkit péstovanou plodinu. Problémem je ovSem
diagnostika rezistentnich jedincchundelky metlice Apera spica-venti Citlivée a
rezistentni rostliny jsou od sebe okem nerozlidéel(Mikulka et Kneifelova, 2005)
V této diplomové praci je diagnostika provedena pamoci metody molekularni

analyzy.



3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Charakteristika plevel

NasSe zerddélstvi prochazi v posledni débzmenami v oblasti strategie, struktury i
organizace vyrobnich technologii. Ngmivy vliv na kvalitu i kvantitu rostlinné vyroby
maji biotickécinitele — plevele. Problematika hosp#siéého a ekologického vyznamu
komplexni ochrany proti plevian se nazyva nauka o plevelech = herbologie.

S vyvojem herbologie se postupmenila i definice pleval, v nejstarsi publikaci
je uvedena definice dle Mehlera z roku 1795: ,Siovelevel rozumi zeguélec ony
rostliny, které na Ujmu jim amysirpéstovanym, uzitenym, zkrocenym proti jeho a bez
jeho namahy na polich divoce rostou, buji a do gelsfi a dobrym rostlinam potravu
odnimaji a jejichz vyhubeni mu &gobuje mnohé obtize, prace a vylohy." Za
nejvystizrejSi je povazovana definice dle autoModadka a Hrona zroku 1959:
.Plevelem je kazda rostlina, ktera se vyskytujeaoh proti vili péstitelow vedle utité
péstované plodiny.“ (Kohout, 1996)

Mezi pleveletadime jak druhy planrostouci, které se dostaly na pozemek
nezandrn¢, tak i kulturni rostliny konkurujici v porostecinych pistovanych druin
(nag. pSenice v porostiiepky). Druha skupina byva oztmvana jako zaplevelujici
plodiny. Ty obvykle pochazeji z tzv. skliavych ztrat (Bhem sklizé nag. obilky
vypadavaji na povrchugly). (Jursiket al, 2011)

Klasifikovat plevele mizeme dle &kolika kritérii, dnes fevlada klasifikace dle
hlavnich biologickych vlastnosti (délka Zivota fimst zpisob rozmnoZovani,
roz8kovani semen, doba vzchazeni rostlin, hloubkaemo atd.). Vyhodou této
klasifikace je snadn& volba regulace. V historilybglevelné rostliny itidény také dle
jednotlivych lokalit (plevele Ieni, polni, zahradni, vodni, lesni), dle vyskytu
v kulturnich plodinach (plevele obilnin, picnin,aganin atd.), dle Skodlivosti (velmi
nebezpeéné, gilezitostné, méhvyznamné). (Mikulkeet Kneifelova, 2005) DalSi avSak
ne (ilis vhodnou moznosti je klasifikace botanicka.jedné skupia se pak nachazeji
druhy s rozdilnym stupm Skodlivosti a regulaci. (Hroet Vodak, 1959)



3.2 Hospoda fsky vyznam a Skodlivost plevel

Polni plevele jsou trvalou s&aisti agrosystému. Jiz od dakt zenedélstvi snizuji
cilem jejich Uplné vyhubeni, ale regulace s celkovgniZzenim zaplevelenostitip
zachovani druhové rozmanitosti. SnazSi je petiéd druho¥ bohatych plevelnych
spole&enstev nez pouzekolika dominantnich druh (Kneifelovaet Mikulka, 2003)

Obecrk miazemefici, Zze polni plevele podstatrsniZzuji urodnost jody neboli
schopnost fidy poskytovat pstované plodit Ziviny, viahu a vzduch. Skodlivycinek
jednotlivych druli mize byt odliSny. (Hroret Vodak, 1959)

3.3 Historicky vyvoj a zm ény plevelného spektra

Nékteré z dnesnich plevieprovazeji lidstvo jiz od prehistorickych dob.Géské
republice se v prehistorickém obdobi, tj. neolitaddi doba kamenna, vyskytovalo vice
nez 50 drub plevel, které se na naSem Uzemi dodnes vyskytuji. (KoHONAE)

V okoli Olomouce to dos\d¢uji nalezy z dobovych staveb, kde byla mezi obilim
nalezena semena pletr&doukolu polniho Agrostemma githagh.), maku vEiho
(Papaver rhoeas.) a chrpy modréGentaurea cyanuk.). Naproti tomu se mnoho
druhi rostlin stalo plevely az v délpozdjSi. Plevelem se fize stat novy druh,
dokonce i druh obeeérve wtSim Uzemnim celku vzacny. (HrehVodak, 1959)

V posledni dob vlivem pouZziti herbicid, zlepSentistoty osiva, intenzivniho
oSetovani rostlin a omezeni cestesii plevel nékteré druhy z poli ustoupily a byly
nahrazeny jinymi &asto i odolgjSimi druhy. Na orné ¢ se tak mini druhové
spektrum plevei. Obecr se vSak peet druhi vliivem zengdélskych technologii na

nasem Uzemi v poslednich desetiletich snizil. (Meket al.,1999)

3.4 Regulace plevel T

V minulosti musel byt kladen tdaz FedevSim na preventivni opani jes¢ pred
zaloZzenim porostu plodiny (\éni, pl&ékovani, réni okopavka). Upldiovan byl tzv.
koncept maximalniho pottani plevel jiz od paatku vegetace. Zanechani plevelu
v porostu znamenalo ztizeni vychozi situace vdaldetech vlivem vysemeni.

S piichodem herbicitl doSlo ke zrinam v regulaci plevél Vysoka @innost a rychlost

regulace zfisobila snizeni a zanedbavani preventivnich repat Postup# vlivem
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herbicidi doSlo ke sniZzeni @tu druhi plevel, ale naopak ke vzniku problémovych,
agresivnich plevéla také ke vzniku rezistentnich. (Mikulkaal.,1999)

Cilem regulace neni uplné vyhubeni pléyeale sniZzeni jejich vyskytu a tim i
snizeni jejich ekonomické Skodlivosti. Upiné vyhmbey vedlo ke zhrouceni celého
ekosystému a #ho by tak ot za nasledek hospod&é Skody.

V procesu je tllezita nejprve diagnoza plevelzaznamenani stupzapleveleni a
poipadt druhoveho slozeni aistové faze. Dale prognoza vlivu pleveta vynos a
ekonomického dopadu o$emni a poslednim krokem je samotna regulace. (Kéém
Skubalové, 2003) Od roku 1970 je pouZivan termfuleee misto fvéjsiho oznaeni
hubeni pleval. (Dvoradk et Smutny, 2003)

Regulaci nizeme rozliSit na idmou a nefimou. Mezi nefimé metody regulace
pudy. Regulace pomoci herbigidoati mezi Fima chemickd opgtni. Regulace je
mozna také pomociifmé fyzikalni regulace n#pmechanické odstiiavani plevei
pied jejich vysemgovanim nebo termické o$ehi pole ped vzejitim plodiny. DalSi
moznosti je fima biologicka regulace, ktera vyuziva patagemebo Ziv@isnych
Skidch potravre Uzce specializovanych nékteré plevele. (Jursiét al, 2011)

3.5 Regulace plevel G pomoci herbicid G

Zhruba od 50. let 20. stoleti se k regulaci plev@buzivaji herbicidy. Jedna se o latky
narusujici zakladni biochemické a fyziologické pmatyr v plevelech, zisobuijici jejich
ahyn ¢i poSkozeni. (Mikulkaet al, 1999) Herbicidy pat mezi pesticidy, chemické
latky slouzici k regulaci Zivych Skodlivyctinitelt péstovanych rostlin. Herbicid je
piipravek obsahujicidinnou latku aradu dalSich slozek jako js@adidla, barviva atd.
Herbicidy maji velmi slozité chemické ziei, proto se pouziva zjednoduSgqrouze
nazev dinné latky, ktery je dohodnut. Jednotlivéigravky maji také sy obchodni
nadzev pod kterym jsou registrovany a distribuova(@vorak et Smutny, 2003)
V souwasné dob je ve vSech zemich (kramKanady, USA a Australie) pouzivana
klasifikace HRAC = Herbicide Resistance Action Coittee, jeZ dli herbicidy dle
zpisobu @inku do 22 tid. Klasifikace je vytvéena na zakladmista a mechanismu
acinku, poSkozeni plevele a chemického sloZeni highbbic(Mikulka et al, 1999)

Klasifikace HRAC vznikla na zaklgdiniciativy vyrobai herbicidi. Jejim cilem je
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vytvoreni jednotné klasifikace herbicidnéidnosti, pouZiti v co nejvice zemichésx a
tim padem co nejjednodussSi ¥ybherbicidu zeradélcem. [1] V USA a Kanadl je
pouzivana klasifikace WSSA = Weed Science Sociétproerica, ktera je nepatén
odlisnd od HRAC, obsahuje 28d. (Mikulka et al, 1999) V Australii vznikla v roce
1990 reti klasifikace, ktera je stgjnjako HRAC zaloZend na pismenech. Vybrat
Z chto ti systénd klasifikace herbicid jediny platny by bylo nepraktické, protoze
fada @stiteli si uz na utity systém zvykla. [1]

Klasifikovat herbicidy niZzeme dle #&kolika kritérii nag. podle selektivity,
zpisobu @inku, doby aplikace, doby trvankiaku nebo jiz zmidného mechanismu
acinku. (Jursiket al, 2011)

3.6 ALS inhibujici herbicidy

Do této skupiny pét herbicidy, které inhibuji ktiovy enzym acetolaktat syntazu (ALS)
v biosyntéze esencialnich aminokyselin valinu, ileui@ isoleucinu. (Hamouzoi al,
2011) Acetolaktat syntaza je lokalizovany v rostfioh chloroplastech. Tento enzym
slouzi jako katalyzator dvou molekul pyruvatu zaikm acetolaktatu na biochemické
cest vzniku valinu a leucinu. Dale katalyzuje reakciryyatu s kyselinoua-
ketomaselnou za vzniku acetohydroxyméselné kyselmy&atku biochemické cesty
vzniku isoleucinu. (Jursiket al, 2010) ALS byva také oztavan jako
acetohydroxyacid syntaza (AHAS). (Hamouzataal, 2011) Zablokovanim enzymu
ALS se zastavi tvorba aminokyselin valinu, leucanisoleucinu a nasledn protein.
Sekundarnim ikledkem je inhibice syntézy DNA a zastavaledi burk

v meristematickych pletivech. Poté dochazi k omezemsportu asimilét vodivymi
pletivy (floémem) na mista sgeby a zastaveniistu. (Jursiket al, 2011) Jako jiny
vedlejSi @inek mizeme uvést nahroméai 2-ketobutyratu. (Tranett Wright, 2002)
Ihned po aplikaci herbicidu dochézi k zastaveni¢bo@ho @leni, vizualni dojem na
rostliné mizeme pozorovat az zakolik dni. Buiky totiz obsahuji uiitou zasobu
aminokyselin, ta rize jeS¢ chvili udrzovat metabolismus futiki. Po vgerpani této
zasoby dojde ke zpomaleni az zastavésfur nasled® ke Zloutnuti mladych ligta
zaschnuti vegetaiho vrcholu. U skterych dvoudloZnych rostlin (typické pro plevele
patici do ¢eledi PoaceaeBarnhart) se zbarvuje listova Zilnatina do fialog@ursiket
al., 2011) Dle klasifikace HRAC patdo této herbicidni skupinyitla imidazolinony
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(IMI),  triazolopyrimidiny  (TP),  sulfonylaminokarbghtriazolinony  (SCT),
pyrimidinyl(thio)benzoaty (PTB) a sulfonylmoviny (SU). [4] Sulfonylm@oviny jsou
nejflexibilngjSi skupinou herbiciil Registrované d@nné latky lze pouzit k regulaci
pleveli v mnoha plodinach, nejtsi uplat@ni maji v obilninach. V satasné dob se
staly nejpouziva¥)Si herbicidni skupinou na &¢é. Vyhody sulfonylm@ovin se
zakladaji na Sirokém spektritinku na plevele, aplikaci velmi nizkych (gramovych)
davek na hektar plochy (KoSnaroeé al, 2011) a nizké toxiait Herbicidy z této
skupiny jsou vzhledem kterminu aplikacéjimany prevazmie listy. (Mikulka et
Kneifelova, 2005) Opakované &asté pouzivani sulfonylmiovin zpisobilo vznik
rezistentnich biotyfp u nékterych plevel. (Jursiket al, 2011) Biotypem rozumime
skupinu rostlin v ramci druhu, kterd& ma biologick@stnosti, které nejsou spoie

populaci jako celku. [5]

3.7 Chundelka metlice ( Apera spica-venti (L.) P. B.)

3.7.1 Botanicky popis a biologické vlastnosti

Cesky nazev: Chundelka metlice

Odborny ndzevApera spica-ventiL.) P. B. /Agrostis spica-ven{lL.)
Slovensky nazev: Metlka obyajna

Anglicky nazev: Silky bent grass / Loose silky bgrdass / Wind bent grass
Némecky nazev: Gemeiner Windhalm

Nazev dle Evropské spaieosti vyzkumu plevél (EWRS): APESV
Botanické z#azeni:Celed: Lipnicovité Poaceag

Biologie:
Chundelka metliceApera spica-ventije charakterizovana jako jednolety ozimy plevel
paftici doceledi lipnicovité Poaceag Jedna se o volntrsnatou, sétle zelenou travu
se svazitymi koreny (Kneifelovaet Mikulka, 2003), jez vSak rostlinuriis neukotvuji
v padé. (Jursiket al, 2011)

Stébla jsou im4, hladka, malo olisha a jejich délka nabyva dle autdvlikulka
a Kneifelova (2005), Mikulka (2014), Kaz@d al. (2010) 30—-100 cm, délku az 120 cm
uvadtji Jursiket al. (2011) a autiv Pikulkaet al. (1997) uvadji az 130 cm.
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Listy jsou nafialo¢lé s pochvou Sirokou 2-5 mm, plochou, lysou, drsmsou
jazyckem dlouhym az 6 mm. (Kneifelow Mikulka, 2003). Jursilet al. (2011) uvadji
Sitku pochvy u prvniho listu 4-5 mm a u hornichili87 mm. Dale uvagi zretelny,
roz8epeny, velmi kratky jazsek bez ouSek u prvniho listu a u hornichuligak
postupr delSi jaz¢ek. Listovécepele jsou ploché, na lici vice drsné. Na rubu maiji
zprohybanou pokozku, jsou Zebrované a az 5 mmé&if@kkulkaet al, 1997)

Kvétenstvim je dlouha, rozkladita, nafiatd& lata, kterd mze byt dlouha az
20 cm. (Kneifelovaet Mikulka, 2003) Mikulkaet al. (1999) uvadji délku laty az
25 cm. Lata ma jehlanovity tvar at#e byt az 15 cm Siroka. kKtenstvi ma drsné
vétévky s drobnymi, lesklymi, zelenyndi nafialowlymi jednokwtymi klasky. Klasky

maji nesteja velké plevy. Obilka je pluchata a dlouze osinélarsiket al, 2011)

Reprodukce:

Chundelka metlice Apera spica-venfi se rozmnoZuje pouze generativiKvete od
cervna docervence, dozravared sklizni ozimych obilnin. Na jedné rostlimlozrava
obrovské mnozstvi obilek zpravidla az 12 000 (Mieil2014), aktefi autdi uvadji i
vice napiklad Kneifelova a Mikulka (2003) uvéfd az 16 000. U chundelky metlice
(Apera spica-venli byly nalezeny rozdily v produkci semen v zavislog plodire.
V ozimém j&émeni vytvai cca 600 az 850 obilek, v ozimé pSenici 1300-560iek.
(Jursiket al, 2011) Hmotnost jednoho tisice obilek je 0,02 thho pak vyplyva peet
obilek v jednom gramu 1 g = 50 000 obilek. [2] @lilmaji dobrou kkivost, vzchazi
Z povrchu jddy a z hloubky do 1 cm. Maji kratkou dormanciyvbadnych viahovych a
teplotnich podminek mohou vzchéazet uz na podzino ebo na jge. (Mikulkaet al,
1999) Orive wtSina rostlin vzchazela uz na podzim nebo n& jaozimech, ale
v poslednich &kolika letech vzchézi i v jarnich plodindch. Dikigk& hmotnosti obilek,
jsou do okoli mateské rostliny rozgovany anemochoricky, hydrochoricky osivem.
(Mikulka, 2014) Na orné jué si udrzuji kIgivost pouze do dvou let, ale v chladnych

oblastech kontinentalni Evropy az sedm let. (Jues&d, 2011)
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Obrazek ¢. 1: Chundelka metliceApera spica-venti- vlevo cela rostlina, vpravo naigo
listova pochva, vpravo ve tsdu kl&éni rostlinka, vpravo dole klasek rgvzato z

http://www.crsbooks.néet/

v v

3.7.2 RozSifeni chundelky metlice ( Apera spica-venti) ve sv été

Pivod chundelky metliceApera spica-ventise uvadi ve vychodni palearktické oblasti
Evropy a zapadni Asii. Areal vyskytu je v kontin@ni Evrog mezi 45° s.8. a severnim
polarnim kruhem s vizkem az na Sibi (Jursiket al, 2011) Ze sedni Evropy
maZeme uvést Bmecko, Svycarsko, Rakousko, Polskeskou republiku, Slovensko,

-15 -



Mad’'arsko (Massa, 2011), ze zapadni Evropy Franciisexerni Evropy Litvu [1],
Svédsko a Dansko. (Massa, 2011) Ve zbykastech se vyskytuje pouze dstovité
stejre jako v severni Africe a na Novém Zélandu. Sekumdpmuzeme nalézt

v severovychodnfésti Severni Ameriky a zapadféisti USA. V naSi zemi je chundelka
metlice Apera spica-ventipovaZzovana za vyznamny plevel, z cetdsvého pohledu

je jeji vyznam pouze okrajovy, \Ekierych¢astech sita ani neni uvatha jako plevel.
(Jursiket al, 2011)

v v

3.7.3 RozSifeni chundelky metlice ( Apera spica-venti)

v Ceské republice
Chundelka metliceApera spica-ventise v sotasné dob vyskytuje v celé eské
republice s vyjimkou vysokohorskych oblasti. Jejstota a Skodlivost se oblast od
oblasti liSi. (Soukugt al, 2005) Preferuje vii lehei neutralni az kyseléiply stednich
a vysSich poloh. V s@asné dob se rozdila i do poloh nizSich. Pravideirse
vyskytuje na vice nez 80 % ploch ozimé pSenicelaydych se objevuje nepravidéln
(Jursiket al, 2011) Soukugt al. (2005) uvadji, ze 31,6 % z dotazovanych zé&mdslca
popisuje Skody i sklizni zpisobené fitomnosti tohoto plevele.

Tradiin¢ se vyskytuje na Vysing, ve vysce 350-600 m nad #em, na chudych
mélkych pigitych pidach. Nejsilgjsi vyskyty byly zaznamenéany v zapadastiCR
v blizkosti Sumavy, n&esko-moravské vrchovira ve vychodnéasti Moravy.
Lokality s nepravidelnym vyskytem se nachazeji jpapdejSich a nejsussich oblastech
jizni Moravy a stednichCech.

Diive byla chundelka metlicé\pera spica-ventiomezovanaigdevsim
klimatickymi a pidnimi podminkami. V satasné dob diky zmendm v zemdélskych
systémech (gidani plodin, hnojeni, zpracovaniqy) dochazi ke zémam v druhovém
spektru plevel na jednotlivych lokalitach. Chundelka metlidgera spica-venfise tak

rozSkuje i do nizSich oblasti¢etré oblasti Sernozemi. (Soukugt al, 2005)
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Obréazek ¢&. 2: Mapa vyskytu chundelky metliceGR (Apera spica-ventiv ozimé p3enici
(nahde) a v jarnich plodinach (dole) = pravidelny vyskyt,® nepravidelny vyskyt,” bez
vyskytu (upraveno dle Soukug al, 2005)

3.7.4 Hospoda Fska Skodlivost

Chundelka metliceApera spica-ventije konkurekné velmi silna, v pipact vyssiho

vyskytu dokaze pottat péstovanou plodinu. Vykytuje se tgrdevsim v ozimech
(pSenice, Zito, jamen,fepka), v poslednich letech se objevuje ifinfaa okopaninach.
V¢étSina obilek se vysemaje pred sklizni obilniny acast i sklizni. (Kneifelovaet

Mikulka, 2003)
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V pocateini fazi ristu se chundelka metlicdgera spica-venivyviji pomaleji
nez obilnina, pezimuje ve fazi dvou lift béhem kwtna gichazi obdobi rychléhaistu
a snadno ferista psenicti jecmen. Rozkladité laty zakryvaji obilniny, brani tléra
ukladani asimilat do zrna. (Jursikt al, 2011)

Ekonomicky prah Skodlivosti odhaduji Jursk al. (2011) na 10 rostlin/mu
pSenice 0zimé, na 20 rostlirfm pozdnich vysevpsenice a jemene, na 30 rostlin/m

u ozimého Zita.

3.7.5 PFi€iny p Femnozeni

Chundelka metliceApera spica-ventinepatila v dok mezi d¥ma s¥tovymi valkami

v ¢eskoslovenském zeflstvi mezi vyznamné plevelné rostliny. Po druhéteve
valce vlivem klasického #tani a vysoké pestrostiégtovanych plodin stale gda
mezi nevyznamné plevele. AZ §ghodem velkoploSného pouZzivani herbical jejich
opakované aplikaci doSlo visledku rychlé selekce plevelnych déul potl@&enim
citlivych dvoudloZznych plevel k rychlému néistu odolné chundelky metlicé\gera
spica-venf. PremnozZeni pomohlo také zvySenic¢po ozimych obilnin v osevnich
postupech, f@devSim ozimé pSenice. V 60. a 70. letech doSlgr&znému naistu
vyskytu chundelky metlice Apera spica-venti na polich. V 80. letech giphodem
herbicidi ze skupiny sulfonylm@ivin doslo ke snizeni jejiho vyskytu. (Mikulket
Kneifelova, 2004) V poslednichékolika letech dosSlo afi ke zesilovani vyskytu a
Siteni do oblasti, ve kterych se dosud nevyskytovaldkodlivé mie. (Soukupet al,
2005) Ricinou mize byt nevhodna volba herbicidu a terminu aplikacgzeni pétu
druhi péstovanych plodin, nést ozimi a také strategie minimalniho zpracovandy
(Mikulka et Kneifelova, 2004) MIké zpracovani jdy ma za nasledek uloZeni obilek
v hornich vrstvachiay, ¢imZ se zvySuje gt semen, kter&d maji vhodné podminky pro
Klicivosti semen. (Soukuet al, 2005) Otazkou je, v jaké iei jsou vySe uvedené
faktory divodem selhavani ochranyidi chundelce metlici Apera spica-ventinebo
vznik rezistence &i herbicidim. (Novakovéetal., 2005)

-18 -



3.8 Definice a vznik herbicidni rezistence

Zivé organismy jsou schopnyippisobovat se #nicim se podminkam prastli. Tak
jako se zerddélec snazi chranit Groduigd Skodlivymi ¢initeli, tak se i Skodlivé
organismy na ohdavanych pozemcich snaZziizpisobit a vyhnout se nastraham
zenedélstvi. (Prokop, 2009a)

Rezistence je dle mezinarodni organizace HRAC deéina jako spontagnse
vyskytujici cdi¢na vlastnost biotyfpprezit oSeteni herbicidem, které by za normalnich
aplikatnich podminek &inn¢ tuto populaci potlklo. [4]

Rezistence nevznika jako mutacetugpbend herbicidem, ale vznikd jako
spontanni mutace bez ohledu na pouZzivani hetbicitelkoploSnym pouzivanim
herbicidh doslo k selekci firozenych plevelnych populaci, jefippzers obsahuji malé
mnozZstvi rezistentnich genoty@m Steni rezistentnich jediic (Kazdaet al, 2010)

Z vySe uvedeneho vyplyva, Ze se rezistence vyskyugirodé prirozerg, na druhou
stranu, ale rize byt indukovana metodami genetického inZzenyratybouzivanim
herbicidh. Frekvence rezistentniho genotypu se v normalpulaei pohybuje na arovni
10* az 10° (kazda 10 000. aZ 1000 000. rostlina je rezisfpntkazdé oseéeni
herbicidy zvySuje tuto frekvenci. (Hamouzostal, 2012) Vznik a $eni rezistentnich
populaci je rychlejSi v monokulturach a vytrvalyckulturach s dlouhodobym
pouzivanim herbicidl (Mikulka et Slavikova, 2008)

Rezistence byv&asto chapana jako probléem konkrétginaé latky obsazené
v herbicidu. Tento pohled je velice zjednoduSujifiezistence je odezvou na
agrosystém, ktery v regulaci plewtedpoléhd z #3i casti na chemické metody. (Prokop,
2009)

Na vznik rezistentni populace ma vliv cétala faktoli. Populace jsou ovlivimy
pouzivanym herbicidem, biologickymi, agroekologiokya dalSimi faktory. (Powlest
Yu, 2010) Za specifickych podminekigre herbicidni rezistence vzniknout uz dolet

po uvedeni &inné latky na trh. (Jursiét al,, 2011a)

3.9 Vyvoj herbicidni rezistence

Prvni zaznam o herbicidni rezistenci pochazi udkm r1957, prvni potvrzené zpravy
jsou zaznamenavany vitehu 60. let 20. stoletit¢i triazinam. (Prokop, 2009) Tyto
herbicidy byly pravidel& pouzivany v monokulturach jatlovych sad a kukuici. Ve
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Spojenych statech americkych byl nalezen prvnistemini plevel stéek obecny
(Senecio vulgarid..). V prab¢hu 70. a 80. let byly popsany dalSi druhiegevsim
v Severni Americe a EvrépDale byly rezistentni biotypy nalezeny(ing, Japonsku,
Jizni Koreji atd. (Kazdaet al, 2010) V sotasné dob bylo popsano celkem
460 jedingénych gipadi herbicidni rezistence u plevel [Pokud se stane turanka
kanadska Qonyza canadensif..) C.) rezistentni k atrazinu a naslédiaké k ALS
inhibujicim herbicidm, kazdy pipad p@itame zvlasg jako jedinény piipad rezistence.
Pokud se vyvine multiple rezistence u turanky kakédConyza canadengi& atrazinu

a soudasre ALS, tento gipad uz jako dalSi jedigry nepd@itame.] Celkem 246 driihje
rezistentnich &¢i 157 rozdilnym druim herbicidi. Herbicidni rezistence byla hlaSena
v 86 kulturnich plodinach v 66 zemich. [1] Udaje sgrazre 1isi od udaj
publikovanych v bakatdké praci Molekularni detekce herbicid rezisteritritevet,

v roce 2013 bylo potvrzeno 217 rezistentnich druici 148 iznym &innym latkam.
(Styblova, 2013) Z hlediska pim zemi byla rezistence prokazana v dalSith [i]

3.10 KFizova, vicenasobna rezistence a tolerance rostlin

Nekdy je mozné se setkat s terminaterance rostlin, jedna se oifrozenou odolnost
vici herbicidu. Kazdy druh plevele j@arg citlivy na nizné spektrum herbicid Tento
termin nelze zashovat s terminem rezistence. (Mikul&sSlavikova, 2008)

K¥izova rezistence (cross-rezistencele jev, kdy rostlina rezistentniuwi
jednomu herbicidu je rezistentni také@cv dalSim herbicidm se stejnym nebo
podobnym mechanismentioku. (Hamouzovéet al, 2011) Herbicidy pat do stejné
chemické skupiny, vdkterych gfipadech i do tznych skupin, ale se stejnym
mechanismem dinku. Tento typ rezistence, ale nemusi hned znatmezastenci ke
vSem herbicim z jedné chemické skupiny nebo se stejnym mectmems &inku.
(Hamouzovéet al, 2012) MiZe byt spojena s target site rezistenci nebo sholkatkou
rezistenci. (Prokop, 2009a) Tento typ rezistendegeme popsat jeStna gikladu
z praxe. V dsledku rozsahlého pouzivani herbicidu A doslo né kselekci ve
prosgch rezistentnich jediricvici herbicidu A. Nezavisle byla potvrzena rezistence
téchto jedind i k herbicidu B, ktery na pozemku pouzivaibec nebyl. [5] V pipac
cross-rezistence je ochrana prétto populacim velmi komplikovana. (Mikullet al,
1999)
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Negativni kiiZzova rezistence (negative cross-rezistencepstava pokud je
biotyp odolny wici urcité skupirg herbicich a zarové velmi citlivy vaci jiné skupirg.
(Dvorak et Smutny, 2003) Tento typ rezistencaize byt uzitény jako preventivni
opateni pro oddaleni vzniku rezistence nebo pfimnjSi regulaci pleveil, u kterych
uz rezistence vznikla. Tento typ rezistence bylerah nap u jezatky kiéi nohy
(Echinochloa crus-gall(L.) B.) a turanky kanadsk&6nyza canadengis(Gadamslet
al., 2000)

Vicendsobna rezistence (multiple rezistencgg rezistence &i vice herbicidm
s iznymi mechanismy dinku (Jursiket al, 2011) neboli schopnost projevu vice nez
jednoho mechanismu rezistence. (Prokop, 2009a)oTerdgchanismu se vyvinul na
zaklad dvou oddlenych proces. Nejprve se vyvinula rezistence pouzivanim hedoici
A, poté aplikaci herbicidu B doSlo k vyvolani reeisce také &i herbicidu B. [5]
Vicenasobna rezistence byla dokazan u mnohaidrdbledi PoaceaePFkicinou vzniku
jsou biologické vlastnosti druhu jako vysoka getl€ti variabilita, cizospraSnost,
produkce semen a pet gritomnych rostlin na pozemku. (Hamouzaatéal, 2012) Tato
rezistence mize byt z@sobena zrnou v cilovém mist pasobeni herbicidu nebo
zvySenym metabolismem herbicidu. (MikulkeChodova, 2002)

3.11 Mechanismy a molekularni podstata rezistence

DalSi moznost jakitdit herbicidni rezistenci je zaloZzena na podstattngnenach mezi
rezistentnimi rostlinami a rostlinami citlivymi. Ble této klasifikace Ize odolnostidi
herbicidim obecw rozclit na rezistenci v migt (i¢Cinku (target-site rezistence) a
rezistenci mimo cilové misto (nontarget-site rezist). (Massa, 2011) Druha z nich je

nékdy ozn&ovana jako metabolicka rezistence. (Novaketwal, 2007)

3.11.1 Target-site rezistence

Enzymy maji v biologickych procesech extrémspecializované funkce. Vidledku
toho je mnoho tznych enzym zapojeno v mnohotuenych procesech v rostin
Neékteré herbicidy mohou zastavit fungovani specifadkyenzyni, které nasledh
povede k zastaveni specifickych pracesostliné a k odumirani rostliny. [5] Obvykle
dochéazi ke zmné ve vazani herbicidu natiglusny protein. F¢inou této zminy je

mutace v genu, jenZ koduje tento protein. ddsgji se jedna o bodovou mutaci tzn.
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zanenu jednoho nukleotidu v sekvenci genu. Mutace ragusi zcela zamezi interakci
herbicidu s proteinem. Takéuxe dojit k nadprodukci cilového enzymu, herbicild ta
nedokaze inaktivovat vesSkery vyprodukovany enzyntema dale pokréuje ve své
metabolické cest (Prokop, 2009a) Target-site rezistenci je dnaagnes snadné ogfit
laboratornimi metodami. Obetize soudit, Ze rezistence jetgopbena zrmou jednoho
jaderného genu, ktery jeétéinou dominantni a&dicn dle Mendelovskych zakonitosti.
Rezistence populace zavisi na frekvenci mutaci,iimei daného genu a sedekm
tlaku vyvolaného herbicidem. (Hamouzostaal, 2012) Tento mechanismus rezistence
byl nalezen u herbicid inhibujicich fotosystém Il (PSIl), enzym acetoktksyntdzu
(ALS), enzym acetyl koenzym A karboxylazu (ACC),labplastovy enzym 5-
enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntazu (EPSPS), enzyrotoporphyrinogen-9-oxidazu a
tubulin v burgéném dleni. (Powleset Yu, 2010)

3.11.2 Nontarget-site rezistence

Tento typ rezistence je spojen s fyziologickymi mmeatismy v rostli8, jejichz cilem je
snizit mnozstvi herbicidu, ktery dosahne cilovélistan Tyto mechanismy se zakladaji
pievazre ze snizeni flmu herbicidu rostlinou, sniZeni rychlosti trarsoe, vyssi
rychlosti ukladani herbicidu na@iznych mistech v rostlina vysSiho metabolismu. Ve
vétSine pripadi rezistence mimo cilové misto se jednd o zvySenaialolickou
detoxikaci herbicidu. (Powlest Yu, 2010) Schopnost detoxikovatigiusny herbicid
zvySenym metabolismem &gobuje zvySend aktivitagkterych rostlinnych enzyt U
mnoha rezistentnich rostlin byla pozorovana zvySakéivita cytochromu P450
monooxygenazy, nap u rezistence k ALS, ACC a PSIl. ZvySena aktivétazymu
glutation S-transferazy byla prokdzana u rostlimistentnich vi¢i atrazinu (inhibitor
PSIl) a enzymu aryl-acylamidazy u rostlin rezistécth vici propanilu (inhibitor PSII).
Snizeni pijmu herbicidu rostlinou byva #gobeno morfologicky na&p nadprodukci
voski nebo redukovanou listovou plochou. (Prokop, 2008ajheticky a molekularni
z&klad metabolické rezistence neni dosiiliSpprozkouman, &sina metabolickych
procesi je fizena vice geny, rezistence je tedy pegedlobrg zaloZena polygerin
(Jursik et al, 2011la) Nedavné studie uvfidvztah mezi pouzitim nizkych davek

herbicich k regulaci plevel a vzniku vysokého stupnslabsi minoritni nontarget-
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rezistence uz dhem ti generaci. V posledni débse ukazuje, Ze nelze tento typ
rezistence zanedbat. (NesePowles, 2005)

3.11.3 Rezistence k ALS inhibitor Gm

Tyto herbicidy se zsly pouZzivat v 80. letech 20. stoleti. Od té dobyupga jejich
spoteba aradi se mezi s¥ové negetnsSi. (Novakovéaet al, 2007) Prvnim plevelem, u
kterého byla dokadzana rezistenégiVALS herbicidim, konkrétg sulfonylmaovinam,
byla locika kompasové_fctuca serriolal.) nalezena v roce 1987 v USA. Tento plevel
byl nalezen v pSenici, ktera se od roku 1982iosata chlorsulfuronem. V roce 1989
nasledovaly dalSi rezistentni plevele: bytel mgtigtochia scoparia(L.) Schrader),
ptatinec Zabinectellaria medialL.) Vill.) a slanobyl rusky $alsola AustralifR. Br.)

v Kanad a USA. (Mikulkaet Chodova, 2002) V s@asné dob je znamo celkem 157
ALS rezistentnich druh plevelnych rostlin. Zatim poslednimi druhy, u ktEr byla
rezistence #ci ALS potvrzena, jsou vikev set&i€ia satival.), statek jarni Senecio
vernalis Waldst. et Kit.), Alopecurus japonicusSteud.,Cyperus odoratud.., Rumex
dentatusL. a hluchavka objimavaL@émium amplexicauld..). [1] V roce 1998 tato
skupina herbicitl predlhla vSechny ostatni ptem rezistentnich plevelnych dfukiz
obrazeke. 3. Pozoruhodné na tom je, Ze ALS inhibitory jgmwZivany od roku 1982,
pificemz triaziny (v obrdzk&. 3 ozngeny tma¥ mode) od roku 1960. (Tranedt
Wright, 2002)
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Inhibitory acetyl CoA karboxylazy (A) = |nhibitory acetolaktat syntazy (B) s |nhibitory 5-enolpyruvyls$ikimat-3-fosfat syntazy
(

= Syntetické auxiny (0) e |nhibitory fotosystému Il. (C1, C2, C5)

160 +
140 -
120 -
100 -
80 -

60 -

Pocet rezistentnich druhu

40 -

20 -

1955 1965 1975 1985 1995 2005 2015
Roky

Obrazek ¢.3: Vyvoj poctu rezistentnich plevél vici vybranym skupindm herbiacid
v obdobi 1955-2015 (upraveno dle [1])

Rezistence riive byt zafi¢inéna jak zndnou v mist U¢inku herbicidu nasledkem
mutace, tak nadénnou metabolizaci dinné latky rostlinou. Rostlina Wie
metabolizovat latku ¢kolika moznymi cestami. U jilku vytrvaléhaglium perennd..),
rezistentniho &ci chlorsulfuronu, dochazi ke konjugactiiné latky s glukézou a
nasleds inaktivaci zapojenim hydroxylace a glykosylaceoi@p, 2009a)

Ackoliv existuji zpravy o metabolicky #Agobené rezistenci i ALS
inhibitoram, ve \&tSin¢ pripadi se jedna o rezistenci@gobenou zrmou ALS enzymu,
ktera zngni vazebné misto herbicidu. (Zherg al, 2011) Rezistence je raptji
zpisobena bodovou mutaci. (Prokop, 2009a) Alelyisppujici rezistenci k ALS
inhibitoram jsou na rozdil od gwodnich alel citlivych biotyp dominantni. Stupe
dominance se liSi v zavislosti na rostlinném drahalele. (Tranekt Wright, 2002)
KoSnarovéet al. (2014) uvadji, Ze ve ¥tSing pripadi rezistence &¢i ALS herbicidim

byla dok&dzana neuplnd dominanceckdliv se funkce enzymu ALS uplaiji
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v plastidech, gerals je jaderny gen s Mendelovskowditnosti. (Tranelet Wright,
2002) Rezistence se tedyape Sfit pylem i semeny (KoSnarowt al, 2014), narozdil
nag. od rezistence k triaziim, kterd je podmifna plastidovym genem aréha pouze
semeny. (Tranedt Wright, 2002)

Urceni mutace zpsobujici rezistenci rostlini¢i ALS inhibitorim je proces
molekularni biologie zahrnujici PCR amplifikaci gersouvisejiciho se vznikem
rezistence a analyzu sekventierestrikéni analyzu PCR produktu. V stasné dob
mame Kk dispozici iklady sekvenci genuals (nebo alespp dilcich sekvenci)
rezistentnich biotyjp Dodnes bylo hlaSeno osm aminokyselin, kterymlijgem mutace
prisuzovana rezistenceid ALS inhibitoram, ve tech regionech genals. Tii z nich
(Ala2p, Prags, Alages) se nachazi vregionu A (Tranet Wright, 2002) a dalSiftit
(Trps74, Sekss, Glyessq) [1] v regionu B viz obrazek. 4. (Tranelet Wright, 2002) Déle
byly detekovany mutace mezi regionem A a B na polzidsprs Argssz. Cisla jsou
standardizovana v souladu se sekvenci prekurzor§ AlLArabidopsis thalianal.
Heynh. Celkem tedy bylo dosud detekovano 26 mozrsubstituci na 8 pozicich
zpasobujicich rezistencitvi ALS inhibitoram viz tabulkac. 1. [1]

Obvykle jsou aminokyselingislovany od z&tku prekurzoru ALS proteinu,
nekteri autdi ale cisluji aminokyseliny bez chloroplastového tranitniproteinu
(CTP), jehoz funkci je zacileni prekurzorového eimmi ALS do plastifl. Vhodné je
ozna&ovat aminokyselinové substituce s odkazem na sekvprekurzoru ALS u
Arabidopsis thaliana

Kazda z&chto mutaci mize byt snadno amplifikovana pomoci polymerazove

fettzové reakce a nasletlsekvenovana. (Tranet Wright, 2002)
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Obrazek ¢. 4: Schématické znazogni genuacetolaktat syntadzykazujici osm aminokyselin,
u kterych niZe dojit k zaréné za jinou aminokyselinu vlivem mutace a naste#e vzniku
target-site rezistence k ALS herbitid u fiznych rostlinnych drun Cisla jsou
standardizovana v souladu se sekvendrabidopsis thalianaA zn&i alanin, P prolin, As

asparagovou kyselinu, Ar arginin, T tryptofan, 8rseG glycin, CTP chloroplastovy tranzitni
peptid (upraveno dle Tranet Wright, 2002 a [1])

Tabulka ¢. 1: Shrnuti moznych zagn aminokyselin, zfisobenych mutaci v kodonech
pavodnich, zfisobujici vznik rezistenceuwi ALS inhibitoram u tiznych rostlinnych druin

Cisla jsou standardizovana v souladu se sekveAcabidopsis thaliana(upraveno dle [1])

Aminokyselina | Alai,, Proig; |Alases |ASpszs | Argsrz | Trpsza | S€lgss Glygss
Substituce Thr Thr Val Glu His Leu Thr Glu
Val His Phe Gly Asn Asp

Tyr Arg Met lle
Gln

Ser
Ala
lle

Leu
Glu
Tyr
Asn

Vzhledem k moZznym substitucim tznych aminokyselindch, které provazi
minimalni nasledky v katalytické funkci enzymu AL®xistuje relativd vysoka
flexibilita ALS herbicid-vazebného mista. Prépddobré to mize byt vys¥étleno, tim
Ze se herbicid-vazebné misto liSi od aktivniho anéstzymu, i kdyZ jsou tato &wnista
Vv tésné blizkosti.

Kromé toho ma& mutace v genals, pfi negitomnosti oSéeni herbicidem,

zanedbatelny vliv na fitness rostliny.aZe byt poukazano na moznou vyhodu ve fitness
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u rezistentniho druhu rostliny v négemnosti herbicidni selekce. U rezistentnich ostl
dochéazi ke zvySené akumulagityenych aminokyselin leucinu, isoleucinu a valinu.
Semenadchto rostlin tak budou Kt rychleji, zejména v chladnych oblastech. (Tranel
et Wright, 2002)

Nejvice @ipadi rezistence bylo nalezenaidr sulfonylmaiovinam, gedevsim
nasledkem jejich vSeobecného pouzivani.casi byla potvrzena i Zova rezistence
k chemicky nefibuznym latkam se stejnym mechanismetinku. (Prokop, 2009a)
Cross-rezistence je mezi ALS inhibujicimi herbicistyipiovitého charakteru {eny
stupei rezistence kiznym &innym latkdm). (Hamouzowet al, 2012)

NejkomplikovarjSi situace nastava, kdyZz u jednoho individua nedere
rezistenci cilového mista i rezistenci metabolick@uokop, 2009a)

Cetny vyskyt rezistentnich biotypmize byt zapi¢inén Sirokym roz&enim ALS
herbicidi, zpisobem pouzivani, vysokym setekm tlakem a mechanismem rezistence.
(Novakova et al, 2007) VySe firozené variability genuals mohou mit vliv na
pravdpodobnost vybrani rezistentnich biolygelekci. Teoreticky by &a vysoka mira
mutaci vals genu odpovidat vysoké frekvenci vyskytu rezistenge ALS inhibitoram
na rozdil od jinych herbicid V praxi ovSem neexistuje Zadnyikhz o neobvyklé
rychlosti mutaci \als genu. (Tranekt Wright, 2002) Rychlost selekce rezistentniho
biotypu je tedy dana vice setekm tlakem vyvolanym {sobenim herbicidu nez
frekvenci mutace. (Novakow al, 2007)

Krome plevefi rezistentnich k ALS herbicigin se nizeme setkat také s ALS
rezistentnimi GMO plodinami napkukurice (Zea mayd..), fepka Brassica napus..),
cukrovarepa Beta vulgarisL.), ryZze QOryza satival..) a pSeniceTriticum aestivuni..).
(Tranelet Wright, 2002) Genetické vysleéht rezistentnich odd kulturnich rostlin
muze usnadnit regulaci plevglna druhou stranu e zgisobit i Skody nap

zaplevelovanimijd plodinou. (Kohout, 1996)

3.11.4 Diagnostika rezistence

V polnich podminkam je prakticky nemozné pouhym noked sebe na zaklad
morfologickych vlastnosti rozeznat rostliny citliaéezistentni. S problémem rezistence
se obvykle setkdme az se Zjiim nedostatseho @&inku herbicidu. Z tohoto idrodu

je dilezité vyuzivat jednoduchych a spolehlivych met@dikulka, 2014) Regulaci
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pleveli pomoci herbicidnich opa@ni mize komplikovat odliSna fitness rezistentnich
rostlin. Rostliny mohou vzchazetiginych teplotach, mit odliSnou Kivost, hodnoty
fotosyntézy, iistovou Kivku a reagovat odlighna agrotechnické postupy. (O et
Smutny, 2003) Pokud zemiélec zaznamena pod@&ni na rezistentni biotypy plevel
v péstované plodith mize vyuzit k diagnostice jednodusSich metod neémdh na
vybavu nebo odeslat vzorky zralych semen rostég, fezily oSeteni herbicidem, do
diagnostické laborate. (Mikulkaet Slavikova, 2008)

Mezi metody diagnostiky rezistenceipanetoda biologického testu, stanoveni
rezistence ze semen @dmi zasoby, fluorescéni metoda, metoda Hillovy reakce,
metoda agarovychdpl a vodnich kultur a dale stanoveni aktivity acgttit syntazy.

V poslednich patnacti letech se pouzivaji takélekularm-genetické metodyjez
detekuji mutace Zpobujici rezistenci k herbidich. Jednd se o zZmu pdadi
aminokyselin v sekvenci DNA #gobujici zm¢nu struktury nebo vazebného mista
inhibovaného enzymu. (Mikulkat Slavikova, 2008) Gen souvisejici se vznikem
rezistence k witému typu herbicidu je pomoci PCR amplifikovan amstné misto
mutace je ufeno analyzou sekvence nebo resgtrikanalyzou PCR produktu. (Salaet
Chodova, 2007)

3.11.5 Rezistence u chundelky metlice ( Apera spica-venti)

Prvni rezistentni biotypy u chundelky metlicgpera spica-ventibyly detekovany ve
Svycarsku v roce 1994 aéhecku vroce 1997 i isoproturonu (inhibitor PSII).
(Novéakovaet al, 2007) V roce 2002 byla v Polsku detekovana teace chundelky
metlice @pera spica-venfivici chlorsulfuronu (ALS inhibitor) a nasledv roce 2005
také v rgkolika populacich \CR. V roce 2005 byla v &inecku popsana rezistenci
sulfosulfuronu (ALS inhibitor). (Massat al, 2011) Dale byly v mecku popsany
rezistence &Ci inhibitoram ACC, v Polsku také vicenasobna rezistence K itanitm
ACC a zarove ALS. V poslednich letech se rezistencéiza objevovat i v sousednich
statech. (KoSnarovét al, 2014) Souhrnem temefici, Ze rezistence chundelky
metlice @pera spica ventibyla identifikovana v deviti zemich viz obrdzék5 a
celkem keitem tidam herbicid, inhibitoram PSII, ACC a ALS. Konkrétnidinné latky

v jednotlivych tidach herbicid jsou uvedeny v tabulag 2. Z hlediska rezistenceidi

-28-



ALS inhibitoram byly publikovanyétyti aminokyseliny, jejichz substituce souvisi se

vznikem rezistence viz tabulka3. [1]

Rezistentni populace
chundelky metlice v Evropé

Obrazek ¢.5: Vyskyt rezistentnich populaci chundelky metlicApéra spica-venti

v Evrope. Barvou jsou ozné&eny staty, u kterych byla tato rezistence detekav&R znai
Francii, DE Nemecko, DK Dansko, CHE Svycarsko, SE Svédsko, A Bsko, CZCeskou
republiku, PL Polsko, LT Litvu (upraveno dle (Mikalet Slavikova, 2008), [1])
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Tabulka €. 2: Seznam detekovanyclignych latek, ke kterym byla vyvinuta rezistence u

chundelky metliceApera spica-venfive s\¥té. [1]

Trida herbicidi Inhibitory ALS Inhibitory ACC  Inhibitory PSII
Rezistentni &inné iodosulfuron-methyl- fenoxaprop-P-
latky sodium ethyl isoproturon

chlorsulfuron

pinoxaden

mesosulfuron-methyl

pyroxsulam

sulfosulfuron

florasulam

flupyrsulfuron-methyl-
sodium

sulfometuron-methyl

procarbzone-sodium

Tabulka €. 3: Shrnuti moznych zaén aminokyselin zfisobenych mutaci v kodonech
pavodnich, souvisejicich se vznikem rezisten& kiznym ¥idam ALS inhibitofi u chundelky
metlice @pera spica-ventive s¥té. S znamena citlivy biotyp, N rezistence nedetekaya
detekovana mirna rezistence, R vysoka rezistend®. zi&i triazolopyrimidiny, SU
PTB IMI SCT

sulfonylaminokarbonyl-triazolinony.Cisla jsou standardizovana v souladu se sekvenci

sulfonylma:oviny, pyrimidinyl(thio)benzoéty, imidazaibny a

Arabidopsis thaliangupraveno dle [1])

Aminokyselina | Substituce| TP SU PTB IMI SCT
Alai,, Val N R N N S
Proqe; Thr r R N N r
Asn r R N N r
Ser N R N N r
Ala N R N N N
Argasz7 His R R N N R
Trpsza Leu R R N N R
Met N R N N N
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V prabé¢hu ¢ervna atervence 2013-2014 byly sbirany rostliny chudelkylice (Apera
spica vend ve fazi kw¥tu na polnich lokalithch kraje Vysma, Olomouckého a
Moravskoslezského kraje, viz tabulkad a¢. 5. Z kazdé polni lokality bylo nasbirano
celkem ti az gt jedinai liSicich se mistem 8hu v daném poli. Tito jedinci byli
uchovani ve forma herb&ovych polozek, poté vyuZziti k molekularni detekekistence
vaci ALS inhibitoram. K polnim lokalitam byla zazgana i gislusna pstovana

plodina.

Tabulka €. 4: Seznam herlfavych poloZzek chundelky metliceAera spica-venlikraje

Vysaéina
Cislo Obec nejbliz&i | Péstovana
lokality mistu skéru plodina Cisla herb&ovych polozek
1| Kozlov 0zima pSenice 1/1, 1/2, 1/3, 1/4, 1/5
2| Perknov ozimy jeémen 211, 212, 213, 2/4, 2/5
3| Havli¢kiv Brod |ozima pSenice |3/1, 3/2, 3/3, 3/4, 3/5
4| Vysoké Studnice| ozima pSenice |4/1, 4/2, 413, 4/4, 4/5
5| Zvonéjov ozima pSenice 5/1, 5/2, 5/3, 5/4, 5/5
6 | Jitkov 0zima pSenice 6/1, 6/2, 6/3, 6/4, 6/5
7| Piibyslav ozimy jeémen 711,712,713, 7/4, 7/5
8| Oudolen 0zima pSenice 8/1, 8/2, 8/3, 8/4, 8/5
9| Mala Losenice ozimy j€émen 9/1, 9/2, 9/3, 9/4, 9/5
10| Hurtova Lhota |ozima pSenice |10/1, 10/2, 10/3, 10/4, 10/5
11| Pohled ozimé pSenice |11/1,11/2,11/3,11/4, 11/5
12| Utin 0zima pSenice 12/1,12/2,12/3, 12/4, 12/
13| Vesely Zar ozima pSenice 13/1, 13/2, 13/3, 13/4, 13/b
14|Vadin 1 ozima pSenice |14/1, 14/2, 14/3, 14/4, 14/5
15| PapSikov 1 ozima pSenice |15/1, 15/2, 15/3, 15/4, 15/5
16| Knyk 0zima pSenice |16/1, 16/2, 16/3, 16/4, 16/5
17|0lesna 1 0zima pSenice 17/1,17/2,17/3, 17/4, 17/5
18| OlesSna 2 ozima pSenice |18/1, 18/2, 18/3, 18/4, 18/5
19| Chlum ozima pSenice |19/1, 19/2, 19/3, 19/4, 19/5
20| Lu¢ice ozimé pSenice | 20/1, 20/2, 20/3, 20/4, 20/5
21| PapSikov 2 ozima pSenice | 21/1, 21/2, 21/3, 21/4, 21/5
22| Okrouhlice ozimé pSenice |22/1, 22/2, 22/3, 2214, 22/5
23| Vadin 2 0zima pSenice 23/1, 23/2, 23/3, 23/4, 23(5
24| Heralec 0zima pSenice 24/1, 2412, 24/3, 24/4, 24(5
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Tabulka ¢.5: Seznam herlidvych poloZzek chundelky metliceAera spica-venyi
Olomouckého a Moravskoslezského kraje. VSechnylilgkavyjimkou lokalit¢é. 27, 28, 29, 30

pati do Olomouckého kraje.

Cislo Obec nejbliz&i | Péstovana
lokality mistu skéru plodina Cisla herb&ovych polozek
25| Dolany ozimarepka 25/1, 25/2, 25/3
Domasov nad
26| Byst¥ici ozima pSenice |26/1, 26/2, 26/3
27| Jakartovice ozima pSenice |27/1, 27/2,27/3
28| Hlavnice 0zima pSenice |28/1, 28/2, 28/3
29| Sadek 0zimé pSenice |29/1, 29/2, 29/3
30| Slavkov ozima pSenice |30/1, 30/2, 30/3
31| Sternberk ozima pSenice |31/1, 31/2, 31/3
32| Grygov ozima pSenice |32/1, 32/2, 32/3
33| Kozusany ozima pSenice | 33/1, 33/2, 33/3
34| Vrbétky ozima pSenice |34/1, 34/2, 34/3
35| Drzovice ozima pSenice |35/1, 35/2, 35/3
36| Mostkovice ozima pSenice |36/1, 36/2, 36/3
37| Vicov ozima pSenice |37/1, 37/2, 37/3
38| Stinava ozima pSenice |38/1, 38/2, 38/3
39| Protivanov 1 ozima pSenice |39/1, 39/2, 39/3
40| Protivanov 2 ozima pSenice |40/1, 40/2, 40/3
41| Viky Fovice ozima pSenice |41/1, 41/2, 41/3
42| Bludov ozimy jeémen 42/1, 4212, 42/3
43| Zabieh oziméa pSenice |43/1, 43/2, 43/3
44| Mohelnice ozima pSenice |44/1, 44/2, 44/3

4.2 Seznam pouzitych roztok G a médii

Roztoky:

2% CTAB: 2 g CTAB (hexadecyltrimethylamonium bromid); 4 m$®nol/dn? EDTA
(disodna 8l 10 ml 1 molAm TRIS
(trishydroxymethylaminomethan); 28 ml 5 mol/iiNaCl doplgno do objemu 100 ml

ethylendiaminteraoctové  kyseliny);
destilovanou vodou a nasledfiltrovano

1 mol/dm® TRIS 1,21 g TRIS do 10 ml destilované vody; pH 8; alé&we&vano

5x TBE pufr: 54 g TRIS-HCI; 27,5 g HB® 20 ml 0,5 mol/dMEDTA; 1 | destilované
vody; pH 8; filtrovano aizdno na 0,5x TBE

0,5 mol/dn?EDTA 1,86 g EDTA do 10 ml destilované vody; pH 8; aldwkvano
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Daldi chemikalie; 3 mol/dnt octan sodny; agaréza (elektroforetickd); izoprofano
chloroform : izoamylalkohol (po#n 24 : 1); 2-merkaptoethanol; 70% ethanol; Gel Red
Nucleic Acid Stain (Biotium, USA); primery pro PCRGeneri Biotech,Ceska
republika); destilovana voda

Komeréni kity: FastStart PCR Master (Rochegrkcko); 6x Gel Loading Buffer
(Takara,Japonsko); HyperLadder 100bp (Bioline, USB¢nElute PCR Clean-up Kit
(Sigma-Aldrich, USA)

4.3 Vybaveni laborato fe

Chlazena centrifuga 5804 R (Eppendorigniecko), centrifuga 5415R (Eppendorf,
Némecko), centrifuga 5415D (EppendorféNecko), minicentrifuga MCF 2360 (LMS,
Japonsko), Transilluminator UVT-20M (Herolab¢idecko) s digitalnim fotoaparatem
(Kodak EDAS 290), Termocycler TCXP, XP (Bio&iina), termoblok Mixing Block
MB-102 (Bioer, Cina), NanoDrop 1000, NanoDrop 2000, flowbox, digest
mikrovinna trouba, elektroforetickd aparatura, i€ka, mrazici box, magnetické
michadlo, analytické véhy, kadinky, odmé valce, PCR mikrozkumavky,
centrifug&ni zkumavky, sterilni Spky, davkovaci mikropipety, ochranné rukavice,
treci misky s tlooky, pinzety, parafilm, klasické a chladici stojankwyrobnik na

ledovou fist

4.4 Metody
4.4.1 |zolace DNA

Do treci misky byl vloZzen vzorek chundelky metlidgpgra spica-ventiv podol& dvou
stredrg velkych listi a nasledé byl pomoci tlodku rozdrcen na prachié@ci miska byla
vyplachnuta zafatym roztokem 1 ml2% CTAB a @ 2-merkaptoethanolu. Tento
roztok byl zaliat na 65 °C a vyplachnut Zeti misky spoléné s rozdrcenym prachem
do mikrozkumavky. Inkubovano 1,5 hodingi p5 °C v termobloku. Po inkubaci bylo k
roztoku gidano 60Qul smesi chloroformu a izoamylalkoholu (v pamu 24 : 1),
protrepano a nechano 5 min stat. Nastebiyl roztok 15 min centrifugovan v centrifuze
chlazené na 4 °C p 11 000 otékach/min. Horni vrstva byla odebrana do nové
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mikrozkumavky, pak se zopakoval posledni krok. Rmf® pridano 60ul 3 mol/dn?
octanu sodného a 5@0 izopropanolu. Sis byla pomalu promichanagyracenim a
inkubovana ges noc (pop minimalre 30 min) v mrazicim boxuipteplog —20 °C. Po
inkubaci byla provedena centrifugace 30 min v d¢&me chlazené na 4 °C
pii 11 000 otdk&ch/min. Jednim tahem byl slit supernatant a lk€esré DNA bylo
piidano 200ul 70% ethanolu z mraziciho boxu. Déale centrifugavdoez promichani
roztoku v centrifuze chlazené na 4 °& pl 000 otékach/min. Po centrifugaci byl slit
ethanol a srazena DNA byla rozptid ve 20Qul sterilni destilované vody. Byla
stanovena koncentrace DNA za pomotistipoje NanoDrop 1000 nebo NanoDrop
2000.Vzorky byly uchovany v mrazicim boxt peplo€ —20 °C a nasle@npouzity pro

polymerazovouetzovou reakci.

4.4.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Zredna genomicka DNA byla amplifikovana pomoci polynzenée iettzové reakce
(PCR) za poutziti specifickych primerPodminky pro PCR jsou zaznamenany v tabulce
¢.6 a7. V zavislosti na zkoumané oblasti getsibyla zvolena kombinace primer
ALS375for a ALS375rev, viz tabulk& 8. Tato kombinace nam umuafe detekovat

moznou substituci aminokyseliny na pozici 8fo

Tabulka €. 6: SloZeni PCR mixu pro jednu reakci

Reakéni slozky Objem [ul]
FastStart PCR Master(Roche, NNmecko) 12,5
Forward primer (Generi Biotech,Ceska republika) 0,5
Reverse primer(Generi Biotech,Ceska republika) 0,5
Sterilni destilovana voda 10,%
Genomickd DNA 1
Celkovy reakéni objem 25

Tabulka ¢&. 7: Casovy a teplotni profil PCR reakce (upraveno dlesaat al, 2011)

Pocet cykla | Faze Teplota Doba cyklu

1 Patateéni denaturace 94°C 3 min
Denaturace 94°C 30s

35 Hybridizace primeri 55°C 30s
ProdluZovéni primera 72°C 1 min

1 Konetné prodluzovani primera | 72°C 10 min
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Tabulka ¢. 8: Primery pouzité pro amplifikaci a sekvenaci ohlgsnuals slouZici k detekci

substituce aminokyseliny na pozici RxqMasseet al., 2011)

Gen Nazev primeru| Sekvence ve sgru 5'->3'
als ALS375for CGAGCCCCGCAAGGGCGCCGACAT
als ALS375rev GTGATGGAGCGGGTGACCTCTA

4.4.3 Elektroforéza

Uspssnost amplifikace PCR produikbyla hodnocena pomoci elektroforetické separace
v 1% agar6zovém gelu v prosti 0,5x TBE pufru. V mikrovinné trogtbyl postups
zahivan roztok 80 ml 0,5x TBE pufru s 0,8 g agarézydidy, nez doSlo k uplnému
rozpuséni agarozy. Do vzniklého 1% agarézového gelu byongrném vychladnuti
piidano 1,6ul barvy Gel Red Nucleic Acid Stain (Biotium, USAtera v zagrecné
fazi umoznila vizualizaci DNA. #praveny gel byl promichdn a nalit dadedem
piipravené elektroforetické vany geiinky. Po ztuhnuti gelu bylyébinky vyndany a
vana byla penesena do elektroforetické karky s 0,5x TBE roztokem tak, aby byl gel
zcela pongen. Pro odhad velikosti pozorovanych DNA fragnidogly do prvni jamky
pipetou naneseny d HyperLadderu 100bp (Bioline, USA). Na parafilmy smichan
1ul DNA se 4 pl destilované vody a syl nanaSeciho pufru Gel Loading Buffer
(Takara, Japonsko). fipravené vzorky byly pipetou naneseny do jamek.
Elektroforetickd aparatura bylafipojena ke zdroji a elektroforéza probihalé p
konstantnim nafti 100V po dobu 45 min. Po osuSeni gelu #enpseni do
Transilluminatoru UVT-20M (Herolab, &inecko) s digitalnim fotoaparatem (Kodak

EDAS 290) byla provedena vizualizace DNA a &day vysledky.

4.4.4 Purifikace PCR produkt 0, sekvenace
K rychlému pegisténi PCR amplifikénich produki byl pouzitGenElute PCR Clean-up Kit
(Sigma-Aldrich, USA). Purifikace probiha ¢kolika krocich.

1. Do stedu GenElute kolonky bylo pipetou naneseno [@OPtipravného roztoku
Column Preparation Solutioa centrifugovanoi 12 000 otdkach/min po dobu 30 s az
1 min. Eluat byl odstram. Tento krok maximalizuje navazani DNA n#&icitou

membranku GenElute kolonky.
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2. Do mikrozkumavky s 2@l PCR produktu bylo pipetou naneseno 1255x objem
PCR produktu) roztoku pro navazani DI&Mding solution Centrifugovano f

12 000 otékach/min po dobu 1 min. Eluat byl odsttan

3. Do kolonky bylo naneseno 5@0 promyvaciho roztokWash Solutiora nasledovala
centrifugace po dobu 1 minfipl2 000 otékach/min. Eluat byl slit. Pro odstrém
piebyt&ného ethanolu byla kolonka centrifugovana bez pouwiztoku @i stejnych
otatkach po dobu 2 min. Eluatetns zkumavky byl odstram.

4. Kolonka byla penesena do nové 2 ml zkumavky a pipetou bylo déor&dmlonky
naneseno 5Qul elu¢niho roztokuElution Solution Nasledovala inkubace po dobu 1 min
pii pokojové teplat a centrifugace po 1 minfip12 000 otdkach/min. Eluéat
piedstavoval fecisttny PCR amplifikéni produkt, pipraveny pro dalSi pouzitéi
uchovani v mrazicim boxuigteplott —20 °C.

Koncentrace DNA fecisttného PCR produktu byla zifena za pomoci ifstroje
NanoDrop 1000 nebo NanoDrop 2000. Vzorky bytipmaveny pro DNA sekvenovani
a to smichanim purifikovaného PCR produktu sfalese sekvertaim primerem, viz
tabulka ¢. 9. Kazdému amplifikovanémurggistétnému PCR produktu tak odpovidaji
dvé mikrozkumavky, jedna s primerem ALS375for a drihprimerem ALS375rev.
Vzorky proto byly pecislovany a nasle@nodeslany na sekvenovani firmou SEQme

s.r.o. v Dolisi, viz odkazhttp://www.segme.eu/

Tabulka €. 9: Priprava vzorku pro sekvenovani [6]

Templat Primer Celkovy objem

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

K molekularni detekci rezistence chundelky metl{@geera spica venti vaci ALS
inhibujicim herbicidm bylo nasbiranofit az gt jedinai rostliny chundelky metlice
(Apera spica ventina kazdé z 20 polnich lokalit Olomouckého krajg: lokalit
Moravskoslezského kraje a 24 lokalit kraje Wisa. Celkem tedy bylo k molekularni
analyze pouzito 195 herbarizovanych vZoApera spica ventiU kazdého vzorku byla
provedena izolace DNA z listu, wtginy vzorki se pod#lo vyizolavat DNA v dobré
kvalité. Owieni uspSnosti amplifikace PCR produktelektroforézou je ukazano na
obrazku¢. 6. Vyizolovand DNA byla pouzita pro sekvenacnfou SEQme s.r.o. v
Dobxisi.

Size (bp)

100

2713 2712 271 2613 2612 2611 2513 2512 2511 HyperLadder

Obrazek ¢.6: Owreni amplifikace PCR produkt elektroforetickou separaci, jako
molekularni marker byl pouzit HyperLadder 100bpo{Bie, USA).

K analyze sekvenci byl pouzit program Geneious 32606. Jednotlivé sekvence
byly do tohoto programu vioZeny ve formatu abl. ka&dé zadni (reverse) konci
sekvence byl vytvien reverzni komplement a porovnanisdmim (forward) koncem

sekvence tak, aby byla geneticka informgiah® prectena.
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Pomoci funkce ,Align/Assembly* byly ziskany sekvenzarovnané pod sebou
tak, Ze shodné baze genetického kdédu jsou na stejpgzicich, viz obrazek. 7.
Nasledovalo zagteni na jednotlivé nukleotidy kodonu kédujici amipsélinu Prqg-.

Celkem bylo detekovano sedm lokalit kraje V§isa s jedinci, jejichz DNA
obsahuje mutaci souvisejici se vznikem rezisteric¢e ALS inhibujicim herbicidm, a
dohromady 16 jedinc chundelky metlice Apera spica venti Mezi tyto lokality paiti
lokalita Zvorgjov, Vadin 1 a 2, PapSikov 1, Knyk, d&ice a Okrouhlice.
V Olomouckém kraji byly detekovangtyti lokality a celkem 6 jedinc chundelky
metlice @pera spica venti Lokality s jedinci, jejichz DNA obsahuje mutamuvisejici
se vznikem rezistence, jsou Bludov, Mohelnice, Mogice a Vicov.
V Moravskoslezském kraji byly potvrzeny @diokality s mutaci souvisejici se vznikem
rezistence, konkrétrlokalita Jakartovice a Slavkov s celkétgimi jedinci.

Souhrn lokalit kraj, v jejichZ polnich lokalithch byly sbirany vzoricphundelky
metlice @pera spica ventia nasledéi molekular detekovany, jsou zobrazeny na
piilozené mapce, viz obrazek 8 a 9. Zarowe byly cervert oznaeny lokality
s piitomnou mutaci v kodonu Pikp souvisejici se vznikem rezistence.

U herb&ovych poloZzek ¢.5/2 zlokality Zvosjov, 36/1, 36/2 z lokality
Mostkovice a 42/1 z lokality Bludov byl nalezen ymolorfismus v prvnim nukleotidu
kodonu Prey7, viz obrazeké. 7. Vzorky jsou v tomto lokuse heterozygotni. Saator
ozn&il v sekvenci s imym primerem smiSenou bazi M=cytosin/adenin. Kod@C
je ¢ten jako aminokyselina threonin. Substituce thneoria Prgy; souvisi se vznikem
rezistence rezistence k ALS inhibujicim herbicrd

U jedincec. 36/3 z lokality Mostkovice byl analyzovan polyrfismus v prvnich
dvou nukleotidech kodonu Rk, viz obrazeké. 7. Sekvenator ozgik v sekvenci
s @imym i zpgitnym primerem triplet MMC. MoZné kombinace tedyysAAC, CCC,
CAC nebo ACC. V gipact AAC je ¢tena aminokyselina asparagin, CCC prolin, CAC
histidin, ACC threonin. V fipact substituce asparaginen nebo threoninem by selgedna
o0 substituci souvisejici se vznikem rezistence.

U vzorki ¢. 14/1, 14/2, 14/3, 14/4, 14/5 z lokality Vadin 15/5 z lokality
PapSikov 1, 16/4, 16/5 z lokality Knyk, 20/1, 202®/3, 20/5 z lokality Lgice, 23/1,
23/2, 23/3, 23/4 zlokality Vadin 2, 27/1, 27/2,/27z lokality Jakartovice, 30/3
z lokality Slavkov, 37/3 z lokality Vicov a 44/2lakality Mohelnice byl detekovan
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polymorfismus prvniho nukleotidu v kodonu Ryo V sekvenci sfimym primerem
sekvenator ozr@d na pozici prvniho nukleotidu prolinu smiSenou zbaY=
cytosin/thymin, viz obrazek. 7. Kodon TCC jeiten jako aminokyselina serin, ktera
souvisi se vznikem rezistence k ALS inhibujicimbiadam.

U vSech ostatnich vzalikchundelky metliceApera spica ventikroms vzorku
¢. 24/1 byla aminokyselina prolin na pozici 197 kééoa tripletem CCC, viz vzorky
13/2 a 21/5 na obrazku7. U herb&ové polozkyc. 24/1 byl prolin uten tripletem
CCA.

[ 20 300
Shoda _G-G G-G_GGGG-Gé G ¢ D G G G R
Identita L . b 7
Vzorky . — N | - :
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5/2 G G CEsC GECCmACG M G IS G A : [eaed M
Il == == = —uff e e B e
A AL AN AAAAAAAAANAA VAN VAVA) aWaVal aVAVAVaVVLV LV AV AV VAT AV
13/2 GG G G666 66 & G G GG
=l '_'_‘_l— — _|_I '_I_’_,l— R i e S T+
£ W a AV M Sl L o M e 7 ]
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IRVAVAVAVAYAVAVAY f" AVAVAVAVAYAVAYAVAVAVAVAVAVAVAVAY ' VAYA! “VaVAY AVAV-VaVAVAVAVAYA mvAVAYAVAY
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Obrazek €. 7: Srovnani sekvenci DNA u vzark. 5/2, 13/2, 14/1, 16/4, 36/1, 36/3 a 21/5
pomoci funkce ,Align“ v programu Geneious Pro 5.@6rvert je ozn&ené oblast genals

souvisejici se vznikem rezistence - triplet amirsaiiyny Prqgs.
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Obréazek ¢. 9: Polni lokality kraje Vyseina. Cervert je ozn&ena lokalita s alespigiednim
jedincem chundelky metliceApera spica-ven)j u kterého byla analyzovana mutace v;iro

souvisejici se vznikem rezistena@&vALS inhibitoraim. Ostatni lokality zngeny zeles.
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6 Diskuse

Chundelka metlice Apera spica-venlije jednolety ozimy plevel p#ti do celedi
lipnicovité (Poaceag Jedna se o konkur&m velmi silny plevel, ktery dokazeipvyssi
hustot potl&it péstovanou plodinu. Roz&ni chundelky metliceApera spica-ventije
spojeno s gstovanim ozimych plodin. (Kneifelowt Mikulka, 2003) Ztraty zfsobuje
piedevsim v ozimé pSenici acfmeni. (Novakovaet al, 2005) Chundelka metlice
(Apera spica-venfise vyskytuje pravidethna vice nez 80 % ploch ozimé pSenice v
CR, na zbylych se vyskytuje nepravidelr{Jursiket al, 2001) Soukuget al. (2005)
uvadji, ze 31,6 % z dotazovanych zé&sict popisuje Skody ifp sklizni zpisobené
piitomnosti tohoto plevele. V poslednich letech dediR k zesilovani vyskytu ai&ni
Apera spica-ventive zng&né mfe k tomuto procesuigpily zmény v pestitelskych
systémech (Mikulkeet Kneifelova, 2004) Byl také zaznamenan vyskyt tensich
biotypt chundelky metlice Apera spica-venfivuci ALS inhibitoram. ALS inhibitory
jsou herbicidy pracujici na bazi inhibice &ivého enzymu acetolaktat syntazy
v rostlinné biosyntéze esencialnich aminokyselilinua leucinu, isoleucinu (Jursidt
al., 2010) a jsodiazeny mezi celogtové nejpouzivanSi. (Novakovéet al, 2007)

Od roku 2000 z#ly pribyvat pripady selhani herbicidni regulace chundelky
metlice @pera spicaventi) @i pouziti herbicidi na bazi inhibice acetolaktat syntazy.
Poprvé byla rezistence u chundelky metlickpdra spica-venti potvrzena uci
chlorsulfuronu v Polsku v roce 2002, nasketmké vCR v roce 2005 a ve stejném roce
v Némecku wi¢i sulfosulfuronu. (Massaet al, 2011) Postupn pribyvaly pripady
rezistence v dalSich zemich, dosud byla potvrze®azemich: Francii, Bmecku,
Dansku, Svycarsku, Svédsku, Rakouskeské republice, Polsku a v LitvZ hlediska
rezistence #¢i konkrétnim fidam ALS herbicid byla do dneSni doby ve &
prokdzana rezistencédi: sulfonylmaiovinam, sulfonylaminokarbonyl-triazoliném a
triazolopyrimidimim. K imidazolinoim a pyrimidinyl(thio)benzoém u chundelky
metlice Apera spica-ventizatim rezistence nebyla potvrzena. [1]

Prvni rezistentni populaceGR byly potvrzeny v roce 2005w chlorsulfuronu,
rezistence byla identifikovana metodou biologickébstu a testu aktivity acetolaktat
syntazy u 5 biotyp ze 40 lokalit (u nichz byla vipdchozich letech net&né regulace
chlorsulfuronem). (Novakovét al, 2006) V dalSi studii byla nalezena rezistencégi v

sulfusulfuronu a iodosulfuronu a také cross-renste k €Emto tem herbicidm
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souasre. V této studii byla vyuZita metoda biologické tesaktivity enzymu ALS a
polni experimenty. (Hamouzovét al, 2010) V letech 2010-2013 byl proveden
monitoring rezistencewi inhibitoram ALS u 173 populaci chundelky metlicpera
spica-venfi. Vzorky semen byly odebirany z poli, na kterycklybdlouhodok
pouzivany sulfonylméoviny. Kromg piechozich byla pomoci biologického testu
detekovana je&t cross-rezistence Kinné latce pyroxsulam a nizka rezistence
k isoproturonu. (KoSnarowet al, 2014) V roce 2013 byla publikovana studie, verét
byly potvrzeny rezistentni biotypyawi sulfometuron-methylu. (Hamouzova et al.,
2014) Souhrnem fiZeme fici, ze vCR je znama rezistence kianym latkam:
chlorsulfuron, iodosulfuron-methyl-sodium, isopnan, mesosulfuron-methyl,
pyroxsulam a sulfosulfuron, ime se vyskytovat jeStkiizova rezistence k dalSim
herbcidim ze skupiny inhibitar ALS a PSIl. VCR byly rezistentni biotypy chundelky
metlice @pera spica-ventipotvrzeny v porostech obilovinfgdevsim v ozimé pSenici.
[1] V souvislosti s vySe uvedenym byly v této diplové praci az nadkolik vyjimek
rostliny chundelky metliceXpera spica-ventisbirany na polich s ozimou pSenici.

Rezistence &i herbicidu je vZdy spojena s otazkou, jaky typisence se u
daného plevele vyvinul. Rezistenceuim byt zfgisobena zrnou v mist GCinku
herbicidu (target-site rezistence) nebo jinym medraem, nap zvySenou
metabolickou detoxikaci herbicidu (nontarget-sigzistence). Principem target-site
rezistence je modifikace vazebného mista herbicihisobena mutaci v genu
inhibovaného enzymu. (Novakoeéal, 2007)

V posledni dob zalinaji mit v herbologii stale &Si uplaténi molekularg-
genetické detalni metody, jez spidvaji v gimém dikazu sekvence DNA kodujici
zmeénu v pdadi aminokyselin¢gimz jde i o znénu vazebného mista. (Novakogtal,
2007) Gen enzymu AL®yl sekvenovan dady tiznych pleveil. (Massaet al, 2011)

V souvislosti s probléemem vyskytu rezistentnichtypé chundelky metlice Apera
spica-vend se rkolik automti zatalo zabyvat detekci mutaci v gemls u tohoto
plevele.

Vroce 2011 byla publikovana studie zabyvajici dentifikaci molekularniho
pozadi rezistence u chundelky metlié&hALS inhibitoram v Polsku. Cilem této studie
bylo pritazeni jednotlivych mutaci k odolnostiidr specifickym herbicidm a stupg

propijcené rezistence. Autioidentifikovali rezistentni jedinceti nékterym Einnym
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latkhm ze skupiny ALS inhibitér pomoci biologického testu a naslédprovedIi
molekularni analyzu. Amplifikace metodou PCR a sslaceals domén (kodony 122,
197, 205, 574, 653 a 654) prokaz&ktné jednonukleotidové polymorfismy. Aiiito
analyzovali substituci serinu, nebo threoninu za;fra zangénu valinu za Alap,.
Substituce valinu za alanin na pozici 122 byla péphlaSena v této studii a byla
spojena s rezistencia® chlorsulfuronu a mesosulfuronu + iodosulfuronwb$tituce
serinu, nebo threoninu za Rgpdokazovala silnou rezistencii& chlorsulfuronu,
sulfosulfuronu, mesosulfuronu + iodosulfuronu agarzone-sodiu. Na druhou stranu
ne vSechny rostliny, které ig¥ily oSeteni herbicidem, vykazovaly mutace ve
studovanych doménach. (Krysiakal, 2011)

Ve stejném roce byla publikovana studie s ndzvengéfssite rezistence k ALS
inhibujicim herbicidm v populacichApera spica-ventzpisobena dokumentovanymi i
diive neznamymi mutacemi. Populace pouzité k tesioy@chazely z poli, kde
v minulych letech fezily oSeteni ALS inhibujicimi herbicidy. V této studii bylo
testovano 72 populaci. Spojenim metody biologicktédstu a molekulaggenetické
analyzy byla odhalena mutace Thr na pozicifrerdmci 67 populaci, mutace Leu na
Trps74 u dvou populaci, mutace Asn na Rrai dvou populaci. Vysledky sekvenovani
potvrzené biologickym testem ukazaly dosud nehl@$enutaci Asn na Pig; a mutaci
His na Arg;7. Zapojeni &hto mutaci do target-site rezistence bylo potvozea
z&klad vysledki sekvenovani celého gemls a analyzy aktivity enzymu ALS, ktera
ukazala vyznamné snizeni inhibice enzymu ve srdvsaitlivym biotypem. Tato
studie jako prvni zdokumentovala kompletni gésiu Apera spica-ventiv GenBance
nalezneme pod HM458301.1 (citlivy biotyp). (Mas$al, 2011)

Vroce 2014 byla publikovana studie zabyvajici sechanismem rezistence
k ALS inhibitorim u chundelky metliceApera spica-ventiv CR. Cilem této studie
byla detekce molekularni baze a obgadgnmechanismu rezistence u populaci s
rozdilnym stupm rezistence. Rezistentni jedinci chundelky metijépera spica-
vent) byli sbirdni na polich s ozimou p3enici, na ktérgelhala herbicidni regulace za
pouziti sulfonylm@ovin. Nejprve byly identifikovany rezistentni bigy Wwici
sulfometuron-methylu pomoci biologického testu. INdst sekvenovani fragmeint
(obsahujici dive identifikované rezistencifgazujici mutace) genals rezistentnich

biotypii vedlo k identifikacictyi mutaci, konkrétt v kodonu aminokyselin Prey a
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Trps7s. Na pozici 197 doSlo ke zm¢ pavodni aminokyseliny prolima alanin a ke
zmeéné na threonin. Na pozici Tgp, byla detekovana, dosud u zZadného rostlinného
druhu nehladSenda, substituce methioninem. \&Sine pripadi byva tryprofan
substituovan leucinem, tato mutace byla také vdiisprokazéna. V této studii byl
sekvenovan kompletni geals citlivého jedince Apera spica-ventia vloZzen do
GenBanky jako JN646110.1K urceni proporce target-site rezistentnich jedinc
v populaci byla pouzita restiiki analyza. V populaci lokality Dynin bylo analyZzmo
65 % rezistentnich heterozygoa 2 % rezistentnich homozygot Prog;. V populaci
lokality Lomnice byli potvrzeni pouze rezistentndrhozygoti. Dale bylo prokazano
VEtSi  procento rezistentnich jedincve vSech lokalitach, nez bylo detekovano
rezistentnich genotyp coz indukuje fitomnost jest dalSiho mechanismu rezistence
krom¢ target-site rezistence. (Hamouzova et al., 2014)

Shrnutim vySe uvedenych studiiibeme uvést, Ze do dnesni doby byly vét&sy
detekovanyctyti aminokyseliny spojené se vznikem ALS rezistencApera spica
venti Jedna se o aminokyseliny Ada Progs Args7z a Trpsza Mutaci zisobena
substituce aminokyselin Val za Alg, His za Args7, Leu nebo Met za Tgp,, ¢i Thr,
Asn, Ser nebo Ala za P souvisi se vznikem rezistence k ALS inhibujicim
herbicichm u chundelky metliceApera spica venti [1]

PredloZzena diplomova prace se zdmje na princip monitorovaniffgomnosti
rezistentnich jedinc chundelky metlice Apera spica ventivaci ALS inhibitoram
na zengdélskych lokalitdch pouZzitim molekulatrtgenetickych metod. K molekularni
detekci target-site rezistence byli shrom#uidedinci rostliny chudelky metliceApera
spica venli z polnich lokalit Olomouckeho, Moravskoslezskeh@raje Vysoina. U
kazdého vzorku byla provedena izolace DNA z listmplifikace oblasti genwals
obsahujici Prey7, sekvenace a bioinformaticka analyza.

Dale jsou porovnany vysledky diplomové prace s vysedenymi studiemi,
zabyvajicimi se molekularni detekci rezistenceétd tliplomové praci byly detekovany
substituce threonin a serin na pozici Bf®spojené se vznikem rezistence chundelky
metlice Apera spica ventivaci ALS inhibitorim. Negasgji nalezena substituce serin
za prolin na pozici 197 byla detekovana u 22 jediffwito substituci potvrzuji Krysiak
et al. (2011), v polské studii publikované v roce 201XKojasubstituci souvisejici se

vznikem rezistence. Substituce serinu je spojeadntibrnational Survey of Herbicide-
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Resistant Weeds se vznikem rezistence udi sulfonylmaiovindAm nebo
sulfonylaminokarbonyl-triazolinaim. [1] Substituce threoninem byla molekukarn
prokazana wtyi jedinai chundelky metlice Apera spica-ven)i Tuto mutaci uvagi
také Hamouzovét al. (2014). Substituce threoninu je spojenaldkernational Survey
of Herbicide-Resistant Weeds® vznikem rezistenceusi sulfonylmaiovinAm nebo
sulfonylaminokarbonyl-triazolinaim nebo triazolopyrimidiam. [1] Hamouzovéet al.
(2014) uvadji veétSinu rezistentnich biotyp chundelky metlice Apera spica-venti
homozygotnich na pozici Prg. V této diplomové praci byli vSichni analyzovani
jedinci s mutaci na Prg; heterozygoti. Vysledky studie autoMassaet al. (2011)
potvrzuji ¢asty vyskyt mutace Thr na Rge v target-site rezistenci u popula&pera
spica-venti atkoliv u ostatnich plevelnych drihse ¢asgji objevuje mutace Ser za
Proig7z. Porovname-li tyto vysledky s vysledky diplomov@ge, zjistime, Ze v této praci
byla ¢astji detekovana mutace Ser za RroTento rozdil mMize byt z@soben malym
poctem hodnocenych jedidcDilezité je také zminit moznost vicenasobnych reacste
podmiiujicich zandn aminokyselin v ALS enzymu. Hamouzogaal. (2014) uvadji,
Ze byli identifikovani jedinci se zaroiedvéma rozdilnymi rezistentnimi alelami,
konkrétré na pozici Prey; a zarové na Trgzs Vzhledem k vybrané oblasti gerls
obsahujici kodon pro aminokyselinu R¥xo ktera byla v této diplomové praci
sekvenovana a analyzovana, nemohla byt prokazaftammost zarové dvou
rezistentnich alel. Zajimavé by bylo sekvenovatasblgenuals v SirSim rozsahu a
zkoumat tak moznosfrifpomnosti zarovie vice mutaci spojenych s rezistenci.

Porovnanim mapy vyskytu chundelky metlidgpéra spica-ven}iv CR v 0zimé
pSenici z roku 2005 (Soukugt al, 2005) s polnimi lokalitami (s ozimou pSenici)otét
diplomové prace byl zaznamenan vyskyt chundelkylioeefApera spica-ventinavic
v okoli Olomouce a Z&khu. V této diplomové praci byly potvrzeny édiokality
s rezistenci v Moravskoslezském kraji v blizkogtie®y. Jedna se o lokalitu Jakartovice
a Slavkov. V souvislosti s potvrzenymi rezistentnbiotypy v Polsku by mohla byt
predmitem dal3i studie moznostdi rezistentnich populaci dtR a jejich vzajemna
piibuznost.

Molekularrg-genetické metody se v porovnani s metodou biokédio testu pro
monitorovani rezistentnich populaci na polnich litkeh jevi jakocasow vyhodrgjsi.

(Novéakovaet al, 2006) Izolace rostlinné DNA iie byt provedena ze zelené hmoty
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plevelnych rostlin identifikovanych na poli meziodinou. Gen zodpa@dny za
rezistenci k utittmu typu herbicidu rize byt pomoci PCR amplifikovan a misto
mutace wteno analyzou sekvence nebo regtrikanalyzou. Metoda biologického testu
je prostoro¥ a ¢caso¥ naranéjsi, je feba pditat s dormanci semenjstem sazenic,
aplikaci herbicidu a hodnocenim vyslédKMikulka et Slavikové, 2008) Na z&klad
genetickych analyz fite zengdélec velmi rychle uplatnit spravné postupy ochrany

rostlin v ramci jeho zeguélské cinnosti.
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7 Zaver

V této diplomové préci byl v teoretick@sti shrnut sotasny staweSené problematiky.
V praktickécasti byl metodicky zvladnut princip monitorovartitpmnosti rezistentnich
jedinai chundelky metliceApera spica ventivaéi ALS inhibitoram na zemdélskych
lokalitAch pouzitim molekularnich metod. Monitoringezistentnich jedinic byl
proveden na polich v lokalithch Olomouckého, Mokastezského kraje a kraje
Vysocina. Na zaklad sekvewnich dat byly analyzovanyippomné mutace v kodonu
aminokyseliny Prg; souvisejici se vznikem rezistenceaicv ALS inhibitoram.
Konkrétre byly potvrzeny mutaci Zgobené substituce aminokyselin serin a threonin
za aminokyselinu Prg;. Tyto mutace jsou dle publikovanych studii spojeayznikem
rezistence #i ALS inhibitoram. Substituce serinu za Rgp byla detekovana u 22
jedinai, substituce threoninu u 4 jedinachundelky metlice Apera spica venli
Souhrnem bylo detekovano sedm lokalit kraje \tysa, ¢tyti lokality Olomouckého
kraje a d¢ lokality Moravskoslezského kraje s jedinci, jegcBDNA obsahuje mutaci
souvisejici se vznikem rezistena&vALS inhibitoram.

Metodika by mohla byt dale roz8ha ve smyslu &Siho mnozZstvi vzork
odebranych z dané lokality a zapojeninapetody biologického testu, diky kterému by
doSlo k owieni rezistence i konkrétnim @innym latkhm ALS herbicidl
Sekvenovani by mohlo byt z&meno nejen na doménu Rgp ale i na dalSi domény
potvrzené v publikovanych studiich. Mohl by tak bfidovan vliv pitomnosti zarove
dvou a vice rezistenci podimnijicich substituci na rezistenaidr konkrétnim @innym
latkam. Déle by mohla byt metodika razsiana ve srru nalezeni vhodnych marker
pro rezistenci tak, aby byla snadno pouZzitelndaxpiednak pro monitoring rezistence

tak pro nasledné uplatni spravnych postupochrany rostlin.
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8 Seznam pouzitych zkratek

ACC
AHAS
ALS
CTAB
CTP
DNA
EDTA
EPSPS
EWRS
GMO
HRAC
IMI
PCR
PSII
PTB
SCT
su

=
TRIS
WSSA

acetyl koenzym A karboxylaza
acetohydroxyacid syntaza

acetolaktat syntaza
cetyltrimethylamonium bromid
chloroplastovy tranzitni peptid
deoxyribonukleova kyselina

disodné 8l ethylendiaminteraoctové kyseliny
5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntaza
European Weed Research Society
geneticky modifikované organizmy
Herbicide Resistance Action Committee
imidazolinony
polymerazovéetzcova reakce
fotosystém Il

pyrimidinyl(thio)benzoaty
sulfonylaminokarbonyl-triazolinony
sulfonylmaioviny

triazolopyrimidiny
trishydroxymethylaminomethan

Weed Science Society of America
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