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CiL METODIKY

Metodika si klade za cil charakterizovat nejvyznamnéjsi plevelné druhy s herbicidni
rezistenci, popsat postupy monitoringu a mapovani rezistence a metody detekce rezistence
k herbiciddm rdznych mechanism( ucinku. Na zdkladé monitoringu jsou zpracovany Udaje o
frekvenci a intenzité rezistence u populaci sledovanych plevell a navrZen integrovany systém
regulace, ktery umozni dlouhodobé udrZeni Urovné jejich vyskytu v porostech polnich plodin
na hospodarsky akceptovatelné Urovni a bude plnit i funkci prevence proti vzniku herbicidni
rezistence. Metodika je uréena zejména pro pracovniky ve statnich institucich v jejichz gesci je
registrace a pouzivani pripravkll na ochranu rostlin, pro zemédélce, zemédélské poradce,
podniky zemédélskych sluzeb, ale i dalsi odborniky zabyvajici se regulaci plevel(.

1. VLASTNI POPIS METODIKY

1.1. Herbicidni rezistence jako evolucni jev

Herbicidni rezistence je podobné jako u jinych pfipravkl na ochranu rostlin evoluéni
jev, ktery vznika vlivem dlouhodobého selekéniho tlaku vytvareného aplikaci herbicidu na
plvodné prevazné citlivou populaci plevele. V kazdé populaci se vyskytuji jedinci s rliznou
mirou citlivosti k herbicidu, véetné velmi malého poctu jedincl (napf. jedna rostlina z milionu),
kteti jsou k herbicidu v disledku genetické zmény vysoce odolni — rezistentni. Citlivéjsi ¢ast
populace je v prabéhu let aplikaci herbicidu postupné potlacovana a v populaci zacne
pfevaZovat potomstvo rezistentnich jedincd. Z divodu vysokého reprodukéniho potencidlu
plevell péstitel zpozoruje vyskyt rezistence na pozemku casto z roku na rok, kdyz vyskyt
plevele prekroli pro néj akceptovatelnou miru, ackoliv selekéni proces probihal jiz roky
predtim. Z pohledu péstitele ma tedy rezistence hospodaisky vyznam az tehdy, pokud se
vyskyt rezistentnich jedincl zvysi natolik, Ze prekroci prah skodlivosti. Pfi pouZivani herbicid(
se v podstaté jevu herbicidni rezistence vyvarovat nelze. Prostfednictvim antirezistentnich
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jejich prevladnuti a hospodarskou skodlivost.

1.2. Hlavni typy a mechanismy rezistence

Herbicidy hubi plevele narusenim jejich zakladnich fyziologickych nebo biochemickych
procesu, obvykle prostrednictvim specifické interakce a nasledné inhibice jednoho nebo vice
enzymU, které katalyzuji nékterou z reakci pri biosyntéze organickych sloucenin -
aminokyselin, karotenoidd, lipidd apod. Nasledné vsak mlze dochazet k druhotnym projeviim
na mistech, kde jsou dané slouceniny zapotrebi v navazujicich biochemickych procesech ¢ijako
stavebni jednotky bunécnych organel.
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1.2.1. Rezistence v misté ucinku (angl. target-site resistance)

Rezistence v misté ucinku vznika v disledku zmény vazebného mista herbicidu nebo
nadprodukce cilového enzymu. Mechanismus rezistence v misté ucinku je obvykle spojovan
se zamezenim efektivniho navazani herbicidu na cilové misto z divodu strukturalni zmény
vazebného mista (Tharayil-Santhakumar, 2003). Cilovym mistem jsou obvykle enzymy,
proteiny nebo jejich komponenty, se kterymi se herbicidy vazi a tim narusuiji jejich katalytickou
funkci. Pocet mist Ucinku se pohybuje pro v soucasné dobé pouzivané herbicidy mezi 15-20



(Cobb, Kirkwood, 2000). Pficinou zmény vazebného mista byva bodova mutace genu, ktery
kdéduje pro enzym, na kterym by se herbicid normalné navazal. Zdména poradi aminokyselin
v primarni struktufe cilového proteinu zplsobena bodovou mutaci umozni enzymu jeho
normalni funkci i za pfitomnosti herbicidu (Preston, Malory-Smith, 2001). Tyto zmény jiz byly
popsany u vétsiny vyznamnych mist uc¢inku herbicidd — D1 proteinu, acetolaktatsyntdzy (ALS),
acetyl-koenzym A karboxyldzy (ACCasy), 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntazy (EPSPS) a
dalSich (Devine, Shukla, 2000).

Rezistence v misté ucinku muze byt dale zplsobena polymorfismem cilovych enzymu
herbicid. Polymorfni molekuldrni formy enzym (isozymy) jsou enzymy katalyzujici stejnou
reakci, ale liSici se sekvenci a slozenim aminokyselin. Variabilita metabolické aktivity je
zpUsobena pritomnosti nékolika typ( alel nebo i genl pro danou skupinu enzymu. V populaci
se tak vyskytuji alely, u jejichz nositelll mizeme predpokladat rdzné rychly metabolismus
substratu daného enzymu, nebo riznou afinitu k herbicidu a tim i rozdilny efekt aplikovaného
herbicidu.

Dalsi pricinou rezistence v misté ucinku mulze byt nadprodukce cilového enzymu, na
ktery ma herbicid plsobit. Enzym je produkovan v pletivech rezistentniho jedince v takové
mife, Ze herbicid aplikovany v normalni ddvce nepostacuje k zablokovani veSkerého mnozstvi
enzymu. PFi¢inou nadprodukce enzymu byva vétsi pocet kopii genu kddujiciho cilovy enzym
nebo jeho zvySend exprese. ZvySena exprese genu muze byt zplsobena riznymi mechanismy.
Ke zvysené expresi nékterych genl nebo i ke zvySeni vyskytu mutaci zakladajicich rezistenci
muZe dochazet i v disledku stresu (Gressel, 2011).

1.2.2. Geneticky zaklad rezistence

Na zadkladé genetickych studii bylo zjiSténo, Ze rezistence v misté ucinku je obvykle
zaloZzena na jednom jaderném genu, jehoz rezistentni alely vykazuji vysoky stuperi dominance.
Nicméné dédi¢né vlastnosti mohou byt zaloZzeny rlizné:

— Uplnd dominance alel,

—neuplnd dominance alel,

— recesivita alel,

—nejaderna, materska dédi¢nost chloroplastové DNA,
— polygenné zaloZena dédicnost.

Stupenn dominance rezistentnich gen( je obzvlasté dulezity u cizosprasnych druh,
nebot plné recesivni geny se v heterozygotnich jedincich redi. Naopak stupernt dominance ma
jen maly vyznam pro vyvoj rezistence u druhu, které jsou obligdtné samosprasné, protoze mezi
potomstvem rezistentniho jedince jsou vidy homozygoti nesouci gen rezistence.

Je-lirezistence kédovéana recesivnimi alelami, trvd obvykle velmi dlouho, nez se ¢etnost
alel v populaci dostane na takovou Uroven, aby se rezistence projevila. Je-li naopak rezistence
kddovana dominantnimi alelami, je Sifeni rezistentni populace vyrazné rychlejsi. Rezistence
plevell k triazinovym neni kddovana chromozomalni DNA, ale nejadernou DNA, kterd je v
chloroplastech bunék materské rostliny. Z toho plyne, Ze gen rezistence se nemUzZe prenaset
pylem, ale semena vznikld na rezistentni rostliné produkuji vidy rezistentni jedince.
Predpoklada se, Ze vysoké davky herbicidli podporuji selekci populaci s rezistenci v misté



ucinku, ktera je zaloZena monogenné a byva silnéjsi. Naopak nizké davky herbicid( nebo
herbicidy s nizsi Ucinnosti podporuji vznik polygenné zaloZené typy rezistence, jako je
rezistence metabolicka (Vila-Aiub, Ghersa, 2005; Neve, Powles, 2005).

1.2.3. Rezistence mimo misto Ucinku (angl. non-target site resistance)

Podstatou rezistence mimo misto Uclinku je nedosazeni mista Ucinku takovou
koncentraci herbicidu, aby mohlo dojit k inhibici cilového enzymu. K tomu muze dojit nékolika
zpUsoby. Jednou z pfi¢in mizZe byt snizeny ptijem, kdy rezistentni rostlina herbicid pftijima
v nedostatecném mnozZstvi napf. diky morfologickym zméndam na povrchu listl, jako je
nadprodukce voskd, trichomy, apod. (Tharayil-Santhakumar, 2003).

Castou pFi¢inou rezistence mimo misto G¢inku je nedostateénd translokace herbicidu,
pfipadné jeho pfemisténi a uloZeni na misto, odkud nemuZe Ucinkovat (Heap, LeBaron, 2001).

NejcastéjsSim druhem rezistence mimo misto Uclinku je zvySeny metabolismus —
detoxikace prostfednictvim oxidace, redukce, nebo hydrolyzy s naslednou konjugaci
metabolitl. Herbicid je v téchto biochemickych reakcich odbouran dfive, nez dosdhne mista
Ucinku (Yuan et al., 2006). Schopnost deaktivovat herbicid ma rostlina diky detoxikacnim
enzymum, jejichZz zvySend aktivita zplsobuje rychlé snizeni koncentrace herbicidu v burice.
Nejvyznamnéjsim z nich je enzymaticky komplex cytochrom P450 monoxygenaza (CYP450) se
Sirokou substratovou specifitou, kterd dokaze v prvni detoxikaéni fazi schopnost oxidovat
velké mnoiZstvi cizorodych latek. Z herbicidd jsou to napt. sulfonylmocoviny,
aryloxyfenoxypropionaty a triaziny (Mallory-Smith, Namuth, 2010). Sirokd substratova
specifita CYP450 je zplUsobena znac¢nym strukturdlnim polymorfismem enzymu, ktery je dan
¢astymi mutacemi genu pro CYP450 (Yun, 2005). ZvySena metabolizace herbicidd zplsobena
aktivitou tohoto enzymu jiz byla popsdna jako pfic¢ina stojici za vznikem rezistence
k inhibitordm ACCazy, ALS a PS Il u fady travovitych plevell (Tharayil-Santhakumar, 2003). Ve
druhé fazi detoxikace dochazi ke konjugaci velkych hydrofilnich molekul s metabolity.
Dulezitym enzymem v této fazi je glutathion-S-transferaza (GST), ktera katalyzuje konjugaci
glutathionu s rdznymi substraty za vzniku glutathionového konjugatu, ktery je nasledné
transportovan do vakuol. GST se ucastni vzniku fady rlznych sekundarnich metabolitli a
umoziuje detoxifikovat Sirokou $kalu chemickych latek. DalSim vyznamnym enzymem, ktery
se Ucastnifaze Il je O-glykosyltransferaza (OGT), kterd ma podobnou funkci jako GST. Treti faze
detoxikace zahrnuje transport konjugovanych molekul do vakuol nebo mimobunécnych
prostor aktivnim transportem, na némz se nejcastéji podileji ABC prenasece (Bartholomew,
2003). Ve ctvrté fazi dochazi k dalSim degradacim konjugovanych molekul ve vakuoldch a
mimobunéénych prostorach. Ve vakuoldch napf. dochazi k odstépeni peptidl za vzniku
cysteinu, ktery mize byt vyuZit jako substrat pro tvorbu dalSich aminokyselin (Yuan et al.,
2006).

1.2.4. Krizova a vicenasobna rezistence (angl. cross resp. multiple resistance).

Pomérné velkym problémem jsou z pohledu hubeni rezistentnich populaci pleveld
krizova a vicendsobnd rezistence. U kfiZzové rezistence je populace, u niz byla vyvolana
rezistence dlouhodobym pouzivanim jedné ucinné latky herbicidu, rezistentni také vici dalsSim
ucinnym latkam se stejnym mechanismem ucinku. Mnohondsobna i vicendsobna rezistence
je pripad, kdy vznikne soucasné rezistence ke dvéma nebo vice ucinnym latkdm s rldznym
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mechanizmem ucinku (Obr. 1). Tyto populace jsou pak rezistentni vici Sirokému spektru
herbicidnich pfipravk( a ochrana proti nim je velmi komplikovana.

Weed Species Resistance to Multiple Herbicide Sites of Action

Number of Sites of Action
0 5 10 15

Lolium rigidurn | 14
Echinochloa crus-galli var. crus-galli |G 10
Poaannua |GG ©
Eleusine indica —g

Lolium perenne ssp. multiflorum — 8
N

Alopecurus myosuroides

Amaranthus paimeri _ 7
Amaranthus tuberculatus (=A. rudis) _ 7
Avena fatua | 7
Echinochloa colona T 7
Amaranthus hybridus (syn: quitensis) _ 6
Conyza sumaotrensis ‘_ 6

Amaranthus retroflexus — 5
A S

Ambrosia artemisiifolia

Conyza canadensis | 5

Dr. lno Heap, WeedScience.org 2019

Obr. 1: Ptipady vybranych pleveld svicendsobnou rezistenci (Zdroj: Heap,
www.weedscience.org)

1.3. Vyznamné pripady herbicidni rezistence ve svété a v CR
1.3.1. Situace ve svété

Doposud byly popsany ptipady herbicidni rezistence ve vice nez 70 zemich svéta v 93
plodinach. Do zafi roku 2020 bylo celosvétové popsano 514 unikatnich pfipadd herbicidni
rezistence (minéno plevelny druh x mechanismus ucinku), u262 druhl, ztoho 152
dvoudéloznych a 110 jednodéloznych. Rezistence byla potvrzena k23 z26 znamych
mechanismud ucinku pripravkl (Tab. 1) a 167 rliznym herbiciddm (www.weedscience.org).
Nejvice popsanych pripadld herbicidni rezistence bylo zjisténo v USA (165), Australii (93),
Kanadé (68) a Francii (55). Velmi zavaznymi rezistentnimi druhy v Severni Americe jsou
laskavec PalmerGv (Amaranthus palmeri) a laskavec tamaryskovy (Amaranthus tuberculatus).
V nékterych statech USA byly u téchto druhl detekovany vicenasobné rezistence, napfr. v
Kansasu byla zjisténa rezistence u populace laskavce Palmerova dokonce jiz k péti riznym
mechanismim ucinku herbicidl. Laskavce maji vzhledem k vysoké reprodukéni schopnosti a
poctu genetickych kombinaci velky potencidl ke vzniku a rychlému narlstu rezistentnich
populaci. Dlouha Zivotnost semen navic témér znemoznuje regulaci téchto populaci. Mezi
dalsi problematické dvoudélozné plevele s rezistenci zejména k ALS a PSll inhibitordm v téchto
oblastech dale patfi bytel metlaty (Kochia scoparia) a turanka kanadska (Conyza canadiensis),
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z jednodéloznych pak Cini potize hlavné jezatky (Echinochloa spp.), jilek tuhy (Lolium rigidum),
béry (Setaria spp.) a jilek vytrvaly (Lolium perenne). P¥iblizné do 90. let minulého stoleti se
problematika herbicidni rezistence tykala pouze rozvinutych zemi. V poslednich dvou
desetiletich dosSlo kvyraznym zménam ve zplsobu hospodareni smérem k vyrazné
intenzifikaci v rozvijejicich se zemich, coz se ndsledné promitlo i do vyskytu rezistentnich
Brazilii i dalSich statech. Co se tyka plodin, ve kterych nejcastéji nalézame rezistentni plevelné
druhy, jsou na prvnich mistech ve statistice pSenice, kukufice, séja a ryze. To jisté neni
prekvapivé, vzhledem k tomu, Ze tyto plodiny zaujimaji nejvétsi osevni plochy celosvétové a
regulace plevell je feSena primdarné herbicidné. Dalsi stanovisté, na kterych casto byly
zaznamenany rezistentni biotypy, jsou okraje komunikaci a ovocné sady. Pfi¢inou je omezeny
sortiment pouzivanych herbicidd a nékolikrdt za sezénu opakované aplikace stejnych
herbicid(, predevsim glyfosatu, coz vytvari vysoky selekéni tlak.

Tab. 1: Mechanismy ucinku herbicidl celosvétové nejvice postizené herbicidni rezistenci

# | Mechanismus ucinku | HRAC | Pfiklad ucinné latky Dvoudélozné | Jednodélozné | Celkem
ALS inhibitory B chlorsulfuron 101 64 165
Inhibitory c1 _ 51 23 74
fotosystému Il atrazine
Inhibitory ACCazy A sethoxydim 0 48 48
Inh|b'|tory EPSP G 24 93 a7
syntazy glyphosate
Syntetické auxiny 0] 2,4-D 33 8 41
|I’lh|b|t0ry PSI D paraquat 22 10 32
Inh|bI|tory . PS Il o 1 18 29
(uredzy, amidy) chlorotoluron
PPO inhibitory E oxyfluorfen 10 3 13

Zdroj: (Heap, www.weedscience.org)

1.3.2. Situace v Evropé

Z hlediska evropského zemédélstvi patfi mezi nejvyznamnéjsi rezistentni plevele
psarka polni (Alopecurus myosuroides), jilky (Lolium spp.), jezatky (Echinochloa spp.) a turanka
kanadska (Conyza canadensis). Odhaduje se, Ze psarka polni se v EU vyskytuje na 9 milionech
hektard a polovina téchto populaci je rezistentni, ve Velké Britanii a Francii je toto procento
dokonce jesté vysSi — 80 % a psarka polni se zde stava obtizné reSitelnym problémem
(Petersen, Rosenhauer, 2014). Vyjimecné nejsou u psarky polni vyskyty rezistentnich populaci
k nékolika mechanismim ucinku herbicidd (Heap, 2020) viz dale. V mnoha evropskych statech
(Némecko, Spanélsko, Dansko, Itdlie) patfi k nejvyznamnéjsim pleveldm jilky. V prizkumu
provedeném ve Spojeném kralovstvi bylo prokadzano, Zze 70 % populaci jilku je rezistentnich k
alespon jednomu herbicidu. Rezistentni populace jezatky predstavuji komplikace v polich
dvoudéloznych plevel(, jsou hlavnim problémem, ktery ovliviiuje produkci sad(, turanky
kanadské a uzkolisté (Conyza bonariensis) rezistentni k ALS inhibitor(im a glyfosatu. V zapadni



Evropé ale i v nékterych severskych zemich zacinaji narUstat rezistentni populace maku vic¢iho
(Papaver rhoeas), hefmankovce pfimorského (Tripleurospermum maritimum) a ptacince
prostfedniho (Stellaria media). Objevuji se i pfipady rezistentnich populaci laskavce ohnutého
(Amaranthus retroflexus) a merliku bilého (Chenopodium album), napt. v sousednim Polsku
byly popsdny rezistentni populace laskavce ohnutého k metamitronu v fepé cukrové a v Italii
v kukufici, s6je a cukrové repé k metamitronu a terbuthylazinu. V pripadé merliku bilého byly
rezistentni populace k metamitronu publikovany v roce 2005 v Belgii v kukufici a v roce 2008
ve Svédsku v porostech cukrové tfepy a bramborach. Doposud Ize vét$inu pipadl rezistence
pfekonat pouzitim herbicidd s jinym mechanismem ucinku nebo vyuZit nechemické regulace
plevel(d. Pomérné velkym problémem z pohledu regulace rezistentnich populaci plevell je
vicenasobna rezistence (Obr. 1). Takovéto pfipady jsou v Evropé jiz popsany, u jilku tuhého
(Lolium rigidum) byly v Recku a Spanélsku nalezeny rezistentni populace k celkem ¢&tyfem
rdznym mechanismUm ucinku herbicid(. V Belgii je popsdna vicendsobna rezistence populace
psarky polni k dokonce péti rlznym mechanismdm ucinku herbicid(, v Némecku a Anglii ke
¢tyfem. Sortiment Ucinnych latek k regulaci psarky je vtomto ptipadé prakticky vyCerpan a
zemédélci v téchto zasaZzenych lokalitdch museji pouzivat pouze nechemické metody.

1.3.3. Situace v Ceské Republice

V porovndni se zdpadoevropskymi staty nejsou problémy s rezistenci v Ceské republice
zatim tak vainé, ale v nékterych podnicich jiz fesi zna¢né problémy s rezistenci, které se
promitaji do ekonomiky vyroby.

Jednodélozné plevele
Chundelka metlice (Apera spica-venti)

Nejvétsi hospodarské ztraty v Ceské republice pFedstavuji vzhledem k zasazené plose
rezistentni populace chundelky metlice v ozimych obilninach. PFi vyskytu péti rostlin
chundelky na jednom metru ¢tverecnim, coz je po neucinném zdsahu herbicidu u rezistentni
populace bézné, je ztrata vynosu zhruba pét procent. Pfi hustoté zapleveleni sto lat na jednom
metru Ctvere¢nim muizZe péstitel prijit 0 0,5 az 1 tunu zrna z hektaru (Hamouz et al., 2014).
Vyskyty rezistentnich populaci chundelky metlice se v poslednich letech staly pomérné béznou
zalezitosti, nejedna se jiz o Zadny ojedinély jev. Pfes 70 % nami testovanych populaci (Tab. 2),
které byly odebirdany na pozemcich, kde byla pozorovana sniZzena ucinnost herbicidniho
pfipravku, vykazovalo rezistenci k riznym ucéinnym Iatkam ze skupiny inhibitor( ALS. Pomérné
béZznou je u chundelky kfiZova rezistence (rezistence kvice Uu¢innym latkdm se stejnym
mechanismem ucinku) k sulfonylmocovinam (chlorsulfuronu, iodosulfuronu, mesosulfuronu,
sulfosulfuronu), triazolovym pyrimidinim (penoxsulamu, pyroxsulamu) a sulfonylamino-
carbonyl-triazolinonim (propoxycarbazonu). V pfipadé podezieni na rezistenci k jedné ucinné
latce ze skupiny inhibitord ALS je tedy nutné z ochrany vyradit z pouzivani i vSechny ostatni
pfipravky s timto mechanismem ucinku. Situaci v nékterych podnicich komplikuje fakt, Ze si
chundelka vytvafi rezistenci i k dalsim herbicidnim skupindm s jinym mechanismem pUsobeni
a vznika tzv. vicendsobna rezistence (Obr. 2). Nejvice pripadl vicenasobné rezistence bylo
detekovano k inhibitorim ALS a zaroven k inhibitorim fotosystému Il (PSll), ale pribyvaji i



pripady, kdy je chundelka rezistentni k inhibitordm ALS a soucasné k inhibitorm enzymu
acetyl-koenzym A karboxyldzy (ACCaza). V prlibéhu reseni tohoto projektu jsme nalezli a
popsali biotyp chundelky metlice rezistentni dokonce ke vSem tfem vySe uvedenym
mechanismOm G¢&inku. Tento typ rezistence nalezeny v jiznich Cechach prakticky vyluéuje
z pouziti vétSinu postemergentnich herbicidd.
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Obr. 2: Populace chundelky metlice s vicendsobnou rezistenci
Psarka polni (Alopecurus myosuroides)

U nas se psarka polni zatim vyskytuje pouze na nékolika lokalitach, kde je vsak jeji
$kodlivost znaéna. Nejsilngj$i vyskyty jsou dlouhodobé zaznamendvany v oblasti Ceskych
Budéjovic, Tfreboné a Jindfichova Hradce. V poslednich letech se psarka vlivem nevhodného
stfidani plodin, kdy Casté zarazovani obilnin podporuje jeji reprodukci, Siti také v okoli Prahy,
Meélnika, Mladé Boleslavi a Hradce Krdlové. PfestoZe jsou proti psarce registrovany podobné
herbicidy jako proti chundelce metlici, je uni tfeba pocitat s vyrazné vyssi prirozenou
odolnosti vici vétSiné herbicidl. Zmapovanim vyskytu psarky polni a detekci herbicidni
rezistence jsme se vénovali v nékolika oblastech jiznich Cech, kde je jeji vyskyt misty kalamitni
a byla zde jiz dtive u nékolika biotypU potvrzena rezistence vici inhibitorim ALS. Prakticky u
véech testovanych vzorka z jiznich Cech, které byly odebrany z jedinct prezivich aplikaci, byla
prokazana rezistence alespon k jedné ucinné latce ze skupiny inhibitor( ALS. U nékolika dalSich
populaci se vyskytovala vicendsobna rezistence kALS inhibitordm a pinoxadenu i
fenoxapropu nebo k ALS inhibitor(im a chlorotoluronu (Kosnarova et al., 2018).

Sverep jalovy (Bromus sterilis)

Svetep jalovy je jednolety vysoce konkurenceschopny piezimujici plevel, ktery se v CR
v poslednich letech expanzivné Sifi. K Sifeni svefepu také pfispivaji minimalizacni technologie
zpracovani pldy, protoZe obilky svefepu maji jen velmi kratkou dormanci a okamzité po
disperzi kli¢i z povrchu pudy. DalS$im dlvodem Sifeni svefepu je obtizna a nedostate¢né ucinnd
chemickd ochrana. Sverepy jsou pfirozené velmi odolné v(ci vétsiné bézné pouzivanych
herbicid(i. Ve Francii byly jiZz v roce 2009 popsany populace rezistentni vici inhibitordm ALS a
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v sousednim Némecku v roce 2012 vUci inhibitordm ACC&zy. V nasi republice byl zaznamenan
prvni vyskyt rezistence v roce 2017 u tfi populaci k t€innym latkdm pyroxsulam (Obr. 3) a
propoxycarbazone. Jako pficinu rezistence jsme prokazali vyssi expresi als genu a zvySeny
metabolismus pyroxsulamu rostlinami svefepu (Sen et al., 2020). Problémem regulace
rezistentnich populaci svefepu je, Ze jiné selektivni herbicidy, nez na bazi ALS inhibitor( proti
nému nejsou Vv obilnindch registrovany. Pfipadné omezeni pouzivani glyfosatu i
v meziporostnim obdobi by potlatovani populaci rezistentnich k ALS inhibitordm znacné
zkomplikovalo.
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Obr. 3: Uginnost pyroxsulamu v registrované davce na testované populace svefepu jalového
(28 dnli po aplikaci)

Oves hluchy (Avena fatua)

Na Uzemi nasi republiky jiz byly také detekovany prvni dvé populace ovsa hluchého
s herbicidni rezistenci (Kosnarova a kol, 2018). Jedna populace vykazovala rezistenci
k uCinnym latkam fluazifop and propaqiuzafop ze skupiny inhibitori ACCazy a druhy vzorek
byl rezistentni k inhibitorm ALS, konkrétné k pyroxsulamu. Vétsina nami testovanych vzorku
ovsa hluchého vsak byla k registrovanym pftipravkim citlivd a k selhdni uc¢innosti herbicidd
v podnicich, kde byly vzorky sebrany, pravdépodobné doslo z jinych dlvodi ne? je rezistence.

Dvoudélozné plevele

V osmdesatych a devadesatych letech minulého stoleti byly v Ceské republice popsany
vyskyty dvoudéloznych plevell rezistentnich k inhibitordm PSIl, mezi nimi i merliku bilého,
laskavce ohnutého a lilku ¢erného (Mikulka, 1987). Jednalo se zejména o pfipady v sadech,
vinicich a porostech kukurice vici tehdy masové pouZivanému atrazinu, jehoZ aplikace je
v Evropské unii od roku 2005 zakazana. Podstata herbicidni rezistence k uc¢innym latkam ze
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skupiny inhibitord PSIl pouzZivanych v soucdasnosti na orné pudé nebyla u Zadného
z dvoudéloinych druh v Ceské republice dlouhou dobu spolehlivé charakterizovana (Salava,
Chodova, 2006). V poslednich letech dochdazi na nasich polich k nartstu hefmdankovitych
plevelll, vyznamné vzrostlo i zastoupeni svizele, rozrazill a maku vl¢iho. Podobné jako
v nékolika dalSich evropskych zemich (Némecko, Dansko, Francie, Polsko) jsme zachytilii u nas
prvni rezistentni populace hefmankovce nevonného (Tripleurospermum inodorum) vci
tribenuronu, florasulamu, metsulfuronu a iodosulfuronu a maku vi¢iho (Papaver rhoeas) vici
sulfonylmoc&ovinam, ktery se jiz nékolik let vyskytuje ve Spanélsku, Francii a Italii. Z t&chto
dlvodd se nase pracovisté v poslednich letech zaméfilo také na monitoring rezistence u
vyznamnych dvoudéloznych druhd.

Plevele skodici v jarnich Sirokoradkovych plodinach — laskavec ohnuty a merlik bily

V letech 2017-2019 jsme provedli monitoring herbicidni rezistence k inhibitorim
fotosystému Il u merliku bilého, laskavce ohnutého v porostech cukrovky, kukutice, brambor
a zeleniny (KoSnarova et al., 2019). Bylo otestovano celkem 63 populaci merliku bilého a 34
populace laskavce ohnutého. Sledovana byla pomoci nddobovych pokust tcinnost dvou latek
v soucasnosti pouzivanych k jejich regulaci —metamitronu a terbuthylazinu. V pfipadé merliku
bilého bylo zjisténo pomérné malé procento (8 %) rezistentnich populaci k obéma témto
ucinnym latkdm. U vétSiny testovanych populaci merliku bilého dosahovala ucinnost
terbuthylazinu 100 %, avSak nékteré populace byly silné rezistentni a pfeZivaly mnohonasobné
vys$si davku terbuthylazinu, neZ je registrovand. V pfipadé laskavce ohnutého bylo v obou
letech monitoringu identifikovano velké mnozstvi populaci se slabou, stfedni i silnou
rezistenci, a to zejména k ucinné latce metamitron (Graf. 1 a 2).
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Graf 1: Procentické zastoupeni citlivych (S), slabé (R), stfedné (RR) a silné (RRR) rezistentnich
populaci laskavce ohnutého k metamitronu detekovanych v roce 2017
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Graf 2: Procentické zastoupeni citlivych (S), slabé (R), stfedné (RR) a silné (RRR) rezistentnich
populaci laskavce ohnutého k metamitronu detekovanych v roce 2019

Plevele skodici v ozimych plodinach — mak vi¢i a hefmankovec nevonny

Sbéry semen populaci maku vi¢iho a hefmdankovce nevonného, které prezivaly po
aplikaci herbicidd na pozemcich s ozimou psenici a ozimou fepkou probihaly v letech 2019 a
2020. Celkem bylo otestovano ristovymi esejemi 46 populaci maku vi¢iho a 28 populaci
hefméankovce primorského. Pro prvni screening byly vybrany ucinné latky tribenuron a
florasulam (ALS inhibitory) a 2,4 D a dicamba (syntetické auxiny). V roce 2019 byly detekovany
dvé rezistentni populace maku vi¢iho a dvé rezistentni populace hefmankovce nevonného;
vSechny populace byly rezistentni k uc¢inné latce tribenuron, k ostatnim testovanym ucinnym
latkdm byly vSechny populace citlivé. V roce 2020 byla herbicidni rezistence zjisténa populaci
maku vl¢iho pouze u jedné populace z29 testovanych, ale k obéma testovanym ALS
inhibitordm — tribenuronu i florasulamu. U hefmdankovce nevonného byly detekovany tfi
populace rezistentni ktribenuronu (Obr. 4). Populace ziskané ztohoto screeningu jsou
v soucasnosti spolec¢né s némeckymi, norskymi a Svédskymi podrobovany srovndvacim
studiim k objasnéni mechanismu rezistence a je pfipravovan védecky ¢lanek.
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Obr. 4: U¢innost tribenuronu ve stupriovanych davkach na rezistentni populaci hefmankovce
nevonného 30 dnl po aplikaci (1N = registrovana davka)

1.4. Monitoring a mapovani rezistence

Pristupq, jak monitorovat herbicidni rezistenci je mnoho. V zdsadé je mizeme shrnout
do dvou skupin, kdy jsou pozemky vybirany nahodné nebo se jedna o cilené vzorkovani.
V nékterych pfipadech, se pfistupuje i ke kombinaci obou pfistupt. Vyhody i rizika obou
pfistupll jsou shrnuty v Tab. 2.

Tab. 2: Vyhody a nevyhody cileného a ndhodného sbéru vzorka (podle L. Ulber, Némecko)

Pristup Metoda Pozitiva Negativa
Nahodné vzorkovani | Pozemek vybran na | Uréime frekvenci Pro ziskani
zakladé predem rezistentnich objektivniho

stanovenych kritérii
(GPS)

biotypl v uréené
oblasti

vysledku, je nutné
zahrnout vyssi pocet
vzork( do testovani

Oblast rozdélena do
sekci na stejné
podoblasti, ndhodné
vybrané pozemky

v kazdém sektoru

Popiseme faktory,
které prispély ke
vzniku rezistence

Cilené vzorkovani

Sbér diaspor na
pozemcich, kde
selhava herbicidni
ochrana

Potvrdime
rezistentni biotypy
mezi vsemi
sebranymi vzorky

Neodhadneme
frekvenci

Uréime frekvenci
snizené ucinnosti
herbicidu/u, ktera je
zpUsobena rezistenci

Obtizné uréime
faktory, které
prispivaji ke vzniku
rezistence
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Nejcastéji je monitoring herbicidni rezistence soucasti sledovani spolehlivosti
pfipravkud v polnich podminkach jejich vyrobci a distributory. Neni vidy jednoduché odlisit, zda
se jedna opravdu o rezistenci, Ci je snizend ucinnost zplsobena z néjakého jiného dlivodu.
Proto se vlastnimu testovani na herbicidni rezistenci vénuji specializovand pracovisté, kam
jsou vzorky rostlinného materidlu (diaspory, vegetativni ¢asti) po odbéru na pozemku zasilany
k provedeni testu.

NeZ pfistoupime k vlastnimu testovani a mapovani herbicidni rezistence u daného
plevelného druhu, je nutné vzit v dvahu jeho biologické vlastnosti, které do znacné miry
ovliviuji to, zda a v jakém rozsahu se herbicidni rezistence mize vyskytnout a rozvinout. Déle
jsou nezbytnou soucasti monitoringu dotaznikova Setreni, kterd umozni sbér informaci, které
pomohou porozumét vzniku a vyvoji resistence. Na zdkladé vysledkd statistickych analyz je
pak moZné posoudit vliv agrotechnickych opatteni (napf. zpracovani pldy, herbicidni ochrany
a dalSich) na rozvoj ¢i tlumeni rezistence.

Pro cilené vzorkovani vybirame pozemky na zakladé predem stanovenych kritérii,
obvykle to v pfipadé herbicidni rezistence byva vypadek ucinnosti daného pfipravku nebo
skupiny pfipravk(. Tento pfistup Ize ¢aste¢né aplikovat i u ndhodného vybéru pozemku, zde
vSak kritériem neni nedostatecnd ucinnost pripravku. Cilené sbéry byvaji pfi monitoringu
herbicidni rezistence preferovany, vzhledem k tomu, Ze neni nutné sbirat tolik vzork(i a dale,
Ze se zamérujeme pouze na ty plochy, kde dochazi k vypadkiim ucinnosti herbicidnich
pfipravkd. V CR takto priibéiné monitorujeme chundelku metlice s podezfenim na rezistenci
vuci inhibitordm ALS (Hamouzova et al., 2011). Od roku 2004 jsou na naSem pracovisti
kazdoroc¢né testovany desitky populaci chundelky metlice. BEhem této doby se samoziejmé
také rozsitilo portfolio testovanych ptipravk(. Vysledky testovani shrnuje Tab. 3.

Tab. 3: Procentické zastoupeni populaci chundelky metlice s rezistenci k herbicidm s riznymi
mechanismy ucinku (za obdobi 2004—-2020)

CELKEM %
pocet testovanych populaci 788 100
z toho rezistentnich 554 70,3
rezistence k ALS inhibitorim 554 70,3
rezistence k ACCase inhibitorim 16 2,0
rezistence k PSIl inhibitordim 22 2,8
rezistence k ostatnim skupinam herbicidd 0 0

*populace rezistentni k ACCase a PSII inhibitoriim byly zaroven rezistentni k ALS inhibitordm

Druhy pfistup spociva v nahodném vybéru testovanych populaci. Pfikladem muze byt
testovani hefmankovce nevonného v Ceské republice a Némecku, kdy byla ndhodné odebrana
tésné pred sklizni plodiny semena hefmankovce a poté otestovany predpéstované rostliny
v nddobovych pokusech. V Némecku bylo sesbirano 78 vzork(, u 6 byla potvrzena rezistence,
nékolik vzorkd vykazovalo snizenou citlivost k testovanému ptipravku (Ulber, 2019, osobni
sdéleni). V Ceské republice bylo vletech 2019-2020 otestovdno celkem 28 populaci
hefmdankovce nevonného, u 5 populaci byla potvrzena herbicidni rezistence k uéinné latce
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tribenuron (KoSnarova a Hamouzova, 2020, nepubl. data). Rozsahem nejvétsi studie je
pravdépodobné testovani populaci jilku tuhého v Australii, kdy pfi studiu rezistence bylo
hodnoceno vice nez 5000 populaci tohoto plevelného druhu a testovany byly pfipravky z 8
skupin s rlznym mechanismem ucinku (Broster et al., 2019). Jednalo se o nahodné sbéry na
téch pozemcich, které vykazovaly problémy s Ucinnosti nékterého pfripravku. Celkem 80 %
vSech testovanych vzork(i bylo rezistentnich kinhibitordm ACCazy a fenylpyrazolovym
herbiciddm, 56 % kinhibitorlm ALS a 24 % k cyklohexandionim. Prtipad( rezistence
k inhibitordm PSII, EPSPS a dalSim mechanism{m ucinku bylo na urovni 10 %. Dalsi pfistup
nahodnych sbérl je rovnéz z Australie, kdy predmétem zajmu byla turanka kanadska
s podezienim na rezistenci ke glyfosatu. Owen et al. (2009) rozdélili zapadoaustralsky
obilnarsky pas do péti zon. Semena byla sbirdna z populaci turanky z poli, podél cest a silnic a
konecné v centrech mést, vsude tam, kde byly jedinci turanky spatfeni. Poté byly rovnéz
vysety do nadob a testovany rGznymi davkami glyphosate. Dalsim pfikladem muize byt
distribuce laskavce tamaryskového v Missouri. Laskavce byly sebrany na 187 polich se séjou
v 57 okrscich ve dvou oblastech — obilnafské a kukufi¢né v Missouri. Mista pro sbér byla
vybirdna ndhodné, pouze na zakladé pritomnosti laskavce tésné pred sklizni plodiny, tedy sdji
(Schultz et al. 2015). Dalsim ptikladem mubze byt merlik bily, ktery byl sbirdn v Belgii,
Holandsku, Francii, Némecku a Svédsku, celkem bylo otestovano 60 populaci. Vysledky jsou
shrnuty v praci De Marez et al. (2008). Menchari et al. (2006) ve svém pfistupu zkombinovali
nahodné i cilené vzorkovani. Zkoumali rozmisténi psarky polni na regionalni Urovni. Celkem
byly vzorky sebrany na 116 pozemcich, kde péstitelé poukazovali na snizenou ucinnost
herbicidni ochrany. Sit pozemkl, na kterych byly sbéry ucinény, pak byla nahodné a
homogenné rozmisténa po Uzemi Francie, 4 pozemky byly vybrany nahodné v kazdém
kantonu, coZ vedlo k celkovému poctu 158 testovanych vzork(, vyskyt psarky polni byl
potvrzen na 80 % z nich, u mnoha byla rovnéZ potvrzena herbicidni rezistence.

Okolnosti vzniku rezistence na daném pozemku

Jestlize na pozemku po aplikaci herbicidu, ktery ma dany plevelny druh hubit, tento druh
osetreni preziva, je nutné provérit nasledujici okolnosti:

1) Zmapovat historii pozemku, zejména opakované pouzivani pripravkd se stejnym
mechanismem ucinku.

2) Faktory ovliviiujici vyskyt plevelného druhu na daném pozemku (velikost populace,
nerovnomeérné vzchazeni/kliceni béhem celé sezény, vysoké zapleveleni
v pfedchazejicim roce atd.).

3) Nevhodné povétrnostni podminky pfi aplikaci pfipravku (vétrno, teplota, vihkost,
srazky).

4) Problémy pfi vlastni aplikaci ptipravku (davka nebo nacasovani).

5) Podezieni na herbicidni rezistenci.

Je nutné vzit v Uvahu, Ze selekcni tlak nardsta, pokud se opakuji aplikace pripravk( se stejnym
mechanismem ucinku, dale pfi péstovani monokultur (viceleté a vytrvalé plodiny, Sifeni od
krajl pozemku), aplikacich vysokych davek pripravku, nebo pouzivanim pripravkl s dlouhym
rezidualnim Gcinkem. A v neposledni fadé pouzivanim smésnych ptipravkl s partnery, ktefi
patfi do stejné skupiny.
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V prvnim kroku jsou analyzovany priciny vzniku selhani herbicidni ochrany — napt.
nevhodné naplanovani terminu aplikace, chyby v davkovani pfipravku nebo povétrnostni vlivy
— destové srazky po aplikaci, pldni podminky (vlhkost, adsorpce, kvalita setového lGzka) Ci
nizka teplota ovliviujici pfijem nékterych ucinnych latek. V pfipadé, Ze na pozemku dochdzelo
k opakovanému selhani pfipravkl se stejnym mechanismem ucinku a opakovanému prezivani
cilového plevelného druhu, je velmi pravdépodobné, Ze je nedostatecna ucinnost herbicidu
zpUsobena herbicidni rezistenci a pristupujeme k odbéru vzork.

Sbér vzorkli na pozemku

Podle toho, jakou budeme aplikovat metodu pfi testovani rezistence, sbirame bud’
diaspory (semena, nazky apod.), nebo ptfimo néktera pletiva ¢i organy rostlin, nejcastéji listy.
V omezeném mnozstvi pfipadd je mozné néktera méreni provadét pfimo in situ, tedy ptrimo
na pozemku, napf. méreni fluorescence chlorofylu (Linn et al., 2018).

Pfi testovani herbicidni rezistence témér vidy porovnavame data se standardy — tedy
referenc¢ni populaci stejného druhu, idedlné pochdzejici z podobnych podminek, o které je
predem provéreno, Ze je k dané Gcinné latce / pfipravku citliva.

Musime vzit v Uvahu, co bude cilem dané studie, zda odhadnout frekvenci herbicidni
rezistence v populaci na pozemku (zde je pro skuteény odhad frekvence rezistence
pozadovana hustota Zivotnych semen v pudni bance semen), variabilitu rezistence mezi
jedinci v ramci populace nebo primérnou Uroven rezistence populace na daném pozemku.

Pfi odbéru zaznamenavame nasledujici data:

= |dentifikace pozemku (ID, GPS souradnice, LPIS ¢islo atd.).

= Datum sbéru, osoba, ktera poskytne detailni informace.

= Plocha, na které byl sbér proveden, metoda, kterd byla pouzita (Z
schéma, ohniska atd.).

= Plodina, osevni postup Ci sled, zplsob zpracovani pudy.

» Uroven zapleveleni na pozemku.

= Pokud je to mozné — historie pouzivani herbicid( (davka, datum,
pfipravek).

= Casovy horizont idealné 5 let.

Pred zacatkem sbéru je nutné si polozit otazku, kolik jedincli sesbirat na pozemku, kde
je vysoka hustota prezivSich jedinct. Burgos et al. (2013) doporucuje se rozhodnout podle
zpUsobu opylovani daného plevelného druhu. U samosprasnych druh( doporucuje odebrat
minimalné 20-40 rostlin, u cizosprasnych druh( alespon 5-10 rostlin. Pfi naSich vlastnich
studiich, v pfipadech vysokého zapleveleni na pozemku, doporuéujeme sbirat diaspory
alespon u 100 jedinch a dorucit k testovani smésny vzorek. V ptipadé, Ze jsou jedinci na
pozemku rozmisténi homogenné, doporucuje se nesbirat je na okrajich a v rozich pozemka,
idedlnim zpUsobem je transekt (napf. 3x100 m rovnobézné). Pripadné je doporucovano sbhirat
jedince pomoci réiznych vzora & pismen napt. W, Z, atd. Castéji se viak setkadvame s pfipady,
kdy je na pozemku nékolik prezivajicich rostlin nebo se vyskytuji v ohniscich. Zde je nutné

17



vyloudit to, Ze se jednd o aplikacni chybu (vylouceni urcitych ploch), sbirat semena z rostlin
individudIné anebo sbirat smésné vzorky z jednotlivych ohnisek.

Musime vzit také v Uvahu to, Ze plevelné druhy dozravaji kratce pred dozranim plodiny
a pro sbér diaspor mame ve vétsiné pripadl pomérné kratké casové okno. Pro dal$i navazujici
studie je vhodné zajistit rezervu Zivotnych semen. Sbirdme tedy pouze zrald semena, ktera
zajisti vyssi klicivost a vzchazivost. Sbér je nejlépe uskutecnit na za¢atku opadavani semen, u
trav byva obvykle 20 % jiz vypadanych. Diaspory sbirdme do papirovych sackd nebo textilnich
sackl, nikoliv do plastovych oballl. U nékterych dvoudéloznych je sbér obtiznéjsi z dlivodu
dlouhého ¢asového rozpéti dozravani, malého mnozstvi semen, nebo habitu rostliny. Proto
se nékdy rovnéz pristupuje k tomu, Ze je mozné odebrat celou rostlinu, presadit do sadbovace,
semena nechat dozrat a takto sbirat postupné.

Po sbéru semen je nutné predchdzet vystaveni semen nevhodnym podminkdm,
zejména vlhkosti, a teploty. Idedlné diaspory ususime pfi normalni pokojové teploté po dobu
asi 2 tydnl. V dalsim kroku odstranime nezddouci pfimési, vzorek prosejeme, vyfoukdme
necistoty proudem vzduchu apod. Pro dlouhodobé uskladnéni mohou byt semena uloZena za
nizké teploty a relativni vlhkosti, tak jak je tomu vgenovych bankdach
https://www.vurv.cz/vyzkum/odbor-genetiky-a-slechteni-rostlin/genova-banka/).

Pfed vlastnim testovanim herbicidni rezistence je vhodné provést test kli¢ivosti,
pfipadné vzchazivosti, proto abych urcili, kolik semen je nutno vysit k tomu, abychom ziskali
pozadovany pocet rostlin pro dalsi testovani. Pri testovani klicivosti a vzchdazivosti vychazime
z Udaja v dostupné odborné literature. U druhG dormantnich je nutné prerusit dormanci,
k tomu, abychom dostali vyrovnané kliceni/vzchazeni. Je mozné vyuzit rGznych metod napfr.
stratifikaci chladem, mechanické, chemické nebo oSetfeni teplem, vystaveni vysokym nebo
nizkym teplotam, pfipadné kombinaci téchto metod. Kli¢ivost je nejcastéji provadéna v
Petriho miskach a jako substrat pouzivdme filtracni papir. Na misku umistime 25-100 semen,
navlhéime destilovanou vodou a inkubujeme v optimalnich teplotnich a svételnych
podminkach. Obvykle postaduje pro vykliceni vétSiny Zivotnych semen za optimalnich
podminek desetidenni inkubace.

Pfed vlastnim testovanim herbicidni rezistence v nddobach je nutné vybrat vhodny
citlivy (v nékterych pripadech i rezistentni) standard. Standardem musi byt stejny plevelny
druh se znamou citlivosti k testované G&inné latce herbicidu. Uroven rezistence mezi
populacemi z rlznych studii mlze byt porovnana jen tehdy, pokud je pouZit stejny citlivy
standard. Pozadavky na citlivy (S) standard jsou tyto: Vzorek by mél byt reprezentativni,
idealné sesbirany ve stejné oblasti jako vzorek, ktery chceme testovat a u néhoz je podezreni
na herbicidni rezistenci. Citlivé standardy pfednostné sbirdme na pozemcich, kde byly
prislusné herbicidy pouzivany se spravnou praxi a nevyskytuji se problémy s jejich G¢innosti.
Pro specifické ucely se pouzivaji citlivé standardy pochazejici od zemédélcl hospodafricich
vrezimu ekologického zemédélstvi, nebo z nezemédélské pady, kde herbicidy nebyly
pouZzivany a je predpoklad, Ze populace plevelného druhu jesté nebyla vystavena selekénimu
tlaku herbicidu. Ve Velké Britanii testovali Davies et al. (2017) citlivost 40 populaci psarky
polni ke glyfosatu, z nichz Zddna nevykazovala herbicidni rezistenci v(ici této ucinné latce. |
presto se vypocitané hodnoty efektivni davky potfebné k 50 % ucinku (EDsg) vypocitané na
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zakladé log-logistickych regresnich modell vyznamné liSily. Hodnota EDso u citlivého
standardu ma znaény dopad na vysledky testovani a hodnotu faktoru rezistence, jak na to
poukazali také Escorial et al. (2011) ve Spanélsku pfi testovani druhu Bromus diandrus. Proto
vzdy doporucujeme, testovat citlivy standard pred zaloZzenim vlastniho pokusu. V nékterych
pfipadech jsme nuceni zaradit i nékolik S populaci nebo vybrat tu S populaci, ktera je citliva
k vétsiné testovanych pripravkd.

V pfipadé, Ze pracujeme s pletivy nebo organy (listy) pro izolace nukleovych kyselin,
odebirame listy z horni ¢asti mladych rostlin, u trav nejmladsi listy. Listy z jednotlivych rostlin
skladujeme oddélené, ukladame obvykle do jednotlivych plastovych sackl. Vzorek se nesmi
zahrat a v co nejkratsi dobé jej proto umistime do mrazaku nebo alespor do chladu. V ptipadé
izolace RNA je nutné vzorky okamzité ponofit do tekutého dusiku a az poté pokracovat
v analyzach nebo ddle uskladnit pfi -80°C.

Data o novych vyskytech rezistentnich populaci plevelnych druhd véetné charakteristik
(lokalizace pomoci GPS, datum sbéru vzorku, rezistence k pfislusné ucinné latce atd.) jsou
vklddany do Databdze WeedMap. Tato databdze byla vyvinuta ve spolupraci katedry
agroekologie a rostlinné produkce a Geocentra Olomouc. Systém je pfistupny on-line na
strance www.weedmap.eu. Primarnim uUcelem této databdze je moznost ukladani a
zpracovani dat ziskanych pfti fytocenologickych priizkumech. Databaze vsak rovnéz umoznuje
vkladani informaci o herbicidni rezistenci k danému druhu. Vysledky monitoringu rezistence
ziskané pomoci nadobovych testl v rdmci tohoto projektu byly pfeneseny do map vyskytu
rezistentnich hospodarsky vyznamnych populaci plevell. Data z testovani byla vloZena na
webové interaktivni mapy Rostlinolékarského portalu, které jsou volné pftistupné na
http://eagri.cz/public/app/srs_pub/fytoportal/public. Elektronickd mapa je geografickym
vyjadrenim vysledkd, znazornuje lokality, na kterych byly odebrany vzorky plevelnych populaci
a testovany na herbicidni rezistenci (Obr. 5). Vzhledem k citlivosti Udajl jsou lokality popsany
pouze na urovni okresli, mapu si vSak lze zvétSovat ¢i zmensSovat a ziskat tak ucelenégjsi
pfedstavu o monitorovaném uUzemi. Detailni vysledky z testovani se objevi po jednoduchém
kliknuti na zaneseny bod. U kazdé lokality je uveden stupen citlivosti testované populace,
v jakém porostu byla odebrana, jakymi a¢innymi latkami s definovanym mechanismem tcinku
byla testovana a jakd byla primérna ucinnost zakladni testované latky.
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AR Tostovini rozmstonce laskaves ohnutoho (Amaranthus rotroffoxus) na Terbuthylazm (intsbdor PSH) v roce 2019
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Obr. 5: Mapové zobrazeni geografického rozsifeni rtizné citlivych populaci laskavce
ohnutého k terbuthylazinu z testovani v roce 2019 (Rostlinolékarsky portal UKzUz, data CzU
v Praze)

1.5. Metody testovani rezistence

V polnich podminkach je téméf nemoiné od sebe odlisit citlivé a rezistentni populace
plevel(. Rozdil vétSinou zaznamename aZz po zjisténi nedostatecného ucinku herbicidu
(Tharayil-Santhakumar, 2003). Po vylouceni faktorl, které by se mohly podilet na selhani
ucinku herbicidu, pristupujeme k vlastnimu podrobnému testovani a zkoumani rezistence.
V soucasné dobé existuje Siroka Skala metod k prokazani rezistence a jejich pouziti se ridi
Ucelem studie. V prvnim kroku je potfeba na urovni vzorku populace prokazat, zda se skutecné
jednd a rezistenci. Ktomuto uUcelu se pouZivaji ristové eseje, pomoci kterych je moziné
stanovit nejen zdali je populace rezistentni, ale také stupen rezistence. Pokud je rezistence
prokdzana, je moziné navazat laboratornimi studiemi na metabolické nebo molekularné
genetické uUrovni, kterymi lze stanovit mechanismus rezistence. Stanoveni mechanismu
rezistence neni vyznamné jen z védeckého hlediska, ale poskytuje dlleZitou informaci pro
vytvoreni vhodné antirezistentni strategie, jak z pohledu prevence vzniku a Sifeni rezistence
v populaci, tak i managementu rezistentnich populaci.
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1.5.1. Posouzeni citlivosti populace k herbicidliim prostfednictvim rastovych
eseji
Za ucelem zjisténi rezistence ¢i citlivosti vici U¢innym [atkdm herbicidd s rdznymi

mechanismy Ucinku je vhodné na vybranych materidlech nejprve provést nedestruktivni
rastové eseje sledujici reakci rostlin na aplikovanou davku herbicidu. Rostliny pfedpéstované
v nddobach ze semen pochazejicich z populace s podezfenim na rezistenci oSetfujeme obvykle
ve fazi jednoho az tfi pravych listd nebo v ¢asnych rastovych fazich registrovanymi (1N) a
dvojndsobnymi (2N) ddvkami vybranych herbicid(i. Pro tyto testy jsou vybirany herbicidy, u
kterych dochazelo k selhdni ucinnosti a dalsi nej¢astéji pouzivané ucinné latky proti danému
plevelnému druhu. Dale jsou také zafazovany herbicidy, u kterych zatim nebyla hlasena ztrata
ucinnosti a mohly by proto byt vyuZity jako alternativa v antirezistentnich strategiich a
doporuceny pro praxi. Kazda populace by méla byt testovana alespon ve ¢tyfech opakovanich.
Po 3-4 tydnech po aplikaci se vyhodnoti U¢innost pouZzitych herbicidd (v % nebo jako hmotnost
vyprodukované biomasy plevele v nadobé) a provede se porovnani U¢innosti mezi testovanou
populaci a citlivym standardem.

Cilem biologickych testl se zatazenim nékolika herbicid( je také potvrzeni ¢i vyvraceni
existence kfizové Ci vicendsobné rezistence. U populaci s potvrzenou rezistenci jsou nasledné
provadény tzv. dose-response testy. Provede se aplikace ucinné latky v 6—-10 logaritmicky
odstupniovanych koncentracich se stfedem rozpéti na hodnoté registrované davky a
vyhodnoti se ucinnost jednotlivych davek. Z vysledk(i dose-response testll jsou pomoci
nelinedrni regrese vypocitdny parametry rovnic a stanoveny hodnoty EDso (davka, pfi které
dochazi k 50% redukci nadzemni biomasy) a hodnoty faktoru rezistence (RF), ktery ziskame
podilem hodnot EDsg rezistentni biotyp / EDso citlivy biotyp. Tato relativni hodnota vyjadiuje,
kolikrat vétsi davku herbicidu musime u rezistentniho biotypu pouzit, aby bylo dosazeno
stejné ucinnosti jako u biotypu citlivého (Moss, 2007).

Vysev a péstovani

Semena testovanych populaci se vysévaji do pokusnych péstebnich nadob naplnénych
pUdou ¢i péstebnim substratem, ktery neobsahuje Zadnd rezidua herbicidl ¢i jinych
chemickych latek. Kratce po vzejiti jsou rostliny vyjednoceny na konecny pocet 8-12
rostlin/nadobu dle druhu. Nadoby mohou byt umistény v kryté venkovni vegetacni hale nebo
ve skleniku s regulovanou teplotou. Rostliny jsou zalévany podmokem a 1x béhem vegetace
pfihnojeny hnojivem N-P-K (19-6-20). Ke kazdému druhu jsou vysety citlivé standardy
pochdzejici z lokalit, které nebyly herbicidné osetreny.
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Obr. 6: Nadobové pokusy s chundelkou metlici v kryté vegetacni hale
Aplikace a hodnoceni

Postemergentni aplikace herbicidd se provadi v presném laboratornim komorovém
postrikovaci (pouzivame AVIKO PK-3, Obr. 7) ve fazi plevel(l doporucené vyrobcem pfipravkd.
Postfikova¢ umoziiuje pfesnou a rovnomérnou aplikaci posttikové kapaliny na plochu 0,5 x 1
m. Aplikaci zajistuji snadno a rychle odnimatelné trysky upevnéné na pohyblivém modulu,
ktery je umistén v horni ¢asti komory na kolejnicich kruhového prliezu. Aplikovanou ddvku
Ize regulovat rychlosti pojezdu, pracovnim tlakem a volbou velikosti trysek.

inosecls
e

Obr. 7: Pfesny laboratorni komorovy postfikova¢ AVIKO-PK3
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U¢innost herbicidd se hodnoti odhadovou metodou a je vyjadiena v % vidi neodetfené
kontrole. U¢inek jednotlivych herbicidi je porovnavan s citlivym biotypem. U&innost je
hodnocena na zakladé typickych symptoma (zastaveni rlstu, chlorézy, fialovéni, nekrézy az
pfipadné uhynuti rostlin) po 14, 21, 28 ¢i 30 dnech (v nékterych pfipadech i vice) od aplikace
v zavislosti na mechanismu ucinku herbicidu. Pfi ukonceni experimentu se odebird a vazi
Cerstva nadzemni biomasa rostlin, ktera je nasledné ususena pfi teploté 105 °C a rovnéz
zvazena.

Statistické zpracovani dat

Vysledky z dose-response testll jsou popsany pomoci logaritmicko-logistické rovnice
s vyjadrenim smérodatné odchylky priméru ze ¢tyr opakovani (Obr. 8). Pro vyjadieni redukce
nadzemni biomasy EDso se pouZiva nelinearni regresni model (Nielsen et al., 2004):

d-c
1+ e(b*(ln X-In EDgg))

y=c+

kde vy je zavisle proménna (napf. uc¢innost), ¢ a d jsou koeficienty odpovidajici spodnimu (0%)
a hornimu limitu uc¢innosti (100%) a EDsg je inflexni bod funkce nachazejici se mezi spodni a
horni asymptotou a vyjadfujici davku, pti niz bude dosazeno 50% Ucinnosti; b je Sikmost krivky
v bodé EDsp a x je nezavisla proménna (davka).
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Obr. 8: Nelinearni regresni model ziskany ze suché nadzemni biomasy dvou populaci svefepu
jalového po aplikaci herbicid( s rGznymi u¢innymi latkami (R = rezistentni populace, S = citliva
populace)
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Ke statistickému zpracovani dat a modelovani je mozné pouZzit software R-project (The
R Development Core Team, 2005).

1.5.2. Metoda vodnich kultur a agarovych pud

Pti pouziti metody vodnich kultur se naklicena semena vkladaji do specidlnich nddob a
vzeslé rostliny se péstuji v Zivném roztoku s herbicidem. Rezistence ¢i citlivost je hodnocena
pomoci poctu uhynulych rostlin ¢i inhibice rlstu. Metoda agarovych plid je zaloZena na
péstovani rostlin vagarovém médiu (Obr. 9) srozpusténym testovanym herbicidem a
hodnoceni poctu Zivych a uhynulych rostlin ¢i inhibici rlistu. Na tomto principu je zalozen RISQ
test (Resistance In-Season Quick test) vypracovany ve spolecnosti Syngenta (Kaundun et al.,
2010), ktery je pouzivan pfidetekci herbicidni rezistence k ALS a ACCase inhibitorim
pfedevsim u travovitych plevelld. Rostliny ve fazi 1-2 listl odebrané na pozemku jsou
pfesazovdany do Petriho misek na agarové médium, ve kterém je rozpustén herbicid ve zvolené
koncentraci. Petriho misky jsou nasledné umistény do rlistovych komor, fytotront ¢i skleniku
s definovanym svételnym rezimem, teplotou a svételnou intenzitou a po 7-10 dnech po
presazeni rostlin je hodnocena ucinnost herbicidu. Sledovan je rozvoj novych korend a listl a
barevné zmény na rostlinach. Vyhodou metody je stanoveni rezistence ¢i citlivosti dané
populace v pribéhu sezény a moznost vybéru herbicidu podle vysledku testu jesté v daném
vegetacnim obdobi.

Obr. 9: Testovani psarky polni na rezistenci k ALS inhibitordm pomoci RISQ metody

1.5.3. Enzymatické studie

Enzymatické studie se pouZivaji ke stanoveni aktivity cilového enzymu herbicidniho
ucinku v pfitomnosti herbicidu, ktera se nepfimo stanovuje na zakladé mnozstvi reakéniho
produktu nebo koncentrace substratu.

Metoda pro stanoveni aktivity enzymu acetolaktat syntazy (ALS)

Pomoci této metody lze urcit typ rezistence rdznych druhd rostlin vici herbiciddm ze
skupiny ALS-inhibitor(i, zejména sulfonylmocovin a imidazolinonl. V soudasné dobé je
vyuzivana zejména ke stanoveni, zda se jedna o rezistenci mimo misto ucinku (metabolickou)
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¢i rezistenci v misté ucinku (target-site). Aktivita enzymu je zjistovana spektrofotometricky
jako mnoistvi produktu — acetolaktatu, ziskaného z extraktu nadzemni ¢asti rostliny po
dekarboxylaci v pfitomnosti kyseliny za vzniku acetoinu. Specifickd aktivita je poté vypoctena
ze standardni kfivky a vyjadfena jako mnoiZstvi vyprodukovaného acetoinu za jednotku casu.
Pridanim herbicidu inhibujiciho ALS k rostlinnému extraktu je u citlivych rostlin zabranéno
vzniku acetoinu. Vyssi obsah acetoinu indikuje pfitomnost rezistence k témto herbicidiim
(Singh et al., 1988). Pokud je ALS vykazuje in-vitro aktivitu i v pfitomnosti herbicidu, je
predpoklad nesenzitivity enzymu napf. v disledku mutace.

Metoda pro stanoveni aktivity enzymu acetylkoenzym-A karboxylazy (ACCazy)

Pomoci této metody Ize studovat mechanismy rezistence vici herbicidim ze skupiny
inhibitord enzymu acetylkoenzym-A karboxyldzy. Aktivita enzymu ACCazy je pomoci této
metody kvantifikovdana mérenim rychlosti inkorporace acetylkoenzymu A z HI4CO3 do
stabilniho C14 produktu.

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

Tato metoda se pouziva k testovani rezistence ke glyfosatu. Inhibice enzymu EPSPS
glyfosatem vede ke zvyseni koncentrace reakéniho meziproduktu — kyseliny Sikimové. Vlastni
metoda je zaloZzena na spektrofotometrickém méreni aktivity fosfatazy, kterd katalyzuje
odtrzeni p-nitrofenolu od p-nitrofenylfosfatu. Intenzita zabarveni vzorku p-nitrofenolem
umérna katalytické aktivité fosfatdzy se méri spektrofotometrem.

1.5.4. Diagnostika rezistentnich populaci plevelli pomoci méfeni fluorescence
chlorofylu

Fluorescenéni metoda je vyuZivana pro detekci rezistence predevsim vaci PS |l
inhibitordm u rostlin béhem vegetace (Obr. 10). Spociva v rozdilném prabéhu fluorescence
chlorofylu po oSetreni herbicidy u rostlin citlivych a rezistentnich. Zvyseni irovné fluorescence
odpovidd zméndm ve fotosystému Il, které jsou dlisledkem naruseni funkce herbicidu. Obecné
plati, Ze se sniZujici se fotosyntézou narUsta podil fluorescencniho zareni a naopak (Maxwell,
Johnson, 2000). Jestlize je rostlina obsahujici chlorofyl adaptovana ve tmé a pak nahle
osvétlena, projevi se zde rlzna uroven fluorescencni aktivity, kterd je umérna preméné
energie ve fotosyntéze (Obr. 11). Prabéh fluorescencni kfivky a hodnoty z ni odvozené mohou
byt vyuzity jako spolehlivy test pro zmény fotosyntetické aktivity v zavislosti na citlivosti
rostliny (PS Il) k herbicidu (Kocova, 1998). Této skutecnosti se vyuziva k méreni ucinnosti a
fytotoxicity herbicidl (Smutny et al.,, 2011). Metoda méreni fluorescence chlorofylu také
umoznuje sledovani vlivu aplikacni techniky, adjutantll a podminek pfi aplikaci, rychlost
pfijmu, pasobeni herbicidl v rostling, ale i diagnostiku rezistentnich populaci plevell (Klem,
2006).
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Obr. 10: Méreni fluorescence chlorofylu
u chundelky metlice rostouci

na agarovém médiu s obsahem
chlortoluronu

B secafivnl rostling & Bokovency fotosynikrou

rezistetni rostinag s funkinim fotcayntetickym sparasem

Obr. 11: Odliseni rezistentnich (modré) a
citlivych (zelené) rostlin laskavce ohnutého
v populaci metodou méfeni fluorescence
chlorofylu 1 den po aplikaci terbuthylazinu

1.5.5.Molekularné-genetické metody

V soucasnosti existuje fada molekuldrné-genetickych metod, které je mozno pouzit pro
detekci mutaci zpUsobujicich rezistenci plevell vici herbicidim. Spocivaji v pfimém prokazani
pfislusné sekvence DNA kdédujici zménu poradi aminokyselin, a tim i struktury ¢i vazebného
mista inhibovaného enzymu. Mezi molekuldarné-genetické metody patii sekvenovani,
restrikéni analyza (RFLP), polymerazova fetézova reakce (PCR) s alelové specifickymi primery
(PASA), ligdzova retézova reakce (LCR) a délkovy polymorfismus restrikéné Stépené
amplifikované DNA (CAPS), pyrosequencing a dalsi. Vyhodou molekularnich metod ve
srovnani s biologickym testem je vedle jejich rychlosti i to, Ze jejich vysledek neni ovliviiovan
podminkami vnéjsiho prostredi.

Izolace nukleovych kyselin, polymerazova retézova reakce (PCR)

Prvnim krokem pFi praci s nukleovymi kyselinami je jejich izolace v nativnim stavu
z pfirozeného materidlu v dostateéném mnoZstvi a Cistoté. Pro izolaci se pouziva cela fada
raznych protokol( a v posledni dobé se ¢asto pouzivaji komercné vyrabéné specialni soupravy
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— kity, napt. DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). Podstatou polymerazové retézové reakce (PCR)
je enzymatické zmnoZeni urcitého Useku nebo vice uUsekl DNA. Kvybranym useklm
komplementarnich vlaken denaturované DNA vzorku se pftihybridizuji kratké syntetické
oligonukleotidy (primery), od nichz probiha syntéza nové DNA zprostifedkovana dependentni
DNA polymerazou. Specifické primery pro PCR Ize navrhnout na zakladé znamych sekvenci
genu u geneticky pribuznych rostlin pomoci programu Primer 3 (Rozen, Skaletsky, 2000). Tyto
sekvence nukleotidl lze ziskat z verejné databaze GenBank. Produkty amplifikace PCR jsou
obarveny ethidiumbromidem a elektroforeticky separovany v agarézovém gelu. Vysledek
frakcionace je pozorovan po preneseni gelu na UV transiluminator pfi vinové délce 310 nm.
Vzorky, které jsou uréeny pro sekvenaci je nutné precistit, opét pomoci komercni soupravy,
napf. QIAGEN nebo Genomed JETQUICK.

Sekvenovani DNA

Cilem sekvenovani DNA je stanoveni primarni struktury neboli poradi bazi v
molekuldch DNA. Sekvenaci daného Useku DNA mlZeme odhalit polymorfni misto genu pfimo
zodpovédné za dany fenotypovy projev. Porovnavanim polymorfnich usekl rezistentni a
senzitivni rostliny mizeme nalézt mutace spojené se vznikem rezistence. V herbologii se tato
metoda vyuziva k hledani mutaci, které predstavuji takovou zménu cilového mista — enzymu,
Ze herbicid nemlze byt na tomto misté poutdn. Rezistence k ALS inhibitorlm muzZe byt
podminéna celou fadou bodovych mutaci. U mnoha druht plevell jiz bylo pouze u enzymu
ALS dosud objeveno a popsano jiz 29 substituci aminokyselin v osmi pozicich, které zpUsobuji
rezistenci. Na zakladé popsaného poradi aminokyselin u Arabidopsis thaliana byly tyto pozice
ocislovany jako Alai22, Proig7, Alazes, Trpsya, Aspsze, Argszz, Trpsza, a Sersss (Heap, 2020). Priklady
plevelnych druht s rlznymi mutacemi jsou uvedeny v Tab. 4. Velmi ¢astou pfi¢inou rezistence
k PSIl inhibitor(im je bodova mutace psbA genu, ktery kéduje D1 protein ve fotosystému Il. P¥i
této mutaci dochdzi v D1 proteinu nejcastéji v pozici 264 k nahrazeni aminokyseliny serinu
glycinem, coz znemozni vazbu molekuly herbicidu s D1 proteinem a transport elektront maze
probihat i za jeho pfitomnosti. Pomérné ¢asté jsou i dalSi mutace v pozicich 219, 266, 251, 255
a 274 téhoz genu (Park, Mallory-Smith, 2006). Také ve vétSiné pripad( rezistence pleveld
k inhibitordm ACCazy je pri¢inou pozménéné misto uUcinku herbicidu — mutace genu, ktery
kodduje ACCazu. Zdmény lle-1781-Leu a Asp-2078-Gly udéluji rezistenci k cyklohexandionim a
aryloxyfenoxypropionatim (APPs), substituce Trp-2027-Cys a lle-2041-Asn jsou pfic¢inou
rezistence pouze k APPs, a zamény Trp-1999-Cys zpUsobuji rezistenci k fenoxapropu.
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Tab. 4: Priklady mutaci zodpovédnych za herbicidni rezistenci u rGznych plevelnych druh(

Skupina Aminokyselina/ | Zdména Priklad Zemé Rok
pozice aminokyseliny | druhu vyskytu popsani

ALS alanin 122 threonin Amaranthus | USA 2005

inhibitory retroflexus

ALS prolin 197 threonin Apera spica- | CR 2009

inhibitory venti

ALS alanin 205 valin Conyza Izrael 2015

inhibitory canadensis

ALS kys. aspargova | glutamin Amaranthus | Cina 2016

inhibitory 376 retroflexus

ALS arginin 377 histidin Apera spica- | Némecko | 2011

inhibitory venti

ALS trpyptofan 574 | leucin Papaver Francie 2011

inhibitory rhoeas

ALS serin 653 threonin Avena fatua | Kanada 2012

inhibitory

ALS glycin 654 kys. Setaria USA 2009

inhibitory aspargova viridis

EPSPS threonin 102 ileucin Amaranthus | J. 2019

inhibitory hybridus Amerika

EPSPS alanin 103 valin Amaranthus | J. 2019

inhibitory hybridus Amerika

EPSPS prolin 106 serin Conyza USA 2017

inhibitory canadensis

Pozice aminokyselin standardizovdna podle sekvence Arabidopsis thaliana
Zpracovano za vyuziti dat od J. Heap (weedscience.org)
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1.6. Vyuziti monitoringu pfi hodnoceni rizika a v antirezistetnich
strategiich

Monitoring a poznatky ziskané z vyzkumu herbicidni rezistence poskytuji dllezité
doplrikové informace pfi registraci pfipravkd na ochranu rostlin, pfi managementu herbicidni
rezistence a zavadéni antirezistentnich strategii v praxi. Uplatiovani antirezistentnich strategii
umoznuje zpomalit vyvoj rezistence omezenim selekéniho tlaku a prodlouZzit tak Zivotnost
pfipravku, tj. zachovat jeho Ucinnost po delsi obdobi.

Hodnoceni rizika herbicidni rezistence podle standardu EPPO PP1/213 (EPPO, 2015),
které je soucdsti registracniho fizeni nového herbicidu, vyZaduje informace o vyskytu
rezistence v regionu, zakladni (baseline) citlivosti rizikovych populaci k dané Gcinné latce
v dobé pred zavedenim pfipravku a jeji vyvoj v Case, v€etné pripadného vzniku rezistence,
protoze postupem casu vétSina pripravk( ucinnost ztraci (Ulber et al., 2013).

Kvantitativni pristup k hodnoceni rizika vzniku rezistence a zplsobl jejiho
managementu publikovali Moss et al. (2019). Riziko vzniku rezistence je dano vlastnostmi
herbicidu, cilového plevele, ale také celkovym zplsobem hospodareni, ktery zahrnuje i zplsob
pouzivani herbicid(. VysSe rizika vzniku rezistence u konkrétniho herbicidu je zaloZena
predevsim jeho mechanismem Uucinku. Herbicidy pUsobici v mistech ucinku s vysokym
stupném polymorfismu cilového enzymu, jako jsou napriklad ALS, ACCase a PSIl inhibitory,
maji pfirozené vyssi miru rizika, nez herbicidy pUsobici v konzervativnéjSich mistech ucinku,
takZe v databazich a ve védecké literatufe u nich najdeme vice pfipadl rezistence. Vyssi
stupen rizika maji dale ucinné latky, které snadnéji podléhaji metabolismu v rostling, jako
napfiklad sulfonylmocoviny a aryloxyfenoxypropionaty. DalSim vyznamnym prvkem
ovliviiujicim vysi rizika jsou biologické vlastnosti plevele (skupiny pleveld), proti kterym je dany
herbicid pouzivan. Riziko zvysuji druhy cizosprasné, s vysokou konkurenéni a reprodukéni
schopnosti, schopné rychlého navysovani populacni hustoty, s vyssi perzistenci semen v padni
zasobé a Sirokou ekologickou valenci. Interakce mezi herbicidem a pfisluSnym plevelnym
druhem zaklada specifické inherentni riziko vzniku rezistence. Monitoring rezistence pfinasi
lokalné specifickou informaci o tom, které skupiny herbicid(i vykazuji v danych podminkach
nejvyssi frekvenci pripadl rezistence a také, které druhy patfi v oblasti mezi nejvice rizikové
z pohledu vzniku rezistence i ekonomickych dopadt a je dulezitou informaci pro posuzovatele
pfi hodnoceni nového herbicidniho pfipravku. Pokud je vySe inherentniho rizika pfilis vysoka
a z toho by vyplyvalo i vysoké agronomické riziko pfi neomezeném pouzivani pfipravku, je
tfeba navrhnout vhodné modifikatory rizika. Casteéného snizenf rizika vzniku rezistence lze
dosahnout pouzivanim smésnych pripravkl a tank-mix( s komponenty s rliznymi mechanismy
ucinku, omezenim poctu aplikaci pfipravkd se stejnym mechanismem ucinku v sezéné ¢i po
sobé nasledujicich letech a spravnym terminem aplikace. Tato doporuéeni jsou jako
nejbéznéjsi modifikatory rizika uvadéna na etiketdch pripravkl, bohuzel ¢asto pausalné u
kazdého pfripravku stejné, bez skuteé¢ného vyhodnoceni rizik. Vyrazné omezeni rizika a
prodlouZeni Zivotnosti pfipravku lze dosdahnout jeho pouZivanim podle zasad integrované
ochrany, v kombinaci s preventivnimi opatifenimi a nechemickymi metodami ochrany. Za
nejucinnéjsi modifikatory agronomického rizika je povazovano vhodné stridani plodin, které
brani shiftu problematickych druh(l ve spolecenstvech a brzdi rozvoj rezistence v populaci a
rovnéz hlubsi zpracovani pady, které prispiva k pfirozenému ubytku semen v padni zdsobé
véetné vyselektovanych rezistentnich jedincd, disledna regulace plevelll v meziporostnim
obdobi mechanickymi zdsahy i pouzivanim neselektivnich herbicidd a mnoho dalsich
agronomickych zasahU specifickych podle specifickych mistnich podminek a zpUsobu
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hospodareni. Paradoxné by mély byt preventivni metody — modifikatory rizika vyuzZivany vice
a cilenéji, pokud jsou pouzivany modernéjsi, ucinnéjsi, ale z pohledu vzniku rezistence
rizikovéjsi herbicidni skupiny, jako jsou inhibitory ALS nebo ACCazy.

V praxi antirezistentni strategie pfedstavuji doporuceni a ndvody pro péstitele
plodin, jak pfedchazet rezistenci, pfipadné jak zvysit ic¢innost ochrannych opatieni u pleveld,
u kterych se rezistence jiz vyskytuje. Zemeédélci mohou nyni ziskat zakladni pfehled o vyskytu
rezistence na Rostlinolékaiském portalu UKZUZ. Pokud maji podezfeni na rezistenci na svych
pozemcich, nechdvaji si vzorek testovat na nasem pracovisti prostrednictvim svych
obchodnich partner(l, nebo se obraceji pfimo. Zpravidla je zadavateli testovana vétsi kolekce
vzorkd a po ukonceni experimentu je poskytnuta podrobna zprava véetné fotodokumentace.
V zédvérech je informace o ucinnosti testovanych ucéinnych latkdach a o tom, ke kterym je
prislusny vzorek rezistentni. Zaroven jsou doporuceny vhodné pfipravky, na které populace
rezistentni prozatim neni.

Na zakladé vysledkd z monitoringu a testovani populaci chundelky metlice je mozné
pfijmout v zasaZzenych oblastech tato opatfeni: V lokalitach, kde byla prokazana rezistence
pouze k inhibitorlim ALS, je u chundelky metlice dosahovano stale dobré Ucinnosti v pripadé
pouziti chlortoluronu ze skupiny inhibitord PSIl a herbicidd na bazi inhibitorli ACCazy
(pinoxaden, fenoxaprop). U prevadiné vétsiny testovanych vzork( tyto pfipravky dosahuiji
spolehlivé ucinnosti (vyssi nez 82 %). Vyhodou poslednich dvou jmenovanych je, Ze vykazuji
dobrou ucinnost az do pocatku sloupkovani chundelky a plsobi také na oves hluchy. V ptipadé
vyskytu vicendsobné rezistence k ALS inhibitorlim, inhibitordm ACC&azy a PSII inhibitor(im je
mozZnym tesSenim pouziti pfipravkl s obsahem flufenacetu ze skupiny inhibitord syntézy
mastnych kyselin se dlouhym retézcem (VLCFA), prosulfocarbu ze skupiny inhibitor( syntézy
lipidl, pendimethalinu ze skupiny inhibitori mitotického déleni bunék, ¢i flumioxazinu ze
skupiny inhibitori biosyntézy rostlinnych pigmentl. VSechny pfipravky s obsahem téchto
latek vykazovaly v nasich ndadobovych pokusech vysokou ucinnost (82-100 %) a vsechny
testované populace k nim byly citlivé. VSechny tyto herbicidy jsou uréeny pro aplikaci v ranych
rastovych fazich chundelky (BBCH10-12) na podzim. Uvedené herbicidy, a¢ byvaji nakladnéjsi
a nékdy plné neochrani porost pred zaplevelenim po celou vegetaci, maji rozdilné a méné
rizikové mechanismy Ucinku a mély by byt v sytému ochrany pravidelné pouzivany, aby byla
»Setfena” ucinnost postemergentnich herbicidi pouzivanych na jare, které jsou pouze na bazi
ALS a ACCase inhibitor, s vysokym rizikem vzniku rezistence.

U populaci psarky polni rezistentnich k inhibitorim ALS, ACCazy a PSIl dosahovaly
pomérné vysoké ucinnosti (85%) pripravky na bazi prosulfocarbu (inhibitor VLCFA) a
diflufenicanu (inhibitor enzymu fytoendesaturazy - PDS) a je moZné tyto ucinné latky
v zasazenych oblastech k regulaci psarky doporucit. Herbicidy s obsahem prosulfocarbu nebo
flufenacetu jsou z hlediska antirezistentni strategie v zdpadni Evropé doporuéovany do
aplikacnich sled(i s postemergentnimi herbicidy jako je mesosulfuron, fenoxaprop, nebo
pinoxaden. Pozitivné se v pfipadé regulace psarky uplatiiuje také podmitka a jeji oSetreni
herbicidem s obsahem glyfosatu pred zaloZzenim nasledné ozimé obilniny.

Vyskyt rezistentnich populaci sverfepu jalového k ALS inhibitordm muzZe v budoucnu
zpUsobit velké problémy s jeho regulaci, nebot jiné, neZ tyto selektivni herbicidy proti nému
nejsou registrovany. Jednou z u¢innych moznosti i v rezistentnich populacich je aplikace
glyfosatu v meziporostnim obdobi nékolik tydn(i po provedeni podmitky na vzeslé rostliny
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sverepu. U rezistentnich populaci k pyroxsulamu a propoxycarbazonu dosahovala ucinnost
v nasich pokusech u glyfosatu 82-100 %. V oblastech, kde nelze glyfosat aplikovat, nebo pfi
ptiprava pldy s odstupem 2-3 tydnU, kterd znici v prvni viné kli¢ici a vzchazejici rostliny
svefepu. Dulezity je i optimdlni termin vysevu ozimych obilnin — rané vysevy v zati byvaji
svefepem podstatné vice zaplevelené a chemicka ochrana tudiz obtiznéjsi.

V pfipadé vyskytu rezistentniho maku viciho a hefmankovce primorského
k inhibitordm ALS lze v ramci antirezistentnich strategii doporucit v zasaZzenych lokalitach
pfipravky s obsahem syntetickych auxini (2,4-D a dicamba). Ani u jedné ztestovanych
populaci téchto dvou druhi nebyla k pfipravkim stimto mechanismem ucinku objevena
rezistence a Ucinnost se pohybovala mezi 90-100%, avsak nékteré populace maku vi¢iho ve
Francii jsou jiz rezistentni i k 2,4 D. Na vétSinu populaci maku vi¢iho stidle dobre pUsobi i
florasulam, i kdyZz patfi téZ mezi ALS inhibitory, ale lze pocitat s postupnou ztratou jeho
ucinnosti, jako je tomu jiz u nékterych populaci hefmankovce primorského.

Antirezistentni strategie nelze doporucit pausalné, ale jejich ndvrh se musi fidit lokalnimi
podminkami, které zahrnuji podminky pfirodni a zptisob hospodareni, na nichz zavisi vyskyt
plevell, péstované plodiny a pouzitelné zpUsoby jejich regulace. Vyse uvedena doporuceni
jsou pouze obecna a vychazeji z nejcastéji resSenych pripadd.

2. SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU“

Metodika vznikla v souvislosti s feSenim grantového projektu NAZV QK 1820081 v letech
2018 - 2020, ktery na rozdil od predchozich, jejichZ vystupy byly uréeny predevsSim pro
zemédélskou praxi, byl reSen pro potreby statni spravy. Vysledky mély predevsim poskytnout
prehlednou informaci o rozsifeni herbicidni rezistence v CR a poskytnout datové podklady pro
tvorbu specializovanych map. Kromé toho byl projekt zaméren na optimalizaci screeningu
herbicidni rezistence a metod pouzivanych k jeji detekci.

V rdmci projektu byly na tizemi CR identifikovany a publikovany nové piipady rezistence u
travovitych plevel(, z nichz mezi hospodarsky nejzavazné;jsi je mozno povaZovat vicendsobnou
rezistenci chundelky metlice vici herbicidim tfi rdznych mechanismi ucinku a rezistenci
svefepu jalového se svétové unikdtnim mechanismem rezistence vaci ALS inhibitorim.
Prekvapivé bylo nalezeno mnoho populaci merliku bilého, laskavce ohnutého a lilku ¢erného
rezistentnich k PSII inhibitoriim, které se jiz nepouzivaji v takové mire jako drive. Jako hrozbu
do budoucna je nutno povazovat nové identifikované pfipady rezistence vici ALS inhibitor{im
u dvoudéloznych pleveld skodicich v ozimych plodindch — hefmankovce nevonného a maku
vi¢iho. Nové identifikované pripady rezistence jiz byly a pribéziné budou publikovany
v prestiznich mezinarodnich ¢asopisech viz kap. 6.

V rdmci vyzkumu byly zdokonaleny a v metodice jsou prezentovany rlistové eseje pro
detekci rezistence a optimalizovany molekuldrni metody pro stanoveni jejich mechanismu.
Zcela nové a poprvé vCR byly poufity a optimalizovdny metody méfeni fluorescence
chlorofylu u trdvovitych pleveld a kvantitativni real-time PCR a pratokova cytometrie pro
uréeni mechanismu rezistence vici ALS inhibitorim.

V metodice jsou shrnuty jak dosavadni znalosti a postupy, tak nové ziskané v ramci
projektu a zaroven je naznacden vyznam monitoringu a mapovani rezistence z pohledu
uplatiiovani antirezistentni strategie.
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3. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uréena predeviim pro pracovniky statnich instituci, UKzUz, SZIF, ale i
odbornych utvarl Ministerstva zemédélstvi, v jejichz gesci je problematika monitoringu
Skodlivych organism( véetné jejich rezistence k pesticidim, posuzovani pfipravkd na ochranu
rostlin v registraénim fFizeni, pracovnikim provadéjicim kontrolu jejich pouzivani a
v neposledni fadé i odbornikim podilejicim se na tvorbé Narodniho akéniho planu pro
udrZitelné pouzivani pesticidl a priibézné evaluaci jeho plnéni. Vedle toho mohou metodiku
vyuZivat i vyrobci a distributofi pfipravk( na ochranu rostlin pfi monitorovani spolehlivosti
nabizenych produktd, pfipadného vyskytu rezistence plevell vi¢i nim a odbéru vzorku
k testovani. V neposledni fadé najde metodika uplatnéni i vzemédélské praxi, mezi
zemédélskymi poradci, ve vyzkumnych Ustavech a ve vzdéldvacich institucich pfi vyuce
specializovanych predmétd na strednich skoldch zemédélského zaméreni a univerzitach.

4. EKONOMICKE ASPEKTY

Vzhledem k hlavnimu uplatnéni metodiky pro potrfeby statni spravy pfi monitoringu
rezistence, registraci ptipravkd na ochranu rostlin a formulaci pravidel pro udrzitelné
pouzivani herbicidi vramci integrované ochrany, je obtizné hodnotové vycislit prfimé
ekonomické prinosy. Predpokldddme, Ze se metodika stane jednou z opor pfi rozhodovani a
dojde i k dalSimu rozvoji spoluprace mezi statni spravou a akademickymi pracovisti, véetné
dalsiho vyvoje geografickych informacniho systému na Rostlinolékarském portalu. Produkty
této spoluprace jsou pak k dispozici zemédeélské praxi i dalsim komerénim subjektim a
poradenské sluzbé.

Fenomén herbicidni rezistence zpusobuje zemédélcim pouzivajicim chemickou ochranu
ekonomickou Ujmu, at jiz pfimo (snizenim vynosu v dlsledku selhani ochrany nebo nutnosti
pouzivani nakladnéjsich alternativnich herbicid( ¢i nechemickych metod ochrany), ¢i nepfimo,
z dlivodu pouzivani preventivnich metod a modifikatoru rizika v systému integrované ochrany,
diky vyzaduji vynalozeni nakladd. Ztraty (nebo vicendklady) na drovni podniku se lisi podle
typu a plevele, mechanismu a intenzity rezistence a také plodiny, ve které se rezistentni plevel
vyskytuje a $kodi. V obilninach, ve kterych se v CR vyskytuje nejvice rezistentnich populaci
plevelQ, vznikaji pfi nejbéznéjsSim vyskytu rezistence chundelky metlice vici ALS inhibitoriim
vicendklady ve vysi 300-800 Ké/ha na pouZiti témér vidy ndakladnéjsich alternativnich
herbicidd s jinym mechanismem ucinku. Predpokladame-li, Ze ,ALS rezistenci“ chundelky
metlice je v mensi i vétsSi mife zasazeno 5 % ploch ozimych obilnin, tj. cca 50 tis. ha, Ize
celorepublikové podnikové ztraty v dusledku rezistence odhadnout na min. 25 mil. K¢. Pokud
metodika tim, Ze prispéje k lepsi informovanosti zemédélcl, vyrobcl a distributor( pripravkd
na ochranu rostlin o problému rezistence, jejim rozsahu v podminkidch CR, zdsadach
monitoringu a antirezistentnich strategiich véetné volby vhodnych herbicidl a dojde ke
zlepSeni stavu alespon o 10 %, vznika jen u tohoto plevele celorepublikovy pfinos metodiky
v fadech miliond korun. Vhodnou indikaci produktld pro herbicidni ochranu dojde i
k prodlouzenti jejich Zivotnosti na trhu a trzeb z jejich prodeje.
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