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Anotace

Ovéreni efektu PBO na narist citlivosti k pyretroidiim u vybranych druhu
fepkovych Skudci vykazujicich rizné urovné rezistence k této skupiné insek-
ticidu

V predkladaném dokumentu jsou piedstaveny a popsany tfi metodické postupy
(v castech 3.3.1., 3.3.2. a 3.3.3.) pro pfipravu, vedeni a hodnoceni laboratornich
pokust, ve kterych je analyzovan a kvantifikovan synergicky efekt piperonyl buto-
xidu (PBO) na narist ucinnosti tii riznych pyretroida (lambda-cyhalothrin — LC,
tau-fluvalinate — TF, etofenprox — ET) pro tfi rizné sktdce fepky: blyskacek fepkovy
(B. aeneus), krytonosec Ctyizuby (C. pallidactylus) a diepCik olejkovy (P. chryso-
cephala), u kterych byla v CR prokézana rezistence k pyretroidim. V prvnim ex-
perimentu (3.3.1.) jde o vyhodnoceni synergického efektu PBO na t¢innost LC, TF
a ET, jsou-li PBO a pyretroidy aplikovany spole¢né. Cilem druhého experimentu
(3.3.2.) je zjistit nejnizsi efektivni davku PBO, to je davka, ktera vraci k pyretroidim
rezistentnim populacim tii jmenovanych druhti skidci citlivost k této skuping in-
sekticidd. (Poznamka: vlivem synergického efektu této davky PBO se testovana
populace stava opét vysoce citlivou k testovanému pyretroidu = je ji mozné ptiradit
stupen 1 dle kategorizace Insecticide Resistance Action Committee, IRAC). Treti
experiment (3.3.3.) slouzi k vyhodnoceni vlivu délky doby pre-expozice k PBO na
jeho synergicky efekt na uc¢innost pyretroidu. Metodika také obsahuje popis sou-
asného stavu rezistence k pyretroidtim u tfi zminénych $kidct v CR, zasazeni této
situace do evropského kontextu ve smyslu ¢asovém i geografickém a podrobny
popis podstaty mechanismi rezistence, které jsou pro tfi zminiované sktidce fepky
dilezité. Soucasti metodiky je dale struény popis historie vyvoje PBO a jeho do-
savadni role v ochran¢ proti Skodlivym organismiim, vysvétleni diivoda pro jeho
laboratorni testovani za ucelem jeho vyuziti pro tlumeni dopadd rezistence
k pyretroidiim v polnich podminkach a dale téZ popis rizik pro necilové organismy
a ¢loveéka spojenych s pouzivanim této latky.

Klicova slova: resistence proti pyretroidiim, piperonyl butoxide, inhibice Cytochro-
mu P450, latky posilujici efekt insekticidl, Brassicogethes aeneus, Psylliodes
chrysocephala, Ceutorhynchus pallidactylus, lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate,
etofenprox, letalni davky



Annotation

Validation of PBO effect on susceptibility increase to pyrethroids in several species
of oilseed rape pests showing different levels of resistance against this group of
insecticides

The guide presents and describes three methodological accesses (in parts 3.3.1,
3.3.2, and 3.3.3.) explaining how to establish, manage, and assess laboratory trials
aimed at analysing and quantifying synergistic impact of piperonyl butoxide (PBO)
on increase in effects of three different pyrethroids (lambda-cyhalothrin LC, tau-
fluvalinate TF, etofenprox ET) on three different oilseed rape insect pests for which
resistance against pyrethroids was already confirmed in Czech Republic: pollen
beetle (B. aeneus), cabbage stem weevil (C. pallidactylus) and cabbage stem flea
beetle (P. chrysocephala). The first experiment (3.3.1.) aims to evaluate of syner-
gistic impact of PBO on LC, TF, and ET effects when the PBO and the pyrethroids
are applied together (as a mixture). The objective of the second experiment (3.3.2.)
is to find out the level of the lowest effective rate of PBO, it is such a rate, that returns
susceptibility to pyrethroids to the populations of the three insect pests in which
a resistance against the pyrethroids was confirmed (= so a code 1 can be assigned
to such populations again; code 1 = highly susceptible population according to
IRAC coding system). The third experiment (3.3.3.) targets the role of the length of
pre-exposure to PBO (before the application of the pyrethroid is made) on its
synergistic impact on the pyrethroid effect. The methodological guide also contains
a description of the present situation with pyrethroid resistance in populations of
the three insect pests in Czech Republic, a comparison of that with the situation in
European countries from the geographical and temporal (developmental) points of
view, and a detailed description of the mechanisms of resistance against pyrethroids
that are crucial for the three insect pests. There is also a summary of PBO develop-
ment history and the role that the active ingredient plays in protection against harmful
insects. A certain part of the guide is also aimed at explaining why it is important
to carry out the laboratory testing of the active ingredient concerning practical usage
of it in systems of mitigating the impacts of the phenomenon of the resistance against
pyrethroids under field conditions. The potential threats connected with the usage
of PBO under field conditions for nontarget organisms and humans are also discussed
in the presented guide.

Key words: resistance against pyrethroids, piperonyl butoxide, inhibition of Cyto-
chrome P450, insecticide synergist, Brassicogethes aeneus, Psylliodes chrysoceph-
ala, Ceutorhynchus pallidactylus, lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate, etofenprox,
LD values



1 Uvod

1.1 Vyvoj rezistence u blyskacka repkového?, diepcika olejkového
a krytonosce ctyrzubého k pyretroidim

Struc¢ny popis vyvoje rezistence u tii vyse uvedenych cilovych sktidct k pyretroidim
v Ceské republice a v Evropé je popsan v &asti 6. Ekonomické aspekty. Diivodem
je nesporna souvislost mezi vyvojem rezistence u téchto dilezitych fepkovych skid-
cl a ekonomickymi dopady, které z toho pro zeméd¢lce vyplyvaji. Predkladana
metodika vychazi z téchto souvislosti a cili na zplisob vyuziti a implementaci PBO
(synergista pyretroidnich insekticidll) do systému integrované ochrany fepky proti
zminénym Skidcim. PBO je jeden z mala dostupnych prosttedkti (= okamzité
vyuzitelnych na praktické tirovni), ktery lze nyni vyuzit jako nastroj pro tlumeni
dopadu rezistence na praktické urovni. Je ale potfeba védeét vice o zptisobu vyuZziti
této latky v polnich podminkach, o tom, co Ize od jejiho zaclenéni do ochrany realné
ocCekavat pro feSeni nedobrého stavu a také o moznych negativnich dopadech této
latky na zivotni prostiedi i samotného uzivatele (Clovéka). Vyuziti predkladané
metodiky by mélo byt zdrojem informaci, které rozsiii znalosti ve vSech téchto tfech
oblastech.

#ve skutecnosti se na repce vyskytuje vice druhi blyskackii (nyni spadajicich do
dvou riiznych rodii, Brassicogethes a Meligethes). B. aeneus vzdy jasné dominuje,
spolu se zastupci tohoto druhu se ve sberech imag urcenych k testovani do laboratore
dostavaji i jedinci jinych druhi. Kdyz je jejich podil ve sbéru vyssi (napr. 20 %
a vice), miize jiz dojit k ovlivneni vysledkii, nebot tyto dalsi druhy maji jinou bionomii,
Jiny okruh hostitelskych rostlin, odliSnou vazbu k repce olejce a tim padem jsou pod
odlisnym (s vysokou pravdépodobnosti vyrazné nizsim) selekcnim tlakem ze strany
insekticidnich aplikaci (vice ve Hrudova et al. 2023).

1.2 Mechanismy rezistence k pyretroidim u téchto skidcl

V ptipad¢ skudct fepky (a polnich plodin obecné) a jejich snizené citlivosti (rezisten-
ce) k pyretroidiim je mozné mluvit o dvou hlavnich typech mechanismti rezistence.
Prvni je zalozen na modifikaci vazebného mista pro pyretroidni molekulu, druhy je
zpusoben nartistem metabolické detoxifikace u€innych latek prostfednictvim vyssich
urovni aktivity cytochromu P450 a esteraz (Vontas et al. 2010).

1.2.1 Necitlivost cilového mista (kdr a s-kdr typ rezistence)

Misto, kde se pyretroidni molekuly v t€le hmyzu vazou na receptory a kde také
pusobi, jsou sodikové pumpy. Sodikova pumpa je dilezita funkéni cast cytoplazma-
tické membrany nervovych bun¢k (tedy nervovych vlaken — axond) v centralni
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nervové soustaveé hmyzu. V pumpach je zprostredkovavan pienos kladné nabitych
sodikovych iontl z vnéjsiho prostiedi bunky do vnitiniho, coz je velmi dillezité pro
spravny pienos vzruchu po nervovém vlakné. Vzruch se §iii jako elektricky vyboj,
jehoz zékladem je fizené a po axonu se $ifici prepolovani membrany — proces ne-
miZe probihat bez spravné funkce sodikové pumpy (Obrazek 1). Dojde-li k navazani
urcitého poctu molekul pyretroidni G¢inné latky na pfislusna vazna mista na
nervovém vlakne, je pfenos sodikovych kationtii naruSen a vzruch se po vlakné
nesifi spravné (projevem jsou slabé az tézké diskoordinace pohybu) nebo se nesiti
vibec (vngj$im projevem je pak kompletni paralyza a nasledné smrt). Sila projevu
je u citlivych jedincti imérna pouzité davce. Odpovida tedy podilu vazebnych mist
obsazenych molekulami pyretroidni t¢inné latky. Cim vic jich je obsazeno, tim
siln€jsi vnéjsi projev, protoze mira naruseni prenosu informace po nervovém vlakné
je vetsi.

Po velmi stru¢ném popisu toho jak a kde pyretroidy v t¢le piisobi, je mozné pfistoupit
k popisu prvniho typu mechanismu rezistence. Tento typ rezistence byl popsan
u riznych druhti hmyzu (mouchy domaci a riiznych druhti komart, §vabi, nékolika
druht motylt, msic, tfdsnének i broukt) i dalsich ¢lenovct, napt. roztoct (Ingleset
al. 1996, Wang et al. 2003, Dong 2007). Pticinou jsou mutace, které se mohou
vyskytnout na n¢kolika mistech proteinového fetézce, jenz prochdzi v podob¢ vlakna
skrze v§echny ¢tyfi domény sodikové pumpy (Obrazek 1). Mutace, které se projevuji
snizenou citlivosti sodikové pumpy k pyretroidim se z hlediska vyznamu a sily
dopadu de€li na kdr a super kdr (kdr = knock down resistance). Pro vétSinu druhti
hmyzu, které rezistenci k pyretroidiim ziskaly, jsou podstatné mutace projevujici se
v té Casti proteinového fetézce (sekvence aminokyselin), ktery spojuje segmenty
4 a 5 (popft. je soucasti segmentu 5) nebo prochazi segmentem 6 v doméné 11
sodikové pumpy. V piipadé¢ mutace (kdr nebo s-kdr) se pyretroidni Gi¢inna latka
nemuze na membranu axonu navazat a funkci nervové bunky nenarusi — proto se
tento typ mechanismu rezistence také nékdy oznacuje (a zahrnuje v sob€ terminy
kdr 1 s-kdr) jako necitlivost cilového / vazebného mista (target site insensitivity).

Kdr typ je u blyskacka fepkového a diepcika olejkového zplisoben mutaci, jejimz
disledkem je nahrazeni leucinu (L) fenylalaninem (F) a to v ¢asti proteinového
fetézce prochazejiciho segmentem 6 domény II. Tato mutace se oznacuje jako
L1014F a byla potvrzena u fady hmyzich druhti. Na Obrazku 1 je oznacena ¢ernym
puntikem, ke kterému sméfuje Sipka od popisku L—F/H/S (many insects): leucin
nemusi byt nahrazen vzdy jen fenylalaninem (jak je tomu u blyskacka a také drepcika
olejkového), ale také histidinem (H) nebo serinem (S). Hmyz s touto mutaci (plati
to 1 pro blyskacka fepkového a diepcika olejkového) vykazuje stfedné silnou
rezistenci k pyretroidiim (tj. 10—20nasobné snizeni citlivosti k této skupiné insekti-
cida).



Super kdr typ je zpisoben mutacemi, které postihuji aminokyselinovou sekvenci
spojujici segment 4 a 5 (to je mutace M918T/n¢kdy L znama a potvrzena u nékolika
druhtt hmyzu) ¢i ¢ast v segmentu 5. To je napt. mutace T9291/C/V — ze skudcu
s vazbou na fepku popsand u zapiednicka polniho, Plutella xylostella, ale i nékolik
dal$ich mutaci, zejména na pozicich 925 a 932. Ve vSech pripadech jde opét o domé-
nu II sodikové pumpy (Obrazek 1). Hmyz s mutacemi na téchto pozicich vykazuje
jiz 100krat (a vice) snizenou citlivost k pyretroidim. S-kdr ma tedy vyrazné vétsi
prakticky dopad nez kdr. U evropskych populaci blyskacka fepkového tyto mutace
zatim nebyly nalezeny, i kdyZ se po nich patra (Obrazek 2). U dfepcika olejkového
jiznaopak jedna z mutaci podminujicich s-kdr typ rezistence nalezena byla (viz text
nize), u k. ¢tyfzubého se takto zameéteny vyzkum jesté nerozbehl (Nauenet al. 2012,
Hgjland & Kristensen 2018, Willis et al. 2020).

L932F (P. capitis) F15191 (B. microplus)
V421M (H. virescens) M827I (P. capitis) L—F/H/S (many insects) L1770P (V. destructor)
I AV / I v
~ ~ XN ~00 A~ 00 T~ ~ 00
1<4<ﬂ Bl E 5 o+ s N E e EEE
v

T9291/C/V (P. xyllostella, P. capitis,
F. occidentalis, C. felis)

EA34K (B. germanica) | M918T (M. domestica, H. irritans)

~ U ~ - e U
J / [\v o

C764R (B. germanica)

Obrazek 1 — a-podjednotka sodikové pumpy hmyzu (a nékterych dalsSich ¢lenovci)
skladajici se ze ¢tyf homolognich domén (I - IV). Kazda z nich je sloZena ze Sesti segmentl
(1-6) prochazejicich skrze cytoplazmatickou membranu nervové buriky. Jednotlivé seg-
menty v rdmci vSech ¢tyf domén a soucasné i jednotlivé domény mezi sebou jsou
vzajemné propojeny intracelularnimi a extraceluldrnimi smyckami. Jde o fetézec, tedy
sekvenci, aminokyselin — tj. na obrazku ilustrovdno ¢ernou klikatici se ¢arou. Kandlek
(pore), kterym prochazi sodikové ionty, je v kazdé ze ¢ty domén a nachazi se mezi
segmenty 5 a 6. Jeho dlleZitou ¢asti je i do membrany vnorend ¢ast aminokyselinové
sekvence spojujici tyto dva segmenty. Aminokyselinova skladba vnorené casti smycky
je daleZita z hlediska determinace iontl (slouZi jako filtr péru). O otevreni (aktivaci)
kanalku pro sodikové ionty rozhoduiji (slouZi jako sensor) kladné nabité ¢asti sekvence
aminokyselin soustfedéné v segmentech 4 a 5 (zpUsobuje to predevsim pFitomnost
lizinu a argininu), které se v reakci na prepdélovani membrany pohybuji smérem ven (od
kladného nédboje), coz vede k otevieni kanalku pro sodikové ionty. Deaktivace a rychlé
uzavreni kandlku souvisi s hydrofobni povahou (tzv. hydrophobic IFMT motif) centrdini
¢asti kratké spojky segmentt 3 a 4. Cerné puntiky oznaduji mista mutaci (tedy mista,
kde doslo k nahrazeni plivodni aminokyseliny jinou) prokazatelné zpUsobujicich snizeni
citlivosti k pyretroidtm u rliznych druh hmyzu nebo tfeba i roztocl (Varroa destructor,
mutace L1770P), (ilustrace prevzata z publikace Dong 2007).
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Nyni je na misté poloZit si a pokusit se odpoveédét na tyto otazky: Jak vyrazné
necitlivost cilového mista jako typ rezistence ovliviiuje u€innost pyretroidl apli-
kovanych v porostech na blyskacka fepkového, diepcika olejkového a krytonosce
ctyfzubého? Do jaké miry je pficinou selhavani této skupiny pyretroidd na tyto
Sktidce u nas a v Evropé?

U blyskacka fepkového hraje tento typ rezistence ziejme zcela zanedbatelnou roli,
coz dokladuji vysledky n€kolika studii zalozenych Casto na plosné velmi rozsahlém
monitoringu (napt. Philipou et al. 2011, Nauen et al. 2012 + Obrazek 2). V Evropé
byla zaznamenana pon¢kud vyssi frekvence mutace L1014F (kdr) pouze v danskych
a $védskych populacich. Vysledky ziskané autorskym tymem této metodiky v soula-
du s vySe zminénymi publikacemi ukazuji téz na zcela zanedbatelny vyznam tohoto
typu rezistence u ¢eskych populaci blyskackt. Od roku 2020 je v ramci rutinniho
monitoringu rezistence k pyretroidim pomoci lahvickovych testii ¢ast jedinct, kteti
prezili kontaktni vystaveni vysokym davkam pyretroidi (lambda-cyhalothrin a tau-
fluvalinate), zamrazovana a nasledné testovana molekularnimi metodami
(pyrosequencing kdr/s-kdr diagnostic assay) na pritomnost obou vyse zminénych
mutaci v genech pro sodikovou pumpu. Za celou dobu monitoringu béhem sezon
2020 az 2024 byl nalezen pouze jeden jedinec s mutaci pro kdr (L1014F). Ro¢né je
otestovano nékolik desitek az set jedinci za timto uéelem. Dosud jediny v CR
nalezeny pozitivni jedinec prezil kontaktni expozici registrované davce tau-fluvali-
natu trvajici 24 hodin a pochazel z populace odebrané pobliz Ceskych Budg&jovic
na jare roku 2021 (Obrazek 3; Ludvikova & Seidenglanz 2023; + redak¢éné upravené
zpravy z projektu QK21010332 za roky 2020-2024; — viz dedikace této metodiky).
Pii¢ina, proé¢ pyretroidy na blyskacka fepkového v CR (ale i jinde v Evropé) zcela
selhavaji, je tedy jina nez necitlivost cilového mista. Diivodem je metabolicka
rezistence (viz ¢ast 1.2.2.).

U drepcika olejkového je situace odlisna v tom, Ze v jeho evropskych populacich
je mutace L1014F (ta je pficinou kdr) rozsifena podstatng vice. A to jednak v geo-
grafickém smyslu a za druhé ji v populacich nese vétsi pocet jedincti (je zde podstatné
vyssi frekvence mutace). Velmi podrobny monitoring se provadél v Némecku na
populacich postupné shromazd’ovanych v letech 2009-2014 (Zimmeret al. 2014a)
a v Dansku, Svédsku a Velké Britanii na populacich ziskanych v letech 2014-2017
(Hejlandet al. 2015, Hojland & Kristensen 2018). Willis et al. 2020 jesté na tyto
studie zahrnujici predevsim severozépad Evropy navazali a publikovali vysledky
rozsahlych testi s populacemi z Velké Britanie, které byly ziskany v letech 2018
a2019. Ve vSech vyse zminénych zemich byl kdr typ rezistence zaznamenan. A to
ne v malé mife. Napf. v posledni publikované praci na toto t¢éma Willis et al. (2020)
zjistili, Ze v roce 2019 bylo ve Velké Britanii 36 % jedinct v populacich rezistentnimi
homozygoty (RR) a 33 % jedinci rezistentnimi heterozygoty (SR; Willis et al. 2020
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pouzili k detekci metodu TagMan assay). Bothorel et al. (2018), ktefi analyzovali
genove sekvence fragmentl sodikovych pump 294 populaci diepcika olejkového
sesbiranych v pribéhu Ctyt sezon (2015-2018) prakticky ze vSech Casti Francie,
prokazali, ze mutace L1014F je ptitomna v 94 % z nich — to znamena jeste vice nez
v Anglii.

Ptes takto vysokou frekvenci L1014F mutace v populacich diepcika olejkového
nejde o hlavni dGivod selhavani aplikaci pyretroidti v polnich podminkach. Nesnizuje
citlivost k pyretroidiim natolik, aby se to v polnich podminkach projevilo viditelné
(kdr je pti¢inou ,,jen* 20—30% poklesu ti¢innosti pyretroidli — v praxi jsou vypadky
mnohem vyssi). Navic, jak vyplyva z vysledki pokusti Hgjlandové & Kristensena
(2018), ztejmé neexistuje zadna vyznamna pozitivni korelace mezi frekvenci této
mutace v populacich diepcika olejkového (vysledky molekularnich analyz) a fenoty-
povym projevem rezistence (vysledky lahvickovych testti). Populace, které z lah-
to je vyjadieno napf. hodnotami LD, v g a.i./ha) nemusi viibec vykazovat vyssi
frekvenci mutace L1014F. Naopak populace s vyssi frekvenci této mutace mohou
z lahvickovych testil vyjit jako citlivé k testovanym pyretroidim.

Dalsi odlisnost mezi blyskackem fepkovym a diepcikem olejkovym je, ze
v jeho populacich byl zaznamenan i vyskyt s-kdr. A to ve francouzskych (Bothorelet
al. 2018) a britskych (hlavné anglickych) populacich (Willis et al. 2020). Za touto
rezistenci, jak bylo vysvétleno vyse, mize stat vice mutaci (nejcastéji se uvadéji
tyto: M918L/T, L9251, T9291/C/V, L932F). V anglickych populacich diepcika olej-
kového byl potvrzen vyskyt L9251 a frekvence rezistentnich homozygotii (RR) byla
2.5 % vroce 2018 a 6.6 % v roce 2019. Frekvence rezistentnich heterozygott (SR)
byla 17.5 % (rok 2018) respektive 19.7 % (rok 2019). To nejsou zanedbatelné
hodnoty (Willis et al. 2020). Ve Francii, jak vyplyva z vysledkti Bothorel et al.
(2018), je tou nejcastéjsi mutaci zplsobujici s-kdr M918L. Byla detekovana v 19 %
populaci diepcika olejkového, pricemz otestovano bylo 294 populaci z celé Francie
postupné ziskavanych béhem let 2015 az 2018. Geografické rozlozeni frekvenci
této mutace v populacich neni rovnomémeé. V nékterych centralnich regionech Fran-
cie je vyssi nez 80 % (Obrazek 5a). Z vysledkd také vyplyva, ze v fadé regionti
Francie se v populacich vyskytuje vice riznych mutaci. Z nich nékteré jsou spo-
jovany i s jinymi druhy hmyzu. Jde napt. o T929N (u dvou populaci i T9291), ktera
byla popsana u mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata, Rinkewich et
al. 2013) a L9251, coz je ta nejcastéjsi s-kdr mutace v anglickych populacich (viz
vyse), ale byla zaznamenana také u molice sklenikové (7Trialeurodes vaporariorum,
op¢t Rinkewich et al. 2013). Tyto mutace se vyskytovaly bud’ samostatné nebo
v kombinacich s dal$imi (n¢kdy az pét riznych mutaci u jedné populace) u 34 %
populaci diepcika olejkového (Obrazek Sb).
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Ptesto jsou, jak ukazuji pokusy s inhibitorem cytochromu P450, latkou PBO (viz
nize), i u dfepcika olejkového polni selhani pyretroidnich aplikaci, ke kterym dochazi
v poslednich letech zjevné€ stale Castéji a na veét§im tizemi (vyvoj je popsan v kapitole
6. Ekonomickeé aspekty; Willis et al. 2020, Stara & Kocourek 2019, Kocourek et al.
2024), zptisobeny hlavné metabolickou rezistenci. A zde je tedy s blyskackem fep-
kovym opét shoda. Willis et al. (2020) se podaftilo opakované na anglickych popula-
cich dfepcika olejkového (shromazdénych v letech 2018 a 2019) vykazujicich
vysoké frekvence mutace L1014F (kdr) a téZ nezanedbatelné frekvence mutace
L9251 (s-kdr) a jiz zcela odolavajicich kontaktni expozici registrované davce
lambda-cyhalothrinu (lahvickovy test) prokazat, Ze se i u nich vraci citlivost
k pyretroidim po zablokovani cytochromu P450 (jde hlavné o monooxygenazy)
pouzitim PBO (Obrazek 4).

U krytonosce ¢tyfzubého, u kterého uz také byly zaznamenany problémy s rezistenci
(viz vyvoj situace v kapitole 6. Ekonomické aspekty), neni znamo, do jaké miry
jsou v populacich tohoto druhu vyse zminéné typy mutaci (zptsobujicich bud’ kdr
nebo s-kdr typ rezistence) roz§ifeny. Nebylo to zatim pfedmétem zadné védecké
studie, nebyly dosud publikovany zadné vysledky na toto téma.

Obrazek 2 —Vlajeckou jsou oznaceny lokality,
ze kterych byly v rdmci celoevropského mo-
nitoringu probihajiciho v letech 2006 az 2010
odebrany populace blyskdcka repkového
(Brassiogethes sp.), u nichZ byla potvrzena
kdr rezistence (tedy mutace L1014F). Bylo
testovano celkem 400 populaci z rdznych
mist a do vlastniho testu (molekularni analyza
zamérend na potvrzeni pfitomnosti mutace
L1014F - kdr a M918T — s-kdr) se dostali pou-
ze ti jedinci z raznych populaci, ktefi
v IRAC lahvi¢kovém testu (IRAC Adult Vial
Test) prezili kontaktni expozici 20% a 100%
davce lambda-cyhalothrinu nebo tau-fluva-
linatu. Tzn. mutace zpUsobujici rezistenci
kdr anebo s-kdr se hledaly pouze v DNA téch
jedincl, o kterych se pomoci lahvickového
testu zjistilo, Ze jsou rezistentni (fenotypové — na zakladé chovani). Plvod vsech
otestovanych populaci je oznacen kolecky (tmavsi kolecka = mista, kde byly sbéry
v pribéhu let 2006-2010 provedeny opakované, proto je zde n > 1). Mutace vedouci
k zavaznéjsi rezistenci typu s-kdr (patralo se po M918T) nebyla nalezena u Zzadného
z jedincu (ilustrace prevzata z publikace Nauen et al. 2012).
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. Obrdzek 3 - Sekvence vzorku
s heterozygotnim  (T/C)
genotypem v oblasti kdr
mutace L1014F (prevzato
z publikace Ludvikova & Sei-
denglanz 2023; T = Thymine,
C = Cytosine). Zdména baze
T za C vede k tomu, Ze na po-
zici 1014 aminokyselinové
| sekvence v doméné Il (seg-
ment 6) pak neni leucin ale
fenylalanin. Vysledkem je
pokles citlivosti k pyretroi-
dim o 20-30 %.

Obrazek 4 — Navrat citlivosti u péti
raznych populaci dfepcika olejkové-
ho (P. chrysocephala) k pyretroidu
lambda-cyhalothrin poté, co popula-
ce byly vystaveny nejen samotnému
lambda-cyhalothrinu (100% A-cyha-
lothrin = registrovand davka samot-
ného pyretroidu, tj. 7,5 g a.i./ha) ale
kombinaci té samé davky pyretroidu
(7,5 g a.i./ha) s PBO (100% + PBO).
Testy byly provedeny v roce 2019
a populace pochdzely z Yorkshire,
Leicestershire, Hertfordshire a dvé
z Wiltshire. Z vysledkl je patrné, ze
vykazovaly rliznou Uroven rezistence
k lambda-cyhalothrinu — podil citlivé

reagujicich broukl (%, osa Y) po kontaktni expozici registrované ddvce lambda-
cyhalothrinu na 24 hodin se pohyboval od 7 do 78 %. Poté co byl k lambda-cyhalothrinu
pridan PBO, podil citlivé reagujicich broukd vzrostl na 100 % u viech péti populaci. Ve
vSech z téchto populaci byla sou¢asné zaznamenana urcita droven frekvenci mutace
(L1014F) podminujici typ rezistence kdr (prevzato z publikace Willis et al. 2020).
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Obrazek 5a — Disperze a frekven-
ce mutaci L1014F (podminuje
rezistenci typu kdr, zde KDR)
a M918L (podminiuje rezistenci
typu s-kdr, zde SKDR) u francouz-
skych populaci diepcika olej-
kového (Psylliodes chrysoce-
phala) testovanych v letech 2015
az 2018. Otestovano celkem 294
populaci. Velikost kruh( odpovi-
da poctu otestovanych populaci
z dané oblasti (pohybuje se v in-
tervalu od 1 do 38). RR =
rezistentni homozygot. Pfevzato
z publikace: Bothorel et al.
(2018)

[ o KDR and no skpr ] No kDR and 30%<=RR_kDR<80% [IB] RR_SKDR<30% Bl s0%<=RR_SKDR

[] No kbR and RR_KDR<30% [Jll] No SKDR and 80%<=RR_KDR [l 30%<=RR_SKDR<80%

Obrazek 5b - Disperze a fre-
kvence kombinaci riznych muta-
ci (nejen L1014F, ktera podmi-
nuje rezistenci typu kdra M918L,
kterda podminuje rezistenci typu
s-kdr) kumulujicich se a kom-
binujicich se ve francouzskych
populacich drepcika olejkového
(Psylliodes chrysocephala) testo-
vanych v letech 2015-2018.
Otestovano celkem 294 populaci.
Velikost kruhli odpovida poctu
otestovanych populaci z dané
oblasti (pohybuje se v intervalu
od 1 do 38). RR = rezistentni
homozygot. Pfevzato z publi-
kace: Bothorel et al. (2018)

Population with substitution in position(s)

0w [ Lo2siion [ w2s/mo2/ti014 [ Nomutation
M Lo W 52971014 [ pooo/moirs/reasLiora
I ro0s/mo18 B ro09/mo18/11014 [ pooo/ma18/1925/T929/11014
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1.2.2 Metabolicka rezistence

Druhy mechanismus rezistence se oznacuje jako metabolicka rezistence. Jak jiz
z vysSe uvedeného vyplyva, je u fepkovych skidct, na néz zde cilime, tou hlavni
pric¢inou polnich selhani pyretroidnich aplikaci, a tedy tim hlavnim mechanismem
rezistence. Jako metabolicka rezistence se oznacuje proto, Ze jde v principu o lepsi
schopnost rezistentnich jedincii metabolizovat (a tedy detoxifikovat) i¢innou latku
pyretroidu diky vyssi aktivité né€kterych enzymi. S rezistenci hmyzich Sktdct
k insekticidim (a obecné s detoxifikaénimi procesy u riznych typd organismil, a to
tieba 1 prokaryotickych) jsou obecné spojovany tii skupiny enzymu. Glutathion
S-transferazy, esterazy a cytochrome P450 (P450s, CYPs). Na moznou souvislost
mezi rezistenci evropskych populaci blyskacka fepkového a vyssi aktivitou cytochro-
mu P450 jako prvni zfejme€ upozornili Philipou et al. (2011). Zimmer C & Nauen
R (2011Db) sérii pokusi s rezistentnimi populacemi blyskacki k pyretroidim se
specifickymi inhibitory vyse zminénych tii skupin enzymi (Tabulka 1) v kombinaci
s ruznymi pyretroidy (ty byly aplikovany bud’ s6lo nebo v kombinaci s nékterym
inhibitorem) to pak potvrdili. Divodem metabolické rezistence blyskacka fepkové-
ho je tedy vyssi aktivita cytochromu P450. Glutathion S-transferazy zde nehraji
zadnou roli a esterdzy ziejme€ téz zadnou anebo malou (Zimmeret al. 2014b).
A v podstaté to samé plati i pro dfepcika olejkového (Hgjland & Kristensen 2018,
Willis et al. 2020). Jaké enzymatické skupiny (popt. mutace — viz ¢ast 1.2.1.) stoji
za poklesem citlivosti k pyretroidim u populaci krytonosce ctyfzubého se téméf nic
nevi. Podstatné rozsifeni znalosti ale miize pfinést vyuZzivani této metodiky. Z pilot-
nich pokust, které poslouzily jako zéklad pro sestaveni této metodiky, provadénych
autorskym tymem s populacemi krytonosce ¢tyfzubého (zatim nepublikovana data)
vyplyva, Ze i v jejich pripadé se dostavuje vyrazny synergicky efekt PBO projevujici
se zvySenim citlivosti k pyretroidim (a tedy poklesem jejich hodnot LD, , velmi
dobie i pro k. ctyfzubého tuto situaci vystihuje Obrazek 4). Takze i v jejich ptipade
pujde o zvyseni aktivity cytochromu P450, esteraz nebo obou skupin. Podil vlivu
esteraz v jejich ptipad¢ jeste nelze vyloucit, protoZe se dosud pracovalo jen s PBO
— PBO inhibuje nejen cytochrom P450 ale i (alesponi ¢astecné) esterazy. Navraci-li
se tedy po pouziti PBO citlivost k pyretroidiim, nelze jeste vyloucit, Ze rezistence
je zptisobena 1 vyssi aktivitou esterdz. To by se musely testy rozsifit i o specifické
inhibitory esteraz (tj. DEF, viz Tabulka 1), aby se jejich podil na rezistenci bud’
potvrdil nebo vyloucil — timto zptisobem se vyloucil vliv esteraz na metabolickou
aktivitu zatim jen u blyskacka i depcika, ne u krytonosce ¢tyfzubého. I kdyz proto
tedy zatim neexistuji potvrzujici vysledky, 1ze se domnivat, Ze typy rezistence (jejich
fyziologicka a molekularni podstata) nebudou u k. tyfzubého piilis odlisné od toho,
co bylo popsano u ptedeslych dvou druht skidcd. K. ¢tyfzuby k sobé nepouta
takovou pozornost jako blyskacek fepkovy a diepcik olejkovy, zavaznym skiidcem
zlstava jen ve stfedni Evropé (Heimbach & Miiller 2013, Seidenglanz et al. 2009,
2022).
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Tabulka 1 — T¥i hlavni skupiny enzymu spojované s detoxifika¢nimi procesy u rGznych
skupin organisma a jejich inhibitory

enzymaticka skupina specificky inhibitor jeji aktivity

glutathion S-transferaza | diethyl maleate (DEM)

esterazy S,S,S-tributyl phosphorotrithioate (DEF), také piperonyl butoxide (PBO)'

cytochrom P450 piperonyl butoxide (PBO)', tebuconazole?, 1-aminobenzotriazole

"mechanismus Géinku PBO byl popsan aZ dvacet let po jeho uvedeni na trh (viz Perry & Buckner 1970)
Q aZ témér do konce dvacatého stoleti se myslelo, Ze jde o specificky inhibitor monooxygenaz cytochro-
mu P450; v roce 1998 ale Gunning et al. zjistili, Ze inhibuje i esterazy.

Pfungicid a rGstovy regulator ze skupiny triazolQ; ve védecké literatufe se pfedevsim Fesi jeho inhibi¢ni
vliv na lidsky cytochrom P450 (je to jeden z hlavnich divod(, pro¢ se nad touto latkou vznasi nebezpedi
zakazu, viz napf. Yang et al. 2018, Habenschus et al. 2021; prakticky nic se nevi o tom, jestli by tuto
latku bylo moZné vyuzit k mitigaci dopad rezistence u fepkovych skiidct — jde ale o cil dalSiho vyzku-
mu fesitelského tymu, ktery predklada tuto metodiku)

1.2.3 Cytochrom P450

Dosud ziskané vysledky ukazuji, Ze zasadni enzymatickou skupinou umoziujici
rezistenci k pyretroidiim u fepkovych skiidcti, na které se tato metodika zamétuje,
je Cytochrome P450. Cytochrome P450 (CYP, P450) je souborné oznaceni pro
enzymy obsahujici skupinu HEM (HEME, HAEM) jako kofaktor, které¢ vétSinou
(ne ale vyluénég) plsobi jako terminalni oxidazy v tzv. monooxygenazovych systé-
mech (Tabulka 2). Jde o pocetné obrovskou skupinu proteind, které 1ze nalézt témet
ve vsech zivych organismech (mysleno jako superfamily CYP — viz Obrazek 6;
Huang et al. 2013). U hmyzu bylo do soucasné doby popsano vice nez 1000 raznych
CYP genti (Zhou & Huang2002), které spadaji do riznych tzv. families: CYPA4,
CYP6, CYP9, CYPI12, CYPI15 a dalsi (family je urcena ¢islem za zkratkou CYP).
Z téchto families jsou s rezistenci k insekticidim spojovany CYP4, CYP6, CYP9
a CYP12 (Feyereisen2005, Guo et al. 2012).

Pocet CYP gentl se mezi riznymi druhy hmyzu vice ¢i méné lisi. Napi. 91 CYP
genll bylo identifikovano u Drosophila melanogaster (octomilka obecna), 158
u nebezpecného prenasece lidskych patogenti moskyta Aedes aegypti (Cesky nazev
je komar tropicky), 78 u bource morusového (Bombyx mori) a 146 CYP gent1 bylo
identifikovano u obalece jable¢ného, Cydia pomonella (Adams et al. 2000, Strode
et al. 2008, Xia et al. 2004, Wan et al. 2019). A jen pro srovnani u slid’aka Pardosa
pseudoannulata to je 120 CYP gend (Wang et al. 2021).

CYP6 je unikatni pro hmyz (tfida Insecta). Enzymy pattici do family 6 (tedy rizné
subfamilies — viz Obrazek 6) katalyzuji oxidaci sekundarnich metabolitli a riznych
exogennich (zvenku do téla vstupujicich) latek, takze neni divu, Ze jsou, dojde-li
k nartstu jejich aktivity (to je podminéno zvySenim jejich koncentrace v tkanich
a toto je zase podminéno nartstem genové exprese prislusnych CYP6 gentl), di-
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vodem, pro¢ hmyz dokaze ptezit expozici vysokych davek nekterych xenobiotik,
tieba insekticid (Bergé et al. 1998). A nejde jen o pyrethroidy. Studie na Locusta
migratoria (sarance st€éhovava) ukazaly, ze troven exprese CYP6 genil rozhoduje
o citlivosti / rezistenci tohoto rovnokiidlého hmyzu nejen k pyretroidiim, ale téz ke
karbamatiim (Zhang et al. 2019). ZvySena exprese (overexpression) genu CYP6CM1
u vyznamného po celém svéte rozsifeného Sktidce, molice Bemisia tabaci, je ptiinou
tovych skidct (z hlediska ekonomickych dopadti), housenek miiry ¢ernopasky
bavlnikové (Helicoverpa armigera), Wang et al. (2018) zjistili, Ze s nartistem tirovni
exprese CYPO6 lze spojovat nejen pokles citlivosti k nékolika skupinam syntetickych
insekticidl s riznym mechanismem c¢inku, ale také sniZeni jejich citlivosti k fade
toxind, které se vytvari v napadenych rostlinach (phytochemicals) jako projev jejich
obrannych reakci proti herbivorim. U housenek obalece vychodniho (Grapholita
molesta; viz také Obrazek 6) Han et al. (2022) prokazali jasnou pti¢innou souvislost
mezi nartustem exprese CYP6 a poklesem citlivosti k malathionu (insekticid ze
skupiny organofosfatt), deltamethrinu (pyrethroid) a dokonce i k zastupci diamidi
(0.1. chlorantraniliprole).

Z hlediska moznych dopadu aktivity enzymt Cytochromu P450 na sniZeni efektu
pyretroidl na urcitou populaci skidce (napt. diepcika olejkového) neni bez zaji-
mavosti, Ze troven exprese konkrétniho CYP6 genu se muize liSit mezi jednotlivymi
vyvojovymi stadii — rozdil neni jen mezi vajickem, larvou a dospélcem, ale i mezi
jednotlivymi larvalnimi instary. V praxi to znamena, ze dospélci diepcika olejkové-
ho na tom mohou byt jinak nez larvy. Hladiny cytochromu P450 u nich mohou byt
rizné, a tedy 1 jejich schopnost piezivat pyretroidni aplikace mtize byt riizna. Bo-
huzel, u fepkovych skiidcti se o tom zatim viibec nic nevi. Pfitom u druht, kde skody
zpisobuji dveé rizna vyvojova stadia, jako je pravé diepCik olejkovy (Skodi jak
dospélec, tak larva), by bylo dobré to z praktickych diivodl védét. Han et al. (2022)
ve své praci s obaleCem vychodnim (G. molesta) srovnavali trovné€ exprese nékolika
CYP6 genti (CYP6AB112, CYP6ABI113, CYP6ABI114, CYP6AB115, CYP6ABI116,
CYP6ABI117, CYP6AN35 a CYP6B74) v riznych vyvojovych stadiich (vajicko, 1.
— V. larvalni instar, kukla a dospélec) tohoto druhu motyla. Autofi zjistili, Ze se
jednotliva stadia vyrazné 1isi expresi CYP6 geni celkove (nejvice vybavené enzymy
CYP6 byly housenky tfetiho instaru), ale také to, Zze nékteré z osmi sledovanych
CYP6 geni byly pro urcité vyvojové stadium charakteristické (mira jejich exprese
zde byla signifikantné vyssi nez v jinych stadiich). Tak napt. dospélci disponovali
signifikantné vys§imi hladinami enzymu CYP6AN35 neZ ostatni vyvojova stadia,
pro housenky Ctvrtého instaru byla charakteristicka vyssi exprese CYP6B74, pro
vajicka CYP6AB116 atd. Navic vSe jesté bylo ovlivnéno tim, jakym insekticidim
byli jedinci béhem vyvoje vystaveni. Napf. expozice organofosfatu (0.1. malathion)
byla pfic¢inou zvyseni aktivity (disledek nartstu trovné exprese) jinych CYP6 nez
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Tabulka 2 — Vysvétleni nékterych pojm0 vztahujicich se k Cytochromu P450 (oznacovan
zkracené téz jako: P450 nebo CYP)

pojem vysvétleni

jednd se o do podoby kruhu tvarovanou molekulu obsahujici atom
Hem (Heme, Haem) Zeleza (Fe), ktera je soucasti hemoglobinu; ptritomnost slozky hem
umoznuje navazani molekuly kysliku O,

jedna se o nebilkovinou soucast (napft. ion néjakého kovu) enzymu,
ktera umozniuje a podminuje jeho katalytickou funkci

cofactor

pravé tato skupina oxidaci katalyzujicich enzym( hraje nejdilezité;jsi
roli v metabolické rezistenci; katalyzuji vneseni jednoho atomu
monooxygendzy | O z molekuly kysliku O, do oxidovaného substratu / produktu (napft.
molekula pyretroidu), zatimco druhy atom O je redukovan na vodu.
proto se této skupiné také nékdy rika Mixed Function Oxygenases

jaky je rozdil
mezi oxidaci
katalyzujici-
mi enzymy: |dioxygenazy

pti oxidaci katalyzované touto skupinou enzymu se vnasi oba atomy
0 z molekuly O, do substratu / produktu

tyto enzymy katalyzuji oxidacni reakce béhem nichZ nedochazi k vna-
$eni ani jednoho z atom( O z molekuly O, do oxidovaného substratu

oxidazy

expozice U.l. deltamethrin ¢i cyantraniliprole u stejného vyvojového stadia (napft.
u housenek tfetiho instaru).

Velky pokrok v sekvenovani genomu a transkriptomu, ktery nastal v prvni dekadé
tohoto stoleti, usnadnil a urychlil cestu k objeventi jiz pomémée velké fady hmyzich
CYP gentl, a hlavn€ umoznil jejich funkéni charakterizaci. Tedy popsal, jakou roli
hraji v rezistenci proti pyretroidiim nebo dal§im insekticidtim (Chiu et al. 2008, Zhu
et al. 2010, Stevenson et al. 2011, Mitchel et al. 2012, Jousen et al. 2012, Riveron
et al. 2013).

U brouki (fad Coleoptera) byl jako prvni gen P450 spojovany s metabolickou
rezistenci k insekticidiim popsan v roce 2010, jedna se o CYP6BQ9 u potemnika
Tribolium castaneum. Jde o vysledek prace Zhu et al. (2010). Tito autofi zjistili, Ze
u jedinct T. castaneum vykazujicich rezistenci k deltamethrinu dochazi k 200na-
sobnému zvyseni koncentrace proteinu CYP6BQ9 (pro oznaceni genu i jeho ex-
presniho produktu se pouziva stejny kod) fungujiciho jako monooxygendza. Také
prokazali, ze CYP6BQ9 katalyzuje metabolizaci deltamethrinu prostfednictvim
hydroxylace. Vznika 4-hydroxy derivat tohoto pyretroidu, ktery je hydrofilni a po-
mérné snadno ho 1ze vyloucit z téla, aniz by doslo k vyvolani typické reakce s u¢inkem
insekticidu spojované. Zimmer & Nauen pak v publikaci vydané o rok pozdéji
(2011b) na zaklad¢ vysledka pokust s riizné rezistentnimi jedinci blyskacka fep-
kového (ve skutecnosti §lo o in vitro pokusy s microsdémy pfipravenymi z bunck
blyskacka fepkového) prokazali, ze také u tohoto druhu dochazi u rezistentnich
jedinct k intenzivnéjsi hydroxylaci pyretroidni uc¢inné latky a tvorbé 4-hydroxy
derivatu (v jejich pfipadé 4-hydroxy deltamethrinu), a Ze vyssi koncentrace tohoto
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produktu hydroxylace pozitivné€ koreluje s urovni fenotypového projevu rezistence.
Potvrdili tak, Ze za rezistenci blyskacka fepkového stoji cytochrom P450 (viz leva
polovina Obrazku 6). Kdyz se tedy Zimmer et al. (2014b) pustili do hledani konkrét-
niho CYP genu, ktery tuto vyssi aktivitu cytochromu P450 (a hydroxylaci pyretro-
idnich molekul) u rezistentnich blyskackt podminuje, méli jiz na co navazovat. Pii
izolaci, determinaci a kvantifikaci P450 gent (Real-time qRT-PCR) postupovali
stejné jako Karunker et al. (2008), kteti u molice Bemisia tabaci identifikovali
jedenact CYP geni zodpovédnych za odbouravani riznych xenobitiotik — mimo
jiné i gen pro CYP6CM 1, jehoZ n€kolikasetnasobna nadprodukce (overexpression)
zpusobuje neucinnost pyretroidd na tohoto skiidce. Zimmer et al. (2014b) pouzili
tento piistup, protoze genomicka a transkriptomicka data pro P450 blyskacka fep-
kového nebyla k dispozici. Z deseti identifikovanych ¢aste¢nych genovych sekvenci
(partial gene sequencies) pouze jedna, CYP6BQ23, korelovala s trovnémi rezisten-
ce blyskacka fepkového k pyretroidim. Jinak feceno, pouze u CYP6BQ23 doslo
k ,,overexpresi* u rezistentnich populaci blyskackd v porovnani se stavem u refe-
renni vysoce citlivé populace, Tabulka 3). Nartst exprese CYP6BQ23 u rezistent-
nich populaci se pohyboval od 269nasobku (populace 120-10) do 938nasobku

Metabolicka rezistence u fepkovych kidci: narist aktivity cytochromu P450 - jde zejména o monooxygenazy
U rezistentnich blyskack( dochazi k az 900-

krét zvySené expresi jednoho z genti
cytochromu P450:

Mebge s peotig T .
-~

(convertuji) xenobiotika family subfamily

pesticidy) v procesu hydroxylace na hydrofilni
derivaty, které lze z téla snadno vyloucit.

Zimmer & Nauen (2011) prokazali, i¢ mnoistvi
vyprodukovaného 4-hydroxy deltamethrinu (v

Predpokladana terciarni struktura osmi CYP6 gen( z
motyla Grapholita molesta z vyznaéenim polohy HAEM a
vaznych mist na HAEM (dle Han et al. 2022)

microsomech z nékolika rlzné rezistentnich
populaci  blyskacka fepkového) koreluje s
fenotypovym projevem rezistence k pyretroiddm.
Vysai aktivita cytochromu P450 = vy3si rezistence k
pyretroiddm.

& .
G -

Zienme € & Maues R{20115]-Cytochrome PASD mediated pyrethroid re:
populations of Meligathes seeus [Coleopters: Nitiduldee], Pa ey m-.— | M ham

.,.

Obrazek 6 — Popis role cytochromu P450 v detoxifikacnich procesech hmyzu a v rezistenci
blyskacka repkového k pyretroidiim (leva cast obrazku). Konkrétni gen pro jednu z mo-
nooxygenaz (CYP6BQ23) k jejiz nadmérné produkci u rezistentnich jedinct blyskacka
fepkového dochdzi (prava horni ¢ast obrazku), jak prokazali ve své studii Zimmer et al.
(2014) a priklad terciarnich struktur nékolika dalsich CYP6 gen( (family 6, tedy CYP6 je
unikatni pro hmyz) obaleée Grapholita molesta (obale¢ vychodni). Pozndmka: oznaceni
konkrétniho genu (napf. CYP6BQ23) odpovida i oznaceni konkrétniho produktu jeho
exprese — v tomto pripadé tedy monooxygenaze CYP6BQ23
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(populace 79-10). I kdyz nelze vyloucit, Ze se na metabolizaci pyretroidil u rezistent-
nich populaci blyskacka fepkového podileji i produkty exprese dalsich CYP gent,
CYP6BQ23 hraje zasadni roli (viz také Obrazek 6 — vpravo nahote).

1.3 Piperonyl butoxide (PBO)

PBO neni nova latka. Jeji vyuzivani v ochrané proti hmyzim skidctim v roli syner-
gisty (= posilovac uc¢innosti) insekticidu trva jiz asi sedmdesat let. VSe zacalo po-
tiebou zvysit a prodlouzit i¢innost insekticidil na bazi pyrethra (pfirodni pfedchiidce
syntetickych pyretroidi, ziskavany naptiklad z kopretiny starckolisté (Chrysanthe-
mum cinerariifolium)). Tyto latky se tehdy pouzivaly k hubeni moskytt, pfenasect
puvodct riznych chorob béznych v tropech a subtropech (malarie, horecka dengue,
zluta horecka, chikungunya, tularemie, filariasis, rizné druhy encephalitid a asi
dvacet dalSich chorob; Rivera-Gonzalez et al. 2021). Diive se jesté misto terminu
synergista pouzival pojem “extender” (extender = néco, co rozsituje efekt, dopad,
plisobnost néceho jiného). Usili v hledani vhodnych ,extenderic / synergistii pro
pyrethrum (ma relativné kratky rezidualni efekt, rychle podléha rozkladu v dusledku
expozice slune¢niho zareni) vyvrcholilo po nékolika tézkych epidemiich chorob,
jejichz piivodce moskyti prenasi. Vysledkem zvyseného vyzkumného tsili byl také
objev PBO a zpusob, jak ho ziskavat ze Sikimolu, jinak také safrolu, organické
slouceniny ze skupiny fenyl propend. Prvni zminka o objevu PBO pochazi pravdé-
podobné z roku 1947 od Wachse. Komercné se PBO pouziva od pocatku padesatych
let 20. stoleti (Wachs et al.1950). V pribéhu n€kolika nasledujicich dekad se z PBO
stupnym uvadénim na trh) insekticidii na bazi rotenonu, karbamatti, chlorovanych
uhlovodikl (DDT a spol.) a syntetickych pyretroidii (Pohanish 2015), jejichz
ucinnost posiluje. V posledni dob¢ byl soucasti asi 2500 insekticidnich formulaci
registrovanych v riiznych ¢astech svéta k riznym tceliim (Rivera-Gonzalez et al.
2021). Jeho hlavni vyuziti (a tomu odpovidajici relativni spotfeba) neni v pozici
synergisty insekticidii aplikovanych proti Skiidetim v polnich podminkach. Alespon
dosud tomu tak nebylo (Daiss & Edwards 2006). Problémy pisobené rezistenci
hmyzich sktdcti k pyretroidiim a rostouci hospodatské dopady tohoto fenoménu
mohou rozlozeni spotieby PBO k riiznym ucelim zacit v nejblizsi budoucnosti
menit. Jeho vyuziti jako synergisty polnich pyretroidnich aplikaci zfejmé nabude
na vyznamu (Dewaret al. 2014). Urcitou formou potvrzeni tohoto tvrzeni je i snaha
smeétujici k uplatnéni a vyuzivani této metodiky.

1.4 Proc se snazit najit nejnizsi G¢innou davku PBO

Jak bylo zminéno vySe, PBO se dosud vice spotiebovava jinde nez pii oSetiovani
polnich plodin béhem jejich vegetace. Mista, kde mize dojit (a také dochazi) ke
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kontaktu s touto u¢innou latkou, jsou hlavné rizné provozy, kde se zemédélska
produkce (rostlinného i zivoc¢isného ptivodu) zpracovava a skladuje, staje a obytné
budovy. Jako formy mozné expozice se uvadi rostlinna / Zivoc¢isna produkce (po-
traviny), povrchova voda, vzduch a prach (Rudel et al. 2003, Woudneh & Oros 2006,
Horton et al. 2011). Vétsi riziko je v oblastech, kde se PBO vzhledem ke geografické
poloze vice spotiebovava pti hubeni prenasecii pivodcti nebezpecnych chorob lidi
a hospodarskych zvirat (tropy, subtropy; Rivera-Gonzalez et al. 2021). Piijit do
kontaktu s rezidui PBO v potravinach 1ze vzhledem ke globalnimu obchodu kdekoliv
(Abdelmajid & Duverna2016, 2017 + vetejné piistupné vyrocni zpravy USDA).

1.4.1  Vliv PBO na savce vcetné clovéka

Mozné dopady PBO na savce byly hodnoceny jiz pfed uvedenim této latky na trh.
Wachs et al. (1950) informoval o minimalnim negativnim dopadu této latky na savce
na zaklad¢ vysledkt ziskanych ze série experimentli zamétenych na stanoveni urovni
oralni chronické toxicity. V této dob¢ jesté nebyla znama biochemicka a fyziologicka
podstata synergického uc¢inku PBO: a to je inhibice 1) cytochromu P450, tedy
enzymu ze skupiny oxygenaz (to se zjistilo v sedmdesatych letech 20. stoleti; viz
napi. Mathews & Cassida 1970, Perry & Buckner 1970, Sun & Johnson 1972) a 2)
dalsi skupiny enzymi, esteraz, které jsou také Casto asociovany s rezistenci hmyzu
k insekticidim. Na to se pfislo az v posledni dekad¢ 20. stoleti, viz napt. Gunning
et al. 1998, Moores et al. 1998, Young et al. 2002, 2003 a Tabulka 1. Z této doby
pochazi také dal$i nové studie zaméfené jednak na hodnoceni inhibi¢ni aktivity PBO
pro savei a lidsky cytochrom P450 a také na mozné negativni dopady PBO na
embryonalni vyvoj savct. Na zaklad¢ vlastnich vysledki Jones et al. (1998) kon-
statovali, ze sav¢i a lidsky cytochrom P450 je PBO inhibovan pravdépodobné jen
zcela nevyznamné a ze PBO ma pravdépodobné pro savce velmi nizky teratogenni
potencial*. Avsak relativn€ nové studie provadéné na mysich a potkanech pfinesly
ponékud znepokojivé vysledky. Potvrzuji, ze prenatalni expozice PBO vede jak
k morfologickym, tak behavioralnim abnormalitam u narozenych jedincii (Tanaka
& Inomata2015, 2016, Tanaka et al. 2019, Everson et al. 2019). Tento teratogenni
efekt je disledkem teprve relativné nedavno objevené (vzhledem k délce obdobi,
po které je PBO hojné uzivan) fyziologické aktivity, kterou se tato latka ve vy-
vojovych pochodech projevuje. Jde o blokaci tzv. ,,sonic hedgehog signaling
pathway* (Shhs; Wang et al. 2012). Shhs ma zésadni vliv na spravny prubeh celé
fady embryonalnich vyvojovych procesti zahrnujicich morfogenezi mozku, obliceje
a koncetin (Chiang et al. 1996). Vysledky vyse zminénych studii ukazuji, ze PBO
mize inhibovat Shhs svym antagonistickym G¢inkem na Shhs transdukeni protein
SMO (pozor, aktivita Shhs miize byt narusena ¢i blokovana i z Fady jinych divodii,
nespojovat jen s PBO,; poznamka autorit). Blokace Shhs vlivem PBO je zcela jiny
proces nez inhibice cytochromu P450 touto latkou, jedna se o dva procesy, které
spolu nesouvisi. Naruseni Shks vede k riznym vyvojovym vadam postihujicich, jak
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jiz bylo naznaceno vyse, zejména mozek (naruseni procesu rozdéleni mozku na
levou a pravou hemisféru), oblicej (napft. rozstép vrchniho patra) a koncetiny (napf.
zkraceni). Intenzita projevu vyvojovych poskozeni je dana dobou, kdy béhem em-
bryonalniho vyvoje k naruseni Shhis vlivem piisobeni PBO doslo (Seifert et al. 2009,
Lipinski et al. 2010, Heyne et al. 2015). Podrobn¢ shrnuto v Rivera-Gonzalez et al.
2021. Pti védomi téchto moznych negativnich dopadti je nutné hledat nejnizsi davky
PBO, kter¢ ale dostatecné zvysuji ucinek pyretroidnich insekticidu, jejichz efekt na
cilové organismy (napt. blyskacek fepkovy, diepcik olejkovy, krytonosec ctyfzuby)
vlivem metabolické rezistence (projev zvysSeni aktivity cytochromu P450) v po-
slednich letech znacné klesl nebo klesa.

*Co jsou to teratogeny: Jednd se o latky, které mohou zpiisobit nedédicné defekty
plodu (fetus). Tyto jsou diisledkem jejich toxického piisobeni na embryo béhem jeho
vyvoje v téle matky (Rivera-Gonzalez et al. 2021).

1.4.2 Vliv PBO na necilovou arthropodni faunu

Vyuzivani PBO pro pfekonani rezistence vyznamnych skidct fepky k pyretroidiim
musi byt také vnimano jako faktor zvysujici nebezpecnost pyretroidti pro necilové
organismy (zejména hmyz), které jsou v porostech fepky zastoupeny casto ve velmi
hojnych poctech a plni dilezité ekosystémove sluzby — jinak feceno jsou prospésni
jako opylovaci, parazitoidi, predatofi (viz pfedchazejici metodiky vydané timto
autorskym tymem: Seidenglanz et al. 2024b,c). Tyto organismy jsou i k samostatné
aplikovanym pyretroidim vyznamné citlivéjsi nez sktdci (viz napf. parazitoidi
fepkovych sktidcti: Seidenglanz et al. 2024a) a ptidani PBO do posttikové jichy je
tak mlze realné jesté vice ohrozit. Jde zejména o ty druhy, které se v porostech
vyskytuji ve stejnou dobu jako sktdci (ti jsou Casto jejich hostitelé) a jsou k apli-
kovanym postfikim vice exponované: napft. parazitoidi larev sktidct, na které se
tato metodika soustfedi, jsou na tom hiie, nez predatofi jejich larev — stievlici
pohybujici se po povrchu piidy v jiz zapojenych porostech v jarnim a letnim obdobi.

Ztejmée nejsledovanéj$im necilovym organismem, ktery je vyuzivan v testech ur-
cenych ke zjisténi moznych negativnich dopadii pesticidii na arthropodni faunu je
véela medonosna. Hodnoty akutni toxicity rznych insekticidll pro veely jsou po-
meérné dobie zdokumentované a existuje na toto téma velké mnozstvi védecké
literatury (napi. Barnett et al. 2007, Fletcher & Barnett 2003, Thompson 2003,
Moores et al. 2012, Dewar et al. 2014). Pomémé malo se ale vi o vlivu interakei
mezi riznymi u¢innymi latkami pesticidl na jejich dopad na vcely (a dalsi necilové
organismy), jsou-li aplikovany spole¢né ve formé tank-mixu. Pilling a Jepson jiz
v roce 1993 publikovali, Ze pyretroidy (autofi pracovali s lambda-cyhalothrinem)
maji vyrazné vétsi negativni dopad na vcely, jsou-li aplikovany spolecné s EBI
fungicidy (EBI = ergosterol biosynthesis inhibitors — jinak receno, jde o azolové
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fungicidy). V jejich studii m¢l nejvétsi synergicky efekt (= nejvice zvySoval nega-
tivni dopad lambda-cyhalothrinu na véely) propiconazole.

Johnson et al. (2006) hodnotili synergicky efekt inhibitort tii riznych skupin deto-
xifika¢nich enzyma (DEF, DEM, a PBO — viz Tabulka 1) na zménu toxicity tii
pyretroidl pro vcely. Pracovali s cyfluthrinem, lambda-cyhalothrinem a tau-fluva-
linatem. Tau-fluvalinate je vyznamné méng toxicky pro vely nez oba dalsi pyretro-
idy. Toxicita pro vcely vSech tii pyretroidi (v€etn¢ tau-fluvalinatu) podstatné
vzrostla, byl-li souCasné s pyretroidem aplikovan PBO. Synergicky efekt DEF
(inhibitor carboxylesteraz) byl v porovnani s PBO vyrazné slabsi a vliv DEM (inhi-
bitor glutathion S-transferaz) zcela zanedbatelny. Johnson et al (2006) tedy
spolecnou aplikaci pyretroidu a PBO vyhodnotili jako pro vcely rizikovou. Moores
et al. (2012) pouzili k testovani téhoz znac¢né odlisny pfistup a metodiku ponékud
bliz§i realné situaci, co se tyCe davek, kterym je hmyz v polnich podminkach vy-
stavovan, a dosli k odlisnym vysledktim. Pracovali ovS§em pouze s tau-fluvalinatem
druhou stranu tato vlastnost z tau-fluvalinatu dé¢la insekticid, se kterym vcely ptichazi
relativné Casto (Casteji nez s jinymi insekticidy) do kontaktu. V zavéru své studie
Moores et al. (2012) tvrdi, Ze PBO Ize pouzit v kombinaci s tau-flavalinatem tak,
aby se podafilo dosahnout zvyseni efektu na blyskacka, aniz by se projevil negativni
dopad na vcely. I v jejich studii se vSak vyskytuji urcité tézkosti tykajici se prevo-
ditelnosti jimi pouzitych laboratornich davek (koncentraci) na polni podminky.
Rozporu mezi obéma studiemi (Johnson et al. 2006 versus Moores et al. 2012) si
v§imli i koordinatofi projektu ,,EcoSyn: The potential for overcoming insecticide-
resistance in arable crop pests using synergists” Dewar et al. (2014). Otazka
moznych negativnich dopadti pouziti PBO spolecné s pyretroidy na vcely tak neni
zdaleka uzaviena. A co se ty¢e dopadl tank-mixti PBO s pyretroidy na dalsi zastupce
necilové arthropodni fauny, tam je informaci jest¢ méné (Dewar et al. 2014).

1.4.3 Riziko kumulace PBO v ekosystému

Existuje riziko, Ze by pfi vétsim zapojeni PBO do IOR fepky mohlo dojit k ohrozeni
organismu ve vode¢ ¢i v pidé? Amweg et al. (2006) se zabyvaly vlivem PBO na
zvySeni toxicity pyretroidi (pracovali s permethrinem) na drobné vodni koryse
(Amphipoda) a to jak ve vodé, tak v substratu nasyceném vodou (tento reprezentoval
podminky na fi¢nim dn€). Dosli ke zjisténi, Zze k vyraznému zvySeni toxicity
testovaného pyretroidu (oproti jeho aplikaci s6lo) na tyto organismy dochazi az pfi
obohaceni o takové koncentrace PBO, které pfti aplikaci doporucenych davek (jak
v domacnostech, ¢i v polnich ekosystémech) nemohou byt ve vodnim prostredi
dosazeny. Antonious et al (2004) v clanku ,, Pyrethrins and Piperonyl Butoxide
Adsorption to Soil Organic Matter* dochazi k zavéru, ze pranik pyretroidi do
pudniho prostiedi a jejich mobilita v ptidnim prostfedi (a tedy i moznost priniku do
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spodnich nebo povrchovych vod) neni zvysena tim, jestli jsou nebo nejsou oboha-
ceny o PBO. PBO tedy nijak nezvysuje nebezpecnost pyretroida (alesponl ne dra-
maticky) pro organismy obyvajici pidni nebo vodni prostredi. Detekovatelné
negativni dopady na vodni a ptidni ekosystém se tedy zapojenim PBO do IOR
polnich plodin (a tedy i fepky) za normalnich podminek nezvysi. Nizké riziko (ale
vzdy existujici —nelze vyloucit chyby, neptedpokladané jevy a zamérnou vili skodit)
spojené s pouzivanim PBO indikuji i vysledky dal$ich studii (Ankley et al. 1991,
Ankley & Collyard 1995, Arnold 1999). Jde vesmés o americké studie. V Evropé
byl dosud PBO v ramci IOR polnich plodin vyuzivan, a tedy i z hlediska dopadti na
rizné typy ekosystému studovan, jen velmi malo (i kdyz jiz n¢jaké studie existuji:
napt.: Dader et al. 2019).

2 Cile metodiky

1. Poskytnout odborné vefejnosti (vyzkumnym pracovistim, univerzitam, inspek-
toram UKZUZ ale pfedev§im agronomim a zemédélskym poradciim) metodu,
ktera je jednoducha, technicky nenaro¢na, ptitom vSak poskytuje pesné a mezi-
narodné srovnatelné vysledky v kvantifikaci kontaktniho efektu PBO (prostred-
nictvim inhibice enzymi cytochromu P450) na nartst citlivosti vybranych druhti
fepkovych sktidct (blyskacek fepkovy, diepcik olejkovy, krytonosec Ctyizuby)
k pyretroidiim.

2. Pokusit se rozsifit aktivni zajem o problematiku rezistence insekticidi u hmyzich
Skiidcti a monitoring vyvoje zmén v této oblasti mezi agronomy, tedy pracovniky,
kteti bezprostiedné o pouziti insekticidd rozhoduji a vyvoj rezistence ovliviuji.

3. Ziskat vice znalosti o geografické i sezonni variabilité v synergickém ucinku
PBO (riiznych davek této latky) na zvySeni citlivosti populaci konkrétnich druht
fepkovych skadct (blyskacek fepkovy, diepcik olejkovy a krytonosec Ctyizuby)
k testovanym pyretroidiim (lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate, etofenprox).

4. Kvantifikovat efekt konkrétnich davek PBO (v g PBO/ha) na zmény v citlivosti
testovanych druhti fepkovych skidca k pyretroidim (lambda-cyhalothrin, tau-
-fluvalinate, etofenprox) vyjadiené jako pokles hodnot LD50-95 odhadnutych
pro tyto pyretroidy (v g u.l./ha).

5. Prispét (alesponi casteén¢) ke zmirnéni v zemeéde€lské praxi se zjevne projevujicich
dopadt rezistence (piipad blyskacka fepkového) a poklesu citlivosti (ptipad
drepcika olejkového a krytonosce ¢tyfzubého) fepkovych skiidct k insekticidim
ze skupiny pyretroidl a predejit tak moznému poklesu ploch této plodiny (t€zko
nahraditelny pierusovac obilnych sledi).
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3 Vlastni popis metodiky
3.1 Organizace a koordinace aktivit spojenych s testovanim PBO

Autorska pracoviste pfipravi testovaci sady (+ potiebné pomticky k provedeni testu)
ajejich distribuci k z&djemctim o testovani. Zajisti t€Z zaskoleni zajemcti o testovani,
aby vedéli, jak test spravné provést. Zajemci o testovani mohou byt agronomove,
zemé&d&l3ti poradci, pracovnici zemédélského vyzkumu, inspektoti UKZUZ, studenti
zemédelskych nebo biologickych obori stéednich a vysokych skol.

Autorska pracovisté zajemclim o testovani predaji také tabulky pro zaznam prvotnich
dat a vysvétli, jak vysledky testu zaznamenat a jakym zptisobem je predat zpét na
nekteré z autorskych pracovist’ za ucelem jejich detailni analyzy. Tyto tabulky jsou
soucasti priloh k této metodice.

3.2 Odchyt dospélct cilovych druh( skadct v porostu, jejich transport do
laboratore a jejich kratkodobé udrzovani pred zaloZzenim testu

Sbéry k. ¢tyfzubého a b. fepkového je dobré provadét od druhé poloviny biezna,
v pribehu dubna a kvétna. Blyskacka fepkového 1ze v dostatecnych poctech nachytat
i v prubéhu cervna. K tomu je mozné vyuzit i porosty fepky jarni, hof¢ice, maku
setého, kvétnatych pasti a meziplodin obsahujicich brukvovité komponenty. Diepcik
olejkovy se v porostech nejlépe sbird ve druhé poloving zafi a v prvni poloving fijna.
V néekterych letech se podati dostatecné pocetny vzorek imag d. olejkového shromaz-
dit i v obdobi hromadného lihnuti nové generace dospélcii (Cerven, Cervenec). Sbéry
se pak mohou provadét na dozravajicich porostech (brouci se po urcitou dobu po
vylihnuti zdrzuji ve vrchnich patrech téchto porostit) nebo na misté svozu sklizené
produkce — ve skladech, na sténach vlecek se semeny atd. Dtivodem je, Ze Cas sklizné
se n¢kdy protne (neplati to ale pro kazdou sezonu) s obdobim intenzivniho lihnuti
a opousteéni pady imagy nové generace.

Obecné plati, Ze sbéry z porostil je vhodné provadet za takovych podminek, aby
odbér probihal pomérn¢ snadno a rychle. To je dano volbou pole — nema cenu snazit
se ziskat vzorek z pole, kde brouci nejsou. Dalsi podminkou, ktera ovliviigje to, kdy
odbér provadét, je potieba ziskat jedince v dobré kondici. To znamena spise se
vyhnout sbérim z mokrého porostu a za desté. Spise tedy provadét sbéry v od-
polednich hodinach za slunec¢ného pocasi. K odbéru nejsou také vhodné vétrné dny.

Nejjednodussi a nejrychlejsi zptisob sbéru dospélcti vSech tii druht v porostech je
smykani (Obrazek 7a). Pro transport nasmykaného hmyzu z pole do laboratote (nebo
jednoduse na misto, kde bude test provadén) a pro kratkodobé uchovavani hmyzu
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Obrazek 7a,b — 7a (vlevo): Smykadlo je uZitecna pomucka pro kazdého agronoma,
zemédélského poradce atd. Vyborné se hodi pro sbér hmyzu pro ucely této metodiky.
7b (vpravo): Klec na hmyz uzaviratelnd zipem je vhodna pro kratkodobé uchovavani
hmyzu. Je vzdusna, nehrozi zde problémy s kondenzaci vodnich par na vnitrnich sténach
jako tomu mUZe byt v plastovych boxech. Z klece se také pohodIné a snadno prenasi
hmyz do testovacich lahvi¢ek pomoci exhaustoru. Klec se v laboratofi (pracovné, kan-
celafi) natoci tak, aby strana opacna k té, ktera obsahuje zip, smérovala ke zdroji svétla
(lampa, okno). To zplsobi, Ze hmyz v kleci se pfesune na sténu smétujici ke svétlu. Klec
Ize pak ¢astecné otevfit a postupné vybirat jedince vhodné pro testy, ktefi se pohybuji
na protéjsi vnitini sténé klece a nemaji tendenci prchat ven vytvofenym otvorem,
kterym c¢lovék do klece vklada exhaustor (Obrazek 7c)

v relativné ptiznivych podminkach v ¢ase mezi odbérem a zapocetim testu (né€kdy
i dva ¢i tfi dny) se dobfe hodi klec na hmyz uzaviratelna zipem (Obrazek 7b). Na
poli se nasmykany hmyz bez tfidéni do takové klece snadno ze smykadla ptesype.
Je-1i provadéno béhem dne vice sbérti na riznych mistech, opatfi se klec popiskem,
na kterém je uvedeno misto, datum a Cas sbéru. Pied pfesypanim hmyzu ze smykadla
se jeste do klece ulozi ¢asti hostitelskych rostlin jako potrava pro odchyceny hmyz.
Pro blyskacka fepkového jde o ¢asti kvétenstvi obsahujici poupata ¢i kvéty, v piipadé
drepcika olejkového a krytonosce ¢tyifzubého jde o listy. Poskytnout odchycenym
jedinctim potravu je dilezité zejména v takovém ptipadé, kdy se vi, ze doba mezi
potizenim sbéru a zaloZzenim testu bude delsi nez 24 hodin.
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Alternativné 1ze pro sbér hmyzu vyuzit metodu sklepavani a pro transport shromaz-
déného hmyzu plastové boxy s uzaviratelnym vikem. Ujistit se, zda viko dobie tésni,
jenutné. Obzvlasteé blyskacek fepkovy dokéaze najit i velmi malé netésnosti a vyuzit
toho k tiniku. Ve viku je dobré ud¢lat diru, kterd se zacpe molitanem (lze pouzit
houba na umyvani nadobi). Do plastového boxu je navic oproti klecim nutné vlozit
i papirovy ubrousek, aby jimal vzdusnou vlhkost a zabranil kondenzaci vodnich par
na vnitinich sténach boxu — kapicky jsou pro brouky smrtelna past — mtze zde
zahynout spousta jedinct a naprosto tak znehodnotit usili sbératele.

3.3 ZaloZeni testu, zplsob hodnoceni a zaznam vysledkd pozorovani

Jaké mnozstvi jedinct ur¢itého druhu je potfeba shromazdit na jedné lokalité, aby
bylo mozné provést laboratorni test? Potiebny pocet jedincii na test se odviji od
zvoleného typu testu (viz niZe test 3.3.1 nebo 3.3.2) a poctu testovanych latek (ne
vzdy je nutné do testu zahrnout vSechny tfi pyretroidy). Dulezitym udajem pro
udélani si predstavy o celkovém poctu broukt (plati pro vSechny tii druhy stejné)
potiebném na planovany test je také informace, Ze do jedné lahvicky se vklada 5-10
vitalnich jedinct. VZdy je navic potieba pocitat s urcitou rezervou (20-30 %), nebot’
ne vSichni ziskani jedinci (at’ uz smykem nebo sklepem) se dopravi do mista prove-
deni testu v zivotném stavu. Do testovacich lahvicek (vialek) je nutné z klece
(plastového boxu) pomoci exhaustoru (Obrazek 7c,d) pfenaset jen takové jedince,
kteti jsou aktivni a nezranéni. Cilem je, aby jedinym stresovym faktorem piisobicim
na jedince béhem testu byl vliv testovaného pyretroidu (s PBO nebo bez PBO)
a nemuseli se jest¢ vypotradavat s dalSimi negativnimi vlivy (napt. s dusledky po-
Skozeni nasbiranych jedincti béhem sbéru), coz vede ke zkresleni vysledka testu.
Neni pak mozné bezpecné odlisit, co pticist ptisobeni testovanych latek, a co jinym
vliviim (pfitomnost dal$ich negativnich vlivii se pozna vyssi mortalitou v kontrolach
— akceptovatelna je do 20 %).

Zajemci o vyuzivani této metodiky, ktefi si ale netroufaji na provedeni testu samotné-
ho (viz nize; ti, kterym nebude vadit, Ze neuvidi vysledky testu na viastni oci, ale
radi by se dozvédeli, jak se chovaji populace zminiovanych skiidcii na jejich polich),
maji jesté dve dalsi moznosti, jak se na vyzkumu ucinka PBO podilet a jak se dostat
k vysledkiim testovani. Mohou se stat jen sbéraci — shromazdi vzorek hmyzu a poslou
ho po domluve na nekteré z pracovist’ autorského kolektivu, kde bude samotny test
proveden a vysledky jim budou predany. Dalsi moznosti je domluvit se s autory této
metodiky i na odbéru populace — to je ovSem z €asovych a kapacitnich divoda
autort limitovano.

Tato metodika je navodem pro provedeni tfi riznych typt testti (3.3.1,3.3.2 2 3.3.3),
ve kterych je zjistovan synergicky vliv PBO na G¢innost pyretroidii. Testy se navza-
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Obrazek 7c¢,d -
Exhaustor slouzi
k prenosu broukd
z transportni klece
(nebo plastového
boxu) do testova-
cich lahvicek, coz
jsou vialky se za-
mackdvacim vic-
kem, jejichZ wvni-
trni stény byly
oSetfeny urcitou
davkou nékteré
z testovanych |a-
tek. Primér tubu-
su exhaustoru a hrdla vialky jsou zvoleny tak, aby bylo mozné exhaustor do vialky mirné
zanofit, a pfitom jim prostor hrdla vyplnit, pfenaseni dospélci maji mensi Sanci po
vyklepani z exhaustoru z lahvicky uniknout. To ma prakticky vyznam zejména u rychle
se pohybujicich druh( jako jsou blyskacek repkovy a drepcik olejkovy. S krytonoscem
Ctyrzubym je po této strance prace snazsi

jem lisi pripravou testovacich sad (to se provadi na fesitelskych pracovistich), zpu-
sobem hodnoceni, délkou trvani, do jisté miry i naro¢nosti pro hodnotitele a také
svym ponékud jinym cilem / zaméfenim.

Metodicky jde ve vsech trech piripadech o tzv. lahvickové testy (adult vial tests,
IRAC; IRAC = Insecticide Resistance Action Committee), které byly vytvoreny
a jsou v Evropé¢ Siroce uzivany pro ucely testovani vyvoje rezistence v populacich
tepkovych skudct k pyretroidim a dalsim skupinam ucinnych latek. Testy pred-
stavovany v této metodice jsou adaptaci téchto testd. Vyhodou je, Ze I1ze vysledky
pochazejici z téchto testli srovnavat s vysledky ziskanymi v pivodnich IRAC testech.
V podstatg jde o rozsiteni pivodnich IRAC testii. Neni potfeba Zadna vybava navic,
nejsou odborné ani materialn€ naro¢né.

3.3.1 Stanoveni synergického ucinku PBO pro lambda-cyhalothrin, tau-
fluvalinate a etofenprox pfri spolecné aplikaci

Zamérem tohoto testu je napodobit (simulovat) situaci, ke které dochazi v polni

praxi, pfi niz je doporucovano aplikovat PBO spolecné s pyretroidem. Cilem testu

je zjistit, jestli PBO pii spolecné aplikaci s pyretroidem zvySuje jeho ucinnost,

kvantifikovat jeho ptipadny synergicky efekt a statisticky ho analyzovat.

Kvantifikaci synergického efektu PBO na zvySeni uc¢innosti pyretroidu se mysli:
1) zjistit nartst mortality pii ur€itych davkach pyretroidu vlivem piitomnosti PBO
2) vypocitat zménu v LDso-9s pro pyretroid vlivem ptitomnosti PBO
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Statistickou analyzou se mysli potvrzeni nebo vylouceni toho, jestli je synergicky
efekt PBO na G¢innost pyretroidu statisticky vyznamny nebo ne (viz ¢ast 3.4).

Zamer je testovat populace blyskacka fepkového na vSechny tii druhy pyretroida
(samostatn¢ versus v kombinaci s PBO), u populaci krytonosce ¢tyizubého a diep-
¢ika olejkového je testovani tau-fluvalinatu z praktického hlediska neucelné, tato
latka se v praxi na tyto dva sktidce nepouziva. Z vyzkumného hlediska to do urcité
miry zajimavé je.

V Tabulce 4 jsou uvedeny navrzené davky pro jednotlivé pyretroidy, kdyZ jsou tyto
latky testovany samostatné i v kombinaci s urcujici davkou PBO. Urcujici davka
PBO byla stanovena na zaklad¢ ziskanych vysledkl laboratornich testi, které
predchazely vytvoreni této metodiky. Jeji hodnota je 45 g PBO/ha. Jde o davku,
ktera nezplisobovala u testovanych jedinct zadného ze tii testovanych druht sktidct
néjaké viditelné piiznaky poskozeni. Na druhé strané vSak u testovanych populaci
vyrazn€ zvysSovala G¢innost pyretroida.

Z Tabulky 4 je téz mozné ud¢lat si predstavu o celkové potiebé dospélci urcitého
druhu, které je nutné shromazdit, aby bylo mozné test provést. Je-li napft. cilem
vyhodnotit (kvantifikovat) synergicky efekt PBO na ucinnost vSech tii pyretroidi
na populaci blyskacka fepkového z konkrétni lokality, je potfeba 5—10 jedinci naplnit
9 lahvicek LC (kdyz jsou davky LC3-5 pripraveny kazda ve tfech opakovanich;
davka LC2 se u blyskacka nezatazuje), 9 lahvicek TF, 9 lahvicek ET, 9 lahvicek
LC+P, 9 lahvicek TF+P, 9 lahvicek ET+P, 3 lahvicky kontroly K a 3 lahvicky kontroly
s PBO (K-P). To je 60 lahvic¢ek. To znamena 60 x5 az 60 x 10 vitalnich jedinc,
tedy 300 az 600 broukd. S rezervou 30 % je to: 390 az 780 jedinct/lokalitu. Kdyz
se u nekterych davek pouziji jen dvé opakovani, jde rozsah pokusu snizit; kontroly
K ani K-P v tomto smyslu ale nekratit a zachovat vzdy tfi opakovani. V ptipadé
diepcika olejkového a krytonosce ¢tyfzubého navic nema smysl, jak jiz bylo zminéno
vyse, do testu zahrnovat tau-fluvalinate.

Po zaloZeni testu (to je po preneseni broukli pomoci exhaustoru do osetfenych
a popsanych lahvicek) experiment trva 24 hodin (délka expozice je tedy 24 hodin).
Poté jsou brouci z lahvicky jemné vyklepani na bily papir formatu A4 do stfedu
kruznice na tomto papiru tuzkou nakreslené. Toto se d¢la v dobie osvétlené mistnosti,
aby bylo mozné detailn€ pozorovat projevy chovani na papir vyklepanych jedinci.
Do hodnotici tabulky se nejprve k ptislusné davce a opakovani (tedy ke konkrétni
lahvi¢ce) poznaci celkovy pocet jedincti vyklepanych z lahvicky a poté po asi 1 mi-
nuté dlouhém pozorovani pocet jedincti, kteti vykazuji citlivou reakci. To jsou jedinci
mrtvi a evidentné tézce postiZzeni (jedinci Zivi, ale zcela paralyzovani, jedinci
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kalita, idaje o ploding — riistova faze v dob¢ sbéru, pokud mozno i tidaje o alespoii
nedavno v porostu provedenych aplikacich) se vraci zpét na nékteré z autorskych
pracovist’ (bud’ na papife nebo v elektronické podob¢). Tabulky s primarnimi daty
z testll se postupné od vSech hodnotitelli pies jednotliva autorska pracovisté (nebo
pfimo) shromazdi na pracovisti Agritec Sumperk, kde se provede souborna statisticka
analyza dat a vytvoii celkové vysledkové tabulky (viz ¢ast 3.4).

evvs

V tomto testu jde o nalezeni nejnizsi davky PBO, ktera vyrazné posiluje ucinnost
pyretroidu (lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate, etofenprox) na blyskacka fepko-
vého, krytonosce Ctyfzubého a drepcika olejkového a soucasné ma (sama o sobé
bez mixu s pyretroidem) na projevy sktidce minimalni dopad (alespoii co se tyce
viditelnych projevt). Pro ticely této metodiky nazyvame takovou davku PBO nejnizsi
efektivni davkou. Vyraznym posilenim ucinnosti se mysli dosazeni takového stavu,
pii kterém se testovana populace stava opét vysoce citlivou. To znamena, Ze ji je
mozné klasifikovat stupném 1 dle doporuc¢eni IRAC pro lahvickové testy (IRAC =
Insecticide Resistance Action Committee). Vysoce citliva populace je takova (a je
jedno, jestli jde o blyskacka, krytonosce ¢i diepcika), kterd po expozici registrované
davky ale 1 5x niz§i davky urcitého pyretroidu (bez ohledu na to, o ktery se jedna)
vykazuje 100% citlivost (po 24 hodinach expozice jsou v lahvickach jen mrtvi nebo
téZce postizeni jedinci — viz vysvétleni v ¢asti 3.3.1).

Cil nalézt nejnizsi efektivni davku PBO jednak odpovida nutnosti fesit problematiku
rezistence fepkovych skudct k pyretroidim a nabizet praxi néjaka uplatnitelna
vychodiska, ale t¢Z se vyhnout moznym negativnim dopadim, které by s vétsim
roz§ifenim pouzivani PBO v polni praxi mohly vzniknout (viz ¢ast 1.4. této meto-
diky).

Gradienty davek pyretroidi i PBO a oznaceni lahvicek pfipravenych autorskymi
pracovisti pro tento experiment jsou piedstaveny v Tabulkach Sa-c. Z téchto tabulek
si je také mozné udélat predstavu o organizaci testu a poctu broukd, ktefi jsou na
provedeni testu poteba. Do lahvicek se opét vklada 5 az 10 jedincd, test probiha
24 hodin pfi teploté 18-22 °C.

Poznamka k metodice pro tento test a k Tabulkam 5a-c: ZaloZzi-li se test s jednou
populaci (napf. blyskacka fepkového) a bude se pracovat se vSemi tfemi (nebo tieba
jen dvéma) pyretroidy, kontroly jsou spolecné. Tzn. pro cely test budou tii lahvicky
K (opak. a—c), tfi lahvicky K-P3 (opak a—c) atd. pro dalsi K-P. Kontrolni lahvicky
se tedy pfipravuji pro testovanou populaci nikoliv pro kazdy z testovanych pyretro-
idd, jak by se mohlo z Tabulek 5a—c zdat.
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Hodnoceni brouki po vyklepani z lahvicek na bily papir s kruznici je obdobné jako
v ptipade¢ testu 3.3.1. Tabulka pro zaznam vysledki testu (tabulka pro prvotni data)
je soucasti této metodiky jako Ptiloha 2a,b,c. Stejné jako v pfipadé 3.3.1, vyplnéna
tabulka s prvotnimi daty (= vysledky testu) a s identifikacnimi idaji o testované
populaci (testovany druh, datum sbéru populace, lokalita, udaje o plodin€ — riistova
faze v dob¢ sbéru, pokud mozno i udaje o alespon nedavno v porostu provedenych
aplikacich) se vraci zpé€t na nékteré z autorskych pracovist’ (bud’ na papiie nebo
v elektronické podobé¢). Tabulky s primarnimi daty z testd se postupné od vsech
hodnotitelti pfes jednotliva autorska pracoviste (nebo piimo) shromazdi na pracovisti
Agritec Sumperk, kde se provede souborn4 statistick4 analyza dat a vytvoii celkové
vysledkové tabulky (viz Cast 3.4).

3.3.3 Vliv délky doby pre-expozice k PBO na jeho synergicky efekt na pyretroid
lambda-cyhalothrin

Dtivodem pro provedeni tohoto testu je shromazdit vice informaci o ¢asovém prubchu
inhibi¢ni aktivity PBO na cytochrom P450 a jeho synergickém efektu na ucinnost
pyretroidu. Jako referen¢ni pyretroid zde slouzi lambda-cyhalothrin. Postup, ktery
je popisovan nize, 1ze také vyuzit pro dalsi pyretroidy a metodiku tak rozsifit. Z hle-
diska zaméfeni tohoto testu vSak postaci pracovat pouze s jednim z pyretroidd.
V praxi se PBO a pyretroid aplikuji soucasné v tank-mixu. Otazkou ovsem je, jestli
je tento zpusob aplikace skuteéné vhodny. Vhodny z hlediska ¢asového. Jestli by
nebylo lepsi aplikaci PBO provést v predstihu ptfed aplikaci pyretroidu, jehoz
ucinnost ma byt plisobenim synergisty zvysena. Tento test (jeho metodika) reaguje
na publikované udaje ve védecké literatufe na toto téma a je urcen spise pro pra-
covisté disponujici alespoi zékladnim laboratornim vybavenim.

Vysvétleni divodu, pro¢ provadét tento test:

Farnham (1986) jiz pomémé davno ve své praci upozornil na to, Ze nekteré latky
fungujici jako synergisté insekticidii (mezi nimi PBO) se nedostavaji ptes kutikulu
hmyzu tak snadno, a tak rychle jako molekuly insekticidi, jejichz uc¢inek podporuji.
Inhibi¢ni efekt se tedy miize dostavit pozd€ji, nez by bylo z hlediska podpory ucinku
rychleji do t€la hmyzu pronikajicich molekul pyretroidi tieba. Byl to také Farnham
(1986), kdo jako prvni na zakladé vysledkt pokust s pyretroidem (1R-trans)-tetra-
methrin, jehoz ucinek na populace mouchy domaci (Musca domestica) vykazujici
prvni znamky nizsi citlivosti k pyretroidim podporoval prostiednictvim PBO,
vyjadiil nazor, Ze tuto latku je optimalni aplikovat asi dvé hodiny v predstihu pied
pyretroidem. Young et al. (2005) ve studii s housenkami ¢ernopasky bavinikové (H.
armigera) prokazali pomoci testl in vitro 1 in vivo, ze vysoka Giroven inhibice enzy-
mu zodpovédnych za rezistenci k pyretroidiim se dostavila po 4 hodinach od aplikace
PBO (3lo o apikalni aplikaci PBO na thorax housenek). Mortalita housenek vysoce
rezistentnich k pyretroidim vzrostla na 100 %, kdyz k aplikaci pyretroidu doslo
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4-8 (v ptipad¢ zeta-cypermethrinu) nebo 4—6 (v pfipadé fenvaleratu) hodin po
aplikaci PBO. Kdy?z se ale odstup mezi aplikaci PBO a pyrethroidu (platilo pro oba)
zacal prodluzovat nad tuto mez, mortalita housenek zacala opét klesat. To znamena,
ze pouzitim PBO zplsobena inhibice enzymd, které metabolizuji (a tim padem
detoxifikuji) pyretroidy neni trvala. Metabolicka aktivita enzymu se u housenek
vratila na ptivodni troven 21 hodin od aplikace PBO a mortalita vyvolavana obéma
pyretroidy zase klesla na velmi nizké hodnoty. To je zdvazné zjisténi, které mtize
velmi podstatné zasahnout do realné vyuzitelnosti PBO v polnich podminkach.
V ptipad€¢ H. armigera je ale metabolicka rezistence k pyretroidiim zaloZena pie-
devsim na vy$si aktivite esteraz, zatimco u fepkovych ktidct jsou pficinou rezisten-
ce monooxygenazy cytochromu P450 (viz Tabulka 1, 2 a Obrazek 6), i kdyz jasn¢
potvrzeno je to jen u blyskacka, vysoce pravdépodobné to je u diepcika olejkového
a u krytonosce Ctyfzubého to 1ze ocekavat, ale zadné informace zatim nejsou k dis-
pozici.

Odlisna podstata metabolické rezistence u fepkovych skiidcli v porovnani napf.
s ¢ernopaskou bavinikovou mtze vést k odlisnym vysledkiim podobn¢ zameétenych
experimenti. To, jestli je v ptipadé fepkovych sktidct nutné PBO aplikovat v pied-
stihu pred pyretroidem, aby se dostavil synergicky efekt na ucinnost pyretroidu, ¢i
jestli aplikace PBO v ptedstihu ptinasi alespon nartst jeho synergického efektu na
ucinnost pyretroidu v porovnani s aplikaci ve stejnou dobu (jako tank-mix) by mél
zodpovédét test predstavovany prave v této ¢asti metodiky.

Zpusob zalozeni, vedeni a vyhodnoceni experimentu je detailn¢ popsan v Tabulce
6. V tomto testu se na rozdil od testi pfedchazejicich pracuje s vialkami, které jsou
(s vyjimkou pro variantu LC4+P5) oSetfeny bud’ jen PBO nebo jen urcitou pyretro-
idni u¢innou latkou. Urcujici (discriminating dose) davka pro lambda-cyhalothrin
je v ptipad¢ testovani blyskacka fepkového a diepcika olejkového 1,5 g u.l./ha,
v pripad¢ k. ¢tyfzubého bude pouzivana poloviéni davka 0,75 g 0.l./ha. Uréujici
(discriminating dose) pro PBO je v pripad¢ vsech tii testovanych druhti 45 g 0.1./ha.
Urcujici davky pro LC a PBO byly vybrany na zakladé vysledka testt, které byly
provadény na pracovisti Agritec v ramci feSeni projektu, na ktery je tato metodika
dedikovana a které poslouZily jako podklad pro vytvoteni této metodiky.

Hodnoceni projevti broukt po vyklepani z lahvicek na bily papir s kruznici je obdobné
jako v ptipad¢ testu 3.3.1. a 3.3.2. Tabulka pro zaznam vysledku testu (tabulka pro
prvotni data) je soucasti této metodiky jako Pfiloha 3. Stejné jako v ptipadé 3.3.1
a 3.3.2 je potieba dbat o to, aby v této tabulce byly vyplnény vyzadované tidaje:
prvotni data (= vysledky testu), identifika¢ni udaje o testované populaci (testovany
druh, datum sbéru populace, lokalita), udaje o porostu, ze kterého byl odbér hmyzu
poftizen (rustova faze v dobé sbéru, pokud mozno i idaje o alespon nedavno v porostu
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provedenych aplikacich). Tabulky s primarnimi daty z testll se postupné od vSech
hodnotitelt pfes jednotliva autorska pracoviste (nebo piimo) shromézdi na pracovisti
Agritec Sumperk, kde se provede souborn4 statistick4 analyza dat a vytvoii celkové
vysledkové tabulky (viz Cast 3.4).

3.4 Analyza vysledk(l pozorovani a jejich interpretace

Tabulky s primarnimi daty ze vSech tfi typu testd (3.3.1, 3.3.2 a 3.3.3) se postupné
od vSech hodnotiteld pres jednotliva autorska pracovisté (nebo piimo) shromazdi
v Agritecu Sumperk, kde se provede souborna statisticka analyza dat a vytvorti
celkové vysledkové tabulky (viz ¢ast 3.4).

Test 3.3.1 je metodicky nastaven tak, aby po shromazdéni primarnich dat mohly byt
vypocitany hodnoty letalnich davek (LD, ,, ;) pro vSechny ti1 druhy testovanych
pyretroid (LC, TF, ET) a vSechny tfi druhy sledovanych sktidci, a to zvlast pro
situace, kdy jsou hodnocené populace exponovany pouze gradientu nartistajicich
davek samotného konkrétniho pyretroidu a situace, kdy jsou ty samé populace
vystaveny opét stejnému gradientu davek testovaného pyretroidu (viz Tabulka 4)
avSak obohaceného o urcujici (disciminating) davku PBO. Tato davka byla na za-
klad¢ ptedbéznych pokust provadénych pred vytvorenim této metodiky stanovena
na 45 g PBO/ha; tato hodnota miize byt na zéklad€ novée ziskanych vysledkt upra-
vena — predpoklada se zisk mnohem vétsiho mnozstvi dat, nez kterymi autorsky
tym doposud disponuje. Pro kazdou z testovanych populaci se tak zjisti hodnoty LD
pro konkrétni pyretroid bez PBO a s PBO. Vypocet (pfisn¢ vzato jde o odhad) hodnot
LD se provadi pomoci probitové regrese (program Polo Plus, Leora software, USA),
vysledky lze t¢Z vyjadiit graficky (Obrazek 8). Nebot  hodnoty LD, , ,se stanovuji
i s intervaly spolehlivosti (95% Confidence Limits), 1ze na zaklad¢ nasledného
srovnavani zjistit, zda obohaceni pyretroidu o urcujici davku PBO u dané populace
prineslo statisticky vyznamny pokles hodnot LD (a tedy signifikantni nartist u¢innosti
pyretroidu) anebo ne. Dale pak, nebot se predpoklada, ze se bude pracovat s rizné
velkymi soubory populaci, zjistit u jakého podilu z nich skute¢né ke statisticky
vyznamnému pozitivnimu vlivu PBO doslo. Tyto vysledky lze dale analyzovat napt.
dle hlediska geografického, Casového atd. A samoziejmé separatné dle pouzitého
pyretroidu a druhu skidce. Timto zpisobem zpracované vysledky (sefazené do
prehlednych tabulek a srozumitelnych grafickych vystuptli, vetejné dostupnych)
nabizi Siroky prostor k jejich praktické interpretaci, a to i ze strany odbornikd, ktefi
se pfimo na experimentalni ¢innosti nepodileji, ale v dané problematice se orientuji.

Test 3.3.2 sleduje ponékud odlisny, i kdyz vyznamové souvisejici, cil. To vede
i k odlisnému pfistupu ke zpracovani ziskanych vysledkl a k uziti jinych metod
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analyzy dat. Pro jednotlivé testované populace a kombinace davek a i€innych latek

se stanovi stupné citlivosti dle IRAC:

— Stupen I: vysoce citliva populace; mortalita (= podil mrtvych + tézce posti-
zenych jedincl) u této populace je po expozici registrované i 5x nizsi davce
testovaného pyretroidu na 24 hodin 100 %; a to bud’ bez PBO nebo s pfidanim
n¢které z testovanych davek PBO (5, 15, 45 a 60 g PBO/ha; viz Tabulky 5a,b,c)

— Stupen 2: citliva populace; 100 % mortalita vyvolana jiz jen registrovanou
davkou testovaného pyretroidu (bez PBO ¢i s PBO); mortalita vyvolana 5x nizsi

davkou, nez je davka registrovana, je nizsi nez 100 %

— Stupen 3: stfedné rezistentni populace; mortalita vyvolana registrovanou davkou
pyretroidu (bez PBO ¢i s PBO) je nizsi nez 100 %, ale ne nizsi nez 90 %.

— Stupen 4: rezistentni populace; mortalita vyvolana registrovanou davkou
pyretroidu (bez PBO ¢i s PBO) je nizsi nez 90 %, ale ne nizsi nez 50 %.

— Stupern 5: vysoce rezistentni populace; mortalita vyvolana registrovanou davkou

pyretroidu (bez PBO ¢i s PBO) je nizsi nez 50 %.

Bude provedena analyza variance rozptylti (ANOVA) hodnot mortalit pro jednotlivé
testované pyretroidy a jejich davkové kombinace s PBO a nasledné budou testovany
(LSD testy) rozdily mezi primérmymi hodnotami zaznamenanych tGrovni mortalit.
Na zakladé ptfimého srovnani zaznamenanych hodnot a také za vyuziti regresni
analyzy budou stanoveny nejnizsi efektivni davky PBO pro tfi testované pyretroidy
ve spojeni s konkrétnimi druhy Skidct. K analyze dat bude vyuzit software Statistica,

Jak se méni citlivost rezistentnich populaci blyskacka fepkového k pyretroiddm pfi
soucasné expozici k pyretroidim i PBO:

té samé
Reakee populace - :
SN e populace vystavené
\l’:mbda - pouze lambda-
cyhalothrinu + 45 k| ; cyhalothrinu po:
&PBO po: "‘,_; —_|_jedné hodiné&
. d / '
§ : o 5 hedinach
jedné hodiné // Fu | 25
i P Vi -8 hodinach
5 hodindch SBm -l o
2 Ve | 24 hodinach
8 hodinach ) » Tyto Gtyfi kiivky ukazuji, 28
24 hodinach 7 = E déinnost lambda-
e T | cyhalothrinu bez PBO je
408’0 M KINTILKIRIG wE W[ . E wrazng nigsi nes s PBO;
;ﬂ'ly"'"f'_' _}" 'd_'""‘f;":" ] I I 1 L navic te, 2e jsou kiivky jasné
BO 3, " ﬂe'jtl.ﬂl? okt L = “ L3 " L] i oddélend od sebe ukazuje,
pyratroidu, alei rychiost DosE

fak je také nastup efekty
pyretroidu virazné (bez PBO)
u rezistentni populace
biyskdéka zpomalen

B. sneus, #fioct of PBO (45 g} on smc. o hayh

Jeho ndstupu - proto zde miiatl B

kfivky pro rizné doby
expozice splyvaji

PokcPhn 20 14 May 2034

Obrazek 8 -
Krivky mortality
ukazujici narust
citlivé reagujicich
jedincll (= mrtvi +
téZce postiZeni je-
dinci) vyjadreny
v procentech (osa
Y) v zavislosti na
rastu davek pyre-

troidu (zde lambda-cyhalothrin, LC; davky na ose X jsou v g u.l./ha), kterym byli
kontaktné vystaveni. Prvni ¢ast populace blyskacka repkového byla vystavena pouze
gradientu stoupajicich davek LC, u druhé ¢asti té samé populace byl ke kazdé davce LC
pridan PBO (vzdy 45 g PBO/ha). Reakce broukd byly zjistovany po jedné, péti, osmia 24

hodinach.
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version 14 (Tibco software Inc., USA) a Polo Plus (Leora software, USA). Zpra-
cované vysledky sefazené do piehlednych tabulek a srozumitelnych grafickych
vystupt (vefejna dostupnost je podminkou a cilem) by mély jako vystup poslouzit
k snadné interpretaci a vyuzitelnosti dat odbornou vetejnosti.

Pro zpracovani primarnich dat ziskanych z pokust provadénych dle metodiky pro
test 3.3.3 bude vyuzita ptedeviim ANOVA a nasledné testovani rozdild mezi pri-
mérnymi hodnotami mortalit (rizné LSD metody dle povahy rozlozeni dat) vyvo-
lanych riznymi kombinacemi PBO a LC charakteristickymi odlisnosti délky doby
pre-expozice k PBO s cilem potvrdit nebo vyloucit dopad urcité délky doby pre-
expozice k PBO na naslednou u¢innost pyretroidu na konkrétni druh (respektive
populaci) Skidce. K analyze dat bude tedy vyuzit predevsim software Statistica,
version 14 (Tibco software Inc., USA). I zde plati, ze zpracované vysledky setazené
do prehlednych tabulek a srozumitelnych grafickych vystupl (vefejna dostupnost
je podminkou a cilem) maji jako vystup poslouzit k snadné interpretaci a vyuzi-
telnosti dat odbornou vefejnosti.

4 Srovnani ,,novosti postupi

Tato metodika je sestavena tak, aby byla v souladu s doporu¢ovanymi postupy (Adult
Vial Tests IRAC; https://irac-online.org/), které jsou iroce v EU (a téz v CR)
vyuzivany k monitoringu vyvoje rezistence u riznych druhti a skupin fepkovych
Skidct k insekticidiim (zde jde pfedevsim o pyretroidy). Autorsky tym predkladané
metodiky ma s aktivitami tohoto druhu bohaté zkuSenosti. Metodicka navaznost
predkladané metodiky na postupy pouzivané k testovani sktidct fepky k pyretroidim
neni ndhodna, je zdmérna. Tento piistup totiz umozni snadnéjsi piijeti predkladané
metodiky zejména u téch potencialnich experimentatorti (hodnotitelr), ktefi jiz
néjaké zkusenosti z IRAC lahvickovymi testy (Adult Vial Tests) maji a ovétili si, ze
nejsou naro¢né na provedeni.

Zasadni zaleZzitosti (a zcela novou) pro moznost pfipravit predstavovanou metodiku
bylo sestaveni vhodnych gradientt (tedy spekter) testovanych davek pyretroida
kombinovanych s urcitymi vhodné zvolenymi davkami PBO, aby bylo mozné
ziskané vysledky fadné analyzovat (vyjadrit hodnoty LD, stanovit stupné citlivosti
/ rezistence) a kvantifikovat ptinos PBO k opétovnému navyseni citlivosti fep-
kovych skidci k pyretroidim. To by nebylo mozné bez pomérné vysokého poctu
provedenych pilotnich pokust (mnohdy netspésnych), které této metodice pred-
chazely. Byly provadény po dobu tii sezon 2022-2024.
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5 Popis uplatnéni metodiky

Cilem autort predkladané metodiky bylo vypracovat a nasledné poskytnout odborné
vefejnosti (vyzkumnym pracovistim, univerzitam, inspektorim UKZUZ, ale pie-
devs§im agronomtim a zeméd¢€lskym poradctim) metodu, ktera je jednoducha, tech-
nicky nenaro¢na, ptitom vSak poskytuje pfesné a mezinarodné srovnatelné vysledky
v kvantifikaci kontaktniho efektu PBO (prostfednictvim inhibice enzym cytochro-
mu P450) na narist citlivosti vybranych druhti fepkovych sktidci (blyskacek fepkovy,
drepcik olejkovy, krytonosec Ctyizuby) k pyretroidim.

Dostatecné technicky i uzivatelsky jednoducha, a tedy Siroce vyuzitelnad (napf.
agronomy bez laboratorniho vybaveni) metodika umozni rozsifit experimentalni
¢innost tohoto zaméfeni. To znamena 1) zapojit do testll vice experimentatort, 2)
zvysit pocet otestovanych vzorkl a 3) rozsitit velikost izemi, ze kterého jsou vzorky
odebirany. To znamena celkové zvysit védeckou hodnotu ziskanych vysledkt a jejich
praktickou uplatnitelnost (pfimy dopad na zménu postupti v ochrané porosti fepky
proti vyse uvedenym druhiim fepkovych skadci).

S 24

know how, budou provadény na nékterém z pracovist’ autorského kolektivu. To
znamena, ze se zde pfipravi roztoky pro jednotlivé davky a popf. i testovaci sady.
Vse potiebné pro provedeni vlastniho testu se distribuuje ke konkrétnimu hodnotiteli
(= tvlirce primarnich dat) z téchto mist. Naopak od hodnotitele zpét se vraci tabulky
s primarnimi daty (Pfilohy 1 a 2) na pracovisté Agritec za Ucelem jejich detailni
analyzy (probitova regrese — stanoveni hodnot LD a jejich konfiden¢nich limitd,
analyza variance atd.) a souhrnné interpretace pro vSechna shromazdéna data. Cel-
kova zprava obsahujici kompletni vysledky (tedy ziskané od vSech hodnotitell1)
a jejich interpretaci se opét distribuuje ke vSsem hodnotitelim. K dal$im uzivatelim
(péstitelé fepky obecné) se ziskané vysledky dostavaji formou dalsich bézné k Siteni
vysledkil vyzkumu pouzivanych vystupi: odborné ¢lanky, pfednasky na akcich pro
pestitele atd.

Hodnotitelem mtze byt v podstaté kdokoliv, kdo projevi o tuto problematiku zajem.
Cilem je, aby byl test proveditelny v podminkach bézného zemédeélského provozu
a agronom (popf. jeho poradce, inspektor UKZUZ) si mohl otestovat populace
Skiideti pochazejici z konkrétnich (pro ného zajimavych) poli a vidét jasné srozu-
mitelny vysledek (vyznéni testu je srozumitelné i bez nasledné detailni statistické
analyzy). Metodika je ale také vhodna pro vyzkumna pracoviste a univerzity, nebot’
snadnost provedeni nejde na ukor hodnoty ziskanych vysledkti. Mohou ji napf.
vyuzit studenti pro bakalafské, diplomové ¢i doktorské prace.
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6 Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty spojené s uplatnénim této metodiky nesouvisi ani tak s moznymi
finan¢nimi pfinosy jako spiSe v zabranéni moznym financni ztratdm. Komplikace
vyvolané nemoznosti uc¢inn¢ kontrolovat blyskacka fepkového v porostech fepky
pyretroidnimi ptipravky zacaly byt v Evropé (Heimbach et al. 2006, Slater et al.
2011, Zimmer & Nauen 2011a,b, Heimbach & Miiller 2013, Brandes 2016) a téz
v CR (Seidenglanz et al. 2013, Téth et al. 2013) zcela zjevné po roce 2007. Tedy
v dobé¢, kdy situace s dostupnosti insekticidnich u¢innych latek s odliSnym me-
chanismem uc¢inku nebyla sice jiz dobra, co se ty¢e moznosti pro zavedeni €inné
antirezistentni strategie, ale podstatné lepsi nez v soucasné dobé: byly k dispozici
insekticidy na bazi nékterych organofosfatii, neonikotinoid thiacloprid, oxadiazine
indoxacarb, pymetrozine a neonikotinoidni motidla. Béhem n¢kolika nasledujicich
let doslo k fadé zakazii insekticidnich uc¢innych latek a zastavit nebo jen brzdit vyvoj
rezistence u populaci blyskacka fepkového v Evropé k pyretroidiim nebylo mozné.
Nyni (rok 2024) je u blyskacka fepkového moznost zvratit vyvoj sméfujici k rezistenci
k pyretroidiim jiz ztracena (Hrudova et al. 2023, Kocourek et al. 2024). Vyuziti
synergistt insekticidi (PBO), které blokuji oxigenazy cytochromu P450, k obnoveni
citlivosti blyskacka fepkového k pyretroidiim se jevi jako jedna z poslednich alterna-
tiv, kterou lze v soucasné dob¢ vyuzit, aby bylo mozné tohoto sktidce v polnich
podminkach kontrolovat. Dostupné insekticidy jsou totiZ prave jen pyretroidy a jeden
neonikotinoid, acetamiprid, jehoz efekt na blyskacka fepkového je obecné nizsi,
a navic se i v jeho ptipad€ objevuji problémy s rezistenci (Kocourek et al. 2018,
2024). Proto je nutné védet, jak a v jakych davkach PBO pouzit, aby to bylo bez-
pecné, ucinné a ekonomicky tnosné. To je jednim z cilti této metodiky. Nemoznost
uspésné kontrolovat blyskacka fepkového v porostech fepky, kdyz je jeho vyskyt
v citlivé riistové fazi pro plodinu (BBCH 50-60) vyrazné nadprahovy, vede az k 70%
ztratam na vynosu (napt. Wieczorek et al. 2014).

U drepcika olejkového se vyvoj sméfujici k rezistenci proti pyretroidim zacal
zrychlovat v sezonach nasledujicich po zdkazu neonikotinoidnich motidel (Hgjland
et al. 2015, Hgjland & Kristensen 2018), ke kterému doslo v roce 2014. Ve Velké
Britanii (White & Cowlrick 2016) byly prvni rozsahlejsi selhani pyretroidnich
aplikaci proti dfepcikim v polnich podminkach zaznamenany v letech 2015 a 2016
(White & Cowlrick 2016), k dalsimu (skokovému) zhorSeni pak doslo v letech 2018
a 2019 (Willis et al. 2020). Podobny, i kdyZ o néco pomalejsi vyvoj rezistence
k pyretroidiim, byl zaznamenan u populaci dfepcika olejkového i v dalsich evrop-
skych zemich, a to v Némecku, Dansku a Francii (napt. Hejland & Kristensen 2018,
Willis et al. 2020). V Ceské republice se situace vyviji podobné jako v Némecku
(Stara & Kocourek 2019, Seidenglanz et al 2021b,c, 2023, 2024a,b,c). Posledni
vysledky ziskané béhem podzimu 2024 naznacuji, Ze doslo k vyraznému skokovému
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zhorSeni (Kocourek et al. 2024), které velmi pfipomina situaci zaznamenanou na
Britskych ostrovech v letech 2018 a 2019 (viz Willis et al. 2020). Vzajemné relativni
zastoupeni dvou hlavnich mechanismil rezistence (target site insesitivity a metabolic
resistance) je s vysokou pravdépodobnosti u populaci diepcika olejkového ponékud
jiné nez u populaci blyskacka fepkového (viz Uvod), presto i zde se jevi moznost
vyuzit PBO jako jedna z mala praktickych dostupnych alternativ, kter¢ mohou
alespoii castecné zmiriiovat dopady rezistence proti pyretroidiim u tohoto Skidce.
U drepcika olejkového je v nekterych zemich (Némecko, Francie, Velka Britanie)
mozné proti larvam tohoto Skidce pouzivat foliarni aplikace na bazi diamidu
cyantraniliprole. Tato latka vSak neni plnohodnotnou alternativou za pyretroidy,
nebot je zcela neucinna na dospélce tohoto sktidce. Nenajde-li se v kratké dobé
né&jaké prakticky pouzitelné feseni, Skody na porostech zplisobené diepcikem olej-
kovym a s tim souvisejici ekonomické dopady na zemédélce budou vysoké (autori
nedokazou predlozit néjakou konkrétni zcela hypotetickou castku a povazuji to také
za zbytecné; Seidenglanz et al. 2024a).

KdyZz Heimbach & Miiller v roce 2013 publikovali vysledky nekolikaletého (2005—
2011) monitoringu zaméfeného na zmény v citlivosti vybranych druhti fepkovych
Sktdci k pyretroidiim v Némecku, zaznamenali, ze ze tii druht krytonosci (k.
fepkovy, k. ¢tyfzuby a k. Sesulovy) na tom byl k. ¢tyfzuby podstatné hiit nez dalsi
dva druhy. Hodnoty LD, pro lambda-cyhalothrin byly u populaci k. ¢tyfzubého
témeft tiikrat vyssi (v priméru kolem 1.5 g a.i./ha) nez u populaci k. fepkového a asi
dvojnasobné vyssi nez u k. Sesulového. U nés byl zaznamenan velmi podobny vyvoj,
i kdyZ se s monitoringem zacalo pozdé&ji, a to od roku 2015 (Seidenglanz et al.
2020a,b, 2021a,b). Na zaklad¢ shromazdénych vysledkl (Seidenglanz et al. 2022,
Kocourek et al. 2024) je mozné sledovat, jak se postupné béhem let 2017 az 2024
zvétsoval rozdil mezi irovnémi rezistence / citlivosti ceskych populaci k. ¢tyfzubého
a k. SeSulového. Zatimco u k. SeSulového (podobné je to i u k. fepkového) je situace
viceméné¢ stabilni, zaznamenany dosud byly jen citlivé a vysoce citlivé populace
k lambda-cyhalothrinu, u k. ¢tyfzubého je variabilita vyrazn¢ vyssi, kromé citlivych
populaci lze narazit na stfedné rezistentni i rezistentni populace ke zminénému
referen¢nimu pyretroidu. Na druhou stranu u k. ¢tyfzubého nedoslo zatim k tak
vyraznému skokovému zhorseni, které bylo popsano u dfepcika olejkového. V dobé
pripravy této metodiky (pocatek roku 2025) na tom tedy byl k. ctyfzuby o néco lépe
nez oba vyse uvedené druhy skidct. Presto i v jeho pfipad¢ plati, Ze rezistence
k pyretroidiim je zavazny problém, ktery jiz nyni na n&kterych mistech v CR kompli-
kuje ochranu porostli (Kocourek et al. 2024).
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insekticidim a dopad insekticidnich aplikaci na vyvoj larev skiidct a jejich pfiro-
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11 Prilohy

Piiloha 1: Tabulka pro zaznam primarnich dat z laboratorniho testovani synergického
efektu PBO na uc¢innost pyretroidu

Ptiloha 2: Tabulka pro zaznam primarnich dat z laboratorniho hodnoceni vlivu
ruznych davek PBO na jeho synergicky efekt na lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate

a etofenprox s cilem nalézt nejnizsi efektivni davku PBO

Ptiloha 3: Tabulka pro zaznam primarnich dat z laboratorniho hodnoceni vlivu
délky doby pre-expozice k PBO na jeho synergicky ucinek pro lambda-cyhalothrin
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