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Anotace

Testovani synergického efektu fungicidii ze skupiny inhibitori demetylace (DMlIs)
na ucinnost pyretroidi na blyskacka repkového, krytonosce ¢tyizubého a diepcika
olejkového

V predkladané metodice je pfedstaven a popsan postup (v casti 3) pro pfipravu,
vedeni a hodnoceni laboratornich pokusi, které umoziuji analyzovat a kvantifikovat
synergicky efekt riznych uc¢innych latek fungicidl ze skupiny Inhibitor Demetyla-
ce (DMIs) na nartst U¢innosti tfi riznych ucinnych latek pyretroidi (lambda-
-cyhalothrin — LC, tau-fluvalinate — TF, etofenprox — ET) pro tfi rtizné sktidce fepky:
blyskacka fepkového (B. aeneus), krytonosce ctyfzubého (C. pallidactylus)
a diep&ika olejkového (P. chrysocephala), u kterych byla v CR prokazana rezistence
synergického dopadu) pro testované ucinné latky fungicidt ze skupiny DMlIs. To je
takova davka konkrétniho fungicidu, ktera vraci, je-li dany fungicid aplikovan
spole¢né s pyretroidem, rezistentnim populacim tfi jmenovanych druhi Skidct
plnou citlivost k této skuping insekticidii. (Poznamka: vlivem synergického efektu
této davky urc¢itého DMIs fungicidu se testovana populace stava opét vysoce citlivou
k testovanému pyretroidu = je ji mozné pfitadit stupei 1 dle kategorizace Insecticide
Resistance Action Committee, IRAC). Metodika také obsahuje popis souc¢asného
stavu rezistence k pyretroidiim u tf zminénych $kiidct v CR, zasazeni této situace
do evropského kontextu ve smyslu ¢asovém i geografickém a podrobny popis
podstaty mechanismu rezistence, které jsou pro tii zminované sktidce fepky dulezité.
Soucasti metodiky je také stru¢ny popis diivodii pro¢ testovat mozny synergicky
efekt DMIs na zvySeni toxicity pyretroidl a jakou roli by tato skupina fungicidi
mohla hrat pti tltumeni dopad rezistence k pyretroidm v polnich podminkach a dale
téZ popis rizik pro necilové organismy spojenych s pouzivanim DMIs v kombinaci
s pyretroidy.

Klic¢ova slova: resistence proti pyretroidim, DMIs, azolové fungicidy jako syner-
gisté pyretroidd, inhibice Cytochromu P450, Brassicogethes aeneus, Psylliodes
chrysocephala, Ceutorhynchus pallidactylus, lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate,
etofenprox, letalni davky



Annotation

Testing the synergistic impact of fungicides from the Demethylation Inhibitors
(DMIs) group on pyrethroid effect on pollen beetle, cabbage stem weevil and
cabbage stem flea beetle.

This guide presents and describes method (in part 3) for establishing, managing,
and assessing laboratory trials aimed at analysing and quantifying synergistic impact
of fungicides from Demethylation Inhibitors group (DMlIs) 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 pyr-
ethroids was already confirmed in the Czech Republic: pollen beetle (B. aeneus),
cabbage stem weevil (C. pallidactylus) and cabbage stem flea beetle (P. chrysoceph-
ala). The method enables to find out the level of the lowest effective rate for the
tested DMIs active ingredients. It is such a rate of a fungicide active ingredient, that,
when it is added to pyrethroid, returns full susceptibility against the pyrethroid to
the insect pest populations in which a resistance against the pyrethroids was con-
firmed (= so a code 1 can be assigned to such populations again; code 1 = highly
susceptible population according to IRAC coding system). The methodological
guide also contains a description of the present situation with pyrethroid resistance
in populations of the three insect pests in the 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. Another part
of the methodology is also aimed at explaining why it is important to carry out the
laboratory testing of the DMlIs in relation to mitigating the impacts of the phe-
nomenon of the resistance against pyrethroids under field conditions. The potential
threats connected with the usage of DMIs in tank-mixes with pyrethroids under field
conditions for nontarget organisms are also discussed.

Key words: resistance against pyrethroids, DMIs, azole fungicides as synergists
for pyrethroids, inhibition of Cytochrome P450, Brassicogethes aeneus, Psylliodes
chrysocephala, Ceutorhynchus pallidactylus, lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate,
etofenprox, LD values



1 Uvod

1.1 Vyvoj rezistence u blyskacka repkového* drepcika olejkového a krytonosce
Ctyrzubého k pyretroidiim

Struc¢ny popis vyvoje rezistence u tii vyse uvedenych cilovych sktidct k pyretroidim
v Ceské republice a v Evropé za (piiblizng) poslednich patnact let je popsan v &asti
6 Ekonomické aspekty. Diivodem pro zatazeni struéného historického prehledu
toho, jak se rezistence vyvijela v riznych castech Evropy, ale i u nas, je nesporna
souvislost mezi postupnym nardstem vyznamu tohoto problému a ekonomickymi
dopady, které z toho pro zemédé€lce vyplyvaji.

*ve skutecnosti se na repce vyskytuje vice druhii blyskacki (nyni spadajicich do dvou
riznych rodu, Brassicogethes a Meligethes). B. aeneus vzdy jasné dominuje, spolu
se zastupci tohoto druhu se ve sbérech imag urcenych k testovani do laboratore
dostavaji i jedinci jinych druhi. Kdyz je jejich podil ve sbéru vyssi (napr. 20 %
avice), mize 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 aplikact (vice ve Hrudova et al. 2023).

1.2  Mechanismy rezistence k pyretroid(im u téchto skadct

V ptipad¢ skudct fepky (a polnich plodin obecné) a jejich snizené citlivosti (rezisten-
ce) k pyretroidiim je mozné mluvit o dvou hlavnich typech mechanismt 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 al. 2010).

1.2.1  Necitlivost cilového mista (kdr a s-kdr typ rezistence)
Misto, kde se pyretroidni molekuly po priniku do téla hmyzu (mohou se dostat do
organismu riznym zpusobem — napf. pfes chodidla po pfejiti osetfeného listu) vazou
na receptory a pusobi také na sodikové kanalky sodikové pumpy. Sodikové kanalky
jsou dulezita funk¢ni c¢ast cytoplazmatické membrany nervovych bunék (tedy
nervovych vlaken — axonil) v centralni nervové soustavé hmyzu. V pumpach je
zprostfedkovavan prenos kladné nabitych sodikovych iontli z vnéjsiho prostiedi
bunky do vnitiniho, coz je velmi diilezité pro spravny pienos vzruchu po nervovém
vlakné. Vzruch se §iti jako elektricky vyboj, jehoz zakladem je fizené a po axonu
se Sifici pfepolovani membrany — proces nemtiZze probihat bez spravné funkce
sodikovych kanalki (Obrazek 1). Dojde-li k navazani urcitého poctu molekul
pyretroidni ucinné latky na pfislusnd vazna mista nervového vlakna, je pfenos
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sodikovych kationt narusen a vzruch se po vlakné€ nesifi spravné (projevem jsou
slabé az t¢zké diskoordinace pohybu) nebo se nesiti viibec (vnéj$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 uéinné latky. Cim vic jich je obsazeno, tim silnéj3i je vn&jii projev,
protoze mira naruseni prenosu informace po nervovém vlakne je vetsi.

Po velmi struéném 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, svabi, nékolika
druhtt 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 vSechny ctyfi domény sodikového kanalku (Obrazek 1). Mutace, které se
projevuji snizenou citlivosti sodikového kanalku k pyretroidiim se z hlediska vy-
znamu a sily dopadu déli na kdr a super kdr (kdr = knock down resistance). Pro
vétSinu druhtt hmyzu, které rezistenci k pyretroidtim ziskaly, jsou podstatné mutace
projevujici se v té ¢asti proteinového fetézce (sekvence aminokyselin), ktery spojuje
segmenty 4 a 5 (popf. je soucasti segmentu 5) nebo prochazi segmentem 6 v doméné
IT sodikového kanalku. V pfipad¢ mutace (kdr nebo s-kdr) se pyretroidni G¢inna
latka nemiize na membranu axonu navazat a funkci nervové buiiky nenarusi — proto
se tento typ mechanismu rezistence také nékdy oznacuje (a zahrnuje v sobé 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 abyla 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. U skidct s vazbou
na fepku je popsana u zapiednicka polniho, Plutella xylostella. Ale i nékolik dalSich
mutaci zejména na pozicich 925 a 932. Ve vsech ptipadech jde opét o doménu II
sodikové pumpy (Obrazek 1). Hmyz s mutacemi na téchto pozicich vykazuje jiz
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Obrazek 1 - a-podjednotka sodikového kanalku hmyzu (a nékterych dalSich ¢lenovci)
skladajici se ze ¢tyf homolognich domén (I — IV). Kazda z nich je slozena ze Sesti
segmentl (1-6) prochdzejicich skrze cytoplazmatickou membranu nervové buriky.
Jednotlivé segmenty v rdmci vSech ¢tyf domén a soucasné i jednotlivé domény mezi
sebou jsou vzajemné propojeny intracelularnimi a extracelularnimi smyckami. Jde
o retézec, tedy sekvenci, aminokyselin — tj. na obrazku ilustrovano ¢ernou klikatici
se Carou. Kanalek (pore), kterym prochazi sodikové ionty, je v kazdé ze ¢ty domén
a nachazi se mezi segmenty 5 a 6. Jeho duleZitou ¢asti je i do membrany vnorena
¢ast aminokyselinové sekvence spojujici tyto dva segmenty. Aminokyselinova skladba
vnorené ¢asti smycky je dlilezita z hlediska ,,rozeznavani“ iontd — slouzi jako filtr poru,
kde se rozhoduje o tom, jestli je urcity iont vpustén nebo ne. O otevreni (aktivaci)
kanalku pro sodikové ionty rozhoduji (slouZi jako sensor) kladné nabité ¢asti sekvence
aminokyselin soustfedéné v segmentech 4 a 5 (zplGsobuje to predevsim pfitomnost
lysin a argininu), které se v reakci na prepdlovani membrany pohybuji smérem ven
(od kladného naboje), coz vede k otevieni kanalku pro sodikové ionty. Deaktivace
a rychlé uzavieni kanalku souvisi s hydrofobni povahou (tzv. hydrophobic IFMT motif)
centralni ¢asti kratké spojky segmentd 3 a 4. Cerné puntiky oznaduji mista mutaci
(tedy mista, kde doslo k nahrazeni pivodni aminokyseliny jinou) prokazatelné zp(-
sobujicich sniZeni citlivosti k pyretroiddm u riznych druhd hmyzu nebo tfeba i roztocl
(Varroa destructor, mutace L1770P), (ilustrace prevzata z publikace Dong 2007).

100krat (a vice) snizenou citlivost k pyretroidim. S-kdr ma tedy vyrazn¢ veétsi
prakticky dopad nez kdr. U evropskych populaci blyskacka fepkového tyto mutace
zatim nebyly nalezeny, i kdyz se po nich patra (Obrazek 2). U diepcika olejkového
jiz minimaln€ jedna z mutaci podminujicich s-kdr typ rezistence nalezena byla
(podle Willis et al. 2020 — testy z UK). Vysledky z Francie ukazuji, ze u zdejsich
populaci se mize kombinovat a kumulovat vice mutaci tohoto typu: viz velmi
zajimava a chmurna studie od Bothorel et al. 2018). U k. ¢tyfzubého se takto zame-
feny vyzkum jesté nerozbehl (Nauenet al. 2012, Hejland & Kristensen 2018).



Nyni je na misté pokusit se odpoveédet na tyto otazky: Jak vyrazn€ necitlivost cilového
mista jako typ rezistence ovliviiuje ti€innost pyretroidii aplikovanych v porostech
na blyskacka fepkového, diepcika olejkového a krytonosce ctyizubého? Do jaké
miry je pficinou selhavani této skupiny pyretroidt 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 (napf. Philipou et al. 2011, Nauen et al. 2012 + Obrazek 2). V Evropé
byla zaznamenana vys$i frekvence mutace L1014F (kdr) pouze v danskych
a Svédskych populacich. Vysledky ziskané autorskym tymem této metodiky
v souladu s vySe zminénymi publikacemi ukazuji také na zcela zanedbatelny vyznam
tohoto typu rezistence u ¢eskych populaci blyskackt. Od roku 2020 je v ramci
rutinniho monitoringu rezistence k pyretroidim pomoci lahvickovych testt (vial
tests) cast jedinct, kteti prezili kontaktni vystaveni vysokym davkam pyretroida
(lambda-cyhalothrin a tau-fluvalinate, od roku 2025 také etofenprox), zamrazovana
a nasledné podrobena molekularnim testim (sekvenovani / TagMan 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 né€kolik vysSich desitek az set
jedincti za timto u¢elem. Dosud jediny v CR nalezeny pozitivni jedinec (hete-
rozygot) pochazel z populace odebrané pobliz Ceskych Budgjovic na jafe roku 2021
(Obrazek 3; Ludvikova & Seidenglanz 2023; + redakcné upravené zpravy z projektu
QK21010332 za roky 2020-2024; — viz dedikace této metodiky). Ptic¢ina, pro¢
pyretroidy na blyskacka fepkového v CR (ale i jinde v Evropé) zcela selhavaji, je
tedy jina nez necitlivost cilového mista. Divodem je metabolicka rezistence (viz
cast 1.2.2).

U drepcika olejkového je situace odlisna v tom, Ze v jeho evropskych populacich
je mutace L1014F (ta je pfi¢inou kdr) rozsifena podstatné vice. A to jednak
v geografickém smyslu, ale také ji v populacich nese vétsi pocet jedincu (je zde
podstatné vyssi frekvence mutace). Velmi podrobny monitoring se provadél
v Némecku na populacich postupné shromazd’ovanych v letech 2009-2014 (Zim-
meret al.2014a) a v Dansku, Svédsku a Velké Britanii na populacich ziskanych
v letech 2014-2017 (Hgjlandet al. 2015, Hogjland & Kristensen 2018). Willis et al.
2020 na tyto studie zahrnujici pfedev§im severozapad Evropy navazali a publikovali
vysledky rozsahlych testi s populacemi z Velké Britanie, které byly ziskany v letech
2018 a 2019. Ve vsech vyse zminénych zemich byl kdr typ rezistence zaznamenan.
A to v nemalé mife. Napf. v posledni publikované praci na toto téma Willis et al.
(2020) zjistili, ze v roce 2019 bylo ve Velké Britanii v priméru 36 % jedinct
v populacich rezistentnimi homozygoty (RR) a 33 % jedinct rezistentnimi hete-
rozygoty (SR); Willis et al. 2020 pouzili k detekci metodu TagMan assay. Bothorel
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et al. (2018), ktefi analyzovali genové sekvence fragmentd sodikovych kanalti 294
populaci diepcika olejkového sesbiranych v prubéhu Ctyt sezon (2015-2018) prak-
ticky ze vSech casti Francie, prokazali, ze mutace L1014F je ptitomna v 94 % z nich
— to znamena jeste vice nez v Anglii.

I 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 dfepcika olejkového (vysledky molekularnich analyz)
a fenotypovym projevem rezistence (vysledky lahvickovych test). Populace, které
z lahvickovych IRAC testt (Adult vial tests) vychazi jako mén¢ citlivé (nebo
rezistentni, to je vyjadieno napt. hodnotami LD, v g a.i./ha) nemusi vibec vy-
kazovat vyssi frekvenci mutace L1014F. Naopak populace s vyssi frekvenci této
mutace mohou z lahvickovych testl 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 (Williset al. 2020). Za touto
rezistenci, jak bylo vysvétleno vyse, mize stat vice mutaci (nejcastéji se uvadéji
tyto: MO18L/T, L9251, T9291/C/V, L932F). V anglickych populacich drepcika
olejkového byl potvrzen vyskyt L9251 a frekvence rezistentnich homozygotti (RR)
byla 2,5 % v roce 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 (Williset al. 2020). Ve Francii, jak vyplyva z vysledkd Bothorel et al. (2018),
je tou nejcastéjsi mutaci zpisobujici s-kdr M918L. Byla detekovana v 19 % populaci
drepcika olejkového, pricemz otestovano bylo 294 populaci z celé Francie postupné
ziskavanych béhem let 2015 az 2018. Geografické rozlozeni frekvenci této mutace
v populacich neni rovnomérné. V nékterych centralnich regionech Francie je vyssi
nez 80 % (Obrazek 4). Z vysledkt také vyplyva, ze v fad¢ regionti Francie se
v populacich vyskytuje vice riznych mutaci. Z nich n€které jsou spojovany i s jinymi
druhy hmyzu. Jde napt. o T929N (u dvou populaci i T929I), ktera byla popsana
u mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata, Rinkewich et al. 2013)
a L9251, coz je ta nejcastejsi s-kdr mutace v anglickych populacich (viz vyse), ale
byla zaznamenana také u molice sklenikové (Trialeurodes vaporariorum, opét
Rinkewich et al. 2013). Tyto mutace se vyskytovaly bud’ samostatn¢ nebo v kom-
binacich s dal$imi (n¢kdy az pét riznych mutaci u jedné populace) u 34 % populaci
diepcika olejkového (Obrazek 5). Toto jsou velmi dulezité poznatky, ze kterych
vyplyvaji zavazné dusledky: 1) situace s rezistenci u depcika olejkového je kompli-
10



Obrazek 2 — Vlajeckou jsou oznaceny
lokality, ze kterych byly v ramci
celoevropského monitoringu probi-
hajiciho v letech 2006—-2010 ode-
brany populace blyskacka repkového

7 (Brassiogethes sp.), u nichZz byla

; A potvrzena kdr rezistence (tedy mu-

4:,__&;” S 4 tace L1014F). Bylo testovano celkem

& it 400 populaci z riznych mist a do

¥ i 1, _ vlastniho testu (molekularni analyza

& };‘.‘ F)f’ o zamérena na potvrzeni pfitomnosti

N ¥ ; ; mutace L1014F - kdr a M918T — s-kdr)

o ; o/ A se dostali pouze ti jedinci z rznych

ﬂa'r o populaci, ktefi v IRAC lahvickovém

o testu (IRAC Adult Vial

i o T oY Test) prezili kontaktni

) expozici 20% a 100%

: °® s davce lambda-cyha-
el To o N .S et lothrinu nebo tau-flu-
2%°e%% o,% 8% o ““~" valinatu. Tzn. mutace
_ rfj;,,?" T T ol Mgy . zpUsobujici rezistenci
oo o® : kdr anebo s-kdr se

¢ 7o KDR (=) hledaly pouze v DNA

L ® no KDR (n>1) téch jedincd, o kte-

™ KDR detected , .
rych se pomoci lah-

vickového testu zjis-
tilo, Ze jsou rezistentni (fenotypové — na zakladé chovani). Pivod 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 za-
vaznéjsi rezistenci typu s-kdr (patralo se po M918T) nebyla nalezena u Zadného
z jedincu (ilustrace prevzata z publikace Nauen et al. 2012).

NS4

dosavadnich zkuSenosti z pozice Ceského péstitele takto nejevi (vEtsi poveédomi je
zde o dopadech rezistence blyskacku); ii) vliv mutaci typu s-kdr je u tohoto druhu
vy$$i, coz za dosavadnich podminek (= ochrana postavena prakticky jen na pyretro-
idech) musi nutn€ vyustit v nefeSitelnou situaci; iii) pokud se situace u populaci
diepéika olejkového v CR vyvine stejnym zptisobem jako ve Francii, bude ochrana
proti diepcikovi olejkovému pomoci pyretroidii zcela neucinna (nepomohou inhi-
bitory cytochromu P450 — viz nize).

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
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nebo s-kdr typ rezistence) rozSiteny. Nebylo to zatim pfedmétem zadné védecké
studie, nebyly dosud publikovany zadné vysledky na toto téma.

[ No kDR and no skDR O] No sKDR and 30%<=RR_KDR<80% [H] RR_SKDR<30%

[ No skDRand RR_KkDR<30% [Il] No SKDR and 80%<=RR_KDR [ 30%<=RR_SKDR<80%
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Obrazek 3 - Sekvence vzor-
ku s heterozygotnim (T/C)
genotypem v oblasti kdr
mutace L1014F (prevzato
z publikace Ludvikova &
Seidenglanz 2023; T=Thy-
mine, C = Cytosine). Zamé-
na baze T za C vede
k tomu, Ze na pozici 1014
aminokyselinové sekven-
ce v doméné Il (segment
6) pak nenileucin ale feny-
lalanin. Vysledkem je po-
kles citlivosti k pyretro-
iddm o 20-30 %.

Obrazek 4 — Disperze a fre-
kvence mutaci L1014F
(podminuje rezistenci ty-

—. pu kdr, zde KDR) a M918L

(podminuje rezistenci ty-
pu s-kdr, zde SKDR) u fran-
couzskych populaci drep-
Cika olejkového (Psylliodes
chrysocephala) testova-
nych v letech 2015 aZ
2018. Otestovano celkem
294 populaci. Velikost kru-
h{ odpovida poctu otesto-
vanych populaci z dané
oblasti (pohybuje se
vintervalu od 1 do 38). RR
= rezistentni homozygot.
Pfevzato z publikace: Bo-
thorel et al. (2018).

B s0%<=RR_Skor



Obrazek 5 - Disperze a fre-
P kvence kombinaci riiznych

‘{&
"

)]
IE*\_O ;- e mutaci (nejen L1014F, ktera
[ ey podminuje rezistenci typu
TR, &8ss (8 D kdraM918L, ktera podmi-
1 3@ ) E:q;;i e }}‘ “xr-, fuje rezistenci typu s-kdr)
3, L e T e i o] ™o S wr s .
T N g Y@ A@"e ® hol { -4/ kumulujicich se a kombinu-
L. 3 MRS B i el . ,
B Lo Ael e ® 0 @ LN 7~/ h f kvch
2. T o iof " _ . . A jicich se ve francouzskyc
“““’uﬁg Ja.f;“v'i:.\_,_xi o= W/ e f(}t\ 4 populacich diepcika olej-
o S ] Sl p o 4 g il P .
L@ e gl Sk @R T kového (Psylliodes chryso-
B r ORI oo N ,
Ce Gl ol @4 A cephala) testovanych v le-
y ek

tech 2015 az 2018. Otes-
tovano celkem 294 popu-
laci. Velikost kruh(l odpo-
vida poctu otestovanych
populaci z dané oblasti
(pohybuje se v intervalu
od 1 do 38). Prevzato
z publikace: Bothorel et al.

Population with substitution in position(s)
ez [ Lo25/11014 [ to25/1929/11014 [ No mutation
M 11010 B 1929711014 [ povo/moirs/reasyLiora
W s0s/mo18 W rso9/mo18/11014 [ poos/mo18/1925/T929/11014

1.2.2  Metabolicka rezistence
Druhy mechanismus rezistence se oznacuje jako metabolicka rezistence. Jak jiz
z vyse uvedeného vyplyva, je u fepkovych skiidct, na néz zde cilime, tou hlavni
pric¢inou polnich selhani pyretroidnich aplikaci, a tedy tim hlavnim mechanismem
rezistence (nebezpecnou vyjimku by mohl tvoftit diepcik olejkovy, nejsou proto ale
zatim zadné vysledky). Jako metabolicka se tento typ rezistence oznacuje proto, ze
jde v principu o lepsi schopnost rezistentnich jedincti metabolizovat (a tedy deto-
xifikovat) uc¢innou latku pyretroidu diky vyssi aktivité nékterych enzymu. S rezisten-
ci hmyzich sktdct k insekticidim (a obecné s detoxifika¢nimi procesy u riznych
typl organism, a to tieba i prokaryotickych) jsou obecné spojovany tii skupiny
enzymu. Glutathion S-transferazy, esterazy a cytochrom P450 (P450s, CYPs). Na
moznou souvislost mezi rezistenci evropskych populaci blyskacka fepkového a vyssi
aktivitou cytochromu P450 jako prvni zfejmé€ upozornili Philipou et al. (2011).
Zimmer C & Nauen R (2011b) to nasledn€ potvrdily sérii pokusi s rezistentnimi
populacemi blyskackut k pyretroidiim se specifickymi inhibitory vySe zminénych ti
skupin enzymt (Tabulka 1) v kombinaci s riznymi pyretroidy (ty byly aplikovany
bud’ samostatn¢ nebo v kombinaci s nékterym inhibitorem). Diivodem metabolické
rezistence blyskacka fepkového je tedy vyssi aktivita cytochromu P450. Glutathion
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S-transferazy zde nehraji zadnou roli a esterazy zfejmé téZ Zadnou anebo malou
(Zimmeret al.2014b). A v podstaté to samé plati i pro diepcika olejkového (Hgj-
land&Kristensen2018, Willis et al. 2020). O tom, jaké enzymatické skupiny (popf.
mutace — viz ¢ast 1.2.1.) stoji za poklesem citlivosti k pyretroidim u populaci
krytonosce ¢tyfzubého téméf nic neni znamo. Podstatné rozsiteni znalosti ale mtize
pfinést vyuzivani této metodiky. Z pilotnich pokust, které poslouzily jako zaklad
pro sestaveni této metodiky a metodiky ,,Oveéreni efektu PBO na nariist citlivosti
k pyretroidiim u vybranych druhii Fepkovych Skiidcii vykazujicich rizné urovné
rezistence k této skupiné insekticidii* (Seidenglanz et al. 2025), provadénych au-
torskym tymem s populacemi krytonosce ¢tyizubého (zatim nepublikovana data)
vyplyva, Ze i v jejich ptipad€ se dostavuje vyrazny synergicky efekt n¢kterych azola
(tebuconazole, metconazole, difenoconazole, prothioconazole, mefentrifluconazole)
a PBO projevujici se zvySenim citlivosti k pyretroidim (a tedy poklesem jejich
hodnot LD, ). Takze i v jejich pfipad€ pijde o zvySeni aktivity cytochromu P450,
esteraz nebo obou skupin. Podil vlivu esteraz v jejich ptipad¢€ zatim nelze vyloucit,
protoze dosud nebylo provedeno dostate¢né mnozstvi testi zamétfenych na tento
cil. Navraci-li se tedy po pouziti nekterych azolti nebo PBO citlivost k pyretroidtim,
nelze jesté vyloucit, Ze rezistence je zplisobena i vyssi aktivitou esteraz. To by se
musely testy rozsifit i o specifické inhibitory esteraz (tj. DEF, viz Tabulka 1), aby

Tabulka 1 —T¥i hlavni skupiny enzymu spojované s detoxifikaénimi procesy u raznych
skupin organism( (a jsou tedy ¢asto pri¢inou metabolického typu rezistence, kdyz
dojde k narustu jejich hladin aktivity) a jejich inhibitory (podle Zimmer et al. 2014b)
enzymaticka skupina specificky inhibitor jeji aktivity

glutathion S-transferaza diethyl maleate (DEM)

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

piperonyl butoxide (PBO)', tebuconazole? a pravdé-
podobné i dali azoly®, 1-amino-benzotriazole

"mechanismus G¢inku PBO byl popsén az dvacet let po jeho uvedeni na trh (viz Perry &
Buckner 1970) a az témér do konce dvacatého stoleti se myslelo, Ze jde o specificky inhi-
bitor monooxygendz cytochromu P450; v roce 1998 ale Gunning et al. zjistili, Ze inhibuje

i esterazy.

2fungicid a rlstovy regulator ze skupiny triazol(; ve védecké literatufe se predevsim Fesi
jeho inhibi¢ni vliv na lidsky cytochrom P450 (je to jeden z hlavnich dlivod(, proc se nad
touto latkou vznasi nebezpedi zakazu, viz napf. Yang et al. 2018, Habenschus et al. 2021;
v soucasné dobé chybi dostatek pfesnych experi-mentalnich dat pro zjisténi, jak by tuto
latku bylo mozné vyuzit k mitigaci dopadu rezistence k pyre-troiddm u rfepkovych skddct
v praxi - jde ale o cil této metodiky.

3ve védecké literatufe pro toto tvrzeni neexistuji Zadna pfesna experimentalné ziskand data,
autorsky tym vychazi pouze z vysledka pilotnich testl provadénych na fesitelskych pracovistich
v letech 2024 a 2025, ve kterych byl ovérovan synergicky efekt difenoconazolu, metconazolu,
prothioconazolu a v nékolika malo experimentech i mefentrifluconazolu; dale toto tvrzeni
podporuji i zavéry nékterych védeckych publikacich (napt. Zhong et al. 2025) a fakt, ze DMls
ovliviuji aktivitu cytochromu P450 obecné a vykazuji k této skupiné enzym vysokou afinitu
— je zde tedy predpoklad pro jejich inhibici (napf. Dahmen a Staub 1992).

esterazy

cytochrom P450
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se jejich podil na rezistenci bud’ potvrdil nebo vyloucil — timto zpsobem byl vy-
loucen vliv esteraz na metabolickou aktivitu zatim jen u blyskacka i dfepcika, ne
u krytonosce ctyfzubého. I kdyz proto tedy zatim neexistuji potvrzujici vysledky,
lze se domnivat, Ze typy rezistence (jejich fyziologicka a molekularni podstata)
nebudou u k. ¢tyfzubého pfilis odlisné od toho, co bylo popséano u predeslych dvou
druhti sktidct. K. ¢tyfzuby k sob€ nepouta takovou pozornost jako blyskacek fepkovy
a drepcik olejkovy, zavaznym sktidcem zlstava jen ve stiedni Evropé — v Némecku,
Cesku, Rakousku, Polsku a na Slovensku (Heimbach& Miiller 2013, Seidenglanz
et al. 2009, 2022).

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 Cytochrom P450. Cytochrom P450 (CYP, P450) je souborné oznaceni pro
enzymy obsahujici skupinu HEM (HEME, HAEM) jako kofaktor, které¢ vétSinou
(ne ale vyluéng) plsobi jako terminalni oxidazy v tzv. monooxygenazovych systé-
mech (Tabulka 2). Jde o pocetné obrovskou skupinu proteint, které lze nalézt témet
ve vSech zivych organismech (mysleno jako superfamily CYP — viz Obrazek 6;
Huang et al. 2013a). U hmyzu bylo do sou¢asné doby popsano vice nez 1000 rtiznych
CYP genti (Zhou&Huang2002), které spadaji do riiznych tzv. genovych rodin: CYP4,
CYP6, CYP9, CYP12, CYP15 a dalsi (genova rodina = 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 genti 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 genti 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 (Wanget al. 2021).

Family CYP6 je unikatni pro hmyz (tfida Insecta). Enzymy patfici do family 6 (tedy
ruzné subfamilies — viz Obrazek 6) katalyzuji oxidaci sekundarnich metabolitl
a ruznych exogennich (zvenku do téla vstupujicich) latek. Dojde-li k naristu jejich
aktivity (to je podminéno zvySenim jejich koncentrace ve tkanich a toto je zase
podminéno naristem genové exprese prislusnych CYP6 genil), mtze to byt du-
vodem, pro¢ hmyz dokéaze prezit expozici vysokym davkam nékterych xenobiotik,
tieba insekticidi (Bergéet al. 1998). A nejde jen o pyrethroidy. Studie na Locusta
migratoria (sarance st€éhovava) ukazaly, ze Groven exprese CYP6 genil rozhoduje
o citlivosti / rezistenci tohoto rovnokiidlého hmyzu nejen k pyretroidiim, ale téz ke
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karbamatiim (Zhanget al. 2019). ZvySena exprese (overexpression) genu CYP6CM 1
u vyznamného, po celém svéte rozsifeného sktidce, molice Bemisia tabaci, je prici-
svétovych sktidct (z hlediska ekonomickych dopadl), housenek miry cernopasky
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 herbivoriim. Han et al. (2022) prokazali jasnou pfi¢innou
souvislost mezi naristem exprese CYP6 a poklesem citlivosti k malathionu (insek-
ticid ze skupiny organofosfatit), deltamethrinu (pyrethroid) a dokonce i k zastupci
diamidt (0.1. chlorantraniliprole) u housenek obalece vychodniho (Grapholita
molesta; viz také Obrazek 6).

Z hlediska moznych dopadt aktivity enzymt Cytochromu Cytochromu P450 na
snizeni efektu pyretroidli na ur¢itou populaci skiidce (napft. blyskacka fepkového
nebo diepcika olejkového) neni bez zajimavosti, Ze uroven exprese konkrétniho
CYP6 genu se mize lisit mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii — rozdil neni jen mezi
vajickem, larvou a dospé€lcem, ale i mezi jednotlivymi larvalnimi instary. V praxi
to znamena, ze dospélci diepcika olejkového na tom mohou byt jinak nez larvy.
Hladiny Cytochromu P450 u nich mohou byt riizné, a tedy i jejich schopnost prezivat
pyretroidni aplikace mtize byt odlisna. Bohuzel, u fepkovych sktidcii o této situaci
nejsou zatim zadné dostupné informace. Pfitom u druhti, kde skody zptisobuji dvé
riiznd vyvojova stadia, jako je pravé diepcik olejkovy (Skodi jak dospélec, tak larva),
by bylo dobré to z praktickych divoda védét. Han et al. (2022) ve své praci
s obale¢em vychodnim (G. molesta) srovnavali irovné exprese nékolika CYP6 genti
(CYP6ABI112, CYP6ABI113, CYP6AB114, CYP6ABI115, CYP6ABI116, CYP-
6AB117, CYP6AN3S5 a CYP6B74) v riiznych vyvojovych stadiich (vajicko, I. — V.
larvalni instar, kukla a dosp€lec) tohoto druhu motyla. Autofi zjistili, Ze se jednotliva
stadia vyrazné 1isi expresi CYP6 gent celkoveé (nejvice vybavené enzymy CYP6
byly housenky tfetiho instaru), ale také to, ze ne¢které z osmi sledovanych CYP6
genll byly pro ur¢ité vyvojové stadium charakteristické (mira jejich exprese zde
byla vyznamné vyssi nez v jinych stadiich). Tak napf. 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 ptic¢inou zvyseni aktivity (disledek nartstu trovné exprese) jinych CYP6 nez
expozice U.l. deltamethrin ¢i cyantraniliprole u stejného vyvojového stadia (napf.
u housenek tfetiho instaru).
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Tabulka 2 — Vysvétleni nékterych pojmu vztahujicich se k Cytochromu P450 (oznacovan
zkracené téz jako: P450 nebo CYP)

pojem vysvétleni

jedna se o do podoby kruhu tvarovanou molekulu
obsahujici atom Zeleza (Fe), kterd je soucasti

hemoglobinu; pfitomnost slozky hem umoznuje
navazani molekuly kysliku O,

jednd se o nebilkovinou soucast (napf. ion néjakého
cofactor kovu) enzymu, ktera umozniuje a podminuje jeho ka-
talytickou funkci

pravé tato skupina oxidaci katalyzujicich enzym
hraje nejdlleZitéjsi roli v metabolické rezistenci; ka-
talyzuji vneseni jednoho atomu O z molekuly kysliku
monooxygenazy |0, do oxidovaného substratu / produktu (napf. mole-
kula pyretroidu), zatimco druhy atom O je redukovan
jaky je rozdil mezi na vodu. proto se této skupiné také nékdy rika Mixed
oxidaci katalyzuji- Function Oxygenases

cimi enzymy: pfi oxidaci katalyzované touto skupinou enzymu se
dioxygenazy vnasi oba atomy O z molekuly O, do substréatu / pro-
duktu

tyto enzymy katalyzuji oxidacni reakce béhem nichZ nedo-

oxidazy chazi k vnaseni ani jednoho z atomd O z molekuly O, do
oxidovaného substratu

Hem (Heme, Haem)

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 popsat, jakou roli
hraji v rezistenci proti pyretroidim nebo dalsim insekticidiim (Chiuet al. 2008, Zhu
et al. 2010, Stevenson et al. 2011, Riveron et al. 2013).

U broukt (fad Coleoptera) byl jako prvni gen P450 spojovany s metabolickou
rezistenci k insekticidiim popsan v roce 2010, jedna se 0 CYP6BQ9 u potemnika
Tribolium castaneum (Zhuet al. 2010). Tito autofi zjistili, ze u jedinct 7. castaneum
vykazujicich rezistenci k deltamethrinu dochazi k 200nasobnému zvyseni koncent-
race proteinu CYP6BQ9 (pro oznaceni genu i jeho expresniho produktu se pouziva
stejny kod) fungujiciho jako monooxygenaza. Také prokazali, ze CYP6BQO kataly-
zuje metabolizaci deltamethrinu prostiednictvim hydroxylace. Vznik4 4-hydroxy
derivat tohoto pyretroidu, ktery je hydrofilni a pomérné snadno ho lze vyloucit z téla,
aniz by doslo k vyvolani typické reakce s Gi¢inkem insekticidu spojované. Zimmer
& Nauen pak v publikaci vydané o rok pozdéji (2011b) na zéklade vysledkt pokusi
s rizné rezistentnimi jedinci blyskacka fepkového (ve skutecnosti §lo o in vitro
pokusy s microsémy pfipravenymi z bungk blyskacka fepkového) prokazali, ze také
u tohoto druhu dochazi u rezistentnich jedinct k intenzivnéjsi hydroxylaci pyretro-
idni u¢inné latky a tvorb€ 4-hydroxy derivatu (v jejich piipadé 4-hydroxy delta-
methrinu), a ze vys$si koncentrace tohoto produktu hydroxylace pozitivné koreluje
s urovni fenotypového projevu rezistence. Potvrdili tak, Ze za rezistenci blyskacka
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Obrazek 6 — Popis role Cytochromu P450 v detoxifikanich procesech hmyzu
a v rezistenci blyskacka repkového k pyretroidiim (leva ¢ast obrazku). Konkrétni gen
pro jednu z monooxygenaz (CYP6BQ23) k jejiz nadmérné produkci u rezistentnich
jedincl blyskacka repkového dochazi (prava horni ¢ast obrazku), jak prokazali ve své
studii Zimmer et al. (2014b) a priklad terciarnich struktur nékolika dalSich CYP6 genl
(family 6, tedy CYP6 je unikatni pro hmyz) obalece Grapholita molesta (obalec vy-
chodni). Poznamka: oznaceni konkrétniho genu (napt. CYP6BQ23) odpovida i oznaceni
konkrétniho produktu jeho exprese —v tomto pripadé tedy monooxygenaze CYP6BQ23

fepkového stoji Cytochrom P450 (viz leva polovina Obrazku 6). Kdyz se tedy
Zimmer et al. (2014b) pustili do hledani konkrétniho CYP genu, ktery tuto vyssi
aktivitu Cytochromu P450 (a hydroxylaci pyretroidnich molekul) u rezistentnich
blyskackl podminuje, méli jiz na co navazovat. Pii izolaci, determinaci a kvantifikaci
CYP gent (Real-time qRT-PCR) postupovali stejné jako Karunker et al. (2008),
ktefi u molice Bemisia tabaci identifikovali jedenact CYP genl zodpovédnych
za odbourdvani riznych xenobitiotik — mimo jiné i gen pro CYP6CMI, jehoz
n¢kolikasetnasobné zvysena exprese (overexpression) zpusobuje neucinnost pyretro-
idt na tohoto Skiidce. Zimmer et al. (2014b) pouzili tento piistup, protoze genomicka
a transkriptomicka data pro Cytochrom P450 blyskacka fepkového nebyla k dispo-
zici. Z deseti identifikovanych castecnych genovych sekvenci (partial gene sequen-
cies) pouze jedna, CYP6BQ23, korelovala s urovnémi rezistence blyskacka
fepkového k pyretroidim. Jinak feceno, pouze u CYP6BQ23 doslo k ,,overexpresi*
(nadprodukci) u rezistentnich populaci blyskackt v porovnani se stavem u refe-
rencni vysoce citlivé populace, Tabulka 3). Nartst exprese CYP6BQ23 u rezistent-
nich populaci se pohyboval od 269nasobku (populace 120-10) do 938nasobku
(populace 79-10). I kdyz nelze vyloucit, Ze se na metabolizaci pyretroidil u rezistent-
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nich populaci blyskacka fepkového podileji i produkty exprese dalsich CYP gent,
CYP6BQ23 hraje jisté zasadni roli (viz také Obrazek 6 — vpravo nahote).

1.3 Pro¢ se zaméfit na fungicidy ze skupiny inhibitord demetylace (DMI,) jako
inhibitory Cytochromu P450 a potencialni synergisty pyretroidt

DMIs (dle terminologie FRAC jsou DMIs skupina fungicidil) patii dle mechanismu
ucinku (opét dle FRAC) k inhibitordm biosyntézy sterolu (IBS). IBS se d¢li prave
na DMIs a morfoliny (morpholines). Skupina fungicidi DMIs se d¢li (opét dle
klasifikace FRAC) na tzv. chemické skupiny. To jsou pyrimidiny (pyrimidines: k nim
patfi napt. u.l. jako fenarimil, nuarimil atd.), piperaziny (piperazines: napf. 0.l
triforine), imidazoly (imidazoles: z 0.1. napt. prochloraz), triazoly (napf. 1.1. tebuco-
nazole, difenoconazole, metconazole, mefentrifluconazole atd.) a triazolinthiony
(napf. u.l. prothioconazole).

Jak DMIs tak morfoliny blokuji syntézu ergosterolu. Ten je nezbytnou stavebni
a integralni (= dulezity pro soudrznost a funk¢nost) slozkou bunécné stény hou-
bovych bun¢k (Dahlet al.1987). Ob¢ skupiny se lisi zplisobem (na biochemické
urovni), jak proces biosyntézy ergosterolu inhibuji. U morfolint je inhibice syntézy
ergosterolu dasledkem naruseni aktivity C-14 reduktdz v houbovych bunkach
(Dahmena Staub1992). DMIs cili na jinou skupinu enzymti. NaruSuji produkci
enzymu [4-o-demethylaza v houbovych bunkach. Disledkem je pak, stejné jako
u morfolint, naruseni procesu syntézy ergosterolu. Z hlediska zameéteni této meto-
diky je rozdil v typech enzymd, které DMlIs respektive morfoliny blokuji, klicovy.
Kli¢ovy proto, Ze to zasadnim zplisobem méni potencial obou skupin fungicidd pro
jejich vyuziti jako synergistil pyretroidi. A to predevsim takovych synergisti, které
umozni po jejich pfidani k pyretroidim zvyseni (nebo Ize také fict navraceni)
toxicity / ucinnosti této skupiny insekticidli na skiidce, kteti vykazuji vysoké urovné
rezistence. Zde je potfeba podotknout, ze musi jit o rezistenci metabolického typu.
Jak bylo zminéno vySe, DMIs inhibuji formaci 14-a-demethyldzy. Dilezité je, ze
tento enzym, na rozdil od C-14 reduktdzy, patti do skupiny enzymti Cytochromu
P450 (je to produkt genu CYP51). Tedy do stejné skupiny enzymii, které jsou
u rezistentnich jedinct blyskackd, diepcikt atd. na vyrazné vyssich hladinach nez
u citlivych jedincti. Enzymd, které jsou pficinou metabolické rezistence. Je tedy
ptedpoklad, ze po vstupu do hmyziho téla budou DMIs na biochemické urovni
ucinkovat stejné jako na houbové organismy — budou inhibovat enzymy Cytochromu
P450. Mély by tak navracet citlivost k pyretroidiim u hmyzu, ktery je diky vysokym
hladindm Cytochromu P450 schopny molekuly pyretroidnich G¢innych latek v téle
metabolizovat (oxidovat a detoxifikovat) diiv, nez dojdou na mista ptisobeni (CNS
— zde neurity nervovych bunék — na nich sodikové kanalky). Aby konkrétni 0.1
z chemické skupiny triazold, imidazold, triazolinthiond atd. mohla plsobit jako
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ucinny inhibitor Cytochromu P450 v téle hmyzu (napf. rezistentniho blyskacka)
a také jako synergista pro pyretroidni u.1., musi do hmyziho téla snadno pronikat
(stejné snadno jako pyretroid, se kterym je dana DMIs u.1. kombinovana). Druhou
podminkou je, aby monooxygenazy Cytochromu P450 zodpoveédné za rezistenci
k pyretroidiim mély vyssi afinitu k 0.1. fungicidu nez k pyretroidni 0.1. Jinymi slovy,
DMIs musi monooxygenazy Cytochromu P450 vyvazat na sebe, aby se predeslo
oxidaci pyretroidd, které tak budou moci dosahnout mista €¢inku (sodikovy kanalek
na nervovém vlakné, Obrazek 1). Timto zptisobem mohou DMIs navratit u¢innost
pyretroidiim i v pfipad€, kdy tyto jiz ztratily i€¢innost diky metabolické rezistenci.
To dokumentuji studie na riznych druzich skidct, u kterych jsou velké problémy
ryze v Cing, kiis Nilaparvata lugens (Hemiptera: Delphacidae), (Zhonget al. 2025),
zavazny Sklidce baviny Pectinophora gossypiella v (sub)tropickych oblastech
(Lepidoptera: Gelechiidae), (EI-Refai et al., 2009) a zavazny polyfagni skiidce
rozsifeny hlavné v Mediteranu Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae),
(Abdel-Hamid2014). Nesmi to byt ov§em rezistence typu ,,necitlivost cilového mista
/ target insensitivity (kdr nebo super-kdr)* podminéna vyse podrobné popsanymi
mutacemi. Zejména v pripadé super-kdr by byl ptinos synergického efektu DMIs
pro pyretroidy pravdépodobné minimalni a problém rezistence by jejich uziti ve
spole¢nych aplikacich s pyretroidy nefesilo. Jak ale vyplyva z kapitoly 1.2,
u fepkovych skudci jde témét vyhradné (i kdyZ jisté pochyby jsou u diepcika
olejkového) o metabolicky typ rezistence.

Je zde tedy padny diivod pro testovani dopadt synergického efektu riznych DMIs
na rizné pyretroidy (lambda-cyhalothrin jako zastupce béznych esterickych
pyretroidd, tau-fluvalinate — estericky pyretroid se znacné odlisnou stavbou mole-
kuly nez jiné esterické pyretroidy, etofenprox jako zastupce éterickych pyretroidi)
u populaci tfi (v souCasnosti) nejdilezitéjsich skudci fepky, kteti pii vzajemném
srovnani vykazuji rizné trovné rezistence k pyretroidim: od snizené citlivosti
(krytonosec Ctyfzuby), prevazné stiedni rovné rezistence (dfepcik olejkovy) az po
vysokou uroven rezistence (blyskacek fepkovy).

1.4  Zvysuji DMIs fungicidy, jsou-li aplikované spole¢né s insekticidem, jeho
toxicitu a nebezpecnost pro necilové organismy?

To, Ze fungicidy funguji jako synergisté insekticidi dokazuji prace publikované jiz
v 80. a 90. letech dvacatého stoleti (napt. Colin a Belzunces 1992, Pilling a Jepson
1993, Thompson a Wilkins 2003). VétSina praci na téma synergicky efekt fungicidi
na toxicitu insekticidl se po celou dobu pouzivani téchto kombinaci (80. 1éta dva-
cat¢ho stoleti az po soucCasnost) zabyva daleko vice jejich dopadem na necilové
organismy nez hodnocenim vlivu fungicidii na nariist Gi¢innosti insekticidii na
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Sktdce. Existuje zde velky nepomér védecké literatury ve prospéch té, ktera se
zabyva hodnocenim negativnich dopadt. Ve studiich zabyvajicich se dopady na
necilové organismy hraje prim (témét vyhradn¢€) vcela domaci, popi. v neékterych
i ¢melaci (Almasriet al 2020). V pracich publikovanych béhem poslednich asi tficeti
let se objevovaly jako fungicidni partnefi pro spolecnou aplikaci s pyretroidy hlavné
tyto fungicidni uc¢inné latky (z nichz mnohé jiz byly z registr v EU stazeny):
iprodione, thiophanate-methyl, carbendazim, prochloraz, chlorothalonil, flusilazole,
difenoconazole, propioconazole, tebuconazole (Van der Zee et al. 2012, Liao et al.
2017, Almasri et al 2020). Z vysledku téchto studii vyplyva, Ze témér pti jakékoliv
kombinaci pyretroid + fungicid dochazi ke zvyseni toxicity insekticidu pro vcely
v méfitku 10—100nasobném. Existuji ale také publikace, které tyto znacné znepoko-
jivé vysledky relativizuji a upozoriuji, ze se Casto pracovalo s nerealné¢ vysokymi
davkami a vcely byly testovanym kombinacim vystavovany zptisobem, ke kterému
v polnich podminkach nemiize realn¢ dochéazet (napf. Thompson a Wilkins 2003).
Ptesto je riziko pro vcely a s vysokou pravdépodobnosti pro fadu dal$ich necilovych
organismu vyskytujicich se v porostech fepky spojené s aplikacemi kombinace
insekticid a fungicid vysoké. A nejde jen o véely (myslena cela nadceled’ véel).
OhroZzeni a snizeni populaci parazitoidii fepkovych sktidcii se miize projevit nepied-
pokladanym nartistem pocetnosti $kiidct z dlouhodobéjsiho hlediska; zejména pokud
jde o blyskacka fepkového (viz napt. Alford et al. 2003, Ulber a Nitzsche 2006,
Williams 2010).

Proto je dulezité zjistit tzv. nejnizsi efektivni davku pro kazdou potencialné vyuzi-
telnou .1. DMIs fungicidu, ktera se na zakladé vysledki testti provedenych podle
této metodiky bude jevit jako potencialn€ vyuzitelna (projevi se zde vyrazny syner-
gicky efekt). Tedy zjistit nejnizsi moznou davku fungicidni 0.1, ktera bude jeste
poskytovat dostate¢ny synergicky efekt (tedy navrat k 100% mortalité vyvolané
registrovanou i pétinasobné nizsi davkou pyretroidu). Nalezeni takové davky pro
konkrétni DMIs je také jednim z hlavnich cilti predkladané metodiky (viz nize,
kapitola 2 a 3).

1.5 Zvysuji DMIs fungicidy, jsou-li aplikované spole¢né s insekticidem, jeho
toxicitu a nebezpecnost pro dalsi necilové organismy?

V soucasné dob¢ se za nejvyznamnéjs$i kontaminanty (dle poctu studii, napft.
v Platkiewiczet al. 2025), které mohou mit negativni dopady na ¢lovéka a fadu
necilovych organismut v riznych typech zivotniho prostedi, povazuji tyto skupiny
latek: kosmetika (= personal care products, napt. dle Wu et al. 2014), 1éky (=
pharmaceuticals, napt. dle: Bu et al. 2013, Dai et al. 2015), zmékéovadla (= plasti-
cizers, napt. dle Wang et al. 2020), latky, které se chovaji jako endokrinni disruptory
(napft. Guo et al. 2015), urcité typy nehotlavych a samozhasivych materiald (= flame
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retardants, napi dle: Rauert et al. 2018), rizné povrchové aktivni latky/tenzidy
(= surfactants, napt. dle: Assress et al. 2020) a také pesticidy (napft. dle Li et al.
2023). Tyto dle ucelu pouziti, respektive dopadli vymezené skupiny se mezi sebou
prolinaji: n€ktera farmaka ¢i pesticidy mohou byt soucasné endokrinni disruptor
apod.

Azoly, které, jak se postupné zjist'uje, zasahuji do velkého spektra biologickych
procest (popsano napt. v Platkiewicz et al. 2025), k sob¢ jako chemické skupiné,
pritahuji pochopitelné velkou pozornost vyzkumnikli zabyvajicich se hodnocenim
environmentalnich dopadt vyse zminénych skupin chemikalii. Azoly tvoii velkou
skupinu raznych latek, které se nenachazi jen ve fungicidech (skupina DMlIs), ale
jsou dilezitou soucasti kosmetickych ptipravki a 1€kd. VSechny tyto latky (bez
ohledu na to, jestli jde o 1.1. fungicidl) inhibuji enzym 14-a-demetylazu ze skupiny
Cytochrom P450 (produkt genu CYP51), coz vede v buitkkach hub k zablokovani
konverze lanosterolu na ergosterol. Duisledkem je vétsi propustnost bunéénych stén,
zastaveni rastu hyf a smrt. To bylo jiz popsano vyse. To, Ze azoly inhibuji i jiné
enzymy Cytochromu P450 neZ jen 14-a-demetylazu v houbach, a ze k tomu dochazi
i v télech jinych organismd, je znamo. Ostatné to, Ze 1ze pomoci nich inhibovat
enzymy Cytochromu P450 (v tomto pfipad€ oxygenazy) u napft. fepkovych sktdcd,
na které se tato metodika zaméfuje, je podstatou jejich synergického efektu
a predpokladem pro névrat jejich citlivosti k pyretroidim. To, Ze k tomu (tentokrat
nezamerng) muze dochazet i u véel, ¢melakl a u v porostech pritomnych blanokiid-
lych parazitoidi ¢i dalSich ¢lenovct, bylo popsano jiz v ¢asti 1.4.

Azoly ale také zfejm¢ zasahuji do endokrinniho systému obratlovcii. Neni vsak
presné znamo, kterych druhti se to vlastné realn€ tyka, jak je tato skupina organismu
velké (respektive taxonomicky vymezend), a jak zavazné dopady na né bézné
pouzivané azoly skutecné mohou mit (Garcia-Valcarcel&Tadeo2012). Vi se ale, Ze
enzymu Cytochromu P450, se kterymi azoly interaguji v télech obratlovet (vazou
je na sebe a tim je inhibuji — metabolicka podstata je potad stejnd), je vic. Po expo-
zici azoliim muze byt znacn€ snizena (zavisi na davce azolu) aktivita aromatdzy,
ktera katalyzuje konverzi androgenti na estrogeny. Negativni dopad tohoto typu byl
prokazan u znacné fylogeneticky vzdalenych skupin obratlovcl: u pstruha duhového
(Monodet al. 1993), zab druhu Xenopus tropicalis (Gyllenhammaret al. 2009) i tieba
clovéka (Chenet al. 2013, Trosken et al. 2004). Podobnym zpisobem mohou byt
u riiznych organismil ovlivnény dalsi metabolické procesy, do jejichz pribéhu jako
katalyzatory zasahuji riizné enzymy Cytochromu P450. Neni ale ve skutecnosti
mozné najit jakym konkrétnim zpisobem a u jakych druhi. A uz vibec ne, jsou-li
davky pouzivané v polnich podminkach v tomto smyslu zdrojem realného nebezpeci.
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Na jaké chemické skupiny se déli skupina (jde o terminologii FRAC: chemicka
skupina je néco jiného nez skupina) DMlIs fungicidi, je popsano v ¢asti 1.3. Azoly
jsou triazoly (dle vyznamu pro ochranu rostlin i dle spotieby). Trochu mensi vyznam
v ochrang rostlin maji imidazoly. Ob¢ skupiny azoll se nachazi v lécich (jak pro
lidi, tak zvitata) i kosmetice. Na rozdil od fungicidnich ptipravki na ochranu rostlin,
ve farmakach a kosmetice jsou z azolll vice zastoupeny imidazoly.

Triazoly maji v molekule péticlenné cykly (jeden nebo dva), které tvoii tii atomy
N a dva atomy C (v téchto cyklech jsou vzdy dva atomy N vedle sebe, dalsi mezi
atomy C). Imidazoly maji v cyklu (ten je Sesticlenny) vzdy jen dva atomy N, které
spolu nikdy nesousedi. Na zaklad¢ strukturnich vzorct se daji obé skupiny snadno
odlisit. Tato odlisnost je také dtlezita pii hodnoceni piivodu rezidui azold nalézanych
v riznych prostfedich, napt. v riznych typech vodnich ekosystémi (nebo obecné
vod). Zbytek obsahujici péticlenny cyklus se tfemi N znamena triazol — a tedy nejspis
fungicid pouzivany v ochrané rostlin. Sesti¢lenny cyklus se dvéma atomy N ukazuje
na imidazol — to indikuje ptivod z mediciny nebo kosmetiky.

Azoly jsou nalézany v riznych typech povrchovych vod prakticky od doby, kdy se
na né monitoring zaméfil. V méstskych odpadnich vodach dominuji azoly z farmak
a kosmetiky. Tyto se dostavaji i do fek. V fekach se pak vyskytuji i azoly pochazejici
z fungicidii pouzivanych v ochrané rostlin. Triazoly z fungicidi pouzivanych
v ochran¢ rostlin dominuji v nadrzich v zemédélsky obhospodafované krajiné
(Platkiewiczet al. 2025).

Triazoly i imidazoly byly a jsou nalézany v fekach po celém svéte: napt. o jejich
zachytu a koncentracich v ¢inskych fekach publikovali Chen et al. (2012), Huang
et al. (2013b) nebo Liu et al. (2021). O jejich zachytech v fekach ve Svycarsku
publikovali Kahle et al. jiz v roce 2008, o zachytech azolti v némeckych tekach
publikovali Wick et al. v roce 2010, jejich koncentrace v fekach v Polsku zdoku-
mentovali Platkiewicz et al. (2025) a o situaci ve Spanélsku se je mozné dozvédét
od Casada et al. (2014). Jak ale vyplyva z velmi obsahlé, navic nedavno publikované
(2025) a nam geograficky blizké studie z Polska (Platkiewiczet al. 2025), veskeré
jimi zaznamenané koncentrace azolli v povrchovych vodach (nejen fekach ale
i odpadnich vodach a nadrzich v krajin€ — i té€ch pobliz poli) jsou bezpecné pro vodni
organismy. A toto je zasadni sdéleni.
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1.6 Zvysilo by vyuZiti ucinnych latek DMIs fungicid jako komponent do
spolecnych aplikaci s pyretroidy v ramci IOR fepky proti sk(dcim riziko
vyvoje rezistence u houbovych patogen( k této skupiné fungicid?

Zamérem této metodiky (podrobné v ¢asti: Cile metodiky) je predevsim predstavit
postup, ktery umozni relativné snadné a rychlé testovani (z hlediska ¢asu nutného
na ziskani velkého mnozstvi prakticky dilezitych dat) synergického efektu riiznych
u.l. fungicidu ze skupiny Inhibitori Demetylace Sterolii (DMIs) na nardst toxicity
pyretroidl pro Skidce fepky, ktefi jsou bud’ k pyretroidim zcela rezistentni nebo
u nich dochazi k poklesu citlivosti. Vysledkem pouZzivani metodiky tedy muize byt
navrzeni nékterych 0.1, z této skupiny fungicidd jako vhodnych synergisti k pyretro-
idtim. Jejich ptinos (pfi spolecné aplikaci s pyretroidem) spociva v tom, Ze plného
efektu (kontroly) na cilového skiidce bude opét mozné dosahnout registrovanou
davkou pyretroidu. Jde tedy o to, jak fesit aktualni a vyznamny problém s rezistenci
nebezpecnych skidci, ktery je provazen (mimo jiné) Castéjsi potiebou neucinné
posttiky opakovat a v rozporu s legislativnimi podminkami zvysovat davky oproti
registrovanym. Jednim z dopadi rezistence je tedy i nardst spotieby insekticida
(zejména téch selhavajicich) a miry zatiZeni Zivotniho prostfedi témito latkami.
Plnému vyuzivani konkrétnich DMIs (vytipovanych jako vhodné pro tyto ucely dle
této metodiky) jako komponent do tank-mixt s pyretroidy v polnich podminkach
a jejich zaclenéni do IOR fepky musi predchézet polni testovani s vyhodnocenim
vSech moznych dopadl (ovéfit efekt na cilové organismy, vyhodnotit riziko pro
a dopady na riizné necilové organismy) a také (na zakladé dalSich polnich pokusi)
navrzeni, jak dany tank-mix v ramci péstebni technologie co nejlépe vyuzivat. To
v ptipadé DMIs znamena takové pouziti, aby jejich aplikace do porostu znamena-
la maximalni mozny pfinos s nimi spojovany: 1) efekt fungicidni / regulacni + 2)
synergicky pfinos. Vyuzivani DMIs jako synergistli pyretroidl tedy nesmi vést
k jejich aplikacim v ¢ase, kdy soucasn€ nemohou plnit jesté svoji vlastni roli fungi-
cidu a/nebo regulatoru. Pokud by role DMIs ve spole¢né aplikaci s pyretroidem
meéla byt jen synergicka, je na misté uvazovat o volb¢ jiného synergisty — PBO (viz
metodika Seidenglanz et al. 2025).

Pouziti DMIs jako synergisti v fepce by nemélo vést k nartstu jejich spotieby
v porostech a k narlstu selekéniho tlaku sméfujiciho k urychleni vyvoje rezistence
houbovych patogenti k této skupiné fungicidli. V fepce jde zejména o ziskani
a urychleni vyvoje rezistence k DMIs u téchto patogeni: Leptosphaeria maculans
/ L. biglobosa, Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria sp.

DMLIs, jak jiz bylo popisovano vyse, inhibuji v houbach enzym 14-a-demethylazu.
Tim se zablokuje konverze lanosterolu na ergosterol, coz je vyznamna stavebni
a integralni soucast bunécné stény hub (Parkeret al. 2014, Price et al. 2015). DMIs
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tedy patii mezi tzv. ,,single-site “ fungicidy z hlediska mista a mechanismu u¢inku.
Rada patogentl si vytvofila rezistenci proti riiznym triazolim po nékolika letech
jejich intenzivniho pouzivani v polnich podminkéach (zdokumentovano napft. v:
Brent & Hollomon 2007). Mezi jednotlivymi 1.1. je u riznych patogennich hub vyssi
¢i nizsi tendence ke kiizové rezistenci (timto se zabyvali napt. Hideo et al. 2021).
U L. maculans a Alternaria spp. byl zaznamenan vyskyt rezistentnich populaci ve
viech vyznamnych fepkovych oblastech: Australii, Kanadg, Cing a také v Evropé
(napf. Van de Wouw et al. 2017, 2021, Yang et al. 2018). O rezistenci (respektive
o posunech v citlivosti) L. maculans/L. biglobosa k n¢kterym DMIs (a také SDHIs
a Qols) v CR poprvé, relativné nedavno, referovali Fajemisin et al. (2022a,b).

Z toho plyne, Ze zvySovat frekvenci aplikaci DMIs do fepky neni rozhodné Zadouct.
Mitigace jednoho problému nesmi vést k vyvolani problému jiného — bylo by to
povéstné vytloukani klinu klinem. Jestlize se pomoci diky predkladané metodice
podaii vytipovat konkrétni 1.l. ze skupiny DMIs, které maji zadouci synergicky
efekt na ucinnost pyretroidii, musi se s vysledky nakladat a do praxe prenaset
uvazliveé ve shodé s vyse uvedenym.

2  Cile metodiky

Poskytnout odborné vefejnosti (vyzkumnym pracovistim, univerzitam, inspek-
torim UKZUZ ale pfedeviim agronomiim a zemé&dé&lskym poradctiim) meto-
du, ktera je jednoducha, technicky nenaro¢na, pfitom vsak poskytuje presné
a mezinarodné srovnatelné vysledky v kvantifikaci kontaktniho efektu fun-
gicidl ze skupiny inhibitort demetylace (DMls, pfedevsim triazolt a triazo-
linthionll) prostfednictvim inhibice enzymt Cytochromu P450 na narGst
citlivosti vybranych druhii fepkovych skudct (blyskacek fepkovy, diepcik
olejkovy, krytonosec ¢tyfzuby) k pyretroidim.

Pokusit se rozsirit aktivni zajem o problematiku rezistence insekticidi
u hmyzich sktidcti a monitoring vyvoje zmén v této oblasti mezi agronomy,
tedy pracovniky, ktefi bezprostfedné o pouZiti insekticidii rozhoduji a vyvoj
rezistence ovliviyji.

Ziskat validni data o geografické i sezénni variabilité v synergickém ucinku
riznych DMIs (riznych ucinnych latek a davek) na (opétovné) zvyseni
ucinnosti testovanych pyretroidd (lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate, etofen-
prox) na rezistenci ohrozené nebo rezistenci k pyretroidiim vykazujici fepkové
sktdce: blyskacek fepkovy, diepCik olejkovy a krytonosec Ctyizuby.

Kvantifikovat efekt konkrétnich davek vybranych DMlIs (v g 0.1./ha) na zmény
v citlivosti testovanych druhi fepkovych skiidct k pyretroidim (lambda-
cyhalothrin, tau-fluvalinate, etofenprox) vyjadrené jako pokles hodnot LD
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odhadnutych pro tyto pyretroidy (v g t.1./ha), kdyz jsou k nim konkrétni DMIs
pridany.

— Stanovit pro kazdy hodnoceny DMIs fungicid, ktery v testech ukéaze prakticky
zajimavy synergicky efekt v kombinaci s urCitym typem pyretroidu, tzv.
nejnizsi efektivni davku: tj. davka DMIs fungicidu vyjadienou v g 0.1./ha,
ktera pfi spolecné aplikaci s konkrétnim pyretroidem zptisobi, ze tento pyretro-
id v davce odpovidajici davce registrované (i davce 5x niz$i) vyvola po
kontaktni expozici (24 hodin) v populaci sktidce 100 % mortalitu (to odpovida
IRAC definici pro vysoce citlivou populaci k ur¢itému insekticidu).

— Prispét (alespon Castecné) ke zmirnéni v zemedélské praxi se zjevné projevu-
jicich dopadu rezistence (pfipad blyskacka fepkového) a poklesu citlivosti
(ptipad dfepcika olejkového a krytonosce Ctyfzubého) fepkovych skudct
k insekticidiim ze skupiny pyretroidii a predejit tak moznému poklesu ploch
této plodiny (jakoZto tézko nahraditelného preruSovace obilnych sledit).

3  Vlastni popis metodiky

3.1 Organizace a koordinace aktivit spojenych s testovanim vlivu DMIs na
narlst toxicity pyretroid(i

Autorska pracoviste pfipravi testovaci sady (+ potiebné pomticky k provedeni testu)
a zajisti jejich distribuci k zajemciim o testovani. Zprosttedkuje téz zaskoleni za-
jemci o testovani, aby veédeli, jak test spravné provést. Zajemci o testovani mohou
byt agronomové, zem&delsti poradci, pracovnici zemédelského vyzkumu, inspektofi
UKZUZ, studenti zemé&délskych nebo biologickych oborti stiednich a vysokych
skol.

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

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

Sbéry k. ¢tyfzubého a b. fepkového je vhodné provadét od druhé poloviny biezna,
v pribehu dubna a kvétna. Blyskacka fepkového 1ze v dostatecnych poctech nachytat
i v pribéhu 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 nekterych letech se podati dostatecné pocetny vzorek imag d. olejkového shromaz-

27



dit i v obdobi hromadného lihnuti nové generace dospélct (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 prekryva (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 provadeét, je potieba ziskat jedince v dobré kondici. Jako velmi nevhodny je
povazovan sbér z mokrého porostu a za desté. Spise je vhodnéjsi provadét sbéry
v odpolednich hodinach za slune¢ného pocasi. K odbéru nejsou také vhodné vétrné
dny.

Nejjednodussi a nejrychlejsi zptisob sbéru dospélcti viech tii druhli v porostech je
smykani (Obrazek 7a). Pro transport nasmykaného hmyzu z pole do laboratoie
(jednoduse na misto, kde bude test provadén) a pro kratkodobé uchovavani hmyzu
v relativné ptiznivych podminkach v ¢ase mezi odbérem a zapocetim testu (nékdy
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.
S vyjimkou véel a pavoukl — ty je vhodné vypustit, respektive vyhazet ven ze
smykadla pted pfesypanim do transportni klece. Je-1i provadéno béhem dne vice
sbérll na riznych mistech, opatii se klec popiskem, na kterém je uvedeno misto,
datum a Cas sbéru. Pfed pfesypanim hmyzu ze smykadla se jesté do klece ulozi ¢asti
hostitelskych rostlin jako potrava pro odchyceny hmyz. Pro blyskacka fepkového
jde o casti kvétenstvi obsahujici poupata ¢i kvéty, v pfipadé diepcika olejkového
a krytonosce Ctyizubého jde o listy. Poskytnout odchycenym jedinciim potravu je
dilezité zejména v takovém piipadé¢, kdy se vi, ze doba mezi potizenim sbéru
a zaloZenim testu bude dels$i nez 24 hodin. V tomto pfipad¢ se klec (nebo transportni
box) s hmyzem po dopraveni na pracovisté, kde bude vlastni test provadén, ulozi
(na cas, nez k testu dojde) do tmavé chladné mistnosti (10—15 °C) popi. do lednicky
(vleze-li se tam transportni box ¢i klec).

Alternativné 1ze pro sbér hmyzu vyuzit metodu sklepavani a pro transport shromaz-
déné¢ho hmyzu plastové boxy s uzaviratelnym vikem. Je nutné ujistit se, zda viko
dobfe tésni, protoze obzvlasteé blyskacek repkovy dokaze najit i velmi malé netésnosti
a vyuzit jich k uniku. Ve viku je dobré ud¢lat diru, ktera se zacpe molitanem (lze
pouzit houbu na umyvani nadobi). Do plastového boxu je navic oproti klecim nutné
vlozit i papirovy ubrousek, aby jimal vzdusnou vlhkost a zabranil kondenzaci
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Obrazek 7a,b — 7a (vlevo): Smykadlo je uzitecna pomicka pro kazdého agronoma,
zemédélského poradce atd. Vyborné se hodi pro sbér hmyzu pro ucely této metodiky.
7b (vpravo): Klec na hmyz uzaviratelna zipem je vhodna pro kratkodobé uchovavani
hmyzu. Je vzdu$nd, nehrozi zde problémy s kondenzaci vodnich par na vnitfnich
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 (pra-
covné, kancelari) natoci tak, aby strana opacna k té, ktera obsahuje zip, smérovala
ke zdroji svétla (lampa, okno). To zpUsobi, Ze hmyz v kleci se presune na sténu smérujici
ke svétlu. Klec Ize pak ¢astecné otevrit a postupné vybirat jedince vhodné pro testy,
kteti se pohybuji na proté;jsi vnitini sténé klece a nemaji tendenci prchat ven vytvo-
fenym otvorem, kterym clovék do klece vklada exhaustor (Obrazek 7c).

vodnich par na vnitinich sténach boxu — kapicky jsou pro brouky smrtelna past —
mize zde zahynout spousta jedinct a naprosto tak znehodnotit usili sbératele.

3.3 ZalozZeni testu, zpGsob hodnoceni a zaznam vysledk( pozorovani

Jaké mnozstvi jedinct ur¢itého druhu je potfeba shromazdit na jedné lokalité, aby
bylo mozné provést laboratorni test? Dilezitym idajem pro udélani si predstavy
o celkovém poctu brouki (plati pro vSechny tfi druhy stejn€) potfebném na
planovany test je, Ze do jedné lahvicky se vklada 5-10 vitalnich jedinct. V piipadé
drepcika olejkového a krytonosce ¢tyfzubého je vhodné davat 5 jedinct do jedné
lahvicky. V pfipad¢ blyskacka je to 10 jedinct. Od tohoto udaje a rozsahlosti testu
(kolik pyretroidii bylo zahrnuto do testu, kolik DMIs fungicida a kolik jejich vza-
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jemnych kombinaci; viz nize) se odviji celkovy pocet jedinci, ktery je potfeba na
dané lokalité (tedy z urCitého porostu) shromazdit. Vzdy je navic potfeba pocitat
s urCitou rezervou (20-30 %), nebot’ ne vSichni ziskani jedinci (at’ uz smykem nebo
sklepem) se dopravi do mista provedeni testu v dobré kondici. Do testovacich
lahvicek (vialek) je nutné z klece (plastového boxu) pomoci exhaustoru (Obrazek
7c,d) prenaset jen takové jedince, ktefi jsou aktivni a nezranéni. Cilem je, aby
jedinym stresovym faktorem ptisobicim na jedince béhem testu byl vliv testovaného
pyretroidu (s DMIs fungicidem nebo bez né¢ho) a nic jiného, co miize zvySovat
mortalitu (napf. zranéni), nebot’ to vede ke zkresleni vysledkt testu. Pritomnost
pusobeni dalSich negativnich faktori 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 dveé dalsi moznosti, jak se na vyzkumu ucinkit DMlIs podilet. Mohou se
stat jen sbéra¢i — shromazdi vzorek hmyzu a poslou ho po domluvé na nékteré

Obrazek 7c,d — Exhaustor slouZi k pfenosu broukd z transportni klece (nebo plastového
boxu) do testovacich lahvicek, coz jsou vialky se zamackavacim vickem, jejichZ vnitfni
stény byly osetfeny uréitou davkou nékteré z testovanych latek. Primér tubusu
exhaustoru a hrdla vialky jsou zvoleny tak, aby bylo mozné exhaustor do vialky mirné
zanofit, a pfitom jim prostor hrdla vyplnit, prenaseni dospélci maji mensi Sanci po
vyklepani z exhaustoru z lahvicky uniknout. To ma prakticky vyznam zejména u rychle
se pohybuijicich druhi jako jsou blyskacek repkovy a diepcik olejkovy. S krytonoscem
Ctyrzubym je po této strance prace snazsi.
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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 Casovych a kapacitnich diivodi autorti limitovano.

3.3.1  Princip testu

Principialn¢ je tato metodika postavena na vyuziti tzv. lahvickového testu (adult
vial tests, IRAC; IRAC = Insecticide Resistance Action Committee), ktery je
v Evropé Siroce uzivan pro ucely testovani vyvoje rezistence v populacich fepkovych
Sktdct k pyretroidim (v tomto ptipadé jde o IRAC test ¢. 11, verze 3) a dalSim
skupindm ucinnych latek (napf. IRAC test ¢. 021 na neonikotinoidy atd.). Tato
metodika je postavena na adaptaci testu IRAC test €. 11, verze 3, protoZe tento test
je, jak jiz bylo zminéno vyse, doporucen k testovani citlivosti fepkovych sktdci
k pyretroidiim. Specificky pro cile této metodiky bylo ovSem nutné provést urcité
zmény oproti IRAC 011 v. 3. Jde predevsim o zménu testovaného spektra davek
jednotlivych pyretroidii. Gradient musi byt jiny. Pfedev§im bylo nutné zaradit
vyrazn€ niz§i davky testovanych pyretroidl, aby bylo mozné vypocitat hodnoty
LD, 4,05 1 V téch piipadech, kdy se vlivem synergickeho efektu podstatné zvySuje
toxicita insekticidu a hodnoty jeho LD tim padem klesaji. K sestaveni vhodného
spektra testovanych davek u.1. pyretroidti vedla fada pilotnich testd provadénych na
pracovistich autorti této metodiky hlavné béhem sezony 2025. V téchto testech se
pracovalo s nékolika DMIs fungicidy. Nejvice testil bylo provedeno s kombinacemi
pyretroidii (lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate a etofenprox) s u.l. tebuconazole
(ch. skupina triazoly). Dale byla provedena fada pilotnich testl, ve kterych byly
testovany kombinace uvedenych tii pyretroidt s u.1. prothiconazole (zastupce ch.
skupiny triazolthiontl), difenoconazole (ch. skupina triazoly), metconazole (ch.
skupina triazoly) a nékolik dalSich testi jest¢ s kombinacemi pyretroida s u.l. me-
fentrifluconazole (ch. skupina triazoly). Tyto pilotni testy vyjasnily, jak sestavit (co
se ty¢e davek DMIs) kombinace fungicidi a pyretroidi, aby bylo mozné z vysledki
testli dostat odpovéedi na otazky, na které tato metodika smétuje svymi cili. V tomto
smyslu je tedy metodika zcela nova, originlni, i kdyZ je principialn€ postavena na
pouzivaném a roz$ifeném piistupu. To ma ostatné né¢kolik vyhod:

1. Vysledky pochazejici z téchto testil 1ze plné srovnavat s vysledky ziskanymi
v ptuvodnich IRAC testech. Lze tedy napt. tuto metodiku jednoduse pouzit pro
roz§ifeni nyni provadéného monitoringu vyvoje rezistence u fepkovych skiidct
k vybranym skupinam insekticidi testovanym samostatné (jde o Funk¢ni ukol
rezistence).

2. Lidé, ktefi maji zkuSenosti s originalnimi lahvickovymi testy Adult vial tests,
mohou po kratkém zaSkoleni zacit i se zde predstavenou rozsifenou verzi.

3. Tim, ze jde o roz§iteni piivodnich IRAC testi, neni potfeba zadna vybava navic,
nejsou odborn€ ani materialn€ narocné.
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3.3.2  Stanoveni synergického Gc¢inku u riznych ucinnych latek ze skupiny
DMIs pro lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate a etofenprox pfi spolecné
aplikaci

Zakladnim cilem tohoto testu je zjistit, kterymi 1.1. fungicidl ze skupiny DMIs se
ma smysl déle zabyvat jako slibnymi synergisty pyretroidt s praktickym potencialem
pro vyuziti v ochrané porostll proti obtizné kontrolovatelnym Sktidcim fepky.
Vyttidit vhodné adepty ze skupiny DMIs fungicidi, kterymi bude stat za to se zabyvat
detailnéji (viz ¢ast 3.3.3, 3.4 a 3.5).

Konkrétné jde o kazdou u.1. DMIs fungicidu, ktera bude zahrnuta do testu. Je nutné
vyhodnotit, jestli pfi spolecné aplikaci s pyretroidem zvysuje jeho toxicitu na ci-
lového skiidce oproti aplikaci samotného pyretroidu a kvantifikovat tento pripadny
synergicky efekt. Cilem je do testli postupné zahrnout cely soubor do fepky regis-
trovanych DMIs fungicidt. Otestovat jejich synergicky pifinos v kombinacich se
vSemi tfemi referen¢nimi pyretroidy (lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate, etofen-
prox) u dostate¢ného poctu populaci t cilovych skudcti (blyskacek fepkovy, diepcik
olejkovy, krytonosec étyfzuby) ziskanych z riiznych oblasti CR.

Co se tyce priorit, na které se zaméfit nejdiive, zde plati: Nejprve se sousttedit hlavné
na kombinace riznych DMIs s lambda-cyhalothrinem jako zastupcem nejvice
pouzivané skupiny pyretroidl (bézné esterické pyretroidy) a to u populaci blyskacka
fepkového, ktery v soucasné dobé vykazuje (v porovnani s dvéma dalSimi cilovymi
sktidci) nejvyssi urovné rezistence k pyretroidim. Pravé zde je situace kriticka
a vyzaduje nutné feSeni. Z hlediska ucelu této metodiky tedy zjistit, jestli by timto
feSenim mohlo byt vyuziti synergického efektu nékterého nebo nékterych DMlIs
fungicidi. Testovani kombinaci s dal§imi referencnim pyretroidy (popf. i acetamipri-
dem) provadét pak jen u DMIs, které se jevi jako nejvice slibné z testl s lambda-
cyhalothrinem. Po blyskackovi ma druhou nejvyssi prioritu pro testovani diepcik
olejkovy. U tohoto druhu testy s kombinacemi DMIs a pyretroidi navic mohou
hodné pfispét k rozsiteni znalosti o podstaté jeho rezistence k pyretroidim (viz
kapitola 3.4, propojeni s molekularnimi analyzami). U tohoto druhu je totiz vyssi
riziko kdr respektive super-kdr typu rezistence (viz kapitola 1.2.1). Az na tfetim
misté, je z hlediska priority, rozsifeni testd na populace krytonosce ¢tyfzubého.

Metodika testu, jak bylo popsano vyse, vychazi z lahvickového IRAC testu 011
verze 3 (Adult Vial Test 011 version 3). Princip spociva v kontaktni expozici jedinct
urc¢itého druhu (= vzorek populace dospélcti z konkrétni lokality) vzriistajicim
davkam pyretroidu, a to bud’ s6lo nebo v kombinaci s urcitou davkou vybrané u.1.
DMIs fungicidu. Soucasti testu je 1 varianta bez insekticidu a fungicidu (kontrola)
a varianty pouze s fungicidem (to je nutné pro vypocet tzv. Interakéniho poméru /
Interaction Ratio). Testovani probiha ve vialkach o znamém vnitinim povrchu.
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Vnitni stény vialek jsou osetfeny prislusnou davkou pyretroidu, respektive kombi-
nace pyretroidu a ur¢ité u.1. DMIs fungicidu (viz nize). Kazda davka nebo kombinace
davek je pro test pfipravena ve tiech opakovanich (tzn. Ze je reprezentovana tfemi
vialkami). To plati i pro kontrolu. Jedinci ur¢eni k testovani jsou do rtizn€ osetfenych
vialek vkladani po 5-10 (d. olejkovy a k. Ctyfzuby po péti, blyskacek po deseti).
Expozice, tedy pobyt brouki uvniti lahvicek (a tedy i délka testu), je 24 hodin,
teplota by se béhem testu méla udrzet mezi 18-20 °C a svételny rezim by mél byt:
12 hodin svétlo / 12 hodin tma).

Jak sestavit gradient testovanych davek pyretroidl i s nimi kombinovanych DMIs
bylo pfedmétem pilotnich testi provadénych zejména v roce 2025. V téchto testech
byly DMIs reprezentovany tebuconazolem, difenoconazolem, metconazolem,
prothioconazolem a mefentrifluconazolem. Roztoky (rozpoustédlem je aceton) pro
jednotlivé davky se pfipravuji z analytickych standardt G¢innych latek (Sigma
Aldrich/Merck). To plati pro pyretroidy i DMIs. Z téchto testil vzesla tato doporuceni
pro sestaveni gradientti:

Tabulka 4a — Doporuceny gradient davek pro testovani lambda-cyhalothrinu (LC)
samostatné a v kombinaci s vybranou u.l. DMlIs fungicidu a také fungicidu sélo (F)
pro test zaméreny na stanoveni synergického efektu DMlIs fungicid(l na nardst toxicity
lambda-cyhalothrinu k nékterému ze tfi cilovych skidct repky

testovana d.'l' radient davek LC davka .
nebo kombi- (2 .1, /ha) F (g u.l./ha) POZNamka
kontrola XXX XXX do vialek aplikovan pouze aceton
F150 XXX 150 do vialek aplikovan pouze F
F300 XXX 300 do vialek aplikovan pouze F
LC 0,3"1,5;7,5; 37,5 XXX do vialek aplikovan pouze LC
do vialek aplikovan LC i F; kazda
LC + F150 0,012;0,06;0,3;1,5; 7,5 150 testovana davka LC je obohacena
0 150 g testovaného F/ha
do vialek aplikovan LC i F; kazda
LC + F300 0,012; 0,06;0,3;1,5; 7,5 300 testovana davka LC je obohacena
0 300 g testovaného F/ha

tuto ddvku nepouZivat u testu s blyskdékem Fepkovym

Doporuceny gradient davek pro testovani lambda-cyhalothrinu samostatné a v kom-
binaci s vybranou 0.1. DMIs fungicidu (a také fungicidu s6lo) je uveden v Tabulce
4a. Toto rozlozeni je vhodné obecné pro vsechny DMIs fungicidy (nevztahuje se
tedy ke konkrétnimu fungicidu) a také pro vSechny tti druhy cilovych skiidcu. K této
tabulce se vztahuje Priloha 1a, coz je tabulka, ktera slouzi pro zdznam prvotnich
dat z testu tohoto typu.
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Tabulka 4b — Doporuceny gradient davek pro testovani tau-fluvalinatu (TF) samostatné
av kombinacis vybranou u.l. DMlIs fungicidu a také fungicidu sélo (F) pro test zaméreny
na stanoveni synergického efektu DMIs fungicidd na nar(st toxicity tau-fluvalinatu
k nékterému ze tri cilovych skadci repky

:lees;zvana a.l. gradierjt davek TF dé’wka poznémka
kombinace t.l. (g u.l./ha) F (g u.l./ha)
kontrola XXX XXX do vialek aplikovan pouze aceton
F150 XXX 150 do vialek aplikovan pouze F
F300 XXX 300 do vialek aplikovan pouze F
TF 1,92; 9,6; 48; 240 XXX do vialek aplikovdn pouze TF
do vialek aplikovan TF i F; kazda
TF + F150 0,38; 0,96; 1,92; 9,6; 48 150 testovand ddvka LC je obohacena
o0 150 g testovaného F/ha
do vialek aplikovdn TF i F; kazda
TF + F300 0,38;0,96; 1,92; 9,6; 48 300 testovand ddvka LC je obohacena
0 300 g testovaného F/ha

Doporuceny gradient davek pro testovani tau-fluvalinatu samostatné a v kombinaci
s vybranou u.l. DMIs fungicidu (a také fungicidu solo) je uveden v Tabulce 4b.
Toto rozlozeni je také vhodné obecné pro v§echny DMIs fungicidy (nevztahuje se
tedy ke konkrétnimu fungicidu) a také pro vSechny tti druhy cilovych skiidcu. K této
tabulce se vztahuje Ptiloha 1b, coz je tabulka, ktera slouzi pro zdznam prvotnich
dat z testu tohoto typu.

Tabulka 4c — Doporuceny gradient davek pro testovani etofenproxu (ET) samostatné
av kombinacis vybranou u.l. DMIs fungicidu a také fungicidu sélo (F) pro test zaméreny
na stanoveni synergického efektu DMIs fungicidl na ndrlst toxicity etofenproxu
k nékterému ze tfi cilovych skadcu repky

testovana u.l. radient dévek ET dévka .
nebo kombi- B e il fha) F (g u.l./ha) | POZNamka
kontrola XX XX f[:ic?nvialek aplikovan pouze ace-
F150 XXX 150 do vialek aplikovan pouze F
F300 XXX 300 do vialek aplikovan pouze F
ET 2,3; 11,5; 57,5; 287,5 XXX do vialek aplikovan pouze ET
do vialek aplikovan ET i F; kazda
ET + F150 0,46; 1,15; 2,3; 11,5; 57,5 150 testovand déavka LC je obohace-
na o 150 g testovaného F/ha
do vialek aplikovan ET i F; kazda
ET + F300 0,46; 1,15; 2,3; 11,5; 57,5 300 testovand ddvka LC je obohace-
na o 300 g testovaného F/ha

Doporuceny gradient davek pro testovani etofenproxu samostatné a v kombinaci
s vybranou 1.1. DMIs fungicidu (a také fungicidu sélo) je uveden v Tabulce 4¢. Toto
rozloZeni je také vhodné obecné pro vsechny DMIs fungicidy (nevztahuje se tedy
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ke konkrétnimu fungicidu) a také pro vSechny tii druhy cilovych sktdci. K této
tabulce se vztahuje Priloha 1c¢, coz je tabulka, ktera slouzi pro zdznam prvotnich
dat z testu tohoto typu.

Po 24 hodinach jsou brouci z lahvi¢ek jemné vysypani na podlozku s bilym papirem
(format A4) v dobfe osvétlené mistnosti. Pro zaznamenani vysledkd pokusu se
vyuziji tabulky pro zapis primarnich dat (viz Pf¥iloha 1a,b,c). Pro kazdou lahvicku
se zaznamenaji dvé hodnoty do pfislusnych kolonek v tabulce: 1) celkovy pocet
broukd, ktery byl do lahvicky vloZen na zacatku testu a 2) pocet broukd, u kterych
se projevila citliva reakce (jde o mrtvé brouky nebo brouky, ktefi jsou téZce postizeni
— tézka diskoordinace pohybu ¢i Gplna paralyza, tézka krec). Pfi hodnocenti testu je
nutné zkontrolovat, jestli jsou jedinci, ktefi se nepohybuji, skutecné mrtvi. To Ize
ovérit jemnym dotykem (k podrazdeéni pouzit Stétecek, entomologickou pinzetu
atd.), excitaci LED svétlem, nebo jemnym fouknutim na neaktivniho jedince.
A hlavné pii hodnoceni pfili§ nespéchat — dat jedinciim Cas, at’ se mohou projevit.

Na zéklad¢ téchto dat se pro jednotlivé testované populace stanovi stupné citlivosti
/ rezistence dle IRAC na zéklad¢ primémé mortality (podil mrtvych a téZce posti-
zenych z celkového poctu brouktl v lahvicce korigovany na mortalitu v kontrole)
vyvolané dvéma davkami testovaného pyretroidu. Za prvé jde o mortalitu zpiso-
benou registrovanou davkou pyretroidu (pro lambda-cyhalothrin: 7,5 g 0.1./ha; pro
tau-fluvalinate: 48 g u.l./ha; pro etofenprox: 57,5 g u.l./ha) a za druhé 5x nizsi
davkou pyretroidu (pro lambda-cyhalothrin: 1,5 g 0.l./ha; pro tau-fluvalinate:
9,6 g 0.1./ha; pro etofenprox: 11 5 g 0.1./ha).

— Stupen 1: vysoce citliva populace; to je takova populace, u které registrovana
1 5% niz$i davka testovaného pyretroidu zptisobila mortalitu 100 %.

— Stupen 2: citliva populace; 100 % mortalita je vyvolana jiZ jen registrovanou
davkou testovaného pyretroidu

— Stupern 3: stiedné rezistentni populace; mortalita vyvolana registrovanou
davkou pyretroidu je nizsi nez 100 %, ale rovna nebo vyssi 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 %.

— Stupen 5: vysoce rezistentni populace; mortalita vyvolana registrovanou
davkou pyretroidu (bez PBO ¢i s PBO) je nizsi nez 50 %.

Toto se u jednotlivych populaci vyjadii jak pro pyretroid testovany solo, tak pro
pyretroid obohaceny o 150 respektive 300 g u.1./ha urcitého fungicidu. Ze srovnani
pfitazenych stupiiti citlivosti / rezistence k testovanému pyretroidu vypocitanych
pro piipad bez ptidani fungicidu k pyretroidu i pro ptipady, ve kterych byla piidana
nizsi (150 g 0.1./ha) nebo vyssi davka (300 g 1.1./ha) urcitého fungicidu k pyretroidu,
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je ziejmé, jestli pfidani fungicidu zptisobilo nartst citlivosti (a tedy narlist mortality
u prislusnych davek) u testované populace a jestli se u dané populace vlivem pridani
fungicidu zménil status rezistence. Jestli napt. presla ze stavu oznaceného stupném
rezistentni populace (st. 4) k lambda-cyhalothrinu do stavu oznaceného stupném
citliva (st. 2) nebo vysoce citliva populace (st. 1). To dobfe demonstruje Tabulka
5a, ve které jsou uvedeny nékteré vysledky pilotnich testt z roku 2025 se 30 popula-
cemi b. fepkového pochazejicich z riiznych oblasti CR, které byly otestovany nejen
Tabulka 5a - Vysledky testovani citlivosti ceskych populaci blyskacka repkového (B. aeneus)
na estericky pyretroid lambda-cyhalothrin (LC) sélo a LC obohaceny o 150 g tebuconazolu
(TEB) ha v roce 2025 (vysledky pilotnich testl). PouZitd metoda: Adult vial test IRAC 011

verze 3 a jeji adaptovana verze pro spolecné testovani lambda-cyhalothrinu a inhibitord
Cytochromu P450; doba expozice: 24 hodin

vysledky pro LC testovany sélo vysledky pro LC obohaceny o 150 g TEB/ha
¢isl| prom. pram. stupeni
o [mortalita stupen LD mortalita citlivosti|

po [vyvolana citlivosti / ( 1,151" / LD,, | vyvolana / LD, LD,,
pul| davkou rezistence ghaj “|(gu.l./ha)| davkou rezistenc|(g 0.1/ha)|(g 0.1./ha)
ace| 1,5 g/ha dle IRAC 1,5 g/ha edle

(%) (%) IRAC
1 60,00 75,00 8,56 28,75 100,00 100,00 0,03 0,17
2 60,00 68,00 9,12 32,65 100,00 100,00 0,04 0,24
3 60,00 73,00 8,32 25,63 100,00 100,00 0,03 0,16
4 60,00 69,00 10,63 21,36 100,00 100,00 0,04 0,18
5 60,00 71,00 7,69 31,66 100,00 100,00 0,05 0,19
6 42,85 70,00 2,08 26,10 100,00 100,00 0,02 0,03
7 56,67 76,67 1,19 16,84 100,00 100,00 0,03 0,06
8 53,33 73,33 1,42 14,69 100,00 100,00 0,02 0,03
9 0,00 32,00 14,43 57,06 100,00 100,00 0,02 0,05
10 9,10 42,42 8,59 51,36 100,00 100,00 0,01 0,03
11 6,25 41,66 9,43 28,48 100,00 100,00 0,01 0,03
12 6,25 48,64 7,52 31,84 100,00 100,00 0,01 0,03
13 3,33 38,46 10,59 40,16 100,00 100,00 0,01 0,02
14 13,33 63,33 5,16 26,47 100,00 100,00 0,01 0,04
15 19,44 58,33 5,47 28,06 100,00 100,00 0,02 0,03
16 10,00 63,33 5,64 16,37 100,00 100,00 0,01 0,01
17 19,23 66,67 4,17 24,60 100,00 100,00 0,01 0,02
18 11,54 60,00 545 29,49 100,00 100,00 0,01 0,02
19 16,67 46,67 6,80 47,93 100,00 100,00 0,01 0,01
20 13,33 43,33 8,75 60,37 100,00 100,00 0,01 0,01
21 18,52 63,33 3,99 29,02 100,00 100,00 0,01 0,01
22 15,63 58,82 5,87 40,18 100,00 100,00 0,01 0,01
23 16,67 52,77 6,43 55,09 100,00 100,00 0,01 0,02
24 19,44 63,64 5,62 23,95 100,00 100,00 0,01 0,03
25 26,67 53,33 5,20 40,62 100,00 100,00 0,02 0,07
26 5,41 25 17,34 94,82 100,00 100,00 0,02 0,04
27 2,63 64,71 5,88 13,93 100,00 100,00 0,01 0,08
28 6,67 40 9,02 36,15 100,00 100,00 0,02 0,05
29 0,00 46,15 891 23,65 100,00 100,00 0,01 0,05
30 9,01 51,52 9,89 62,01 100,00 100,00 0,01 0,01




na lambda-cyhalothrin, ale také na lambda-cyhalothrin obohaceny o 150 g tebuco-
nazolu/ha.

Vypocet interakéniho poméru (IR):

Pro vyjadieni vztahu (typu interakce) mezi kombinovanymi u¢innymi latkami
pesticidd bude vyuzit interakéni pomér (= interaction ratio, IR). Podle Colin
a Belzunces (1992), Piggot et al (2015) a Almasriet al. (2020) mohou tyto interakce
nabyvat tfi odlisnych (a odlisitelnych) zakladnich forem: 1) aditivni interakce, 2)
antagonistickd interakce a 3) synergicka interakce. K urceni, o jaky typ interakce
jde, se vyuziva interak¢ni pomér (IR), ktery se pocita podle vzorce navrzeného Colin
a Belzunces (1992), (vzorec 1):

(Miz —C)
S o (Pn—C)

Vysvetleni zkratek ve vzorci: Mix: mortalita vyvolana kombinaci ucinnych latek (zde

pyretroid + fungicid); C: mortalita na neoSetiené kontrole; (Mix — C): mortalita
vyvolana kombinaci ucinnych latek korigovana mortalitou na kontrole; Y (Pn — C):
soucet urovni mortalit vyvolanych prvni a druhou ucinnou latkou, kdyz byly testova-
ny samostatné po korekci na mortalitu v kontrole; n: pocet testovanych ucinnych
latek (v této metodice 2).

Vzorec 1: IR =

IR se vypocita pro kombinace registrovanych davek testovanych pyretroidi s obéma
davkami testovaného fungicidu (1501 300 g u.1./ha) a téz pro kombinace 5x nizsich
davek testovanych pyretroidti s obéma davkami prislusného fungicidu.

Typ interakce mezi kombinovanymi G¢innymi latkami pesticidi se podle vypocitané
hodnoty IR ur¢i takto:

—Kdyz se IR = 1: aditivni interakce / aditivni efekt mezi pesticidy (trochu méné
prisné se za aditivni interakci povazuje i situace, kdyz se IR pohybuje v intervalu
0,95-1,05).

— Kdyzje IR > I: synergicka interakce / mezi G¢innymi latkami je synergicky efekt.

—Kdyz je IR < 1: jde o antagonismus mezi U€¢innymi latkami v dopadu na cilovy
organismus.

V nasem pripad¢ Ize pfedpokladat, ze urovné mortality ptisobené samotnym fungi-
cidem budou nulové nebo velmi nizké. Z hlediska sledovaného ticelu této metodiky
bude vétsi pozornost dale vénovana (to znamena postoupi k dal§imu laboratornimu
testovani — viz ¢ast 3.3.3; a k polnim pokustim — viz ¢ast 3.5) takovym ucinnym
latkam ze skupiny DMIs fungicidd, které v kombinaci s registrovanou a 5x nizsi
davkou testovaného pyretroidu budou u vétsiny populaci daného sktidce vyvolavat
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vyrazny synergicky efekt. To znamena, Ze hodnoty IR budou vyrazné vyssi nez 1.
V ptipadé€ populaci s vysokou urovni rezistence k testovanému pyretroidu (vétSina
populaci blyskacka) musi byt ale hodnoty IR blizké nebo vyssi nez 2 (v pripadé
kombinaci registrovanou davkou lambda-cyhalothrinu) ¢i blizké / vyssi nez 3
(v ptipad¢ kombinaci s 5% niz§i davkou lambda-cyhalothrinu), aby bylo mozné
uvazovat o vyuziti konkrétniho fungicidu jako dostatecné ,,silného* v synergickém
ucinku na to, aby realn¢ snizil dopad metabolické rezistence k pyretroidim.

Vypocet letalnich davek

Tim, Ze je populace testovaného sktidce vystavena jak gradientu ddvek samotného
pyretroidu (LC, TF nebo ET) tak i stoupajicim davkam téhoz pyretroidu, k nimz je
ale ptidan urcity fungicid v konkrétni davce, to znamena, ze davky pyretroidu

Tabulka 5b - Vysledky testovani citlivosti ¢eskych populaci krytonosce ¢tyfzubého (C.
pallidactylus) na estericky pyretroid lambda-cyhalothrin (LC) sélo a lambda-cyhalothrin
obohaceny o 150 g tebuconazolu (TEB) / ha v roce 2025 (vysledky pilotnich testd). PouZita
metoda: Adult vial test IRAC 011 verze 3 a jeji adaptovana verze pro spolecné testovani
lambda-cyhalothrinu a inhibitorl Cytochromu P450; doba expozi-ce: 24 hodin

. vysledky pro LC testovany sélo vysledky pro LC obohaceny o0 150 g TEB / ha
Cis-
lo m%rrl':gI‘i.ta prdim. morta-
po-|vyvolana LD90 Int. Spol. [lita vyvolana LD90 | Int. Spol.
pula; dévkou (gu.l./ha)| (95%) davkou (g u.l./ha)] (95%)
ce |1,5g/ha 1,5 g/ha (%)
)
1 81,25 100,00 2,02 1.22-5.94 100,00 100,00 0,39 0,23-1,07
2 82,61 100,00 1,92 1.22-4.35 100,00 100,00 0,05 0,04-0,10
3 80,00 100,00 2,09 1.36-4.34 100,00 100,00 0,44 0,26-1,08
4 86,67 100,00 1,76  1.13-3.60 100,00 100,00 0,39 0.20-1.68
5 86,67 97,06 2,64  1.58-5.82 100,00 100,00 0,29 0.19-0.62
6 77,78 100,00 2,11  1,40-5,00 100,00 100,00 0,09 0.07-0.16
7 26,67 86,67 10,98 5,56-39,96 100,00 100,00 0,57 0,32-1,77
3,18-
8 26,67 100,00 8,69 127,14 100,00 100,00 0,17 0,12-0,44
9 86,67 100,00 2,39 1,49-5,24 100,00 100,00 0,28 0.19-0.56
10 93,33 100,00 1,11 0,69-2,91 100,00 100,00 0,37 0.24-0.74
11 93,33 100,00 1,51 0.94-3.70 100,00 100,00 0,45 0.28-0.94
12 90,00 100,00 1,95 1.23-4.04 100,00 100,00 0,25 0.17-0.49
13 82,35 94,74 3,43  2.09-7.17 97,14 100,00 0,46 0.28-1.04
14 16,67 95,65 592 4,17-11,04 100,00 100,00 0,23 0.16-0.43

Pozndmka: zelené podsvicené radky oznacuji populace k. ¢tyrzubého, kde pridani 150 g
TEB/ha k testovanym ddvkdm LC vyvolalo statisticky vyznamné (p < 0,05) snizeni hodnoty
LD90 pro LC. Tedy u téchto populaci doslo priddnim 150 g TEB/ha k LC ke statisticky vy-
znamnému ndrdstu toxicity jeho na k. ctyrzubého. Jen u tfech populaci byl ndrust toxicity
nesignifikantni. Neni ndhoda, Ze to jsou populace, které v ramci souboru vykdzaly nejvyssi
uroveri citlivosti k LC (inhibice Cytochromu P450 zde tedy pravdépodobné neméla takovy
vyznam — situace nemohla byt prilis zlepsena)
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stoupaji, davka fungicidu ale zlstava stejna (bud’ 150 nebo 300 g 0.1./ha), je mozné
pomoci probitove regrese vypocitat hodnoty LD (LD, ;) pro testovany pyretroid
pro vSechny tii ptipady: 1) kdyz je testovan samostatné, 2) kdyZ je kazda jeho davka
v gradientu obohacena o 150 g urcitého fungicidu/ha a 3), kdyz je kazda jeho davka
v gradientu obohacena o 300 g urcitého fungicidu/ha. Pro kazdou hodnotu LD se
zarovenl vypocitavaji 95% intervaly spolehlivosti. To umoziluje nejen srovnat
absolutni hodnoty LD pro konkrétni pyretroid (bez fungicidu ¢i s fungicidem), ale
také zjistit, jestli je mezi t€émito hodnotami statisticky vyznamny nebo nevyznamny
rozdil. To dobfe demonstruje Tabulka Sb, ve které jsou uvedeny vysledky pilotnich
testdl z roku 2025 (jiz nékolikrat zminéno) se 14 populacemi k. ¢tyfzubého pochaze-
jicimi z riiznych oblasti CR, které byly otestovany nejen na lambda-cyhalothrin, ale
také na lambda-cyhalothrin obohaceny o 150 g tebuconazolu/ha.

Z hlediska sledovaného ucelu této metodiky bude vétsi pozornost dale vénovana
(postoupi k dalsimu laboratornimu testovani — viz ¢ast 3.3.3; a k polnim pokusiim
—viz ¢ast 3.5) takovym ucinnym latkam ze skupiny DMIs fungicida, které statisticky
vyznamné (p < 0,05) snizuji hodnotu letalnich davek pyretroidu, ke kterému jsou
pridany, protoze to zaroven znamena, ze signifikantn€¢ zvysuji toxicitu daného
pyretroidu k danému $kadci, ktery je zrovna testovan. A to zejména takovym DMIs
fungicidiim, které toho dosahuji v nizsi z obou testovanych davek (tj.150 g 0.1./ha).
Jak ukazuji vysledky pilotnich testi uvedenych v Tabulce 5b, triazolovy fungicid
(a ristovy regulator) tebuconazole toto kritérium spliuje.

Vypocet (piisn¢ vzato jde o odhad) hodnot LD a 95% intervall spolehlivosti pro
tyto hodnoty se provadi metodou probitové regrese. Autorsky tym, ktery tuto meto-
diku predklada, pouziva pro vypocet program Polo Plus (Leora software, USA).

Vypocet synergického poméru (SR)

Pro kazdou populaci se jesté vypocitaji hodnoty tzv. synergického poméru (syner-
gistic ratio, SR, vzorec 2), ktery vyjadiuje kolikrat se pfidanim urcité davky konkrét-
niho fungicidu k testovanému pyretroidu snizi jeho LD, . Jinymi slovy, kolikrat se
zvysi toxicita daného pyretroidu pridanim urcité davky (150 nebo 300 g u.l./ha)
testovaneho DMIs fungicidu. SR se pocita pro LD, protoze tato letalni davka je
zatizena mensi chybou nez hodnoty LD i kdyZ tyto jsou zase zajimavéjsi
z praktického hlediska.

90,95°

LDs5¢ pro pyretroid testovany sélo

Vzorec 2: SR = - , — - —
LDs5g pro pyretroid obohaceny o urc¢itou davku fungicidu
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3.3.3  Vypocet nejnizsi efektivni davky pro konkrétni ucinnou latku ze
skupiny DMlIs fungicida

Nejnizsi efektivni davka (NED) pro urcitou ucinnou latku ze skupiny DMIs (F) je
takova davka fungicidu (F), ktera po pfidani k testovanému pyretroidu zptsobi
narust jeho toxicity na takovou uroven, ze 100% mortalitu vyvola u testované
populace cilového skudce (blyskacek fepkovy, diepcik olejkovy, krytonosec
Ctyfzuby) jeho pétinasobné nizsi davka. To znamen4, Ze vlivem piidani NED urci-
teho F ke konkrétnimu pyretroidu dojde k poklesu pro néj stanovenych hodnot LD,
a LD,, na testovany druh Skiidce pod hodnotu pétindsobn€ nizsi davky, neZ je davka
registrovand. To u lambda-cyhalothrinu (LC) znamena pokles hodnot LD, a LD,
pod hodnotu 1,5 g LC/ha, u tau-fluvalinatu (TF) jde o pokles LD, a LD,, pod
hodnotu 9,6 g TF/ha a u etofenproxu (ET) musi pfidani daného F zptisobit pokles
LD, a LD, pod hodnotu 11,5 g ET/ha.

NED bude zjistovana jen pro takové F, které se na zaklad¢ testli na hodnoceni
synergického efektu riznych ucinnych latek DMIs fungicidi pro konkrétni pyretro-
idy budou jevit jako potencialn€ vyuzitelné v ochrané porostl fepky proti cilovym
Skidctim. Vybér F bude tedy proveden na zéklade¢ vysledki testti popsanych v casti
3.3.2.

Princip testu zaméfeného na ur¢eni NED pro uréitou 0.1. fungicidu je stejny jako
v ptedchazejicim piipadé. Zakladem je tedy opét lahvickovy IRAC test (Adult vial
test, IRAC) popsany vyse. To, co se méni, jsou kombinace insekticidii a F a gradient
testovanych davek. Zde je v podstaté obraceny pfistup oproti testim popsanym
v ¢asti 3.3.2. Pracuje se zde s vhodn¢ zvolenym gradientem vybranych F, ke kterym
se pridava pétinasobné nizsi davka LC, TF nebo ET (Tabulky 6a,b,c). Zde jde totiz
nebo ET zpuisobi, Ze tyto insekticidy budou v této davce ptisobit v populaci 100%
mortalitu. NED pro ur¢ity F jsou vlastné hodnoty ED,  a ED,, pro dany F (je to
obdoba vypoctu LD pro insekticid, zde jde ale o vypocet efektivnich davek, ED).

Tabulka 6a - Doporuceny gradient davek pro testovani vybranych U.1. ze skupiny DMls

vy

s pyretroidem lambda-cyhalothrin (LC). NavrZené kombinace a gradient davek je
vhodny pro viechny vybrané F. Vhodné téz pro vSechny tfi druhy cilovych skadc(

testovana d.'l' radient davek davka LC .
nebo kombi- S (2 d.l/ha) (g u.l./ha) | POZNamka
kontrola XXX XXX do vialek aplikovan pouze aceton
LC1,5 XXX 1,5 do vialek aplikovan pouze LC
do vialek aplikovan F i LC; ke kaz-
F+LC1,5 18,75; 37,5; 75; 150; 300 1,5 dé testované davce F je pfidan LC
vdévce 1,5g u.l./ha
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Tabulka 6b — Doporuceny gradient davek pro testovani vybranych u.l. ze skupiny DMls

cvvs

s pyretroidem tau-fluvalinate (TF). NavrZzené kombinace a gradient davek je vhodny
pro vsechny vybrané F. Vhodné téz pro vSechny tfi druhy cilovych skidc(

testovana u.l. gradient davek davka TF

nebo kombi- . . poznamka

nace dl. F (g a.l./ha) (g u.l./ha)

kontrola XXX XXX do vialek aplikovan pouze aceton
TF9.6 XXX 9,6 do vialek aplikovan pouze TF

do vialek aplikovan F i TF; ke kaz-
F+TF9.6 18,75; 37,5; 75; 150; 300 9,6 dé testované davce F je pfidan TF
v davce 9,6 g U.l./ha

Tabulka 6¢ — Doporuceny gradient davek pro testovani vybranych U.1. ze skupiny DMls

vy

s pyretroidem etofenprox (ET). NavrZzené kombinace a gradient davek je vhodny pro
vSechny vybrané F. Vhodné téz pro vSechny t¥i druhy cilovych skidcl

testovana u.l. . . .
. dient davek davka ET .
bo kombi- gradier \ k

nebo kombi Flgal/ha) | (gad./ha) |POZNamKa

kontrola XXX XXX do vialek aplikovan pouze aceton

ET11.5 XXX 11,5 do vialek aplikovan pouze ET
do vialek aplikovan F i ET; ke kaz-

F+ET11.5 18,75; 37,5; 75; 150; 300 11,5 dé testované ddvce F je pfidan ET
v dévce 11,5 g u.l./ha

Samotné testovani (doba expozice 24 hodin, 18-20 °C, 12 hodin svétlo / 12 hodin
tma) a hodnoceni projevt broukti prob¢hne stejnym zptisobem jako v ¢asti 3.3.2.
Pro zaznamenani udaji o testované populaci, detailtl testu a pro zapis vysledki
(primarnich dat) z testu bude vyuzita tabulka, ktera je v Priloze 2.

Vypocet hodnot ED,  a ED,, pro konkrétni F v kombinaci s pétinasobn€ nizsi davkou
(nez je davka registrovand) LC, TF nebo ET a 95% intervalt spolehlivosti pro tyto
hodnoty se provede metodou probitové regrese. Autorsky tym, ktery tuto metodiku
predklada, pouziva k témto Gceliim program Polo Plus (Leora software, USA).
Hodnoty ED,, respektive ED,, udavaji, jaka davka F musi byt k pétindsobn€ nizsi
davce (nez je davka registrovana) daného pyretroidu ptidana, aby tento v populaci
cilového Sktidce zpisobil 90% respektive 100% mortalitu. Z hodnot ED, respektive
ED,,, jejich intervall spolehlivosti a z kfivek nardstii mortality v zavislosti na
pfidavané davce F, lze pak odhadnout (ED, , pro konkrétni F totiz vypocitat nelze)
hodnotu NED.

Vysledky ziskané v této casti budou dale vyuzity a ovéfovany v polnich pokusech
(viz cast 3.5).
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3.3.4 Celkova interpretace vysledk

Tabulky s primarnimi daty se postupné od vSech hodnotiteli ptes jednotliva autorska
pracovi§té (nebo piimo) shromazdi v instituci Agritec Sumperk, kde se provede
souborna statisticka analyza dat a vytvoti celkové vysledkové tabulky. Interpretace
vysledk® bude zaméfena na posouzeni jednotlivych DMIs, které byly otestovany
spolu s urcitymi pyretroidy na konkrétni populace skiidct s cilem vybrat ty, které
maji potencialni vyznam pro uplatnéni jako synergisté pyretroidii v polnich podmin-
kach. Tyto latky pak budou navrzeny pro zatazeni do polnich pokust.

3.4  Propojeni lahvickového testu s molekularni analyzou prezivsich jedincl

Molekularni analyza je zamétena na prokdzani nebo vyvraceni ptitomnosti kdr resp.
s-kdr rezistence u blyskacka fepkového (na drepcika olejkového a krytonosce
&tyizubého ji bude nutné optimalizovat) v riiznych oblastech CR. Vyse popsany
postup testovani citlivosti / rezistence dospé€lct k samotnym pyretroidiim a jejich
kombinacim s konkrétnimi DMIs (viz ¢ast 3), které jsou zalozeny na sledovani
reakci dospélct kontaktn€ vystavenych vzristajicimu spektru davek 0.1. pyretroidi
(bez DMIs nebo s DMIs), bude také slouzit k vybéru jedinci pro molekularni
analyzy. Z jednotlivych populaci budou k témto analyzam vybrani jedinci, ktefi
preziji (mysli se jedinci bez projevu citlivé reakce: normalné se pohybujici jedinci
¢i jen s lehkym projevem postizeni) 24 hodin trvajici expozici registrované nebo
vy$sim davkam samostatné testovanych pyretroidi. A hlavné jedinci, ktefi preziji
24 hodin trvajici expozici jiz 5 x nizsi davce (nez je davka registrovana) testovaného
pyretroidu v kombinaci s nékterou u.l. DMIs fungicidl. Zejména tito jedinci jsou
pro molekularni analyzu cenni, nebot’ preziti kombinace pyretroidu s inhibitorem
cytochromu P450 mize indikovat pfitomnost kdr nebo super-kdr rezistence. Tito
fenotypovée rezistentni jedinci budou ihned po ukonceni lahvickového testu za-
mrazeni (—72 °C) v oznacenych epruvetach. Na nich bude uvedeno misto sbéru
populace, ze které jedinec (jedinci) pochazi, datum sbéru a varianta oSetieni, kterou

prezil(i).

Vzorky téchto dospélcti budou postupné prepraveny (v k tomu vhodnych boxech)
do laboratote Agritec Sumperk, kde bude provedena vlastni molekularni analyza.

Zde budou tito jedinci (kazdy se testuje zvlast) analyzovani na pritomnost mutace
zodpoveédné za kdr a s-kdr typ rezistence. Budou homogenizovani v kapalném
dusiku a pomoci Quickgene DNA tissue kit (Kurabo Industries, Némecko) z nich
bude izolovana genomova DNA dle protokolu vyrobce. Oblast domény II sodikové-
ho kanalku v oblasti mutace s-kdr je amplifikovana prostfednictvim metody PCR
na zékladé metodiky dle Nauen et al. (2012); budou pouzity primery PB1, PB2, PB3
a PB4, slozeni reak¢ni smési a teplotni podminky dle uvedené publikace. Pro
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testovani oblasti kdr budou vyuzity primery nové navrzené na zaklad¢ sekvence
dostupné v GenBank: AF354457.1, které jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 - Primery pro amplifikaci domény Il sodikového kanalku v oblasti mutace
kdr

PBtestF AGAGTGTTATGCGGGGAATG
PBtestR TGGTGCTGATAAGCTGGATG

P1i pouziti uvedenych primert pro amplifikaci oblasti kdr bude sloZeni reakéni smési
pro PCR: 20-50 ng DNA, 1x Dream Taq PCR buffer, 100 uM kazdého nukleotidu,
0,4 uM kazdého primeru a 1 U Dream Taq polymerazy (Thermo Scientific). Teplotni
profil PCR reakci byl 94 °C /10 min + 35x (94 °C /30 s, 55 °C /30 sec., 72 °C/60 s)
se zaverecnou elongaci 72 °C /5 min. 10 pl vzorku po PCR reakci bude pro kontrolu
naneseno na 1,5% agar6zovy gel barveny ethidium bromidem, nasvicen UV svétlem
a nasniman.

Amplifikované sekvence oblasti mutaci kdr a s-kdr budou nasledn¢ purifikovany
Isolate I PCR and gel kit (Meridian Bioscience) a odeslany na sekvenovani. Ziskané
sekvence budou analyzovany v programu Sequence Scanner (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Na zakladé sekvenci bude vyhodnocen genotyp jednotlivych
broukti (SS/SR/RR — senzitivni versus rezistentni genotyp, viz také Obrazek 3).

3.5 Vysledky lahvi¢kovych testl jako podklad pro polni pokusy

Vysledky laboratornich testii budou zdrojem vysledk, které bude nutné ovétovat
v polnich pokusech. Laboratorni pokusy poslouzi k vybéru slibnych latek ze skupiny
DMIs fungicidu, které se jevi jako vhodné inhibitory cytochromu P450 a mohly by
poslouzit jako ucinni synergisté pyretroidnich insekticidl, které diky metabolické
rezistenci fepkovych sktidct ztraci, respektive jiz zcela ztratily, svou €innost. Tyto
slibné¢ latky je nutné v podobé komercnich formulaci (fungicidy na bazi téchto 0.1.
registrované do fepky) v kombinaci s komer¢nimi formulacemi pyretroidi otestovat
v polnich maloparcelnich pokusech. Zaméfit se na vyhodnoceni jejich uc¢innosti na
cilové skidce dle k tomu tcelu bézné pouzivanych metodik (napf. ptislusné meto-
diky EPPO) a na vyhodnoceni dopadl na necilové organismy (zejména na predatory
a parazitoidy cilovych skidct ale i dalsich Skidci fepky) a na rostliny v porostu
(jestli jsou dopady vzdy zadouci — DMIs jsou vice ¢i méné silné ristové regulatory).

V laboratornich testech (a navazujicich polnich pokusech) je nutné pokracovat
a hledat jesté dalsi (nejen mezi fungicidy) moznosti do pozice synergist. Urcitou
roli zde mohou hrat napf. biologické insekticidy / biologicky aktivni latky, které
aplikované samostatn¢ neprojevuji dostatecnou uc¢innost — jejich role se ale mize
zacit jevit jinak, kdyZ si je pfedstavime jako synergisty syntetickych insekticida.
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Velkou moznosti do budoucna je také pokusit se cilit na endosymbionty hmyzu
a poskozovat blyskacka skrze né (bez nekterych blyskacek nemize prezit, rozmnozit
se atd.).

4  Srovnani ,novosti postupt“

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 v CR k rutinnimu testovani skiidct
tepky k pyretroidiim neni ndhodna, je zamérna. Tento piistup totiz umozni snadnéjsi
prijeti ptedkladané metodiky zejména u téch potencialnich experimentatort (hodno-
titel), ktefi jiz néjaké zkusenosti z IRAC lahvickovymi testy (Adult Vial Tests) maji
a ovérili si, Ze nejsou narocné na provedeni.

Zasadni zalezitosti (zcela novou) pro moznost pfipravit predstavovanou metodiku
bylo sestaveni vhodnych gradientti (spekter) testovanych davek pyretroidii kombi-
novanych s vhodné zvolenymi davkami konkrétnich fungicidt ze skupiny DMIs,
aby bylo mozné ziskané vysledky fadn¢ analyzovat (vyjadtit hodnoty LD, stanovit
stupné citlivosti / rezistence) a kvantifikovat prinos téchto fungicidi k opétovnému
navyseni citlivosti fepkovych skiadct k pyretroidim. To by nebylo mozné bez
pomérn¢ vysokého poctu provedenych pilotnich pokusti, mnohdy netspésnych,
které této metodice predchazely. Byly provadény po dobu dvou sezon. V roce 2024
byly metodické postupy testovany na pracovisti Agritec, v roce 2025 se na testech
podilela jiz také dalsi pracovisté: OSEVA VaV, pracovisté Opava, MENDELU aZVT
Troubsko. V roce 2025 bylo také ovéfeno, ze testy jsou schopni provadét zemedelsti
poradci (SPZO) a agronomové v podminkach bézného provozu, kdyz jsou jim
pfipraveny testovaci sady (= oSetené testovaci lahvicky), poskytnuto zakladni
vybaveni pro snadné provedeni testu (smykadlo, box pro transport hmyzu, exhaustor,
entomologicka pinzeta) a tabulka pro zaznam primarnich dat.

5 Popis uplatnéni metodiky

Cilem autort pfedkladané 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 nenaroc¢na, ptitom vSak poskytuje pfesné a mezinarodné srovnatelné vysledky
v kvantifikaci kontaktniho efektu fungicidd ze skupiny DMIs (pfedevsim z che-
mickych skupin triazolii a triazolinthiontl) prostfednictvim inhibice enzymu cy-
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tochromu P450 na navrat k citlivosti k pyretroidim u druhi fepkovych skudct,
u kterych bud rezistence k této skupiné insekticidd vazné hrozi (krytonosec
Ctyfzuby), nebo ji vykazuji (blyskacek fepkovy, diepcik olejkovy).

Dostatecné technicky i uzivatelsky jednoduch4, a tedy Siroce vyuzitelna (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. Tim se celkové zvysi védecka hodnota ziskanych vysledkl a jejich
prakticka uplatnitelnost (pfimy dopad na zménu postupt v ochrané porostt fepky
proti vyse uvedenym druhdm fepkovych sktidcll). A v koneéném dusledku ptispét
ke snizeni spotieby insekticidu.

S 24

know how, budou provadény na nékterém z pracovist’ autorského kolektivu. To
znamena, ze se ptipravi roztoky pro jednotlivé davky a popf. i testovaci sady (majo-
ritné zajiSt'uje pracovisté Agritec). Vse potiebné pro provedeni vlastniho testu se
distribuuje ke konkrétnimu hodnotiteli (= tvlrce primarnich dat) z téchto mist.
Naopak od hodnotitele zpét se vraci tabulky s primarnimi daty (Pfilohy 1 a 2) na
pracovisté Agritec za tiCelem jejich detailni analyzy (probitova regrese — stanoveni
hodnot LD a jejich konfiden¢nich limitt, analyza variance atd.) a souhrnné interpreta-
ce pro vSechna shromazdéna data. Celkova zprava obsahujici kompletni vysledky
(tedy ziskané od vSech hodnotitell1) a jejich interpretaci se opét distribuuje ke vSem
hodnotitelim. K dal§im uzivatelim (péstitelé fepky obecné) se ziskané vysledky
dostavaji formou dalsich bézné k Sifeni vysledkil vyzkumu pouzivanych vystupi:
odborné clanky, pfednasky na akcich pro péstitele atd.

Hodnotitelem mtze byt v podstaté kdokoliv, kdo projevi o tuto problematiku zajem.
Cilem je, aby byl test proveditelny v podminkach bézného zemédelského provozu,
aby agronom (popt. 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 pracovisté a univerzity, nebot’
snadnost provedeni nejde na ukor hodnoty ziskanych vysledkti. Mohou ji napf.
vyuzit studenti pro bakalafské, diplomové ¢i doktorské prace.

6 Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty spojené s uplatnénim této metodiky nesouvisi ani tak s moznymi
finan¢nimi piinosy jako spiSe v zabranéni moznym finan¢ni ztratdm (viz modelovy
ptiklad uvedeny nize). Komplikace vyvolané nemoznosti G¢inné kontrolovat
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blyskacka fepkového v porostech fepky pyretroidnimi ptipravky zacaly byt v Evropé
(Heimbachet 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
ucinnych latek s odliSnym mechanismem ucinku nebyla sice jiz dobra, co se tyce
moznosti pro zavedeni G€inné antirezistentni strategie, ale podstatné lepsi nez
v soucasné dobé&: byly k dispozici insekticidy na bazi nekterych organofosfatu,
neonikotinoid thiacloprid, oxadiazine indoxacarb, pymetrozine a neonikotinoidni
motidla. Behem né€kolika nasledujicich let doslo k fadé zékazh insekticidnich
ucinnych latek a zastavit nebo jen brzdit vyvoj rezistence u populaci blyskacka
fepkového v Evropé k pyretroidiim nebylo mozné. Nyni v roce 2025 je u blyskacka
fepkového moznost zvratit vyvoj smétujici k rezistenci k pyretroidim jiz ztracena
(Hrudova et al. 2023, Kocourek et al. 2024). Vyuziti synergistll insekticidd (napf.
DMIs, PBO), které blokuji oxygenazy cytochromu P450, k obnoveni citlivosti
blyskacka fepkového k pyretroidiim se jevi jako jedna z poslednich alternativ, kterou
lze v soucasné dob¢ vyuzit, aby bylo mozné tohoto $ktidce v polnich podminkach
kontrolovat. Dostupné insekticidy jsou totiz prave jen pyretroidy a jeden neoniko-
tinoid, acetamiprid, jehoz efekt na blyskacka fepkového je obecné nizsi, a navic se
i v jeho pripad¢ objevuji problémy s rezistenci (Kocourek et al. 2018, 2024). Proto
je nutné védet, jak a v jakych davkach slibné se jevici DMIs (konkrétni fungicidy)
pouzit, aby to bylo bezpecné (veetné klasifikace k necilovym organismiim napf.
vcely), i¢inné a ekonomicky tinosné. 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 zakazu neonikotinoidnich motidel (Hojlandet
al. 2015, Hegjland & Kristensen 2018), ke kterému doslo v roce 2014. Ve Velké
Britanii (White & Cowlrick 2016) byly prvni rozsahlejsi selhani pyretroidnich
aplikaci proti diepcikim v polnich podminkach zaznamenany v letech 2015 a 2016
(White & Cowlrick 2016), k dalsimu (skokovému) zhorSeni pak doslo v letech 2018
a 2019 (Williset al. 2020). Podobny, i kdyZ o néco pomalejsi vyvoj rezistence
k pyretroidiim, byl zaznamenan u populaci depcika 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
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
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resistance) je s vysokou pravdépodobnosti u populaci diepcika olejkového ponékud
jiné nez u populaci blyskacka fepkového (viz Uved), presto i zde se jevi moznost
vyuzit inhibitory monooxygenaz Cytochromu P450 jako jedna z mala praktickych
dostupnych alternativ, které mohou alespoi ¢astecné zmirnovat dopady rezistence
proti pyretroidim u tohoto skidce. U diepcika olejkového je v nékterych zemich
(Némecko, Francie, Velka Britanie) mozné proti larvam tohoto $ktidce pouzivat
foliarni aplikace diamidu cyantraniliprole. Tato latka vSak neni plnohodnotnou
alternativou za pyretroidy, nebot” je zcela neucinna na dospélce tohoto sktidce.
Nenajde-li se v kratké dob¢ né&jaké prakticky pouzitelné feseni, $kody na porostech
zptisobené diepcikem olejkovym a s tim souvisejici ekonomické dopady na zeme-
délce budou vysoké (autori nedokazou predlozit néjakou konkrétni zcela hypote-
tickou castku a povazuji to také za zbytecné, Seidenglanz et al. 2024a).

Kdyz Heimbach & Miiller v roce 2013 publikovali vysledky nekolikaletého (2005—
2011) monitoringu zaméfeného na zmény v citlivosti vybranych druht 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
témet 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 (druha polovina roku 2025) na tom tedy byl k. ¢tyfzuby
o0 néco Iépe nez oba vyse uvedené druhy skudch. Piesto i v jeho ptipadé plati, ze
rezistence k pyretroidiim je zavazny problém, ktery jiz nyni na nékterych mistech
v CR komplikuje ochranu porostii (Kocourek et al. 2024).

6.1 Modelové priklady pro vyjadreni ekonomickych aspektl spojenych
s uplatnénim vysledkd, které je mozné ziskat pfi pouzivani této metodiky

Rezistence proti dostupnym insekticidim u dilezitych Skidcti fepky nutné vede
k riistu meziro¢niho kolisadni vynost a poklesu vynost obecn¢. Mozné dopady Ize
ilustrovat pomoci dvou modelovych piikladu:
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6.1.1 Modelovy ptiklad ¢. 1 pro certifikovanou metodiku
Modelovy vynos 3,3 t/ha a cena 12 100 K&/t (napi. dle burzovni ceny, Agris, CSU
apod. — cena je také modelova a platnd v okamziku pfipravy metodiky).
Vynosovéa hodnota plodiny za normalnich podminek:
3,3 x12 100 =39 930 K¢/ha
Modelova tabulka ztraty vynosu zplsobeného Skldci fepky (blyskacek repkovy,
drepcik olejkovy, krytonosec ¢tyfzuby)

5;:;3 Zbyv?tj}ﬂa\;ynos Flna(r:(%r/nh :t)rata Poznamka
0% 3,3 0 K¢ vychozi stav
10% 2,97 3993 K¢ modelova ztrata x 0,1
20 % 2,64 7 986 K¢ linedrni vztah
30% 2,31 11 979 K¢ 1/3 vynosu pry¢
40 % 1,98 15972 K¢ bézné jiz zavazna ztrata
50 % 1,65 19 965 K¢ zasadni ekonomicky dopad
60 % 1,32 23 958 K¢ témér kolaps porostu
70% 0,99 27 951 K¢ odpovida predchozimu vypoctu

Orientacni vysledek: kazdy pokles o 10 % vynosu znamena cca 4 000 K¢/ha ztratu pfi
téchto cenach a vynosech.

Mozny zavér: Pfi primérném vynosu 3,3 t/ha a cené 12 100 K¢/t odpovida kazdych 10 %
ztraty vynosu priblizné 4 000 K&/ha. Vypocet Ize snadno upravit na lokalni ceny a vynos.

6.1.2 Modelovy ptiklad €. 2 pro certifikovanou metodiku
Mame tfi scénafre pii cené fepkového semene 12 100 K¢&/t:
Slaby rok: 2,8 t/ha
Standardni rok: 3,3 t/ha
Optimalni rok: 4,0 t/ha

Financni dopad ztraty vynosu fepky
pro rizné vynosové scénafe (modelova cena 12 100 Kéft)

35000 P

30000} —* O R ..-/__..-

25000 y Graf ukazuj €, Jak
Z 20000 ./ . roste ztrata v K¢/ha
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Mozny zaver:

., Ekonomicky dopad ztraty vynosu repky byl ilustrovan na tfech modelovych scéna-
Fich (2,8, 3,3 a 4,0 t/ha) pri cené 12 100 Kc/t. Z grafu je patrné, ze kazdych 10 %
ztrdty vynosu predstavuje radové jednotky tisic K¢ na hektar a u vynosové nadprii-
mérnych porostii dosahuje ztrata jesté vyssich absolutnich hodnot. Metodika zameé-
Fend na omezeni selhani insekticidni ochrany tak mize zabranit ztratam v radu
desitek tisic K¢/ha. Vypocet lze snadno upravit na lokalni ceny a vynos. *
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11 Prilohy

Ptiloha 1a: Tabulka pro zaznam primarnich dat k testu zaméfenému na stanoveni
synergického efektu riznych DMIs pro lambda-cyhalothrin (LC). Tato tabulka je
pouzitelna pro rizné u.l. ze skupiny DMIs fungicidii (F) i pro vSechny tfi cilové
sktdce fepky.

Ptiloha 1b: Tabulka pro zaznam primarnich dat k testu zamétenému na stanoveni
synergického efektu riznych DMIs pro tau-fluvalinate (TF). Tato tabulka je pou-
zitelna pro rizné 0.1. ze skupiny DMIs fungicidi (F) i pro vSechny tii cilové skiidce
fepky.

Ptiloha 1c: Tabulka pro zaznam primarnich dat k testu zaméfenému na stanoveni
synergického efektu riznych DMIs pro etofenprox (ET). Tato tabulka je pouzitelna
pro rizné U.1. ze skupiny DMlIs fungicidii (F) i pro vSechny tii cilové skdce fepky.

Ptiloha 2a: Tabulka pro zaznam primarnich dat k testu zaméfenému na vypocet
nejnizsi efektivni davky (NED) pro ucinné latky ze skupiny DMIs fungicida (F)
jako synergistti pro pyretroid lambda-cyhalothrin (LC)

Ptiloha 2b: Tabulka pro zaznam primarnich dat k testu zaméfenému na vypocet
nejnizsi efektivni davky (NED) pro ucinné latky ze skupiny DMIs fungicida (F)
jako synergistli pro pyretroid tau-fluvalinate (TF)

Ptiloha 2c¢: Tabulka pro zdznam primarnich dat k testu zaméfeného na vypocet

nejnizsi efektivni davky (NED) pro ucinné latky ze skupiny DMIs fungicida (F)
jako synergistti pro pyretroid etofenprox (ET)
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