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Souhrn

Chundelka metlice (Apera spica-venti) je jednoleta, ozima rostlina z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae), ktera zapleveluje prevazné
ozimé plodiny. Cilem této prace bylo vyhodnoceni vlivu aplikace jednotlivych skupin herbicidd, jejich davky, vzéjemnych
kombinaci a pouZiti spole¢né s adjuvanty na selekci rezistentnich biotypt chundelky metlice v populaci s pfirozenym vyskytem
mutace na pozici Prows. Z vysledkl vyplyva, ze vzniku rezistentnich populaci pleveltu Ize predejit jednak pouzivanim
kombinovanych herbicidd, nebo takovou strategii ochrany, kdy nedochazi k opakovanym aplikacim pfipravku se stejnym
mechanismem uginku.
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Summary

Silky bent-grass (Apera spica-venti) is an annual, winter plant of the grass family Poaceae, which affect mainly winter crops.
The aim of this work was to assess effects of application of individual herbicide groups, their doses, combinations and use with
adjuvants on the selection of resistant biotypes of silky bent-grass in the population with natural occurrence of mutation on
position Pros7. Our results show that the emergence of resistant weed populations can be avoided either using combined

herbicides or such a protection strategy when products with the same action mode are not applied repeatedly.
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Uvod

Lidska spole¢nost se vyvinula diky schopnosti opakovat
osvédcené kroky. V novodobém zemédélstvi to napfiklad
znamena, ze genotyp (odrida), ktery dosahl vysokého vynosu,
se péstuje opakované i v dalSich letech. Jestlize herbicidni
ochrana poskytuje vysokou uc¢innost, pouziva se velmi ¢asto
stejny pfipravek, nebo herbicid se stejnym mechanismem ucinku
i nékolik let po sobé. OvSem Skodlivé organismy, véetné pleveld,
vykazuji zna€nou rozmanitost a schopnost adaptovat se na
vzniklé podminky tim Iépe, €im &astgji se tyto podminky opakuiji.
Tato schopnost pfizpusobeni je jednou z hlavnich pfi¢in vzniku
a rozSifovani rezistence k herbicidim. | v populacich vysoce
citlivych druhl se pfirozené vyskytuji jedinci s pozménénou
genetickou informaci (spontanni mutaci), ktefi jsou nositeli
rezistence k ur¢itému typu herbicidl. Geneticky zaklad rezistence
znamena, ze plevele rezistentni k danému herbicidu mohou
predavat tento znak nasledujicim generacim. Plevele se adaptuji
nebo selektuji velmi rychle pfedevsim tehdy, pokud existuje trvaly
a jednostranny selekéni tlak, kterym muze byt pravé dlouhodobé
pouzivani herbicidd se stejnym mechanismem uc€inku.

Herbicidy se odlisuji v u¢innosti a rezidualnim plasobeni. Latky
s vy8Si uc€innosti obecné vytvareji silngjsi selekéni tlak nez
herbicidy, které vykazuji niz§i u€innost. Podobné také dlouhé
rezidualni plsobeni prodluzuje selekéni pusobeni herbicidu. Nové
typy pfipravku, které vykazuiji za standardnich podminek vysokou
ucinnost a souc€asné pusobi v jednom nebo malém poctu
vazebnych mist, jsou proto zna¢né nachylné k selekci
rezistentnich populaci, ktera je dale podporovana nepfiznivymi

podminkami v dobé aplikace. V praxi rozliSujeme dva zakladni
mechanismy rezistence k herbicidim. Tzv. metabolicka re-
zistence znamena, Ze herbicid je v rostlinach degradovan dfive,
nez dosahne mista ucinku a zpUsobi poskozeni rostlin. Vznik
genetické informace, jejimz vysledkem je vznik metabolickych
drah umoznujicich rychlé odbouravani u¢inné latky v rostling.
Naproti tomu rezistence v cilovém misté puasobeni herbicidu
predstavuje zménu vazebného mista enzymu tak, ze herbicid
nemulze byt na tomto misté poutan. Z pohledu selekce na
rezistenci jsou rizikové predevSim herbicidy, pusobici pouze
v jednom vazebném misté. Typickym pfikladem rezistence
v cilovém misté plsobeni herbicidu je rezistence k inhibitordm
acetolaktatsyntazy (inhibitory ALS).

Herbicidy s mechanismem uc&inku zalozeném na inhibici
acetolaktatsyntazy (ALS), se zacCaly pouzivat od roku 1982.
V soucasné dobé jsou nejpouzivangjsi skupinou herbicidu
a zpravy o rezistenci k této skupiné herbicidl se objevily jiz v roce
1987 z USA, tedy pouhych pét let po uvedeni komer&nich
sulfonylmoc€ovin na trh. DalSi pfipady rychle pfibyvaly a uz v roce
2007 bylo popsano 95 rliznych druht plevelu rezistentnich k ALS-
inhibitoram (Yu, 2007).

Acetolaktatsyntetaza (ALS) je enzym katalyzujici prvni krok
v biosyntéze aminokyselin valinu, leucinu a isoleucinu. Tento
enzym je také cilovym mistem pro skupinu ALS-inhibujicich
herbicidl zahrnujici sulfonylmoc€oviny, imidazolinony, triazo-
lopyrimidiny, pyrimidinyl(thio)benzoaty a sulfonylaminokarbo-
nyltriazolinony (Yu, 2008). Pfitomnost molekul u€innych latek
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téchto herbicidl v rostlinném systému ALS enzym inaktivuje, diky
tomu nedochazi k syntéze zminénych aminokyselin a je narusen
floémovy transport (Prokop, 2009). Nedostatek t&chto amino-
kyselin je kriticky pro rist novych tkani a jejich nepfitomnost vede
k zéniku rostliny (Yu, 2007). Pfestoze byla u tohoto typu herbicidi
nalezena také metabolicka rezistence (Prokop, 2009) a mnoho-
Cetna rezistence spojujici metabolickou rezistenci s rezistenci
v misté ucinku (Yu, 2007), nejcastéjSim mechanismem rezistence
je jednoducha bodova mutace v genu ALS (Yu, 2008). Davka,
potfebna k likvidaci rezistentnich biotypu potom musi byt az
350x vySsi ve srovnani s citlivymi biotypy. Pfi detekci bodovych
mutaci bylo zjisténo nejméné 17 aminokyselinovych substituci
v genu ALS, které zpUsobuiji rezistenci rostlin, kvasinek, bakterii
a zelenych fas k herbicidiim s funkci ALS-inhibitord. Pouze 6 typu
substituci bylo detekovano v plevelnych rostlinach: Alaiz, Prossr,
Alazos, Aspars, Trpsrs @ Seress (Warwick, 2008). Jednoducha zaména
aminokyseliny na jedné z téchto pozic za jinou aminokyselinu pak
zpusobi rezistenci celé rostliny.

s rezistenci k inhibitordm ALS zaznamenavany v poslednich
letech u populaci chundelky metlice Apera spica-venti L. Prvni
zdznamy o vyskytu rezistentnich populaci chundelky
k herbicidim z této skupiny v Ceské republice jsou z roku 2005.
V roce 2009 byla zaznamendna populace s vicenasobnou
rezistenci k herbicidim se tfemi mechanismy u¢inku sou¢asné
(www.weedscience.org). Jednim z divod, pro¢ jsou problémy
s rezistenci k ALS inhibitordm nejvyznamné;jsi pravé u chundelky
je velmi rychla popula¢ni dynamika dana kratkou dormanci
semen v pudé a vysokou schopnosti generativniho rozmnozovani
(jedna rostlina je schopna produkovat vice nez tisic semen).
Popula¢ni dynamika chundelky je déle v poslednich letech
podporovana zvysovanim podilu ozimych plodin v péstebnich
systémech spolu se zvySujicim se podilem ploch s omezenym
zpracovanim pudy nebo pfimym setim do nezpracované pudy
(Melander et al, 2008). Omezené zpracovani pudy a mélké uloZeni
semen v pudé (do 5 mm) vytvari pfiznivé podminky pro kli¢eni
chundelky, zvla$té v kombinaci s teplym a vlhkym pocasim.
(Cousens a Moss 1990, Mikulka 2009).

Cilem této prace bylo proto vyhodnoceni vlivu aplikace
jednotlivych skupin herbicidd, jejich davky, vzajemnych
kombinaci a pouziti spole€¢né s adjuvanty na selekci rezistentnich
biotypl chundelky v populaci s pfirozenym vyskytem mutace na
pozici Prossr.

Metodika

V letech 2007-2008 byly zaloZeny pokusy zamérené na vy-
hodnoceni vlivu davky nékolika skupin herbicidd, jejich kombinaci
a aplikaci s adjuvanty pro selekci rezistentnich biotypt chundelky
metlice. Na pokusné lokalité s vysokym vyskytem chundelky
metlice a prokazanou pfitomnosti rezistentnich biotypu k ALS
inhibitorlim (mutace na pozici Pros«) byly v porostu ozimé psSenice
zaloZeny maloparcelkové pokusy o velikosti parcel 10 m* Pokusy
byly zaloZzeny ve tfech opakovanich uspofadanych v randomi-
zovanych blocich. V prvnim pokuse byly varianty oSetreni tvofeny
neoSetfenou kontrolou a oSetfenim herbicidy z riznych skupin
ucinku. Inhibitory ALS byly zastoupeny u¢innou latkou
sulfosulfuron (Monitor 75 WDG, pIné davka 26 g.ha), inhibitory
fotosystému Il u€innou latkou isoproturon (Protugan, plna davka
2 I.ha™), inhibitory acetyl CoA carboxylasy, pak uginnou latkou
fenoxaprop-P-ethyl (Puma Extra, plna davka 1 I.ha™), ktera nalezi
do star$i skupiny aryloxyphenoxy-propionatd (FOP), a dale
uginnou latkou pinoxaden (Axial, pina davka 0,45 1.ha™), ktery
patfi do zcela nové skupiny phenylpyrazolind (DEN). VSechny

pfipravky byly aplikovany celkem ve &tyfech variantach: 100%,
75%, 50% a 25% plné davky. Ve druhém experimentu byly vyse
uvedené herbicidy doplnény o u€innou latku iodosulfuron-methyl
(Husar) a tyto herbicidy pak testovany samostatné a v kombinaci
s inhibitorem ALS (sulfosulfuron). Dale byl v tomto experimentu
oveéfovan vliv kombinace s kapalnym hnojivem DAM a vybranymi
adjuvanty na selekci rezistence.

V pribéhu vegetace (po vymetani) byly z kazdé parcely
odebrany vzorky prezivajicich rostlin chundelky metlice
a nasledné provedeny PCR analyzy na pfitomnost mutace ALS
na pozici Prois, ktera byla popséna pro fadu jednodéloznych
plevell a je zodpovédna za vznik rezistence k ALS inhibitortim.
DNA ze vzorku listl byla izolovana Dneasy Plant Mini Kitem firmy
Qiagene. Pomoci PCR byla amplifikovana ¢ast genu ALS, ktera
byla &tipana enzymem ECO91I (Fermentas) 16 hodin pfi 37 °C.
Separace PCR produktu po S§tipani byla provedena na
horizontalni elektroforéze a vizualizace po obarveni ethidium-
bromidem pfi UV osvétleni. Vzorky s mutaci v genu Proer se
roz§tépily na dva bendy, zatimco vzorky s jednim bendem
obsahuji mutaci v jiné aminokyseliné ¢&i jiny typ ziskané
rezistence.

Po vymetani chundelky metlice byla vizualné vyhodnocena
ucinnost jednotlivych variant oSetfeni proti chundelce metlici.
V dobé piné zralosti byly odebrany vzorky lat a vydrolena semena
uschovana pro biotesty na rezistenci k ALS inhibitoram. Biotesty
probihaly ve sklenikovych podminkach samostatné na vzorcich
populace z kazdého opakovani. Rostliny chundelky byly v ristové
fézi 2-3 listu oSetfeny logaritmickou koncentracni fadou herbicidu
s krokem 3 v davkach ON, 0,33N, 1N, 3N, 9N a 27N. N repre-
zentuje zakladni davku herbicidu, kterda v pfipadé testu na
rezistenci k inhibitordm ALS predstavovala 7,5 g.ha™ sulfo-
sulfuronu. P¥iblizné 30 dni po aplikaci bylo provedeno
vyhodnoceni U¢innosti relativné k neoSetfené kontrole. Zavislost
mezi davkou a reakci byla fitovana pomoci logistické funkce
v programu SigmaPlot, pfi¢emz byl vyhodnocen parametr EDso,
ktery reprezentuje davku, pfi které je dosahovano 50% ucinnosti.
Pri kazdém biotestu bylo provadéno také stanoveni hodnot EDso
na dvou vysoce citlivych biotypech. Faktor rezistence (RF) byl
nasledné vypocditan jako pomér hodnot EDso pro testovany vzorek
a citlivy biotyp:

RF = EDso testovany/EDso citlivy.

Faktor rezistence uvadi, kolikanasobné je nutné zvysit davku
herbicidu, aby bylo dosazeno srovnatelné ucinnosti.

Vysledky a diskuse

Z vyhodnoceni u¢innosti odstupriovanych davek jednotlivych
skupin herbicidl proti chundelce metlici je patrné, Ze redukce
davek u v8ech herbicidl znamena pokles ucinnosti proti chun-
delce metlici. Na pokles davky reaguje nejvice ucinna latka
isoproturon, naopak nejvyssi jistotu ucinku i pfi nizSich davkach
vykazuje v obou letech pinoxaden. U&innost inhibitoru ALS -
sulfosulfuronu je do znaéné miry zavisla na pocatec¢ni urovni
rezistence v populaci chundelky. V roce 2007 kdy byl faktor
rezistence k inhibitordim ALS u kontrolni varianty prakticky
dvojnasobny, ve srovnani s rokem 2008 bylo jiz u nejvySsi davky
dosazeno pfiblizné o 20% nizsi u€innosti. Vyssi pocatecni uroven
rezistence se ovéem projevuje také na selekci biotypu rezis-
tentnich k ALS inhibitorim. V obou ro¢nicich byl vysledny faktor
rezistence v populaci chundelky pfiblizné 4x vy$Si po aplikacich
sulfosulfuronu, nez u herbicidem neovlivnéné populace. V roce
2007 faktor rezistence RF dosahoval hodnot okolo 20 (pfi
pocatecni Urovni faktoru rezistence okolo 5), zatimco v roce 2008
¢inil tento faktor jen okolo 9 (pfi po¢ate¢ni urovni RF okolo 2).
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Obr. 1: Ucinnost odstupriovanych dévek
herbicidi s rozdilnym mechanismem
ucinku proti chundelce metlici a zména
faktoru rezistence po jejich aplikaci
v populaci chundelky metlice s vyskytem
rezistentniho biotypu s mutaci Prois
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Zajimavy je vysledek vazby mezi davkou herbicidu a vyslednym
faktorem rezistence. Prestoze pii poklesu davky sulfosulfuronu
dochazi ke zvySovani faktoru rezistence, tento narlst je velmi
maly a zcela neproporcionalni k poklesu uc¢innosti. Z téchto
vysledkl |ze konstatovat, Ze redukce davek neni primarnim
hnacim motorem selekce rezistentnich populaci, ackoliv k tomuto
jevu také z¢asti pfispiva. Rozhodujicim faktorem pro selekci je
tedy opakované pouzivani herbicidnich latek se stejnym
mechanismem Uc¢inku. Hlavni motivaci pro testovani vlivu
herbicidl s jinym mechanismem G¢&inku na selekci rezistence
k inhibitordm ALS bylo vylouc€eni kfizové rezistence ¢i soubézné
selekce k vice typum herbicidli. Znalost této skute¢nosti je
pomérné zasadni pro navrzeni antirezistentni strategie, jejiz
soucasti je stfidani herbicidl s riznym mechanismem u¢inku,
pfipadné pouzivani jejich kombinaci. Narlst rezistence k ALS
inhibitordm se ov&em nepotvrdil pro Zadnou z testovanych skupin
herbicidl. Nizsi davky isoproturonu a pinoxadenu vedly dokonce
k velmi malému poklesu faktoru rezistence v populaci. Tyto latky
mohou byt proto v nizSich davkach potencidlné vhodnymi
partnery herbicid ze skupiny ALS inhibitort pro snizeni rizika
selekce rezistentnich populaci chundelky. Uginna latka feno-
xaprop-P-ethyl se takto projevuje jen v pIné davce.

Na c¢asti variant byly provedeny také molekularni analyzy
pfitomnosti mutace na pozici Prois ktera reprezentuje biotypy
chundelky rezistentni k ALS inhibitorim. Identifikace rezistentnich
mutaci pomoci elektroforetické separace PCR produktu je patrna
z obr. 3. PCR analyzy byly provedeny u variant aplikace tfi davek
inhibioru ALS (sulfosulfuron), inhibitoru PSIl (isoproturon)
a inhibitoru acetyl CoA carboxylazy (pinoxaden) Vysledky za oba
experimentalni ro¢niky jsou shrnuty v obr. 2. Podobné jako
v pfipadé biotestu je patrny jednoznacény selekéni efekt aplikace
ALS inhibitoru — sulfosulfuronu s narlistem podilu mutace
v populaci u nizsi davky. Vliv aplikace isoproturonu na podil
rezistentni mutace v populaci je spiSe neutralni. Po aplikaci
pinoxadenu byl dokonce zaznamenan pokles podilu této mutace
v populaci. Tento pokles je ovSem relativné maly a pfipadny
potencial pinoxadenu pro redukci rezistentnich biotypu v populaci
by bylo nutné déle ovéfit.
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Obr. 2: Vliv aplikace herbicid( s rozdilnym mechanismem ucinku
a jejich davky na relativni frekvenci vyskytu mutace na pozici Pross
podmiriujici rezistenci k ALS inhibitordm (pramérné hodnoty z let
2007 a 2008)
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Obr. 3: Fotografie gelt po elektroforetické separaci PCR produktu
Pozn.: sen — kontrolni vzorek bez mutace, rez — pozitivni kontrolni
vzorek s mutaci v Pross;, neg — negativni kontrola (voda), M —
velikostni standard Ladder100bp, 161-170 — kontrolni varianty,
171-185 — vzorky z populace po oSetreni ALS inhibitorem (vysoky
podil mutace v Pro:s)
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Obr. 4: Nahled na sklenikovy test s odstupriovanymi davkami ALS
inhibitord u chundelky metlice

Obr. 5: Biotest na rezistenci k ALS inhibitorim u biotypu
chundelky A) citlivého k ALS inhibitoram B) vzorku populace se
zvySenym podilem rezistentnich mutaci po aplikaci sulfosulfuronu
9,75 g.ha’ (zleva jsou v obou obrézcich A a B sefazeny testovaci
davky sulfosulfuronu 27N, 9N, 3N, 1N, 0,33N a ON)
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Obr. 6: Zména krivek logistické zavislosti mezi ddvkou a reakci na ALS inhibitor (sulfosulfuron) u citlivého biotypu chundelky, vzorku
populace s prirozenym vyskytem mutace Pro:s neoSetreného herbicidy a po oSetfeni dvéma davkami ucinné latky sulfosulfuron
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Prakticky vyznam pro planovani antirezistentni strategie ma také
ovefovani vlivu kombinaci ucinnych latek s odliSnym mechanismem
ucinku na selekci rezistentnich populaci. Ve dvouletych polnich
experimentech (obr. 7) bylo pfitom prokazano, ze pouziti riznych
ucinnych latek ze skupiny ALS inhibitorG (sulfonylmo€ovin) ma
prakticky stejny ucinek na selekci rezistence a zvySeni faktoru
rezistence bylo prakticky srovnatelé po aplikaci sulfosulfuronu
i iodosulfuronu. Prestoze kombinace téchto dvou U&innych latek
vykazovala mirné nizsi hodnoty faktoru rezistence, vyuziti kombinaci
ucinnych latek se stejnym mechanismem ucinku neméa pro
antirezistentni strategii prakticky vyznam. Naopak jako velmi zajimavé
se jevi kombinace inhibitor( ALS s niz8imi davkami herbicida ze
skupiny inhibitort acetyl CoA carboxylazy (pinoxaden a fenoxaprop-
P-ethyl). Obé ucinné latky byly schopny prakticky zastavit proces
selekce, protoze u kombinace sulfosulfuronu s témito herbicidy
nedochazelo ke zvySovani faktoru rezistence. Pouze v mensi mire
redukuje narust faktoru rezistence kombinace s inhibitorem PSII
(isoproturon). Pozitivni, ale opét relativné maly, je také efekt
kapalného hnojiva DAM 390 a adjuvantt. Snizeni selekéniho tlaku
pfi pouziti téchto kombinaci ma spiSe vyuZiti jako preventivni
opatfeni, nez jako zasah eliminuijici jiz rezistentni populace chundelky.

Zaveér

a) v populaci s vyskytem rezistence k ALS inhibitorim (mutace
na pozici Proi) se vlivem selekce vyvolané aplikaci herbicidu ze
skupiny ALS inhibitord zvySuje faktor rezistence vice nez &tyr-
nasobné

b) redukce davek herbicidu zvySuje selekeni tlak (zvySuje faktor
rezistence) ale tento efekt je mnohonasobné nizsi nez opakované
pouziti herbicidu se stejnym mechanismem ucinku

¢) kombinace herbicidu ze skupiny ALS inhibitort s vhodnym
herbicidem s odliSnym mechanismem u¢inku (predevsim
s inhibitory acetyl CoA carboxylazy) mize zcela eliminovat
selekéni tlak na rezistenci

d) kombinace s kapalnym hnojivem DAM 390 a adjuvanty

snizuji selek&ni tlak relativné malo a jsou proto vyuzitelné pouze
jako preventivni opatreni

Podékovani
Prace vznikla za podpory projektu MZe — NAZV ¢&islo QH71218.
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2 sulfosulfuron 9,75 g ha-1

3 isoproturon 1000 g.ha-1

4 pinoxaden 45 g.ha-1

5 fenoxaprop-P-ethyl 69 g.ha-1

6 mesomaxx 4,5 g.ha-1 +iodosulfuron-methyl 0,9 g.ha-1

120 4 10 4
—_~ 9
§ 100 4 s
> ~
2 %0 & ’g 7
2 s Z 6
g Y oy 55
& 323 g 4
8 407 : § : 3 ol
£ s g il
B 20 = g2 H §5

kR 1 H B
1 2 3 4 5 6 112 13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

120 w008 35 008 Obr. 7 Uginnost kombinaci
s . inhibitoru ALS (sulfosulfuron)
< 1001 .. P
2 = £ o | s herbicidy s odliSnym
8 80 B 2B : .y
B B 3 mechanismem ucinku
z e 2 20 1 . .
g e g a adjuvanty proti chundelce

Il ! ‘R 151 . v
z B A 2 metlici a zména faktoru
£ BN B g 101 . . . .
I s z N rezistence po jejich aplikaci
L AR SRRe AR Corl mepld MAE | oo s e
1 2 3 4 5 6 1112 13 1 2 34 5 6 112 B eziste ,l % IO.)'/pu
s mutaci na pozici Pross:
7 sulfosulfuron 9,75 g ha-1+ pinoxaden 30 g.ha-1

1 kontrola

8 sulfosulfuron 9,75 g.ha-1 + fenoxaprop-P-ethyl 55,2 g.ha-1
9 sulfosulfuron 9,75 g.ha-1 + isoproturon 750 g.ha-1
10 sulfosulfuron 9,75 g.ha-1 + mesomaxx 3 g.ha-1 + iodosulfuron-methyl 0,6 g.ha-1

11 sulfosulfuron 9,75 gha-1 + DAM 390 100 L.ha-1
12 sulfosulfuron 9,75 g.ha-1 + heptamethyltrisiloxan 84 g ha-1
13 sulfosulfuron 9,75 g.ha-1 + metylester fepkového oleje 730 g.ha-1
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