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Anotace:

Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata, is a serious problem in modern
agriculture. Current protection against this pest is based mainly on the use of insecticides, but
Colorado potato beetle is highly adaptable to various chemicals. There are resistant wild potato
varieties that are resistant to this pest, but there is no resistant cultivar on the market. To reveal
the factors responsible for the higher resistance of Solanum tuberosum to defoliation
by L. decemlineata, 12 cultivars were selected and tested to determine if their percentage
of defoliation by Colorado potato beetle depends on trichome density and the percentage
of water and wax in the leaves of young meristematic plants. Comparable values for water
and wax content in leaves were obtained for all cultivars. No significant differences were also
found for the density of trichomes on the leaves. An exception was the cultivar Rosara with
a very low trichome density, which had significantly higher percentage of defoliation. Since
the percentage of defoliation in the other cultivars is not fully correlated with the trichome
density on the leaves, either the trichome density must reach a certain level to act at least
partially as a protective barrier against L. decemlineata, or several factors are simultaneously

involved in resistance.
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1 Uvod

Lilek brambor, Solanum tuberosum, je velmi dilezitou hospodaiskou plodinou.
Predstavuje jednu z hlavnich surovin pro lidsky konzum i pro zeméd¢€lsky a potravinaisky
primysl. V soucasné dob¢ je jeho pestovani ohrozeno fadou chorob a Skidcd. Jednim
ktera je velmi invazivnim druhem. Postupné si vytvaii rezistenci na bézné ochranné
prostiedky, insekticidy, a proto piedstavuje pro dnesni zemédélstvi velky problém. Hledaji se
jiné alternativy ochrany proti tomuto Skiidci, aby se zabranilo velkym Skoddam
na bramborovych plochach. Snahou je najit anebo vyslechtit takové kultivované odrudy
brambor, které¢ by byly rezistentni viici mandelince. Toto Usili povzbuzuje fakt, ze existuji

druhy divokych brambor, které vykazuji ur€itou miru rezistence vici skudcim (Dimock et al.,
1988; Cho et al., 2017).

Tato prace se zaméfuje predev§im na hledani faktord, které snizuji okus listi
kultivovanych odriid brambor mandelinkou bramborovou. Vliv na miru okusu by mohly mit
trichomy, specializované epidermalni bunky, které se vyskytuji na listech brambor a mohly
by pro Skidce predstavovat bariéru, at’ uz chemickou ¢i mechanickou. Dalsi roli v preferenci
odrud brambor by mohla hrat kiehkost listti. Tu ovliviiuje tloustka voskové vrstvy epidermis
listu a procentualni zastoupeni vody V listu. Nalezenim odolnych odrid Se snizi ztraty

na vynosech brambor a zaroven vyvstanou nové moznosti v péstitelském Slechténi.

1.1 Lilek brambor (Solanum tuberosum)

Lilek brambor (Solanum tuberosum) patii do rodu lilek (Solanum) a do celedi
lilkovitych (Solanaceae). Brambor je bézné oznaceni pro kulturni, polokulturni, ale i pro
ptibuzné divoké druhy rodu Solanum. Hospodaisky zajimavé a vyznamné jsou dva druhy
brambor: Solanum tuberosum a Solanum andigenum. Velka ¢ast evropskych odrud pochazi
ze vzajemného kiizeni téchto dvou druhi. V soucasné dobé¢ se tyto druhy kiizi s dal§imi, které
maji dilezité vlastnosti jako je odolnost proti chorobdm a Sklidcim. Jedna se o druhy

S. demissum, S. acaule, S. vernei a dalsi (Kovac et al., 2001).

vvvvvv

fadi na 4. misto hned po ryzi, kukufici a pSenici. Péstuji se celkem ve 130 zemich, pfi¢emz
ro¢ni produkce je vice nez 300 miliond tun (Pringle et al., 2009). Dnes se brambory péstuji
pro vyrobu potravin, krmiva, pro priamyslové pouziti a produkci sadbovych hliz. Jsou

dodavany na trh v Cerstvé nebo zpracované formé jako jsou bramborové lupinky, hranolky atd.
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Sougasnou produkci brambor ohrozuje mnoZstvi biotickych faktorti. Rada z nich vykazuje

pozoruhodnou schopnost adaptace na rizné zpusoby oSetfeni rostlin. Diky tomu je boj

vvvvvv

1.11 Vyznam

Brambory jsou zdrojem energie, vitamini a mineralti. Hlizy obsahuji mnoho
vyznamnych latek, které maji pozitivni vliv, ale nékteré 1 negativni vliv na zdravotni stav
Cloveéka. Mezi tyto latky patfi naptiklad dusikaté latky a bilkoviny, volné dusi¢nany,
vitamin C, glykoalkaloidy, polyfenoly a v neposledni fadé glukoéza a fruktoza (Divis$ et al.,
2011). Tyto latky jsou dulezité nejen pro vyzivu lidi, ale i hospodaiskych zvitat
a pro zpracovatelsky primysl. Brambory mzeme rozdélit podle sméru pouziti na konzumni,
které jsou urceny pro piimou spotiebu, dale na primyslové a brambory pro potravinaiské
vyrobky jako jsou knedliky, hranolky atd. Primyslové brambory se vyuzivaji pro vyrobu
Skrobu a lihu. Dalsi z vyhod jejich péstovani je zvySovani urodnosti pudy, coz ma kladné

ucinky na vynosy ostatnich plodin v osevnim postupu (Hamouz, 1994).

1.1.2 Odrady

Brambory se rozmnozuji vegetativné hlizami nebo generativné semeny. Generativni
rozmnozovani se pouziva hlavn¢ ve Slechténi. Vegetativni mnoZeni udrzuje vlastnosti vychozi
odrady (Vokal et al., 2000). Odrida brambor je oznaceni pro klon rozmnozeny z hlizy jedné
rostliny nebo pro potomstvo semenace vyrostlého ze semene po kiizeni. Vlastnosti odridy se
stabilizuji na urovni semenace a jsou stabilni v druhé hlizové generaci. Odrudy se mezi sebou
1i81 morfologii, chemickym slozenim hliz a dobou vegeta¢niho obdobi. Rozdily jsou viditelné
ve tvaru hliz, barvé slupky a duziny, pocetnosti, velikosti hliz atd. Z hospodaiského hlediska
je dale vyznamna turodnost hliz, odolnost proti chorobam, Skidcim a mechanickému
poskozeni, skladovatelnost a konzumni kvalita. Vegetacni obdobi brambor se pohybuje mezi
90-180 dny. Podle toho se brambory déli na: velmi rané (90-110 dni, existuji 1 odridy
s vegetacni dobou 75-80 dni), rané (110-120 dni), polorané (120-135 dni), polopozdni
a pozdni odrady (nad 135 dni) (Kovac et al., 2001).

Na celém svéte bylo dosud vypéstovano vice nez 10 000 odrtid brambor, z nichz mnohé
jsou stale péstovany. Navzdory velkému poctu odrid je potieba stale vyvijet nové. Je snaha
vytvorit takové odridy, které budou mit vyssi a stabilnéjsi vynosy, budou odolné&jsi vuci
chorobam, §kiidcim a podminkam okolniho prostiedi. Dal§im z pozadavkii u novych odrid je

zlepSeni nutricnich vlastnosti a chuti, efektivni vyuziti vody a zivin z pudy. Katalog odrid



plodin pro péstovani v Evropské unii zahrnuje 1774 odrad brambor (Dobnik et al., 2021).
V Ceské republice je Vv soudasné dobé ve Statni odriidové knize registrovano 119 odrid,
Znichz 27 odrad je velmi ranych, 36 odrad ranych, 35 odrid poloranych a 21 odrud
polopozdnich az pozdnich (Cermak, 2022).

V pitiloze jsou predstaveny odridy, které byly pouzity v experimentélni ¢asti. Jedna se
o nasledujici odridy: Adela, Antonia, Anuschka, Bernina, Carrera, Dali, Impala, Magda,

Marabel, Princess, Red Anna a Rosara.

1.1.3  Skidci

Rostliny maji mnoho neptatel, které jim Skodi. Jedna se o Skiidce, plivodce chorob
a plevele. Tyto choroby a skudci postihuji voln¢ rostouci rostliny i péstované, které poskozuji
ve vétsi mife. Je to z jednoduchého divodu. Rostliny pro vyziti ¢lovékem jsou péstovany
pfevazné v monokulturach, které nabizeji pro rozvoj chorob a Skidct lepsi podminky nez
rostliny ve volné p¥irod&. Skody, které zptisobi jsou velmi vysoké (Rod, 1997). Slechtitelsky
proces, ktery vedl az k sou¢asnym odriddm brambor, zplisobil podstatnou ztratu genetické
diverzity a agronomicky dilezitych vlastnosti. Proto neni ptekvapenim, ze péstované odrady
brambor jsou podstatné citlivéjsi k riznym druhim Skddct (Kowalski et al., 1992). Mezi
nejdilezitéjsi Skidce brambor patii mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata),
msice (Aphidoidea) (Rod, 2017), had’atka (Globodera rostochiensis a pallida) (Kazda, 2014)
a dratovci (Elateridae) (Kovac et al., 2001).

1.2 Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata, Say)

Mandelinka bramborova, Leptinotarsa decemlineata, patii do tfidy hmyzu (Insecta),
fadu brouku (Coleoptera) a ¢eledi mandelinkovitych (Chrysomelidae). Jedna se o hlavniho
a nevyznamnéjsiho Skiidce brambor. Kromé brambor poSkozuje i dalsi lilkovité rostliny jako
je rajce a baklazan. Velky problém ptedstavuje v teplych oblastech jizni Moravy a Polabi, kde
Zasto vytvafi dvé generace (Vokal et al., 2000; Hamouz et al., 2007). Skodi okusem listii,
stonku, ale n€kdy 1 hliz, které vy¢nivaji na povrch. Larvy zplisobuji mnohem vétsi poskozeni
rostlin nez dospélci (Divis et al., 2011). Rostlina je oslabena ztratou asimilac¢ni plochy nebo
ma poskozena vodiva pletiva, diky cemuz zaostava ve vzristu nebo dochézi k jejimu zniceni
(Pokorny a Jiskra, 1996). Ochrana proti tomuto Skidci je velmi sloZitd a v soucasné dobé
neexistuje dobré funkcni feSeni pro ochranu rostlin. Nejsou ani dostupné vyslechténé
rezistentni odridy. Mandelinka patii ke Skidcim s nejvyssi pravdépodobnosti vytvoteni

rezistentnich populaci k insekticidim. DokaZe se skvéle ptizplisobit na obranné latky rostlin,



které je schopna detoxifikovat nebo tolerovat. Vznik rezistence také ovliviiuje vysoka
plodnost, schopnost migrace a uzké spektrum hostitelskych rostlin. Tyto skutecnosti

predstavuji velky problém v ochran€ porostli brambor (Hausvater a Dolezal, 2014).

Poskozeni mandelinkou bramborovou se projevuje zpocatku prodéravénim listd,
pozdéji pozerky po okraji listl, které jsou zptisobeny dospélci i larvami. Pti jejich hojném
vyskytu dochazi k holozirim a zdstavaji pouze stvoly brambor (Obr. 1) (KuZzma et al., 1996).
Larvy prodélaji 4 vyvojova stadia. Nejvétsi Skody zplisobuji larvy III. a IV. instaru (Divis et
al., 2011). V ptipad¢ ze brambory jest¢ nemaji listy, zivi se na jinych plevelnych lilkovitych
rostlinach (Duskova a Kopfiva, 2009). Na rozdil od brambor rajéata napadaji pouze dospélci

(Rod et al., 2005). Mandelinka bramborova je také podeziela z Sifeni nékolika chorob

brambor, véetné Ralstonia solanacearum a Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
(Smith et al., 2003).

Obr. 1: Holozir zptsobeny larvami mandelinky na bramborovych trsech (Hausvater
a Dolezal, 2019)

1.2.1 Vyskyt a SiFeni

Uzemi vyskytu mandelinky bramborové se neustéle rozsifuje. V devadesatych letech
se jeji teritorium odhadovalo na 16 milioni km? v Severni Americe, Evropé a Asii (Obr. 2).
Jeji vyskyt je téméf ve vSech bramboraisky vyspélych zemich s vyjimkou Australie a Nového
jeji zanc¢nou plodnosti, pfizptisobivosti k velkému poctu lilkovitych rostlin, dispozici
k migratnim letim a adaptaci na chlad a sucho prostiednictvim diapauzy. Ostatni brouci

z rodu Leptinotarsa nemaji takové migra¢ni a adaptaéni schopnosti (Jolivet a Verma, 2002).



Obr. 2: Vyskyt mandelinky bramborové (Zluta — piivodni vyskyt a oranzova soucasny vyskyt
mandelinky ~ bramborové, zelena — oblast puvodu brambor) (pfevzato z:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Potato_beetle_diffusion.jpg)

1.2.2  Zivotni cyklus

Cyklus zac¢ina na jafe nebo zac¢atkem léta v zavislosti na klimatu a fyziologickém stavu,
kdy ptezimujici brouci, tzv. jarni brouci, zacinaji vylézat z pudy. Pro vylet jarnich brouku je
limitujicim faktorem teplota vzduchu 15 °C a ptudy 14 °C v hloubce 20 cm. Vylet prvnich
imag muZe byt jiZ pii teploté 10 °C, ovSem jejich masovy vyskyt je nejdiive pii 14-15 °C.
V nasich podminkach se za¢inaji objevovat kolem poloviny kvétna a za¢atkem Cervna, kdy

zacinaji vyhledavat potravu a nasledné se mohou pafit (Kocmankova et al., 2008).

Piijem potravy je nulovy pfi 10 °C a maximalni pfi 25 °C. Kladeni vajicek nésleduje
béhem jednoho nebo dvou dnd po pateni. Samice kladou vajicka (10-30 kust) v nékolika
usporadanych fadach na spodni stranu listu (pfi 15-30 °C). Kazda samice mize naklast az
2000 vajicek (praimérné 500) (Smith et al., 2003). Embryonalni vyvoj je také zavisly
na teploté. Pfi primérné teploté 20 °C se larvy vylihnou za 10 dni. Nasledné v prib¢hu tif az
Ctyt tydnl prochéazeji ¢tyfmi larvalnimi stadii. Larvy posledniho instaru zalézaji do zemé (5-
12 cm), kde se kukli. Dospélci, tzv. letni brouci, se lihnou ptiblizné po 14 dnech. Zacinaji
ihned pozirat listy a pafit se (Hausvater a Dolezal, 2013). Cast téchto brouki se paii predeviim
v teplejsich oblastech, kde ma mandelinka druhou letni generaci brouki (piiblizné koncem
¢ervna). Ne vSechny oplozené sami¢ky kladou vajicka, ¢ast z nich zaléza do zemé, kde upada
do diapauzy (Duskova a Kopiiva, 2009). Diapauza je vyvolana fotoperiodou, teplotou

okolniho prostiedi a kvalitou vyzivy. Dlouhy den podporuje neustdlou reprodukci, kdezto


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Potato_beetle_diffusion.jpg

kratky den podporuje diapauzu. Jeji nastup se mezi jednotlivymi populacemi lisi
(Kocmankova et al., 2008). Vétsina dospélcti umira béhem druhého roku zivota. Uréity podil
pfezimovanych broukid se vSak v nasledujici zimé dostava do 2. diapauzy. Uvadi se, ze az
25 % piezimované populace muze vstoupit do 2. diapauzy. Uréity podil broukt muze zistat

Vv nepierusované diapauze po dobu 2 let (Alyokhin et al., 2008).

Vyvoj jedné generace (od vajicka az po mladé brouky) trva tedy 40-60 dni. ZvysSené
teploty v ¢ervnu a na zacatku ¢ervence mohou podpoftit zvySeni kladeni vajicek. Pravé suché
a velmi teplé obdobi vytvaii vhodné podminky pro hojny vyskyt mandelinky. Silny vyskyt
larev na konci sezony ma za nasledek vytvotfeni velké populace dospélci v pfistim roce

s nepiiznivym dopadem na rostliny brambor (Héni et al., 1993).

1.2.3 Popis a rozptyleni

Dospélci jsou 8-16 mm velci, vyznacuji se zlutym zbarvenim s deseti podélnymi
¢ernymi prouzky na krovkach a tmavymi skvrnami na hlavé a stitu (Obr. 3A). Naopak larvy
jsou zpocatku Cervenavé, pozdéji cihlové Cervené az okrové hnédé a po stranach hrudnich
a zadeCkovych ¢lankd maji tmavé skvrny. Hlava a nohy jsou také tmavé (Obr. 3B) (Kazda
etal., 2007; Lokaj a Uhlif, 2009). Vé&tsi a starSi larvy jsou zravéjsi. Poskozeni naté
mandelinkou a jejich vliv na vynos hliz zavisi pfedev§im na tom, v jaké vyvojové fazi
Kk poskozeni doslo (Duskova a Kopfiva, 2009). Larvalni stadium spotiebuje denné ptiblizné

40 cm? bramborovych listi, zatimco dospély brouk spotiebuje 10 cm?,

Brouci, zejména jarni generace, jsou schopni pii hledani zdroji potravy prelétavat
na velké vzdalenosti nebo se nechavaji unaset vzduSnymi proudy. PfenaSeni mohou byt 1
v moiské vodé. Dal§im zpusobem jejich rozptyleni je prostiednictvim jakékoliv piepravy
rostlin a hliz brambor ve vSech formach baleni. Rozptyleni jak v Case, tak i Vv prostoru
umoznuje tomuto Skiidci snizovat riziko katastrofalnich ztrat potomstva v disledku insekticidii
nebo stfidani plodin. Dospélci jsou aktivni ihned poté, co se vynoii z pidy a potiebu;ji
intenzivni pfijem potravy V trvani 5-10 dni v zavislosti na teplotg, aby dokon¢ili vyvoj letové
svaloviny. Pak jsou schopni létat nékolik kilometrti (Alyokhin et al., 2008). Rychlost letu
pozitivné koreluje s vétrem, pachy rostlin a mnozstvim svétla. Existuji 3 typy letl: lety
na kratké vzdalenosti v ramci blizkych hostitelskych rostlin, dlouhé lety na jind stanovisté
a diapauzni lety. Nepfetrzity pohyb v ramci hranice stanovisté umoznuje lepsi vyuziti zdroj,
vyhledavani partnera, distribuci potomstva a minimalizuje riziko ztrat zplisobenych predaci

nebo nepfiznivymi vlivy (Boiteau et al., 2003).



Obr. 3: Vyvojova stadia mandelinky bramborové. A) Dospélec klade vajicka na spodni stranu

listu (ptevzato z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Mandelinka bramborova). B) Riizna vyvojova

stadia larev (pfevzato z: https://de.wikipedia.org/wiki/Kartoffelkéfer).

1.2.4 Ekonomické aspekty

Mandelinka bramborova zpasobuje zna¢né $kody na vynosech brambor. V zemich,
které spadaji do Evropské a Stfedozemni organizace ochrany rostlin (EPPO), jsou ztraty
na vynosech az 50% (Smith et al., 2003). V Ceské republice se ztraty pohybuji mezi 30-50 %
pfi hojném a Casném vyskytu mandelinky, avSak za normalnich podminek k takovému
poskozeni dochazi velmi ziidka (Héni et al., 1993; KuZzma et al, 1996). Hausvater a Dolezal
(2014) uvadéji, Ze mandelinka bramborova pii soucasné trovni ochrany zpisobuje 10% ztraty
na vynosech pfiblizné na poloving ploch brambor v Ceské republice (15 000 ha). To znamena,
ze zpusobené skody jsou v hodnoté 131 250 000 K¢ (ztrata na vynosu 2,5 t/ha, realiza¢ni cena
3500 K¢/t). Samotna kontrola vyskytu mandelinky bramborové je velice nakladna.
Ministerstvo zemé&délstvi Spojenych stati odhaduje, Ze péstitelé brambor za rok utrati celkem
75 az 100 miliont dolarti na ochranu proti mandelince na cca 480 000 ha brambor (Perlak
etal., 1993).

1.2.5 Zpisoby ochrany

Ochrana proti mandelince bramborové je velice slozita a zavisi na velkém mnozstvi
opatieni. Je zapotiebi kontrolovat porosty brambor a stanovovat poskozeni. Urodu Ize chrénit
mechanicky ni¢enim Sktdce, a to pomoci zemédélské techniky a rucniho sbéru. Vyskyt
mandelinky je ovlivnén osevnimi postupy a stidanim plodin, avsak nejpouzivanéjsi metodou
ochrany proti mandelince jsou insekticidy. V ekologickém zemé&délstvi existuji i nékteré
biologické ptipravky jako naptiklad SpinTor. Mandelinka ma také fadu ptirozenych neptatel
jako jsou zlatoocka, slunécka nebo plostice, ale pfi jejim velkém vyskytu na nasem uzemi je

tento zplisob ochrany témét zanedbatelny.



1.25.1 Zemédélské a mechanické metody

Mezi preventivni zemédélska opatieni patii vybér vhodného stanovisté, casné vysadba
s dobfe naklicenou sadbou. Dale dodrzovani vétSich vzdalenosti mezi jednotlivymi
pestitelskymi plochami brambor (Héni et al., 1993). Péstovani brambor na stejném pozemku
vV mens$im ¢asovém rozmezi nez 4 roky zvySuje nebezpeci vétSiho vyskytu mandelinky
bramborové, tim padem nartstd moznost vétsich Skod v porostech brambor. Dal§im opatfenim
je pouziti rota¢niho kypfice pii obdélavani pudy a technologie odkamenovani, které reduku;i
mnozstvi piezimujicich broukd. Ti jsou bud’ poranéni, zabiti nebo lépe piistupni jejich
pfirozenym nepiatelim napt. ptakiim (Hausvater a Dolezal, 2013). Také existuji stroje, které
odsavaji brouky a larvy z napadenych rostlin. Tato mechanizace u nas nema vyznam diky jeji
energetické narocnosti i vzhledem k malému podilu ekologicky péstovanych brambor
(Hausvater a Dolezal, 2014). Moznou mechanickou obranou u nas je sbér pfedevs$im jarnich
broukd. Touto v¢asnou likvidaci zamezime vykladeni vajicek. Nasledné se doporucuje nicit
vajicka a larvy. Tyto metody jsou uplatnitelné pfedev§sim na malych plochach (Rasocha et al.,

2008).

1.2.5.2 Biologicka ochrana

Dalsi moznou metodou je vyuziti ptirozenych neptatel a antagonistickych organismii
pro likvidaci mandelinky bramborové. V nasich podminkach je vyuziti pfirozenych predatort
mandelinky neredlné, nebot’ redukce vyskytu Skiidce t€émito Zivocichy je pomérné mala. Je
znamo, ze v USA je vysazovana do porostll brambor drava plostice Perillus bioculatus, ktera
intenzivné likviduje vajicka a larvy (Hausvater a Dolezal, 2013). Déle jsou vyuzivany
mikroorganizmy jako napf. Bacillus thuringiensis, ktery je extrémné virulentni proti larvam
a dospélcim mandelinky bramborové. Z druht hub je to Beauveria bassiana, ktera se zda byt
nadé&jnou pro pouziti v ochrané proti mandelince (Jolivet a Verma, 2002). Mezi dalsi ptirozené
neptatele mandelinky patii pfedev§im Spacci, kosi, koroptve a bazanti. Z obojzivelnikd jsou
to ropuchy a z hmyzu plostice, stievlici, slunécka, Skvoti a pavouci (Duskova a Kopfiva,
2009).

1.2.5.3 Slechtitelské metody

Slechtitelské metody jsou Vv boji se $kidci velice efektivni, nebot’ jsou zaméfeny
na ziskani odrid, které jsou odolné nebo dostate¢né tolerantni viici Skodlivym ¢initelim (Rod,
2017). Proto se genové manipulace jevi jako velice nadéjné i pro ziskani odrid rezistentnich
viac¢i mandelince bramborové (Rasocha et al., 2004). Bohuzel Slechténi S. tuberosum

komplikuje tetraploidie. Vneseni genti rezistentnich divokych druhii brambor do S. tuberosum
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brambor. | pfes vice nez stoleté Slechtitelské usili nejsou v soucasné dob¢ na trhu k dispozici

zadné komer¢ni kultivary rezistentni vii¢i mandelince (Alyokhin, 2009).

1.2.5.4 Insekticidy

Insekticidy jsou nejucinnéjsi a nejpouzivangjsi pti ochrané porostii brambor. Ochrana
za pouziti insekticidi se provadi podle vyskytu dospélcti a larev. Rozhodujici je pocet
dospélct na jeden hektar. Za prah Skodlivosti se povazuje 100 dospélcti na 1 hektar (Kazda
et al., 2003) nebo 5000 larev na 1 hektar. V praxi je tato hodnota stanovovana podle hodnoty
140 a vice ohnisek po 35 larvach na 1 hektar. Chemicka ochrana se také provadi pii 20% ztraté
listové plochy. Pokud jsou napadeny pouze okraje porostu, vétSinou staci okrajové oSetteni
(20-30 m) (Lokaj a Uhli#, 2009). V roce 2015 bylo v Ceské republice registrovano celkem 27
dostupnych insekticidii na oetieni porostu brambor proti mandelince (UKZUZ, 2015).

Velkym problém pii pouzivani insekticidi je ziskand rezistence mandelinky
bramborové k velké skale chemickych sloucenin a rychla adaptace na nové. Proto je zapotiebi
dodrzovat pravidla pouzivani insekticidd. Dilezitym faktorem pro oddéaleni vyvoje rezistence
je stiidani riznych tfid insekticidl a snizovani insekticidniho tlaku na populace skudca. Mezi
riznymi populacemi a vVyvojovymi stadii se Urovné rezistence lisi. V nékterych piipadech
muze byt velmi vysoka. Od poloviny minulého stoleti si mandelinka vyvinula odolnost vici

52 riznym slouceninam, které patii do vSech hlavnich tfid insekticida (Alyokhin et al., 2008).

1.2.6 Prirozena obrana rostlin

Listy rostlin zajiSt'uji nékolik hlavnich funkci jako je fotosyntéza, stalost vnitfniho
prostiedi a transport vody. Také maji funkci bariéry, ¢imz rostlinu chrani pied nepfiznivymi
podminkami vnéjSiho prostiedi (Oguchi et al., 2018). Pomyslnou bariéru mezi vnitinim
a vné€j$im prostfednim tvofi kryci pletiva na povrchu rostlin. Chréani rostliny pied ptisobenim
nepfiznivych vngjSich faktori biogennich 1 abiogennich, ale také zprostfedkovavaji
komunikaci mezi rostlinou a okolnim prostiedim. Mezi ochranné vrstvy listu rostlin patii
epidermis a kutikula, praduchy, emergence, papily a trichomy. Pokozka (epidermis) spolu
s kutikulou tvofi horni a spodni ochrannou vrstvu listu. V pokozce se také vyskytuji
specializované typy bunék jako jsou praduchy (stomata), které reguluji vyménu plyni.
Emergence, papily a trichomy jsou dal$i specializované utvary, které se vyskytuji v mnoha

podobéach. Jedna se o vyristky na povrchu rostlinného organu (Votrubova, 2010).



Sklerenchym
Pochva cévniho svazku

Mezibunéény prostor
Podpriduchovy mezibunéény prostor

5 Priduch
L_L_— Abaxialni epidermis

Obr. 4: Schéma vnitini stavby bifacialniho listu dvoudélozné rostliny (upraveno podle:

https://thepharmacognosy.com/anatomy-of-leaves/)

1.2.6.1 Epidermis a kutikula

Epidermis tvoii hranici mezi vnitinim prostfedim listu a vnéjSim prostiedim. Jeji
funkci je ochrana pfed nadmérnymi ztratami vody, patogeny a dal§imi neptiznivymi faktory
vnéjsiho prostiedi. Déle zajistuje vyménu latek (hlavné kysliku, vody a oxidu uhli¢itého).
Epidermis na horni (adaxialni) strané listu se li§i svou stavbou od epidermis na spodni
(abaxialni) strané. Builky tvofici horni vrstvu epidermis maji vétSinou tlustSi vné&jsi stény

a silngjsi vrstvu kutikuly (Votrubova, 2010).

Epidermis u vSech suchozemskych rostlin je jesté pokryta kutikulou, coz je souvisla
hydrofobni vrstva. Ta se také podili na kontrole ztrat vody a ochrané rostlin proti patogeniim
a hmyzim byloZravcim (Kunst a Samuels, 2009). Vzhledem k tomu, Ze kutikula je prihledna
stejné jako epidermalni buriky, které pokryva, svétlo snadno pronika do fotosyntetickych tkani
pod ni a zaroven chrani rostlinu pfed ultrafialovym zafenim slunce (Lopez a Barclay, 2017).
Soucasti této vrstvy jsou epikutikuldrni vosky, které ochranné vlastnosti kutikuly zvySuji.
Epikutikularni voskové struktury mohou poskytovat fyzickou bariéru, kterd brani hmyzu
Vv pfistani a zamezuje kladeni vaji¢ek na povrch listu (Pott et al., 2012). Mobilita Skidcii
s cilem regulovat mnozstvi vosku v kutikule rostlin pro jejich zvysenou odolnost vici

Skiidctim, ale je zapotiebi zvazit zhorSeni ostatnich funkci, které vosky plni (Roberts, 2007).
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1.2.6.2 Trichomy

Trichomy jsou specializované epidermalni bunky, které se vyskytuji predevsSim
na listech a stoncich pouze u nékterych druhu rostlin. Jejich velikost se pohybuje od nékolika
mikrometri do né€kolika centimetrti a vykazuji obrovskou druhové specifickou rozmanitost

tvaru. Proto se Casto pouzivaji jako diagnosticky znak pro identifikaci druht rostlin.

Trichomy mohou byt jednobunécné nebo mnohobunééné, ale kritériem jejich
klasifikace je predevSim piitomnost ¢i absence sekrecnich zldz. Tim se jednoduSe déli
na zlaznaté (glandularni) nebo nezlaznaté (non-glandularni) (Glas et al., 2012). Dale jsou
rozdélovany podle mnohobunéc¢ného nebo jednobunééného zakladu. Také podle po¢tu bunek,
které tvoti stonek trichomu. Pokud se jedna o glanduladrni trichomy, jsou jesté rozdélovany
podle toho z kolika bunék se sklada glandularni hlavicka. B&zné jsou i rozvétvené trichomy
ve tvaru hvézdice, které jsou typické pro husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) (Oguchi et
al., 2018). Podle funkce rozlisSuje Ceskd védecka literatura trichomy kryci, zlaznaté
a absorpcni. Anglicka literatura pouziva jednodussi ¢lenéni na Zlaznaté a nezlaznaté, tak se
vyhybé tomu, Ze jasné€ definovat kryci trichomy je obtizné. U stejného druhu rostliny miiZzeme

pozorovat vice nez jeden typ (Votrubova, 2010).

Lilek (Solanum) je pocetny rod rostlin a ma velkou diverzitu trichomu, hlavné téch
glandularnich. Velmi dobfe je popsana stavba trichomt u rodu Lycopersicon, kdy jsou
trichomy déleny na 7 typa, kdy typ I, IV, VI a VII mé glandularni hlavi¢ku, kdezto do non-
glandularnich trichomt patii typ I a III a V (Obr. 5A) (Simmons et al, 2005). V soucasné
dob¢ nejsou dana kritéria pro typizaci trichoma u brambor. Cho et al. (2017) ve své praci
rozdéluji trichomy S. tuberosum do dvou skupin na: glandularni a non-glandularni. Non-
glandularni de€li jesté podle toho, zda maji mnohobunécny nebo jednobunétny zaklad

a glandularni podle poctu bunék tvofici glandularni hlavicku (Obr. 5B).
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Obr. 5: A) Typy trichomt u rodu Lycopersicon: glandularni (typ I, IV, VI a VII) a non-
glandularni (typ I, III a V) (Vendemiatti, 2020). B) Typy trichomu na listech kultivovanych
brambor (Solanum tuberosum): glandularni (typ VI a VII) a non-glandularni (typ Il a V) (Cho
etal., 2017).

Existuje nékolik funkci listovych trichomt, které byly pozorovany béhem desitek let
studii. Hraji dtlezitou roli pii zvySovani ucinnosti vyuziti vody, fizeni teploty, absorpci vody.
Slouzi jako odpuzovac prachu, ochrannd bariéra proti bylozravciim nebo naopak poskytuji
vhodnéjsi prostiedi pro ¢lenovee obyvajici listy (Oguchi et al., 2018). Nejcastéji uvadénou
funkci je prave ochrana proti hmyzim bylozravcim. Non-glandularni trichomy hraji dilezitou
roli jako mechanicka bariéra, kterou tézko prekonava maly hmyz. Znemoznuje jim uchytit se
na list, pohybovat se po ném a zaroven jej chrani pied poziranim. Naopak jako chemicka
bariéra slouzi glandularni trichomy, jejichZ funkci je produkovat latky, které maji toxické
a repelentni u¢inky vuci hmyzu (Simmons a Gurr, 2005). Mnohé¢ latky se také staly komeréné
dalezitymi. Nasly vyuziti jako prirodni pesticidy, potravinaiské piisady nebo 1éCiva.
Glandularni trichomy (napf. maty, bazalky, levandule, oregana, tymianu atd.) jsou také
dilezitym zdrojem éterickych oleji, tedy pfirodnich viini nebo latek, které mohou byt pouzity

ve farmaceutickém primyslu (Glas et al., 2012).

V glandularnich trichomech u rostlin Solanaceae se vyskytuji amfipatické estery
cukru, které jsou spojovany s odolnosti proti hmyzu. Ta také casto koreluje s hustotou
glandularnich trichomt. Bylo prokazéano, Ze estery cukri, které jsou produkované vysokymi
glandularnimi trichomy divokych druha rajéat (Lycopersicon penneli) a brambor (Solanum
berthaultii) inhibuji napadeni msicemi (Shepherd et al., 2005). Cho et al. (2017) ve své studii
potvrdili, Zze velka hustota glandularnich trichomi u divokych druhti brambor (S. berthaultii

a S. hougasii) potlacuje napadeni msicemi.

12



1.2.6.3 Ochranné latky

Toxické slozky brambor, mezi které patii solanin a chaconin, se fadi mezi
glykoalkaloidy. Ve velkych davkach jsou toxické i pro ¢lovéka. Jejich obsah se 1isi v riiznych
odridach. VIiv na jejich obsah v rostliné ma také pocasi, kvalita pidy a systém hospodaieni.
Lilek brambor dale obsahuje polyfenoly, pfirodni latky rostlin, které potfebuji pro svou obranu
proti skidciim a chorobam (Divi§ et al., 2011). Z celkového obsahu polyfenolt ptredstavuje
nejveétsi mnozstvi kyselina chlorogenova (90 %). Obsah polyfenoli je rizny u jednotlivych
odrtd, vliv ma také pocasi a systém hospodareni (Kovac et al., 2001). U lilkovitych rostlin,
konkrétn¢ u bramboru jsou dilezité rostlinné hormony jako je kyselina jasmonova
a salicylova. Tyto latky hraji Gstfedni roli v regulaci rostlinnych reakci na biotické nepratele.
Dalsi fytohormony vcetn€ auxini a kyseliny abscisové jsou také spojovany s obrannymi
reakcemi rostlin. Z tohoto diivodu pfedstavuje analyza rostlinnych hormont dilezitou oblast

vyzkumu soucasnych rostlinnych véd (Dobnik et al., 2021).

1.2.7 Preference

Diive byla provedena studie chovani larev mandelinky na bramborovych listech.
Preference byla porovnavana pouze u plané rostouciho druhu S. berthaultii a u kultivovaného
druhu S. tuberosum. U téchto druhti bylo porovnano mnozstvi Ziru a bylo zji§téno, ze larvy
mandelinky bramborové preferuji S. tuberosum. Byl vyvozen zavér, Ze inhibice ziru muze
zaviset na bariéte, kterou poskytuji glandularni trichomy, nebot’ pokud byly listy S. berthaultii
mechanicky zbaveny trichomt byl nartist Ziru vyssi i u tohoto druhu. Analyza piesného poc¢tu

trichomii nebyla provedena (Dimock et al., 1988).

V soucasné dobé byla experimentalné stanovena preference mandelinky bramborové
ke kultivovanym odridam brambor. Preference mandelinky k jednotlivym odridam je rtizna
podle miry okusu (larvami i dospélci) jak v laboratornich, tak v polnich pokusech po dobu 3
let (2020-2022). K testovani byly vybrany nasledujici odrtidy brambor: Bernina, Magda, Dali,
Carrera, Marabel, Princess, Adela, Impala, Red Anna, Anuschka, Antonia a Rosara. V polnich
podminkach bylo vysazeno celkem 10 odrid brambor (Carrera, Marabel, Princess, Adéla,
Impala, Red Anna, Anuschka, Antonia, Rosara a Bernina). Vysledky polnich pokust z roku
2022 jsou ukazany na obrazku 6. Preference K jednotlivym odriidaim se méni béhem sezony,
kdy rostliny rostou a mandelinka prochazi riznymi vyvojovymi stadii. Primérna defoliace
mandelinkou u mladych rostlin béhem tii let (2020-2022) je znazornéna na obrazku 7a
a u starsich rostlin za obdobi 2020-2022 je na obrazku 7b.
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Obr. 6: Vyvoj defoliace mandelinkou bramborovou u vybranych odrad v roce 2022. Lokalita

Zabgice (Ing. Oxana Skokova Habustova, Ph.D., nepublikovana data).
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Obr. 7a: Primérna defoliace mandelinkou bramborovou u mladych rostlin vybranych odrad

za obdobi 2020-2022 (Ing. Oxana Skokova Habustova, Ph.D., nepublikovana data)
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Obr. 7b: Primérna defoliace mandelinkou bramborovou u star$ich rostlin vybranych odrad
za obdobi 2020-2022 (Ing. Oxana Skokova HabuStova, Ph.D., nepublikovana data)

Experimentalni odriidy brambor byly vysdzeny v dubnu na pokusné plose v obci
Zabéice v Jihomoravském kraji. Celkova experimentélni plocha pfedstavovala 756 m? a byla
rozdélena pomoci GPS navigace na 30 pozemki. Na jednom pokusném pozemku (25,2 m?)
byly vysazeny ¢étyfi fadky brambor pozadované odrudy (Obr. 8). Délka tadku cinila 8,4 m,
pocet hliz v fad€ byl 28, vzdalenost mezi hlizami v fad€ byla 0,3 m a rozte¢ mezi fadky 0,75
m. Na hodnoceni byl pouzit vzdy 2. a 3. fadek, ostatni fadky slouZzily jako ochranny pas
od sousedni odrudy. Citlivost odruid byla hodnocena pomoci procenta defoliace bramborovych
listd na kazdy tadek. Procento defoliace bylo stanoveno zprimérovanim hodnot odhadu
defoliace od nékolika nezavislych hodnotiteld (Ing. Oxana Skokova Habustova, Ph.D.,

nepublikovana data).
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Obr. 8: Pohled z dronu na odriidy brambor na pokusné plose v Zabéicich (Ing. Oxana Skokova

Habustova, Ph.D., nepublikovana data).
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2 Cile prace
Hlavnim cilem bakalai'ské prace bylo zjistit divod, pro¢ jsou nékteré z dvanacti odrid

kultivovanych brambor, Solanum tuberosum, mén¢ atraktivni pro mandelinku bramborovou,

Leptinotarsa decemlineata.

1) Zjistit, zda existuje korelace mezi mirou ziru mandelinkou bramborovou a pocétem

zlaznatych (popf. nezlaznatych) trichoma na listech brambor.

2) Zjistit, zda existuje korelace mezi mirou ziru mandelinkou bramborovou a procentualnim

zastoupenim vody V listech brambor.

3) Zjistit, zda existuje korelace mezi mirou Ziru mandelinkou bramborovou a tlous$tkou

voskové vrstvy listd brambor.

4) K dosaZeni stanovenych cilti bylo nutno osvojit si fadu histologickych a mikroskopickych
technik a analytickych programi. Zdokonalit se v ptipravé paraplastovych a kryo fezl
a vzorkli pro kryo skenovaci elektronovou mikroskopii, naucit se samostatné¢ ovladat
fluorescen¢ni, konfokalni a skenovaci elektronovy mikroskop a provadét analyzy obrazu
v programech Image J (Schneider et al., 2012) a Photoshop (Adobe, San Jose, Kalifornie,
USA).
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

V experimentech bylo pouzito 12 odrud brambor (Bernina, Magda, Dali, Carrera,
Marabel, Princess, Adela, Impala, Red Anna, Anuschka, Antonia a Rosara). Rostliny byly
ziskéany z tkanovych kultur (meristémi) z Vyzkumného ustavu bramborarského z Havlickova
Brodu. Ze Zivné pudy byly meristémy transformovany do sadbového plata se zeminou a po
dosazeni cca 10 cm piesazeny do kvétinaci o priméru 22 cm a péstovany ve skleniku pfi
22 °C, 75% vlhkosti a pfirozeném svétle v letnim obdobi, v zimnim obdobi pfi umélém
ptisvécovani (fotoperioda 16:8). Po dosazeni 30-35 cm byly rostliny brambor pouzity

na experimenty.

3.2 Zobrazovani trichomu

Pro zobrazovani trichomu bylo potieba zvolit vhodnou mikroskopickou metodu, ktera
umoznuje nasnimat co nejveétsi plochu listi a zaroven poskytuje dostatecné rozliseni,
t]. umozni rozlisit a kvantifikovat zakladni typy trichomt — glandularni a non-glandularni.
Byly vyzkouseny dvé mikroskopické metody — stereomikroskopie a skenovaci elektronova

mikroskopie.

3.2.1 Stereomikroskopie
Stereomikroskop SZX16 (Olympus, Shindzuku, Japonsko) byl pouzit pro zachyceni
trichomut na ¢erstvém listu, a to bez jakéhokoliv piedeslého osetfeni nebo po napusténi listu

inkoustem, aby se dosahlo vétsiho zvyraznéni trichomd.
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Obr. 9: List odrady Carrera pod stereomikroskopem. A, B) Riizné zvétSeni abaxialni strany

listu — glandularni trichomy (Sipky) a non-glandularni trichomy (hroty Sipek). Méfitko:
100 pm.

V ptipadé klasické stereomikroskopie nebylo mozné ziskat kvalitni snimky pii velkém
zvétseni. Navic trichomy byly prihledné, coz znemozinovalo rozeznat jednotlivé typy

trichomu. Pii mensim zvétSeni byly pocitatelné pouze vétsi non-glandularni trichomy, kdezto

fada glandularnich trichomu splyvala s pozadim listu (Obr. 9A, B).

Obr. 10: List odrady Red Anna napustény inkoustem pod stereomikroskopem. A, B) Ruizné
zvétSeni abaxidlni strany listu — glandularni trichomy (Sipky) a non-glandularni trichomy

(hroty Sipek). M¢étitko: 500 pm.

Po napusténi listu inkoustem doslo k obarveni Zilnatiny listu a trichomt v jejim okoli.
Podbarvilo se pouze malé procento trichomut. Zbytek zustal prahledny a tézko rozliSitelny
(Obr. 10A, B).
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3.2.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

K dosazeni kvalitniho rozliSeni snimkt povrchu listu pii mensim zvétSeni byla pouzita
skenovaci elektronova mikroskopie (SEM). Byly vyzkouSeny dvé metody zpracovani vzorku.
Prvni z nich bylo oSetfeni listu parami oxidu osmicelého a jeho nésledné pozlaceni. Druha

metoda byla kryo skenovaci elektronova mikroskopie, kdy byl list zmrazen parami tekutého

dusiku, sublimovén a pozlacen.

Obr. 11: Struktura listu pod skenovacim elektronovym mikroskopem. A, B) Adaxialni strana
listu odridy Red Anna po oSetfeni parami oxidu osmicelého a pozlaceni. C, D) Adaxialni
strana listu odridy Red Anna (C) a Dali (D) vizualizovana pomoci kryo-SEM. Glandularni

trichomy (Sipky) a non-glandularni trichomy (hroty Sipek). Métitko 100 um.

Skenovaci elektronovy mikroskop Jeol JSM-7401F (Joel, Akishima, Japonsko)
umoznil ziskat snimky ve velmi kvalitnim rozliSeni. V prvnim ptipadé€, kdy byl list oSetfen
parami oxidu osmicelého, dochazelo k sesychani trichomt (Obr. 11A, B), coz zptsobovalo
nepiesnosti pii stanoveni jejich presného poctu. Nejvhodnéjsi metodou pro vizualizaci plochy

listu byla kryo skenovaci elektronova mikroskopie, ktera poskytovala snimky v dostate¢ném
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rozliseni umoznujici zakladni kvantifikaci trichomt (Obr. 11C, D). U této metody muselo dojit
k optimalizaci, vzhledem k tomu, Ze bylo nutno ziskat udaje o poc¢tu trichomt z pomérné velké

¢asti listové plochy.

3.2.2.1 Optimalizace metody

Byl zhotoven specialni kovovy tercik, ktery umozinoval zachytit, co nejvétsi plochu
snimaného objektu (Jiti Vanécek, Laboratof elektronové mikroskopie (LEM) BC). Jeho
rozméry byly limitovany velikosti komory skenovaciho elektronového mikroskopu. Rozméry

terciku byly nasledujici: délka 25 mm, Sitka 21 mm a vyska 1,5 mm.

Byla zhotovena specialni difevéna vykrajovatka opatiena dvéma ziletkami (Obr. 12A),
kdy u jednoho byla vzdalenost ziletek 24 mm a u druhého 21 mm. Pomoci téchto vykrajovatek
byla vyftiznuta rostlinna tkan (Obr. 12B). Pro pokus byly vybrany listy vzdy ze stejné Casti
meristémové rostliny, tj. vrcholovy list ze 3. patra. Bylo potfeba pouzit Cerstvou tkan.
V ptipad¢ zamrazeni vykrojené ¢asti listu pro pozdé¢jsi pokusy dochazelo béhem manipulace
K odlamovani jeho ¢asti, sesychani trichomt a celkovému popraskani tkané zapti¢inéné

sublimaci vody ve zamrazeném materialu.

A

Obr. 12: A) Dievéné vykrajovatko se dvéma ziletkami (navrZzeno a zhotoveno Janem

Langhansem, Laboratoi elektronové mikroskopie (LEM) BC). B) Ukazka zptsobu vyiiznuti
casti listu.
3.2.2.2 Priprava vzorku

Z kazdé odrudy brambor byly pouzity ¢tyfi listy, a to vzdy dva pro vyifezy z abaxialni
a dva z adaxialni strany listu. Cast rostlinné tkang, ktera byla vyfiznuta pomoci vykrajovatek

byla nasledné ptilepena pomoci agar6zového gelu na kovovy terc¢ik (Obr. 13A). Nasledovalo
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rychlé zmrazeni parami tekutého dusiku (Obr. 13B). Dalsim krokem byla sublimace v komote
mikroskopu, sublimace byla méfena od -95 °C po dobu 2 minut, kdy se dosahlo pozadované
teploty -135 °C (Obr. 13C). Nakonec doslo k pokoveni vzorku zlatem, a to po dobu 1 minuty

(Obr. 13D). Poté uz mohl byt vzorek vlozen do mikroskopu a byl prohlizen pii -135 °C.

Obr. 13: Priprava vzorku pro kryo-SEM. A) Piilepeni vzorku na kovovy tercik. B) Zmrazeni

parami tekutého dusiku. C) Sublimace v komote mikroskopu. D) Pozlaceni.

3.2.2.3 Dokumentace

Vzorky byly prohlizeny a dokumentovany pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu Jeol JSM-7401F (Joel, Akishima, Japonsko). Pro skenovani byla vytvoiena
Sablona (Obr. 14), kde jednotlivé plochy predstavuji zorné pole mikroskopu rozkreslené
na celou plochu terciku, a to pfi nejmensim mozném zvétSeni 43x. Pfi tomto zvétSeni je
velikost zorného pole 2,8 x 2,3 mm a rozmér zachycené listové plochy 6,44 mm?. Nasnimani
pouze kazdého druhého snimku v Sachovnicovém wuspofdddni umoznilo zachytit
reprezentativni oblasti z celé plochy listu umisténého na teréiku 504 mm? a zarovei
maximaln¢ zkratit dobu skenovani. Celkem bylo nasnimano 36 snimkd, coz predstavuje
231,84 mm? plochy listu. P¥i rychlosti snimani 40 sekund a rozliseni 1280x1024 pixelf, které
poskytovalo snimky s dostatecnou kvalitou pro naslednou analyzu dat, pak nasnimani jednoho

vzorku trvalo 24 minut.
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Obr. 14: Sablona pro skenovani. Pole $achovnice predstavuji zormné pole elektronového

mikroskopu. Nasniména byla pouze zelend pole.

3.2.2.4 Analyza ziskané dokumentace — ImageJ

K vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit program ImageJ (Schneider et al., 2012),
konkrétné funkce Cell counter. Bylo pocitano zastoupeni glandularnich a non-glandularnich
trichomii. Pro kazdy vzorek listu byly vyhodnoceny vSechny pofizené snimky a vysledny
pocet jednotlivych typl trichomt secten. Pro kazdou odridu byly vysledné hodnoty vzorki

ze 2 listd zpramérovany a byla stanovena smérodatna odchylka.

3.3 Procentualni zastoupeni vody v listech

U 12 odrid brambor byl méfen objem vody v susing listu. Od kazdé z nich bylo sebrano
dvacet listl, deset menSich a deset vétSich. Byla zvaZena jejich hmotnost na analytické vaze
AX224M (Ohaus) a nasledné byly listy suseny v termostatu (Brnénska medicinska technika
a.s.) 7 dni pfi teploté 37,5 °C. Poté byla opét zvazena hmotnost listil na analytické vaze. Bylo

vypocteno procento vody.

3.4 Stanoveni tloust’ky voskové vrstvy epidermis

Pro zhotoveni pfi¢nych fezi listy a naslednou detekci voskové vrstvy byly testovany
dv¢ histologické techniky: paraplastové a kryo fezy. Pro paraplastové fezy byla mala ¢ast listu
fixovana roztokem Bouin-Hollande (BHS) (nasycena kyselina pikrova 88,8 %, formaldehyd
3,6 %, nasyceny octan méd’naty 2,2 %) Cerstvé smichanym s HgCl, v poméru 10:1. Pro kryo

fezy byly testovany tii rizné zpusoby fixaze: 1) 4% paraformaldehyd (PFA), 2) PFA spolu s
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kyselinou octovou (PFA 4 % a kyselina octova 5 %), 3) formaldehyd-ledova kyselina octova
(FAA) (ethanol 50 %, formaldehyd 4 %, ledova kyselina octova 5 %).

3.4.1 Paraplastové fezy
3.4.1.1 Fixace a priprava vzorku

Z pravé casti listu blize k fapiku byly vyfiznuty malé kousky tkané (3 x 4 mm)
a fixovany v BHS. Tkan v mikrozkumavkach byla umisténa do rotaéni michacky SB2 (Stuart)
a byla fixovéna po dobu 24 hodin pii 4 °C. Po uplynuti 24 hodin byla fixaz 3x promyta pomoci
70% ethanolu vzdy po dobu 30 minut. Nasledné byla tkan odvodnéna vzestupnou alkoholovou
fadou (96% ethanol 2x 30 min, 100% ethanol 2x 30 min) a ptfevedena do chloroformu
(2 x 30 min). Tkan byla umisténa do plastovych formicek, zbytek chloroformu byl odsan
a tkan byla zalita a prosycena paraplastem plus (Sigma-Aldrich) ptes noc pii 60 °C. Dalsi den
byly vzorky naorientovany a paraplast se nechal zpolymerizovat pii pokojové teploté.
Po dokonalém ztuhnuti byla odstranéna formicka a paraplasovy blocek byl ptilepen pomoci
nahiaté kovové Spachtle na dievény nosi¢. Paraplastovy blocek byl rastrovan pomoci ziletky
tak, aby kolem tkan¢ zlistala minimalni vrstva prazdného paraplastu (2—4 mm) a aby protilehlé

strany budouci fezné plochy byly rovnobézné.

3.4.1.2 Zhotoveni Fezii

Dfievény nosi¢ byl upevnén do svorek mikrotomu RM2235 (Leica, Wetzlar, Némecko)
a na hladinu vody byly krajeny paraplastové fezy o tloust’ce 7 pm, které byly pomoci Stétce
pteneseny na podlozni sklo 25 x 75 x 1 mm do kapky destilované vody. Skla byla umisténa
na ploténku HI1220 (Leica) vyhtatou na 45 °C. Po nataZeni paraplastovych fezi byla odsata

voda a fezy se nechaly na ploténce schnout dva dny, aby dostate¢né piilnuly ke sklu.

3.4.1.3 Barveni

K barveni paraplastovych fezii byl pouzit kit Masson Trichome (Sigma-Aldrich).
Vzorky byly zbaveny parafinu promytim v xylenu (2x 10 min) a nasledné zavodnény pomoci
sestupné alkoholové tady, kdy byl pouzit 96% a 70% ethanol kazdy po dobu 5 minut.
Nasledovalo promyti v destilované vodé po dobu 5 minut. Preparat byl barven roztokem
Biebrich scarlet-acid fuchsin po dobu 3 minut a promyt v destilované vodé 3x 1 minutu. Dale
byl oSetfen roztokem kyseliny fosfomolybdenové po dobu 5 minut a promyt destilovanou
vodou 2x 1 minutu. Nakonec byl preparat ponoien do roztoku anilinové modii po dobu
5 minut a promyt v destilované vodé 3x 1 minutu. Dal$im krokem bylo dukladné odvodnéni

vzorkti vzestupnou alkoholovou fadou, kdy byl pouzit 70%, 96% a 100% ethanol, vzdy
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po dobu 3 minut. Pak byly vzorky ponofeny do xylenu 2x na 5 minut. Byl zhotoven trvaly
preparat zamontovanim do zalévaciho média DPX Mountant (Sigma-Aldrich) a piekrytim
krycim sklem 24 x 60 mm (Menzel-Glaser).

3.4.1.4 Zhodnoceni vhodnosti metodiky pro detekci vosku
Fixace fezi v roztoku Bouin-Hollande (BHS) zachovala strukturu rostlinné tkang.

Nasledné barveni metodou Masson Trichome obarvilo vnitini strukturu pificného fezu

a voskova vrstva epidermis zustala neobarvena (Obr. 15). Z toho divodu je tato metoda

nevhodna pro prométeni tloustky voskové vrstvy.

Obr. 15: Pficny fez listem odridy Magda obarveny metodou Masson Trichome pod

fluorescenénim mikroskopem BX63 (Olympus, Shindzuku, Japonsko). Métitko 50 um.

3.4.2 Kryo fezy
3.4.2.1 Fixace a priprava vzorki

Z pravé Casti listu blize k tapiku byly vyfiznuty malé kousky tkané (3 x 4 mm)
a fixovany jednim z nasledujicich zpisobu: 1) ve 4% PFA po dobu 20 minut, 2) v PFA spolu
s kyselinou octovou (PFA 4 %, kyselina octova 5 %), ve kterém byly vzorky ponechany pies

noc pii 4 °C.

Ve vSech piipadech byla fixaz nasledné¢ promyta v 1x PB (fosfatovy pufr) pomoci
rota¢ni michacky (3x 15 min). Tkan byla ponechana pies noc ve 25% sachar6ze na rotacni

michaéce pii 4 °C. Nasledujici den byla tkan zalita montovacim mediem Cryomount
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(Histolab) a ponechana ptes noc pii 4 °C. Nakonec byla umisténa do plastovych formic¢ek

s montovacim mediem, zmrazena v tekutém dusiku a skladovana v -80 °C do pouziti.

Dale byla testovana fixace tkan¢ FAA ve vakuu (Buda et al., 2009). Do
mikrozkumavek s fixazi byla umisténa tkan a mikrozkumavky byly ponechany 15 minut
ve vakuové picce (Fischer Scientific). Tlak byl nastaven na 75 mb, teplota na 20 °C
a mikrozkumavky byly ponechany oteviené. Vzorky byly umistény pfes noc do nové fixaze
pii 4 °C. Byl pfipraven roztok 15% a 20% sacharozy ve 100mM PBS (fosfatem pufrovany
solny roztok). Nejdtive byly vzorky ponechany v roztoku 15% sachar6zy a byly opét umistény
do vakua na 15 minut. Nasledné byly vzorky umistény do ¢erstvého roztoku 15% sacharézy,
kde byly ponechany pies noc pii 4 °C. To samé bylo zopakovano i s roztokem 20% sacharézy.
Nakonec byla tkdn promyta v montovacim mediu Cryomount a ptfenddna do plastovych

formicek s ¢istym montovacim mediem, zmrazena tekutym dusikem a skladovana v -80 °C.

3.4.2.2 Zhotoveni kryo fezii

Rezy byly zhotoveny na kryostatu CM1850UV (Leica, Wetzlar, Némecko). Tkatiovy
blocek byl pfipevnén pomoci destilované vody na kovovy ter¢ik a rastrovan pomoci
vychlazené Ziletky. Rezy byly krajeny na velikost 8 pm pii -22 °C. Jednotlivé fezy byly
umistény na podloZni skla 25 X 75 X 1 mm a byly skladovany v mrazéku pii -20 °C az

do barveni.

3.4.2.3 Barveni lipidi pomoci Oil red O

Bylo pfipraveno zasobni barvivo. Ve 100 ml isopropanolu bylo rozpusténo 0,5 g Oil
red O (Sigma-Aldrich). Pracovni roztok byl pfipraven vzdy Cerstvy zfedénim 30 ml zasobniho
barviva ve 20 ml destilované vody. Roztok byl ponechdn 10 minut odstat a nésledné byl

prefiltrovan pomoci filtraéniho papiru.

Sklas kryo tezy byly promyty 60% isopropanolem po dobu 1 minuty a pak nasledovalo
samotné barveni pracovnim roztokem po dobu 10 minut. Vzorky byly opét promyty 60%
isopropanolem 1 minutu a nasledné v PBS 2 minuty. Nakonec byla tkan zamontovana
do 100% glycerinu (Lillie a Ashburn, 1943).

3.4.2.4 Barveni voskové vrstvy pomoci Auramine O
Roztok byl pfipraven rozpusténim 0,01 g Auraminu O (Alfa Aesar) ve 100 ml
1M Tris/HCI (pH 7,4). Vzorky byly barveny po dobu 15 minut a nasledné byly oplachnuty

Vv destilované vodé a zamontovany do 100% glycerinu (Buda et al., 2009).
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3.4.25 Zhodnoceni riznych zpisobi zpracovani rostlinné tkané

Nejvhodnéjsi pouzitou fixazi pro zpracovani listové tkané byl 4% PFA a nasledné
obarveni fezli pomoci Auramine O (Obr. 16A). Tato fixdz nejlépe zachovala strukturu
rostlinné tkan¢ a Auramin O vyrazn€ oznacil voskovou vrstvu. Piidani 5% kyseliny octové
do 4% PFA m¢lo zabranit smr§tovani rostlinné tkan¢ a 1épe zachovat jeji strukturu. Nicméné
pouziti této fixaze nevedlo k vyraznému zvySeni kvality preparati (Obr. 16B). Proto byl
zvolen Setrn¢j8i zpusob fixace 4% PFA. FAA fixdz bézné pouzivana pro fixaci rostlinnych
tkani obsahujici vysoké procento ethanolu (Buda et al., 2009) v naSich podminkach
poskytovala hors$i kvalitu vzorkli nez vyse zminéné fixaze (Obr. 16C). Tkan se trhala a nebyla

zachovana jeji struktura. Oil Red O barveni pouzivané ke znaceni neutralnich lipida se pro

znaceni voski, coZ jsou estery vys$Sich mastnych kyselin, neosvédéilo (Obr. 16D).

Obr. 16: Priklady rizné ptipravy kryo fezi listem S. tuberosum a barveni jejich voskové
vrstvy. A) Fixace 4% PFA a barveni Auramine O. Odrida Anuschka. B) Fixace 4% PFA spolu
s 5% kyselinou octovou a barveni Auramine O. Odrida Magda. C) Fixace FAA a barveni
Auramine O. Odrida Carrera. D) Fixace 4% PFA a barveni Oil Red O. Odrida Magda.
Voskova vrstva horni epidermis (Sipky) a dolni epidermis (hroty Sipek). Métitko 100 pm.
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3.4.3 Dokumentace paraplastovych a kryo fezi

Vzorky byly analyzovany ve fluorescenénim mikroskopu (BX63, Olympus,
Shindzuku, Japonsko), ktery je vybaven CMOS kamerou (DP74, Olympus) a skenovacim
konfokalnim mikroskopu (Fluoview FV3000, Olympus), ktery umoznil ziskani snimku

s vysokym rozliSenim 1024x1024 pixelt.

K upravé ziskané fotodokumentace byl pouzit program Photoshop (Adobe, San Jose,
Kalifornie, USA) a ImageJ (Schneider et al., 2012), kde byla proméfena tloustka voskové
vrstvy 5 odrad brambor (Anuschka, Rosara, Carrera, Red Anna a Bernina). Tyto odrudy byly
vybrany na zéklad¢ vysledkd polnich pokusti defoliace mladych rostlin jednotlivych odrtd.
Rosara byla vybréna jako odrida s nejvétSsim procentem defoliace a ostatni odridy se

srovnatelnym procentem defoliace byly zvoleny nahodné (Obr. 7a).

4 Vysledky

4.1 Morfologie trichomu

Defoliaci by mohl ovliviiovat typ trichomi. Dilezitou roli by mohly hrat jak non-
glandularni trichomy, které slouzi jako mechanicka bariéra, tak glandularni trichomy, které
tvofi bariéru chemickou. K vylou¢eni moznosti ovlivnéni okusu vyskytem urcitého
specifického typu glandularnich trichom byla provedena detailni analyza morfologie
trichomi pomoci SEM. Béhem skenovéni byly monitorovany shody a rozdilnosti ve vyskytu
typd trichomd. Analyza odhalila, Ze u studovanych odriid brambor se nachazi 4 typy

glandulérnich trichomii a 3 typy non-glandularnich trichom.

U glandularnich trichomt bylo rozliSovano, kolik bunék tvoii glandularni hlavi¢ku (4
a 8) a zda je jejich uspotadani pravidelné. Zaroven bylo pozorovéano, Ze n€které glandulérni
trichomy byly horizontalné lezici (Obr. 17A) a pfevazovaly na spodni strané listu, zatimco
nékteré trichomy byly ve vertikalni roviné (Obr. 17B, C, D) a ptevazovaly na horni strané

listu. Jednotlivé typy glandularnich trichomii v§ech odriid brambor jsou uvedeny v tabulce 1.

Non-glandularni trichomy byly rozliSovany podle toho, jestli maji mnohobunécny
(Obr. 18C) nebo jednobunécny zaklad (Obr. 18A, B, D) a bylo sledovano z kolika bunék se
sklada stonek. Jednak byly pozorovany velmi kratké trichomy tvaru ostnu, kdy stonek tvofila
1 burika a vyskytovaly se pouze na okrajich listu. Dalsim typem byly delsi trichomy, jejichz
stonek se skladal ze 3 az 9 bun¢k. Jednotlivé typy non-glandularnich trichomt vSech odriid

brambor jsou uvedeny v tabulce 2.

28



Obr. 17: Typy glandularnich trichomt pod skenovacim elektronovym mikroskopem. A)

Trichom s nepravidelné utvofenou glandularni hlavickou lezici na povrchu listu. Odrida
Magda. B) Trichom, jehoz hlavic¢ku tvoii pravidelné uspoiadané 4 bunky. Odrida Adela. C)
Nepravidelné uspotfadani 8 bunék glandularni hlavicky u odridy Antonia. D) Pravidelné

usporadani 8 bunek glandularni hlavicky u odriidy Anuschka. Méfitko 10 um.
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Obr. 18: Typy non-glandularnich trichomti pod skenovacim elektronovym mikroskopem. A)

Velmi kratké trichomy tvaru ostnu s jednobunécnym zakladem vyskytujici se pouze na okraji
listu, jejichZ stonek tvofila 1 bunka (hroty Sipek). Odrtda Princess. B) Velmi kratky trichom
s jednobunéénym zakladem pii vEétSim zvétSeni. Odruda Magda. C) Trichom
s mnohobunéénym zakladem. Odrida Rosara. D) Trichom s jednobunéénym zakladem.
Odrtda Magda. Métitko 100 pm

Tab. 1: Typy glandularnich trichomt u jednotlivych odrad

Odrida Nepravidelné Pravidelné Nepravidelné Pravidelné
leZici 4 buiky 8 bunék 8 bunék
Marabel ANO ANO - ANO
Princess ANO ANO - -
Adela ANO ANO - -
Red Anna ANO ANO - -
Anuschka ANO ANO ANO ANO
Rosara ANO ANO - ANO
Antonia ANO ANO ANO ANO
Bernina ANO ANO - -
Impala ANO ANO - -
Dali ANO ANO - -
Carrera ANO ANO - -
Magda ANO ANO - -
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Tab. 2: Typy non-glandularnich trichomti u jednotlivych odrad

o Zaklad Zaklad
Odrida Tvar ostnu mnohobunéény jednobunéény
Marabel ANO ANO ANO
Princess ANO ANO ANO
Adela ANO ANO ANO
Red Anna ANO ANO ANO
Anuschka ANO ANO ANO
Rosara - ANO ANO
Antonia - ANO ANO
Bernina - ANO ANO
Impala - ANO ANO
Dali ANO ANO ANO
Carrera ANO ANO ANO
Magda ANO ANO ANO

Nékteré typy trichomi byly nalezeny pouze u nékolika odriid. Naptiklad glanduldrni
trichomy s glandularni hlavickou tvofenou 8 bunkami byly pozorovany pouze u Anuschky,
Antonie, Rosary a Marabel (Tab. 1). Nelze vyloudit, Ze se u ostatnich odrid nevyskytuji,
vzhledem k tomu, Ze byla detailné monitorovana pouze mala plocha listu. Pii screeningu poctu
non-glandulérnich a glandularnich trichomu pii malém zvétSeni nelze nékteré podtypy rozlisit.
Typ non-glandularniho trichomu tvaru ostnu, nebyl nalezen u 4 druhd (Rosara, Antonia,
Bernina a Impala) (Tab. 2). Tento typ trichomu se nachazel na okraji listové ¢epele, proto
odebrany vzorek listu téchto odriid nemusel pokryvat zrovna tuto ¢ast listu. Vzhledem k tomu,
ze tento typ trichomil byl pomérné abundantni, tak nebyl zafazen do hodnot specifikujici

hustotu trichom1.

4.2 Hustota trichomu

Vzhledem k tomu, ze hustota trichomt u jednotlivych odriid by mohla také ovliviiovat
zir mandelinkou bramborovou, byl stanoven pocet vSech glanduldrnich a non-glandularnich
trichomt. Trichomy mohou tvofit mechanickou ptekaZku a branit tak v pohybu larev ¢i
V pozirani listli, zejména velké non-glandularni trichomy. Glanduldrni trichomy zase obsahuji
latky, které slouzi jako atraktanty nebo maji repelentni ti¢inek. U glandularnich trichomt byla
diive potvrzena negativni korelace mezi poctem glanduldrnich trichom@ u divokych odrid

brambor a po¢tem medovicovych skvrn (Cho et al., 2017).
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Pomoci kryo SEM bylo nasnimano 231,84 mm? plochy listu ze 3. patra meristémové
rostliny a to tak, ze pomoci vytvoiené Sablony (Obr. 14) byl skenovan kazdy druhy snimek,
ktery zahrnoval plochu 6,44 mm?. Celkem bylo nasnimano 36 snimki. Poéet trichomtl na mm?
u jednotlivych odrud brambor je zaznamenan v nasledujici tabulce (Tab. 3). Pii ziskavani
poctu trichomi byly jednotlivé typy rozdéleny do dvou skupin — na glandularni a non-
glandularni. U jednotlivych odrad pro kazdy kousek listu byly vyhodnoceny vSechny snimky
avysledky byly seCteny pro dany list. Trichomy byly pocitany na obou stranach listu vzhledem
k tomu, Ze mandelinka klade vaji¢ka na spodni stranu listu a posléze dosp€lci i larvy prelézaji

na horni stranu listu. Hodnoty ze 2 listi byly zprimérovany, jak pro horni, tak i pro spodni

stranu listu zvlast.

Tab. 3: Primérny pocet glandularnich (Gland.) a non-glandularninch (Non-gl.) trichomu
na mm? na adaxialni a abaxidlni strané& listu a jejich smérodatnd odchylka (SD). Primérny

pocet viech trichomii (Non-gl. + gland.) na obou stranach listu na mm? a jejich SD.

Primérny poéet trichoma [mm?]
Odrida Adaxialni strana Abaxialni strana Obé& strany [mm?]
Non-gl. Gland. Non-gl. Gland. Non-gl + gland.
Marabel 2,43+0,02 | 0,90+0,07 | 11,17+2,94 | 2,98 +0,42 17,48 +4,00
Princess 3,56+1,56 | 2,99+1,20 | 8,05+0,49 | 4,93 +0,65 19,52 +1,96
Adela 4,47+1,62 | 2,97+098 | 6,74+0,51 | 2,56 +0,09 16,75 +£1,64
Red Anna | 3,13+0,11 | 3,16 £0,24 | 15,32 +9,06 | 6,20 +£3,95 27,81 +4,99
Anuschka | 3,93+1,32 | 3,65+1,34 | 15,35+5,68 | 6,14 +2,38 29,06 +4,77
Rosara 1,19+0,31 | 1,18+0,45 | 5,23+0,52 | 2,27 +0,50 9,87 +1,65
Antonia 7,28+191 | 3,62+0,41 | 11,194+1,00 | 2,82 +0,56 24,91 +3,33
Bernina 3,77+0,92 | 350+1,28 | 17,23+1,08 | 4,01+£0,21 28,52 +5,84
Impala 552+0,01 | 2,89+0,29 | 16,12+0,84 | 3,34 +0,71 27,88 £5,38
Dali 3,69+0,58 | 2,74+0,25 | 13,88 +0,71 | 6,57 +0,45 26,88 +4,37
Carrera 1,85+0,05 | 2,44+0,03 | 9,39+4,28 | 3,65+1,48 17,34 +£2,99
Magda 1,04 +0,44 | 0,86 +0,14 | 10,13+0,06 | 3,10+0,02 15,14 £3,77

Odrtda s nejvetsim primérnym poctem glandularnich trichomt na obou stranach listu
byla Anuschka (9,79/mm?) a naopak snejmensim poétem Rosara (3,45/mm?). Odriida
S nejvetsim primeérnym poctem non-glanduldrnich trichomii na obou stranach listu byla
Impala (21,64/mm?) a s nejmensim Rosara (6,42/mm?). Anuschka méla nejvétsi primérny
pocet vech trichomii (29,06/mm?) a naopak Rosara méla nejmensi priimémy pocet viech

trichomt (9,87/mm?).
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4.3 Procentuilni zastoupeni vody v listech

Ke zjisténi, zda je mira okusu ovlivnéna mirou zastoupeni vody v listu, bylo provedeno
jeji procentualni zastoupeni Vv listech. Pro jednotlivé odridy jsou hodnoty uvedeny

Vv nasledujici tabulce (Tab. 4).

Tab. 4: Procentualni zastoupeni vody v listech

Odrida Voda [%0]
Magda 91,92
Carrera 91,39
Dali 90,79
Impala 90,76
Adela 90,17
Bernina 89,48
Antonia 89,02
Marabel 88,70
Anuschka 88,39
Red Anna 88,16
Princess 87,51
Rosara 86,91

Z tabulky je patrné, Ze hodnoty mezi jednotlivymi odriidami se vyrazné nelisi. Ukazalo
se, ze odrida s nejvétsim podilem vody V jednotce susiny je Magda (91,92 %), a naopak

s nejmensim byla Rosara (86,91 %). Rozdil mezi nimi je pouhych 5,01 %.

4.4 Procentualni zastoupeni vosku v listech

Ke zjisténi, zda kiehkost listl souvisi s jejich okusem mandelinkou, bylo zapotiebi
proméfit tloustku voskové vrstvy epidermis listd. Ke stanoveni tloustky voskové vrstvy
epidermis listu bylo vybrano 5 odriid na zakladé polnich pokusti (Obr. 7a). Byla vybrana
Rosara jako odriida s nejvétsim procentem defoliace a dalsi odridy se srovnatelnym okusem

byly vybrany nahodné (Anuschka, Carrera, Bernina a Red Anna).

Nejvhodnéjsi metoda zpracovani rostlinné tkan¢ byla fixace ve 4% PFA a nasledné
barveni pomoci Auramine O. Voskova vrstva vybranych odrid byla prométena pro horni
a spodni epidermis (Obr. 19 a 20). Od kazdé¢ odrudy bylo ziskano 5 snimkii, na kterych bylo
provedeno 10 méfeni. Zaroven byla zmétena tloustka celého listu, kdy od kazdé odridy bylo

provedeno 20 méfeni. Praimérné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.
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Obr. 19: Voskova vrstva epidermis na piiénych fezech listem S. tuberosum zna¢ena pomoci

Auramine O. A, D) Pii¢ny ez listem odrudy Rosara (A) a Anuschka (D) a jejich voskova
vrstva horni (Sipky) a spodni epidermis (hroty Sipek). Méfitko 100 pm. B, E) Voskova vrstva
horni epidermis odrudy Rosara (B) a Anuchska (E). Mé&titko 5 um. C, F) Voskova vrstva
spodni epidermis odridy Rosara (C) a Anuschka (F). M¢étitko 5 pm.
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Obr. 20: Voskova vrstva epidermis na piiénych fezech listem S. tuberosum zna¢ena pomoci
Auramine O. A, D, G) Pfi¢ny fez listem odridy Bernina (A), Red Anna (D) a Carrera (G)
a jejich voskova vrstva horni (3ipky) a spodni epidermis (hroty Sipek). Métitko 100 um. B, E,

H) Voskova vrstva horni epidermis odridy Bernina (B), Red Anna (E) a Carrera (H). Méfitko
5 um. C, F, I) Voskova vrstva spodni epidermis odridy Bernina (C), Red Anna (F) a Carrera
(I). Metitko 5 um.
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Tab. 5: Primérna tloustka voskové vrstvy horni epidermis, primérna tloustka voskové vrstvy

spodni epidermis, primérnd tloustka celého listu a jejich smérodatnd odchylka (SD).

Procentualni zastoupeni voskové vrstvy V listu (Vosk).

Tlous$t’ka voskové | Tloust’ka voskové Celkova tloustka
Odrida vrstvy _horni vrstvy s_podni listu [um] Vosk [%]
epidermis [um] epidermis [um] 2
Rosara 0,243 40,036 0,243 +0,031 161,583 £20,073 0,30
Anuschka 0,224 +0,030 0,238 +0,035 152,234 £20,773 0,30
Bernina 0,241 +0,024 0,232 +0,031 117,180 £8,626 0,40
Carrera 0,228 +0,032 0,215 +0,027 108,682 £20,536 0,41
Red Anna 0,241 +0,037 0,249 +0,029 101,991 +12,546 0,48

Mezi jednotlivymi odriidami se hodnoty tloustky voskové vrstvy vyznamné nelisi.

Velké rozdily nejsou ani mezi spodni a horni voskovou vrstvou epidermis. Vztahne-li se vak

tloustka voskové vrstvy na celou tloustku listl jsou zaznamenany rozdily. Procentualni

zastoupeni vosku v listu je tedy nejmensi u Rosary a Anuschky (0,30 %) a nejvétsi u Red Anny

(0,48 %).
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5 Diskuze

Vliv hustoty trichomu na listech S. tuberosum na defoliaci

Studie neprokazala vyrazné rozdily v poétu trichomtl na mm? listové plochy mezi
sledovanymi odridami brambor s vyjimkou odriidy Rosara, kterd méla vyrazn€ nizsi osazeni
listu trichomy neZ ostatni zkoumané odriidy, tj. 9,87 trichom@ na mm?. Hustota trichomii
ostatnich odrid se pohybovala od 29,06/mm? u odridy Anuschka do 15,14/mm? u odridy
Magda (Tab. 3). Zjisténé hodnoty hustoty trichomii byly porovnany s primérnou defoliaci
mladych rostlin mandelinkou bramborovou v obdobi tii let (Obr. 7a). Nejvétsi procento
defoliace bylo pozorovano u Rosary (19,67 %), ktera méla nejmensi hustotu trichomt.
U ostatnich kultivari bylo procento defoliace snizeno v priméru na poloviéni hodnotu.
U odrad s procentem defoliace 14,18 % — 10,22 % (Impala, Antonia, Anuschka, Bernina) se
pocet trichomii pohyboval v rozmezi 29,06/mm? — 24,91/mm?. U odriid s 0 méalo niz§im
procentem okusu 9,36 % — 6,95 % (Adela, Carrera, Princess, Red Anna, Marabel) byl pocet
trichomii v rozmezi 27,81/mm?— 16,75/mm?. Z téchto vysledki plyne, Ze procento defoliace
zcela nekoreluje s hustotou trichomui. Statistické vyhodnoceni korelace defoliace s hustotou
trichomt nebylo provedeno z divodu omezeného mnozstvi dat o defoliaci stanovené béhem
vyhodnoceni polnich pokust, tj. jeden pokus za jeden rok. Dalsi data o mnozstvi ziru budou
ziskana v nasledujicich letech. Vzhledem k celkové nizkym rozdilim v hodnotach hustoty
trichomu a procentu defoliace u vétsiny testovanych odrud lze odvodit pouze fakt, ze vyrazné
sniZeni hustoty trichomt vede ke zvySeni miry Ziru, coz 1ze sledovat u kultivaru Rosara. Tuto
teorii potvrzuji laboratorni pokusy na druhu S. berthaultii, kdy mechanické odstranéni
trichom z listu zvysilo jeho atraktivitu pro larvy mandelinky (Dimock et al., 1988). Hustota
trichomli pravdépodobné pifedstavuje mechanickou bariéru, kterd brani v pohybu niZ§ich
instart mandelinky a tim znesnadiuje jejich pfesun na horni stranu listu a brani dal§imu vyvoji
larev. Listy vSech studovanych kultivovanych odrid brambor maji vyrazné nizsi hustotu
trichomit v porovnani s divokymi druhy svysokou rezistenci vac¢i Skudcim jako je
L. decemlineata (Giordanengo et al., 2013; Cho et al., 2017).

Pfi studiu hustoty trichoml meristémovych rostlin je nutno ptihlédnout ke skute¢nosti,
zZe hustota trichomt byla stanovena pouze u malé ¢asti listu a miize se liSit 1 v rdmci jednoho
jedince nebo organu (Giordanengo et al., 2013). Tento aspekt byl minimalizovan tak, Ze byly
vZzdy srovnavany listy identicky umisténé na meristémové rostlin¢ stejného staii. Fordyce
a Agrawal (2001) uvadi, Ze se hustota trichomi také 1i$i v ramci vyvoje rostliny, kdy nejmladsi

listy maji nevyssi hustotu trichomd, coz mtize byt disledkem netiplné expanze listu. MnoZstvi
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trichomii bylo proto porovnavano s defoliaci rostlin stejného stafi. Zména v preferenci odrid
mandelinkou u starSich stadiich (Obr. 7b) by mohla souviset se snizenim hustoty trichomu

pii zvétseni listové plochy.

Vliv morfologie trichomii na listech S. tuberosum na defoliaci

U vSech studovanych kultivard S. tuberosum nebyly pozorovany vyrazné rozdily
Vv zastoupeni glandulérnich a non-glandularnich trichomi. Na spodni stran¢ listu bylo procento
glandularnich trichomil vyrazné nizsi oproti non-glandularnim (pocet glandularnich trichoma
tvofil '5—'% non-glandularnich trichom®). Horni strana listu nékterych odrid rovnéz
vykazovala tento trend (pocet glandularnich trichomt piedstavoval asi ¥ non-glandularnich
trichomt), zatimco u jinych kultivari bylo zastoupeni obou typl trichoml srovnatelné.
Vzhledem k nizkému poctu zlaznatych trichomti u odrid S. tuberosum ziejmé nehraje
chemicka bariéra zésadni roli v ochrané vuci L. decemlineata. Role glandularnich trichomu
divokych druhti brambor byla naopak prokéazana v ochrané viéi msicim, kdy druhy s vyrazné
vys§i hustotou glandularnich trichomi maji signifikantné niz§i mnozstvi medovicovych skvrn.
Hustota non-glandularnich trichomti nehraje v ochrané vici msicim zdsadni roli, protoze
druhy s nizkym i vysokym poc¢tem non-glandularnich trichomt nevykazuji vyrazné rozdily
Vv poctu medovicovych skvrn (Cho et al., 2017). Neal et al. (1989) uvadi, Ze rezistenci rostlin
muze ovliviiovat 1 fakt, ze maly hmyz, jako jsou mSice, jednoduse uvizne na povrchu listu

diky latkam, které se vylouci prasknutim glandularniho trichomu.

Detailni analyza snimki ze skenovaciho elektronového mikroskopu odhalila, ze se
u studovanych odrtid S. tuberosum nachazi 4 typy glandularnich trichomt (Obr. 17), z nichz
3 Ize ptiradit ke skupiné VI a VII v typologii trichomti rodu Lycopersicon podle Vendemiatti
(2020) a rodu Solanum podle Cho et al. (2017). Typ VI se vyznacuje jednobunéénym
zakladem, stonkem tvofenym dvéma bunikami a glandularni hlavicku tvoti 4 buiiky. Typ VII
se vyznacuje jednobunécnym zdkladem i stonkem a glanduldrni hlavicku tvoti 4-8 bunék.
Ctvrty identifikovany typ glandularnich trichom® horizontalng leZicich na povrchu listu
a tvofeny nepravidelnym poc¢tem bunék byl diive popsan u Solanaceae ve studii Adedeji et al.
(2007). Tento typ trichomt byl nalezen u vSech studovanych odrid spolu s typem VI, zatimco
trichomy typu VII byly nalezeny u 4 kultivart (Marabel, Anuschka, Rosara a Antonia)
(Tab. 1). Typ I a IV popsanych u rodu Lycopersicon nebyly na listech S. tuberosum nalezeny.
Existenci téchto trichomd a trichomd typu VII u dal$ich studovanych odrud nelze zcela

vyloucit, nebot’ byla detailn¢ studovana pouze malé plocha listu.
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Dva ze tfi nalezenych typt non-glandularnich trichomt (Obr. 18) spadaji do skupiny
typu 1l a V podle Cho et al. (2017) a skupiny I, 11l a V podle Vendemiatti (2020). Cho et al.
(2017) jako typ Il specifikuje non-glandularni trichom s mnohobunéénym zakladem
a mnohobunéénym stonkem a jako typ V specifikuje non-glandularni trichom
s jednobunéénym zakladem a mnohobunéénym stonkem, zatimco Vendemiatti dale rozdéluje
typ Vna typ III a V, které se lisi pouze poctem bunék tvorici stonek trichomu. Posledni
nalezeny typ non-glandularniho trichomu tvofeny pouze jednou bunikou tvaru ostnu, ktery byl
diive popsan u Solanaceae (Adedeji et al., 2017) nebyl nalezen u 4 druha (Rosara, Antonia,
Bernina a Impala) (Tab. 2). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o trichom nachézejici se na okraji
listové Cepele nemusel odebrany vzorek listu téchto odrud pokryvat tuto ¢ast listu. Vzhledem
K tomu, ze tento typ trichomu byl pomérné¢ abundantni, tak nebyl zafazen do hodnot

specifikujici hustotu trichomii.

U divokych druhii se zvy$enou odolnosti vici Sskidctim byly detekovany glandularni
trichomy typu VI a VI, ale také typu I, ktery nebyl pozorovan u kultivovanych odrid brambor
jak v nasi studii, tak i v pfedchazejicich studiich (Giordanengo et al., 2013). Pfitomnost

trichomt typu | by mohla hrat vyznamnou roli v obranyschopnosti proti skidctim.

Vliv obsahu vody v susiné listu S. tuberosum na defoliaci

Procentualni zastoupeni vody v listech studovanych kultivari se vyrazné nelisi.
Pohybuje se v rozmezi 91,2 % u odridy Magda az 86,91 % u odrtdy Rosara (Tab. 4). Zjisténé
hodnoty mnozstvi vody byly porovnany s primérnou defoliaci mladych rostlin mandelinkou
bramborovou v obdobi tfi let (Obr. 7a). Vzhledem k nizkym rozdilim v procentualnim
zastoupeni vody nebyla zaznamenana korelace mezi obsahem vody na jednotku suSiny a miru
zZiru.
Vliv mnozstvi voski Vv listech S. tuberosum na defoliaci

U vybranych odrid bylo studovano procentualni zastoupeni vosku Vv listu. Zatimco
tloustka jak horni, tak spodni voskové vrstvy epidermis byla mezi studovanymi kultivary
srovnatelnd, rozdily v procentudlnim zastoupeni vosku v listech studovanych kultivara byly
zpusobené rozdily v celkové tloustce listd. Ziskané hodnoty se mezi odridami liSily
0 pouhych 0,18 % a navic zcela nekorespondovaly s mirou defoliace danych odrad (Obr. 7a).
Naptiklad Rosara s defoliaci 19,67 % ma identické zastoupeni vosku v listech, tj. 0,3 % jako
Anuschka s okusem 10,54 %. Nejvétsi podil vosku je u Red Anny 0,48 % (Tab. 5) s procentem

okusu 8,7 %. Vzhledem ke srovnatelné hodnoté mnozstvi vosku v listech testovanych odrud
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nelze potvrdit ani vyvratit hypotézu o mozném tucinku rostlinnych voskli v ochrané viici
sktdcim (Pott et al., 2012). Snizeni mnozstvi vosku v listech odriidy Rosary s nizkou hustotou
trichomi muze pfispivat ke zvysSeni procenta jejich defoliace. Nicméné k potvrzeni ucinku
voskl v ochrané brambor vuéi L. decemlineata je nutno porovnat zastoupeni vosku v listech
mezi S. tuberosum a divokymi druhy (S. berthaultii a S. hougasi) se zvySenou rezistenci
(Giordanengo et al., 2013).

Vliv chemického sloZeni listi S. tuberosum na defoliaci

V listech brambor jsou piitomny dulezité rostlinné hormony jako je kyselina
jasmonova a salicylova. Témto latkam je pfipisovana dulezité role v regulaci obrannych reakci
proti biotickym vlivim. Dal$imi dilezitymi latkami jsou fytohormony vcetné auxint
a kyseliny abcisové (Dobnik et al., 2021). Vysledky chemické analyzy 6 divokych druha
brambor a S. tuberosum ukazuji, ze S. tuberosum produkuje glykoalkaloidy chaconin
a solanin, zatimco plan¢ rostouci druhy produkuji glykoalkaloidy, které jsou charakterizovany
postrannimi fetézci tetrdzy. Navic se u nich také vyskytovali dal§i metabolity spojované

s rezistenci vici L. decemlineata, a to hydroxykumarin a fenylpropanoid (Tai et al., 2014).

S ohledem na tyto vysledky byla v Laboratofi analytické biochemie a metabolomiky,
Entomologického ustavu BC AV CR provedena chemicka analyza listd studovanych kultivard
brambor. K tomuto experimentu byly pouzity listy meristémovych rostlin stejného umisténi
jako je pouzito v této praci. Pfedbézné vysledky této chemické analyzy rozdélily zkoumané
odrudy do tii skupin na zakladé podobného chromatografického profilu (Obr. 21). Pravé
procentualni zastoupeni vosku a vody v listu méla vyrazné rozdilny chromatograficky profil.
V ramci ostatnich studovanych kultivart, odridy Red Anna, Bernina, Carrera a Princess
tvotily samostatnou skupinu. Tyto odridy patii do kultivarti s niz§im procentem okusu
meristémovych rostlin. Identifikace metabolitl specifickych pro jednotlivé skupiny kultivar

je predmétem stale probihajici chemické analyzy.
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Obr. 21: Chemicka analyza listl jednotlivych odrid brambor (Ing. Martin Moos, Ph.D. a Ing.
Oxana Skokova Habustova, Ph.D., nepublikovana data)
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6 Zavér

Mandelinka bramborova piedstavuje zavazny problém v soucasném zemédélstvi.
Ochrana proti tomuto Sktidci spociva predev§im v pouziti insekticidii, avSak problémem pfi
jejich pouzivani je vysoka schopnost adaptace mandelinky na rizné chemické latky, a proto
je stale potieba vyvijet nové. Nalezeni kultivari se zvySenou rezistenci viaci defoliaci
mandelinkou by umoznilo biologickou ochranu proti tomuto skiidci a zvysilo by hospodaiské
vynosy s minimalnim vyuzitim chemickych latek. Za timto ucelem bylo vybrano 12 kultivart
S. tuberosum a testovano, zda procento defoliace mandelinkou zavisi na hustoté trichomi
a procentualnim zastoupeni vody a vosku v listech mladych meristémovych rostlin. U vSech
odrid byly stanoveny srovnatelné hodnoty procenta vody a vosku v listech, které se
pohybovaly v rozmezi 91,92 % — 86,91 % vody a 0,48 % — 0,30 % vosku. Zasadni rozdily
nebyly zjistény ani v hustoté trichomt na listech, kdy se mnozstvi trichomt pohybovalo
vrozmezi 29,06/mm? — 15,14/mm?2. Vyjimku zde tvofila odrida Rosara s velmi nizkou

hustotou trichomt 9,87/mm?

, U které bylo zjisténo vyrazné¢ vyssi procento defoliace.
Vzhledem k tomu, Ze procento defoliace u ostatnich odrid zcela nekoreluje s hustotou
trichoml na listech, musi bud’ hustota trichom dosdhnout urcit¢ho stupné, aby alespoil
¢astecné pusobila jako ochranna bariéra vuci mandelince nebo se zde uplatiiuje vice faktort
najednou. U odridy Rosara bylo zjisténo i nejnizsi procento vody a vosku v listech
a vykazovala rozdilné chemické slozeni listu. Identifikace chemickych metaboliti typickych
pro odridy Red Anna, Princess, Carrera a Bernina trvale vykazujici niz§i okus mladych

meristémovych rostlin by mohlo vést k odhaleni repelentnich substanci.
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7 Seznam pouzitych zkratek

BHS
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.

CR

DPX

EPPO

FAA

GPS
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PBS

PFA

SD

SEM

USA

Bouin-Hollande roztok

complementary metal oxide semiconductor
Ceska republika

dibutylphthalate polystyrene xylene medium
Evropska a Stfedozemni organizace ochrany rostlin
formaldehyd-ledova kyselina octova
globalni polohovy systém

fosfatovy pufr

fosfatem pufrovany solny roztok
paraformaldehyd

smérodatna odchylka

skenovaci elektronova mikroskopie

Spojené staty americké
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9 Prilohy
Odridy velmi rané

Impala patii do skupiny velmi ranych odrud. Jedna se odrtdu, ktera neni dosud
registrovana v Ceské republice (Cermék, 2021). Vyznaluje se varnym typem B a vy3§imi
vynosy. Jeji charakteristikou je vyborna odolnost proti strupovitosti a skladkovym chorobam.
Mezi jeji nedostatky patii nachylnost k vir6zdm a nizSi odolnost proti plisnim (Hamouz,
1994). Ustiedni bramboraisky svaz Ceské republiky (UBS CR, 2002) uvadi mensi odolnost
vuci Y-viru. Dédle je odolna proti had’atku bramborovému patotypu Rol (Rol) a rakoviné
brambor rase 1 (D1).

Magda je velmi rana odriida. Vyznacuje se varnym typem B. Pfi nejranéjsim skliznich
dosahuje vysokého vynosu, po dozrani nizsiho. Je odolna proti rakoviné brambor (D1), dale
je stifedné odolna proti virovym chorobam a obecné strupovitosti. Naopak méné odolna je
plisni bramborové a had’atku bramborovému (Ro1) (Vokal et al., 2000; UBS CR, 2002). Jeji
dalsi vyhodou je odolnost proti mechanickému poskozeni a Sednuti duziny (Hamouz et al.,

2007).

Rosara také patfi mezi velmi rané odridy Ma tmavé cervenou slupku a patii
do skupiny brambor s varnym typem B. Vyznacuje se odolnosti vi¢i virovym chorobam
a strupovitosti. Je stfedné odolna viéi plisni (Cermak, 2021). Dal3imi pfednostmi je odolnost

vicéi had’atku bramborovému (Rol) a rakoviné brambor.

Do velmi ranych odrtd se jesté zahrnuje Anuschka, Carrera a Princess. Tyto odrudy

dosud nejsou registrovany v Ceské republice (Cermak, 2022).

Odridy rané

Adela patii mezi rané odridy. Jednd se o konzumni odridu s varnym typem B.
Vyznacuje se odolnosti proti had’atku bramborovému (Rol), virovym chorobam a obecné
strupovitosti. Déle je stftedné¢ odolna vici plisni bramborové. Nachylna je k rakoviné brambor
(D1). Zaroven se vyznacuje vysSi odolnosti proti mechanickému poskozeni a stiednim

vynosem.

Dali je také ranou odridou. Radi se do konzumnich odréid s varnym typem AB.
Vyznacuje se stfednim vynosem, odolnosti vii¢i had’atku bramborovému (Rol) a rakoviné
brambor (D1). Mezi jeji dalsi pfednosti patii odolnost obecné strupovitosti, sttedni odolnost

virovym chorobam a plisni bramborové.
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Marabel patti také do ranych odrtid. Je to konzumni odridu s varnym typem BA-A.
Vyznacuje se vys$$im vynosem hliz a odolnosti vii¢i had’atku bramborovému (Rol), virovym
chorobam. Mezi jeji nedostatky patfi vysoka nachylnost vii¢i rakovin€ brambor (D1) (Vokal

et al., 2000; UBS CR, 2002).

Odrudy polorané

Red Anna patii do poloranych odrid. Ma tmavé Cervenou slupku, velmi dobrou
kvalitu konzumu, vysoky vynos trznich hliz a patii do varného typu B. Jeji hlizy jsou odolné

mechanickému poskozeni, rakoviné brambor (D1), had’atku (Rol) a strupovitosti.

Do poloranych se jesté zahrnuji odrady Antonia a Bernina, které nejsou registrovany
v Ceské republice (Cermak, 2021).
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