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ZKRATKY

MS — médium Murashige Skoog (1962)
IBA — indolyl-3-maselna kyslelina
IAA — indolyl-3-octova kyselina
2,4-D — dichlorfenoxyoctova kyselina
BAP - benzylaminopurin

BA - benzyladenin

AM - Andersonovo médium

KIN - kinetin, fufrurylminopurin

2-iP - izopentenyladenin

4-CPA -kyselina chlorfenoxyoctova
TDZ - thidiazuronu

LED - light emmiting diodes

SSL - solid state light

HPS - high pressure sodium

PFY - photon flux yield

PCB - printed circuit board



1. UVOD

K velkému ptfelomu v zahradnickych technologiich doslo v 60. letech 20. stoleti,
pro kultivaci explantatovych kultur. Tyto kultury jsou ve své podstaté izolované
rostlinné Casti pestované v aseptickych podminkach, tedy v prostfedi zbaveném vsech
choroboplodnych zarodkii. Objev této moznosti péstovani rostlin byl prevratny
pfedev§im v oblasti Slechténi, mnoZeni a produkci sekundarnich metabolitt
(tzn. alkaloidd, terpend, glykosidl, atd.). Mezi hlavni faktory ovliviujici kultivaci

in vitro jako takovou jsou mineralni organické latky v médiu, kvalita a intenzita svétla

Umeélé piisvétlovani je v dneSni dobé dilezitym faktorem ovliviiyjicim kultivaci
rostlin v podminkach in vitro. Pouziti spravné vinové délky je kliCové pro uspésné
péstovani dané Kultury a druhu kultivované rostliny. Stejné tak dulezita je i volba
a spotfeba energie. Jako zdroje umélého zafeni jsou vyuzivany germicidni zafivky
pro pasazovani ve flow-boxech a HID vybojky (rtutové, sodikové, xenonové)
pro kultivaéni mistnosti. Duraz se klade na intenzitu a kvalitu osvétleni,
ale také na teplo vyzafované svételnym zdrojem. V poslednich letech se do poptedi
dostavda LED osvétleni, které je uzivateli preferovano kvili své dlouhé Zzivotnosti,
ale pfedev§im kvili moZnosti individudlniho nastaveni vlnové délky zareni.
Prozkoumani vyuziti LED osvétleni pro kultivaci rostlin v in vitro podminkach bude
vV nasledujici dekddé klicovym faktorem ke zlepSeni kvality pfisvétlovani

a financ¢ni Gspory energie.
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2. CIL

Cilem prace je ziskat a pochopit co nejvice informaci o svételnych zdrojich,
které jsou, nebo by mohly byt vyuzivany pro Kultivaci in vitro. Prvni ¢ast prace
je zaméfena na podminky kultivace rostlin in vitro s uzsi specifikaci na podminky, které
jsou nezbytné k uspésné kultivaci rostlin. V dalsi ¢asti je jiz shrnuta problematika

svételnych zdrojt a jejich vyuziti pro kultury vybranych druht rostlin.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1. Problematika kultivace rostlin in vitro

3.1.1. Uvod do explantatovych kultur

Explantatové kultury jsou kultury izolovanych rostlinnych casti v definovanych
aseptickych podminkach (minerélni a organické latky v médiu, kvalita a intenzita svétla,
fotoperioda, teplota a plynna slozka kultivaéni nadoby) nezavislé na energetice
a celistvosti donorové rostliny. Obvykle se pro tyto postupy a technologie kultivaci
pouziva odborny termin kultury in vitro. (HRADILIK, 2005)

Technologie explantitovych kultur jsou vyuZzivany jak v zdkladnim vyzkumu
(fyziologické a molekularni biologické pochody), tak i v praxi (mnozeni a ozdravovani
rostlinného materialu).

Realizace explantatovych kultur vyzaduje zejména specidlni vybaveni
a pristroje, vhodny donorovy rostlinny materidl, odvozeni technologie regenerace
a kultivace, moznost pievedeni regenerantii do nesterilni kultivace.

Kultivace rostlin in vitro vyzaduje aseptické podminky. Pro zajisténi sterility
rostlinnych in vitro kultur jsou pracovisté obvykle ¢lenéna na prostory:

*  pro piipravu médii

« pro aseptickou manipulaci

» kultivacni mistnosti

* pro myti skla a dekontaminaci

« sklady aj.

Specialni vybaveni a pfistroje ptredpokladaji standardn€¢ vybavené chemické
laboratoie (pfistroje pro vyrobu demineralizované a deionizované vody, lednicky,
mrazaky, analytické vahy, pH-metr, magnetick¢é michacky, preparacni lupy
a mikroskopy, membranové a bakterialni filtry, pfipadné zatizeni pro kryoprezervaci.
Nezbytnd je zasoba bézného laboratorniho skla, kultivacniho skla ¢i plastu,

jednorazovych pomiicek a chemikalii (HRADILIK, 2005).
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3.1.2. Autoklavy

Autoklavy jsou zatizeni pro sterilizaci zivnych pud, roztokl a vody. Steriliza¢ni
cyklus obvykle trva cca 2 hodiny. Moderni piistroje jsou mikroprocesorové fizené
pIn¢ automatické autoklavy s digitalnim nastavovanim jednotlivych parametrii. Nabizeji
standardni programy pro sterilizaci balenych a nebalenych nastrojii, pro suseni,
pro kapaliny s pozvolnou redukci tlaku. Ovladaci panel pro nastaveni jednotlivych
parametrii cyklu s displejem zobrazujici program, teplotu, Cas aktualni a nastaveny.
Vysoka piesnost nastaveni s presnosti 0,1°C sterilizacniho procesu pomoci
potenciometri pro teplotu 105 - 137°C. K vyrobé pary se pouzivd destilovana

nebo demineralizovana voda z vlastniho zasobniku vody (HRADILIK, 2005).

3.1.3. Flow-box

Laminarni boxy, neboli flow-boxy jsou mistnoti s laminarné proudicim sterilnim
vzduchem. Sterilizaci vzduchu zajiStuje predfiltr, bakterialni filtr (jemny), pfipadné
germicidni vybojka (UV zafi€). Pii vyboji vznikd ozén (Os) vychytavany aktivnim
uhlim filtru. Nékteré boxy maji moznost vertikdlniho proudéni (napf. pro praci
s chemomutageny, kancerogeny atd. Nezbytnou soucasti vybaveni pii praci
ve flow-boxu je také lihovy kahan, pfipadné sterilizaéni kostka, pro desinfekci nastroji.
Pied zacatkem prace ve flow-boxu je nutné desinfikovat pracovni plochu a né&kolik

minut jej nechat zapnuty, umyt si a desinfikovat ruce (HRADILIK, 2005).

3.1.4. Kultivaéni mistnost

PIn¢ funkéni kultivaéni zatizeni vyzaduje funkéni klimatizaci a s tim spojeny
konstantni tepelny rezim (optimum 23°C). Na svételny rezim je potieba mit zatfivkové
panely, spinaci hodiny (Casovac) a nejdileZzitéjsi casti je samoziejmeé zdroj svétla (klade
se dliraz na intenzitu a kvalitu), ktery je nejCast&ji tvofen vybojkami (Hg, Na, Xe),

které produkuji nejen svétlo, ale i teplo.
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3.1.5. Zivna média a jejich p¥iprava

Z trofického hlediska je explantat zbaven vlivu matetské rostliny. Proto zivna

média musi obsahovat nejen energetické pozadavky pro explantat (HRADILIK, 2005).

Pouzitd média jsou:

nejéastéji synteticka, naptiklad MS (Murashige T., Skoog M. 1962. A revised
medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissuse culture. Physiol

Plant 15:473-497)

polosyntetickéd obsahujici nedefinovatelné slozky (napiiklad MS + bananovy

extrakt)

Dale média délime na:

tekutd (nezpevnéna agarem). Ty se vyuzivaji na suspenzni kultury (bunécné
a protoplastové) a také na prelévani vycerpanych médii
polotekuté (ztuzena obvykle agarem). Skvéle ukotvuje explantat, je biochemicky

inertni, neslouzi vSak jako substrat

Komponenty Zivnhych médii

1. mineralni latky — koncentrace dle slozeni pfislusného média

2. organické latky (sacharidy, vitaminy, ristové reguldtory aj.) — napf. sachar6za

ma funkci nejen energetickou, osmotickou ale 1 napt. morfogenni

nedefinovatelné slozky — pfirozené zdroje, nenahraditelné v uréitém efektu,
napt. kokosové mléko (HRADILIK, 2005), hydrolyzat sladu, rajéatova §tava,
bramborovy extrakt, humusové latky aj., napf. humusové latky snizuji

pfedimenzované komponenty média (kationty)

Nekteré komponenty média mohou byt piipravovany ve formé zéasobnich

roztokd a uchovany v chladnicce (napt. vitaminy, makroprvky, mikroprvky). Na trhu

lze také zakoupit média, vyrabéna komercéné, kterd jsou dodavana nejcastéji ve formeé

pudrii a praskd a usnadiuji a zkracuji pfipravu média. VétSinou jsou schopny dodat

vSechny komponenty a nezbytné prvky. Dle druhu média a rostlinného explantatu

je v kone&né fazi piipravy média upravovano pH (HRADILIK, 2005).
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3.1.6. Typy zakladanych kultur

Vin vitro kulturach pracujeme s rozdilnymi ¢astmi rostliny. Zde je zakladni
rozdéleni in vitro kultur:
Semenné kultury

Kultury zakladané ze semen sterilnich rostlin, vyuZzivaji se hlavné v propagaci

orchideji (CHAWLA, 2009).

Somatické embryo kultury

Zakladaji se ze somatickych bun¢k (2n diploidni, nikoliv ze zygot), pficemz
vyvojové faze somatického embrya jsou shodné s vyvojovymi fazemi embryi vzniklych
ze zygoty. Nezbytnym piedpokladem je pfitomnost vysoké koncentrace syntetického
auxinu v médiu 2,4-D (HRADILIK, 2005). Délime je na piimou embryogenezi (tvofeny
z bunéénych suspenzi, nebo explantatu) a nepfimou embryogenezi tvoienou z kalusu

(CHAWLA, 2009).

Organové kultury
Kultury izolovanych rostlinnych organt. Mezi organy vyznamné pro in Vitro

kultivaci fadime meristémy, kofeny, $picky vyhonu, prasniky (CHAWLA, 2009).

Kalusové kultury

Kalus in vitro chapeme jako heterogenni systém diferencovanych
a nediferencovanych bunék, vytvéiejicich amorfni strukturu bez prostorové orientace
a bez polarity (HRADILIK, 2005). Kalus vzniké dediferenciaci, coZ je opak vyvojového
procesu — reverze bunck do meristematického stavu. Bunky tak ztraceji svoji funkéni

specializaci a mohou nabyvat schopnosti déleni.

Bunéc¢né kultury

Jsou tvoteny  diferencovanymi nebo  dediferencovanymi  bunikami
a jejich agregaty rozptylenymi V promichavaném tekutém médiu. Bunky lze oddélit
bud’to rozttepanim friabilniho kalusu, nebo se do tekutého média umisti explantat —
Zn¢j se pak pii tfepani uvolnuji bunky pifimo do suspenze. Pouzivaji se pro exaktni

studium vlivu fytohormon na rostlinné buiiky (HRADILIK a kol., 1973).
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Protoplastové kultury

Jsou tvofeny separovanymi izolovanymi buitkami bez bunécné stény. Izolované
protoplasty jsou sférické (kulovité). Vyzaduji izotonické prostiedi. Izoluji se bud’to
enzymaticky (za pouziti pektinaz a celuldz), nebo mechanicky (homogenizace pletiv

V tfeci misce, protla¢enim pies jemna sitka a centrifugaci (HRADILIK, 2005).

3.1.7. Morfogenetické procesy v explantatovych kulturach

Na rozdil od zivocichii existuje u rostlin schopnost pfechodu diferencovanych
bun¢k a pletiv do meristematického stavu charakterizovaného intenzivnim bunéénym
délenim s naslednou cytodiferenciaci a regeneraci organu, dokonce i celych rostlin.
Rostlinna burika totiz obsahuje kompletni genetickou informaci nutnou Kk regeneraci
celych rostlin. Tato vlastnost se nazyva totipotence. Diky in vitro podminkam muzeme
u rostlin navodit celkovou regeneraci rostliny (CHAWLA, 2009).

Diferenciace rostlin in vitro probiha v téchto rtiznych systémech:
1. Organizované struktury — meristémy a zygotickd embrya
2. Diferencovana pletiva — komplexy pletiv
3. Pletiva na rizném stupni dediferenciace, zejména ve formée kalusu
4

Izolované buiiky a protoplasty

Morfogeneze kazdého uvedeného systému ma své specifické vlastnosti, které
se odrazeji jak pti fyziologické regulaci, tak 1 Vv genetické determinaci vyvojovych
procest (CHAWLA, 2009).

Vyvoj izolovanych vzrostnych vrcholu in vitro

Charakteristickou vlastnosti ristu a diferenciace vyssSich rostlin je primarni
lokalizace téchto procesii do apikdlnich meristémi na kofenovém a stonkovém polu.
U vysSich rostlin jsou v urcitych oblastech trvale pfitomny nediferencované
(meristematické) builky s obdobnou strukturou a funkci, jako bunky vyvijejicitho se
embrya. Lokalizace inicial do vzrostného vrcholu stonku znemoznuje od sebe oddélit
buniky, které se ve stonkovém vrcholu podileji na tvorbé vegetativnich organti od bunék,
tzv. ,,zarodecnych linii“, které pti prechodu do reprodukéni faze vytvareji sporogenni
pletivo a po meiotické redukci gamety. S tvorbou reprodukénich organi mimo jiné

souvisi vlastnost apikdlniho meristému, ktery je vysoce geneticky stabilni
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a jeho struktura zaru€uje diploidni charakter reprodukce jedince a tim i genetickou

kontinuitu druhu (CHAWLA, 2009).

3.2. Svételné zdroje

3.2.1. Zakladni definice svétla

Rostliny vyuzivaji vyzatujici slunecni energii k fotosyntéze, energetickym
procestim a nasledn¢ diky témto procesim mohou rist. Termin ,,svétlo®, ktery je bézné
pouzivan oznacuje rozmezi vinovych délek elektromagnetického zéafeni viditelné
lidskym okem cca 380- 770 nanometrti (nm). Tyto hodnoty témét odpovidaji vinovym
délkam, které vyuzivaji rostliny kjejich rastu. Jejich hodnota se pohybuje
mezi 400-700 nm (ALBRIGHT, 2011). Tato hodnota se nazyva fotosynteticky aktivni
radiace, zkracen¢ FAR. Nicméné ne vSechno sluneCni zafeni (popiipadé zaieni
z umélych zdroji) je v rozsahu FAR. At uz je to zafeni ultrafialové (mensi nez 400nm)
nebo zafeni infracervené (vétsi nez 700nm). Je nutné také sledovat tyto hodnoty zaieni
(ALBRIGHT, 2011).

Rostliny maji nékolik rozdilnych pigmentl, slouzicich K absorpci svétla
a jeho nasledného vyuziti v energetickych procesech u fotosyntézy. Mezi né patii
chlorofyl a a chlorofyl b, karotenoidy, fytochromy, kryptochromy a dalsi. Védci
vycislili mnoZzstvi svétla, které kazdy pigment mize absorbovat za urcité svételné délky
a zobrazili je v grafech, které ukazuji absorpéni spektrum kazdého vyznamného
pigmentu v rostliné. Diky svému absorpcnimu spektru je pro fotosyntézu nejdulezitéjsi
chlorofyl. Avsak absorpéni spektrum neni jediny faktor, kterym bychom se méli fidit.
Dalsi faktor, ktery musime vzit v ivahu je tzv. ,,akéni spektrum®. Akéni spektrum
udava mnozstvi kysliku vyprodukovaného rostlinou vystavené jedné vilnové délce.
Tento fakt se neshoduje s absorpénim spektrem. Soucasna teorie tvrdi, ze kazdy
pigment mé jinou ucinnost pii pfeméné svételné energie na produkty fotosyntézy.
Naptiklad ,,modry* foton zvladne prenést vice energie ze svételného zatreni nez foton
»cerveny®, avSak oba dva vyprodukuji stejné mnozstvi vyslednych produkti
fotosyntézy. Vzhledem Kk piedchozimu poznatku je doporuceno vybirat zdroje umélého
osvétleni ve spojeni se spektrografem, ktery dokaze zobrazit produkovanou vinovou

délku umélého osvétleni (ALBRIGHT, 2011).
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3.2.2. Umélé prisvétlovani

3.2.2.1. HID

High intensity discharge je nejpouzivanéjsi typ osvétleni vyuzivany ve velkych
spolecnostech jako zdroj zvySovani FAR u rostlin. Jedna se o zatrivkova svétla, ktera
potfebuji zahfivaci (tzv. warm up) obdobi asi 15 minut a nemohou byt zapnuty ihned
po vypnuti a diky tomu mohou narusit periodu pocitacové ovladaného prisvétlovani.
Distribuce svétla v prostoru neni rovnomérna a je silné ovlivnéna tvarem vybojky.
Nejpouzivanéjsi zdroje HID jsou halogenidové a metal halogenidové vybojky

(ALBRIGHT, 2011).

3.2.2.2. Zarivky

Rozdé€luji se do kategorii cool-white a warm-white, podle toho jaké spektrum
dana zatfivka vyzafuje. Nejpouzivanéjs$i typ pro péstovani rostlin je cool-white.
Ty se dale rozd€luji na zatfivky s vysokym vykonem a S velmi vysokym vykonem.
Zativky se bézn€ pouzivaji hlavné Vv péstirnach. Vyuziti ve sklenicich
je minimalni, a to zvlasté kvuli nizké kvantité svétla, stejné tak jako vysokému zastinéni
oblasti v dusledku montaze ptislusenstvi. Naproti tomu HID nezabiraji tolik mista a
jsou pro piisvétlovani ve sklenicich vhodnéjsi variantou. Zafivky jsou popisovany podle
jejich priméru a Vv jednotkach osmin palce. Kuptikladu typ zativky T8 je 8/8 palct
Siroky a typ TI2 je =zase 12/8 palce Siroky. Typy T8 a TI12
se bézné pouzivaji v péstirnach (ALBRIGHT, 2011).

Je velmi dulezité mit na paméti, Ze vykon zafivek je velice citlivy na teplotu.
Zafivka zapnutd na maximalni vykon dosahuje teplot az 38°C. Proto je nezbytné
v zatizenich s velkym poctem svételnych zdroji =zajistit klimatizaci z divodu
jejich mozného prehtivani. Dal§im z diivodu pro¢ kontrolovat teplotu okolniho vzduchu

je fakt, ze vysoka teplota mize zkracovat Zivotnost zafivek (ALBRIGHT, 2011).
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3.2.2.3. Specialni typy zarivek

Grow lux je specialnim typem zativky, ktery vyrobci osvétleni nedavno uvedli
na trh. Tento druh lampy vyzafuje vice svétla v modré a Cervené Casti spektra (svétlo
ma ve vysledku fialovou barvu), nez standardni zativky. Védecka studie dokazuje,
ze tento druh zafivky mé vyssi Gi¢innost na vyvoj rostliny nez standardni studené bilé
zativky (ALBRIGHT, 2011).

Soucasnym trendem je piechod ze stavajicich druhii zatfivek na novy typ, zvany
»I5%, ktery pro vyzafovani svétla pouziva jiny druh chemikalii. Tato zafivka ma vSak
mensi pramér a diky tomu je nutna rekonstrukce stavajicich svitidel. Tato modernizace
se provadi po celém svété, jelikoz je tento typ mnohem efektivnéjsi nez zativky typu T8
a T12 a také ma delsi Zivotnost. Soucasné nové vybudované zafizeni vyuzivajici umélé

osvétleni pouzivaji zativky typu T5. (ALBRIGHT, 2011).

3.2.2.4. Svételné diody - LED (Light emmiting diodes)

Jsou nejnovéjsim produktem na trhu. Na svételnych diodach se v souc¢asné dobé
provadi mnoho vyzkumt, a to nejen na univerzitich, ale i ve svételném pramyslu
po celém svété. Tyto vyzkumy se zamétuji na hledani vhodného poméru svételnych
délek a tim ziskani Sirokého spektra vyuziti pro LED diody. Tento systém by se nejlépe
hodil do péstiren ve sklenicich, kde by jeho pole blokovalo zna¢né mnozstvi slunecniho
svétla. Je zde mnoho technologickych prekazek, které se vyzkumy snazi piekonat. Ty
zahrnuji odstranéni tepla, které vyzatuje pfislusenstvi diod. Dale je nutno piekonat
vysokou vyrobni cenu a najit levnéjsi alternativu, a také je zde problém s velikosti
celého zafizeni, napfiklad pro vyuzZiti v explantatovych kulturach. IntenzivnéjSiho

vyuziti v praxi bychom se mohli do¢kat uz v pfistim desetileti (ALBRIGHT, 2011).

3.2.3. Problematika stabilni konstrukce u LED osvétleni

diody (ZUPNIK a GRZESIAK, 2012). Proto vyuziti LED osvétleni jako stabilniho
zdroje umélého prisvétlovani v in vitro pfipada investorim z ekonomického hlediska
jako nejlepsi feSeni. Nicméné stabilni konstrukce osvétleni na bazi LED zahrnuje

nekolik velmi dulezitych faktorti. Mezi n€ patii vedeni tepla a design napdjeciho zdroje.
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Jako feSeni téchto problému byl prezentovan prototyp 250-W LED osvétleni, které bylo
navrzeno jako nahrada za sodikové vybojky pouzivané ve stavajicich flow-boxech
(ZUPNIK a kol., 2012). Osvétleni se sklada ze dvou identickych svitidel. Kazdé svitidlo
obsahuje 40 ¢ervenych (665 nm) a 8 modrych (447 nm) LED diod (NOVICKOVAS a
kol., 2012). Diody byly sestaveny na obvodech tisténych na kovovém jadru PCB, které
je namontovano na hlinikovy chladic se 3 perforovanymi vertikalnimi Zzebry
a s perforovanym postrannim reflektorem. Design chladice byl optimalizovan za pouziti
poditatového modelovani. Uéinnost chladi¢e byla hodnocena pouzitim metody méfeni
teploty spoje LED diody z vysokoenergetického kiidla a jeho elektroluminescen¢niho
pasu. Naméfend hodnota spoje LED diody vplném provozu byla 75°C
(NOVICKOVAS a kol., 2012). Prithledné polymethylmetacrylatové vicko bylo pouzito
jako ochrana LED diody proti vlhkému prostfedi. LED diody byly fizeny zdrojem
kontrolovaného proudu, ktery byl namontovan na zadni ¢ast PCB. Cely svételny systém
obsahujici Ctyfi osvétleni je mozné instalovat do flow-boxu a provadét na ném

experimenty na kultivaci rostlin v in vitro podminkach (NOVICKOVAS a kol., 2012).

3.2.4. Vliv odpadniho tepla na proudéni fotoni u LED diod

Proudéni fotonti (PFY) umoziuje srovnavat osvétleni v zahradnictvi. Proto celé
emitované zafeni musi byt zaznamenano a porovnano v souvislosti S potifebnou
elektrickou energii. Znalost provoznich podminky je klicova k vyhodnoceni efektivnosti
LED osvétleni. Proudéni fotonti zavisi na odpadnim teplu

a stejné tak i na aktualni teplot&, kterou ma svételné zatizeni. Cim vys§i je rozdil teplot,

cvwr

a TANTAU, 2012).

3.2.5. Nové druhy LED osvétleni pro vyuZiti ve studiich zabyvajicich se

ovliviiovani rostlin svétlem

V Japonsku byly neddvno vyrobeny dva nové druhy LED osvétleni na podporu
a vyvoj vyzkumil v oblasti ovlivilovani rostlin svétlem. Prvni typ se nazyva LS6 systém.
Ten je slozen z 6 riznych diod: fialovd, modrd, oranzovo-Cervena, cervena
a infracervena (Hodnoty vinovych délek: 405, 465, 530, 595, 660 a 730 nm). Druhy typ

nese ndzev LS32 a vyuziva 32 riznych vinovych délek. Soucasna verze LS6 je schopna
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produkovat svétlo se 6 rluznymi kompozicemi, tato svételna kompozice dokaze
vyprodukovat hustou proudéni fotosyntetickych fotond az 416 pmol m? s™ na plose
0,18 m® Uginna vzdalenost této diody je 17,5 cm. Tyto hodnoty jsou dostacujici
pro pokusy na kultivaéni experimenty vétSiny rostlin vyuzivanych v in vitro
podminkach. Nejnovéjsi verze diody LS32 ma spektralni vykon srovnatelny s ozafenim
zem¢ za Upliku. Diky tomu se zde taktéz nabizi Siroké vyuziti v experimentech in vitro.
Diody LS6 a LS32 mohou byt v piistich deseti letech klicovym osvétlenim pii pokusech
v podminkéach in vitro (FUJIWARA a kol., 2012).

3.3. Osvétleni a uspora energii v modernich sklenicich

Sklenikovy primysl se v soucasnosti snazi poskytnout rostlindAm co nejlepsi
podminky za vyuziti co nejmensiho mnozstvi energie. Mnozstvi sluneéniho svétla
je redukovano diky clonéni materiald a konstrukci skleniku, soucasna hodnota je okolo
30 %. Aby se usetfila vyuzivand energie, vyuziva se dvojitého clonéni, kterého
dosdhneme pifiddnim jedné nebo dvou energetickych clon. Vysledkem je 70-80%
redukce piirodniho svétla v porovnani s venkovnimi podminkami, zvySeni vzdusné
vlhkosti, a zaroven také snizeni energetické spotfeby ve stejném rozsahu. Nachazi se
zde moznost vyuziti umélého osvétleni, které dokaze usettit az 40 % vyuzité elektrické
energie preménéné na fotosynteticky aktivni radiaci a stdle zajistit dobré podminky
pro péstované plodiny. Maximalni energetické uspory lze dosahnout v kombinaci
s CO,. Jako dalsi moznost lze zvazit opakované vyuziti pfebyteéné energie, avsak tento

koncept jesté nebyl pln¢ prozkouman (SVENSSON, 2012).

3.4. Vliv riuznych svételnych zdroji na rostliny v in vitro podminkach

3.4.1. Vliv SSL LED osvétleni na fotosyntézu a vynos u Valerianella locusta

Tento experiment byl proveden na podzim roku 2011. Cilem toho vyzkumu
bylo blize prozkoumat efekt novych SSL LED (Solid State Lighting Light Emitting
Diodes) diod na fotosyntézu a vynos rostliny Valerianella locusta vin vitro
podminkach. V experimentu byla vyuzita dvé rizna svételna spektra. Prvni spektrum
vyzafovalo bilé svétlo a druhé vyzatovalo smés cerveného a modrého svétla. Nejvyssi

obsah chlorofylu a, chlorofylu b a karotenoidl byl obsazen u pokusu, ktery byl vystaven
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smeési ¢ervené¢ho a modrého svétla. Nejvyssi vaha rizic zkoumané rostliny byla taktéz
u pokusu vystaveného smési Cerveného a modrého svétla. Z vyzkumu je patrné,
ze prisvétlovani smési ¢erveného a modrého svétla ma u Valerianella locusta mnohem

vyssi efekt na fotosyntézu a naslednou tvorbu biomasy nez ptisvétlovani bilym svétlem

(WOJCIJECHOWSKA a kol., 2012).

3.4.2. Vliv LED na indukci a rast cibuli u Lilium oriental hybrid ,, Pesaro“

Vyzkum byl provadén v roce 2001 v Jizni Koreji. Cilem vyzkumu bylo sledovat
regeneraci cibuli u rostliny Lilium oriental hybrid , Pesaro* ze segmentii 5x5 mmZ.
Segmenty byly ufezany z cibuli testovaci rostliny vazicich 2g. Testovaci vzorky
byly vystaveny vlivu fluorescentniho, bilého, cerveného, modrého a kombinaci
¢erveného + modrého spektra. Regenerace byla zpozorovana u vSech vzorkl, avSak
nejveétsi procentudlni uspéSnost a také nejvysSi pocet cibuli na jeden explantat
byl zjistén u variant fluorescentniho a modrého + ¢erveného svétla. Efekt ¢erveného,
modrého a Cerveného + modrého svétla byl také testovan na kvalitu ristu cibuli.
Varianta Cervené + modré svétlo byla pro rast cibuli nejvhodnéjsi - cibule
byly vétsi a jejich Cerstva 1 sucha vaha byla vEtsi neZ u ostatnich variant. Taktéz pocet
i vaha kofent cibule byl nejvétsi u varianty ¢ervené + modré svétlo (LIAN a kol.,

2002.).

3.4.3. Utinek rizného svételného spektra na rist in vitro kultur u Phalaeonpsis

Vyzkum, ktery byl proveden na National ChungHsing University m¢l za tkol
prozkoumat vliv rizného svételného spektra na rust in vitro kultur u rodu Phalaenopsis.
Experiment zahrnoval 3 druhy rtzného svétla. Prvni (kontrolni) experiment
byl provadén pod bilym svétlem, dal$i 2 byly provadény pod svétlem cervenym
a modrym. Vysledky ukazaly, Ze Cerstva, suchd i1 celkova vaha listii kontrolni rostliny
byla nejvys$si u pokusu pod Cervenym svétlem. AvSak cCervené svétlo podstatné
snizovalo index chlorofylu u listd Phalaenopsis. U experimentu nebyl zadny vyrazny
rozdil v délce kofend (IEPEREN, 2008).
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3.4.4. Invitro propagace a zakofenovani u Helleborus orientalis v reakci na LED

osvétleni

Helleborus je trvalka kvetouci na jafe, srostoucim potencionalem
v zahradnictvi. Proto je duleZité, abychom nasli co nejefektivnéjsi zpusob in vitro
propagace. V minulosti byly hlavni divody pfisvétlovani v in vitro kulturach zvySovani
fotosyntézy a regulovani fotoperiody. V soucasnosti diky zdokonalovani technologie
LED otevirame nové moznosti vyuziti prisvétlovani. Diky tomuto faktu se uskutecnil
vyzkum na prozkoumani vlivu rozdilného svételného spektra (specifictéji feceno
modrého, cerveného, Cerveného + modrého, bilého) na propagaci a zakofenovani
rostliny Helleborus orientalis. Zjistili jsme, ze svételné spektrum nema vliv na rychlost
propagace, ale ma zna¢ny Vliv na rostlinnou morfologii (vyska rostliny, pocet listh
na rostlinu, délka listd, % suSiny). Také zakofenovani bylo ovlivnéno. Bilé a Cervené
svétlo mélo za nasledek zna¢né prodlouzeni kotfent oproti svétlu modrému a ¢ervenému
+ modrému. Nicmén¢ varianta cerveného svétla méla ve vysledku nejvyssi pocet kofenti

(DHOOGHE a LABEKE, 2012).

3.4.5. Vliv cytokinini a kvality svétla na regeneraci vyhoni z nodalnich
explantati

u Rhododendron brachycarpum

Rhododendron brachycarpum je stalezeleny vytrvaly kef, ktery pochazi
z Koreje. Bézné se pouziva jako okrasny ket v zahradach a je velmi oblibeny po celém
svété. Proto je tento druh rostliny vhodny pro multiplikaci a zachovani. Pro vyzkum
kvality svétla a vlivu cytokinind na regeneraci vyhonil jsme pouZili nodalni explantat.
Explantaty byly vytiznuty ze skleniku, kde rostly na AM) médiu s rozdilnou déavkou 2-
isopentyl adeninu (2-iP), 6-benzyl adeninu (BA) a thidiazuronu (TDZ). VSechny
kultury byly udrzovéany pii teploté 25-26°C za 16 hodinové fotoperiody pod ervenym
(LED), modrym (LED) a bilym (zétfivka) svétlem. Ze vSech tii vzorkl cytokininli mél
vzorek s 2-iP nejvétsi tispéSnost a vliv na indukci regenerace vyhoni. Nejvétsi pocet
indukovanych vyhonl (prameér 9,8 vyhontli na explantat)
byl zaznamenan na kulturach zalozenych na MS médiu s ptidavkem 2.0 mg.L™* 2-iP.

Svételnd kvalita méla znac¢ny vliv na indukci vyhont i na multiplikaci. Pro riist vyhonii
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mélo nejvetsi vliv bilé svétlo. In vitro explantaty byly poté uspésné pievedeny

a aklimatizovany do skleniku (SIVANESAN a kol., 2012).

3.4.6. Utinek rizného svételného spektra a dvou rozdilnych polysacharidi na

proliferaci Cymbidium v in vitro kulturach

Ucelem této studie bylo prozkoumat efekt kvality svétla (bilé, Eervené, modré
a zelené) a dvou polysacharidd; chitosan (Chitosan H) a hyaluronové kyseliny (HA9)
na proliferaci a rist u Cymbidium vin vitro podminkach. Chitosan H a HA9
byly nedavno navrhnuty jako dulezity komponent pro Cymbidium kultury. Nejvétsi
proliferace, tvorba vyhonu (90%) a tvorba kofenu (50%) byla nalezena mezi kulturami
zalozenymi na médiu doplnénym o 0,Img/L Chitosanu H pod zelenym svétlem.
Po 11 tydnech kultivace byla nejvyssi Cerstva vaha explantati (241,3mg) naméiena
u vzorku s HA9 (7 mg/L) pod zelenym svétlem. Nejvyssi pramérny pocet jedinct (5,7)
byl nalezen u vzorku pod zelenym svétlem s pfidavkem HA9. Proliferace pod bilym
svétlem ukazala nejvyssi pocet kofent (1,2) s pfidanim Chitosianu H. Tyto vysledky
ukazuji, ze pouziti riznych druhd svételného spektra mize znacné zvysit energetickou
efektivitu svételnych zdroji u propagace Cymbidium v podminkach in vitro a taky,

ze zelené svétlo ma dileZitou roli pii tvorbé vyhont a kofend (HERMAN, 2014).

3.4.7. Vliv svétla na Catharanthus roseus v podminkach in vitro

Ovliviiovani produkce vindolinu a serpentinu uzitim svétla v kombinaci

S rostlinnymi hormony

Védecky tym pod vedenim J. Zhao z Univerzity mediciny v Cing zjistil,
ze svétlo a rostlinné hormony ovliviiuji produkci indolovych alkaloidd, zvlasté tedy
vindolinu a serpentinu. Pokus byl proveden u kultury Catharanthus roseus.
Bylo zjisténo, ze svétlo podnécuje biosyntézu serpentinu a stimuluje vyvoj plastidi
a peroxidazovou aktivitu. Naproti tomu 2,4-D potlacuje produkci vsech alkaloidt
a peroxidazovou aktivitu. Vysledky tedy naznacuji, ze kombinaci svétla a rostlinnych
hormoni (zejména 2,4-D) mtizeme ovlivnit mnozstvi vindolinu a serpentinu v rostling,

stejné tak jako jejich peroxidazovou aktivitu (HERMAN, 2014).
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Zvyseni produkce za pouziti UV-B zareni

Na lowské statni univerzité nedavno stanovili vliv UV-B zafeni na produkci
terpenoidnich indolovych alkaloidi u bunénych i organovych kultur rostliny
Catharanthus roseus. Po vystaveni danych kultur UV-B zafeni se u vzorki zna¢né
zvysila koncentrace lochnericinu a dale byla snizena koncentrace hérhammericinu.
Jejich vysledky taktéz ukazuji, ze snizenim periody ozafovani na 20 minut dosahneme
znaéného naristu lochnericinu a serpentinu, stejné¢ tak jako snizeni koncentrace

horhammericinu (HERMAN, 2014).

3.4.8. Efekt svételné intenzity a rostlinnych hormonii na produkci esencialnich

oleji u Lavandula augistifolia

Nedavno byl studovan efekt rizné svételné intenzity v kombinaci s rostlinnymi
hormony na produkci esencialnich oleji u organové kultury Lavandula augustifolia.
Vzorky byly vystaveny intenzité od 8 do 53 mmol.m?s™, na MS mediu doplnénym
riznymi cytokininy (BA, kinetin, zeatin) za absence exogennich auxini. Bylo zjisténo,
ze kultury doplnény o BA pod intenzitou 8 mmol.m?s™ produkovaly nejmensi mnozstvi
esencidlnich oleji.  Vys§i hodnoty byly zjiStény pod intenzitou 53 mmol.m?s™,
avsak nejvyssi mnozstvi esencialnich olejii bylo objeveno pod intenzitou 8 mmol.m?s*

ale za ptitomnosti zeatinu, nikoliv BA (HERMAN, 2014).

3.4.9. Vliv modrého svétla na produkci antokyani u Hibiscus sabdariffa

Tato studie, provadéna v Cing, nedavno zkoumala vliv monochromatického
svétla na syntézu antokyand u bunétné kultury Hibiscus sabdariffa. Ze studie
jsme zjistili, Ze akumulace antokyanli byla desetkrat vys$i pod modrym svétlem,
nez pod svétlem Cervenym, oranZovym, ¢i V temnostni fazi. Monochromatické svétlo
se svételnou délkou modrého spektra sice ukazalo zvySujici se pozitivni efekt
na akumulaci antokyanti, av§ak na ostatni dilezité parametry bunééné kultury (pH,

biomasa, zbytek cukru) nebyl zaznamenan zadny vyznamny vliv (HERMAN, 2014).
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3.4.10. Vyvoj LED (light emmiting diodes) osvétleni jako alternativu HPS pro
kvétni indukci Rhododendron simsii

Aktualni vyzkumy ukazuji, ze LED (light emmiting diodes) diody
nejsou prozatim pln¢ vyuzivany jako nahrada za HPS (high pressure sodium) vybojky
vV kompletnim procesu vyvoje rostlin in vitro. Avsak moznost zmény jejich svételného
spektra v prubéhu rtiznych rustovych fazi rostlin z nich déla potencionalni nahradu
za prirozené slune¢ni zafeni. Z tohoto divodu byl prozkouman potencial vyuziti LED
osvétleni pro podniceni kvétni indukce u Rhododendron simsii. Rostlinny material
byl vypéstovan v podminkach in vitro. Pro dosahnuti optimalnich vysledki bylo potieba
zjistit idedlni svételnou intenzitu a spektrum pro kvétni indukci. Po kombinaci rizného
mnozstvi ¢erveného, infracerveného a modrého svétla se zjistilo, Ze pro idealni kvalitu
kvétlh (uniformni barva kvéth a intenzivni barva kvétdl) jsou zapotiebi vSechny tii
svételné délky, avsak Cervené svétlo ma na kvétni indukci mnohem vétsi vliv nez svétlo
modré. Toto led osvétleni se svételnou intenzitou 91 pmol m?® s ukézalo v porovnani
S HPS mnohem lepsi vysledky. Tyto vysledky ukazuji potencionalni vyuziti LED
osvétleni pro kvétni indukei u Rhododendronu simsii v in vitro podminkach. Nesmime
také zapomenout na potencial usetieni znacného mnozstvi energie (SCHAMP a kol.,

rok neuveden).

Vliv svétla na somatickou embryogenezi

Je zndmo, Ze svétlo ovliviluje somatickou embryogenezi, diky jeho vlivu
na indukci a né€které morfologické vlastnosti diferenciovanych somatickych embryi.
AvSak v literatufe je velice malo informaci popisujicich ovliviiovani somatické
embryogeneze riznou kvalitou svétla. Tento zdroj (HALPERIN a kol., 1970) uvadi,
ze kvalita svétla nema zadny efekt na somatickou embryogenezi u mrkvi. Studie stejné
rostliny provedena na jiném misté zjistila, Ze periody trvajici 5 minut za sviceni
dlouhovinnym cervenym svétlem podnitily zlepSeni somatické embryogeneze
(ONOFRIO a kol., 1998). Dale bylo zjisténo, ze zvySeného potencionalu embryogeneze
u bunécéné kultury mrkve mizeme dosahnout i za tmy. Bilé a modré svétlo ukazalo

v

podobny efekt. Embryogenni potencional klesa s nartstajicim poctem subkultur nehledé
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na druh pouZzivaného svétla. Tato studie byla obzvlasté priikazna za tmy. Tvorba kalusu
se zvySovala se snizovanim tvorby embryi. Autofi tohoto vyzkumu nakonec dosli
k zavéru, ze Cervené svétlo ma nejvyssi efekt na indukci somatické embryogeneze
(ONOFRIO akol., 1998).

Dale bylo prokazano vyuziti vysoké svételné intenzity na stimulaci somatické
embryogeneze pod Cervenym svétlem, na druhou stranu modré a bilé svétlo somatickou
embryogenezi inhibovalo. Nejvétsi morfologickd rozmanitost byla zaznamenana
pod Cervenym svétlem, zatimco nejmensi byla pod svétlem modrym. Modré svétlo
taktéz podporuje syntézu antokyant. Dalsi vyzkumy na vyuziti svétla u somatické
embryogeneze byly provadény pod bilym a modrym svétlem. Pozitivni vysledek
u modrého svétla byl zaznamenan u rostliny Arabidopsis thaliana (KALDENHOFF
a kol., 1994). V pozdéjsich letech se zjistilo, ze zkoumani vyuziti svételnych zdroji
u ovocnych stromti ndm muze poskytnout vice informaci 0 mozném vlivu fotoreceptorti
na indukci somatické embryogeneze. Mezi riznymi druhy ovocnych stromt se kdoulon
prokazala jako nejvhodnéjsi kandidat pro somatickou embryogenezi v podminkéach
in vitro a to diky své kompetenci vytvaret adventivni koteny (SANJUAN a kol., 1991)
a somaticka embrya (ANTONELLI a kol., 1995) z listd. Porovnatelné vzorky z podnozi
nékterych ovocnych stromt (jablon, broskvoi, slivoii a hrusen) v laboratofi (misto
laboratofe nebylo publikovdno) ukdazaly, Ze kdouloii byla jako jedind schopna
produkovat somaticka embrya z listu. Po vystaveni vzorkd listd kdouloné riznym
sveételnym délkam bylo zjiSténo, Ze tvorba embryi byla nejvice indukovana pod svétlem

bilym (ONOFRIO a kol., 1998).

3.4.11. Efekt svételné délky u organogeneze Cattleya hybrida

Efekt svételné délky u organogeneze Cattleya hybridi byl zkouman na Cattleya
intermedia x C. aurantiaca. Poc¢atecnimi explantaty byly zregenerované vyhony z prytu.
Bylo pouzito upravené MS médium doplnéné o 5,0 mgl™ BA, 0,2 mg.I" zeatinu,
1,0 mg 1T NAA a zpevnéné Difco agarem bylo pouzito na regeneraci prytii a vzdusnych
kofend. Mira iniciace organi zédlezela na vlnové délce aplikovaného
monochromatického svétla. Vystaveni Cervenému a modrému svétlu bylo efektivni
ve spusténi fotomorfogeneze hodnoceného materialu. Propagacni koeficient dosahl
hodnoty 11,7 pod ¢ervenym svétlem, 10,6 pod svétlem modrym, 8,3 pod bilym svétlem
a 6,2 ve tm¢. Celkovy obsah chlorofylu a karotenoidii byl nejvyssi v kulturach
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osvicenych bilym svétlem a postupné klesal od modrého osviceni az po infraervené
osviceni. Vystaveni modrému svétlu zlepsilo efektivnost mikropropagace a prospélo
k iniciaci rhizogeneze a prodlouzeni vzdusnych kofenti a vysledné rostliny dosahly
pozadovaného stavu (CYBULARZ-URBAN a kol., 2007).
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4. DISKUZE

Z vyse uvedenych zdroji vyplyva, ze vyuzitim riznych svételnych zdroju a také
rizné svételné délky na rostliny v podminkach in vitro mizeme ovlivnit $irokou skalu
aspektii. Ve vypracované resersi jsem se zamétil napiiklad na ovliviiovani somatické
embryogeneze, kde jsem zjistil, ze bilé svétlo nejvice pomaha podnitit tvorbu embryi
u Cydonia oblonga (ONOFRIO a kol., 1998), modré svétlo u Arabidopsis thaliana
(KALDENHOFF a kol., 1994) a ¢ervené svétlo u Daucus carota (ONOFRIO a kol.,
1998). Tyto poznatky ndm mohou v budoucnu pomoci pfi zlepSeni tvorby somatickych
embryi, avSak méli bychom prozkoumat i dals$i druhy rostlin. U ovliviiovani
organogeneze svétlem u Cattleya byl zjistén pozitivni vliv bilého svétla, naopak
infracervené svétlo organogenezi brzdilo (CYBULARZ-URBAN a kol., 2007).
Tento poznatek muize vyznamné pomoci péstitelskym firmdm zabyvajicim se
mikropropagaci orchideji. Dalsi poznatek o vlivu svétla na mikropropagaci byl zjistén
u kultur Helleborous orientalis, kde bylo zjisténo, Ze druh svételného spektra nema vliv
na rychlost propagace, ale za to méa vliv na morfologické vlastnosti (Cervené svétlo
zvySovalo délku a pocet kofend) a zakofenovani (DHOOGHE a LABEKE, 2012).
Z nejnovéjsich druhtt umélého osvétlovani jsem se zaméfil na SSL LED (Solid state
lighting light emmiting diodes) osvétleni a jeho vliv na fotosyntézu a vynos
u Valerianella locusta. Z vyzkumu vyplyva, Ze kombinace ¢erveného a modrého svétla
ma nejvetsi vliv na fotosyntézu a vynos u Valerianella locusta (WOJCIJECHOWSKA a
kol., 2012). Pozitivni vliv kombinace ¢erven¢ho a modrého svétla byl také zjistén u
regenerace cibuli Lilium oriental hybrid ,, Pesaro“ (LIAN, 2001). Herman, 2014 uvadi,
ze pouzitim modrého svétla miizeme zvysit obsah antokyanti u Hibiscus sabdariffa a
taktéz kombinaci svétla a rostlinnych hormond (zejména 2,4-D) mulzeme ovlivnit
mnozstvi vindolinu a serpentinu (HERMAN, 2014). Je velice pravdépodobné, ze LED
osvétleni v budoucich 10 letech nahradi stavajici osvétleni, coz potvrzuje i Schamp (rok

neuveden).

28



5. ZAVER

Prvni ¢ast mé bakalatské prace je zaméfena na problematiku kultivace rostlin
in vitro. Jsou zde popsany zatizeni a postupy potiebné k Gispé€$né kultivaci. Stejné tak
je zde i rozebrana problematika sloZeni kultivaénich médii, postup pii jejich piipravé
a druhy zakladanych kultur. Uzce jsem zde také zminil zdkladni morfologické procesy
v explantdtovych kulturdch. Druhd ¢éast je vénovdna definici svétla a shrnuti
problematiky svételnych zdroju, které jsou nebo by mohly byt vyuzity pro kultivaci
rostlin in vitro. Jsou zde uvedeny jednotlivé typy svételnych zdrojt, jejich vyhody
a nevyhody. Posledni ¢ast je jiz vénovana samotnému vlivu svételnych zdroji na
vybrané rostlinné in vitro kultury. Aby reSerSe byla objektivni, byla sledovana $iroka
Skala zastupcti rostlinnych druhti. Bylo zjisténo, ze kazdému druhu vyhovuji rtizné

svételné podminky.
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6. SOUHRN

Tato bakalaiskd prace byla zaméfena na vypracovani reSerSe tykajici se rtznych
zastupcu rostlinnych druhii a jejich odezev na rtzné svételné podminky. Nejvice se
testoval vliv svételného spektra a pouziti novych svételnych zdroji. Jako nejvhodnéjsi
svételny zdroj kultivaci rostlinnych ¢asti v in vitro podminkach se dle vysledka
studovanych autorti jevi LED osvétleni, a to diky moznosti volby svételného spektra a
také diky jeho energetické uspornosti. Nevyhoda tohoto svételného systému je
momentalni vysokd cena, ktera se vSak s nejveétSi pravdépodobnosti bude v
nasledujicich letech snizovat. Volba vhodného svételného spektra je individuélni,

vzhledem k rozdilnym nérokiim jednotlivych rostlin.

Klicova slova: explantatové kultury, svétlo, rist rostlin
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7. RESUME

This work focuses on elaborating a research on different plant species
representatives and their responses to various lighting conditions. Most tested was the
influence of light spectrum and the use of new light sources. As the most suitable light
source for future cultivation of plant components under in vitro conditions seems to be
LED lighting due to possibility of light spectrum choice as well as its energy efficiency.
The downside of this lighting system is its high cost, which will most likely decrease in
the coming years. The choice of suitable light spectrum is individual because of the

different requirements of the plants.

Key words: plant cultivation, light, plant growth
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