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ABSTRAKT

RGzné barvy svétla prostfednictvim fotoreceptord vyznamné ovliviuji morfogenezi rostlin,
proto je pfi kultivaci pod umélym osvétlenim tfeba dbat vhodného spektralniho slozZeni.
Sledovali jsme rust in vitro kultur dalezitych ovocnych druhl a stanovili téz obsah listovych
barviv po 5tydenni kultivaci pfi bilém, modroCerveném a proménlivém svétle pod LED
bodovymi svitidly v teplejSi a chladné&jsSi mistnosti. Zkoumané jadroviny vykazovaly nejvyssi
obsah barviv v chladnéjSi varianté s modroCervenym (primérné 0,214 mg/g chlorofylld a
0,044 mg/g karotenoidl) a promeénlivym (primérné 0,219 mg/g chlorofyld a 0,045 mg/g
karotenoidl) svétlem. Hodnoty zaznamenané u tfeSné byly v porovnani s ostatnimi druhy
dvojnasobné u vétSiny variant. Jedinou vyjimkou byly hodnoty v chladné&jsi mistnosti pfi
proménlivém osvétleni, kde naopak se obsah chlorofyld (0,237 mg/g) a karotenoidd
(0,049 mg/g) pfiblizoval prdméru u ostatnich druhda.
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ABSTRACT

Various light colours influence plant morphogenesis through photoreceptors; therefore, it is
necessary to pay attention to the spectral composition when cultivating under artificial light.
We observed the growth of in vitro cultures of important fruit species and determined the
content of leaf pigments after 5-week cultivation under white, blue-red and changing light using
LED point sources in a warmer and colder room. Pome fruits showed the highest content of
pigments in the colder room with blue-red (in average 0.214 mg/g chlorophylls and 0.044 mg/g
carotenoids) and changing (in average 0.219 mg/l chlorophylls and 0.045 mg/g carotenoids)
light. The most values noticed in cherry were twofold in comparison with other species.
The only exception was reached in colder room with changing light where the content of
chlorophylls (0.237 mg/g) and carotenoids (0.049 mg/g) got close to the average of other
species.
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Svétlo predstavuje pro rostliny esencialni faktor. Tento faktor neni mozné v pfirozeném
prostfedi ovlivnit nebo pouze v omezeném rozsahu. Nicméné v prostfedi in vitro |ze pracovat
s riznym umélym osvétlenim z hlediska teploty svétla, barevného spektra a dalSich parametru.
Tyto parametry jsou pro rostlinu dllezité nejen pro spravny rust a jeji fyziologické procesy, ale
také umoZznuji zvolit pfesny typ osvétleni dle daného ucelu v ramci in vitro kultury (multiplikace,
kofenéni, komeréni mnozeni atd.). K tomuto U¢elu se nam nabizi vybér hned z nékolika typl
osvétleni. V soutasné dobé se zda byt dfive hojné pouzivané fluorescenéni svétlo pfekonano
LED osvétlenim. LED svitidla umoziuji pfesnou pfeménu elektrické energie na fotony
specifickych vinovych délek pfi pozadované hustoté toku fotosynteticky aktivnich fotonu
(PPFD). Diky tomu je LED zdroj ucinnéjSi a vznikaji pouze zanedbatelné tepelné ztraty
v porovnani s ostatnimi umélymi zdroji svétla (Gupta a Agarwal 2017). Navic vzhledem
k energetické krizi se LED svitidla stavaji stale vyhledavané&jSim zdrojem osvétleni diky své
nizké spotifebé energie a cenové dostupnosti oproti fluorescenénimu osvétleni.

Mezi hlavni nedostatky fluorescenéniho osvétleni patfi omezeny rozsah viditelného
spektra, relativné vysoké tepelné ztraty a nizsi efektivita a Zivotnost. Kromé toho obsahuje
toxické latky, napf. rtut (Barcel6-Mufoz et al. 2022). Ze studie Gupta a Jatothu (2013) vyplyva,
Ze aplikace LED osvétleni v in vitro podminkach byla uspé&sna jak z hlediska morfogeneze, tak
i v podpofe rustu u mnoha druh rostlin. V sou€asnosti se jevi technologie LED osvétleni jako
nejlepsi a nejdostupnéjSi varianta pro kultivaci nebo komeréni mnozeni rostlin v in vitro
podminkach.

Z hlediska vyuziti svételného spekira je pro rostliny diilezita oblast fotosynteticky aktivniho
zareni, ktera se pohybuje od 400 do 700 nm (Barcel6-Munoz et al. 2022). Ve slune¢nim
spektru se nachazeji 2 vrcholy absorpce chlorofylu na vinovych délkach 430-450 nm a 640—
660 nm (Sarropoulou et al. 2023).

Fytochrom je fotoreceptor pro ¢ervenou (600—700 nm) a tzv. dalekou &ervenou — barvu
viditelnou okem, ktera konci tésné pred infraervenym svétlem (700-750 nm). Vyskytuji se
v aktivni a pasivni formé&. Fytochromy vyvolavaji Sirokou Skalu reakci, napf. klic¢eni semen,
stimulace rlstu stonku a Fapiku, deetiolace (pfeména etioplastl na chloroplasty), indukce
kveteni aj. (lacona a Muleo 2010, Naznin et al. 2019).

Fotoreceptory modré barvy, kryptochromy a fototropiny, zprostfedkovavaiji rychlost ristu a
utvareni kofene a jeho fototropismus, také podporuji akumulaci pigmentu (lacona a Muleo
2010, Naznin et al. 2019). Rodrigues et al. (2022) se domnivaji, ze modré svétlo pfimo Ci
nepfimo inhibuje oxidaci tanint a polyfenolt z kofenl. Pidsobeni modrého svétla (420—-500 nm)
vyvolava vétsi produkci vyhonkd v porovnani s ¢ervenym svétlem, ale vytvareji se pfi ném
menSi listky (Lotfi 2022). Bylo také nékolikrat prokazano, Zze modroCervené LED svétlo
zpusobuje lepsi rst a morfogenezi oproti jednotlivym LED diodam (Gupta a Jatothu 2013).

UVR8 (UV Resistance Locus 8) je fotoreceptor zachycujici ultrafialové svétlo (280-
315 nm). Podili se na regulaci rlstu a vyvoje rostlin a poskytuje rostliné ochranu pfed UV
zafenim (Cavallaro et al. 2022). Bylo zjisténo, ze fialové LED svétlo (380—-420 nm) podporuje
tvorbu vyhonki a olisténi a vyznamné ovliviiuje vegetativni rast zazvoru Iékarského
(Gnasekaran et al. 2021).

Zelené svétlo (520-565 nm) muaze byt pro rust rostlin také ucinné. Dle Folta et al. (2005)
podporuje prodluzovani stonku v rané fazi. NaopakFolta a Maruhnich (2007) tvrdi, Ze absorpce
zeleného svétla fytochromy a kryptochromy vedla ke zpomaleni vegetativniho vyvoje.

Kombinace zeleného a Cerveného LED svétla zplsobila zrychleny rust rostlin s delSimi
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vyhonky nez u monochromatického LED svétla (Lupo et al. 2022). Podle Chung et al. (2020)
probihala pfi zeleném monochromatickém svétle nejnizsi rychlost fotosyntézy. Naproti tomu
u polychromatickych LED diod obsahujicich &ervené, zelené a modré spektrum (R:G:B) se
prokazala vysoka rychlost fotosyntézy.

Zluté svétlo (565-590 nm) pozitivné ovliviiuje vyvoj list a prodluZzovani vyhonku (Glowacka
2004). Dle Nacheva et al. (2021) je Casto vyuzivaneé bilé svétlo nejméné ucinné pfi tvorbé
novych listl. Zato obsah fotosyntetickych pigmentl (chlorofyl A a B, karotenoidy) byl pod bilym
svétlem vy$Si nez pod modrym nebo Eervenym. NejlepSich vysledki z hlediska stimulace rustu
a intenzity fotosyntézy bylo dosazeno kombinaci modrého, &erveného, dlouhovinného
Cerveného (tzv. far red) a bilého svétla (Nacheva et al. 2021).

Pusobeni svétla je rozsahle popsano u bylinnych druhu, zatimco v pfipadé dfevin existuje
pouze minimalni mnozstvi Udajl zabyvajicich se spektrem a kvalitou svétla (Batista et al.
2018). Duvodu existuje hned nékolik. Morini a Muleo (2003) poukazuji na snizeny vliv kvality
svétla na dreviny v porovnani s bylinnymi druhy. Dal§im dlvodem muze byt Siroké uplatnéni
studeného bilého svétla, které se nejcastéji pouziva v kultivacnich mistnostech pro vSechny
druhy. Nicméné studie zaméfujici se na kvalitu svétla odhalily, Ze pouziti spekter s vyraznymi
slozkami vybranych barev misto bilého svétla zvysilo ucinnost mikropropagace (Gupta a
Jatothu 2013).

MATERIAL A METODY

Vychozi explantatové kultury byly ziskany z in vitro genofondové banky ovocnych druhd ve
VSUO. Jednalo se o odridy jabloné ‘Kosikové’ a ‘Golden Delicious’, hrusné ‘Erika’ a
‘Lucasova’, slivoné ‘Svestka domaci’ a ‘Durancie’, tfe$né ‘Tamara’ a vi$né ‘Vitova'. Material
byl pfed zaCatkem experimentu i b&hem jeho trvani kultivovan ve 100 mL Erlenmeyerovych
barnkach s 30 mL zivného média (MS) dle Murashige & Skoog (1962). Médium obsahovalo 30
g/L sacharozy, 4 mg/L kyseliny askorbové, 1,5 mg/L 6-benzylaminopurinu (BAP) a 0,1 mg/L
kyseliny indol-3-maselné (IBA). Hodnota pH byla upravena na 5,7. Do média bylo pfidano
8,5 g/L agaru Difco Bacto.

Experiment probihal ve dvou kultivagnich mistnostech. V obou byla nastavena 12hodinova
fotoperioda, liSily se vSak teplotou. V jedné se v urovni péstebnich banék pohybovala teplota
kolem 26 °C ve dne a 22 °C v noci, ve druhé to bylo 23 °C ve dne a 17 °C v noci. V obou
kultivagnich mistnostech byly na péstebnich policich vytvofeny 3 odstinéné oddily (Obr. 1).
VSechny byly osazeny LED bodovymi zdroji RGB+3000K 5W (T-LED, s.r.0.), které obsahuiji
4 druhy diod: prvni vyzafuji spojité spektrum s teplotou chromati¢nosti 3000 K, druhé modré
svétlo s maximem pfi 455 nm, tfeti svétlo Cervené s maximem kolem 630 nm, posledni maji
maximum pfi 515 nm, Cili v zelené oblasti. Svitidla umoZziuji téz kombinaci jednotlivych barev
v rizné intenzité a rovnéz stfidani vSech dostupnych spekter v kratkych intervalech.

V prvnim oddilu bylo nastaveno teplé bilé svétlo (Graf 1), ve druhém kombinované
modroCervené (Graf 2). Ve tfetim bylo vyuZito funkce stfidani, slozeni svétla se zde
v dvousekundovych intervalech ménilo. BEhem kazdych 30 sekund se vystfidalo 15 spekter.
U 5 barev dominovala Cervena, pficemz postupné narustalo podruzné maximum v zelené
oblasti. Nasledujici 4 barvy mély spole¢nou pravé zelenou slozku, tu vSak postupné pievysil
vrchol v modré. U zbylych 6 barev pfevazovala modra, pfiCemz zelena slozka postupné
vymizela a naopak opét narustalo zastoupeni Cervené (Grafy 3, 4 a 5). Intenzita zafeni se
v Urovni péstebnich banék ve v§ech oddilech pohybovala mezi 5 a 10 W/m?2.
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Do kazdé z 6 variant bylo umisténo po 3 bankach s explantaty od v§ech 8 zminénych odrud.
V kazdé bance byly nasazeny 2 az 3 explantaty. Experiment byl vyhodnocen po 34 dnech.
Byla provedena fotodokumentace a porovnani vzhledu vyhonu v jednotlivych variantach a
rovnéz byl spektrofotometricky stanoven obsah chlorofylu A, chlorofylu B a karotenoid
v materialu z jednotlivych variant.

V kazdé varianté byly pro méfeni barviv vybrany 2 banky, z kazdé byl odebran smésny
vzorek ze vSech explantat(. Vzorky, zmrazené kapalnym dusikem, byly rozetfeny s malym
mnozstvim MgCOs a pisku. Do mikrozkumavek bylo odvazeno 90 aZz 110 mg rozetfeného
materialu a ke kazdé navazce pfidano 1,5 mL methanolu. Po kratkém protfepani byly
mikrozkumavky centrifugovany po dobu 5 minut pfi 16000 g. Stanoveni obsahu chlorofylu A,
chlorofylu B a karotenoidd v supernatantech probéhlo dle Wellburna (1994) pomoci
spektrofotometru Genesys 180 (Fisher Scientific, s.r.0.). Vysledné hodnoty pro sestrojeni grafu
byly pro jednotlivé varianty ziskany jako primér z méfeni pfislusnych 2 smésnych vzorku.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vzhled explantatu v riznych variantach se pronikavé nelisil, rozdily mezi jednotlivymi vyhony

Vysledky spektrofotometrickych stanoveni listovych barviv jsou vyneseny v grafech 6 a 7.
Celkové nejvyssi obsah barviv byl zjistén u tfesné odriidy ‘Tamara’, a to zejména pod bilym
svétlem (prumérné 0,548 mg/g chlorofyld a 0,096 mg/g karotenoidu). Jediné v chladnéjsi
mistnosti ve varianté se svétlem proménlivym vykazovala tfeSen hodnoty vyrazné nizsi
(prdmeérné 0,237 mg/g chlorofyld a 0,049 mg/g karotenoidu), srovnatelné s ostatnimi druhy.
Podobna tendence se projevila i u visné s primérnymi hodnotami 0,248 mg/g chlorofylu a
0,053 mg/g karotenoidu pod bilym osvétlenim. U jadrovin nastal zcela jiny trend. NejvysSi
obsah v8ech barviv byl zaznamenan pravé v chladnéjsi kultivacni mistnosti ve variantach
s modro€ervenym (pramérné 0,214 mg/g chlorofyli a 0,044 mg/g karotenoidu) a proménlivym
(prdmeérné 0,219 mg/g chlorofylt a 0,045 mg/g karotenoidu) svétlem. U slivoni bylo vy$Sich
primérnych hodnot dosazeno u odrudy ‘Durancie’, a to zejména pod modrocervenym
osveétlenim (primérné 0,256 mg/g chlorofylt a 0,049 mg/g karotenoid().

Chung et al. (2020) doporucuji pro explantatové kultury slabé rostouci jablofiové podnoze
M9 pfi osvétleni modrym a Cervenym svétlem v poméru 1:9, pfipadné kombinaci modrého,
zeleného a Cerveného v poméru 1:1:8. Pfi experimentech s rGznymi podnozemi pod bilym,
modrym a Cervenym spektrem vSak byly zjistény rozdily mezi genotypy (Geng et al. 2015).
Vysledky pro jabloné odrudy ‘Kosikové’ a ‘Golden Delicious’ v naSem experimentu se vyrazné
neliSily, avSak lze oCekavat, Zze podobné jako u podnozi bude i mezi odridami panovat
variabilita.

Studie Dimitrova et al. (2021) popisuje, ze hruSné péstované pod smiSenym LED svétlem
dosahly vétsi velikosti listd a lepSiho fotosyntetického vykonu. Nicméné také poznamenava,
Ze nejvyssi obsah chlorofyld A a B i karotenoidd byl zjistén u rostlin péstovanych pod bilym
svétlem. V obsahu barviv se vysledky naSeho experimentu odliSovaly (ov8em zaleZelo i na
teploté), rozdil mohl byt zplsoben kultivaénimi podminkami — fotoperioda €inila pfi zminéném
vyzkumu 16 hodin oproti nasim 12.

TreSnova podnoz ‘Colt’ vykazovala pod modroCervenym spektrem vysSi obsah chlorofyll
nez pod svétlem bilym (lacona a Muleo 2010). U nami sledované odrudy treSné ‘Tamara’ tomu
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bylo naopak, coz muze opét ukazovat na variabilitu mezi genotypy. | zde vSak jisté hraje roli
rozdilné nastavena fotoperioda (16 hodin) a mozna také fakt, ze studie lacona a Muleo
probéhla s pouzitim fluorescencnich svitidel.

Proménlivého spektra se pfi kultivaci rostlinného materialu zpravidla neuziva. Nami pouzité
LED zdroje v8ak nenabizeji smés modré, zelené i ervené v ramci jednoho spektra, a tudiz
byla do naseho experimentu zahrnuta pravé i proménliva varianta, aby tuto kombinaci
umoznila. Soudé podle obsahu listovych barviv se toto kombinované spektrum osvédcilo
zejména u jadrovin.

ZAVER

LED svitidla skytaji bohaty vybér volitelnych spekter pro péstovani rostlinnych explantata.
Kromé klasické bilé a dnes jiz také hojné vyuzivané modré a Cervené jsme v prostiedi in vitro
vyzkouSeli pro kultivaci jadrovin a peckovin i variantu se stfidajici se barvou, ktera umoznila
pfidat zelenou ¢ast spektra.

Vzhledové se od sebe explantaty v jednotlivych variantach vyraznéji neliSily, avSak
pozorovali jsme rozdily v obsahu listovych barviv. Patrné nejprikaznéjsSi byl vysledek
u jadrovin — zde byl nejvysSi obsah chlorofyll a karotenoid(i zaznamenan pfi modrocerveném
a proménlivém svétle (ovSem jen v chladngjsi kultivaéni mistnosti), a u tfeSné, kde jsme pfi
proménlivém osvétleni zjistili naopak pokles obsahu barviv.
vysledky by v budoucnu pfineslo prodlouzeni experimentu. Rovnéz pocet vzorkd pro méfeni
barviv by se v zajmu statistické zpracovatelnosti mél zvysit. Dle dostupnych literarnich zdroja
Ize pfedpokladat, ze vysledky budou vykazovat nejen mezidruhové, nybrz i meziodriidové
rozdily.
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GRAFY

Graf 1. Spektrum svétla v bilé varianté
Graph 1. Light spectrum in the white variant
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Graf 2. Spektrum svétla v modrocervené varianté
Graph 2. Light spectrum in the blue-red variant

20
15

10

[uW/cm2/nm]

400 450 500 550 600 650 700
[nm]

VPO 29(1): 111, 2023



- VEDECKE PRACE OVOCNARSKE

Graf 3, 4 a 5. Spektra svétla v proménlivé varianté — 5 s pevnou ¢ervenou, 4 s pevnou zelenou

a 6 s pevnou modrou slozkou
Graphs 3, 4 and 5. Light spectrum in the changing variant — 5 with the fixed red, 4 with the

fixed green and 6 with the fixed blue peak
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Graf 6. Obsah chlorofylti pri kultivaci za riiznych svételnych a teplotnich podminek
Graph 6. Chlorophyll content after cultivation under various light and temperature conditions
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Graf 7. Obsah karotenoidt po kultivaci za riznych svételnych a teplotnich podminek
Graph 7. Carotenoid content after cultivation under various light and temperature conditions
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FOTOGRAFIE

Obrazek 1. Odstinéné oddily pro kultivaci pod riznym osvétlenim
Picture 1. Separated compartments for cultivation under various light
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(autor fotografie: Alexandra Slamova)

Obrazek 2. Kultury tfe$né odridy ‘Tamara’ pod bilym svétlem v chladnéjsi kultivacni mistnosti
Picture 2. Cultures of ‘Tamara’ cherry under white light in the colder cultivation room
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(autor fotografie: Alexandra Sléamova)
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