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Teoretický úvod:  KULTIVACE IN VITRO 
 Rostlinný materiál lze krom� p�irozených podmínek p�stovat také v r�zných um�lých 

podmínkách. Jednou z t�chto možností je kultivace za specifických podmínek v uzav�ených 

(nej�ast�ji sklen�ných) nádobách umož�ující mimo p�stovaní celistvých rostlin také p�stovat 

jejich odd�lené �ásti. Odtud pocházejí i názvy t�chto kultur: kultury in vitro (ve skle) anebo 

kultury rostlinných explantát� (Obr.1). Podle stupn� organizovanosti lze rozd�lit kultury na 

orgánové (kultivované ko�eny, stonky, listy, �ásti kv�tenství), tká�ové (soubory bun�k)  

a bun��né (jednotlivé bu�ky, bun��né suspenze, s ur�itými výhradami lze p�íp. za�adit i 

protoplasty – bu�ky zbavené bun��né st�ny). 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Možnost takto kultivovat rostlinný materiál vychází z faktu, že rostliny disponují vysokou 

regenera�ní schopností, která souvisí s možností obnovit bun��né d�lení i u bun�k 

somatických. Díky t�mto vlastnostem se mohou rostliny vegetativn� množit a nebo 

nahrazovat poškozené orgány. Tato schopnost je založena na tzv. totipotenci rostlinné 

bu�ky. Tém�� každá živá bu�ka rostlinného t�la (i bu�ka pln� diferencovaná) totiž obsahuje 

kompletní genetickou informaci, kterou je potenciáln� schopná realizovat.  

Obr.1:   Typy rostlinných explantát� 
a,b/ kultury celistvých rostlin a rostlinných �ástí, c/ kultury rostlinných pletiv - 
kalus, d/ bun��né kultury- mikrospory, e/ protoplastové kultury 



  
5.1. Složení kultiva�ního média a kultiva�ní podmínky 

Rostlinné explantáty vyžadují pro kultivaci speciální podmínky. P�edevším je nutné zajistit 

vhodné kultiva�ní médium, které musí obsahovat všechny pot�ebné minerální živiny, které 

vyžaduje i celistvá rostlina. �asto je t�eba do kultiva�ního média p�idat i látky, které si b�žn� 

rostlina syntetizuje sama, pat�í sem hlavn� aminokyseliny a vitamíny. Velmi d�ležitou 

složkou kultiva�ních médií jsou sacharidy. N�které explantátové kultury mohou být totiž 

nezelené, ale i kultury s kompletním fotosyntetickým aparátem nejsou �asto schopny samy 

zajistit dostate�né množství asimilát� pro uspokojivý r�st a vývoj. Kultiva�ní média 

obsahující organické složky na druhé stran� p�edstavují velmi vhodnou živnou p�du pro 

mikroorganismy, a proto je nutné médium i kulturu udržovat sterilní a p�i manipulaci 

dodržovat zásady aseptické práce (Obr.2,3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Významnou sou�ástí kultiva�ních médií explantátových kultur jsou r�stové regulátory, 
nej�ast�ji auxiny a cytokininy. Použitý typ a koncentrace t�chto látek v médiu m�že mít 
zásadní vliv na vývojový program daného explantátu.  

Pro demonstraci regula�ních vlastností r�stových regulátor� lze použít tzv. auxin-
cytokininový model regenerace stonkových segment� tabáku vytvo�ený Skoogem a Millerem 
již v roce 1957: 

Stonkové segmenty byly vystaveny p�sobení r�zných kombinací koncentrací auxin� a 
cytokinin� v kultiva�ním médiu: 

I. médium obsahovalo vysokou koncentraci auxinu – pro segment bylo letální 
II. médium obsahovalo vysokou koncentraci cytokininu - bylo také letální  

Obr.2:   Laminární box 
Laminární box (flowbox) umož�uje 
zachovat materiál sterilní p�i 
manipulaci mimo kultiva�ní 
nádobu. 

Obr.3:   Kontaminace 
in vitro kultury 
P�ítomnost sacharid� v 
médiu vyžaduje práci za 
sterilních podmínek 



  

III. médium obsahovalo takovou koncentraci auxinu a cytokininu, že oba r�stové regulátory 
byly v rovnováze (tato rovnováha je pro každý rostlinný materiál specifická a rozhodn� to 
neznamená rovnost koncentrací) - docházelo k produkci kalusu - hojivého pletiva 
(obrázek 4b). Pokud je zachován stejný pom�r auxinu a cytokininu v médiu jako byl ten, 
který tvorbu kalusu vyvolal, pak je možné udržet tento typ r�stu in vitro neomezen� 
dlouho.  

IV. pokud byla posunuta rovnováha auxinu a cytokininu oproti situaci III. ve prosp�ch 
cytokininu - na segmentu se tvo�ily pupeny- tedy základy prýt� (obrázek 4a). 

V. pokud byla posunuta rovnováha oproti situaci III. ve prosp�ch auxin� - na segmentu 
se tvo�ily  ko�enové základy (obrázek 4c).   

 
 

↑↑↑↑cytokinin : ↓↓↓↓ auxin          cytokinin ≈≈≈≈ auxin         ↓↓↓↓ cytokinin : ↑↑↑↑ auxin 
 
 
 

Využití kultur rostlinných explantát�: 
− Nástroj studia fyziologie rostlin 
− Vegetativní množení 
− Ozdravování rostlin  
− Výroba „um�lých semen“ (obr.5) 
− Produkce sekundárních metabolit� 
− Šlecht�ní rostlin-fúze protoplast�, p�enos organel, chromozom� 
                                -transformace p�ímým a vektorovým (Agrobacterium) p�enosem DNA 

 
                         proliferace              →→→→            zrání                →→→→            klí�ení 
                udržování tká�ové kultury se         vývoj embryoid�             p�em�na embrya v rostlinku 
                         základy embryoid�  

 

 
 

ko�en b ca b c 

a b c 

Obr.4:   Organogeneze de novo 
auxin-cytokininový model podle Skooga a Millera (1957), stonkové 
segmenty tabáku 

a b c

Obr.5:   Somatická embryogeneze 
pr�b�h embryogenního procesu u smrku v�etn� konverze na klí�ící 
rostlinu  



  

 
 
 
Zadání praktických úloh k tématu:  
 

KULTIVACE  
IN VITRO 

 
 

P�ehled úloh k vypracování: 
 

Úkol 1:  Množení rostlin in vitro 
1a)   Namnožte rostliny bramboru metodou p�stování stonkových �ízk� in vitro  

 

Úkol 2: Kultivace tká�ových kultur 
2a)  P�eo�kujte tká�ovou kulturu tabáku a stanovte viabilitu barvením trypanovou mod�í  

 

Úkol 3: Subkultivace rostlin, p�enos do podmínek ex vitro 
3a) P�eo�kujte masožravou rostlinu na �erstvé médium. P�eve�te rostlinu do podmínek 
ex vitro.  
 
 

 



  

Praktické úlohy: KULTIVACE IN VITRO 

Úkol �. 1:  Množení rostlin in vitro 
Cíl:  
Demonstrovat možnosti mikropropagace (množení rostlin v in vitro 
podmínkách). 

Hypotéza, kterou v pr�b�hu práce ov��íme:  
Kultury rostlinných explantát� je možné vegetativn� množit. P�i práci za 
aseptických podmínek ov��íme možnost množení cestou prosté 
reprodukce �i regenerace de novo. 
 

 

1a) Namnožte rostliny bramboru metodou p�stování stonkových �ízk� in 
vitro 

Princip:   P�i množení rostlin in vitro (mikropropagaci) se využívá zejména dvou zp�sob�: 

reprodukce (schéma - �ást A), kdy se nový prýt rostliny vyvíjí z dormantního úžlabního 

pupene, a regenerace de novo (schéma - �ást B), kdy se nová rostlina vytvá�í ze somatických 

diferencovaných bun�k, a to bu� cestou organogeneze (�asov� i prostorov� odd�lený vývoj 

nadzemní �ásti a ko�en�, viz. auxin-cytokininový model) nebo cestou somatické 

embryogeneze (somatické bu�ky dávají vznik embryoidu, tedy útvaru, který je tvarem i funkcí 

obdobou zygotického embrya). 

 

 

 

Obr. 6: Schéma mikropropagace rostlin. A – 
reprodukce, B – regenerace de novo 



  
 

Laboratorní postup:  

Pot�eby: rostliny bramboru na agarovém médiu (p�stované 3 týdny in vitro z 

nodálního segmentu), ba�ka s agarovým médiem bez r�stových regulátor� a s 

r�stovými regulátory, box pro práci v aseptickém prost�edí (laminární 

flowbox), sterilní nástroje, kultiva�ní box s teplotou 20oC. 

Provedení úkolu:  

1. Seznámíte se se zp�sobem a podmínkami práce v aseptickém prost�edí. 

2. V aseptickém boxu odeberte z rostlin bramboru nodální (obsahují úžlabní pupen) a 

internodální stonkové segmenty a p�enesete je na médium: nodální segment s úžlabním 

pupenem a listem a internodální stonkový segment vždy na takové médium, jež povede ke 

zdárnému vývoji explantátu.  

3. Zd�vodn�te výb�r kultiva�ního média pro daný typ explantátu.  

4. Postup a o�ekávané výsledky popište do protokolu.  

 

Otázky:  

Kolik rostlin bramboru je možné maximáln� získat cestou reprodukce 
v podmínkách in vitro za p�l roku? Subkultiva�ní interval (doba mezi 
jednotlivými p�esazeními) je obvykle 3 týdny.  

Pokuste se odhadnout, co by se stalo se segmentem, který by byl umíst�ný na 
nevhodné médium, p�ípadn� v nevhodné orientaci. 

 

 

Úkol �. 2:  Kultivace tká�ových kultur  
Cíl:  
Zao�kovat tká�ovou kulturu a stanovit viabilitu nov� založené a starší 
kultury.  

 

Hypotéza, kterou v pr�b�hu práce ov��íme:   

Jakým zp�sobem je možné množit a udržovat nediferencované rostlinné pletivo. 
 

Princip: U rostlin v míst� poran�ní dochází k obnov� bun��ného d�lení a dedifrenciaci (tedy 

ztrát� organizovanosti), což vede k vytvo�ení hojivého pletiva (závalu, kalusu). V podmínkách 

in vitro lze podobnou situaci vyvolat p�sobením vhodné kombinace r�stových regulátor� - 

auxin� a cytokinin�. Vytvo�ený kalus (neorganizovan� rostoucí masu bun�k) je možné po 



  
p�enesení na živné médium o podobném �i stejném složení jako médium, které tvorbu kalusu 

vyvolalo, p�stovat po neomezen� dlouhou dobu. V n�kterých p�ípadech lze v tká�ové kultu�e 

vhodnou zm�nou kultiva�ního média (p�edevším zm�nou �i vynecháním r�stových 

regulátor�) a dalších kultiva�ních podmínek znovu navodit diferenciaci žádaných rostlinných 

pletiv a orgán�.  
 

2a) P�eo�kujte tká�ovou kulturu tabáku a stanovte viabilitu barvením 
trypanovou mod�í 

Princip viabilního barvení: Povrchové struktury živých bun�k p�edstavují aktivní bariéru 

pro vstup látek do bu�ky, a obsah živých bun�k tedy z�stává narozdíl od obsahu mrtvých 

bun�k nezbarvený. K tomuto rozlišení živých a odum�elých bun�k budete používat 

trypanovou mod�. Pracujte opatrn�, BARVIVO JE KARCINOGENNÍ!! 

Pot�eby: Tká�ové kultury tabáku (Nicotiana tabacum) r�zného stá�í (liší se délkou poslední 

subkultivace), médium s r�stovými regulátory (auxiny a cytokininy) pro kultivaci tká�ových 

kultur, roztok trypanové mod�i, pom�cky pro p�ípravu nativních preparát�. 

Pracovní postup: 

1. P�i dodržení podmínek práce v aseptickém prost�edí p�eneste �ást mladé tká�ové 

kultury tabáku na �erstvé medium. 

2. Další �ást pletiva odeberte do kádinky a p�ipravte bun��nou suspenzi (aseptická práce 

již není nutná). Obdobn� p�ipravte bun��nou suspenzi ze starší kultury.  

3. Kapku suspenze p�eneste na podložní sklí�ko, odsajte vodu kouskem buni�iny, p�idejte 

malou kapku trypanové mod�i a obarvenou suspenzi pozorujte pod mikroskopem. 

4. Odhadn�te % živých a mrtvých bun�k ve vzorcích z kultur p�stovaných s r�zným 

subkultiva�ním intervalem. 

5. Povšimn�te si odlišností ve tvaru a upo�ádání bun�k v tká�ové kultu�e oproti bu�kám v 

rostlinných pletivech. Výsledek pozorování schématicky zakreslete, p�ípadn� p�iložte 

odpovídající fotografii. 

 

Vyhodnocení experiment�:  

Komentujete viabilitu bun�k kultury. Navrhn�te zp�sob(y), jak lze 

dosáhnout zvýšení viability vybrané kultury.  



  

Úkol �. 3: Subkultivace rostlin, p�enos do podmínek ex 
vitro 
Cíl:  
Seznámit se s manipulací a možnostmi 
udržování rostlin in vitro a požadavky 
rostlin na p�evod do ex vitro podmínek.  

 

Hypotéza, kterou v pr�b�hu práce ov��íme:   

Rostliny lze dlouhodob� udržovat v podmínkách in vitro a 
následn� p�evést do „p�irozených“ podmínek.  
 

3a) P�eo�kujte masožravou rostlinu na �erstvé médium. P�eve�te rostlinu do 
podmínek ex vitro.  

 

Úvod: P�enos do b�žných kultiva�ních podmínek (rostliny rostou v zemin� v neaseptických 

podmínkách) je záv�re�nou fází jakékoliv práce s rostlinnými explantáty, která má mít 

praktický výstup. N�kdy však tento krok p�edstavuje dosti vážný problém. Rostliny rostoucí v 

podmínkách in vitro jsou totiž adaptovány na odlišné podmínky výživy (snadno dostupné 

živiny, mén� rozvinutý ko�enový systém), na nep�ítomnost patogen� a zejména na vysokou 

relativní vlhkost uvnit� kultiva�ních nádob. Nemají proto dostate�n� vyvinuté ty povrchové 

struktury, které regulují výdej vody do prost�edí (na povrchu list� chybí vosky, kutikula je 

velmi tenká a pr�duchy z�stávají trvale otev�eny). Proto je t�eba pom�rn� dlouho po p�enesení 

do p�dy mimo kultiva�ní box rostliny chránit p�ed vadnutím a relativní vlhkost okolního 

prost�edí snižovat postupn� (i n�kolik týdn�). 

Pot�eby: kultura Drosera capillaris (nebo Pinguicula primuliflora), ba�ky s kultiva�ním 

médiem, sterilní nástroje. 

Pracovní postup: 

6. Rozd�lte rostliny rosnatky (tu�nice) na �erstvá media. Pracujte pe�liv� v aseptických 
podmínkách, na provedení vaší práce závisí další úsp�ch p�stování. 

7. Na jedné z rostlin si budete moci ov��it výsledek, odnesete si totiž ba�ku s masožravou 
rostlinou dom�.  

8. Pokud pozd�ji zjistíte infekci na médiu (rozvoj p�ípadných bakterií a plísní se projeví asi 
do 10 dn�), okamžit� p�esa�te rostlinu do rašeliny (pH asi 4,5).  

9. Abyste zajistili vysokou vzdušnou vlhkost, postavte nádobu s p�esazenou rostlinou do 
v�tší nádoby (zava�ova�ky apod.), na dno nalijte asi 1 cm vody a nádobu zakryjte (nap�. 



  

alobalem). Odkrývejte postupn� asi dva týdny, aby se rostlina mohla na podmínky ex 
vitro dob�e adaptovat. 

10. I když kultura roste in vitro dob�e a bez infekce, nejpozd�ji po 3-4 m�sících p�eve�te 
vyvinuté rostliny  popsaným zp�sobem do rašeliny (živiny v médiu se vy�erpají). 

 

Vyhodnocení experiment�:  

Zhodno�te úsp�šnost vaší práce z hlediska sterility a životaschopnosti 

rostliny po p�evedení do ex vitro podmínek.   

Otázky:  

Rostliny je nutné p�i p�esunu z in vitro do ex vitro podmínek adaptovat. Pro�?  

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 

 

 

 

 


