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Abstrakt 

Somatická hybridizace je metoda přípravy rostlinných kříženců založená na fúzi izolovaných 

protoplastů. Byla zavedena v 70. letech 20. století a nacházela uplatnění především 

v hybridizaci rostlin, které nelze křížit jinými způsoby. V 80. a 90. letech byla metoda 

somatické hybridizace nahrazena metodami cíleného přenosu genů - tvorbou GMO 

(geneticky modifikovaných organismů). Předkládaná práce je zaměřena na literární přehled 

metodických přístupů somatické hybridizace u rostlin. Jednotlivé kapitoly pojednávají o 

klíčových krocích, jako je příprava materiálu, izolaci protoplastů, fúzi protoplastů, regeneraci 

buněk, regeneraci rostlin a selekci hybridního potomstva.    
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elektrofúze, polyploidizace, regenerace protoplastů, selekce hybridů 

 

 

 

Abstract 

Somatic hybridization is a method for preparing plant hybrids based on the fusion of isolated 

protoplasts. This method was introduced in the 70s of the 20th century and has been used 

mainly for the hybridization of plants that can not interbreed in other ways. Somatic 

hybridization was replaced by methods of targeted gene transfer in the 80s and 90s (GMO 

biotechnology). This thesis is focused on the review of methodological approaches of 

somatic hybridization in plants. Individual chapters discuss fundamental steps such as 

material preparation, protoplast isolation, protoplast fusion, cell regeneration, regeneration 

of plants and selection of hybrid offspring. 
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Seznam používaných zkratek 

 

PEG polyethylenglykol 

NAA kyselina naftyloctová (naphthaleneacetic acid) 

2,4-D kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová (2,4–dichlorophenoxyacetic acid) 

BAP 6-benzylaminopurin 

CMS cytoplazmatická samčí sterilita (cytoplasmic male sterility) 

PVA polyvinyl alkohol 
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1  Úvod 

Somatická hybridizace je metoda kombinace genomů, která umožňuje vznik hybridního 

organismu nesoucího genetickou výbavu obou rodičů na základě splynutí tělních 

(somatických) buněk, v případě rostlin protoplastů. Somatická hybridizace byla uplatněna u 

řady skupin organismů, např. kvasinek (Russell & Stewart, 1979), živočichů (Croce & 

Koprowski, 1974) a dokonce byla provedena i experimentální fúze mezi buňkami živočichů a 

rostlin, i když životaschopnost takových fúzantů byla značně omezená (Dudits et al., 1976b). 

Zpravidla platí, že čím vzdálenější příbuzné organismy jsou kombinovány, tím bývá viabilita 

somatických hybridů nižší. U rostlin však bylo dosaženo velkého množství plně vitálních 

somatických kříženců v rámci jedné čeledi, tzn. řady mezidruhových a mezirodových 

kříženců, které by cestou konvenční hybridizace vzniknout nemohli. Předmětem této práce 

je literární rešerše věnovaná somatické hybridizaci a související metodice u rostlin. Použité 

metody jsou během hybridizace pro určitý druh (rod) specifické, ale existují základní body, 

které celkový postup somatické hybridizace vždy zahrnuje. Především o těchto metodách a 

jejich modifikacích předkládaná práce pojednává. 

1.1  Somatická hybridizace a její historie 

Na počátku 20. století se objevily první práce zabývající se možností somatické hybridizace 

u rostlin, které nelze křížit pohlavní cestou (Baur, 1910). První zdařilý pokus vedoucí 

k životaschopnému somatickému hybridu se však podařil až v 70. letech 20. stol., kdy Carlson 

a kol. (1972) zfúzovali protoplasty dvou druhů čeledi Solanaceae a to Nicotiana glauca 

s Nicotiana langsdoffii za vzniku amfidiploidní rostliny. Od té doby se začalo cíleně pracovat 

na přípravě parasexuálních hybridů přinášejících řadu výhod. Bylo dosaženo křížení 

inkompatibilních druhů, druhů s dlouhým životním cyklem a sterilních či subfertilních 

jedinců, jejichž konvenční křížení by bylo problematické nebo zcela nemožné. 

1.2  Definice vybraných pojmů 

amfidiploid mezidruhový hybrid s diploidní sadou chromozomů od každého rodiče 

asymetrický 

hybrid 

hybridní buňka s celým jaderným genomem jednoho rodiče a částí 

jaderného genomu od druhého rodiče 

cybrid eukaryotní buňka vzniklá fúzí celé buňky s buňkou postrádající jadernou 

DNA tzv. cytoplastem 

cytoplast vnitřní část buňky zahrnující cytoskelet, cytosol a organely 

dielektroforéza jev, kdy se nenabité částice pohybují v nehomogenním poli, v jehož 

přítomnosti se polarizují a pohybují se na základě orientace dvou dipólů 
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driseláza směs carbohydroláz z kmene Basidiomycota; obsahuje laminarinázu, 

xylanázu a celulázu 

fertilita x 

sterilita 

schopnost generativního rozmnožování (plodnost) x neschopnost 

generativního rozmnožování (sporofytická a gametofytická 

inkompatibilita, CMS)    

izoenzymy enzymy z jednoho organismu, které katalyzují stejnou reakci, ale liší se 

svou primární strukturou 

macerozyme směs enzymů získaná ze zástupců rodu Rhizopus; obsahuje celulázu, 

hemicelulázu a pektinázu 

osmolalita množství osmoticky aktivních látek v objemu rozpouštědla 

osmolarita podíl látkového množství rozpuštěné látky a celkového objemu vzniklého  

roztoku 

ploidie počet homologních sad chromozomů v buněčném jádře 

somaklonální 

variabilita 

přítomnost fenotypových odchylek u rostlin pěstovaných ve    

sterilních podmínkách nejčastěji ve formě kalusu 
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1.3  Nejčastěji hybridizované čeledi 

Somatická hybridizace se uplatnila u čeledí, které mají hospodářský význam (Poaceae, 

Rutaceae, Fabaceae, Brassicaceae) a zároveň především u rostlin, u kterých je dobře 

zvládnutá technika regenerace protoplastů až do stádia celistvé rostliny (především 

Solanaceae). 

Tabulka č. 1 obsahuje přehled vybraných úspěšných křížení od r. 1972 do r. 2008 

založených na somatické fúzi. Uvedené příklady byly uskutečněny v rámci čeledí a bylo u nich 

dosaženo životaschopných hybridních rostlin. Existují i extrémní případy křížení rostlin 

z jiných čeledí, jejichž hybridní buňky mají potenciál dorůst pouze do stádia buněčných 

shluků neschopných vývoje v organizované struktury. Příkladem je fúze protoplastů Petunia 

hybrida a Vicia faba nebo Daucus carota a Hordeum vulgare (Binding & Nehls, 1978; Dudits 

et al., 1976a). 
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Čeleď Hybridizované druhy Reference 

Solanaceae Nicotiana tabacum + N. glauca (Evans et al., 1980) 

 
Nicotiana langsdorffii + N. glauca (Carlson et al., 1972) 

 
Nicotiana plumbaginifolia + N. tabacum (Maliga et al., 1982) 

 
Solanum tuberosum + S. lycopersicum (Melchers et al., 1978) 

 
Petunia parviflora + P. parodii (Power et al., 1980) 

 
Petunia hybrida + P. parodii (Power et al., 1976) 

 
Datura innoxia + D. discolor (Schieder et al., 1978) 

 
Atropa belladonna + Datura innoxia (Krumbiegel & Schieder, 1979) 

Brassicaceae Brassica nigra + B. napus 
(Gerdemann Kncörck et al., 

1994) 

 
Brassica napus + B. nigra (Sacristán et al., 1989) 

 
Brassica oleracea + B. campestris (Sundberg & Glimelius, 1986) 

 
Raphanus sativus + Brassica rapa (Tu et al., 2008) 

 
Arabidopsis thaliana + Brassica napus (Forsberg et al., 1994) 

 
Thlaspi caerulescens + Brassica napus (Brewer et al., 1999) 

Apiaceae Daucus carota + D. capillifolius (Kameya et al., 1981) 

 
Daucus capillifolius + D. carota (Dudits et al., 1977) 

Rutaceae Citrus sinensis + C. paradisi (Ohgawara et al., 1989) 

 
Poncirus trifoliata + Citrus sinensis (Ohgawara et al., 1985) 

 
Citrus reticulata + Citropsis gilletiana (Grosser et al., 1990) 

Fabaceae Glycine max + Vicia hajastana (Kao et al., 1974) 

 
Pisum sativum + Glycine max (Kao et al., 1974) 

 
Vicia hajastana + Pisum sativum (Kao et al., 1974) 

 
Medicago sativa + Glycine max (Kao, 1986) 

 
Lotus corniculatus + L. conimbricensis (Wright et al., 1987) 

Poaceae Avena sativa + Triticum aestivum (Xiang et al., 2003) 

 
Oryza sativa + Echinochloa oryzicola (Terada et al., 1987) 

 
Zea mays + Hordeum vulgare (Kao et al., 1974) 

 
Sorghum bicolor + Zea mays (Brar et al., 1980) 

Tab. 1: Příklady úspěšných křížení rostlin pomocí somatické hybridizace 
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2  Výchozí rostlinné pletivo 

Počátečním a zásadním krokem je výběr vhodného rostlinného pletiva, které bude sloužit 

jako výchozí materiál pro izolaci protoplastů. Nejvhodnějším materiálem je mladé, 

nepoškozené, aktivně rostoucí pletivo, ve kterém se nevyskytují abnormality v počtu 

chromozomů (Sundberg & Glimelius, 1986).  

Protoplasty lze izolovat z pletiva odebraného z rostliny pěstované ex vitro, rostlin 

pěstovaných in vitro, kalusové kultury nebo buněčné suspenze. Metodicky je výhodné 

vycházet z asepticky pěstovaných kultur (in vitro), jelikož odpadá nutnost sterilizace 

výchozího materiálu. 

Při somatické fúzi lze kombinovat buňky ze stejného i různých typů pletiv. Nápadnější a 

snadněji zjistitelné odlišnosti usnadňují následnou selekci hybridů. Velmi často je používána 

kombinace buněčné suspenze s buňkami listového mezofylu nebo s jiným pletivem. Buněčná 

suspenze kultivovaná ve tmě postrádá zelené chloroplasty (má pouze žlutavé proplastidy) a 

je proto cytologicky kontrastní proti zeleným protoplastům izolovaným z listového mezofylu 

(Constabel & Kao, 1974). Další výhodou protoplastů izolovaných z buněčné suspenze je vyšší 

odolnost proti poškození při chemicky indukované fúzi (Hamill & Cocking, 1988).  

2.1  Nadzemní část rostliny    

Nejvhodnějším pletivem pro izolaci protoplastů je mezofyl mladých listů. Se zvyšujícím se 

stářím a délkou listů u Nicotiana tabacum cv. ‚Bright yellow‘ klesal výtěžek fúzantů až o 30 % 

(Usui et al., 1974). U listů Pisum sativum se rovněž snižovala rychlost dělení buněk 

regenerovaných z protoplastů (Kao & Michayluk, 1980). Při izolaci protoplastů ze 

starých listů Pisum sativum se výnos izolace snížil až o 4 % oproti výnosu z mladých listů. 

Snížená výtěžnost byla zřejmě daná přítomností sekundárních buněčných stěn, které nebyly 

dostatečně degradovány použitými enzymy (Kao & Michayluk, 1974). 

Významnou roli hraje rovněž přítomnost chloroplastů, míra vakuolarizace buněk a 

kortikální cytoplazma, díky kterým lze selekci hybridů usnadnit. To vše je zmíněno v kapitole 

č. 6.  

2.2  Podzemní část rostliny 

Kořeny a další části rostlin, které se často nacházejí pod zemí, se zpravidla nepoužívají jako 

materiál pro izolaci protoplastů a následnou somatickou hybridizaci. Pravděpodobně jediný 

pokus s protoplasty z kořene učinili Withers a Cocking (1972). V této práci byly studovány 

efekty plazmolýzy, degradace buněčné stěny a ultrastruktura plasmodesmů během 

spontánní fúze protoplastů izolovaných z kořenové špičky Avena sativa. 
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2.3  Semena a klíční rostliny 

Izolace protoplastů z klíčícího semene nebo klíční rostliny poskytuje výhodu minimálního 

ovlivnění pletiv vnějšími faktory (např. způsob kultivace). Protoplasty byly izolovány např. 

z endospermu, děloh klíční rostliny (Usui et al., 1974), hypokotylu (Hamill & Cocking, 1988; 

Sundberg & Glimelius, 1986) nebo ze zralého i nezralého embrya (Brar et al. 1980; Kyozuka 

et al. 1987). 
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3  Izolace a kultivace protoplastů 

3.1  Techniky izolace protoplastů 

Izolaci protoplastů z rostlinného pletiva vzatého z ex vitro podmínek musí předcházet 

sterilizace materiálu, kterým jsou ve většině případů mladé listy. Hrubé nečistoty mohou být 

odstraněny například důkladným omýváním kohoutkovou vodou (Brar et al., 1980). 

Následná sterilizace byla v některých pracích provedena např. pomocí prášku na mytí nádobí 

a 60-70% ethanolu (Kao & Michayluk, 1980; Nagata & Takebe, 1970). Účinnost sterilizace lze 

zvýšit následným ošetřením listu v chlornanu sodném (NaClO) (Nagata & Takebe, 1970; 

Dudits et al. 1976a).  

Nejlepších výsledků v případě buněčné suspenze homozygotní albínové (Su/Su) linie 

Nicotiana tabacum jako výchozího materiálu bylo dosaženo při odebrání buněk po cca 3 až 4 

dnech od poslední subkultivace (Gamborg et al. 1979). 

Pokud je výchozím pletivem embryo, nebo jeho části jako je endosperm, dělohy či 

scutellum, musí být nejprve sterilizován semenný obal, případně lusk a další obaly semene 

(Kao & Saleem, 1986; Kyozuka et al., 1987).     

Techniky izolace protoplastů, které následují po důkladné sterilizaci materiálu, mohou být 

různé. Nejpoužívanějšími jsou techniky mechanické a enzymatické izolace.     

3.1.1  Mechanická izolace 

Izolace spočívá ve vložení buněčné suspenze, kalusu, nebo rostlinného pletiva do 

hypertonického roztoku, následného vzniku plazmolýzy, narušení buněčné stěny a 

konečného uvolnění protoplastů. Jako hypertonický roztok lze použít CaCl2, 0,25 – 0,3 M 

Ca(NO3)2, 0,5 – 1,0 M sacharózu nebo jiné roztoky s vyšším osmotickým potenciálem, než je 

potenciál protoplastu.  

Po vzniku plazmolýzy v buňkách se izolovaný materiál nakrájí ostrým nožem. Během 

procesu krájení se většina celých buněk poničí, ale v případě zasažení nožem pouze do 

buněčné stěny se uvolní protoplast, který je cílem tohoto procesu (Cocking, 1972). Stejný 

postup byl použit i na uvolnění protoplastů z epidermálních buněk Allium cepa z oloupané 

cibule (Chambers & Höfler, 1931). 

Pro vyšší efektivitu izolace je možné list dále nejméně třikrát omýt destilovanou vodou a 

ponechat ho v ní po dobu až 30 minut, aby došlo ke maceraci pletiva (Banks & Evans, 1976). 

Následně lze pinzetou odebrat spodní epidermis, čímž dojde k uvolnění buněk mezofylu. Pro 

ještě snazší uvolnění může být list rozkrájen na menší části (Brar et al., 1980).  

Mechanická izolace se používá velmi zřídka, jelikož byla již dávno překonána metodou 

enzymatické izolace přinášející mnohem větší výtěžek izolovaných protoplastů, jak je 

popsáno v následující kapitole č. 3.1.2. 
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3.1.2  Enzymatická izolace 

Buněčná stěna je tvořena převážně z polysacharidů, jimiž jsou celulóza, hemicelulóza a 

pektiny, tvořících polymery (Kao et al., 1974). Tyto polymery jsou degradovány 

enzymatickými procesy při vložení buněčné suspenze nebo rostlinného pletiva do směsi 

enzymů obohacené o plazmolytikum, pufrační roztok, chloridové ionty a další složky se 

stanoveným pH.  

Buněčná suspenze nebo fragmenty listu jsou ve většině prací zakončených úspěšnou 

hybridizací vloženy do enzymového roztoku s protoplastovým kultivačním médiem v poměru 

1:1 (Kao et al., 1974; Kao & Saleem, 1986; Dudits et al., 1976a), nebo pouze do směsi 

enzymů (Gamborg et al., 1979; Serraf et al., 1991; Zimmermann & Scheurich, 1981). 

Základem enzymového roztoku jsou 1-5% celuláza, 0,5-2% hemicelulóza a 0,05-1% 

pektináza. Tyto enzymy jsou obsaženy také ve vícesložkové enzymové směsi Macerozyme 

získané z rodu Rhizopus, která se obvykle používá v kombinace s celulázou (Kyozuka et al., 

1987; Usui et al., 1974). Celuláza může být využita také ve své hrubé komerční formě, 

cellulysinu získaného z Trichoderma viride, houby parazitující na rostlinách (Piel et al., 1997; 

Scheurich & Zimmermann, 1981; U Zimmermann & Scheurich, 1981). 

Plazmolytikum o lehce vyšší koncentraci, než je koncentrace buněčné šťávy, způsobí 

částečnou plazmolýzu, tj. odchlípnutí plazmalemy od buněčné stěny. To usnadní její 

degradaci enzymy. Používá se 0,35 - 0,7 M mannitol nebo jeho izomer sorbitol, roztok 

sacharózy (Kao & Michayluk, 1974; Usui et al., 1974; Nagata & Takebe, 1970), glukózy (Brar 

et al., 1980) nebo roztok solí označovaný jako CPW (cell and protoplast washing salts) (Pirrie 

& Power, 1986).  

Potřebný je i pufr udržující pH v určitém rozmezí. Nejvíce používaným je MES, jehož celý 

název zní 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (Kao et al., 1974). pH se pohybuje v závislosti 

na dalších příměsích od 5 do 7.  

Dalšími složkami mohou být vápenaté a chloridové ionty i fosfáty v podobě CaCl2∙2 H2O, 

NaH2PO4∙H2O. Lze přidat i Driselázu, směs enzymů obsahující zymolytické enzymy např. 

laminarinázu, xylanázu a celulázu, která je produkována stopkovýtrusými houbami (Dudits et 

al., 1976a; Kao et al., 1974). Další složky je možné přidat podle individuální potřeby. 

Určité množství směsi enzymového roztoku případně obohaceného médiem pro kultivaci 

protoplastů a buněčné suspenze či pletiva se vloží na Petriho misku a utěsní se parafilmem. 

Inkubace může probíhat až několik hodin nejlépe za mírného třepání (Kao et al., 1974). 

Teplota je též variabilní a pohybuje se kolem pokojové teploty až po 35 °C (Usui et al., 1974). 

A neméně významným faktorem je, zda bude inkubace probíhat na světle nebo ve tmě (D. E. 

Dudits et al., 1976a; Serraf et al., 1991). 
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3.2  Získání čistých protoplastů 

Protoplasty získané izolací z pletiva nebo buněčné suspenze se oddělí od shluků 

nedokonale rozložených buněk, vrchní listové epidermis a žil pomocí filtrace směsi přes síto. 

Síta mohou být z nylonu či nerezové oceli o průměru děr od 20 µm (Kyozuka et al., 1987) po 

100 µm (Serraf et al., 1991).  

Následně jsou protoplasty centrifugovány nejčastěji relativní centrifugační sílou 100 x g po 

dobu 3 min. Lze ovšem stanovit menší (50 x g, 6 min), nebo větší (300 x g, 6 min) sílu 

centrifugace (Kao et al., 1974; Kao & Michayluk, 1974). Zatímco pozůstatky zničených buněk 

zůstávají v supernatantu, který je následně odebrán Pasteurovou pipetou, čisté protoplasty 

se usadily (Nagata & Takebe, 1970).  

3.3  Kultivace protoplastů 

Čistý výtěžek protoplastů je omyt na základě následujícího postupu. Následuje- li fúze 

pomocí PEG, omyjí se čisté protoplasty enzymovým roztokem se stejným složením jako při 

jejich izolaci (Brar et al., 1980; Kao et al., 1974) nebo se pouze odeberou jako směs enzymů a 

čistých protoplastů (Kao & Michayluk, 1974; Sundberg & Glimelius, 1986). Následně se 

výtěžky protoplastů obou druhů smíchají v poměru 1:1 a v podobě kapének se přenesou na 

Petriho misky, kam se po jejich usazení přidá PEG. 

Před fúzí pomocí PEG je možné též protoplasty dvou druhů resuspendovat v 0,55 M 

sorbitolu a až poté je převést na Petriho misku (Constabel & Kao, 1974; Fowke et al., 1975).  

Pokud bude fúze zrealizována v elektrickém poli, je třeba protoplasty předem promýt 0,5 – 

0,7 M mannitolem nebo Ca2+ (Morikawa, 1984; Serraf et al., 1991; U Zimmermann & 

Scheurich, 1981). 

V nynější fázi pokusu lze protoplasty přenést na kultivační médium a regenerovat z nich 

rostliny (Gamborg et al., 1979; Kao & Michayluk, 1980; Kyozuka et al., 1987; Nagata & 

Takebe, 1970). Regenerace rostlin z protoplastů ale není cílem této literární rešerše.  



10 
 

4  Fúze protoplastů 

4.1  Působením elektrického pole 

4.1.1  Metodika 

Jedním ze způsobů fúze protoplastů je fúze na základě dielektroforézy, pohybu nenabitých 

částic v nehomogenním poli (Pohl & Crane, 1971). Pohl (1978) označil tuto metodu jako 

oboustrannou dielektroforézu, jelikož se protoplasty v reakci na intenzitu elektrického pole 

pohybují do oblasti s větší intenzitou, a tak mezi dvěma elektrodami tvoří řetízky složené 

z několika protoplastů, jejichž počet v řetízku závisí na velikosti komory, ve které se 

nacházejí. 

Elektrický obvod se obvykle skládá z komory o objemu 1 ml, kde jsou umístěny dvě 

elektrody, jejichž konce jsou od sebe vzdáleny nejméně 200 µm. Elektrody představují 

mosazné tyčinky pokryté zlatem o průměru 3 mm (Zimmermann & Scheurich, 1981), tyčinky 

z platina, nebo jako levnější variantu lze použít měděný pocínovaný drát (Morikawa, 1984). 

V elektrickém obvodu jsou paralelně zapojeny dva generátory, tj. funkční generátor 

vytvářející střídavý proud o frekvenci 500 kHz a pulzní generátor vytvářející proud 

stejnosměrný, rezistor s odporem 50 Ω a případně termistor udržující pokojovou teplotu (20 

– 25 °C) (Zimmermann & Scheurich, 1981). 

Směs připravená k fúzi elektrickým polem obsahuje především dva druhy protoplastů 

v poměru 1:1 a 0,4 – 0,7 M mannitol, kterým je regulována osmolarita. Zvýšením osmolarity 

je snížena tendence protoplastů k fúzi (Scheurich & Zimmermann, 1981). Pro vyvarování se 

nechtěných zlomů protoplastů a pro zvýšení efektivity celého fúzního procesu je vhodné 

přidat do směsi 0,1 – 0,5 mM CaCl2 (Morikawa, 1984; Serraf et al., 1991). V případě 

modifikovaných fúzí elektrickým polem lze do směsi protoplastů přidat 0,6 M sorbitol a 

CaCl2, jako bylo potřeba v případě fúze protoplastů Rauwolfia serpentia  ‚Bentham‘ (Sencia 

et al. 1979). Byly uskutečněny i pokusy elektrické stimulace fúze protoplastů kvasinek, kdy 

elektrofúzní směs obsahovala kromě protoplastů Saccharomyces cerevisiae i 40% PEG, 0,01 

M CaCl2 a 1,4 M sorbitol (Weber et al. 1981).  

Nezanedbatelným faktorem je hustota suspenze. Poměrně malá hustota (2–8 x 104/ml) 

může zajistit velký výnos hybridů vzniklých fúzí pouze dvou protoplastů, což je jedním z cílů, 

kterých je potřeba dosáhnout pro úspěšnou somatickou hybridizaci (Morikawa, 1984; 

Zimmermann & Scheurich, 1981).  

4.1.1.1  Střídavý elektrický proud 

Po aplikaci směsi připravené k fúzi do komory, ve které jsou umístěny elektrody, je přes 

funkční generátor spuštěn střídavý elektrický proud o napětí 5–10 V. Záporně nabité 

protoplasty tím ztratí svůj náboj a nově vzniklé nehomogenní pole dá vznik dipólovému 

charakteru protoplastů. Přibližně během 15 s se protoplasty začnou pohybovat do místa 
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elektrického pole s vyšší intenzitou, a tím dojde k tvorbě řetízků protoplastů mezi dvěma 

elektrodami, nebo k jejich shlukování (Zimmermann & Scheurich, 1981). Adheze protoplastů 

mezi sebou navzájem a mezi protoplasty a elektrodami je vratným dějem, který je možno 

ukončit pouhým vypnutím střídavého elektrického napětí. Po vypnutí získají protoplasty zpět 

svůj záporný náboj a na základě jejich vzájemného odporu a Brownova pohybu se řetízky i 

shluky rozpadnou. Reverzibility tohoto děje je však nemožné dosáhnout po překročení 

napětí 2 V (Zimmermann & Scheurich, 1981). 

4.1.1.2  Stejnosměrný elektrický proud 

Střídavý elektrický proud je po cca 15 s působení snížen na 2-5 V a následně je pulzním 

generátorem paralelně vytvořen silný stejnosměrný proud o 15-33 V po dobu 20-50 µs 

(Scheurich & Zimmermann, 1981; Zimmermann & Scheurich, 1981). V případě studia 

úspěšné fúze protoplastů Kalanchoe daigremontiana byl střídavý proud po dobu 300 ms 

vypnut a až poté byl aplikován stejnosměrný proud (Vienken et al. 1983). 

Okamžitě po aplikaci silného stejnosměrného proudu se uskuteční rozpad membrány 

protoplastů na jejich styčných místech, řetízky splynou v jeden provazec a shluky tvořené ze 

dvou až tří protoplastů se přemění na jeden sférický protoplast. Na počátku rozpadu lipidové 

dvouvrstvy cytoplazmatické membrány se ve styčných plochách protoplastů vytvářejí póry, 

jimiž dochází k mísení cytoplazmy. Na protoplastech Kalanchoe daigremontiana bylo během 

20 s od počátku fúze pozorováno, jak se z membránového materiálu vytvářejí váčky, které 

s postupujícím procesem fúze spolu splývají a jsou tak snadno pozorovatelné ve světelném 

mikroskopu. Během cca 6 minut zanikla membrána mezi splývajícími protoplasty a ty získaly 

podobu většího kulatého protoplastu. Vzniklé váčky představující přebytečný membránový 

materiál dále splynuly s membránou nebo po pár minutách zanikly (Vienken et al., 1983). 

V průběhu fúze dochází jak k mísení cytoplazmy, tak i ke splývání vakuol v jedinou velkou 

vakuolu (Zimmermann & Scheurich, 1981). Vienken a kol. (1983) prokázali i splynutí váčků 

vytvořených výše popsaným postupem s částí vakuomu pouze v rané fázi fúze. Důkazem 

nesloučení váčků s vakuolou ve větší míře bylo prokázáno detekcí mannitolu a vyššího pH ve 

váčcích a jejich absencí v obarveném vakuomu. 

Výhodou fúze indukované elektrickým polem je především rychlost a celková 

synchronizace fúze ve srovnání s ostatními metodami zahrnujícími např. často využívanou 

chemicky indukovanou fúzi (Zimmermann & Scheurich, 1981). Dokonce lze dosáhnout 

zvýšené rychlosti i většího výnosu fúze, jako bylo předvedeno na fúzi protoplastů Nicotiana 

tabacum cv. ‚Xanthi‘ s Nicotiana plumbaginifolia v modifikované průtokové komoře 

s celkově pozměněným elektrickým aparátem (Morikawa, 1984).   
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Obr. 1: Elektricky indukovaná fúze mezi protoplastem pokožkové buňky a protoplastem mezofylové 

buňky Vicia faba. Oba druhy protoplastů byly suspendovány v roztoku 0,6 M mannitolu a buňky byly 

dielektroforézou sebrány k elektrodám (sinusový průběh, 500 kHz, amplituda, 5 V). Obrázek 

znázorňuje protoplast pokožkové buňky připojený mezi dva protoplasty mezofylových buněk po 

aplikaci stejnosměrného proudu (40 V, 50 µs) v časovém průběhu fúze (b-f) 3, 4.5, 6, 7.5, a 12 min. 

Měřítko: 1 cm = 15 µm. Převzato z Scheurich & Zimmermann (1981). 

4.2  Pomocí PEG 

4.2.1  Účinky PEG  

Jedná se o velice efektivní metodu fúze izolovaných protoplastů zprostředkovanou 

působením fúzogenu polyethylenglykolu (PEG), polymeru tvořeným dvouuhlíkovými 

jednotkami spojenými etherovými vazbami (CH2-O-CH2). Na základě svých etherových vazeb 

je molekula PEG schopna tvořit vodíkové můstky s vodou, proteiny atd. a za předpokladu, že 

je její řetězec dostatečně dlouhý, může posloužit jako molekulární most propojující 

protoplasty a způsobit tak následnou adhezi mezi jejich povrchy (Kao & Michayluk, 1974).  

Burgess & Fleming (1974) vyhodnotili tuto metodu agregace a fúze protoplastů jako 

nejlepší pro praktické využití, kdy ji srovnávali s metodami fúze pomocí antiséra, vysokého 

pH a poly-L-lysinu. Možností vylepšení vlastností PEG je jeho deionizace pomocí ionexu na 

bázi pryskyřic, po které je zbaven veškerých nečistot toxických pro protoplasty, je snížena 
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jeho vodivost a pH roztoku je zvýšeno. Deionizovaný PEG, který byl použit pro fúzi 

protoplastů z mezofylu listu Medicago sativa a protoplastů z mladých děloh Glycine max, 

zajistil větší výnos životaschopných hybridů s potenciálem k dvojnásobně větší frekvenci 

následného buněčného dělení (Kao & Saleem, 1986). 

Výtěžek hybridů je možné zvýšit společně s deionizací PEG i snížením koncentrace roztoku 

a zkrácením doby inkubace protoplastů. Naopak zvýšení koncentrace PEG může vést 

k rozpadu velmi malých protoplastů (Kao & Saleem, 1986; Kao, 1986). 

4.2.2  PEG s ionty Ca2+ 

Efektivita celého procesu fúze se zvýší, pokud je v postupu zahrnuto ošetření protoplastů 

vápenatými ionty předcházející nebo současně probíhající s inkubací protoplastů v roztoku 

PEG (Boss & Mott, 1980). Ionty Ca2+ po přidání k protoplastům zvýší adhezi vytvořením 

můstků mezi PEG a záporně nabitými skupinami proteinů v membráně protoplastů. Ionty 

jsou nejčastěji ve formě chloridu vápenatého (CaCl2) (Kao & Michayluk, 1974). 

4.2.3  Postup 

Výchozím materiálem, získaným postupem popsaným výše, jsou protoplasty dvou druhů 

smíchané v poměru 1:1 (2:1 nebo v jiném vyšším poměru s ohledem na typ pletiva, ze 

kterého byly protoplasty izolovány) a resuspendované v 0,55 M sorbitolu nebo 0,7 M 

mannitolu (Burgess & Fleming, 1974; Constabel & Kao, 1974; Fowke et al., 1975). 

Následně je vhodné protoplasty promýt roztokem obsahujícím nejlépe osmotický 

stabilizátor 0,1-0,5 M glukózu, 0,7 mM KH2PO4 sloužící jako pufrovací činidlo a především 

0,05-10 M CaCl2∙2 H2O dodávající vápenaté ionty zesilující adhezi. Určité množství suspenze 

je přeneseno pipetou na podložní sklíčko umístěné v Petriho misce, pomocí níž je snížena 

evaporace. Do 5 minut se protoplasty usadí na sklíčku a je možné pokračovat pomalým 

přidáním roztoku PEG o molární hmotnosti 1 000-6 000 g/mol, která je označena jako PEG 

1540, PEG 6 000 atd. (Kao & Michayluk, 1974). Hodnota pH fúzogenního roztoku je 

stanovena na 5,5 - 6,2 (Constabel et al., 1975; Kao, 1977). Obměnou roztoku přidaného do 

protoplastové kultury může být roztok postrádající KH2PO4 a obsahující sorbitol jako náhradu 

glukózy, jejíž redukcí se vyrábí (Constabel & Kao, 1974; Fowke et al., 1975). 

Inkubace protoplastů ve fúzogenním roztoku probíhá po dobu 15-50 minut (Burgess & 

Fleming, 1974; Kao & Michayluk, 1974). Během této doby dochází ke shlukování protoplastů 

ve větší či menší agregáty a k jejich adhezi k záporně nabitému skleněnému či plastovému 

povrchu sklíčka nebo k povrchu samotné Petriho misky. Nechtěnou adhezi k povrchům lze 

snížit inkubací protoplastů v lysozymu, papainu, trypsinu nebo glutaraldehydu, ale Constabel 

& Kao (1974) to neshledali jako vhodný přístup, jelikož se tím eliminují některé z hlavních 

požadovaných vlastností protoplastů jako je adheze mezi nimi samotnými. 
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K fúzi protoplastů dojde přerozdělením a rozrušením elektrických nábojů mezi 

polarizovanými skupinami proteinů v membránách protoplastů, které nastane okamžitě po 

vymytí PEG nejlépe hypotonickým roztokem, který způsobí chtěný osmotický šok (Kao & 

Michayluk, 1974). Hypotonický roztok způsobí dostatečné přerozdělení nábojů vedoucí 

k těsnému spojení membrán a jejich následné vysokofrekvenční fúzi, kterou lze zvýšit 

vhodným množstvím Ca2+ iontů ve vymývacím roztoku (Kao & Saleem, 1986). 

Nejvhodnější vymývací roztok by měl tedy obsahovat 0,3 M glukózu s 0,2 M sorbitolem 

nebo pouze samotný 0,55 M sorbitol. Po několikanásobném promytí protoplastové suspenze 

tímto roztokem lze přikročit k promytí kultivačním médiem, ve kterém jsou protoplasty dále 

resuspendovány (Constabel et al., 1975; Constabel et al. 1976; Constabel & Kao, 1974; 

Fowke et al., 1975). PEG může být vymyt přímo kultivačním médiem, avšak ani Kao a kol. 

(1974) to v jedné ze svých úspěšných recentních prací příliš nedoporučují a dávají přednost 

promytí slaným roztokem nebo roztokem s vysokým pH a vysokým obsahem Ca2+.  

 

Obr. 2: 5–8: Fúze protoplastů (čirok + kukuřice) 

5: Protoplasty čiroku (světlé) a kukuřice (tmavé s chloroplasty) před ošetření PEG. 6: Produkt fúze po 

48 h kultivace. 7: Dceřiné buňky fúzního produktu. 8: Formace kalusu fúzního produktu. Převzato z 

Brar a kol. (1980). 
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4.3  Další metody fúze protoplastů 

Nejefektivnějšími postupy vedoucími k fúzi s nejvyšším možným procentem vzniklých 

hybridů jsou fúze pomocí PEG a elektrofúze. Následující kapitoly se zabývají méně 

úspěšnými, ale přesto praktikovanými metodikami zajišťujícími fúzi protoplastů dvou druhů. 

4.3.1  V roztoku Ca2+ za zvýšeného pH a zvýšené teploty 

Keller & Melchers (2015) uskutečnili fúzi protoplastů z listů tří odrůd Nicotiana tabacum, a 

to z diploidní odrůdy N. tabacum cv. ‚Samsun‘ a dvou haploidních odrůd N. tabacum 

značených sl1sl2 a vi-A1 postrádajících chlorofyl. Izolované protoplasty resuspendované v 0,8 

M mannitolu byly centrifugovány a přeneseny do fúzogenního roztoku obsahujícího 0,05 M 

CaCl2∙2H2O a 0,4 M mannitol, jehož pH bylo pomocí 0,05 M glycin-NaOH upraveno na 

hodnotu 10,5. Dále byla směs znovu centrifugována (max g=50, 3 min) a centrifugační 

zkumavky se směsí protoplastů a roztoku byly ponořeny do vodní lázně o teplotě 37 °C. Po 

10-15 minutách inkubace se protoplasty začaly shlukovat a do 30 minut se podrobily fúzi. 

Velké zfúzované agregáty praskly kvůli jejich nestabilitě, avšak 20-50 % protoplastů vytvořilo 

hybridní buňky, které po promytí roztokem 0,6 M mannitolu s 0,05 M CaCl2∙2H2O a poté 

kultivačním médiem podstoupily buněčné dělení a během dvou týdnů vytvořily malé 

životaschopné kolonie. 

U této metody fúze je nutné stanovit koncentraci vápenatých iontů a mannitolu vyhovující 

danému rostlinnému materiálu. Taktéž nelze opominout hodnotu pH a teploty, jelikož i u 

těchto dvou faktorů musí být stanovené optimum (Keller & Melchers, 2015). 

4.3.2  Pomocí NaNO3  

Fúzi protoplastů lze navodit jejich inkubací v roztoku 0,25 M NaNO3 (dusičnan sodný) 

s 0,56 M sacharózou, během níž dojde k adhezi a následné fúzi (Power et al. 1970). Inkubace 

probíhá přibližně 30 minut a po ní následuje centrifugace a následná regenerace protoplastů 

(Carlson et al. 1972; Withers & Cocking, 1972). Touto metodou bylo několikrát dosaženo 

úspěšné fúze protoplastů, nicméně výtěžek byl příliš malý (max. 25 %) a hybridní protoplasty 

nebyly schopny se dále dělit. Proto byla tato metoda shledána nepříliš vhodnou pro zisk 

životaschopných hybridních buněk. 

4.3.3  Mikrojehly 

Power a kol. (1970) použili ve své práci další metodu fúze protoplastů, která je však 

nevhodná pro studium somatické embryogeneze vzhledem k její neefektivitě a malého 

výnosu životaschopných hybridních buněk. Metoda spočívala v tom, že protoplasty byly 

umístěny na podložní sklíčko s prohlubní a pomocí skleněných jehel o průměru 0,2 mm byly 

tlačeny k sobě. Vzniklým tlakem došlo rozpadu membrán na styčných plochách a protoplasty 

se spojily. Výhodou práce na podložním sklíčku je možnost vizuální kontroly celého procesu. 
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4.3.4  Inkubace v La3+ 

Slibnou technikou získání hybridních buněk je i použití lanthanu (La3+) za zvýšené teploty 

42 °C. Inkubace protoplastů získaných izolací z koleoptile Hordeum vulgare v 5 mM roztoku 

lanthanu vedla k jejich shlukování a za přítomnosti vysoké teploty 45 °C došlo k jejich fúzi. 

Fúze nastala během 30 minut inkubace a byla stimulována především vysokou teplotou, díky 

které se zvýšila fluidita membrán protoplastů a došlo také k teplotnímu šoku (Sheremet’ev et 

al., 2009).  

4.3.5  Polyvinyl alkohol 

Polyvinyl alkohol (PVA) je ve vodě rozpustný syntetický polymer patřící, stejně jako PEG, 

do skupiny slabých neionických povrchově aktivních látek. Pro fúzi protoplastů tabáku, sóji či 

mrkve byl použit 15% roztok PVA smíchaný s 0,05 M CaCl2 pro zvýšení adheze a s 0,3 M 

mannitolem, který posloužil jako osmotikum. Po přidání protoplastů do tohoto roztoku došlo 

k náhlé adhezi a po jeho vymytí protoplasty podlehly fúzi. Dále byly resuspendovány 

v kultivačním médiu obsahujícím 2% PVA, na němž vytvořily životaschopné dceřinné kolonie, 

které jsou předpokladem pro úspěšnou regeneraci hybridních rostlin (Nagata, 1978). 

4.3.6  Syntetický fosfolipid 

Nagata a kol. (1979) uskutečnili fúzi protoplastů pomocí pozitivně nabitého syntetického 

fosfolipidu 1,2-0-dipentadeclymethylidene-glycerol-3-phosphoryl-(N-ethylamino)-

ethanolamine. Zmíněný fosfolipid obsahuje dioxalanový kruh se dvěma kyslíky, který je pro 

indukci fúze velmi důležitý stejně jako jeho pozitivní náboj, jehož přítomností se redukuje 

odpor mezi záporně nabitými membránami protoplastů, a tím dochází k adhezi. 

Fúzní médium obsahovalo 1 mM fosfolipid, 0,05 M CaCl2 a 0,7 M mannitol. Médium bylo 

nutné přefiltrovat sítem o velikosti pórů 0,22 µm, aby došlo k odebrání příliš velkých váčků 

tzv. lipozomů, které by narušily celý proces fúze. Dalším krokem bylo resuspendování 

protoplastů do média a jejich inkubace ve 30 °C po dobu 30 minut. Celý proces splývání trval 

20 minut a jeho výsledkem bylo 5-30 % nově vzniklých hybridních buněk. Toto číslo je však 

pouhým zlomkem výtěžku při fúzi indukované PEG nebo PVA (40-50 %). Po následujícím 

vymytí roztokem obsahujícím 0,7 M mannitol a 0,05 M CaCl2 a přenesení protoplastů do 

kultivačního média, byla pozorována dělivá aktivita hybridních buněk (Nagata et al., 1979). 
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4.3.7  Fúze indukovaná laserem 

Tato metoda se zakládá na použití laserových pinzet pohybujících protoplasty společně s 

mikropaprskem o vlnové délce 530 nm nebo 380 nm, kterým je vyznačena styčná plocha, 

v jejíž oblasti dojde k fúzi dvou protoplastů. Pinzety představuje laserový paprsek o vlnové 

délce 780 nm a výkonu 40 mW. Jimi jsou protoplasty chyceny spojeny dohromady. Celý 

proces probíhá v kultivačním médiu bez jakýchkoli přidaných látek. Pouhé dvě sekundy trvá 

spojení a zakulacení dvou mateřských protoplastů (Li et al., 1999). 

 

Obr. 3: Schéma vazby laserových pinzet a laserového mikropaprsku. Zaprvé, buňka A je přesunuta 

k druhé cílové buňce B prostřednictvím laserových pinzet, tedy je s ní v blízkém kontaktu v laserové 

pasti. Zadruhé, laserový mikropaprsek dopadá na místo styku. Tím je roztržena membrána a nastává 

fúze buněk. V poslední fázi je produkt fúze zvednut laserovými pinzetami. Převzato z Li a kol. (1999). 

 

Je nutné vzít v potaz několik fyzikálních i biologických faktorů ovlivňujících úspěšnost této 

metody. Jsou jimi např. parametry laserových mikropaprsků a biologické proměnné, 

především objem a rozmístění chloroplastů. Působením chloroplastů přichycených na 

membránu v podmínkách daného fúzního prostředí dochází ke snížení fluidity membrány, 

čímž je proces fúze omezen. Tudíž je výhodnější použít protoplasty s menším objemem 

chloroplastů. S tím souvisí i velikost protoplastu. Větší protoplasty obsahují více chloroplastů 

a jsou tedy i méně zřetelné. Z tohoto důvodu je dobré použít protoplasty o průměru menším 

než 40 µm, se kterými bude manipulace pinzetami mnohem snadnější (Li et al., 1999). 

Celkový výnos regenerujících rostlin je možné zvýšit použitím protoplastů obsahujících 

optimální objem chloroplastů. Toto tvrzení platí i pro fúzi protoplastů v roztoku PEG. Výhody 

fúze indukované laserem jsou dokonalá selektivita protoplastů podstupujících splynutí 

pomocí laserových pinzet a později i vysoká schopnost regenerace rostlin, jelikož během fúze 

nedochází, na rozdíl od jiných metod, k poškození vnitřního prostředí buňky (Li et al., 1999).  



18 
 

4.4  Spontánní fúze 

K fúzi protoplastů může docházet též samovolně. Frekvence tohoto jevu zpravidla závisí na 

použité metodě izolace protoplastů. Spontánní fúze může následovat po chemické i 

mechanické izolaci protoplastů (kapitola 3) nebo spontánně během ošetření rostlinného 

pletiva (Withers & Cocking, 1972) či buněčné suspenze (Brar et al. 1979; Fowke et al. 1975) 

enzymy degradujícími buněčnou stěnu. Příkladem enzymů způsobujících spontánní fúzi 

protoplastů je Macerozyme, za jehož přítomnosti v rostlinném pletivu zfúzovaly protoplasty 

Nicotiana tabacum cv. ‚Samsun‘ a odrůdy Nicotiana tabacum postrádající chloroplasty. 

Ošetřením Macerozymem bylo dosaženo degradace plazmodesmálních provazců a následné 

fúze protoplastů (Keller & Melchers, 2015). 

Withers & Cocking (1972) studovali spontánní fúzi protoplastů z kořenové špičky Avena 

sativa cv. ‚Victory‘ a listu u 50 – 60 dní staré rostliny Nicotiana tabacum cv. ‚Xanthi‘. 

Elektronovým mikroskopem byla pozorována postupná degradace buněčné stěny a následné 

rozšíření plazmodesmů, které jsou příčnými spoji mezi sousedícími protoplasty. Prvním 

znakem rozšiřujícího se plazmodesmu byla poloha desmotubulu propojujícího 

endoplazmatické retikulum sousedících protoplastů, který zůstává u jedné strany 

rozšiřujícího se spoje. Se zvětšujícím se intervalem inkubace (až 36 hodin) v enzymatickém 

roztoku se zvyšoval i počet fúzí protoplastů. Avšak stav protoplastů byl celkově horší, než při 

kratší inkubaci (Withers & Cocking, 1972).  

Po izolaci protoplastů v enzymatickém roztoku lze pozorovat jejich fúzi, následný vznik 

vícejaderných protoplastů a po přibližně 40 hodinách i mitózu s cytokinezí, jako to udělali u 

buněk Glycine max Fowke a kol. (1975). Jedním ze závěrů jejich práce bylo, že u 

vícejaderných protoplastů s více než dvojnásobným běžným počtem chromozomů muselo 

dojít k fúzi jader uvnitř protoplastu dříve než k mitóze. Tím je zvýšena ploidie rostlinné 

buňky. Dalším z výsledků jejich práce bylo zjištění, že valná část jader ve vícejaderném 

protoplastu nesplyne a místo toho dojde k synchronizované karyokinezi (Fowke et al., 1975), 

jako se taktéž stalo při dřívějším pozorování fúze a dělení jader u vícejaderných protoplastů 

sóji (Miller et al., 1971). Toto tvrzení je zřejmě pravdivé nejen pro protoplasty Glycine max, 

ale i pro rostlinné protoplasty jiných druhů, jelikož se vyskytuje ve více studiích (Constabel et 

al. 1975). U téhož i pozdějšího výzkumu vícejaderných protoplastů z buněk Zea mays cv. 

‚Black Mexican sweet corn‘ byla některá jejich jádra v různých stádiích, a to poukazuje i na 

skutečnost spontánní fúze celých protoplastů v různých fázích buněčného cyklu (Brar et al., 

1979; Miller et al., 1971). Během výzkumu s protoplasty kukuřice byla nalezena závislost 

mezi počtem vícejaderných protoplastů získaných spontánní fúzí a osmolalitou sorbitolu 

v enzymatickém roztoku. Výskyt vícejaderných protoplastů se snížil po zvýšení osmolality 

sorbitolu na molaritu 1,0 M (Brar et al., 1979). Existuje i korelace mezi teplotou během 

izolace protoplastů a počtem jejich jader. V čím vyšší teplotě jsou protoplasty izolovány, tím 

více jader po spontánní fúzi sousedících protoplastů obsahují (Miller et al., 1971). 
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4.5  Asymetrická hybridizace a vznik cybridů 

Asymetrická hybridizace označuje fúzi celistvé buňky s buňkou, v jejímž jádře došlo 

k fragmentaci DNA a eliminaci jednoho či více chromozomů. Tím dochází k přenosu pouze 

zlomku jaderné genetické informace jednoho rodiče (Hall et al., 1992). Nejčastěji jsou 

přenášeny geny s rezistencí např. k houbovým patogenům (Phoma lingam), virům (virus 

tabákové mozaiky), antibiotikům (hygromycin) atd. (Bates, 1990; Sjödin & Glimelius, 1989). 

Fragmentaci DNA způsobuje ošetření protoplastů ionizujícím zářením. Využívá se záření 

gamma (paprsky ƴ), rentgenového záření (paprsky X), nebo jako alternativa ionizujícího 

záření může být použito UV záření (Bates et al., 1987; Hall et al., 1992). K ozáření dochází 

obvykle po izolaci protoplastů, avšak záření lze aplikovat na buněčnou suspenzi i před izolací, 

jako tomu bylo v případě suspenze Beta vulgaris. Četnost fragmentace DNA závisí na dávce 

záření, která je pro každý rostlinný druh specifická a v případě jejího překročení může dojít 

k usmrcení buňky (Hall et al., 1992). 

Alternativou asymetrické hybridizace je vznik cybrida, tj. buňky vzniklé fúzí cytoplastu 

jednoho rodiče s buňkou druhé rodiče. Vznikají tak různé kombinace jádra jedné buňky 

s organelami obou parentálních buněk. Cytoplasty jsou připravovány centrifugací pomocí 

nespojitého izoosmotického tzv. Percoll gradientu, kdy dochází k separaci organel na základě 

jejich hustoty. Percoll usnadňující separaci je složen z koloidních křemičitých částic o 

průměru 15 – 30 nm, které jsou pokryty polyvinylpyrrolidonem (Maliga et al., 1982). 

Při vzniku cybrida je pozornost zaměřena zpravidla na mitochondriální a chloroplastový 

genom. Během segregace těchto organel dochází taktéž k přenosu genů vázaných v jejich 

genomech. V mitochondriálním genomu jsou lokalizovány např. geny pro citlivost 

k některým patogenům nebo pro cytoplazmatickou samčí sterilitu (CMS = cytoplasmic male 

sterility). CMS označuje neschopnost rostlin tvořit funkční tyčinky, pyl nebo samčí gamety 

v důsledku interakce mitochondriálního a jaderného genomu (Clark et al., 1985). Největší 

důležitost má CMS v zemědělství při pěstování užitkových rostlin, jelikož zabraňuje 

samoopylení rostlin a ty tudíž produkují pouze hybridní semena vzniklé zkřížením dvou 

geneticky odlišných linií. Hybridní semena jsou větší a klíčí ve vitálnější rostlinu, v čemž 

spočívá hlavní výhoda CMS. 

Vnesení chloroplastového genomu do jiné buňky má také svoji výhodu spočívající v genech 

pro odolnost vůči herbicidům, která je též žádaná u zemědělských plodin.  

4.6  Polyploidizace 

Polyploidie je jev, kdy dochází ke zmnožení počtu chromozomových sad a výsledkem je 

organismus s více jak dvěma sadami. V případě intraspecifické polyploidizace dochází ke 

znásobení chromozomových sad u jednoho druhu. Při znásobení chromozomových sad 

pocházejících od dvou a více druhů se jev označuje jako alopolyploidie (= amfipolyploidie). 



20 
 

Oba jevy jsou velmi běžné u rostlin, v jejichž taxonomické skupině došlo v evoluci 

k polyploidizaci až u 80 % druhů.  

Hlavním cílem křížení zemědělsky významných plodin je především polyploidizace vedoucí 

k větší a silnější polyploidní rostlině, která je právě kvůli znásobenému počtu sad 

chromozomů neschopná křížení s diploidními rodičovskými generacemi. 

U somatické hybridizace však problém sexuálního křížení, alespoň na začátku při vzniku 

hybrida ze somatických buněk, odpadá. Somatické buňky rostlin, které před procesem 

somatické hybridizace neprodělali např. eliminaci chromozomů, jsou minimálně diploidní 

(2n) a vzniklá hybridní rostlina je v ideálním případě amfidiploid (= alotetraploid). Tím je 

částečně zajištěna fertilita vzniklé hybridní rostliny, jelikož při tvorbě gamet vyšších rostlin 

pomocí meiózy dochází k párování homologických chromozomů (Melchers et al., 1978). 

Existují ale i případy fúze diploidních protoplastů (2n) z listového mezofylu (Nicotiana 

tabacum) a haploidních protoplastů (n) z pylových zrn (Nicotiana glutinosa) dávající vznik tzv. 

gametosomatickému hybridu (Pirrie & Power, 1986). 

Rostlinné buňky mohou být triploidní, tetraploidní, hexaploidní atd. a liší se nejen počtem 

sad, ale i počtem samotných chromozomů (Krumbiegel & Schieder, 1979; Tamura et al., 

1995). Fúzí polyploidních buněk dochází k reorganizaci genomů, a tím ke ztrátám genů i 

chromozomů nebo k epigenetickým modifikacím. Tyto faktory a mnoho dalších změn 

ovlivňují životaschopnost a fertilitu vzniklého hybrida. Spojením dvou genomů rostlin jiného 

druhu se v případě úspěchu docílí kombinace genů, které zajistí projev žádoucích 

fenotypových i genotypových vlastností (Glimelius et al., 1991). 
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5  Regenerace protoplastů 

Jedním z posledních kroků při somatické hybridizaci je regenerace protoplastů, které dají 

vznik celé hybridní rostlině. Proces regenerace je velmi zásadní pro celkový úspěch 

hybridizace. Často ale dochází k neúspěchu, jelikož nároky rodičovských buněk na prostředí 

se v hybridní buňce kombinují a zároveň se mohou i vylučovat. 

Už během tohoto procesu lze dosáhnout selekce hybridů, např. rozmístěním protoplastů 

na médium, které umožní regeneraci pouze hybridním buňkám obsahujícím genetickou 

informaci od obou rodičovských buněk (Carlson et al., 1972).  

5.1  Metody kultivace a regenerace buněčné stěny 

Protoplasty jsou nejčastěji suspendovány v tekutém kultivačním médiu skládajícím se 

z bazálního média vhodného pro oba rostlinné druhy, jejichž vlastnosti jsou nyní obsaženy 

v hybridních protoplastech a z dalších organických složek nutných pro udržování 

životaschopnosti buněk. Základem přidaných složek mohou být fytohormony, např. NAA, 

2,4-D a BAP, za jejichž vzájemné rovnováhy dojde k buněčnému dělení a postupnému 

vytváření kalusu (Serraf et al., 1991). V případě nepřítomnosti fytohormonů může 

regenerace probíhat přes somatickou embryogenezi, kdy ze somatické buňky vzniká 

bipolární struktura, jejíž následný vývoj je po podobný vývoji zygotického embrya (Gamborg, 

1975). Regenerace somatickou embryogenezí může nastat i v médiu s fytohormony, a to za 

předpokladu, že se výhony a kořeny vyvíjí ve stejné ose, ale v opačném směru růstu a jsou 

přítomné scutellu podobné struktury (Kyozuka et al., 1987).  V médiu je též nutná 

přítomnost osmotika v podobě mannitolu a cukrů v podobě glukózy nebo sacharózy. Nelze 

opomenout i vitaminy, které jsou obvykle zastoupeny kombinací inozitolu a thiaminu 

(Nagata & Takebe, 1971). 

Existují různé metody kultivace protoplastů. První a nejjednodušší z nich je kultivace 

v tekutém médiu v Erlenmeyerově baňce za stálého třepání. Optimální teplota v kultivační 

místnosti by se měla pohybovat od 25 °C do 28 °C. Kultivace může probíhat za úplné tmy po 

určitou dobu nebo za osvětlení bílou fluorescenční lampou o intenzitě 2300 – 2600 lx 

(Nagata & Takebe, 1970; Nagata & Takebe, 1971; Serraf et al., 1991). Další metodou je 

kultivace za světla, kdy jsou protoplasty smíchány s rozpuštěným agarovým médiem. 

Suspenze je nalita na Petriho misku, po ztuhnutí je miska uzavřena parafilmem a poté 

v inkubátoru obrácena dnem vzhůru (Nagata & Takebe, 1971). Efektivní metodou je také 

použití podpůrné kultury (z anglického nurse culture). Výhoda spočívá v použití jiné 

suspenzní kultury buněk, např. Oryza saliva v případě regenerace protoplastů, jejíž 

přítomnost je nutná pro indukci dělení protoplastů. Kyozuka a kol. (1987) porovnali dva 

způsoby vložení podpůrné kultury mezi protoplasty. Dvakrát efektivnější byla metoda, kdy se 

smíchala suspenze protoplastů s médiem a rozpuštěným agarem, směs se nalila do plastové 

misky, kde ztuhla a poté byla rozřezána na bločky. Bločky byly následně umístěny do Petriho 

misky a mezi ně byla vlita suspenze podpůrných buněk. Kokultivace protoplastů s pomocnou 
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kulturou buněk trvala 4 týdny za nepřetržitého třepání ve tmě při 25 °C a výsledkem bylo 

dělení protoplastů již třetí den a následná tvorba kolonií. 

Po dvou dnech kultivace protoplastů dochází ke znovuvytvoření, tzv. regeneraci buněčné 

stěny. Zpočátku je stěna poměrně slabá, ale posléze se vzrůstajícím počtem dělení buněk 

zesílí. Den po začátku kultivace dochází k výraznému zvětšení protoplastů a den následující 

dochází i k přeskupení chloroplastů, jejichž počet se od prvního dělení bude stále zmenšovat. 

Tento fakt je tedy důkazem, že chloroplasty se nedělí (Nagata & Takebe, 1970).  

5.2  Buněčné dělení 

Buněčnému dělení, které nastává již třetí den kultivace (pozorováno u protoplastů Glycine 

max), předchází většinou synchronizovaná fúze dvou a více jader uvnitř protoplastu (Miller 

et al., 1971). Některé protoplasty dělení nepodstoupí, jelikož dojde k jejich zničení už 

v prvních hodinách. Dochází k tomu vyvržením jejich cytoplazmy ve formě subprotoplastu 

obsahujícím někdy i chloroplasty. Tento jev pozorovaný u protoplastů tabáku není žádoucí a 

je možné se ho vyvarovat udržováním správného osmotického tlaku (Nagata & Takebe, 

1970). 

 

Obr. 4: Protoplast vyvrhující část své cytoplazmy ve formě subprotoplastu. Převzato z Nagata & 

Takebe (1970). 

Jak již bylo zmíněno, první dělení nastává třetí den, druhé začíná pátý den a s postupujícím 

časem dochází k dalším dělením. Se zvyšujícím se počtem dělení ubývá počtu chloroplastů na 

jednu buňku a buňky mají tedy místo zelené barvy žlutavý nádech (Nagata & Takebe, 1970). 

Po 3 až 6 týdnech kultivace začínají buňky tvořit viditelné kolonie velké přibližně 1 mm a jsou 

tudíž schopny přenosu na médium s vhodným poměrem auxinů a cytokininů pro vytvoření 

kalusu. Pokud je hustota buněk příliš malá, kolonie se tvořit nebudou. Také záleží na 

intenzitě osvětlení, která pod hranicí 700 Lux znemožňuje buněčné dělení. Studium 

buněčného dělení bylo provedeno na protoplastech Nicotiana tabacum cv. ‚Xanthi‘ (Nagata 

& Takebe, 1971). 
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5.3  Vytvoření kalusu a organogeneze 

Poté, co buňky vytvořily kolonie, probíhá další proces již za světelných podmínek a stále 

stejné teplotě (Kyozuka et al., 1987). Kolonie buněk Oryza sativa jsou přemístěny na agarové 

médium, na jehož povrchu se stále zvětšují a vytvářejí kalusy. Jednotlivé kalusy jsou po 

přibližně 30 dnech přeneseny na diferenciační agarové médium s převyšujícím obsahem 

cytokininů nad obsahem auxinů. Působením fytohormonů započne tvorba výhonů. Následně 

lze výhony přemístit na médium bez hormonů, kde výhony zakoření a tím vznikne malá 

rostlina. Tu lze po určité době svého růstu přemístit z in vitro podmínek do podmínek ex vitro 

(Kyozuka et al., 1987; Nagata & Takebe, 1971; Serraf et al., 1991).  

Podmínky indukce tvorby kalusu a následné organogeneze jsou však specifické pro každý 

druh či kultivar rostlin.  

 

 

Obr. 5: Kalus somatického hybrida Datura innoxia a Datura candida (šipka) obklopený synchronně 

vyvinutými nehybridními kalusy Datura innoxia. Převzato z Schieder (1980). 
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6  Selekce a ověřování hybridů 

Poslední krokem somatické hybridizace je správný výběr hybridních rostlin a jejich odlišení 

od rostlin nesoucích genetickou informaci pouze jedné rodičovské linie. 

6.1  Morfologie rostlin 

Morfologické znaky hybridní rostliny jsou zpravidla průnikem vlastností rodičovských 

rostlin. Při selekci lze hodnotit tvar, velikost a barvu listů či květů. Na listech je pozorována i 

hustota rozmístění trichomů nebo jejich absence. Nejrůznější výrůstky se mohou objevit již 

ve stádiu kalusu, kdy v kombinaci s jiným znakem lze rozpoznat hybridy. Morfologické rozdíly 

mezi hybridy a parentální generací mohou být také v délce a průměru kořenů nebo 

samotného stonku. (Carlson et al., 1972; Dudits et al., 1977; Evans et al., 1980; Melchers  & 

Labib, 1974; Krumbiegel & Schieder, 1979).   

6.2  Morfologie buňky 

Výhodou izolace protoplastů jednoho rodiče z listů a druhého z buněčné suspenze spočívá 

v kombinaci vlastností buněk vyskytujících se na světle a ve tmě. Buňky z rostliny rostoucí na 

světle obsahují chloroplasty a mají menší počet cytoplazmatických provazců, než buňky ze 

suspenze kultivované ve tmě, které obsahují žlutavé plastidy, tzv. leukoplasty (Constabel et 

al., 1976). Hybridní buňky vzniklé fúzí buněk z listu a ze suspenze tudíž obsahují chloroplasty, 

leukoplasty a mají průměrný obsah cytoplazmy. Vzhledem k této kombinaci bývá barva 

mladých listů hybridní rostliny zpočátku světle zelená (Kao & Michayluk, 1974; Kao, 1977). 

Hybridní buňku lze rozeznat v některých případech i podle tvaru, který je odlišný od tvaru 

rodičovských buněk (Kao & Michayluk, 1974; Kao, 1977) a také podle velikosti a tedy i 

schopnosti vytvářet větší hybridní kalus, než jsou kalusy tvořené z jedné rodičovské buňky 

(Schieder, 1980). 

6.3  Velikost a počet chromozomů 

Chromozomy můžou posloužit také jako selekční znak při výběru hybridních rostlin. Jejich 

počet v hybridní buňce by měl být obvykle minimálně tak velký jako součet počtu 

chromozomů v buňkách parentální generace (Carlson et al., 1972; Dudits et al., 1977; Evans 

et al., 1980). Hybrida lze poznat i podle kombinace dvou nestejně velkých typů chromozomů, 

které je možné rozeznat např. v metafázi buněčného dělení (Kao, 1977; Krumbiegel & 

Schieder, 1979). 
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Obr. 6: Glycine max – Vicia hajastana heterokaryocyt v mitóze. Větší chromozomy patří 

Vicia hajastana. Převzato z Gamborg a kol. (1974). 

6.4  Isoenzymová analýza 

Jedním z nejspolehlivějších způsobů selekce hybridů je isoenzymová analýza. Je založena 

na odlišné elektroforetické pohyblivosti isoenzymů v gelu během elektroforézy. Isoenzymy 

jsou bílkoviny katalyzující stejnou reakci. Jejich primární struktura (pořadí a zastoupení 

aminokyselin v polypeptidovém řetězci) je však odlišná. Tím je dána i jejich rozdílná 

pohyblivost v elektrickém poli. Isoenzymy se získají z jednotlivých rostlin extrakcí z čerstvého 

materiálu, homogenizací s extračním pufrem a následnou centrifugací. Po izolaci se 

isoenzymy vpraví do gelu, kde se za působení elektrického proudu pohybují od katody 

k anodě. Po uplynulé vzdálenosti na gelu specifické pro každý enzym dochází k detekci 

jednotlivých isoenzymů. K detekci dochází v agarózové vrstvě obsahující substrát, po jehož 

specifické reakci s daným isoenzymem dochází k obarvení isoenzymů a vytvoření tzv. pattern 

proužků. Výsledným produktem je zymogram znázorňující zóny enzymatické aktivity daných 

isoenzymů. Alely většiny isoenzymových lokusů jsou kodominantní, tudíž se obvykle při 

elektroforéze objeví všechny.   Nejčastěji se používají enzymy jako je peroxidáza, fosforyláza 

atd. (Carlson et al., 1972; Dudits et al., 1977; Gamborg et al., 1979; Evans et al., 1980; 

Forsberg et al., 1994). 
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Obr. 7: Zymogram pro alanyl-aminopeptidázu (vlevo) a aspartátaminotransferázu (vpravo) pro 

Nicotiana tabacum (A), somatického hybrida (B), sexuálního hybrida (C), Nicotiana glauca (D) a směs 

A a D (E). Jediný hybridní pruh je viditelný na páté pozici pro aspartátaminotransferázu. Převzato z 

Evans a kol. (1980). 

 

6.5  Selekční médium a nároky na prostředí 

Carlson a kol. (1972) použili regenerační médium jako selekční nástroj. Upravili ho tak, že 

pouze buňky s genetickou informací od obou rodičů (Nicotiana glauca a Nicotiana 

langsdoffii) byly na něm schopné regenerace v kalus, který byl posléze přemístěn na médium 

bez hormonů. Typ selekčního média závisí na druzích buněk podstupujících fúzi. Lze využít 

média s antibiotiky, na nichž dojde k rozpoznání nerezistentních i rezistentních 

uniparentálních buněk i rezistentních hybridů. Médium může být také selektivní už jen tím, 

že obsahuje nebo mu chybí nějaký potřebný prvek.  

Pokud je hybrid ve formě mladé či starší rostliny, požadavky na prostředí, ve kterém roste, 

jsou klíčové. Pokud obě rodičovské rostliny měly odlišné nároky na okolí, hybrid jejich 

požadavky zpravidla slučuje a průměruje. Změnou okolních podmínek je tedy možné 

rozeznat hybridní generaci. 
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7  Závěr 

Somatická hybridizace je prvně zavedenou metodou genetické kombinace požadovaných 

vlastností rostlin, které nelze křížit přirozenou cestou. Překážky, které tato metoda 

překonává jsou především sexuální inkompatibilita, sterilita, subfertilita nebo příliš dlouhý 

životní cyklus daných druhů znemožňující sexuální křížení. Základním principem této metody 

je fúze somatických buněk, při které dochází ke kombinaci nukleárního i organelového 

genomu. Během fúze dochází k přenosu požadovaných, ale i nežádoucích znaků. Z tohoto 

důvodu byla v 80. a 90. letech nahrazena technikou cíleného přenosu genů, tzv. tvorbou 

geneticky modifikovaných organismů (GMO).  

Základních 5 kroků v postupu křížení rostlin pomocí somatické hybridizace zahrnuje: výběr 

hybridizovaných druhů a pletiv, izolaci protoplastů, fúzi protoplastů, regeneraci protoplastů 

až do stádia celistvých rostlin a následně selekci vzniklých hybridů. 

Nejefektivnější postup začíná u správného výběru rostlinného pletiva pro izolaci 

protoplastů, jímž je nejčastěji kombinace mezofylových buněk a buněk ze suspenzní kultury. 

Výhodou této kombinace je především usnadněná selekce hybridů již v buněčném stádiu, ve 

kterém hybridní buňky obsahují chloroplasty z mezofylu a leukoplasty z buněčné suspenze. 

Druhým krokem je izolace protoplastů. Může být mechanická, kdy v hypertonickém roztoku 

dojde k plazmolýze buněk a uvolnění protoplastů, nebo enzymatická, kdy inkubací buněk 

v enzymovém roztoku dojde k degradaci složek buněčné stěny a vzniku protoplastů. Třetím 

krokem je fúze získaných protoplastů. Nejefektivnějším postupem je použití PEG, nebo 

elektrické indukce. Tímto způsobem lze dosáhnout nejlépe zfúzovaných a minimálně 

poškozených protoplastů. Existuje ale i řada alternativních způsobů fúze. Předposledním 

krokem je regenerace protoplastů a indukce buněčného dělení a organogeneze. Tyto 

postupy jsou velmi individuální v závislosti na hybridizovaných druzích. Závěrem celého 

procesu je úspěšná selekce vzniklých hybridních rostlin v různém stádiu vývoje. Nejčastějším 

přístupem je isoenzymová analýza, hodnocení karyotypu nebo celkové morfologie rostlin. 

Velkou výhodou této metody je křížení obtížně hybridizovatelných či zcela sexuálně 

inkompatibilních druhů. Dochází při ní ke kombinaci genomů i cytoplasmy rodičovských 

druhů, které mohou být i vzdáleně příbuzné. Úspěšné hybridizace bylo zpravidla dosaženo u 

zástupců v rámci jedné čeledi, výjimečně i taxonomicky vzdálenějších zástupců. Velké 

uplatnění spočívá i v oblasti hybridizace užitkových rostlin, jelikož její pomocí lze získat 

rostliny s rezistencí k chorobám a abiotickým stresům, nebo kvalitnější rostliny mající různé 

požadované vlastnosti. Příkladem je např. vznik hybrida Brassica napus a Brassica nigra, 

Brassica naponigra, který je rezistentní k nepohlavní formě houbového parazita 

Leptosphaeria maculans (Sjödin & Glimelius, 1989). Avšak i křížení kulturních plodin se nyní 

provádí zejména metodou cíleného přenosu genů. Somatická hybridizace může ale stále být 

efektivním nástrojem kombinace celých genomů rostlin, jejichž konveční křížení je 

z jakýchkoliv důvodů komplikované.  
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