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Abstrakt

Hybridizace mezi blizce ptfibuznymi druhy savci je Casto provdzena abnormalnim
rastem placent a plodi. Z pohledu evolu¢ni biologie jsou naSe znalosti o podilu
takovych mezidruhovych nekompatibilit na speciaci stale nedostatetné. Ve své
diplomové praci jsem zjiStovala, zda abnormdlni rhst placent ¢i plodl pfispiva
k reprodukéni izolaci dvou poddruhit mySi domaci, Mus musculus musculus a M. m.
domesticus, které jsou v ranné fazi speciace a v pfirodé¢ se stale kiizi. S vyuzitim dvou
inbrednich kment odvozenych od M. m. musculus (PWD/Ph, STUS) a dvou inbrednich
kmenti odvozenych od M. m. domesticus (C57BL6/]J, SCHEST) jsme provedli ¢tyfi
ruzné vnitropoddruhové a Ctyfi rizné mezipoddruhové kiizeni. Zjistili jsme, ze velikost
placenty u hybridi je vice ovlivnéna otcem, zatimco velikost plodu matkou. Po
odstranéni vlivu hmotnosti matky a otce jsme nezaznamenali signifikantni rozdil ve
velikosti placent ani plodii u vnitropoddruhovych a mezipoddruhovych kiizeni. NaSe
vysledky ukazuji, ze pfi hybridizaci mezi poddruhy mysi doméci nevznikaji
abnormality v prenatalnim vyvoji, jak bylo pozorovano u hybridii mezi vzdalenéjSimi
druhy mysi. Je tedy mozné, ze prenatdlni abnormality vzniklé v disledku rodicovskych
konflikth jsou spiSe ndsledkem speciace nez jeji pfi€inou. NemizZzeme vSak vyloucit, ze
abnormalni rast placent a plodd hral dilezitou roli alespont v nékterych speciacnich

udalostech, kde doslo ke zméné reprodukéniho systému.

Klicova slova

Mus musculus musculus, Mus musculus domesticus, hybridni displazie placent,

speciace, genomové konflikty, prenatalni vyvoj



Abstract

Hybridization between closely related species of mammals is often accompanied by
abnormal growth of placentas and fetuses. From the perspective of evolutionary
biology, our knowledge about the contribution of such interspecies incompatibilities in
speciation is still insufficient. In my thesis, I was finding out if abnormal placental and
fetal growth contributes to reproductive isolation of two subspecies of house mouse,
Mus musculus musculus and M. m. domesticus, which are at an early phase of
speciation and in nature they still hybridize. Using two inbred strains derived from M.
m. musculus (PWD/Ph, STUS) and two inbred strains derived from M. m. domesticus
(C57BL6/J, SCHEST) we performed four different intrasubspecies and four different
intersubspecies crosses. We found out that the size of the placenta in hybrids is more
influenced by father, while the size of the fetus is more influenced by mother. After
elimination influence of weight of mother and father we have not recorded a significant
difference in the size of placentas and fetuses in intrasubspecies and intersubspecies
crosses. Our results show that hybridization between subspecies of house mouse does
not produce abnormalities in prenatal development, as was observed in hybrids between
distant species of mice. It is thus possible that prenatal abnormalities caused as a result
of parental conflicts are the consequence of species divergence rather than its cause.
We cannot, however, rule out that abnormal placenal and fetal growth had played a role

in at least some speciation events, where reproductive system had been changed.
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1 Uvod

Speciace je evoluéni proces, pii kterém vznikaji dva nové druhy vytvofenim
reprodukéni bariéry mezi ¢astmi populace jednoho druhu. Reprodukéni bariéry se déli
na dva zakladni typy, prezygotické a postzygotické. Pti prezygotické bariéfe vétSinou
nedochédzi k pateni a vzniku hybridi (nevznikd zygota). MiZe to byt napiiklad
z diivodu, Ze druhy Ziji na jiném Uzemi nebo maji jiné¢ obdobi patfeni. U postzygotické
bariéry dochdzi ke vzniku hybridl, ktefi se dale nerozmnozuji, protoZe mohou byt
napfiklad neZivotaschopni nebo sterilni. Zajimavou formou postzygotické bariéry,
ktera se Casto vyskytuje u savci, je abnormalni rist placenty a plodu u mezidruhovych
kiizeni. V nékterych piipadech mohou vzniklé abnormality zplsobit az smrt plodu.
Tyto abnormality prenatalniho vyvoje u mezidruhovych ktizeni byly popsany u roda
Peromyscus, Mus a Equus (Rogers & Dawson 1970, Allen et al. 1993, Zechner et al.
1996). Zajimavé je, ze podobné abnormality byly popsany i u krytosemennych rostlin
v endospermu, coz je extraembryondlni triploidni (3n) pletivo vyZivujici embryo
(Josefsson et al. 2006). Jak Casto abnormalni rist placent a plodd u mezidruhovych
kiizeni ptispivda ke wvzniku reprodukéni izolace u savcll nebylo zatim dobie

prozkoumano. Touto otazkou jsem se zabyvala v rdmci své diplomové prace.

1.1 Rodicovské konflikty a speciace

Ptedpoklada se, Zze abnormdlni rist placent a plodi u sav¢ich hybridd je disledkem
genomového konfliktu o pfisun Zivin od matky do vyvijejicitho se embrya. Konflikt
miZe nastat mezi genomem matky na jedné stran¢ a genomem embrya nebo genomem
otce na stran¢ druhé. Embryo nese polovinu genetické informace od matky a druhou
polovinu od otce a kazdy z nich miize mit jiné zajmy ohledné¢ vyzivy a rlstu svého
potomka. To souvisi i s tim, Ze u savcll vétSinou samice investuje do potomka vice nez
samec (u placentalnich savci je samice biezi 1 po n€kolik tydnh ¢i mésichi a po narozeni
se o mladé stara a koji ho) a ¢asto byva samice vybiravéjsi nez samec. Samice vétSinou
klade diiraz na kvalitu, zatimco samec na kvantitu, tedy na co nejvétsi pocet potomkd.
Kazdy, jak otec tak i matka, se snazi o néco jiného a mohou naprogramovat své geny

tak, aby ovlivilovaly své potomky riznym zpisobem (Zeh & Zeh 1996).



U polyandrickych druhii, kde maji potomci v jednom vrhu rizné otce, je v zajmu
matky, aby vSichni jeji potomci (a plati to i pro budouci potomky) obdrzeli stejné
mnozstvi zdroji (Zivin), protoze vSichni jeji potomci maji 50 % jeji genetické
informace. Naopak v z4jmu otce je, aby jeho potomek ziskal co nejvice zdroji (co
nejvetsi piisun Zivin) a nezajima se o ostatni embrya (potomky ostatnich samct). Tento
druh genomovych konflikth se nékdy také nazyva jako rodicovské konflikty.

Mozny zpusob, jak samci a samice u savcll mohou naprogramovat své geny, aby
ovlivnily rist plodt v déloze matky, je takzvany genomovy imprinting (Mochizuki et
al. 1996, Fowden et al. 2006). VétSina autozomalnich geni je exprimovana z obou alel
- tedy od matky i otce, zatimco imprintované geny jsou u rodiCovskych druht
exprimovany jen z jedné alely, bud’ maternélni nebo paternalni. Genomovy imprinting
je zalozeny na epigenetické modifikaci chromatinu, ktera se 1iSi u maternalniho a
paternalniho chromozomu (Morison et al. 2005). Epigenetickda modifikace DNA
spocivd v metylaci cytosinu v oblastech znamych jako imprinting kontrolujici oblasti
(Bird & Wolffe 1999, Constancia et al. 2004), které jsou bohaté na CpG dinukleotidy
(CpG islands; Paulsen et al. 2000). Metylace zplisobi umlceni, tj. zastaveni transkripce,
piislusné alely (Li et al. 1993). Imprintované geny jsou tedy funkéné haploidni.
V casné fazi vyvoje germindlnich bunék dochéazi nejprve k vymizeni imprintingu, aby
se mohl znovu pfeprogramovat (Brandeis et al. 1993, Tada et al. 1998, Kafti et al.
1992, Reik & Walter 2001). Zda se, Ze histony také hraji roli pfi aktivaci nebo uml¢eni
imprintovanych genli (Pedone et al. 1999). Acetylovand forma histonu je obvykle
asociovana s aktivnim regionem chromatinu, zatimco umlcené alely jsou méné
acetylovany nebo deacetylovany (Jones et al. 1998, Hu et al. 2000).

Imprintované geny hraji roli pii vyvoji a funkci placenty, ktera ovlivituje riist a
vyvoj plodu (Coan et al. 2005). Placenta je organ, ktery je tvofen ztkan€ plodu a
matky. Placenta se muZze délit podle vzdalenosti krve matky od krve plodu na
epitelochoridlni, synepitelochoridlni, endotelochoridlni a hemochoridlni (Enders &
Carter 2004). U epitelochoridlni placenty jsou mezi krvi matky a plodu 4 vrstvy bunék
(endotelialni buiiky embrya, epitelidlni buniky choria, epitelidlni buniky endometria a
endotelidlni buniky délohy). U synepitelochoridlni a endotelochoridlni placenty mizi
vrstva epitelidlnich bun¢k endometria. U hemochoridlni placenty je chorium plodu
pfimo omyvano krvi matky. Funkce placenty je pfendSet Ziviny a energii mezi matkou a
plodem, bariéra proti patogenim a imunitnimu systému matky, ale 1 produkce

hormonid. Hormony mohou ovliviiovat metabolismus matky tak, aby se dostalo vice



zivin k plodu (Anthony et al. 1995; Haig 1996). Ruast nckterych bunéénych typt
placenty mtze byt ovlivnén imprintovanymi geny. Porucha maternalné exprimovanych
gent vede ke zvétSeni placenty, zatimco porucha v expresi paternalné exprimovanych
gent vede ke zmenSeni placenty (Reik et al. 2003).

Evolu¢ni zavod mezi genomem matky a genomem embrya ¢i otce by se dal
pfirovnat k zdvodu mezi parazity a jejich hostiteli (princip cervené kralovny; Ridley
1999). Vnitrodruhové byvaji jejich U€inky vyladény tak, aby svym nositelim
nepusobily potize. Problém muze nastat u populaci, které byly né¢jakou dobu v alopatrii
nebo mezi druhy, u kterych mohou vzniknout placentalni abnormality zpisobujici
zvySeny nebo snizeny tok zivin od matky do hybridniho embrya. Takové abnormality
ve vyvoji placent a plodl u mezidruhovych hybridi byly detailné studovany u hybrida
rodu Peromyscus a Mus (Vrana et al. 1998, Zechner et al. 1996). Vedle nich byly
abnormality u vyvijejicich se embryi, které vznikaji v disledku rodi€ovskych konflikti,

pozorovany a studovany také u krytosemennych rostlin (Josefsson et al. 2006).

1.1.1 Hybridni displazie placent u hlodavcii rodu Peromyscus

Abnormalni vyvoj placent a plodi byl studovdn u mezidruhovych hybridi rodu
Peromyscus (Vrana et al. 1998). P. maniculatus (kfecek dlouhoocasy) je polyandricky
druh vyskytujici se téméf po celé Severni Americe, kdezto P. polionotus (kiecik
bélonohy) je monogamni a vyskytuje se jen na Floridé a na ostrové Santa Rosa (Blair
1950, Birdsall & Nash 1973, Foltz 1981). Tyto druhy Ziji v alopatrii a byly oddéleny
zhruba pted 100 000 lety (Blair 1950, Dice 1968). Druhy P. maniculatus a P.
polionotus jsou zhruba stejné velké. Pti kiizeni P. polionotus x P. maniculatus (vzdy
samice x samec) se rodi prerostlé hybridni plody, které vétSinou umiraji. Plody, které
ptezivaji jsou témét vyhradné samice se zvétSenou placentou. Pfi opacném kiiZeni P.
maniculatus x P. polionotus se rodi hybridni plody o040% mensi nez plody
vnitrodruhovych kiizeni a s mensi placentou (Rogers & Dawson 1970).

Bylo zjisténo, ze abnormadlni rdst placent a plodi u hybridid je zpiisoben
poruchou genomového imprintingu u hybridd. U hybridi dochazi ¢asto k bialelické
expresi imprintovanych genil (Vrana et al. 1998, Wiley et al. 2008). Ve studii Vrana et
al. (1998) byl porusen imprinting u tii gent (Peg3, Snrpn a Mest) ze Ctyt genii. Wiley et

al. (2008) se ve své studii zaméfili na expresi imprintovanych genti u hybrida



v placentalni tkani, v tkdni plodu a v mozku. Nasli asi 7 gentl, kde dochazelo k poruse
imprintingu v placentalni tkani a/nebo v tkdni plodu. Naptiklad u gent Kcnglotl, Peg3,
Usp29, Mest a Snrpn byla normalni exprese pii kiizeni P. maniculatus x P. polionotus,
ale u hybridi P. polionotus x P. maniculatus byly geny exprimovany z obou alel
(Vrana et al. 1998, Wiley et al. 2008). U genu Pegl() byla pozorovéna porucha
imprintingu pouze u tkané plodu P. polionotus x P. maniculatus, ale ne v placentalni
tkani (Wiley et al. 2008). Porucha genomového imprintingu u hybridt se tedy mtize
li8it u reciprokych kiiZzeni a mezi tkanémi.

Na chromozomu X byl identifikovan gen Esx/ odpovédny za abnormalni rast
placent a plodt u hybrid Peromyscus (Loschiavo et al. 2007). EsxI koéduje protein,
ktery je exprimovan pouze v extraembryonalni tkani a v samcich germinélnich buiikach
(Liet al. 1997). EsxI funguje jako regulator pii vyvoji placenty a tim zéroven ovliviiuje
i rist plodu (Li & Behringer 1998, Loschiavo et al. 2007). Gen Esx/ interaguje
s autozomalnim imprintovanym genem Pwl/Peg3, ktery je normalné exprimovany
pouze z paternalni alely (Vrana et al. 2000). Interakce mezi maternalné exprimovanym
genem Exs/ na chromozomu X pivodem P. polionotus a paternalné¢ exprimovanym
autozomalnim lokusem piivodem P. maniculatus je odpovédna za preristani placenty i
plodu u hybridd.

Pti kiizeni P. polionotus x P. maniculatus dochazi k pohlavné specifické
umrtnosti plodii. Plody, které prezivaji, jsou téméi vyhradné samice, coz je v souladu
s Haldaneovym pravidlem (Haldane 1922). Podle Haldaneova pravidla je pii sterilité
nebo nezivotaschopnosti postiZzené vzdy vice pohlavi heterogametické, v naSem ptipadé
tedy samci s chromozomy XY. K epigenetické inaktivaci chromozomu X dochazi
u samic savcl ve vSech tkéanich, protoze samice maji dva chromozomy X (jeden od
matky a druhy od otce; Lyon 1961). Inaktivace chromozomu X je v somatické tkéani
u savell ndhodna kromé extraembryondlnich tkani (placenta a Zloutkovy vak), kde
dochézi k preferencni inaktivaci paterndlniho chromozomu X (Harper et al. 1982).
Hybridni samice vykazuji ¢aste¢né¢ nendhodnou somatickou inaktivaci chromozomu X
ve prospéch exprese chromozomu X pivodem P. maniculatus, coz mize souviset
s pohlavné specifickymi rozdily v umrtnosti hybridnich plodt (Vrana et al. 1998,
2000). Lze tedy shrnout, Ze u Peromyscus je hybridni displazie placent a s ni souvisejici

abnormalni rast ploda zptisoben jak genetickymi, tak epigenetickymi zménami.
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1.1.2 Hybridni displazie placent u hlodavcti rodu Mus

Podobny placentalni fenotyp jako u Peromyscus byl pozorovan i u kiizencli mezi
riznymi druhy myS$i, Mus musculus, M. spretus, M. macedonicus a M. spicilegus
(Rogers & Dawson 1970, Zechner et al. 1996). Pti kiizeni samice M. spretus, M.
macedonicus anebo M. spicilegus se samcem M. musculus dochazi ke zvétSeni
placenty. Naopak pfi kiizeni samice M. musculus se samcem M. spretus, M.
macedonicus anebo M. spicilegus dochazi ke zmenSeni placenty (Zechner et al. 1996).
Zmény ve velikosti placenty jsou zplsobeny zvétSenim anebo zmenSenim
spongiotrofoblastu. Spongiotrofoblast strukturné podporuje vyvoj labyrintu, kde
probiha materialni vyména mezi krvi plodu a matky, a tvofi kompaktni vrstvu mezi
labyrintem a wvnéj§i vrstvou velkych bunék (Rossant & Cross 2001). Ve
spongiotrofoblastu a velkych buiikdch probihd produkce mnoha specializovanych
produktti jako jsou naptiklad hormony. U mySich kiizenct nebyla nalezena souvislost
mezi hmotnosti placenty a hmotnosti plodu (Kurz et al. 1999). Zajimavé je, ze velikost
placenty u hybrid se 1liSi mezi pohlavim; sami¢i placenty jsou vétsi nez samdi, ale
extrémné velké placenty jsou pouze u samct (Zechner ef al. 1996). Rozdily v hmotnosti
placenty mezi samci a samicemi u mezidruhovych hybridd jsou pravdépodobné
zpusobeny interakcemi s chromozomem Y (Hemberger et al. 2001).

Pomoci zpétné¢ho kiizeni byl identifikovan lokus odpovédny za abnormadlni
velikost placenty u hybridd. Tento lokus se nazyva Interspecific hybrid placental
displasia (Ihpd) a nachézi se na proximalni ¢asti chromozomu X (Zechner et al. 1996).
Zajimavé je, ze stejnd Cast chromozomu je zodpovédnd za hybridni sterilitu samcd,
lokus zmapovany do této oblasti byl nazvan Ihtwl (Interspecific hybrid testis weightl
Elliott et al. 2001). Uvazovalo se proto, ze by oba dva fenotypy spolu mohly souviset a
mohly by byt zplisobeny poruchou epigenetickych modifikaci chromozomu X v samci
spermatogenezi a placenté. MySi X chromozom je imprintovany ve vétSiné
extraembryondlnich tkanich véetné trofoblastu, kde dochazi k inaktivaci paternalniho
chromozomu X (Harper et al. 1982). Podobné dochazi k epigenetické inaktivaci
chromozomu X v sam¢i spermatogenezi (Turner ef al. 2002, 2007). Protoze jsou vSak
abnormalni placenty pozorované jak u hybridnich samct tak u samic, nezda se, Ze by
porucha imprintingu chromozomu X u samic hrala klicovou roli pii vzniku hybridni
displazie placent (Zechner et al. 1996, 1997). Hybridni placentalni displazie u mysi

také neni zplisobena poruchou metylace chromozomu X u hybrida (Schiitt ef al. 2003).
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U myS$i byla vétSina autozomalnich genii imprintovdna u hybridd normalné
(Zechner et al. 2004). Existuji ale vyjimky, naptiklad pozorovana Castd bialelicka
exprese genu Pegl (Mest) u hybridd, ktery je normalné exprimovany pouze z paternalni
alely (Shi et al. 2004). Zaroven je ztrata imprintingu u Pegl/ casto asociovana
se zvétSenim téla a vahy organd. Ztrata paterndlni exprese Pegl/ u samice geneticky
modifikovanych mys$i vede k abnormalnimu matetskému chovani jako je nedostatek
maternalni péfe a absence placentophagie (pojidani placenty). Potomci nejsou
ovlivnéni a vyvijeji se normalné, pokud jsou umisténi k divoké péstounské matce
(Lefebvre et al. 1998). Podobny fenotyp u geneticky modifikovanych mysi lze
pozorovat 1 pii poruSeni exprese genu Peg3, ktery je normalné¢ exprimovany jen
z paternalni alely. Mutace genu Peg3 vede k zanedbavani matetské péce a problémim
s tvorbou matefského mléka (Li et al. 1999, Curley et al. 2004, Champagne et al.
2009). Bylo pozorovano, Zze gen Pegl kontroluje rist plodu a placenty a ovliviiuje
chovani matky (Lefebvre et al. 1998). K poruSe imprintingu genu Pegl (i Peg3)
dochazi i u hybridd P. polionotus x P. maniculatus, kteti jsou vét§i nez jejich
rodi¢ovské druhy (Vrana ef al. 1998).

Abnormality ve vyvoji placenty byly také pozorovany pii kiizeni M. musculus
a M. caroli. M. musculus a M. caroli se ptirozené¢ nekiizi, hybridi byli proto
produkovani pomoci umélého oplodnéni a vétSina embryi umirala v riznych stadiich
prenatalniho vyvoje (West et al. 1977). Piezivali jen néktefi hybridi z kiizeni M.
musculus x M. caroli, ktefi ovSem byli zaostali v porovnani s rodiCovskymi druhy ve
vSech stadiich vyvoje (West et al. 1977). Na ptezivani hybridi ma nejvétsi vliv
nekompatibilita genomd, ale Sance na preziti mize byt také sniZzena selhanim intrakce
embrya s délohou, tedy vnitini bariéra placento-embryondlni, protoze i embrya M.
caroli x M. caroli ptenesena do samice M. musculus neptezila (Frels et al. 1980).
Rozdiln€ metylované retroelementy byly nalezeny u hybridt M. musculus x M. caroli a
bylo prokazano, zZe obklopuji lokus na chromozomu 10 odpovédny za utvéieni ,,double
minutes” (extrachromozomadlni acentrické chromatinové fragmenty) chromozomu a
amplifikaci onkogenu v karyotypu (Brown et al. 2002, Brown et al. 2008). Tyto
vysledky byly ziskdny zbunéénych linii hybridnich jedinci. Brown et al. (2012)
pomoci umélého oplodnéni vytvofili hybridni embrya, u kterych je hybridni placenta
naruSena demetylaci a aktivaci retroelementl. Pii mezidruhové hybridizaci mezi
vzdalen¢jSimi druhy mysi dochazi tedy k poruSe ristu placenty a prenatalniho vyvoje

v dtsledku neslucitelnosti mechanismi metylace dvou druhi (Brown et al. 2012).
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1.1.3 Abnormality pri vyvoji endospermu u krytosemennych
rostlin

U krytosemennych rostlin, podobné jako u savci, je embryo po delsi dobu vyzivovano
pouze od matky a to ztkdn¢ nazvané endosperm. Endosperm je extraembryonalni
triploidni (3n) pletivo vyzivujici embryo, které ma dvé materndlni kopie a jednu
paterndlni kopii genomu. Endosperm vznika tim, Ze je centralni bunka (2n)
zarodecného vaku oplodnéna spermii (1n); vajicko je oplodnéno jinou spermii a vznika
zygota. Endosperm je jedina tkan u rostlin, kde dochazi ke genomovému imprintingu.
K uml€eni alel u rostlin dochdzi metylaci DNA a histonovou modifikaci (Vielle-
Calzada et al. 1999, Huh et al. 2008, Kinoshita ef al. 2008, Jullien & Berger 2009).
U hybrid mezi krytosemennymi druhy rostlin bylo pozorovano pieriistdni endospermu
a zaroven doslo i k pfedCasnému ukonceni vyvoje semene. Toto bylo pozorovano
napfiklad pfi mezidruhovém kitizeni Arabidopsis thaliana (diploidni, 2n) s 4. arenosa
(tetraploidni, 4n; Bushell et al. 2003). Josefsson et al. (2006) pozorovali, Ze normalné
materndlné umlceny gen PHERS1 (PHE1) u hybridl v endospermu ztraci imprinting a
je exprimovany i z maternalni alely. Stejné tak byla pozorovana ztrata paterndlniho
imprintingu genu MEDEA (MEA). PHE1 overexprese signifikantné pfispiva ke smrti
hybridniho semene (Josefsson et al. 2006). Zda se tedy, ze by porucha genomového

imprintingu mohla hrét roli pfi tvorbé postzygotické bariéry i u rostlin.

1.2 MyS domaci

V ramci své diplomové prace jsem se zaméfila na studium hybridni dysplazie placent
u dvou poddruhit mysi domaci M. musculus musculus a M. m. dometicus. Mys domaci
je vyznamny biologicky model, ktery se vyskytuje po celém svété. Rod Mus patii mezi
hlodavce (Rodentia) a tedy placentdlni savce (Placentalia). Mysi maji hemochorialni
placentu, kde jsou placentdlni buniky plodu pfimo v kontaktu s krvi matky (Carter &
Enders 2004). Podle rozloZeni klkl je mysi placenta diskoidalni.

Mysi doméci mohou zit komenzalné, tedy v blizkosti ¢lovéka (uvnitt budov,
skladit), i voln¢ v piirod¢, kde obyvaji naptiklad pole, kioviny, piseéné duny.

Komenzalni druhy ziji ¢asto v démech (Gray ef al. 2000). Démy jsou rodinné skupiny,

které funguji jako uzaviené kolonie a vétSinou se skladaji z dominantniho samce,
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nékolika samic a mlad’at narozenych ve skupiné (Gerlach 1998). Hierarchie samic je od
nejstarsi po nejmladsi (Gerlach 1998, Rusu ef al. 2004). MysS doméci je tedy socidlné
polygynni. Byla ale zjiSténa pfitomnost relativné vysoké miry mimoparové paternity
(asi 20%) a pfitomnost mnohocetné paternity mlad’at v rdmci jednoho vrhu (Dean ef al.
20006).

Mys$ domaci vznikla v severni ¢asti Indického subkontinentu (Boursot et al.
1993, Din ef al. 1996). Postupné se rozdélila do né¢kolika poddruhti a dva z nich, M. m.
musculus a M. m. domesticus, se rozsitily az do Evropy, kde vytvofily hybridni zonu
(Sage et al. 1993). Tyto dva poddruhy se oddélily zhruba pted 500 000 lety (Geraldes et
al. 2008). Kolonizovaly Evropu kazdy jinou cestou. M. m. domesticus se §itil jizni
cestou zatimco M. m. musculus severni (Auffray et al. 1990). M. m. domesticus je
roz§iten v zapadni Evropé a ve sttedomofti (jizni Evropa) a M. m. musculus je rozsifen
od stiedni Evropy az do severni Ciny. Sekundarni kontakt mezi M. m. musculus a M. m.
domesticus nastal pted 6000-2800 lety (Boursot ef al. 1993, Sage et al. 1993). Hybridni
zéna vede skrz Evropu od Danska pies stfedni Evropu az do Bulharska k Cernému mofi
(Boursot et al. 1993, Sage et al. 1993, Macholan et al. 2003). Je Siroké asi 20 km a je
dlouhd 2500 km. Tato uzka hybridni zdéna je tenzni, coZ znamend, Ze zéna balancuje
mezi tokem geni a selekci proti hybridiim (Barton & Hewitt 1985).

Mezi obéma poddruhy mysi domdci existuje Castecna prezygotickd a castecna
postzygoticka reprodukéni bariéra. Bylo zjisténo, ze mySi M. m. musculus maji sklon si
vybirat partnery vlastniho poddruhu na zakladé mocovych signald, zatimco M. m.
domesticus nevykazovaly zadnou preferenci (Smadja & Ganem 2002, Smadja et al.
2004). I v dal8ich studiich bylo potvrzeno, ze se M. m. musculus tidi vic MUPs (major
urinary proteins), které prenasi feromony (substance, které spousti rizné fyziologické
odpovédi a jsou specifické pro kazdé pohlavi) nez M. m. domesticus (Stopkova et al.
2007). Dalsi pachovy signal, podle kterého by mohly mySi poznavat jedince svého
druhu, jsou sliny a v nich obsazené ABP (androgen—binding protein; Bimova et al.
2005, Talley et al. 2001). Bylo zjisténo, ze v blizkosti hybridni zony je preference pro
signal vétsi nez v allopatrii (Bimova et al. 2005, Bimova et al. 2011). Bimova et al.
(2009) nasli preferenci pro vykaly u kmene odvozeného od M. m. domesticus, zatimco
kmeny odvozené od M. m. musculus se nejvic tidily podle moci. Nejsiln€jsi preference
pro rozliSeni poddruhu byla nalezena u samcii pro mo¢ a u samic pro ABP (Bimova ef

al. 2011).
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K postzygotické reprodukéni izolaci pravdépodobné podstatné ptispiva hybridni
sterilita samci, kterd byla pozorovana pfi kiiZzeni inbrednich kmentl. Pfi kiizeni
laboratornich (ptevazné M. m. domesticus) a divokych mysi (M. m. musculus) byl
identifikovan lokus pro hybridni sterilitu, Hst/ (Hybrid sterility 1), ktery lezi na
chromozomu 17 (Forejt 1996, Trachtulec et al. 1997, 2005). V téchto mistech byl
pozdéji nalezen gen Prdm9 (PR-domain 9), ktery koéduje histon H3 lyzin-4
trimetyltransferazu (Mihola er al. 2009). Dalsi lokusy, které pfispivaji k hybridni
sterilité samci byly identifikovany na chromozomu X (Storchova et al. 2004; Oka et al.
2004, Good et al. 2008a). Hybridni sterilita samcli vdzana na chromozom X je spojena
sredukci vahy varlat, menSim poctem spermii a morfologickymi abnormalitami
hlavicek spermie (Storchova et al. 2004). Pfi mapovani genti odpovédnych za hybridni
sterilitu samcii bylo zjiSténo, Ze je zpiisobena vice geny na chromozomu X. Zaroven
byla prokdzana i porucha inaktivace chromozomu X ve spermatogenezi (Good et al.
2010). Geny pro hybridni sterilitu nejsou v populaci jest¢ fixované a jsou casto
polymorfni a prostorové se lisi ve frekvenci (Britton-Davidian ef al. 2005, Vyskocilova
et al. 2005, 2009, Good et al. 2008b). V piirod¢ je absolutni sterilita vzdcnd nebo neni
(Britton-Davidian et al. 2005, Vyskocilova et al. 2005, Good et al. 2008b), ale velké
procento samcl (30%) ma pocet spermii nebo relativni vahu varlat niz$i nez rozmezi
u Cistych poddruhti, a pravdépodobné trpi snizenou plodnosti (Good et al. 2008b,
Turner et al 2011). Jestli dochdzi uhybridi mezi mySimi poddruhy také
k abnormélnimu vyvoji placent, jako u vzdalenéjSich druhti mySi, nebylo zatim
zkoumano.

V hybridni z6né¢ mysi se hodné studuje, v kterych lokusech dochazi ke
genove introgresi z jednoho poddruhu do druhého, a identifikovaly se lokusy
odpovédné za reprodukeni izolaci, u kterych ke genové introgresi nedochédzi (Macholan
et al. 2007, Teeter et al. 2008, 2010). Bylo zjisténo, ze geny na pohlavnich
chromozomech X a Y jsou vice pod selekci nez geny na autozomech (Dod et al. 1993,
Payseur et al. 2004, Macholan et al. 2007) a hraji tedy diilezitou roli v reprodukéni
izolaci. Centralni ¢ast chromozomu X, ktera je odpovédné za hybridni sterilitu samct,
je pod silnou selekci (Payseur ef al. 2004, Dufkova ef al. 2011, Macholan et al. 2011),
coz naznacuje, ze by hybrididni sterilita samct mohla hrat dtlezitou roli v reprodukéni

1zolaci.
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2 Hypotézy a cile

Abnormality ve vyvoji placent a s tim souvisejici poruchy ristu ploda byly pozorovany
u mnoha savé¢ich mezidruhovych hybridi. U zadnych ze studovanych druhti vSak
v ptirod¢ nedochézi ke kiiZeni a nebo se druhy kiizi jen velmi vzacné. Neni tedy jasné,
zda se abnormality ve vyvoji placent mezi druhy podilely na speciaci anebo jestli
vznikly az po ukonceni speciace (tj. po vytvofeni kompletni reprodukéni bariéry mezi
druhy). Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda se abnormalni rist placent a plod
vyskytuje také u poddruhtt mysi doméci Mus musculus musculsus a M. m. domesticus,
které jsou v Casné fazi speciace a v piirod¢ se kiizi v oblasti izké hybridni zony.
U kiiZzencli mezi obéma poddruhy byla pozorovana hybridni sterilita samct. Zjistime
tedy také, jestli hybridni sterilita samct a hybridni displézie placent spolu geneticky
souvisi. Pokud ano méla by se hybridni displazie placent u hybridii mezi poddruhy

mysi domaci objevovat.

3 Material a metody

rd

3.1 Zvirata a krizeni

Pro svou praci jsem pouzila 4 inbredni kmeny mysi domaci (Mus musculus). Konkrétné
dva kmeny s genomem Mus musculus domesticus a dva kmeny s genomem M. m.
musculus. Kmen PWD/Ph (déle jen PWD) je plivodem M. m. musculus (Gregorova &
Forejt 2000). Ptivodni par byl odchycen blizko Prahy v Kunraticich (Ceska republika)
vroce 1972. Tento kmen je chovan na Oddé&leni my3i molekularni genetiky, Ustav
molekularni genetiky AV CR, Praha (Ceska republika). Druhy kmen s genomem M. m.
musculus je STUS (StudenecSterile). Rodicovsky par pochéazi ze Studence na Moravée
(Ceska republika) a odchycen byl v roce 2000 (Pialek et al. 2008). Kmen je chovan na
Oddéleni populaéni biologie, Ustav biologie obratlovci, Studenec (Ceska republika),
stejn¢ jako dalsi kmen piivodem M. m. domesticus SCHEST (SchwebenFertile), jehoz
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rodiovsky par byl odchycen ve Schweben v Hassen (Némecko) v roce 2007.
Poslednim pouzitym kmenem byl laboratorni kmen C57BL/6 (dale jen B6) s genomem
ptevazné M. m. domesticus, ktery byl zakoupeny od firmy Velaz.

Ktizeni PWD a B6 probihala v chovech PfF UK Vini¢na 7. Ostatni kiiZeni se
odehravala na oddéleni populacni biologie ve Studenci (Ustav biologie obratlovcii
Akademie véd CR, Brno), kde se mysi také pitvaly. Byly provadény dva rtizné typy
kiizeni: vnitropoddruhové (B6 x SCHEST, SCHEST x B6, PWD x STUS, STUS x PWD) a
mezipoddruhové (B6 x PWD, PWD x B6, SCHEST x PWD, PWD x SCHEST).
Vnitropodruhova kiizeni mezi dvéma kmeny stejného poddruhu byla provadéna, aby se
vylouc¢il efekt inbredni deprese. U vSech mezipoddruhovych kiiZeni byla dfive zjiSténa

uplna sterilita F1 hybridnich samct anebo alespoii snizena fertilita.

3.2 Urceni hmotnosti plodu a placenty

Samice byly pripoustény ve staii 2 — 10 mésict a nikdy predtim nerodily. Samec byl
k samici pfipoustén vzdy 1x tydné na 1 noc. Samice byla usmrcena dislokaci patete 18.
den bfezosti. Pti pitvé byly odstranény plodové obaly a plod i placenta byly zvaZeny.

Zaroven byl odebran vzorek tkané plodu pro analyzu pohlavi.

3.3 Genetické urcovani pohlavi plodu

3.3.1 Izolace DNA

Pro izolaci DNA byla pouzita metoda NaOH (Truett et al. 2000, Storchova et al. 2004).
Maly kousek tkané plodu byl pfidan do 600 ul 50 mM NaOH, poté zahtivan po dobu 90
minut na 95°C, vortexovan, stocen a neutralizovan 50 pl 1M Tris (pH=8). Po stoceni na

maximum po dobu 6 minut byla odebrana DNA a 10x natfedéna pro néasledné pouziti na

PCR.
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3.3.2 PCR a elektroforéza

Pro identifikaci pohlavi byla pouzita multiplex PCR amplifikace vyuZzivajici dvou
ruznych part primerd. Prvni par primert je specificky pro samce a amplifikuje gen Sry.
Druhy par primert amplifikuje autozomalni gen IL3 a slouzil jako kontrola PCR
amplifikace pro vSechny vzorky (Lambert et al. 2000). Celkovy objem PCR pro 1
vzorek byl 20 ul a reakce obsahovala 5 pl 10x fedéné DNA, 0,01 pl aTaq polymerazy
(finalni koncentrace 0,75 U), 0,8 ul Sry primert forward+reverse (finalni koncentrace
0,2 uM), 0,48 pl primert IL3 forward+reverse (findlni koncentrace 0,12 uM), 2 pl
dNTP (findlni koncentrace 0,2 mM), 2 ul 10x PCR pufru, 1,2 pl MgCL (findlni
koncetrace 1,5 mM) a 8,42 ul PCR H,O. Pro PCR amplifikaci byl pouzit termalni
cyklér (Biorad) s programem: 95°C na 4 min, pak nasledovalo 33 cykli: 95°C na 35s,
50°C na 1 min a 72°C na 1 min. PCR cyklus produkt byl zakon¢en 75°C na 5 min.
Produkt PCR se poustél na 1,5% agarézovém gelu. Pod UV svétlem se poté zobrazoval
bud’ jeden prouzek pro samici a nebo dva prouzky pro samce (Obrazek 1). Na gelu byl

vzdy jeden kontrolni samec a jedna kontrolni samice.

3.4 Statistika

Statistické analyzy a grafy byly délany ve statistickém programu R. Pro statistické
analyzy jsme pouzili linedrni mixovany model pouzivajici Imer funkci z R balicku Ime4
(R development core team 2005). Fixnimi efekty byly: typ kiiZeni (vnitropoddruhové a
mezipoddruhové), pohlavi kazdého plodu a primérna hmotnost téla samcli a samic
jednotlivych kmentli. Primérna hmotnost téla samcli a samic pro kazdy kmen byla
uréovana z 6-21 dospélych jedinct 3-7 mésicti starych s primérnym v€kem 133-156
dni (Tabulka I). Jako ndhodny efekt byla pouzita identita vrhu, aby kontrolovala
korelaci mezi vrhy. Pro zobrazeni grafi byl vyuzit bali¢ek sciplot funkce bargraph.CI

neboli sloupcovy graf s konfiden¢nimi intervaly.
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Obrazek 1: Genetické urceni pohlavi plodii. Na obrazku jsou PCR produkty pro

samce specifického Sry genu a v obou pohlavi pritomného autozomdlniho genu

IL3. Samci jsou tedy charakterizovani dvema prouzky, zatimco samice jen jednim.

Tabulka 1: Priimérné hmotnosti samcii a samic u pouzitych inbrednich kmenii.

Kmen Druh Pohlavi Hmotnost téla (g)

B6 M. m. domesticus samec 26.79
samice 25.95

SCHEST M. m. domesticus samec 28.57
samice 28.17

PWD M. m. musculus samec 17.72
samice 17.46

STUS M. m. musculus samec 17.52
samice 16.57

4 Vysledky

Abychom zjistili, zda dochédzi k abnormalnimu ristu plodi a abnormélnimu vyvoji

placent, vazili jsme plody a placenty o celkovém poctu 281 plodil patticich do 41 vrhi
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a dvou riiznych typua kiizeni (vnitropoddruhové a mezipoddruhové). Vyloucili jsme dva
vrhy, které obsahovaly jen jeden plod, a 7 plodd, které byly zna¢né mensi a ukazovaly
znaky resorpce a nebo mély vyrazné abnormalni placentu. Findlni soubor dat obsahuje

tedy 272 plodu patticich do 39 vrhii (Tabulka 2, Priloha I). Genetické urceni pohlavi

Tabulka 2: Pocet vrhii, plodit a pomér pohlavi u provedenych krizeni. Odchylka

od ocekdavaného poméru pohlavi 1:1 byla testovana pomoci chi-square testu.

Pomér samcu a

KfiZeni Vrhy Plody Samci Samice samic p value
B6 x SCHEST 5 33 16 17 0,94 0,9020
SCHEST x B6 4 16 8 8 1,00 1,0000
PWD x STUS 5 46 24 22 1,09 0,8348
STUS x PWD 5 26 18 8 2,25 0,1576
B6 x PWD 5 39 17 22 0,77 0,5705
PWD x B6 5 35 19 16 1,19 0,7197
SCHEST x PWD 5 38 20 18 1,11 0,8185
PWD x SCHEST 5 39 21 18 1,17 0,7339

plodt ukazalo, ze 129 jedinch jsou samice a 143 jedincii samci. Pomér pohlavi nebyl
signifikantné odliSny od poméru 1:1 v Zddném z osmi kiiZeni (chi-square test, p > 0.05,
Tabulka 2). Srovnani hmotnosti plodii a placent mezi riznymi kiizenimi ukazalo, ze
vnitropoddruhové kfizeni mezi dvéma kmeny M. m. domesticus (B6xSCHEST,
SCHESTxB6) mélo vétsi plody a placenty neZ vnitropoddruhova kiizeni mezi kmeny
M. m. musculus (PWDxSTUS, STUSXPWD) (Obrdzek 2). Tento trend je v souladu
s tim, Ze kmeny odvozené od M. m. domesticus jsou vétsi nez kmeny odvozené od M.
m. musculus (Tabulka I). Mezipoddruhova kiiZeni byla charakteristickd hmotnostmi
ploda a placent v rozmezi mezi hodnotami pozorovanymi u vnitrodruhovych kiiZeni
(Obrazek 2). To ukazuje, ze hybridi mezi mySimi poddruhy nevykazuji abnormalné
velké nebo malé placenty jako bylo pozorovano u hybridl mezi vzdalengj$imi druhy

mysi (Zechner et al. 1996).
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Obrazek 2: Hmotnost plodii a placent u provedenych kiiZzeni. Fousky ukazuji
konfidencni intervaly. Prvni CtyFi kiiZeni zleva jsou vnitropoddruhova (z toho prvni
dvé pro M. m. domesticus a dalsi dve pro M. m. musculus), dalsi ctyri kiiZeni jsou

mezipoddruhova.
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Pro detekci méné vyraznych zmén vrlGstu plodu a placenty
u mezipoddruhovych kiiZeni v porovnani s vnitropoddruhovymi kiiZenimi jsme pouZili
linedrni mixovany model s random efektem identita vrhu a fixnimi efekty typ kiizeni
(vnitropoddruhové nebo mezipoddruhové), pohlavi plodu (samci a samice) a prumérna
hmotnost rodi¢ovského kmene (hmotnost otce a hmotnost matky podle Tabulky I).
Zahrnuti primérné hmotnosti rodi¢ovskych kmenii do modelli nam dovoli kontrolovat
efekt vahy téla rodic¢li na hmotnost plodu a placenty. Vysledky statistickych testl jsou
shrnuty v Tabulce 3 a 4. Nasli jsme signifikantni efekt hmotnosti maternalniho kmene
na hmotnost plodu (P<0,0001) stejn¢ tak i pro hmotnost placenty (P=0,0008). Hmotnost
otcovského kmene ma také signifikantni efekt pro hmotnost plodu (P<0,0001) i
hmotnost placenty (P<0,0001). Zajimavé je, Ze hmotnost plodu je vice ovlivnéna
hmotnosti materndlniho kmene nez hmotnosti otcovského kmene (7abulka 3). Naopak

hmotnost placenty je vice ovlivnéna hmotnosti paternalniho

Tabulka 3: Viiv hmotnosti rodicii, typu kiizeni a pohlavi plodu na hmotnost plodu.
Vysledky byly ziskany pomoci linearniho mixovaného modelu s nahodnym efektem

identita vrhu v programu R.

F Df P
hmotnost matky 68,88 1,267 <0,0001
hmotnost otce 30,36 1,267 <0,0001
typ kiiZeni 0,11 1,267 0,7428
pohlavi plodu 7,48 1,267 0,0067

Tabulka 4: VIiiv hmotnosti rodici, typu krizeni a pohlavi plodu na hmotnost placenty.
Vysledky byly ziskany pomoci linearniho mixovaného modelu s nahodnym efektem

identita vrhu v programu R.

F Df P
hmotnost matky 11,39 1,267 0,0008
hmotnost otce 63,20 1,267 <0,0001
typ kiiZeni 1,32 1,267 0,2510
pohlavi plodu 2,53 1,267 0,1127
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kmene nez hmotnosti kmene matky (Tabulka 4). Nezjistili jsme signifikantni efekt typu
kiizeni na hmotnost plodu (P=0,7428) ani placenty (P=0,2510). Pohlavi plodu mélo
vliv na hmotnost plodu (P=0,0067), ale nemélo vliv na hmotnost placenty (P=0,1127).
Samci plody jsou vétsi u vSech kiizeni u vnitrodruhovych i mezidruhovych (Obrdzek

2). Stejny vysledek nam vychazel, at’ bylo pofadi proménnych v modelu jakékoliv.

5 Diskuze

VW

Pti kfiZeni mezi riiznymi druhy mysi rodu Mus bylo prokazano, Ze dochéazi k porucham
pii vyvoji placenty a plodu (Zechner et al. 1996). Konkrétné tomu tak bylo pii kiizeni
druhu M. musculus s jednim z druh M. spretus, M. macedonicus nebo M. spicilegus.
Ve své diplomové praci jsem testovala, jestli k podobnym abnormalitdim dochazi také
pfi kiiZzeni mezi dvéma poddruhy mySi domaci (M. musculus musculus a M. m.
domesticus), které se v ptirod¢ kiizi v oblasti izké hybridni zény. Zjistila jsem, Ze po
odfiltrovani hmotnosti matky a otce neni zadny prukazny rozdil ve velikosti placenty
ani plodii u mezipoddruhovych a vnitropoddruhovych kiiZeni. Tyto vysledky ukazuji,
ze abnormality ve vyvoji placent nepfispivaji ke vzniku reprodukéni izolace mezi
dvéma poddruhy mysi domaci.

Otazkou zlstava, jestli hybridni displézie placent pfispivala k jinym specia¢nim
udélostem v rodu Mus. Naptiklad tam, kde se ménil reprodukéni systém. Poddruhy
M. m. musculus a M. m. domesticus jsou oba socidlné polygynni (Patris & Baudoin
2000, Dobson & Baudoin 2002, Patris et al. 2002, Cassaing & Isaac 2007, Frynta et al.
2009, Cassaing et al. 2010) s relativn€ vysokou mirou mimoparové paternity (asi 20%)
a pritomnosti mnohocetné paternity mlad’at v ramci jednoho vrhu (Dean ef al. 2006). Je
u nich tedy moznost vzniku rodicovskych konfliktl ohledné vyzivy jednotlivych plodi
v ramci jednoho vrhu. Naopak, druhy M. spretus, M. macedonicus a M. spicilegus jsou
povazovany za socialné¢ monogamni (Patris & Baudoin 2000, Dobson & Baudoin 2002,
Patris et al. 2002, Cassaing & Isaac 2007, Frynta et al. 2009, Cassaing et al. 2010).
Abnormality ve vyvoji placent byly pozorovany vzdy pii kiizeni mezi socialné
polygynnim druhem s relativné vysokou mirou mimopéarové paternity (tj. geneticka

polyandrie) a monogamnim druhem. Je mozné, Ze abnormality ve vyvoji placent
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ptispivaly ke vzniku reprodukéni izolace, alespon pii speciacnich udélostech, kde doslo
ke zméné reprodukéniho systému. V soucasné dobé€ jsou dva uznavané fylogenetické
stromy, které se 1iSi v umisténi M. spretus. M. spretus miuze byt bud’ sestersky druh
k M. macedonicus - M. spicilegus (Obrdzek 3; Suzuki et al. 2004) nebo sestersky druh
k M. macedonicus - M. spicilegus a M. musculus (Obrdzek 3; Lundrigan et al. 2002,
Chevret et al. 2005). Zda se tedy, Ze k pfechodu od monogamie k socidlni polygynii

Obrazek 3: Fylogeneticky strom vybranych druhi mysi rodu Mus (A) podle Suzuki et
al. (2004) (B) podle Lundrigan et al.( 2002) a Chevret et al. (2005).

A

— V. musculis musculus

— M. musculus domesticus

— M. spretus

— V. macedonicus

— M. spicilegus

B — M. musculus musculus

— V. musculus domesticus

— V. macedonicus

— VM. spicilesus
7 5

M. spretus
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s relativné vysokou mirou mimoparové paternity mohlo dojit jen jednou pii oddéleni M.
musculus od ostatnich druhii mysi. Je ale také mozné, Ze abnormality ve vyvoji placent
vznikaji umysi az po dokonceni reprodukéni izolace mezi druhy a ke speciaci
nepfispivaji. Bylo by zajimavé zjistit, jestli se hybridni displazie placent vyskytuje pii
kiizeni mezi monogamnimi druhy, tj. M. macedonicus, M. spicilegus a M. spretus.

I u Peromyscus byly abnormality ve vyvoji placenty a plodu pozorované mezi
monogamnim P. polionotus a polyandrickym P. maniculatus (Rogers & Dawson 1970).
U kfizeni, kde byl samec P. maniculatus, ktery je polyandricky, dochazelo k ptertstani
plodt a placent. U ktiZeni, kde byl samec monogamni, dochazelo ke zmenseni placenty
a plodu. Také u mysi pfi kiizeni, kde je samec M. musculus, u kterého je pfitomna
mnohocetnd paternita mladat v ramci jednoho vrhu, je pozorovano zvétSeni placenty.
Naopak pti kiizeni, kde je samec M. spretus, M. macedonicus nebo M. spicilegus
s monogamnim zplisobem rozmnozovani, je placenta zmensena (Zechner et al. 1996).

V kiiZzenich mezi druhem M. musculus a jednim z druhtt M. macedonicus,
M. spicilegus a M. spretus, se krom¢ hybridni displazie placent objevuje také hybridni
sterilita samcii. Je zajimavé, Ze pii vzniku obou fenotypli hraje klicovou roli
chromozom X. Navic geny odpov&dné za oba fenotypy mapuji do stejnych oblasti
chromozomu X. Je tedy mozné, Ze by hybridni sterilita samct a hybridni placentalni
displazie mohly mit stejnou ¢i podobnou genetickou podstatu, kterd by mohla souviset
s epigenetickou inaktivaci chromozomu X ve spermatogenezi a placenté, kde je
inaktivovan vzdy paternalni chromozom X (Hemberger et al. 1999, Elliott ef al. 2001).
Pfi kiizeni poddruhlt myS$i domaci M. m. musculus a M. m. domesticus byla také
pozorovana hybridni sterilita samcii, kterd je zplGsobena geny na chromozomu X
(Storchova et al. 2004; Good et al. 2008a, 2010). Nase vysledky, které ukazuji, Ze mezi
poddruhy mysi domaci M. m. musculus a M. m. domesticus neni hybridni displazie
placent, naznacuji, Ze oba fenotypy vznikaji nezavisle a maji tedy také pravdépodobné
jinou genetickou podstatu.

Pozorovali jsme, Ze existuje rozdil ve velikosti mezi sam¢imi a sami¢imi plody
jiz 18ty den prenatalniho vyvoje. Samci jsou v tomto stadiu signifikantné vétsi nez
samice. Jiz dfive bylo zjiSténo, Ze samci po narozeni jsou signifikantné vEétsi nez samice
(Haisova-Slabova et al. 2010). Tento jev ovSem zacatkem postnatalniho vyvoje mizi.
V dospélosti jsou samci opét vétsi nez samice (Haisova-Slabova et al. 2010).

Rozdil ve velikosti placenty v zavislosti na pohlavi plodu nebyl v kiiZzeni mezi

poddruhy mysi domaci pozorovan. Naopak, pti kiizeni mezi M. musculus a M. spretus
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bylo zjisténo, Ze se lisi velikost placenty u hybridi mezi pohlavimi (Zechner et al.
1996). Samici placenty jsou vétsi nez samci, ale extrémné velké placenty jsou pouze
u samcti. Tyto rozdily jsou pravdépodobné zplisobeny interakcemi s chromozomem Y
(Hemberger et al. 2001).

Statistické analyzy naSich dat ukazaly, Ze zatimco hmotnost otce ma vétsi vliv
na hmotnost placenty, matka vice ovliviiuje hmotnost plodu. Podobné vychdzi i
vysledky pro gynogenetickd a androgenetickd embrya. Normalné obsahuje jadro bunky
jednu sadu chromozomut od samice (matky) a druhou sadu od samce (otce). U mysi
bylo pozorovéano, Zze kdyz embryo nese dvé sady chromozoml maternalniho pivodu
(gynogenetické/partenogenetické) nebo dvé sady chromozomil paterndlniho plvodu
(androgenetické), nedozije se narozeni (Mcgrath & Solter 1984, Surani ef al. 1984).
Androgenetické embryo je malé s prerostlou extraembryonalni tkdni (vCetné
abnormalné velké placenty). Preimplantacni vyvoj téchto embryi je vice méné
normalni. Gynogenetické embryo je malé (rlistova retardace) a extraembryondlni tkan
je extrémné mald/nevyvinutd, a proto embrya umiraji par dni po implantaci. Maternalné
exprimované geny tedy kontroluji hlavné vyvoj embrya a geny exprimované
z paternalni alely kontroluji hlavné vyvoj placenty a trofoblastu. To je v souladu
sna$imi vysledky. Bylo ukdzano, Ze za neZivotaschopnost androgenetickych a
gynogenetickych embryi jsou odpovédné imprintované geny, které jsou exprimované
bud’ jen z maternalni ¢i paterndlni alely (Surani ef al. 1984). Mnoho imprintovanych
gentl ovliviiyje riist, morfologii a kapacitu placenty pro transfer zivin od matky k plodu
a rist plodu (Miozzo & Simoni 2002, Tycko & Morison 2002, Piedrahita 2011). Zda
se, ze materndlné¢ exprimované geny vétSinou potlacuji rist (tedy funguji jako ristové
supresory) zatimco paterndlné exprimované geny slouzi jako promotory pro rast.
Naptiklad pro rist plodu mysi jsou dulezité geny Igf2 a Igf2r (Wang et al. 1994,
Ludwig et al. 1996, Eggenschwiler et al. 1997, Tycko & Efstratiadis 2002, Fowden
2003). Igf2 gen, ktery kdduje insuline-like growth faktor I, je normalné exprimovany
z paternalni alely. Pokud neni exprimovén ani z jedné alely dochazi k rtistové retardaci.
Naopak pokud neni exprimovan Igf2r, ktery je normalné¢ materndlné exprimovany,
dochazi k preristani. Tyto geny maji antagonisticky ucinek a proto se navzajem udrzuji
v rovnovaze. DalSimi imprintovanymi geny které hraji roli pfi vyvoji placenty a plodu
jsou naptiklad Peg3, Mest, Grbl0 (Curley et al. 2004, Lefebvre et al. 1998,
Charalambous et al. 2010). Da se pfedpokladat, Ze za vétsi vliv matky na hmotnost

plodu a otce na hmotnost placenty mohou byt odpov&dné také imprintované geny.
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6 Zaver

Kftizenci mezi poddruhy mySi domaci (Mus musculus musculus a M. m. domesticus)
nevykazuji abnormality ve vyvoji placenty ani plodu. Abnormality v prenatalnim
vyvoji vzniklé v disledku genomovych konfliktd tedy nepfispivaji ke speciaci
u poddruhtt M. musculus, které jsou v ¢asné fazi speciace. Zajimavé by bylo zjistit jestli
hybridni displazie placent pfispivala k jinym speciacnim udalostem v rodu Mus.
Naptiklad tam, kde se ménil reprodukéni systém, tj. pfi odd¢leni mySi domaci, M.
musculus, kterd je socidlné polygynni s mimoparovou paternitou od ostatnich druht
mysi, M. spretus, M. macedonicus, M. spicilegus, které maji spiSe monogamni zptsob
rozmnozovani. Je ale také mozné, Ze abnormality ve vyvoji placent vznikaji az po
dokonceni speciace jako disledek genetické divergence druhti a nepfispivaji ke
speciaci. Zajimavé by bylo také zjistit jestli k abnormalitdim v prenatdlnim vyvoji
dochazi i1 pfi kiizeni monogamnich druhd. NaSe vysledky také ukazuji, ze geneticka
podstata hybridni sterility samct a hybridni displazie placent u mysi vznikéa nezavisle a
ma tedy pravdépodobné jinou genetickou podstatu. Saméi plody jsou 18ty den
prenatalniho vyvoje véEtsi neZ sami¢i. Hmotnost placenty se mezi pohlavimi neliSila.
Zajimavym vysledkem mé diplomové prace je zjiSténi, Ze hmotnost placenty u hybridi
je vice ovlivnéna otcem, zatimco hmotnost plodu vice ovliviluje matka. Za tento jev by
mohly byt odpovédné imprintované geny. Zjistény jev také naznacuje, Ze rodiCovské

konflikty ohledné vyzivy potomki jsou u mysi doméci pfitomny.
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8 Priloha

Priloha 1: Tabulka ukazujici hmotnosti plodu a placent v jednotlivych kriZenich.

hmotnost | hmotnost

Cislo plodu placenty

plodu| vrh matka otec typ krizeni (mg) (mg) pohlavi
P003 |L-003 B6 PWD mezipoddruhové 1166 113 samice
P004 |L-003 B6 PWD mezipoddruhové 1105 123 samice
P005 |L-003 B6 PWD mezipoddruhové 1200 110 samec

P006 |L-003 B6 PWD mezipoddruhové 1097 97 samec

P007 |L-003 B6 PWD mezipoddruhové 1136 97 samice
P008 |L-003 B6 PWD mezipoddruhové 1022 103 samice
P024 |L-006 PWD B6 mezipoddruhové 856 135 samec

P025 |L-006 PWD B6 mezipoddruhové 898 120 samice
P026 |L-006 PWD B6 mezipoddruhové 869 134 samec

P027 |L-006 PWD B6 mezipoddruhové 821 136 samec

P028 |L-006 PWD B6 mezipoddruhové 846 129 samice
P029 |L-006 PWD B6 mezipoddruhové 817 133 samec

P030 |L-006 PWD B6 mezipoddruhové 835 125 samec

P040 |L-008 PWD B6 mezipoddruhové 771 149 samice
P042 |L-008 PWD B6 mezipoddruhové 792 137 samice
P043 |L-008 PWD B6 mezipoddruhové 620 128 samice
P044 |1-008 PWD B6 mezipoddruhové 816 148 samice
P045 |L-008 PWD B6 mezipoddruhové 775 149 samice
P064 |L-007 PWD B6 mezipoddruhové 965 173 samec

P065 |L-007 PWD B6 mezipoddruhové 796 130 samice
P066 |L-007 PWD B6 mezipoddruhové 920 150 samec

P067 |L-007 PWD B6 mezipoddruhové 871 142 samice
P068 |L-007 PWD B6 mezipoddruhové 867 145 samice
P0O77 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 1076 102 samice
P078 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 1052 106 samice
P079 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 1026 96 samec

P080 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 1099 95 samec

P081 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 913 92 samice
P082 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 1039 97 samice
P083 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 1118 105 samec

P084 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 1051 81 samec

P085 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 1047 105 samec

P086 |L-015 B6 PWD mezipoddruhové 1088 107 samice
P087 |L-020 PWD B6 mezipoddruhové 857 123 samec

P088 |L-020 PWD B6 mezipoddruhové 781 142 samec

P089 |L-020 PWD B6 mezipoddruhové 925 121 samice
P090 |L-020 PWD B6 mezipoddruhové 938 126 samec

P091 |L-020 PWD B6 mezipoddruhové 870 157 samec

P092 |L-020 PWD B6 mezipoddruhové 908 145 samice
P094 |L-020 PWD B6 mezipoddruhové 893 140 samice
P095 |L-020 PWD B6 mezipoddruhové 853 136 samec

P096 |L-014 B6 PWD mezipoddruhové 1086 113 samec
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P097 |L-014 B6 PWD mezipoddruhové 1133 105 samec
P098 |L-014 B6 PWD mezipoddruhové 1075 101 samice
P099 |L-014 B6 PWD mezipoddruhové 1038 105 samice
P100 |L-014 B6 PWD mezipoddruhové 1068 110 samice
P101 |L-014 B6 PWD mezipoddruhové 1113 98 samec
P102 |L-014 B6 PWD mezipoddruhové 1074 122 samice
P103 |L-014 B6 PWD mezipoddruhové 1055 100 samec
P104 |L-014 B6 PWD mezipoddruhové 1049 116 samec
P105 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 962 130 samec
P106 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 859 127 samice
P107 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 868 139 samec
P108 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 895 148 samec
P109 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 975 112 samec
P110 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 914 107 samice
P111 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 886 132 samec
P112 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 987 149 samec
P113 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 804 125 samice
P114 |L-018 PWD B6 mezipoddruhové 952 160 samec
P141 |L-017 B6 PWD mezipoddruhové 1114 121 samice
P142 |L-017 B6 PWD mezipoddruhové 1104 113 samec
P143 |L-017 B6 PWD mezipoddruhové 977 132 samec
P144 |L-017 B6 PWD mezipoddruhové 805 125 samec
P145 |L-017 B6 PWD mezipoddruhové 987 103 samice
P146 |L-017 B6 PWD mezipoddruhové 1046 109 samice
P311 |L-045 B6 PWD mezipoddruhové 789 131 samice
P312 |L-045 B6 PWD mezipoddruhové 948 95 samice
P313 |L-045 B6 PWD mezipoddruhové 947 124 samice
P314 |L-045 B6 PWD mezipoddruhové 906 112 samice
P315 |L-045 B6 PWD mezipoddruhové 854 119 samice
P316 |L-045 B6 PWD mezipoddruhové 768 120 samec
P317 |L-045 B6 PWD mezipoddruhové 1009 121 samec
P318 |L-045 B6 PWD mezipoddruhové 856 111 samice
P559 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 779 128 samice
P560 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 778 118 samice
P561 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 764 111 samec
P562 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 851 157 samec
P563 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 805 153 samec
P564 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 832 137 samice
P565 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 860 132 samice
P566 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 752 114 samice
P567 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 925 170 samec
P568 |L-073 PWD SCHEST mezipoddruhové 906 150 samec
P569 |L-074 | SCHEST PWD mezipoddruhové 964 204 samec
P570 |L-074 | SCHEST PWD mezipoddruhové 934 138 samice
P571 |L-074 | SCHEST PWD mezipoddruhové 959 125 samec
P572 |L-074 | SCHEST PWD mezipoddruhové 825 135 samice
P573 |L-074 | SCHEST PWD mezipoddruhové 948 124 samec
P574 |L-074 | SCHEST PWD mezipoddruhové 827 125 samice
P575 |L-075 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1065 155 samice
P576 |L-075| SCHEST PWD mezipoddruhové 1012 116 samec
P577 |L-075 | SCHEST PWD mezipoddruhové 962 133 samice
P578 |L-075 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1015 148 samice
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P579 |L-075 | SCHEST PWD mezipoddruhové 994 140 samice
P580 |L-075| SCHEST PWD mezipoddruhové 973 139 samec
P581 |L-075 | SCHEST PWD mezipoddruhové 938 143 samice
P582 |L-076 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1163 213 samice
P583 |L-076 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1041 192 samice
P584 |L-076 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1062 170 samice
P585 |L-077 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1316 140 samec
P586 |L-077 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1470 143 samice
P587 |L-077 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1531 148 samec
P588 |L-077 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1488 169 samec
P589 |L-077 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1357 104 samice
P590 |L-077 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1419 140 samice
P591 |L-077 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1615 135 samice
P592 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 1007 161 samec
P593 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 1011 126 samec
P594 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 985 136 samec
P595 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 1015 144 samec
P596 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 1005 142 samec
P597 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 1008 133 samec
P598 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 958 138 samice
P599 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 872 133 samec
P600 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 1010 145 samice
P601 |L-078 PWD SCHEST mezipoddruhové 1042 166 samec
P602 |L-079 PWD STUS vnitropoddruhové 692 122 samice
P603 |L-079 PWD STUS vnitropoddruhové 696 110 samice
P604 |L-079 PWD STUS vnitropoddruhové 692 113 samec
P605 |L-079 PWD STUS vnitropoddruhové 723 108 samec
P606 |L-079 PWD STUS vnitropoddruhové 625 102 samice
P607 |L-079 PWD STUS vnitropoddruhové 706 101 samice
P608 |L-079 PWD STUS vnitropoddruhové 696 114 samec
P609 |L-079 PWD STUS vnitropoddruhové 634 93 samice
P610 |L-079 PWD STUS vnitropoddruhové 622 108 samec
P611 |L-080 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1497 184 samec
P612 |L-080 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1258 151 samice
P613 |L-080 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1570 154 samec
P614 |L-081 | SCHEST PWD mezipoddruhové 900 117 samec
P615 |L-081 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1064 128 samec
P616 |L-081 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1015 119 samec
P617 |L-081 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1023 145 samec
P618 |L-081 | SCHEST PWD mezipoddruhové 905 121 samice
P619 |L-081 | SCHEST PWD mezipoddruhové 853 124 samec
P620 |L-081 | SCHEST PWD mezipoddruhové 912 142 samice
P621 |L-081 | SCHEST PWD mezipoddruhové 781 134 samice
P622 |L-082 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1394 134 samice
P623 |L-082 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1343 106 samice
P624 |L-082 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1348 125 samice
P625 |L-082 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1270 116 samec
P626 |L-082 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1465 132 samec
P627 |L-082 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1442 109 samice
P628 |L-082 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1415 121 samec
P629 |L-082 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1434 117 samec
P630 |L-082 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1430 130 samice
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P631 |L-083 PWD STUS vnitropoddruhové 684 109 samice
P632 |L-083 PWD STUS vnitropoddruhové 705 112 samec
P633 |L-083 PWD STUS vnitropoddruhové 734 103 samec
P634 |L-083 PWD STUS vnitropoddruhové 706 102 samec
P635 |L-083 PWD STUS vnitropoddruhové 716 100 samec
P636 |L-083 PWD STUS vnitropoddruhové 734 93 samec
P637 |L-083 PWD STUS vnitropoddruhové 743 107 samec
P638 |L-083 PWD STUS vnitropoddruhové 765 105 samice
P640 |L-085 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1462 136 samice
P641 |L-085 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1624 135 samice
P642 |L-085 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1603 148 samice
P643 |L-085 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1515 136 samec
P644 |L-085 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1588 140 samice
P645 |L-085 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1538 122 samec
P646 |L-085 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1537 147 samec
P647 |L-086 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1501 166 samec
P648 |L-086 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1493 188 samec
P649 |L-086 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1401 151 samec
P650 |L-086 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1390 114 samec
P651 |L-086 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1373 147 samec
P652 |L-086 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1426 150 samec
P653 |L-086 B6 SCHEST | vnitropoddruhové 1378 124 samice
P654 |L-087 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1404 180 samec
P655 |L-087 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1437 169 samice
P656 |L-087 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1036 148 samec
P657 |L-087 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1320 172 samice
P658 |L-088 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1146 172 samec
P659 |L-088 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1029 161 samice
P660 |L-088 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 863 167 samice
P661 |L-088 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 1075 155 samice
P662 |L-089 PWD STUS vnitropoddruhové 618 123 samice
P663 |L-089 PWD STUS vnitropoddruhové 576 117 samice
P664 |L-089 PWD STUS vnitropoddruhové 635 125 samice
P665 |L-089 PWD STUS vnitropoddruhové 672 110 samice
P666 |L-089 PWD STUS vnitropoddruhové 679 102 samice
P667 |L-089 PWD STUS vnitropoddruhové 703 129 samec
P668 |L-089 PWD STUS vnitropoddruhové 706 95 samec
P669 |L-089 PWD STUS vnitropoddruhové 727 108 samec
P670 |L-089 PWD STUS vnitropoddruhové 721 142 samice
P671 |L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 656 123 samice
P672 |L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 652 105 samec
P673 |L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 573 129 samice
P674 |1L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 654 142 samice
P675 |L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 717 121 samec
P676 |L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 708 126 samice
P677 |L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 828 147 samice
P678 |L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 710 130 samice
P679 |L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 767 116 samec
P680 |L-090 PWD STUS vnitropoddruhové 729 119 samec
P681 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1174 128 samice
P682 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1074 115 samec
P683 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1147 108 samice
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P684 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1165 123 samice
P685 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1107 102 samec
P686 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1220 120 samec
P687 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1187 127 samice
P688 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 941 133 samice
P689 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1099 107 samec
P690 |L-091 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1104 129 samec
P691 |L-092 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1267 129 samec
P692 |L-092 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1154 133 samice
P693 |L-092 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1154 116 samec
P694 |L-092 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1212 130 samec
P695 |L-092 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1265 133 samec
P696 |L-092 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1207 124 samice
P697 |L-092 | SCHEST PWD mezipoddruhové 1246 142 samec
P698 |L-093 PWD SCHEST mezipoddruhové 962 180 samec
P699 |L-093 PWD SCHEST mezipoddruhové 1079 175 samec
P700 |L-093 PWD SCHEST mezipoddruhové 1001 141 samice
P701 |L-094 STUS PWD vnitropoddruhové 520 78 samec
P702 |L-094 STUS PWD vnitropoddruhové 672 101 samec
P703 |L-094 STUS PWD vnitropoddruhové 640 90 samec
P704 |L-094 STUS PWD vnitropoddruhové 757 92 samec
P705 |L-094 STUS PWD vnitropoddruhové 764 106 samice
P706 |L-095 STUS PWD vnitropoddruhové 550 97 samice
P707 |L-095 STUS PWD vnitropoddruhové 545 97 samec
P708 |L-095 STUS PWD vnitropoddruhové 454 97 samec
P709 |L-095 STUS PWD vnitropoddruhové 487 84 samice
P710 |L-095 STUS PWD vnitropoddruhové 557 101 samec
P711 |L-096 STUS PWD vnitropoddruhové 535 105 samec
P712 |L-096 STUS PWD vnitropoddruhové 591 85 samec
P713 |L-096 STUS PWD vnitropoddruhové 584 93 samec
P714 |L-096 STUS PWD vnitropoddruhové 587 99 samec
P715 |L-096 STUS PWD vnitropoddruhové 431 90 samice
P716 |L-097 STUS PWD vnitropoddruhové 526 88 samec
P717 |L-097 STUS PWD vnitropoddruhové 481 86 samice
P718 |L-097 STUS PWD vnitropoddruhové 463 75 samice
P719 |L-097 STUS PWD vnitropoddruhové 498 90 samice
P720 |L-097 STUS PWD vnitropoddruhové 480 88 samec
P721 |L-097 STUS PWD vnitropoddruhové 536 85 samec
P722 |L-097 STUS PWD vnitropoddruhové 524 86 samec
P723 |L-098 PWD SCHEST mezipoddruhové 1008 173 samice
P724 |L-098 PWD SCHEST mezipoddruhové 978 127 samice
P726 |L-098 PWD SCHEST mezipoddruhové 876 161 samice
P727 |1-098 PWD SCHEST mezipoddruhové 909 170 samice
P728 |1-098 PWD SCHEST mezipoddruhové 1036 139 samec
P730 |L-098 PWD SCHEST mezipoddruhové 1095 145 samec
P731 |L-098 PWD SCHEST mezipoddruhové 1075 158 samice
P732 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 794 101 samec
P733 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 727 125 samec
P734 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 760 115 samice
P735 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 809 96 samec
P736 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 690 107 samec
P737 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 705 105 samec
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P738 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 690 91 samice
P739 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 684 105 samec
P740 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 633 110 samec
P741 |L-099 PWD STUS vnitropoddruhové 713 103 samice
P742 |L-100 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 979 184 samice
P743 |L-100 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 829 156 samice
P744 |L-100 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 814 138 samec
P745 |L-100 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 759 157 samec
P746 |L-100 | SCHEST B6 vnitropoddruhové 941 174 samec
P747 |L-101 PWD SCHEST mezipoddruhové 794 176 samec
P748 |L-101 PWD SCHEST mezipoddruhové 730 172 samec
P749 |L-101 PWD SCHEST mezipoddruhové 724 167 samec
P750 |L-101 PWD SCHEST mezipoddruhové 708 157 samice
P751 |L-101 PWD SCHEST mezipoddruhové 671 133 samice
P752 |L-101 PWD SCHEST mezipoddruhové 633 119 samice
P754 |L-101 PWD SCHEST mezipoddruhové 640 129 samice
P755 |L-101 PWD SCHEST mezipoddruhové 616 148 samec
P756 |L-101 PWD SCHEST mezipoddruhové 642 130 samice
P757 |L-102 STUS PWD vnitropoddruhové 558 101 samice
P758 |L-102 STUS PWD vnitropoddruhové 619 98 samec
P759 |L-102 STUS PWD vnitropoddruhové 578 97 samec
P760 |L-102 STUS PWD vnitropoddruhové 595 98 samec
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