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Abstrakt

Rody Leishmania a Trypanosoma jsou puvodci vaznych lidskych onemocnéni:
leishmaniozy a trypanosomozy. Dlouha léta nebyly u téchto parazitii nalezeny presvédcivé
dikazy o genetické vyméné, a proto byly rody Trypanosoma a Leishmania povazovany
za klonalné se rozmnoZzujici, a to bindrnim $tépenim jako vétSina prvokl. Vyzkum ztézovaly
i skuteCnosti, ze pohlavni dimorfismus neni patrny a chromosomy nekondenzuji, tudiz nejsou
viditelné. Nicmén¢ klonalni model zacaly zpochybiiovat pozorovani prirozené se
vyskytujicich hybridnich druhli. Nejdfive byla existence sexu popsana u trypanosom
a to prvnim pfimym ditkazem hybrida 7. brucei, ziskanych po spole€ném pienosu rodicl
mouchou tsetse. U leishmanii byl diikaz poskytnut na zaklad¢ dvojité rezistentnich hybridi
a sexualni vyména podstupovala stejny meioticky proces jako 7. brucei. Byli pozorovani
pfirozené se vyskytujici hybridi Nového i Starého svéta jak u rodu Viannia, tak 1 u rodu
Leishmania. Otazkou dalSich vyzkumi bylo, jaky je mechanismus genetické vymeény,
ale odpovéd’ dodnes neni jasna.

Kli¢ova slova: geneticka vyména, Trypanosoma, Leishmania, klonalita, meioza, GFP,

pienasec
Abstract

Genera Leishmania and Trypanosoma are agents of serious human diseases:
leishmaniasis and trypanosomoézy. For many years these parasites were considered
clone-replicating by binary fission as the most protozoa, because there have not been found
any convincing evidence of genetic exchange in 7rypanosoma and Leishmania. The research
was further impeded the fact that sexual dimorphism of those two generas is not evident
and chromosomes do not condensate, therefore are not visible. However, the clonal model
started to question the observations of naturally occurring hybrid species. First, the existence
of sex reported in trypanosomes by the first direct evidence of 7. brucei hybrids obtained after
transfer of the common parent by tsetse fly. In Leishmania, the evidence provided
by double-resistant hybrids and sexual meiotic exchange underwent the same process
as T. brucei. Naturally occurring hybrids in the New and Old World as in the genus Viannia
and Leishmania species have been also observed. The question of the further researches was,
what is the mechanism of genetic exchange. The answer is still not clear.
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1. Uvod

Do tadu Trypanosomatida ndlezi vyhradné paraziti¢ti bicikovci s jednim bicikem,
patfici do tfidy Kinetoplastea a kmene Euglenozoa. Trypanosomatidi jsou Siroce rozsifent
paraziti a mnoho z nich je nebezpecnymi zvifecimi i lidskymi patogeny, ktefi se nejcastéji
vyskytuji v tropech a subtropech Staré¢ho i Nového svéta. Z hlediska mediciny obsahuje tento
tad dualezity rod Leishmania a Trypanosoma, spadajici do dvouhostitelskych trypanosomatid,
jejichz vyvojovy cyklus se odehrava v bezobratlém pienaseci a obratlovéim hostiteli.

Ptenasecem rodu Leishmania jsou flebotomové (Diptera: Psychodidae) rod
Phlebotomus ve Starém svété a rod Lutzomyia v Novém svété. Leishmanie se mnozi
v makrofazich savce jako amastigotni staddia, a v lumen stfeva flebotoma jako volni nebo
pfichyceni promastigoti. Leishmanie zplsobuji onemocnéni (leishmanidzy) kozni (L. tropica,
L. major, Stary svét), kozné-slizni¢ni (L. viannia braziliensis, Novy svét) a visceralni
(komplex L.donovani, Novy i Stary svét).

Ptenaseci rodu Trypanosoma jsou dvouktidli (Diptera) a plostice (Heteroptera),
ve kterych se parazit mnozi i diferencuje az v metacyklicka stadia, kterd napadaji hostitele.
Ptenési se sterkorarnim (vykaly) nebo salivarnim (slinami) zptisobem. Sterkorarni
trypanosomou je 7. cruzi, jejiz vyvoj konéi v zadni ¢asti travici soustavy plostice podceledi
Triatominae. Metacyklicti trypomastigoti vnikaji do bun¢k hostitele a nasledné se tam mnozi
jako amastigotni stddia zptisobujici americkou trypanosomoézu. Vyvoj salivarnich druhi je ale
ukoncen v predni ¢asti travici soustavy a prenos metacyklickych trypomastigoti je tedy
inokulativni, a to pfi sani krve na hostiteli, ve kterém se paraziti mnozi jako trypomastigoti.
Zastupcem je naptiklad 7. brucei, a jeji poddruhy: zviteci parazit 7. b. brucei, piivodce
Nagany; 7. b. rhodesiense, zpisobujici u lidi akutni spavou nemoc koncici bez 1é¢eni smrti
do par tydnii; a 7. b. gambiense, jako pivodce chronické spavé nemoci, ktera probiha
i n¢kolik let.

Nejbéznéjsi formou rozmnozovani prvoki je obecné nepohlavni zpiisob, a to binarni
rozd¢leni buiiky na dva vétSinou stejné jedince, bud’ podélné (bicikovci) nebo piicné
(ndlevnici). V ptipad¢ kmene Apikomplexa je tispéSné mnohobunééné déleni, jehoz
vysledkem je velky pocet jedincii, schopnych zaplavit hostitele. Na pocatku 20. stoleti si
ncktefi mysleli, Ze sexudlni rekombinace je nepotiebna, protoze asexualni mechanismus
dostatecné efektivné poskytuje mnozstvi genotyptli pro optimalni fitness parazita. Prvoci se ale
rozmnozuji 1 pohlavng. Zkladnim znakem pohlavniho rozmnoZovani je kombinace

genetického materidlu jader bunék riznych jedinct. Je také spojeno s redukci poctu



chromozomt, ¢ehoz se dosahuje meidsou, u diploidnich organismii, za vzniku haploidnich
jader a naslednou fuzi v diploidni zygotu. U nékterych prvoki, napiiklad Euglenozoa, nebylo
sexualni rozmnozovani dlouho pozorovéano.

Cilem mé bakalaiské prace je proto shrnuti dosavadnich poznatkil a hypotéz

o sexualnim rozmnozovani fadu Trypanosomatida.



2. Vyznam sexualni reprodukce

Evoluce je fizena mutacemi, sexualni reprodukei, rekombinaci a ptirodni selekei
(Goddard a kol. 2005). Vznik a existence sexu proto patii k ¢asto zkoumanym otazkam
evolucni biologie. Sex mlZe mit maly disledek pro klonalni parazity v ideadlnim prostredi,
kde jejich rist je exponencialni. Jakmile ale zacnou byt podminky stresujici, miize sex vést
k pfeziti a navic k rozpinavosti (Heitman 2006). Mnoho modernich teorii o vyhodéach sexu
do svych vysvétleni zahrnuji myslenku navrhovanou jiz pted vice nez sto lety Weismannem:
sex zefektivituje ptirozenou selekci, jelikoz zvySuje genetickou variabilitu. Naproti tomu
v nové€ vytvoieném prostiedi, kde je mala selekce, nemd znatelny efekt na fitness organismu
(Goddard a kol. 2005). Autofi veri, Ze sexualni rekombinace hraje hlavni roli v inovaci
a adaptivni evoluci, a nese dvé vyhody (Obr. 1). Jednou z nich je miSeni genti, bez néhoz je
adaptivni evoluce omezena na kumulaci pfiznivych mutaci. Druhou vyhodou jsou opravy
DNA, kdy u diploidniho organismu mtize DNA jednoho haplotypu slouzit jako templat
pro opravu DNA druhého haplotypu (Ayala 1998). Genetickéd rekombinace umoziiuje
adaptaci na nové ekologické niky, vektory a hostitele. Sex v§ak mtize pfinaset i nevyhody.
Sex miize napiiklad pterusit koadaptivni kombinaci gent, ktera byla vyhodna u rodica.

Na potomka se také pfenasi jen pllku genti z kazdého rodice (Victoir and Dujardin 2002).
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Obr. 1. Asexualni, sexudlni, a omezena sexudlni reprodukce. Asexuéalni model reprodukce
podporuje vznik populace klondlnich struktur. Sexualni model reprodukce umoznuje
rekombinaci. Rada patogentl vykazuje klonalni populace s omezenou rekombinaci. Sexuélni

reprodukce je tedy zachovana ale jen v omezené mite (Heitman 2006).



3. Sexualni rozmnozovani leishmanii

Od dob objeveni téchto skodlivych organismi se vedly debaty, zdali se leishmanie
rozmnoZzuji pouze klonalné ¢i zda jsou schopny genetické rekombinace. Jest¢ donedavna
nebylo prokazéano, ze genetickd vymeéna je zdkladnim mechanismem rozsahlé diversity
leishmanii. Myslelo se, Ze ji zptisobuje postupna akumulace rozdilnych mutaci.

Posledni dobou jsou opakované prokazovani mezidruhovi a vnitrodruhovi hybridi. Nejspise
vznikli neddvnou genetickou rekombinacni udalosti, ackoli se dlouho pfedpokladalo,
ze leishmanie maji klonalni model reprodukce (Lukes a kol. 2007).

Obecnou teorii klondlniho rozmnozovani parazitickych protozoi navrhl Tibayrenc a kol.
(1991). Na zaklad¢ analyzy izoenzymatickych dat z této teorie vyplyvalo, Ze geneticka
vymeéna u rodu Leishmania v ptirodnich populacich nenastava viibec nebo jen velmi ziidka.
Tato vzacnost byla podporovana analyzami isolatl leishmanii technikami MLEE (multi-locus
enzyme electrophoresis) a RAPD (random amplified polymorphic DNA). Vysledky téchto
analyz odhalily klonalni propagaci podobné¢ jako u jinych trypanosomatid.

Navic zaznamenané klony se jevily jako stabilni v ¢ase i na velkych geografickych oblastech.

Dv¢ zékladni konsekvence sexudlni reprodukce jsou segregace a rekombinace.

Pokud chybi, chybi i sex.

Zakon segregace tika, ze dve alely genového paru od sebe segreguji do gamet, takze
polovina gamet nese jednu alelu a druhé polovina gamet nese druhou alelu genového paru.
Meiotickd rekombinace - crossing over je pak proces, béhem které¢ho si dva homologni
chromozémy sparované v profazi [ meidzy vyméni ¢ast své DNA. Vysledkem spravné
provedeného crossing-overu je vymeéna casti alel mezi chromozomy - tj. naruseni vazby gen(.
Dusledkem je znac¢né zvySeni variability potomstva.

Tibayrenc a kol. (1991) uvadi, Ze hlavnimi kriterii klonality jsou: fixovana
heterozygotnost, rozsifené identické genotypy, absence rekombinantnich genotypti, vazebna
nerovnovaha (nendhodnd asociace genotypu pusobicich na odlisSnych lokusech) a vzajemny
vztah dvou nezavislych sad genetickych markert. Na zaklad¢ analyz téz navrhli formalni
nomenklaturni systém pro pojmenovani a identifikovéani geneticky charakterizovanych klont.
Rozdily mezi klony mohou mit zavazny dopad pro medicinu, protoze geneticky odlisné klony
se mohou liSit patogennimi a dalSimi biologickymi vlastnostmi, naptiklad mohou rizné
reagovat na antibiotika a vakciny. Proto charakterizace a pojmenovani Siroce rozsifenych

a patogennich klonil je pro zdravotnictvi vyznamna.



V soucastnosti je jiZ prokazano, Ze i u leishmanii dochéazi k sexualnimu rozmnoZovani.
Akopyants a kol. (2009) poskytli ditkkaz o sexualni rekombinaci béhem vyvoje Leishmania
major v ptenaseci Phlebotomus papatasi. Zjistili, ze ve flebotomovi jsou leishmanie schopny
podstoupit sexudlni cyklus shodny s meiotickym procesem, ktery byl popsén u africké
trypanosomy. Tento diikaz ziskali pomoci experimentu, ve kterém infikovali pfirozené¢ho
vektora parem transgennich leishmanii, které byly rezistentni k rozdilnym antibiotikim.
Reisolaci pak ziskali parazity resistentni k obéma Iékiim. Leishmanie mohou tedy
podstupovat genetickou vyménu béhem ristu a vyvoje ve flebotomovi a mohou se pfenasSet
ve form¢ hybridi do savc¢iho hostitele. Vysledky analyzy 18 hybridnich klonti dokazaly
dédicnost nejméne jedné sady chromozomi od kazdého rodic¢e a dédi¢nost mitochondrialni
DNA (maxikrouzku kDNA v kinetoplastu) od jednoho z rodict. Dédi¢nost jaderné DNA
zahrnuje Mendelovsky model meidsy rodicovskych druhti a fuzy haploidnich bunék.

Nizka frekvence genetické vymény parentalnich klond v pokusu Akopyants a kol.
(2009) se shoduje s obecnou predstavou, ze k vyméné musi dochazet vzacng€, nebot’

v prirodnich populacich se Casto vyskytovala heterozygotnost a vazebna nerovnovaha mezi
alelami geni (Tibayrenc a kol. 1993).

Genetickd vymeéna je tedy rozhodujicim krokem k adaptaci na stresové prostredi. U leishmanii
muze takové prostredi stimulujici genetickou vyménu predstavovat naptiklad stfevo

flebotoma, kde se parazité vyskytuji jako promastigotni stadia.

4. Diikazy hybridu leishmanii Nového svéta

Klonélni ptedstavy o leishmaniich byly zpochybiiovany i zpradvami o pfirozené se
vyskytujicich hybridnich druzich z Nového svéta. Zde se kromé podrodu Leishmania
vyskytuje i podrod Viannia, zpisobujici kozni (CL) a kozné-slizni¢ni leishmaniézu (MCL),
a ktery se d¢li na braziliensis a guyanensis komplex. Nolder a kol. (2007) poskytli dikaz
o vyvoji a roz$iteni L. braziliensis/L. peruviana hybridl v Peru a na zékladé vysledki
zahrnuli tyto hybridy mezi potencialni ptivodce MCL, jejichz hlavnim ptivodcem v Jizni
Americe je Leishmania (Viannia) braziliensis. L. braziliensis a L. peruviana se mohou
vyskytovat sympatricky naptiklad ve vychodoandské niZziné¢ mésta Huanuco a pravée z tohoto
regionu Peru byli hybridi ziskani (Dujardin a kol. 1995). Autofti popsali fenotypy (metodou
MLEE, multi-locus enzyme electrophoresis ) a genotypy (metodou MLMT, microsatellite
multilocus typing) u 59 isolatu z oblasti Huanuco. Analyza isolati ukazuje pozoruhodnou

diverzitu. Autoti ptekvapivé nasli 4 fenotypy a 7 mikrosatelitnich genotypli mezi



L. braziliensis/L. peruviana hybridy. To by mohl byt dlsledek vyskytu vice neZ jedné
hybridiza¢ni udalosti. Rozhodn¢ je velmi nepravdépodobné, Ze by genotypy mohly byt
vysvétleny mutacemi (Nolder a kol. 2007).

V jiném vyzkumu byly zkouméany fenotypické a genotypické vlastnosti 40 isolati
leishmanii, tentokrat z pacientl z Nicaragui postizenych leishmaniézami (Belli a kol. 1994).
Védci v této oblasti identifikovali tfi rozdilné parazity, ktefi jsou spojovani s koznimi
leishmaniozami: 16 isolatt L. panamensis (40% ptipadi), 13 izolath L. braziliensis (33%
ptipadd) a 11 izolath hybridii L. panamensis/L. braziliensis (27% ptipadi). Posledné
jmenované izolaty vykazovaly heterozygotni enzymatické i DNA znaky svédcici o pfirozené
se vyskytujicich hybridech. VSichni domnéli hybridi byli ziskani z endemického ohniska
v horském regionu severni Nicaragui, kde se rodi¢ovské druhy vyskytuji sympatricky
(Belli a kol. 1994). Zatim poslednimi objevenymi hybridy Nového svéta, byli L. (Viannia)
braziliensis/L. (V.) guyanensis z Venezuely, zpusobujici kozni leishmaniodzy, které jsou zde

vaznym zdravotnim problémem (Delgado a kol. 1997).

5. Diikazy hybridi leishmanii Starého svéta

Ve Starém svéte byli nejprve popsani hybridi L. major a L. arabica, izolované
z divokych zvitat v zoon6ze koznich leishmaniéz (Kelly a kol. 1991). Tyto dva druhy
vektorem Phlebotomus papatasi (Evans a kol. 1987). Izoenzymatické analyzy a molekularni
karyotyp klondlnich organismi signalizovaly, Ze domnéli hybridi maji vlastnosti jak L. major
tak 1 L. arabica. Tyto dilkazy siln¢ podporovaly hypotézu, Ze se jedna o ptfirozené se
vyskytujici hybridy L. major a L. arabica. Analyza KDNA minikrouzku tuto hypotézu
potvrdila. Mitochondrialni kDNA se dédila jen od L. major kDNA nezavisle na jaderné
dédicnosti, kterd vykazovala genotypické a fenotypické znaky obou druhti leishmanii
(Kelly a kol. 1991).

Genetické analyzy prokéazaly genetickou vyménu i mezi populaci L. tropica
na Stfednim vychod¢ (Schwenkenbecher a kol. 2006). Vysoka mira heterogenity L. tropica je
ziejmé vysledkem mutaci asociovanych snad i s genetickou vyménou (Pratlong a kol. 1991).

Prvni zprdvu o hybridech mezi dvéma velmi geneticky vzdalenymi druhy leishmanii
podali Ravel a kol. (2006), kdyz popsali L. infantum/ L. major hybridy. Tyto dva druhy se
1is1 geografickou distribuci, rozdilnymi pfenaseci i sav¢imi rezervoary. Hybridi byli izolovani

v Portugalsku z imunosuprimovanych HIV positivnich pacientd. Molekuldrnimi
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a izoenzymatickymi technikami byly ziskdny vysledky které ukazuji, ze hybridi
pravdépodobné obsahuji kompletni genom obou rodic¢ovskych druhd.

Vyskyt genetické vymény mezi témito druhy byl prekvapenim, jelikoz L. infantum se
vyskytuje podél celé Stredozemni panve na vlhkych mistech, zatimco L. major pouze
v suchych oblastech (Ravel a kol. 2006). Experimentalnimi infekcemi flebotom bylo
prokazano, ze hybridi produkovali silné infekce ve Phlebotomus papatasi, ktery umoziuje
vyvoj jen L. major. Hybridi exprimovali lipofosfoglykan typu L. major, coz jim umoznilo
ptichytit se na sttevo P. papatasi a dobte se v ném vyvijet. To dokazuje, Ze genetickd vyména

zvySuje potencial pfenosu i fitness hybrida (Volf a kol. 2007).

ITYEBRIDS

| L braziliensis and L. panamensis
3 L braziliensis and L. guyanensis
| L braziliensis and L. peruviana
) L. major and L. arabica
= L. infantum and L. major
] Within the L. donovani complex

3 Within L. tropica (single hybrid lineage)

Obr. 2. Mapovani hybridl vyjadiuje geografickou distribuci mezidruhovych
a vnitrodruhovych hybridii. VloZené obrazky: zelena fluorecsence transgennich druhti

L. donovani a vektor rodu Leishmania. Pievzato z Miles a kol. (2009).
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6. Sexualni rozmnoZovani u Trypanosoma brucei a dalSich africkych
trypanosom

Zivotni cyklus Trypanosoma brucei se odehrava v savéim hostiteli a krevsajicim
hmyzim ptfenaSeci, kterym je moucha tsetse. Tento vektor pfijima parazity spolu s potravou
z krevniho tecisté savce. Ve stieveé mouchy se pak trypanosomy diferencuji na procyklické
trypomastigoty a epimastigoty, kteti poté putuji az do slinnych zlaz, ve kterych se dale mnozi
a transformuji na metacyklické trypomastigoty infikujici savce.

Dlouho se vétilo, Ze se trypanosomy rozmnozuji pouze asexudlné a to binarnim délenim
(Tibayrenc a kol. 1990). Neptimé ditkazy o genetické vyméne¢ se objevily az v 80. letech.
Analyzou izolatl z ptirodnich populaci 7. brucei brucei byl elektroforézou 19 enzymu ziskan
silny diikaz o tom, Ze trypanosomy jsou diploidnimi organismy a podstupuji ndhodny sex a
rekombinaci (Tait 1980). Prvni pfimy experimentéalni prikaz sexudlni reprodukce
u 7. brucei pochazi az z roku 1986. Jenni a kol. (1986) tehdy pouzili dva parentalni klony,

u nichz izoenzymatickou analyzou zjistili odli$nost v péti enzymech: fosfoglucomutése,
isocitrat dehydrogenase, alkalické fosfatase, jableném enzymu A a jable¢ném enzymu B.
Tyto parentéalni klony byly navic ve zminénych enzymech homozygotni. Po smiSené infekci
a po prob&hnuti vyvoje v mouse tsetse byly ziskany heterozygotni klony.

Analyza hybridnich progent odhalila tetraploidni obsah DNA, ackoli rodice byli
diploidni. To vedlo k hypotéze, ze genetickd vyména zahrnuje jadernou fuzy a nasledné se
vraci do diploidniho stddia ndhodnou eliminaci DNA (Paindavoine a kol. 1986). Existuje vsak
1 jind moznost a tou je individualni redukéni déleni rodi¢ovskych jader, a nasledna fuze
vyslednych haploidnich jader za vzniku zygoty, zatimco ostatni jadra jsou zni¢ena. Chybny

Hypotéza, ze mechanismus genetické vymény zahrnuje meidsu a ndsledkem je vznik
diplodnich progenti, byla podpotena nasledujicimi ttemi pokusy, u nichz doslo k segregaci
a nové kombinaci genetickych markeri. Tetraploidni potomstvo je v téchto pfipadech
povazovano jen za neobvyklou mensinu (Gibson 1995).

V prvnim pokusu byly Trypanosoma brucei brucei a T. b. rhodesiense spole¢né
prenesené mouchou tsetse. Vysledna populace nevykazovala na zaklad¢ vysledk
elektroforézy parentalni karyotyp a deset izolovanych klonti z této populace mélo pét
rozdilnych rekombinantnich genotypt, coz dokazuje ucast genetické vymeény. Navic vétSina

klont sdilela znaky obou rodict a jejich genotypy se vzéjemné shodovaly v segregaci
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a vzniku novych kombinaci rodicovskych alel. Tito hybridi byli diploidni a zdédili parentalni
znaky na zaklad¢ Mendelovského modelu (Gibson 1989). Ve druhém pokusu bylo analyzou
na zaklad¢ segregacnich znaki v kKDNA progennich klont zjisténo, ze potomci zdédily jeden
nebo druhy rodicovsky typ kDNA. To demonstruje vyskyt segregace (Sternberg a kol. 1989).
Jako tteti tuto hypotézu podporuje pokus, ve kterém byly izolované tii typy klont z kiizeni
Trypanosoma brucei brucei ze zapadni Afriky s T. b. brucei z vychodni Afriky. Dva z téchto
izolovanych typt byly hybridi, kteti se od obou rodic¢u lisili molekularnim karyotypem. Oba
molekularni karyotypy mély neparentalni skupiny (Gibson a Garside 1991).

Hypotézu o ucasti meidzy podporuji i nasledujici pozorovani obsahu DNA hybridi.
Analyza hybrida ziskanych experimentalnim kiizenim 7. b. brucei a T. b. rhodesiense ukéazala
1,5 krat vétsi obsah DNA nez obsah DNA rodici, a isoenzymaticka analyza a RFLP ukazaly
t1 alely nékolika lokusti pro housekeeping geny. To naznacilo, Ze jsou tito hybridi triploidni
a védci tak predpokladaji roli meiotického déleni (Gibson a kol. 1992). VEtsi pocet téchto 3n
hybrida byl ziskéan po kiizeni rodict rezistentnich na rozdilné 1éky. Po pienosu rodica
vektorem byly hybridi selektovéani dvojitou rezistenci viiéi témto 1éktim. Ctyfi hybridni
genotypy ukézaly vysokou frekvenci genetické rekombinace (zahrnujici tubulinové lokusy),
ktera je predpokladanym produktem meiotického déleni (Gibson a Bailey 1994). Dikazy byly
poskytnuty i z pokusu zpétného kiizeni (slouzici k rozliSeni homozygotnich
a heterozygotnich jedinct) Trypanosoma brucei, ve kterém mély vSechny hybridni klony
obsah DNA 3n a ten byl staly i v pozd¢&jSim rastu (Gibson a kol. 1995). VSechny klony
analyzované doposud jednoznacné obsahuji 2n nebo 3n obsah DNA. Pfechodny obsah DNA,
ktery by naznac¢oval ndhodné ztraty chromosomi z tetraploidniho piedchiidce, nebyl zatim
nalezen. Lze proto soudit vznik triploidnich hybridt fuzi haploidniho a diploidniho jadra.

A to by potvrzovalo nutné zahrnuti meidsy do mechanismu genetické vymeény (Gibson a kol.
1997b).

Skutecnosti, Ze neni mozné epimastigoty a jina stadia vyskytujici se v prenaSeci
kultivovat in vitro a odolnost experimentalnich vektort vii¢i nékterym kmentm trypanosom
byly velkou ptekazkou pro studovani sexudlniho rozmnozZovani. Lepsi analyzu umoznil novy
ptistup za pouziti znaceni fluorescenénim proteinem (Green fluorescent Protein, GFP). Tento
protein nevyzaduje Zadny substrat pro aktivaci a mize byt vizualizovan fluorescenénim
mikroskopem nebo pritokovou cytometrii. Bingle a kol. (2001) tento pfistup postavili
na zaklad¢ systému indukujicim expresi tetracyklinu (Tet), pti¢emz transfekovali jeden
rodicovsky klon genem kodujicim GFP. Exprese tohoto proteinu byla pod kontrolou

tetracyklinového (Tet) represoru. V ptipadé, Ze by doslo k segregaci chromozomil nesoucich
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GFP a represorové geny, méla by vymizet represe a hybrid by exprimoval GFP. Rodi¢
transfekovany GFP byl zaroven resistentni k hygromycinu. Po skiizeni s druhym
rodicovskym klonem rezistentnim ke geneticinu ziskali autofi ze slinnych z1az fluorescentni
hybridy s rezistenci k obéma latkdm (Bingle a kol. 2001). Doslo tedy k segregaci a novému
uspotadani alel a tento pokus je dal$im dikazem o ucasti meidzy. Pii pouziti metody Bingle
a kol. (2001) si vSak vyzkumnici nemohou byt jisti, Ze vSechny fluorescentni trypanosomy
jsou opravdu hybridi. Muze totiz dochazet ke spontanni fluorescenci, kviili mutacim
represoru.

Ptes vSechny diikazy o meidse nebylo haploidni stadium (ptfipadné sexudlni stddium)
zivotniho cyklu trypanosom zatim demonstrovano. Vysledky mikrofluorometrického méteni
obsahu DNA sice ukazaly metacyklicka stadia jako haploidni (Zampettibosseler a kol. 1986),
avSak jina méfeni toto vyvratila. Cytofluorometrické méfeni bun¢k nebo jader metacyklickych
forem jednoznaéné ukéazalo, Ze metacyklické formy, nejsou produkty meidsy obsahujici pouze
polovi¢ni mnozstvi DNA forem krevniho fecisté v obratlovci. Naopak autofi dosli k zavéru,
ze jedna se o diploidni stadia. Zbyva proto urcit, v jaké fazi zivotniho cyklu parazita se
vyskytuji sexualni stadia (Kooy a kol. 1989).

Béhem genetické vymény stoji za pozornost dédi¢nost kinetoplastidové DNA.
Kinetoplast je tvofen mnozstvim kruhové DNA uvniti jedné velké mitochondrie a je pfipojen
k basalnimu télu bic¢iku (Robinson a Gull 1991). Mitochondridlni DNA tvofi maxikrouzky
(50-100 kustr) a velky pocet minikrouzki (n€kolik tisic kopii). Maxikrouzky nesou bézné
mitochondridlni geny. Minikrouzky koduji takzvanou ,,guide RNA®, ktera se tiasti RNA
editingu maxikrouzki a fidi ipravu gend, které jsou kddovany maxikrouzky (Shapiro
a Englund 1995). Kdyz byly tyto dva typy mitochondridlni DNA studovany oddélené, doslo
k nasledujicimu zjiSténi: maxikrouzky DNA jsou dédéné uniparentalné (od jednoho z rodicl)
(Sternberg a kol. 1989). Sit’ minikrouzki je u hybridl heterozygotni a dédi se tedy
biparentalné. To naznacuje, Ze genetickd vyména nezahrnuje pouze bunéénou fuzi ale i fuzi
mitochondridlni a kinetoplastidovou (Gibson a Garside 1990). Vzhledem ke slozitosti
replikace navrhl Shapiro a kol. (1995) alternativu, a to vyménu minikrouzk mezi dvéma
rodic¢i béhem kontaktu pfi genetické vyméné a ponechdni si vlastnich maxikrouzk. Tato
hypotéza byla vyvracena v novém kiizeni 7. brucei brucei a T. b. rhodesiense a to metodou
hybridizace. Védci touto metodou zaznamenali jednotlivé rodicovské minikrouzky v kDNA
hybrida. Analyzy tak ovéfily ptivodni zjisténi, ze sit’ minikrouzkt je hybridni, a i tato studie

nasvédcuje tomu, ze promichavani rodicovskych kDNA nastava ve velké mife. To mlize mit
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vliv na efektivnéjsi editing nez maji jiné minikrouzky, jelikoz ndhodné vymény minikrouzki
mezi sitémi, mohou pfindSet nové kombinace (Gibson a kol. 1997a).

Ptesny mechanismus sexudalni reprodukce neni vSak doposud znam. V podstaté byly
navrzeny dva modely. Prvni model vyuzil vSech poznatkil z experimentalnich studii a
navrhnul, ze fuze rodi¢ovskych trypanosom je nasledovand fuzi siti kDNA. Tato udalost miize
spustit meiotické d€leni jadra, nebo naopak meiéza muze iniciovat fuzi trypanosom. Poté
splynou dv¢ haploidni jadra (kazdé od jiného rodice). Vznikly heterokaryon se mitoticky déli.
Na konci vznikaji hybridi, majici heterogenni jadernou DNA a heterogenni minikrouzky
kDNA, ale homogenni maxikrouzky kDNA (Gibson 1995). Druhym névrhem je obecny
model, pfi némz parentalni buniky podstupuji meidzu a produkuji haploidni gamety, které
nasledné splyvaji v diploidni rekombinantni progen.

V pozdéjsich letech se vétSina odornikil zacala ptiklanét spise ke konvenénimu
modelu. MacLeod a kol. (2005) isolovali rozsahlou sadu nezavislych progennich klonti
ze dvou ktizeni: T. b. brucei x T. b. brucei a T. b brucei x T. b. gambiense typu2. Nasledn¢
vyhodnotili dédi¢nost mikrosatelitli a minisateliti umisténych na rozdilnych housekeeping
chromozomech. Vysledky ukazaly nezavislou segregaci alel na rozdilnych chromosomech
a v zavéru usoudili, Ze mechanismus pafeni by mohl s nejvétsi pravdépodobnosti zahrnovat
produkci a fuzy haploidnich bunék ve slinnych zlazach. Vysledky poskytly timto silny dikaz
o genetickém systému jako o Mendelovském za ucasti meidzy (MacLeod a kol. 2005).

Lep$i pozorovani umoznilo vyvinuti alternativni strategie, kterd spocivala v pouziti
zluté fluorescentnich hybridi. Rodicovské klony transfekovali genem kodujicim GFP nebo
RFP (Red Fluorescent Protein). Vysledkem ko-infekce t€émito trypanosomami byla produkce
zluté fluorescentnich hybrida (Obr. 3), kteii byli snadno viditelni ve slinnych zlazach, kde se
poprvé objevili 13. den po koinfekci. Byli nalezeni jen ve vektorech, majici Cervené i zelené
trypanosomy zarovei, bud’ v jedné, nebo v obou slinnych Zlazach. Ve stievé tito hybridu
nalezeni nebyli, i pfesto, ze zde prenaseci méli smiSenou infekcei. Jako hybridi byly zluté
formy potvrzeny na zékladé molekularniho karyotypu a analyzou kinetoplastidové DNA.
Nejpravdépodobnéjsimi kandidaty sexudlnich stadii jsou kratka epimastigotni stadia a to brzy
po vmigrovani do slinnych Zlaz. Ptesto, Ze genetické markery se zdaly byt zdédéné v souladu
s Mendelovskymi pravidly, nasli se i polyploidni hybridi, kteti nejspiSe vznikaji z fuze
neredukovanych gamet béhem meidsy (Gibson a kol. 2006, Gibson a kol. 2008).

Uspé&sné pateni trypanosom bude zaviset na dynamice ko-infekce rozmanitymi druhy
a zejména na tom, zda bude dochazet k mezidruhovym kompeticim. Tuto problematiku na

dvou odlisnych druzich trypanosom, majici bud’ ¢erveny fluorescencni protein (RFP) nebo
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GFP, studoval Peacock a kol. (2007). Nepodafilo se jim vSak kompetici mezi druhy dokazat,
misto toho zjistili hojnou koinfekei. Z pokusu tak usoudili, ze nedostatek kompetice mize mit
vyhodu, protoze zvysuje pravdépodobnost genetické vymeény. Z téchto experimentii neni ale
jasné, zda maji druhy opravdu jinou strategii, nebo jsou schopni pfisvojit si jinou strategii
kviili koinfekci. Dokonce vysledky experimentu naznacili spiSe kooperaci misto kompetice

(Peacock a kol. 2007).

Obr. 3. A) Cervené a zelené trypanosomy ve stievée
B) Cervené, zelené a zluté trypanosomy ve slinnych Zlazach dvacaty den infekce,

Gibson a kol. (2006)

Na zakladé dosavadnich kiizeni, ve kterych vSechny poddruhy 7. brucei vykazovaly
kompatibilitu, se zdalo, ze jedinou bariéru predstavuje intraklondlni sexudlni rozmnozovani
(mezi stejnymi druhy klonil). Tento zpiisob pafeni nastaval vzacné a byl zaznamenan pouze
jako asociovany s out-crossingem, to znamend, ze k nému dochéazi pouze mezi smési
trypanosom, ktera prodélava interklonalni pafeni. Vysledky vedly k hypotéze, ze trypanosomy
jsou schopné rozeznavat vlastni od nevlastnich druhii a po setkéni se s jinym druhem je
meidza a/nebo flze spusténd uvolnénim néjakého diftizniho faktoru. Nicméné, i1 intraklondlni
sex byl beéhem ptenosu vektorem u 7. b. brucei demonstrovan (Gibson a kol. 1997b, Peacock

a kol. 2009). Peacock a kol. (2009) pouzili metodu kfizeni cervenych a zelenych
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fluorescentnich linii jednoho druhu, a rekombinanti, ktefi nesli geny pro ¢ervenou i pro
zelenou fluorescenci, svitili zluté. Vysledky ukazuji pomérné vysokou frekvenci produkce
hybridnich trypanosom po pfenosu jednoho druhu trypanosomy pienase¢em. Z 35 glossin,
které infikovali slinné Zl14azy, neslo 9 z nich Cervené i1 zelené fluorescentni trypanosomy.

U ¢tyf z nich byli nalezeni zluté fluorescentni rekombinanti detekovali pak u ¢tyt vektort,

ze kterych nakonec dva nesly rekombinanty. Pozorovani hojného poctu ,,zlutych trypanosom*
naznacilo, ze produkce rekombinantt je vysoka i po pfenosu jednoho druhu vektorem.

Navzdory jasné demonstrované existenci genetické vymeény u 7. brucei, ziistdva
ptitomnost pohlavniho rozmnozovéni u ostatnich druhti africkych trypanosom sporna.

Trypanosoma congolense je obavany parazit skotu prenaSeny mouchou tse-tse
a zpusobujici zvifeci trypanosomoézu Nagana. 7. congolense neinfikuje slinné zlazy, ¢imz se
vyznamné biologicky 1i8i od 7. brucei, ktera se ve slinnych zlazach pohlavné mnozi.
Ptedpokléadalo se tedy, Ze u 7. congolense se nemnozi pohlavné.

Data ziskana studiem isolatt 7. congolense z geograticky odlisnych oblasti pomoci
druhov¢ specifickych polymorfnich mikrosatelitti ukazala velky pocet odliSnych genotypti
studiemi vyuzivajicimi izoenzymatické markery a navrhujicimi klondlni rozmnozovani na
zéakladé¢ fixované heterozygotnosti a pfitomnosti identickych genotypti (Tibayrenc a kol.
1990). Dalsi analyzy pak identifikovaly Ctyfi geneticky odlisné subpopulace T. congolense.
Vysoka diverzita pozorovana v tomto pokusu je pfipisovana mechanismu genetické vymeény,
ktery hojné€ nastava u jedné ze subpopulaci vykazujici vazebnou rovnovéahu. Pro §ifeni
rezistence na 1éky ma tato skutecnost velky vyznam, jelikoz rezistence 7. congolense k 1ékiim,
jako je naptiklad Berenil, je v soucasnosti obrovskym problémem (Delespaux a kol. 2008,
Morrisson a kol. 2009).

T. b. gambiense typ 1 je povazovana za hlavniho ptivodce chronické formy spavé
nemoci v Zapadni a Centralni Africe. Pro studium byl tento parazit ziskan z pacient
v Demokratické republice Kongo. Studie nezaznamenaly u zadného lokusu vazebnou
rovnovahu, coz téméf zavrhuje moznost existence genetické vymeény a potvrzuje tak
T. b. gambiense typ 1 za klonélni (Morrison a kol. 2008).

Trypanosoma vivax je dal$im z druht zpisobujicim nemoc Nagana. Z hlediska
rozmnozovani se ji nevénovalo pfili§ pozornosti. Struktura populace 7. vivax ziskana ze skotu
v Gambii vykazovaly vazebnou nerovnovahu i nedostatek homozygotl, a analyzy tak svédci

pro klonalni strukturu téchto populaci (Dufty a kol. 2009).
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Genetickou vyménu jsou schopné tedy podstoupit 7. b. rhodesiense, T. b. brucei,
T. b. gambiense typ 2 a T. congolense. Odlisné vysledky ptinesla pozorovani 7. b. gambiense

typ 1 a T. vivax.

7. Sexualni rozmnoZovani u Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi je pavodcem Chagasovy choroby zptisobujici vazné zdravotni
problémy v Latinské Americe. Kazdy rok tato nemoc zapfti¢ini smrt 13 000 lidi (WHO, 2002).
Jedna se o zoonodzu prenaSenou na ¢loveka i ostatni savee infekénimi vykaly krevsajici
plostice rodu Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Infekce se mlze pienaset krevni
transfuzi, transplacentarné z infekéni matky, ale i kontaminovanym jidlem (de Freitas a kol.
2006).

Trypanosoma cruzi byla piivodné na zéklad¢ vysledkt populaéné genetickych analyz
a pozorovani vazebné nerovnovahy povazovana za organismus s klonalni populaéni
strukturou. Velka genetickd variabilita 7. cruzi byla ptipisovand diisledku dlouhé oddélené
evoluce klont avsak to nevyluc¢ovalo vzacnou rekombinaci (Tibayrenc a kol. 1986, Tibayrenc
a Ayala 1988, Tibayrenc a kol. 1990).

[zoenzymatické studie potvrdily, Ze T. cruzi je diploidni organismus s mimotadné
vysokou genetickou a fenotypickou heterogenitou, coz naznacovaly i1 ptedchozi klinické
studie prokazujici odli$nosti v biologickych vlastnostech trypanosom (Bogliolo a kol. 1986,
Stothard a kol. 1999). N¢kolik molekularné fylogenetickych analyz, odhalilo Sest skupin
kmeni nazyvanych ,,discrete typing units* (DTUs). DTUs byly rozdélené¢ do dvou hlavnich,
vysoce heterogennich linii oznacenych 7. cruzi 1 a T. cruzi I (Tcl a Tcll). Tyto dvé linie jsou
odlisné geograficky i ekologicky. V celém aredlu rozsiteni Chagasovy choroby kromé
Paraguaje se vyskytovala linie Tcl prevazujici v cyklech ndkazy u divokych zvitat. Linie Tcll
pfevazuje v domestikovanych cyklech a byla dale rozdélena do péti DTUs: Tclla-e. Tyto
,»vedlejsi linie* jsou roz§ifené rizné: Ila se vyskytovala hlavné v USA, IIb-Ile nejvice v jizni
Americe (Tibayrenc 1993, Barnabe a kol. 2000, Brisse a kol. 2000).

Analyzou RFLP bylo porovnavéano 18 kment a klont 7'cruzi ze stejné oblasti a byly
objeveny homozygotni (AA, BB) a odpovidajici heterozygotni (AB) kmeny a klony. Tato
prvni evidence hybridnich genotypil ukdzala, Ze na velké genetické diverzité 7. cruzi mize

mit podil i vzacna geneticka vyména (Bogliolo a kol. 1996).
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Rekombinaci, jako diilezity disledek pro evoluci populace 7. cruzi, objasnili Machado
a Ayala (2001), kteti fylogeneticky testovali rozsahlou nukleotidovou sekvenci z jadernych
gend i ¢ast mitochondrialniho genomu. Vysledkem byl nalez hybridniho jaderného genomu
u dvou izoenzymi, demonstrace introgrese (vneseni genu jednoho druhu do genomu druhého
druhu) mitochondrialniho haploidniho genotypu mezi vzdalené si ptibuznymi liniemi 7. cruzi
a dikaz genetické vymeény mezi blizce si pfibuznymi liniemi 7. cruzi. Podobné vysledky,
které neodpovidaly predstavé pouze klonalniho rozmnozovani, ziskal Brisse a kol. (2003)
analyzou Sesti kment 7. cruzi. U téchto kmenil srovnaval fylogenezi genii. Ziskana sekvencni
data, konkrétné oblast promotoru jaderné ribozomalni RNA a gen pro cytochrom 4 (CYb),
potvrdila ptirozenou existenci hybridnich linii Tclld a Tclle, u nichz byl navrzen vznik
rekombinaci mezi liniemi Tcllb a Tcllc na zaklad€ nesouhlasnych vysledkti z MLEE
a RAPD. To potvrdil i RAPD profil linii Tclld a Tclle, ktery ¢astécné odpovidal profilim linii
Tcllb a Tcllc. Sekvence CYb linie Tclle byly velmi podobé sekvencim linie Tcllc, ale
sekvence promotoru rRNA byly zase podobné¢ linii Tcllb. Kmen linie Tclld mél heterozygotni
sekvence promotoru rRNA ziskané od linie Tcllb i Tcllc (Brisse a kol. 2000a, Brisse a kol.
2003).

Brisse a kol. (2003) studiem chromozomt vySe zminénych linii zjistili, Ze délky
chromozomt jsou distribuovany do jednotlivych velikostnich skupin (discrete size modes).
Mezi linii Tclle a Tclld bylo pozorovéano nékolik homolognich chromozomt odlisnych
velikostnich skupin, které odpovidaly velikostnim skupindm bud’ linie Tcllb nebo Tcllc.
Tento pokus podporuje hypotézu hybridniho piivodu linii Tclld a Tclle, a jejich domnélych
rodic¢ovskych linii Tcllb a Tellc.

Piivod linii Tclla a Telle je nejasny. Nékteti autofi formulovali hypotézu, ze genotypy
Tcl a Tcllb jsou plivodni a hybridizaci mezi nimi vznikaji linie Tclla a Tcllc (Westenberger a
kol. 2005, Subileau a kol. 2009). Tato hypotéza je vSak v rozporu se studii de Freitas a kol.
(2006), kteti povazuji linii Tcllc za jednu ze tii hlavnich fylogenetickych oddéleni vedle linii
Tcl a Tcllb, a proto podle téchto autorti Tellc neni hybridni.

Fakt, ze T. cruzi je schopna genetické vymény byl prokdzan i pomoci Sesti dvojité
resistentnich hybridd, kteti byli izolovani po konfekei dvou mutantnich klont Tcl kultufe
v sav¢ich bunek. Jeden rodicovsky klon obsahoval gen rezistence na hydromycin (P1-hyg)

a druhy byl rezistentni na neomycin (P2-neo). Hybridi tedy obsahovali oba geny a sdileli
charakteristické znaky rodi¢t, coz dokazuje fizy rodicovskych genotypti (Gaunt a kol. 2003).
Autofti prokézali jak dédicnost maxikrouzkiit kDNA pouze od jednoho z rodict, tak i ztratu

alel (alela lokusu L660 homozygotniho rodi¢e (P2neo) chybéla ve vSech progenech chybéla
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rodicovska alela lokusu L660 a alela tryparedoxinového lokusu). Proto se hybridi zdali byt
aneuploidi (Gaunt a kol. 2003). Obsah DNA zméteny témto Sesti experimentalné
generovanym Tcl hybridiim ukazal, ze to jsou tetraploidi. Vznikla tak hypotéza, ze aneuploidi
vznikli z tetraploidd, ktefi podstoupili urcitou ztratu genomu (model fuze a redukce). Obsah
DNA byl u hybridnich tetraploida 1,65-1,72 krat vétsi nez jejich rodict a tudiz mnozstvi,
které aneuploidi ztratili z tetrapoidnich jader je 15,3% DNA (Lewis a kol. 2009).
Trypanosoma cruzi je dosti odlisna od 7. brucei. Replikuje se naptiklad intracelularné,
zatimco T. brucei extracelularné. Proto z faktu, Ze 7. brucei je schopnd podstoupit meidzu,
nemuiZzeme pred¢asné usuzovat na moznost meidzy i u 7. cruzi. Haploidni stadia 7. cruzi,
které by potvrdily klasickou meidzu, zatim pozorovana nebyla. Navic v§echny doposud
experimentalné ziskané genotypy hybridl T. cruzi se neslucovaly s klasickou meidzou.
Po srovnéni Tclld/Tclle s odpovidajicimi rodi¢i Tcllb/Tcllc bylo zjisténo, ze ptirodni hybridi
jsou diploidni (rozdil od vysledkl u experimentalnich hybrida) (Lewis a kol. 2009). To jak se
tito diploidni stadia ziskaji, neni jasné. Moznym mechanismem je bud’ klasicka mei6za, nebo
diploidni fize nasledovana meiotickou, nebo jiny zatim nenavrzeny mechanismus. Zdali
model fuze a redukce, pozorovany v laboratofi, je tim mechanismem genetické vymény

T. cruzi, zistava stale nejasné (Lewis a kol. 2009).
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8. Zavér

V této bakalarské praci jsou shrnuty dosavadni vysledky o sexualnim rozmnozovani
o vyhodach a nevyhodach sexu, a pokracuje konkrétnimi poznatky o genetické vymeéné
u jednotlivych druhti leishmanii a trypanosom.

Poté, co védci postupné ptichazeli s n€kolika dikazy genetickych vymén, jak
u trypanosom tak i pozd¢ji u leishmanii, se upustilo od ptivodniho ndzoru o pouze klonalnim
rozmnozovani. Dnes mizeme s jistotou fici, Ze jsou oba tyto druhy schopné sexudlniho
rozmnoZzovani. Otazkou zustava jak, kde a v jaké fazi cyklu parazita k sexu dochézi.
Genetickd vyména neni povinou slozkou zivotniho cyklu téchto parazitil, piesto
vybadat zplsob, jakym tito parazité dosahuji genetické vymeény, je vyznamné pro porozumeni
témto patogentim i pro studium evoluce eukaryot. Diikaz genetické rekombinace je vyznamny
ptevazné ale z hlediska mediciny a taxonomie. Pfitomnost sexu ma vyznam pro vyvoj vakcin
a pouziti druhové specifickych diagnostickych technik. Konkrétné ptenos gent, které koduji
resistenci k antibiotikim, miize vyzadovat zmény ve strategiich uzivanych v chemoterapii.
Hybridizace umoziiuje adaptaci na nové ekologické niky, vektory a hostitele, a u¢inné
§ifi nové vlastnosti. Hybridi Leishmania major/ Leishmania infantum mohou cirkulovat
ve Phlebotomus papatasi a kolonizovat tak nové ohniska diky jeho Sirokému rozsiteni (Volf
a kol. 2007). Sex by mohl také vytvaret nové virulentnéjsi kmeny a vést k novym epidemiim.
Trypanosoma b. gambiense, jako infekéni patogen ¢lovéka avsak s nizkou virulenci
a prenosnosti vektorem, mize po sexu s 7. b. brucei ziskat geny pro lepsi pfenosnost
1 virulenci (Gibson 1995).

Ve své diplomové praci bych rada na toto téma navazala a zabyvala se hybridizaci
leishmanii pasobicich kozni leishmaniézy ve Starém svéte. Budu pracovat s druhem
Leishmania major a nepatogenni leishmanii Leishmania turanica. Tyto dvé leishmanie se
vyskytuji sympatricky v Centralni Asii. Maji stejny rezervoar, piskomily Rhombomys opimus,
1 stejné pienasece, flebotoma P. papatasi (Strelkova 1996). Ptirozeni hybridi téchto dvou
druhti nebyli dosud prokazani (ale ani hledani). Mym tkolem bude pomoci kmenti znacenych
GFP a RFP zjistit, jak se tyto leishmanie vyvijeji pii koinfekci v pfenaSeci
a zejména zda jsou schopné hybridizace. Pfipadné hybridy se zelenou i ervenou fluorescenci

budu detekovat metodami fluorescen¢ni mikroskopie a FACS.
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