
MASARYKOVA 
UNIVERZITA 

Přírodovědecká fakulta 

Vertikální tok genů jako ukazatel 

reprodukční úspěšnosti 

Jan Vlha 

Vedoucí práce: doc. Mgr. Natália Martínková, Ph.D. 

Matematická biologie - Experimentální biologie 

Brno 2021 





Bibliografický záznam 
Autor: 

Název práce: 

Studijní program: 

Studijní obor: 

Vedoucí práce: 

Rok: 

Počet stran: 

Klíčová slova: 

Jan Vlha 
Přírodovědecká fakulta 
Masarykova Univerzita 

Vertikální tok genů jako ukazatel reprodukční úspěšnosti 

PřF B-EXB Experimentální biologie 

PřF BIMAT Matematická biologie 

doc. Mgr. Natália Martínková, Ph.D. 

2021 

38 

ještěrka obecná (Lacerta agilis), mikrosatelity, příbuznost, 
mutační modely, Hardy-Weinbergova rovnováha, barevné 
formy 



Bibliographic record 
Autor: 

Title of thesis: 

Degree Programme: 

Field of Study: 

Supervisor: 

Year: 

Number of Pages: 

Keywords: 

Jan Vlha 
Faculty of Science 
Masaryk University 

Vertical gene flow as a proxy for reproductive fitness 

PřF B-EXB Experimental biology 

PřF BIMAT Mathematical biology 

doc. Mgr. Natalia Martínková, Ph.D. 

2021 

38 

sand lizard (Lacerta agilis), microsatellites, relatedness, 
mutation models, Hardy-Weinberg equilibrium, colour forms 



M A S A R Y K O V A U H I U E R Z T T A 

P Ř Í R O D O V Ě D E C K Á F A K U L T A 

< D T L Á f t S KÁ i, 611 37 BRNO 
I C : 0 0 2 1 6 2 2 4 

D I Č : C Z 0 0 2 1 B 2 2 4 

Z A D A N Í 
B A K A L Á Ř S K É P R Á C E 

A k a d e m i c k ý rok: 2020/2021 

Ú s t a v : P ř í r o d o v ě d e c k á fakulta 

Student: Jan Vlna 

Program: E x p e r i m e n t á l n í biologie 

Obor: M a t e m a t i c k á biologie 

Řed i te l ústavu P řF MU V á m ve smyslu S tud i j n ího a z k u š e b n í h o ř á d u MU urču je b a k a l á ř s k o u p rác i s n á z v e m : 

N á z e v p r á c e : Ver t i ká ln í tok g e n ů jako ukazatel r e p r o d u k č n í ú s p ě š n o s t i 

N á z e v p r á c e angl icky: Vertical gene flow as a proxy for reproductive fitness 

Jazyk z á v ě r e č n é p r á c e : češ t i na 

O f i c i á l n í z a d á n í : 
R e p r o d u k č n í ú s p ě š n o s t p ředs tavu je p ř í s p ě v e k konk ré tn ího genotypu do genofondu nás ledu j í c í generace. Pro jedince 
to z n a m e n á , ž e jeho r e p r o d u k č n í ú s p ě š n o s t z v y š u j e nejenom přež i t í jeho v las tn í ch p o t o m k ů , ale i p řež i t í p o t o m k ů jeho 
b l í zkých p ř í b u z n ý c h . Student použ i j e metody izolace DNA a m o l e k u l á r n í h o g e n o t y p o v á n í na u r č e n í g e n o t y p ů j eš tě rek 
o b e c n ý c h . Nastuduje si v ý p o č e t p ř íbuznos t i a r e p r o d u k č n í ú s p ě š n o s t i na z á k l a d ě g e n e t i c k ý c h dat a v y b r a n é metody 
aplikuje na m o d e l o v á data s ohledem na v ě k o v é kohorty ješ tě rek . V ý s l e d k y v y h o d n o t í v souvislosti s p o z o r o v a n ý m 
b a r e v n ý m polymorfismem j e d i n c ů . 

Literatura: 

WANG, J . COANCESTRY: a program for simulating, estimating and analysing relatedness and inbreeding coefficients. 
Mol. Ecol. Resour., 2011, roc. 11, s. 141-145. 

SACCHI R, COLADONATO AJ , GHITTI M, MANGIACOTTI M, SCALI S, BOVO M, ZUFFI M. Morph-specificassortative 
mating in common wall lizard females. Current Zoology, 2018, roc. 64, s. 449-453. 

V e d o u c í p r á c e : doc. Mgr. Natalia M a r t í n k o v á , Ph.D. 

Datum z a d á n í p r á c e : 2. 10.2020 

V B r n ě dne: 1. 6. 2021 

MUNI 
SCI 

Z a d á n í bylo s c h v á l e n o p r o s t ř e d n i c t v í m IS MU. 

Jan Vlha, 27.1.2021 
doc. Mgr. Natalia M a r t í n k o v á , Ph.D., 4. 2. 2021 
RNDr. T o m á š Pavl ík , Ph.D., 8. 2. 2021 



v 

Cestné prohlášení 

Prohlašuji, že jsem svoji bakalářskou práci vypracoval samostatně a pod 
vedením vedoucího práce s využitím informačních zdrojů, které jsou práci 
citovány. 

V Brně 31. května 2021 
Jan Vlha 



Poděkování 

Rád bych poděkoval Michalu Škrobánkovi za posbírání vzorků z Opavy a 
Vítkova a Kateřině Brestovské za posbírání vzorků z Jihlavy. Velké poděkování 
patří také Ing. Radovanu Smolinskému, Ph.D., Ph.D., Mgr. Zuzaně Hiadlovské, 
Ph.D. a doc. Mgr. Natálii Martínkové, Ph.D za ovzorkování populace ještěrek 
obecných v Hustopečích. Další dík patří také RNDr. Alexandře Zahradníkové 
jr., Ph.D. za izolaci D N A ze vzorků a opět doc. Mgr. Natálii Martínkové, Ph.D 
za genotypování vzorků. 
V neposlední řadě chci poděkovat své vedoucí doc. Mgr. Natálii Martínkové, 
Ph.D za její otevřený a trpělivý přístup, a za její ochotu věnovat mi i svůj osobní 
čas, kterého jsem potřeboval hodně a svému konzultantovi Ing. Radovanu 
Smolinskému, Ph.D. za jeho vstřícný přístup, konstruktivní kriticismus a ochotu 
pomoci i s těmi nejtriviálnějšími věcmi. 
Děkuji také všem lidem, kteří se zúčastnili mých online konzultací přes MS 
Teams a poskytovali mi zpětnou vazbu. 



Obsah 

Abstrakt, Abstract 2 

1 Úvod 3 

1.1 Genový tok 3 

1.1.1 Vertikální genový tok 3 

1.1.2 Hardy-Weinbergův princip 4 

1.1.3 Mechanismy ovlivňující Hardy-Weinbergovu rovnováhu v populaci 4 

1.1.3.2 Selekce a selekční tlak 5 

1.1.3.3 Náhodný genetický posun (genetický drift) 5 

1.2Mikrosatelity 7 

1.2.1 Struktura mikrosatelitů 7 

1.2.2 Mutace mikrosatelitů 8 

1.2.3 Nulové alely 9 

1.3 Vznik zbarvení u plazů 10 

1.3.1 Barevný polymorfismus 11 

1.4 Mutační modely 12 

1.4.1 Model nekonečných alel (Infinite Alleles model) 12 

1.4.2 Krokový model (Stepwise Mutation model) 13 

1.5 Cíle práce 14 

2 Metodika 15 

3 Výsledky 18 

4 Diskuse 21 

5 Použitá literatura 24 

6 Přílohy 27 

1 



Abstrakt 

Rodiče předávají svým potomkům do nové generace svou genetickou informaci. Mezi 
předávanou genetickou informací j sou i mikrosatelity, krátké tandemové repetice, podle 
kterých je možné definovat každého jedince, díky jejich vysoké mutační rychlosti. Tato 
mutační rychlost znamená, že každý jedinec má svoji vlastní sadu mikrosatelitů, která je pro 
něj jedinečná. Vzhledem k této své vlastnosti jsou mikrosatelity používány j ako genetické 
markery a lze podle nich zkoumat sociální strukturu populace, partnerské preference anebo 
právě reprodukční úspěšnost. Za použití pěti lokusů druhu Lacerta agilis byla analyzována 
vzájemná příbuznost jedinců v populacích na třech různých lokalitách. Celkově byly 
rozpoznány čtyři barevné formy jedinců. Analýzou příbuznosti a hledáním potenciálních 
vztahů rodič-potomek v populaci byli nalezeni reprodukčně nejúspěšnější jedinci a jejich 
rozložení bylo porovnáno s celkovým rozložením populace. 

Abstract 

Genetic information is one of the many things parents give to their offsprings to help 
guide them through life. Among the aforementioned genetic information are microsatellites, 
short tandem repetitions or STRs for short, which can be used to identify a specific individual 
thanks to their high mutation rate. High mutation rate means that every individual has their 
own, unique set of STRs. Resulting from this uniqueness is the use of STRs as genetic 
markers. They can be used to research the social structure of a population, mating behaviour 
or, alternatively, reproductive fitness. A n analysis was conducted using five loci of the sand 
lizard, Lacerta agilis, to determine relatedness coefficients between individuals. Samples 
from individuals were collected on three separate locations and among the sampled 
individuals four different colour forms were recognized. Using the individuals' relatedness 
coefficients, potential parent-offspring relations were determined. On the same note, the most 
reproductively successful individuals were found, and their distribution based on colour forms 
was compared to the colour form distribution of the whole sampled population. 
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1. Úvod 

1.1 Genový tok 

Genový tok může být popsán jako uvedení nového genu do celkového genofondu 
populace. Druhy genového toku rozlišujeme na vertikální genový tok a horizontální genový 
tok. Mezi důsledky genového toku patří genetická homogenizace subpopulací, náležících 
jedné populaci, a tedy zabránění jejich divergenci, případně vzniku nového druhu. 
Dostatečný genový tok zajišťuje dostatek heterozygotů přítomných v populaci a při analýze 
populace tedy bude platit přibližná Hardy-Weinbergova rovnováha (Flegr J., 2009). 

1.1.1 Vertikální genový tok 

Vertikálním genovým tokem rozumíme přenos genů tradiční reprodukcí, tedy z rodiče 
na potomka. Geny se nacházejí v lokusech na chromozomech a při přenosu genetické 
informace z rodiče na potomka, potomek dostává jednu chromozómovou sadu od každého 
z rodičů (v případě studovaného organismu ještěrky obecné, Lacerta agilis). Geny, 
přenesené tímto způsobem budou ve sledovaném jedinci pocházet z 50% od otce a z 50% 
od matky. Ve vztahu rodič-potomek tedy očekáváme 50% příbuznost, stejně tak v případě 
sourozenců. V případě prarodič-vnuk nebo strýc/teta-synovec/sestřenice očekáváme u 
těchto jedinců 25% společných genů, a tedy 25% příbuznost (Obr. 1) (M. Kimura, 1955). 
V našem případě sledujeme genový tok mezi různými generacemi, nikoliv subpopulacemi 
nebo populacemi. 

gen 1: I l + i C 

\ 
+1 1 

gen 2: I 1 + I I 
5096/50% 50%/50% 

gen 3: ] 
25%/25%/25%/25% 

Obr. 1: Schématické znázornění obsahu procenta společných genů s jedinci z další generace. Barevné segmenty 
představují celý genom jedince. 
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Nový gen pak není do generace zanesen jedincem z jiné populace, ale vyskytne se 
přirozeně mutací mateřského genu. Z dlouhodobého hlediska mohou být mutace 
opakované a při zmutovaní dostatečného množství genů může vzniknout zcela nový druh. 
Za předpokladu, že se rozmnožování řídí zákony dědičnosti a že námi sledovaný gen již 
dále nemutuje, můžeme předpokládat, že platí Hardy-Weinbergova rovnováha. 

1.1.2 Hardy-Weinbergův princip 

Hardy-Weinbergův princip popisuje rozdělení alel v genofondu Hardy-Weinbergovy 
populace, což je nejjednodušší možná modelová populace. Pro Hardy-Weinbergovu 
populaci platí následující podmínky (Cox D G & Kraft P, 2006): 

1) Populace je zcela panmiktická (mezi jedinci platí náhodné páření). 
2) Populace je dostatečně velká, tedy alespoň tak, aby na ni neměl zásadní vliv 

genetický drift. 
3) V populaci nedochází k migraci ani k selekci. 
4) Sledovaný gen nepodléhá dalším mutacím. 

Pokud v populaci platí tyto podmínky, pak j i nazýváme Hardy-Weinbergovou 
populací a platí v ní Hardy-Weinbergův princip: 

1) Frekvence genotypů záleží na frekvencích alel v populaci. 
2) Frekvence alel z generace na generaci zůstává stálá, tento jev se nazývá Hardy-

Weinbergova rovnováha, která je vyjádřena vztahem 

p2 + 2pq + q2 = 1, 

kde p2 je frekvence dominantního homozygota AA, q2 je frekvence recesivního 
homozygota aa, 2pqje frekvence heterozygotů Aa a aA. 

3) Pokud je daná populace Hardy-Weinbergova, bude Hardy-Weinbergovy 
rovnováhy dosaženo již po jedné generaci panmiktického křížení. 

1.1.3 Mechanismy ovlivňující Hardyho-Weinbergovu rovnováhu v populaci 

Reálné populace se však od modelové Hardy-Weinbergovy populace mohou lišit. 
Modelová Hardy-Weinbergova populace je ve výzkumech brána jako nulová hypotéza. 
Vzhledem k absenci mutací, selekce a jiných evolučních principů je modelová Hardy-
Weinbergova populace evolučně stabilní (nevyvíjí se). Odchyluje-li se zkoumaná populace 
významně od populace Hardy-Weinbergovy, znamená to, že na ni působí zmíněné 
evoluční principy (Wittke-Thompson JK, et al. 2005). 

Přirozená populace běžně podléhá mutacím, které mohou být pro jedince prospěšné, 
škodlivé, anebo jsou neutrální. V důsledku působení mutací na populaci na ni také působí 
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selekce, jinak řečeno - populace podléhá selekčnímu tlaku (Sabeti PC, et al. 2006). 
Populace jsou také omezené ve velikosti a běžně se u nich vyskytuje náhodný genetický 
posun (genetický drift). Dále také nemusí platit podmínka náhodného oplození. 
V polymorfních populacích může určitý morf být dočasně reprodukčně úspěšnější než jiné. 
V neposlední řadě může populaci ovlivňovat migrace nebo tok genů. 

1.1.3.1 Selekce a selekční tlak 

Pro selekci je důležitý index reprodukční zdatnosti (fitness). Fitness ukazuje průměrný 
příspěvek genetické informace od jedinců s určitým genotypem do populace v průběhu 
generací (Yang Z, et al. 2000). Hlavními komponenty fitness jsou celkový počet 
narozených mláďat a kvalita potomstva porovnávána vůči jedincům s odlišným 
genotypem. Porovnáváme-li mezi sebou různé genotypy v populaci, hledáme hodnoty 
relativního fitness, které může nabývat hodnoty na intervalu [0; 1]. Hodnoty 1 přitom 
vykazují relativní fitness nej zdatnějšího genotypu, hodnoty blízké 0 naopak vykazují 
relativní fitness málo zdatných genotypů (O. Savolainen, et al.20011). 

Selekce vytváří na populaci selekční tlak. Jedno z mnoha možných dělení selekce je 
rozdělení na selekci pozitivní, negativní. Pozitivní selekce působí na alely, zvyšující 
fitness jedince, jejím důsledkem je navýšení frekvence této alely, dokud nedojde k jejímu 
upevnění (zafixování) (Sabeti PC, et al. 2006). Negativní selekce naopak působí na alely, 
které fitness jedince snižují, důsledkem jejího tlaku pak je snížení frekvence této alely. 
Nejsilněji působí negativní selekce na škodlivé mutace v kódujících oblastech D N A (M. 
G. Kidwell, 2005). Působením selekčního tlaku se tedy frekvence alel jedinců s malým 
relativním fitness v populaci snižují, a frekvence alel jedinců s nej vyššími relativními 
fitness se naopak zvyšují. Alely, které nemají projev na fenotyp jedince se nazývají 
selekčně neutrální. Mezi selekčně neutrální alely patří i mikrosatelity (J. Flegr, 2007). 

1.1.3.2 Náhodný genetický posun (genetický drift) 

Při předávání genetické informace do následující generace v diploidní populaci záleží 
z části na náhodě (R. Lande, 1976 & K. Harris, 2018). Genetická informace diploidních 
rodičů se náhodně rozdělí do haploidních gamet a ty se poté spojují. Výsledkem je 
genotyp jedince, který obsahuje genetickou informaci mateřskou i otcovskou. Náhoda při 
vzniku gamet a jejich spojování je jeden z důvodů genetického driftu. Sledujeme-li 
například výskyt neutrální alely A v genofondu populace, jejíž frekvence na začátku 
pozorování byla 0,5, budeme pozorovat drobné odchylky od hodnoty 0,5. Tyto odchylky 
se zároveň hromadí - jsou kumulativní (R. Lande, 1976). 

Máme-li populaci, kde se vyskytuje 500 jedinců s alelou A a 500 jedinců s alelou B, je 
frekvence obou alel 0,5. V důsledku náhodného výběru gamet však v další generaci 
sledujeme pouze 480 jedinců s alelou A a 520 jedinců s alelou B. V dalších generacích 
budou frekvence dále kolísat, ale protože jedinců s alelou B je nyní v populaci více, než 
jedinců s alelou A, je pravděpodobnější, že v další generaci zůstane alela B častěji se 
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vyskytující alelou, neboť méně jedinců předávalo do další generace alelu A . Toto kolísání 
frekvencí alel mezi generacemi nakonec vede k upevnění (zafixování) jedné alely a 
vyhynutí (extinkci) druhé (C.-H. Kuo, et al. 2009). Rychlost fixace či extinkce alel je 
závislá na velikosti populace. Čím menší je populace, u níž se genetický drift vyskytuje, 
tím je jakákoliv odchylka od rovnováhy mezi alelami citelnější (C.-H. Kuo, et al. 2009). 
Lze tedy sumarizovat, že u menších populací dochází k fixaci, pripadne extinkci alel 
rychleji než u populací velkých. 
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1.2 Mikrosatelity 

Mikrosatelity neboli v angličtině short tandem repeats (STR), simple sequence repeats 
(SSR) nebo variable number of tandem repeats (VNTR), jsou tandemově se opakující úseky 
(tandemové repetice) na DNA, vyskytující se téměř ve všech organismech na Zemi 
(Chauhan T., 2019). Vzhledem k D N A jsou definovány jako nekódující oblasti, tedy takové 
oblasti, které jsou označovány pojmem neproteinotvorné a nedrží informace o syntéze 
proteinů. Přestože hlavním úkolem D N A je ukládání a přenos informace o syntéze proteinů, 
velká část D N A eukaryotických organismů se skládá právě z neproteinotvorných oblastí, 
mezi které řadíme, mimo jiné, i mikrosatelity. Mikrosatelity se v organismu nachází 
zpravidla ve velkém množství (v lidském genomu 3-4 % z celkového genomu), jejich 
funkce však zůstává nejasná (Y.-C. L i , et al. 2004). Přestože je funkce mikrosatelitů pro 
organismus neznámá, jsou velmi užitečné při výzkumných pracích, například při forenzní 
analýze nebo testování D N A (zkoumání příbuzenských vztahů, určování paternity atd.) 
(QuellerDC, etal. 1993). 

Vysoká variabilita mikrosatelitů je důsledkem velmi vysoké mutační rychlosti 
jednotlivých mikrosatelitů, s ohledem na jiné, kódující, části D N A (Fan, H. , & Chu, J. Y . , 
2007). Vysoká mutační rychlost potom vede k velké rozmanitosti mikrosatelitů, stejně tak 
jako k velké specifičnosti lokusu u daného druhu (B. Brinkmann, et al. 1998). Tato velká 
rozmanitost nám dovoluje zkoumat genetickou variabilitu mezi jednotlivými druhy, či 
jedinci v daném druhu nebo populaci. Výsledky takového zkoumání pak může být právě 
určení příbuzenských vztahů či paternity. 

1.2.1 Struktura mikrosatelitů 

Mikrosatelity jsou tandemové repetice jedné až desíti párů bazí, nejčastěji však 2-6 
párů. Taková repetice se potom může opakovat až 50krát; celková délka mikrosatelitů se 
nachází mezi 100-120 bázovými páry (Chauhan T., 2019). Mikrosatelity podle počtu 
repetic bázových párů dělíme na dinukleotidové (u obratlovců jsou nejběžnější repetice 
(AC)n nebo (AT)«, kde n značí počet repetic), trinukleotidové (u obratlovců nejběžnější 
(AAT)H nebo ( A G G ) N ) , tetranukleotidové (u obratlovců nej častější ( A G A T ) « nebo 
( A C A G ) * ) atd. (G. Toth, et al. 2000). 

Jiný způsob klasifikace mikrosatelitů je podle struktury repetic. Tento způsob dělí 
mikrosatelity na dokonalé (perfect), kde dochází k repetici bázových párů bez přerušení či 
mutací a na nedokonalé (imperfect), kde dochází k nepravidelnému narušení repetic, 
způsobeném například mutací, po kterém ovšem dále standardně pokračují. Speciálním 
případem jsou repetice přerušované (interrupted). V tomto případě je pravidelná repetice 
opět narušena (jako u nedokonalé repetice), ale narušení není, jako v případě nedokonalé 
repetice, ojedinělé či nepravidelné, ale jedná se vždy o stejný bázový pár, který se 
v mikrosatelitů opakuje pravidelně (nahrazuje repetice v pravidelných intervalech) (Fan, 
H., & Chu, J. Y. , 2007). 
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Nej častější bází vyskytující se v mikrosatelitech je adenin, což je další z důvodů, proč 
jsou mikrosatelity používány při laboratorních analýzách, neboť díky struktuře své vazby 
(méně vodíkových můstků) jsou adenin a tymin snazší pro replikaci při PCR, než guanin a 
cytosin (Chauhan T., 2019). 

1.2.2 Mutace mikrosatelitů 

K mutaci v mikrosatelitech dochází častěji (10-6—10"2 mutací bázových párů za 
generaci) než v jiných částech D N A (zhruba 10"9 mutací bázových párů za generaci) (Fan, 
H., & Chu, J. Y . , 2007). Vysoká mutační rychlost má za důsledek vysokou variabilitu 
mikrosatelitů, která je významná pro laboratorní analýzu a práci (například při identifikaci 
jedince se jedinečnost mikrosatelitů využívá u tzv. D N A fingerprinting). Mutace mohou 
být způsobeny více důvody - mezi hlavní důvody patří: nerovnoměrný crossing-over 
v meióze a skluz vlákna D N A při replikaci (Fan, H. , & Chu, J. Y . , 2007). 

K nerovnoměrnému crossing-overu dochází při crossing-overu s nepřesně 
spárovanými chromozómovými vlákny. Důvodem mohou být dlouhé, tandemově se 
opakující sekvence, které mohou způsobit špatné určení místa zápisu mezi dvěma vlákny 
DNA. Výsledkem pak jsou delece nebo inserce na jednom vlákně (Smith, G., 1976). 

Skluz vlákna D N A během replikace je považován za hlavní důvod mikrosatelitového 
mutačního procesu (Fan, H. , & Chu, J. Y . , 2007). Skluz vlákna D N A je při replikaci 
běžným jevem - k mutacím dochází pouze tehdy, nasedne-li vlákno D N A po skluzu na 
špatné místo. Tento jev je daleko více pravděpodobný u mikrosatelitů než u jiných oblastí 
D N A právě díky mikrosatelitové struktuře (B. Harr, et al. 2000). Dojde-li při replikaci 
D N A ke skluzu jednoho z vláken právě ve chvíli, kdy se replikuje mikrosatelit, může 
vlákno D N A nasednout na špatnou repetici daného mikrosatelitů. Tento jev se vyskytuje 
častěji u mikrosatelitů, protože se jedná o tandemové repetice, které zvyšují 
pravděpodobnost špatného znovu-napojení řetězce (B. Harr, et al. 2000). Výsledkem 
skluzuje potom delece jedné či více repetic mikrosatelitů, pokud vláknem, které sklouzlo, 
je vlákno replikované, nebo adice jedné či více repetic mikrosatelitů, pokud ke skluzu 
došlo na vlákně syntetizovaném. Nejčastěji ke skluzu dochází na repeticích 
dinukleotidových, nejméně často pak na repeticích tetranukleotidových (hodnoceny byly 
pouze di-, tri- a tetranukleotidové repetice) (Kruglyak, et al. 1998). 

Mimo tyto hlavní mechanismy mutací mohou rychlost mutace ovlivnit i další faktory. 
Jedním z takových faktorů je délka mikrosatelitů, tedy počet repetic. Čím více repetic 
mikrosatelit obsahuje, tím pravděpodobněji zmutuje (Fan, H. , & Chu, J. Y . , 2007). 
Rychlost mutace může být ovlivněna i pohlavím. Spermie podléhají více D N A replikacím 
než vajíčka a čím více replikací buňka zažije, tím vyšší je frekvence jejích mutací 
(Shimmin, L.C. , et al. 1993). V neposlední řadě je zde faktor věku. Například počet 
vykonaných mitóz při spermatogenezi je ve 28 letech zhruba 380 a ve 35 letech zhruba 
540. U mužů se tedy i věk se dá považovat za faktor rychlosti mutace mikrosatelitů 
(Kayser, M . , et al. 2000 & Brinkmann, B., et al. 1998). 
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1.2.3 Nulové alely 

Nulové alely jsou jedním z jevů, které komplikují přesné určení příbuznosti mezi 
jedinci. Nulovou alelou nazýváme takovou alelu, která není při polymerázové řetězové 
reakci (PCR) amplifikována (D. F. Callen, etal. 1993). Pro následnou analyzuji tedy 
nemáme k dispozici a zůstává skryta. Důvodem vzniku nulové alely jsou převážně mutace, 
a to mutace nikoliv na alele (v našem případě mikrosatelitu) samotné, ale na jejím okolí 
(tzv. flanking regions) (Dakin EE & Avise JC, 2004). Okolí mikrosatelitu je oblast v okolí 
alely, na kterou při provádění PCR nasedá primer. Je-li toto okolí námi sledované alely 
poškozeno, nebo jinak změněno, tak se na něj navrhnutý primer není schopen navázat a 
tato alela není při PCR amplifikována (M. P. Chapuis & A. Estoup, 2007). Mezi mutace, 
které mohou vytvořit nulovou alelu patří adice či delece, nebo jednonuklotidové 
polymorfismy (SNPs) (D. F. Callen, etal. 1993). 

Nulové alely jsou běžným jevem, jehož důsledkem může být, mimo jiné, odchýlení od 
Hardy-Weinbergovy rovnováhy. Konkrétně nulové alely způsobují pokles pozorované 
heterozygocity alely při ověřování platnosti Hardy-Weinbergovy rovnováhy (D. F. Callen, 
etal. 1993). 
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1.3 Vznik zbarvení u plazů 

Světlo, které dopadá na pokožku plazů, prochází několika vrstvami. Tyto vrstvy 
obsahují pigmentové buňky (chromatofory), které část světelného spektra pohltí a jinou 
část naopak odráží (M. Fingerman, 1965). Výsledkem funkce těchto buněk je konečná 
barva jedince. Zbarvení jedinců u plazů je velmi různorodé, odlišné formy zbarvení lze 
sledovat například mezi jednotlivými podřády třídy Reptilia anebo mezi jednotlivými 
jedinci ze stejné populace (Olsson M . , et al. 2013). 

V první vrstvě pokožky plazů se nacházejí chromatoforové buňky xantofory. 
Xantofory pohlcují světlo dlouhých vlnových délek, od žluté po červenou (Macedónia JM, 
et al. 2000). Světlo samotné pohlcují pigmenty, které xantofory obsahují. Mezi 
nejznámější pigmenty, pohlcující dlouhé vlnové délky patří karotenoidy nebo pteridiny 
(Macedónia JM, et al. 2000). Poměr pohlcení světlaje přímo úměrně závislý na frekvenci 
xantoforů. Vyšší frekvence xantoforů znamená větší poměr pohlceného světla dlouhé 
vlnové délky a barvy tohoto světelného spektra pak nebudou přítomny v zabarvení jedince. 
Naopak nízká frekvence xantoforů znamená menší pohlcení dlouhých vlnových délek a 
větší zastoupení těchto barev v zabarvení jedince (Olsson M . , et al. 2013). 

Světlo tedy prochází vrstvou xantoforů do další vrstvy. Ta obsahuje iridofory, které 
obsahují purinové krystalky, většinou guaninu (Morrison RL, et al. 1996). Iridofory odrážejí 
specifickou vlnovou délku a jsou tak zodpovědné za barvu, kterou u jedince pozorujeme. 
Pokud první vrstva xantoforů nepohltila mnoho světla dlouhých frekvencí, budou tyto 
dlouhé frekvence odráženy iridofory, což bude mít za následek zbarvení jedince ve žlutém 
až červeném spektru. Pokud jsou naopak dlouhé vlnové délky pohlceny hustou vrstvou 
xantoforů, zbylé vlnové délky budou iridofory odráženy (Olsson M . , et al. 2013). Iridofory 
také ovlivňují odráženou vlnovou délku, která je závislá na jejich koncentraci a velikosti 
(Olsson M . , et al. 2013) anebo také na teplotě okolí (Morrison RL, et al. 1996). 

Po odražení specifického světla iridofory putuje světlo do poslední vrstvy a tou je 
vrstva melanoforů. Melanofory obsahují převážně černý pigment eumelanin, který pohlcuje 
zbytek světelného spektra, které prošlo vrstvami xantoforů a iridoforů (Olsson M . , et al. 
2013). Na rozdíl od předchozích vrstev neovlivňuje tato vrstva zbarvení jedince (skrze 
pohlcení nebo odrážení specifických vlnových délek), ale ovlivňují sytost barvy. Větší 
koncentrace melanoforů má za následek sytější barvu jedince, nižší koncentrace melanoforů 
naopak vyvolává vybledlejší a nevýrazné zabarvení (Olsson M . , et al. 2013). 
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1.3.1 Barevný polymorfismus 

Barevnost a barevné formy mají v populaci často velký význam. Může se jednat o 
vyjádření postavení jedince v sociální struktuře, může hrát význam ve výběru partnera 
(Sinervo B., et al. 2001) nebo může vyjadřovat odolnost vůči parazitům (Calisi R M , et al. 
2008). V populacích tak dochází k poměrně častému jevu - polymorfismu. 
Polymorfismus znamená výskyt jedinců různých forem v jedné populaci (Ford EB, 1945). 
Jedním z příkladu polymorfismu jsou odlišná zbarvení a různé barevné formy. Samotné 
barevné formy pak bývají označovány pojmem morf. Důvodem vzniku odlišných 
barevných forem, tedy morfů, ve stejné populaci může být například časem se měnící 
reprodukční taktika. Různé morfy jsou v daném časovém intervalu dominantní, ale 
postupně jsou nahrazovány morfem jiným (Sinervo B., & Lively C M , 1996). 

Jiným příkladem polymorfismu je výzkum E. L . Hovera (1985), který sledoval 
barevné formy u ještěra Urosaurus ornatus. Zaměřil se u něj dva časté morfy - jedince se 
zelenými a jedince s oranžovými hrdly. Různé barevné formy však měly jiné důsledky na 
sociální chování nebo schopnosti jedince. Jedinci se zeleným hrdlem častěji vyhrávali 
souboje se stejně velkým jedincem s oranžovým hrdlem, naopak jedinci s oranžovým 
hrdlem agresivněji bránili své teritorium a častěji útočili na vetřelce. 

Jiný výzkum (Olsson M . , 1994) zkoumal „svatební šat" - tedy zbarvení jedinců při 
hledání partnera. Olsson pozoroval odlišnou sytost barev jedinců - barevněji sytější jedinci 
byli většinou větších rozměrů a častěji vyhrávali souboje o partnera než jedinci s méně 
sytou barvou. 

V populacích tedy polymorfismus vůbec není vzácným jevem a je důležitým faktorem 
v sociální struktuře dané populace. Vyskytuje se také u našich vzorků, kde pozorujeme 
celkem čtyři různé barevné formy - „concolor", „typica", „erythronota" a „immaculata". 

Z předchozích studií však nevyplývalo jasně, zdaje zbarvení děděno, anebo zdaje 
vytvářeno tlakem okolního prostředí. Na základě výzkumů - C. W. Thompson & M.C . 
Moore (1992) nepozorovali změnu hladiny testosteronu při změně chování dospělých 
samců, D. K. Hews, et al. (1994) sledovali vztah dvou různých morfů a jejich velikosti s 
aplikací testosteronu, a spoustě dalších bylo stanoveno, že různé barevné morfy jsou 
určeny geneticky, a nikoliv tlakem prostředí (Olsson M . , et al. 2013). Pro ještěrku 
obecnou, Lacerta agilis, však nejsou v současnosti známé geny ani způsoby, kterými se 
zbarvení jedinců dědí. 
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