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Abstrakt

Rodice predavaji svym potomkim do nové generace svou genetickou informaci. Mezi
predavanou genetickou informaci jsou 1 mikrosatelity, kratké tandemové repetice, podle
kterych je mozné definovat kazdého jedince, diky jejich vysoké mutacni rychlosti. Tato
mutacni rychlost znamena, Ze kazdy jedinec ma svoji vlastni sadu mikrosatelitd, ktera je pro
néj jedinecna. Vzhledem k této své vlastnosti jsou mikrosatelity pouzivany jako genetické
markery a Ize podle nich zkoumat socidlni strukturu populace, partnerské preference anebo
praveé reprodukeni uspesnost. Za pouziti péti lokust druhu Lacerta agilis byla analyzovana
vzajemna piibuznost jedinct v populacich na tfech riznych lokalitach. Celkové byly
rozpoznany Ctyfi barevné formy jedincl. Analyzou ptibuznosti a hledanim potencialnich
vztahi rodic-potomek v populaci byli nalezeni reprodukéné nejuspesnéjsi jedinci a jejich
rozlozeni bylo porovnano s celkovym rozlozenim 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. An 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.



1. Uvod

1.1 Genovy tok

Genovy tok mize byt popsan jako uvedeni nového genu do celkového genofondu
populace. Druhy genového toku rozlisSujeme na vertikalni genovy tok a horizontalni genovy
tok. Mezi dusledky genového toku patii geneticka homogenizace subpopulaci, nalezicich
jedné populaci, a tedy zabranéni jejich divergenci, ptipadné vzniku nového druhu.
Dostatecny genovy tok zajistuje dostatek heterozygota pritomnych v populaci a pii analyze
populace tedy bude platit pfiblizna Hardy-Weinbergova rovnovaha (Flegr J., 2009).

1.1.1 Vertikalni genovy tok

Vertikdlnim genovym tokem rozumime pienos gent tradi¢ni reprodukci, tedy z rodice
na potomka. Geny se nachédzeji v lokusech na chromozomech a pfi pfenosu genetické
informace z rodi¢e na potomka, potomek dostava jednu chromozomovou sadu od kazdého
z rodi¢u (v piipadé€ studovaného organismu jestérky obecné, Lacerta agilis). Geny,
prenesené timto zpusobem budou ve sledovaném jedinci pochézet z 50% od otce a z 50%
od matky. Ve vztahu rodi¢-potomek tedy ocekavame 50% ptibuznost, stejné tak v pripadé
sourozencu. V piipadé prarodi¢-vnuk nebo stryc/teta-synovec/sestienice ocekavame u
téchto jedinct 25% spolecnych gend, a tedy 25% ptibuznost (Obr. 1) (M. Kimura, 1955).
V naSem pripadé€ sledujeme genovy tok mezi riznymi generacemi, nikoliv subpopulacemi
nebo populacemi.
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Obr. 1: Schématické znazornéni obsahu procenta spolecnych genii s jedinci z dalsi generace. Barevné segmenty
predstavuji cely genom jedince.



Novy gen pak neni do generace zanesen jedincem z jiné populace, ale vyskytne se
ptirozené mutaci matefského genu. Z dlouhodobého hlediska mohou byt mutace
opakované a pii zmutovani dostatecného mnozstvi genii maze vzniknout zcela novy druh.
Za ptedpokladu, ze se rozmnozovani fidi zakony dédi¢nosti a Ze nami sledovany gen jiz
déle nemutuje, muzeme piedpokladat, ze plati Hardy-Weinbergova rovnovéha.

1.1.2 Hardy-Weinberguv princip

Hardy-Weinbergtiv princip popisuje rozdéleni alel v genofondu Hardy-Weinbergovy
populace, coz je nejjednodussi mozna modelova populace. Pro Hardy-Weinbergovu
populaci plati nasledujici podminky (Cox DG & Kraft P, 2006):

1) Populace je zcela panmiktickd (mezi jedinci plati nahodné parent).

2) Populace je dostatecné velka, tedy alespon tak, aby na ni nemél zasadni vliv
geneticky drift.

3) V populaci nedochézi k migraci ani k selekci.

4) Sledovany gen nepodléha dal§im mutacim.

Pokud v populaci plati tyto podminky, pak ji nazyvdme Hardy-Weinbergovou
populaci a plati v ni Hardy-Weinbergav princip:

1) Frekvence genotypu zalezi na frekvencich alel v populaci.
2) Frekvence alel z generace na generaci zistava stala, tento jev se nazyva Hardy-
Weinbergova rovnovdha, ktera je vyjadiena vztahem

p? +2pq +q% =1,

kde p? je frekvence dominantniho homozygota AA, g2 je frekvence recesivniho
homozygota aa, 2pq je frekvence heterozygoti Aa a aA.

3) Pokud je dana populace Hardy-Weinbergova, bude Hardy-Weinbergovy
rovnovahy dosazeno jiz po jedné generaci panmiktického ktizeni.

1.1.3 Mechanismy ovliviiujici Hardyho-Weinbergovu rovnovahu v populaci

Realné populace se v§ak od modelové Hardy-Weinbergovy populace mohou lisit.
Modelova Hardy-Weinbergova populace je ve vyzkumech brina jako nulova hypotéza.
Vzhledem k absenci mutaci, selekce a jinych evolu¢nich principa je modelova Hardy-
Weinbergova populace evolu¢né stabilni (nevyviji se). Odchyluje-li se zkoumana populace
vyznamné od populace Hardy-Weinbergovy, znamena to, ze na ni ptsobi zminéné
evolucni principy (Wittke-Thompson JK, et al. 2005).

Pfirozena populace bézné podléha mutacim, které mohou byt pro jedince prospésné,
skodlivé, anebo jsou neutrdlni. V disledku ptisobeni mutaci na populaci na ni také ptisobi
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selekce, jinak fe¢eno — populace podléha selekcnimu tlaku (Sabeti PC, ef al. 2006).
Populace jsou také omezené ve velikosti a bézné se u nich vyskytuje ndhodny geneticky
posun (geneticky drift). Dale také nemusi platit podminka ndhodného oplozeni.

V polymorfnich populacich maze urCity morf byt do¢asné reprodukéné uspesnéjsi nez jiné.
V neposledni fadé mize populaci ovliviiovat migrace nebo tok genu.

1.1.3.1 Selekce a selekéni tlak

Pro selekci je dulezity index reproduk¢ni zdatnosti (fitness). Fitness ukazuje primérny
prispévek genetické informace od jedinct s ur€itym genotypem do populace v prabéhu
generaci (Yang Z, et al. 2000). Hlavnimi komponenty fitness jsou celkovy pocet
narozenych mlad’at a kvalita potomstva porovnavana vici jedincim s odliSnym
genotypem. Porovnavame-li mezi sebou rizné genotypy v populaci, hleddme hodnoty
relativniho fitness, které maze nabyvat hodnoty na intervalu [0; 1]. Hodnoty 1 pfitom
vykazuji relativni fitness nejzdatnéjsiho genotypu, hodnoty blizké 0 naopak vykazuji
relativni fitness malo zdatnych genotypua (O. Savolainen, e al.2007).

Selekce vytvari na populaci selekcni tlak. Jedno z mnoha moznych déleni selekce je
rozdéleni na selekci pozitivni, negativni. Pozitivni selekce pisobi na alely, zvysujici
fitness jedince, jejim dasledkem je navySeni frekvence této alely, dokud nedojde k jejimu
upevnéni (zafixovani) (Sabeti PC, et al. 2006). Negativni selekce naopak ptsobi na alely,
které fitness jedince snizuji, dusledkem jejiho tlaku pak je snizeni frekvence této alely.
Nejsiln€ji puisobi negativni selekce na skodlivé mutace v kédujicich oblastech DNA (M.
G. Kidwell, 2005). Pisobenim selek¢niho tlaku se tedy frekvence alel jedincti s malym
relativnim fitness v populaci snizuji, a frekvence alel jedinca s nejvyssimi relativnimi
fitness se naopak zvysuji. Alely, které nemaji projev na fenotyp jedince se nazyvaji
selekéné neutralni. Mezi selekéné neutrdlni alely patii 1 mikrosatelity (J. Flegr, 2007).

1.1.3.2 Nahodny geneticky posun (geneticky drift)

Pti predavani genetické informace do nasledujici generace v diploidni populaci zalezi
z Casti na nahodé (R. Lande, 1976 & K. Harris, 2018). Genetickd informace diploidnich
rodict se nahodné rozdéli do haploidnich gamet a ty se poté spojuji. Vysledkem je
genotyp jedince, ktery obsahuje genetickou informaci matetskou 1 otcovskou. Nahoda pfi
vzniku gamet a jejich spojovani je jeden z divodi genetického driftu. Sledujeme-li
napiiklad vyskyt neutrdlni alely A v genofondu populace, jejiz frekvence na zacatku
pozorovani byla 0,5, budeme pozorovat drobné odchylky od hodnoty 0,5. Tyto odchylky
se zaroven hromadi — jsou kumulativni (R. Lande, 1976).

Mame-li populaci, kde se vyskytuje 500 jedinct s alelou A a 500 jedinct s alelou B, je
frekvence obou alel 0,5. V dusledku nahodného vybéru gamet vSak v dalsi generaci
sledujeme pouze 480 jedinct s alelou A a 520 jedinct s alelou B. V dalSich generacich
budou frekvence dale kolisat, ale protoze jedinct s alelou B je nyni v populaci vice, nez
jedinca s alelou A, je pravdépodobnéjsi, ze v dalsi generaci ziistane alela B Castéji se
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vyskytujici alelou, nebot’ méné jedinct predavalo do dalsi generace alelu A. Toto kolisan{
frekvenci alel mezi generacemi nakonec vede k upevnéni (zafixovani) jedné alely a
vyhynuti (extinkci) druhé (C.-H. Kuo, ef al. 2009). Rychlost fixace ¢i extinkce alel je
z4visl na velikosti populace. Cim mens3i je populace, u niz se geneticky drift vyskytuje,
tim je jakakoliv odchylka od rovnovahy mezi alelami citelné&jsi (C.-H. Kuo, et al. 2009).
Lze tedy sumarizovat, ze u menSich populaci dochazi k fixaci, pfipadné extinkci alel
rychleji nez u populaci velkych.



1.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity neboli v angli¢tiné short tandem repeats (STR), simple sequence repeats
(SSR) nebo variable number of tandem repeats (VNTR), jsou tandemové se opakujici useky
(tandemové repetice) na DNA, vyskytujici se téméf ve v§ech organismech na Zemi
(Chauhan T., 2019). Vzhledem k DNA jsou definovany jako nekddujici oblasti, tedy takové
oblasti, které jsou oznaCovany pojmem neproteinotvorné a nedrzi informace o syntéze
proteint. Piestoze hlavnim tikolem DNA je ukladani a prenos informace o syntéze proteint,
velka cast DNA eukaryotickych organismu se sklada pravé z neproteinotvornych oblasti,
mezi které fadime, mimo jiné, i mikrosatelity. Mikrosatelity se v organismu nachazi
zpravidla ve velkém mnozstvi (v lidském genomu 3—4 % z celkového genomu), jejich
funkce vSak zustava nejasna (Y.-C. Li, et al. 2004). Ptestoze je funkce mikrosateliti pro
organismus neznama, jsou velmi uzitecné pii vyzkumnych pracich, napiiklad pti forenzni
analyze nebo testovani DNA (zkoumani pfibuzenskych vztahi, urCovani paternity atd.)
(Queller DC, et al. 1993).

Vysoka variabilita mikrosateliti je disledkem velmi vysoké mutacni rychlosti
jednotlivych mikrosatelitti, s ohledem na jiné, kodujici, ¢asti DNA (Fan, H., & Chu,J. Y.,
2007). Vysoka mutacni rychlost potom vede k velké rozmanitosti mikrosatelitl, stejné tak
jako k velké specifi¢nosti lokusu u daného druhu (B. Brinkmann, et al. 1998). Tato velka
rozmanitost ndim dovoluje zkoumat genetickou variabilitu mezi jednotlivymi druhy, ¢i
jedinci v daném druhu nebo populaci. Vysledky takového zkoumani pak miize byt praveé
urceni pribuzenskych vztaht ¢i paternity.

1.2.1 Struktura mikrosatelitu

Mikrosatelity jsou tandemové repetice jedné az desiti para bazi, nejcastéji vSak 2—6
para. Takova repetice se potom muze opakovat az 50krat; celkova délka mikrosatelitu se
nachdzi mezi 100-120 bazovymi pary (Chauhan T., 2019). Mikrosatelity podle poctu
repetic bazovych part délime na dinukleotidové (u obratlovci jsou nejbéznéjsi repetice
(AC), nebo (AT)n, kde n znaci pocet repetic), trinukleotidové (u obratlovel nejbéznéjsi
(AAT), nebo (AGG)y,), tetranukleotidové (u obratlovct nejcastéjsi (AGAT), nebo
(ACAG)») atd. (G. Toth, et al. 2000).

Jiny zpusob klasifikace mikrosatelitd je podle struktury repetic. Tento zptsob déli
mikrosatelity na dokonalé (perfect), kde dochazi k repetici bazovych part bez preruseni ¢i
mutaci a na nedokonalé (imperfect), kde dochdzi k nepravidelnému naruseni repetic,
zpusobeném naptiklad mutaci, po kterém ovSem dale standardné pokracuji. Specidlnim
ptipadem jsou repetice prerusSované (interrupted). V tomto piipad¢ je pravidelna repetice
opét narusena (jako u nedokonalé repetice), ale naruseni neni, jako v pfipadé nedokonalé
repetice, ojedinélé €i nepravidelné, ale jedna se vzdy o stejny bazovy par, ktery se
v mikrosatelitu opakuje pravidelné (nahrazuje repetice v pravidelnych intervalech) (Fan,
H., & Chu,J. Y., 2007).



Nejcastéjsi bazi vyskytujici se v mikrosatelitech je adenin, coz je dalsi z divodu, pro¢
jsou mikrosatelity pouzivany pfi laboratornich analyzach, nebot diky struktute své vazby
(méné vodikovych mustki) jsou adenin a tymin snazsi pro replikaci pii PCR, nez guanin a
cytosin (Chauhan T., 2019).

1.2.2 Mutace mikrosatelitu

K mutaci v mikrosatelitech dochazi Casté&ji (107°-1072 mutaci bazovych part za
generaci) nez v jinych ¢astech DNA (zhruba 107° mutaci bazovych part za generaci) (Fan,
H., & Chu, J. Y., 2007). Vysoka muta¢ni rychlost ma za disledek vysokou variabilitu
mikrosatelitl, ktera je vyznamna pro laboratorni analyzu a praci (napfiklad pfi identifikaci
jedince se jedine¢nost mikrosateliti vyuziva u tzv. DNA fingerprinting). Mutace mohou
byt zptisobeny vice divody — mezi hlavni duvody patfi: nerovhomérny crossing-over
v meidze a skluz vlakna DNA pfi replikaci (Fan, H., & Chu, J. Y., 2007).

K nerovnomérnému crossing-overu dochdzi pfi crossing-overu s nepiesné
sparovanymi chromozomovymi vlakny. Divodem mohou byt dlouhé, tandemové se
opakujici sekvence, které mohou zpusobit $patné urCeni mista zapisu mezi dvéma vlakny
DNA. Vysledkem pak jsou delece nebo inserce na jednom vlakné (Smith, G., 1976).

Skluz vlakna DNA béhem replikace je povazovan za hlavni diivod mikrosatelitového
mutacniho procesu (Fan, H., & Chu, J. Y., 2007). Skluz vldkna DNA je pii replikaci
béznym jevem — k mutacim dochdzi pouze tehdy, nasedne-li vldkno DNA po skluzu na
$patné misto. Tento jev je daleko vice pravdépodobny u mikrosatelitl nez u jinych oblasti
DNA praveé diky mikrosatelitové strukture (B. Harr, et al. 2000). Dojde-li pfi replikaci
DNA ke skluzu jednoho z vlaken pravé ve chvili, kdy se replikuje mikrosatelit, maze
vlakno DNA nasednout na Spatnou repetici daného mikrosatelitu. Tento jev se vyskytuje
Cast€ji u mikrosatelitd, protoze se jedna o tandemové repetice, které zvysu;ji
pravdépodobnost Spatného znovu-napojeni fetézce (B. Harr, e al. 2000). Vysledkem
skluzu je potom delece jedné Ci vice repetic mikrosatelitu, pokud vldknem, které sklouzlo,
je vldkno replikované, nebo adice jedné Ci vice repetic mikrosatelitu, pokud ke skluzu
doslo na vlakné syntetizovaném. NejcCastéji ke skluzu dochazi na repeticich
dinukleotidovych, nejméné Casto pak na repeticich tetranukleotidovych (hodnoceny byly
pouze di-, tri- a tetranukleotidové repetice) (Kruglyak, et al. 1998).

Mimo tyto hlavni mechanismy mutaci mohou rychlost mutace ovlivnit i dalsi faktory.
Jednim z takovych faktord je délka mikrosatelitu, tedy podet repetic. Cim vice repetic
mikrosatelit obsahuje, tim pravdépodobnéji zmutuje (Fan, H., & Chu, J. Y., 2007).
Rychlost mutace miize byt ovlivnéna i pohlavim. Spermie podléhaji vice DNA replikacim
nez vajicka a ¢im vice replikaci buika zazije, tim vyssi je frekvence jejich mutaci
(Shimmin, L.C., ef al. 1993). V neposledni fadé je zde faktor véku. Napftiklad pocet
vykonanych mitéz pfi spermatogenezi je ve 28 letech zhruba 380 a ve 35 letech zhruba
540. U muzt se tedy i vék se da povazovat za faktor rychlosti mutace mikrosatelitt
(Kayser, M., et al. 2000 & Brinkmann, B., ef al. 1998).
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1.2.3 Nulové alely

Nulové alely jsou jednim z jevi, které komplikuji pfesné urceni piibuznosti mezi
jedinci. Nulovou alelou nazyvame takovou alelu, ktera neni pfi polymerazové fetézové
reakci (PCR) amplifikovéna (D. F. Callen, et al. 1993). Pro nédslednou analyzu ji tedy
nemame k dispozici a ztustava skryta. Divodem vzniku nulové alely jsou pfevazné mutace,
a to mutace nikoliv na alele (v naSem pfipad¢€ mikrosatelitu) samotné, ale na jejim okol{
(tzv. flanking regions) (Dakin EE & Avise JC, 2004). Okoli mikrosatelitu je oblast v okoli
alely, na kterou pfi provadéni PCR nasedé primer. Je-li toto okoli ndmi sledované alely
poskozeno, nebo jinak zménéno, tak se na néj navrhnuty primer neni schopen navézat a
tato alela neni pii PCR amplifikovana (M. P. Chapuis & A. Estoup, 2007). Mezi mutace,
které mohou vytvorit nulovou alelu patii adice ¢i delece, nebo jednonuklotidové
polymorfismy (SNPs) (D. F. Callen, et al. 1993).

Nulové alely jsou béznym jevem, jehoz disledkem miZe byt, mimo jiné, odchyleni od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Konkrétné nulové alely zptuisobuji pokles pozorované
heterozygocity alely pfi ovérovani platnosti Hardy-Weinbergovy rovnovahy (D. F. Callen,
et al. 1993).



1.3 Vznik zbarveni u plazu

Svétlo, které dopada na pokozku plazt, prochazi nékolika vrstvami. Tyto vrstvy
obsahuji pigmentové buiiky (chromatofory), které ¢ast svételného spektra pohlti a jinou
cast naopak odrazi (M. Fingerman, 1965). Vysledkem funkce téchto bunék je konecna
barva jedince. Zbarveni jedinca u plazi je velmi riznorodé, odlisné formy zbarveni 1ze
sledovat napfiklad mezi jednotlivymi podrady tfidy Reptilia anebo mezi jednotlivymi
jedinci ze stejné populace (Olsson M., et al. 2013).

V prvni vrstvé pokozky plazl se nachazeji chromatoforové bunky xantofory.
Xantofory pohlcuji svétlo dlouhych vinovych délek, od zluté po Cervenou (Macedonia JM,
et al. 2000). Svétlo samotné pohlcuji pigmenty, které xantofory obsahuji. Mezi
nejznaméjsi pigmenty, pohlcujici dlouhé vinové délky patii karotenoidy nebo pteridiny
(Macedonia JM, et al. 2000). Pomér pohlceni svétla je pfimo umérné zavisly na frekvenci
xantofort. Vyssi frekvence xantoforti znamena vétsi pomeér pohlceného svétla dlouhé
vlnové délky a barvy tohoto svételného spektra pak nebudou pfitomny v zabarveni jedince.
Naopak nizka frekvence xantoforti znamena mensi pohlceni dlouhych vinovych délek a
véEtsi zastoupeni téchto barev v zabarveni jedince (Olsson M., et al. 2013).

Svétlo tedy prochazi vrstvou xantoforti do dalsi vrstvy. Ta obsahuje iridofory, které
obsahuji purinové krystalky, vétSinou guaninu (Morrison RL, ez al. 1996). Iridofory odrazeji
specifickou vinovou délku a jsou tak zodpovédné za barvu, kterou u jedince pozorujeme.
Pokud prvni vrstva xantoford nepohltila mnoho svétla dlouhych frekvenci, budou tyto
dlouhé frekvence odrazeny iridofory, coz bude mit za nasledek zbarveni jedince ve zlutém
az ¢erveném spektru. Pokud jsou naopak dlouhé vinové délky pohlceny hustou vrstvou
xantofort, zbylé vinové délky budou iridofory odrazeny (Olsson M., et al. 2013). Iridofory
také ovliviiuji odrazenou vinovou délku, ktera je zavisla na jejich koncentraci a velikosti
(Olsson M., et al. 2013) anebo také na teploté okoli (Morrison RL, et al. 1996).

Po odrazeni specifického svétla iridofory putuje svétlo do posledni vrstvy a tou je
vrstva melanoforu. Melanofory obsahuji pfevazné Cerny pigment eumelanin, ktery pohlcuje
zbytek svételného spektra, které proslo vrstvami xantofort a iridoforti (Olsson M., et al.
2013). Na rozdil od predchozich vrstev neovliviiuje tato vrstva zbarveni jedince (skrze
pohlceni nebo odrazeni specifickych vinovych délek), ale ovliviiuji sytost barvy. Vétsi
koncentrace melanofori ma za nasledek syt¢jsi barvu jedince, nizsi koncentrace melanofora
naopak vyvolava vybledlejsi a nevyrazné zabarveni (Olsson M., et al. 2013).
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1.3.1 Barevny polymorfismus

Barevnost a barevné formy maji v populaci ¢asto velky vyznam. Muze se jednat o
vyjadfeni postaveni jedince v socialni struktufe, miZe hrat vyznam ve vybéru partnera
(Sinervo B., et al. 2001) nebo mize vyjadiovat odolnost viici parazitim (Calisi RM, et al.
2008). V populacich tak dochdzi k pomérné ¢astému jevu — polymorfismu.
Polymorfismus znamena vyskyt jedincti raznych forem v jedné populaci (Ford EB, 1945).
Jednim z piikladu polymorfismu jsou odli§na zbarveni a rizné barevné formy. Samotné
barevné formy pak byvaji oznacovany pojmem morf. Divodem vzniku odlisnych
barevnych forem, tedy morfi, ve stejné populaci muze byt naptiklad Casem se ménici
reprodukéni taktika. Rizné morfy jsou v daném Casovém intervalu dominantni, ale
postupné jsou nahrazovany morfem jinym (Sinervo B., & Lively CM, 1996).

Jinym piikladem polymorfismu je vyzkum E. L. Hovera (1985), ktery sledoval
barevné formy u jeStéra Urosaurus ornatus. Zaméfil se u n¢j dva ¢asté morfy — jedince se
zelenymi a jedince s oranzovymi hrdly. Rizné barevné formy v§ak mély jiné disledky na
socidlni chovani nebo schopnosti jedince. Jedinci se zelenym hrdlem ¢astéji vyhravali
souboje se stejne velkym jedincem s oranzovym hrdlem, naopak jedinci s oranzovym
hrdlem agresivnéji branili své teritorium a Castéji utocili na vetielce.

Jiny vyzkum (Olsson M., 1994) zkoumal ,,svatebni Sat“ — tedy zbarveni jedinct pfi
hledani partnera. Olsson pozoroval odliSnou sytost barev jedinct — barevnéji syt€jsi jedinci
byli vétsinou vétSich rozmért a Castéji vyhravali souboje o partnera nez jedinci s méné
sytou barvou.

V populacich tedy polymorfismus viibec neni vzacnym jevem a je dalezitym faktorem
v socialni struktufe dané populace. Vyskytuje se také u nasich vzorkl, kde pozorujeme
celkem Ctyfi rizné barevné formy — , concolor®, , typica“, , erythronota“ a ,,immaculata‘.

Z ptedchozich studii v§ak nevyplyvalo jasné, zda je zbarveni dédéno, anebo zda je
vytvareno tlakem okolniho prostredi. Na zaklad¢ vyzkumi — C. W. Thompson & M.C.
Moore (1992) nepozorovali zménu hladiny testosteronu pii zméné chovani dospélych
samctl, D. K. Hews, et al. (1994) sledovali vztah dvou riiznych morfu a jejich velikosti s
aplikaci testosteronu, a spoust¢ dalSich bylo stanoveno, ze rizné barevné morfy jsou
uréeny geneticky, a nikoliv tlakem prostfedi (Olsson M., et al. 2013). Pro jestérku
obecnou, Lacerta agilis, vSak nejsou v soucasnosti znamé geny ani zpusoby, kterymi se
zbarveni jedinca dedi.
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1.4 Mutac¢ni modely

Pomoci poctu repetic na vybranych mikrosatelitech mizeme urcit, zdali jsou si jedinci
pfibuzni a také jak blizce jsou si pfibuzni. Urcujeme-li vSak piibuznost dvou nebo vice
jedincua za pouziti mikrosatelitd, je tieba dbat na mutace, kterym mikrosatelity podléhaji.
Napriklad prob&hne-li na sledovaném mikrosatelitu mutace, jejiz vysledkem bude adice tii
repetic ke sledovanému mikrosatelitu a u ptibuzného jedince tato mutace neprobehne,
pouhym porovnanim mikrosateliti bychom mohli dojit k mylnému zavéru, totiz ze dva
sledovani jedinci si nejsou piibuzni. Muta¢ni modely zohlediiuji vyskyt mutaci a jejich vliv
na pozorovanou genetickou variabilitu.

1.4.1 Model nekonecnych alel (Infinite Alleles model)

Model nekonec¢nych alel (IA model) predpoklada, ze pfi vytvareni nové alely pro
kazdou mutaci bude primérny pocet alel na generaci neustale stoupat a limitné se blizit
nekone¢nu (Ewens WJ, 2016). V modelu zaroven nepusobi homoplasie, nebot
pravdépodobnost, ze zmutovana alela zmutuje do stejné podoby jako jina alela, je nulova
(predpoklad TA modelu to zakazuje — nejednd se o mutaci, diky které by vznikala nova
alela). Zaroven plati, ze identické alely jsou identické na zakladé dédi¢nosti (identical by
descent, IBD), a tedy, ze jedinci s identickymi alelami nutn€ musi mit spolecného predka
(opét zptisobeno stejnym piedpokladem). Cim vice alel maji tedy jedinci spoleénych, tim
je veétsi pravdépodobnost, ze jsou blizce pfibuzni a naopak — jedinci s mélo spoleCnymi
alelami jsou s vétsi pravdépodobnosti velmi vzdaleni pfibuzni (ov§em jestlize maji alespoi
jednu alelu identickou, pak stdle museji mit spole¢ného predka) (M. Kimura & J. Crow,
1964).

Model nekonecnych alel piedpoklada tfi moznosti mutaci, rozliSené podle selekéniho
tlaku (M. Kimura & J. Crow, 1964). Model se pfizptuisobuje pfitomnosti ¢i absenci
selek¢niho tlaku a md jiny vypocetni tvar podle predpokladi:

1) Na alely nepusobi selekéni tlak a mutace jsou neutralni, tedy nejsou jedinci ani
Skodlivé, ani prospesné; frekvence alel jsou ureny rychlosti mutace a
ndhodnym genetickym driftem.

2) Na alely pusobi selek¢ni tlak, ale mutace jsou pouze neutralni nebo prospésné.

3) Na alely pusobi selek¢ni tlak a mutace jsou neutralni, Skodlivé i prospésné.

Zakladnim ptedpokladem IA modelu je stala mutacni rychlost u, a pokud se mutace
uskuteCni, vede k vytvoreni zcela nového mutanta, ktery se v populaci nevyskytuje, ani se
v minulosti nevyskytoval. Toto kritérium je splnéno za predpokladu, ze populace je
dostatecné velka. Za téchto predpokladi je potom vzorec

B 1
T 4N, p+1

12



vzorcem pro vypocet IA modelu pro selektivné neutralni alely, ¢ je mutacni rychlost,
N, je efektivni velikost populace. F je potom statistika, udavajici primérny podil homozygota
v celkové efektivni populaci (M. Kimura & J. Crow, 1964). Tento vzorec lze aplikovat na
pocCty s mikrosatelity, nebot’ i mikrosatelity se fadi mezi selektivné neutralni alely.

Efektivni velikost populace vyjadiuje pocet jedinca, ktefi pfispivaji svou genetickou
informaci do nasledujici generace neboli pocet jedincu, ktefi zachovavaji genetickou
variabilitu populace (Primack RB, et al. 2001). Za ptedpokladu, Ze v populaci nejsou pohlavi
rozdelena v poméru 1:1, 1ze efektivni velikost populace vypocitat vzorcem

4N, N
Ny = —+—L
N, + N;

kde N, je poCet samct v populaci, Nrje poCet samic v populaci (A. Caballero, 1994).

Mezi hlavni nedostatky TA modelu patfi stala mutacni rychlost, kterd je v populacich
bézné proménna a ovliviiovana vnéjsimi faktory, a fakt, ze model nerozliSuje mezi alelami, ve
kterych probéhla mutace (Kimura & Crow 1964). Pribuznost je tedy vypocitavana pouze
z identickych alel a k bliz§imu urceni pfibuznosti pomoci odlisnych alel tento model nelze
pouzit. Protoze kazda mutace vede ke vzniku nové alely, nelze v modelu rozlisit, zda se
jednalo o adici 3 repetic k mikrosatelitu, deleci 8 repetic mikrosatelitu, anebo pouze o zménu
o délce jedné repetice. Pfedpoklad modelu také znamena, ze muze vzniknout nekonecné
mnoho variant alel, coz je teoreticky a v redlnych datech nerealisticky predpoklad.

Mensi nevyhodou je také absence moznosti zatradit do vypocti pusobeni homoplasie,
ktera je v populacich sledovanym jevem. Jedna se o jev, kdy rizni jedinci dojdou ke stejnému
alelickému slozeni nezavisle na sobé (konkrétnim pfikladem pro mikrosatelity je poCet
repetic). Problematickou se homoplasie muze stat pfi vysoké mutacni rychlosti (A. Estoup, et
al. 2002). V nasich datech je vSak homoplasie zanedbatelna, nebot pro jeji vyskyt jsou
potfebné minimalné tfi po sob¢ jdouci generace. V naSich datech se vyskytuji jedinci celkem
tii generaci, pficemz nejvétsi pocet jedinct se vyskytuje v prvni a druhé generaci, mezi
kterymi homoplasii nelze sledovat.

1.4.2 Krokovy model (Stepwise Mutation model)

Krokovy model (SM model) model se od IA modelu lisi hlavn€ primérnym poctem
alel na generaci. Na rozdil od IA modelu, kde roste nekonec¢né, se primérny pocet alel
v SM modelu po néjaké dobé ustali, a to i za predpokladu, Ze rast populace neni omezen.
Podminkou SM modelu je stdly soucin efektivni velikosti populace a muta¢ni rychlosti (M.
Kimura & T. Ohta, 1978).

Krokovy model model ptedpoklada, ze mutace probihaji za stalé mutacni rychlosti i a
za mutaci povazuje deleci nebo adici jedné repetice mikrosatelitu (M. Kimura & T. Ohta,
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1978). Pravdépodobnost adice 1 delece repetice je stejnd a je rovna u/2. Pfibuznost alel je
tak ddna rozdilem v poctu repetic daného mikrosatelitu. Pokud je rozdil v poctu repetic
mikrosatelitu maly, muzeme jedince povazovat za blizce ptibuzné. Je-1i rozdil v poctu
repetic vetsi, mazeme predpokladat vzdalen€jsi piibuznost.

Jednim z teoretickych problémi SM modelu je homoplasie. Jelikoz neplati, ze
identické alely jsou pouze IBD, mohli bychom poklddat dva jedince s identickymi alelami
za piibuzn€jsi, nez ve skuteCnosti jsou. Ve skuteCnosti se vSak muze jednat o homoplasii.
Podobné jako u IA modelu plati, ze problém homoplasie na nase data nema vyznamny
vliv.

Modelem derivovanym z SM model je tzv. dvoufdzovy model (Two Phase Model,
TP). Jedna se o model, ktery umoziluje posun az o dvé repeti¢ni jednotky, tedy 1 o dvé
adice ¢i delece repetice (R. Sainudiin, et al. 2004). Derivovanych TP model je vice a
kazdy pftistupuje jinak k problému poctu repeticnich jednotek. Nekteré derivované TP
modely berou v potaz pouze posun o dveé repeti¢ni jednotky, jiny model pifisuzuje zméné o
jednu repeticni jednotku pravdépodobnost p a zmeéné o dveé repetini jednotky
pravdépodobnost (1-p), dalsi model dovoluje i zménu o az k repeti¢nich jednotek, kde tyto
zmény podléhaji geometrickému rozdé€leni (R. Sainudiin, et al. 2004). Cilem téchto
modelt bylo nalézt model, ktery by popisoval realitu Iépe nez SM model. Nepodaiilo se
vsak dokazat, ze tyto TP modely vedou k prokazatelné presnéjsim vysledkiim nez vysledky
z SM modelu (R. Sainudiin, et al. 2004).

1.5 Cile prace

Analyzou mikrosatelitli se zvolenim vhodného mutacniho modelu urcit pfibuznost
v populaci Lacerta agilis a na zakladé pfibuznosti ukazat, zda je nékterd barevna forma

vvvvvv
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2 Metodika

Vzorky byly odebrany z jedinct druhu Lacerta agilis celkem ze tii lokaci —
Hustopece, oblast Opavska (Opava a Vitkov) a Jihlavska (mésto Jihlava, dvé rizné lokace)
(Obr. 2). Hlavni typ vzorkt byly konce ocasku, ¢lanky prsti v 96 % etanolu a v piipadé
thynu celi jedinci uchovavani pii -20°C. Vzorky byly udrzovany ve vhodnych podminkach a
teploté na deta§ovaném pracovisti Ustavu biologie obratlovet CAV ve Studenci.

RV~

o Vitkov

O Jihlava

o Hustopece

/__—/

Obr. 2: Lokace odbéru vzorku jestérky obecné Lacerta agilis

K izolaci DNA ze vzorku byla vyuzit izola¢ni kit Exgene Tissue SV plus mini
(GeneAll, Soul, Korea). Po izolaci DNA byly aplikovdny primery seskupené do multiplexu a
probéhla polymerazova fetézova reakce (PCR). Béhem PCR nasednou primery na
pozadované misto na DNA a napoji polymerazu, ktera replikuje useky obsahujici vybrané
mikrosatelity. Replikované casti DNA se po ukonceni replikace odpoji od materského vlakna
a samy se stavaji predmétem replikace. Takto provedena replikace se nazyva amplifikace a
jeji produkty amplikony.

Délka produktu PCR byla néasledné zmé&fena kapildrni elektroforézou na sekvendtoru
ABI 3130 XL (Applied Biosystems). Jako velikostni standard byl pouzit GeneScan 500 L1Z
(Life Technologies, Warrington, UK). Alely byly uréeny z délky PCR produktu pro kazdy
lokus a jedince.
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Vysledkem laboratorni prace byla datova tabulka obsahujici identifikacni Cislo
jedince, jeho predpokladany rok narozeni a vyskyt jednotlivych alel pro studované lokusy.
Celkem byly analyzovany vzorky ze 157 jedincii — z toho 144 z Hustopeci, 9 z Opavska a 4
z Jihlavska. Pfedpokladané roky narozeni byly 2018, 2019 a 2020. Analyzovano bylo celkem
5 lokust LAO1, LA02, LA27, LA40 a LASS. (Tab. 1, Tab. 2)

Pro kohorty tvorené predpokladanym rokem narozeni a také pro kohorty tvorené mis
tem vyskytu jedinct byl proveden test na Hardy-Weinbergovu rovnovahu. Na zakladé frekven
ci vyskytu jednotlivych alel byla pro kazdy lokus vypoctena ocekavana heterozygocita a poro
vndvana s pozorovanou heterozygocitou. Na porovnani ocekévanych a pozorovanych hodnot
byl pouzit y? test. Pro vypodet ocekavanych hodnot a y? test byl pouzit program RStudio
(RStudio Team, 2019) a funkce z bali¢ki ,,adegenet” a ,,pegas™ (Thibaut Lombard, et al.
2020).

K analyze piibuznosti byl zvolen model IBD, ktery dobie koresponduje se ziskanymi
daty. K dispozici je maly pocet jedinct a jsou zkoumani na kratkém Casovém intervalu.
Vzhledem k témto vlastnostem datového souboru 1ze usoudit, ze pravdépodobnost mutace na
sledovanych lokusech je dostate¢né mala, aby se dala aplikovat metoda IBD.

Podle modelu IBD byla vypocitana ptibuznost pro v§echny jedince. Jako metrika pro
ptibuznost byla zvolena Wangova metrika, kterd porovnava jedince parove (tedy stylem
,kazdy s kazdym*) a pfifadi kazdému takto vzniklému paru jedinct hodnotu, reprezentujici
jejich vzajemnou piibuznost. Podle J. Wanga (2017) muze byt pfibuznost definovana jako
pravdépodobnost IBD, kdy nabyva hodnot na intervalu [0; 1], anebo jako korelacni koeficient,
v tomto piipadé muZze nabyvat hodnot z intervalu [-1; 1]. Wang doporucuje u analyzy
mikrosatelith pouzit pfibuznost jako korelacni koeficient, nebot’ se vétSinou odkazuje praveé
na populaci, u které je ptibuznost odhadovana. Pfi praci s daty se tedy s pfibuznosti operuje
jako s korelacnim koeficientem a v distan¢ni matici se vyskytuji také zaporné hodnoty. Tyto
zaporné hodnoty podle Wanga znac¢i mensi nez prameérnou pribuznost, nulové hodnoty
znamenaji zcela primérnou pribuznost, a pozitivni hodnoty ukazuji na jedince, u nichz je
pfibuznost vyssi nez prumérna. K analyze ptibuznosti byl pouzit program RStudio a funkce
z balicku , related” (Tim Frasier, 2018).

Na zakladé ptibuznosti vyjadrené korelaCnimi koeficienty podle Wanga (dale jenom
ptibuznost) byli analyzovani jedinci, ktefi byli rozdéleni do kohort podle pfedpokladaného
roku narozeni. Zkoumana byla stfedni hodnota pfibuznosti a jeji rozptyl, zobrazeny pomoci
krabicového grafu. Déale byli jedinci sefazeni do skupin porovnédvajicich mezi sebou
ptibuznosti jednotlivych kohort. Timto zptisobem vznikly tii nové kohorty —2018x2019,
2018%2020 a 2019x%2020, kde jednotliva Cisla reprezentuji pfedpokladany rok narozeni.

Zkoumana byla také frekvence alel na jednotlivych lokusech, u jedinct vyskytujicich
se v Hustopeci v jednotlivych kohortach. Cilem porovnani bylo sledovat, zda urcité alely
prevladaji nad ostatnimi, nebo zda se nékteré alely vytraceji z populace. K analyze byl pouzit
program RStudio.

16



Za pouziti matice piibuznosti a popsanych barevnych forem byla analyzovana celkova
pfibuznost v a mezi jednotlivymi morfy. Mezi ptibuznostmi jednotlivych barevnych forem
byl proveden Kruskal-Wallisiiv test pro nalezeni vyznamnych odchylek mezi pfibuznostmi
jednotlivych barevnych forem. K obéma analyzam byl pouzit program RStudio.

Podle pribuznosti byli vybrani odpovidajici jedinci, jejichz hodnota ptibuznosti
odpovida vztahu rodi¢-potomek. Mozny vztah rodi¢-potomek byl pfisuzovan pouze jedincim
z kohort 2018 a 2020 (podle cyklu rozmnozovani) a ze stejné lokality. Podle dostupnych dat
barevnych forem potencialnich rodi¢a byl vytvoren pomeér jejich barevnych forem a tento
pomér byl vytvoren i ze vSech dostupnych jedinct. Tyto dva poméry byly porovnany
Pearsonovym y? testem, aby se dalo posoudit, zda poméry rodi¢ovskych barevnych forem
odpovidaji rozdé&leni barevnych forem v populaci. Vytvoteni poméri a Pearsoniiv y? test byl
proveden v programu RStudio.
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3 Vysledky

V Hustopecich bylo zkoumano 144 jedinct a sledovany pocet jejich alel se pohyboval
v rozmezi 8-20 alel na lokus, u Opavska 9 jedinct a pocet alel 5-8 a u Jihlavska 4 jedinci a
pocet alel 2—7 (Tab. 1). Alelicky rozsah byl u jedincti z Hustopece u kazdého lokusu nejvyssi,
ve vSech lokalitach nejniz§ich hodnot dosahovaly alely lokusu LAO1 a nejvyssich hodnot
dosahovaly alely lokusu LAO2. U vSech lokalit a lokust byla vypocitana ocekavana a
pozorovana heterozygocita, y? testem byly tyto dvé hodnoty porovnavany.

vvvvv

Tab. 1: Charakteristika mikrosatelitu jestérky obecné na lokalitach v Cesku.
H, — ofekavana heterozygocita, He — pozorovana heterozygocita, df — stupné volnosti

Lokusy Pocet  Pocet Alelicky H, H. p hodnota df
jedincu alel rozsah
Hustopece
LAO1 144 13 79-125 0,81 0,58 0,000 78
LAO02 144 14 216-244 0,88 0,88 0,237 91
LA27 144 20 115-163 090 0,87 0,038 190
LA40 144 12 185-213 0,79 0,74 0,015 66
LAS55 144 8 126-144 0,82 0,88 0,300 28
Opavsko
LAO1 9 8 99-119 0,82 0,67 0,293 28
LAO02 9 5 216-240 0,60 0,78 0,124 10
LA27 9 7 115-153 0,70 0,78 0,923 21
LA40 9 5 191-201 0,67 0,67 0,757 10
LAS55 9 6 132-146 0,73 0,78 0,582 15
Jihlavsko
LAO1 4 4 107-119 0,72 0,50 0,314 6
LAO02 4 6 216-238 0,81 0,75 0,320 15
LA27 4 5 115-141 0,75 0,75 0,649 10
LA40 4 7 191-205 0,84 1,00 1,000 21
LAS55 4 2 136-140 0,22 0,25 1,000 1

Platnost Hardy-Weinbergovy rovnovahy u jedinct z Hustopeci zamitame u lokust
LAOI1, LAO2 a LA40, jejichz p hodnoty vySly men$i nez stanovena hranice 0,05 (Tab. 1). U
lokust LA27 a LAS5 Hardy-Weinbergovu rovnovahu nezamitame. Pro jedince z Opavska,
tedy z mésta Opavy a Vitkova ani pro jedince z Jihlavska nezamitdme na zakladé porovnani
o¢ekavanych a pozorovanych hodnot heterozygocity platnost Hardy-Weinbergovy rovnovéahy.
(Tab. 1).

V lokaci Hustopece byl proveden vypocet Hardy-Weinbergovy rovnovahy i na
zakladé predpokladaného roku narozeni jedinct. Za rok 2018 a 2019 pouze lokusy LAO1
neodpovidal Hardy-Weinbergové rovnovaze a lokusy LA02, LA27, LA40 a LA50 Hardy-
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Weinbergové rovnovaze odpovidaly. Pro jedince narozené v roce 2020 neodpovidaly
rovnovaze lokusy LAO1 a LA40, a naopak lokusy LA02, LA27 a LASS5 rovnovéze
odpovidaly. (Tab. 2)

vvvvv

vyznamné hodnoty jsou zvyraznény tuc¢né.
df — stupné volnosti

Lokusy x? statistika p hodnota  df
HWE test 2018

LAO1 109,03 0,000 55

LAO2 112,55 0,306 91

LA27 240,90 0,178 190
LA40 41,24 0,223 45

LA5SS 31,33 0,328 28

HWE test 2019

LAO1 87,91 0,001 45

LAO2 74,22 0,070 66

LA27 143,56 0,202 153
LA40 97,77 0,134 45

LA5SS 34,77 0,058 28

HWE test 2020

LAO1 58,22 0,000 36

LAO2 32,59 0,384 36

LA27 95,74 0,072 55

LA40 28,70 0,040 15

LA5SS 31,30 0,217 28

Pti méfeni frekvenci alel na jednotlivych lokusech na lokusu LAO1 alela s délkou 115
vyrazne poklesla, z pivodni hodnoty v generaci z roku 2018 (~0,36) klesla v generaci z roku
2020 az na hodnotu ~0,085. Naopak alela s délkou 109, ktera méla pocatecni hodnotu
v generaci z roku 2018 ~0,2, vystoupala v generaci z roku 2020 az na hodnotu ~0,4 — tedy
zaznamenala téméf dvojnasobny narust. U lokusu LASS5 vSechny alely zistavaji ve vSech
kohortach na témér stejnych hodnotéch frekvence. (Obr. 3 a Obr. 4)

V analyze stfedni hodnoty a rozptylu piibuznosti jedinci s pfedpokladanym rokem
narozeni 2020 méli nejmensi stfedni hodnotu, ale nejvétsi rozptyl. Jedinci z roku 2018 méli
nejvyssi stfedni hodnotu (ktera vSak stale byla mensi nez 0) a jedinci z roku 2019 méli
nejvetsi rozptyl. (Obr. 5)

Pfi analyze pfibuznosti mezi jednotlivymi kohortami méla kohorta 2018x2019 mensi
pramérnou piibuznost, nez kohorta 2018x2020. Kohorta 2019x2020 méla nejvétsi nameéfrenou
prumérnou piibuznost a v§echny primérné piibuznosti mély hodnotu mensi nez 0. (Obr. 6)
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Z hlediska barevnych forem byli 4 jedinci formy ,,concolor®, 125 jedincti formy
Htypica®, 10 jedinct formy , erythronota“ a 1 jedinec formy ,,immaculata“. Zbyvajici pocet 17
jedinct jsou jedinci s pfedpokladanym rokem narozeni 2020 a nejedna se tedy o dospélé
jedince, u nichz by se dala jednoznac¢né urcit barevna forma. Jejich barevna forma proto
v datovém souboru chybi.

Stredni hodnotu pfibuznosti s ohledem na rozdéleni barevnych forem méla forma
,,concolor jako jedina v kladnych hodnotach (~0,05). Ostatni barevné formy mély stfedni
hodnotu pribuznosti zapornou. (Obr. 7) Kruskal-Wallistv test vySel vyznamné jen mezi
formami ,,concolor* a ,,erythronota (Kruskal-Wallis: y? = 4,5099, df =1, p = 0,034), u
porovnavani ostatnich skupin vysla p hodnota vyssi nez 0,05.

Vysledkem vybéru jedinct z kohort 2018 a 2020 s vysokou hodnotou piibuznosti
bylo celkem 8 jedincu, ktefi méli vysokou shodu genetické informace. Jako jedinci s vysokou
podobnosti v genetické informaci byli vybréni jedinci s koeficientem pfibuznosti vyS§im nez
0,5. Pravdépodobnych potomkd, tedy jedinct z kohorty 2020, bylo v datech dostupnych 17.

Z 8 potencialnich rodic¢a bylo 6 oznacCeno barevnou formou ,,typica“ a 2 zastupovali barevnou
formu ,,concolor®. Samec (jedinec s ID = 327) barevné formy ,,typica®“ mél zaroven vysoky
koeficient piibuznosti se tfemi jedinci z kohorty 2020, ostatni potencialni rodi¢e méli vysokou
ptibuznost pouze s jednim z jedinct kohorty 2020. (Tab. 3)

Tab. 3: Potencialni rodice jeStérky obecné a jejich potomci na lokalité v Hustopecich.

ID potencialniho Barevna forma ID potencialniho Koeficient
rodice potencialniho rodice  potomka pribuznosti
327 Htypica“ 495 0,5343

327 typica‘“ 496 0,6111

327 typica‘“ 498 0,6111

335 Htypica“ 497 0,5359

342 ,,concolor” 517 0,5453

416 typica“ 495 0,5080
430 Htypica“ 455 0,7074
435 ,,concolor” 497 0,5125

449 typica“ 521 0,5492
456 typica“ 514 0,5527

Pomeéru barevnych rodi¢t 6:2 (typica:concolor) a poméru barevnych forem celé
populace 125:4, porovndvanych Pearsonovym y? testem, vysla p hodnota vy3si nez 0,05
(Pearsoniiv y? test: 2 = 8, df = 6, p hodnota = 0,238).
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4 Diskuse

Celkem bylo sledovano 157 jedinct a maximalni pocet alel bylo u lokusu LA27
(celkem 20). V porovndni s ostatnimi studiemi se jedna o dostateCny pocet. M. Olsson, et al.
(2010) pro analyzu alel mikrosatelitti v populaci Lacerta agilis pouzili celkem 3967 jedinca
na pozorovani 21 lokusti. Mezi sledovanymi lokusy se nachazi i pét lokust, pouzitych v nasi
praci. Alelicky rozsah odpovida nasim dattim, ackoliv jeho rozptyl je mensi. Ve zminéné
publikaci byla zapsdna mimo jiné i pozorovand heterozygocita, kterd se pohybovala na
intervalu od 0,208 do 0,821. V jiné publikaci (T. S. Schwartz, et al. 2008) vsak bylo jedinct
pouze 86. Sledovany byly opét populace jestérky obecné, Lacerta agilis, ovsem analyza se
zamétila pouze na populace, vyskytujici se ve Svédsku a Mad’arsku. Variabilita byla
sledovana na 15 lokusech, sledované lokusy opét obsahuji vSechny lokusy, pouzité v nasi
praci. Uvadény jsou hodnoty pozorované a oCekavané heterozygocity, spolecn¢ s informact,
zda byla Hardy-Weinbergova rovnovaha zamitnuta, ¢i nikoliv. Z 15 lokust, sledovanych
v populacich Svédska i Mad’arska (tedy celkem 30 pozorovani) se 7 lokusti odchylovalo od
Hardy-Weinbergovy rovnovdhy. V porovndani s ostatnimi publikacemi sledujici populace
Lacerta agilis byl tedy sledovan dostateCny pocet jedinca (vétsi pocet sledovanych jedinct by
ziejmé vedl k presnéjsim vysledkiim), ov§em pocet sledovanych lokust byl zna¢né mensi. V
nasi analyze zamitdime Hardy-Weinbergovu rovnovahu na tiech z 15 pfipadt, coz se nezda
byt extrémnim jevem.

V analyze lokusu LAO1, ktery u zadné ze sledovanych kohort nebyl v Hardy-
Weinbergové rovnovaze lze predpokladat, ze na néj pusobil selekéni tlak nebo populace
podléhala vlivu genetického driftu. DalSim z moznych faktora, ktery ovliviiuje vystupy
Hardy-Weinbergovy rovnovahy jsou chyby pfi genotypovani a vyskyt nulovych alel (D. F.
Callen, et al. 1993). Je mozné, ze se u kohort vyskytuje mutace na mikrosatelitovém okoli,
kde nasedaji primery pii amplifikaci lokusu. Mutace v misté nasedani primeru zpusobuje
necitelnost mikrosatelitu, v jehoz okoli k mutaci doslo (M. P. Chapuis & A. Estoup, 2007).
Takova mutace mohla vzniknout u jednotlivci, a potom se dale dédit do dalSich kohort.
Vysledkem by potom bylo snizeni celkové ptibuznosti mezi kohortami a nasledné 1 vétsi
odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovéhy.

Jediny lokus, u kterého 1ze uvazovat o celkové platnosti Hardy-Weinbergovy
rovnovéhy je lokus LASS, u kterého rovnovdhu nezamitdme ani v jedné ze sledovanych
kohort. Ostatni lokusy — LA02, LA27 a LA40 stfidaly platnost a neplatnost Hardy-
Weinbergovy rovnovéhy v riznych kohortach. Jednim z disledkt platnosti Hardy-
Weinbergovy rovnovahy je vSak fakt, ze v populaci, v niz plati Hardy-Weinbergtv princip,
muzeme tuto rovnovahu pozorovat uz po prvni generaci (A. W. F. Edwards, 2008). To u
lokust LA02, LA27 a LA40 nepozorujeme a muzeme tedy konstatovat, ze v téchto lokusech
Hardy-Weinbergtiv princip neplati. Mezi hlavni divody neplatnosti Hardy-Weinbergova
principu patfi selekce a nulové alely, méné potom mutace, kterych nepredpokladame znacné
mnozstvi, nebot’ délka pozorovani neni dostate¢né velka na to, aby se mutace stihly vyznamné
projevit.
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Jedinci s predpokladanym rokem narozeni 2020 méli v analyze nejvyssi stiedni
hodnotu piibuznosti s porovnanim s ostatnimi kohortami. Moznou interpretaci tedy je, ze se
v kohort€ vyskytuje vice pfibuznych jedinct anebo ze na populaci pasobi selekéni tlak a
urcité alely jsou Castéjsi u vice jedinct (u alel LA02 a LASS vSak nezamitam Hardy-
Weinbergovu rovnovahu a mutace a selekce by tak nemely mit zasadni vliv).
Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je, ze pti ovzorkovani byli vybrani ptibuzni jedinci
(zfejme sourozenci). VSichni ovzorkovani jedinci s predpokladanym rokem narozeni 2020
byli ovzorkovéni v roce 2020, tedy jesteé v pomérné mladém veku. Jedinci v raném veku se
tedy jesté nerozebéhli z mista narozeni a v dob& vzorkovani setrvavali ve stejném okoli
(Vlastimil Barus, et al. 1992).

Pfi analyze ptibuznosti mezi jednotlivymi kohortami vyslo skupiné 2018x2020
nejvyssi primérna piibuznost. Ackoliv je Casové obdobi pozorovani prili§ kratké na vynaseni
presnych zavéra, mizeme se pokusit tento jev vysvétlit. Jednim z moznych davodu je
reprodukeni cyklus jestérek. Za reprodukéné aktivni jedince se obvykle berou takovi, ktefi
hibernovali minimalné tiikrat (Sven-Ake Berglind, 2000). V oblasti Ceské republiky samci
Rozmnozovat se tedy jedinci zaCinaji mezi 2-3 rokem zivota. Protoze primeérna piibuznost
mezi jedinci vysla ve skuping€ 2018x2020 vyssi nez ostatni, miizeme se domnivat, ze ¢ast
jedinct z kohorty 2018 jsou rodici, a tedy geneticky prispivali do kohorty 2020, coz muize
vysvétlit vys§i praimérnou piibuznost.

V korela¢ni tabulce se vyskytuje 9 part vzorku, jejichz koeficient ptibuznosti je roven
jedné. To znamena, Ze jejich alely na vSech péti lokusech byly identické. U vSech part vzorku
bylo podle fotografii jedinct a porovnavanim morfologickych znakt dokazano, ze se jedna o
stejného jedince odchyceného vice krét.

Arun Sethuraman (2018) simuloval jaky vliv mé na pfesnost urceni piibuznosti mezi
jedinci pocet analyzovanych lokust. Cilem vyzkumu bylo dokazat rozdil mezi analyzou
malého a vétsiho poctu lokust. Jako nejmensi simulovany pocet lokusti uvadi Sethuraman 10
lokust. Zaroven vztah mezi presnosti urené piibuznosti a poctem lokusi je nejlépe
reprezentovan sigmoidni kiivkou (Anna M. Kopps, et al. 2015). Mizeme tedy shrnout, Ze pro
ziskani presnéjsich vysledkt pro koeficient pfibuznosti je upfednostiiovan vétsi pocet
sledovanych lokust.

Nejvyssi stfedni hodnoty pfibuznosti dosahuje barevna forma ,,concolor®, coz koreluje
s faktem, ze 2 ze 4 jedincu této barevné formy bylo oznaceno jako potencialni rodic.
V tabulce o potencialnich rodi¢ich a jejich potomcich (Tab. 3) zaroven dochazi k jevu, kdy
dva jedinci s odliSnym ID maji stejného potencialniho potomka. Jednim z moznych vysvétleni
muze byt, Ze tito jedinci jsou oba rodi¢i uvazovaného potomka. Druhym vysvétleni muze byt,
ze sourozenci, u kterych nedoslo k mnoha mutacim. Toto vysvétleni vSak neni velmi
pravdépodobné, nebot jedinci se vztahem rodi¢-potomek maji primérné piibuznost 0,5 a
jedinci se vztahem sourozenec rodice-potomek rodice budou mit primérmné pfibuznost jen
0,25. Problémovi jedinci jsou ti s ID =327 a ID = 416, ktefi maji vysokou pribuznost se
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stejnym potencidlnim potomkem a jedinci ID = 335 a ID =435 s timtéz problémem (Tab. 3).
U prvniho paru se jedna o dva samce, jejichz korelacni koeficient pfibuznosti je vyssi nez 0,5.
Je mozné, ze se jednd dva sourozence. Rodinny vztah vSak nelze z hodnoty korela¢niho
koeficientu vycist. Druhy problémovy par jsou naopak dvé samice, jejichz korelacni
koeficient piibuznosti je vyssi nez 0,4. I u téchto jedincti je mozné, Ze se jedna sourozence.
Pokud jsou tito jedinci skutecné sourozenci, vyskytuje se zde problém barevné formy. Obé
samice maji totiz jinou barevnou formu a pravdépodobnost tohoto jevu neumime vyhodnotit,
nebot’ nemame o dédicnosti barevnych forem u druhu Lacerta lagilis dostateCnou znalost.

Pti provedeni Kruskal-Wallisova testu se vyskytla jedna p hodnota nizsi nez 0,05, a to
u barevnych forem ,,concolor a , erythronota“. Na zaklad¢ tohoto pozorovani tedy mizeme
forma , erythronota“ (jeji stfedni hodnota pfibuznosti byla vyssi). Je vSak tfeba dbat na fakt,
Ze u obou barevnych forem se vyskytuje pouze maly pocet jedinct (,,concolor” — 4,
,erythronota® — 10).

U Pearsonova y? testu vysla p hodnota vyssi nez 0,05. Nemtzeme tedy fict, Ze se
pomeér jedné barevné formy statisticky vyznamné 1isi od ostatnich forem. V pomérech
barevnych forem potencidlnich rodi¢t a celé populace tedy neni vyznamna odchylka a tyto
pomery odpovidaji.
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6 Prilohy

Frekvence alel na lokusu 1
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Obr. 3: Frekvence alel jestérky obecné na lokusu LAO1. Fialovou barvou je zndzornéna alela s délkou 115bp, u které doslo
k nejvyraznéjsimu poklesu pozorované frekvence vyskytu v kohorté.
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Frekvence alel na lokusu 5
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Obr. 4: Frekvence alel jestérky obecné na lokusu LA55. U vsech kohort nezamitdme platnost Hardy-Weinbergovy rovnovdhy
(Tab. 2).
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Pribuznost jedincu v jednotlivych kohortach
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Obr. 5: Pribuznost vsech jedinci jestérky obecné z Hustopeci rozdélena do jednotlivych kohort.
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Obr. 6: Pribuznost smiSenych kohort jestérky obecné na lokalité v Hustopecich.
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Pribuznost jedincu podle barevnych forem
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Obr. 7: Pribuznost vsech jedinci jestérky obecné z Hustopeci rozdélend podle barevnych forem.
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