3. Geneticka a fenotypova
promeénlivost

3.1 ZAKONITOSTI GENETICKE PROMENLIVOSTI V POPULACICH

Jak napsal uz Darwin ve svém Pivodn drubi, jednim ze zakladnich pfedpokladu evoluénich zmén je
riznorodost vlastnosti organismt. Evoluci je podle néj tieba chapat jako dvoustupniovy proces, pii kterém
1. vznikd proménlivost znakl mezi jedinci v populaci a 2. pomérné zastoupeni téchto jedinci se
z generace na generaci méni. Piftomnost genetické proménlivosti je tedy zakladni a nezbytnou podminkou
evoluce. Avsak aby se zmény cetnosti jednotlivich variant mohly projevit i v dalsich generacich, mus{ byt
tato proménlivost alespon ¢asteéné dédicna.

Souvislost mezi mirou genetické proménlivosti v populaci a tempem evoluce této populace udava tzv.
zakladni teorém pfirodniho vybéru, definovany R. A. Fisherem v roce 1930: Mira zwyiseni reprodukini
gdatnosti libovolnébo organismu v libovolném Case je rovna jebo genetické proménlivosti v tomto lase.

V Gvodni kapitole jsme se zminili o dvou odlisnych pfistupech ke studiu dédi¢nych znakd, personifiko-
vanych osobami G. Mendela a F. Galtona. Mendel a po roce 1900 i jeho nasledovnici vénovali svoje sili
zkoumani diskrétni proménlivosti, znamé téz jako mendelovskda (jednoducha) proménlivost. Jde o
fenotypovou proménlivost podminénou alelami jednoho nebo nékolika malo gent, pficemz vliv prostiedi
je ve srovnani s rozdily v genotypu zanedbatelny. Jednoduchou mendelovskou proménlivost lze v mnoha
piipadech snadnéji studovat pfimo zkoumanim gent nez sledovanim jejich fenotypovych projevi. Z toho
vyplyva urcity paradox, nebot’ v popfedi zajmu evolucnich biologi je vétsinou proménlivost fenotypova,
at’ uz jde o morfologické znaky, charakteristiku ontogenetického vyvoje, chovani, vek pfi prvni reprodukci
atd. - tedy takové znaky, kterymi se zabyvali biometrikové. Naproti tomu geneticky vyzkum se nejsnaze
provadi na urovni molekul, jejichz rozdilné vlastnosti je vsak velmi obtizné davat do pfimé souvislosti
s rozdily ve fenotypu.

Protipélem studia diskrétni mendelovské proménlivosti je piistup, jehoz zakladatelem a nejvétsim
propagatorem byl Francis Galton (1822-1911). Galton se zaméfil na studium kontinualni proménlivosti,
pii kterém nelze fenotypové rozdily mezi organismy jednoduse piifadit ptsobeni jediného genu ¢i velmi
malého poctu genu s velkymi dcinky. Pro charakterizaci fenotypu se v tomto pifpadé pouziva kvantitativni
méfitko (napf. vyska, hmotnost). Zkoumani kontinualnich znakti ovSem s sebou pfinasi urcité problémy:
1. tyto znaky jsou v typické podobé ovliviiovany alelami vétsiho poctu genu, takze segregace kteréhokoli
z nich je ,,maskovana® segregaci ostatnich gent, které dany znak ovliviuji, a 2. vétsina kontinudlnich
znaku je ovliviiovana vnéjsim prostfedim, takZze studovana fenotypova proménlivost nemusi mit vyhradné
geneticky zaklad.

Protoze jsme pii studiu proménlivosti v populacich ¢asto omezeni na zkouman{ rozdila ve fenotypu, je
nutné odlisit rizné mozné zdroje fenotypové proménlivosti:

1. Rozdily v genotypn, tedy v sekvenci DNA (u RNA-virt v sekvenci RNA). V této souvislosti je dulezité
mit na paméti, ze nékteré typy genetickych variant jsou pfenaseny pouze po matefské linii, jako je
tomu u mitochondridlnich gend vétsiny organismi, nebo naopak pouze po otcovské linii, jako
napiiklad u chloroplastové DNA jehli¢nant.



2. Rozdily v podminkdch prostredi. V nékterych piipadech je fenotypova proménlivost ovliviiovina
bezprostiedné ¢i béhem velmi kratkého casového tseku, jako napiifklad u nékterych fyziologickych a
behavioralnich znaki. Tyto znaky se mohou ménit nékolikrait opakované béhem zivota jedince.
Naopak nékteré rozdily, které zistavaji zachovany po cely zivot, nebo po ¢ast zivota, jsou zptisobeny
vlivy prostied{ pusobicimi v ranych stadiich ontogeneze ¢i dokonce jesté ve vajicku.

3. Materské (materndlni) efekty. K Gcinktim, kterymi mtze matka ovliviiovat fenotyp svych potomku patif
mnozstvi a slozeni zloutku, fyziologicky stav matky v pfedporodni ¢i pfedsniskové fazi a rozsah a
charakter matefské péce v obdobi po porodu ¢i sntsce, pficemz rozdily mezi jednotlivymi matkami
mohou byt podminény odlisnostmi v jejich genotypu, ve vyzivé nebo jinych faktorech prostiedi. Pro
uplnost jesté dodejme, ze u druhd, u nichz se vyskytuje otcovska péce, musime pocitat i s pusobenim
otcovskych (paterndlnich) efekta.

3.1.1 Populace

Zakladni evoluc¢ni jednotkou je podle neodarwinismu populace. 1 kdyz kazdy z nis ma uréitou intuitivni
pfedstavu co to populace je, neni snadné podat jeji pfesnou definici. Vétsinou se termin ,,populace*
pouziva v pomeérné vagnim smyslu a z pochopitelnych davodi jsou odborniky jednotlivych biologickych i
nebiologickych obort zdturaziovany razné rysy populaci. V nasem pifipadé je uzitecné divat se na populaci
pfedevsim jako na soubor sdilenych geni, tedy jako na spolecny genofond (gene pool). Avsak takto chapané
populace jsou definovany piilis siroce (v typickém piipadé by $lo prakticky o cely druh) a navic areal druhu
byva ¢asto diskontinualni. Proto se casto k definici populace pfidava i hledisko urcitého prostorového
omezeni. Populaci bychom si tedy mohli definovat jako skupinu jedincii téhos drubu, mezi kterymi existuje
reprodukini kontinuita mezi generacemi a kteri obyvaji viceméné dobre definovanon geografickon oblast, pricems k
ekologickym a reprodukinim interakcim dochdzi Castéji mezi prislusniky této skupiny neg se cleny jinych populaci téhos
druba.

I v takto definovanych populacich jsou vsak jedinci ziidka rozmisténi homogenné, ale naopak vytvateji
mens{ skupiny (hejna, stada, smecky, kolonie, rodiny atd.). Pficinou této agregace je bud’ nehomogennost
prostredi — a to i pfipadech z lidského hlediska pomérné , kontinualnich® biotopt, jako jsou jezera a mofe
(melef a hlubs$i mista) ¢i louky (suchd a podmacena mista) — nebo socidlni interakce mezi ¢leny populace.
Takové skupiny se oznacuji jako lokalni populace neboli démy. Nékdy se mizeme setkat i s terminy
subpopulace ¢i mendelovska populace (ve vetsine pfipadl, vcetné tohoto textu, jsou tyto terminy
povazovany za rovnocenné, pfestoze lokalni populace [subpopulace] ma obecnéjsi vyznam — muze byt
dale rozdélena na mensi subpopulace atd. Naproti tomu dém je povazovan za zakladni rozmnozovaci
jednotku.) Celkova populace slozena z dému byva nazyvana globalni populace; pokud je geneticka
vyména mezi démy do znacéné miry omezena (aniz by ovéem byly vzajemné zcela izolovany), mluvime
casto o tzv. metapopulaci. Dalsimi moznymi typy populaci mohou byt nckteré umeéle vytvofené
populace, naptiklad experimentalni nebo zemédélské. Casto jsou pouzivany i populace modelové,
napfiklad populace panmikticka (viz dale).

Nahodné oplozeni

V dutsledku rekombinace a segregace béhem gametogeneze nemohou byt u pohlavné se rozmnozujicich
organismi genotypy prenaseny z generace na generaci. Kazdy genotyp se proto tvoii v kazdé generaci
znovu po splynuti pohlavnich bunék. Charakter nové vzniklého genotypu v oplozeném vajicku tedy zavisi
na moznosti pifslusnych gamet setkat se béhem oplozeni a tato moznost je zase podminéna parenim
jedinct v predchozi generaci. Vztah mezi Cetnosti vyskytu urcitého genotypu je tak determinovan cetnosti
spojeni mezi pfislusnymi jedinci a tedy do zna¢né miry zptisobem rozmnozovani. Napftiklad u organismu,
které se rozmnozuji samooplozenim (napf. nékteré druhy rostlin), lze u potomstva oc¢ekavat snizenou
cetnost vyskytu heterozygoti. Protipélem je nahodné oplozeni (panmixie), pii kterém dochazi k pafeni
mezi jedinci opac¢ného pohlavi zcela nahodné, se stejnou frekvenci, jakou by dochazelo ke stfetu dvou
nahodné vybranych genotypt. Ndhodné oplozeni tedy znamena, ze pravdépodobnost spojeni dvou
genotypu je rovna cetnosti téchto genotypt v populaci. Pokud je napiiklad ¢etnost genotypu MM rovna
0,90, potom existuje 90% pravdépodobnost pafeni s jedincem nesoucim tento genotyp. Pravdépodobnost
setkan{ dvou genotypa MM je 0,92=0,81.



Nahodné oplozeni je dilezitym popula¢né-genetickym modelem. V realnych situacich se vsak vétsinou
setkavame s vétsimi ¢i mensimi odchylkami od modelového stavu. Ty mohou byt zptsobeny naptiklad
prostorovou clenitosti stanovisté, které zpusobuje, ze k pareni s nékterymi ¢leny populace dochazi s nizsi
pravdépodobnosti nez s jinymi. Pfi¢inou nendhodnosti oplozeni mize byt také kfizeni mezi pfibuznymi
jedinci a v extrémnim pifpadé vyse zminéné samooplozeni. V neposledni fadé se muzeme v populaci
setkat s tzv. vybérovym pafenim (assortative mating), pii kterém dochazi k prednostnimu rozmnozovani
bud mezi geneticky ¢ fenotypové podobnéjsimi jedinci (pozitivni vybérové pafeni), nebo naopak

Prikladem vybérového pafeni muze byt rozmnozovaci strategie u mysi domaci. Bylo zjisténo, ze mysi
samice jsou schopny ¢ichem identifikovat nositele riznych typt hlavniho histokompatibilitntho komplexu
(MHC) a podle toho modifikovat svoje rozmnozovaci preference. Pokusné samice davaly pfi vybéru
sexualniho partnera prokazatelné pfednost samcim s odlisnym typem MHC nez mély samy. Naproti tomu
méné preferovaly samce geneticky pfili§ odlisné. Jinymi slovy, samice davaly pfednost piislusnikium vlastni
populace, ovsem vyhybaly se samctm, ktef{ byli (potenciln€) bezprostiedné piibuzni.

Model ndhodného oplozeni muze byt komplikovan také tim, ze se nemus{ stejnou mérou tykat vsech
znakt. Napiiklad u ¢lovéka zcela jiste existuje nadhodné oplozeni pro krevni skupiny, enzymy atd., avsak
vybér partnera je zpravidla nenahodny s ohledem na takové znaky, jako je vyska ¢i barva kize. Jednim
z disledkt odchyleni od modelu ndhodného oplozeni je zména v Cetnosti genotypt, nikoli vsak alel.
Predstavme si populaci, ve které ma kazdy jedinec dva potomky. V praméru tak kazdy jedinec pfeda po
jedné kopii obou svych alel do dal$i generace. Vybérové pafeni nebo kfizeni mezi ptibuznymi zmeéni
zygotické (genotypové) kombinace mezi generacemi, avsak nemd vliv na to, které alely se do nasledujici
generace prenasejl. Pr7 nendbodném oplozent se tedy meéni genotypoveé, nikoli viak alelové cetnosti (viz 4.2.1).

Genotypové a alelové cetnosti
V predchozim textu jsme se nékolikrat setkali s pojmy genotypova a alelova cetnost. Tyto terminy si nyni
muzeme ilustrovat na ptikladu prastevnika hluchavkového, Panaxia dominula', ktery se ve Velké Britanii
vyskytuje ve tfech barevnych formach, vzdjemné se lisicich rozsahem bilych skvrn na ¢erném podkladu
prvaniho paru kifdel a ¢ernych skvrn na cerveném podkladu druhého paru kiidel. Experimentdlni kifZzeni
ukazala, ze popsand proménlivost je zptisobena dvéma alelami jediného genu. Ttetf barevnou formou jsou
heterozygotni jedinci, kteif jsou intermediarni mezi obéma homozygotnimi fenotypy. V nasledujicim textu
budeme oznacovat genotyp urcujici nejvyssi zastoupeni bilych skvrn jako A4, nejtmavsi formu jako
A2A> a intermediarni formu jako 41A4>.

V obdobi 1939-1970 odchytaval kazdorocné E. B. Ford na jedné lokalit¢ pfastevniky a zaznamendval
vyskyt jednotlivych barevnych variant. Celkovy pocet odchycenych jedinct byl nasledujici:

A1A1 A1A2 AQ,AQ Celkem
17062 1295 28 18385

Genotypové Cetnosti jsou definovany jako pomérné zastoupeni jednotlivych genotypa v populaci. Pro
genotyp A4 je tato Cetnost 17062/18383= 0,928. Podobné cetnost A142 je rovna 0,070 a cetnost
homozygota 424> je 0,002. Soucet vSech genotypovych ¢etnosti musi byt vzdy roven 1.

Alelova neboli genova Cetnost je pomérné zastoupeni dané alely v populaci. Kazdy diploidni jedinec
ma po dvou kopiich vSech autozomalnich genu, takze celkovy vzorek pfastevnikd obsahuje 2x18385
=36770 kopii sledovaného genu. Jeden z homozygoti nese dvé kopie alely 41, zatimco heterozygot pouze
jednu. Cetnost alely A je tedy rovna poctu kopif této alely (17062x2+1295x1=35419) délenému celkovym
poctem genovych kopif ve vzorku: 35419/36770 =0,963. Podobné ¢etnost alely A4z je (1295x1+28x2)/
36770=0,037. I v tomto pfipadé dava soucet cetnost{ 1. Je dtlezité si uvédomit, ze tato ¢isla jsou jen odbady
skute¢nych Cetnosti, protoze jsme k jejich vypoctu pouzili pouze vzorek (jakkoli velky) vsech prastevnikd
obyvajicich zkoumanou lokalitu, pficemz pfedpokladame, ze tento nas vzorek je ndhodny.

! Tento druh se podle soucasného nazoru lepideptorologt nazyva Callimorpha dominula, avsak vechny genetické i
evoluéni publikace véetné nejrecentnéjsich pouzivaji pavodni termin Panaxia a proto se pro vétsi prehlednost i zde
pfidrzime tohoto starsiho oznaceni.



Ziskané poznatky si nyni mizeme zobecnit. Jestlize pismenem N oznac¢ime celkovy pocet jedinct ve
vzorku, 2N udava pocet vsech kopii daného genu. Je-li pocet jedinct s genotypem A1, A1Az a AxAz m,
m a m3, jejich genotypové cetnosti P, O a K budou

Genotyp A Az AxA> Celkem
Ifo(:et m 72 V&) N
Cetnost P=m/N QO=m/N R=m/N

pticemz plati P+Q+R=1.
Alelové Cetnosti se oznacuji p a g (9=1-p) a vypocitaji se podle vztahu
P =Cm+m)/2N a g= (n + 2m3)/2N (3.1

nebo podobné p=P+Y20 a g="20+R. Samoziejme plati p+¢g=P+Q0+R=1 (obr. 3.1). V nasem piikladé jsou
tedy genotypové cetnosti P=0,928, 0=0,070, R=0,002 a genové cetnosti p=0,963 a 4=0,037.

AA, AA, AA,
[ I I :
P 1) L R
< > 3 > >

Obr. 3.1 Vztah mezi genotypovymi ¢etnostmi P, Q, R a alelovymi €etnostmi p a q.

3.1.2 Hardyho-Weinberguv zakon

V casti vénované ndhodnému oplozen{ jsme se nezminili o jednom dilezitém modelu, ¢asto vyuzivaném
pii matematickém modelovani chovani genetickych systémi. Jde o model neprekrjvajicich se generaci, ktery
pfedpoklada zanik vsech dospélych ¢lent populace v kazdé generaci pifed dosazenim pohlavni zralosti
jedinct generace nasledujici. V praxi je tento pfedpoklad omezen pouze na omezené mnozstvi organismd,
jako jsou nékteré druhy hmyzu s kratkou dobou zivota nebo jednoleté rostliny s kratkou vegetacni dobou.
V populacni genetice se model nepfekryvajicich se generaci pouziva jako vychozi aproximace ke
ocekavanych genotypovych frekvencich na ném zaloZené jsou adekvatni i pro fadu organismua s pomérné
dlouhou a slozitou zivotn{ historii.

Na piikladu piastevnika hluchavkového jsme si ukazali, Ze je pomérné snadné vypocitat alelové
Cetnosti jestlize zname Cetnosti jednotlivich genotypt. Avsak lze naopak vypocitat genotypové cCetnosti
z Cetnosti alel? V zasadé plati, Ze neni mozné ze dvou znamych vypocitat tfi neznamé. Jestlize vsak
budeme piedpokladat urcité zjednodusujici podminky, mizeme genotypové cCetnosti piece jen odvodit. O
dvou nezbytnych podminkach (tj. nahodné oplozen{ a diskrétni generace) jsme se jiz zminili. Navic vsak
musime pfedpokladat absenci deterministickych i stochastickych evoluénich sil, jejichz ptisoben{ by mohlo
meénit Cetnosti alel z generace na generaci. VSechny pifedpoklady, nezbytné pro dalsi matematicka
odvozeni, si mizeme shrnout do nasledujicich bodu:

1. Organismy jsou diploidni.

2. Rozmnozovani je pohlavni.

3. Generace se vzajemné nepiekryvaji.

4. Studovany gen ma dvé¢ alely, &feré u heterogygota segreguji v pomeérn 1:1.



5. Cetnosti alel jsou pro kazdé pohlavi totozné.

Oplozent je ndahodné.

7. Velikost populace je velmi velka (teoreticky nekonelnd), takse nemise dochdazet k nahodnym méndm v Cetnostech
genotypii ani alel.

8. Nedochazi k migraci, nebo ji mizeme zanedbat. Jinymi slovy, geny nejsou dodavany zvendi, neexistuje
tok genii.

9. Geny se neméni zjednoho alelového stavu v druhy, jinymi slovy nedochazi & mutacim, (nebo je lze
ignorovat).

10. Vsichni jedinci maji stejnou $anci pieziti a reprodukce, #a studované alely tedy neprisobi piirodni vyber.

o

Jestlize jsou tyto pfedpoklady splnény, je vztah alelovych a genotypovych cetnosti dan vztahem, ktery
v roce 1908 nezavisle na sob¢ formulovali britsky matematik G. H. Hardy (1877-1947) (viz poznamku
v ramecku 3.1) a némecky fyziolog Wilhelm Weinberg (1862-1937):

A1A1:]>2 A A 2pq A A qz (32)
kde vyrazy p?, 2pq a ¢? udavaji ¢etnosti jednotlivych genotypu.
Vztah (3.2) se nazyva Hardyho-Weinbergtv zakon a jeho odvozen{ si lze pfiblizit dvojim zpisobem:

1. Piedstavme si prave vzniklou zygotu a jeden sledovany gen. Tato zygota dostala jednu alelu od otce a
jednu od matky a to s pravdépodobnosti podle nasledujiciho schématu:

gen od otce gen od matky pravdépodobnost
A A pxp=p

A A pPxq=pq

A A gxp=qp § M
A A pxp=p

Pfi tomto odvozeni jsme predpokladali, ze celkova pravdépodobnost ziskani alely, feknéme .41 od otce a
A> od matky je produktem obou separatnich pravdépodobnosti. Tento piedpoklad vsak plati pouze pii
nahodném oplozeni, které je nutnou podminkou platnosti Hardyho-Weinbergova zakona (povsimnéte si
také toho, ze alelové Cetnosti jsou stejné u samcu 1 samic, proto jsme nepouzili raznych indext k rozliseni
obou separatnich pravdépodobnosti). Gratické znazornéni celého argumentu je uvedeno na obr. 3.2.

Samci gamety

Alela A A
Cetnost P q
Samici
gamely 2 o 2
Alela Cetnost é::D__y— é,;y\—/f- @fr———
4, P Cetnosti

v zygotach:

AA AA
AA:Q = patqp
g

=2pq
i AA:R =g
R AA A A
qp q

Obr. 3.2 Grafické znazornéni Hardyho-Weinbergova zakona.




2. Odvozen{ Hardyho-Weinbergova zakona z tabulky kifZzeni (tabulka 3.1) je sice méné nazorné nez
ptedchozi piistup, nicméné je uzite¢né si ho zde uvést, protoze tabulka kifZzeni je nezbytna ve slozitéjsich
piipadech, naptiklad pokud oplozeni neni ndhodné.

Tabulka 3.1 Odvozeni Hardyho-Weinbergovych pomért z tabulky kFizeni

Cetnost zygot v potomstvu

K¥izeni Cetnost kfzeni T s s

A1A1 XA1A1 P2 P2 — —
AAxArA, 2P0 PO PO —

A]A1 XAQ,AZ 21)R _ ZPR —_
A1A2><A1A2 ,,QZ Q2/4 ,,QZ/Z Q2/4
A1A2><A2A2 ZQR —_ QR QR
ApAyx A A, R? — — R?

Celkem (P+Q+R)=1 (P+Q/2)2=p2  2(P+Q/2)(Q/2+R)=2pg (Q/2+R)2=¢2
Celkem v pfisti generaci P’ 2 R*

Ramecek 3.1 Hardyho-Weinbergtv zakon - historicka poznamka

Princip definovany Hardym a Weinbergem byl nékterym biologlm v zasadé znam jiz pfed rokem 1908.
Napfiklad americky genetik z Harvardovy univerzity William E. Castle (1867-1962) jeho zaklady formuloval jiz
roku 1903. (V tomtéz roce, uprostfed prudkych spord mezi mendelisty a biometriky, Castle mimo jiné
publikoval i ¢lanek nazvany ,Mendeliv zakon dédi¢nosti‘, v némz naznacuje, Ze dédi¢nost kontinualnich
znak( se muZze fidit Mendelovymi zakony.) Nicméné Castleova prace v té dobé byla malo znama.

Za zminku rovnéz stoji, ze G. H. Hardy uvefejnil svoje zavéry jako argument proti tvrzeni nékterych
Mendelovych odpdrcu, ktefi tvrdili, Ze pokud by Mendelovy zakony dédi¢nosti mély mit obecnou platnost,
museli bychom se vSude v pFirodé setkavat s fenotypovymi poméry blizkymi 3:1. Bezprostfednim dlsledkem
Hardyho-Weinbergova zakona je vSak naprosté odmitnuti tohoto tvrzeni, protoze genotypovy pomér A- : aa
je urCen Cetnostmi alel a nema zadnou tendenci zaujimat jakoukoli specifickou hodnotu.

Nékteré aspekty Hardyho-Weinbergova zakona
Nejdulezitejsi disledek Hardyho-Weinbergova zakona si mizeme odvodit nasledujicim zptsobem. Jestlize
pfedpokladame existenci dvou alel na zkoumaném lokusu, pak z tabulky 3.1 vyplyva, Ze v nasledujici

generaci budou genotypové cetnosti

P’=DP2+ PQ + 02/4 = (P+Q/2)2 = p?
©’=PQ +2PR + (?/2 + OR = 2(P+Q/2)(R+0/2) = 2pq
R'=0Q*/4+ QR+ R =R+ Q%/2) =

Alelové 1 genotypové cetnosti budou tedy v dalsi generaci stejné jako v generaci pfedchazejici, tedy urceny
pomérem (3.2). Pii platnosti zdkladnich pfedpokladt Hardyho-Weinbergova zakona ziistavd genotypové
slogeni populace 3 generace na generaci konstantni (o nékterych pomocnych pfedpokladech bude pojednano
nize). Rikime, e populace se nachizi v Hardyho-Weinbergové rovnovaze. Neprisobi-li na populaci nékteré



g evolucnich mechanismi (mutace, migrace, pfibuzenské kifzeni, ptirodni vybér atd.), staci samotnd mendelovskdi
dédicnost k tommn, aby proménlivost iistala v populaci zachovdna.

Druhym dutlezitym bodem Hardyho-Weinbergova zakona je to, ze rovnovdgnych frekvenci je dosageno jig po
Jedné generaci nibodného kiiFeni. Predpoklidame pfitom, ze alelové Cetnosti jsou mezi samci a samicemi
shodné a Ze generace se nepfekryvaji. Ve druhém pifpade, tj. pokud se generace prekryvajf, je Hardyho-
Weinbergovy rovnovahy dosazeno postupné béhem nékolika generaci.

Pokud jsme hovofili o Hardyho-Weinbergoveé ziakoné nebo o populacich, které jsou v Hardyho-
Weinbergové rovnovaze, vzdy jsme zduraznovali nutnost zachovan{ zakladnich vychozich pfedpokladu.
Avsak jiz z podstaty idealizovaného modelu nutné vyplyva, ze redlné situace se budou do vétsi ¢i mensi
miry od idedlniho stavu odchylovat. Pii studiu genetickych aspekti evoluce se proto ptime, do jaké miry
absence jedné ¢i vice podminek ovliviiuje alelové a genotypové cetnosti v populacich. Prestoze mirnéjsi
naruseni nékterjch predpokladi nemusi vzdy vyustit v posunuti Hardyho-Weinbergovy rovnovahy, nelze
je v zadném pifpadé zanedbat. Naopak, vzhledem k tomu, ze jevy jako nendhodné oplogens, mutace, tok geni,
ndhodné procesy zprisobené malon populaini velikosti a piirodni vibér mobon miénit Cetnosti alel nebo genotypi, patri
& blavnim faktorim evoluinich mén v populacich. O téchto mechanismech bude pojednano v této a dalsich
dvou kapitolach.

Hardyho-Weinbergtiv zakon je pfes mnohd omezeni zakladnim pilifem mnoha experimentdlnich i
teoretickych populacné-genetickych vyzkumt. (Je zajimavé, Ze mezi prvnimi, kdo pouzil dnes obvyklého
vypoctu ocekavanych cetnosti a jejich srovnani s hodnotami pozorovanymi k testovani genetickych
ponéti o existenci Hardyho-Weinbergova zakona.) Vzhledem k rozsifenosti pouziti Hardyho-Weinbergovy
rovnovahy v genetice populaci a evolucni biologii je dalezité mit na paméti, ze konvencni statistické testy
(napf. 2 test) nejsou pfilis citlivé k odchylkam od oc¢ekavanych genotypovych frekvenci. Proto samotna
skutecnost, ze pozorované Cetnosti jsou v souladu s Hardyho-Weinbergovymi poméry, jesté neznamena,
ze vSechny podminky nutné k dosazeni rovnovahy skutecné plati.

Vrat'me se k pifkladu vyskytu tfi barevnych variant pfastevnika hluchavkového, studovanych E. B.
Fordem. Ze zjisténych dat jsme vypocitali ¢etnosti obou alel, p=0,963 a 4=0,037. Teoreticky ocekavana
cetmost genotypu Al je 0,9632=0,9274. Ocekavany poler jedinci s timto genotypem vypocteme
vynasobenim této cetnosti celkovym poctem motyld (IN): 0,9274x18385 =17050. Pouzijeme-li stejny
postup i na ostatni genotypy, dostaneme nasledujici vysledky:

Genotyp AA A Az AxA>
P 2pq 7
Ocekavana cCetnost 0,9274 0,0713 0,0013
Pozorovana Cetnost 0,9280 0,0704 0,0015
Ocekavany pocet 17050 1311 24
Pozorovany pocet 17062 1295 28

Rozdily mezi pozorovanymi pocty a hodnotami teoreticky ocekavanymi za pfedpokladu, Ze populace se
nachazela v Hardyho-Weinbergové rovnovaze, jsou prakticky zanedbatelné a lze je pficist na vrub
nahodnostem pii shromazd’ovani vzorku (tzv. chyba odebirani vzorku, sampling error). Abychom tento
vysledek verifikovali, pouzijeme standardni statisticky postup, test dobré shody (¥? test), ve kterém

Py (f=f)° (3.3)
f

kde symbol f oznacuje pozorovany pocet genotypt a f ocekavany pocet v téze genotypové tfidé; .

znamena, ze hodnoty ve vsech genotypovych tifdach jsou sumovany. V nasem piipade ?=(17062-17050)2
/17050 + (1295-1311)2/1311 + (28-24)2/24 = 0,8704. Vzhledem k tomu, ze mame celkem tii genotypové
tiidy, stupen volnosti je df = 3(pocet tfid)-1(pocet parametrt, tj. p)-1 = 1. Porovnan{ s tabulkovou hodnou



ukazuje, ze nulovou hypotézu shodnosti pozorovanych pocti s hodnotami ocekavanymi na zakladée
pfedpokladu Hardyho-Weinbergovy rovnovahy nelze zamitnout.

Pokud by studovany vzorek nebyl v souladu s Hardyho-Weinbergovym pomérem, mizeme uvazovat
nékolik moznosti. Nejcastéjsi pricinou odchylky od rovnovaznych cetnosti byva naruseni jednoho ¢i vice
modelovych pfedpokladu, zejména Ze oplozeni je nenahodné, mezi vznikem zygot a dobou shromazdéni
vzorku pusobil pfirodni vybér nebo velikost populace je omezena. Velmi ¢astym pifpadem odchylky od
ocekavanych hodnot je niz§i zastoupeni heterozygotd ve vzorku. Divodem pro tento jev muze byt
skutecnost, ze nas vzorek nepochazi z jediné populace. V ramecku 3.2 je ukdzano, ze pokud se nas vzorek
skladd ze dvou mensich vzorkd, z nichz kazdy pochazi z jiné populace s ndhodnym oplozenim, ale s odlisnymi
cetnostmi alel, v celkovém vzorku budou heterozygotni genotypy zastoupeny méné nez ocekavame podle
Hardyho-Weinbergova zakona. Tento jev se nazyva Wahlundiv efekt a setkime se s nim jest¢ jednou
v souvislosti s rozdélenim populace (kap. 3.3).

Ramecek 3.2 Wahlunduv efekt

Predpokladejme, Zze na sledovaném genu segreguji dvé alely. Ze dvou riiznych populaci, ve kterych probiha
nahodné oplozeni, jsou odebrany vzorky, kazdy o velikosti N/2, s ¢etnostmi alely A 0,2 a 0,7. Jestlize oba
vzorky smichame, ocekavané pocty jedinct s jednotlivymi genotypy v celkovém vzorku N jsou

AA: (0,004 + 0,490)N/2 = 0,265N
Aa: (0,320 + 0,420)N/2 = 0,370N
aa: (0,640 + 0,090)N/2 = 0,365N
Celkem N

Celkova cetnost alely A je tedy (2 x 0,265 + 0,37)/2 = 0,45. Kdyby byl smiSeny vzorek odebran z jediné
populace s ndhodnym oplozenim, o&ekavané genotypové Cetnosti by byly 0,2025AA : 0,495Aa : 0,3025aa.
Skutec¢né Eetnosti ve smiSeném vzorku tudiz ukazuji na nedostatek heterozygotl ve srovnani s o¢ekavanymi
hodnotami.

Tento nedostatek heterozygotll muZzeme o€ekavat vSude tam, kde celkovy vzorek obsahuje smés dvou a
vice populaci s nahodnym oplozenim, ve kterych existuji rozdilné Cetnosti alel.

Dominance

Dominantn{ alela svym fenotypovym projevem pfekryva u heterozygoti expresi alely recesivni, takze
nejsme schopni rozlisit heterozygota od dominantnfho homozygota. Vzhledem k tomu, ze pii dominanci
muzeme rozlisit pouze dvé fenotypové tfidy, dominantni a recesivni, nelze testovat shodu s Hardyho-
Weinbergovym pomérem. Jestlize vSak predpoklddime, ze populace se nachazi v Hardyho-Weinbergové
rovnovaze, muzeme vypocitat alelové cetnosti z fenotypové cetnosti recesivnho homozygota. Jestlize
plati, Zze dominantni alela .4 a recesivni alela a jsou v rovnovaze, dominantn{ fenotyp ma cetnost p2+2pg,
zatimco recesivni fenotyp zaujima ¢? populace.

Prikladem muze byt vyskyt fenylketonurie u clovéka. Tato vazna choroba se projevuje pouze u recesiv-
nich homozygotd. Predpokladime, ze podminky platnosti Hardyho-Weinbergova zdkona jsou splnény a
chceme vypocitat, jaka cast lidské populace obsahuje alelu pro fenylketonurii v heterozygotnim stavu. Je
vsak nas piedpoklad Hardyho-Weinbergovy rovnovahy realny? Az donedavna byl selekéni tlak proti této
metabolické poruse velmi silny vzhledem k jejim projevim (riziko tézkych somatickych poruch, mentalni
retardace). Pfedpoklad absence pifrodniho vybéru tedy neplati. Nicméné cetnost vyskytu fenylketonurie
neni pfili§ vysoka, udava se, ze pouze jeden z 10000 novorozencu trpi touto chorobou. Selekce proti tak
vzacné se vyskytujicimu genotypu je proto malo Gc¢inna a pro nase ucely ji lze zanedbat.

Z cetnosti recesivnfho homozygota, ¢2=0,0001 vypocitame cetnost recesivni alely, tedy

g=40,0000 =0,00 p=1-7=0,9

Cetnost normalnich homozygoti je 2 = 0,992 = 0,9801 a etnost heterozygoti je 2pg = 0,0196 (= 2%),
tedy zhruba 2 lidé ze sta. Obecné pro odhad cetnosti recesivni alely (odhad oznacujeme symbolem se
stifSkou) plati, ze jestlize R je ¢etnost recesivnich homozygotd, je



q=vR (3.4)

Cetnost heterozygotti

Predchozi piiklad s cetnosti vyskytu fenylketonurie a selekci proti osobam postizenym touto poruchou nas
piivadi k dalsimu aspektu Hardyho-Weinbergova zdkona - jeho disledku pro cetnost heterozygoti pro
recesivni alely, které se vyskytuji v nizké cetnosti. Vzdjemny vztah Cetnosti genotypa A4, Aa a aa ukazuji
grafy na obr. 3.3. Vyplyva z nich, Ze beterogygotni genotyp je nejpocetnéisi, json-li letnosti obon alel 0,5. Jestlize se
Cetnost recesivni alely @ snizuje, klesa ¢etnost obou genotypt s touto alelou, avsak ¢etnost homozygota aa
je mnohem nizsi a klesa vyssi rychlosti: zatimco zastoupen{ heterozygota se blizi nule rychlosti pg, cetnost
recesivntho homozygota klesa rychlosti ¢2. Cetnost nositeld vzacné alely « v heterozygotnim stavu je
2p/(2p+q) a pii velmi nizkém ¢ se rovna témét 1. To vede k dileZitémn zdvéru, $e vzdcnd alela existuje prevagné
v heterogygotnim stavu.
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Obr. 3.3 Genotypové Setnosti pfi Hardyho-Weinbergové rovnovaze. (a) Cetnosti genotypt vyjadfené
jako funkce &etnosti alely A (p). Cetnost heterozygotniho genotypu Aa je nejvy$si pii p=g=0,5. S tim,
jak se jedna z alel stava vzacnéjsi, ¢etnost homozygotd s touto alelou je mnohem niz$i nez Cetnost
heterozygotu. (b) De Finettiho diagram. Kolmice z kteréhokoli bodu uvnitf rovnostranného trojihelni-ka
PQR predstavuji pomérné zastoupeni tfi genotypud. Body, které jsou na parabole, pfedstavuji populace
v Hardyho-Weinbergové rovnovaze. Vertikalni UseCka Q rozdéluje zakladnu v poméru p:q.

Geny vdazané na chromozom X

Jak bylo zminéno v kapitole 2.1.3, u savct a nekterjch druht hmyzu jsou samci heterogameticti, tj. maji
dva rtizné pohlavni chromozomy, X a Y, zatimco samice jsou homogametické a maji dva chromozomy X.
Geny na chromozomu X se oznacuji jako geny vazané na X. Vyznamnym disledkem tohoto uspofadani
je to, ze u samcu se fenotypoveé projevuji 1 recesivni alely genti vazanych na X vzhledem k absenci druhého
chromozomu X. Zatimco tedy u samic existuji tfi genotypové tfidy, .44, Aa a aa, u samci najdeme pouze
dve: A a a. Nahodné kiizen{ dvou alel vazanych na X je ukazano na obr. 3.4. Alely jsou oznaceny X a X
Jak vyplyva z tabulky, samic¢i genotypové cetnosti jsou v souladu s Hardyho-Weinbergovym zakonem,
naproti tomu u samcu jsou genotypové cetnosti shodné s cetnostmi jednotlivych alel.

Nezbytnou podminkou pro platnost pomért uvedenych na obr. 3.4 je shodnost alelovych cetnosti u
samci 1 samic, respektive u spermii a vajicek. Jestlize tato podminka neplati, rozdilné cetnosti mezi
pohlavimi se vyrovnaji béhem asi 10 generaci nahodného oplozeni, protoze v kazdé generaci je alelova
Cetnost v zygoté rovna prameru Cetnosti u samciho a samiciho rodice.

Z hlediska lékafské genetiky ma vazba gent na pohlavni chromozomy zavazné disledky, protoze rece-
sivni alely se budou projevovat mnohem castéji u muzt nez u zen. Pfevaha muza s genetickou vadou je
zfejma z genotypovych Cetnosti: g (Cetnost u muzl) je vzdy vetsi nez ¢? (Cetnost u zen, viz obr. 3.4). Tento



nepomér se zvétSuje s tim, jak klesd cetnost recesivni alely v populaci. Genetické postizeni muzského
potomka tak mize genetik odvodit od matky, kterd je bud’ rovnéz homozygotni pro recesivni alelu, nebo
je heterozygotn{ a jeji porucha je znima jen podle fenotypu jejtho bratra, otce nebo strjce z matéiny
strany.

Samci gamety

Na chromozomu X NaY
Alela XA X
Cetnost P q
Alela Cetnost XAXA XAXa XAY
XA b
s Vs Pq P
Samici
gamety XaXA XX XY
X q
qp 7 q

Celkové cetnosti v zygotach:
samice samci
XAXA: p? XAY: p
XAXa 2pq XY ¢
XaXa g?

Obr. 3.4 Dusledky nahodného kfizeni s geny vazanymi na X. Genotypové Cetnosti u samic jsou
v souladu s Hardyho-Weinbergovym zakonem, zatimco u samcu se rovnaji alelovym ¢etnostem.

Vice nez dvé alely

Ackoli jsme pii odvozeni Hardyho-Weinbergovy rovnovahy kladli podminku existence pouze dvou alel na
genu, Ize tuto rovnovahu odvodit i pro vice alel. Ocekavany pomér genotypovych cetnosti p? : 2pq : 4% je
binomickym rozvinutim vyrazu (p+¢)>. Pro tii alely musime jen pfidat cCetnost tfet alely, feknéme 7, a
rozsifit tak tento vyraz na rozvinuti polynomické, (p+g+7)2, které mizeme napsat ve tvaru

P+ @+ P2+ 2pg + 2pr+ 2gr

Tento vztah si mizeme odvodit rovnéz z tabulky kifZzeni na obr. 3.5. Pro tii alely dostavime celkem $est
genotypu. Souctem polf odpovidajicich si kifzeni v tabulce ziskdme nésledujici genotypové Cetnosti:

ArAr: pz
A1 Az qu
Ay
A1 As: 2]57"
AoAs: 2gr
AszAz:

Aplikaci tohoto odvozeni si mizeme ilustrovat na znamém piikladu systému krevnich skupin ABO u
cloveka. Lokus ABO je pro nas zajimavy nejen tim, ze obsahuje tii alely, ale 1 tim, Ze mezi témito alelami
existuje dominance. Alely I a [P jsou vzdjemné kodominantn{ a soucasné obé¢ jsou dominantn{ vici alele
I. Tyto alely kontroluji tvorbu povrchového antigenu erytrocytl. Genotypy 1[4 a [4; urcuji krevni



skupinu A, genotypy IPIB a IB/ urcuji skupinu B, heterozygotni kodominantni genotyp I se projevuje
jako skupina AB a konec¢né 7 urcuje skupinu 0.

Samci gamety

Alela Ay A As

Cetnost p q r

Alela  Cetnost A A1 A, A1A;3

A1 p PZ pq pi"

Samici AxA, A>A> AxA3

amici

gamety A2 7

P9 7 qr

AsA Az A AszAs
A3 r

7 rq "

Obr. 3.5 Cetnosti genotypti vzniklych nahodnym parovanim gamet pro tfi alely jednoho genu.

Pii vjzkumu vyskytu jednotlivych krevnich skupin ve vzorku 6313 jedinct kavkazské rasy v lowa City
byly skupiny A, B, 0 a AB nalezeny u 2625, 570, 2892 a 226 lidi. Odhady alelovych cetnosti v tomto
piipadé byly 0,2953 pro alelu I4, 0,0625 pro IB a 0,6755 pro 7 Z téchto cetnosti byly vypocteny ocekavané
pocty nositelt jednotlivich skupin: 2636,0 (A), 582,9 (B), 2880,6 (0) a 213,5 (AB). Testem dobré shody
jsme ziskali hodnotu y2=1,11 a srovnani s tabulkovou hodnotou (opét pro jeden stupen volnosti) ukazalo
pravdépodobnost 0,30. Nulovou hypotézu shody s Hardyho-Weinbergovou rovnovahou tedy nemutzeme
zamitnout.

Uvedeny piiklad se tfemi alelami mtizeme samozfejmé rozsifit i na A, Ao, ..., A, alel s cetnostmi py,
D2, -, pu (kde plati p1+pat ... +p,=1). Genotypové Cetnosti v tomto piipadé budou

b7 pro homozygoty 4:4;
2pp;  pro heterozygoty AiA;

3.2 METODY STUDIA GENETICKE PROMENLIVOSTI

Studium pfastevnika hluchavkového ve Velké Britanii, provadény E. B. Fordem, nim pomuze ilustrovat
pouziti jedné z metod zkouman{ proménlivosti v pfirodnich populacich. Zopakujme, ze tento druh se ve
sledované oblasti vyskytuje ve dvou barevnych formach, lisicich se rozsahem skvin na kifdlech.
Experimentalni kifzeni ukazala, Ze obé barevné odchylky jsou urcovany proménlivosti jediného genu
s plelotropnimi ucinky. (Jako pleiotropie se oznacuje situace, kdy jeden gen svym ucinkem ovliviiuje
soucasné vice znaki.) Vzhledem k tomu, Zze hybridni jedinci se vyznacovali intermedidrnim fenotypem,
bylo mozno velmi snadno jednotlivé genotypové tfidy v populaci identifikovat.

Podobna promeénlivost ve zbarveni, zpisobend alelovymi rozdily na jednom genu nebo nékolika malo
genech, se pochopitelné neomezuje jen na prastevniky, ale byla pozorovana u mnoha druht zivocicht a
rostlin (napf. u husice snézné, Chen caerulescens, nebo lasice kol¢avy, Mustela nivalis). V. mnoha pifpadech byl
zjistén vyskyt vétstho poctu alel, naptiklad u slunécka Harmonia axyridis uréuje obrovskou fenotypovou



rozmanitost ve zbarveni krovek minimalné 15 alel na jediném lokusu. Proménlivost podobného typu se
ovsem nemusi tykat jen zbarveni. Napftiklad u D. melanogaster byla zjisténa celd fada mutaci, které se
projevily zménami v anatomii a které bylo lze snadno identifikovat pouhym okem ¢i pomoci preparaéni
lupy (zbarveni oka, tvar kifdel, pocet stétin apod.). U téhoz druhu se rozdilné genotypy na lokusu period
projevovaly riznou délkou cirkadianntho rytmu.

Vzhledem k tomu, Ze mnoho téchto mutaci je recesivnich, je zpravidla nezbytné provadét specialni
laboratorni kifzeni s cilem ziskat linie jedinct homozygotnich pro dany lokus nebo cely chromozom, ktery
tento lokus obsahuje. Sérif kfizeni je ziskano potomstvo, které je z jedné ¢tvrtiny homozygotni pro danou
recesivni alelu. Timto zplsobem lze zjist'ovat Cetnost vyskytu nejen morfologickych odchylek, ale i znakd,
které ovliviujf zivotaschopnost svych nositelt. Mortalita jedinct v populaci je zjist' ovana jako odchylka od
pfedpokladaného ctvrtinového zastoupeni recesivnich homozygotd. Pionyrské prace ve vyzkumu volné
zijicich populaci byly vykonany ve 30. letech na octomilce D. psendoobscura. Klicovou roli v nich sehral T.
Dobzhansky, kterj spolu s A. H. Sturtevantem a dal§imi spolupracovniky navézal na praci S. Cetverikova.
Vysledky ukazaly, Zze kolem 10% chromozomu 2. paru je v homozygotnim stavu letalnich nebo semi-
letalnich a navic polovina téch, které nezptsobuji smrt svych nositelt, snizuje néjakym zpusobem jejich
zivotaschopnost. Podobné vysledky byly zjistény i pro chromozomy 3 a 4. Navic mnoho chromozomu
zpusobovalo v homozygotnim stavu sterilitu.

Tyto zavéry byly piekvapujici. Navic jestlize se setkaji dva letalni geny v heterozygotnim stavu, jejich
dvojnasobné heterozygotni nositelé maji vétsinou normaln{ zivotaschopnost i plodnost. Vysoka cetnost
letalnich chromozomii je proto zptsobena existenci vzacnych letalnich ale/ na mnoba lokusech. Ukazalo se tak,
ze populace v prirode obsabuji obrommé mmogstvi skryté proménlivosti a tato proméniivost se tykd mnoba, nebo vétsiny
lokusi. To vedlo Dobzhanského a dalsi k nazoru, ze proménlivost v pifrodnich populacich neni vyjimkou
z pravidla, ale naopak je normdlnim stavem a nema proto smysl rozdélovat alely na ,divoké a
,»mutantni®. Mimoto alela, kterda ma v jedné populaci vysokou cetnost, mize byt vzacna v populaci jiné.
Dobzhansky v této souvislosti rad pouzival Cetverikovovu metaforu, pfirovnavajici organismy k houbé,
ktera absorbuje velké mnozstvi chromozomovych i genovych zmén (doslova je ,,nasavaji jako houba®).
Odhaduje se napiiklad, ze kazdy clovék ma 3-5 recesivnich letalnich alel v heterozygotnim stavu.

Dopad vysledktt Dobzhanského studii i prace jeho nasledovnikt byl dalekosahly. Do té doby vétsina
genetikl zastavala nazor (mohli bychom ho oznacit jako ,klasicky” model) H. Mullera, ze vSechny
organismy jsou v podstaté geneticky uniformn{ a obc¢asné mutace jsou v drtivé vétsiné Skodlivé a proto
jsou z populace rychle odstrafiovany (napf. vétsina anatomickych aberaci u D. melanogaster). Naproti tomu
Dobzhanského skupina vychdzela z toho, ze skryta genetickd proménlivost existuje v kazdé populaci a
témef na kazdém lokusu a kazdy jedinec je proto geneticky unikatni. Dobzhansky tento nazor shrnul do
svého ,,rovnovazného* modelu (kter§ sim oznacoval jako ,,rovnovaznou teorii evoluce®), podle kterého
»kterykoli lokus v populaci obsahuje (zpravidla) celou $ifi moznych alel“. Tyto alely jsou podle néj
v populaci udrzovany riznymi mechanismy, mezi nimiz klicovou roli hraje vys$si zdatnost heterozygoti
(heterdze).

Vyvstavala vSak otazka, jakym zptisobem muze byt tak rozsahld proménlivost v populacich udrzovana.
Jeden z moznych mechanismt — heteréze — byl naznacen pravé Dobzhanskym, nicméné tento problém
zustal otevieny az do druhé poloviny 60. let a my se s nim znovu setkime pii pojednavani o raznych
typech pfirodniho vybéru a o neutralni teorii molekularni evoluce.

3.2.1 Elektroforéza proteint

Primarni struktura proteint je tvofena fadou aminokyselin spojenych kovalentnf vazbou (viz. 2.2.1). Tato
primarni struktura je geneticky urcena. Kazda z 20 zakladnich aminokyselin je jedinecna strukturou svych
postrannich fetézcu, velikosti a tvarem. Avsak pouze pét z nich nese na postrannim fetézci elektricky
naboj, tii kladny (urceny skupinou NHj3* v postrannim fetézci): arginin, histidin a lyzin, a dvé zaporny
(urceny skupinou COOH): kyselina asparagova a glutamova. Pomérné zastoupeni téchto aminokyselin
urcuje celkovy naboj proteinu. Elektrickych vlastnosti proteinovych makromolekul vyuziva elektroforéza.

Princip elektroforézy (ndzev pochazi z fectiny a znamena ,,transport pomoci elektfiny®) je znam jiz od
konce 19. stoletd, ale skute¢ny rozmach vyuziti této metody v genetice byl umoznén az od 2. poloviny 50.
let. V té dobé doslo ke dvéma revolu¢nim zménam, které znamenaly celkové zjednoduseni a soucasné
mnohem $irsi uplatnéni elektroforézy. Predevsim ptvodni kapalné médium (tzv. ,,metoda pohyblivého



rozhrani®) bylo nahrazeno pevnym substraitem (,,z6nova elektroforéza®), kterym byl zpocatku papir,
pozdéji celulézoacetat, agardza, skrob a polyakrylamid. Posléze, v roce 1957, byly zavedeny histochemické
metody barveni i situ, které vyuzivaji katalytickych vlastnost{ enzymut. To umoznilo z nepurifikovaného
surového extraktu, obsahujictho tisice nejraznéjsich proteind, identifikovat nékolik molekul se stejnymi
katalytickymi vlastnostmi. Srovnani zakladnich parametrd v soucasnosti nejbéznéji pouzivanych typt
elektroforetickych médif ukazuje tabulka 3.1.

Zakladn{ postup elektroforézy je jednoduchy. Vzorek homogenizované tkané (nebo celého organismu,
jako napft. v pifpadé octomilky) je aplikovan na nosné médium, napiiklad skrobovy gel. Ke koncim gelu je
piipojen zdroj elektrického proudu, jehoz vlivem se bilkovinné molekuly pohybuji bud’ ke kladnému pélu
(anod¢), nebo k zapornému poélu (katode). Pohyb molekul je urc¢en bud’ pouze jejich celkovym nabojem,
nebo, v zavislosti na velikosti p6rd nosného média, i jejich velikosti a tvarem. Rozdily ve velikosti
jednotlivich molekul téhoz proteinu jsou uréeny prostorovym usporadanim bocnich fetézcti aminokyselin,
jejichz vlastnosti (elektricky naboj, pfitomnost hydrofilnich nebo hydrofobnich skupin, pfitomnost atomu
sity apod.) urcuji sekundarni a terciarni strukturu daného proteinu vzajemnym odpuzovanim nebo naopak
pfitazlivostf jednotlivych ¢asti molekuly, tvorbou disulfidickych mustkt atd. Po urcité dobé je zdroj napéti
odpojen a gel obarven specifickym batrvivem, obsahujicim latku, kterou studovany enzym vyuziva jako
substrat (obr. 3.6). Pokud proteiny nemaji enzymatické vlastnosti (napi. albumin, transferrin, hemoglobin),
mohou byt barveny nespecifickymi barvivy (amidocern, Coomassie Blue atd.).

N redukovany tetrazoliova stul
laktat NAD PMS (MTT, N BT)
LDH
pyruvat NADH PMS formazan

Obr. 3.6 Priklad histochemického barveni laktatdehydrogenazy. Enzymaticka reakce pfemény substratu
(laktatu) na produkt (pyruvat), katalyzovana timto enzymem, je diky pfitomnosti koenzymu (NAD) spfazena
s pfenosem elektronu, katalyzovaném fenazinmethosulfatem (PMS), na specidlni barvivo, tetrazoliovou sul.
Touto reakci dochazi k pfeméné rozpustné, zluté zbarvené tetrazoliové soli (thiazolylova modf, MTT, nebo
nitrotetrazoliova modf, NBT) na modrofialovy nerozpustny precipitat, formazan. Smés tetrazolia a PMS je
citliva na svétlo, takze inkubace musi probihat ve tmé.

@ o :
OO..ozo ¥ 1 Xy I ' XY )

Obr. 3.7 Pfiklad zymogramu, ukazujiciho genetickou proménlivost enzymu fosfoglukomutazy (PGM) mezi 18
jedinci Fundulus zebrinus. Podle rozdilt v elektroforetické mobilité mizeme na gelu rozeznat pét elektromorf
(alel). Nejpocetnéji zastoupena alela (druha nejrychlejsi) je oznacena 100, ostatni jsou oznaceny podle své
relativni polohy vici alele 700. Tento enzym je monomerni, tzn. u heterozygotli nalezneme dva pruhy (viz. obr.
3.8). Jednotlivé genotypy jsou tedy zleva doprava: 700, 100, 100, 85/100, 85/100, 95/100, 90/100, 100,
85/100, 100, 100, 100/105, 100, 100, 100/105, 100, 100.

Po obarveni se na gelu objevi fada barevnych skvrn, které pfedstavuji jednotlivé izozymy (obr. 3.7).
Jako izozymy (izoenzymy) se oznacuji vSechny funkéné podobné formy daného enzymu vcetné vsech
polymeru slozenych z podjednotek, kédovanych bud’ riznymi lokusy, nebo riznymi alelami téhoz lokusu;
alozymy tvoif tu ¢ast izozymd, které jsou variantami polypeptida predstavujicich rizné alelické varianty
jednoho lokusu. Cely gel se nazyva zymogram. Jedinec muze byt homozygotni pro dva izozymy, ale pokud



obsahuje dva alozymy, mus{ byt nutné heterozygotni (nebot’ ty pfedstavuji segregujici alely jediného
lokusu). Dulezitou vlastnosti enzymu, sledovanych elektroforeticky, je jejich kodominance (viz kap. 2.3.1),
ktera umoznuje identifikaci heterozygotu (obr. 3.7, 3.8). Pro uplnost je nutno dodat, ze elektroforéza
nemuze identifikovat dvé alely kodujici molekuly enzymu s totoznym nibojem popt. velikosti, a proto
muze dand elektroforetickd varianta pfedstavovat vice nez jeden alozym. Neékdy se proto pouziva
obecnéjsi termin ,,elektromorfa®.

Pres tato a dal$i omezeni (napf. proteiny musi byt rozpustné ve vode, coz z analyzy vylucuje fibrilarni
molekuly) 1 pfes bouflivy rozvoj molekularné-genetickych metod je elektroforéza diky své jednoduchosti a
relativn{ levnosti stale jednou z nejuzivanéjsich technik studia genetické proménlivosti v populacich.
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Tabulka 3.1 Srovnani nékterych vlastnosti ¢tyf zakladnich metod elektroforézy proteind (podle Hillise et al. 1996).
Poznamky: 2 zkratky pro jednotlivé metody a typy gelu: SGE = &krob, PAGE = polyakrylamid, CAGE =
celulézoacetat, AGE = agaroza; b relativni vyhoda.

Vlastnost SGE-» PAGE CAGE AGE
oddeluje podle naboje ano ano ano ano
oddéluje podle velikosti ano ano ne ne
pocet fezu z jednoho gelu az >G6b vétsinou 1 1 1
toxicky neb ano neb neb
délka elektroforetické migrace 4-24h 4-6h 0,3-3hb 3-4h
minimalni mnozstvi vzorku 2ul 2ul 0,5ulb imi
maximalni mozné mnozstvi >50pulb >50ulb 5ul >50ulb
jednoho vzorku na gelu

nezbytné mnozstvi barvictho 5-50ml 10-50ml 1-3mlb 10-50ml
roztoku

elektroendosmoza ano neb ano ano
pouzité napét (V/cm) 1-10 5-10 <3b 20
nutné chlazeni ano nékdy neb ano
snadna manipulace s gely obvykleb ne anob anob
soucasna separace kationtovych i anob ne anob anob

aniontovych proteini




3.2.2 Analyza restrikénich fragmentt

K nejrozsifenéjsim molekularnim metoddm patfi soubor technik, vyuzivajicich zvlastni vlastnosti
specialnich enzymt, které se nazyvaji restrikCni endonukleazy. Tyto enzymy rozpoznavaji specifické
sekvence dvoufetézcové DNA, tzv. rozpoznavaci sekvence (dlouhé zpravidla 4-6pb), pficemz oba fetézce
$tépi bud’ uvnitf, nebo blizko této sekvence. Rozpoznavaci sekvence mohou byt bud unikatn{ (napf. u
enzymu EowRI), nebo neurcité (napt. Hindll). Misto stépeni DNA se oznacuje jako restrikéni misto. U
mnoha endonukledz jsou restrikéni mista na komplementarnich fetézcich DNA vzajemné posunuta, coz
umoznuje jejich snadné spojeni pomoci ligazy s jinymi fragmenty. Pfiklad nékterych bézné pouzivanych
restrik¢nich endonukledz a jejich rozpoznavacich sekvenci je uveden v tabulce 3.2.

Jestlize je cela DNA nebo jejf ¢ast rozstépena, vznika nékolik fragmenti o rizné délce. Tyto fragmenty
potom lze od sebe oddélit béznou elektroforézou. Jelikoz pentézofosfatova kostra nukleové kyseliny nese
vzdy stejné velky zaporny naboj, jsou fragmenty (migrujici vzdy k anod¢) separovany vyhradné podle své
délky: kratsi fragmenty migruji rychleji a tudiz se na gelu dostanou dile nez fragmenty delsi. Délka
jednotlivich fragmenti je zjist’ovana jejich porovnanim s hmotnostnimi standardy, které jsou umistény na
tomtéz gelu. Vzhledem k tomu, Zze na rozdil od enzymu nelze k zviditelnéni nukleovych kyselin vyuzit
katalytickych vlastnosti, je nutno fragmenty DNA na gelu detekovat jinymi metodami, napfiklad
autoradiografif (vétsinou se pouzivaji radioaktivni izotopy 32P a 3§), nebo fluorescenénimi barvivy (biotin
aj.).

Nejcastéji pouzivanym postupem v analyze restrikénich fragmentd je metoda znama jako Southernova
transferova hybridizace (Southern blotting; anglicky termin ,,blotting* 1ze doslova pfelozit jako vysati
inkoustové skvrny savym papirem). Po rozstépeni DNA jednim nebo néckolika restrikénimi enzymy jsou
vzniklé fragmenty podrobeny elektroforéze. Potom jsou dvoufetézcové stépy (,,double stranded DNA®,
dsDNA) denaturovany roztokem NaOH a vysledné jednofetézcové fragmenty (,single stranded* DNA,
ssDNA,) jsou pak spolu s roztokem nasavany z gelu silnou vrstvou filtracniho papiru ¢i jiného
absorp¢niho materidlu pfes nitrocelul6zovou nebo nylonovou membranu, na které se zachyti (vlastni
,blotting®). Membrana s fragmenty se potom ponoif do roztoku, jenz obsahuje molekuly znacené sondy.
Jako sonda je oznacovan segment jednofetézcové DNA o sekvenci, ktera je komplementarni s cast
studovanych fragmentd a proto snimi mize pfimo na membriné tvofit dvoufetézcové molekuly
(hybridizovat). Fragmenty se sondou lze nakonec identifikovat pfilozenim fotografického filmu na
membranu (pii radioaktivnim znaceni nebo chemoluminiscenci), nebo barvenim (u biotinovych sond).

Jestlize je néktera z rozpoznavacich sekvenci pozménéna mutaci, dojde ke ztraté jednoho restrikénfho
mista a v disledku toho se na gelu objevi jeden dlouhy (pomaly) fragment misto dvou kratkych (rychlych).
Podobné muze — byt s nizsi pravdépodobnosti — dojit ke vzniku nového restrikéniho mista, tedy dvou
kratsich fragmentt z jednoho dlouhého. Diky tomu je mozno tyto genetické zmény detekovat a podle
charakteristického rozlozeni prouzkia na gelu i rozpoznat jednotlivé genotypy. Rozdily v délce fragmentd,
podléhajici v populaci mendelovské segregaci, se oznacuji jako polymorfismus délky restrikénich
fragmentu, zkricen¢ RFLP (restriction fragment length polymorphism).

Vyuziti restrik¢nich analyz je skutecné Siroké, od konstrukce restrikénich map pres zjistovani arovné
genetické proménlivosti v populacich az po studium genetickych rozdild mezi populacemi, druhy ¢i
vys$imi taxony a rekonstrukcei fylogeneze. Jednou z oblasti ¢astého vyuziti je soudnictvi a kriminalistika
(spoty o otcovstvi, identifikace pachatele apod.). K témto icelim se pouziva analyza tzv. hypervariabilnich
usekt, neboli minisatelitt. Minisatelity jsou kratké sekvence DNA o délce 10-60pb (nejc¢astéji 15-35pb),
soustfedéné v euchromatinovych oblastech obratlovet, hub a rostlin. Jejich sekvence, bohata na guanin, je
znacné konzervativni, na rozdil od lemujicich sekvenci DNA, které se mezi riznymi lokusy lisi. Cela
jednotka skladajici se z minisatelitového jadra a lemujicich sekvenci tvofi jednotku dlouhou az 200pb,
ktera je tandemove mnohonasobné opakovana. Velkd variabilita minisatelitd spociva v proménlivém poctu
téchto repetitivnich jednotek — proto se jim n¢kdy itki VNTR lokusy (vatiable number of tandem
repeats). Diky obrovské mutacni rychlosti (az 10-2/gametu/generaci) se v populaci vyskytuje velmi vysoky
pocet alel. Nékteré sondy dokazi odhalit soucasné vice lokust — v tom pifpadé se u kazdého jedince objevi
vétsi pocet prouzki (u nékterych sond i vice nez 50) a mizeme ho tak spolehlivé identifikovat. Vysledku
takové analyzy se proto nekdy fikd molekularni otisk prstii (fingerprint) a celd metoda se oznacuje jako
DNA fingerprinting. Pifklad vyuziti této techniky pfi odhaleni pachatele je ukazan na obr. 3.9.



Tabulka 3.2 Rozpoznavaci sekvence a restrikEni mista nékolika obecné pouzivanych restrikénich endonukleaz.
Néazev endonukleazy je odvozen z ndzvu organismu, ze kterého byl tento enzym ziskan, napf. EcoRI byl izolovan
z Escherichia coli, Hindlll z Haemophilus influenzae, Haelll z Haemophilus aegyptus apod.

Pocet restrikénich mist

Enzym Restrikéni mist Tabikov Lidskd v
y estrik¢ sto cpDNA mtDNA mtDNA
Al 3 -3¢
i 5“AGYCT-3 341 64 19
3TCYGA-5
BamH1 5-GYGATCC-3¢
40 1 0
3“CCTAGLG-5°
Bell < -3¢
6 5“TYGATCA-3 54 4 6
3“ACTAGIT-5¢
Clal 5<ATVCGAT-3¢
59 1 4
3 TAGCLTA-5¢
Dral < -3¢
ra 5STTTVAAA-3 64 4 103
3“AAALTTT-5¢
EcoRI 5-GVYAATTC-3¢
97 3 5
3-CTTAAVG-3¢
EcwRV 5-GATVYATC-3¢
36 3 1
3“CTAVTAG-5¢
Haelll < 3¢
ae 5-GG¥CC-3 196 50 0
3*CCLGG-5¢
Hindl 11 5-AVAGCTT-3¢
33 3 2
3 TTCGAVA-5¢
HinPl < 3¢
in 5-GYCGC-3 89 17 1
3-CGLCG-5¢
Minl 5-AVCGCGT-3¢
9 0 0
3TGCGCLA-5°
Mpl < _5¢
sp 3-GGICC-5 14 23 1
5-CLCGG-3°
Neol 5-CYCATGG-3¢ 5 4 0
3*GGTACYC-5¢
PsA 5-CTGCAYG-3°
14 2 1
3*GACYGTC-5¢
Poull 5-CAGYCTG-3¢
12 1 1
3<GTCYGAC-5°
Rsal < 3
a 5-GTVAC-3 286 35 9
3“CAVTG-5
Sad < -3¢
a 5-GAGCTVC-3 21 2 0
3“CTCYGAG-5°
Sacll 5-CCGCYGG-3°
7 2 0
3-GGLCGCC-5°
Tagl < 3¢
aq 5-TVCGA-3 639 29 30
3<AGLCT-5¢
Xbal “ -3¢
a 5<TVCTAGA-3 49 5 3

3“AGATCLT-5¢
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— — Obr. 3.9 Vyuziti DNA fingerprintingu pfi
— - - = = = vySetfovani. Autoradiogram membrany po
-= = = = = - Southernové hybridizaci s DNA obéti a podez-
- : - - - - felé osoby. Byl rovnéz odebran vzorek krve

z koSile a kalhot podezielého. Vysledek
jednoznacné ukazuje, ze krev na obleceni
patfi obéti a nikoli podezielému. Ostatni linie
- jsou pouzité molekularni hmotnostni standar-
dy. Pravdépodobnost, Ze krev pochazi od jiné
osoby nez obéti byla vypoctena jako 1:33.10°,
ti. mnohokrat vice nez pocet vSech lidi na
- -_ Zemi. Vypocty pravdépodobnosti jsou vSak
ponékud kontroverzni, protoze jsou zavislé na
statistickych pfedpokladech o proménlivosti
v ramci ras a etnickych skupin.

3.2.3 Polymerazova retézova reakce

vvvvvv

PCR (polymerase chain reaction). Tato metoda umoznuje syntetické namnozeni pozadovaného mnozstvi
DNA teoreticky 1 z jediné molekuly. Takto nasyntetizovany material ma navic tu vyhodu, ze obsahuje
prakticky vyhradné studovanou sekvenci, takze ho zpravidla nenf nutno dale purifikovat.

Typickou vlastnosti vétsiny polymeraz je schopnost rozpoznavat jednofetézcovou DNA (ssDNA) jako

templat a soucasné se vazat na deoxyribonukleotid-trifosfaty (ANTP). Jestlize je na ssDNA navazan kratky
oligonukleotid (primer), polymeraza se navaze tésné za tento segment a za vyuziti energie vazané v tri-
fosfatech dNTP katalyzuje syntézu komplementarniho nukleotidového fetézce (viz kap. 2.2.5 a obr. 2.11,
2.17). Jestlize dvoufetézcovou DNA (dsDNA) zahfejeme na vysokou teplotu, dojde k jeji denaturaci, pfi
které oba fetézce disociuji za vzniku ssDNA. Pfi nasledném sniZen{ teploty dochazi k opétovnému
spojovani fetézcu (reasociaci). Pokud je v roztoku ve velkém mnozstvi piitomen primer, budou s nim
jednotlivé fetézce reasociovat rychleji nez s ostatnimi fetézci. Divodem je jednak vétsi snadnost navazani
kratsi sekvence a jednak vys$si pravdépodobnost spojeni vzhledem k nadbytku primertd. Tyto vlastnosti
vyuziva polymerazova fetézova reakce ke kopirovani cilové sekvence (templatu) vzdy znovu a znovu,
v nékolika po sobé jdoucich cyklech, pficemz v kazdém cyklu se pocet kopif zdvojnasobi. Za¢neme-li tedy
se dvéma templatovymi fetézci, po 25 cyklech jich dostaneme 22> = 33 554 432.
Ackoli byl princip celého procesu znam jiz pocatkem 70. let, je PCR v dnes$ni podobé znama teprve od
roku 1983 (autor této metody, Kary B. Mullis z kalifornské firmy Cetus Corporation, dostal pozdéji za jej
objev Nobelovu cenu). Extrémni pH i vysoké teploty, pfi kterych dochazi k denaturaci dsDNA, totiz
soucasné inaktivuji polymerazu, nutnou pro syntézu nukleotidového fetézce. To difve vyvolavalo nutnost
dodavat v kazdém cyklu vzdy novou polymerazu. Pfevrat pfineslo az pouziti polymerazy gramnegativni
heteroorganotrofni ty¢inkové baktetie Thermus aguaticus, zijici v horkych pramenech. Tento enzym (znamy
dnes jako Tag polymeraza) je vysoce tepelné stabilnf a lze ho tedy pouzit i pii vysokych teplotach.

Roztok pro PCR obsahuje templatovou DNA, jednotlivé dNTP (4 nukleotidy), dva primery, Tag
polymerazu a kofaktor ve formeé iontd hoté¢iku. Primery jsou voleny tak, Ze se vazou na komplementarni
fetézce v urcité vzdalenosti od sebe (vétsinou < 1000pb). PCR zahrnuje nékolik (zpravidla shodnych)
cykld, typicky 20-30. Kazdy cyklus se sklada ze tif zakladnich krokd (obr. 3.10):

Denaturace. Béhem této faze se roztok zahfeje na 94°C na dobu piiblizné 30s. Béhem této doby se
dvoufetézcova DNA disociuje na jednotlivé fetézce.



Zchlazeni. Snizenim teploty pfiblizn¢ na 55°C na 30-60s dojde k reasociaci primerti s ssDNA. Tento
krok je z celého procesu nejzasadnéjsi, nebot’ na spravném navazani primert zavisi uspéch celé metody.

Extenze. V tomto kroku dochaz{ k vlastni polymerizacni reakci. Optimalni teplotou pro Tag polymerazu
je 72°C, n¢kdy se vsak pouziva i teplota vyssi, az 75°C. Délka trvani této faze zavisi na délce
syntetizovaného fragmentu: 30s pii délce mensi nez 500pb, 60s pii délce 500-1500pb a 90s je-li fragment
delsi nez 1500pb. (Teplota a ¢asové rozmez{ jednotlivych krokd se miize ménit v zavislosti na velikosti a
charakteru zkoumaného tseku DNA.)
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Obr. 3.10 Princip polymerazové fetézové reakce. Nahofe vpravo reakéni podminky, opakujici se v kazdém
cyklu PCR.

3.2.4 Analyza mikrosatelitu

Jednou z velkych vyhod polymerazové fetézové reakce je moznost selektivntho namnozeni zcela uréitého
useku DNA, ktery chceme analyzovat. To umozmiuje napfiklad jednoduchou detekei pfitomnosti/absence
molekularnich markerd nebo obecnéji rozliseni jedinct s odlisnou genetickou vybavou. Princip PCR
vyuziva 1 metoda nahodného napojovani primert na sekvence DNA (tzv. random priming), oznacovana
jako RAPD (random amplified polymorphic DNA, nahodné amplifikovana polymorfni DNA). Spolu



s RFLP se tato technika fadi mezi tzv. vicelokusové metody, nebot’ zkouma vice segmentd soucasné. Tim
se odlisuji od metod jednolokusovych (napt. elektroforéza enzymu), které charakterizuji vzdy pouze jeden
lokus.

Mezi metody druhého typu patif i analyza mikrosateliti, ktera se v soucasnosti tési vzristajici oblibé.
Mikrosatelity jsou velmi kratké, tandemové se opakujici sekvence (repetice) o délce 1-6pb (nejcastéji 2-4
pb), roztrousené po celém genomu. Napiiklad dvounukleotidova sekvence (CA/GT), v genomu eukaryot
existuje v desitkach tisic kopif, které se vyskytuji v repeticich dlouhych 20 az 60pb (n = 20-60). Podobné
jako minisatelity se i mikrosatelity vyznacuji vysokou cetnosti mutaci (az 10-3/gametu/generaci), které
zpusobuji proménlivost jejich délky, a proto se nékdy oznacuji jako kratké tandemové repetice, STR
(short tandem repeats) nebo SSR (simple sequence repeats). Na rozdil od minisatelitd vSak u této metody
odpada stépeni DNA endonukledzami, Southerniv transfer i pouzivan{ znac¢ené sondy. Alelovou formu
zkoumaného mikrosatelitového lokusu lze zjistit pouhou elektroforézou, kterou teoreticky muzeme
rozlisit 1 rozdily o velikosti jediného nukleotidu (stejné¢ jako u restrikénich fragmentl plati, ze ¢im je
repetice delsi, tim pomaleji v elektrickém poli migruje). Nevyhodou ovsem je, Ze pro kazdy
mikrosatelitovy lokus je nutno nejdiive najit odpovidajici lemujici oblasti, které by bylo mozno vyuzit jako
primery.

Mikrosatelity nachdzeji siroké pole uplatnéni, od forenznich vysetfeni, kde postupné nahrazuji DNA
fingerprinting, pfes odhad migrace a struktury populaci po diagnostiku druhda.

3.2.5 Sekvencovani DNA

Tato metoda umozmiuje zjistit ptimo sekvenci nukleotidl v fetézci DNA. Dostate¢né mnozstvi materialu
je zajisténo bud’ klonovanim, nebo pomoci PCR. Z nékolika sekvenacnich metod se v soucasnosti nejvice
pouziva Sangerovo sekvencovani, zalozené na kontrolovaném pferuseni replikace DNA dideoxynukleo-
tidovymi analogy normalnich nukleotidt (obr. 3.11). Jako matrice (templat) pro sekvenacni reakei slouzi
fragment ssDNA ziskany bud’ tepelnou denaturaci dsDNA, izolaci z vektort s ssDNA, nebo opétovnou
polymerazovou fetézovou reakef s pfevahou jednoho z primert. V nasledujicim kroku se k matrici piipoji
primer, dlouhy vétsinou 15-25 pb, a cely vzorek se rozdéli na ¢tyfi dily. Ke kazdému z nich se pridaji ¢tyfi
deoxynukleotidy (dATP, dCTP, dGTP a dTTP) z nichz alespon jeden je radioaktivné znaceny, a DNA
polymeraza (nékdy oznacovana jako sekvendza). Vzdy do jedné ze zkumavek je potom pfidan jeden dide-
oxynukleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Cinnosti polymerizy se syntetizuje novy fetézec podle
templatu napojovanim jednotlivych nukleotidd na volné 3’-OH skupinu primeru, nebo pfedchoziho
nukleotidu. Cas od ¢asu viak dojde k napojeni piitomného dideoxynukleotidu, ktery neobsahuje volnou
3’-OH skupinu, takze syntéza nového fetézce se v tomto misté zastavi. Podle toho, ve kterém misté dojde
k zastaveni syntézy, vznikaji fragmenty DNA o razné délce, které se dale separuji elektroforézou v poly-
akrylamidovém gelu a poté vizualizuji expozici na fotograficky film.
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Obr. 3.11 Dideoxycytozin-5'-
trifosfat.
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nukleotidy znaceny fluorescencnimi barvivy, ktera umoznuji barevné odliSeni jednotlivych bazi. Fragmenty
jsou detekovany béhem elektroforetické migrace, pfi niz prochazeji urcitym mistem, snimanym pomoci
stacionarnfho laseru. ,,Automatizace” metody spociva v tom, ze odpada vizualni ,,cteni” gelu a manudlni
zaznam — misto toho je sekvence zaznamenana piimo do paméti pocitace, nebo vytisténa na papir.

3.3 GENETICKA PROMENLIVOST V PRIRODNICH POPULACICH

3.3.1 Polymorfismus a polytypie

Jednim z ustfednich pojmi genetiky populaci je polymorfismus. Jako polymorfni je oznacovan gen,
ktery obsahuje vice nez jednu alelu. Jestlize gen existuje pouze v jediné variante, je monomorfni. V praxi
se vSak pouziva méné striktnf kritérium a jako polymorfni se oznacuje gen, jehoz nejpocetnéjsi alela se
vyskytuje v Cetnosti niz$i nez 0,95 popiipadeé 0,99. Diky opakujicim se mutacim se totiz v kazdé velké
populaci vyskytujl vzacné alely prakticky pro kazdy gen. Z hlediska zkoumani genetické promeénlivosti
v populacich je vsak zadouci zaméfit se pouze na alely, jejichz Cetnosti jsou piili§ vysoké na to, aby je bylo
mozno vysvétlit opakujicimi se mutacemi.

Pro uplnost je tfeba dodat, ze termin polymorfismus lze pouzit v podstaté pro jakékoli fenotypové
varianty, tedy 1 ty, které jsou urceny vétsim poctem (tfeba i nezndmych) genti. Polymorfismus byva nékdy
nespravné zaménovan s pojmem polytypie. Jako polytypické oznacujeme populace, které jsou pro dany
znak monomorfni, ale v kazdé z nich je fixovana odlisna varianta tohoto znaku (napf. v populaci 1 se
vyskytuje pouze alela A, kdezto v populaci 2 najdeme vyhradné alelu B).

Alozymovy polymorfismus a heterozygotnost

Abychom mohli genetickou proménlivost hodnotit a pfedevsim srovnavat mezi jednotlivymi populacemi,
je nutno ji néjakym zptsobem kvantifikovat. K tomuto ucelu se ¢asto vyuzivaji ctyfi jednoduché indexy,
zalozené na alelovych ¢i genotypovych cetnostech, zjisténych pomoci proteinové elektroforézy. Jsou to:

1. Pramérny pocet alel na lokus, A, vypocteny jako aritmeticky prameér alel na vSech zkoumanych
lokusech.

2. Podil polymorfnich lokust, P (vétSinou Pogs nebo Pog1), definovany jako pomérné zastoupeni
polymortnich lokust v celkovém vzorku zkoumanych lokust véetné monomortnich.

3. Prumérna skute¢na (pozorovana) heterozygotnost, H, (z anglického ,,observed* jadfuje, na

P Y8 ) 8 Vvyjadtuje,
jakém podilu zkoumanych lokust je prameérny jedinec v populaci heterozygotni.

4. Primérna oCekavana heterozygotnost, H. (angl. ,,expected®) vychazi z pfedpokladu, ze zkoumana
populace se nachazi v Hardyho-Weinbergové rovnovaze. Pocita se jako aritmeticky pramér hetero-
zygotnosti na jednotlivych lokusech (véetné monomortnich), tyto hetrozygotnosti se potom pocitaji
podle vzorce 1 - Xp2, kde pi je Cetnost té alely a p? je Cetnost homozygota A4, Nékdy se pro tento
index pouziva termin genova diverzita.

V roce 1966 byly publikovany dvé klicové prace, zaméfené na genetickou proménlivost v pfirodnich
populacich. V prvni z nich Richard Lewontin a John Hubby prezentovali vysledky analyzy variability na 18
enzymatickych lokusech u Drosophila psendoobscura z péti lokalit na zapadé Spojenych statd. Kazdy z téchto
péti populacnich vzorkl obsahoval pfiblizné jednu tfetinu polymorfnich lokust, které obsahovaly od dvou
do Sesti riznych alel a tyto alely se navic vyskytovaly v pomérné vysokych cetnostech. Primérna hetero-
zygotnost se v kazdé populaci pohybovala okolo 0,12, tj. primérna octomilka byla heterozygotni na 12%
analyzovanych lokusu. Jestlize vezmeme v tvahu umirnény odhad, ze Drosophila ma kolem 6000 gent, pak
zhruba 2000 jejich gent je polymorfnich a 700 lokust se vyskytuje v heterozygotnim stavu. Autor druhé
prace, Harry Harris, kterj zkoumal lidskou populaci, dospél k podobnym zavéram. Od té doby byly
publikovany stovky praci o alozymové proménlivosti ve volné zijicich populacich Zzivocicht 1 rostlin,
véetné tzv. ,,zivych fosilif*.

Prace Harrise a Lewontina a Hubbyho méla pro evolu¢ni biologii obrovsky vyznam. Prokazaly totiz, ze
piirodni populace jsou geneticky velmi proménlivé (tab. 3.3 a obr. 3.12) a Ze fakika kafdy poblavné se



rozmnogujici jedinec je geneticky unikdmni. Z tabulky 3.3 je ovSem patrné, ze mezi jednotlivymi skupinami
organismi existuji pomérné vyrazné rozdily v rozsahu proménlivosti. Vy$si hodnoty polymorfismu i
heterozygotnosti obecné nalézame u bezobratlych (pfedevsim u hmyzu), u kterych je pfiblizne 40% lokust
polymorfnich a heterozygotnost se pohybuje kolem 10-15%. Podobné hodnoty byly zjistény rovnéz u
rostlin. Naopak obratlovci jsou obecné méne geneticky variabilnf at’ uz jde o podil polymorfnich lokust
(15-20%), nebo priamérnou heterozygotnost (4-8%). Nékteré molekularni markery, napfiklad mikro- a
minisatelity jsou vSak daleko proménlivejsi: uvadi se, Zze troven heterozygotnosti dosahuje u mikrosatelitt
45-90% a u minisatelitd dokonce 90-100%.

Ackoli je vsak vyskyt genetického polymorfismu takika normou, existuji vjznamné vyjimky. Pifkladem
muze byt gepard (Acnonyx jubatus), ktery je geneticky prakticky monomortni. Analyza 49 proteinovych
lokust u 30 jedinct vychodoafrického poddruhu A. /. raineyi ukazala, ze pouhé dva geny jsou polymorfni.
Podil polymorfnich lokust byl tedy pouze 0,04 a primérnd heterozygotnost 0,01, tj. jen 4% zkoumanych
genti obsahovala vice nez jednu alelu a jen 1% bylo v heterozygotnim stavu. Mezi 98 jedinci nominatnfho
poddruhu A. j. jubatus z Jizni Afriky byl dokonce polymorfismus odhadnut na 0,02 a heterozygotnost na
0,0004! Jeste veétsi prekvapeni vSak pfineslo zjiSténi, Ze gepardi jihoafrické subspecie bez problému
akceptuji kozni transplantaty nepifbuznych jedinct. To znamena, ze dana populace je monomorfni pro
hlavni histokompatibilitni lokus (MHC), ktery je u ostatnich savci vysoce polymorfni. Z toho lze
usuzovat, ze v minulosti doslo alespon ke dvéma drastickjm redukcim pocetnosti gepardich populaci,
které zpusobily ztratu genetické proménlivosti.

Tabulka 3.3 Geneticky polymorfismus zaloZzeny na elektroforéze alozymu u nékterych taxond Zivocich

a rostlin.
Pocet zkoumanych Podil lokust Pramérna

Taxon druht polymortnich heterozygotnost
Bezobratli
mofsti plzi 5 0.175 0.083
suchozemsti plzi 5 0.437 0.150
ostatni moftsti bezobratli 9 0.587 0.147
haplodiploidni blanokfidli 6 0.243 0.062
Drosophila 43 0.431 0.140
ostatn{ hmyz 23 0.329 0.074
bezobratli celkem 93 0.397 0.112
Obratlovci
ryby 51 0.152 0.051
obojzivelnici 13 0.269 0.079
plazi 17 0.219 0.047
ptaci 7 0.150 0.047
hlodavci 26 0.202 0.054
savci 46 0.147 0.036
obratlovci celkem 135 0.173 0.049
Rostliny celkem 473 0.505 --

Proto pomineme-li vzacné vyjimky, lze konstatovat, ze v historickém kontextu byl spor mezi zastanci
Mullerova ,,klasického* modelu a Dobzhanského ,,rovnovazného” modelu rozhodnut ve prospeéch T.
Dobzhanského. Tyto pfekvapivé vysledky vSak nastolily otazku mechanismu, zodpovédnych za existenci
polymorfismu v populacich. Tento problém se stal jednim z Ustfednich motivi populacni genetiky. S tim



bezprostfedné souvisi i nasledujici otdzka: ,,Muze pfirodni vybér sam o sobé zajistit udrzeni tohoto
polymorfismu, nebo jsou zkoumané znaky selektivné neutralni?* Tyto problémy zaméstnavaly evolucni
genetiky dvé desetileti a problém neutrality se stal pfedmétem diskusi, které pfetrvavaji do dnesnich dnf
(viz kap. 7).
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Reprezentativnost alozymového polymorfismu

Do jaké miry mtze alozymovy polymorfismus reprezentovat celkovou miru genetické proménlivosti? Jak
bylo zminéno v pfedchozi kapitole, elektroforetické metody maji sva omezeni, pfedev$im limitovany
rozsah rozlienf a nemoznost detekce fady substituci aminokyselin. To samoziejmé vede k tomu, Ze tento
polymorfismus je podhodnoceny. Soucasné vsak bylo zjisténo, ze zatimco pifesnéjsi metody vétsinou
identifikuji dal$i alely polymorfnich gend, lokusy, klasifikované klasickou elektroforézou jako monomortnf,
zustavaji vétsinou monomorfni i nadale.

Na druhé strané geny, které jsou rutinné touto metodou zkoumany, se vétsinou ve tkanich vyskytuji ve
vysokych koncentracich (tzv. ,,enzymy skupiny 1“) a postradaji vysokou substratovou specifitu, typickou
pro enzymy centralnich metabolickych procest (,,enzymy skupiny 11). Napifklad u 10 enzymt skupiny 1
D. melanogaster byla hodnota polymorfismu odhadnuta na 0,70 a heterozygotnost na 0,24, zatimco u 11
enzymu skupiny II byly tyto hodnoty 0,27 a 0,04. Z toho divodu mohou byt odhady zaloZzené na
elektroforéze naopak nadhodnoceny.

Ackoli je tedy elektroforéza enzymu a neenzymatickych bilkovin zakladni metodou detekce genetické
proménlivosti, extrapolace ziskanych vysledkt na cely genom je obtizna.

Polymorfismus sekvenci DNA

Vzhledem k limitované rozliSovaci schopnosti a dalsim omezenim tradicnich elektroforetickych technik
zacaly byt hledany moznosti studia genetické variability na té nejnizs{ drovni, tj. na urovni jednotlivych
nukleotidti. K zasadnimu pokroku doslo v 80. letech v souvislosti s technickymi inovacemi, které
zjednodusily do té doby narocné sekvencovani DNA. Prvni praci, zaméfenou na analyzu sekvence DNA,
prezentoval v roce 1983 Martin Kreitman. Kreitman zkoumal tdsek o 2721bp, obsahujici gen pro alkohol-
dehydrogenazu (ADH), u 11 jedinct D. melanogaster ze tif oblasti Starého svéta a tif oblasti USA. V té dob¢
bylo jiz znamo, ze populace tohoto druhu jsou polymorfni pro dvé alely, Adh"" (,,fast) a Adh* (,,slow™).
Kromé genu ADH, ktery se skladal ze ctyf exonu a tif intrond, obsahoval zkoumany segment i 3’ a 5’
lemujici sekvence.

koédujici oblasti byly synonymni substituce, které nezpusobovaly zaménu jedné aminokyseliny za druhou.
Jedina nesynonymni nukleotidova substituce byla zodpovédna za rozdily v elektroforetické mobilité mezi
alelami Adh" a AdpS. Jinymi slovy jedind zaména nukleotidu z celkovych 2721 nukleotidti zpusobila zménu
konec¢ného produktu a tim i odli$nosti v biochemickych a fyziologickych vlastnostech organismu. Zavéry
Kreitmanovy prace byly pozdéji potvrzeny na zakladé analyzy RFLP u mnohem vétstho vzorku 1533
musek, pochazejicich z 25 populaci vichodnich oblasti Severni Ameriky, u kterého bylo odhaleno na 113
raznych haplotypt (haplotyp je jedine¢na kombinace genetickych znaka pfftomnych na chromozomu).



Opét se ukazalo, ze piirodni populace obsahuji velké mnozstvi variant nukleotidovych sekvenci, které
nemaji vliv na sekvenci aminokyselin v proteinu.

Podobné jako v pfipadé alozymového polymorfismu, rovnéz proménlivost na urovni nukleotidu je
nutno néakym zpasobem kvantifikovat. Uroven nukleotidového polymorfismu, 0, je definovana jako
podil nukleotidovych mist, u kterjch predpokladame, Ze jsou polymortni v kterémkoli zkoumaném vzorku
dané oblasti genomu. Odhad nukleotidového polymortfismu je dan vztahem

(3.5)
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kde S je podil nukleotidového polymotfismu pozorovany ve vzorku a a1 je definovano vztahem
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kde 7 je velikost vzorku.

Druhym ukazatelem promeénlivosti na drovni DNA je nukleotidova diverzita, oznacovani ®. Ta
udava pramérny podil nukleotidovych rozdild mezi vSemi moznymi pary sekvenci ve vzorku (je-li #
celkovy pocet sekvenci, potom existuje #(n-1)/2 parovych srovnani).

Vyuziti genetického polymorfismu

Existence genetického polymorfismu, at’ uz jej zkoumame na drovni alozymu, sekvenci aminokyselin ¢i
nukleotidd, skyta celou fadu moznych aplikaci, z nichz cela fada bude zminéna v nasledujicich kapitolach.
V prvnf fadé lze nékteré genetické varianty vyuzit pfimo jako jisté ,,vizitky”, umoznujici studium
organismi v jejich pfirozeném prostfedi. Zejména v souvislosti se vzristajicim spektrem vyuziti PCR
nalézajl molekularni znaky stale $irsi vyuziti pfi rutinnim ,,screeningu® pfirodnich populaci.

Na vnitrodruhové drovni lze polymorfismus vyuzit pii studiu genetickych vztaht mezi jednotlivymi
lokalnimi populacemi. Jestlize jednotlivé subpopulace (démy) sdileji spole¢né alely diky toku gend mezi
nimi, mizeme na zaklad¢ rozdila v jejich cetnostech odhadnout rozsah tohoto toku a tim i miru
strukturovanosti populace. Rozdéleni genotypovych cetnosti uvniti subpopulaci indikuje zda a v jakém
rozsahu v nich dochazi k odchylkim od nahodného patfeni (napf. v disledku pifbuzenskému kiizen).

V predeslé kapitole byly naznaceny nékteré moznosti vyuziti polymorfismu v mediciné i soudn{ praxi.
Nekteré molekularni markery mohou byt geneticky vazany na geny vyvolavajici zavazna onemocnéni a lze
je proto aplikovat v diagnostice a vyzkumu smérovanému k moznému léceni téchto genetickych poruch.
Casti genomu, charakteristické vysokou variabilitou, nalezly velmi $iroké uplatnéni. Diky jejich extrémni
proménlivosti je muzeme pouZzit pro gemetické oznaleni kazdého jedince (, DNA typing®). Typickou ukazkou
jsou tzv. molekularni otisky prstd (DNA fingerprinting), které byly popsany v kapitole 3.1.2. Kromé
forenzntho vyuziti (identifikace pachatele, urceni paternity) tyto markery umoziuji zkoumat miru
vzajemné pifbuznosti v pirodnich populacich zivocichtl a rostlin a soucasné studovat jejich rozmnozovaci
systémy. V eko-etologickych studifich ndim mohou napfiklad pomoci urcit, zda jedinci, kteti vykazuji prvky
altruistického chovani, jsou vzdjemné geneticky pifbuzni. Avsak i ¢etnosti genotypti méné polymorfnich
markert mohou poskytnout voditko pfi hodnoceni typt rozmnozovan{ jako napiiklad miry samooplozeni
v populacich jednodomych rostlin nebo hermafroditickych Zivocichu.

Vyznamnou oblasti moznych aplikaci genetického polymorfismu je zkoumani evoluéni historie a
evolu¢nich mechanismu. V prvaim ptipadé hovoiime o molekuldrni systematice nebo molekuldarni fylogenetice,
ktera v poslednich 20 letech zaznamenala vyznamny pokrok. V posledni dobé dochazi k rozmachu tzv.
Dlogeografie, ktera mapuje evoluci populaci jednoho ¢i vice druht v kontextu jejich geografické situace,
testuje jednotlivé hypotézy o jejich kolonizacni historii a vliv geografickych bariér ¢i glacialnich refugii.

3.3.2 Promeénlivost na vice lokusech



Dosud jsme uvazovali proménlivost vyskytujici se na jednom lokusu. Geny vsak neexistuji izolované, ale
jsou obklopeny jinymi geny. Fyzické spojeni dvou a vice gent na jednom chromozomu se oznacuje jako
vazba. Za vazbu nepovazujeme funkéni ¢i jiny vztah mezi geny. Dusledky vazby mezi geny si mizeme
piiblizit na nasledujicim jednoduchém piikladu. Uvazujme dva geny (A a B), kazdy se dvéma alelami (A,
A a By, By). Cetnosti alel A a A oznacime jako p4 a g4, tak, e plati pa+q.4=1. Je-li populace v Hardyho-
Weinbergové rovnovaze a oplozeni je nahodné, vyskytuji se genotypy 4141, Ar4> a A2A4> v etnostech
DA% 2pag4 a g2 Analogicky, Cetnosti alel By a By oznacime ps a ¢, pficemz Cetnosti tif moznych genotypt
BiB1, BiBz a B2B; jsou opét dany Hardyho-Weinbergovym zakonem, tedy ps?, 2psgs a g%

Jestlize se podle tfettho Mendelova zdkona alely obou gent volné kombinuji, flkime, ze tyto geny jsou
ve vazbové rovnovaze a jednotlivé gamety se tvoif v nasledujicich ¢etnostech:

ABi: pax pp
ABz pax ga (3.6)
ABi: gax ps
ABa: qaX gp

Jestlize v$ak z né¢jakého divodu zacne byt alela .4 spojena vyhradné s alelou By a alela 4> vihradné s
alelou By, budou vznikat pouze genotypy A1BiA1B1, A1B1A42B> a A>2B2A4>B,. Toto spojeni mezi alelami
dvou riznych gent se oznacuje jako vazbova nerovnovaha. (Tento termin, podobné jako fada dalsich
pojmu v evolucni biologii, nenf pfili§ $t’astny, nebot’ vytvaii dojem, Ze geny ve vazbové nerovnovaze musi
byt vzajemné fyzicky vazany, tj. vyskytovat se na tomtéz chromozomu. Avsak jak si ukizeme dale, alely se
mohou vyskytovat ve vazbové nerovnovaze z rozmanitych pficin, aniz by pfislusné geny byly ve vazbe, a
naopak, dva lokusy mohou byt fyzicky vazany a pfitom se nachazet ve vazbové rovnovaze.)

Jestlize plati vychozi pfedpoklady pro Hardyho-Weinbergtiv model (zejména velka velikost populace,
absence mutace, migrace a selekce), dfive ¢i pozdéji dojde v dusledku rekombinace k ustaveni vazbové
rovnovahy. Avsak tento proces muze byt velmi pomaly, na rozdil od Hardyho-Weinbergovy rovnovahy,
které je dosazeno béhem jediné generace nahodného oplozeni (v pifpadé neptekryvajicich se generaci),
nebo béhem nékolika mélo generaci (v pfipadé prekryvajicich se generaci).

Je ztejmé, Ze rychlost poklesu vazbové nerovnovahy bude zaviset na mife rekombinace mezi obéma
studovanymi geny. Pfedpokladejme napifklad dvojnasobné heterozygotni genotyp A41Bi4:B> (v tomto
piipade fikame, Ze popsany heterozygot se nachazi ve vazbové fazi ¢s), ktery vznikl splynutim gamet .41 By
a A>B,. Gamety produkované timto genotypem budou A4 (1), B2Ba (2), A1B2 (3) a A2Bi (4). Typy 1 a 2
oznacujeme jako nerekombinantni gamety, zatimco typy 3 a 4 jsou rekombinantni. Splynutim gamet 3 a 4
vznikd dvojnasobny heterozygot A1B2A4>B; (fikame, ze je ve vazbové fazi #rams). Diky mendelovské
segregaci jsou Cetnosti gamet typu 1 a 2 stejné a totéz plati pro gamety typu 3 a 4. Avsak celkova cetnost
1+2 se nemusi rovnat cetnosti 3+4. Pomeérné zastoupeni rekombinantnich alel se nazyva rekombinacni
frakce, r. Na této veliciné zavis{ rychlost, kterou se populace pfiblizuje vazbové rovnovaze (obr. 3.13).

Uvazujme populaci, ve které jsou cetnosti jednotlivych gamet nasledujici:

ABi: P = paps
A1Bo: P12 = pags
A2Bi: P = qaps
AsBy: Py = q29B

kde plati P11+ Pio+ Pa+ Pai=1.

Pro jednoduchost budeme uvazovat jen gamety typu ~41B1. V kazdé generaci bud’ dojde mezi obéma
geny k rekombinaci (s pravdépodobnosti rovnajici se 7), nebo k rekombinaci nedojde (s pravdépodobnosti
1-7). Cetnost gamet 4By v kterékoli generaci je zavisla na jejich Cetnosti v generaci predchazejici podle
nasledujictho vztahu:

P =(1-1) Pry+ rpaps (3.7)

a tedy



Pii’- paps = (1-n)(P11-p.4ps) (3.8)

kde (P11—p/1])3) =D.
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Obr. 3.13 Pokud je oplozeni nahodné a jestlize neexistuji sily, které by vazbovou nerovnovahu obnovovaly,
tato nerovnovaha se postupné zmensuje az k nulové hodnoté (tj. ustavi se vazbova rovnovaha). Rychlost
tohoto procesu zavisi na Cetnosti rekombinaci mezi obéma geny (r).

Velicina D se nazyva koeficient vazbové nerovnovahy. Po 7 generacich bude D=Dy(1-7’ az nakonec
dosahne nulové hodnoty (viz obr. 3.13). Totéz co pro gamety .41 B; plati i pro ostatni typy gamet a tedy

Py =papst+ D
P12 = pags— D
Py = qpp—D
Py = gqags+ D

Vazbova nerovnoviha je potom vyjadfena vztahem
D = PPy — P12Pa (3.9)

Naptiklad jsou-li cetnosti alel Ai, A, Bi a By v populaci p4=0,4, ¢4=0,6, ps=0,3 a ¢3=0,7, budou
cetnosti gamet P11=0,12, P1»=0,28, P»=0,18 a P»=0,42. V tomto pfipadé je populace ve vazbové
rovnovaze. Lze si vSak pfedstavit pfipad, kdy jsme v populacnim vzorku nalezli hodnoty P11=0,22,
P12=0,18, P21=0,08 a P»=0,52. Jinymi slovy, zjistili jsme pfevahu gamet .41B1 a A4>B,. Koeficient vazbové
rovnovahy by v tomto piipadé byl roven 0,10. Cetnost genotypu A1A4iBiB; by v piipadé vazbové
rovnovahy byla 0,122=0,0144, ale pti D=0,10 se tato Cetnost zv{si na 0,222=0,0484. Vazbova nerovnovaha
proto meéni ¢etnosti genotyptl i fenotypt.

V pohlavné se rozmnozujicich populacich bez piibuzenského kifzeni se vétsinou dvojice lokusi
nachazeji ve vazbové rovnovaze. Existuji vSak vyjimky. Znamym ptikladem je prvosenka jarni (Primula
vulgaris). U této rostliny existuje tzv. heterostylie, tj. situace, kdy se rostliny téze populace lisi délkou tycinek
a pestiku. Témét vsechny rostliny se vyskytuji vjedné ze dvou forem: fenotyp oznacovany jako ,,pin‘
(Spendlik) ma kratké tycinky a dlouhy pestik, zatimco fenotyp ,,thrum® (tfapec) se vyznacuje kratkym
pestikem a dlouhymi tycinkami. Tento rozdil se dédi téméf vyhradné jako by byl uréen jedinym parem alel,
pficemz alela pro ,,tfasnovy™ fenotyp je vuci ,,Spendlikovému* dominantni. Vzacné se vsak u potomstva
vyskytuje tfetd, ,,homostylicky fenotyp se stejné dlouhymi ty¢inkami i pestikem. Délka saméich a samic¢ich
struktur je tedy urcovana dvéma tzce vazanymi geny: alely G a g urcuji kratky respektive dlouhy pestik,



kdezto alely A a a jsou zodpovédné za dlouhé respektive kratké tycinky. Ttasiovy fenotyp ma genotyp
GA/ga a $pendlikovi forma ma genotyp ga/ga (obr. 3.14).

Rekombinantnf rostliny Ga/ga (kratky pestik i ty¢inky) a g4/ga (dlouhy pestik i tycinky) jsou v ptirodé
velmi vzacné. Je to zpusobeno pfedevsim tim, Ze heterostylické rostliny jsou uspésnéjsi pii opyleni kifzem,
nebot’ pyl jedné rostliny se pfichyti na opylujici hmyz v misté, které odpovida umisténi blizny rostliny
druhé. Navic tento slozity polymorfismus ve skutecnosti zahrnuje sedm dzce vazanych lokust, které jsou
vSechny ve vazbové nerovnovaze. Jeden z téchto gent je zodpovédny za inkompatibilitu (neslucitelnost)
samcich a samic¢ich pohlavnich bunék jedné rostliny, ktera zptisobuje snizeni poctu vznikajicich semen.
Vazbova nerovnoviha je tedy v tomto piipad¢ udrzovana selekci. Pifrodni vybér je vSak jen jednim
z moznych mechanismu, zpusobujicich odchylky od vazbové rovnovahy.

blizna
Obr. 3.14 Heterostylie u prvosenky
(Primula). V pfirodé se vyskytuji
takfka vyhradné fenotypy ,thrum* a
Lpin“. Vzacné vSak vznikaji, diky

prasniky

“Pin” “Thrum” rkekom':)inaci, homck>stylické fkormy, u
terych jsou tyCinky i pestik stejné
a GA/ga
898 A8 dlouhé.

Vzacna homostylicka
forma

gA/ga

Pri¢iny vazboveé nerovnovahy

Vazbova nerovnovaha ma z hlediska populacni genetiky a evolucn{ biologie velky viznam. Souvisi s fadou

dulezitych oblasti, napiiklad s molekularni evoluci (kap. 7), otazkou vzniku pohlavniho rozmnozovani a

pohlavnim vybérem (kap. 13) a speciaci (kap. 15). Jak bylo zminéno dfive, vazbova nerovnoviha nemusi

nutné souviset s fyzickou vazbou gent na jednom chromozomu. Mezi mozné piiciny vazbové
nerovnovahy patfi:

1. Nenahodnost oplozeni.

2. Piirodni vybér.

3. Zkoumany vzorek ve skutec¢nosti pfedstavuje smés dvou riznych druht, které se lisi svymi alelovymi
cetnostmi na obou lokusech.

4. Jakmile vznikne nova mutace, nutné musi byt spojena s urcitymi alelami, které se pravé vyskytuji na
daném chromozomu, a tudiZ je s nimi ve vazbové nerovnovaze. Tato nerovnoviha bude zachovavana
1 v dal$ich generacich, dokud nebude rozrusena rekombinaci.

5. Recentn{ vznik populace splynutim dvou ptivodnich populaci, lidicich se alelovymi cetnostmi, pficemz
vazbova nerovnovaha dosud nestacila vymizet.

6. Rekombinace je miziva nebo k ni vibec nedochazi, napiiklad v dusledku chromozomovych inverzi
(viz kap. 3.3).

7. Vazbova nerovnoviha muze byt zpusobena naihodnym genetickym posunem (kap. 5): jestlize je mira
rekombinace nizka, muzeme si vSechny Ctyfi typy gamet pfedstavit jako ctyfi alely jednoho genu;
pokud se cetnost jedné z téchto ,,alel“ nahodné zvysi, bude to ve skutecnosti znamenat relativni
nadbytek této kombinace.

Jednim z moznych zajimavych dasledki vazbové nerovnovihy je vliv na evoluéni tempo sledovaného znaku.
Predstavme si, ze dva lokusy pfispivaji k proménlivosti ve velikosti téla. Jestlize jsou pfirodnim vybérem
preferovany vétsi velikosti a gamety 41B1 a 4>B; jsou v nadbytku (D>0), dany znak se bude vyvijet rychleji nez
pii vazbové rovnovaze. Je to dano tim, ze genotypy ~A141B1B1 i 424>B2B, budou mit vyssi etnost nez pii D=0.
Protoze se oba genotypy ze vSech ¢tyf moznych typa vzdjemné nejvice lisi svou reprodukéni zdatnosti, selekce
bude eliminovat A; a B, rychleji nez v pifpadé vazbové rovnovahy. Naopak jestlize jsou v nadbytku gamety .41 B,



a A:Bi, je D<0. V tomto piipadé se hodnoty znaku u vétsiny jedinct v populaci pohybuji okolo praméru,
extrémni genotypy A1A1B1B1 a A24:B2B; jsou zastoupeny méné a odpoveéd na selekéni tlak je opozdénd. Jestlize
je tedy pavodné D<O0, ale pfirodni vybér podporuje dvojité homozygoty 41.41B1B1, zména studovaného znaku
bude zpocatku mala a teprve pozdéji, kdyz selekce zméni Cetnost gamet natolik, ze D>0, dojde ke zrychleni
evoluce. Tento jev se nazyva zpoZdéni odpovédi na selekéni tlak a muizeme se snim casto setkat pfi
experimentech s umélou selekci.

SOUHRN

1. Existence genetické proménlivosti je zakladni podminkou evoluce. Genetickd proménlivost muze byt
bud’ diskrétni (mendelovska), nebo kvantitativni. V mnoha pfipadech muizeme studovat pouze rozdily
ve fenotypu, které jsou ovlivnény kromé genotypu i podminkami prostiedi a maternalnimi, popfipadé
1 paternalnimi vlivy.

2. Zakladni evolucni jednotkou je podle neodarwinismu populace. V evolucni genetice vétsinou populaci
chapeme jako soubor spolecné sdilenych genti. Populace mohou byt napifklad pfirodni, zemédélské,
experimentalnf a modelové. Kromé toho rozeznavime populace globalni a lokdlni (subpopulace,
mendelovské populace, démy). Soubor lokalnich populaci se nékdy oznacuje jako metapopulace.
V genetice populaci se nejcastéji pouzivaji modelové populace, definované souborem podminek, které
umoznuji matematické vyjadfeni vztahu mezi zkoumanymi parametry i vystizeni nejdtlezitéjsich ¢i
urcujicich parametrd ve studovaném systému.

3. Ddulezitymi velicinami genetiky populaci jsou genotypova a alelova (genova) cetnost. Genotypova
Cetnost udava pomérné zastoupeni jednotlivich genotypt v populaci, alelova cetnost vyjadfuje
pomérnou pocetnost alel. Genotypové cetnosti mezi zygotami jsou do znacné miry ovlivnény
zpusobem, jakym se v pfedchozi generaci tvofi sexudlni pary. Jestlize je pafeni a tedy i oplozeni
nahodné, budou v piipadé dvou alel oc¢ekavané cetnosti genotypt 4141, A4z, AxA> rovny p2, 2pg a
¢, kde p a g jsou cCetnosti alel .4 a Ay, pficemz platd, Zze p+¢g=1. Tento vztah mezi genotypovymi a
genovymi Cetnostmi se nazyva Hardyho-Weinbergtv zakon, ktery ifka, Ze za urcenych modelovych
podminek budou tyto cetnosti konstantni{ a tato rovnovaha se u organismi s nepfekryvajicimi se
generacemi ustavi po jediné generaci ndhodného kifZzeni. Jednim z dal$ich dulezitych dusledkia
Hardyho-Weinbergova zdkona je, ze vzacné alely se v populaci budou vyskytovat pfevazné v hetero-
zygotnim stavu.

4. Platnost Hardyho-Weinbergova zakona neni omezena jen na nejjednodussi pifpady, lze ho uplatnit i
pro vice alel a také na geny vazané na pohlavi. Ve druhém pifpadé jsou genotypové cetnosti uréeny
Hardyho-Weinbergovou rovnovahou pouze u homogametického pohlavi, kdezto u pohlavi hetero-
gametického jsou rovny cetnostem alelovym. V dusledku toho bude zastoupeni samcua s recesivni
mutaci vizanou na pohlavi vzdy vy$si (¢) nez zastoupeni samic (¢2). Cim je tedy recesivni, pohlavné
vazana alela vzacnéjsi, tim vétsi je pfevaha samcd, postizenych touto mutaci.

5. Genetickou promeénlivost lze studovat nékolika zptsoby. Substituce aminokyselin v fetézci proteinu
mohou zpusobit zmény ve velikosti a charakteru celkového elektrického naboje makromolekuly 1 v jeji
konfiguraci, které se potom odrazi v odlisné migraci této molekuly v elektrickém poli. Toho vyuziva
elektroforéza proteinu, ktera je jednou z nejznaméjsich a nejcastéji pouzivanych metod zkoumani
genetické variability. Vlastnosti restrikénich enzymu vyuziva analyza polymorfismu délky restrikénich
fragmentd (RFLP) nebo DNA fingerprinting. K lokalizaci zkoumaného useku DNA  slouzi
Southernova transferova hybridizace. Masové vyuziti molekularnich metod umoznila polymerazova
fetézova reakce (PCR), pomocdi niZ lze ziskat prakticky jakékoli mnozstvi DNA. PCR je navic mozno
vyuzit 1 pfi detekci nositeld nékterych molekularnich markerd (molecular typing) a dal$i metody
(RAPD, analyza mikrosatelitd).

6. Kdyby byly populace geneticky uniformni a stavajici genotypy by byly nahrazovany obcasnymi
mutacemi, evoluce by byla velmi pomala. Elektroforéza alozymt vsak ukazala, Zze pfiblizné tfetina



lokust u prameérného jedince v populaci obsahuje vice nez jednu alelu. Takovéto lokusy oznacujeme
jako polymorfni. Pfestoze je reprezentativnost alozymového polymorfismu diskutabilni, ukazuje se, ze
rozsah genetické proménlivosti v piirodnich populacich je znac¢ny.

7. Alely na raznych lokusech, ovliviujici tentyz znak, nebo rizné znaky, se nékdy v populaci nachazej
v urcitych kombinacich nendhodné, tj. castéji nez piedpoklada tfeti Mendeltv zakon. Tento jev se
nazyva vazbova nerovnovaha a mezi jeji piiciny patii nendhodnost oplozeni (vybérové pafent,
piibuzenské kifzeni), pfirodni vybér, hybridizace dvou rtznych populaci, které se lisi svymi alelovymi
Cetnostmi na obou lokusech, recentni{ mutace, absence rekombinace, geneticky drift.
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