P4. Mutace a evolu¢ni zmény

Velikost prvnich genomii s informaci v molekulach RNA omezoval
informacni prah, zavisly na frekvenci replikac¢nich chyb (Eigen and
Schuster 1979). Cestu ztohoto problému by v prebiotickych
podminkach umoznila kooperativni sluc¢ovani RNA-hypercyklu.
Definitivni feSeni pfineslo pfevzeti informaéni tlohy molekulou DNA
a délba praice mezi DNA genomy a odvozenym transkripéné-
translacnim aparatem.

Ptechod od replikativnich molekul RNA k DNA genomim vyZzadoval
vznik proteosyntézy a metabolismu, umoziujiciho syntézu prekursort
DNA (Riera, Robb et al. 1997; Poole, Logan et al. 2002). Principidlni
inovaci byly enzymy nutné pro efektivni syntézu DNA, ribonukleotid
reduktdza a tymidylat syntdza. Pak se mohly zrodit i opravné
mechanismy, které dnes udrzuji replikacni Sum v mezich, pfijatelnych
pro velké genomy.

Podle Darwinovy teorie je geneticka variabilita zdkladni podminkou
evoluce a predpokladem pro pusobeni selekce. Zaméfime se proto
nyni na mechanismy vedouci k mutacim a vzniku genetické
variability.

&~ Na zakladni arovni, pti replikaci DNA, dochéazi k mutacim hlavné

v disledku chyb pii parovani bazi (Ohno 1969; Bernardi and Ninio
1978; Kunkel 1992).

Replikaci zpozd'ujiciho se fet¢zce DNA iniciuje enzym primasa (nepochybné
evolucni relikt); jde o kondenz

aci deoxyribonukleosid-trifosfatti s 3"-konci RNA primert. Tento krok je zdrojem
zna¢ného muta¢niho Sumu apodléha nasledné opravé ,spolehlivou” (,,high-
fidelity*’) DNA polymerasou.

- Primérna frekvence mutaci v genomu bakterie E. coli, vztazena na
jeden par bazi a replikaci, F, odpovida hodnoté 7x10™%; frekvence
mutaci na genom a replikaci, (Fxv), odpovida hodnotg 3,3x107, pfi
velikosti genomu E. coli, v = 4,7x10°®

- V piipad¢ bakteriofagl E. coli M13, A, T4,

(Fxv) odpovidd hodnotam 4,6x107, 3,8x107, 3,3x10;

F:7x107, 8x10°%, 2x10°%;

v: 6,4x10°, 4,8x10°, 1,7x10°,

- Pro eukaryontni geonomy - kvasinky, neurospory a clovéka,

(Fxv) je blizka hodnotg 3,5x107;

F:3x107", 1x10™, 1x107™;

v: 1,4x107, 4,2x107, 3x10°.

Ve vsech uvedenych ptipadech jde o objekty s DNA genomy.



Mutacni rychlosti na jednu replikaci v liniich nepohlavné se rozmnozujicich
organismi odpovidaji mutac¢ni rychlosti na generaci. U pohlavné se rozmnozujicich
organismi jsou evoluéné vyznamnymi mutacemi zatizeny jiz generace bunék
germindlni linie; napfiklad v ptipadé genomu drosofily (Drosophila melanogaster),
na zakladé¢ empirickych hodnot 0.8 mutaci na jednu pohlavni generaci, 40
bun&énych déleni predchazejicich oplodnéni vajicka a 2x10° part bazi pro velikost
haploidniho genomu, dojdeme k primérné rychlosti, F, 10" replika¢nich chyb na
jeden par bazi a jednu replikaci.

Zcela jina situace je u virti s genomy RNA:

Hodnoty (Fxv) jsou v intervalu 1,3 - 0,2;

F je vintervalu 3x10™* - 3x10” a velikosti genomi v v intervalu
4,2x10% - 15x10° pb.

Hodnoty (Fxv) pro genomy na bazi RNA jsou tedy tisicinasobné ve
srovnani s hodnotami pro DNA genomy (data podle Eigena; Eigen
1993). Velmi vysoké hodnoty (Fxv) vysvétluji mimotadnou
proménlivost RNA viril (napf. pro virus HIV-1, (Fxv)=1,0;
F=1x10* v = 1x10%pb).

T Rediné hodnoty pro frekvence mutaci se 1i$i od pramérnych

hodnot v zavislosti na biologickém druhu, Zivotnich podminkdch
(Groven radiace, zneciSténi prostiedi atd.) a poloze lokusii v geonomu.

Fy ruznych mistech téhoz genomu nebo genu miiZzeme pozorovat

mnohonasobné rozdily ve vyskytu spontannich mutaci, jak nazorné
ukazuje topografie mutaci v lokusu #/I bakteriofaga T4 (viz dale).

Uvedené¢ udaje dokumentuji vyznam opravnych mechanisml, které sleduji
spolehlivost replikace DNA a upravuji prah spontannich replikacnich chyb tak, ze
nedochazi k degradaci informace genofondu; pfitom neni vyloucena urcita Groven
genetické variability, kterd je pro evoluci nezbytna.

V genomech Casto probihaji genetické zmény i béhem reparacnich oprav DNA, tedy
mimo zakladni, programovanou replikaci DNA.

Genetikim 1 darwinistim prvni poloviny 20. stoleti pfipadalo
samoziejmé, ze jednotlivé mutace jsou v genech distribuovany
nahodné.

“®" Dnes vime, ze frekvenci 1 distribuci genetickych zmén ovlivituje
lokalni struktura genomu a omezeni, dand funkEni integritou
organismu.

Komplementarita vldken dvouzavitnice DNA je vysledkem
specifickych interakci bazi, které zprostiedkuji vodikové vazby
sdilenim protonti mezi atomy dusiku a kysliku: adenin a thymin bézné
sdileji dva protony, zatimco guanin a cytosin bézn¢ sdileji tii protony.

Krom¢ téchto situaci vzacné existuje moznost pfesunu protonti a
elektronti v rdmci dané baze, jejimz disledkem je tautomerizace. Tim



se ovSem zmeéni 1 podminky pro tvorbu vodikovych mustkl. Vznikaji
nové moznosti parovani: adeninu s tautomerizovanym cytosinem
sdilenim dvou protonil, a tautomerizované¢ho thyminu s guaninem
sdilenim tfi protonii. Timto zplsoben se v naslednych replikacich
muze fixovat bodova mutace (mutace postihujici jeden nukleotidovy
par), tzv. transice,

AT = (AC) = AT, GC;
CG= (TG)= TA, CG; atd.

vidime, ze v pripadé transic piivodni zpiisob parovani purinu s
pyrimidinem  zustdava zachovan. Vzhledem ktomu, Ze vyskyt
tautomerie sam o sob€ neni ndhodny, ani vyskyt a frekvence transic
nejsou nahodné.

Pravdépodobnost tautomerie pro vznik paru A-C je jina, nez pro vznik paru G-T,
protoze zavisi na kvantovych stavech jednotlivych bazi a na vlivu okoli - ptisobeni
sousednich parG bazi a putsobeni lokadlniho prostfedi. Faktorem ovliviiujicim
tautomerizaci mize byt integrace neobvyklé baze. Takto byl studovan analog
thyminu 5-bromuracil, ktery se chybné paruje s guaninem a indukuje transice: GC
= (GBrU) = (ABrU) = GC, AT.

Transice mohou vznikat v disledku ionizace zptisobené absorpci kvanta zareni.
Castym zdrojem trasic jsou ptisobeni chemickych mutagenti a deaminaéni produkty
bazi: deaminace adeninu v hypoxantin (tranzice AT = (HT) = (HC), AT = GC;
a deaminace 5-metylcytosinu (MeC) v thymin, tedy transice MeCG = (TG) = TA,
CG (Lindahl 1993).

Metylovany cytosin, 5-MeC, je prfirozenou soucasti genomi, zejména
eukaryotickych; jeho pfitomnost ovliviiuje vazebné vlastnosti DNA, nikoli vSak
kodovani aminokyselin. Rozlozeni 5-MeC v genomech je nendahodné a
souvisi s kontrolou funkci nékterych genovych klastrii a s lokdlnim usporadanim
DNA do vyssich struktur (Bird 1986).

Metylace cytosinu se dédi ,.epigenetickym* mechanismem; ztrata informace o
poloze 5-MeC vede k metylacnim defektim v naslednych replikacnich cyklech tak,
ze misto MeCG vznikaji pary CG.

Deaminaci 5-MeC dochazi pti evoluci genomu k jejich postupnému ochuzovani o
CG dublety (ve srovnani s dublety GC); thymin, vznikajici deaminaci 5-MeC, je
piirozenou soucdsti DNA a proto unikd pozornosti opravnych mechanismi.
Postupné ochuzovani genomii o dublety CG se nazyva CG supresi (Bird 1980).

Dalsi castou pricinou bodovych mutaci jsou tzv. transverse, které jsou
disledkem chybnémho parovani purin-purin (A-G) nebo pyrimidin-
pyrimidin (T-C) napt:

AT = (AG) & AT, CG;
AT = (TT) = TA, AT; atd.



Na rozdil od transic zde v daném paru dochazi k zameéné purinu za
pyrimidin a naopak.

Vznik transversi nelze popsat jednotnym mechanismem jako je tomu
je ptipadé transic.

K transversim muze dojit chybnym parovanim standardnich bazi, chybnym
parovanim s neobvyklou, chemicky modifikovanou nebo poskozenou bazi,
v disledku ztraty baze, napt. depurinaci DNA nebo deaminaéni konverzi cytosinu
v uracil. Vzhledem k tomu, Ze uracil neni pfirozenou bazi DNA (na rozdil od T,
vznikajictho deaminacni konverzi 5-MeC), muze byt zcela excidovan uracil-N-
glykosylasou a ve vzniklé mezete jsou podminky pro rizné substituce, tedy i pro
transverse CG = AT nebo GC. V uréitych piipadech muze uracil v DNA uniknout
reparaci glykosylasou; mize se tak stat pfi puasobeni kyseliny dusité a deaminaci
mnoha cytosinovych zbytkl. Pak mtize dojit i k transicim

GC = (GU)= GC, (AU) = AT;

Q‘_’% Muzeme tedy shrnout: na urovni jednotlivych bazi a
replikace DNA se vznik a distribuce mutaci neridi statistikou
nahodnych jevi.

Déleni mutaci podle typu a mechanismu vzniku, klasifikace bodovych
na transice a transverse, téZ mechanismy pusobeni zékladnich typt
mutagend, viz Drake 1969.

Az dosud jsme uvazovali mutace zchemického hlediska, tj. bez
ohledu na sémanticky vyznam sekvenci DNA.

Nyni budeme uvazovat vliv téch faktori, které rozhoduji o stabilité a
funkcnosti biologického systému jako celku, vychazejice z vlastnosti
tripletového genetického kodu.

Geneticky kod je redundantni (degenerativni): 64 (=4°) moznym
tripletovym kodonim odpovida 61 kodoni pro 20 aminokyselin;
krom¢ toho mnozina kodoni obsahuje tfi terminacni triplety (ve
standardnich genomech UAA, UAG, UGA), které jsou signalem pro
tzv. ,release™ faktory, ukoncujici polymeraci peptidového fetézce.

Diky redundanci kodu mize byt vétSina aminokyselin koédovéana vice
nez jednim tripletem (s vyjimkou methioninu a tryptofanu).

POCET TRIPLETU KODOVANE AMINOKYSELINY
1 Met, Trp
2 Phe, Tyr, His, Glu, Asp, GluN, AspN, Lys, Cys
3 Ileu
4 Val, Pro, Thr, Ala, Gly
6 Leu, Arg, Ser

¥~ Bodové mutace v kodonech se budou liSit icinkem na fenotyp
v zavislosti na redundanci, poloze a vyznamu kodonu.



Mutace, které zméni kodon pro nékterou z aminokyselin (napt. UAC
pro tyrosin) v terminacni kodon (zde transverse UAC = UAA, nebo
UAC = UAG) maji zpravidla fatalni disledky, protoze nedovoluji
dokoncit syntézu funkéni bilkoviny (zcela zru$i smysl genetické
Zpravy).

Vétsina jinych mutaci sice smysl zpravy nutné nezrusi, ale zméni jeji
obsah; dusledkem jsou vice nebo méné piijatelné zamény
aminokyselin v molekule bilkoviny.

Jiné mutace, zaménujici kodony vramci redundance genetického
kédu, i kdyz nevyvolaji zamény aminokyselin, mohou ovlivnit
ucinnost syntézy dané bilkoviny na urovni vybéru z mnoZiny
1soakceptorovych t-RNA. Mutace nepostihujici bezprosttedné kodony
ale geny pro t-RNA mohou ovlivnit proteosyntézu nejednoznacnosti v
interpretaci kodond.

Projevy genetické variability jsou filtrovany podle ucinku na integritu
organismu a jeho a schopnost pteziti. Jiz zminéné distribuce
mutacnich ohnisek (,,hot spotts) v lokusu rIl bakteriofaga T4
(Benzerova mutacni topografie rll), ale svéd¢i o tom, Ze rozdily
mutacnich frekvenci nelze vzdy vysvétlit jen negativni selekci: mutace
typu rll totiz neomezuji zivotaschopnost (negativni selekci), naopak,
v danych selekénich podminkach zvysuji Iytickou ucinnost faga
(positivni selekce)

Prudky rozvoj genetiky bakteridlnich vird (fagd) tézil v padesatych a Sedesatych
letech 20. stoleti zjednoduchosti experimentl. Volbou poméru mezi poctem
infikujicich Castic a poctem hostitelskych bunek v infikované kultuie lze dosdhnout
toho, aby byly buiiky s danou pravdépodobnosti infikovana jednou, dvéma, nebo
vice virovymi Casticemi soucasné (podle Poissonovy distribuce nahodnych jevi).
Tato skutecnost umoziuje konat geneticka kfizeni smiSenou infekei jedné bunky
dvéma riznymi mutantami faga. Vysledné jsou pak sledovany fenotypové projevy
potomstva - schopnost tvofit plaky na uréitém spektru hostiteld a zmény plakové
morfologie (plaky jsou kruhové lytické zony na povrchu tenké vrstvy hostitelskych
bakterii, zptisobené radidlni difuzi vir, vychazejicich z jednotlivych infek¢nich
center).

Benzer zvolil faga T4, mnozicitho se na riznych kmenech E.coli, napf. na
laboratornim kmeni E.coli B; kromé bézného typu plakii vznikaji obCas mutanty,
tvofici na E.coli B napadné velké plaky. Ty byly oznaéeny jako fenotyp r (,,rapid
lysis®).

Benzer definoval tfi rlizné lokusy r: 11, rII, rIII. Obzvlast vhodnym pro dal$i jemnou
genetickou analyzu se ukdzal lokus rll, slozeny ze dvou komplementujicich
subjednotek, rlIA, rlIB, (v tomto smyslu lze lokus rII brat jako jeden gen kodujici
dvé funcéni domény a, b, jednoho proteinu, angazovaného v lytickém mechanismu
faga). Experimentalni vyhodou mutant rlIl pro genetické experimenty je moznost
selekce rekombinant na E. coli s profagem A (napf. na laboratornim kmeni
K12(%)). Tato specificka vlastnost mutant rll umoziuje mapovani jejich vzajemné
polohy a vzdalenosti, nebot’ pouze rekombinanty s genotypem r+ (tj. parentalni typ)
tvori viditelné a pocitatelné plaky na K12(A). Takto technika Benzerovi umoznovala
testovat populace obahujici desitky milionti fagovych ¢astic v jednom experimentu
genetického kfizeni a nachazet rekombinanty s dosud nepiekonanou trovni
rozliseni.



Vratme se vSak z kouzelnych, a asi nenavratnych cast klasické fagové genetiky,
ke stru¢nému souhrnu:

1. Benzer byl schopen uréit a definovat nejmensi, zakladni jednotku mutace (muton)
jako 1 nukleotidovy par.

2. Jednotlivé spontanni i indukované bodové mutace se velmi vyrazné (v ne¢kolika
tadech) lisily schopnosti revertovat k r+ typu (pro konstrukci jemné genetické mapy
lokusu rlIl byly pfirozené¢ pouzity jen ty mutanty, jejichz frekvence reverzi byly
nizsi, nez o¢ekavané frekvence vzajemnych rekombinaci).

3. SmiSenou infekci (tzv. cis-trans testem) bylo mozno klasifikovat mutace podle
funkeni kooperativity (funkéni komplementaci v nepfitomnosti rekombinaci); cis-
trans testem Benzer definoval zakladni funk¢ni genetickou jednotku jako ,,cistron®
(gen, nebo strukturni komponenty genu, kodujici samostatné funkéni domény ¢i
subjednotky proteinu). Aplikace cis-trans testu prinesly prvni experimentalni ditkazy
mozaikové struktury genii.

4. Pii meéfeni vzdalenosti sousednich mutaci Benzer dosahl rozliseni 1-6
nukleotidovych parti a definoval nejmensi rekombinacni jednotku (rekon) jako
interval mezi dvéma sousednimi nukleotidovymi pary.

5. Hlavnim, a v té dob¢€ naprosto neo¢ekavanym byl poznatek, ze frekvence vyskytu
spontannich bodovych mutaci v jednotlivych bodech lokusu rll (Benzer hovotil o
topografii rll) je neobyCejné ridznorodd: nékterd mista, tzv. hot-spotts, jsou
hypermutabilni, jind jsou jakoby zcela stinénd (tato skutecnost byla od té doby
mnonasobné potvrzena i na dalSich experimentalnich objektech).

Benzerovy prace umoznuji hluboky vhled do problému genetické variability. Napf.
topografie bodovych mutaci indukovanych mutageny nebyla totoznd s topografii
spontannich mutaci a navic, pro rizné mutageny byly zjistény ruzné charakteristiky
rozlozeni hot-spotts a vyskytu stinénych mist.

Vysvétleni téchto faktdi nenajdeme na urovni vybéru zmoznosti, danych
degenerativitou kodu a/nebo sémantického vyznamu genetické informace.
Obsahnout vSechny pozorované jevy jednotnou hypotézou (i na této zdanlivé
elementarni urovni fagového mikrokosmu) dosud zustava vyzvou: uvazuji se, kromé
lokalnich rozdila v distribuci pard AT, GC, i vlivy okolnich bazi a zmény
(fluktuace) konformaci genomu v interakei s prostiedim hostitelské bunky.

Vysledky Benzerovych vyzkumia zlet 1951 - 1961 jsou shrnuty
v klasickych monografiich Stentové a Hayesové (Stent 1963; Hayes
1964).

T Zviasini kategorii genetickych zmén jsou nendhodné zmény vetsiho
rozsahu v  dusledku defektii  replikace, rekombinacnich a
transposicnich procesii a rovnéz zmeny v dusledku integrace cizorodé
genetické informace ,, horizontalnim * (mezidruhovym) prenosem.

,, Vertikalnim® pfenosem rozumime mezigeneracni dédi¢nost.

Extrémnim pfipadem horizontdlniho pienosu je symbiogeneze (L. Marguliusova,
2004), kdy splyvaji celé organismy a jejich genomy (takto byly integrovany
organely v eukaryotickych bunkach a patrné vzniklo i bunécné jadro).

Genetickych defekty vétSiho rozsahu jsou piedevs§im inserce, delece a
inverze.



Krat$i inserce nebo delece bazi zpravidla vznikaji v lokusech s
monotonnimi (opakovanymi) sekven¢nimi motivy. V téchto mistech
je béhem replikace mozny vzajemny posun vlaken DNA v dasledku
neptesného parovani. Tim vznikaji podminky pro lokalni prodlouzeni
nebo zkraceni repliky; mutace vznikajici timto zplisobem jsou tedy
svym mechanismem ,,posunové

V literatuie je pojem ,,posun, ,frameshift”, ¢asto uzivan v uz§im slova smyslu:
jako inseréni nebo dele¢ni posun cteciho ramce v genech kodujicich proteiny,
s naslednym vznikem nebo korekei terminacnich kodond.

Kazd¢é zdvojeni bunky je doprovdzeno jednim zdvojenim genomu;
kromé tohoto standardniho procesu muze, v tomtéz bunécném cyklu,
dojit k opakované replikaci nékterych tsekli genomu a k lokdlnimu
vzristu genetické redundance- k duplikacim a amplifikacim sekvenci
DNA. Amplifikované sekvence mohou byt cilem rekombinacnich
enzyml a zdrojem rozsdhlych deleci (v pfipad¢ stejnosmérné
orientace sekvenci: ----&----&>----) nebo inverzi (v piipadé
protismérné orientace sekvenci:----5>----&----),

Na delecich a inverzich se uc¢inné podili zmnozeni a excise mobilnich genetickych
elementd, nebot’ pravé jejich kopie mohou v genomech zaujimat stejnosmérné i
protismérné orientace.

Riiznorodé genetické zmény v disledku reciprokych i1 nereciprokych
vymén charakterizujeme jako makromutace. Makromutacim casto
predchazeji amplifikace sekvenci, duplikace genomt, horizontalni
pfenos DNA a hybridizace pfibuznych druhii (Ohno 1975).

Makromutace tedy ve svych duisledcich umoznuji rychlou (skokovou)
evoluci gemi: mutacni diverzifikaci zmnozenych sekvenci a vznik
novych gent pifeskupovanim sekvencénich moduld (,,shuffling®).
Rozséhlejsi restrukturace genomii mohou vyustit i v Gplné genetické
oddé¢leni a vznik novych biologickych druht. Makromutace vsak maji
pro vysoce komplexni organismy (s vyjimkou rostlin) zpravidla fatalni

dusledky.

@Vrann)}ch etapach vsak asi mely makromutace klicovy vyznam
pro vzmnik evolucnich inovaci. Srovnani homolognich domén
v chromosomech riznych druhii savctl (O'Brien, Seudnez et al. 1988)
ukazuji, ze dochazelo kjejich rozsdhlym proméndm pii vzniku
evoluénich linii: Stépenim, translokacim, amplifikacim a inverzim;
jsou doklady o podilu makromutaci na oddé€leni linie homo od
ostatnich primatt.

Touto cestou mohou vznikat i nové regulacni geny a regulacni
obvody. Srovnavaci studie struktury lokust kodujicich regulacni
proteiny a transkripcni faktory dovoluji rekonstruovat udalosti, které



v kambriu, asi pred 600 miliony let, umoznily vznik vSech dneSnich
35-37 zékladnich typt télnich plani Zivocichi (Raff 1996; Ervin,
Valentine et al. 1997). Tato ojedinéla, relativné rychla udalost - ranna
diversifikace metazoi (uskuteCnila se rozmezi cca 40 miliona let),
byva oznacovana jako kambrickad evolucni exploze.

Mikroevoluce a makroevoluce jsou historicky podminéné, vagni pojmy. Rulzni
specialisté je chapou rizné. Paleontologové a taxonomové, konfrontovani s evoluéni
diskontinuitou a vyraznymi zménami forem, chapou makroevoluci jako evoluci
vedouci krlznosti druhti a vySSich taxonomickych jednotek; embryolog
v mikroevoluci vidél pfi¢inu druhotnych morfologickych modifikaci, zatimco
v makroevoluci pfi¢inu vzniku novych archetypalnich struktur. Genetik mezi
mikroevoluci a makroevoluci nevidél jiny rozdil, nez rozdil méfitelny poctem a
rozsahem zmén ve struktuie DNA.

Rozdilné chapani pojmi mikroevoluce/makroevoluce také souvisi s riznymi
predstavami co je vlastné predmétem selekce. Jsou to odlisni jedinci v ramci
vnitrodruhové variability (pfipad ,,mikroevoluce®), nebo jednotlivé populace jako
celek v diusledku hromadné pievladajicich adaptivnich znaki  (pfipad
,,makroevoluce®)?

Molekuldarni  biolog ¢i molekularni genetik zpravidla vztahuje mikroevoluci
k vnitodruhové variabilit¢ a morfologickym modifikacim, makroevoluci ke
genetickym, funkénim a fenotypovym inovacim v disledku makromutaci. Piikladem
by mohl byt vznik c¢lenitého téla a kambrické rozrtiznéni zivoCicht v dusledku
amplifikace a modifikace urcitych regulacnich genti. V tomto smyslu C. de Duve
dava prednost terminim horizontalni evoluce (vznik biodiverzity mensSimi
evolu¢nimi modifikacemi ontogenetickych programi) a vertikdalni evoluce (vznik
zasadnich evolucnich inovaci, novych typt a linii) — ale pozor, nezaméinovat
s pojmy horizontalni a vertikalni pfenos genetické informace, o kterych jsme se
zminili vyse.

Existuje né¢kolik dobie prostudovanych piipadi, které dokazuji
existenci mozaikové struktury genomu a jejich mozaikovou evoluci.
Jednim z nich je studie struktury lokusu glue drosofily (Martin and
Meyerowitz 1988). V ptipadé lokusu glue je exprese gent
kontrolovana hormonem ekdysteronem a vyvolava produkci lepivého
proteinu (glue), ktery umoziuje fixaci pupdrii na pevny podklad.
Ackoli dvé sousedici subdomény lokusu glue jsou odd€lené ne vice
nez 50 pary bazi, lisi se frekvenci substitu¢nich mutaci v poméru 1:10.
Pokud jde o akumulaci bodovych mutaci, mohly tedy evolvovat
odli$nou rychlosti. Obé subdomény se vSak nelisi pokud jde o vyskyt
malych deleci a inzerci. Existuji v podstaté dvé mozna vysvétleni:

a) rozdilem v pusobeni selekcnich tlakit - muta¢né a evolucné
konzervativni subdoména vSak paradoxné nekdduje ani proteinovy
produkt ani neobsahuje regulacni sekvence, funkéni omezeni jsou
proto malo pravdépodobna;

b) nebo rozdily v produkci a/nebo fixaci substitucnich bodovych
mutact; v tomto piipad¢ si Ize predstavit fadu ovliviigjicich faktort -
od rozdilné Uc¢innosti reparacnich a rekombinacnich procest, efektu
genové konverze, po lokédlni vlivy diky rozdilnému uspotradani
chromatinu. Dalsi studie jinych autori, srovnavajici 20 rtznych



lokust drosofily, potvrdily existenci vyraznych rozdilu v akumulaci
mutaci v jednotlivych lokusech a naznacily dal§i mozné pficiny téchto
rozdilt: fixace evoluéné¢ vyznamné mutace vyvolava ve svém
bezprostfednim okoli vznik zény (okénka), chranéné pred akumulaci
naslednych mutaci, nebo vliv selekce jednoho lokusu i na pfilehly,
neselektivni lokus - ,hitch-hiking* efekt, ¢i ,selective sweeps™
(Ridley 2004). Ukazuje se, ze velikost chranéné zoény souvisi
s rekombinacni aktivitou. Lokusy s nizkou rekombina¢ni frekvenci
(zde se patrné uplatiuji vlivy lokélni struktury chromatinu) mivaji
rozsahla okna bez genetického polymorfismu.

Lze tato pozorovani zobecnit i pro genomy obratlovci? Srovnavaci
analyzou riznych lokusti genomt hlodavci a genomu lidského byly
zjistény tfi zékladni typy divergence sekvenci: vyraznd divergence
v nekddujicich sekvencich klastru gentt [—globinu a y—krystalinu,
vysoce konzervativni sekvence receptoru Ca—Cdo T bunck, a
v sekvencich genii pro tézké fetézce a— a P-myosinu, a konecné
smiSeny typ divergence v doménach Cu—Co imunoglobulinu /gH.
Tato mezidruhovd srovnani divergenci genomovych blokii znovu
potvrzuji, ze jednotlivé domény mohou divergovat rlznymi
rychlostmi.

T Strukturni prestavby genomii nejsou nahodné, jejich vznik podléha
slozitym regulacnim viiviim (Koop 1995).

Pokro¢me jest¢ dale otazkou, zda se tyto regulace mohou chovat
deterministicky, tj. byt specifickou odpovédi na urcity externi podnét.
Zde vstupuje do hry lamarckistickd idea adaptivnich mutaci, odvozena
ze zdanlivé cilevédomého chovani mikroorganizmii v urcitych
limitujicich podminkach. Tuto otazku oteviel na konci 80. let
minulého stoleti americky genetik J. Cairns (Cairns, Overbaugh et al.
1988).

Nasledujici prostinka modelova situace by méla vysvétlit, co je minéno adaptaci dle
Lamarcka a co dle Darwina:

Pfedstavme si prostor, rozdéleny piepazkou s kruhovym otvorem na dvé ¢asti,
A, B. V ¢asti A, s dostatkem potravy i vody, ziji kulové bytosti (,,fenotyp koule®),
jejichz primér je veétsi, nez pramér otvoru v prepazce. Vnéjsi pozorovatel v této
situaci nepozoruje zadné makroskopické zmény, dokud se nezméni Zivotni
podminky: v ¢asti A je nyni potrava ale nedostatek vody, v ¢asti B naopak. ,,Koule*
jsou nyni vystaveny existenénimu problému.
n~Lamarckovské bytosti* uicelné zméni svij tvar, aby mohly prochazet obéma smery;
v souladu s potfebou potravy i vody se ucelové stanou elipsoidem. Tuto cilenou,
zmenu nazveme zmenou lamarckovsky adaptivni. Bude prenesena do nasledujicich
generaci a mize byt evoluén€ relevantni. Lamarckovské bytosti maji schopnost
cilenou, ucelnou adaptaci menit dedicné viastnosti na zakladeé podminek v prostredi.



., Darwinovské bytosti** (ptivodné ,,fenotyp koule*) se v jakémkoli prostiedi postupné
spontanné rozriznuji (v populaci nartista geneticka a fenotypova variabilita); béhem
reprodukéniho cyklu a replikace genetického zakladu vznikaji nejriznéjsi dédicné
zmény, mezi jinymi i ty, které vedou k fenotypu ,.elipsoid®. ,,Fenotyp elipsoid se
stava adaptivnim v dusledku selekce, mutanti ziskévaji reprodukéni vyhodu a
postupné vytlaci ostatni.

Darwinovské bytosti nemohou tceln¢ ménit sviij genotyp, protoze neexistuje
cilevédomd komunikace ve sméru [prostiedi =soma = germinalni linie], ¢i na
trovni molekularni, [prostifedi == protein = RNA]. Komunikacni bariéra prvniho
typu je tzv. Weismannovou bariérou, druha bariéra plyne z Crickova centralniho
teorému (,,dogmatu®) molekularni biologie o jednosmérnosti toku genetické
informace od nukleovych kyselin k proteintim.

Ob¢ bariéry maji mezi sebou pti¢innou souvislost.

V Cairnsovych experimentech s E. coli se jevilo, Ze ur¢ité mutace se
objevuji Castéji, jestlize je buiika podrobena selekci ve prospéch jejich
vzniku, jinak fec¢eno, jsou cilen¢ indukovany vlivem prostiedi. Tyto
experimenty byly vrozporu s paradigmatem zlet 1943 -1952,
plynoucim z klasickych experimentd Lurii a Delbrucka a laboratoie
Lederbergovy (z tzv. fluktuacniho testu); jejich studie totiz ukazovaly,
ze genetickd variabilita vznikd darwinovsky, rovnomérné v Case,
nezavisle na pusobeni prostiedi. Prace Cairnse a spolupracovniki
ozivily diskuse o moznosti ndvratu lamarckovského pojeti biologické
evoluce diky neortodoxni hypotéze, ze selekcni podminky instruuji
buniku, jakou cilenou mutaci ma vytvotit nebo fixovat.

Jaky byl zasadni rozdil v uspofadani experimenti vySe zminénych
klasikii a Cairnsovy skupiny? Luria, Delbruck i1 Lederbergovi
studovali mutace v podminkach letdlni selekce, kdy pouze
preexistujici mutace mély Sanci prezit. Naopak Cairns zvolil pro
meéteni frekvenci a typu mutaci neletdlni podminky- kontraselektované
buiky byly pouze omezeny v mnoZeni (selekci prezivaly ve
staciondrni fazi ristu, typicky vyvolanou hladovénim). Nasledné
pravé tyto bunky jevily, podle Cairnse, ,,cilené* mutace. Tento zaver
byl ale zdrojem fady kritickych argument (jedny z prvnich uvadi
(Foster 1992).

I kdyz se Cairns sam, i jeho nasledovnici, ptivodni ,,Jamarckovské*
interpretace nakonec vzdali, jejich experimenty podnitily dalsi badani
vtomto sméru. Vysledkem byl zavér, ktery ptredpovédel jiz v 70.
letech M. Radman:

“F” bakterie nesou geneticky program, ktery generuje mutace; znovu

se potvrzuje zékladni fakt: genomy z hlediska mechanismu vzniku,
frekvence a distribuce mutact, nejsou statickym souborem genii.

Bakterie mohou ve stresujicich podminkéach uspisit svou evoluci tim
ze aktivuji mechanismy generujici variabilitu. Vime jiz, ze existuji
lokusy nachylné i chranéné vzhledem k hypermutacim. Na této trovni



se muze uplatnit standardni role darwinovské selekce, ktera roztiidi
mutace na vyloucené, selektované nebo v danych podminkach skryté
(neutralni).

Na priklad E. coli, nesouci mutovany laktézovy (lac) operon, skute¢né vykazovaly
vyznamné zvySenou frekvenci spontdnnich reverzi v podminkach, kdy jedinym
zdrojem uhliku a energie byla pravé laktéza. Ale na rozdil od pivodni Cairnsovy
predstavy, ze tyto mutace jsou specificky smérovany pravé jen do lac operonu, byla
nalezena 1 jind ohniska neselektovanych hypermutaci: napf. soucasné s
adaptivnimi* lac" reverzemi vznikaly mj. i ,,neadaptivni, neselektované mutace,
umoziujici utilizaci maltozy.

Vysledky posledniho desitileti davaji Radmanovi za pravdu:
Kandidaty na funkci mutatorti u E. coli jsou ,,chybujici (,,error-prone)
DNA polymerasy, doprovazejicich SOS reparaéni proces. I pouhé
hladovéni mize indukovat SOS proces a mutdtorovou aktivitu.
Nedavno objevend polymerasa IV (E. coli) je povazovana za hlavni
generator mutaci v podminkach stresu. Pokud jde o eukaryontni
genomy, vyznamny podil na genetické variabilité, kromé& lokalnich
replikacnich poruch, maji nespecifické makromutace v disledku
genovych a genomovych piestaveb (Thaler 1994). Zdrojem
hypermutaci mohou byt i disledky poruch v ,.choreografii DNA* pfi
iniciaci transkripce (Wright 2000) v podminkach stresu - 1 defektni
gen muze byt v nouzi indukovan k transkripci, byt jeho produkt je
také defektni. Transkripce defektniho genu vSak muiize vyvolat
zvySenou frekvenci lokalizovanych mutaci, znichZz nékteré mohou
vést k reverzi ¢i supresi puvodni mutace. Pfipomenme si, ze toto
vysvétleni ,,adaptivnich® mutaci postuloval jiz vr. 1993 J. Maynard
Smith v pfedmluvé k prvnimu vydani své knihy ,,The Theory of
Evolution* vydané v edici Canto (Maynard Smith 1995).

A. Neodarwinistickou predstavu evoluce mizeme znazornit cykly

[1]1 =[2] =[3] =17,

organismy, [1], [17]; spontanni (ndhodna) variabilita, [2]; selekce, [3];
B. Dle soucasné, ‘“post-neodarvinistické”, predstavy lze evolucni
cykly a vzajemné vztahy mezi organismy a prostfedim zobrazit takto
(upraveno z Thalera):

[1]1 =[2] =[3] =[4] =[5] =[1]

organismus, [1], [17]; regulace metabolismu DNA, fixace spontannich
mutaci; indukce mutaci, rekombinaci areparaci, [2]; variabilita
genotypu, [3]; varibilita fenotypu, [4]; selekce, [5];

- Vstupy:

a) {P} ={M} =[2] =[3] =[4] =[5]

b) {P} ={M} ={T} =[3] =[4] =[5]

c) {P} =[3] =[4] =[3]

vnimani prostiedi, {M}; iniciace transkripce, {T};

-Zpétna vazba k prostiedi {P}: [4] ={P}



7V tomto schématu, na rozdil od neodarwinistického pojeti, je

zahrnut 1 podil regulované genomové dynamiky na evolucnich
uddlostech.

Prostiedi skrze mechanismy percepce vstupi z prostfedi muze pulisobit a) na
nastaveni regulaci metabolismu DNA, b) na regulace fenotypovych projevi a
epigenetickou dédiCnost, ¢) na iniciaci transkripce snaslednou lokalni indukci
mutaci. Ale vliv prostfedi na genomy muize byt i pfimy, d), jako je tomu v piipadé
plsobeni zafeni a nékterych mutagenti. Fenotypova variabilita je nakonec to, co je
vystaveno selekci. Organismy skrze své fenotypy vykonavaji zpétny vliv a postupné
meni své prostiedi.

Porovname-li obé vySe uvedena schémata pozorujeme, Ze v obou je
zahrnut podil ndhody 1 vyznam selekce. Jde vSak o ,,rtizné nahody*
(pro néz nemame v jazyce vhodné rozliSeni). Zatim co v ptipad¢ 4 jde
pii vzniku variability o nahodu stejného druhu, jakou pozorujeme pfii
rozpadu atomového jadra nebo pii vrhu ideélni kostky, v ptipad¢ B jde
o kumulovany, nepfedvidatelny vysledek velkého poctu vzajemné
propojenych, vesmées regulovanych déja; v odlisSeni od piedchoziho
ptipadu Ize hovofit o regulované nahodilosti.

“§”Schéma B, spolu s poznatky o moduldrnim uspotfadani genomi,
otevira novy pohled na evolucni déje: genomy a jejich nositelé nejsou
pasivaimi objekty vzhledem ke vzniku variability, ale aktivne, byt
necilené, se podileji na akceleraci své evoluce. Mutacni rychlost a
spektrum mutaci je do znacné miry pod kontrolou genetickych
faktort.

Cést evolucénich biologli véha piijmout hypotézu o aktivni roli organismii v evoluci-
hypotézu evolvability (nebo hypotézu o evoluci evolvability). Uvazuji, ze pokud
pripustime existenci ,,generatori mutaci“ a budeme je chapat jako konstitutivni
selekéni znak, musime piijmout i logické disledky: takové ,,generatory* by musely
byt samy o sob& adaptivni, posilovat reprodukéni uspésnost, preferovat prospésné
mutace a omezovat mutace $kodlivé, v rozporu s principy darwinismu.

“F” Fakta, fadu z nich shrnula Barbara McClintock ve své nobelovské
prednasce (McClintock 1983), vsak dokazuji, ze schopnost ovliviiovat
rychlost své evoluce je genomiim vlastni, souvisi s nelinearitou
genomové dynamiky. Organismy prochazeji kritickymi situacemi, kdy
vzrust genetické variability mtze byt nespecificky (necilen¢) ovlivnén
pusobenim vnéjSich faktorii pfes nastaveni parametrli, kontrolujicich
rekombinogenni procesy.



@Zmény mutacnich rychlosti stejne jako zmeny topografie mutact
Jsou nepredvidatelné, nesouviseji s lamarckovskou adaptivitou- nejsou
zménami nendhodnymi vzhledem k funkci.

Evolvabilita (a jeji evoluce) tedy neni v kontradikci s darwinovskym
principem nezacilenosti evoluce. Mechanismy, které evolvabilitu
generuji, jsou samy o sobé 1 navzajem neustale pod kontrolou selekce.

Doporucna cetba:

Ptehled mechanismi mutaci, rekombinaci (dynamika genomil) a
transkripce, klasické ucebnice: ,.Zdklady bunécné biologie, Bruce
Alberts a spol., desky pieklad Espero Publishing Usti n. Labem;
,»Genes* Benjamina Lewina, napt. ,,Genes V*, Oxford Univ. Press,
1994, nebo vynikajici posledni verze ,,Genes IX* z . 2008 (Jones and
Bartlett Publishers), kterd obsahuje nejaktualng;si doplnéni.

Popuarné podana diskuse poznatkti molekuldrni genetiky, zejména
konforma¢ni dynamiky genomt, ve vztahu ke vzniku genetické
variability, z pohledu 90. let minulého stoleti: J. Rennie, ,,DNA'S new
twists®, Scientific American, March 1993, 88-96; a dale pro srovnani
pohled z roku 2001, napt.: M. Chicurel, ,, Can organisms speed their
own evolution? ““, Science 292,1824-1827, 2001.

Nestarnouci, inspirativni dilem je monografie S. Ohno, ,, Evoluce
Genovou Duplikaci“, Academia, Praha, 1975, ktera exponuje problem
genomovych prestaveb a relevance makromuitaci pro evoluci.
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