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1IX. Evoluce DNA a proteinů


2IX.1 Na úrovni DNA patrně velkou část evolučních změn reprezentují selekčně neutrální mutace.


3IX.2 Frekvence fixací neutrálních mutací, tj. substituční rychlost neutrálních mutací, nezávisí na velikosti populace, podíl selekčně neutrálních mutací na celkovém počtu mutací a tedy i celková substituční rychlost je však větší v malých populacích.


4IX.3 Substituční rychlosti pro neutrální mutace zpravidla výrazně převyšují substituční rychlosti pro mutace selekčně významné; v genech vystavených intenzivní pozitivní selekci však může naopak převažovat fixace mutací selekčně významných.


5IX.4 Kumulace neutrálních mutací v průběhu fylogeneze může sloužit jako molekulární hodiny dovolující biologům datovat jednotlivé události fylogeneze.


6IX.4.1 Při využívání molekulárních hodin ve fylogenetice je nutno brát v úvahu, že se rychlost jejich chodu liší pro jednotlivé geny, jednotlivé taxony a dokonce se mění pro stejný gen a stejný taxon v průběhu času.


7IX.4.2 Různé geny u stejného organismu se vyvíjejí různou rychlostí a to i v případě, že do analýzy  zahrneme výhradně selekčně neutrální znaky.


8IX.4.3 Substituční rychlost i poměr nesynonymních ku synonymním mutacím se může pro jednotlivé geny v průběhu evoluce nepravidelně měnit.


9IX.4.3.1 Skokové změny v substituční rychlosti mohou souviset se změnou funkce daného genu případně se změnou počtu jeho kopií v genomu.


10IX.4.4 Rozdíly v rychlosti chodu molekulárních hodin existují také mezi jednotlivými druhu organismů a jednotlivými taxony.


11IX.4.4.1 Délka generační doby ovlivňuje substituční rychlost pro neutrální mutace, selekčně významné mutace se fixují rychlostí více-méně nezávislou na generační době studovaných druhů.


13IX.4.4.2 Substituční rychlost koreluje i s velikostí organismů i s rychlostí jejich metabolismu.


13IX.4.5 Hlavním nedostatkem molekulárních hodin jsou příliš široké intervaly spolehlivosti při datování jednotlivých událostí kladogeneze.


14IX.4.6 Závažným problémem při využívání molekulárních hodin jsou i  obtíže s jejich kalibrací.


15IX.5 Na molekulární úrovni existuje v přírodních populacích nesmírné množství selekčně neutrálního genetického polymorfismu.


17IX.5.1 Množství neutrálního polymorfismu je nepřímo úměrné efektivní velikosti populace a přímo úměrné intenzitě genetické rekombinace v příslušné části genomu.


18IX.5.2 Část molekulárního polymorfismu je uchovávána v populací díky působení selekce ve prospěch heterozygotů a frekvenčně závislé selekce.


20IX.5.3 Při udržování genetického polymorfismu uvnitř jednoho druhu a při vzniku mezidruhové genetické diversity se mohou uplatňovat odlišné mechanismy.




Většina biologicky významné informace, tj. informace, která určuje fenotyp organismu, je zapsána v sekvenci nukleové kyseliny (u většiny organismů DNA). Tato informace se z velké části realizuje prostřednictvím proteinů, které jsou na základě informace zapsané v DNA syntetizovány. Evoluce fenotypu organismů je proto těsně provázena evolucí nukleové kyseliny. S přípustnou mírou zjednodušení lze říci, že každá evoluční změna, k níž  dojde na úrovni organismu, je provázena změnou na úrovni nukleové kyseliny. Přestože evoluce fenotypu a evoluce nukleové kyseliny tak běží jakoby souběžně, mechanismy, které se v obou procesech uplatňují, i některé fenomény, ke kterým v jejich průběhu dochází, se v určitých ohledech liší. Zásadně se liší rovněž metody, prostřednictvím kterých se tyto dva procesy studují. Z těchto důvodů je věnována evoluci nukleových kyselin samostatná kapitola. Tématicky by do této kapitoly patřila rovněž problematika mutačního, reparačního a molekulárního tahu a částečně i problematika genetického driftu. Tyto oblasti však byly vyčleněny do kapitol samostatných. Do samostatné kapitoly byla vyčleněna rovněž problematika využívání molekulárně biologických znaků v taxonomii a fylogenetice. 

Vzhledem k tomu, že genom většiny organismů je tvořen DNA, zatímco RNA plní úlohu nosiče genetické informace pouze u některých virů, budeme v této kapitole hovořit pro zjednodušení vždy pouze o DNA, nikoli o nukleové kyselině (nebo o „DNA či RNA“). Probírané zákonitosti evoluce DNA samozřejmě platí naprosto stejně i pro evoluci RNA u virů s RNA genomem. 

IX.1 Na úrovni DNA patrně velkou část evolučních změn reprezentují selekčně neutrální mutace.

Mutace rozdělujeme z hlediska vlivu na biologickou zdatnost jejich nositele na mutace výhodné, mutace nevýhodné (škodlivé) a mutace selekčně neutrální. Mutace ovlivňující klasické morfologické a behaviorální znaky jsou obvykle selekčně významné a spadají tedy do kategorií mutací užitečných nebo škodlivých. Naproti tomu většina evolučních změn pozorovatelná na úrovni DNA, a patrně i velká část změn pozorovatelných na úrovni proteinů, má původ v selekčně neutrálních mutacích, nebo se alespoň při jejich evolučním šíření a případné fixaci v genofondu populace více uplatňují náhodné procesy genetického driftu a genetického draftu, nežli semideterministické procesy selekce. 

Typy neutrálních mutací byly popsány v kapitole III. Mutace. Neutrální mutace vznikají v jednotlivých úsecích DNA opakovaně, tj. v důsledku mutačního tlaku. Většina z nich následně z genofondu populace zmizí díky působení genetického driftu nebo genetického draftu, viz níže. Část mutací se naopak evolučně fixuje, tj. rozšíří se na všechny členy populace. K této fixaci může dojít jednak rychlými mechanismy evolučních tahů a jednak pomalým genetickým driftem. Neutrální mutace se mohou poměrně rychle fixovat i mechanismem genetického draftu (genetic draft) neboli evolučního svezení se (hitchhiking), tj. v populaci se rozšíří díky tomu, že se nalézají na chromosomu v blízkosti mutací výhodných, jež se v populaci šíří prostřednictvím selekce, viz podkapitola IX.5.2. U organismů, u nichž nedochází ke genetické rekombinaci, se díky mechanismu genetického draftu mohou šířit neutrální mutace bez ohledu na svou polohu vůči mutaci výhodné, zatímco u normálních pohlavně se rozmnožujících organismů je účinnost evolučního svezení nepřímo úměrná pravděpodobnosti rekombinace v úseku mezi neutrální a výhodnou mutací, tedy síle genetické vazby mezi příslušnými lokusy. 

IX.2 Frekvence fixací neutrálních mutací, tj. substituční rychlost neutrálních mutací, nezávisí na velikosti populace, podíl selekčně neutrálních mutací na celkovém počtu mutací a tedy i celková substituční rychlost je však větší v malých populacích.

Frekvence, s jakou se v evoluci fixují mutace v dané pozici či v daném úseku DNA za časovou jednotku, se nazývá substituční rychlost. Tato rychlost se většinou vyjadřuje v jednotkách počet fixovaných mutací v dané pozici za rok. Substituční rychlost se nesmí zaměňovat s mutační rychlostí, lze však odvodit, že v případě neutrálních mutací se obě rychlosti číselně rovnají. Mutační rychlost, tj. množství mutací vznikajících v dané pozici za časovou jednotku u všech členů populace, závisí především na přesnosti procesu replikace, účinnosti reparačních procesů, intenzitě působení mutagenů a mutabilitě sekvenčního motivu v daném konkrétní pozici řetězce DNA. Naproti tomu substituční rychlost závisí nejen na mutační rychlosti v daném místě, ale i na intenzitě a směru selekce, která působí na mutace v dané pozici a v jejím okolí. U selekčně neutrálních mutací přitom substituční rychlost nezávisí na velikosti populace, viz kapitola V.3.3. S rostoucí velikostí populace se totiž lineárně zvětšuje počet mutací nově vzniklých v dané pozici u některého z členů populace, tj. roste mutační rychlost, zároveň se však lineárně snižuje pravděpodobnost, že se nově vzniklá mutace fixuje genetickým driftem. Na velikosti populace však záleží to, jak velké procento mutací spadne do kategorie mutací selekčně neutrálních. Mezi mutacemi selekčně významnými a selekčně neutrálními totiž nelze vést ostrou hranici. V podstatě jen minimum jich má selekční koeficient rovný nule, většina mutací má selekční koeficient záporný či kladný. Obvykle se přijímá, že jako efektivně selekčně neutrální se v dané populaci chovají ty mutace, jejichž selekční koeficient  je v absolutní hodnotě menší, než 1/Ne, kde Ne  je efektivní velikost dané populace. To znamená, že v malé populaci spadne do kategorie efektivně neutrálních mutací větší procento mutací, než v populaci velké. Vzhledem k tomu, že většina mutací má selekční koeficient záporný a pouze menšina kladný, a že pravděpodobnost fixace škodlivé mutace je výrazně menší než pravděpodobnost fixace mutace výhodné či efektivně neutrální, je celkový počet driftem fixovaných mutací za jednotku časovou, tedy substituční rychlost, v malé populaci větší, než v populaci velké, viz také kapitola V.5. 

Pozorovaní z přírody také skutečně ukazují, že relativně více nesynonymního molekulárního polymorfismu vykazují druhy vytvářející spíše malé populace, a to ať již se jedná o endosymbiotické bakterie u hmyzu ((9556)), nebo o ostrovní druhy a populace ptáků ((7924)). V případě vertikálně, tj. z generace na genaraci, předávaných endosymbiotických bakterií rodu Buchnera bylo zjištěno, že prakticky všechny studované geny se vyvíjejí podstatně větší rychlostí, než obdobné geny u typických bakterií, jako je například E. coli. Mezi mutacemi bylo přitom výrazně větší zastoupení nesynonymních nukleotidových záměn, než u E. coli a na rozdíl od jiných organismů v genech endosymbiontů prakticky neexistovala korelace mezi mírou exprese určitého genu a nerovnoměrnosti v používání jednotlivých synonymních kodónů (Obr. IX.1). Všechny tyto výsledky ukazují, že v relativně malých populacích těchto endosymbiotických bakterií, které jsou navíc periodicky vystavovány efektu průchodu hrdlem láhve, spadá neobvykle velký podíl mutací do kategorie mutací neutrálních. Obdobné výsledky byly získány i při studiu kachen. I zde bylo zjištěno, že právě ostrovní druhy kachen vytvářející malé populace mají ve svých mitochondriálních genech relativně větší zastoupení nesynonymních substitucí než početnější druhy pevninské. U nesynonymních mutací existuje pochopitelně větší pravděpodobnost, že budou svého nositele poškozovat, než u mutací synonymních. Na pevnině se proto fixuje jen malá procento nesynonymních mutací, zatímco v ostrovních málo početných populací je tato šance výrazně větší.

IX.3 Substituční rychlosti pro neutrální mutace zpravidla výrazně převyšují substituční rychlosti pro mutace selekčně významné; v genech vystavených intenzivní pozitivní selekci však může naopak převažovat fixace mutací selekčně významných.

Ve většině genů  je substituční rychlost pro synonymní mutace větší než substituční rychlost pro mutace nesynonymní a v průměru dosahuje téměř hodnot charakteristických pro úseky DNA nekódující funkční biologické produkty (Obr. IX.2). Hlavním důvodem snížené rychlosti fixace nesynonymních mutací je negativní (=purifikující) selekce odstraňující z populace mutace snižující biologickou zdatnost svých nositelů. V dostatečně velké populaci spadá to této kategorie valná většina všech mutací. Některé geny jsou schopny tolerovat velký počet změn,  aniž by byla příliš ovlivněna funkčnost příslušného proteinu. Takové proteiny se v evoluci mění velmi rychle. Naopak jiné geny jsou velmi konzervativní a jakákoli změna v jejich sekvenci se zde výrazně projeví na funkčnosti proteinu a tedy i na biologické zdatnosti příslušného jedince (Obr. IX.3). 


Jestliže se v průběhu evoluční historie určitého taxonu mění intenzita a charakter selekčních tlaků, kterým jsou jejich zástupci vystaveni, mění se i intenzita selekce působící na jejich jednotlivé geny. Jestliže je gen vystaven v určitém období intenzivnější selekci, projeví se to zpravidla snížením substituční rychlosti pro selekčně významné mutace. Na molekulární úrovni v takovém případě pozoruje jednak snížení celkové substituční rychlosti a jednak snížení poměru počtu nesynonymních mutací ku počtu mutací synonymních. V obou případech musíme nejprve vztáhnout počty mutací na počty pozic, ve kterých může v daném genu dojít k synonymní, nebo naopak k nesynonymní mutaci. Ve vysoce konzervativních genech vystavených intenzivní negativní selekci synonymní mutace silně převažují a zmíněný poměr je tak výrazně nižší než 1. Z evolučního hlediska jsou velmi konzervativními geny pro proteiny, které mají mnoho funkcí a které například fyzicky interagují s velkým počtem jiných proteinů ((9132)).V úsecích DNA, které  nemají žádnou funkci, například v pseudogenech, tj. nepoužívaných a zpravidla neúplných či jinak poškozených kopiích genů, se tento poměr blíží hodnotě 1. Naopak v genech, které jsou, nebo v minulosti byly, vystaveny intenzivní pozitivní selekci, tj. selekci na evoluční změnu, mohou převažovat nesynonymní mutace a zmíněný poměr může signifikantně přesáhnout hodnotu 1. Zvláště rychle se mění geny účastnící se nějakým způsobem koevolučního zápasu mezi parasity a hostitelem, tedy například geny pro jednotlivé komponenty imunitního systému {3459} (Obr. IX.4). Rychle se vyvíjejí i geny, které se účastní interakcí mezi příslušníky stejného druhu při rozmnožování, například receptory na povrchu pohlavních buněk, proteiny exprimované v somatických tkáních  reprodukčních orgánů a podobně {2444, 5345, 7241}). Obzvlášť silný je tento trend u taxonů s polyandrickými druhy, u kterých dochází jednak k intenzivní kompetici spermií a jednak k silnějším genetickým konfliktům mezi samci a samicemi ((8116)). Právě u těchto skupin proteinů bývá poměr fixovaných nesynonymních a synonymních mutací větší než jedna. S touto situací se setkáváme zhruba u 0,5% ze všech doposud sekvenovaných proteinů.

IX.4 PRIVATE Kumulace neutrálních mutací v průběhu fylogeneze může sloužit jako molekulární hodiny dovolující biologům datovat jednotlivé události fylogeneze.
Část neutrálních mutací bývá postupně fixována v genofondu příslušných biologických druhů prostřednictvím genetického posunu. Protože frekvence fixací neutrálních mutací v čase závisí pouze na mutační rychlosti, o které se předpokládá, že je v průběhu fylogeneze pro většinu organismů zhruba konstantní, otevírá se pro biology možnost určit dobu, která uplynula od okamžiku oddělení (XE "divergence:"divergence) dvou sesterských skupin (taxonů) od společného výlučného předka, na základě počtu substitucí, ke kterým v obou linií od okamžiku odvětvení nezávisle došlo. Jestliže osekvenujeme určitý úsek DNA u dvou příbuzných druhů a zjistíme, jakým počtem neutrálních mutací se navzájem liší, můžeme na podkladě matematického modelu, který bere v úvahu a eliminuje vliv možných opakovaných mutací ve stejné pozici, odhadnout, ke kolika fixačním událostem u obou druhů došlo od okamžiku, kdy se odvětvily od společného předka. Jestliže navíc známe pro daný taxon a daný gen charakteristickou substituční rychlost, tj. průměrný počet mutací fixovaných u daných druhů za časovou jednotku, můžeme spočítat, před jakou dobou k odvětvení příslušných fylogenetických linií došlo (Obr. IX.5). Fixace neutrálních mutací nám tak může sloužit jako molekulární hodiny, umožňující více či méně přesně datovat jednotlivé události fylogeneze, přesněji řečeno, jednotlivé speciační události, k nimž došlo v rámci kladogeneze studovaného taxonu.


Je zřejmé, že tuto substituční rychlost v mnoha případech neznáme. V takovém případě si však můžeme pomoci tím, že si okalibrujeme molekulární hodiny  pomocí počtu evolučních změn, kterými se dva studované druhy liší od druhu třetího, pro kterého známe okamžik divergence z paleontologického záznamu (Obr. IX.6). Jestliže například víme, že taxon zahrnující druhy A a B se odvětvil od taxonu zahrnujícího druh C před dobou T1 a od té doby druh A nasbíral ve sledovaném genu KAC  mutací a druh B KBC mutací, přičemž od okamžiku odvětvení druhů A a B, tj. za dobu T2, nasbíraly druhy A  a B KAB  mutací, můžeme vypočíst dobu od divergence druhů A a B podle vzorce:

T2  = (2KABT1)/(KAC  + KBC)

Jestliže naopak známe  dobu, která uplynula od odvětvení druhů A a B, a zajímá nás doba, která uplynula od odvětvení těchto druhů od druhu C, můžeme použít vzorec:

T1 = (KAC  + KBC)T2/2KAB
IX.4.1 Při využívání molekulárních hodin ve fylogenetice je nutno brát v úvahu, že se rychlost jejich chodu liší pro jednotlivé geny, jednotlivé taxony a dokonce se mění pro stejný gen a stejný taxon v průběhu času.

Dlouhou dobu se vedl spor, zda molekulární hodiny „tikají“ rovnoměrně během dlouhých období fylogeneze a zda tikají pro jednotlivé geny a jednotlivé taxony stejně rychle. Ukazuje se, že na všechny tyto otázky je nutno odpovědět záporně. Zjištěné nepravidelnosti však nejsou takového charakteru, aby znemožnily využívání metody molekulárních hodin ve fylogenetice a systematické biologii. Znalost charakteru a zdrojů nerovnoměrnosti v chodu molekulárních hodin nám naopak často pomáhá zvolit nejvhodnější metodu pro studium fylogenese příslušného taxonu a kombinace několika metod nám umožňuje studovat i další, například demografické, jevy probíhající na úrovni populace či naopak na úrovni vyšších taxonů. Je zřejmé, že pro studium fylogenese vyšších taxonů je vhodnější použít data týkající se evoluce některého pomalu se vyvíjejícího genu, zatímco pro studium na úrovni rodu či dokonce druhu je nejvýhodnější použít data týkající se genu vyvíjejícího se co nejrychleji.

IX.4.2 Různé geny u stejného organismu se vyvíjejí různou rychlostí a to i v případě, že do analýzy  zahrneme výhradně selekčně neutrální znaky.

Velmi podstatné rozdíly v rychlosti chodu molekulárních hodin existují mezi jednotlivými geny u stejného druhu. Nejrychleji se mění sekvence pseudogenů, tj. genů, které ztratily, nejčastěji díky mutaci v regulační oblasti, funkčnost a nejsou tedy v buňkách exprimovány, nebo jsou exprimovány ve formě inaktivního produktu. Velkou substituční rychlost vykazují i netranskribované nebo netranslatované oblasti funkčních genů, včetně oblastí intronů. Nejpomaleji se vyvíjejí oblasti exonů  (Obr. IX.2) a v případě genů kódujících například ribosomální RNA úseky nevytvářející dvouřetězcovou sekundární strukturu ((9163)). 


Je zřejmé, že jako rozhodující parametr ovlivňující substituční rychlost se uplatňuje intenzita a charakter selekce, jíž je příslušný gen či příslušný úsek genu vystaven. Substituční rychlosti se pro jednotlivé geny stejného organismu velmi podstatně liší, přičemž rozdíly v těchto rychlostech se pohybují v rozmezí mnoha řádů. Velmi  drastické rozdíly existují především v substitučních rychlostech nesynonymních mutací. Naproti tomu substituční rychlosti pro synonymní mutace se pohybují v mnohem užším rozmezí hodnot (Obr.IX.7). Je to dáno tím, že právě rychlost a pravděpodobnost fixace nesynonymních mutací, tedy mutací, které vedou ke změně primární struktury kódovaných proteinů a mohou se proto výrazně projevit změnami biologické zdatnosti svých nositelů, je určena intenzitou selekčních tlaků uplatňujících se v evoluci příslušného genu. Tyto selekční tlaky se pochopitelně pro různé geny výrazně liší. Mezi rychlostí fixace nesynonymních a synonymních mutací však existuje silná pozitivní korelace. Zdrojem této korelace je především efekt genetického draftu nazývaného také evoluční svezení se (tzv. hitchhiking efekt). Díky existenci tohoto procesu se totiž neutrální mutace v daném genu fixují, nebo jsou naopak z populace  eliminovány, spolu s mutacemi selekčně významnými {2847, 4046}. Jestliže se tedy některý gen stane na určité období předmětem selekce, ať již selekce pozitivní, tj. směrem k evoluční změně, tj. k fixaci nových mutací, nebo selekci negativní, tj. směrem k evoluční neměnnosti, tj. k eliminaci většiny nových mutací, změní se pro něj rychlost fixace selekčně významných i selekčně neutrálních mutací. Praktickým dopadem tohoto efektu na využitelnost molekulárních hodin ve fylogenetice je, že se vždy musíme snažit analyzovat takové geny, které v minulosti nepodléhaly změnám selekčních tlaků, a to i v případě, že pro analýzu použijeme výhradně znaky selekčně neutrální. 


Je třeba zdůraznit, že ačkoli mezi substituční rychlostí pro synonymní a nesynonymní mutace existuje v rámci jednotlivých genů určitá závislost (Obr. IX.7), rychlost kumulace neutrálních mutací v rámci celého genomu rozhodně přímo nesouvisí s rychlostí anagenetického vývoje příslušného druhu. Porovnání sekvence genů pro ( a ( řetězce hemoglobinu u žraloka Heterodontus portusjacksoni, tedy u paryby, jejíž tělesná stavba se prakticky neliší od tělesné stavby některých druhů žraloků, kteří se proháněli v karbonských mořích před 270-350 miliony let, ukázalo, že rozdíly jsou srovnatelné s rozdíly mezi sekvencemi genů pro ( a ( řetězce hemoglobinu člověka. To znamená, že ve  vývojových liniích  žraloka i člověka došlo od okamžiku vzniku těchto genů duplikací původně jediného genu před přibližně 500 miliony let do dnešního dne k přibližně stejné divergenci mezi ( a ( řetězci {1161}.

IX.4.3 Substituční rychlost i poměr nesynonymních ku synonymním mutacím se může pro jednotlivé geny v průběhu evoluce nepravidelně měnit.

Molekulární hodiny jsou hodiny stochastické. Nelze proto očekávat, že by se v určitém genu za stejně dlouhý časový interval pokaždé fixovalo stejné množství mutací. Kdyby se však mutace fixovaly převážně mechanismem genetického driftu, měl by mít počet substitucí za dobu T u různých druhů které v určitý okamžik divergovaly od společného předka Poissonovské rozložení s průměrem uT (u: mutační rychlost). Variační koeficient R(T), vyjadřující poměr variance a průměru, by tak měl být rovný 1. Ve skutečnosti je tento variační koeficient pro většinu studovaných taxonů větší než 1 ((3747, 3740)). To znamená, že  rychlost chodu molekulárních hodin v čase a u jednotlivých linií kolísá více, než by vyplývalo z jednoduchého modelu náhodné kumulace neutrálních mutací. Obdobně v průběhu času kolísá i poměr fixovaných synonymních a nesynonymních mutací.


Kupříkladu studium  změn substituční rychlosti v genech pro 8 savčích hormonů v průběhu delších období fylogeneze ukázalo, že tato rychlost pro jednotlivé geny výrazně, a přitom značně nepravidelně, kolísá ((8125)) (Obr. IX.8). Celkově 62% substitucí v genech nastalo v obdobích zahrnujících pouze 15% sledované doby. V některých případech v období zrychlené evoluce vzrostla substituční rychlost až 50x. Epizody zrychlené evoluce se přitom časově neshodovaly pro jednotlivé proteiny. Tyto a obdobné výsledky ukazují, že v případě využívání molekulárních hodin pro potřeby studia fylogeneze je vhodné sledovat mutace v několika, pokud možno v mnoha, genech, mezi kterými neexistuje genetická ani funkční vazba.


Existuje několik teorií, pomocí kterých se vysoká disperse v chodu molekulárních hodin vysvětluje ((6635)). Nejčastěji se předpokládá, že většina mutací je ve skutečnosti nikoli neutrálních, ale slabě škodlivých, viz kapitola V.5. V takovém případě by byla substituční rychlost ovlivněna celou řadou demografických faktorů a v průběhu času by mohla intenzivně kolísat. Jiné teorie předpokládají, že v určité fázi vývoje taxonu či během určitého časového období může docházet ke změnám mutační rychlosti ((xxx page –dohledat citace)). 

IX.4.3.1 Skokové změny v substituční rychlosti mohou souviset se změnou funkce daného genu případně se změnou počtu jeho kopií v genomu.

K výrazné změně rychlosti dojde například tehdy, když produkt určitého genu začne plnit u určitého organismu novou funkci, nebo tehdy, když dojde k duplikaci tohoto genu a organizmus získá v genomu jeho druhou kopii. V takovém případě se může drasticky změnit intenzita selekce, jaké je daný gen vystaven což může zvýšit nebo naopak snížit substituční rychlost v daném úseku DNA. Rozsáhlá studie provedená na pekařské kvasince ukázala, že existuje velmi silná negativní korelace mezi substituční rychlostí určitého genu a efektem delece daného genu na biologickou zdatnost mutanta ((8081)). 


Všeobecně proto platí, že pro analýzu je vhodné zvolit úsek takového genu, který u všech taxonů plní stejnou funkci a byl tedy vystaven v průběhu evoluce stejným selekčním tlakům. Často se proto využívají například geny kódující některý protein replikačního, transkripčního či translačního aparátu. Ovšem vzhledem k tomu, že mechanismem genetického draftu je selekcí v jednom místě ovlivňována pravděpodobnost fixace také selekčně významných i selekčně neutrálních mutací nacházejících se v přilehlých oblastech, může změna funkce jednoho genu výrazně ovlivnit substituční rychlost v přilehlých úsecích DNA. Jedinou účinnou strategií tedy zůstává, použít pro datování kladogenetických událostí výsledek analýzy většího počtu nezávislých genů.

IX.4.4 Rozdíly v rychlosti chodu molekulárních hodin existují také mezi jednotlivými druhy organismů a jednotlivými taxony.

Jestliže byla sledována substituční rychlost pro větší počet genů u různých taxonů, bylo zjištěno, že u některých taxonů jdou molekulární hodiny statisticky signifikantně rychleji, než u taxonů jiných. K porovnání rychlostí chodu molekulárních hodin lze použít test relativní rychlosti ((8645)). V tomto testu se zjišťuje statistická významnost rozdílu v substitučních rychlostech pro dva sesterské taxony, tj. pro dva taxony, o kterých víme, že se před určitou dobou odvětvily od společného předka  (Obr IX.9). Výsledky těchto testů například ukázaly, že u ryb jdou molekulární hodiny pro mitochondriální geny výrazně rychleji než u savců ((171)). Také u hlodavců patrně došlo k výrazným změnám v rychlosti chodu molekulárních hodin, není však zatím zcela jasné, zda u nich došlo k signifikantnímu vzrůstu  substituční rychlosti pouze pro nesynonymní mutace nebo i pro mutace synonymní ((8645)). 


Rychlost chodu molekulárních hodin je ovlivněna mnoha faktory. Jednotlivé druhy i celé taxony se mohou lišit mutační rychlostí. Hlavním zdrojem rozdílů v mutačních rychlostech je přítomnost či naopak absence některých reparačních mechanismů a dále i míra vystavení působení některých mutagenů. Významné jsou dále i faktory demografické. V rostoucí populaci je intenzita selekce mnohem menší než v populaci konstantní velikosti nebo dokonce v populaci, která se zmenšuje. S intenzitou selekce pochopitelně negativně koreluje i celková substituční rychlost, která u většiny genů odráží v první řadě pravděpodobnost a tedy i frekvenci fixací selekčně negativních mutací. Větší substituční rychlost je rovněž u populací, jejichž velikost často a výrazně fluktuuje v čase. V takové populaci je silně snížená efektivní velikost populace, která mnohem více odráží nominální velikost populace v obdobích populačního minima než v období populačního maxima, viz kapitola V.3.2.1. Ve fluktuujících populacích je tak výrazně snížena účinnost působení negativní selekce a genetický drift zde vede k častější fixaci negativních a slabě negativních mutací. 


Z genetických faktorů ovlivňujících substituční rychlost je třeba jmenovat intenzitu genetických rekombinací. V úsecích genomu se sníženou frekvencí rekombinací je velká část neutrálních či slabě negativních mutací eliminována z populace mechanismem selekce na pozadí nebo selektivního vymetení, viz podkapitola IX.5.1, tedy spolu s eliminací negativních mutací nebo díky občasné fixaci mutace výhodné, a substituční rychlost v těchto oblastech je proto výrazně snížena ((6080)). U druhů, u kterých je celkově nižší frekvence genetických rekombinací, může být proto i celkově nižší substituční rychlost.

IX.4.4.1 Délka generační doby ovlivňuje substituční rychlost pro neutrální mutace, selekčně významné mutace se fixují rychlostí poměrně nezávislou na generační době studovaných druhů.

Důležitým zdrojem nerovnoměrnosti chodu molekulárních hodin jsou rozdíly v XE "genera_ní doba:"generační době porovnávaných druhů organismů. Délka generační doby, mimo jiné, výrazně negativně ovlivňuje mutační rychlost, tj. počet mutací v určité pozici vzniklých u všech jedinců v dané populaci za časovou jednotku. K většině mutací totiž dochází v průběhu buněčného dělení. Díky tomu u organismů s delší generační dobou dojde během jejich života,  tj. během relativně delšího časového úseku, v linii germinálních buněk podobnému počtu buněčných dělení, jako u organismů s generační dobou o několik řádů kratší. Navíc při meioze vzniká patrně nepoměrně více mutací než při mitóze. U myši bylo například pozorováno, že asi 50% všech mutací vzniklo v perigametickém intervalu, tj. mezi poslední mitozou a koncem meiozy  ((7384)). Skutečně se ukazuje, že počet fixovaných neutrálních mutací v úsecích nekódujících proteiny, např. v pseudogenech, nebo ve 3. pozicích většiny kodónů, je pro různé druhy organismů zhruba konstantní pouze tehdy, když ho vztáhneme na počet generačních dob studovaného druhu, nikoli na konstantní časový interval {1974}. Pro nesynonymní, a tedy potenciálně selekčně významné, mutace se však efekt generační doby uplatňuje mnohem méně a počty fixovaných mutací jsou spíše úměrné absolutnímu času než počtu generačních dob, které uplynuly od okamžiku odvětvení daných druhů{1161}. 


Možné vysvětlení příčin existence tohoto rozdílu v chodu molekulárních hodin pro sekvence proteinů a sekvence nekódující proteiny nabízí „Téměř neutrální teorie molekulární evoluce“ (Nearly neutral theory of molecular evolution) {1162, 3747), viz kapitola V.5. Toto vysvětlení vychází z celkem rozumného předpokladu, že velká část mutací v kódujících oblastech proteinů je pro jejich nositele slabě škodlivá. Rychlost fixace slabě škodlivých mutací (k), přesněji řečeno, procento negativních mutací, které spadnou do kategorie slabě škodlivých mutací chovajících se jako mutace efektivně neutrální, negativně  koreluje s efektivní velikostí populace. Organismy s dlouhou generační dobou, tedy zpravidla  velké organismy, mívají většinou výrazně menší efektivní velikost populace než organismy s krátkou generační dobou. Do kategorie selekčně neutrálních u nich proto spadne větší podíl mutací a mají proto celkově větší fixační rychlost. To má za následek, že vlivy generační doby na množství mutací vzniklých za rok (negativní) a na rychlost jejich fixace (pozitivní) se u mutací v kódujících oblastech navzájem vyruší.  


Jiné velmi zajímaví vysvětlení tohoto jevu nabízí Gillespieova hypotéza genetického draftu. Tato hypotéza předpokládá, že důležitější roli při fixaci většiny neutrálních a téměř neutrálních mutací hraje nikoli genetický drift ale genetický draft ((7737, 8744)). Hypotéza uvažuje možnost, že ve velkých populacích ovlivňuje pravděpodobnost fixace většiny mutací především genetický draft, viz kapitola IX.5.2. Fixace slabě výhodných mutací mechanismem pozitivní selekce, či neutrálních mutací mechanismem genetického driftu, je zde totiž poměrně pomalá. Většina z nich se proto nakonec vůbec nefixuje, neboť je z populace selekčně vymetena díky občasné fixaci silně výhodných mutací. V malých populacích se takové silně výhodné mutace za stejně dlouhý časový interval nejspíše ani nevyskytnou. V podstatě se tak ve velké populaci pouze fixují velmi výhodné mutace (pozitivní selekcí), a dále genetickým draftem všechny  mutace, v jejich blízkosti se na stejném chromosomu objeví mutace velmi výhodná. Ve velkých populacích se proto díky působení genetického draftu snižuje pravděpodobnost fixace slabě výhodných mutací a zároveň zvyšuje pravděpodobnost fixace mutací škodlivých. Předpokládané vlivy velikosti populace na pravděpodobnost fixace výhodných a nevýhodných mutací mechanismy genetického driftu a genetického draftu jsou tak přesně opačné (Obr. IX.10). Jestliže je většina mutací fixována draftem souběžně s fixací silně výhodných mutací, potom lze očekávat, že generační doba druhu může mít na substituční rychlost dokonce pozitivní vliv. Během jedné generační doby totiž dojde u dlouhověkých organismů k větší změně vnějších podmínek než u druhů krátkověkých, takže jsou tyto druhu vystaveny většímu selekčnímu tlaku na vznik a fixaci nových výhodných mutací. U druhů s krátkou generační dobou sice vzniká za stejnou dobu více mutací, protože jejich germinální buňky prodělají za stejnou dobu více dělení, zároveň se však zde fixuje menší procento mutací, protože žijí jakoby v pomaleji měnícím se prostředí a díky tomu v jejich populacích dochází méně často k fixaci silně výhodných mutací mechanismem pozitivní selekce a s tím spojené fixaci ostatních typů mutací mechanismem genetického draftu. Autor hypotézy J. H. Gillespie poukazuje na skutečnost, že jeho model dokáže nabídnout nejen alternativní vysvětlení pro absenci vlivu generační doby na substituční rychlost nesynonymních mutací, ale zároveň nabízí jediné dosud známé vysvětlení absence vlivu velikosti populace na vnitropopulační polymorfismus. Z teorií založených na genetickém driftu totiž vyplývá, že množství molekulárního polymorfismu by mělo negativně korelovat s velikostí populace. Nic takového ovšem nebylo na molekulární úrovni pozorováno, většina druhů, od hmyzu až po slony vykazuje přibližně stejnou  míru polymorfismu (Obr.IX.11). To by ovšem za předpokladu platnosti standardních modelů genetického driftu znamenalo, že všechny druhy mají zhruba stejnou efektivní velikost populace. Naproti tomu modely založené na genetickém draftu ukazují, že od určité nepříliš vysoké velikosti populace množství polymorfismu přítomného v populaci na velikosti populace prakticky nezávisí ((8744)).

IX.4.4.2 Substituční rychlost koreluje i s velikostí organismů i s rychlostí jejich metabolismu.

Substituční rychlost je číselně rovná rychlosti mutační, viz podkapitola IX.2. To znamená, že druhy s větší mutační rychlostí by měly mít úměrně zvýšenou i substituční rychlost. Druhově charakteristická mutační rychlost závisí na celé řadě faktorů, mezi jiným i na intenzitě metabolismu, tj. rychlosti látkové přeměny vztažené na gram tělesné hmotnosti. V průběhu mnohých metabolických reakcí totiž vznikají například volné radikály, které mohou poškozovat DNA a indukovat tak vznik mutací. Obecně lze předpokládat, že druhy s menšími tělesnými rozměry budou mít větší intenzitu metabolismu než druhy velké, a zároveň druhy homeiotermní (teplokrevné) budou mít větší mutační rychlost než druhy poikilotermní (studenokrevné). Skutečně bylo pozorováno, že substituční rychlost vypočtená na základě divergence sekvencí je u homeiotermních druhů vyšší než u druhů poikilotermních a zároveň byla pozorována i očekávaná negativní korelace mezi substituční rychlostí a tělesnou velikostí příslušníků daného druhu (Obr. IX.12) ((9618)). V případě této korelace však není zcela jisté, zda příčinou její existence je skutečně vliv intenzity metabolismu na mutační rychlost. Zpravidla totiž na mezidruhové úrovni existuje velmi těsná závislost mezi tělesnou velikostí a generační dobou. Velké druhy zpravidla mívají úměrně delší generační dobu, přičemž délka generační doby by měla mít na substituční rychlost podobný vliv jako rychlost metabolismu. Podrobná statistická analýza provedená u primátů však ukázala, že generační doba má na substituční rychlost neutrálních mutací zřejmě menší vliv, nežli intenzita metabolismu ((9618)).

IX.4.5 Hlavním nedostatkem molekulárních hodin jsou příliš široké intervaly spolehlivosti při datování jednotlivých událostí kladogeneze.

Na základě vhodně vybraných molekulárních dat je možné vypočíst nejpravděpodobnější dobu, která uplynula od určité události kladogeneze, tedy zpravidla od okamžiku odvětvení dvou taxonů. Fixace mutací v průběhu evoluce je však proces stochastický a proto veškeré časové odhady založené na počtech substitucí  jsou odhady statistickými a jsou zatíženy poměrně velkou statistickou chybou. Matematické modely jež používáme k výpočtu nejpravděpodobnějších časových intervalů nám současně umožňují kvantifikovat přesnost daného odhadu. Tuto přesnost zpravidla vyjadřujeme pomocí intervalů spolehlivosti, tj. pomocí délky časového intervalu, ve kterém leží námi hledaná hodnota například s 95% pravděpodobností. V případě datování kladogenetických událostí pomocí molekulárních hodin jsou tyto intervaly spolehlivosti bohužel většinou velmi široké. Obecně platí, že čím více máme k dispozici dat, tj. například čím delší úseky DNA jsme osekvenovali a zahrnuli do naší analýzy, a čím recentnější evoluční události se snažíme za pomoci molekulárních hodin datovat, tím kratší intervaly spolehlivosti získáme a tím přesnější je tak naše datování kladogenetických událostí. Jestliže pro datování použijeme úseky genů, které obsahují velké množství substitucí, například úseky pseudogenů, najdeme mezi studovanými druhy více rozdílů a získáme tak více dat. To je z hlediska přesnosti datování výhodné. Na druhé straně však zároveň zhoršujeme přesnost odhadu počtu substitucí, ke kterým v daném úseku skutečně došlo, z  počtu rozdílu v současné době existujících v sekvencích druhů studovaného taxonu. Jestliže je totiž počet rozdílů mezi analyzovanými sekvencemi příliš velký, muselo nutně k mnohým substitucím docházet opakovaně ve stejných pozicích (Obr. IX.13). Přesný odhod skutečného počtu substitucí je v takovém případě obtížný nebo dokonce nemožný. Optimálním řešením z hlediska přesnosti datování událostí kladogeneze pomocí molekulárních hodin je využít data získaná sekvenováním velmi dlouhých úseků relativně konzervativních genů. Tento přístup je však finančně i časově velmi náročný takže se zatím v praxi příliš neužívá. 

IX.4.6 Závažným problémem při využívání molekulárních hodin jsou i  obtíže s jejich kalibrací.

Jestliže chceme využívat molekulární hodiny i k absolutnímu datování událostí  kladogeneze, tj. k datování v konkrétních časových jednotkách, například v rocích, a nikoli pouze k datování relativnímu, tj. k určení,  že k určité události došlo například  před třikrát delší dobou než k události jiné, musíme mít možnost si molekulární hodiny pro daný gen zkalibrovat. Při kalibraci molekulárních hodin musíme spoléhat na paleontologická data. Paleontologická data jsou však zcela zákonitě zatížena některými chybami. Méně závažné chyby vyplývají ze skutečnosti, že datování jednotlivých paleontologických nálezů nemusí být zcela přesné.  Vážnějším nedostatkem paleontologických dat je však skutečnost, že nejstarší známý výskyt určité zkameněliny v paleontologickém záznamu nám umožňuje pouze určit, že příslušný druh a tedy příslušný taxon již v daném období existoval. Neumožňuje nám však určit, kdy se tento druh či taxon na Zemi objevil ani kdy definitivně vyhynul, viz kapitola XXII.3.1. Zkušenosti s nálezy živých zkamenělin (latimerie, bahníci) přitom ukazují, že délka období kryptické existence druhu, tj.délka období, po které daný druh existoval aniž by zanechal žádné viditelné stopy v paleontologickém záznamu, může být velmi značná. Pro účely kalibrace molekulárních hodin bychom však potřebovali vědět, kdy určitý taxon  v evoluci vznikl. I kdybychom měli k dispozici velmi kvalitní a velmi úplný paleontologický záznam z daného období obsahující i první zástupce sledovaného taxonu, nemůžeme se být jistí, že je jakožto zástupce daného taxonu skutečně rozpoznáme. Anageneze, a tedy vznik charakteristických morfologických znaků taxonu, se totiž nemusí časově krýt s kladogenezí. Po odštěpení dvou sesterských větví z nichž každá dá nakonec vzniknout jinému taxonu, si mohou zástupci obou větví ještě po dlouhé období ponechat morfologické znaky původního mateřského taxonu.


Spolehlivě datovaných kladogenetických událostí máme k dispozici zpravidla velmi málo. Například pro kalibraci molekulárních hodin využívaných při studiu metazoí se používají paleontologické odhady okamžiku odštěpení linií vedoucí k ptákům a k savcům. V některých pracích se rovněž používají odhady odštěpení linií vedoucích k primátům a k hlodavcům. V tomto případě však byla příslušná kladogenetická událost datována právě za použití molekulárních hodin kalibrovaných pomocí odštěpení předků ptáků a savců. To znamená, že se nejedná o nezávislou kalibraci a správnost většiny molekulárního datování kladogeneze tak závisí na správnosti paleontologického určení odštěpení ptáků a savců ((7318)).

IX.5 Na molekulární úrovni existuje v přírodních populacích nesmírné množství selekčně neutrálního genetického polymorfismu.

Na úrovni sekvencí DNA můžeme míru polymorfismu populace kvantifikovat několika způsoby. Často se charakterizuje podílem polymorfních genů, tedy zastoupením genů, které se ve studované populaci vyskytují nejméně ve dvou alelách. Vzhledem k tomu, že při dostatečně velkém vzorku studovaných jedinců bychom patrně zjistili, že v tomto smyslu jsou polymorfní prakticky všechny geny, považují se často za polymorfní pouze takové geny, jejichž nejhojnější alela se vyskytuje v populaci například maximálně  u 99% jedinců v populaci. Často používaným měřítkem stupně polymorfismu populace je index heterozygotnosti (H), což je v podstatě frekvence heterozygotů v populaci. Tento index pro jednotlivé geny obvykle počítáme z frekvence jednotlivých alel:

H = 1 –  ( xi2 

kde xi je frekvence i-té alely v populaci. Největší H má tedy populace ve které je velký počet alel o stejné frekvenci. Na základě indexů heterozygotnosti pro jednotlivé geny je možné vypočítat průměrný index heterozygotnosti pro danou populaci jakožto aritmetický průměr H pro jednotlivé geny. Jestliže se index heterozygotnosti počítá na základě sekvenčních dat nazývá se někdy také index genové diverzity. Na základě sekvenčních dat je možno rovněž vypočíst index nukleotidové (aminokyselinové) diverzity ((), což je průměrný počet nukleotidových (aminokyselinových) rozdílů mezi všemi dvojicemi alel ve vzorku (() vydělený délkou sekvence příslušné alely. Pro celou populaci, přesněji řečeno pro populační vzorek, je možné vypočíst průměrný počet párových diferencí ( jako:

( = (1/(n(n-1)/2)) ((i<j) (ij 

kde n je počet porovnávaných sekvencí (takže n(n-1)/2 je počet různých dvojic sekvencí) a (ij 
je počet rozdílů mezi i-tou a j-tou sekvencí. 

Výsledky získané metodami molekulární biologie nám ukazují, že jednotliví zástupci stejného druhu se vzájemně liší výskytem různých nukleotidů v mnoha pozicích svých genů, a že tedy v genofondu všech druhů organismů existuje nesmírné množství  genetického polymorfismu. Značná část tohoto polymorfismu v genofondu druhu i genofondech jednotlivých populací zde patrně existuje díky tomu, že je selekčně neutrální a že selekčně neutrální znaky mohou v populaci přetrvávat   po velmi dlouhou dobu. Většina selekčně neutrálních znaků je nakonec stejně eliminována z populace genetickým driftem nebo genetickým draftem, do té doby však mutační procesy vygenerují polymorfismus nový. Za selekčně neutrální znaky se zpravidla považují mutace v těch částech genomu, které nekódují žádný protein, zejména v pseudogenech, tj. v inaktivovaných a tedy nefunkčních kopiích genů. Do kategorie neutrálních mutací patrně spadá i velká část mutací v intronech a dále i část synonymních mutací, tj. nukleotidových záměn například na třetích pozicích nukleotidových tripletů. Díky degenerovanosti genetického kódu zde nevede záměna nukleotidu k záměně aminokyseliny v kódovaném proteinu. V absolutních hodnotách však ani tyto kategorie mutací nemusí mít, a patrně ani nemají, nulový selekční koeficient ((2344)). V případě intronů může změna primární sekvence vést ke změně účinnosti jejich vystřihování na úrovni RNA,  případně změny sekundární struktury intronů mohou přímo ovlivňovat i intenzitu a rychlost transkripce příslušných genů. V případě synonymních mutací zase výměna synonymního kodónu může ovlivnit rychlost transkripce díky tomu, že jednotlivé tRNA sloužící pro překlad synonymních kodónů nejsou v buňce přítomny ve stejném počtu kopií, nebo díky tomu, že primární struktura genu ovlivňuje nejen primární strukturu výsledných proteinů, ale prostřednictvím vlivu na sekundární strukturu DNA a mRNA i procesy regulace transkripce DNA i translace a odbourávání příslušné mRNA. Studie provedené na drosofile skutečně ukázaly, že nerovnoměrnost v používání jednotlivých synonymních kodónů negativně koreluje s divergencí v synonymních mutacích mezi příbuznými druhy drosofil (Obr. IX.14) ((9617)). Vzhledem k tomu, že míra nerovnoměrnosti v používání synonymních kodónů zároveň pozitivně koreluje s intenzitou exprese jednotlivých genů, je zřejmé, že silnější negativní selekce působí proti synonymním mutacím u intenzivněji exprimovaných genů, než u genů exprimovaných málo (Obr. IX.15), ((1021)). 

IX.5.1 Množství polymorfismu v sekvencích DNA je nepřímo úměrné efektivní velikosti populace.

Množství polymorfismu v sekvencích DNA by mělo být větší v malých populacích, přesněji řečeno v populacích s malou efektivní velikostí (Ne). Je to dáno tím, že v malých  populacích spadne větší podíl mutací právě do kategorie efektivně neutrálních mutací, tj. mutací, pro které je absolutní hodnota ze selekčního koeficientu (s) menší nebo rovna 1/Ne. Ve velkých populacích naopak větší část mutací spadne do kategorie mutací selekčně významných, především do kategorie mutací selekčně nevýhodných,  a je proto poměrně rychle eliminována z populace ((1233, 4121)). Empirická data však ukazují, že závislost množství vnitropopulačního polymorfismu na velikosti populace je ve skutečně mnohem menší,než jak by vyplývalo z modelů předpokládajících zásadní účast molekulárního driftu, viz také Gillespieův model molekulární evoluce popisovaný v podkapitole IX.4.4.1.

IX.5.2 Díky působení genetického draftu  je polymorfismus v sekvencích DNA přímo úměrný intenzitě genetické rekombinace v příslušné části genomu.

V rámci genomu se nachází největší množství neutrálního polymorfismu v oblastech, ve kterých je také největší frekvence genetické rekombinace ((4121)). Částečně je to možná dáno i tím, že procesy genetické rekombinace bývají provázeny vznikem některých typů mutací ((7975)). Zvýšená mutační rychlost provázející rekombinaci však zřejmě nehraje při vzniku daného jevu rozhodující roli. Na rozdíl od vnitrodruhového polymorfismu totiž divergence v sekvenci DNA mezi blízce příbuznými druhy, tj. mezidruhová diverzita, s frekvencí genetické rekombinace v daném úseku nekoreluje ((5833)). Zdá se, že je to daleko spíše důsledek působení genetického draftu (genetic draft), nazývaného také svezení se (hitchhiking), a to obou jeho složek, tj. selekce na pozadí (background selection) a selektivního vymetení (selective sweep) ((4046, 5833, 7518)). Při selekci na pozadí jsou neutrální mutace odstraněny z genofondu populace díky tomu, že se nacházejí na chromosomu  v blízkosti nově vzniklé selekčně negativní mutace a jsou eliminovány spolu s ní. V případě selektivního vymetení naopak neutrální polymorfismus vymizí díky tomu, že se v populaci čas od času fixuje alela, obsahující výhodnou mutaci. V obou případech jsou postiženy pouze mutace, nacházející se v dostatečně těsné vazbě s příslušnou (negativně či pozitivně) selektovanou alelou. To znamená, že v úsecích genomu s omezenou frekvencí crossing overů jsou oba procesy zvláště účinné a mohou zde dokonce zcela eliminovat veškerý polymorfismus. Tento jev může být odpovědný za nízký polymorfismus v nerekombinující části pohlavního heterochromosomu ((3740)) a do značné míry i za druhovou kohezi u druhů bez pohlavního rozmnožování, viz kapitola XX.2.2.4.3.

IX.5.3 Část molekulárního polymorfismu je uchovávána v populací díky působení selekce ve prospěch heterozygotů a frekvenčně závislé selekce.

Za dlouhodobé přetrvávání části molekulárního polymorfismu v genofondu populace je rovněž odpovědná selekce, konkrétně selekce ve prospěch heterozygotů a dále různé formy na frekvenci závislé selekce, viz kapitola VIII. Tímto způsobem mohou být v populaci udržovány jednak mutace ovlivňující biologickou zdatnost svého nositele a jednak selekčně neutrální mutace vyskytující se ve vazbě s mutacemi selekčně významnými, viz kapitola II.6. Jak velký podíl molekulárního polymorfismu je v přírodě udržován díky mutačnímu tlaku, jak velký naopak některým z obou výše zmíněných selekčních mechanismů, a dále jak velkou roli v jeho udržování hraje selekce ve prospěch heterozygotů a jak velkou na frekvenci závislá selekce, je již po několik desetiletí předmětem mnoha studií i námětem mnoha diskusí mezi tzv. neutralisty a selekcionisty. 

Jestliže  je u heterozygotů, tj. jedinců nesoucích v určitém lokusu ve svých  dvou genových sádkách dvě různé alely, biologická zdatnost větší než biologická zdatnost kteréhokoli z obou homozygotů, budou se obě alely dlouhodobě udržovat v populaci v nenulové frekvenci, a to i v případě, že se budou biologické zdatnosti obou homozygotů vzájemně velmi podstatně lišit. Fenomén zvýšené biologické zdatnosti heterozygotů je poměrně častý. V současnosti je však zřejmé, že selekce ve prospěch heterozygotů nemůže být hlavním mechanismem udržování molekulárního polymorfismu v populaci. Množství molekulárního polymorfismu je příliš velké. Lze spočítat, že kdyby byla významná část tohoto polymorfismu udržována v populaci právě mechanismem selekce ve prospěch heterozygotů, musela by být biologická zdatnost homozygotů vzniklých například příbuzenským křížením či v důsledku partenogeneze natolik nízká, že by se prakticky vůbec nemohli rozmnožovat ((8368)). Rovněž je zřejmé, že s polymorfismem se v obdobné míře setkáváme i u haploidních organismů, tedy u organismů, u kterých neexistují heterozygoti a výše uvedený mechanismus se zde proto nemůže uplatnit.

Podstatně reálnějším kandidátem na mechanismus udržující molekulární polymorfismus v přírodních populací je na  frekvenci závislá selekce. Jestliže biologická zdatnost nositelů určité alely klesá se vzestupem jejich zastoupení v populaci, bude daná alela dlouhodobě, v některých případech dokonce trvale, udržována v populaci. Velká část mutovaných alel se patrně v populacích nachází ve stabilně rovnovážné frekvenci; jestliže vlivem náhody  či přechodného působení selekčního tlaku dojde k vychýlení jejich frekvence na jednu či druhou stranu, vrátí se dříve či později vlivem na frekvenci závislé selekce jejich zastoupení v genofondu na původní rovnovážnou hodnotu. Všechny mutace v přilehlé oblasti genomu se přitom s danou mutací svezou, budou rovněž dlouhodobě udržovány v populaci do značné míry nezávisle na jejich vlivu na biologickou zdatnost jedince. Doba jejich existence v populaci bude přitom záviset především na frekvenci rekombinací v  daném úseku DNA. Frekvenčně závislá selekce může dokonce udržovat genetický polymorfismus v celých dlouhých úsecích genomu. Jestliže jsou geny ve  dvou lokusech v epistatické interakci, a zároveň je jeden nebo druhý předmětem na frekvenci závislé selekce, potom je v populaci  zároveň udržován polymorfismus v celém úseku genomu, který se nachází mezi dvěma  lokusy ((6892)). 

Jednou z možností, jak zjistit, do jaké míry a za jakých podmínek jsou jednotlivé kategorie mutací udržovány v populaci díky své selekční neutralitě a do jaké míry díky působení jiných mechanismů, je porovnat rozložení skutečných frekvencí stejných alel v různých populacích s rozložením, které bychom očekávali v případě platnosti neutrálního modelu, tedy modelu, který předpokládá pouze působení genetického driftu. Relativně malý rozptyl ve frekvenci jednotlivých alel velkého množství polymorfních genů spíše svědčí pro možnost, že se v mnoha případech uplatňují mechanismy jiné ((8368, 6892)) Obr. IX.17). Tento poznatek se týká zejména genů, jejichž alely jsou rozlišovány metodami alozymové analýzy, viz kapitola XXIV.3.6. Jako hlavní kandidát zde zřejmě připadá v úvahu na frekvenci závislá selekce, která může dlouhodobě udržovat v populaci stabilní frekvenci některých alel, přičemž stejná či podobná frekvence daných alel se zákonitě ustaví i v nezávislých populacích. V některých případech, například v případě Rh faktoru u člověka, je naopak rozptyl ve frekvencích signifikantně větší, než jak by vyplývalo z neutrálního modelu ((8368)). I v tomto případě je nejvážnějším kandidátem na frekvenci závislá selekce, tentokrát však selekční koeficienty odpovídající jednotlivým alelám závisí na vnějších podmínkách v místě výskytu dané populace.  

IX.5.4 Při udržování genetického polymorfismu uvnitř jednoho druhu a při vzniku mezidruhové genetické diverzity se mohou uplatňovat odlišné mechanismy.

Relativní význam na jedné straně mutačního tlaku a  na druhé straně selekce pro udržování vnitrodruhového polymorfismu a pro vzájemnou divergenci jednotlivých druhů jsou dvě zcela samostatné otázky. Srovnání vnitrodruhového polymorfismu s mezidruhovou divergencí, tj. výskytem odlišných nukleotidů ve stejných pozicích u různých druhů, ve stejných genech u vzájemně blízce příbuzných druhů ukázalo, že mezi polymorfismem a divergencí existuje velmi silná korelace. V případě mezidruhové divergence však většinou, i když ne pokaždé, nacházíme relativní přebytek nesynonymních mutací ((8929, 3747)). Není však jasné, zda k přebytku nesynonymních substitucí dochází vlivem pozitivní selekce evolučně výhodných mutací při vzniku nového druhu ((3740)), jak se domnívají selekcionisti, nebo díky snížení efektivnosti negativní selekce, tj. selekce odstraňující škodlivé a mírně škodlivé mutace, v období přechodného snížení velikosti populace provázejícího speciační událost ((3747)), jak se domnívají neutralisti. Výsledky molekulárně taxonomických studií v každém případě ukazují, že mechanismy uplatňující se při udržování vnitrodruhového molekulárního polymorfismu a mechanismy uplatňující se při generování mezidruhové molekulární diverzity se navzájem liší. Podle mého názoru v současnosti dostupné údaje spíše svědčí pro alternativu, že při určování míry polymorfismu na vnitrodruhové úrovní hraje v případě bodových mutací důležitou roli negativní selekce a genetický draft, při udržování alozymového polymorfismu naopak selekce pozitivní, a to nejspíše selekce frekvenčně závislá. Při divergenci druhů hraje na úrovni sekvence DNA fixace neutrálních a zejména mírně škodlivých mutací, patrně díky tomu, že speciace je obvykle provázená poklesem velikosti populace a s tím souvisejícím poklesem účinnosti všech typů selekce. Pochopitelně, z hlediska anageneze druhů je důležitějším fenomenem fixace výhodných mutací mechanismem pozitivní selekce k níž dochází nejsnáze v geneticky ještě málo polymorfních, ale již početných populacích v období následujícím po vzniku nového druhu, viz kapitola XXVI.5.3. Tyto mutace však budou nejspíše poměrně vzácné, a na pozadí ostatních typů sekvenčních změn, z nichž mnohé se budou fixovat spolu s mutacemi výhodnými mechanismem genetického draftu, je nejspíše nerozpoznáme.
Obr. IX.1 Nerovnoměrností v používání jednotlivých synonymních kodónů u bakterií E. coli a Buchnera. Nerovnoměrnost v používání jednotlivých synonymních kodónů (svislá osa) je vyjádřena hodnotou chí2 vypočtenou porovnáním s frekvencemi využití jednotlivých kodónů očekávanými na základě zastoupení jednotlivých nukleotidů. Index CAI (Codon Adaptation Index) (vodorovná osa) odráží preferenční používání kodónu s nejhojnější tRNA. U organismů obvykle CAI koreluje s mírou exprese příslušného genu. Z grafu je zřejmé, že většina proteinů E. coli (prázdné body) vykazují podstatně větší nerovnoměrnosti v používání jednotlivých synonymních kodónů. Pro 274 proteinů z 528 přesáhla hodnota chi2 7,815, tj. hranici 5% statistické významnosti. Naproti tomu u endosymbiotických bakterií rodu Buchnera (tmavé body) jsou synonymní kodóny používány mnohem rovnoměrněji, takže pouze 23 proteinů ze 772 přesáhlo hodnotu 5% statistické signifikance (3,841). Pro endosymbiotické bakterie navíc zcela chybí korelace mezi nerovnoměrnosti v používání synonymních kodónů a CAI. Výsledky ukazují, že u rodu Buchnera, jehož zástupci v přírodě vytvářejí relativně málo početné populace, vystavované navíc periodicky působení efektu hrdla láhve, tj. drastické redukci velikosti populace, je účinnost selekce natolik snížená, že zde nedokáže zabránit hromadění mírně škodlivých synonymních mutací vedoucích k používání nevýhodných synonymních kodónu. Podle Wernegreen a Moran 1999 ((9621)).

Obr. IX.2 Substituční rychlosti v různých oblastech genů. Porovnáním genů člověka a myši nebo krysy, případně krávy a kozy, byly odhadnuty substituční rychlosti v různých oblastech genů a v pseudogenech. Z grafu je zřejmé, že nejrychleji se v evoluci mění sekvence pseudogenů, téměř stejně rychle však dochází k hromadění synonymních mutací v kódujících úsecích genů, tedy v pozicích kde díky degenerovanosti genetického kódu jakákoli nukleotidová záměna nevede k záměně aminokyseliny v hotovém peptidu. Poměrně rychle se mění i oblasti intronů a 3’ přiléhající oblasti genů, naopak pomaleji se vyvíjí úseky na 5’ konci genů, které se často účastní regulace genové exprese. Pomaleji se hromadí mutace i v dvakrát degenerovaných pozicích genů, tj. tam, kde záměna purinové báze jinou purinovou bází nebo pyrimidinové báze jinou pyrimidinovou bází nevede k aminokyselinové záměně, zatímco záměna pyrimidinové a purinové báze k ní vede. Nejpomaleji se vyvíjí sekvence v nedegenerovaných pozicích genů, tj. tam, kde jakákoli nukleotidová záměna vede k záměně aminokyseliny v proteinovém řetězci. Podle Li a Graur, 1991 ((9600)).

Obr. IX.3 Rozdíly v evoluční proměnlivosti mezi proteiny. Graf ukazuje kolik nesynonymních substitucí připadá na nukleotid pro 49 proteinů, pro které měli autoři studie k dispozici sekvence od primátů, kopytníků a hlodavců. Je zřejmé, že evoluční proměnlivost jednotlivých proteinů se velmi výrazně liší. Data Ohta 1995 ((9619)), upraveno podle Page a Holmes, 2001. ((9581)).

Obr. IX.4 Poměr počtu nesynonymních a synonymních substitucí v různých oblastech MHC II molekul. Graf ukazuje počty nesynonymních (tmavé sloupce) a synonymních (prázdné sloupce) substitucí na nesynonymní nebo synonymní místo ve dvou oblastech MHC II molekul. Porovnávány byly jednak produkty různých MHC genů (tučné písmo), a jednak různé alely  stejných MHC genů. V oblasti vázající antigeny, přesněji řečeno peptidy, převažují nesynonymní substituce, naopak v ostatních doménách, podobně jako je tomu u většiny jiných proteinů, převažují substituce synonymní. Převaha nesynonymních substitucí v místech vázajících antigen lze nejsnáze vysvětlit působením pozitivní selekce, vzhledem k relativně vysoké divergenci právě jednotlivých alel stejného MHC genu ve srovnání s divergencí jednotlivých genů (srovnej s poměry ve druhé doméně) nejspíše selekce závislé na frekvenci. Data Hughes a Nei 1989 ((9622)), upraveno podle Page a Holmes, 2001 ((9581)).

Obr. IX.5 Kalibrace molekulárních hodin. Na vodorovné ose je vyneseno stáří odvětvování linie vědoucí k člověku od linií vedoucích k ostatním obratlovcům určené na základě paleontologických dat, zatímco na svislé ose stejné stáří na základě kumulace substitucí v genu pro ( globulin. ( globulinové molekulární hodiny byly kalibrovány pomocí odvětvování linií vedoucí k člověku a ke krávě, o kterém bylo předpokládáno, že se odehrálo před 80 miliony let. Z grafu je zřejmé, že u většiny studovaných obratlovců existuje rozumná shoda mezi datováním okamžiků odvětvování jednotlivých druhů na základě paleontologických dat a na základě molekulárních hodin. Upraveno podle Page a Holmes, 2001. ((9581)).

Obr. IX.6 Výpočet okamžiku větvení linií za požití molekulárních hodin. Na základě množství substitucí v jednotlivých větvích fylogenetického stromu a znalosti stáří jednoho z bodů větvení tří taxonů je možné jednoduše vypočítat odhad stáří druhého bodu větvení. V případě, že v různých větvích probíhala molekulární evoluce jinou rychlostí, mohou být však naše odhady chybné.

Obr. IX.7 Synonymní a nesynonymní substituce v savčích genech. Pro 49 genů pocházejících z hlodavců, primátů a kopytníků byly odhadnuty počtu synonymních a nesynonymních substitucí připadajících na jeden nukleotid. Z grafu je zřejmé, že substituční rychlost pro synonymní záměny je vyšší než pro záměny nesynonymní a že mezi jednotlivými geny je menší rozptyl v množství synonymních záměn než v množství záměn nesynonymních. Mezi oběma typy záměn přitom existuje pozitivní korelace (p<0,0001), přičemž počet nesynonymních substitucí vysvětluje zhruba 25% variability v počtu synonymních substitucí. Data Ohta 1995 ((9619)), upraveno podle Page a Holmes, 2001. ((9581)).

Obr. IX.8. Kolísání rychlosti molekulární evoluce. Dendrogramy ukazují průběh molekulární evoluce sekvencí somatotropinu (a) a prolaktinu (b). Čísla udávají množství substitucí aminokyselin v příslušných molekulách v jednotlivých úsecích fylogenetických větvích. Z obrázku je zřejmé, že evoluce jednotlivých molekul probíhala nestejnou rychlostí v jednotlivých časových úsecích a v jednotlivých vývojových větvích. Úseky zrychlené evoluce jsou vyznačeny silnou čarou. Podle Wallis, 2001 ((8125)).

Obr. IX.9 Relativní substituční rychlosti v jednotlivých vývojových liniích. Schéma ukazuje relativní substituční rychlost pro aminokyselinové sekvence albuminu. Je zřejmé, že od okamžiku odvětvení od společného vývojového předka primátů a hlodavců probíhala molekulární evoluce ve vývojové linii vedoucí k člověku výrazně nižší rychlostí, než ve větvi vedoucí ke kryse. Vzhledem k tomu, že nemáme k dispozici sekvenci albuminu společného předka ptáků a savců, nelze říci, zda ještě výrazně vyšší rychlostí 0,613   se odehrávala evoluce ve větvi vedoucí od tohoto vývojového předka k ptákům, nebo ve vývojové větvi vedoucí k savcům. Podle Nei a Kumar 2000 ((8645)).

Obr. IX.10 Účinnost fixace mírně škodlivých mutací genetickým draftem v závislosti na velikosti populace.  Model popisuje fixaci mírně škodlivých mutací (selekční koeficient: –0,005, mutační rychlost: 0,00025) genetickým driftem (prázdné body) a genetickým draftem (černé body), tj. v případě, že mírně škodlivé mutace jsou ve vazbě se selekcí preferovanými mutacemi   (selekční koeficient: 0,01, mutační rychlost: 5 10-7). Z grafu je zřejmé, že v případě genetického driftu a genetického draftu ovlivňují změny velikosti populace frekvenci fixací škodlivých mutací opačným způsobem. V případě driftu se zároveň se zvětšováním populace frekvence (a pravděpodobnost) fixací mírně škodlivých mutací snižují, v případě působení draftu v širokém rozmezí hodnot naopak rostou. Upraveno podle Gillespie 2001 ((8744)).

Obr. IX.11 Absence očekávané korelace mezi mírou polymorfismu a efektivní velikostí populace. Na základě modelu neutrální evoluce a odhadů velikosti populace, generační doby a mutační rychlosti byly vypočteny očekávané indexy heterozygotnosti pro 77 druhů organismů a tyto odhady byly porovnány se skutečně naměřenými hodnotami těchto indexů. Výsledky ukázaly, že v rozporu s teoretickými předpoklady leží téměř všechny body daleko od diagonály, což znamená, že míra polymorfismu prakticky vůbec nekoreluje s efektivní velikostí populace a generační dobou. Data Nei a Graur, 1984 ((9624)), upraveno podle  Page a Holmes, 2001 ((9581)).

Obr. IX.12 Negativní korelace mezi tělesnou hmotností zvířete a substituční rychlostí v mitochondriální DNA. Z grafu je zřejmé, že druhy homeotermních  (teplokrevných) živočichů (tmavé body) vykazují v průměru větší substituční rychlosti než stejně těžké druhy živočichů poikiloterních (světlé body) a že substituční rychlost negativně koreluje s tělesnou hmotností. Data Martin a Palumbi, 1993 ((9618)), upraveno podle Page a Holmes, 2001 ((9581)).

Obr. IX.13 Substituční saturace. Graf ukazuje, že transice se v genu pro mitochondriální protein COII hromadí rychleji než transverse. Po určité době však k nim začíná docházet opakovaně v stejných místech, takže závislost mezi počtem rozdílů mezi dvěma sekvencemi (svislá osa) a odhadovanou dobou divergence příslušných druhů (vodorovná osa) se vytrácí. Naproti tomu transverse se hromadí v příslušném genu mnohem pomaleji a existuje jich potenciálně dvojnásobné množství. Proto během celého studovaného období evoluce turovitých sudokopytníků rostl počet detekovatelných transversí s časem lineárně. Data Janecek a spol, 1996 ((9623)), podle  Page a Holmes, 2001 ((9581)).

Obr. IX.15 Nerovnoměrnost v používání jednotlivých synonymních kodónu pro leucin v silně a slabě exprimovaných genech. Z grafu je zřejmé, že v silně exprimovaných genech je používání jednotlivých synonymních kodónů mnohem méně rovnoměrné, než v genech slabě exprimovaných. Nejpravděpodobnějším vysvětlením je, že v genech málo exprimovaných příliš nevadí, když pro kódování leucinu budou použity kodóny, jejichž příslušná tRNA se v buňkách vyskytuje v malém počtu kopií. Výskyt takových kodónů zpomaluje translaci dané mRNA, což může v případě silně exprimovaných genů vadit. U bakterie E. coli i kvasinka Saccharomyces cerevisiae, tedy u druhů vytvářejících velké populace, je účinnost selekce velmi vysoká. Díky tomu zde mohou být i synonymní mutace nepatrně zpomalující rychlost translace předmětem přirozeného výběru. Data Ikemura 1981, 1982 ((9639, 9640)), upraveno podle Li a Graur, ((9600)).

Obr. IX.16 Zrychlená evoluce sekvencí genů se vztahem k pohlavnímu rozmnožování. Sloupcový graf ukazuje rozdíly mezi geny jejichž funkce se vztahuje (tmavé sloupce) nebo nevztahuje (bílé sloupce) k pohlavnímu rozmnožování v substitučních rychlostech v nesynonymních pozicích, v synonymních pozicích a v poměru substitučních rychlostí v nesynonymních a v synonymních pozicích. Porovnávány byly dvojice genů pocházející od dvou druhů drosofil (D. melanogaster a D. simulans), konkrétně deset genů vztahujících se k sexuálnímu rozmnožování a 46 genů jiných. Substituční rychlosti jsou vyjádřeny v počtech substitucí připadajících na jedno nesynonymní či synonymní místo od doby odvětveni obou druhů. Na grafu jsou vyznačeny i střední chyby průměru. Podle Singh a Kulathinal, 2000 ((7241)).

Obr. IX.17 Frekvence jednotlivých alel ABO systému v různých etnicích. Každá osa představuje jednu alelu ABO systému (není rozlišováno mezi A1 a A2). Body na grafu tvoří dobře patrný shluk v oblasti přibližně 20% IA , 15% IA a 65% i. Body nejvíce odchýlené od těchto poměrů, například s nulovou frekvencí alely B, představují obvykle malá, geograficky velmi izolovaná etnika. 1-3 Afričané, 4-7 Indiáni, 8-13 Asiaté, 14-15 Australci, 16-20 Evropané. Data Jacquard 1970 ((9620)), podle  Lewontin 1974 ((8368)).

