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Mimoriadne pozoruhodné na
sitasnych objavoch v
molekularnej bioldaqii je i to,
Ze poukazuju naohatstvo
Informacii o evolucii
organizmov, ktoré je ukryté JESESEN M

bunke, konkrétne v nej ulozent
geneticke] informacii (DNA)

Geny (resp. ich produkty —
RNA a bielkoviny) ako
historické dokumenty — zive
kroniky, ktoré dokumentuj
evoluciu ich nositkov




Molekularna bioldgia priniesla uplne nové metody, ktory

je mozneé studoveevolucne va’ahy medzi organizmami
Sformovala sa nova biologicka disciplinatelekularna evolucia
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Organizmy, o ktorych na zaklagedobnosti v anatomickych ¢i
fyziologickych znakochpredpokladame, z&i blizko pribuzné maju
vySSie percento homoldgiesekvenciigenov(proteinov), v porovnani

menej pribuznymi drunmi.

Ak sa sekvencie nukleotidov v porovnavanych gernoesp. AK v

proteinoch) z dvoch organizmoch liSia len minimaklm&amena to, ze
prislusnu sekvenciu zdedili po nedavnspolotnom predkovi.




Zivé kroniky
Pri rekonstrukcii procesu evolucie nie sme tedaaadhi len na
paleontologické nalezy.
Bunka si zachovava zaznam o svojej evolucii

(1) v charaktere je] vlastnyametabolickych procesoy

(i1) hlbsie —v poradi aminokyselin v bielkovinach

(i) principialne —v poradi nukleotidov v nukleovych
kyselinach.

Tieto "zive fosilie" su potencialne ofae \
bohatSie a rozsiahlejSie ako skirié A
fosilne pozostatky a siahaju este kavdEaN
d’ale] — az k pédatkom bunky, do
obdobia, ke’ existoval spolény predok
vsSetkeho ziveého.




Molecular evidence of evolution

Fungi

iMicrosparidia)

Metazoa

_FHL._pg-_[ﬁ“E_“-— Pmmm | Mycetozoa
: - ~ .. Lobosa

Viridiplantae

- Rhod
Elaucwhyyg

] Heterokonta
|

Clliophora

. Apicomplexa

Euglenczoa
"~ Heterolobosea

R | ':“*m.f-."”"‘"’“““"“” Diplomonadida

1o P mo.nu-mmm S j Parabagala




Porovnavacie analyzy informanych makromolekul
(nukleove kyseliny, bielkoviny)
kvantitativna miera pre stanovenie evmého vrahu
medzi sdag’ami bunky, bunkami, organizma

popul é.C' am| af GOODMAN  MONOGRAPHS IN EVOLUTIONARY BIOLOGY '
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‘Sequences in

Systematic and
Evolutionary Biology

Zuckerkand| a Pauling (1965)
"Molekuly ako dokumenty
evolwenej historie”

— molekularna revolulcia
v bioldgii.
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Ako molekularno-biologické
udaje zmenili obraz pévodu
¢loveka.

A

Simpanz orangutan clovek

Sivapithecus

Ramapithecus

k opiciam Starého sveta

1 : asi 30 miliénov rokov
Cas divergencie

viac ako 15 milidénov rokov

B

Simpanz orangutan

7 Sivapithecus a
Ramapithecus

¢as divergencie

asi 5 miliénov rokov . ,
k opiciam Starého sveta

asi 30 milionov rokov

Strom A zobrazuje vseobecne
akceptovany pdiad na evoluciu
primatov okolo roku 1960.
Strom B zostrojili Sarich a
Wilson (1967) na zaklade
Imunologickych porovnavacich
studii (albumin sér). Spravnos
stromuB, spolus ¢asom
divergencie 5 milionov rokov
(pod’a stromuA — 15 milionov),

bola nasledne potvrdena aj
pomocou analyd’alSich
molekularno-biologickych tdajo
Jedinym rozdielom oproti gasnosti je
posudenie otazky pribuznosgltoveka,
Simpanza a gorily. Dnes sa vsSeobec
akceptuje, ze Simpanz je blizSim
pribuznyméloveka ako gorila
(pod’a Page a Holmes 1998).
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20 rokov po tzv. Sarich-Wilsonov timiku sa na zakladéalSich
paleontologickych nalezov potvrdilo, Bamapihecusepatri do
vyvojovej linie ¢loveka, ale orangutana
Vysledky d’'alSich molekularno-biologickych studii boli nielerstlade g
novou konstrukciou fylogenetického stromu primatale, ukazali aj, ze
Simpanz je blizSim pribuznytoveka ako gorila.
Najnovsie porovnavania rozsiahlych usek@nomucéloveka a
Simpanzadokumentuju, ze rozdiel medzi nimi je asi len 1,%40

pritom vd’ka v&sina odlisnosti sa tyka nekodujucich sekvencii.




Molekulove hodiny Informa éne

o . makromolekuly v
Molekuly sa vyvijaju priblizne tlohe biologicke]

rovnakou rychlost’ou arozdiely tasomierny
medzi podobou homologickej -
molekuly u predstavit®v dvoch |
ro6znych druhov siimerné éasy, = Molecular |21 PR
ktory uplynul od odlenenia sa
oboch druhowd spola@neho
predka.

Mutacie sa hromadiaviac menej
konstantnou rychlos’ou vo
vSetkych vyvojovych liniach, pokia &
si dana inforména molekula

zachovava svojpovodnu funkciu. Wen-Hsiung Li
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Odhalenie fenoménievoluéne, fylogeneticke, resp.

molekulove hodiny" - jeden z najuich objavov 20. stoisa.
Ich princip sa spajaksimurovou tedriou tzv. neutralne;
evolucie(Kimura 1983)go priblizuje citat:"Skutainog’, zev
roznych organizmoch rozdielne(no zjavne pribuzné)
molekulové sekvencie vykonavaju rovnaku molekulovu
funkciu nazn&uje, ze vdsina zo zmien, ktoré sa postupn
zafixovali v tej-ktorej molekulovej sekvencii selekne
neutralne, t.|. nemaju ziade fenotypov\ dopad.




Average rates of amine acid substitutions do
not show the many short-term changes in

evolutionary rates within and among the taxa. Angiosperms

Each plot compares one
taxon to another and
charts their differences.
e,
ey
Fish vs.
land vertebrates
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The extent of intrataxon variation is shown |
for arganisms by the vertical bars, which
plot mean deviations from the average.
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Priklady:mutacie v nekddujucich oblastiachalebov tretich

poziciachnukleotidovych tripletov (v désledku degenerovanos
genetickeho kodu v tomto pripade zmena nukleotekpasobuje
zamenu aminokyseliny v kodovanej bielkovine — saxnonymné

substitticie), resgaseudogény(nefunicné kopie géenov).




38, Substituce

v ruznych castech
genu a v pseudo-
genech. Hodnoty

v podtu substituei
na jedno miste za
millen let. Predpo-
klada se, 2e v pseu-
dogenech jsou
veechnrg rmista rovws
fnocenra, Ve funk-
tnich genech se
takove volnosti tasi
jen pozice na
étyfikrat degenero-
vanyech mistech
kedanu, sekvence
intronu a sekvence
v ohlasti za genem,
Mana velnost maj
sekvence pred
genem, nakodujici
sekvence na
zacatku a konci
prepisu

a dvojnasobné
degeneravansg po-
zice koddnd, Nejniz-
Sije frekvence za-
menv jedinecnych
pozicich koddnu,
Podle [312]

potet substituci na jednu nuklestidovou pozici za 10° let

oblast pfed genam

| oblast za genem

| nekddujici oblast

| nepfekladana oblast

pozice koddnl

| degenerovand
| (0x, 2%, 4x)

¥
|
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Sekvencie polypeptidovako miera evolwne| pribuznosti
organizmoeyv. — molekuly odrazaju evolgnu vzdialenog’

g

mihula

(celkova dzka re’azce
je 146 aminokyselin
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Cisla v obrazku udavaju paet rozdielov vaminokyselinovomzlozeni
p retazca hemoglobinu prislusneho organizmu éoveka.
Cim v&sSia je evoldna vzdialenasod ¢loveka (biely kladogram), tym
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Fig. 7.6 Alignment of amino acid sequences from adult o- and B-hacmoglobin and myoglobin (Mb) proteins from four vertebrate species.
Light-shaded residues are those conserved between all four sequences from cach protcin while heavy-shaded residues are those conserved across

all proteins. Arrows indicate residues which are also conserved in invertebrate and plant globins. For ease of presentation a repetitive sequence

[ STSTSTS was removed [rom the start of the shark a-hacmoglobin sequence.




Molekularne chronometre — konkrétne nastroje, ktorémeraju

cas

v molekulovych hodinach

Amino acid substitutions per site, per 102 years
o s

Fibrinopeptides
Growth hormone

Ig x-chain C region

K casein

1g yv-chain C region
Lutropin B-chain

] A-chain C region
Complement C3a anaphylatoxin
Lactalbumin

Epidermal growth factor
Somatotropin

Pancreatic ribonuclease
Lipotropin B

Haptoglobin a—chain
Serum albumin
Phospholipase A2

Protease inhibitor, PST1 type
Prolactin

Pancreatic hormone
Carbonic anhydrase C
Lutropin oa-chain
Haemoglobin a-chain
Haemoglobin B-chain
Lipid-binding protein A-ll
Gastrin

Animal lysozyme
Myoglobin

Amyloid AA

Nerve growth factor

Acid proteases

Myelin basic protein
Thyrotropin B-chain
Parathyrin

Parvalbumin

Protease inhibitors, BP1 type
Trypsin

Melanotropin B

a-crystallin A-chain
Endorphin

Cytochrome bS

*Insulin

Calcitonin

Neurophysin 2

Plastocyanin

Lactate dehydrogenase
Adenylate kinase
Triosephosphate isomerase
Vvasoactive intestinal peptide
Corticotropin
Glyceraldehyde 3-PO4 dehydrogenase
Cytochrome <

Plant ferredoxin

tCollagen

Troponin C, skeletal muscle
o-crystallin B-chain
Glucagon

Glutamate dehydrogenase
Histone H2B

Histone H2A

Histone H3 (0.014)

Histone Ha4 (0.010)
Ubiquitin (0.010)
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Fig. 7.4 Rates of amino acid substitution for various mammalian proteins. *Excluding

guinea pig and coypu, the phylogenetic position of wvwhich has been debated (see section
7.4): + Excluding non-repetitive ends. Data from Nei (1987).



Rychlost’ evolucie niektorych proteinov cicavcov

protein rychlog’
fibrinopeptidy 8,3
ribonukleaza 2,1
lyzozym 2,0
a-globin 1,2
myoglobin 0,89
iInzulin 0,44
cytochromc 0,3
histon H4 0,01

Rychlog’ je vyjadrena ako priemerny @&t substitucii
aminokyselin na jednej pozicii za®If@koV (poda Kimura 1983).







proinsulin

specific folding stabilized
by disulfide bonds

connecting peptide
removed, leaving
complete two-chain
insulin molecule

reduction irreversibly
separates the two chains

Ilnzymatic g
Cleavage SN,

Rozdiel v rychlosti medzi synonymnymi a hesynonymimi
substiticiami v prislusnom gene ukazuje, @en silnejSia je v dane;
casti inform&ne] makromolekulypotreba zachovania jej funkcie, tym
pomalsia je rychlog’ je] evolucie.
llustrova’ to mozno takmer klasicky maoinzuline, ktory sa sklada z
troch segmentov A, B a C (Kimura 1983).
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V ramci postransknych uprav sa segment C vystepuje z danéh
peptidu a neparticipuje na hormonalnej aktiviteuiima.
Premieta so to doychlosti nesynonymnych substituciiv oblasti
kodujuce] segment C, ktora je sedemkrat vyssSigoakasekoch DNA
kodujucich segmenty A a B.

Obdobné odlisnosti mozno pozord\a vrozdieloch evolinych
rychlosti medzitzv. aktivnymi miestami bielkovin, ktoré zodpoveda;
za ich funkciu a ostatnymi obkzami tychto molekadl.

Priklad — réazce hemoglobinurie ¢asti molekuly, ktoré viazhem
predstavuju je] aktivne centruriRychlos aminokyselinovych substituc
je v nich desénasobne nizSia ako v povrchovy&stiach, ktore su
pravdepodobne fukke menej vyznamne.




B Kazdygén pritomnyv bunke je kopiou génu
mmmlmmmmmmmu muumm1l;!&1inuunmmmmummmum eX I Stu I l:l C e h O p re ﬂ Ilm V b u n ke ro C& OVS ke l

Fundamentals of

‘YT M 1| W.\:] Nemusito by do detailov striktna kopia, pretoze
EVOLUTlON povodny geneticky material mozetbyozmeneny
mutaciou, ale stopy po povodnom staveéSugdou
pretrvavaju.
Wmﬂmﬁmﬂmmﬁmmatmsﬁmwf Ak susi dvagénypodobneé vrozsiahlych
" lisekochs vaésSim patom nukleotidov, znamena

to, Zemali spolaéného predka

Taketo geneticky pribuzné gediyich produkty sa
nazyvajuhomologicke,resp. ortologicke (¢o
predstavuje taky drun homoldgie, pri ktorom
sekverine podobné molekuly maju v roznych

druhoch organizmov rovnaku funkciu a su

kodované homologicky postavenymi genmi, t.].

rovhakom lokuse).

Dan Graur and Wen-Hsiung Li




Poradie zakladnych stavebnychkamenov v génoch resp. vich
produktoch, poskytuje tri druhy evolu¢ne| informacie:

1. Mozno z nichvycitat’ stupei pribuznosti medzi dvoma
organizmami. Rozsah, v akom su dva gény pre rovnaku funkciu v
r6znych organizmoch homologické, s¥ed stupni ich pribuznosti.

2. M6zu byt mierou evolunéhoéasu Porovnavanie suboru
homologickych molekul, ktoré pozostavaju z pribuAngekvencii
stavebnych prvkov, m6ze Hypodkladom pre zostrojenie
fylogenetickych stromov, na ktorych body rozveteesil pribliznym

vyjadrenim relativnehdasu bifurkacie.

3. SU zaznamom charakteristik pévodnéhatavu. Porovnanie
rozsiahleho suboru primarnych Struktur homologitkgolekdl
umoziuje zarové rekonstruovéa predpokladand povodnu verziu genu

Ked'zevzt’ah medzi génoma jeho produktom (¢i uz bielkovinou
alebo niektorym druhom RNA) jeolinearny, pre potreby
fylogenetickej analyzy je znaltbsekvencie prvkov v produkte okajne

rovnhako uziténa ako poznanie sekvencie genu sameho.




Molekularna paleontologia

Existuje viacero prikladov dokumentujucich skinog’, zepocet zmien
(substitucii aminokyselin) bielkovine zavisi len odtasu, a nie od
evolucnych foriem, ktorymi dany gen do sé#asnosti presiel

Ak je vzdialenos dvoch druhov organizmov od evoheho uzla
priblizne rovnaka, potom @ty substitucii aminokyselin su v podstat
totozné, bez dladu na to¢i jeden z organizmov predstavuje dihodol

morfologicky nezmenenu, tzv. zivi skamenelinu (n&gokoplutvi
rybu — latimeériu), resp., ze vo vyvojovej linii viaokj k druhému
organizmu dochadzalo k mnohorakym zmenam za vamkarch
biologickych foriem.

Molekularna evollcia "zivych fosilii” poskytuje
pozoruhodny dokladovy material nielen o konstantne]
rychlosti molekularnej evolucie, ale aj o vzajomnej
nezavislosti medzi molekularnou a morfologickouléemu.




O AND THEIR RELATIVES
3 seawirld edvcation deparfweit resevrce

Za jednu zo zivych fosilii sa povazuje aj zralddterodontus portus-
jacksonj druh ktory vémi pripomina svojich fosilizovanych predko
starych 300 milibnov rokov.

Jeho molekuly sa vyvijali ¥eni odliSne od morfologie jeho tela.
Predpoklada sa, ze k zdvojeniu génov pre hemogbihtohto
momentu relativne nezavislemu formovaniu sa neiclerth o a
retazcov, doslo este na stupni sgmlého predka cicavcov a zralokov,
zxClatku radiacie chordatov.
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Mapovanie rozdielov v aminokyselinovom zlozenia -globinovych
retazcov moze sluziakomiera molekularnej evollcievo vyvojovych
liniach veducich k modernym druhom zéchov (Kimura 1983).
Cisla ukazuju, ze rozdiely, ktoré satpe evollcie naakumulovali v
aminokyselinovom zlozeni ap retazcov hemoglobinu vo vyvojovej
linii veducej kéloveku a tej, ktora je reprezentovana spominany

archaickym zralokom, su takmer identicke, t|. 1€gp. 150
nesynonymnych substitucii.




Rychlost> molekularnej evollcie v oboch odliSnych vyvojovych
liniach je pribliZzne rovnaka, ¢o vyrazne kontrastuje s rychlo$ou

evolucie tvaru v oboch liniach pozas ktorej sa Zralok takmer vobec nezme
kym ¢lovek sa od svojich ryby pripominajucich predchodzonsne vzdialil.

Okrem tohd3-globinovy reéazeccloveka sa odlisuje ad AK zlozenia
globinového réazca ¢loveka takmer identickym mnozstvom substit
aminokyselin ako od-globinu kapra (147, resp. 149).

a ap globinové molekuly akumulovali zmeny priblizne rowmakou
rychlost’ou a nezavisle na vonkajsSich selékych okolnostiach t.. bez
ohladu na to¢i saa ap globiny nachadzali v rovhakoénv podstatne
odliShom organizme.




Jonathan Bird Photo
Vacsina rozdielov, ktoré v $asnosti pozorujeme v aminokyselinovo
zlozeni oboch m&azcov hemoglobinu bola v priebehu evollcie sposd
neutralnymi posunmi medzi adagt& rovnocennymi formami.

Z prikladu vidno, ze zatiato rychlosti morfologickych zmien su med
roznymi evoldnymi liniami stavovcov vigmi odlisne, rychlosti evolucig
iInformacnych makromolekul st pozoruhodne podobné.




— Translation
polypeptide Largel subunit
/’ of ribosome

@l Small subunit
Movement of ribosome of ribosome

Univerzalne molekulové chronometre — ribozomové RA

VSetkysamostatne saeplikujlice Struktury nevyhnutne viastnia
aparat na udrziavanie a reprodukciu genetickej infamacie, ako aj ng
jej realizaciu —translaciu do postupnosti aminokyselin v prislusnya
bielkovinach.

Vacsina vékych molekdul, zahrnutych v tychto procesoch, mus#h
petat’ svojho povodu uz va’mi skorych stadii evoldcie bunky

Museli existovd uz v obdobi pred dosiahnutim drovne komplexnos
prokaryotickej bunky. Preto mozngéakava, ze tieto molekuly maju
potrebné viastnostiniverzalneho fylogenetickehanarkera.




Univerzalne molekulové chronometre — ribozomové RA

Z molekul, ktoré sphaju vsetky pozadované predpoklady, su to
predovsetkym molekulgibozomovych RNA (rRNA).

Su K’ucovou sdag’ouribozémov, organel, na ktorych sa preklada
geneticka informacia — uskuiituje sasyntéza bielkovin

Predpoklada sa, ze idadom na kardinalnu dolezitbfunkcie, ktoru
zastavaju v procese prekladu genetickej informgmd|iehaju zmena
pocas evolucie pomaly.
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Univerzalne, jadrove oblasti v rRNA z malych

ribozémovych podjednotiekpoda Gray 1988).
PIné obdizniky ozn&uji osem nesusediacich Gsekov v primarnej
Strukture rRNA (U1 az U8), ktoré vytvarajulvel konzervativne
centralne jadro sekundarnej Struktary tejto rRNAZKA tej-ktorej
r'RNA v nukleotidoch je uvedena pod menom prislusmaiganizmul.




Univerzalne molekulové chronometre — ribozomové RA

Ekvivalentnost a konstantno®® funkcie je vd'mi ddlezita, pretoze
rozdiely prinasaju so sebou dodaté zmeny v sekvencii nukleotidaig s;aZUJe ba a
znemozuje porovnavanie, a tym dedukciu fylogenetickyctiahov. ‘ |

RibozomovéRNA sU univerzalne rozSirené

- i
Ich dalSou vyhodou je, ze prinajmensamektoré ¢asti molekuly sa
menia dostat@&ne pomalyna to, aby povodné spdlme sekvencie upl
nevymizli. Inymi slovami, porovnavania sekvencii nukleotidovRNA, resp. v ic

genoch, umaxuju odvodzové najhlbsSie fylogeneticke vahy.

Popri vysoko konzervativnych usekoch obsahuju tietanolekuly aj
useky hypervariabilng ¢o umozuje zarové Studova vzdialené
blizke stupne pribuznosti.

Okrem toho su tietomolekuly dostataine dlhé takze predstavuj
dostatacne ve’ky "Statisticky subor" pre spéahliva analyzu.

Z0 spomenutych dovodov su to prave molekuly rRNésior ich geny

predovSetkym z malych ribozémovych podjednotigbgrovnavania ktoryc
sa v poslednych rokoch odvodzuju fylogeneticky nsgzaejSie zavery.
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Carl Woese

ssu rRNA Tree
(1984)

Univerzalne molekulové chronometre — ribozomové RA

Obrovskyvyznam univerzalneho fylogenetického stromu
skonsStruovaného na zaklade porovnavania rRNAispos tom, ze
rekonstruuje evoluciu zivotana nasej planéte aj v tej jeho najdihse
etape, tzv. bunkovej, kedy neexistovali ziadne nooimkové organizm
a morfologické rozdiely boli minimalne.

Toto obdobie, ktoré trvalo priblizne 3 miliardy mk sa niekedy
oznauje akovek mikroorganizmov.




BACTERIA ARCHAEA | EUKARYA

Euryarchaeota
zelené nesirne baktérie Methanomicrobiales

Methanobacieriales \ extrémne halofily
Gram-pozitivne Methanococcales

proteobaktérie Daktérie Thermococcales

Zivocichy
sinice Crenarchaeota shizovky huby

tflavobaktérie Thermoproteus entaméby i
e Pyrodictium rastliny
Thermotogales

ciliata
bicikovce
trichomonady
mikrosporidie
diplomonady

Univerzalny fylogeneticky strom Zobrazujuci tn domény Zivota (Woese et al.

radie vetvenia a diZka vetiev st zaloZené na porovnavan/ poradia nukleotidov v
rRNA z malych nbozémovych podjednotiek. Zakoreneny dendrogram zndzorriuje skoré od-
Clenenie sa baktérif (Bacteria) od spoloéného predka a relativne tesny vztah archeénov (Ar-
chaea) k eukaryotickym organizmom (Eukarya). Doména Archaea je primérne rozé&lenend na
dve vetvy - Crenarchaeota (obsahujuce najmé§ hypertermofily a acidofily) a Euryarchaeota
(hlavne halofilné a metanogénne archeény). Evolu¢néa vzdialenost medzi dvomi skupinami
organizmov je dand kumulovanym mnoZstvom rozdielov v sekvencigch rRNA a je umerns
vzdialenosti medzi koncami vetiev a uzlami, ktoré spajaju prislusné dve skupiny.




Pripad floridského zubara.
Vysoka rychlost’ evoludcie virusu HIV(1C® rychlejSie akoludskeé geny
v jadre) umoziuje sledova’ jeho Sirenie sa v populacii

Kazda vetva reprezentuje sekvenciutasti genu ; ,
envvirusu HIV-1. Sekvencie nukleotidov sa zisk o paciont€ |
od zubara a sedem jeho byvalych pacie | ——t
(oznasenych A aZ G), ktori boli taktieZ infikovan ’ ‘
virusom. Piati z tychto pacientoA,(B, C, E a §
mali sekvencie vémi blizko pribuzné k sekvenci

pacient G

, 1 e paCiENt B

. o ; o= ¢ ; o
zubara(vyznaienéciarkovanym obi¥nikom) a zarove : pacient® |
nepatrili do rizikove] skupiny pre ziskanie HI\/o ; —— pacient A .

nazn&uje, ze ich infikoval zubar. Dvaja z byvaly , |
pacientov D a F), ktori zarové patrili do rizikovej ‘Kontrola 2
skupiny pre ziskanie HIVmali sekvencie viruso | tontrola 3
vyznamne odlisnejSie. Od sekvencii zubara
oddelené tzv. miestnou kontrolou, ktor predsta
HIV infikovani jedinci zijuci v okruhu 90 niii od
zubarove] ambulancie. Pretoze HIV-1 jel'wme
premenlivym virusom, uvedené suU dve odlijm S S

sekvencie pre zubara a pacienta(gdd'a Page : pacient D
Holme:s 1998; podklad Ouet al. 1992

pacient F

kontrola 9

kontrola 35




Molekularna evolucia
* Studiumevolucie informaénych makromolekul
— rychlog’ a charakter zmien,
typy procesov

Roderic D M Page & Edward C Holmes

Molecular Evolution
A Phylogenetic Approach

* rekonstrukcia evoluéne|
historie génoy genomoy
organizmov...

— vyuzitie
molekularnebiologickych
markerov

v popul&ne] genetike,

v molekularnej ekologi,

v molekularnej systematike,
v konzervénej biologii




Molekularna systematika (syn. molekularna fylogenetika

~ Klasifikuje organizmy Molecular
na zaklade informacii Systematlcs
ziskanych z porovnavania >

poradia stavebnych prvkov B

v informatnych

makromolekulach

prienik
molekularna ekologia
molekularna evolucia

EDITED BY DAVID M. HILLIS * CRAIG MORITZ » BARBARA K. MABLE




V dosledku Sirokéhayuzivania molekulovych
chronometrov vo vSeobecnosti, a ribozomovych RNA (res
ich génov) zvlas sa vychodisko prdefinovanie prislusneha

taxodnu postupne presuvaroviny organizmovejna
bunkovd, resp. molekulovu
NN N,

THE BARCODE OF LIFE
IDENTIFVING SPECIES BY DNA 5

DNA Barcoding

A Global Standard for Identifying Biological Specimens

The Consortium for the Barcode of Life (CBOL) isiaternational initiative devoted to
developing DNA barcoding as a global standardxomamy. CBOL has more than 130
Member Organizations from 40 countries includingatural history museums *Zoos *Herbar
*Botanical gardens *University departments *Biodisiy organizations *Governmental and
Intergovernmental organizations *Private biotecmpanies *Other research organization

DNA Barcoding isatechnigue that usesa short gene sequence from standardized region
of the genome as diagnostic” biomarker” for species Different species have different DN
barcodes, making it possible to use barcodes dentify specimens *discover possible ne
species *to make taxonomy more effective for saesued society




Priklad vyuzitia metody molekulovych hodin pre uicenie
povodu rias

Era Mya Major events/Radiations

Cenozoic
65

Mesozoic

1
mnosperms

248

ideophycidae
Bryophytes

Paleozoic

Stramenopiles

900

Proterozoic

1200

Meso | «@-Red algal

secondary Green algae
endosym.
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o %GIaucophytes

1600 ‘
Primary cyanobacterial
Paleo - endosymbiosis @

4500 Age of Earth (earliest limit for clock calculations)
Figure 1. Schematic representation of plastid relationships and divergence times for the red, green, glaucophyte,
and chromist algae. These photosynthetic groups are outgroup-rooted with the Opisthokonta that putatively an-

cestrally lack a plastid. The branches on which the cyanobacterial primary and red algal chromist secondary en-
dosymbioses occurred are shown.

Bhattacharya D., Medlin L.K.: Dating Algal Origin U sing Molecular
Clock Methods, Protist, 155, 1, 9-10, 20(




Molecular Markers,
Natural Hlstory,

JOHN C. AVISE
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Molekularna ekoldgia

— vyuzitie molekularno-genetickych markerov na studiu
ekolégieaevolucie

uré¢ovanie pribuzenskych vahov

medzi organizmami,
populaciami,
druhmi,

| VySSimi taxonmi

Advances In
Molecular Ecology

— metodickycerpa
Z popul&nej genetiky a esmony
molekularnej systematiky
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TREVOR BEEBEE
GRAHAM ROWE

OXFORD

Konzervacna biologia

Acinonyx jubatus
(the African cheetah)

ziadna geneticka
variabilita:
fyziologicke abnormality,
vysoka umrtnost’
potomstva, precitlivelo®’
k infekciam, na strane
druhej bezproblemova
transplantacia koze




Porovnavaciagenomika
Od roku 1995 sa Z&a pisé historiad’alSe]
novej biologickej discipliny, ktora sa nazy
komparativha (porovnavacia)genomika
Porovnavanie uplnych zapisov geneticke
iInformacie organizmov.
baktériaHaemophilus influenzad,83Mbp)
(Mbp = milién parov baz) Mycoplasma
genitalium(0,58Mbp), zastupcovia domé
Bacteria.

Vzapati k nim pribudla znalésipiného
zapisu genetickej informacie eukaryotické
organizmu, kvasinky Saccharomyces
cerevisiag(13,5Mbp) (domeéen&ukarya).

Rok 1996 — udaj o komplethom genom
hypertermofilného archedriethanococcu
jannaschi(1,66Mbp), predstavitea domén

Archaea




Obrovsky néarast uplnych sekvencii
nukleotidov z gendmov réznych organizmov.

: Na strénk,ach najprestl’inejéll’ch Bioinformatics
prlrodo_vedec,:kycldasoplsov sastale vedu .4 Molecular
diskusie o vyzname tychto poznatkov pre Evolution

modernu bioldgiu. =2 B

Hoci hnacou silou porovnavacej genomiky

hlavne biotechnologicke pohnutky
s acakavanymi vystupmi do humanne;

mediciny

Najvasi podiel zo spoznanych genémov
pripada na bakterialne patogétigveka, |
oc¢akava sa, ze nove poznatky vyznamnym
sposobom ovplyvnia aj nazory na evolulciu

organizmov.

LRSS LI L0 L

Paul G. Higgs and Teresa K. Attwood
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1:AGTTGATAATGG
ACTTGATTATTG
ACCTGAACACAG
:ATTGGATAGGTA

156
154

135/135
128
122

Fig. 1. A fecal sample collected in the field can be analyzed in many different ways. Recently-introduced molecular techniques (molecular scatology] allow the isolation and
analysis of DNA from feces and thereby provide genetic and life history information on individuals. (a) MIDNA sequencing (e.g. cytochrome b) allows the animal species
(in this case, Ursus arctos) to be identified; (o) mIDNA analysis reveals the phylogenetic relationship of the individual (underlined) to other species or conspecifics;
(¢) the sex can be determined using primers specific for the mammalian Y-chromosome; (d) pathogen sequences (viruses, bacteria, pratists, macroparasites] can he
identified through amplification by strain-specific primers; (e} plant and animal food items revealed using species-specific plant chioroplast primers {e.g. rbcl or animal
mtDNA primers (e ¢. from cylochrome b). Individuals can be fingerprinted through microsatellite typing, and population size, genetic variation, kinship and paternity
can be deduced through extensive microsatellite genotyping of feces collected throughout an area, for example, see (f) and (g). (f) shows a multilocus microsatellite
fingerprint. In (g), male 1 (M1} shares an allele with male 2 (M2), but M1 can be excluded as father of the juvenile (J). The female parent is indicated by F.

Molekularna Scatologia-vzorky exkrementov zozberané v teré
sa analyzuju roznymi sposobmi pomocou technik mo#eke] bioldgie




Bernd Herrmann ¢ Susanne Hummel
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Molekularna speleoldgia

Springer-Verlag

Starodavna DNA poskytuje uplne novy jamhna evolulciu.
Po prvykrat umoiuje analyzovéviacero aspektov mikroevolucae
popula&nej genetiky v realnoriase.

Nosnym nastrojonmolekularnebiologicke] analyzyhistorického
biologickeho materialu je technika polymerazovegtazove| reakcie
(PCR), ktord umo#uje analyzova minimalne mnozstva
vychodiskoveho materialu




STARODAVNA DNA

Ancient DNA— historicka, prastara DNA

Termin sa pouziva na ozignie procesov a postupov spatych so
ziskavanim a analyzou genetického materialu z palatwlogickych a

archeologickych nalezov, muzealnych exponatov, hefibov (niekedy aj
klinickych vzoriek).

Egyptian mummy

6000 Y.A. "

5300-5200 Y.A. 3

Human brain tissue




V sicasnosti najastejSimi prikladmi
. 4 vyuzitia starodavnej DNAe Stidium
7 ::j ﬁ— 4 makroevolucie—rekoStrukcia evoluénej
iy (s historie vyhynutych druhov
AHI:HﬁEEILﬂE‘I'— - organizmov (neandertalci, zebrovita quagg
; ”"M vtak moa, mamuty, jaskynné medvedaebo
: 5“““ opatovné preskdmanie problémov

donedavna dostupnych len cez studi

ﬂ.

f A I’Emnﬂn: . . .
;i,, Y | morfologie fosilii.

ﬂlﬂﬁ.?-ll'_-'._,___,:l_ir.-

Starodavna DNA mO0ze by pouzitana

kalibrovanie molekularnych hodin bez FE=—="{ 4

potreby spatosti s kalibraciou pomoco ==y i
d’alSichfosilii. TV




Jednym z najvyznamnejSich aspektov . =
vyskumu starodavnej DNA je otazka {i* "™ «
kontaminacie modernou DNA(Z0 SEasnych —— s S
organizmov). ;|
Problém je Ruc¢ovy hlavne pre analyzu . 1.7
l'udskeho materialu. Takmer vSetky *
archeologickeé nalezy su kontaminované DNA=....
archeologov, kuratorov muzei a pod. Ancient Biomolecules Cent
Otazka autentickosti ziskanej DNA at Oxford University
poziadavka dodrziavania Kmi prisnych i
pravidiel pri prack ochranné pomocky,
Specialna ventilacia, izolované priestory a pod.

Analyza pradavnych patogéeno\je ve’kym
prid'ubom — vysokévolné rychlosti pri
patogénoch- test i ziskana sekvencia je

naozaj pradavnou, odlisSnou od sekvencie zo

siasnych mikroorganizmov).




Uspesnog analyzy spravidla klesa
umerne veku vzoriek— absolatny veKosilii
vSak nie je jedinym limitujucim faktorom.
Velky vyznam malozenie, vlhkos$ a
teplota prostredia, v ktorom sa material
uchoval.
Priebeh PCR reakcie mo6ze inhibové cely
rad latok, napr. hém, cytochrémy a iné porfyrin
fenolicke latky, polysacharidy, ale aj huminové
kyseliny, ktoré sa nachadzaju vo vSetkych typo

Egypte.

Na opak,né latky, napr. aloumin hovadzieho sera
blokuju ¢innost’ inhibitorov PCR reakcie.
Preto neprekvapuje, ze olfas/skumu starodavnej
DNA nielen vyuziva najnovsimolekularne
biologicke metodyale zarove aj prispieva K ich
d’alSiemu rozpracovavaniu.




Hranice uspesnej analyzyvek vzoriek
priblizne stotisic rokov (v zavislosti na
podmienkach ulozenia).

Existuju vSak pokusy analyzovaj
biologicky material, ktorého vek je vyss
(az niekdko milionov rokov).

Tento sa vsak musel zachéwaspecialno

prostredj nagastejSie uviazol ¥iviciach

davnych stromov a spolu s nimi bol
fosilizovany (antar).




httpziiveww microscopy.fsu.eduicells/animals/mitochondria.html
http:/aww. hybridmedicalanimation.com/pages/chloroplast.html

Uspesnog PCR analyzy starodavnej DNA zavisi aj od péu kopii
prislusnych genov.
V jadre lokalizovana geneticka informageaspravidla pritomna len v
malom pdte kopii(dve pri diploidnych organizmoch).

Na strane druhej geneticka informacia saitochondriach a v
plastidoch nachadza vo Y&om paite kopii(niekd’ko sto az tisic). Z
tohto dovodu pravdepodobnigg| rekonstrukcie je ova vyssia.
Stadiummitochondriovych génov/genomow mitvych tiel organizmo
predstavuje dopodianajrozSirene|Si typ analyz na poli starodavne| D




Neandertalci a modernyglovek Neanderthal population genetics

Chimpanzees

Neandertal

Humans

Figure 1 The area within which Neanderthal remains have been found (dotted line). The

Mezmaiskaya Cave is situated 1,310 m above sea level within the northern Caucasus at 4 ilion T
6 million 120.000—
years ago 550,000-690,000 150.000

44°10" N 40° 00" E on the bank of the Sukhoy Kurdzhips river. The location of the
Feldhofer Cave in Germany is also shown.

11111111 111111111111111111111111 111 111 1 1 1 1 1
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
c oo0oo0o11111111111111122222%222:222:2:2 2 2 3 3 3 3 3 3
378 9 001 1 12 3 4556 88 8 0 2 3 3 4 4 5 5 5 6 6 6 7 9 1 2 4 6 6 9
7 8 6 3 7 8 1 2 8 9 98 46 92 3 9 93 043 4 06 8 1 2 3.18 9 1 04 2 5 3
Reference A AT TCCCCOCGGACT GGCAATT T CACTS GO CCA ATCC - c A T CCTCC
Direct 1 C A T T A T CC CccTCGT A A
P1 cC A T T A T CCcCccTGT A A T A T
P2 c . AT T A T C CcC CccT G T A A T A T
P3 C A A T T A T CCcC Ccc T G T A A T A T
Direct 2 T G T A A T A T G C T T C .
577.1 T G T A . A T T A T G C T T C T
557.2 T G T A T A T A T G C T T C
581.2 T G T . A A T A T G ¢ T T C .
581.3 T G T C A A T A T G C T T C T
Mezmaiskaya . ¢ ... .. .. . ATT . A T CCOCCTSGT A . A . T A T G C T T C
Feldhofer G G . ¢c T T T T . A TTOC . T . CCCTG T A A G T A T G C T C

Figure 2 Variable sites in the DNA sequences of the PCR fragments obtained by direct Neanderthal from Feldhofer Cave* are included for comparison. A full stop indicates that
sequencing (Direct 1 and 2) and cloned PCR products derived from the Neanderthal from  the sequence is the same as the reference. The sequence that could be duplicated in the
Mezmaiskaya Cave. The human reference sequence'' and the sequence of the Stockholm laboratory is shown in bold within the compiled Mezmaiskaya sequence.



Udaje o rychlosti a spésobe evollUsikvencie patogénaiskané

analyzou strodavnej DNA rozSiruju nase vedomostiitoulosti a

buducnosti ochoreni — ich evollci(napr. rekonstrukcia virusu
épanielskej chripky).

| INFLUENZA DAATH
| RATE IN N ON ARIO
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Newspaper artlcles during the Spanlsh flu pandelfn]@ib8 — the Worst pandemlc |
modern times — a disease that killed 22 million peemwridwide by 1922.

The viruses of the bird flu and Spanish influenzairmdeed alike. Scientists found o

that the Spanish influenza genes have a clear avigim. But the bird flu is unlikely tc
Kill off half of Europe, like Spanish influenza dior one simple reason. At the

beginning of the 20th century there were no antiktscand people were treated wit
home remedies. These days, the healthcare indastgli equipped to fight the

Influenza virus with modern methods.




Povoda evollcia eukaryoticke] bunky

Endosymbiotické spoluzitie prokaryotickych buniek =
nova biologicka entita eukaryotickd bunka

Symbiosis in Cell Evolution

LYNN MARGULIS
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Wﬂi@fe{nan and Co., San Francisco, 1981
N\

mitochondrie a plastidy — bunkové organely s vlastno
DNA a proteosyntetickym aparatom
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Endosymbidze ako vychodiskceukaryotickéh stavi
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Microbial Habitat Diversity at Hydrothermal Vent Sites
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Umiestnenie tzv. environmentalnych

sekvencii z neznamych archedénov v

nezakorenenej verzii univerzalneho
fylogenetického stromu.

Dendrogram je skonStruovany na zaklade porovna
rozdielov v sekvencii nukleotidov v ribozémovych R
z malych ribozémovych podjednotiek. Environmenta
sekvencie sa ziskali pomocou techniky PCR a
univerzalnych primerov pre zastupcov domeény Arch
z celkovej DNA izolovanej z blizSie nedefinovanej
biomasy z r6znych stanovidredstavuju rRNA z
doposid blizSie newtenych archednov, ktoré sa z#ti
nepodarilo kultivova. Environmentalne sekvencie s
oznaenéciselnym a pismenovym kédom (napr. pSL?
pPJP 27 a pJP 78 su svojim sek¥ym zlozenim
najblizSie k bodu vetvenia vSetkych troch domerm.re
korenu fylogenetickeho stromu. Tieto sekvencie
vytvaraju hypotetickl skupinu archeonov nazvanu
"Korachaeota", do ktorej by mohli patteoreticky
najstarobylejSie organizmy (plalBarnset al. 1996)
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Zaverecéne zhrnutie

Viele

Ul ako zive Kroniky,

Molekularna

pioldgia podstatnym sposobom

rozsiruje paletu nastrojov, ktorymi je moznée
analyzova’ pribuzenské vx’ahy medzi

organizmami v sitasnosti id’aleko do minulosti

Molekularna bioldgia prestupujesSetkymi

oblag’ami biologie a vyznamne tym ovplyiije

nielenskimanie zZivota, ale 1 zivot sam




