GENY AKO ZIVE KRONIKY

Juraj Krajcovic

Abstract. The enormous growth of molecular biology, primarily genomics
over the past decades has provided valuable data useful for reconstructing the
history of life on the earth. It is clear that the greatest riches of data on the
evolution of organisms are concealed in the present-day cell itself. Genes may
be considered as a kind of living fossils and the information contained in them
reaches back all the way to the primordial life on this planet. Comparisons of
these information molecules based on nucleotide sequences in homologous
genes serves as a yardstick for assessing kinship between cells as well as be-
tween organisms. Tracing the history of cells and their genes to their very origin
thus becomes more and more amenable to scientific examination.

Mimoriadne pozoruhodné na sucasnych objavoch v biologii je i to,
Ze poukazujui na bohatstvo informacii o historii zivota na Zemi, ktoré je
ukryté v bunke, konkrétne v nej uloZzenej genetickej informacii vo for-
me DNA. Na gény, resp. ich produkty (RNA a bielkoviny) sa nazera ako
na historické dokumenty. Molekularna biologia prenika do vSetkych
oblasti biologie. Podstatnym spdsobom rozsiruje paletu nastrojov, kto-
rymi je mozné skumat najrozmanitejSie formy zivota (sucasnych i vyhy-
nutych organizmov) i aktivne ich pozmenovat. Nové poznatky, zasahy
i perspektivy su tak vyznamné, ze sa nimi navodzuje akasi revolucia
v biologii. S privlastkom ,molekularna“ sa mozno stretnat pred nazvom
takmer vSetkych biologickych disciplin - od molekularnej bunkovej bio-
logie, cez molekularnu genetiku, molekularnu systematiku az po mole-
kularnu antropologiu; v niektorych pripadoch sa dokonca prekracuja
hranice biologie, napr. v spojeniach - molekularna paleontologia, resp.
molekularna archeologia.

Gény mozu teda predstavovat akési zivé kroniky, ktoré dokumentuju
evolaciu ich nositelov, buniek, resp. organizmov. Molekularna biolo-
gia priniesla aplne nové metody, ktorymi je mozné Studovat evolucné
vztahy medzi organizmami. Sformovala sa nova biologicka disciplina
- molekularna evolticia. Napliaja sa ocakavania, Ze dva druhy organiz-
mov, o ktorych na zaklade podobnosti v anatomickych, ¢i fyziologic-
kych znakoch predpokladame, Ze su blizko pribuzné, buda mat vyssie
percento homologie v sekvencii génov (proteinov), v porovnani s me-
nej pribuznymi druhmi. Ak sa sekvencie nukleotidov v porovnavanych
génoch (resp. aminokyselin v proteinoch) z dvoch organizmov lisia len
minimalne, znamena to, Ze prislusna sekvenciu zdedili po nedavnom
spolo¢nom predkovi.

Zivé kroniky

Pri rekonstrukcii procesu evolucie nie sme teda odkazani len na
paleontologické nalezy. Bunka si zachovava zaznam o svojej evolucii
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v charaktere jej vlastnych metabolickych procesov, hlbsie - v poradi
aminokyselin v bielkovinach, principialne - v poradi nukleotidov vo
svojich nukleovych kyselinach. Tieto ,zivé fosilie“ st potencialne ovela
bohatsie a rozsiahlejSie ako skutocné fosilne pozostatky a siahaju este
ovela dalej - az k poc¢iatkom bunky, do obdobia, ked existoval spolocny
predok vsetkého zivého. Na to, aby bolo mozné citat z vysoko informa-
tivnych genetickych zaznamov, bolo potrebné vyvinut technologické
postupy na stanovenie sekvencii stavebnych elementov v génoch, resp.
v ich produktoch. Pozoruhodny pokrok v metodach Studia bielkovin
(proteomika) a nukleovych kyselin (genomika, transkriptomika), pre-
dovsetkym nové techniky sekvenovania nukleovych kyselin, urychlili
Citanie evolucnej informacie z genetickych zaznamov a este viac umoc-
nili zaujem o otazky evolucie (pozri 2).

Vseobecne sa prijima nazor, ze porovnavacie analyzy tzv. informac-
nych makromolekul (nukleové kyseliny, bielkoviny) moézu poskytnuat
kvantitativnu mieru pre stanovenie evolu¢ného vztahu medzi sacastami
bunky, bunkami, organizmami, populaciami, atd. Niet pochyb o tom, Ze
porovnavanie sekvencii stavebnych prvkov v homologickych génoch,
resp. v ich produktoch, je velmi cennym pristupom na zodpovedanie
viacerych otazok fylogenézy. Priekopnikmi na poli vyuzitia molekul
ako dokumentov evoluc¢nej historie boli svojimi pracami z roku 1965
Zuckerkandl a Pauling (29). Ich pionierske prace otvorili novu etapu
studia evolacie organizmov.

Za jeden z prvych prikladov vyuzitia molekularnej biologie pri riese-
ni evolu¢nych otazok sa povazuju imunologické stadie, konkrétne kri-
Zové reakcie albuminu sér viacerych primatov, vratane cloveka. Tento,
dnes uz ucebnicovy priklad, tzv. Sarich-ov a Wilson-on medznik z roku
1967 (24), priniesol uplne nova odpoved na otazky o pribuzenskych
vztahoch Cloveka, Simpanza, gorily a orangutana a veku ich spolo¢ného
predka. Dovtedy panoval nazor, ze Clovek je fylogeneticky velmi vzdia-
leny od ostatnych velkych opic (samostatna ¢elad) a od¢lenenie vyvojo-
vej linie veducej k ¢loveku nastalo pred asi 15 milionmi rokov. Takéto
datovanie bolo zaloZené na fosiliach vyhynutého organizmu nazvaného
Ramapithecus, ktory bol povazovany za prvého predstavitela Tudskej
vyvojovej linie. Imunologické studie vSak ukazali, Ze Clovek, Simpanz
a gorila su geneticky takmer rovnako vzdialené organizmy, kym oran-
gutan je vyrazne odliSnejsi. Zaroven, za predpokladu, Ze albumin séra
je dobrym molekularnym chronometrom, ktory mozno kalibrovat na
zaklade ¢asu odvetvenia primatov od ostatnych opic Starého sveta, t. j.
priblizne pred 30 milibnmi rokov, potom vyvojové linie ¢loveka, Sim-
panza a gorily sa oddelili asi pred 5 milionmi rokov.

Molekuly versus morfologia

Spominané stadie Saricha a Wilsona (24) priniesli nielen novy po-
hlad na povod cloveka, ale odstartovali aj Sirokua a intenzivnu diskusiu



o vhodnosti vyuzivania molekul versus morfologie, ako nastrojov pre
stadium evolucie a urcovanie pribuzenskych vztahov medzi organizma-
mi (21). Predstavovali silny impulz nielen pre vyuzivanie molekul pri
stadiu fylogenézy, ale aj pre starostlivé prehodnocovanie paleontologic-
kych nalezov. Otazka dnes uz nestoji tak, ¢i porovnavacia analyza mole-
kil alebo morfologickych znakov je tym jedinym spravnym pristupom
pre rekonstrukciu fylogenézy (1). Hoci niekedy tazko a s problémami,
predsa len sa hlada a nachadza cesta akéhosi vzijomného doplfania sa,
korigovania a obohacovania oboch pristupov (velakrat sa uz ukazalo,
ze vyznam, Ci vaha tych-ktorych znakov a vlastnosti pre urcovanie fy-
logenetickych vztahov bola nad-, resp. podhodnotena). Dvadsat rokov
po tzv. Sarich-Wilsonovom milniku sa na zaklade dalsich paleontolo-
gickych nalezov potvrdilo, Ze Ramapihecus nepatri do vyvojovej linie
Cloveka, ale orangutana. To odstranilo prekazku v prospech uznania
argumentu, ze Clovek, Simpanz a gorila mali ovela nedavnejSieho spo-
lo¢ného predka, ako sa povodne myslelo. Medzicasom vysledky dalSich
molekularno-biologickych studii boli nielen v sulade s novou konstruk-
ciou fylogenetického stromu primatov, ale ukazali aj, ze Simpanz je bliz-
$im pribuznym c¢loveka ako gorila. NajnovSie porovnavania rozsiahlych
aplnych sekvencii genomu cloveka a Simpanza dokumentuji, ze roz-
diel medzi nimi je asi len 1,5 %, a to pritom velka vicSina odliSnosti sa
tyka nekodujacich sekvencii.

Molekulové hodiny

Vyuzitie informac¢nych makromolekul v tlohe molekulovych chro-
nometrov je uzko spité s pojmom molekulové hodiny. Vychadza sa pri-
tom z predpokladu, Ze molekuly sa vyvijaju priblizne rovnakou rychlos-
tou a rozdiely medzi podobou homologickej molekuly u predstavitelov
dvoch rdznych druhov st amerné casu, ktory uplynul od odc¢lenenia
sa oboch druhov od spolo¢ného predka. Viaceri autori sa nazdavajua,
ze v danej informacnej makromolekule, resp. v sekvencii nukleotidov
v géne, sa mutacie hromadia konstantnou rychlostou vo vsetkych vy-
vojovych liniach, pokial si dana sekvencia zachovava svoju povodna
funkciu. Napriek tomu, Ze voci rovnhomernosti chodu molekularnych
hodin existuju isté vyhrady, predstavuju Siroko vyuzivané vychodisko
pre konStruovanie tzv. stromov zivota - dendrogramov.

Odhalenie fenoménu ,evolucné, fylogenetické, resp. molekulové ho-
diny*“ sa poklada za jeden z najvicSich objavov 20. storocia (rok 1983).
Ich princip je Castokrat spajany s Kimurovou teoriou tzv. neutralnej
evolucie (12), ¢o priblizuje citat: ,Skutocnost, ze v rdznych organiz-
moch rozdielne (no zjavne pribuzné) molekulové sekvencie vykonava-
ju rovnaku molekulova funkciu, naznacuje, ze vicsina zo zmien, ktoré
sa postupne zafixovali v tej-ktorej molekulovej sekvencii, su selek¢ne
neutrilne, t. j. nemaju ziaden fenotypovy dopad. Ako priklad mozno
uviest mutacie v nekodujucich oblastiach alebo v tretich poziciach nuk-
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leotidovych tripletov (v dosledku degenerovanosti genetického kodu
v tomto pripade zmena nukleotidu nespdsobuje zamenu aminokyseliny
v kddovanej bielkovine - tzv. synonymné substitucie), resp. pseudogé-
ny (nefunk¢né kopie génov). Frekvencia fixacie neutralnych mutacit
zavisi len od mutacnej rychlosti a moze sluzit ako molekulové hodiny.
Cim dlhsi ¢as uplynul od momentu, kedy sa evolu¢na linia rozdelila na
dve vetvy (od tzv. evolu¢ného uzla), tym viac sa mohlo naakumulovat
mutacii v homologickych informac¢nych makromolekulach a amerne
tomu sa budua od seba odlisSovat aj sekvencie stavebnych prvkov, z kto-
rych molekuly pozostavaja.

Univerzalne molekulové chronometre

Vsetky samostatne sa replikujace Struktiry nevyhnutne vlastnia apa-
rat na udrziavanie a reprodukciu genetickej informacie, ako aj na jej rea-
lizaciu - translaciu do postupnosti aminokyselin v prislusnych bielkovi-
nach. Vicsina velkych molekul, zahrnutych v tychto procesoch, musi
niest pecat svojho povodu uz z velmi skorych stadii evolucie bunky.
Museli existovat uz v obdobi pred dosiahnutim trovne komplexnosti
prokaryotickej bunky. Preto mozno ocakavat, ze tieto molekuly maja
potrebné vlastnosti fylogenetického markera.

Z molekil, ktoré spinaja vietky poZzadované predpoklady, st to pre-
dovsetkym molekuly ribozomovych RNA (rRNA). Sa klucovou sucas-
tou ribozomov, organel, na ktorych sa preklada geneticka informacia
- uskutocnuje sa syntéza bielkovin. Predpoklada sa, ze vzhladom na
kardinalnu dolezitost funkcie, ktort zastavaja v procese prekladu gene-
tickej informacie, podliehaju zmenam pocas evolucie pravdepodobne
vobec najpomalsie.

Ekvivalentnost a konstantnost funkcie je velmi dolezita, pretoze roz-
diely prinasaji so sebou dodatocné zmeny v sekvencii nukleotidov, ¢o
stazuje, ba az znemoziuje porovnavanie, a tym dedukciu fylogenetic-
kych vztahov. Ribozomové RNA su univerzalne rozsirené. Ich dalSou
vyhodou je, Ze prinajmensom niektoré Casti molekuly sa menia dosta-
tocne pomaly na to, aby pdévodné spolocné sekvencie aplne nevymizli.
Inymi slovami, porovnavania sekvencii nukleotidov v rRNA, resp. v ich
génoch, umoznuju odvodzovat najhlbsie fylogenetické vztahy. Popri
vysoko konzervativnych usekoch obsahuji tieto molekuly aj useky hy-
pervariabilné, ¢o umoznuje zaroven studovat vzdialené i blizke stupne
pribuznosti. Okrem toho su tieto molekuly dostatocne dlhé, takze pred-
stavuju dostatocne velky ,Statisticky subor* pre spolahliva analyzu. Zo
spomenutych dévodov su to prave molekuly rRNA (resp. ich gény),
predovsetkym z malych ribozomovych podjednotiek, z porovnavania
ktorych sa v poslednych rokoch odvodzuju fylogeneticky najzavaznejSie
zavery. Obrovsky vyznam univerzalneho fylogenetického stromu skon-
struovaného na zaklade porovnavania rRNA spociva v tom, ze rekon-
Struuje evoluciu zivota na nasej planéte aj v tej jeho najdlhsej etape, tzv.



bunkovej, kedy neexistovali ziadne mnohobunkové organizmy a mor-
fologické rozdiely boli minimalne. Toto obdobie, ktoré trvalo priblizne
3 miliardy rokov, sa niekedy oznacuje ako vek mikroorganizmov.

V dosledku sirokého vyuzivania molekulovych chronometrov vo vse-
obecnosti, a ribozomovych RNA (resp. ich génov) zvlast, sa vychodisko
pre definovanie prislusného taxonu postupne presuva z roviny organiz-
movej na bunkovi, resp. molekulova.

Potrojna klasifikacia organizmov

Autorom potrojnej klasifikacie organizmov - Archaebacteria, Bacte-
ria a Eukaryota - je prof. Carl R. Woese z Univerzity v Illinois, USA. Toto
svoje stanovisko k systematike organizmov, odvijajice sa primarne od
rozsiahlych porovnavacich stadii ribozomovych RNA, publikoval po pr-
vykrat v roku 1977 (27). V roku 1990 ho aktualizoval do siicasnej podo-
by troch domén - Archaea, Bacteria, Eukarya (28).

Cely rad pozorovani potvrdil, Zze medzi prokaryotickymi organizma-
mi skuto¢ne existuje hlboka fylogeneticka priepast (prehlad 6, 13). Ta-
to ich deli na dve od seba nezavislé vyvojové linie - archeony (Archaea,
po starsom archebaktérie) a baktérie (Bacteria, resp. eubaktérie), ktoré
sa zase v tej i onej miere odlisné od eukaryotov (Eukarya). Ukazalo sa,
ze porovnavanie sekvencii ribozomovych RNA z malych podjednotiek
ribozomov predstavuje vyznamny medznik v objasnovani fylogenetic-
kych vztahov medzi organizmami (predovSetkym prokaryotickymi).
Na tomto zaklade mozno skonStruovat prirodzeny systém klasifikacie
organizmov, ktory by bol odrazom skutoc¢nych evolu¢nych vztahov.
Objav archeonov (archebaktérii) ako samostatnej primarnej vyvojovej
linie predstavuje sam o sebe zistenie obrovského vyznamu, ktoré moze
navySe vela prezradit aj o pociatkoch zivota na Zemi. Za predpokladu,
Ze existuju len dve primarne vyvojové linie, tazko mozno evolucne in-
terpretovat rozdiely medzi nimi. Odhalenie tretej linie poskytuje moz-
nost stanovit, ktoré vlastnosti s povodné a ktoré sa vyvinuli relativne
nedavno.

Usilie o vypracovanie prirodzeného systému klasifikacie organizmov
vyustilo v sacasnosti do nazoru, ze existuju tri zakladné, principialne
odlisné vyvojové linie zivota: Archaea, Bacteria, Eukarya. Nenazyvaju sa
riSe, ale domény, Co je vyrazom snahy vyhnut sa terminologickym zmiit-
kom pri oznaceni najvysSich taxonomickych jednotiek. Rozdiely medzi
uvedenymi tromi zoskupeniami organizmov su naozaj velmi hlboké,
ovela vyznamnejSie ako rozdiely, ktorymi sa od seba liSia typické rise,
akymi su napr. rastliny a zivocichy. Dokonca i koncepcia Prokaryotae
- Eukaryotae, ktora bola, a v istom zmysle aj stale je povazovana mno-
hymi vedcami za zakladnu fylogeneticka dichotomiu, prestava vyhovo-
vat. Rozdiely v morfologii buniek (hlavne jadra) st skutocne tak vyraz-
né, ze primarne rozdelenie Zivota by naozaj mohlo lezat medzi pro- a
eukaryotickymi formami. Problém v$ak spociva v tom, ze klasifikacia
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organizmov na eukaryotické a prokaryotické je vo svojej podstate cyto-
logicka, a len nepriamo fylogeneticka. Z cytologického hladiska su totiz
archeony skutocCne prokaryotami, pretoze nevykazuju nijaké charakte-
ristiky, ktorymi st definované eukaryoty, t. j. nemaja bunky s pravym
jadrom. Avsak na molekulovej arovni sa archeony nepodobaju ostat-
nym prokaryotom reprezentovanymi baktériami. Pravdou je skor pravy
opak. Archeony sa v mnohych svojich znakoch a vlastnostiach ponasajua
vacSmi na zastupcov eukaryotickych organizmov ako baktérii. Premie-
ta sa to zaroven i do fylogenetickych stromov Zivota skonstruovanych
na zaklade porovnavania vhodnych molekulovych chronometrov (hlav-
ne rRNA). Korene eukaryotickej linie (Eukarya) lezia blizSie k doméne
Archaea ako Bacteria (28). Tieto dendrogramy, ktoré su zalozené na
kvantifikacii rozdielov medzi organizmami v sledovanych parametroch,
okrem toho nazorne demonstruja, aké priepastné sii na molekulove;j
arovni rozdiely medzi niektorymi predstavitelmi prokaryotov, no na
druhej strane zase ukazuja, ze rastliny a zivoCichy (na prvy pohlad tak
odlis$né organizmy) su si relativne blizke.

Porovnavacia genomika

Od roku 1995 sa zacina pisat historia dalSej novej biologickej discipli-
ny, ktora sa nazgva komparativna (porovnavacia) genomika. Startuje
éra porovnavania aplnych zapisov genetickej informacie organizmov.
V tomto roku sa totiz podarilo stanovit primarnu sekvenciu nukleotidov
v gendme baktérii Haemophilus influenzae (1,83 Mbp) (Mbp = milion
parov baz) a Mycoplasma genitalium (0,58 Mbp), zastupcov domény
Bacteria. Vzapiti k nim pribudla znalost aplného zapisu genetickej in-
formacie eukaryotického organizmu, kvasinky - Saccharomyces cere-
visiae (13,5 Mbp) (doména Eukarya).

Nasledujici rok 1996 mozno oznadit za zlomovy pre primarnu sys-
tematiku organizmov. Pribudol totiz udaj o kompletnom genome hy-
pertermofilného archeonu Methanococcus jannaschi (1,66 Mbp),
predstavitela domény Archaea. Bol to posledny chybajuci ¢lanok v ko-
lekcii aplnych sekvencii nukleotidov genomov z vybranych zastupcov
vsetkych troch domén (Archaea, Bacteria, Eukarya), ktoré z pohladu
molekularnej evolucie organizmov predstavuju tri zakladné vyvojové
linie zivota. Odvtedy sa kolekcia uplnych sekvencii nukleotidov z geno-
mov roznych organizmov vyznamne rozrastla a vdaka novym metodic-
kym postupom sa stile rozrasta donedavna nevidanym, az neuveritel-
nym tempom. Na strankach najprestiznejsich prirodovedeckych caso-
pisov sa stale vedu diskusie o vyzname tychto poznatkov pre moderna
biologiu. Akymsi vyvrcholenim celého tohto usilia je spoznanie tplnej
sekvencie [udského genomu. Hoci hnacou silou porovnavacej genomi-
ky su hlavne biotechnologické pohnutky s ocakavanymi vystupmi do
humannej mediciny (najvicsi podiel zo spoznanych genomov pripada
na bakterialne patogény cloveka), celkom prirodzene sa ocakava, ze



nové poznatky vyznamnym spdsobom ovplyvnia aj nazory na evoliciu
organizmov.

Isté obavy, Ci Citanie genetickych zaznamov ma dostato¢ne vysoku
vypovednu hodnotu pre analyzu fylogenézy, vyplynuli z popisania fe-
noménu, ktory sa oznacuje ako horizontalny transfer génov. Ak by sa
totiz gény mohli masivne a lubovolne presuvat z jedného organizmu
do druhého, vyrazne by to stazilo, az znemoziovalo analyzu pribuzen-
skych vztahov medzi organizmami. Napriek tomu, zZe k horizontalnemu
transferu génov dochadza (najmi medzi prokaryotickymi organizma-
mi), jeho frekvencia je velmi odliSna, a to v zavislosti od typu génov.
Gény, ktorych produkty sa podielaju na procesoch replikacie, transkrip-
cie a translacie genetickej informacie, z analyz ktorych sa odvodzuju
najvyznamnejsie fylogenetické zavery, podliehaja tymto procesom len
celkom vynimocne. Rozsiahle analyzy celych gendmov ukazuja, Ze ho-
rizontalny transfer génov neznehodnocuje genealogické analyzy (3, 7).

Povod eukaryotickej bunky v novom svetle

Rozpoznanie principialnych rozdielov medzi arche6nmi a baktériami
nebyvalou mierou spristupnilo a stimulovalo rieSenie dalSieho zasad-
ného evoluc¢ného problému, ktorym je pévod a evolucia eukaryotickej
bunky. V stcasnosti sa univerzalne akceptuje, ze eukaryoticka bunka
je chimérou, ktora vznikla endosymbiotickym splynutim viacerych po-
vodne samostatne zijucich prokaryotickych buniek (prehlad 13).

Diskusie sa vedu iba o rozsahu endosymbiozy, postupnosti krokov,
ich opakovani (mono- versus polyfyletizmus). Eukaryoticka bunku te-
da nemozno pokladat za produkt jednej vyvojovej linie, ktory by bol
porovnavatelny s predstavitelmi dvoch prokaryotickych vetiev - takto
sa mozno pozerat len na niektoré z jej komponentov. Povod semiau-
tondmnych bunkovych organel (maju svoju vlastnu DNA a translacny
aparat) sa jednoznacne odvodzuje od endosymbiotickych baktérii, a to
konkrétne v pripade mitochondrii od a-proteobaktérii a v pripade plas-
tidov od cyanobaktérii (sinic) (prehlad 13). Integracia dychacieho (mi-
tochondrie) a fotosyntetického (plastidy) aparatu bola pravdepodobne
vyvolana zmenami okolitého prostredia (hlavne zvySujica sa koncentra-
cia kyslika v ovzdus$i). Vnatrobunkové spoluzitie viacerych prokaryo-
tickych buniek (celularna kohabitacia) umoznilo vyvoj pokrocilejsieho,
pravého mnohobunkového zivota a v kombinacii s kyslik produkuju-
cou fotosyntézou taktiez zivot mimo vodného prostredia. Takéto spolu-
zitie sa zaroven stalo zdrojom obrovskej morfologickej a genetickej roz-
manitosti. Podstatnou ¢rtou eukaryotickej bunky je enormna kapacita
preskupovat (restrukturalizovat) geneticky material v priebehu evolu-
cie, Co je spité so stratou starych a nadobudanim novych funkcii. Ruka
v ruke s presunom vicsiny génov z predkov organel do jadra sa musel
vyvinat domyselny systém transportu ich produktov z nukleo-cytosolu
spit do mitochondrii a plastidov (prehlad 26).
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Vysvetlit povod nukleo-cytosolu eukaryotickych buniek sa pokusa
niekolko hypotéz (napr. vodikova, syntrofia). Tieto vychadzaju nielen
z neustale pribudajacich molekularno-biologickych udajov, ale i po-
znatkov ekologie, biochémie, mikropaleontologie. Predpokladaja, ze
na vzniku jadra sa podielali baktérie zo skupiny proteobaktérii spolu
s metanoarcheonmi. Vodikova hypotéza predpoklada symbioticku aso-
ciaciu medzi autotrofnym, anaerObnym, striktne na vodiku zavislym
metanoarcheonom (hostitel) a o-proteobaktériou (symbiont), ktora vo-
dik produkovala (mala zaroven potencialnu schopnost respiracie) (16).
Hypotéza syntrofie vychadza z predpokladu, prvotnym bolo spoluzitie
d-proteobaktérie (sulfat redukujiica myxobaktéria) a metanoarchednu
(sformovali akési syntrofické konzorcium), do ktorého, ¢i uz sucasne
alebo neskor, vstupila aj a-proteobaktéria (metanotrof) (17).

Chronometre na kratke vzdialenosti

Molekulové chronometre umoznuju merat evolucny cas v Sirokom
rozpiti. Zatial ¢o velmi konzervativne molekuly (napr. aj spomenuté
univerzalne molekulové chronometre - rRNA, resp. ich gény - rDNA)
umoziuju stanovovat najvzdialenejSie stupne pribuznosti, velmi rych-
lo sa meniace molekuly st vhodné pre urcovania najblizsich pribuzen-
skych vztahov. V tomto smere extrémnym prikladom st molekuly RNA
Virusov.

RNA virusy, napr. HIV (spdsobuje ochorenie AIDS - syndrom ziska-
nej imunodeficiencie) sa vyvijaja milionkrat rychlejsie ako v jadre loka-
lizované gény eukaryotickych organizmov. To je i dovodom, preco vy-
voj efektivnych liekov alebo vakcin proti RNA virusom je takym velkym
problémom. Vysoka rychlost evolucie RNA virusov umoznuje sledovat
ich Sirenie sa v populacii. V tomto smere sa stal uz klasickym, ucebnico-
vym prikladom tzv. pripad floridského zubara.

V roku 1990 Centrum pre kontrolu ochoreni v Atlante (USA) zare-
gistrovalo spravu o ochoreni mladej zeny na AIDS. Jedinym rizikovym
faktorom, ktory by prijatelnym spdsobom vysvetloval jej infikovanie sa
virusom HIV, bola skuto¢nost, ze bola pacientkou zubara trpiaceho na
AIDS. Nasledné studium zdravotného stavu dalSich zubarovych pacien-
tov ukazalo, Zze je medzi nimi viacero nositelov virusu HIV. Mohli byt
tito ludia infikovani tymto dentistom? Vysledkom porovnavacej analyzy
sekvencii génu env (koduje obalovy protein virusu HIV) bolo zistenie,
ze vsetci pacienti, pre ktorych jedinym rizikovym faktorom pre ziskanie
infekcie HIV bol kontakt so zubarom, boli nositelmi sekvencie velmi
podobnej zubarovej. Pravdepodobnost, ze zdrojom infekcie bol zubar,
je velmi vysoka. Na strane druhej, medzi pacientmi boli dvaja taki, ktori
mohli byt infikovani aj inym spdsobom ako len kontaktom so zubarom
(patrili do tzv. rizikovej skupiny). V oboch tychto pripadoch sa sekven-
cie vyznamne lisili od ostatnych. Porovnania ukazali, ze gendm virusu
HIV si uchoval evolu¢nu informaciu v podobe mnozstva naakumulova-



nych mutacii, ktoré je amerné casu medzi prenosmi virusu. Odlisnost
sekvencii zubara a pacientov z rizikovej skupiny svedci v prospech dav-
nejsej infekcie virusom HIV, a to z iného zdroja ako od zubara; naopak,
podobnost sekvencii pri pacientoch z nerizikovej skupiny poukazuje
na velmi nedavnu historiu prenosu a zdrojom infekcie bol podla vset-
kého zubar (19).

Molekularna evolucia, systematika, ekologia

Prienik molekularnej biologie do takmer vSetkych oblasti biologie
vedie k formovaniu sa novych biologickych disciplin, zacinajacich sa
privlastkom molekularna. NajcastejSie je spoloénym menovatelom §tu-
dium pribuzenskych vztahov medzi skimanymi organizmami a rekon-
Strukcia ich evolucie, ktoré sa odvija od udajov ziskanych molekularno-
-biologickymi metodami (9, 14, 18). Molekularna evolacia ako novo-
konstituovana disciplina sa tymito otazkami zaobera v dvoch rovinach.
V rovine teoretickej Studuje rychlost, charakter zmien, mechanizmy a
typy procesov, ktoré stoja v pozadi evolucie informa¢nych makromole-
kal (pozri napr. 15). V rovine praktickej vyuziva ziskané poznatky pre
rekonstrukciu evolucnej historie génov, gendmov, organizmov (pozri
napr. 20). V tomto smere dochadza k istému prekryvu s inou biologic-
kou disciplinou - molekularnou ekologiou. Ta vyuziva molekularno-bio-
logické markery na Stadium ekologie a evolucie a na urCovanie pribu-
zenskych vztahov medzi organizmami, populaciami, druhmi i vyS$imi
taxonmi.

Citanie genetickej informacie cestou stanovenia postupnosti zaklad-
nych stavebnych prvkov - nukleotidov v nukleovych kyselinach - sa
stava rutinnou, doslova strojovou zalezitostou. Mnozstvo pribudajiacich
udajov pochadzajucich z najrozmanitejSich organizmov je obrovské a
hojne sa vyuziva i pri identifikacii organizmov a ich systematickej kla-
sifikacii. Syntézou molekulirnej, evolucnej a systematickej biologie
vznikla dalsia moderna biologicka disciplina, ktora sa nazyva moleku-
larna systematika organizmov. Za akusi kucharsku knihu molekularnej
systematiky sa povazuje celosvetovo rozsirena ucebnica - ,Molecular
Systematics“ od Hillisa a spolupracovnikov (10). Niekedy sa takmer ako
synonymum pre oznacenie tejto discipliny pouziva termin - molekular-
na fylogenetika (pozri 8).

Zivot v extrémnych podmienkach

Vdaka vyuzivaniu poslednych vydobytkov vedy a techniky (nové me-
todické postupy a izola¢né techniky, netradicné materialy, pocitacové
spracovanie udajov, atd.) sa i tak malo pritazliva disciplina, akou syste-
matika organizmov spravidla vzdy bola, razom stala polom vzrusujuce-
ho vyskumu.

Vysledkom sa napr. objavy mikroorganizmov (tzv. extrémofilov),
ktoré su schopné zivota aj vo velmi extrémnych podmienkach (teplota,
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tlak, pH, radiacia, vysoké koncentracie toxickych latok), t. j. takych,
ktoré sa donedavna pokladali za nezlucitelné so zivotom (pozri napr.
11,25). Pretoze voda, ako nevyhnutna podmienka pre Zivot v podobe,
v akej ho dnes pozname, sa vyskytuje aj mimo Zeme (napr. na Marse a
mesiacoch Jupitera - EurOpa a Callisto), existuja snahy dokazat stopy
zivota prednostne na tychto mimozemskych stanovistiach. Idey o ex-
traterestrickom povode Zivota su teda stale zivé i vdaka niektorym naj-
novsim vedeckym poznatkom.

Stanovit pritomnost organizmov na najrozmanitejSich stanovistiach
je mozné vdaka technikim PCR, ktoré vychadzaju z minimalneho
mnozstva celkovej DNA vyizolovanej zo vzorky odobratej z danej lo-
kality (napr. zriedlo horucej vody; rezervoare vody pod antarktickymi
ladovcami; ¢revny trakt hmyzu atd.). Molekularnu identifikaciu nezna-
mych organizmov a ich zaradenie do jednej z troch primarnych domén
umoznuje vyuzitie tzv. univerzalnych primerov, ktoré su Specifické pre
zastupcov tej-ktorej domény (Archaea, Bacteria, Eukarya). Tak sa napr.
ukazalo, ze zastupcovia domény Archaea, archeony, nie si obyvatelmi
len najextrémnejsSich ekologickych stanovist, na ktorych boli primarne
zachytené, ale ze su pritomné prakticky vSade a predstavuja velmi vy-
znamnu cast biomasy Zeme. Mnohé z takto identifikovanych organiz-
mov zatial blizS§ie nepozname, pretoze nevieme pripravit podmienky,
ktoré by umoznili ich kultivovanie (23). Takéto sekvencne unikatne
PCR produkty zo zatial blizSie neurcenych, no existujucich organiz-
mov, nazyvame ,environmentalne sekvencie“. Byvaju oznacené Cisel-
nym a pismenovym kodom, pod ktorym su zaregistrované v databazach
sekvencnych udajov. St zname pripady, kedy sa na zaklade znalosti en-
vironmentalnej sekvencie podarilo neskor identifikovat a vykultivovat
dovtedy neznamy druh mikroorganizmu.

Starodavna DNA

Termin starodavna DNA (Ancient DNA) sa pouziva na oznacenie pro-
cesov a postupov spitych so ziskavanim a analyzou genetického mate-
rialu z paleontologickych a archeologickych nalezov, muzealnych ex-
ponatov, herbarov, a niekedy aj klinickych vzoriek (prehlad 22). Staro-
davna DNA poskytuje uplne novy pohlad na evoluciu. Umozinuje analy-
zovat viacero aspektov mikroevolicie a populacnej genetiky v realnom
Case. V sucasnosti najcastejSimi prikladmi vyuzitia starodavnej DNA je
stadium makroevolucie - rekonstrukcia evolucnej historie vyhynutych
druhov organizmov (neandertalci, zebrovita quagga, vtak moa, mamu-
ty, jaskynné medvede), alebo opitovné preskamanie problémov done-
davna dostupnych len cez studium morfologie fosilii.

Nosnym nastrojom molekularno-biologickej analyzy historického
biologického materialu je technika polymerazovej retazovej reakcie
(PCR), ktora umoznuje analyzovat minimalne mnozstva vychodiskové-
ho materialu. Vek skimanych pozostatkov mftvych tiel organizmov sa



pohybuje v pomerne Sirokom ¢asovom rozpiti - od niekolkych rokov,
cez desiatky tisic rokov az po statisice, vynimocne az miliony rokov.
Uspesnost analyzy spravidla klesa imerne veku vzoriek, absolitny vek
fosilii vSak nie je jedinym limitujacim faktorom. Velky vyznam zohrava
i zlozenie, vlhkost a teplota prostredia, v ktorom sa material uchoval.
Je zname, Ze priebeh PCR reakcie moze inhibovat cely rad latok (napr.
hém, cytochromy a iné porfyriny, fenolické latky, polysacharidy) a roz-
kladom tiel organizmov, resp. podmienkami ich uloZenia, ¢i uz priamo
v zemi alebo napr. zabalzamovanim pozostatkov, sa paleta inhibito-
rov este rozsiruje (napr. o huminové kyseliny, ktoré sa nachadzaju vo
vsetkych typoch pod; asfalt, ktory sa pouzival pri mumifikacii v starom
Egypte). Na strane druhej, iné latky (napr. albumin hovidzieho séra)
blokuju ¢innost inhibitorov PCR reakcie. Preto neprekvapuje, ze oblast
vyskumu starodavnej DNA nielen vyuziva najnovsie molekularno-biolo-
gické metody, ale zaroven aj prispieva k ich dalSiemu rozpracovavaniu,
prednostne najmi k zvySovaniu acinnosti techniky PCR.

Uspesnost PCR analyzy starodavnej DNA zavisi aj od poctu kopii pri-
slusnych génov. V jadre lokalizovana geneticka informacia je spravidla
pritomna len v malom pocte kopii (dve pri diploidnych organizmoch).
Na strane druhej geneticka informacia sa v mitochondriach a v plasti-
doch nachadza vo velkom pocte kopii (niekolko sto az tisic). Z tohto
dovodu pravdepodobnost jej rekonstrukcie je ovela vyssia. Stadium mi-
tochondriovych génov/genomov z mitvych tiel organizmov predstavu-
je doposial azda najroz$irenejsi typ analyz na poli starodavnej DNA.

Molekularna paleontologia

Existuje viacero prikladov dokumentujacich skutocnost, Ze pocet
zmien (substittcii aminokyselin) v bielkovine zavisi len od ¢asu, a nie
od evolu¢nych foriem, ktorymi dany gén do sucasnosti presiel. Ak je
vzdialenost dvoch druhov organizmov od evolu¢ného uzla priblizne
rovnaka, potom pocty substiticii aminokyselin sa v podstate totozné,
bez ohladu na to, ¢i jeden z organizmov predstavuje dlhodobo mor-
fologicky nezmenenq, tzv. ziva skamenelinu (napr. lalokoplutva rybu
- latimériu), resp., ze vo vyvojovej linii veducej k druhému organizmu
dochadzalo k mnohorakym zmenam za vzniku novych biologickych fo-
riem. Molekularna evolucia ,zivych fosilii“ poskytuje teda pozoruhodny
dokladovy material nielen o konstantnej rychlosti molekularnej evola-
cie, ale aj o vzajomnej nezavislosti medzi molekularnou a morfologickou
evoluciou. Za jednu zo zivych fosilii sa povazuje aj zralok Heterodontus
portus-jacksoni, druh, ktory velmi pripomina svojich fosilizovanych
predkov starych 300 milionov rokov. Jeho molekuly sa vyvijali velmi
odlisSne od morfologie jeho tela. Predpoklada sa, Ze k zdvojeniu génov
pre hemoglobin a od tohto momentu relativne nezavislému formova-
niu sa neidentickych o a B retazcov, doslo este na stupni spolo¢ného
predka cicavcov a zralokov, na zaciatku radiacie chordatov. Mapovanie
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rozdielov v aminokyselinovom zloZeni o- a B-globinovych retazcov mo-
ze slazit ako miera molekularnej evolacie vo vyvojovych liniach veda-
cich k modernym druhom Zivocichov (12). Cisla ukazuji, Ze rozdiely,
ktoré sa pocas evolucie naakumulovali v aminokyselinovom zlozeni o
a B retazcov hemoglobinu vo vyvojovej linii vedacej k ¢loveku a tej,
ktora je reprezentovana spominanym archaickym zralokom, st takmer
identické, tj. 147, resp. 150 nesynonymnych substitucii. To signalizuje,
ze rychlost molekularnej evolucie v oboch odlisnych vyvojovych lini-
ach je priblizne rovnaka, ¢o vyrazne kontrastuje s rychlostou evolucie
tvaru v oboch liniach, pocas ktorej sa zralok takmer vObec nezmenil,
kym clovek sa od svojich ryby pripominajicich predchodcov znacne
vzdialil. Z prikladu vidno, Ze zatial ¢o rychlosti morfologickych zmien
st medzi roznymi evolu¢nymi liniami stavovcov velmi odlisné, rychlos-
ti evolucie informacnych makromolekul st pozoruhodne podobné.

Rychlost molekularnej evolucie versus funkénost

Je vsak zrejmé, Ze cely rad mutacii na molekulovej Grovni nie je se-
lek¢ne neutralnych. Nielen medzi jednotlivymi génmi, ale i medzi rozny-
mi Struktirnymi a funkénymi ¢astami ich produktov, existuju rozdiely
v miere, v akej su schopné tolerovat substitacie nukleotidov. Rychlost
synonymnych substitacii je vyssia ako nesynonymnych, t. j. takych, pri
ktorych mutacia vedie k substitucii prislusnej aminokyseliny. Vysvet-
luje sa to tym, ze synonymné zmeny maju vyssiu pravdepodobnost, ze
budi selekcne neutralne, a preto sa ich viac v populacii zafixuje. Pri ne-
synonymnych substitaciach je pravdepodobnost skodlivého ucinku na
funkciu proteinu vyssia, preto ich velka cast byva z populacie elimino-
vana negativnou selekciou, coho dosledkom je znizena rychlost nesy-
nonymnych substitucii. Rozdiel v rychlosti medzi synonymnymi a nesy-
nonymnymi substiticiami v prisluSnom géne ukazuje, Ze ¢im silnejsia je
v danej Casti informacnej makromolekuly potreba zachovania jej funk-
cie, tym pomalsia je rychlost jej evolacie. Ilustrovat to mozno takmer
klasicky na proinzuline, ktory sa sklada z troch segmentov A, B a C
(12). V ramci posttranslacnych uprav sa segment C vystepuje z daného
peptidu a neparticipuje na hormonalnej aktivite inzulinu. Premieta sa
to do rychlosti nesynonymnych substiticii v oblasti kodujicej segment
C, ktora je sedemkrat vyssia ako pri isekoch DNA kodujucich segmenty
A a B. Obdobné odlisnosti mozno pozorovat aj v rozdieloch evolu¢nych
rychlosti medzi tzv. aktivnymi miestami bielkovin, ktoré zodpovedaja
za ich funkciu a ostatnymi oblastami tychto molekul. Prikladom mozu
byt opit oba retazce hemoglobinu. Tie Casti molekuly, ktoré viazu hém,
predstavuju jej aktivne centrum. Rychlost aminokyselinovych substitu-
cii je v nich desatnasobne nizsia ako v povrchovych castiach, ktoré st
pravdepodobne funkéne menej vyznamné.

Rychlost nesynonymnych substitucii vSak znacne variruje i medzi
rOznymi typmi génov, a to opit v zavislosti od ich funkcie. Vo vSe-



obecnosti mozno povedat, ze gény, ktorych produkty sa zacastiuju na
zakladnych metabolickych procesoch bunky (tzv. prevadzkové, resp.
konstitutivne gény) sa vyvijaju pomalsie ako gény, ktoré maju viac Spe-
cializované funkcie a uplatiuja sa iba v niektorych $pecializovanych
bunkach, pripadne len v urcitych vyvinovych fazach. V extrémnych po-
lohach mozno hovorit o tzv. konzervativnych alebo naopak variabilnych
génoch, resp. ich produktoch (Tab. 1). Prikladom jedného z najkonzer-
vativnejsich bielkovin moze byt histon 3, ktorého vicsina aminokyselin
interaguje pri tvorbe nukleozomu bud s DNA alebo s inymi histonmi.
To si vyzaduje zachovanie nielen prislusnej konformacie molekuly, ale
aj jej vysokej bazickosti (zasaditosti), a tak tolerovany je len velmi ma-
ly pocet substitucii, ktoré nerusia funkcnost tohto proteinu. Rychlost
nesynonymnych substiticii v géne pre histon 3 je az tisickrat pomalsia
ako v génoch pre apolipoproteiny, ktorych produkty sa hlavaymi no-
si¢mi roznych lipidov v krvi stavovcov. Vysoka rychlost evolucie génov
pre apolipoproteiny zrejme savisi so skutocnostou, ze vizobné domény
pre lipidy su zlozené z hydrofobnych zbytkov aminokyselin (valin, leu-
cin), ktorych substiticia za int hydrofobnu aminokyselinu je pomerne
volna, t. j. len minimalne je obmedzovana negativnou selekciou.

Tabulka 1
Rychlost evolicie niektorych proteinov cicavcov. Rychlost je vyjadrena ako
priemerny pocet substittcii aminokyselin na jednej pozicii za 10° rokov (12).

protein rychlost
fibrinopeptidy 8,3
ribonukleaza 2,1
lyzozym 2,0
o-globin 1,2
myoglobin 0,89
inzulin 0,44
cytochrom ¢ 0,3
histon H4 0,01

Paleontologické kalibrovanie molekularnych hodin

Predstava molekularnych hodin je vyznamnym prinosom pre evoluc-
nu teoriu, a to napriek tomu, ze ma svoje askalia, obmedzenia a niektoré
otazky zostavajua stale nezodpovedané. Minimalizovat ich vplyv znamena
dosledne sa pridrziavat istych zasad. Velmi dolezité je napr. porovnavat
funkéne ekvivalentné gény. Tieto su vystavené pocas evolacie rovna-
kym selekénym tlakom. Pomocou fyzikalneho datovania vzniku hornin
(vychodisko - premenlivy obsah izotopov niektorych prvkov) mozno
metodu fylogenetickych hodin kalibrovat a ziskat tak udaje v obvyklej
Casovej skale. Vysledky prvych, pomerne komplexnych porovnavacich
stadii signalizovali, ze hodiny paleontologov a molekularnych biologov — 21 -
netikaja rovnakou rychlostou. Najvyznamnejsi rozdiel spocival v dato-
vani pociatkov zivota na Zemi. Kym podla vSeobecne akceptovanych
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nazorov paleontologov sa zivot na Zemi objavil pred takmer Styrmi mi-
liardami rokov, molekularne hodiny ukazovali len polovicny cas, t. j.
2 miliardy rokov (4). Novsie, eSte rozsiahlejSie a metodicky korigova-
né porovnavacie analyzy génov pre bielkoviny u vybranych zastupcov
vsetkych troch zakladnych vyvojovych linii organizmov (Archaea, Bac-
teria, Eukarya) vSak poskytuju iny obraz. Rozdiely v sekvenciach ami-
nokyselin (odvodenych z poradia prislusnych tripletov nukleotidov)
v homologickych génoch studovanych zastupcov archednov (Archaea)
a baktérii (Bacteria) naznacuju, Ze tieto dve vyvojové linie sa mohli od
seba oddelit uz velmi davno, v ¢asovom intervale pred tromi az Styrmi
miliardami rokov (5). Treba azda dodat, ze k takejto zasadnej zmene
v interpretacii molekularnych udajov prispelo aj spoznanie uplnych
sekvencii nukleotidov z viacerych organizmov, ktoré sa medzicasom
podarilo stanovit a analyzovat (pozri 7). AKysi ideal predstavuje rekon-
struovanie jedného stromu zivota, a to takého, ktory by bol prijatelny
pre paleontologov, klasickych (morfologickych), ako aj molekularnych
systematikov a evolucionistov. Cesta k nemu vedie len cez starostlivé a
vzajomne sa doplnajtce analyzy fosilii, morfologickych kladogramov a
molekularnych fylogramov (1).

Zaverecné zhrnutie

Poznatky molekularnej biologie svedcia v prospech Darwinovej
predstavy, ze vSetky formy zivota s navzajom viac ¢i menej pribuzné a
stupen tejto pribuznosti mozno znazornit prostrednictvom vetviaceho
sa stromu zivota, ktorého koren siaha az k najstar$im organizmom. Aj ta-
xonomicky velmi vzdialené druhy organizmov, napr. Clovek a baktéria
Escherichia coli, maju vela spolo¢nych bielkovin (a génov). Mnozstvo
rozdielov v sekvencii tychto molekul je nepriamo umerné stupnu pri-
buznosti. Dalsim zo série molekularno-biologickych dokladov evolucie
je existencia spolo¢ného genetického kodu. Jeho univerzalnost potvr-
dzuje, ze vSetky organizmy su navzajom pribuzné, a to od najstarsich fo-
riem Zivota. Uspe$né prenasanie urcitych usekov genetickej informacie
z jedného organizmu do druhého a jej realizicia v novom genetickom
kontexte (genetické inzinierstvo a jeho prakticky vystup - moderné,
tzv. molekularne biotechnologie), je mozné len vdaka existencii spolo¢-
nych zakladnych Zzivotnych principov platnych pre vsetky organizmy.
Popri poznatkoch inych biologickych disciplin, teoria i prax moleku-
larnej biologie zretelne dokumentuja, Ze evolacia je zakladom jednoty
a diverzity zivota.

Biologovia si velmi dobre uvedomuju, Ze evoluciu organizmov ne-
mozno stotoznovat s vyvojom sekvencii stavebnych prvkov v informac-
nych makromolekulach. Hoci vyvoj sekvencii je len jednym z aspektov
evolucie zivota na Zemi, ich spoznavanie a porovnavanie sa vSseobecne
povazuje za mimoriadne dolezité a velmi inSpirativne. Na strane druhej,
spitne, evolucna biologia modze zohravat velmi vyznamnu dlohu pri



interpretacii molekularnych udajov, ktorych priam cela zaplava je na
obzore. Aby sekvenovanie génov a celych gendmov nepredstavovalo
len akusi vyrobu novych, nekonecénych telefonnych zoznamov, prave
evolucné analyzy a z nich vyplyvajace usmernenia by mohli pomahat
vytyCovat smer dalSieho napredovania zberu molekularnych udajov.

Molekularna biologia prestupuje vSetkymi oblastami biologie. Pod-
statnym spdsobom tym ovplyviluje nielen skamanie zivota v jeho naj-
rozmanitejSich existujucich (¢i vyhynutych) podobach, ale i zivot sam,
vratane jeho pretvarania.
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