Discussio

“One lifetime isn~t enough. Just when you start to learn, it’s time to go”
(Luis Marden)
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La transicié d’animals amb un eix, simetria radial i dues capes embrionaries a
animals amb dos eixos, simetria bilateral i tres capes embrionaries fou un dels
esdeveniments més importants de la historia evolutiva animal. Com eren els primers
organismes bilaterals, els ancestres dels 34 filums actuals de bilaterals, és un dels
misteris més grans de la Zoologia i la Historia Natural. Les dades morfologiques i
paleontologiques han produit no poques teories de com es va donar aquest procés
(veure Introduccid). En qualsevol cas, aquestes es poden simplificar en una pregunta:
eren els primers bilaterals organismes estructuralment complexes (amb celoma,
segmentaci6 i amb estructures internes i nervioses desenvolupades) o bé
morfologicament senzills? Les implicacions sén evidents: si I'ancestre era complex,
aixo implica que els bilaterals actuals d’organitzacié corporal senzilla (els filums
acelomats i pseudocelomats) so6n derivats per simplificacié. Si, d’altra banda,
I'ancestre era estructuralment senzill, la complexitat corporal s’hauria adquirit
gradualment. Entendre aquest pas ajudara, entre d’altres coses, a: 1) polaritzar els
canvis geneétics i morfologics, 2) compendre les raons de I'augment o disminucié de
complexitat, i 3) iniciar estudis genétics en taxons clau per entendre la genética
subjacent de passar de un sol eix corporal (oral-aboral) a dos eixos corporals (antero-

posterior i dorso-ventral).

La condicié sine qua non per respondre aquesta pregunta és disposar d’una
filogénia robusta dels filums animals. Aixi, adre¢cant-nos cap aquest objectiu, aquesta
tesi ha intentat solventar la posicié filogenética de dos taxons: els acels i els
nemertodermatides. Avui en dia, la manera més efica¢c d'afrontar aixd0 és obtenint
dades independents de la morfologia; és a dir, obtenir dades moleculars i inferir-ne la
seva posicio filogenética a partir d’aquestes. D’aquesta manera es pot testar i evaluar
les teories proposades i, per qué no?, generar hipotesis noves. A l'inici de la tesi
només disposavem de les sequéncies del 18S de tres espécies d’acels i d'un
nemertodermatid, obtingudes per resoldre la situacié del filum Platyhelminthes
(considerat basal fins aleshores) dins dels Bilateria (Carranza i col. 1997, Carranza
1997). Els acels seqgienciats eren, pero, fast-clock (veure Introduccid). Davant
d’aquest problema, I'aproximacié molecular havia de seguir, doncs, unes pautes
concretes, emprant diferents aproximacions i metodologies (Aguinaldo i col. 1997 i

Maley i Marshall 1998 i Introducci6):

1. sequenciar més 18S d’acels i nemertodermatides, per tal de trobar algun amb
una taxa de substituci6 semblant a la resta de bilaterals. Es I'aproximacié
utilitzada també per Aguinaldo i col. (1997) per determinar la posici

filogenética dels nematodes (veure Introduccio).
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2. sequenciar molécules diferents dels gens ribosomals, com, per exemple, gens
nuclears codificants. En principi, les seqiiéncies proteiniques haurien d’ésser
meés inmnunes als problemes de long-branch, o si més no, aportarien una visio
independent. El problema és que, si es volia aconseguir una filogénia robusta,
s’havia de testar diferents molécules i veure el seu valor filogenétic. Finalment,
calia no només obtenir seqliencies d’acels i nemertodermatides, sind, a més a

més, seqlienciar una mostra prou diversa i il-lustrativa dels filums bilaterals.

3. obtenir dades sobre possibles sinapomorfies moleculars, com ara el nombre i
tipus de gens Hox, el reordernament dels gens mitocondrials, o la
presencia/abséncia de gens o zones indels Uutils per inferir filogénia. El
problema d’aquestes dades és que tot i ser molt contundents per situar a un
taxon dins d'un grup determinat (com el cas del gens Hox caracteristics
d’ecdysozous, lofotrocozous i deuterostoms, o I'ordre mitocondrial caracteristic
de cordats i urocordats), I'abséncia de dades clares sobre els grups externs
(outgroups) impossibilita polaritzar els caracters i per tant inferir filogénies a
partir d’aquests (Telford 2000). En qualsevol cas, el que si poden fer les dades

qualitatives moleculars és enfortir o refutar algunes topologies.

4. Una vegada obtingudes les seqiencies nucleotidigues o aminoacidiques,
aquestes han de ser analitzades utilitzant metodologies poc sensibles als

problemes de long-branch (veure Introduccio).

Aquesta Tesi enfila el problema emprant moltes de les possibles aproximacions
moleculars: a) generant més seqiiencies de 18S d’acels i nemertodermatides (capitol |
i I); b) aconseguint les primeres sequéncies de proteines mitocondrials d’acels i
nemertodermatides (capitol I1); ¢) cercant una nova molécula —gen codificant nuclear-
amb informacié filogenética al nivell que volem i seqienciant una serie suficient de
filums bilaterals per testar els resultats del 18S (capitol I11); i d) generant les primeres
dades dels genomes mitocondrials d’acels, nemertodermatides i platihelmints no-

parasits, per tal de buscar sinapomorfies moleculars (capitol 1V).

1. Acels i nemertodermatides no son Platyhelminthes, sino els
grups meés basals dins els Bilateria.

Totes les dades aqui presentades corroboren que els Platyhelminthes soén

polifiletics, ja que ni acels ni nemertodermatides s’agrupen amb el gruix dels

Platyhelminthes (els Rhabditophora). De fet, acels i nemertodermatides sén els

bilaterals més basals de tots els actuals.
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Aquesta afirmacio6 es recolca en les diferents dades aportades, que son:

a) dades del gen ribosomal 18S (capitol 1 i Il) d’acels i nemertodermatides, analitzant
només les espécies d'acels i nemertodermatides que presenten taxes de
substitucié similars a la resta de bilaterals (En el capitol I, la seqiéncia de
nemertodermatid utilitzada s’agrupava amb la resta de platihelmints, pero
sequéencies d'altres espéecies de nemertodermatides (capitol Il) confirmaren el que
ja Carranza (1997) apuntava: que aquella seqgliencia podria provenir d’'una mala
classificaci6 o bé d'un problema de contaminacié). Aquestes dades varen ser
analitzades mitjancant maxima versemblanca, i tenint en compte la variacié en les
taxes de substitucié entre posicions. El suport estadistic per aquesta posicié basal
es molt elevat (veure figura 2 del capitol | i figura 2 i 4 del capitol Il). A més a
meés, tant la comparacié de topologies alternatives (capitol 1), com I'eliminacié de
les posicions més variables (capitol 1), els analisis sense outgroup (figura 3, capitol
1), o l'utilitzaci6 de maxima parsimonia mitjancant el métode de triplets (figura 1,

capitol Il) corroboren aquests resultats.

b) dades del gen que codifica per la cadena pesant de la miosina tipus Il (capitol I11).
Les seqiéncies de la miosina Il, que és un gen nuclear codificant, totalment
independent dels gens ribosomals, confirma els resultats del 18S. Tant analizant
les seqliencies de miosina Il soles (figura 1, capitol 111), com juntament amb les de
18S (figura 3, capitol I11), acels i nemertodermatides queden com a grup germa de
la resta de bilaterals. El fet de ser una molecula independent, que a més a més, no
presenta problemes de fast-clock ni per acels ni per nemertodermatides, resulta
ser una corroboraci6 molt important. Les analisis sense les posicions més
variables, o eliminant els acels o els nemertodermatides (capitol Il), juntament
amb el test de topologies alternatives (taula 2, capitol I11) reblen la robusteca de

les dades.

El conjunt de dades aportades provenen de tres fonts independents i mostren
clarament la polifia dels Platihelmints i la posicié basal d’acels i nemertodermatides. A
més a més, la posici6 dels acels (malauradament no hi ha dades de
nemertodermatides) s’ha vist recentment recolcada amb dades obtingudes per altres
autors, com ara les obtingudes a partir de sequiéncies del gen 28S ribosomal (Telford,
comunicacié personal) o a partir de sequéncies aminoacidiques del gen Hox posterior

(Cooke, comunicaci6 personal).

La posici6 basal dacels i nemertodermatides, tot i sorprenent, és

morfologicament congruent. Com s’ha comentat a la Introduccié, no existeixen

105



Discussio

sinapomorfies clares que uneixin els Platihelmints i, d'altra banda, sén varies les
diferéncies entre acels i nemertodermatides respecte a la resta de Platihelmints.
Primer, tant acels com nemertodermatides no tenen protonefridis. Aix0 s’havia
interpretat (Ehlers, 1985) com una autopomorfia dels Acoelomorpha (Acoela +
Nemertodermatida), pero de fet, donada la posicié d’acels i nemertodermatides,
podria ser I'estat plesiomorfic dels Bilateria. Segon, els acels i posiblement també els
nemertodermatides (Jondelius, comunicacié personal) presenten un tipus de
clivellament especial en duet (duet-spiral cleavage) i, en el cas dels acels, un
mesoderm d’origen Unicament endomesodéermic (Henry i col. 2000), a diferéncia del
tipic clivellament en quartets (quartet-spiral cleavage) i un origen ecto i
endomesodérmic del mesoderm a la resta de Platihelmints i Spiralia. L’ origen
endomesodérmic del mesoderm es considera ancestral. A més, el clivellament en duet
és, de fet, més bilateral que espiral, el que suggereix que el clivellament en duet i el
clivellament en quartet no estan relacionats. Tercer, tant acels com
nemertodermatides, tenen una estructura ciliar caracteristica, molt diferent de la de la
resta de platihelmints (veure Introduccid). Per dltim, ni acels ni nemertodermatides no
tenen un veritable cervell amb neuropil com la resta de Platihelmints (Raikova i col.

1998, Reuter i col. 1998), sind un sistema nervidés molt més simple.

Tot i I'elevat suport estadistic dels resultats del 18S del capitol I, molts autors
pensaren que la posicid basal era un artefacte degut al long-brach-attraction (Adoutte
i col. 2000; Peterson i Eernisse 2001; Halanych i Passamaneck 2001; Erwin i
Davidson 2002), o bé consideraven que calia més informacié per corroborar-ho
(Collins i Valentine 2001; Von Nickisch-Rosenegk i col. 2001; Giribet 2002). Fins i tot
Berney i col. (2000) i Giribet i col. (2000) publicaren resultats que contradeien la
posicié basal dels acels. Berney i col. utilitzant el gen EF1-alfa i Giribet utilitzant el 18S
proposaven que els acels eren el grup germa dels tricladides, un ordre derivat de
rhabditofors (Bagufa i col. 2001). En ambdds casos aquesta proposta estava molt poc
fonamentada o era sencillament artefactual. L’analisi de Berney i col. es basava en un
aliniament dubtés i, tal i com Littlewood i col. (2001) varen demostrar al presentar
sequéencies de EFl-alfa de més acels (Berney només n’havia seqiienciat una). El EF1-
alfa és, de fet, una molecula que no conté cap informacié filogenética per
esdeveniments tant llunyans. Les analisis de Giribet i col., utilitzant maxima
parsimonia (sabut ser el métode més sensible a aquest problema, Huelsenbeck 1997),
col-locaven en una mateix clade, que anomenaven Platyzoa, tots els taxons amb
branques llargues (Acanthocephala, Gnathostomulida, Cycliophora, Rotifera,

Rhabditophora, Nemertodermatida i Acoela) més els Gastrotricha, en el que, sens
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dubte, és un clar exemple del long-branch attraction. A més a més, les diferéncies en
el codi genétic mitocondrial entre acels i nemertodermatides i la resta de Platihelmints
(Telford i col. 2000) i I'abséncia en els acels (0o en els nemeretodermatides) de
qualsevol de les sinapomorfies dels triclads o dels rabditofors (Tyler 2001) tornen
inversemblant aquesta agrupacié. De fet, el mateix autor, dos anys més tard,
escindeix tant acels com nemertodermatides del supossat clade Platyzoa (Giribet,
2002).

En qualsevol cas, les critiques vessades sobre els resultats trobats al capitol I,
basicament les branques llargues o la manca de dades moleculars adddicionals, s’ha
vist que eren completament infundades. A més, han estat totalment refutades per els
resultats de les sequéncies del gen que codifica per la miosina Il i per les seqiéncies
mitocondrials. Les dades de miosina presentades al capitol Il s6n especialment
il-lustradores, al tenir una bona mostra representativa dels filums bilaterals i no
presentar problemes de taxons amb taxes de substituci6 més elevades. Cal
assenyalar, a més, que analisis filogenétiques fetes per altres autors amb 18S d’acels,
ja sigui utilitzant outgroups a l'atzar (Peterson i Eernisse, 2001) o utilizant noves
metodologies que eliminen gradualment les posicions més variables (Riutort i Philippe,
comunicacié personal) continuen col-locant els acels a la base dels bilaterals. Per
ultim, les dades de sequéncies Hox (Cooke i col., comunicacié personal) i de 28S
(Telford i col. comunicaci6é personal) d’acels corroboren, una vegada més, les dades

aqui aportades.

2. El clade Acoelomorpha: monofilétic o parafiletic?

Malgrat els diferents resultats d’aquesta tesi confirmen la posicié basal d’'acels i
nemertodermatides dins els bilaterals, son contradictories, pero, en Ila
monofilia/parafilia del clade que morfologicament uneix els dos: els Acoelomorpha
sensu Ehlers, 1985 (veure capitol I11). El 18S els presenta parafilétics (figures 1, 2i 4
del capitol Il i figura 2 del capitol 111) mentre que la miosina Il (figura 1, capitol I11) i
el mitocondrial (capitol 1V) proven l'existéncia del clade Acoelomorpha. Cal resaltar,
que ni el 18S rebutja estadisticament la seva monofilia, ni la miosina la seva parafilia
(taula 3, capitol Il1). L'estructura dels genomes mitocondrials semblen assenyalar
també cap a la monofilia dels dos grups dins el clade Acoelomorpha. Tots dos
comparteixen, a part del codi genétic, la posicié dels dos ribosomals (el rrnS a 5’ del
gen cox3 i el rrnL a 5’ del gen atp6, veure figura 1 del capitol 1V), i I'estructura dels

tRNAs S1 and K (figures 2 i 3, capitol 1V).
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Les dades morfologiques s6n també diverses i incertes. D’una banda,
I'estructura ciliar demostraria la seva unié (veure Introduccid), ja que es tracta d’'una
estructura Unica només compartida per acels i nemertodermatides (Ax, 1996). No ées
pot descartar, per aix0, que puguin haver-se creat independentment en els dos
llinatges. L’estructura neuronal és molt senzilla en tots dos llinatges, pero els patrons
de neurotransmissors d’acels i nemertodermatides soén forca diferents (Raikova i col.
2000) i podrien no estar relacionats. L’estructura dels espermatozous també és
desigual. Els nemertodermatides tenen espermatozous uniflagelats amb I|‘axonema
tipic de 9+2 (Lundin i Hendelberg 1998), mentre que els espermatozous dels acels
tenen dos flagels d’orientacié invertida i, en alguns casos, amb l'estructura de
I'axonema molt derivada (Raikova i col. 2001). Una caracteristica clau és el tipus de
clivellament, que, com ja hem dit, és duet en els acels. Si en els nemertodermatides
es confirmés que fés també duet, com dades preliminars semblen apuntar (Jondelius,
comunicacié personal), hi haurien moltes possibilitats de que fés una sinapomorfia del
grup Acoelomorpha. Finalment, acels i nemertodermatides difereixen en I'estructura
dels estatocists i en que als acels el sistema digestiu no té cél-lules glandulars i la

matriu extracelular és inexistent (veure Ax 1996 per a una revisié general).

El fet de que acels i nemertodermatides presentin una posicié basal dins els
Bilateria, anterior a la radiacid6 dels tres superclades de eubilaterals, dificulta
determinar la seva monofilia en base a la morfologia, ja que molts dels caracters
divergents entre ells (estructura neuronal i estructura dels espermatozous, estatocists
i sistema digestiu) podrien ser deguts a una llarga historia evolutiva desde I'ancestre
comu a tots dos grups. El tipus de clivellament i I'estructura ciliar, que sén les
caracteristiques compartides, semblen ser caracters derivats i no pas ancestrals. Aixo
implica que si es confirma que el tipus de clivellament dels nemertodermatids és en
duet (Jondelius, comunicacié personal), la monofilia es veuria fortament suportada.
Les dades moleculars semblen més clares. Tot i que el 18S els mostra parafiletics, la
miosina corrobora el clade Acoelomorpha. Perd, com només dispossem de dades de
miosina i de mitocondrial d’'un nemertodermatid, hom podria pensar que la monofilia
es un efecte del reduit mostreig. El que sembla més clar, per la baixa probabilitat de
que es tracti d'una convergéencia o d'un caracter plesiomorfic, és I'estructura
mitocondrial, és a dir la posicié dels dos ribosomals en el genoma mitocondrial (figura
1, capitol 1V). Sens dubte, aconseguir dades moleculars addicionals, tant de proteines
i estructures mitocondrials com de la miosina Il, de nemertodermatides, juntament
amb l'esclariment del seu tipus de clivellament ajudaran a resoldre definitivament

aquest punt.
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3. Miosina Il com a nou marcador filogenetic.

Trobar un gen adient, a més del 18S, per inferir filogénies d’esdeveniments
tant llunyans i que complementi i testi les dades i els resultats generats a partir de les
sequéncies ribosomals, es una tasca forca dificil, ja que el gen en questi6 ha de
cumplir una serie de requeriments (veure Introduccio i Giribet 2002). En el capitol 111
presentem un nou marcador filogenetic: les sequéncies del gen que codifica per el cap

de la cadena pesanta de la miosina tipus IlI.

Els resultats de la miosina Il (figura 1, capitol I11) s6n molt esperancadors.
Primer corroboren moltes de les hipotesis generades a partir de les seqliéncies
ribosomals, i utilitzant només un numero de nucleodtids relativament baix. A més,
resulta tenir (utilitzant el 1ler i 2on codd) taxes de substituci6 molt més homogenees
que el 18S entre els diferents llinatges animals, evitant problemes de long-brach
attraction. Finalment, resulta ser perfectament complementaria al 18S, augmentant
els valors de bootstrap de gairebé tots els nodes quan s’utilitzant aquestes dues
molécules conjuntament (figura 3 i taula 2 del capitol Il1l). A l'utilitzar aquestes dues
molecules conjuntament —doncs I'analisi multigénic sembla ser I'estratégia a seguir
(Soltis i col. 1999; Qiu i col. 1999; Parkinson i col. 1999; Giribet i col. 2001; Giribet
2002)- l'arbre dels metazous guanya en robusteca i els diferents embrancaments
queden suportats amb valors molt alts i amb qualsevol dels métodes emprats, el que

augmenta la nostra confianca en les diferents relacions inferides.

Aixi, les sequéncies de miosina Il es mostren com un marcador filogenetic molt
atil i que, a ben segur, comencara a ser sequenciat per testar altres hipotesis
filogenetiques. A més, les sequéncies aqui presentades només representen una
tercera part del cap de la cadena pesanta de la miosina Il. Sequenciar el que resta del
cap de la miosina i augmentar el nombre de taxons seqlienciats sén, sens dubte, els
primers passos a fer per augmentar la informacié filogenética de I'arbre dels

metazous.

4. Genomes mitocondrials: valor filogeneéetic dels reordenaments
mitocondrials.

La informacié de genomes mitocondrials es limitava, fins fa poc, a uns pocs

filums animals (Boore 1999). No hi havia cap dada sobre l'estructura del genoma

mitocondrial ni d’acels ni de nemertodermatides; i dins els platihelmits només sobre

els ordres parasits (Le i col. 2002). De les possibles sinapomorfies moleculars a
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buscar, els gens Hox (de Rosa 1999, Sald i col. 2001) i I'ordre dels gens mitocondrials
(Boore i Brown 1998), varem decidir seqiienciar el genoma mitocondrial, ja que a més
a més de l'ordre dels gens aconseguiem: 1) les sequéencies nucleotidiques de les
proteines, que també soén utils per inferir filogénia (Boore i Staton 2002, Hwang i col.
2001), 2) informacié sobre el codi genétic (veure Telford i col. 2000), i 3) informacié

addicional sobre I'estructura del genoma: tRNAs, codons d’inici, etc.

La informacio filogenética dels ordres dels gens mitocondrials al nivell que ens
interesa (suprafiletic) es dificil de jutjar per la manca d'un ordenament diblastic
“canonic”. Hi ha informaci6 sobre I'ordenament de varies especies de cnidaris (Beagley
i col. 1998; Beaton i col. 1998; Pont-Kingdon i col. 2000), pero aquests semblen haver
divergit molt- han perdut, per exemple, 20 dels 22 tRNAs- el que dificulta fer
comparacions. A més hi ha publicades 3 kb del mitocondrial d’un porifer (Tetilla sp.,
Watkins i Beckenbach 1999), pero resulta insuficient. A més, els ordres dels gens en
acels i nemertodermatides son inedits (figural, capitol 1V) i ens impedeixen, a manca
de meés informacié sobre ordenaments diblastics, inferir la seva posicié dins I'arbre
dels metazous. D’altra banda també hi ha forca diferéncies entre ells dos i només
comparteixen la posicié dels dos ribosomals. Aixi, sen’s presenta el dubte de si les
especies sequenciades han patit reordenaments independents de la resta del grup (és
a dir, si son fast-clock per I'ordre dels gens mitocondrials) o si el seu ordenament és el
canonic d’acels i nemertodermatides. Dades preliminars del mitocondrial d’una altra
espécie d’'acel, Childia sp., sembla indicar que al menys hi ha hagut un canvi en
I'ordre respecte a Paratomella rubra (K. Helfenbein, comunicacié personal).
Necessitariem, perdo, ampliar la informacié sobre I'estructura dels ordres mitocondrials
en meés espécies d’'acels i nemertodermatides per acabar de dilucidar el seu valor
filogenetic. En qualsevol cas, les nostres dades semblen indicar que la informacié
evolutiva dels ordres dels gens mitocondrials es limita a algunes parts de I'arbre dels

metazous, pero no per inferir una filogénia de tots ells.

Les dades aportades per les seqiieéncies mitocondrials, pero, no es restringeixen
a l'ordre dels gens, siné que a més obtenim dades sobre el codi genétic, I'estructura
dels tRNAs, i les sequencies nucleotidiques i aminoacidiques. Les dades sobre el codi
geneétic ja han evidenciat el seu valor mostrant, per exemple, les diferéncies en el codi
genétic mitocondrial entre acels i nemertodermatides (que comparteixen el de la resta
de invertebrats) i els rabditofors (Telford i col. 2000). El coneixement, a més a més,
de I'estructura del genoma mitocondrial ens aporta un model evolutiu molt adequat
per esbrinar com funcionen els diferents fendomens evolutius que poden ocorrer en els

genomes animals, ja que en el genoma mitocondrial dispossem de gairebé tots els
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ingredients d’'un genoma: tRNAs, gens que codifiguen per proteines, gens que
codifiquen per ribosomals, zones no-codificants, zones control, codi genetic propi,
etc... Per altra banda la comparacié de les seqiéncies nucleotidiques o aminoacidiques
del conjunt podra, probablement, aportar també informacié filogenética (Boore i
Staton 2002).

5. Una nova hipotesis taxonomica i filogenetica: acels i

nemertodermatides versus Eubilateria.

El conjunt de dades presentades suggereixen un nou esquema taxonomic i
filogenetic dels Metazous (figura 1): els Bilateria formen un grup monofilétic dividit en:
1) acels i nemertodermatides i 2) el gruix dels bilaterals, que anomenem Eubilateria o
Nephrozoa, dividits en els tres superclades (Ecdysozoa, Lophotrochozoa i
Deuterostomia). Aixi, acels i nemertodermatides haurien divergit abans que la resta
dels bilaterals actuals. Aquest nou escenari evolutiu ha de ser necessariament
congruent amb la morfologia. D’aci que una de les questions a plantejar sigui
determinar quines sinapomorfies morfologiques defineixen a tots els Bilateria i quines
a els Eubilateria (excloent acels i nemertodermatides). La figura 1 ens mostra tres
d’aquestes sinapomorfies dels Bilateria: 1) la simetria bilateral amb la generacié de
dos nous eixos corporals (I'antero-posterior i el dorso-ventral), 2) el tercer full
embrionari, és a dir el mesoderm, i 3) un Sistema Nervids concentrat a la regio
anterior. Com a sinapomorfies dels Eubilateria, que acels i nemertodermatides no
comparteixen hi hauria: 1) la preséncia de ganglis cerebrals; és a dir, d’'un veritable
cervell, 2) un sistema excretor basat en nefridis, i 3) un intesti de sentit Unic
(anus+boca), tot i que aquest es podria haver originat independentment en els tres

superclades, i els Paltihelmints mantindrien la condicié ancestral.

Aquest nou esquema taxonomic i filogenétic esta recolcat per dades del 18S
(capitol 1 i Il), per el gen de la miosina Il (capitol I11), per les seqliencies de proteines
mitocondrials (capitol 1V), i, en el cas dels acels, per analisis recents fetes per altres
autors (veure apartat 1 de la discussid®). Que acels i nemertodermatides siguin o no
grups germans (formant el clade Acoelomorpha) no canviaria gaire aquest escenari.
Com ja hem comentat a l'apartat 2 de la present discussio, si acels i
nemertodermatides so6n parafiletics, els seus caracters compartits (és a dir,
I'estructura ciliar i pobrablement la segmentacié en duet) serien probablement
plesiomorfics per els bilaterals. Aixo implicaria que 1) I'estructura ciliar s’hauria perdut
a I'ancestre dels Eubilateria; i 2) el clivellament en quartet hauria d’haver evolucionat

a partir del clivellament en duet, la qual cosa no és facilment explicable (Henry i col.
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DEUTEROSTOMIA
BILENDM SNA  GC SE INT? Platyhelminthes
EUBILATE-
RIA/
cb LOPHOTROCHOZOA | NEPHROZOA
— AC BILATERIA
“Aschelminthes”
DDC
ECDYSOZOA
1

Nemertodermatida

2
I I I I Acoela Acoelomorpha”

1 2 3 4
RADIALIA
Bilateria BIL  Simetria bilateral-2 eixos corporals (AP + DV)

ENDM Endomesoderm
NA Sistema nervids concentrat a la part anterior

Eubilateria GC  Ganglis cerebrals

SE Sistema Excretor

INT?  Intesti de via Unica (boca + anus)
Acoelomorpha cb  Clivellament en duet

AC Arrels ciliars complexes

DDC Discontiuitat distal ciliar

Acoela 1 Estatocists amb 1 estatocist i 2 célul-les parietals
2 Absencia de Matriu extracel-lular
3 Abseéncia de cél-lules glandulars digestives
4 Esperma biciliar
Nemertod. 1 Estatocists amb 2 estatocists i varies celul-les parietals

Figura 1. Nova proposta de filogenia general dels Metazous basada en els resultats d’aquesta
Tesi. Dos grups formarien els bilaterals: els acelomorfs acels i nemertodermatides per una
banda i la resta de bilaterals, o Eubilateria per l'altra. Els Eubilateria presenten una serie de
sinapomorfies morfologiques que exclouen els acelomorfs. Al seu torn, els Acoelomorpha, aixi
com els acels i els nemertodermatides quedarien definits per un conjunt de sinapomorfies
especifiques.

2000). Si s6n grups germans, formant els Acoelomorpha, possiblement I'estructura
ciliar i el clivellament en duet serien autopomorfies del grup. En qualsevol cas, acels i
nemertodermatides van divergir abans que la resta de bilaterals actuals (que tenen les
seves propies sinapomorfies), el que canvia per complert la hipotesi filogenética
majoritariament aceptada anterior a aquesta tesi (figura 2B, Introduccié). En aquella,

tots els taxons triblastics acelomats i pseudocelomats quedaven embrancats dins
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d’algun del tres superclades, Deuterostomia, Lophotrochozoa i Ecdysozoa. Aquesta
topologia s’argumentava com a prova de que l'ancestre dels bilaterals devia ser
celomat i segmentat (Adoutte i col. 1999, 2000). Les dades aqui presentades, i

concretament la hipotesi aqui discutida, rebutja aquests arguments.

6. Implicacions evolutives sobre I’origen i radiaci6 dels bilaterals

i 'explosié Cambrica.

Els resultats presentats mostren que de tots els bilaterals actuals, acels i
nemertodermatides serien els més propers a l'ancestre. Hi ha taxons la posici6 dels
quals encara resta incerta, pero en qualsevol cas tots (potser exceptuant I'enigmatic
Xenoturbella) serien eubilaterals. Aquest es el cas dels Mesozoa, Acantocephala,
Gnathostomulida, Chaetognatha i el mateix Xenoturbella. A les analisis del primer
capitol (taula 2, capitol 1) demostrarem que els quatre primers sén eubilaterals, tot i
que de posicid incerta. A més, els gens Hox de mesozous son de tipus lofotrocozou
(Kobayashi i col. 1999) i les analisis fetes amb proteines mitocondrials mostren als
quetognats com a grup germa dels protostoms, es a dir eubilaterals (K. Helfenbein,
comunicacié personal). La posicidé de Xenoburbella sembla ser, a manca de noves
dades independents, la d’'un grup derivat de mol-luscs, ja que sequiencies del 18S

ribosomal aixi ho corroboren (Norén i Jondelius 1997).

La posicié d’acels i nemertodermatides com els bilaterals actuals més propers a
I'ancestre, divergint anteriorment a la diversificacid dels tres superclades, permet fer
algunes inferéncies evolutives. Entenent en tot moment que els llinatges dels acels i
dels nemertodermatides també han patit la seva propia evolucid, podem considerar
que l'ancestre dels bilaterals i els acelomorfs compartien alguns caracters
plesiomorfics, com I'absencia de protonefridis, I'abséncia de celoma, i un sistema
nervidés poc desenvolupat (figura 1, discussiod). Els nostres resultats, doncs, recolcen la
hipotesi d’'un ancestre senzill i acelomat, possiblement amb desenvolupament directe.
Aix0 contrastaria amb la visi6 dominant actual d'un ancestre, l'arquicelomat, ja
celomat, segmentat i complexe (Adoutte i col. 1999 i 2000, de Rosa i col. 1999). De
fet, els nostres resultats mostren que els filums acelomats i pseudocelomats inclosos
dins els lofotrocozous i ecdysozous s’agrupen (tot i que no sempre ben suportat) en
una posicié basal dins els superclades (figura 1, capitol | i figura 1 i 3 capitol 111, per
exemple). Aixd0 implicaria que els primers ecdysozous i lofotrocozous serien
pseudocelomats o acelomats, i que, per tant, el celoma va apareixer independentment

diverses vegades (veure Introduccio).
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L’existencia de I'anomenada explossié Cambrica, ara fa uns 540 ma, ha estat
recentment discutida, degut, en part, a la publicacié d’estudis basats en estimacions
del rellotge molecular que situen l'origen dels patrons corporals animals abans dels
570, o inclus 600 m.a. (veure apartat 1.2 de I'Introducci6, Ayala i col. 1998; Wray i
col. 1996). L’aparent discrepancia entre registre féssil i dades moleculars podria
veure’s reduida si hipotetitzem que va haver-hi una primera etapa d’animals
triblastics, entre ells I'ancestre dels acelomorfs, i, posteriorment una explossié dels
eubilaterals, probablement provocada per un canvi en les condicions ambientals i
ecologiques. La primera etapa de bilaterals podria no haver deixat mostra fossil per
I'abséncia de parts esqueletiques en els animals, per condicions de fossilitzacio
adverses o per mida petita, dificils de trobar fins al moment. La segona etapa, ja
d’eubilaterals, hauria generat una auténtica explossié de formes fossils, tant per les
condicions ambientals favorables (augment dels nivells d’oxigen), com per I'augment
en la quantitat i diversitat d’estructures esquelétiques dels difererents filums
bilaterals, que il-lustren, a més a més, la més que probable guerra armamentistica
que va tenir lloc a l'origen dels eubilaterals, i que alguns han argumentat com una
causa més de I'explossié Cambrica (Conway-Morris 2000). La hipotetitzada congelacié
del globus terraqui (anomenat “snow ball Earth”, Hoffman i col. 1998), és un
argument més en favor d'aguesta etapa proterozoica de bilaterals. A més, el
descobriment recent d’acels en enormes quantitats vivint dins les capes de gel de
I’Antartida (Friedrich i Hendelberg 2001) confirmaria que els acels haurien pogut
sobreviure l'etapa de snow ball Earth. La descongelacié posterior hauria obert un
ventall de nixols ecologics per els eubilaterals. Aixi, les datacions fetes a partir de
dades moleculars de I'origen dels animals bilaterals no serien tan elevades si, a més,
tenim en compte la seva tendéncia a sobreestimar (Rodriguez-Trelles i col. 2002). Per
altim, les datacions a partir de dades moleculars potser només indiquen que els gens
que van generar I'explossi6 de formes animals en el Cambric ja existien abans.
L’existencia de gens Hox en els radials corroboraria aquesta supossicido (Finnerty
2001). Aixi, la maquinaria genética dels bilaterals ja existia abans, un canvi en la seva
regulaci6 i una millor flexibilitat dels processos morfogenétics haurien permés
I’enorme radiacié de patrons corporals observada al registre fossil a inicis del Cambric
(Erwin i Davidson 2002).

La posicio filogenética d’acels i nemertodermatides propera a lI'ancestre, fa de
I'estudi dels seus gens Hox i d’altres gens importants per el desenvolupament com
gens del mesoderm, una tasca clau per arribar a entendre millor com es va dur a

terme la transicié radials/diblastics a bilaterals/triblastics.
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7. Implicacions sobre els mecanismes cel.lulars i moleculars a la

base de la transicio diploblasts-triploblasts.

Tal com esmentem a la Introducci6, identificar el grup actual de bilaterals més
propers als diblastics radials és la condicié sine qua non per tractar d'abordar els
mecanismes clau en la transicié entre radials i bilaterals. Dels resultats d’aquesta Tesi,
és prou clar, a manca pero d’'una corroboracié al cent per cent, que aquest grup el
representen Acels+Nemertodermatides. L’altra condicié imprescindible és identificar el
grup de radials actuals més proper als bilaterals. El consens actual és que son els
Cnidaris Antozous, i més en concret els Octocoralaris (Kim i col 1999). Aquest grup
presenta la fase invariant de larva planula i la fase adulta de polip no tenint fase
medusoide; aquesta darrera es considera avui en dia com un estadi afegit

independentment, a diferents Hidrozous, Cubozous i Escifozous.

La comparacié entre un acel actual i un polip de qualsevol antozou fa dificil
entreveure com del polip es pot derivar quelcom semblant a un acel. El polip, malgrat
la seva senzillesa, és seésil, i presenta un seguit d’adaptacions a aquest tipus de vida
que fan inversemblant la seva transformacié a un acel. Per contra, i tal com han
assenyalat nombrossos autors en el passat (Veure Willmer 1990, per a una revisio
general), la larva planula dels antozous té una gran semblangca amb els acels. Algunes
son pelagiques i altres béntiques i el seu modus de desplacament és direccional amb
la part aboral fent de regié anterior (o ‘cap’, on s’hi concentren cél.lules sensorials) i la
oral (on hi ha sovint el ‘orifici digestiu’ que coincideix amb el blastopor) de posterior (0
‘cua’). Malgrat tot, tenen encare simetria radial i no presenten diferenciacio visible (ni

externa ni interna) entre un hipotétic dors i un ventre.

Tant la versié antiga (Metchnikoff 1883) com la moderna (Hyman 1940, 1951;
Salvini-Plawen 1978) de la teoria planuloid-aceloid consideren un organisme amb el
grau d’organitzacié d’una planula pero sexualment madur com ancestre alhora dels
cnidaris i de tots els bilaterals. Malgrat aquesta hipotesi no es pot descartar, sembla
més versemblant pensar en un origen del bilaterals per progénesi a partir de larves
planules d’Antozous. El mecanisme de progénesi (avancament de la maduresa
reproductiva en estadis embrionaris o juvenils) es considera un mecanisme clau per
generar de cop, a qualsevol nivell taxonomic, nous organismes ben adaptats a
I'ambient. Un mecanisme semblant a I'origen dels bilaterals eliminaria la dificultat d’'un
origen més o menys simultani de radials i bilaterals a partir de planules. Les darreres
dades fossils del jaciment de Doushanto (Xina), d’'una antiguetat de 570-580 milions

d’anys (25-45 milions abans del Cambric i la seva famosa explossid), mostren la
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preseéncia de gran nombre de fossils de planules i polips de microcnidaris (Chen i col
2002). Tot i no haver-se trobat encara fossils de bilaterals, sembla prou segur que
algun tipus de bilaterals, petits també, coexistirien ja amb els microcnidaris. Una
pregunta interessant és el perqué tant cnidaris, com esponges, com els hipoteétics
bilaterals, eren inicialment tant petits. Una explicacid, segons Chen i col (2002), és
que I'ambient de Doushanto, poc després de la glaciacié Marinoica (610-590 milions
d’anys) quan el globus terraqui es va practicament gelar (Hoffman i col 1998), era
pobre en oxigen i nutrients. Aix0 demanava als organismes una relacié
superficie/volum molt gran per sobreviure, suggerint que havien de ser petits, amb 2
fulls embrionaris(diblastics) o amb un tercer full incipient (triblastics), tal com eren els
microcnidaris i, possiblement, devien ser els bilaterals ancestrals semblants als acels i
nemertodermatides actuals. Tot aquest conjunt de dades reforca la idea que el
bilateral ancestral fou un organisme simple de mida petita i no el complex Urbilateria

contemplat fins ara (referéncies a Adoutte i col 1999, 2000).

Acceptant un origen progenétic dels bilaterals, com testar aquesta prediccio?.
Hi ha diverses estratégies: a) aillar els gens axials (Hox, ParaHox i DV), els gens
endomesodérmics, i els del sistema nervids de cnidaris antozous i
d’acels+nemertodermatides i fer-ne una analisi comparada dels patrons d’expressio
entre I'embrid d’aquests darrers i les larves planules dels primers; b) un cop detectats
els gens esmentats anteriorment, realitzar estudis funcionals d'inhibicié de I'expressio
mitjancant RNAi (RNA interference) o I'Gs de Morpholinos per esbrinar els efectes
fenotipics de la manca de funci6 de gens concrets; i c) obtenir cnidaris antozous
transgeénics per tal d’iniciar el que Brenner (1993) anomena Genética de composicié o
Geneética de sintesi; és a dir, activar gens concrets de manera heterotopica o
heterocronica a planules transgeniques per generar les asimetries clau que
‘reprodueixin’ els canvis necessaris per transformar la planula en un organisme com

un acel actual amb dos eixos axials, simetria bilateral i mesoderm.

L’identificacié i analisi del nombre i tipus de gens Hox i ParaHox als acels i
nemertodermatides, aixi com de la seva existéncia, o no, en ‘cluster’, permetra saber,
com esperem (Salé i col 2001; Eva Jiménez, comunicacié personal), que el nombre de
gens del cluster Hox als acels+nemertodermatides sigui intermedi entre els 3 Hox i els
2 ParaHox dels Cnidaris (Ferrier i Holland 2001) i els 8-10 Hox i 3 ParaHox de la resta
de bilaterals. Els seus patrons d’expressio, a més, permetran saber si tenen I'esperada
funcié canonica d’especificar el patré AP. D’altra banda, les analisis funcionals emprant
RNAi i/o Morpholinos serien claus per esbrinar la ‘funcié real’ que els ortolegs

d’aquests i altres gens fan als acels i nemertodermatides. Aix0 és especialment
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important per evitar els errors potencials d’alguns d’aquests gens amb funcions
diferents entre ancestres i descendents. Cal recordar que en I'evolucié de forces grups
animals, gens o xarxes de gens han estat sovint co-optats per executar funcions

clarament diferents.

Finalment, el dia que la Genética de Sintesi sigui factible en planules d’Antozou
i suposant funcioni, es pot intentar: 1) induir la maduresa sexual activant els gens de
la linia germinal (vasa, nanos,..) per veure'n els efectes; 2) activar asiméetricament
algun dels gens DV de bilaterals en un sector del eix Oral-Aboral de la planula o,
similarment, tractar d’inhibir en el mateix sector algun dels gens DV que se sap
s'expressen ja a cnidaris; i 3) activar la segregacié i migracid, generalitzada o
localitzada, de cél.lules del endoderm, emprant els gens snail, twist i d’altres, per

generar una capa intermedia ‘mesodermica’.
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“El saber cientifico no es un saber: es s6lo un saber conjetural”
(Karl Popper)
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Les dades de les sequéncies del gen 18S ribosomal i de la miosina Il indiquen
que acels i nemertodermatides no soén Platihelminths, sind el grup més basal de

bilaterals de tots els actuals. Els Platihelmints sén, per tant, un grup polifilétic.

Les seqiencies de la miosina i I'ordre dels gens mitocondrials suggereixen que

acels i nemertodermatides sén grups germans, formant el clade Acoelomorpha.

Les sequéncies del cap de la cadena pesanta de la miosina tipus Il (miosina Il)
contenen una quantitat important d’informacié filogenética a nivell de filums.
Aix0 fa de la miosina Il una molécula adient per testar i complementar, aixi,

els resultats del 18S, formant la base d'una aproximacié multigénica.

La posici6 d'acels i nemertodermatides és congruent amb les dades
morfologiques i embrioldogiques, el que permet generar una nova hipotesi
taxonomica i filogenetica, on els Bilateria queden dividits en dos grans grups:

d’'una banda acels i nemertodermatides, i d’altra els eubilaterals.

La posicio basal d’'acels i nemertodermatides permet hipotetitzar la naturalesa
de I'ancestre dels bilaterals, que seria, probablement, morfologicament senzill,
acelomat, no segmentat i de desenvolupament directe, contradient aixi la
hipotesi, forca generalitzada, de I'ancestre celomat, segmentat, complexe i

amb desenvolupament indirecte.

Acels i nemertodermatides presenten una ordenacié dels gens mitocondrials
Unica entre els metazous, el que implica que han patit una llarga historia

evolutiva desde que es van separar.

L'ordre dels gens mitocondrials sembla una eina filogenéticament util a
diferents nivells, tot i que Il'abast que pot tenir per inferir relacions

interfiletiques és encara incerta.
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