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INTRODUCCIO

1. TAXONOMIA, SISTEMATICA I FILOGENIA.

El concepte de filogenia esta relacionat amb els conceptes de sistematica, taxonomia i
classificacié pel que sovint s’han comf6s entre ells. Cal doncs definir breument cada un dels
quatre conceptes.

Sistematica: Llatinitzaci6 de la paraula grega systema.

Fou aplicada pels primers naturalistes (Linné, Systema Naturae, 1a ed. 1735) per a
referir-se a la classificacié dels organismes. La sistematica és 1’estudi cientific de
les classes i la diversitat dels organismes i de les relacions entre ells. El mot
relacié aqui fa referéncia a tot tipus de relacions bioldgiques (Simpson, 1961).

Taxonomia: Deriva de la paraula grega taxis, ordenaci6, i nomos, llei.

La paruala va ésser proposada per DeCandolle (1813) per a la teoria de
classificaci6 de les plantes. La definim com la teoria i practica de classificar els
organismes.

De fet aquests dos termes sén utilitzats de forma equivalent en moltes ocasions, fent
referéncia al fet de dur a terme una classificaci6 dels éssers vius.

Classificaci6: El resultat de qualsevol d’aquests dos procesos.

Filogénia: Del greg phylum, raga o tribu.

Estudi de les relacions evolutives entre els organismes actuals i també els extingits
coneguts. Indaga quins organismes comparteixen un ancestre comi més recent.
L’ordenaci6 dels organismes en grups i taxons segons les seves filogenies s’el
coneix per Sistematica 0 Taxonomia filogendtica. Aixi en la taxonomia
filogenetica podem distingir 2 procesos diferents: 1) el de deducci6 de les
relacions filogengtiques entre els organismes, i 2) el consistent en agrupar els
organismes en taxons atenent a la filogenia trobada i assignar un rang a aquests
taxons.

2. INTRODUCCIO A LA TAXONOMIA FILOGENETICA.

La justificacié per a la realitzaci6 d’una taxonomia filogenética €s senzilla: qualsevol
classificacié ha d'intentar ésser natural i objectiva; 'evolucié ha produit els grups naturals de la
vida; per tant la classificaci6 ha de representar 1’evoluci6 (Ridley, 1986).

Amb aquesta premisa van surgir dues escoles de taxonomia filogentica, a més d’una

tercera que, amb la premisa de 1'objectivitat, va renunciar a la filogénia com a eina
classificadora:

1. Taxonomia evolutiva.
2. Taxonomia cladista.
3. Taxonomia numerica.
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2.1 TAXONOMIA EVOLUTIVA

S6n representants d’aquesta escola Mayr, Linsley i Usinger (1953) i Simpson (1961)
entre d’altres. Es I’escola taxondmica clasica i considera que la classificaci6 s’ha de basar en la
filogenia dels organismes. Per esbrinar la filog¢nia es basen en la comparaci6 d’un nombre
limitat de cardcters. Per a fer la selecci6 d’aquests caracters distingeixen aquells que sén
homolegs dels que s6n analegs (que no inclouran), a més atribueixen un pes a cadascun dels
caracters seleccionats en funcié del seu major o menor valor per donar-nos pistes de les
relacions filogenetiques dels organismes en estudi. Tots aquests procesos s6n duts a terme d'una
forma molt intuitiva o subjectiva.

Quan han de plasmar la filogénia en una classificacié tenen en compte els dos tipus de
procesos de I'evoluci6: la cladogénesi i 1’anagénesi. La primera ens determina els
embrancaments succesius (especiacions) i 1a segona els canvis produits entre dues cladogénesis
consecutives, els procesos de 1’anagénesi sén els que donen lloc a la diferenciaci6 fenotipica.
Quan aquests dos tipus de procesos entren en conflicte prefereixen donar més importancia a
1I’anagenesi. Per ex. en el cas dels llangardaixos, els cocodrils i les aus tot i saber que cocodrils i
aus comparteixen filogeneticament un ancestre comi més recent:

llangardaixos cocodrils aus

I'escola taxondmica evolutiva preferird agrupar els cocodrils amb els llangardaixos i fer un grup

apart (de categoria taxondmica superior) per a les aus donat que han sofert un procés anagenic
més accentuat.

2.2 TAXONOMIA CLADISTA

El representant principal d’aquesta escola és Hennig (1966). A I'igual que 1'escola
anterior, basa la classificacié en la filogenia dels organismes. Presenta, perd, dues diferéncies
basiques. Pel que fa a la forma d’esbrinar la filogénia Hennig va intentar evitar la subjectivitat
de I'escola anterior desenvolupant una metodologia més cientifica (objectiva). Aquesta
substitueix el pesat subjectiu dels caracters per una analisi detallada de cadascun d’ells en que
s'intenta distingir I'estat o estats derivats (apomorfics) de 1'ancestral (plesiomorfic) de manera
que permeti definir grups en funci6 de la compartici6 de 1'estat derivat per a un 0 més caricters.

L’altre diferéncia afecta a la forma de plasmar la filogenia en una classificacié. Aquesta
escola fa la taxonomia basant-se exclusivament en els fendmens cladogenics, de tal manera que,
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en el cas exposat anteriorment, les aus i els cocodrils haurien de compartir un taxé que tindria
com a taxé germa els llangardaixos.

2.3 TAXONOMIA NUMERICA

Aquesta escola te com a representants Michener i Sokal (1957) i Sokal i Sneath (1963)
entre d’altres. Neix com a una reacci6 front a la subjectivitat de la sistematica classica. Preten
convertir la practica tradicional intuitiva d’aquesta en una ciéncia objectiva, amb aquesta
finalitat basen la seva classificaci6 en la comparacié d’un gran nombre de caracters, sense fer
cap tipus de distinci6 entre ells ni intentar deduir cap direccionalitat evolutiva per als seus
estats.

Aquesta escola renuncia a la filogénia com a eina taxondmica en funcié de conseguir una
major objectivitat en la classificaci6, ja que consideren que la filogénia real no es podra arribar a
congixer mai. Per aix0 les seves no sén taxonomies filogenetiques sino fenétiques (basades en la
similitud fenotipica). Tanmateix és important esmentar-les aqui donat que els seus metodes
poden, sota determinades condicions que exposaré més endavant, ésser utilitzats per a la
determinacié de filogenies.

3. COM FER UNA FILOGENIA?

Les metodologies per a elaborar una filogénia consideren dues parts:

1) Els tipus de caracters en que es basara;
2) El tractament de les dades extretes dels caracters per deduir la filogenia.

3.1 EL TIPUS DE CARACTERS.

El tipus de caracters emprats en la construcci6 de filoggnies es poden classificar en:

a. morfoldgics.
b. cariologics

¢. biogeografics.
d. proteines.

e. acids nucleics.

Probablement, cap d’aquests caracters pot, per si sol, resoldre la problematica de la
filogenia, i cal la conjugaci6 de tots o part d’ells per poder arribar a tenir una idea el més clara
possible de la histdria dels organismes vivents.
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3.1.1 Caracters morfologics

Aquests inclouen la morfologia externa, anatomies internes o d’estructures especials i
I’embriologia.

Tradicionalment, han estat els més utilitzats en la reconstruccié filogenetica i la
classificacié dels organismes. El fet que la morfologia general sigui un reflex d’una gran part
del genotip i, per tant, permeti globalment unes conclusions fiables de relacions filétiques
(Mayr, 1969) justifica aquesta utilitzaci6. Malgrat ésser de gran utilitat, els caracters
morfoldgics presenten deficigncies com a caracters filogenetics per diverses raons:

1) La morfologia reflecteix sols una part del genoma i pot no reflectir les
relacions genetiques de forma acurada;

2) La morfologia externa és de vegades enganyosa degut a adaptacions
especials, o a la influéncia ambiental que pot donar lloc a variabilitats no
genetiques;

3) Els caracters convergents i el fendmen del paral.lelisme s6n dificils de
destriar;

4) La morfologia de certs grups no subministra suficients caracters;

Per aquests motius no té res d’estrany que en les classificacions actuals hi hagin
incongruencies i grups molt mal definits i de dificil ubicacid, el que ha dut a buscar altres tipus
de caracters.

En el cas de les planaries els principals caracters morfoldgics utilitzats s6n la morfologia
externa (forma, nombre i posici6 dels ulls, coloracio) i la de I'aparell copulador (molt complex).
La simplicitat de la primera i la falta del segon en bon nombre de poblacions (fissfpares) els ha
fet sovint insuficients per a una analisi correcta de les relacions filogendtiques d’aquests
organismes.

3.1.2 Caracters cariologics.

La cariologia estudia el nombre i la morfologia dels cromosomes de cada especie, la
preséncia de reordenacions, etc.. Els caricters carioldgics dels organismes s6n propis de
I'espécie a la que pertanyen, i en permeten una diagnosi inequivoca. A més, els patrons
cromosdmics s6n d’extrema importancia per a establir linies filogéniques. La major part dels
canvis cromosdmics son esdeveniments unics; s6n pertant caracteristics per a tots els
descendents de la poblaci6 ancestral en la que el nou patr6 va apareixer (Mayr, 1969). Aquesta
caracterfstica, sumada al desenvolupament de les t&cniques de bandeig G, que permeten
reconeixer inequivocament bragos o inclis trogos de cromosomes d’una espécie a un altre, ha
permés la realitzaci6 d’estudis filogenetics forga interessants i reeixits (O'Brien et al., 1985).

En les planaries s’ha realitzat un gran nombre d’estudis carioldgics (veure apartat
Plathelminthes per referéncies), perd la impossibilitat d'aplicar les tcniques de bandeig (per ara
sols aplicables a animals de sang calenta, Cuny er al., 1981; Thiery et al., 1976), ha impedit un
perfecte reconeixament dels cromosomes, en molts casos molt nombrosos i de mida similar, i
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per tant també de les diverses anomalies cromosdmiques que ajudarien a establir correctament
les relacions filogéniques.

3.1.3 Caracters biogeografics.

El valor filogendtic de la distribucié geografica es deu a 1'evoluci6 i la morfologia: com
que totes les especies d’un taxé sén descendents d’un ancestre comd, cada colonitzacio a través
d’una barrera sera duta a terme per una espécie fundadora. Per tant, hi ha una probabilitat molt
elevada de que especies relacionades filogénicament que es trobin en arees contigiies siguin
descendents d'un ancestre comu. Per altre banda, serd estrany que es doni un altra espgcie
d’aquest grup (tax6) en un lloc disjunt molt distant (Mayr, 1969). En varies ocasions les
dificultats per explicar la distribucié de determinats organismes ha acabat revelant 1'origen
independent de grups que originalment s’havien situat en un mateix tax6é (rosegadors S.
America i Africa, Wood, 1950). Inversament, la certesa en el parentiu filogengtic (no
convergent) entre grups d’organismes geograficament molt distants ha servit per suggerir
I’existéncia de conexions geografiques entre regions o0 arees avui en dia molt distants.

A les planaries d’aigiies dolces, i donada la seva limitada capacitat de migraci6, aquest
tipus d’estudis poden ésser d’interés, tant per esbrinar relacions de proximitat entre esp&cies 0
poblacions de planaries, com per, inversament, recolzar teories paleogeografiques de
desplacaments de plaques, etc. (Baguiia, 1973; Bagufia er al., 1981; DeVries er al., 1984).
Aquesta suposada manca de migracié propia pot veure’s contrarrestada per dades que indiquen
I'existencia de migraci6 pasiva deguda a 1’activitat de 1’home (exportacié-importacié de plantes
aquatiques, etc.) en no poques especies.

3.1.4 Proteines.

Com a caracters filogenetics les proteines poden estudiar-se per meétodes indirectes com
s6n les tecniques immunoldgiques o 1'electroforesi o directes com és la seqiienciacié. Les
proteines permeten una aproximacié indirecta als canvis que s’han produit a nivell gendmic
(que és a on actua en primer terme la mutacié). Respecte als cardcters morfoldgics tenen
I'avantatge de ser una expressié molt directe del genoma, no estant influits per I’ambient, ni
patint canvis al llarg de 1a vida dels organismes (exceptuant-ne variacions en 1’expressi6).

Les tecniques immunologiques van ésser les primeres en aplicar-se amb finalitats
filogenetiques (Nutall, 1901; Bateson, 1913) fins i tot molt abans d’entendre’s la seva base
molecular. En general, sén poc acurades, ja que donen una estimacié molt indirecta de les

diferéncies entre proteines de les diferents espécies (sempre en forma d’una matriu de
distancies).

L’electroforesi de proteines, en canvi, és una de les més utilitzades. Aquesta es basa en
la diferent mobilitat que presenten les proteines, amb petits canvis en la seva composici6
d’aminoacids, quan s6n sotmeses a un camp electric. El caracter que s’examina és la mobilitat

en un determinat conjunt de condicions electroforetiques i aquest pot presentar dos estats: igual
o diferent.
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hi ha una gran diversitat de t¢cniques electroforétiques. Aquestes varien quant als tipus de
matrius utilitzades (acrilamida, mid6, agarosa, ...), al criteri de separaci6 de les proteines (pes
molecular, punt isoeléctric) i a la técnica de detecci6 de proteines (totals, glicoproteines, enzims
concrets, etc.).

La detecci6 d’enzims ha estat molt utilitzada en taxonomia ja que permet la
caracteritzaci6 de bandes proteiques diagndstiques per a espécies o races (Ayala, 1983). A més
de ser de gran utilitat en estudis de variabilitat intrapoblacional (Ayala, 1983) o bé en estudis
filogenetics de rang superior (espécies congenériques i subgeneres o inclis géneres)(Aquadro i
Avise, 1982; Ferguson i Fleming, 1983). Per a aquesta ltima finalitat, perd, Lewontin (1974) i
Selander (1976) van estimar que almenys caldria analitzar 100 loci electroforéticament per a
obtenir una estima precisa. Aix0 requeriria un gran nombre d’electroforesis per activitats
enzimatiques o bé alguna técnica electroforética que permetés la separaci6é simultanias d’aquest
gran nombre de productes genics.

Les electroforesis convencionals per pes molecular o per punt isoeléctric amb tincié de
proteines totals podrien ésser una soluci6. Les segones, tot i permetent un enfocament en bandes
molt fines de major resoluci6, no superen els 50-70 productes genics per gel. El
desenvolupament de la técnica d’electroforesi bi-dimensional (O’Farrell, 1975), que separa les
proteines en una primera dimensi6 per punt isoeléctric i en una segona per pes molecular, sf que
permet separar un nombre elevat de proteines (de centenars a milers, Garrels, 1979) incloent no
tan sols enzims sino també altres tipus (ribosdmiques, reguladores, estructurals, ...). Aquesta
tecnica perd, presenta els inconvenients de la dificultat en determinar les homologies de les
taques proteiques en les "constelacions" bi-dimensionals que en resulten. A més, les
comparacions fetes per Aquadro i Avise (1981) entre aquest tipus d’electroforesis i les
unidimensionals demostren que les primeres no resulten en millors dades en proporcié amb la
major complexitat metodoldgica.

La seqiienciacié de proteines com a eina filogenetica va ésser utilitzada per primera
vegada per Fitch i Margoliash (1967) comparant les seqiiéncies del citocrom c¢ de varies
espécies. Aquesta teécnica dona informaci6 acurada sobre on i quins s6n els canvis que s’han
produit en la proteina. Els caracters s6n en aquest cas cadascuna de les posicions, i els estats els
20 possibles aminoacids que poden ocupar-les. En una sola molécula estarem doncs comparant
un gran nombre de caracters.

El desenvolupament de tecniques que permeten la seqiienciacié directa dels gens
responsables de la codificaci6 de les proteines esta fent practicament obsoleta aquesta t&cnica, ja
que la seqiienciaci6 d’acids nucleics a més d’ésser igual de rapida, dona molta més informaci6
(canvis silenciosos, localitzaci6 d'introns, ...).

Tot aquest conjunt de técniques electroforétiques i la seqiienciacié no han estat aplicades
a I'analisi filogenetica de les planaries d’aigiies dolces, ni tampoc als triclads o als turbel.laris,
exceptuant els casos puntuals de: Nixon i Taylor (1977) a varies poblacions de Polycelis
coronata per isoelectroenfocament; Teshirogi i Ishida (1981) comparant diverses espécies del
genere Polycelis del Jap6 per electroforésis de proteines totals; i Biersma i Wijsman (1981)
-estudiant activitats enzimatiques a Polycelis nigra i Polycelis tenuis.
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3.1.5 Acids nucléics.

Incloem aquf I'estudi i comparaci6 dels 4cids nucleics (DNA i RNA), ja sigui per enzims
de restricci6, hibridaci6 DNA-DNA o seqiienciaci6 de gens concrets.

El descubriment als anys 50 de I’estuctura molecular del material genétic (Watson i
Crick, 1953), va subministrar una font molt important de nous caracters filogenetics. Si
considerem que els canvis evolutius es donen primerament a nivell de seqiiéncia de nucledtids,
la comparaci6 d’aquestes han de revelar de forma directe 1’histdria dels organismes que en s6n
portadors.

L’analisi per restriccié dels acids nucleics s’ha utilitzat com a caracter filogengtic a
diversos grups d’organismes. Es basa en la comparaci6é de les variacions en les longituds dels
fragments de restricci6 (conseqiiéncia del guany o perdua de dianes de restriccif). Les
molécules més freqiienment escollides per a aquest tipus de comparaci6 s6n el DNA
mitocondrial (Ward er al., 1989; Dowling i Brown, 1989) o el cloroplastic (Palmer, 1987;
Palmer et al., 1988) i també el ITS ("Internal Transcribed Spacers”) del rDNA (McLain i
Collins, 1989). Totes elles presenten gran variabilitat, caracteristica necessaria per a aquest tipus
d’analisi, ja que sols ens informa d’una part dels canvis que s’han produit, aquells que hagin
afectat a les dianes de restriccié. En cap cas perd sabrem si la pérdua d’una d’aquestes dianes
s’ha degut a un 0 més canvis.

La hibridaci6 DNA-DNA tampoc representa una analisi directa de la composicié
nucleotidica del DNA sino que ens dona una idea del percentatge de posicions que presenten un
nucledtid diferent entre dues espeécies pel seu DNA de cOpia tnica. S’ha utilitzat per investigar
les relacions filogengtiques entre virus, bacteris, plantes i animals (Benveniste i Todaro, 1976;
Sibley i Ahlquist, 1981; 1983; Benveniste, 1985; O’Brien er al., 1985; Caccone i Powell, 1989).
Les tecniques emprades s6n perd cares i llargues de realitzar degut a la necessitat de marcar
radiactivament el DNA d’una de les especies (Ferguson, 1980). Es necessari, a més, realitzar
comparacions recfproques que no sempre donen resultats coincidents i és impossible realitzar
comparacions entre especies que difereixin en més d’un 20 % de les seves seqiiencies, ja que
aquestes s6n incapaces de formar duplex (Ferguson, 1980).

La seqiienciaci6 de gens concrets dona una informacié més detallada dels canvis i les
posicions a on s’han produit. Com a la seqiienciaci6 de proteines, els caracters s6n les posicions
al llarg de la molecula i els estats cadascun dels 4 nucledtids. La possibilitat d’escollir entre
molecules de divers grau de conservaci6 permet un ampli ventall de comparacions
filogenetiques a diferents rangs taxondmics. Perqué les comparacions entre seqiiéncies siguin
correctes cal asegurar-se de 1’homologia de les posicions comparades (alineaci6 de les
seqiiencies). D’acf que en alguns casos cal recorrer a 1’estructura dels productes genics (les
proteines o el RNA de transferéncia o ribosdmic) per assessorar aquesta alineaci6.

D’entre els molts gens a seqiienciar, el RNA ribosdmic presenta una série d’avantatges.
D’una banda tecniques: la possibilitat de seqiienciar directament a partir de RNA total de
I'organisme, sense caldre aillar o clonar el gen (Lane er al., 1985; Lane et al., 1988) gracies a la
preséncia d’unes zones molt conservades que permeten el diseny d’encebadors universals que
faciliten la seva localitzaci6 i seqiienciaci6. Per altra banda, com a caracter filogenatic: es tracta
d’una mol&cula present a tota 1’escala evolutiva, sempre amb la mateixa funci6, pel que és facil
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establir I’homologia d’un organisme a un altre. De les 3 molécules de rRNA: 58, 18S i 28S les
tres han estat utilitzades com a caracters filogenetics. La 5S va ésser la primera (Hori i Osawa,
1979; Fox et al., 1982; Hori et al., 1985), presentant 1'inconvenient de ser molt curta i per tant
presentant un nombre petit de caracters. La 18S és una molecula relativament conservada,
posseint fragments que han romas sense canvis durant almenys 3 mil milions d’anys i d’altres
amb taxes de canvi mitjanament elevades, el que permet fer comparacions de grups molt
allunyats (filum, classe) i intermitjos (ordre, famflia) (Woese i Olsen, 1986; Field et al., 1988).
La 28S presenta dominis molt més variables i altres de conservats essent molt més llarga, el que
permet unes filogenies a nivells taxondmics més bajos (Lenaers ez al., 1988; Qu et al., 1988).

Amb I’excepci6 de seqiiencies del rRNA 35S de 2 espécies de turbel.laris (Ohama et al.,
1983; Hori er al., 1988), 1a seqiiencia parcial del rRNA 18S del triclad Dugesia (G) tigrina
(Field er al., 1988) i seqiiéncies parcials de la subunitat ribosdmica gran d'uns pocs
Platihelmints parasits (Gill et al., 1988) no s’han aplicat a I'analisi filogenetica d’aquest grup
d’organismes dades procedents de rRNA o de cap altre molecula.

3.2 EL TRACTAMENT DE LES DADES.

Els métodes pel tractament de les dades els podem dividir en funcié del tipus de dades
dels que partim i poden ésser:

a) Métodes basats en matrius de distancies.
b) Metodes basats en dades discretes.

Dins dels primers trobem els primers meétodes numerics que van ésser utilitzats per a
inferir filogenies: els "clusterings" o agrupaments i també tot un altre grup de metodes que
s’anomenen additius. En el segon grup tenim basicament 2 tipus, els anomenats de maxima
parsimonia i els de compatibilitat.

3.2.1 Metodes basats en matrius de distancies

Les distancies poden derivar de diferents tipus de caracters tenint un significat diferent en
cada cas. Hi ha caricters, com sén la hibridaci6 DNA-DNA i els immunoldgics, que donen com
a unic resultat una matriu de distancies entre parelles de OTUs (Operational Taxonomic Units).

En el cas de les dades morfoldgiques i altres tipus de dades moleculars (electroforesis,
restriccio i seqiiencies), a partir de les dades discretes (estats dels caracters) €s possible calcular
unes distancies (anomenades fenetiques per la morfologia, genetiques en el cas de les
electroforésis i evolutives per a les seqiiéncies). Aquestes distancies es calculen a partir de
coeficients d’identitat o similitud. Existeixen un gran nombre de coeficients (més de 14 sols per
dades electroforetiques, Nei, 1981); tots ells solen estar correlacionats malgrat que poden diferir
bastant en els seus valors absoluts (Avise, 1983). Les distancies més utilitzades s6n les de Nei
(1971) i de Rogers (1972) per proteines i la de Jukes i Cantor (1969) per seqiincies.
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Una critica general a tots el metodes basats en distancies €s que la reduccic6 de les dades a
distancies produeix una pérdua d'informaci6. Malgrat aix0, es pot comprobar que les distancies
mantenen molts dels aspectes importants de les dades inicials (Felsenstein, 1982).

32.1.1Cl

Els clusterings o metodes d’agrupament inclouen tota una série de metodes fenetics
(UPGMA, WPGM, etc) desenvolupats per ’escola taxondmica numerica per fer agrupaments
taxondmics i classificacions basant-se exclusivament en la similitud fenetica entre taxons
(Michener i Sokal, 1957; Sokal i Sneath, 1963). Consisteixen en 1’agrupacié dels OTUs en
funci6 de la seva major similitud fenotipica (o menor distancia) succesivament fins a obtenir
una total jerarquitzacié dels grups estudiats.

Aquests metodes no pretenen en principi esbrinar 1’histdria evolutiva dels grups
considerats. Diversos estudis (Colless, 1970; Moore, 1971) perd han demostrat que el seus
resultats poden ésser bones estimes de 1a filogénia si es compleixen 2 premises:

a) considerar tots els grups obtinguts com a monofiletics;
b) suposar que les taxes d'evoluci6 no varien de forma molt diferenta entre
els llinatges.

La segona condici6 resulta molt restrictiva ja que s'ha demostrat, especialment en estudis
moleculars, I'existéncia de grans variacions en el nombre de substitucions acumulades des de la
divergencia entre diferents llinatges animals (Raff er al., 1988; Field ef al., 1988).

Aquestes dificultats, conegudes practicament des de 1'inici, han impedit 1'ds dels metodes
fenetics d’agrupament per a proposits filogendtics. Aquests metodes s’han utilitzat
prinicipalment per generar arbres amb distancies genetiques calculades a partir de freqiiencies
al.leliques, utilitzant principalment la distancia de Nei (1972) éssent 'UPGMA el métode més
utilitzat.

3.2.1.2 Métodes additius

Aquests intenten ajustar un arbre a una matriu de distancies entre OTUs. Tots ells
intenten, essencialment, resoldre el mateix problema, de formes lleugerament diferents. El que
es preten €s trobar un arbre sense arrel (esquema de relacions i distancies entre els taxons sense
definir en quin punt s’estd més proper a la forma ancestral), que s’acosti tan com sigui possible
a la predicci6 de les distancies observades (minimitzi la difer®ncia entre les distancies esperades
i les observades). Els metodes difereixen sobretot en la mesura d’aquesta diferéncia.

Aquests métodes fan dues assumpcions:

1) I'additivitat, les distancies entre els taxons s6n resultat de la suma de la
longitud dels segments que els separen al llarg de I’arbre;
2) les distancies es mesuren independenment unes de les altres.

En el cas que aquestes dues premises es compleixin aquests metodes posseeixen una
propietat estadfstica molt dessitjable, la consisténcia: a mesura que acumulem més dades, les
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distancies observades entre taxons s’apropen més a les distancies esperades. Una altra
caracterfstica important d’aquests métodes €s que, a diferéncia dels anteriors, no s6n sensibles a
les diferéncies en les taxes d’evolucié pels diferents llinatges, mantenint-se consistents inclis
quan aquestes s6n grans.

El primer metode additiu va ésser el de Fitch i Margoliash (1967). Posteriorment, han
aparegut tota una série de metodologies alternatives, millorant o no la primera segons els criteris
dels diferents autors (Cavalli-Sforza i Edwards, 1967; Hartigan, 1967, Farris, Kluge i Eckardt,
1970; Buneman, 1971; Farris, 1972; Li, 1981).

3.2.2 Métodes basats en dades discretes

S6n basicament dos: maxima parsimOnia i compatibilitat. Els dos responen a dues formes
diferents de resoldre el dilema que surgeix d’aplicar el metode cladista de Hennig (1950, 1965,
1966), en el que es basen tots dos.

Partint dels estats del caracter per a les espécies actuals i coneixent quin és 1’estat
ancestral i quin el derivat per a cadascun, el métode de Hennig considera que cada caracter
demostra 1’existéncia d’un grup monofiletic en la filogénia. Aix0d es basa en suposar que cada
estat derivat ha aparegut sols una vegada, i en que és impossible que un caracter que te 1’estat
derivat tomi a 1’estat ancestral, essent 1’evoluci6 irreversible per aquests caracters. La preséncia
de caracters en estat derivat (apomorf) en un grup seria indicativa de la monofilia d’aquest.
Succesivament, trobariem caracters compartits per grups més restringits el que ens aniria
delimitant grups monofiletics a diferents nivells.

La principal dificultat d’aquest metode és que per qualsevol grup de dades el més habitual
€s que no tots els caracters coincideixin en indicar-nos els mateixos grups filogenetics (dilema
de Hennig). Per solucionar aquest problema Hennig proposa el repassar la interpretaci6 feta dels
caracters, fins que es resolguesin totes les incompatibilitats de les dades. Hi ha casos perd en
que cap mena de reinterpretaci6 de les dades salva la incompatibilitat, sobre tot a nivell
molecular (seqiiéncia proteica 0 de DNA) on és bioldgicament possible que independenment en
diferents llinatges una determinada posici6 presenti el mateix aminoacid o nucledtid. Es fa

necessari per tant un altre criteri, millor que la reinterpretaci6. Les dues solucions donades han
estat:

1) Permetre que els caracters puguin revertir d’un estat derivat a 1’ancestral,
0 permetre que 1’estat derivat aparegui més d'una vegada (paral.lelisme),
i trobar la filogénia que minimitzi el nombre d’aquests esdeveniments
extres: maxima parsimonia.

2) Trobar el grup més gran de caracters mutuament compatibles i utilitzar
sols aquests per a construir la filogénia: compatibilitat.

1 Maxi imoni

Els metodes que intenten trobar la solucié més parsimoniosa es diferencien en dos punts
basics. En primer lloc, en les assumpcions bioldgiques que fa; en segon lloc en 1’algoritme que
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utilitzen per trobar entre tots els possibles arbres (topologies) 1a millor, €s a dir 1a que encaixa
millor amb les suposicions bioldgiques fetes.

Tractarem primer aquest segon problema ja que €s comu a tot el grup de metodes, fent
després una breu descripcié d’algiin dels metodes en funcio de les seves premises biologiques.

Pel que fa a 1'algoritme la problematica radica en que caldria, per trobar realment 1’arbre
més parsimonids, analitzar tots els possibles arbres (topologies) per un grup donat de taxons.
Aquest és un nombre que s’incrementa molt rapidament en quan el nombre de taxons augmenta
(desde una tinica topologia per a tres taxons passem a 2x106 per deu taxons i a 3x1074 per 50)
aixd fa que ni tant sols amb I’ajut de grans ordinadors es pugui, en un temps raonable, fer
aquesta analisi i, per tant, cal fer aproximacions i analitzar subgrups dels arbres. Generalment,
els diversos algoritmes el que fan és iniciar la recerca fent un arbre (senzillament agrupant les
especies per ordre, o bé fent un arbre per un metode d’agrupament, ...) i a partir d’aquf canvien
branques o subgrups de 1’arbre de posici6 i anoten cada cop que s’obté un arbre pel que calen
menys "pasos”. S’arriba aix{ a una solucié que possiblement sigui 1a més parsimoniosa.

L’altre diferéncia entre métodes consisteix en les premises bioldgiques inherents a
cadascun. Aquestes fan referéncia a si es permet 0 no la reversibilitat dels caracters, si es coneix
quin és I'estat ancestral o si un estat pot apareixer més d’una vegada (paral.lelisme). En el
metode de Camin i Sokal es suposa que es coneix 1’estat ancestral, que no €s possible la reversi6
de 1'estat derivat a 1’ancestral i permeten multiples origens d’un mateix estat derivat. En el
metode més parsimoniés de Wagner (Eck i Dayhoff, 1966; Kluge i Farris, 1969) es suposa que
no es coneix 1’estat ancestral (cas majoritari especialment per dades moleculars) i a més es
permeten reversions de 1'estat derivat a I’ancestral. Evidenment, en aquest segon cas, el
desconeixer 1'estat ancestral dels caracters ens impedeix situar la rel de 1’arbre. A diferéncia
dels arbres additius, aquests metodes donen topologies en les que no es determina la longitud
dels bragos. Aquesta sol representar-se proporcional al nombre de canvis que s’hagi donat a
cada branca sempre que aix0 es pugui calcular.

En tots aquests metodes, 1’aparici6 d’'un mateix estat derivat més d’una vegada
(paral.lelisme) es minimitza al maxim o no es permet. Aixd fa que per aquells grups en que
aquest fendmen €s molt accentuat (fet més freqiient del que habitualment es considera per a

alguns grups d’organismes, Sluys, 1990) ens puguin conduir a conclusions filogenétiques
erronies.

Aquests metodes, malgrat no ésser tan sensibles a les diferéncies de taxes evolutives entre
llinatges com ho s6n els clusterings, tendeixen a donar estimacions inconsistents de la filogénia,

si aquestes diferéncies s6n molt accentuades. També donen resultats inconsistents si les taxes de
canvi s6n molt grans.

3.2.2.2 Compatibilitat.
Agrupen aquells meétodes que per a solucionar el dil.lema de Hennig escullen aquella

filogénia que te un nombre major de caricters compatibles amb ella (partint de la premisa que
no s’han de produir reversions en cap caracter).

-12-
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El principal problema d’aquest métode és que el grup més gran de caracters compatible
pot ésser molt petit, de manera que la informaci6 parcial continguda en 1a majoria dels caracters
no s’utilitza per definir la topologia de 1’arbre.

De fet el métode intuitiu utilitzat pels taxonomistes tradicionals s’acosta al metode de
compatibilitat, en ¢l que el grup majoritari de caracters compatibles ens defineix 1a topologia
general. L’anAlisi ulterior dels caracters restants permet dividir els taxons en grups i conseguir
una topologia en 1a que s’acoblen la majoria dels caracters.

Aquests metodes perden la propictat de consisténcia si les taxes de canvi no s6n petites.
Els dos métodes, parsimOnia i compatibilitat estan molt relacionats i ambdos poden justificar-se
com a metodes de maxima versemblanga, perd sota circunstancies diferents. Els dos demanen
que la majoria de cardcters tinguin una taxa de canvis baja, i tots dos assumeixen que la
homoplasia (convergéncia) es poc freqiient. Si esperem que les homoplasies estiguin repartides
a I'atzar entre tots els cardcters, llavors el de maxima parsimonia és el millor métode. Si
esperem que es concentrin en uns pocs caracters, que no sabem quins sén per endavant, llavors
la compatibilitat resulta millor estadisticament (Felsenstein, 1982).

-13-
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4. FILUM PLATHELMINTHES

El mot platihelmints prové del grec platys = pla i helminthes = cucs. El filum
Plathelminthes agrupa tots els cucs plans o aplanats dorsoventralment, que presenten simetria
bilateral, acelomats, sense anus definitiu i sense sistemes circulatori ni respiratori (Minot 1876).

Les teories per explicar 1’origen del grup s6n diverses i estan en relaci6 amb 1'origen
hipotetitzat per als metazoos. La majoria de teories popularment acceptades suggereixen que els
platihelmints deriven directament de la forma planula/acel (figura 1). Aquests metazoos
primitius haurien adoptat una forma de vida bentdnica, adquirint conseqiienment una major
bilateralitat i cefalitzaci6 associada amb la direccionalitat del desplagament en dues dimensions
i els inicis d’un intest{ propiament dit a mesura que es produia una diferenciacié complerta dels
teixits en tres capes.

Metazous superiors

.

rTre— .
(Radial) ———¢> (Bilateral) ~ Arquicelomats
Hydrozoa wesssssssmed Antozoa Spiralia/
A e==rm Bilateria
tipus-Acel
Platihelmint
gastrea bilaterogastrea planula @

blastea kﬁ}f’

.

é Flagellaa T—=—==x=zxrrrrrrarrrrPp Ciliat

Fig. 1. Resum de les diferents teories de 1'origen dels metazoos (tret de Willmer, 1990). Es mostren els diversos
camins entre les hipot2tiques formes ancestrals i els grups modemns:

=== Teoria de la planula de Hyman (1951a), Salvini-Plawen (1978) i altres, amb la variant de
Hyman per a I'evolucié dels Cnidaris ()

== Teories de la gastrea derivades directament de Haeckel, amb ancestres arquicelomats
(Remane, 1963); —— versi6 bilaterogastrea de Jagersten (1955)

=== Teories sincitials com les de Hadzi (1963) i Hanson (1963).
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Altres autors, principalment alemanys (Jigersten, 1972; Remane, 1967; Rieger, 1980,
1985; Siewing, 1980), situen a les planaries i altres cucs senzills com a formes derivades
secundariament a partir de I’estat celomat o per progénesi a partir d’estadis embrionaris
d’organismes celomats (fig. 1).

En el primer grup de teories, els platihelmints constitueixen un grup de metazous molt
primitius que es trobaria a la base de la radiaci6 dels metazoos bilaterals, mantenint-se
probablement molt similar a aquestes formes inicials. En el segon cas, s6n formes derivades,
d’escasa importancia en 1’evoluci6 del reste de metazoos.

El filum es divideix en 4 classes: Turbel.laria, Monogenea, Trematoda i Cestoda. Inclou
la primera tots els organismes de vida lliure agrupats en un gran nombre d’ordres; les altres 3
classes s6n exclusivament parasitaries.

La majoria d’autors consideren, en consonancia amb la teoria planula/acel, que la
tendéncia evolutiva dins dels platihelmints aniria de les formes més petites i no especialitzades
(ordres catenulats, nemertodermatides i acels) cap a les més grans d’organitzacié més complex
(ordre policladis)(fig. 2). No hi ha acord en quin seria d’entre els més simples el grup més
primitiu havent-se hipotetitzat (Smith et al., 1986) un possible origen independent per a
cadascun d’aquests (catenulats, nemertodermatides i acels). Si aixf fos, el filum Plathelminthes i
la classe turbel.laris serien grups polifiletics.

policladis

prolecitoforats

trematodes
neorabdocels < monogénees

protozous
AY
2 3 A
cnidaris . \ cestodes
-~ i ” : i

ctendfors ~ 4 ’ lecitoepiteliats

/
celomats” haplofaringids - - — - - — — — — nemertins

macrostdmides
acels
nemertodermitides

catenulats

Fig. 2. Esquema de 'origen i les relacions filogendtiques entre els ordres de Turbel.laris, incloent la derivacié
hipotdtica de les classes de platihelmints parasitaris i el filum dels Nermertins (tret, amb modificacions de
Karling, 1974). Enquadrat, I'ordre dels seriats a la que pertanyen la majoria d’espécies d'aquest estudi.
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Contrariament, els partidaris de 1’escola alemanya (Rieger, 1985), consideren una
direccionalitat evolutiva inversa partint de formes grans i complexes (que haurien derivat de
I’estat celomat) cap a formes més senzilles per progenesi. Aquesta teoria t€ avui en dia pocs
defensors.

Les tres classes de platihelmints parasits (trematodes, monogenees i cestodes) tenen el
seu origen en algun ancestre proper a 1’actual ordre neorabdocels (Ehlers, 1985a i b)(fig. 2). Si
aquesta teoria és certa, la classe turbel.laris esdevé parafiletica, i técnicament perd el seu sentit
(Ax, 1987), malgrat segueix essent Util en sentit descriptiu.

4.1 ORDRE SERIATA (BRESSLAU 1928-33)

Els seriats tenen com a caracters comuns la possessié d’una faringe tubular, i I’ordenacié
seriada de les gdnades de desenvolupament folicular (testicles i vitel.laria). Es divideix en dos
subordres: Subordre Proseriata (Meixner 1928) i Subordre Tricladida (Lang 1884)(Fig. 3). El
primer inclou organismes de mida petita, majoritariament marins.

4.1.1 Subordre Tricladida

El caracter monofiletic del subordre Tricladida rau en la possessi6 de nombroses
sinapomorfies: una faringe embrionaria temporal, la posicié cerebral de les gdnades femenines,
I’arrenglerament seriat dels nefridiofors i la preséncia d’una zona anular constituida per les
obertures de les glandules adhesives (Elhers, 1985b; Sluys, 1989).

Es divideix en tres infraordres (Hallez, 1894): els Paludicoles o triclads d’aigiies dolces,
els Marifcoles o triclads marins i els Terricoles o planaries terrestres (Fig. 3). Malgrat que des
d'un punt de vista filogentic aquesta divisi6 és pobrement definida, te una base taxondmica que
la fa util (Sluys, 1989).

Ordre Subordre Infraordre

Proseriata

Seriata

— Terricola

) Paludicola

Fig. 3. Esquema de les divisions taxondmiques de l'ordre seriats. Enquadrats, el subordre dels tricladides i
Vinfraordre dels paludicoles als que pertanyen la majoria d'especies d’aquest estudi.
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Dins dels Paludfcoles o planaries d’aigua dolga, Ball (1974a) va reconeixer 3 famflies:
Dugesiidae (Ball, 1974a), amb una distribuci6 mundial, i Planariidae (Stimpson, 1857) i
Dendrocoelidae (Hallez, 1894), que estan restringits a 1’hemisferi nord. Les families Planariidae
i Dendrocoelidae s6n considerades grups derivats, basant-se en la situacié dels seus oviductes
que s’obren a I'atri. Aquestes dues families formen una superfamfilia, Planarioidea, que €és el
grup bess6 de la famflia Dugesiidae. Aquesta dltima presenta la condici6 plesiomorfica, trobada
també en els Maricoles i Terricoles, dels oviductes obrint-se al canal de la bossa copuladora
(Fig. 4A).

Dugesiidae Planariidae Dendrocoelidae
Kenkiinae Dendrocoelinae
® ® ® o
@ @ 2] 2]
@ ® ® ©

Fig. 4A. Relacions filogengtiques de les families dels triclads paludicoles (segons Ball, 1974a): O caracters
plesiomorfics @ caracters apomdrfics. 1) fibres musculars de la faringe en capes separades @ o barrejades @;
2) organ adhesiu absent @ o present @; 3) oviductes abocant al canal de la bossa copuladora @ o a I’atri @.

La divisi6 entre les families Planariidae i Dendrocoelidae es basa en dos caricters: la
possessio d'un organ adhesiu anterior per part dels dendrocoelids (Hallez 1894); i la distribuci6
de les fibres musculars de la faringe (Kenk, 1930), els planarids presenten dues capes separades,
la longitudinal i la circular, mentre que els dendrocelids les presenten barrejades.

A part dels tres caracters plesiomdrfics que la marquen com a més primitiva, la famflia
Dugesiidae posseeix un caracter apomorfic que la defineix com a grup monofiletic: I’estructura
complexa del seu ull (Ball, 1981). No €és aix{ per la famflia Planariidae, que comparteix amb la
Dendrocoelidae el caracter apomorfic dels oviductes, perd no en te cap de definitori propi, el
que deja al grup com a un tax6 no ben definit (Ball, 1981; Sluys, 1989).

Les relacions de les tres families de paludicoles amb els altres triclads (marfcoles i
terricoles), tampoc esta clarament definida. Malgrat hi ha dos caricters definitoris com a grup
monofiletic per als Paludicola (condicié "probursal” i el ducte cefalic reduit, Ball, 1974a),
aquests caracters sén posicionals més que caricteres estructurals complexos i per criteris
generals de relacions homologues (Riedl, 1978) s’han de considerar com a poc definitoris (Ball,
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1981). Aquest fet, sumat a la dificil explicacié de 1’aparici6 de planarids i dendrocelids a partir
de formes dugesides (que obligaria a supossar la perdua secundaria de la complexa estructura
ocular (Ball, 1981)), va dur a aquest autor a proposar un nou esquema evolutiu per a aquests
infraordres (fig. 4B), que suposa un possible origen difiletic per als paludfcoles a partir
d’ancestres marins similars als actuals proseriats.

Terricoles Maricoles Paludicoles

Dugesids Planarids Dendrocelids
Sud Nord

Ancestres
tipus Proseriat

Fig. 4B. Esquema filogengtic dels triclads (Ball, 1981). Les linies a tragos indiquen relacions incertes.
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5. ESTUDIS TAXONOMICS I FILOGENETICS DELS
PALUDICOLES A LA CONCA MEDITERRANEA

5.1 FAMILIA DUGESIIDAE (BALL. 1974)

La familia Dugesiidae presenta com a caracter definitori 1a possessié d’un ull complex
(multicel.lular). Les relacions intrafamiliars dels dugésids han estat estudiades per Ball (1974a,
1977a) i per De Vries (1987). Ball (1974a) reconeixia, entre un cert nombre de géneres
monotipics i pobrement definits (Rhodax i Bopsula) un génere principal (Dugesia) dividit en 6
unitats taxondmiques, a les que es va assignar el rang de subgeénere: Dugesia, Schmidtea,
Girardia, Cura, Neppia i Spathula. Mentre aquests 3 dltims han estat elevats al rang de géneres
(Ball 1974b, 1977a), les tres primeres, que comprenen més del 90% de les especies de dugesids,
encara mantenen el rang subgeneric.

Els tres subgeéneres actuals (Dugesia, Girardia i Schmidtea, fig. 5) del génere Dugesia
son els dnics dugesids presents a Europa, essent Girardia (1’especie Dugesia (G) tigrina) una
introduccié recent procedent de Nord Ameérica (Ball i Reynoldson, 1981; Ribas et al., 1989).

[ s S . T 1]

A) |

Fig. 5a. Espicies representatives dels tres subgeneres del génere Dugesia: A) Dugesia (D) iberica; B) Dugesia (G)
ligrina.
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Fig. 5b. Espécies representatives dels tres subgéneres del génere Dugesia: C) Dugesia (S) mediterranea.

Donat que aquests subgéneres comprenen la majoria d’espécies de la familia, les seves
relacions filogéniques s6n d’interés, malgrat que de moment romanen sense resoldre. Ball
(1974a, 1977a) va suggerir una relacié més propera entre Schmidtea i Dugesia que amb cap de
les especies de Girardia, en canvi, De Vries (1987), basant-se en un sol caracter sinapomorfic
molt dubtés, va suggerir una major afinitat entre Girardia, Schmidtea i Cura que amb Dugesia,
constituint aquesta dltima amb el reste de geéneres de la familia un grup monofilétic germa de
I"anterior (fig. 6).

A) Girardia B) I Giiirdia
Schmidtea Schmidtea
Dugesia Dugesia

Fig. 6. Cladogrames representant les relacions filogéniques dels 3 subgeneres principals del génere Dugesia de la
familia Dugesiidae segons A) Ball (1974a, 1977a) i B) De Vries (1987).
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5.1.1 subgénere Dugesia (Girard, 1850)

Les seves caracterfstiques morfoldgiques principals sén: forma triangular del cap,
preséncia de dos ulls i faringe despigmentada (fig. SA). Aquest subgeénere ha estat considerat
també com a una superespecie (Dugesia (D) gonocephala s.1.). Comprén un gran nombre
d’especies, molt properes, diferenciades en alguns aspectes de la seva morfologia i cariologia
(Benazzi, 1955; Benazzi i Benazzi-Lenttati, 1976).

Moltes de les especies d’aquest grup tenen una distribucié basicament mediterrania
(Lepori, 1951; Benazzi, 1961; Codreanu, 1961; Bromley, 1974; De Vries, 1984; 1985). De la
majoria d’elles existeix una simple descripcié morfoldgica, especialment per a aquelles espécies
procedents de la Mediterranea Oriental (de tres especies d’Israel (Bromley, 1974) sols una,
Dugesia biblica, Benazzi i Banchetti 1972, ha estat ben descrita).

A la Mediterranea Oest i Central trobem set especies amb els segiients complements
haploids:

Dugesia (D) gonocephala s.s.
Dugesia (D) iberica

Dugesia (D) benazzi
Dugesia (D) sicula

Dugesia (D) etrusca

Dugesia (D) ilvana

Dugesia (D) brigantii

== B~ I = = =
LI { I I [ | I
o0 00 00O \D 00 00 OO

Al ser les més freqiients, les 4 primeres han estat objecte d’un nombre considerable
d’estudis (Vandel, 1925; Benazzi, 1947; Benazzi, 1961; Benazzi-Lentati i Deri, 1977,
Gourbault i Benazzi, 1979). Al tenir una morfologia molt similar, sols és possible distingir-les
atenent a 1a morfologia del seu aparell copulador. Aixd representa un problema per a aquelles
poblacions de reproduccié exclusivament fissfpara o0 aquelles que sols presenten individus
inmadurs. Nombrosos estudis carioldgics (Benazzi, 1955; Benazzi i Benazzi-Lentatti, 1976;
Gourbault, 1981; Oki et al., 1981; Lepori i Pala, 1982; Pala et al., 1985; De Vries, 1986; Ribas
et al., 1988; Tamura et al., 1988; Ribas, 1990) han revelat I’existencia de diferents biotips dins
de cadascuna de les especies, responent a diverses ploidfes o diferentes morfologies
cromosdmiques. Aquests estudis no han aclarit perd gaire 1a situacié cadtica generada per la
falta de diferncies morfoldgiques extemes, la existéncia d’un gran nombre de poblacions
asexuades, I’existencia de formes poliploids, i 1a presencia aparent de formes aneuploids.

A T’area corresponent als PP.CC. es troben dues espcies d’aquest grup: Dugesia (D)
iberica i Dugesia (D) sicula. Els estudis carioldgics duts a terme per Ribas (1988, 1990) van
revelar 1’existencia de dos biotips* per a la primera i dos per a la segona (Fig. 7):

Dugesia (D) iberica: biotip Al 2n = 16 (metac2ntrics + B)
A2 2n = 16 (metacentrics i submetac@ntrics)
B 3n =24 (metac2ntrics).

Dugesia (D) sicula: biotip A2n=18
B 3n=27.

* veura nota al peu de la pagina segilent.
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El biotip B, triploid (3n=27), de Dugesia (D) sicula fou considerat generalment com
formes aneuploides de 1'espécie Dugesia (D) iberica o de Dugesia (D) gonocephala s.l.
(Gourbault, 1981; De Vries, 1986a,b). Estudis carioldgics recents indiquen clarament la seva
pertinenca a Dugesia (D) sicula (Ribas et al., 1988).
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Fig. 7. Mapa de distribucié de
Dugesia (D) iberica biotip Al
biotip B (O).

les dues especies del subgenere Dugesia presents als PP. CC.:
(A), biotip A2 (W), biotip B (@), Dugesia (D) sicula biotip A (A),

* La paraula biotip ha estat emprada a la taxonomia de planaries, des de Benazzi (1957), com aquell grup
d’organismes que presenten una cariologia o/i una modalitat de reproduccié diferentes dins d’'una espécie o grup
d’especies. Cada biotip era representat per una lletra de 1’alfabet. Malgrat les seves avantatges, aixd ha dut a no
poques confusions (veura Ribas, 1990 per a una discussié general). Per evitar aixd considerarem, provisionalment
en aquest treball, com a biotip al grup d’organismes que difereix del cariotip diploid basic (al que anomenem

sempre biotip A) per variacions en

la seva ploidia (3n=B; 4n=C; i aixi succesivament). Totes les variacions

carioldgiques, aixi com variacions morfoldgiques importants o del tipus de reproduccié dins d'una ploidia identica
es consideraran com a sub-biotips, representats correlativament per un mimero (p. ex. B1, B2, ...).

-
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5.1.2 Subgeénere Girardia (Ball 1974)

Aquest subgenere, nadiu de Nord America, te com a espécie més representativa Dugesia
(G) tigrina (Girard, 1850)(Fig. 5B). A Nord America aquesta espcie sembla ésser politfpica
(Kenk, 1976). A Europa va ésser introduida (a Alemanya i probablement a Anglaterra) cap els
anys 1920, expandint-se cap al Sud i I'Est durant les segiients decades, per arribar al Sud de
Franca i la Penfnsula Ibérica a finals dels seixantes o inicis dels setantes (Gourbault, 1969;
Bagufia et al., 1980; 1982; Gamo i Gourbault, 1981). La hipdtesi més estesa suposa que aixd es
deuria a una tnica introducci6 seguida d’una rapida expansié a tot el continent, la qual cosa ha
dut a diversos autors a considerar-la com un tipic exemple d’espécie invasora. Aquesta hipdtesi
estaria avalada per la gran homogeneitat que presenten els individus de totes les poblacions
descrites fins ara; totes fissfpares de pigmentacié marronosa, clapejades i faringe pigmentada
(figura 5B). Aquesta homogeneitat contrasta amb la gran variabilitat descrita a 1’area d’origen
(Kenk, 1976).

La distribuci6é tan amplia d’aquesta espécie (també s’ha trobat a Brasil, Japd, Israel i
Australia, Marcus, 1946; Benazzi, Giannini-Forli i Puccinelli, 1971, Hirao, Kawakatsu i
Teshirogi, 1970; Hay i Ball, 1979) planteja el problema biogeografic de descobrir a una escala
mundial o en arees més restringides (p. ex. Europa) si 1a seva preséncia és el resultat d’una
unica o de miiliples introduccions a partir de 1’area d’origen. Malgrat que 1’evidencia de que la
distribucié mundial actual sigui conseqiiencia d’una introducci6 recent és molt forta, també pot
argumentar-se que aquesta distribuci6 pot ésser la resta d’una area de distribucié antiga més
amplia, tal com ha suggerit Ball (comunicaci6 personal) per explicar la seva preséncia a
Australia.

Als PP.CC., on aquesta especie €s molt fregiient, 1a majoria de poblacions pertanyen a la
forma descrita per tot Europa, si bé s’han trobat també tres poblacions amb caracterfstiques
diferents a la majoritaria (Ribas, 1990)(fig. 8). Per la seva aparenga extemna i cariologia podem
distingir-ne tres classes diferents:

Biotip A/B 1. Organismes fissfpars amb un patr6 de pigmentaci6 clapejat sobre fons marronés i
faringe clarament pigmentada (pigmentaci6 tfpica de les planaries europees).
Organismes mixoploides 2n i 3n amb n=8. Presenta 14 localitats al principat.

Biotip A/B 2. Organismes fissfpars. Presenten externament un patr6 de pigmentacié clapejat
sobre un fons grisos i faringe gairebé sense pigmentaci6. Carioldgicament
identica a A/B. Presenta 2 poblacions (1 menorquina i 1 valenciana).

Biotip A. Organismes sexuats. El seu patr6 de pigmentacié extern és igualment clapejat
sobre fons grisés i sovint presenten dues ratlles longitudinals més fosques. La
faringe €és gairebé despigmentada. Carioldgicament s6n organismes
exclusivament diploides (2n=16) amb una similitud total a nivell cromosdmic
amb les dues classes anteriors. Present en una localitat de 1’illa de Menorca.
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Fig. 8. Mapa de distribucié dels tres biotips A/B 1 (®),A/B 2 (B) i A (A) de 1'especie Dugesia (G) tigrina als PP. CC.
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5.1.3 Subgeénere Schmidtea (Ball 1974)

Inclou les especies de I'antic grup Dugesia lugubris-polychroa (Benazzi, 1957
Reynoldson and Bellamy, 1970), la seva distribuci6 és restringida al Paleartic (Europa), i
compren 4 especies molt similars en morfologia extema (fig. 5C) perd diferenciables a nivell
carioldgic i en detalls de la seva anatomia intema (complex copulador). La classificacié actual
es deu a I'extens treball del Professor M. Benazzi i la seva escola a Pisa (veura Benazzi i
Benazzi-Lentati, 1976 per referéncies generals). Estudis morfoldgics i carioldgics detallats van
revelar la preséncia de molts biotips carioldgics i reproductius (anomenats A a G), alguns dels
quals formaven series poliploids, posteriorment assignades a les 4 especies presents (Taula 1),
que es diferencien també en la seva modalitat reproductiva.

Biotip Espécie Cromosomes Estrategia

reproductiva

A Dugesia (S) polychroa 2n=8 mictica

B Dugesia (S) polychroa 3n=12 amfimictica

C Dugesia (S) polychroa 3n=12 pseudomictica

D Dugesia (S) polychroa 4n=16 pseudomictica

E Dugesia (S) lugubris 2n=8 mictica

F Dugesia (S) nova 2n=6 mictica

G Dugesia (§) mediterranea 2n=8 mictica

Taula 1. Biotips del grup Dugesia lugubris-polychroa segons Benazzi (1957) i la seva comrespondéncia amb les
actuals especies del Subgenere Schmidtea.

Als PP.CC. s’han trobat poblacions de Dugesia (S) polychroa biotip B/C (que nosaltres
anomenarem B1/B2, veura nota al peu de la pagina 22) i biotip A convisquen en poblacions de
Valencia i el Rosell6 (fig. 9) (Ribas, 1990).

Dugesia (S) mediterranea presenta una distribucié limitada a 1a Mediterrania occidental
(Catalunya, Balears, Corsega, Sardenya i Sicflia). Existeixen dues races diferentes en funci6 del
tipus de reproducci6: la sexuada i la fissfpara, aquesta darrera present sols a Barcelona,
I’Emporda i Menorca. La raga fissfpara es distingeix de la sexuada per la pres2ncia d’una
heteromorfosi cromosdmica (Bagufia, 1973) deguda a una translocacié (Ribas, 1990) i pot ésser
tant diploid (biotip A2) com triploid (biotip B2)(fig. 9).
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a2

Fig. 9. Mapa de distribucié de les dues especies del subginere Schmidtea als PP. CC.: Dugesia (S) polychroa
biotip A (O), biotip B1/B2 (O); i Dugesia (S) mediterranea biotip A2 (@), biotip B2 ().

2F IA P ARIIDAE

La famflia Planariidae va agrupar inicialment tots els paludfcoles (Stimpson, 1857).
Estudis posteriors (Hallez, 1894; Ball, 1974a) van treura diversos generes constituint les
famflies Dendrocoelidae i Dugesiidae, romanent dins de la famflia original una gran varietat de
generes i especies de diffcil agrupaci6. Per aquest motiu aquesta famflia no presenta caricters
sinapomorfics que la defineixin.
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Actualment inclou 8 géneres: Planaria (Miiller 1776), Atrioplanaria (Beauchamp 1932),
Paraplanaria (Ball i Gourbault 1978), Hymanella (Castle 1941), Plagnolia (Beauchamp i
Gourbault 1964), Polycelis (Ehrenberg 1831), Phagocata (Leidy 1847) i Crenobia (Kenk 1930).

Als PP.CC. es troben tres d’aquests géneres: Polycelis, Phagocata i Crenobia (fig. 10), i
molt probablement un quart, Planaria (Bagufia, comunicacié personal).

B) h A)

Fig. 10. Espécies pertanyents als dos géneres de la familia Planariidae presents als PP.CC. A: Polycelis felina; i B:
Crenobia alpina.

5.2.1 Génere Polycelis (Ehrenberg 1831)

La caracterfstica més sobresortint del génere, i que li dona nom, és la possessi6 de
nombrosos ulls distribuits dorsalment, a 1a part més periférica del cap. Aquest darrer és truncat
presentant dos tentacles més o menys prominents (fig, 10A). Aquest génere presenta una amplia
distribuci6 a I’hemisferi nord.

Als PP.CC. es troben dues espécies pertanyents a aquest génere: Polycelis felina i
Polycelis nigra (fig. 12) i molt probablement una tercera: Polycelis tenuis (Prats i Bagufia,
dades no publicades). Mentre que la primera és una especie alpina, localitzada en rierols freds
d’alta muntanya, 1’altra es troba en aigiies temperades i quietes a poca altitud.
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5.2.2 Geénere Crenobia (Kenk 1930)

El genere Crenobia, de distribuci6 europea, compren unes poques espécies d’habitats
alpins (aigiies fredes amb molta corrent), no gaire ben caracteritzades (fig. 10B).

L’dnica espécie que es troba als PP.CC. és Crenobia alpina (fig. 10B) localitzada al
Pirineu i pre-Pirineu (fig. 12).

La familia Dendrocoelidae presenta dos caracters sinapomorfics que la defineixen com a
grup monofiletic: pres¢ncia a la zona interna de la faringe de fibres musculars transversals i
longitudinals barrejades, i preséncia d’un Organ adhesiu anterior. S6n organismes de
reproduccié sexual amb escasa capacitat de regeneracio.

Inclou 10 géneres: Dendrocoelum (Oersted 1844), Miodendrocoelum (Beauchamp 1929),
Acromyadenium (Beauchamp 1931), Dendrocoelopsis (Kenk 1930), Rectocephala (Hyman
1953), Bdellocephala (de Man 1874), Procotyla (Leidy 1857), Macrotyla (Hyman 1956),
Sorocelis (Grube 1872) i Neodendrocoelum (Komareek 1926).

Als PP.CC. es troba un dnic génere: Dendrocoelum (fig. 11).

Fig. 11. Espcie pertanyent al génere Dendrocoelum: Dendrocoelum lacteum.
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5.3.1 Geénere Dendrocoelum (Oersted 1844)

S6n organismes despigmentats, sovint anoftdlmics que viuen en habitats subterranis o en
llacs o rierols propers a aquests.

Presenta varis subgeneres dels que solament 2 s’han localitzat als PP.CC.: Dendrocoelum
i Dendrocoelides. El primer representat per 1'especie Dendrocoelum lacteum es localitza al
Rosell6 i no s’ha trobat (encara?) al sud dels Pirineus. L’altre subgénere, trobat recenment per
Ribas (1989) a Menorca, no s’ha pogut determinar a nivell d’especie.

_I.-"'I. 0 50 OKm

Fig. 12. Mapa de distribuci6 de les especies de les familia Planariidae i familia Dendrocoelidae als PP.CC.: Polycelis
felina (®), Polycelis nigra (W), Crenobia alpina (%), Dendrocoelum lacteum (O) i Dendrocoelum
(Dendrocoelides) sp. (O).
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PROBLEMATICA PLANTEJADA I OBJECTIUS

El posicionament filogenétic (i en conseqiigncia taxondmic) de les planaries d’aigiies
dolces dins dels Turbel.laris i el d’aquests dins dels Metazous en general €s molt incert, i les
t&cniques i caracters classics no semblen capaces de resoldre els problemes basics plantejats. Es
fa necessari, doncs, aplicar noves metodologies i pensar en nous caracters (basicament,
proteines i acids nucléics) que ofereixen les avantatges de subministrar un gran nombre de
dades i permetre quantificar els canvis acumulats.

Del ventall de metodologies existents per analitzar aquests caracters n’hem seleccionat
tres en funci6 de la seva capacitat tedrica de resoluci6:

- el IEE de proteines totals, utilitzat de forma habitual per comparar races o
poblacions pertanyents a una mateixa espécie 0 per comparar especies
molt properes;

- les tincions especifiques per enzims, utilitzades tant com a t&cnica
diagnodstica per a races (Ayala, 1963) o espeécies, com per a estudis de
poblacions o estudis filogenetics a nivell d’espécie i de génere;

- 1a seqiienciaci6 del rRNA 18S, que ha donat resultats satisfactoris a nivells
taxondmics superiors: famflia, ordre, classe i filum.

L’aplicaci6 d'aquests tres métodes als platihelmints ha estat fins ara molt puntual i als
Turbel laris, gaire bé nula. El que cal primer a planaries €s veure a quins taxons poden aplicar-se
cadascun d’ells. Aix0 es dura a terme fent estudis concrets sobre problemes que es plantegen en
aquest grup des del nivell de poblacions fins al de classe i inclds el de filum, utilitzant les
especies de les que disposem a 1’area corresponent als PP.CC. o a 1a Mediterrania Occidental.

Hem seleccionat aixf una serie de problematiques taxdnomiques i filogendtiques dels
platihelmints que abasten aquest ventall taxondmic:

1.- A nivell de 1a familia Dugesiidae, estudiar:

a) el grau de diferenciacié entre les classes morfoldgiques de
Dugesia (G) tigrina definits per Ribas et al. (1989) i comprovar
les hipdtesis d’una o de muiltiples introduccions a Europa a
partir de formes nadives nord-americanes;

b) el grau de diferenciaci6 entre els biotips de les diferents especies
del grup gonocephala, assignar les formes asexuades a alguna
de les especies sexuades existents, i comparar 1’existéncia de
dos grans subgrups (De Vries, 1987);

c) el grau de diferenciaci6 entre els biotips de cadascuna de les
dues especies pertanynets al subgenere Schmidtea presents a la
Mediterrania Occidental i comprovar la validessa de la hipotesi
biogeografica proposada per Bagufid i col. sobre la distribuci6
de Dugesia (S) mediterranea en aquesta area;
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d) les relacions filogenetiques entre les espécies dels tres
subgeneres per discemir entre les hipdtesis contraposades de
Ball (1977a) i de De Vries i Sluys (1991), i la possible
necessitat d’assignar-los un rang taxondmic superior.

2.- A nivell de la familia Planariidae, comparar els géneres confamilials
Polycelis i Crenobia.

3.- A nivell dels Tricladides paludicoles, determinar les relacions
filogenetiques entre les 3 famflies existents, i comprovar la validessa de
la divisi6 taxondmica actual.

4.- Comparar els paludicoles amb altres platihelmints a nivell de seqiiéncies
del rRNA 18S per finalment, aprofitant la disponibilitat de dades de
seqiiencies de rRNA 18S d’'un gran nombre d’organismes, esbrinar
I’origen primitiu o derivat dels platihelmints.

En resum, els objectius d’aquest treball s6n:

1.- Aplicar les tres metodologies escollides a I'analisi dels diversos
problemes seleccionats, i quantificar el grau de diferenciacié genética
dels diversos grups.

2.- De totes aquestes dades derivar-ne esquemes filogenetics per a ésser
comparats amb els ja proposats a partir de dades morfoldgiques i
carioldgiques.

3.- Evaluar les conseqiincies evolutives i taxondmiques derivades dels
punts anteriors.

4.- Fer una comparacié de l1a capacitat resolutiva de les tres técniques en el
cas de les planaries d’aiglies dolces (i dels platihelmints en general) i de
la seva utilitat en I’establiment de taxonomies i filogénies.
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1. ESPECIES I POBLACIONS ESTUDIADES

Les especies i poblacions estudiades es detallen a la taula 2.

Taxons Localitat Situacié Biotip Cariotip Reproduccié Analisi
Espicie 1 2 3

CL Turbellaria O. Seriata SubO. Tricladida
Famflia Dugesiidae Gen. Dugesia

Subgen. Dugesia

Dugesia (D) iberica* Font Ullera Bergueda B 3n= fissipara *
Emb. St Fé Montseny B 3n=24 fissipara %
Soller Mallorca A2  2n=16 sexuada ¥
Sa Calobra Mallorca Al 2n=16 sexuada *
Dugesia (D) sicula Tunel Vallvidrera  Barcelona B 3n=27 fissipara o
R.Fluvi}, Orfens  Girona B 3n=27 fissipara )
Tavolara Italia B 3n=27 fissipara *
Linguidezza Italia B 3n=27 fissipara b
Dugesia (D) benazzi Italia 2n=16 *
Italia 3n=24 *
Dugesia (D) biblica Israel 3n=27 -
Subgen. Schmidtea
Dugesia (S) polychroa n=4
Canals Valeéncia ABli2 2n3n  sexuada ¥ %
VilanovadelaRao Rosellé ABl1i2 2n3n  sexuada *
Sardenya Italia D 4n sexuada *
Dugesia (S) mediterranea Font fundacié Mir6 Barcelona A2  2n=8  fissipara = kR
Bases de Lluriach  Menorca B2 3n=12 fissipara »
Sardenya Italia Al 2n=8 sexuada *
Subgen. Girardia
Dugesia (G) tigrina n=8
VilanovadelaRao Rosellé A/B1  2n3n  fissipara *
R. Calders Barcelona A/B1  2n3n fissipara .
R. Magre Valéncia A/B2 2n,3n fissipara X
Torrent des barranc Menorca A/B2  2n,3n  fissipara *
Torrent Benimel.la Menorca A 2n sexuada *
Familia Planariidae
Genere polycelis
Polycelis felina Riera de Coforb Bergueda 2n=18  sex/fis. *
Polycelis nigra Closes T. Momau  Emporda 2n=16 sexuada *
Genere Crenobia
Crenobia alpina Font Coll de Pal Bergueda 2n=42  sex/fis. L
Familia Dendrocoelidae
Dendrocoelum lacteun  VilanovadelaRao  Rosell§ 2n=14  sexuades * * &
D.(Dendrocoelides)sp. ~ Torrent Mesquida 2n=32 sexuada *
CL Turbellaria O. Rabdocoela
Famflia Thyphloplanidae Subf. Mesostominae
Bothromesostoma personatum *
CL Trematoda O. Digenea
Famflia Fasciolidae
Fasciola hepatica *

Taula 2. Espicies i poblaccions estudiades. Analisis realitzades: 1 proteines total per isoelectroenfocament; 2
proteines per activitat enzimtica i 3 seqiiencies de rRNA 18 S. Biotips, veura nota al peu de la pagina 22.
+ Dugesia (D) iberica es coneix també a la bibliografia com Dugesia (D) subtentaculata.
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2. ISOELECTROENFOCAMENT DE PROTEINES TOTALS

2.1. PREPARACIO DE LA MOSTRA.

Abans de preparar la mostra, els organismes es mantenien en dejd durant una setmana per
evitar la contaminaci6 amb proteines alienes. Almenys 10 animals eren homogeneitzats per
sonicacié (3x5’’a 35 w) en el doble del seu volum de tamp6 fosfat (10 mM, pH 7.2).
L’homogenat es centrifuga 5 minuts a 12500 rpm. El sobrenadant es guarda congelat a -20° C o
s’utilitzd immediatament.

La concentraci6é proteica es determind mitjangant el meétode de blau de Coomasie G-250
(CBB G-250), emprant 1’albimina de s¢rum de bou (BSA; Sigma) com a estandard (Bradford
1976, modificat per Peterson, 1983). La concentracié de proteines del sobrenadant oscil.lava
entre 1,5-2 mg/ml.

2.2. ISOELECTROENFOCAMENT

S’utilitza un aparell comercial Multiphor (LKB) i es feu en gels d’acrilamida (Fluka
cristal litzada x2) bisacrilamida (Fluka) (T: 4%, C: 3%) de 210 mm x 110 mm x 0.8 mm.
S’empra la segiient barreja d’amfolines (2.4 % final, LKB):

pH35-10  87.5%
pH 4-6 6,25 %
pH 5-7 6,25 %

per a aconseguir un gradient de pH de 3 a 10. El pre-enfocament i enfocament es feren segons
les directrius del fabricant (Karlson et al., 1973).

2.3. TINCIO, SECAT I DENSITOMETRIA.

Els gels es tenyiren amb CBB R-250 (Serva Heidelberg) segons Karlsson et al. (1973)
amb petites modificacions. A continuacié es secaren entre paper celofan a temperatura ambient
durant una nit i s’analitzaren per absorbancia en un densitdmetre (Chromoscan).

2.4. ANALISI DE LES DADES.

Els patrons de bandes proteiques de les diferents poblacions es compararen en base a la
presencia-abséncia de cada banda. Aquest metode te la desanvantatge de que, al fer-se una
comparaci6 general de bandes proteiques, ens podem trobar amb que proteines de mobilitat
similar o coincident en dues especies puguin representar proteines diferents o bé que dues o més
proteines polimorfiques “superposades” donin una similitud en el patr6 general de proteines.
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Evidentment, la manera d’evitar aquests problemes seria fer un examen especffic per a cada
proteina (p.ex. per activitat enzimatica). Malgrat aixd, aquesta metodologia pot esser
considerada valida ja que, si, d’'una banda, en una comparacié d’espécies congen@riques, d’entre
les 30 a 50 bandes proteiques detectades per espécie moltes fossin grups de proteines, aquest
efecte seria comud a ambdues i per tant no afectaria al resultat final. Per altre banda, si dues
especies comparades comparteixen un polimorfisme, llavors dos individus poden presentar
diferents estats d’homozigosi i donar una diferéncia errdnia. Segons Sarich (1977) 1a maxima
probabilitat de que es doni aquest cas en un locus polimorfic amb 2 al.lels a una freqii¢ncia de
0.5 és 1/8. En un patr6 complexe de 30-50 bandes, i assumint que aproximadament 1/3 dels loci
sén polimorfics, llavors, com a maxim 1 6 2 bandes poden esser interpretades incorrectament
com a diferents. Aquest error encara es redueix més comparant com a minim 2 individus per
especie, la probabilitat de 1/8 per locus es redueix llavors a 1/128. Donat que en el nostre estudi
hem analitzat com a mfnim 10 animals per poblacié pensem que la probabilitat d’aquests errors
és nul.la.

Per calcular la similitud entre els patrons proteics de les diferents poblacions es va
utilitzar I’'index de Jaccard (Sneath, 1957),

a
S= —— (1
a+b

on a= n° bandes comunes, i b= ne de bandes no coincidents. En aquest calcul no s’inclouen
aquelles bandes absents a les dues espécies comparades, ja que 1a no possessié comuna d’un tret
no pot considerar-se indicativa d’una descendéncia comuna.

A partir de I'index de similitud (S) es va calcular la distancia gengtica (D) per a cada
combinacié de poblacions utilitzant 1a férmula de Nei (1971),

D=-1In(S) )
amb error standard,
1-S
ESD)=,| — 3)
Sn

on n €s el nombre total de bandes comparada en cada cas (a + b) i S la similitud (1).

D’aquestes distancies i de les dades discretes es construiren arbres fenetics utilitzant els
metodes Unweighted Pair Group Method Average (UPGMA), additiu i de maxima parsimonia.
A I'apartat 5 es fa una descripci6 de les diverses metodologies per a construir arbres utilitzades i
de les seves caracteristiques i propietats.
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3. ELECTROFORESI PER A LA DETECCIO D’EMZIMS

1. LOCI ENZIMATIC IATS.

Es van estudiar 24 activitats enzimatiques de les quals 9 (taula 3) van donar resultats
positius per a totes les especies amb bandes ben definides i reproduibles.

Oxidorreductases
a-Glicerol-3-fosfat deshidrogenasa 1.1.1.8 DH
Malic deshidrogenasa 1.1.1.37 MDH
Isocitrat deshidrogenasa 1.1.1.42 ICD
Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa 1.1.1.49 Gd
Transferases
Nucleosid fosforilasa 2.4.2.1 NP
Hidrolases
Esterases 3.1.1.1 ES
Peptidases 34.11 PEP
Isomerases
Manosa-fosfat isomerasa 5.3.1.8 MPI
Glucosa-fosfat isomerasa 53.1.9 GPI

Taula 3. Activitats enzimatiques analitzades, amb el nimero del [UPAC i 1'abreviatura del gen.

Aquests locus enzimatics inclouen enzims de manteniment cel.lular molt generals i
enzims implicats en vies metabdliques complexes. Pels segons esperarem un alt grau de
conservacié entre especies, donat el seu caracter vital per a les cel.lules, mentre que els primers
presentaran una variabilitat que pot arribar a ésser deu vegades més gran (Sarich, 1977).
Aquests diferents graus de conservaci6 els fan adequats per a la comparaci6 filogendtica a
nivells intermedis (de poblacions o especies allunyades).

3.2. PREPARACIO DE LA MOSTRA.

Els animals es mantenien almenys dues setmanes sense menjar per evitar la detecci6
d’enzims procedents dels organismes dels que es podesin haver alimentat. Passat aquest
perfode, es procedia a alimentar-les regularment amb fetge de bou, alimentant-les per dltim cop
un o dos dies abans de preparar 1a mostra ja que aixd resultava en un increment de 1’activitat
d’alguns enzims. El fetge era previament bollit per inactivar els seus enzims. Tot i aixd,
s’utilitzava sempre una mostra de fetge com a control en les electroforesis per assegurar-nos que
les bandes detectades a planaries no corresponien a cap de les del fetge.
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Els extractes proteics es prepararen per homogeneitzacié en tubs eppendorf amb ajut
d’una bareta de vidre (o bé d’una punta blava de micropipeta) en tamp6 fosfat (10 mM, pH 7.2).
Es realitzd 1’homogeneitzaci6 individual de cada organisme amb un volum de tampé
aproximadament igual al seu. Quan els organismes eren molt petits (cas de Polycelis nigra p.
ex.), s’homogeneitzaven conjuntament 2 o 3 animals. A continuaci6, es centrifugava a 12.500
rpm en una microfuga durant 5 minuts i s’utilitzava el sobrenadant (aproximadament 15 pl) per
carregar en ¢l gel. Les mostres es preparaven sempre el mateix dia ja que la conservacié per
llargs perfodes de temps, tot i estant congelats, altera 1a mobilitat d’alguns electromorfs (veura
Harris & Hopkinson, 1976).

El nombre d’organismes analitzat per poblaci6 i per enzim varia entre 10 i 40 depenent
del nombre d’animals disponibles. En totes les electroforesis s'utilitza com a patr6 fetge de bou.

3.3. ELECTROFORESL

S’empraren gels de mid6é (Sigma) a una concentraci6 del 10% en pes/volum. La
composici6 dels tampons utilitzats per a cada enzim es resumeix ala taula 4.

Simbol Sistema de

del gen tampons pH
DH TC 8

MDH TCL 8.6
ICD TEM 1.5
Gd TEB 9
NP PH 7
ES TC2 8.6
PEP TBE 8.6
MPI TC 8
GPI PH 7

Taula 4. Composicié dels tampons utilitzats per a cada enzim:
TC =0.25 M Tris, 0.06 M acid citric; gel = 1/25 electrodes
TCL = 0.25 M Tris-HCI; gel = 1/5 electrodes
TEM = 0.1 M Tris, 0.01 M Edta, 1 mM MgCl,, 0.1 M acid malgic; gel = 1/10 electrodes
TEB =0.08 M Tris, 1 mM Edta, 8.6 mM bbric; gel = electrodes
PH = 0.05 M K;HPOq, 0.033 M Na HoPO,; gel = 1/17 electrodes
TBE =0.18 M Tris, 0.1 M &cid boric, 4mM Edta; gel = 1/4 electrodes
TC2 = A=0.05 M Tris, 7 mM citric B =0.76 M boric, 0.2 M LiOH; elect. = 1B:3H,0; gel = 9A:1B

3.4. REVELAT ENZIMATIC.

Els revelats enzimatics es van fer segons metodes classics (Harris & Hopkinson, 1976;
Shaw & Prassad, 1970) amb lleugeres modificacions.
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3.5. ANALISI DELS RESULTATS.

Per a cadascuna de les especies o poblacions es prengué nota de 1a mobilitat de totes les
bandes detectades, emprant sempre com a referéncia una de les bandes del estandard utilitzat
(fetge de bou). Els electromorfs corresponents a cada enzim s’han denominat amb les lletres del
abecedari assignant I’A a la banda més rapida i succesivament amb les segiients lletres. Per als
electromorfs amb mobilitat negativa s’ha utilitzat la mateixa nomenclatura afegint un signe
menys davant la lletra corresponent.

No s’han assignat els electromorfs a isoenzims o al.lels donada la complexitat que aixd
representaria pel fet d’estar treballant amb especies sexuades i asexuades amb diversos graus de
poliploidia de les que no existeixen masses estudis previs. L’asexualitat i la poliploidia
dificulten molt 1a interpretaci6 dels patrons de bandes obtinguts, essent a més, en molts casos
impossible el creuament per a la comprobaci6 dels al.lelismes. Aquest motiu, sumat a la manca
de polimorfisme intra-poblacional trobada en general, ens va dur a fer una analisi del patr6 total
de bandes per preséncia-abséncia sense tenir en compte freqiiencies al.leliques. Richardson,
Baberstock i Adams (1986) consideren que per a la utilitzaci6 de dades enzimatiques en
sistematica és justificat aquest tipus d’analisi per diverses raons. En primer lloc, perque la
contribuci6é a la distancia genetica entre dos OTUs feta per les diferéncies en les freqiiencies
al.leliques és insignificant en front a la contribucié de les diferéncies fixades; per tant, excepte
en el cas d’organismes molt polimdrfics (que no és el nostre cas), les diferéncies fixades per si
soles reflexaran d’una forma raonablement acurada el grau de divergéncia genetica entre OTUs.
Per altre banda, hi ha molt pocs loci que contribueixin a la diferenciaci6é genética entre OTUs
degut a diferéncies en les freqiiéncies al.1eliques que no siguin diferéncies fixades.

La comparacié per preséncia-abséncia dels electromorf es va realitzar pels mateixos
metodes descrits en el cas de 1'isoelectroenfocament. La construcci6é d’arbres filogenétics es va
dur a terme pels metodes: UPGMA, maxima parsimonia i additiu. Les caracteristiques i
propietats dels diferents metodes es discuteixen a 1’apartat 5.

4. SEQUENCIACIO DEL RNA RIBOSOMIC 18 S

4.1. PRINCIPI DEL. METODE

El protocol de seqiienciaci6 €s una variant del metode de terminaci6 de 1’elongaci6 de les
cadenes per addici6 de dideoxis especffics per a cada nucledtid (Sanger et al., 1977; Biggin et
al., 1983). Va esser modificat per a I'us de la transcriptasa inversa (Lane er al., 1985 ) i de
TRNA com a model. El m2tode es basa en el fet de que certes regions de la seqiidncia del rRNA
18S varien poc o gens entre els diferents organismes. Aixd permet disenyar uns oligonucledtids
curts, complementaris a aquestes regions universalment conservades, que s’hibridaran de forma
especffica a la seva seqiiéncia diana en el fRNA 18S, fins i tot en pres2ncia d’altres RNAs
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cel.lulars. L’oligonucledtid serveix com a encebador per a la sintesi d’una cadena de DNA cdpia
que s’estén a partir de ’extrem 3’ de l’encebador. La inclusi6 de petites quantitats de
dideoxinucledtids analegs del deoxinucledtid en les reaccions de transcripci6 inversa resulta en
la producci6 de DNAs cdpia de longituds variables a I’atzar que estan especfficament
detingudes en un residu adenosina, guanosina, citidina o timidina, depenent de I’analeg de
deoxinucledtid utilitzat. Les cadenes d’ ADN cdpia s6n marcades radioactivament mitjangant la
incorporaci6 de [a-33S]dATP durant la transcripci6 inversa. Quan un joc de reaccions deturades
especfficament a cada un dels quatre nucledtids es corra en un gel d’electroforesi d’alta
resoluci6 s’obté un patr6 de bandes en un autoradiograma del gel, del que es pot llegir
directament la seqiiencia de nucledtids del DNA copia.

4.2. EXTRACCIO DE RNA TOTAL.

El RNA total es va extreura pel meétode descrit per Chirgwin et al. (1979). S'utilitzaren
uns 100 animals per extracci6. Acabada la purificaci, i després de 1'Gltima precipitacié en fred,
es neteja el RNA amb etanol absolut i es resuspengué en TRIS 10mM (pH: 7.6). Es mesura les
OD a 260 nm per calcular la concentracié (ODggp x 50 x 200 = pg/ml) i finalment es guarda
congelada a -20°C a una concentraci6 de 2 mg/ml

4.3. REACCIONS DE TRANSCRIPCIO INVERSA.

S’han utilitzat 5 encebadors (taula 5) que ens donen accés a varis dels dominis
estructurals més interessants del rRNA 18S i que han permés en conjunt obtenir entre
1170-1424 nucledtids de seqiiencia de cada rRNA 188S.

Nom Seqiigncia

1400 = 1392 GUACACACCGCCCGU 1406 3
920 5 906 AAACUUAAAGGAAU 920 3
740 5 726 CGAAAGCAUUUGCCAA 741 ¥
519 5' 519 CAGCAGCCGCGGUAAUUC 536 3
325 3 309 CCGGAGAGGGAGCCUG 324 37

Taula 5. Seqiigncies dels encebadors utilitzats per a la transcripeid inversa, el nom fa referéncia a la posicié dels
nucledtids a la seqii2ncia del ratolf.

Per a cada RNA mostra i amb cadascun dels 5 encebadors utilitzats es feren 5 reaccions
de seqiienciaci6, 4 contenint cadascun dels 4 inhibidors de 1’elongaci6 (ddCTP, ddATP, ddTTP

0 ddGTP) i una reacci6 control que contenia només els quatre dNTP’s i cap ddNTP (Lane et al.,
1988).
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4.4. ELECTROFORESI

S’empraven dos gels, un de 0.4 mm de gruix, 40 cm de longitud i 18 cm d’amplada, en
gradient de tamp6 fet segons Biggin et al. 1983; tamp6 superior: 8% acrilamida, 0.04%
bisacrilamida, 8 M urea i 0.5 x NNB; tamp6 inferior: 8% acrilamida, 0.04% bisacrilamida, 8 M
urea, 2.5% NNB i 10% sucrosa. L’altre, de 0.4 mm de gruix a la part superior i 0.8 mm a la
inferior, 60 cm de longitud i 18 cm d’amplada (tamp6 superior).

Els gels en gradient de tamp6 es feren correr a 35 watts (poténcia constant) fins que el
blau de bromofenol arriba al final del gel (aprox. 2 h.). Els gels llargs, a 30 watts, el temps
necessari per a que el xilen cianol arribi a I’extrem del gel (aprox. 7 h.). Després de
I’electroforesi, els gels es sumergiren en soluci6 fixadora (10% metanol, 10% acid acetic, 2%
glicerol, vol:vol:pes en aigua) almenys una hora i es transferiren a paper Whatman 3MM.
Després d’assecar-los (en un assecador de gels), s’exposaren a una pelicula sensible als raigs X
(Kodak) durant 5 6 6 dies, o tant com fos necessari.

4.5. ALINEACIO DE LES SEQUENCIES.

Les seqiiéncies es van alinear amb altres ja conegudes. L’alineaci consisteix en la
definici6 de la correspondéncia una a una de cada posicié de les seqiiencies per a totes les
molecules. Aquest procés €s necessari ja que per a fer analisis filogenetiques cal comparar
caracterfstiques homologues, €s a dir, caracteristiques derivades a partir del mateix caracter de
I’organisme ancestral comu.

L’alineament és du a terme buscant primer similituds obvies entre les dues seqiiéncies i
llavors juxtaposant aquestes regions similars. On és necessari, s’introdueixen "gaps" (buits)
d’alineament (indicats per guions) que corresponen a nucledtids d’una seqiiéncia que falten a
1'altra.

Com a ajut a I’alineaci6, especialment en aquelles regions de la seqiiéncia que poseeixen
poca similitud en la seva estructura primaria, és de gran utilitat emmotllurar-les a la seva
estructura secundaria comu (Gutell et al., 1985) i llavors alinear-les. Finalment, si 1’alineament
d’una regi6 no es pot definir clarament s’exclou de 1’analisi.

4.6. QUANTIFICACIO DE LA SIMILITUD ENTRE SEQUENCIES.

La similitud de dues seqii¢ncies es defineix generalment com la fraccié de posicions de la
seqiiéncia que contenen nucledtids identics. Es calcula:

S=M/L, C))
L=M+U+WGG (5)

on S ¢s la similitud entre seqiiencies, L és 1a longitud efectiva de la seqiincia, M és el nombre
de posicions de la seqiiencia amb nucedtids identics, U és el nombre de posicions de les
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sequiencies amb nucledtids no identics, wg és el pes donat a les posicions de la seqiiencia amb
un gap juxtaposat amb un nucledtid a 1’altre seqiiéncia (en el nostre cas utilitzem el valor de
0.5), G és el nombre de posicions en que es dona aquest cas.

A partir de les similituds es calculen les distancies evolutives per a construir els arbres
additius i UPGMA. Les distancies evolutives entre dues especies es defineixen com la mitjana
de mutuacions puntuals fixades per posicié de la seqiiencia en el llinatge que les uneix. Ara bé,
el nombre de difer®ncies entre seqiiéncies observat és de fet inferior al nombre de mutacions
fixades (com a conseqiiéncia principalment de la ocurréncia de mutacions multiples a una
mateixa posicié de la seqiiéncia). Jukes i Cantor (1969) van derivar una equaci6 per estimar
distancies evolutives a partir de la similitud de seqiiencies observada:

D =-3/4 In[4/3(S - 1/4)], (6)

on D és 1a distancia evolutiva estimada, S és la similitud entre seqiiéncies observada i In és el
logaritme natural. La derivaci6 d’aquesta férmula assumeix que: 1) totes les posicions tenen una
probabilitat igual i independent de mutar, 2) les mutacions de qualsevol nucledtid a qualsevol
dels nucledtids alternatius sén igualment probables i 3) no hi ha ni insercions ni deleccions.
Degut a les simplificacions introduides per aquestes assumpcions, la correcci6 per mutacions
sobreposades €s conservativa.

Les distancies evolutives s’han utilitzat en la realitzacié d’arbres additius i UPGMA. A
partir de les seqii¢ncies directament s han derivat també arbres de maxima parsimonia.

5. ARBRES FILOGENETICS

En aquest estudi hem utilitzat diversos metodes per a la construccié d’arbres filogenatics.
Ajustarem la seva descripcié a la classificaci6 dels metodes filogenetics que hem fet a la
introduccid.

5.1. ARBRES BASATS EN UNA MATRIU DE DISTANCIES

5.1.1. Métode UPGMA.

El "Unweighted Pair Group Method using arithmetic Averages" (UPGMA) va esser
desenvolupat per Michener i Sokal (1957) i, malgrat que originalment va esser dissenyat perala
construcci6 de fenogrames, també pot utilitzar-se per elaborar arbres filogenetics, en especial si
els valors esperats de la distancia amb la que es treballa s6n proporcionals al temps. Per aquest
motiu I'UPGMA assumeix que el ritme de substitucions €s aproximadament constant en totes
les branques de 1"arbre. Una descripci6 de 1’algoritme pot trobar-se a Nei (1987).

-42.



MATERIAL I METODES

Per a la realitzacié dels calculs i dels grafics es va utilitzar el paquet de programes
CLUSTAN 3 (Copyright CLUSTAN Ltd., Edinburgh University, 1986). Les desviacions de
cada nus (bifurcaci6) de 1’arbre es van calcular segons Nei et al. (1985). Com a mesura d’ajust
entre les distancies originals i les obtingudes en 1’arbre es va utilitzar el coeficient de correlacié
cofendtica.

5.1.2. Métode dels Minims Quadrats.

El metode dels Minims Quadrats (MQ) és un metode additiu descrit originalment per
Cavalli-Sforza i Edwards (1967). S’ha realitzat a partir del programa FITCH del paquet
PHYLIP 3.1 (Felsenstein, University of Washington).

Les suposicions d’aquest métode poden resumir-se en:
1. Les distancies estimades s6n independents entre elles.
2. La distancia entre les parelles d’OTUs de 1'arbre es dibuixa segons un
valor esperat, que és la suma dels valors al llarg de les branques de
I’arbre que uneixen cada parella d’OTUs. La varianga de 1’error de les
distancies esperades és proporcional al quadrat de les mateixes.

El seu algoritme es basa en minimitzar 1a suma de quadrats (SQ) calculada segons:
SQ=X (d;;(obser) - djj (arbre))2  (7)

El resultat és un arbre sense arrel. Com a mesura de 1a bondat de 1’arbre obtingut es dona
el valor del percentatge de la desviaci6 tfpica (o):

25Q
6=—— 100 )
N (N-1)

on N és el nombre d’especies.

D’aquest algoritme poden resultar branques de 1'arbre amb valors negatius que s6n
matematicament admisibles, perd amb diffcil interpretacié des del punt de vista bioldgic. El
programa FITCH permet treballar restringint-nos només a valors positius.

Aquest metode €s molt similar al de Fitch i Margoliash (1967) diferenciant-se d’aquest
per 1a forma en que sospesen la desviaci6 entre les distancies observades i les esperades. El
metode dels minims quadrats resol més bé aquells casos en que 1'error en la estimaci6 de les
distancies €s practicament constant tan si aquestes s6n grans com si s6n petites; en canvi, el
metode de Fitch i Margoliash €s més adequat quan €s el percentantge (error relatiu) el que es
manté constant (€s a dir ’error per a distancies grans és més gran que 1’error per a distancies
petites).
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5.2. ARBRES BASATS EN DADES DISCRETES

5.2.1. Métode de Maxima Parsimonia.

La base del meétode de Maxima Parsimonia (MP) consisteix en intentar inferir les
seqiiencies (ja sigui nucleotidica o binaria) de les especies ancestrals i escollir 1'arbre que
necessiti un nombre de canvis minim. El resultat és una topologia (ordre d’embrancament) en
que no queden ben determinades les longituds de les branques.

Per la seva elaboraci6 s’ha utilitzat el programa PENNY del paquet PHYLIP abans
esmentat. Per trobar els arbres més parsimoniosos aquest programa no examina tots els arbres
possibles, sino que utilitza 1'algoritme denominat "branch and bound”, que és una estrategia
estandard de recerca en la ciencia d’ordinadors aplicada per primer cop a l’inferdncia
filogenetica per Hendy i Penny (1982).

L’algoritme treballa agrupant primer les dues primeres especies i a continuaci6 la tercera
en totes les possibles posicions, per a cadascuna d’aquestes possiblitats situa 1a quarta en totes
les possibles posicions i aixf successivament. D’aquesta manera analitzaria tots els possibles
arbres. Incorpora perd un petit canvi: a mesura que es construeix cada arbre, incloent els arbres
parcials, s’evalua el seu nombre de pasos. A més, es fa una prediccié del nombre de pasos que
s’afegirien, com a minim, a mesura que s’afegeixen espécies. Aquesta predicci6 permet eliminar
Ifnies senceres d’analisi i construcci6 d’arbres perque ja es pot preveura per endavant que el
nombre final de pasos serd superior al de I’arbre més parsimoniés que es te fins al moment.
Aix{ aquest metode permet trobar tots els arbres més parsimoniosos sense que calgui analitzar
tots els arbres possibles.

Aquest metode fa les segiients suposicions:

1. No coneixem 1’estat ancestral de cap caracter.

2. Els canvis en posicions diferents s6n independents.

3. Els canvis en llinatges diferents s6n independents.

4. Les substitucions s6n improbables en el periode de temps donat per la
divergencia del grup.

5. Les taxes d’evoluci6 en els llinatges no s6n tan diferents com per que dos

canvis en un segment llarg de 1’arbre siguin més probables que un canvi
en un segment curt.

En el cas de treballar amb seqiiencies el canvi d’una posici6é ocupada a una delecci6 es
compta com una substituci6. La reversi6 d’una delecci6 a una posicié ocupada no es permet.

Per ales variables discretes de tipus binari existeixen dues assumpcions més:

6. Els canvis 0 — 1 tenen igual probabilitat que els 1 — 0.
7. Altres tipus d’esdeveniments evolutius com la retenci6 de polimorfismes
s6n molt menys probables que els canvis 0 — 1.
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5.2.2. "Bootstrap".

El problema de qualsevol meétode per inferir filogenies és trobar els lfmits de confianga
per a les topologies trobades. En el cas de la parsimonia, per exemple, podem obtenir un arbre
que requereixi 50 pasos com a millor, perd tenir-ne 3 que en requereixen 48. Fins a quin punt és
millor el primer que qualsevol dels altres? Per resoldre aquest problema s’han suggerit diverses
solucions (Cavender, 1981; Templeton, 1983). Un metode estadfsticament ben basat i que dona
resultats ben interpretables és el "bootstrap” (Efron, 1979).

El metode, purament estadistic, va esser adaptat a la inferéncia de filogenies per
Felsenstein (1985). El que ens permet aquest métode €s obtenir els grups monofiletics que ens
venen donats per les dades amb un cert interval de confianga. Consisteix en anar fent mostreigs
repetits de subgrups de les dades amb reemplacament. En el cas de les filogeénies aix0 implica
agafar subgrups dels caracters per a totes les espeécies, en els que pot haver caracters repetits, i
cada cop inferir la topologia (pel métode de parsimonia). Aquest procés repetit n vegades ens
dona lloc a una serie de grups d’espécies que s’hauran repetit en un nombre x d’aquestes n
probes. Si aquest nombre és superior al 95% es pot considerar el grup donat com a monofiletic.
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1. ISOELECTROENFOCAMENT

Aquesta tecnica s’ha emprat per comparar espécies properes i poblacions de la mateixa
espécie (taula 2). En cada gel es varen detectar un total d’entre 72 i 92 bandes. Per a cada
espécie, el nombre de bandes detectades oscil.la entre 20 i 47. Les matrius de distancies
obtingudes es troben en els resultats corresponents a cadascun dels grups analitzats per aquest
metode (veura apartats 4.1.1.-4.1.3. i 5-6).

Malgrat observar una manca de reproduibilitat entre gels, hem pogut comprobar que la
distancia genetica final obtinguda per a 1a majoria de parelles de poblacions en gels diferents es
mou dins de valors molt propers i per tant comparables. Aquesta manca de reproduibilitat fa que
la técnica no tingui valor diagndstic per poblacions o especies (cosa que hagues estat desitjable).
Malgrat aixd, hi ha en alguns casos bandes prominents que permetrien aquesta diagnosi (fig.
13A). Es de destacar també 1'abséncia de polimorfisme entre individus (fig. 13A-C), per a
diverses poblacions, tant sexuades com fissfpares, de diverses espécies.

Fig. 13. A. Dugesia (S) polychroa. Cada pista correspon a un individu. 1, 2 i 4, triploids de 12 cromosomes; 3,5 i 6,
diploids de 8 cromosomes. En aquests darrers s’observa una banda prominent (sageta) absent a les triploids.
La resta del patré és idéntica a tots els individus.
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Fig. 13. B. Dugesia (D) sicula (Valéncia) 3n=27, fissipara. Cada pista correspon a un individu. S'observa la manca
total de polimorfisme a aquest nivell d’analisi.

Fig. 13. C. Crenobia alpina (20=42). Especie amb alterancia sexualffissipara. La regi6é central del gel (sageta)
presenta una petita zona de polimorfisme.
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A nivell filogendtic, aquest metoce permet una bona resolucié a nivell de biotips
(cariotfpicament diferents) d’una mateixa espcie i ha permés fins i tot arribar a quantificar
distancies gengtiques entre especies d’un mateix subgénere (génere).

Es interessant comparar les distancies trobades amb les publicades per altres autors
(Thorpe, 1983; Avise, 1983). Per a invertebrats, Thorpe troba (taula 6) que:

a) per a poblacions conespecffiques els valors de D varien entre 0.05 i 0.29,
b) per especies del mateix génere els valors oscilen entre 0.22i 1.61.

En un estudi probabilfstic, més ampli, incloent vetebrats (excepte Aus), invertebrats i
plantes troba que:

a) entre poblacions con-especifiques tant sols el 2% de les estimes de D
queden per damunt de 0.11,

b) entre especies congenériques aproximadament la mateixa proporcié
d’estimes (2%) queden per sota de 0.16,

c) un 80% de les estimes de D entre géneres de la mateixa famflia cauen per
damunt de 1.05.

Finalment, Coyne i Orr (1989) troben per a especies simpatriques de Drosophila una D=
0.31 i per a especies al.lopatriques una D= 0.66.

especies (= subgenere) .
. bl bt . . . + . . ] s . . . . ) . . . . Plaﬂme&
oM R RN RN
especies * i
§ =T . . . . . . . lv.+plantes
+ pob. -98% ' ‘géneres:  + +« « + .« |+verl.noaus
. 98% . 80% T
RS L Lt | presophiia
simp., . ,allo.
especies
& G % @ Invertebrats
- poblacions
8 ———

.
T

0.1 2 3 4 5 67 8 .9 1 11121314151.617 18 19 20
Taula 6. Comparaci6 dels marges de les distancies obtingudes en diferents treballs (veure texte) i 'obtingut en aquest

per isoelectroenfocament per a planaries.

Les nostres dades donen per a poblacions interespecffiques valors que oscil.len entre
0.021 de Dugesia (S) mediterranea (taula 17) i els 0.56 de Dugesia (D) iberica (taula 16).
Aquest darrer valor és molt alt per a poblacions interespecffiques.
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Per a les especies pertanyents a un mateix subgenere els valors oscil.len des de 0.69
(Dugesia (D) iberica | Dugesia (D) benazzi, taula 14) fins a 1.36 (Dugesia (S) mediterranea /
Dugesia (S) polychroa, taula 17) quedant dins dels marges donats per a esp&cies congeneriques.

A nivell d’electroenfocament no ha estat possible establir comparacions entre els tres
subgeéneres de Dugesia, i menys encara, entre les tres families.

2. ANALISI ENZIMATICA

Emprant aquest métode s’han comparat un total de nou especies: cinc espécies
pertanyents als tres subgeneres del génere Dugesia, familia Dugesiidae (Dugesia (S) polychroa,
Dugesia (S) mediterranea, Dugesia (D) sicula, Dugesia (D) iberica i Dugesia (G) tigrina), tres
espeécies pertanyents a la famflia Planariidae (Crenobia alpina, Polycelis felina i Polycelis
nigra) i una pertanyent a la familia Dendrocoelidae (Dendrocoelum lacteum) (taula 2). A la fig.
14 es troba una representaci6é del patré de bandes per a cada especie i enzim. En total, pels 9
enzims es van contabilitzar 107 electromorfs.

MDH
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Fig. 14. Esquema dels electromorfs obtinguts per a cadascuna de les activitats enzimatiques analitzades. Continua a la
pagina segiient.

-50 -
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Fig. 14. Continuacié
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Per a cap dels enzims assajats no s’ha observat polimorfisme entre els individus d’una
mateixa poblacié amb 1'excepcié de Polycelis nigra per a 1a Mdh, Polycelis felina per a MPI i
Crenobia alpina per a la NP. En els tres casos, un individu del total analitzat (12 per Polycelis
nigra, 15 per Polycelis felina i 20 per Crenobia alpina) presentava una banda amb una movilitat
lleugerament diferent. A 1’establir les comparacions aquesta variant es va ignorar. La matriu de
distancies obtinguda es presenta a la taula 7.
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D P Dd
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Taula 7. Distancies gen2tiques calculades a partir de les dades enzimatiques. Les xifres representen la distancia
gendtica + error estandard i el nombre total de bandes proteiques comparades per a cada parella d’espicies.
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Taula 8. Comparacié dels marges de les distincies obtingudes en diferents treballs (veure texte) i I'obtingut en aquest
amb I'andlisi per activitats enzimatiques per a plandries. No s’ha pogut incloure en la taula la comparacié
entre els géneres Crenobia i Polycelis que tenen una D promig de 3.
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Hi ha tres parells d’OTUs que no comparteixen cap banda (Dugesia (S) polychroa-
Polycelis nigra, Dugesia (D) sicula- Polycelis felina i Dugesia (D) sicula- Polycelis nigra). Al
construir els arbres filogentics es van eliminar de 1’andlisi almenys una espécie de cadascuna
d’aquestes parelles. Aixf, s’eviten els artefactes que generaria introduir un parell d’OTUs amb
distancia infinita o excesivament gran.

A I'igual que en el cas de les proteines totals, s’han comparat les distdncies obtingudes
amb les recopilades per Thorpe (1983)(veura apartat anterior)(taula 8). Per a espécies d’un
mateix subgénere trobem els valors de 0.99 (Dugesia (S) mediterranea/Dugesia (S) polychroa) i
1.04 (Dugesia (D) iberica/Dugesia (D) sicula), amb valor promig de 1.015. Aquests valors sén
comparables als trobats per IEE, malgrat que per les dues espcies del subgénere Schmidtea el
valor trobat amb enzims €s bastant més baix que el de IEE.

Entre subgéneres congenerics trobem valors de D entre 1.1 (Dugesia (D) iberica/Dugesia
(S) mediterranea) i 2.0 (Dugesia (S) polychroa/Dugesia (G) tigrina) amb valor promig de 1.42.
En aquest cas els valors s6n clarament comparables amb els trobats per a géneres d’una mateixa
famflia (Thorpe, 1983). Entre generes d’una mateixa familia sols hi ha una comparaci6:
Polycelis/Crenobia, amb valors de D de 2.65 i 3.41.

Les distancies trobades entre espeécies pertanyents a diferents famflies varien entre 1.7
(D. lacteum | Dugesia (G) tigrina) i 3.57 (Polycelis nigra | Dugesia (S) mediterranea), amb un
valor promig de 2.75. No hi ha dades de referéncia per aquest nivell taxondmic, si bé és evident
que els valors s6n molt alts, essent, en promig, molt per damunt de 1’esperat per a géneres con-
familials.

3. SEQUENCIES DE rRNA 18S

Amb aquest metode s’han comparat cinc espécies de plandries, tres pertanyents a
cadascun dels subgeneres del génere Dugesia (Dugesia (S) mediterranea, Dugesia (D) iberica i
Dugesia (G) tigrina), una pertanyent a la famflia Planariidae (Crenobia alpina) i una pertanyent
a la famflia Dendrocoelidae (Dendrocoelum lacteum). A més s’han seqiienciat també dos
platihelmints no triclads: un neorabdocel (Bothromesostoma personatum) i un trematoda
(Fasciola hepatica) (Taula 2). De totes aquestes especies exceptuant Dugesia (G) tigrina (Field
et al., 1988) es va seqiienciar el rRNA 18S.

A la taula 9 (pagines 56-62) es detallen les seqiiencies del rRNA 18S de totes les esp2cies
estudiades, alineades i amb les mascares utilitzades per a la comparaci6. Aquestes mascares
presenten 1s en les posicions utilitzades i Os per les posicions que no han entrat en la
comparacié degut a la incertesa de 1’alineament. Per a la comparaci6 entre platihelmints, s’han
considerat en total 1017 posicions. A la figura 15 (pagines 63-69) es detallen les estructures
secundaries d’aquestes seqiiéncies utilitzades per dur a terme un alineament correcte.
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RESULTATS

iFssnskissaFranadsevesPisseBasvaFoeosslices sees o8

1 1 F.h F.h
2 1 B.p AAAGAUUAAGCCAUGCAU B.p
3 I DiE D.t
4 1 D.i D.i
5 1 D.m D.m
6 1l C.a AUCCUGCCAGUAG-UCANNGCUUAUGUCAAAGAUUAAGCCAUGCNU C.a
7 1 D.1 D.1.
8 1 masc 00000000000000000000000000000000000000000000000000 masc
B s S e R R, L Pl T - Ol SPUPt |
1 51 Fih. GGUGAAACCGCGAAUGGCUUAUUNAAU F.h
2 51 B.p. GUCUAAGUUCACGC-CUUUACACGGCGAAACCGCGAAUGGCUNAUUANAU B.p.
3 51 D.t. D.t
4 51 D.i. CGGAUGGCUCAUUAUAA D.1
5 51 D.m. AAACGCGGAUUGGCUCAUUAUAA D.m
6 51 C.a. GUCUAAGUACAAAGA-CUAGUACUCUGAAACCGCGGAUGGCUCAUUAUAA C.a
7 51 D.1. D.1.
8 51 masc 00000000000000000000000000000000000000000000000000 masc
s ek e s e e e B v e e st sdres sl sk e
1 101 F.h. CAGCUAUGGU--CUUGGAUCGUACAUN-----=-=- CUACAUGGAUNACUGU F.h.
2 101 B.p. CAGCUAUUGUUUCUUAGAUCUUACCCAU----- GAUACAUGGAUAACUAC B.p.
3 101 D.t. AUAACUGU D.t.
4 101 D.i. CAGCUAUGAUUU---GAGAGAUUCUNUCAUUUUGCCAUG-GGAUAACUGU D.1i.
5 101 D.m. CAGCUAUGAUU----GAGAGAUUUUAUCAUUUUGCCACA-AGAUAACUGU D.m.
6 101 C.a. CAGCUAUAAUUU---GAGAGAUUUAAU-GCU-UGCUACA-GGAUAACUGU C.a.
7 101 D.1 GGCUNACUGU D.1.
8 101 masc 00000000000000000000000000000000000000000022111111 masc
wibrse i dcavae b evane Binsevareiirerenia Fvers vl el Sl s
1 151 F.h. A-GUAAUUCUAGAGCUAAUACAUG-CC-ACUNUGCCCUGACCCGC---GA F.h.
2 151 B.p. A-GUAAUUCUGGAGCUAAUACAUG-CCAAUUAUGCCUUGGCUUU----- A B.p.
3 151 D.t. -GGUAAUUCUAGAGCUNAUAUUUN--ACA-NNUGCCGUGACUC-----—-- D.t.
4 151 D.i. -GGUAAUUCUAGAGCUAAUAUCUA-ACAG-AAUGCCGUGACUC------- DLl
5 151 D.m. -GGUAAUUCUAGAGCNAAUAUUUU-UAAG-AAUGCCGUGACUC~---—-—-- D.m.
.6 151 C.a. AGGUAAUUCUAGAGCUAAUAUUUG--AAA-AAUGCCGUGACUU--=—-—-— C.a.
7 151 D.1l. -GGUAAUUCUAGAGCUAAUACUUAUAUAA-AAUGUCGUGACAAU-GCAAA D.1.
8 151 masc 11111111111111111111111111111111111111111111000011 masc
sreis s s e sl v@iees ibeme s sdes ol eee it s D
1 201 F.h. GGGAACGGGUGGAUUUAUUAGAACAGAACCAACCGGGGGCGEGCUUCG--- F.h.
2 201 B.p. UUGCUGAGGNNGGUUUAUUAGAUCAAAACCAAUCGGCU----===c—---- B.p.
3 201 D.t. ACGAAGCGGNGGAUUUAUUAGAUCAAAAUCAACCUGUCGA----==-—-—=-- D.t.
4 201 D.i. ACGAAGCGGCGGAUUUAUUAGAUCAAAAUCAACCUGGUG--=-==—====== 5 I
5 201 D.m. ACGAAGCGGCGGAUUUAUUAGAUCAAAAUCAACC-GCUGA-~=======— D.m.
6 201 C.a. GGGAAGCGGUNGAUUUAUUAGAUCAAAAUCNACCCACUUA--=——=-=—-= C.a.
7 201 D.1. UUGAAGCGGCGGAUUUAUUAGAUCARAAUCAACCU-----===c—--- UAU D.1.
8 201 masc 111111111111111111111113111111111110000000000000000 masc

Taula 9. Segiiéncies del rRNA 18S dels platihelmints estudiats. F.h.: Fasciola hepatica; B.p.: Bothromesostoma
personatum; D.t.: Dugesia (G) tigrina; D.i.: Dugesia (D) iberica; D.m.: Dugesia (S) mediterranea; C.a.:
Crenobia alpina; D.1.: Dendrocoelum lacteum; masc: els 1s indiquen les posicions comparades. Continua a
les pagines segiients.
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RESULTATS

Taula 9. Continuacié.

veeeteereleiiitieei2iieiteneadiieten b 4....5
——————————— GUNGUCCCUGUUGCAUUCUGUGAUGACUCUGGAUAACUU

1 251 F.h. F.h
2 251 B.p. —=r=rremsme— e UUCGGGCUNUGGUUUUGAUKACUCUGGAUAACCA B.p
3 251 D.t. —=————-——memmmm— e AAGGCGGUNUUUUGAUGACUCUGGAUAACUU D.t
4 251 D.i. —-———---cemmmmmm——— AAACCGGUUUUUUGAUGACUCUGGAUAAUUU D.1i
5 251 D.m. -—==——————m———————— AAGGCGGUAUUUUGAUGACUCUGGAUAAUUU D.m
6 251 C.a. —-—————=—=—————————- ACGGUNGUCUUUUGGUGACUCUGGAUAACUU C.a
7 251 D.l. GUGACUGUGUCAAAGCAGUUGCAUGGUUCUUUGAUGACUCUGGAUAACUU D.1.
8 251 masc 000000000000000000011111111131111111111111111111111 masc
B T TP SR U1
1 301 F.h. ----CACUGAUCGCAGUCGGCCUU-GUGUCGGCGACGGAUCUUUC-AAAU F.h.
2 301 B.p. ----ACCUAAUCGCA--UGACCUU-GCGUCGGCGAUGUAUCUUCC-AAGU B.p.
3 301 D.t. ----UACUGAUCGUA--CGACCUUAGUGUUGACGACAUAUCUCUUGAAGU D.t.
4 301 D.i. ----UACUGAUCGUA--CGACCUUUGUGUUGACGACAUAUCUCUUGAAAU D.1i.
5 301 D.m. ----UACUGAUCGUA--CGACCUUUGUGUUGACGACAUAUCUCUUGAAGU D.m.
6 301 C.a. ----AACUGAUCGUA--CAGCCUUAGUGCUGACGACAUAUCUCUUGAAAU C.a.
7 301 D.1l. UAUCGACUGAUCGUA--CGACCUUUGUGUUGACGACAUAUCUCUUGAAAU D.1.
8 301 masc 1111111112121212111121211111211111111211111112121211111111111 masc
cHansadassaFass idess iHFeis sFes s eFuoenlheseetFe o oD
1 351 F.h. GUCUGCCCUAUCAAUUUUCGAUGGUAGGUGACCUGCCUACCAUNGUGCUN F.h
2 351 B.p. AUCUGACCUAUCAUCUGUCGAUGGUGAGUUAAACGCUCACCAUGGAGAUA B.p
3 351 D.t. GGCUGCCCUAUCAACUUUCGAUGGUAAGAUCAAAGCUUACCAUGGUUGUA D.t
4 351 D.i. GGCUGACCUAUCAACUUUCGAUGGUAAGAUCAAAGCUUACCAUGGUUGUA D.1i
5 351 D.m. GGCUGACCUAUCAACUUUCGAUGGUAAGAUAAACGCUUACCAUNGUUGUA D.m
6 351 C.a. GGCUGACCUAUCAACUUUCGAUGGUAAGAUCAAAGCUUACCAUGGUUAUA C.a
7 351 D.1. GGCUGACCUAUCAACUUUCGAUGGUAAGAUCAUUGCUUACCAUGGUUGUA D.1.
8 351 masc 11111111113121111111111111111113211111111111211111111 masc
i )aE TR AR WEE 3% s il 15 e
1 401 F.h. ACGGGUAACGGGGAAUCAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAAC F.h.
2 401 B.p. ACGGGUAACGGGGAAUCAGUGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUUAGAAAC B.p.
3 401 D.t. ACGGGUAACGGGGAAUCAGUGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAAC D.t.
4 401 D.i. ACGGGUAACGGGGAAUCAGUGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAAC D.i.
5 401 D.m. ACGGGUAACGGGGAAUCAGUGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAAC D.m.
6 401 C.a. ACGGGUAACGGGGAAUCAG-GUUCGAUUCCGGANAGGGAGCCUGAGAAAC C.a.
7 401 D.1l. ACGGGUHACGGGGAAUCAGGGUUCGAUUCCGGANAGGGAGCCUGAGAAAC D.1.
8 401 masc 1111111111111111112111171111111113111111111111111111 masc
B T R T T I SR : SO SURRPR -
1 451 F.h. GGCUACCACUUCCAAGGAAGGCAGCAGGCACGCAAAUUACCCAAUCCCGG F.h
2 451 B.p. GGCUACCACAUCUAAGGAWGGCAGCAGGCGCGCAAAUUACCCACUCUCNG B.p
3 451 D.t. GGCUACCACAUCCACGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAAUUACCCAAUNCCGG D.t
4 451 D.i. GGCUACCACAUCCWCGGAAGGCWGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUACCGG D.1i
5 451 D.m. GGCUACCACAUCCACGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUACCGG D.m
6 451 C.a. GGCUNCCACAUCCACGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUACCGG C.a
7 451 D.l1. GGCUACCACAUCCACGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAAUUACCCAAUACCGG D.1
8 451 masc 11111111111111111211111112111113131111111113113111111111 masc
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RESULTATS

Taula 9. Continuaci6.

oo tin: a el m s H e e e v e A e st A e 8D

1 501 F.h. CNNGGGGAGGUAGUGACNAAAAAUACGGAUACGGGACUCACU-NGAGGCU F.h.
2 6501 B.p. CGAGAGGAGGUAGUGACGAAAAAUAACGAUGCAAGACUCAUUAUGAGGCC B.p.
3 501 D.t. UUCGGUGAGGUAGUGACAAAAAAUAACAAUAUGGGCCCUA---GUGGU-U D.t.
4 501 D.i. UUCGGUGAGGUAGUGACAAAAAAUAACAAUAUGGGCCCUA---GUGGU-U D.i.
5 501 D.m. UUCGGUGAGGUAGUGACAAAAAAUAACAAUAUGGGCCCUA---GUGGU-U D.m.
6 G501 C.a. CUCGGUGAGGUAGUGACAAUAAAUAACAAUAUGAGCCCUU---UGGGU-U C.a.
7 501 D.1. CUCGGUGAGGUAGUGACAAUAAAUAACAAUAUGAGCCGUUU--ACGGU-U D.1.
8 501 masc 11111111111111111111111111111111111111110001111111 masc
B R S T I Y : SR P -t
1 551 F.h. CCGUAAUUCGAAUGAGUACAAUUUAAAUCCUUUAACGAG F.h
2 6551 B.p. UUGCAAUUGGAAUGAGUACAAUUUAAAUCCUUUAACGAGGAUNAAUUGGC B.p
3 551 D.t. UCAUAAUUGCAAUGAGAACAUNUUAAAUACUUU D.t
4 551 D.i. UCAUAAUUGCAAUGAGAACAUUUUAAAUACUUUAUCAAGUAUCAAUUGGA D.1i
5 551 D.m. UCAUAAUUGCAAUGAGAACAUUUUAAAUACUUUAUCAAGUAUCAAUUGGA D.m
6 551 C.a. UCGUAAUUGCAAUGAGAACAUCUUAAAUACUUUAUCAAGUAUCAAUUGGA C.a
7 551 D.1. UCAUAAUUGCAAUGAGAACAUUUUAAAUACUUUAUCAAGUAUCAAUUGGA D.1.
8 551 masc 11111111111111111111111111111111100000000000000000 masc
eteseleici it 2t 3t 4L+ .5
1 601 F.h. F.h.
2 601 B.p. GGGCAAGU B.p.
3 601 D.t. D.t.
4 601 D.i. GGGCAAGUCUGG UUCCAGCUCCAAUAGCGUAU D.1i.
5 601 D.m. GGGCAAGU UUCCAGCUCC-AUAGCGUAU D.m.
6 601 C.a. GGGCAAGU AUUCCAGCUCCAAUAGCGUAU C.a.
7 601 D.1. GGGCAAGUU Bl
8 601 masc 00000000000000000000000000000000000000000000000000 masc
saFsezal v et e o e s SRV e i8iee e W e 0neD
1l 651 F.h. UCUCGUGGUUGUGCUUCCUUUCUGCUG F.h.
2 651 B.p. UUGUUGCAUUGAAAAAGCUCGUAGUUNGAUCUAG-GUGG-GAG B.p.
3 651 D.t. D.t.
4 651 D.i. AUUAAAGUUGUUGCMGUUMMAAAGCUCGUHGUUSAAAUUGAGGAA-AAAG D.i.
5 651 D.m. AUUAAAGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAAUUGAGGAA-AAAG D.m.
6 651 C.a. AUUAAAUUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAAUUGAGGAACUGAG C.a.
T B5% Dl D.1
8 651 masc 00000000000000000000000000000000000000000000000000 masc
B EP R S T R SRR S SO 1
1 701 F.h. U--GUCUGUUUACA-GGUGUCAGCG-UGAUGGUG-GC-UU-GC-CUGC-U F.h.
2 701 B.p. UC--GUCGGUUU-C-AGCUUCGGCUVUUACUGUACGU-GC-UACUACCUU B.p.
3 701 D.t. C-GAUUGAUA-GCUAUGCUUGUCC-U D.t.
4 701 D.i. AUGG-----=-=--- UUUSAAAUCUUU-GAUUGAAA-GC-AU-CUUGUCC-U D.i.
5 701 D.m. AUGG------=-- UUUGAAAUCUNU-GAUUGAGA-GCUAU-CUUGUCC-U D.m.
6 701 C.a. UUGGC---—-=---~- UUGAAAAUCUUU-GAUUAAUA-GC-GU-CCUCAUCCU C.a.
7 701 D.1. Pids
8 701 masc 00000000000000000000000000000000000000000000000000 masc
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RESULTATS

Taula 9. Continuacié.

(PSP, SPRESE: SIRP  NONS . R SISO, FSRRIORY Sy . SPRORPN: ST
1 751 F.h. -AGUCUGUUGGCAU-GCUUCUUGGUGCCUUUAAUCGGGUGU-CGGAGGC- F.h
2 751 B.p. ACACAGUCAUUAGACACUCUAUGGUGCUCUUUAUUGAGUGCUAUAGAGUG B.p
3 751 D.t. -U-CGACGUCGUGU-AYUCUUUGAUGCUCUUUNAUGGGUGUUGAGGAUGA D.t
4 751 D.i. -UCGACGUCGUGUA-UAUCUUUGAUGCUCUUUAAUGGGUGUUGAGGAUGA D.i
5 751 D.m. -UCGAAGUCGUGUA-UAUCUUUGAUGCUCUUUAAUGGGUGUUGAGGAUGA D.m
6 751 C.a. -UCAUAGCUGUGUA-UAUGUUUGAUGCUCUUUAAUGGGUGUUGGAUGUAG C.a
7 751 D.1. D.1.
8 751 masc 00000000000000000000000000000000000000000000000000 masc
B R o T~ NI NS T R S S
1 801 F.h. GGACAG-CACGUUUACUUUGAACA-AAUUUGAGUGCUCAAAGCAGGCCU- F.h.
2 801 B.p. CAUGGC-A-CGUUUACUUUGAAAA-AAUUAAAGUGCUCAAAGCAGGCCUU B.p.
3 801 D.t. C-CGAC-A-AGUUUACUUUGANAC-NAUUAGAGUGCUUAAAGCAGGCUU- D.t.
4 801 D.i. C-CGAC-A-AGUUUACUUUGAAAC-AAUUAGAGUGCUUAAAGCAGGCUG- D.i.
5 801 D.m. C-CGAC-A-AGUUUACUUUGAAAA-AAUUAGAGUGCUUAAAGCAGCGUU- D.m.
6 801 C.a. C-CGGC-A-AGUUUACUUUG --AAUUAGAGUGCUUAAAGCAGGCUU- C.a.
7 801 D.1 UUUACUUUGAAAAAAAUUAGAGUGCUUAAAGCAGCGUU- D.1.
8 801 masc 000000000001111121121111221211131122211111121212111111211111 masc
shan sl e seten ieee satainasade s e et e sBiess s Fuee oD
1 851 F.h. UUGUGCCUGAAAAUUCUUGCAUGGAAUAAUGGAAUAGGACUUCGGUUCUA F.h
2 851 B.p. --AGUCUUGUAUACUCUUGCAUGGAAUAAUGGAAUAGGACUUCGGUUCUA B.p
3 851 D.t. ~--AUGCUUGCAUAUUGUUGCAUGGAAUAAUAAAAUAGGACUUCGGUNNUA D.t
4 851 D.i. --AUGCUUGCAUAUUGUUGCMUGGAAUAAUAAAAUAAGACUUUGGUUUUA D.i
5 851 D.m. --ACGCUUGUAUAUUGUUGCAUGGAAUAAUAAAAUAGGACUUCGGUUUUA D.m
6 851 C.a. --AUGCUUGUAUAUUGUUGCAUGGAAUAAUAGAAUAGGACUUUGGUUCUA C.a
7 851 D.1. --ACGCUUGUAUAUUGUUGCAUGGAAUAAUAGAAUAGGACUUCGGUUCUA D.1
8 851 masc 111111111111111111211111321211111121111117117131311111111111 masc
SR ek FEEE Geans darEE el san sl ias a e e n D
1 901 F.h. UUUUGUUGGUUUUCGGAUCCGAAGUAAUGGUUAAGAGGGACAGACGGGGG F.h.
2 901 B.p. UUUUGUUGGUUUUCGGACCCGGAGUAAUGAUUAAAAGAGUCUGACGGGGG B.p.
3 901 D.t. UUUUGUUGGUUUUCGAAACUGAAGUAAUGAUUAAAAGAGACUGCCGGGGG D.t.
4 901 D.i. UUUUGUUGGUUUUCGAAACUGAAGUAAUGAUUAANAGAGACUGCCGGGGG D.1i.
5 901 D.m. UUUUGUUGGUUUUCGAAACUGAAGUAAUGAUUAAAAGAGACUGCCGGGGG D.m.
6 901 C.a. UUUUGUUGGUUUUCGGAACUGAAGUAAUGAUUAAAAGAGACUGCCGGGGEGE C.a.
7 901 D.1l. UUUUGUUGGUUUUCGGAACUGAAGUAAUGAUUAAAAGAGACUGCCGGGGG D.1.
8 901 mase 111111111121121113122133121111111111131131131113111111111111 masc
B R TP~ PP . S T SRR SR
1 951 F.h. CAUUUGUAUGGCGGUGUUAGAGGUGAAAUUCUUGGAUCGCCGCCAGACAA F.h.
2 951 B.p. CAUACGUAUUGUGGCGAUAGAGGUGAAAUUCUUGGACCGCCGCAAGACGA B.p.
3 951 D.t. CAUAUGUAUGGUGGUGCUAGAGGUGAAAUUCUUAGAUCAUCACCAGACAA D.t.
4 951 D.i. CAUAUGUAUGCUGGUGCUAGAGGUGAAAUUCUUAGAUCAUCAGCAGACAG D.i.
5 951 D.m. CAUAUGUAUGCUGGUGCUAGAGGUGAAAUUCUUAGAUCAUCAGCAGACAG D.m.
6 951 C.a. CAUAUGUAUGCUGGUGUGAGAGGUGAAAUUCAUAGAUCAUCAGCAGACAA C.a.
7 951 D.1. CAUAUGUAUGCUGGUGGGAGAGGUGAAAUUCAUGGAUCACCAGCAGACAA D.1.
8 951 masc 111111111111111111111111111111311111111111111111111 masc
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RESULTATS

Taula 9. Continuacid.

it ek sebiae sees webae ee S sk eeles sate e D

1 1001 F.h. ACUACAGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUGAUCUUGAGCGAAA F.h.
2 1001 B.p. CCUACUGCGAAAGCAUUUGCCAAGAAUGUCUUCAUUAAUCAAGAACGAAA B.p.
3 1001 D.t. ACRACUGCGAAAGCAUUUGCCAAGAAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAA D.t.
4 1001 D.i. UCUACUGCGAAAGCAUUUGCCAAGAAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAA D.1i.
5 1001 D.m. UCUACUGCGAAAGCAUUUGCCAAGAAUGUUUUCAUUAAUCAAGNNCGAAA D.m.
6 1001 C.a. ACUACUGCGAAAGCAUUUGCCAAGAAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAA C.a.
7 1001 D.l. ACUACUGCGAAAGCAUCUGCCAAGAAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAA D.1.
8 1001 masc 11111111111131111111131211111111111111111112111111111 masc

veteeealene i+ 2 4.3+ bl +....5

1 1051 F.h. GUCAGAGGUUCGAAGACGAUCAGAUACCGUCCUAGUUCUGACCAUAAACG F.h.
2 1051 B.p. GUCAGAGGUUCGAAGACGAUCAGAUACCGUCCUAGUUCUGACCAUAAACG B.p.
3 1051 D.t. GUCAGAGGAUCGAAGACGAUCAGAUACCGUCCUAGUUCUGACCAUAAACU D.t.
4 1051 D.i. GUCAGAGGAUCGAAGACGAUCAGAUACCGUCCUAGUUCUGACCAUAAACU D.i.
5 1051 D.m. GUCAGAGGAUCGAAGACGAUCAGAUACCGUCCUAGUUCUGACCAUAAACU D.m.
6 1051 C.a. GUCAGAGGAUCGAAGACGAUCAGAUACCGUCCUAGUUCUGACCAUAAACU C.a.
7 1051 D.1. GUCAGAGGAUCGAAGACGAUCAGAUACCGUCCUAGUUCUGACCAUAAACU D.1.
8 1051 masc 111111111111111111311111111123131111131111111111111111 masc

S S IR RPN~ P S I A < S .- |

1 1101 F.h. AUGCCAACUGACGAUCCGUGGUGGUUCUUUAUGUGUCCCCACGGGCAGUC F.h.
2 1101 B.p. UUGCCGACCCACAAUCAAGGGWGNNUGUUUUACUGACCCUCUUGGCUGUC B.p.
3 1101 D.t. AUGCCAACUGACAGUUCGCGAAGGUNAUUCAAAUCUCCUUGCGAGAAGUC D.t.
4 1101 D.i. AUGCCAACUGACAGUUCGCGAAGGUAAUUUAAAUCUCCUUGCGAGAAGUC D.i.
5 1101 D.m. AUGCCAACUGACAGUUCGCGAAGGUAAUUCAAAUCUCCUUGCGAGAAGUC D.m.
6 1101 C.a. AUGCCAACUGACAGUUAGCAAAGGUAAUUAACAUAUCCUUGCUAGAAGUC C.a.
7 1101 D.1l. AUGCCAACUGACAGUUAGC-AAGGUAAUAAACAUAUCCUUGCUAGAAGUC D.1.
8 1101 masc 11111111111111121313312117133113711111311111111111111111 masc

etFeeelei it 2 a4 3L+ 8L . %....5
1151 F.h. CCCGGGAAACCCUUAAGNCUUUGGGCNCNGGGGGAAGUAUGGU
1151 B.p. CCUGGGAAACCU
1151 D.t. ACCGGGAAACCU--AAGUCUAUG
1151 D.i. NCCGGGAAACCU--AAGUCUAUGGGNUCCCGGGGAAGUAUGGUUGCA
1151 D.m. ACCGGGAAACCU--AAGUCUAUGGGNUCCGGGGGAAGUAUGGUUGCAA
1151 C.a. ACCGGGAAACCA--AAGUCNAUGGGNUCNGG
1151 D.1l. GCCGGGAAACCA--AAGUCUAUGGGNUCNGGGGGAAGUAUGGUUGCUNNA =
1151 masc 11111111111100000000000000000000000000000000000000 masc

0N e WwN e
UnNnuouououwm=s
HoE oo

eteeealeceeteceeeneetene3itii 4 4.5

1 1201 F.h. F.h.
2 1201 B.p. ACAGAUUAAAAGCUCUUUCUUGAUUCCGUGGGUGNNNGUGCAUG B.p.
3 1201 D.t. D.t.
4 1201 D.i. D.i.
5 1201 D.m. GUGCAUG D.m.
6 1201 C.a. C.a.
7 1201 D.1. CGC D. 1
8 1201 masc 00000000000000000000000000000000000000000000000000 masc
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RESULTATS

Taula 9. Continuacid.

s snanee Lo i swse st awes Seemvtases @ desten oD
1 1251 F.h. GGUGGAGCGAUUUGUCUGGUUAAUUCCGAUMACGAN F.h.
2 1251 B.p. GCCGUUCUUAGU-UGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUCCGAUAACGAA B.p.
3 1251 D.t. D.E.
4 1251 D.1i. D.i.
5 1251 D.m. GCCGUUCUUAGUGUGGUGGAGCGAUUUGUCUGGUUAAUUCCGUUAACGAA D.m.
6 1251 C.a. C.a.
7 1251 D.1. UGG-UGGACGC-GGAUUUGUCUGGUUAAUUCCGAUAACGAA D.1.
8 1251 masc 00000000000000000000000000000000000000000000000000 masc
wcaniateaima el wnme e wumies Bwein s Baaonia Soaseaeba e See sabais sl
1 1301 F.h. CGAGACUCUGGCCUGCUAAAUAGUAUGCCUGUCC-UCUGUGCUCGUGCAG F.h
2 1301 B.p. CGAGACUCUAACCUGCUAAAUAGNACGUCAGUAU--UGAC---------- B.p.
3 1301 D.t. CUAAAUAGUACAUUUGUGU--AAAU-~--~-—===—~— D.t.
4 1301 D.i. GAGACUCUACCCUGCUAAAUWGUACWUUUGUUUUAAAAU-----—--—- D.i
5 1301 D.m. CGAGACUCUAACCUGCUAAAUAGUACAUUUGUGU-UCUAA--=--—--==== D.m
6 1301 C.a. CGAGACUCUAGCCUGCUAAAUAGUACAUUUGUGU--UUAA----—-=----— C.a
7 1301 D.1. CGAGACUCUAACCUGCUAAAUAGUACAUUGGUGU--UUAA--=-=—====== Dol
8 1301 masc 000000000000000111111112111111111110000000000000000 masc
sramze Lisvereandave oo B se sz ibieares Bae eedhes sk sake s
1 1351 F.h. GUUGCGUUGUCCAUUGCCUCCUUCGUNGGGUAGUGGUUACGUUGACCGGC F.h.
2 1351 B.p. === m e e e ACUCUUC B.p.
3 1351 D.t. =—mmmm e e e - D.t.
4 1351 D.d. =--mmmmm s e D.i.
51351 Dom, ————-———m e D.m.
6 1351 C.a. =-=-mmmmmmmm e C.a.
7 1351 D.l., =-cmmm e e e e e e e e D1
8 1351 masc 00000000000000000000000000000000000000000000000000 masc
PRSRPNI.. SSRPICHINE: ORIV [ORNIRE. SRS (UG SN, ISR S
1 1401 F.h. GGGUGCG-GCGCAGGUACUUACUUCUUAGAGGGACAAGCGGUAUUC-AGU F.h.
2 1401 B.p. GGAGUNNN-CANUGGCGSUGGCUUCUUAGAGGGAUACGCAGUAUUUAAAC B.p.
3 1401 D.t. --=-=-==--- CGCAAAUGCUGAACUUCUUAGAGGAAUAAAUAGCGUUU-AGC D.t.
4 1401 D.i. --=-=-=---- AGCAAAUGCUG-CCUUNUUAGAGGAAUAAAUAGCGUUU~-AGC D.1i.
5 1401 D.m. ======== CGCAAAUGCUG-NCUUCUUAGAGGAAUAAAUAGCGUUU-AGC D.m.
6 1401 C.a. --=---- U-CGCAGAU-CUG-ACUUCUUAGAGGGAUAAAUGGCGUUU-AGC C.a.
7 1401 D.1. ---———- U-CGCCGAUGCUGA-CUUCUUAGAGGAAUAAAUAGCGUUU-AGC D.1.
8 1401 masc 0000000011111111111111111211111311111111111111111111 masc
s e s e e e esareebe wea e wweeres seilace snbec e D
1 1451 F.h. CGCACGAAAUUGAGCAAUAACANGUCUGUGAUGCCCUUAGAUGUCCGGGG F.h.
2 1451 B.p. UACAAGAAAUAGAGCAAUAACAUGUCUGUGAUGCCCUUAGAUGUCNGGGG B.p.
3 1451 D.t. UNAAUGAAAUGGAGCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCUUAGAUGUCCGGGG D.t.
4 1451 D.i. UWAAUGAAAAAGAGCWAUAACWCGUCUGUGAUGCCCUUAGAUGUCCGGGG D.1i.
5 1451 D.m. UAAAUGAAAUUGAGCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCUUAGAUGUCCGGGG D.m.
6 1451 C.a. CGAAAGAAAUUGAGCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCUUAGAUGUCCGGGG C.a.
7 1451 D.1. UAAAUGAAAUUGAGCAAUAANWNGUCUGUGAUGCCCUUAGAUGUCCGGGG D.1.
8 1451 masc 1111111112121111211111111111111171211111111111111111111 masc
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RESULTATS

Taula 9. Continuaci6.

I PAETIIN. ; [FURI DRCEUSE: MM (NSRRSC: SIS CHUIIET . SETRRTTN (NS

1 1501 F.h. CCGCACGUGCGCUACAAUGACGGUUUCAGCGAGUUUGGAAUCCUGG-CCU F.h.
2 1501 B.p. CCGCACGCGCGCUACAAUGACAGCUUCAGAGAGUUUUAAAACCUGGUCC- B.p.
3 1501 D.t. CCGCACGCGCGCUACAAUGGCAGUACCAGCGAGUUUUA-UUCCUAG-CCA D.t.
4 1501 D.i. CCGCAUGCGCGCUAUAAUGGCAGUACCAGCGAGUUUAA-UUCCUAG-CUA D.i.
5 1501 D.m. CCGCACGCGCGCUACAAUGGCAGUAACAGCGAGUUUUA-UUCCUAG-CUA D.m.
6 1501 C.a. CCGCACGCGCGCUACAAUGGCAGUAUCAACGAGUAUUU-UUCCUGG-CUA C.a.
7 1501 D.l. CCGCACGCGCGCUACAAUGGCAGUAUCAACGAGUUUUU-UUCCUAG-CUA D.1.
8 1501 masc 11111111111111111111111111111111111111111111111111 masc

o srtbrace sviksis meae aeBee sembes sl wolas ol v elbee s

1 1551 F.h. GAGCAGGUUGGGUAAA-CUGUAUCAUAACCGUCGUGACUGGGGAUCGGGG F.h
2 1551 B.p. AAAA-GGUUGGG-AAAUCUUU-GAAUGGCUGUCUCC-UCAGGGAUUGGGG B.p
3 1551 D.t. GAAAUGGCCGGGUAAC-CUGCUGAAUCACUGUCGUG-NCNGGAAUAGUGG D.t
4 1551 D.i. GAAAUGGCUGGGUAAC-CUGCUUAAUCACUGUCGUG-UCAGGAAUAGUGG D.1i
5 1551 D.m. GAAAUGGCCGGGUAAC-CUGCUAAAUCACUGUCGUG-UCAGGAAUAGUGG D.m
6 1551 C.a. GAAAUGGCUGGGUAAU-CUGUUGAAACACUGUCGUG-UCAGGARUAGUGG C.a
7 1551 D.l. GAAAUGGCCGGGUAAC-CUGUUGAAACACUGUCGUG-UCNGGAAUUGUGG D.1
8

1551 masc 111111111311131311311313111117113713117113117111131131111111 masc

B N KRR SR~ S T TG S SRR : SRR SO 1

1 1601 F.h. CUUGCAAUUGUUCCCCGUGAACGAGGAAUUCCUGGUAAGUGCAAGUCNUA F.h

2 1601 B.p. UUUGUAACUAUCCCCCAUGAACGAKKNAUUCCCAGUAGGCGCAAGUCA-U B.p

3 1601 D.t. AUUGAAAUGAUCCCACUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGCGCA D.t

4 1601 D.i. AUUGAAAUUAUUCCACUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCACC D.1i

5 1601 D.m. AUUGAAAUUAUUCCACUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGCGCAAGUCA-C D.m

6 1601 C.a. AUUGAAAUUUUUCCACUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGCGCAAGUCA C.a

7 1601 D.1. AUUGAAAUUUUUCCACAUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGCGCAAGUCACU D.1.

8 1601 mase¢ 1111112111112111111111111111111111113111111110000000 masc
B T . S T

1 1651 F.h. CAUGUGCGCUGAUUACGUCCCUGCCCU F.h

2 1651 B.p. CACUUGCGNNGAUUACGUCCCUG B.p.

3 1651 D.t. Dt

4 1651 D.i. UAUGUGCGCUGAUUACGUCCCUGCCCU D.1i

5 1651 D.m. CUCUUGCGCUGAUUACGUCCCUGCCC D.m

6 1651 C.a. C.a.

7 1651 D.1l. NAK-UGCGCUGAUUACGUCCC Bl

8 1651 masc 000000000000000000000000000 masc
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de la resta de seqiiéncies. Sobre aquesta estructura s'ha representat les posicions dels encebadors utilitzats i
els punts d'inici i final de la mascara utilitzada.

Fig. 15 A) Estructura secundaria del IRNA 18S de Mus musculus (Raynal et al., 1984) en la que s’ha basat I’alineaci6
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Fig. 15 B. Estructura secundiria del rRNA de Dugesia (D) iberica.
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Fig. 15 D. Estructura secundaria del rRNA de Crenobia alpina.
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Fig. 15 E. Estructura secundaria del rRNA de Dendrocoelum lacteum.
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Fig. 15 F. Estructura secundaria del IRNA de Bothromesostioma personatum.
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Fig. 15 G. Estructura secundiria del IRNA de Fasciola hepatica.
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A la taula 10 s’ha representat el percentatge dels 4 nucledtids en les seqiiéncies de
cadascuna de les especies estudiades, i la proporcié d’aparellaments GC a AU en les zones en
que 1’estructura secundaria preveu 1'existéncia d’aquest.

A U C G GC GC/AU
D.L 30.5 27.5 185 235 42.0 1.14
D.. 304 28.1 182 232 414 1.15
D.m. 30.6 21.7 18.2 235 41.7 1.08
D.t 30.3 26.5 19.2 240 43.2 1.14
Ca. 30.7 275 17.9 238 41.7 1.15
B.p. 28.6 26.2 20.7 245 45.2 130
F.h. 25.5 25.6 21.7 27.2 489 1.79
ratoli 26.1 21.6 234 28.8 522 1.79

Taula 10. Percentatges dels nucledtids en les seqiiéncies del IRNA 18S. GC és la proporcié de G i C a les seqiigncies,
GC/AU és la proporci6 d'aparellaments GC respecte als AU comptats en ['estructura secundiria
hipotetitzada (figura 15).

A tots els platihelmints s’observa una alta proporcié de As i Us, exceptuant Fasciola
hepatica que presenta proporcions més similars a les del ratolf, especialment pel que fa a la
proporci6 d’aparellaments.

A la figura 16 es representa, sobre una estructura secundaria, el nombre de canvis que ha
sofert cada posici6 entre els platihelmints. Hi ha algunes posicions amb gran tendéncia a sofrir
canvis (4 o 5), envoltades generalment de posicions amb menys canvis en ordre decreixent a
mesura que ens allunyem. Es també bastant freqiient que en els bragos, on es dona aparellament,
les dues posicions enfrontades presentin el mateix nombre de canvis. Aixd reflexa probablement
la incidencia de canvis compensatoris (0 afavorits).

De 1a comparaci6 de les seqiiencies s’han obtingut unes distancies representades a la taula
11. S’aprecien tres rangs creixents de distancies: entre 0.027 i 0.039 pels tres subgéneres; entre
0.066 i 0.089 entre les tres families de planaries; i de 0.228 a 0.275 entre les planaries i els altres
2 platihelmints o entre aquests darrers.

D(S)m. D(D)i. D(G). Ca. D.L B.p. F.h.

D(S)m. -

DD). 0.033 -

DGr. 0.027 0.039 -

Ca. 0.072 0.083 0.066 -

D.. 0.075 0.089 0.081 0.067 -

B.p. 0264 0275 025 0260 0266 s
Fh. 0253 0252 0235 0239 0252 0228 -

Taula 11. Distancies evolutives calculades segons Jukes i Cantor (1969) a partir de les seqiiéncies del rRNA 188,
valors en knucs.
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4. FAMILIA DUGESIIDAE

4.1. GENERE Dugesia

4.1.1. Subgénere Girardia

S’han comparat diverses poblacions de 1'espécie Dugesia (G) tigrina dels PP.CC.,
morfoldgicament agrupades en tres classes (Ribas er al., 1989)(taula 2). Amb
isoelectroenfocament els resultats obtinguts mostren patrons de bandes amb un total de 72
proteines separades; d’aquestes bandes el nombre identificat per a una poblaci6 variava entre 20
i 55 (fig. 17). La matriu de distancies derivada de la comparaci6 dels patrons de bandes
obtinguts per a les cinc poblacions estudiades es mostren a la taula 12.

Fig. 17. IEE de diverses poblacions de 1'especie Dugesia (G) tigrina: 1) A/B2 Valencia; 2) A/B2 Menorca; 3) A/B1
Rosell6; 4) A Menorca; 5) A/B1 Barcelona.
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AB1 AB2 A
1 2 3 4 5
1 -
A/B1
2 0.09+0.002 -
61
3 0.48+0.010 0.30+0.007 -
A/B2 63 50
4 0.3540.007 0.504£0.012 0.13+0.003 -
58 53 50
A 5 0.3240.007 0.3540.016 0.19+0.006 0.17+0.006 -
51 27 36 30

Taula 12: Distancies gen2tiques per a poblacions de 1'especie Dugesia (G) tigrina. Les xifres representen la distincia
gendtica + error estandard i el nombre de bandes proteiques per cada comparacié. 1, 2: poblacions de la
classe A/B1 del Rossell6 i Barcelona respectivament; 3, 4: poblacions de la classe A/B2 de Valéncia i

Menorca; 5 poblaci6 de la classe A de Menorca.

.+ . Ai AB2vsABI
o &b' < B oW B D(G) tigrina
L esplcies * '
Lo . - . Inv. + plantes
+ pob. ' 98?5 : « géneres ' + vert. no aus
u— y — —
. 98% 80% . '
.M—:—— . Drosophila
simp., . ,allo.
especies
= Invertebrats
poblacions -

0.0 2 3 4 5 6.7 8 9 1111213141516 1718 1.9 2.0

Taula 13. Comparaci6 dels marges de les distancies genétiques obtingudes a diferents treballs (veure apartat 1) i
I'obtingut en aquest treball per IEE per a Dugesia (G) tigrina.
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Donat que les distancies entre poblacions de la classe A/B1 eren molt similars sols s’han
representat dues d’elles, les del Rosell6 i Calders. La distancia gentica entre poblacions de la
classe A/B1 (taula 12: 1 i 2, fissfpares amb faringe pigmentada: D=0.09) s6n equivalents a les
que es troben entre poblacions conespecffiques. Similarment, les diferents poblacions de les
classes A/B2 i A (taula 12: 3, 4 i 5, fissfpares 0 sexual amb la faringe uniformement
pigmentada), malgrat esser més diferenciades (D=0.13-0.19), poden considerar-se també com a
poblacions locals conespecifiques. En canvi, els valors obtinguts en les comparacions entre les
poblacions de les classes A/B1 i A/B2-A (D=0.32-0.50) corresponen a les trobades entre
subespecies o especies besones en diferents grups d’animals (Ferguson, 1980; Thorpe,
1983)(taula 13), suggerint que les classes A/B1i A/B2-A formen dos grups taxonomics naturals
ben diferenciats.

4.1.2. Subgénere Dugesia

S’han realitzat dues comparacions per electroenfocament:

a) La comparaci6 entre diferents poblacions pertanyents a les espécies del
grup "gonocephala": Dugesia (D) iberica (2n=16, biotip A2), Dugesia
(D) benazzi (2n=16, 4n=32), Dugesia biblica (3n=27) i poblacions de
nombres cromosdmics 24 o 27 que, per estudis carioldgics, havien estat
adscrites com a formes triploids de Dugesia (D) iberica (biotip B) i
Dugesia (D) sicula (biotip B) respectivament (Ribas, 1990).

b) Una comparaci6é entre els tres biotips coneguts del grup Dugesia (D)
iberica: biotip Al (2n=16, metacentrics), biotip A2 (2n=16, metacéntrics
i submetaceéntrics) i biotip B (3n=24, metacentrics), utilitzant dues
poblacions de Dugesia (D) benazzi com a grups extems.

4.1.2.1 Comparacid especies grup "gonocephala”

Els resultats obtinguts mostren un patr6 total de 93 bandes separades; d’aquestes bandes
el nombre identificat per a una poblaci6 variava entre 43 i 47 (fig. 18A i B). La comparaci6
d’aquests patrons ha donat les distancies gengtiques que es troben a la taula 14.
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Fig. 18. A) IEE del grup "gonocephala™ 1 i 2) poblacions de 3n=27; 3) Dugesia (D) benazzi (4n=32); 4) Dugesia
biblica (3n=27); 5) Dugesia (D) benazzi (2n=16); 6) Dugesia (D) benazzi (4n=32); T) Dugesia (D) iberica
(2n=16) i 8) Dugesia (D) iberica (3n=24). .
B) IEE de diverses poblacions de 3n=27: 1 i 2) P. di Monte Chiaro (Sardenya); 3 i 4) R. Furiano (Sardenya),
5i6) R. Buzza (Sardenya); 7) tunel Vallvidrera (Barcelona; i 8) R. Fluvia (Girona)..
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27 cro. D.(D)iberica D.(D)benazzi
1 2 3 4 5 6 7 8
1 =
2 0.1310.05 -
27 48

3 0.3340.09 0.25+0.08
53 49

4 0.1510.06 0.16+0.06 0.2310.07
49 47 49

5 1.0710.17 1.0740.17 1.02+0.17 1.08+0.17
67 64 64 65

Di
6 1.0110.16 1.0110.17 1.0840.17 1.14+0.18 0.5240.11
66 63 65 66 54
7 1.1410.17 1.08+0.17 1.16+0.18 1.2240.18 0.92+0.15 0.7140.13 -
Db 72 68 70 71 65 61
8 1.0710.17 1.0110.16 1.0310.16 1.0840.17 0.7940.14 0.6910.13 0.1940.06 -
70 66 68 67 62 60 52

Taula 14: Distancies gendtiques + error estandard i nombre de bandes proteiques per cada comparacié. 1-4:
poblacions de 27 cromosomes, 1 Menorca, 2 Mallorca, 3 Sardenya i 4 Dugesia biblica; 5, 6: poblacions de
Dugesia (D) iberica, 5, 2n=16 i 6, 3n= 24 respectivament; 7 i 8: poblacions de Dugesia (D) benazzii, 7,
2n=16i 8, 4n=32 respectivament.

on=16 . . Dib/Dbe.
i e e e D(D)iberica
* 3n=24 3n2n
D.ib/Dbe. D.ib-D.belDs.
. . ' v oo . . . " . . . f . . . . Gmp
De o Db | " Gonocepliala”
* 3n=27
¢spidies ' '
- Inv. + plant
+ . . . . 98% . . . . . . . . . . . * . v p m es
' mb_ ' ‘ ' ' H ' ' ' ' f ' ogé-ncrgs ' ' f ' :_ _: + vert. no aus
L98% . . . . . . .+« .« . . . B0%. '
2 'ics: ) Drosophila
simp.. , .allq.
especies
. .pém. ' Invertebrats
poblacions * :
——

r Ll r T T —

01 2 3 4 5 6.1 8 9 111121314 151.61718 1.9 20

Taula 15: Comparaci6 dels marges de les distancies gendtiques obtingudes a diferents treballs (veure apartat 1) i
I’obtingut en aquest treball per IEE per a les espécies del subgénere Dugesia.
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La distancia entre totes les poblacions de 27 cromosomes (incloent 1'anomenada Dugesia
biblica) és petita (D= 0.133-0.332) i queda practicament dins dels marges de 1’esperat per a
poblacions d'una mateixa especie. En el mateix rang es troba la distdncia entre les dues
poblacions de Dugesia (D) benazzi (D=0.189), perd no aixf{ les dues poblacions
cromosdmicament adscrites a Dugesia (D) iberica (2n i 3n) que presenten una distancia
D=0.522 (més propera a la trobada entre especies besones (Ayala, 1975), o entre especies del
mateix geénere, Thorpe, 1983). Entre els tres grups (poblacions de 3n=27, Dugesia (D) iberica
biotips A2 i B i Dugesia (D) benazzi 2n i 4n) trobem distAncies bastant més grans amb valors de
D=0.693-0.916 per la comparaci6 iberica-benazzi i D=1.007-1.217 en la comparaci6 iberica o
benazzi vs. 3n=27 (Dugesia (D) sicula)(taula 15).

A la figura 19A es presenta la topologia filogenetica obtinguda amb el métode UPGMA i
en la 19B la obtinguda amb els metodes MP i dels MQ (al coincidir ambdues s’ha representat un
sol arbre, on la longitud de les branques €és proporcional a la distancia calculada segons el
metode dels MQ).

Per als grans grups la topologia coincideix destacant la existéncia de tres grups ben
definits: 1) el constituit per les poblacions de I'especie Dugesia (D) iberica; 2) el de 1’esplcie
Dugesia (D) benazzi, i 3) el de totes les poblacions de 27 cromosomes, incloent l1a poblaci6 de
Dugesia biblica. S’observa, perd, una relaci6 més estreta entre les dues especies de nombre
cromosdmic basic n=8 que amb la de nombre n=9, malgrat que al faltar la forma diploid
(2n=18) manquen elements claus de judici per a aquesta darrera comparaci6.

Dins del grup de 27 cromosomes es de destacar la preséncia d’una poblaci6 atribuida a
una altra espécie, Dugesia biblica. Les relacions entre les poblacions dins d’aquest grup no
queden ben definides degut a la poca diferéncia existent entre elles a nivell proteic, com es pot
comprobar tant per les barres d’error dels embrancaments observades a 1'arbre UPGMA com
per 1a poca significacié obtinguda per "bootstraping" pels embrancaments (47 i 65%).

Les altres dues especies (Dugesia (D) iberica i Dugesia (D) benazzi) presenten una
diferenciaci6 clara entre les formes diploids i les poliploids. En ambdos casos, les diploids
(sexuades) han acumulat més canvis (fig. 19B).
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A)
Sardenya (3n)
- _‘—‘=E Mallorca (3n) D(D)sicula
Menorca (3n)
—c 3
Israel (3n) [ D(D)biblica
e
Sardenya (2n) S
= E D(D)benazzi
Sardenya (4n) As
e —_—
Catalunya (3n) As
rv-\-:\—\—\-l D( D)ibcn'ca
Soller (2n) S
1.1 1.0 09 0.8 07 06 05 04 03 02 0.1 00 C.C.=0.988
B) Sardenya (3n)
100 Mallorca (3n) D(D)sicula
65 Menorca (3n)
17
Isracl (3n) | D(D)biblica
Sardenya (2n) S
100 ya (2n)
L Sardenya (4n) As D(D)benazzi
Catalunya (3n) As
0.1 = D(D)iberica
Soller (2n) S
SQ=0.083
97 pasos

Fig. 19. Relacions filogéniques entre les espécies del grup "gonocephala™ A) Arbre UPGMA les barres a les
bifurcacions indiquen 1'error segons Nei (1985); B) Arbres MP i MQ, la longitud dels bragos horitzontals és
proporcional a la distancia. Els niimeros a les bifurcacions corresponen al resultat del bootstrapping (100
repliques).
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4.1.2.2 Biotips de Dugesia (D) iberica

La comparacié dels tres biotips de 1'espécie Dugesia (D) iberica presents als PPCC
mostra uns patrons de bandes amb 77 proteines separades en total; d’aquestes bandes el nombre
identificat per a una poblaci6 variava entre 38 i 40 (fig. 20). La matriu de distancies calculada a
partir d’aquestes dades es troba a la taula 16.

AR 4

- .
g i
—cn

pm——

| —— s -

Fig. 20. IEE de varies poblacions de Dugesia (D) iberica (1: B Montseny; 2: A2 Soller; 3: Al Sa Calobra i 6 B
Bergueds) i Dugesia (D) benazzii (4: 3n sex.; 5: 3n asex.).

D(D)iberica D(D)benazzi

1 =

2 0.31x0.09 -
D.i. 45

3 0.56x0.12 0.54£0.12 -
49 50
4 047810.111 041540.102 0.497+0.113 -
50 50 51
5 0.770£0.147 0.80740.149  0.970£0.168 0.80240.146 -

D.b. 54 56 58 58
6 0.750:0.146 0.78710.148  0.951+0.167 0.785+0.145  0.024+0.25 =
33 55 57 57 41

Taula 16: Distincies gendtiques + error estandard i nombre de bandes proteiques per cada comparaci6. 1 i 2:
poblacions de 3n=24 biotip B, 1 Berga, 2 Montseny; 3: poblacio de Dugesia (D) iberica 2n=16 (metac@ntrics
i submetacentrics) biotip A2 de Soller; 4: Dugesia (D) iberica 2n=16 biotip Al de Sa Calobra
(metac@ntrics); 5 i 6: poblacions de Dugesia (D) benazzii Sardenya, 5 3n=24 sexuada i 6 3n=24 asexuada.
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Les distdncies obtingudes s6n comparables, quedant dins dels mateixos marges de
I’anlisi anterior (taula 15). Les filogenies derivades (fig 21A i 21B) mostren una discrepancia
entre el resultat de 1’analisi pel métode UPGMA i els dels MP i MQ. En el primer veiem com el
biotip A1 (Sa Calobra) s’agrupa amb el biotip B, malgrat que, com ens indiquen les barres
d’error, 1'ordre d’embrancament no ens queda ben definit. En 1'arbre MP, MQ els

embrancaments ens agrupen els dos biotips A1 i A2 per una banda i els triploides B (Berga i
Montseny) per 1’altre.

A)

Soller (2n=16 sub. i met.) S

Sa Calobra (2n=16 met.) S

Montseny (3n=24) As
T ] _%m

Berga (3n=24) As

Sardenya (3n=24) S

Sardenya (3n=24) As

D(D) iberica

09 08 07 06 05 04 03 02 0.1 00 C.C.=0971

B
) Soller (2n=16 sub. i met.) S
77
Sa Calobra (2n=16 met.) S
100 (D) iberica
Montseny (3n=24) As
77
Berga (3n=24) As
|— Sardenya (3n=24) S
D(D) benazzi
I- Sardenya (3n=24) As

0.1 SQ=0.011

59 pasos

Fig. 21. Filogenies obtingudes a partir de les dades de IEE per als diferents biotips de 1'especie Dugesia (D) iberica:
A) UPGMA, les barres a les bifurcacions representen 'error calculat segons Nei (1985); B) MP i MQ, la
longitud dels bragos horitzontals és proporcional a la distancia, els niimeros a les bifurcacions sén el resultat
de bootstrapping (100 repliques).
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4.1.3. Subgénere Schmidtea

S’han analitzat poblacions de les dues espécies pertanyents a aquest subgénere que es
troben als PP.CC.: tres per Dugesia (S) mediterranea i tres per Dugesia (S) polychroa (taula 2).
A dues de les poblacions de Dugesia (S) polychroa (Rosell6 i Valéncia) conviuen dos biotips
diferents (A i B/C), identificats (mitjangant cariotipatge dels individus) i anlitzats separadament.

En I'estudi per IEE, el nombre total de bandes observades va esser de 77. El nombre
identificat en una sola poblaci6 variava entre 45 i 47 (Fig. 22). La corresponent matriu de
distancies (D) obtinguda per a les 8 poblacions comparades es troba a la taula 17.

Fig. 22. IEE de varies poblacions de Dugesia (S) polychroa (1: A Franga; 2: D Italia; 3: A Valencia) i Dugesia (S)
mediterranea (4: A2 Barcelona; 5: B2 Menorca; 6: Al Italia).
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D(S)mediterranea D(S)polychroa
1 2 3 4 5 6 7 4
1
Dm |2 0.1110.05 -
49
3 0.1310.05 0.02+0.02 -
49 47
4 1.2840.19 1.3640.20 1.35+£0.20 -
72 74 73
5 1.2540.19 1.3340.20 1.3240.19 0.04£0.03
70 gy 72 46
Dp |6 126+0.19 1.35+£0.20 1.331£0.20 0.11+0.05 0.11£0.05 -
iyl 73 72 48 47
7 1.2810.19 1.3640.20 1.3540.20 0.13+0.05 0.13+0.05 0.0240.02
72 74 73 48 48 46
8 1.3510.20 1.234£0.18 1.2240.18 0.17£0.06 0.18+0.06 0.07+0.04 0.09+0.02
73 ry4 71 50 49 48 48

Taula 17: Distancies gengtiques + error estandard i nombre de bandes proteiques per cada comparaci6. 1-3: Dugesia
(S) mediterranea, 1 biotip A2, 2 biotip Al i 3 biotip B2; 4-8: Dugesia (S) polychroa, 4 biotip A Valgncia, 5
biotip B1-B2 Valencia, 6 biotip A Rosell6, 7 biotip B1-B2 Rosellé i 8 biotip D Sardenya.

P . y %
- . Ij.gjb.m. ; Schmidtea
*D.m. : I '
espécies ° : :
s * - 984, + v ? Inv. +plantcs
+ pob. D . » géneres . + vert. no aus
. 98% 80% .
) - Drosophila
simp. .allo.
especies
ST Invertebrats
poblacions -
0.0 2 3 4.5 6.7 8 9 1111213141516 1718 1.9 20

Taula 18. Comparacié dels marges de les distancies gendtiques obtingudes a diferents treballs (veure apartat 1) i
I'obtingut en aquest treball per IEE per a les espgcies del subgenere Schmidlea.
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Les distancies geneétiques entre les poblacions de Dugesia (S) mediterranea (D=0.021-
0.130) i entre les de Dugesia (S) polychroa (D=0.022-0.177) queden dins dels marges esperats
per a poblacions geografiques coespecffiques d’altres invertebrats (taula 18). Malgrat aixd, els
valors alts resulten grans si tenim en compte que sols un 2% dels D entre poblacions sol superar
0.11. En la comparacié entre les dues especies també trobem valors (D=1.217-1.358) alts
respecte als trobats entre espécies con-genériques d’altres invertebrats, o fins i tot amb les que
es troben entre especies pertanyents a altres subgéneres (Dugesia) de planaries.

L’arbre UPGMA, el MP i el MQ derivats d’aquestes dades es mostren a la fig. 23 A, B i
C respectivament. La topologia d’aquests arbres mostra a les dues especies perfectament
separades. Per a Dugesia (S) mediterranea s’observa una major proximitat entre la poblaci6
triploid amb 1’heteromorfosi (Menorca) i el biotip A (diploid normal (Sardenya)) en comparaci6
a la poblaci6 diploid amb I’heteromorfosi (Barcelona). Per Dugesia (S) polychroa la topologia
dels tres meétodes no coincideix.Mentres que els UPGMA i MP no aconsegueixen resoldre les
dicotomies entre els dos biotips del Rosell6 i 1a poblacié de Sardenya, el métode MQ ens mostra
a aquesta totalment independent de les altres quatre poblacions.

En les poblacions on s’ha trobat simultaniament el biotip A (sexual diploid) i el biotip
B1B2 (partenogenetic) la distancia entre els dos biotips és molt petita, essent el nombre de
canvis pel biotip A més gran que per 1'altre biotip (Fig. 23C).
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Fig. 23. Filogenies obtingudes a partir de les dades d'IEE per a les espacies del subgnere Schmidtea. A) UPGMA,
les barres a les bifurcacions representen I'error calculat segons Nei (1985); B) Maxima parsimonia,
consensus de tres arbres, els niimeros a les bifurcacions sén el resultat del bootstrapping (100 repliques); C)
Metode dels minims quadrats, la longitud dels bragos horitzontals és proporcional al nombre de canvis.
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4.1.4. Relacions entre els tres subgeneres

Les relacions entre els tres subgeneres s’han estudiat a nivell proteic comparant els
electromorfs obtinguts en 1'analisi enzimatica realitzada. També es van comparar a nivell de
seqiiéncies del rRNA 18S.

4.1.4.1 Dades enzimatiques

S’han utilitzat les especies: Dugesia (S) mediterranea i Dugesia (S) polychroa com a
representants del subgénere Schmidtea; Dugesia (D) iberica i Dugesia (D) sicula del subgénere
Dugesia i Dugesia (G) tigrina del subgenere Girardia (taula 2).

Per a les especies d’aquesta famflia la matriu de distancies és la segiient (de 1a taula 7):

D(S)p D(S)m D(D)i D(D)s D(G)t
D(S)p -
D(S)m 0.99+0.22 .
35
i 1.61#031  1.10+0.24 -
D) 41 36
DD)s 1744037 1424029  1.0410.24 =
35 37 31
D(G)t 200£042 1194026 1161026  1.230.20 :
37 33 33 58

Taula 19: Distancies gendtiques calculades a partir de les dades enzimatiques. Les xifres representen la distancia
gentica + error estandad i el nombre total de bandes proteiques comparades per a cada parella d’esp2cies.
Dades tretes de la taula 7.
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Taula 20. Comparacié dels marges de les distincies gendtiques obtingudes a diferents treballs (veure apartat 1) i
I’obtingut en aquest treball amb les dades enzimatiques per als tres subgéneres del génere Dugesia.

Les distancies estimades entre els tres subgeneres (valor promig: 1.46 Dugesia-
Schmidtea; 1.60 Schmidtea- Girardia i 1.2 Girardia- Dugesia) es troben dins dels marges per
generes de 1a mateixa famflia i especies congeneriques. L’arbre UPGMA per a aquestes dades
es troba a la Fig 24A i els arbres MP i MQ a la 24B. El subgenere Schmidtea (Dugesia (S)
polychroa i Dugesia (S) mediterranea) forma un grup ben definit com demostren la barra
d’error estandard en 1’arbre UPGMA i el resultat del "bootstraping” (81 %). En canvi, les barres
d’error per a les altres tres especies (Dugesia (D) iberica, Dugesia (D) sicula i Dugesia (G)
tigrina) es superposen. Aquest fet deja aquest embrancament sense resoldre i podria indicar una
trifurcaci6 entre els tres subgéneres.

En I’arbre MQ veiem que algunes espécies han acumulat més canvis que les altres (major
longitud dels bragos). Aquest és el cas de Dugesia (S) polychroa (més acusat) i de les dues
espécies pertanyents al subgeénere Dugesia.
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A)
. l D. lacteum
C. alpina
D(G) tigrina Girardia
AT TTTTTTTTTTTTTYTY
Dy
D(D) sicula
ot Dugesia
““““ Y — D(D) iberica
D(S) mediterranea
wa Schmidtea
D(S) polychroa
I —t + { } t i } t } } |
25 23 21 19 1.7 15 13 1.1 09 07 05 03 01 C.C.=0.89
B) C. alpina
D. lacteum
D(G) tigrina Girardia
91
D(D) sicula
0.1 55
—_— Dugesia
D(D) iberica
49
D(S) mediterranea
L Schmidtea
D(S) polychroa
5.5.=0.79083
94 pasos

Fig. 24. Relacié entre els tres subgeneres del genere Dugesia, dades d'enzims. A) UPGMA, les barres a les
bifurcacions representen 1'error calculat segons Nei (1985); B) MP i MQ, la longitud dels bragos horitzontals
és proporcional a la distincia, els nimeros a les bifurcacions sén el resultat de bootstrapping (100 repliques).

-87-



RESULTATS

4.1.4.2. Dades del rRNA 18S

A la taula 21 s’exposen les distancies obtingudes entre els representants dels tres
subgeneres (un de cada subgenere: Dugesia (D) iberica, Dugesia (S) mediterranea i Dugesia
(G) tigrina) escollits:

D(S)m D) D(G)t
D(S)m -
DD)i 0.033 .
D(G)t 0.027 0.039 4

Taula 21. Distancies evolutives calculades segons Jukes i Cantor (1969) a partir de les seqiincies del rRNA 18S,
valors en knucs. Extreta de la taula 11.

Els arbres UPGMA i MP/MQ es troben a la figura 25A i 25B respectivament. L’arbre
MP/MQ coincideix en topologia amb els obtinguts per proteines, mentre que I'UPGMA no ho
fa, si bé la barra d’error estandard ens indica que aquest embrancament és incert. El
"bootstraping” reprodueix 1'agrupament Dugesia (S) mediterranea- Dugesia (D) iberica un 77%
de les vegades. En I’arbre MQ observem que el subgénere Dugesia presenta un major nombre
de canvis que els altres dos subgéneres.
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A)
C. alpina
ey
D. lacteum
m DfG} u'gr‘-m Girardja
D(S) mediterranea | Schmidtea
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100
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Fig. 25. Relacié entre els tres subgeneres del génere Dugesia, dades de les seqiigncies del IRNA 18S. A) UPGMA,
les barres a les bifurcacions representen 1'error calculat segons Nei (1985); B) MP i MQ, la longitud dels
bragos horitzontals és proporcional a la distancia, els nimeros a les bifurcacions sén el resultat de

bootstrapping (100 repliques).
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5. FAMILIA PLANARIIDAE

D’aquesta familia s’han estudiat tres especies: Crenobia alpina, Polycelis felina i
Polycelis nigra (taula 2).

1. GENE I jaiP li

Les comparacions fetes per IEE entre les dues espécies pertanyents al génere Polycelis
(Polycelis felina i Polycelis nigra) van donar un patr6 de bandes tant diferenciat (Fig. 26) que
feu impossible quantificar la distancia genética per aquest meétode. A nivell enzimatic la
comparaci6é va donar una distancia (Taula 7, apartat 2) de 1.35. Aquesta és molt alta (similar a
la trobada entre els subgéneres del génere Dugesia; taules 8 i 19, apartat 4.1.4.1), fet que
explicaria el que per IEE no fos possible fer una comparaci6.

Fig. 26. IEE de les espcies de la familia Planariidae: A) Crenobia alpina; B) Polycelis nigra; i C) Polycelis felina.

Les distAncies entre Crenobia alpina i les dues Polycelis (2.65 Polycelis felina i 3.41
Polycelis nigra, taula 7, apartat 2) sén extremadament altes, aproximant-se al que esperariem
entre families diferents.
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6. FAMILIA DENDROCOELIDAE

6.1. GENERE Dendrocoelum

D’aquesta famflia s’han analitzat dues Uniques espécies: una coneguda, Dendrocoelum
(Dendrocoelum) lacteum, i un altre, encara innominada, trobada recentment a Menorca (Ribas
et al.,1988), que pels estudis morfoldgics, histoldgics i cromosdmics s’ha pogut adscriure al
geénere Dendrocoelum, subgeénere Dendrocoelides sp. (Ribas, 1990).

L’analisi per IEE (fig. 27) va donar un patr6 comparable per a les dues espécies essent la
distancia genetica D= 0.78. Aquest valor queda dins del que esperariem per espécies
congengriques, si bé cal notar que és més petit que el que trobem entre els subgeneres de la
familia Dugesiidae (que no s’han pogut comparar a nivell d’IEE perd si a nivell d’enzims).

Fig. 27. IEE de les dues especies del génere Dendrocoelum localitzades als PP.CC.: A i C) Dendrocoelum lacteum;
B) Dendrocoelum (Dendrocoelides) sp..
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7. RELACIONS ENTRE LES TRES FAMILIES

La comparaci6 entre famflies s’ha dut a terme a dos nivells, per analisi enzimatica i per
seqiienciaci6 del rRNA 18S.

/.1.1.1 Dades enzimatiques

Els resultats obtinguts de 1’analisi enzimatica es troben a la taula 7. A la taula 22 resumim
les distancies entre famflies (calculades com promig de les distancies entre les especies de cada
famflia). S’han considerat per separat les especies Crenobia alpina i Polycelis felina malgrat
pertanyer ambdues a 1a famflia Planariidae.

Dugesiidae Planariidae Dendrocoelidae
C.a. P.f.
Dugesiidae
C.a. 257
Planariidae
Pf. 3.40 2.65
Dendrocoelidae 2.14 1.80 2.62

Taula 22. distancies gen2tiques entre famflies calculades a partir de dades enzimatiques (de la taula 7).

Els arbres UPGMA i MQ/MP es troben a les fig. 28A i B respectivament. S’observa que
Crenobia i Polycelis, ambdues pertanyents a la famflia Planariidae, no formen una branca
comuna. En 1’arbre MQ s’observa que Polycelis constitueix una branca molt llarga indicant-nos
que ha sofert un gran nombre de canvis des de 1a seva separacié de la resta.

La famflia Dugesiidae forma un grup monofilétic, com queda expresat per les barres
d’error estandard de 1’arbre UPGMA. No obstant aixd, I'ordre d’embrancament entre les
fam{lies no queda resolt.
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A)
P. felina

F. Planariidae

C. alpina

| D. lacteum F. Dendrocoelidae
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Fig. 28. Relacions entre les tres families de paludicoles, segons les dades enzimatiques. A) UPGMA, les barres a les
bifurcacions representen 1’error calculat segons Nei (1985); B) MP i MQ, la longitud dels bragos horitzontals
és proporcional a la dist3ncia, els nimeros a les bifurcacions és el percentatge de bootstrapping.
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7.1.1.2D 1 rRNA 18S

A la taula 11 (apartat 3) es troben les distancies entre totes les especies de planaries
pertanyents a les tres famflies. Els arbres UPGMA i MP/MQ es representen a la figura 29A i
29B. Els dos arbres apoien la monofilia de la familia Dugesiidae (100% de les probes de
bootstrapping i barres d’error estandard). A 1'igual que en els arbres derivats de dades de
proteines, aquests agrupen Crenobia i Dendrocoelum, perd aquest resultat no representa una
monofilia del grup ja que és apoiat molt feblement pel "bootstraping"” (66%).

A)
| C. alpina F. Planariidae
D. lacteum F. Dendrocoelidae
CTTTTTTeeTTeeny D(G) tigrina
D(S) mediterranea F. Dugesiidae
D(D) iberica
0.081 0069 0058 0.047 0.036 0025 0014 0.003 C.C.=0.95
B)
C. alpina F. Planariidae
66
D. lacteum F. Dendrocoelidae
D(G) tigrina
100
0.1 - D(S) mediterranea F. Dugesiidae
D(D) iberica
S.Q.=0.00013

Fig. 29. Relacions entre les tres families de paludicoles, segons les dades del TRNA 18S. A) UPGMA, les barres a les
bifurcacions representen 1’error calculat segons Nei (1985); B) MP i MQ, la longitud dels bragos horitzontals
és proporcional a la distancia, els nimeros a les bifurcacions és el percentatge de bootstrapping; s’ha utilitzat
Bothromesostoma personatum (rabdocel) com a grup extern per situar la rel de I'arbre.
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8. RELACIONS DELS TURBELLARIS AMB ALTRES
PLATIHELMINTS 1 METAZOUS

S’han comparat les seqiiencies de les planaries amb les de dos Platihelmints: un
neorabdocel (Bothromesostoma personatum) de vida lliure, i un trematode (Fasciola hepatica)
parasit (taula 2); alhora que amb un ampli grup de seqiiencies de metazous que incloien: un
cordat (Mus musculus, Raynal et al., 1984), un equinoderm (Asterias forbesii, Field et al.,
1988), un mol.lusc (Cryptochiton stelleri, Field et al., 1988), un aneLlid (Lumbricus sp., Field et
al., 1988), dos artropodes (Eurypelma californica i Tenebrio molitor, Hendriks et al., 1988), un
nematode (Ascaris sp., Field et al., 1988), un cnidari (Hydra sp., Field et al., 1988) i, com a
grup extern, un protozou (Dyctiostelium doscoideum, McCarrol et al., 1983).

Els arbres resultants de 1’aplicaci6 dels me¢todes MP i MQ es troben a les figures 30A i B.
D’aquests arbres cal destacar-ne varies caracterfstiques:

a) el trematode no s’agrupa amb el neorabdocel, com caldria esperar de ser
certa la taxonomia proposada per Ehlers (1985a i b) (veure Introducci6);

b) els Tricladides paludicoles constitueixen un grup monofilétic en front als
altres dos platihelmints (100% de "bootstrapping");

c) es confirma plenament la monofilia dels platihelmints en front a la resta
de metazous (97% de "bootstrapping"), i

d) es referma la hipdtesi de la posicié basal dels platihelmints en la radiaci6
dels organismes bilaterals i es rebutja la hipdtesi d’una derivaci6
secundaria dels platihelmints a partir dels eucelomats.
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$.Q.=0.0135

Fig. 30. Relacions entre els platihelmints i d’aquests amb d’altres metazoos, s'ha utilitzat com a grup extern un
protozou. A) 50% consensus dels arbres més parsimoniosos (942-951 pasos), els nombres als
embrancaments son el resultat de boostrapping (100 repliques). B) arbre MQ, la longitud dels bragos
horitzontals és proporcional a la distancia.

-96-




Discussio



DISCUSSIO

1. FAMILIA DUGESIIDAE

1.1. GENERE Dugesia

1.1.1. Subgénere Girardia

Els resultats demostren que la variabilitat morfologica trobada (Ribas et al., 1989) es
correspon amb una variabilitat existent a nivell bioquimic. Aixf, hi ha una diferenciaci6
practicament irrelevant entre les poblacions morfoldgicament i reproductiva homogenees (D=
0.09 per a les poblacions fissipares), i en canvi unes distancies pel damunt de les obtingudes per
a moltes poblacions conespecifiques de vertebrats i invertebrats (taula 13) entre les poblacions
de morfologia diferent (0.32-0.5 entre les classes AB1 i A/B2-A). Aix0 sembla suggerir que les
classes A/B1 i A/B2-A formen dos grups taxondmics diferents que podrien catalogar-se com a
diferents subespecies o inclis especies. Cal, perd, ésser caut a I'interpretar aquestes dades, ja
que en les estimes de la diferenciaci6 entre poblacions poden influir factors importants com la
deriva genetica que pot estar molt accentuada quan ¢l tamany efectiu de 1a poblaci6 és petit, tal
com assenyalen Nixon i Taylor (1977) en el seu estudi de la variabilitat gendtica entre
poblacions de Polycelis coronata. Tanmateix, 1a clara correlaci6 trobada entre la variaci6
morfoldgica i 1a gendtica dins de les poblacions europees estudiades apoia clarament la nostra
suggergncia i demana una analisi profonda d’aquesta espcie tant en la seva area de distribuci6
original (Nord América) com a les introduides.

La preséncia a Europa de les poblacions trobades a Menorca i Valéncia, que difereixen
tant en els patrons de pigmentaci6 com en la biologia de la reproduccié de les poblacions
fissfpares descrites habitualment, i que a més presenten un grau de divergéncia gendtica tan
elevat, indica clarament que s’han donat varies introduccions a Europa de diferents stocks, races
0 subespecies presents en 1’area d’origen. En particular, la preséncia d'una tnica poblacié no
fissfpara a I'illa de Menorca pot entendres millor com a resultat d’una introducci6é especffica,
probablement a través de les activitats humanes, d’aquesta forma particular a partir de 1’area
d’origen. Hyman (1939) i Kenk (1944, 1976) han descrit poblacions nordamericanes
morfoldgicament molt similars a la trobada a I’illa de Menorca. Nogensmenys, les similituds
entre les poblacions sexuades ratllades presents a Nord America i Europa tan sols pot ésser
confirmada mitjantgant una detallada analisi comparativa, morfoldgica i genetica, que no ha
estat possible realitzar pel moment.

Aix{, la hipdtesi més parsimoniosa suggerida per aquests resultats veuria la distribuci6
actual de Dugesia (G) tigrina a la Mediterrania occidental com el resultat de varies
introduccions independents ja sigui directament de stocks nadius des d’Ameérica o indirectament
des de localitats europees previament colonitzades.
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1.1.2. Subgénere Dugesia

Els resultats de les comparacions realitzades (taula 14) indiquen la existéncia de tres
grups ben definits que serien: Dugesia (D) iberica, Dugesia (D) benazzi i les poblacions de 27
Cromosomes.

L’existencia d'un grup constituit per les poblacions de 27 cromosomes (de tan diversa
procedeéncia), ben definit i diferenciat respecte a les altres dues espécies, apoia els resultats
obtinguts a nivell cromosdmic (Ribas et al., 1988; Ribas, 1990) que assignaven aquestes
poblacions com a formes triploids de 1'espécie Dugesia (D) sicula. No hem disposat de material
pertanyent a la forma diploid d’aquesta espécie, pel que no és possible assegurar de forma
definitiva, a nivell proteic, aquesta assignacié. Tanmateix, la seva distancia envers qualsevol de
les altres dues espécies pertanyents al mateix subgeénere i les dades cromosdmiques reforcen
aquest supOsit.

La preséncia de Dugesia biblica dins d’aquest grup tan homogeni, constituit per les
poblacions de 27 cromosomes, ens indica 1a seva pertanyenga a Dugesia (D) sicula. Aquest fet
Jja havia estat predit per Ribas en el seu estudi carioldgic (dades no publicades), i també per
DeVries (1985) al dubtar de la seva identitat com a especie diferenta de Dugesia (D) sicula, tan
pels caracters morfoldgics com pels carioldgics. Per altre banda, queda clar que les poblacions
de 24 cromosomes (Berga i Montseny) pertanyen a Dugesia (D) iberica (figs. 19 i 21) tal i
com s’havia definit ja a nivell cromosdmic (Ribas er al., 1988).

Els arbres filogenetics deduits (fig. 19) indiquen la exist®ncia d’una major relaci6é entre
les dues especies de nombre cromosdmic n=8 (Dugesia (D) iberica i Dugesia (D) benazzi) que
amb la de n=9 (Dugesia (D) sicula). Manca, perd, un grup extem que permetés determinar
I’arrel d’aquest arbre. L’origen de les espécies d’aquest subgénere amb nombre haploid senar
no és clar, ja que 1a hipdtesi més acceptada de 1'aparici6 de les especies del subgenere Dugesia
suposa la seva derivacié a partir d’algin dels subgeneres amb n=4 (probablement Neppia,
DeVries i Sluys, 1991) per duplicacié del nombre cromosdmic basic (n=4 a n=8). Aixi, les
formes de n=9 haurien d’ésser el resultat d’alguna reorganitzacié cromosOmica posterior a la
duplicaci6. Al no ésser possible una analisi amb bandes G dels cromosomes de planaries, no
s’ha pogut validar aquesta teoria.

En certa contradiccié amb les teories anteriors, DeVries (1985), va hipotetitzar un origen
més antic per a Dugesia (D) sicula que per a Dugesia (D) iberica i Dugesia (D) benazzi. Es va
basar en les hipdtesis de la fragmentacié i migracié de microplaques enunciades per Baguiid
(1973) i Benazzi et al. (1975) per a explicar la distribuci6 de Dugesia (S) mediterranea,
hipOtesis basades al seu tom en les teories de la histdria geoldgica de la Mediterranea
Occidental (Alvarez et al., 1974; Alvarez, 1976; Cardona i Contandriopoulos, 1979). Segons
aquestes, 1’estructura actual de la Mediterrania Occidental s’hauria originat a partir d’un gran
masfs (el Proto-Ligurid) que s’hauria anat fragmentant des de 1’Oligocé per donar lloc
succesivament a les illes de Sicflia, Cdrsega i Sardenya, Menorca, i posteriorment al reste de les
Balears per I'esfondrament de la escorga continental que les unia a la costa peninsular
(Santanach et al., 1986). Aquesta succesié de fragmentacions i la distribuci6 de les diferentes
especies del subgenere Dugesia (fig. 31) van suggerir a De Vries la possibilitat de que Dugesia
(D) benazzi s’hagues especiat en la microplaca que posteriorment va formar Cirsega i

-99.



DISCUSSIO

Sardenya, mentres que Dugesia (D) iberica hauria evolucionat durant el perfode en que la
penfnsula Iberica, el Sud de Franga i les Illes Balears encara eren conectades. En canvi, I’amplia
distribuci6 de Dugesia (D) sicula, incloent tota la Mediterrania, i especialment les formes
diploids presents a Sicflia, requeriria una aparicié anterior.
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Figura 31. Mapa de distribuci6 de Dugesia (D) iberica 3n (M) i 2n (@), Dugesia (D) sicula 3n (3) i 2n (O), Dugesia
biblica (A)i Dugesia (D) benazzi (A) a la Mediterranea.

Els coneixements posteriors acumulats sobre la distribucié de Dugesia (D) iberica i
Dugesia (D) sicula fan molt improbable 1a hipdtesi emesa per De Vries. En primer lloc, Dugesia
(D) iberica es troba al Sud de la Peninsula Iberica, al Marroc i a Algeria, i especies afins a ella
estan distribuides per tota la Mediterrania Central i Oriental, Asia Menor i Africa. D altre
banda, Dugesia (D) sicula sembla emparentada amb formes africanes i orientals (grup japonica)
malgrat tenir n=8 (2n=16) cromosomes. El parentiu deriva de la possessi6 d’'un caricter
apomorf (posici6 ventral del canal ejaculador) en front del plesiomorf (posici6 central) present a
Dugesia (D) iberica i afins. si suposem un origen del subgénere Dugesia (n=8) per
poliploiditzaci6 de formes n=4 amb el caracter plesiomorf "posici6 central del conducte
ejaculador”, el grup on s’inclou Dugesia (D) iberica hauria retingut el caricter primitiu i n=8,
mentre que el grup al que pertany Dugesia (D) sicula hauria adoptat el caracter apomorf de
posici6 de posici6 ventral del conducte per, posteriorment, tenir un reordenament cromosdmic
que el fes passar de n=8 a n=9. Sembla doncs clar que no podem extrapolar, només per la
distribuci6, un origen més antic per a Dugesia (D) sicula.

D’altre banda, 1’escasa diferenciaci6é proteica trobada entre les poblacions de Dugesia (D)
sicula, inferior al que caldria esperar per a poblacions tan allunyades geograficament entre les
que no existeix fluxe genetic, i donat el temps de separaci6 tan gran que s’estd hipotetitzant
(comparar amb el cas de les triploids de Dugesia (D) iberica), fa sospitar que aquesta
distribuci6 tan amplia pot deures a una invasié pasiva de nous habitats, molt posterior a la
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migraci6 de microplaques. La capacitat migratoria dels triclads d’aigiies dolces ha estat
considerada tradicionalment com a gairebé nul.la donada la fragilitat dels organismes i manca
de formes resistents (conegudes). No obstant aixd, es coneixen casos de dispersi6 de triclads per
I'home (els casos de Dugesia (G) tigrina o de Dugesia (S) polychroa, recentment introduida a
Nord America). A més cal tenir en compte que la regié mediterrania ha estat centre de 1’activitat
humana des de molt antic: fa 7000 anys 1'home era ja capag de creuar estrets d'una amplada
superior als 50 Km (Cherry, 1981) i sembla que el comerg regular en vaixell ha tingut lloc des
del 3000 a.C. (Casson, 1974). El transport de triclads en 1'aigua potable dels vaixells no es pot,
pertant, descartar totalment. En el cas de Dugesia (D) sicula, 1a seva presencia en fonts, pous i
rierols de 1a costa hauria facilitat el seu transport de costa a costa i a les nombroses illes. Cal
destacar que la forma que hauria tingut aquesta expansi6 €s la triploid fissfpara, ja que a partir
d’un sol individu es pot refer tota una poblaci6 en una nova localitat. Si, posteriorment, algin
dels descendents €s trasl.ladat a un nova localitzaci6 mantindria una gran similitud amb
I’original degut a la seva natura clonal. Aixd doncs, podria explicar la manca de diferenciacié
observada i alhora, el que una forma poliploid asexuada, que segons Dobzhansky et al. (1980)
representen culs de sac evolutius amb perfodes curts d’existéncia degut a la seva escasa
capacitat d’adaptaci6 a grans canvis en el medi, estigui tan extesa, sense caldre hipotetitzar-li un
temps molt antic d’aparici6. En una hipdtesi alternativa, si el fendmen de la triploiditzaci6 és
recurrent, podriem suposar per a aquestes poblacions triploids un origen a partir de més d’una
poblacié diploid i la seva posterior distribucié. L’origen de les diferents poblacions triploids a
partir de diferents poblacions o stocks diploids més o menys relacionades explicaria els petits
graus de divergéncia observats, ja que de tractar-se d’una relacié clonal absoluta hauriem
d’ésser totes les formes exactament idéntiques.

Aixf, I'escenari més probable per a 1’evoluci6 d’aquestes especies a la Mediterrinia
Occidental, tenint en compte les dades de distribucid i diferenciacié bioqufmiques, situaria en el
masfs Proto-Ligurid 1'ancestre dels grups sicula i iberica. Quan es produf la primera
fragmentaci6 d’aquest,les especies Dugesia (D) sicula i Dugesia (D) iberica probablement ja
haurien aparegut, el que explicaria la preséncia de formes diploids de Dugesia (D) sicula a
Sicilia, ja que aquesta illa es va separar molt inicialment de la resta, sense que poguem
determinar en quin ordre es va donar la diferenciaci6. Una nova fragmentaci6é hauria donat lloc
a la placa que posteriorment formaria les illes de Cdrsega i Sardenya. En aquesta s’hauria
especiat Dugesia (D) benazzi a partir de representants del grup iberica, abans de que es
separesin les dues illes, perd en una epoca relativament recent si tenim en compte la seva poca
diferenciaci6 (figs. 19 i 21 B). Dugesia (D) iberica hauria romangut en la resta de la placa, no
estan present a cap de les illes fragmentades anteriorment ja sigui perqué no hi estes present en
el moment de la fragmentaci6, ja sigui perque n’hagi desaparegut posteriorment. Les poblacions
triploids d’aquesta espécie haurien aparegut amb posterioritat a la formaci6 de Mallorca, ja que
en aquesta illa tan sols trobem les formes diploids. Finalment, i després de sofrir una
triploiditzaci6, en una o varies de les poblacions originals, 1’espécie Dugesia (D) sicula hauria
sofert una migraci6 pasiva que hauria ampliat molt 1a seva area de distribuci6 original.

En les comparacions intra-especifiques de Dugesia (D) iberica trobem una situacié
semblant al que passava a Dugesia (G) tigrina. Aixf, hi ha una certa homogeneitat entre les
poblacions fissfpares amb una diferenciaci6 bioquimica (encara que més alta que la trobada per
aquella especie) relativament baixa, en front a unes distdncies més altes entre les formes
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diploids o entre aquestes i les poblacions fissfpares triploids. Quan comparem les distancies
existents entre les poblacions triploids de Dugesia (D) iberica amb les existents entre les de
Dugesia (D) sicula en proporci6 a la distancia geografica existent entre elles, trobem que les de
Dugesia (D) iberica s6n més grans. A diferéncia de I'anterior, aquestes darreres poden
probablement explicar-se com a conseqiiéncia del temps de separacié degut a la histdria
geoldgica.

La topologia dels arbres filogenétics obtinguda pels dos meétodes d’obtencié d’arbres
mostra una discrepancia (fig. 21A i B) que es podria explicar tenint en compte les diferentes
suposicions fetes pels dos tipus de metodes. L'UPGMA assumeix una constancia en la taxa
d’evoluci6; pertant, tendeix a donar resultats erronis si aquesta condicié no es compleix. El
metode MP no €és sensible a les diferéncies en les taxes evolutives entre llinatges a no ser que
aquestes siguin molt grans. Finalment, 1’additiu no assumeix la constancia de la taxa evolutiva
(Felsenstein, 1982). Mentre que en I'UPGMA la poblacié de Soller queda com la més
diferenciada de les poblacions de Dugesia (D) iberica, en els arbres MP i MQ, aquesta s’agrupa
amb 1’altre forma diploid (Sa Calobra) malgrat que presenta un major nombre de canvis des de
la seva especiaci6 (major longitud de la branca, fig. 21B). Aquest increment del nombre de
canvis a nivell proteic del biotip A2 coincideix amb la seva morfologia cromosdmica diferenta
respecte als altres dos biotips. L’arbre MP i MQ, si és cert, ens indicaria que la morfologia
cromosdmica ancestral seria amb tots els cromosomes metacentrics i que la poblacié de Soller
va sofrir en un moment donat una reorganitzacié acompanyada d'un increment en 1’acumulaci6
de canvis.

Finalment, al comparar, tan a Dugesia (D) benazzi com a Dugesia (D) iberica, les formes
fissfpares triploids amb les formes sexuals diploids, aquestes tltimes semblen haver sofert i
acumulat un nombre més gran de canvis (arbres 19B i 20B). En el cas de Dugesia (D) sicula, no
hem pogut comparar-les amb la forma diploid, si bé és d’esperar que també fos aixf , donada la
poca diferenciacié observada entre les poblacions triploids. Aquest fendmen podria explicar-se
tenint en compte la naturalesa clonal de les poblacions triploids, i per tant la seva limitada
capacitat d’acumular canvis.

1.1.3. Subgénere Schmidtea

Els resultats demostren un grau de diferenciacié baix entre poblacions intraespecifiques.
Aquestes contrasten amb les grans distancies existents entre les dues espécies del subgeénere que
es situen quasi al nivell de géneres (taula 18). Quan comparem amb les dades resultants de
I’analisi d’enzims (Taula 7) veiem que, malgrat ésser la distancia entre les dues especies molt
gran, esta per sota de les distancies amb altres espécies dels altres dos subgéneres del génere
Dugesia.

Per a Dugesia (S) mediterranea les tres metodologies emprades generen una tnica
topologia filogentica (fig. 23). Aquesta ens mostra a la poblaci6 triploid amb 1’heteromorfosi
cromosdmica (Menorca) com a més propera de la forma diploid normal de Sardenya, quedant la
poblaci6 diploid amb 1’heteromorfosi de Barcelona com a menys relacionada.
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De Dugesia (S) mediterranea (inicialment biotip G del grup Dugesia lugubris s.1.) s’en
coneixien originalment tan sols poblacions diploids sexuals (Corsega, Sardenya i
Sicilia)(Benazzi, 1957; 1963). Posteriorment, van ésser descrites varies poblacions diploids
fissfpares amb I’heteromorfosi cromosdmica (Barcelona, Mallorca, Empordd i
Menorca)(Benazzi et al., 1970; DeVries et al.,1984; Ribas, 1990). Més tard, es va descriure una
forma triploid sexuada a Sardenya (Casu et al., 1982) i, finalment, una forma triploid fissfpara
amb I’heteromorfosi a Menorca (Ribas, 1990). Tenint en compte aquesta distribuci6 i I’hipdtesi
biogeografica de Baguiia et al. (1981) basada en la teoria de microplaques de la formaci6 de la
Mediterranea, hauria estat 10gic hipotetitzar que 1’aparici6é de 1’heteromorfosi hagues tingut lloc
quan la placa que havia de donar lloc a Cdrsega i Sardenya ja s’havia separat de la resta, i que,
posteriorment, ambdues races (sense i amb heteromorfosi) haurien triploiditzat (Fig. 32).

LT

CATALUNYA MENORCA
MALLORCA CERDERA CORCEGA SICILIA KABILIAS

Fig. 32. Distribucié dels diferents cariotips de Dugesia (S) mediterranea a la Mediterrinia Occidental i relacions
entre el cladrograma d’arees del massis Proto-Liguria (Alvarez, 1976), i el possible cladograma cromosdmic
d’aquests cariotips.

Els nostres resultats contradiuen aquesta possibilitat, donat que la forma triploid amb
I’heteromorfosi de Menorca apareix com a més propera de la diploid de Sardenya que no de la
de Barcelona que te 1’heteromorfosi. Aixf, una segona hipdtesi seria que tant 1a forma triploid de
Menorca com probablement la de Sardenya derivarien de formes diploids normals i que
I’heteromorfosi hauria aparegut posteriorment, el que implica 1a necessitat de que hagi aparegut,
almenys, dues vegades de forma independent (a Menorca i a la costa catalana). Aquesta
recurréncia d'una translocacié cromosdmica no €és un fendmen estrany, ja que amb el
descobriment dels punts fragils als cromosomes es sap que existeixen certs punts en que és molt
més probable el que es produeixin trencaments. La proximitat entre les formes de Menorca i
Sardenya podria ésser un reflexe del propi origen de I'illa de Menorca. Aquesta illa té una
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geologia i tectdnica complexes, considerant-se en 1’actualitat que estd composada d’una part
nord-oriental d’origen més antic, reste probablement de la microplaca corso-sarda (o sigui amb
clares conexions amb les illes de Corsega i Sardenya), i una part sud-occidental, més recent amb
conexions més clares amb la resta de les Balears. L’illa de Menorca €s, de les Balears, 1a que té
una flora més semblant a les de les illes tir®niques (Cardona i Contandriopoulos, 1979). Tal
vegada, doncs, es podria hipotetitzar que la proximitat entre ambdues poblacions indicaria
I'origen de la forma triploid amb 1'heteromorfosi menorquina a partir de formes diploids o
triploids dins 1a placa corso-sarda abans de la separaci6 entre Menorca i Corsega/Sardenya (fig.

33).
UL

CATALUNYA “ENORCA
MALLORCA Nord CERDERA CORCEGA SiCiLiA KABILIAS

Fig. 33, Variacié proposada a la figura 32 en base a les dades prot2iques, en la que es té en compte 1'origen dual de
Menorca (Cardona i Contrandiopoulos, 1979).

Una tercera i darrera hipdteis per explicar aquest fet paradoxal podria estar en un
transport histdricament recent de poblacions de Sardenya a Menorca, seguida de 1’aparici6 de
I’heteromorfosi a Menorca. En qualsevol cas, sembla inescapable el pensar en una g2nesi
recurrent d’aquest tipus d’heteromorfosi.

Per la seva banda, Dugesia (S) polychroa presenta una problematica diferent. En primer
lloc, trobem una discrepancia entre els arbres UPGMA i MP i el MQ (fig. 23). Mentre que en
els 2 primers la poblaci6 d’Italia (4n) s’agrupa amb els 2 biotips francesos (fig. 23A i B), en el
MQ (fig. 23C), les poblacions de Valencia i Franga s6n més properes, essent la de Italia 1a més
allunyada. Aquesta diferéncia es pot explicar tenint en compte novament, com ja hem explicat
amb anterioritat, les diferentes suposicions fetes pels dos tipus de metodes. A 1’arbre MQ, les
poblacions de Valencia presenten una distancia més gran respecte a totes les demés el que fa
que s’hagi diferenciat de la francesa. En el cas de les metodologies d’agrupament i maxima
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parsimonia aix0 dona lloc a una topologia diferent. Malgrat que la maxima parsimonia no és
molt sensible a les diferéncies en les taxes evolutives, si aquestes fan que dues especies
convergeixin per atzar donara lloc a topologies erronies. Intentar explicar aquest increment de la
taxa de canvi en la poblacié de Valéncia es fa dificil. Una hipotesi factible es basaria en que
tractant-se d’una poblacié molt fluctuant (es troba a les seéquies de rec dels tarongers que s6n
totalment buidades quan acaba el perfode de rec) per deriva genética podria haver anat divergint
forga de la poblaci6 francesa que presenta una poblacié més estable.

Un altre fendmen que observem a Dugesia (S) polychroa és que en les dues poblacions
en que conviuen dos biotips diferents (un sexuat anfimfctic i un sexuat partenogengtic) el de
reproducci6 sexual normal és, en ambdos casos, el que presenta un nombre més gran de canvis
acumulats (fig. 23C). Aquest fendmen és semblant al que observavem per a les especies del
subgenere Dugesia (fig. 19 121B). Caldria pensar, doncs, que el tipus de reproducci6 (sexual
s. st. vs. sexual s. [, partenogenesi, o vs. asexual, fissiparitat) ha d’estar relacionat amb
I’acumulacié de diferéncies genétiques. La sexualitat s. st., amb els seus fendmens de
segregaci6 i recombinaci6, assoleix la barreja de novetats genetiques i la seva acumulacid,
mentres que la falta de meiosi (fissiparitat o partenogénesi ameidtica) o la meiosi amb
recombinacié sobre un genoma previament duplicat (partenogénesi meidtica) no permeten
I’acumulaci6 en un mateix genoma de les novetats aparegudes en diferents individus. Aixf, tan
per Dugesia (S) polychroa com pel subgénere Dugesia les formes sexuades normals presenten
I’avantatge de tenir una major plasticitat genética i per tant tenir més possibilitats d’adaptar-se a
nous habitats.

Com explicar llavors que per Dugesia (S) polychroa aquesta aventatge hagi dut a una
major expansié de la forma diploid mentres que per les espeécies del subgénere Dugesia
(Dugesia (D) iberica i Dugesia (D) sicula) no hagi estat aix{? La diferenta modalitat de
reproduccié no-recombinant podria explicar aquest fet. La partenogenesi, tan meidtica com
ameiotica (cas de Dugesia (S) polychroa) presenta, a més de 1a desavantatge de no poder
acumular ni reordenar amb facilitat les novetats genetiques, la de la carrega energética que
representa una reproducci6 sexual, €l que implica la formacié de gonades i aparell reproductor
en els individus, la formaci6 de capolls, 1a necessitat d’un mfnim de dos individus.Per altra
banda, cal esperar que els nous individus atanyin la madurega sexual per reproduir-se novament,
i donar lloc a més individus, el que allarga el temps entre generacions i per tant la velocitat de
duplicaci6 de l1a poblaci6é. En canvi, en el cas de 1'asexualitat per fissiparitat (Dugesia (D) sicula
i Dugesia (D) iberica) s’evita aquesta despesa energetica extra i, a més, presenta 1’avantatge de
que un sol individu pot donar lloc a tota una poblacié sense que calgui un periode de temps
massa llarg, ja que per divisions succesives es produeix una duplicaci6é del nombre d’individus a
cada generaci6 el que dona un creixement exponencial. Aquesta caracterfstica explica 1'&xit
colonitzador de les espécies fissipares. Ara bé, en els dos casos (fissiparitat i partenogenesi) la
manca de variabilitat genética I’hauran de pagar en forma de poca capacitat d’adaptacié a noves
situacions ambientals el que les fard, en principi, formes poc longeves tendents ala desaparici6,
per a reapareixer novament en algin moment a partir d’inidvidus diploids. Malgrat aquestes
observacions s6n certes per a la Penfnsula Ibérica, a la resta d’Europa Dugesia (S) polychroa
presenta, inversament, una major distribuci6 del biotip triploid. Una possible explicacié
d’aquest fet seria supossar que la triploidia tingues un efecte en una major resisténcia a climes
més freds, p. ex.. També existeix la possibilitat que un estudi més ampli de la distribucié
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d’aquests organismes a Europa (similar al fet pels PP.CC. per Ribas, 1990) revelés que en
realitat 1a forma diploid f6s la més estesa.

1.2. RELA ENTRE ENERE

Les dades de variabilitat enzimatica apoien 1’agrupament de les 5 espécies de dugesids en
tres subgeneres: Schmidtea, Dugesia i Girardia. El seu ordre d’embrancament, perd, queda
sense resoldre degut als valors dels errors estandard dels embrancaments (fig. 24). Aix0d podria
indicar que aquests subgeneres van divergir fa molt de temps, donat que els canvis genétics han
reduit el nombre de bandes comunes. En efecte, les distancies genetiques entre aquests
subgéneres (D=1.2-1.6, taula 19) estan dins dels marges de les trobades per generes
confamiliars en altres grups (taula 20). El subgenere Girardia, nadiu de Nord Ameérica i sols
recentment introduit a Europa, Asia i probablement Australia ha estat isolat dels subg&neres
europeus Schmidtea i Dugesia al menys durant 70 millions d’anys, des de que Europa i Nord
America van separar-se per deriva continental.

Malgrat que el patr6 d’embrancaments entre aquests subgéneres roman sense resoldre, és
important destacar que el "bootstrapping” ha reproduit, amb les dades del rRNA 18S,
I’agrupament de Schmidteai Dugesia un 77% de les vegades. Hem de destacar també que les
discrepancies trobades a aquest nivell entre els arbres UPGMA (tant de dades proteiques com de
seqiiencies del rRNA 18 S) i els arbres MP i MQ (figs. 24 i 25), poden explicar-se novament per
les diferéncies en les suposicions fetes per aquests metodes. En els arbres derivats de les
seqiiencies del rRNA 18S, Dugesia (D) iberica mostra un nombre de canvis superiors a
I’esperat quan es compara als subgeéneres i espécies de la familia Dugesiidae (figura 25B).
Similarment, en els arbres derivats de dades enzimatiques, Dugesia (S) polychroa mostra
aquesta caracterfstica (figura 24B). En els arbres UPGMA, la seva major dissimilitud fa que
aquestes especies es separin independenment de les especies dels altres dos subgeneres
corresponents. Es sap que les taxes d’evoluci6 poden ésser diferents per a diferents llinatges
(veura discussi6é més endavant); on existeixen diferéncies en les taxes d’evoluci6, els arbres
additius s6n més fiables que els arbres UPGMA (Felsenstein, 1982), el que dona més forga a
I’agrupament postulat de Dugesia amb Schmidtea.

Aquest ordre d’embrancament difereix del proposat per De Vries basant-se en una analisi
cladistica de les caracteristiques morfoldgiques del grup (De Vries, 1987; DeVries i Sluys,
1991). Malgrat que la qiiesti6 roman encara oberta, un factor que pot explicar aquesta
discrepancia pot ésser la tnica sinapomorfia utilitzada per De Vries per agrupar Girardia i
Schmidtea (la "angled bursal canal") al nostre entendre completament errdnia. Malgrat que
aquest caracter és molt clar en el subgénere Girardia, no el presenta cap espécie del subgénere
Schmidtea.
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2. FAMILIA PLANARIIDAE

La comparacié a nivell de IEE i d’enzims de les dues especies pertanyents al génere
Polycelis descobreix 1’existéncia d’una gran diferenciaci6 genetica entre ambdues, fins al nivell
de que presentin distancies genetiques similars a les que trobem entre els 3 subgeneres del
génere Dugesia, que alhora sén equivalents als trobats entre géneres confamilials per a altres
grups d’organismes. Biersna i Wijsman (1981) ja havien trobat per a aquestes espécies un patré
de bandes molt diferent en comparar el patré de proteines totals per electroforesi, malgrat no fer
cap quantificacié de les distancies gen2tiques. Les inter-relacions d’aquestes espicies no estan
ben enteses i sembla que el génere podria ésser dividit en varis géneres i subgeneres valids tal i
com han intentat investigadors rusos (citats a Ball i Reynoldson, 1981). Aquestes diferéncies no
s6n d’extranyar si tenim en compte que Polycelis felina i Polycelis nigra mostren un grau
similar de diferéncies en la morfologia del cap, I'estructura del complexe copulador i la
cariologia als que presenten els subgéneres de dugesids.

Les distancies entre els dos geéneres d’aquesta famflia (Crenobia i Polycelis) s6n molt
grans, de 1’ordre de 1’esperat per a espécies pertanyents a diferents families tal i com caldria
esperar tenint en compte els resultats anteriors. Aquest fet, si cal més important encara, indica
I’extrema necessitat de fer una revisio en profunditat de 1a taxonomia d’aquesta familia.

3. FAMILIA DENDROCOELIDAE

La comparaci6é entre els dos membres d’aquesta famflia trobats als PP.CC., revela una
distancia esperable per a subgeéneres, a diferéncia del que trobavem per als subgeéneres del
genere Dugesia. Cal destacar que aquesta distancia és fins i tot, més petita que la trobada entre
les dues especies del génere Polycelis, el que apoiaria la suggerencia feta anteriorment de la
necessitat de dividir el génere Polycelis en varis géneres i subgéneres.

4. COMPARACIO ENTRE FAMILIES

Les distancies entre families, calculades a partir de les dades enzimatiques (taula 22),
trobem que les parelles Crenobia- Dugesiidae, Dendrocoelum- Dugesiidae i Crenobia-
Dendrocoelum donen valors similars, mentre que les comparacions entre Polycelis i les altres
famflies dona valors molt més alts. A més, Crenobiai Polycelis, que convencionalment estan
situades a la mateixa famflia, mai formen un grup monofiletic, mentres que Polycelis felina
tendeix a agrupar-se amb Dendrocoelum lacteum (fig. 28), quedant els tres géneres (Crenobia,
Polycelisi Dendrocoelum) agrupats quan es comparen amb 1a monofiletica familia Dugesiidae
(figs. 28). L’ordre d’embrancament de les tres famflies queda sense resoldre a aquest nivell.
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Aquests resultats, i també la gran distancia trobada entre les dues espécies de Polycelis
(Polycelis felina i Polycelis nigra: veura apartat 2) semblen indicar que la famflia Planariidae,
taxondmicament la més antiga dels Paludicola, i de 1a que s’han extret les altres dues famflies
actuals, necessita una profunda revisi6é taxondmica que pot conduir a dividir-la en diferents
unitats taxondmiques (famflies?, subfamflies?).

A T’estudiar les distancies resultants de les comparacions del rRNA 18S entre famflies de
Paludfcoles trobem que malgrat ésser relativament petites (0.065-0.089, taula 11), s6n molt
properes a les que separen classes de vertebrats (mamffers: rata, ratolf i huma, i amfibis:
Xenopus, d=0.05). Les topologies dels arbres inferits a partir d’aquestes distancies i de les
seqiiéncies (fig. 29), tot i estar sovint feblement apoiades, suggereixen que: 1) la famflia
Dugesiidae forma un grup monofiletic (100 % de bootstrapping, fig. 29B); 2) Crenobia i
Dendrocoelum formen un grup germa (Planarioidea) dels Dugesiidae (Dugesioidea, veura fig.
4A). Aquests dos punts apoiarien la tesi d’una major antiguetat dels dugesids, encara que caldria
comptar amb algin representant dels proseriats com a grup extern que permetés posar a proba
les teories de Ball (1981) sobre el possible origen polifilétic de les dues superfamilies (fig. 4B).

5. COMPARACIO AMB ALTRES PLATIHELMINTS I METAZOOS

Quan es comparen les dades del rRNA 18S obtingudes dels grups de platihelmints
parasits no s’obté, tal com esperarfem segons la taxonomia proposada per Ehlers (fig. 2), un
agrupament dels parasits amb el neorhabdocel sino que aquest Gltim forma un grup amb els
paludfcoles. El fet de disposar només d'una seqiiéncia per cada grup no permet extreure’n una
conclusi6 definitiva. Cal tenir en compte perd, que Fasciola hepatica presenta una proporci6 de
GC’s més alta que la resta de platihelmints comparats, el que fa que per atzar tindra tendéncia a
semblar-se en moltes posicions a seqiiéncies externes. Aquest fet podria fer-la sortir de la seva
posici6 correcta a I’arbre per anar cap a la base dels platihelmints. Caldria, doncs, seqiienciar
més parasits, a ser possible no d’animals de sang calenta, i veure si aquests també presenten o
no un increment de 1a proporcié de GCs. D’ésser aixf pensariem que es tracta d'un fendmen
general d’aquest grup, independenment de 1’observat en els vertebrats de sang calenta, i en tot
cas hauriem de suposar l0gica la seva derivacié molt inicial dels platihelmints. Per contra, si
altres grups de parasits presentesin una proporcié baixa de GCs equivalent a la de la resta de
platihelmints seria possible que aquests ocupesin la seva posicié correcta a 1’arbre (ja sigui junt
al rabdocel o qualsevol altre) i en tot cas, possiblement arrosegarien a Fasciola hepatica amb
elles.

Les comparacions dels Paludicola i els altres platihelmints (Bothromesostoma: ordre
Neorhabdocoela; i Fasciola: classe Trematoda) a altres seqiiéncies de metazoos apoien
clarament la monofilia dels platihelmints (97% de bootstrapping, fig. 30). D’acord amb dades
anteriors (Field et al., 1988; Valentine, 1989, fig. 30) els platihelmints semblen formar un
veritable grup germa respecte a la resta dels Eubilateria (Ax, 1987), i no poden esser considerats
una versié simplificada de cap ancestre celomat com suggerien les diverses versions de la teoria
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arquicelomada (veura introduccié, Ax, 1987 i Willmer, 1990, per a una discussi6 en
profunditat). Dels resultats moleculars obtinguts fins ara sembla que s6n 1'dnic grup sense un
veritable celoma que no s’agrupa dins de la gran radiaci6 de metazoos bilaterals, ja que tan els
nematodes (pseudocelomats) com els nemertins (acelomats) (Turbeville, comunicacié personal)
sembla formar part d’aquesta radicaci6 dels eucelomats, el que dejaria a les planaries com 1’(inic
grup realment acelomat.

Cal, perd, ésser molt caut amb aquestes conclusions donada la preliminarietat de les
dades i les encara escases andlisis realitzades. Estudis més profonds, 0 un major nombre
d’organismes analitzats podrien desvelar noves relacions.

6. CONSIDERACIONS TAXONOMIQUES

Al llarg de tot aquest treball hem constatat el fet que les distincies evolutives separant
famflies, géneres, subgéneres, espécies i poblacions als turbel.laris, procedents tant de les dades
de proteines com de seqiiencies del rRNA 18S, s6n altes quan es comparen amb altres grups
animals. Malgrat que no hi ha distancies gengtiques estandards que defineixin espcies, géneres
i taxons superiors, els alts valors trobats comparats amb altres grups animals, indica la
conveniéncia de fer una revisié taxondmica de tots aquests grups.

A nivell intraespecffic trobem els casos de la gran diferenciacié entre les races de
Dugesia (G) tigrina o entre els biotips de les espécies del subgenere Dugesia. Aquests casos,
perd, s6n altament complexes donat que posen de relleu un tema ja molt debatut: quin rang
taxondmic cal donar a grups d’organismes amb una clara relaci6 de poliploidia en que
I'intercanvi genetic és, a més, impossible degut a 1’asexualitat de les formes poliploids?
(Selander i Kauffman, 1975; Vrijenhoek, 1979; Cole, 1985). Se las ha de considerar com a
especies diferents o bé senzillament com a races, biotips 0 subespeécies de la mateixa especie?
caldria potser posar uns limits en la divergencia genética a partir del qual passesin a ésser
especies diferents?. Un gran nombre d’autors especialistes en aquests temes han dedicat pagines
i llibres a aquestes qiiestions (Mayr, 1969; Dubois i Gunther, 1982; Frost i Wright, 1988;
Echelle, 1990) a les que adrecem als lectors que hi puguin estar interesats.

Les elevades distancies genetiques trobades entre els 3 subgeneres del génere Dugesia
indiquen la conveniencia d’elevar-los al rang de génere, proposta feta ja per DeVries i Sluys
(1991) en base a dades morfoldgiques. A més de les distAncies gen&tiques, existeixen unes
sdlides bases bioldgiques per apoiar aquest canvi. Primer, tal com va establir Ball (1974a,b
1977b) en la seva revisi6 dels géneres Cura, Neppia i Spathula i per De Vries (1987) en la seva
revisié del subgénere Dugesia, 1’aparell reproductor i els organs dels sentits d’aquests taxons,
aix{ com els de Girardia i Schmidtea, presenten forces autapomorfies. Segon, malgrat que
Dugesia i Schmidtea coexisteixen a Europa, el subgenere Girardia, nadiu de Nord i Sud
America, mostra una distribucié totalment disjunta de les primeres. Com ja s’ha mencionat, la
separacié entre Girardia i Dugesia/Schmidtea deu haver-se donat al menys fa 70 millions
d’anys. Per altre banda, els géneres Cura, Neppia i Spathula estan restringits a 1I’hemisferi sud,
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concretament Australasia, solament superposant-se amb Girardia a Sud America (génere Cura).
Finalment, el génere Dugesia, abastant els subgeéneres Dugesia, Girardia i Schmidtea, conté al
voltant de 100 especies (50 per Dugesia, 45 per Girardia i 4 per Schmidtea). En contrast, el
nombre d’especies en els altres géneres és molt més petit: 5 per Cura, 7 per Spathula i 4 per
Neppia. Encara que es pot pensar que la desigualtat en la grandaria d’aquests géneres €s deguda
a la independencia de 1'especiaci6 i la divergéncia morfoldgica (Mayr, 1969), amb el gnere
Dugesia havent sofert una especiacié més amplia amb menor divergéncia morfoldgica que els
altres geéneres, les clares diferéncies en morfologia, distribucié geografica i supossat temps
d’origen entre Dugesia, Girardia i Schmidtea parlen en contra d’aquesta interpretaci6 i apoien
la necessitat d’elevar-los al rang de géneres. Tanmateix, abans d’aquesta elevacié caldria una
amplia revisi6 de cadascun dels subgéneres.

Les grans distancies gendtiques trobades entre els planariids Polycelis felina i Polycelis
nigra plantejen un problema similar. El génere Polycelis comprén unes 30 especies distribuides
ala major part de 1'hemisferi nord. Aquest fet, sumat a les grans distancies genetiques trobades,
suggereixen que les espécies actuals podrien agrupar-se en taxons nous (géneres, subgeéneres)
que reflectisin millor que ara la realitat taxondmica del grup. D’altra banda, el no agrupament de
Polycelis i Crenobia, situades a 1a mateixa famflia, i 1a freqiient agrupaci6 de Polycelis amb
Dendrocoelum, que pertanyexen a differents families (fig. 28), demostren la necessitat d’una
profunda revisié taxondmica de la familia Planariidae.

Si les distancies genetiques es prenguesin pel seu valor nominal, es podrien aplicar uns
arguments similars als ordres de turbellaris i a les classes de platihelmints. En efecte, els valors
trobats entre el rabdocel (Bothromesostoma) i els triclads, i entre els turbellaris i el trematoda
(Fasciola), sén més elevats que els que es troben per taxons equivalents d’altres filums, i inclis
entre filums (fig. 30). Tanmateix, les grans variacions descovertes en les taxes de canvi de les
seqiiencies de rRNA 18S entre diferents grups d’organismes (veura més endavant) obliga a una
interpretacié molt cauta i conservadora dels resultats fins que estigui disponible una més amplia
col.leci6 de dades dels rRNA 18 i 28S dels platihelmints i d’altres filums.

7. CONSIDERACIONS EVOLUTIVES

7.1. LA MANCA DE POLIMORFISME

Tan a nivell d’IEE com de 1’analisi enzimatica hem trobat una manca quasi absoluta de
polimorfisme entre els organismes d’una mateixa poblaci6. Les tniques dades existents de
polimorfismes enzimatics a planaries o altres platihelmints donen resultats similars. Biersna i
Wijsman (1981) en un estudi de Polycelis nigra i Polycelis tenuis troben que aquestes dues
espécies presenten dos patrons de bandes diferents per la Mdh, dels quals un és molt majoritari,
perd s6n monomorfiques per 1a TO. Es de destacar que un dels patrons de bandes trobats per la
Mdh per aquests autors coincideix amb el que trobem nosaltres per Polycelis nigra en aquest
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estudi. Endemés, el patr6 trobat és totalment diferent entre les especies Polycelis nigra,
Polycelis felina, Crenobia alpina, Dendrocoelum lacteum i Dugesia (D) gonocephala, malgrat
que en no donar els patrons de bandes es fa impossible comparar-los als trobats en el nostre
estudi. En un estudi de la variaci6 genetica entre poblacions d’un rabdocel Herbert i Payne
(1985), troben que, de 10 loci estudiats, sols dos presenten polimorfisme en les poblacions
analitzades. Finalment, Nascetti et al. (1990) en un estudi de varies poblacions de Dugesia (D)
dorotocephala de Nord América troben també una manca de polimorfisme junt amb la
preséncia d’heterozigosis fixades per a les poblacions asexuades. A més, troben una
diferenciaci6 practicament absoluta entre les diferents especies el que resulta en unes distancies
molt elevades.

Aquesta manca de polimorfisme es podria explicar com a conseqiiencia de la reproducci6é
asexual per fissiparitat a la majoria de les poblacions analitzades: Dugesia (G) tigrina,
Dugesia (D) sicula, Dugesia (D) iberica i Dugesia (S) mediterranea presenten reproduccié
fissipara i Dugesia (S) polychroa partenogenttica, pel que és facil que siguin poblacions
cloniques on €s poc probable que s’extengui cap nova mutacié. Les uiniques espécies sexuades
estudiades (Polycelis felina, Polycelis nigra, Crenobia alpina i Dendrocoelum lacteum)
s6n també les que han presentat algiin cas de polimorfisme (excepte Dendrocoelum lacteum).
Cal tenir en compte també que essent aquesta darrera especie poc abundant, sén per les que s’ha
estudiat un nombre menor d’individus (n=10 en molts casos), disminuint 1a probabilitat de
detectar polimorfismes si aquests s6n estranys. Per altra banda, en aquestes poblacions cap la
possibilitat que 1a manca de polimorfisme es degui a un efecte de tamanys de poblaci6 efectives
petites, cas molt probable, que duria a una gran influencia de la deriva gendtica en la
composici6 del genoma de les poblacions.

Situacions similars de manca de polimorfisme s’han descrit en grups de protozous
parasits. Un estudi recent de Tybairenc e al. (1990) on analitzen en profunditat varies
poblacions de cadascuna de diverses espeécies d’aquests protozous, ha permés caracteritzar
aquesta manca de polimorfisme i enunciar uns criteris que permeten determinar quan la
clonalitat deguda a la reproduccié asexual pot explicar els fendmens observats. Aquests criteris
inclouen: 1a manca de polimorfisme, 1a preséncia d’heterozigosi fixada, 1a manca de determinats
genotips, etc.. Aquests fendmens s’han observat parcialment a planaries (tant en el nostre treball
com en el de Nascetti ez al., 1991) malgrat caldria un estudi més ampli en diferentes poblacions
d’una mateixa espécie (properes i llunyanes) que permetés demostrar de forma inequfvoca la
natura clonal o no de les poblacions (cas especialment interessant per aquelles poblacions en
que es supossa 1'alternancia de cicles de reproducci6 sexual amb fissfpara on el caracter clonal o
no dels individus és incert). De particular interés és 1a proposta feta per aquests autors de crear
una unitat taxondmica nova: el clon natural. Aquest permetria classificar, en base a criteris com
poden ésser marcadors genetics, les formes asexuals que, com ja hem exposat anteriorment, s6n
sovint de diffcil assignacié taxondmica.
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7.2. LA DIFERENCIACIO MOLE AR

Les distancies genetiques tan grans trobades en aquest estudi entre poblacions, espécies,
geéneres, famflies, ordres. classes i filum de Platihelminthes, tenen implicacions evolutives
d’interés ja que poden indicar-nos que ens trobem en front a un grup molt antic, dins del que les
especies han estat evolucionant independenment per un perfode llarg de temps. Si suposem que
les taxes d’evoluci6 s6n, a grans trets, equivalents entre els mamffers i les planaries, els tres
subgeneres de la familia Dugesiidae haurien estat evolucionant separadament des d’abans de
I’origen de la major part dels ordres de mamifers actuals (D entre subgéneres de planaries=
0.027-0.039; D entre O. primats i O. rosegadors = 0.01); és a dir, al voltant d"uns 50-60 milions
d’anys.

Una interpretaci6 alterna a les grans distancies evolutives que separen les famflies i
generes de planries €s que aquests organismes acumulin mutacions més rapidament que altres
grups com els mamifers. Estudis duts a terme utilitzant seqiiéncies del rRNA 18S han demostrat
I’existéncia de grans variacions entre diferents llinatges animals pel que fa al nombre de
substitucions acumulades des de la seva divergéncia. Aixi, als equinoderms, les holoturies han
acumulat un gran nombre de substitucions en comparacié amb les altres quatre classes (Raff ez
al., 1988; Field er al., 1988). Es troben variacions similars en el nombre de substitucions entre
llinatges d’artropodes (Field er al., 1988; Pfeifer et al., comunicacié personal), en el filum
Sipuncula (Field et al., 1988) i entre alguns nematodes (Turbeville, comunicacié personal). Els
motius d’aquestes variacions no s6n coneguts.

S’han observat també variacions en el nombre de substitucions entre les segiiéncies del
rRNA de la subunitat petita de procariotes (ex. veura Woese, Maniloff i Zablen, 1980; Woese,
1987, Yang i Woese, 1989). Woese ha identificat dues caracteristiques als procariotes que
“evolucionen rapidament": 1) aquests organismes mostren una tendéncia més gran que la
normal a variar posicions en trogos de la seqiiéncia altament conservats; i 2) aquests organismes
presenten fenotips atfpics o estranys. El fenotip de les planaries és generalment considerat com
evolutivament conservatiu (Ax, 1987; Willmer, 1990); aixf aquests organismes no s’adeqiien al
model de Woese d’organismes "d’evoluci6 rapida".

De fet, 1a reduida evolucié morfoldgica que han sofert aquests animals apareix en un
contrast sorprenent front al nombre relativament alt de canvis moleculars. El patr6 de
divergéncies antigues que mostren (fig. 30B, comparar la profunditat de les bifurcacions entre
platihelmints amb les dels altres grups de metazoos) suggereix que aquests organismes
presenten una taxa baixa de cladogeénesi, de canvi morfoldgic i d’extinci6. Aquest contrast
sembla implicar que aquests animals es troben morfoldgicament en una situaci6 estacionaria.

La manca d’una cavitat del cos reomplerta de fluids podria explicar aquesta estasi
morfoldgica. Una de les funcions basiques de qualsevol cavitat del cos (sigui celoma, hemocel,
...) €s la d’esdevenir un sistema, inicialment senzill, de distribuci6 de nutrients i de gasos
respiratoris als teixits, gracies a la circulaci6 dels fluids intems (Willmer, 1990). L’ aparici6é d’un
sistema circulatori permet un increment de la mida de 1'organisme, ja que 1a nutrici6 i 1’arribada
de gasos a totes les cel.lules ja no depen exclusivament de la difusi6 des del tub digestiu i des de
I’exterior. L'increment de mida, junt amb la preséncia del sistema circulatori permetra o durl a
I’organisme a desenvolupar organs unitaris o parellls que substituiran les cellules
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especialitzades repartides per tot el cds (per exemple, les cel.lules flamfgeres dels platihelmints,
necessaries per 1’excrecié dels productes de desfet de les ceél.lules, podran agrupar-se en uns
organs que, gracies al sistema circulatori, rebran aquest productes de totes les cl.lules), i a més
li permetrd un més alt grau de coordinaci6 gracies a la utilitzaci6 de la circulaci6 d’hormones, el
que implica un increment en la complexitat de tipus cel.lulars, de teixits i d’organs. En canvi, un
organisme sense sistema circulatori es veu obligat a mantenir una morfologia plana o una mida
molt petita, no superior a 1 mm en ’eix dorso-ventral (Barnes et al., 1988, pp. 349-350), per tal
que totes les seves céllules puguin accedir als gasos i als nutrients, el que no permet una
evoluci6 ulterior en tres dimensions, altament limitant.

Si acceptem 1'antiguetat del grup platihelmints, podriem hipotetitzar que uns organismes
planuroids acelomats haurien, per una banda, adoptat alguna forma de cavitat del cos que els hi
va obrir tot un nou mén de possibilitats de variacions i d’evolucié morfoldgica (augment de
mida, desenvolupament d’organs, etc.) donant lloc a I’amplia radicaci6é observada, mentre que
altres haurien mantingut I’estructura original sense cavitats del cos, donant lloc al grup dels
platihelmints que coneixem avui. Aquests darrers haurien mantingut, perd, un ritme equivalent
de canvis moleculars que explicaria la diferenciaci6 observada.

Es evident que el manteniment de l'estructura de "cuc pld" no és de fet gens
desavantatjosa tenint en compte 1'€xit de supervivencia i diversificacié dels platihelmints (unes
25.000 especies). A més, el grau baix de complexitat que presenten els hi conferira d’altres
avantatges, com pot ésser el manteniment de la capacitat de regeneracié que presenten alguns
grups de platihelmints. Malgrat tot, aquells organismes que han adoptat la forma de "cuc" amb
la innovaci6 del celoma han estat encara més exitosos. Aixf, cucs i artrdpodes s6n els dos
"baiiplan”, o esquema corporal basic, més exitosos del planeta, superant de molt a les altres
formes, tan en nombre d’espécies com en biomasa (Willmer, 1990).

8. PROTEINES I ACIDS NUCLEICS COM A CARACTERS
TAXONOMICS I FILOGENETICS EN LES PLANARIES
D’AIGUES DOLCES

8.1. PROTEINES

Una de les dades que esperavem obtenir de I'estudi electroforetic de diverses especies o
poblacions és 1’establiment d’uns patrons estandards de bandes proteiques per a cada taxon, que
permetesin reconeixer-los de forma inequfvoca, a 1'igual que passa amb un cariotip. Els resultats
obtinguts a nivell d’IEE mostren la dificultat d’assolir aquest objectiu degut basicament a la
falta de reproduibilitat del patr6 de bandes total. Aquest fendmen seria degut, als menys en part,
a les dificultats de separar una gran quantitat de bandes (40-50) en un espai relativament petit
(9-10 cm). Aix{, petites variacions del gradient de pH obtingut provoquen superposici6é de
bandes que en altre ocasi6 estarien separades. En els estudis enzimatics, a 1’estar estudiant
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independenment cada loci, si és possible establir un patr6 de cada enzim per a cada una de les
especies, cosa especialment interessant per a les especies asexuades en que (seguint la
nomenclatura proposada per Tybairenc et al., 1991) es podrien definir clons naturals en base a
aquests marcadors gengtics. Per aquest motiu, 1’ds de 1'IEE com a t&cnica diagnostica, encara
que possible, queda molt limitada degut a la dificultat de 1’estandaritzacié d'un patré senzill,
reproduible i facil de reconeixer. Amb I'analisi enzimatica per contra aixd és possible, si
escollim en cada cas els enzims adients per al grup que es vol reconeixer.

No s’ens escapa que la manca de reproduibilitat esmentada per a I'IEE pot qiiestionar les
comparacions filogenétiques realitzades amb aquesta tecnica, al no esser possible comparar els
patrons obtinguts en gels diferents. Aquesta dificultat es supera analitzant conjuntament tots els
taxons que volem comparar cada cop que tinguem una nova espécie o poblacid.

Els resultats demostren que 1'IEE és d’aplicacio limitada a la filogénia de planaries donat
que la majoria de bandes detectades presenta un patr§ practicament idéntic a poblacions
properes (ex.: Dugesia (D) sicula), mentre que al comparar espécies d’un mateix génere aquest
patr6 de bandes proteiques difereix rapidament fent practicament impossible una quantificacié
objectiva de les diferéncies (ex.: Polycelis). Biersna i Wijsman (1981) trobaren també que en la
comparaci6 de patrons de proteines solubles de varies espécies de paludicoles (Polycelis felina,
Polycelis nigra, Dendrocoelum lacteum, Crenobia alpina, Dugesia (D) gonocephala i Planaria
torva) no hi havien practicament bandes comunes. Malgrat aixd, aquesta técnica t€ un bon grau
de resolucié a nivells que van des de 1a comparacié de poblacions (Dugesia (G) tigrina, p.ex.)
fins a la d’espcies con-subgeneriques (subgenere Dugesia). A més, pot ésser \til per tenir una
primera idea del grau de diferenciaci6 existent entre dues poblacions o especies suposadament
properes per tal d’evaluar quina metodologia pot €sser més adient d’aplicar.

L’analisi enzimatica ha incl6s enzims conservats (involucrats en vies metabdliques
complexes) i d’altres més variables (esterases generals, etc.). Segons Sarich (1977), les segones
acumulen en idéntic periode de temps un nombre de canvis, detectables per electroforesi, d’un
ordre de magnitud més gran que les primeres. D’aquesta manera, tenim proteines que permeten
mesurar distancies diferents: en el procés inicial de diferenciaci6 genética entre dos llinatges en
divergencia els loci d’evolucié rapida seran els que mostraran més canvis, fins que arribara un
moment en que tots tindran mobilitats electroforetiques diferents i, a partir de llavors, les
acumulacions suplementaries de distAncia genetica sols es detectaran en els loci d’evolucié
lenta. Conseqiienment, esperarem poder cobrir un ampli marge de distancies. En promig
observem que en els dos casos en que tenim dades tant per IEE com per analisi enzimatica les
distancies calculades s6n comparables (D= 0.99 front a 1.28 Dugesia (S) mediterranea vs.
Dugesia (S) polychroa, i 1.04 front a un promig de 1.06 Dugesia (D) sicula vs. Dugesia (D)
iberica), cosa esperable ja que a les proteines totals també trobem els dos tipus de proteines
(variables i conservades). En el cas de 1’andlisi enzimatica tenim 1’avantatge que a I’evaluar els
canvis per loci és més facil establir les homologies i diferéncies i per tant podem arribar a un
nivell més elevat de resoluci6. Aixd, explicaria 1’haver realitzat amb enzims una analisi a nivells
taxondmics superiors que amb IEE (comparaci6 entre "subgeneres”, géneres i families). A nivell
de famflies la t&cnica arriba al seu lfmit de resolucié, com queda evidenciat pel fet de no trobar
bandes comunes entre alguns parells d’especies pertanyents a diferents famflies (taula 7).
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8.2. SEQUENCIES DE rRNA 18S

L’estudi a nivell de seqiiencia dels acids nucleics permet, a més de 1’analisi filogenetica
basat en 1a comparacié de les seqiiéncies, altres tipus d’estudis que poden presentar un interés,
tant per ajudar a entendre les filogénies derivades de 1a molécula, com aspectes estructurals de
la mateixa que permetin millorar les comparacions fetes.

De I'estudi de les freqiiencies de nucledtids (taula 10) es desprén que la proporcié de GC
per als platihelmints és baixa, fins i tot quan la comparem amb la d’altres invertebrats (entre un
49 i un 55% per mol.lucs, cnidaris i artropodes), encara que no tant com per altres gens de
planaria estudiats (37%, per al Dth 1 un gen amb homeobox, J. Garcfa-Femandez i E. Sal6,
comunicaci6 personal). Els dos index emprats (GC i GC/AU) permmeten evaluar dues
caracterfstiques. El primer fa referéncia a la proporcié d’aparellament GC (més forts) al DNA
mentre que el segon indica la proporcié d’aquests aparellaments en 1’estructura secundaria del
rRNA. Totes les planaries presenten una gran uniformitat per a aquests valors amb ’excepci6 de
Fasciola hepatica. Aquesta darrera presenta un gran increment de GCs que 1a situen al mateix
nivell que el ratolf, animal de sang calenta que presenta I'estructura del DNA en isocors amb
diferent riquesa de GC (Thiery et al., 1976; Bemardi et al., 1985) i amb un augment global de la
preséncia d’aquestes bases en el genoma. Diversos autors (Thiery et al., 1976) consideren que
aixd pot ser el resultat d’una adaptacié que permet mantenir 1’estabilitat del seu genoma a
temperatura constant alta. La similitud de Fasciola es podria explicar com una convergéncia
deguda a que aquest organisme €s un parasit que passa part del seu cicle vital en 1'interior d’un
animal de sang calenta 0 bé com a simple atzar. En el primer cas, cal supossar que, similarment
amb el que va passar amb els animals de sang calenta, Fasciola ha sofert un afavoriment dels
canvis d’AT a GC. Aquest fendmen té clares implicacions a I’hora d’establir la filogenia a partir
de les seqiiencies: al presentar parallelament una presié selectiva equivalent augmenta la
probabilitat que en una mateixa posicié trobem el mateix nucledtid, i per tant, malgrat ésser
esdeveniments independents, faran que s’assemblin les dues seqiigncies. Aix0 pot dur a que
I’especie que ha sofert el desviament respecte al seu grup (en aquest cas Fasciola) tingui
tendéncia a sortir-se d’aquest o a presentar-se com a una bifurcacié molt inicial (fig. 30).

Alguns autors han utilitzat aquest parametre (proporci6é de GCs) com a caricter
filogenetic. L’exemple anterior demostra abastament que es tracta d’un caracter de poca utilitat
donat que esta molt influit per I'ambient i €s poc informatiu per tant a nivell filogenetic, malgrat
que coneixer-lo pot ésser de gran interés, o imprescindible, per explicar distorsions en les
filogenies, com pot ésser el cas de Fasciola.

La distribuci6é a 1'estructura secundaria dels canvis esdevinguts entre platihelmints és
bastant uniforme (fig. 16). Algunes zones, perd, mantenen una gran estabilitat, com per exemple
els bragos 6 i 7. Podem per tant distingir dos tipus de zones en la molécula pel que fa als canvis
soferts: a) bragos on es donen canvis, que s6n sempre estabilitzats per un canvi en la cadena
contraria, i b) bragos en que els canvis tenen una probabilitat molt baixa de fixar-se. Aquestes
dues classes reflexen, probablement, una diferéncia en la funcié d’ambdos. Els primers tindrien
una funcié purament estructural, de manera que I'inic que importa és que es mantingui una
forma determinada. Els segons, haurien de tenir una funci6é en la interacci6 amb altres
molecules, el que fa de gran importancia la seva seqiiéncia. Aquestes observacions s6n
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importants ja que, per una banda, 1’observaci6 dels canvis estabilitzats ens indica que
I'estructura secundaria €s correcte i, conseqiienment, que les alineacions estaran ben fetes (cosa
molt important). D’altra banda, trobar zones molt conservades entre els nostres organismes
permet utilitzar-les com a diagndstiques per al grup.

L’espectre de resoluci6 taxondmica a platihelmints que abasta aquest grup de caracters va
des de la comparaci6 de subgeneres fins a la de filums, resultant en una superposici6 parcial (en
els rangs taxondmics baixos: subgenere, génere i famflia) amb les dades subministrades per
I’analisi enzimatica. Aquesta superposici6 ha permés una comparacié dels dos metodes, i ha
enfortit les relacions filogenétiques inferides. La comparaci6é de subgéneres mostra una
diferenciacié molt petita (3 %) el que dona uns errors molt grans i per tant una manca de bona
resolucié. Aixd fa pensar que a aquest nivell, caldria comparar seqiiencies més llargues o més
variables que permetesin una millor resoluci6 i que potser obviarien la utilitzaci6 de la técnica
d’enzims, técnica en alguns casos dificil d’aplicar a planaries, degut a I’escasetat d’exemplars
d’algunes especies. Una molecula candidata per aquesta funcié podria ésser el rRNA 28 S, que
presenta les mateixes avantatges del 18S (universalitat de preséncia i funci6, etc.) amb el merit
afegit d’ésser més llarga i presentar zones més variables junt amb zones igualment conservades.

9. CONSIDERACIONS METODOLOGIQUES

De 1'estudi molecular realitzat es desprén que les dades moleculars sén de gran utilitat per
resoldre problemes no aclarits per altres tipus de caracters, generalment morfoldgics o
carioldgics. D’aixd no cal deduir perd que les dades moleculars hagin de substituir a les altres.
Molt al contrari, les dades moleculars aillades no dirien res. Un arbre filogenétic amb uns noms
d’especies de les que no en sabesim ni la morfologia, ni la cariologia ni altres dades, no
permetria fer cap mena d’inferéncia respecte a la seva aparici6 i evoluci6. Es, per tant, més que
evident 1a necessitat de combinar les dades procendents de tots aquests tipus de caracters per tal
d’arribar a compendre bé la histdria evolutiva de qualsevol grup.

Els diferents métodes d’inferéncia filogenética mereixen també una breu consideraci6.
Tal i com expliquem a la introducci6 i a material i metodes cadascun d’ells presenta unes
avantatges i unes desavantatges que cal tenir molt en compte a I’hora d’interpretar els resultats.
La utilitzacié simultanea de diversos metodes, amb diferents supdsits i propietats, t€ 1’avantatge
que la deteccié de discrepancies entre ells indica de forma clara punts conflictius de les
filogenies. Els meétodes no ens diran quina és la problematica subjacent a aquella discrepancia,
malgrat que una analisi amb cura de les diferéncies ens pot donar una idea, com sén per
exemple aquells casos en que les diferéncies es deuen a les distancies andmales que presenten
alguns grups d’organimes. El mecanisme inherent d’aquest fet no ens el diran els meétodes
filogentics, si bé aquests indicaran la necessitat d’aprofondir aquests punts, ja sigui ampliant el
nombre d’organismes estudiats per veura si tots presenten la mateixa caracterfstica, o bé
reconsiderar les dades d’aquells organismes que presenten 1’anomalia. Tanmateix, hem pogut
constatar que, demostrada 1’exist2ncia de difergncies en les taxes de canvi en diferents grups
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d’organismes (per tots els tipus de caracters analitzats), els meétodes MP i MQ generen millors
resultats.

10. CONSIDERACIO FINAL

En resum, hem explorat les possibilitats i les limitacions d’utilitzar les dades de proteines
i de seqiiencies del rRNA per resoldre les relacions entre planaries d’aigiies dolces i d’aquestes
amb altres organismes. Tan pels resultats generals com pels que fan referéncia a les relacions
internes dels paludfcoles (fig. 34), els resultats exposats aquf s6n més 0 menys compatibles amb
els esquemes filogendtics proposats pels pocs autors que s’han preocupat d’aquests temes (veura
introducci6). Tanmateix, els metodes utilitzats aqui difereixen dels estudis previs en que han
subministrat dades rigoroses i quantitatives per testar les hipdtesis filogendtiques, han
proporcionat suport a monofilies de grups pobrement definits previament, i han suggerit la
necessitat d’analitzar en profunditat grups abans considerats monofiletics. Aquests resultats
dificilment seran 1'dltima paraula; si bé han permés reformular amb més concrecié velles
qiiestions, plantejant-ne de noves i inicien una nova aproximaci6 a la sistematica d’aquest grup.
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Fig. 34. Arbre resum de totes les filogénies obtingudes en aquest treball. Les longituds dels bragos respecten les
proporcions obtingudes en cada filogenia parcial.
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CONCLUSIONS

S’han estudiat 27 poblacions de Triclads Paludfcoles (F. Platihelminthes, Cl. Turbellaria),
amés d’una especie de 1’ordre Rabdocoela (F. Platihelminthes, Cl. Turbellaria) i una de 1'Ordre
Digenea (F. Platihelminthes, Cl. Trematoda), a nivell proteic (comparaci6 de patrons proteics
totals i per activitats enzimatiques) i de seqiiencies del rRNA 18S, per tal de fer-ne una analisi
filogenetica i sistematica. Alhora, es volia evaluar el valor taxondmic i filogenetic d’aquests
nous caracters emprats. D’aquests estudis en podem estreura tres grups de conclusions:

1. Conclusions sistematiques i filogenétigues.

a) L’estudi de diferents poblacions, biotips i espécies del subgeénere Dugesia
indica: 1) que totes les poblacions de 27 cromosomes s6n formes triploids
de Dugesia (D) sicula; 2) que 1'especie Dugesia biblica (Benazzi i
Banchetti, 1972) és de fet sindnima de Dugesia (D) sicula; i 3) que les
quatre especies presents a la Mediterrania occidental es separen
fileticament, d’acord amb la proposta de De Vries i Sluys (1991) basada
en criteris cladistes, en dos grups molt diferenciats.

b) Les distancies genetiques trobades entre les formes morfoldgiques de
Dugesia (G) tigrina descrits per Ribas ez al. (1989) demostra que aquesta
espécie és clarament politfpica, estant constituida a la Mediterrania
occidental, i més encara a I’area d’origen (Nord America), per diferents
subespécies o fins i tot especies.

¢) La filogénia deduida entre els tres subgeéneres (Dugesia, Schmidtea i
Girardia) de la familia Dugesiidae, mostra una més gran afinitat entre
Dugesia i Schmidtea que entre cada un d’aquests amb Girardia. Aixd és
contrari a la proposta de De Vries i Sluys (1991) basada, al nostre
entendre, en una sinapomorfia incorrecta entre Girardia i Schmidtea.

d) Mentre que la famflia Dugesiidae és clarament homogenia, formant un
grup germa (Dugesioidea) de la superfamflia Planarioidea, 1a familia
Planariidae és clarament un grup parafiletic que demana un estudi urgent
en profunditat. Aquest estudi hauria de contemplar endemés 1’examen de
grups externs com els Marfcola, Terrfcola i els Proseriats.

e) La comparaci6 de les seqiiencies del rRNA 18S entre diferents especies de
platihelmints i altres filums de metazous, demostra amb claredat que
aquest grup és monofilétic i primitiu, constituint el grup germa de tots el
celomats. Aix0 és contrari a les hipdtesis que suposen als platihelmints
com a grup derivat secundariament dels eucelomats per neotnia o
progeénesi.

-120-



CONCLUSIONS

f) Les grans distancies genetiques trobades entre la majoria de taxons dels
platihelmints indiquen la convenieéncia d’elevar el rang taxondmic
d’alguns dels taxons. En particular, caldria elevar a subespécie varies de
les poblacions examinades, elevar a génere els subgéneres del génere
Dugesia, i determinar amb claredat el estatus i rang de la familia
Planariidae.

2. Conclusions biogeografiques.

a) Les dades de diferenciacié gentica i distribucié tant de Dugesia (G)
tigrina com de Dugesia (D) sicula permeten concluir que, contrariament
al que s’ha postulat fins ara (Ball, 1974; Ball i Reynoldson, 1981) han
sofert multiples introduccions a nous habitats probablement com a
conseqiiencia de I'activitat humana. D’aquest fet se n’infereix que la
capacitat migratoria de les planaries d’aigiies dolces és superior a la
atribuida classicament.

b) Les dades de distribucié i divergéncia gendtica de les especies del
subgeénere Dugesia (excloent Dugesia (D) sicula) i del subgenere
Schmidtea poden explicar-se com a conseqiiencia de la histdria geoldgica
de la Mediterrania. Aquest fet implica que 1’aparici6 de 1’heteromorfosi
cromosdmica present a algunes poblacions de Dugesia (S) mediterranea
ha d’ésser un fendmen recurrent.

3. Conclusions metodologiques.

a) Les tres metodologies emprades per analitzar els caracters moleculars han
demostrat ésser eficients i de bona resoluci6 en la inferéncia filogenética
dels platihelmints a diferents nivells taxondmics: 1I'IEE per a nivells
taxondmics baixos, 1’analisi electrofordtica per activitats enzimatiques a
nivells taxondmics superiors fins al de famflia i, finalment, la
seqiienciaci6 del rRNA 18S a nivells taxondmics de rang superior (ordre,
classe, filum) abastant alhora els nivells de familia i inclis el de génere i
subgenere.

b) De les tres metodologies utilitzades en la inferéncia de filogénies la
maxima parsimoOnia i els minims quadrats, i especialment aquesta \ltima,
resulten en inferéncies més fiables, donada 1’observaci6 de 1’existéncia de
variacions en les taxes de canvi per als diferents llinatges tant per a dades
proteiques com dels acids nucleics en els platihelmints.
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