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L’ORIGEN DELS METAZOUS

La vida a la Terra va comengar fa 3.500 milions d’anys (Ma). Aix{ van apareixer
i es van anar succeint una serie de formes de vida procariotes i després eucariotes,
possiblement per associacions simbiotiques de les procariotes (Margulis, 1967, a
Sampedro, 2002), que han sigut el Gnics pobladors de la Terra durant la major part de
la historia de la vida del planeta. El seguient pas, el pas a la multicel.lularitat, va trigar
2.500 Ma en donar-se. Fins fa uns 800 Ma no varen apareixer els primers animals
propiament dits, els Metazous.

Tres teories majoritariament acceptades, entre moltes d’altres, son les que
classicament han explicat 1’origen dels metazous. En principi les tres defensen que

aquells van apareixer a partir de protoctistes amb afinitat animal.

Teoria sincitial ciliada: Segons aquesta teoria, els metazous provenen de sincicis

ciliats (estructures polinucleades ciliades) que van passar de ser polienergides a
estructures mononucleades ciliades. L’estructura polinucleada hauria de tenir
simetria bilateral, ja que tots els ciliats la tenen. La major part de mpodrien haver
derivat segons aquesta teoria, pero, tanmateix, aquesta té certes mancances. Aixi, no
explica perque tots els metazous tenen cel.lules reproductores masculines amb
flagell, i pressuposa que la simetria bilateral és la més primitiva, tot i que se sap que
la radial ho és més (revisat a Baguna i col.laboradors, 2003).

Teoria colonial flagellada: Els metazous es formarien segons aquesta teoria a

partir d’una colonia de protoctistes amb afinitat animal flagellats que temporalment
dividirien les funcions de la colonia, perdent aixi la totipotencia de les cel.lules, i per
tant patint un procés d’especialitzacid. Obtindrien aixi una simetria radial, que
secundariament esdevindria bilateral i assoliria I’organisme una direccionalitat del
moviment que duria a una cefalitzacid. El problema principal d’aquesta teoria és que
no s’han observat protoctistes amb afinitat animal colonials, flagellats, ni amb divisid
temporal del treball.

Teoria polifiletica: Aquesta teoria propugna que els metazous tenen al menys

dos origens diferents, un segons la teoria colonial flagellada, que hauria donat lloc a
esponges i cnidaris, amb dos teixits embrionaris, i un segons la teoria sincitial
ciliada, que hauria donat lloc a la resta de metazous, amb tres teixits embrionaris.

A grans trets, dos son els principals grups d’organismes dins dels metazous: els
Radiata (radials) i els Bilateria (bilaterals). La diversitat trobada als bilaterals és
extraordinariament més amplia que en els radials. Hi ha certs trets caracteristics que
distingeixen aquests dos grans grups. Els més importants es detallen a continuacio:
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Eixos corporals: Els organismes radials (diblastics) només tenen un eix corporal,
I’eix oral-aboral (O/AB). Aquest eix s’extén al llarg del cos del cnidari, des de
I’obertura de la boca cap al peu en el cas dels polips, invertit en el cas de les

meduses. A 1’adquirir la bilateralitat es defineixen, directament, dos nous eixos, no
només 1’antero-posterior (AP), sind també el dorso-ventral (DV). A partir d’ara, els
animals poden direccionar el moviment, desenvolupar noves estructures de captacio
d’informacid i concentrar-les a la part del cos cap on es dona el moviment, presentar
diferencies entre una part dorsal del cos, exposada a 1’ambient, que ara I’ha de
protegir i una de ventral.

Plano o

Plano frontal
o

i itudinal
Eje long| RIS

\/Posremon

ANTERIOR

ABORAL

RADIAL BILATERAL

Fig 1. Comparaci6 entre les simetries Radial (a) i Bilateral(b). Remarqui’s els eixos
i els diferents plans que es poden generar. En endevant anterior sera a 1’esquerra i
dorsal a dalt si no es diu altrament.

Hi ha dues hipotesis majoritaries referents a la relacié entre 1’eix O/AB dels
diblastics i els eixos dels triblastics. La primera resoldria que 1’eix AP dels bilaterals
deriva de 1’eix O/AB de cnidaris, mentre que el DV apareixeria al desplacar-se la
regid oral (en posicid posterior en 1’organisme planuloid que fa el canvi a la
bilateralitat) cap a la regid ventral per esdevenir boca o anus. La segona, al seu torn,
convé que I’eix DV derivaria per compressio del O/AB en un ancestre tipus gastrea,
mentre que 1’eix AP seria de nova formacid al desplagar-se la placa neural apical cap
a la futura part anterior alhora que el blastopor s’elongaria i es tancaria donant la
boca i I’anus.

Cefalitzacio: En el moment en que els animals amb simetria bilateral direccionen
el moviment surgeix la necessitat de centralitzar els receptors d’informacio6 cap a la
banda on I’animal es mou. Aixi és com apareix la regid cefalica, ben diferenciada de
la caudal pel fet que a la primera s’hi concentren la majoria d’organs sensors de
I’animal. En el cas dels diblastics no hi ha cap direccionalitat, donada la seva
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simetria, i per tant, no hi ha una zona de maxima concentraci6 de receptors, sind que
tots es disposen de manera simetrica en el perimetre del cos.

Nombre de capes embrionaries: En els animals radials, també anomenats

diblastics, es distingeixen en I’embrid dues capes de teixit, I’endoderm, que queda a
I’interior de I’embri0, i ’ectoderm, que queda a la banda externa. En els organismes
bilaterals, o triblastics, la blastula es desenvolupa de tal manera que apareix un tercer
teixit embrionari, el mesoderm. Aquest pot derivar de I’endoderm (endomesoderm) o
de I’ectoderm (ectomesoderm). De I’ectoderm es formen 1’epidermis i les seves
estructures derivades (pels, plomes, escates, ungles), el sistema nervios, la part inicial
i final del tub digestiu, 1’epiteli de transicid, i les glandules sudoripares. De
I’endoderm en deriven el teixit respiratori, 1’epiteli gastrointestinal i glandules
accessories a aquest,... El mesoderm dona lloc a teixit conjuntiu, cartilaginds, ossi,
muscular i reproductor (en els diblastics les cel.lules reproductores apareixen de
cel.lules indiferenciades). Els individus que tenen mesoderm presenten, en principi,
una segona cavitat embrionaria, el celoma.

Existencia de celoma: El celoma apareix només en els animals triblastics, ja que

el teixit que el defineix es el mesoderm, i ho pot fer de tres maneres diferents en
diferents organismes: per esquizocelia, per enterocelia o per la via mesenquimatica.
El celoma s’ha usat en diferents animals de tal manera que ha augmentat els seus
avantatges. Algunes de les funcions del celoma son la de fer d’esquelet hidraulic,
facilitar el trasport de substancies, albergar estructures (com organs reproductors,
intesti,...). S’ha vist que el celoma no esta present en tots els tribastics, pero aquest
fet no correspon a una situacid ancestral, sind que hi ha organismes bilaterals que
secundariament I’han perdut (agrupats dins els grups parafiletics dels acelomats i els
pseudocelomats).

FILOGENIA DELS METAZOUS

L’arbre filogenetic dels metazous va estar durant molt de temps inalterat en la
seva estructura basica. Aquest arbre es basava en caracters morfologics i
embriologics, com ara I’existencia de certes estructures com podria ser el celoma, o
bé si es donava segmentacio, o el tipus de clivellament de I’embrid i I’existencia o no
de fases larvaries al desenvolupament. A la base de 1’arbre hi quedaven els Radiats,
cnidaris i ctenofors, i ja dins dels bilaterals hi apareixerien successivament els
acelomats, els pseudocelomats i els eucelomats. Formant part d’aquest Gltim grup hi
hauria tres associacions més, els protostoms per una banda i els Lofoforats
(braquiopodes, briozous i foronids) i els deuterostoms per una altra (fig 2 i 3A).
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Fig 2. Filogenia tradicional basada en caracters morfologics. La caracteristica
fonamental de classificacid és el tipus de celoma present als organismes, i divideix
aquests en acelomats, els més basals, Pseudocelomats, més tardans en I’evolucid, i
finalment Celomats, grup que inclouria Protostomats, Lofoforats i deuterostoms.

(Adoutte i col., 1999)

No obstant aix0, a mitjans anys viutanta i sobre tot en els noranta, hi ha hagut
una tendencia clara a dubtar dels caracters morfologics per fer aquesta filogenia per
diverses raons. Alguns cientifics van creure que els caracters que tradicionalment
s’havien fet servir per classificar els animals no eren realment informatius, ja que, si
bé alguns taxa quedaven clarament posicionats dins de 1’arbre, d’altres prenien una
posicid forca o molt més ambigua. Aixi, es va arribar a la conclusié que 1’evolucid
del celoma, per exemple, no era en absolut com s’havia plantejat anteriorment, és a
dir, no correlacionava amb I’aparicid dels diferents filums, sind6 que era un caracter
plesiomorfic a tots els bilaterals i només secundariament perdut per algun dels
filums. Per tant no era un caracter apte per fer filogenia (Balavoine, 1998). També
caracters com el tipus de clivellament, posicio del sistema nervids i d’altres es van
veure no univocs i, per tant, es va comencgar a dubtar, en alguns cercles, sobre la
veracitat de la classificacio classica dels metazous. Ja que la complexitat no era una
marca de filogenia, calien noves aproximacions per determinar les relacions entre els
filums.

Amb I’extraordinari aven¢ de les tecniques de biologia molecular es va
comengar a plantejar de fer arbres filogenetics basats en les sequencies de gens
obtingudes dels diferents filums. Les sequencies de DNA son, efectivament,
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caracters molt adequats per a aquest menester. Els gens triats a aquest fi existeixen a
tots els metazous, i cada una de les bases pot ser presa com un caracter diferent a
cada un dels grups. Cada cop que apareix una mutacid en una base d’un gen d’una
manera no universal, aquesta base passa a ser informativa del punt de vista
filogenetic. SOn subjectes a seleccid natural i, per tant, la pressio de seleccio els
afecta com als caracters morfologics. Tot i aixo, hi ha alguns problemes que son
inerents a la filogenia molecular. Aixi, cal tenir en compte que no tots els organismes
muten a la mateixa velocitat. Entrem aqui en el problema dels organismes fast-clock.
Aquests organismes tenen una taxa d’evolucid (mutacid) molt més alta que d’altres,
ja que la seva capacitat de mantenir mutacions en el seu genoma ha estat més gran
que en els altres. Els organismes amb taxes de canvi elevades en el gen estudiat
tendeixen a agrupar-se junts a la base dels arbres filogenetics de manera artefactual
en un fenomen conegut com a long branch attraction (Adoutte, 1999). Aixi, aquests
organismes donaran senyals falses a 1’hora de fer inferencies segons les seves
sequencies de DNA, ocupant posicions basals que no els corresponen. Cal doncs
trobar gens que tinguin una taxa d’evoluci6 apropiada.

L’any 1988, Field i col.laboradors varen presentar la primera filogenia molecular
basada en la seqiiencia de la subunitat petita del DNA ribosomal (SSU RNA o 18S
rDNA, des d’ara 18S). La funcid d’aquesta molecula és, en associacidé amb d’altres
rDNAs i proteines, la de formar els ribosomes de la cel.lula. Actualment és la
molecula que s’ha sequienciat a més organismes, ja que s’ha revelat com a molt
informativa des del punt de vista filogenetic. La universalitat, llargada i patr6 de
variacio del gen, alternant parts variables i parts conservades, aporten una eina
poderosa per reconstruir 1’evolucid a gran escala. A més, el procés d’homogenitzacid
de les maltipes copies que existeixen en el genoma aparentment preven qualsevol
problema metodologic derivat de duplicacions geniques (Balavoine, 1998). Diversos
treballs sobre aquesta molecula, basicament, van conduir a una nova filogenia. El
1995, Halayanch i col.laboradors van presentar un treball en el que es definia un nou
grup. Desapareixien els lofoforats com a grup germa dels deuterostoms, i es
posicionaven en canvi dins dels protostoms, formant de fet un nou grup amb el nom
de Lophotrocozoa (lofotrocozous). Aquest nou grup comprenia als antics lofoforats,
ara parafiletics, més els mol.luscs i els anel.lids. Aix{ I’arbre dels bilaterals quedava
dividit en dos grans grups: els protostoms i els deuterostoms. L’any seguent,
Cavalier-Smith i col.laboradors van proposar el monofiletisme del regne animal amb
el seu estudi sobre les esponges usant aquesta mateixa molecula. L’any 1997,
Aguinaldo i col.laboradors van presentar una altra filogénia basada en el 18S en la
que s’agrupava la resta de protostoms en un altre grup, anomenat Ecdysozoa
(ecdisozous). Aquest grup comprén els animals que muden, com artropodes,
nematodes, tardigrads, onicofors, kinorhynchs i priaptlids. Entre d’altres conceptes,
es trencava aqui la llargament admesa relacid entre artropodes i anel.lids basada en el
fet de ser segmentats (agrupats antigament amb el nom d’Articulata). També es
confirmava el fet que organismes celomats i acelomats compartien grups filogenetics
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1 que, per tant, la possessio de celoma era un caracter plesiomorfic als bilaterals. Més
endavant, el treball de de Rosa i col.laboradors (1999) va assentar del tot la nova
filogenia al demostrar que la dotacid de gens Hox de filums critics dins dels
protostoms confirmaven aquelles relacions filogenetiques. Aixi, I’arbre dels
bilaterals va quedar definit en tres grans branques, els deuterostoms per una banda, i
dos grans grups de protostoms, els Lofotrocozous i els ecdisozous (fig 3B).
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Fig 3. Filogenies dels metazous. 1) Filogenia tradicional basada en caracters morfologics.
La caracteristica fonamental de classificacid és el tipus de celoma present als organismes, i
divideix aquests en acelomats, els més basals, pseudocelomats, més tardans en I’evolucid, i
finalment celomats, grup que inclouria protostomats, lofoforats i deuterostoms. 2) Filogenia
basada en dades moleculars. Apareixen els nous grups dels ecdisozous i els lofotrocozous, i
es mantenen els deuterostoms. Cal destacar que la divisid per tipus de celoma no es manté

en absolut en aquesta nova filogenia. Veure text per a discusio. (Adoutte i col., 1999)

Cal dir, pero, que les filogenies basades en la molecula de 18S presenten una
extrema dificultat a resoldre els embrancaments dins dels lofotrocozous o dels
Ecdisozous, ja que han aparegut en una successid historica molt rapida. Aquesta
molecula tampoc no ha pogut resoldre la filogenia dels diblastics. Calia, doncs,
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iniciar filogenies basades en d’altres molecules per tal d’aclarir punts que quedaven
foscos amb el 18S (Adoutte, 2000).

En qualsevol cas, les analisi filogenetiques que es duen a terme actualment
tendeixen a basar-se en les dades moleculars i recolzar-les amb les morfologiques, en
el que s’ha anomenat 1’“evidencia total” (Peterson i Eernisse, 2001). A més, no
només s’estudia la seqiiencia primaria dels gens, si no que també reordenacions
genomiques (com les del genoma mitocondrial), events de transposicid (SINEs i
LINEs), insercions i delecions, dotacions geniques en determinades families
geniques... El problema amb la majoria d’aquesta mena d’evidencies és que cal que
s’hagin donat aquests fenomens en els taxons que s’estudien, fet que no sempre
s’esdevé.

CARACTERISTIQUES DELS BILATERALS

L’objecte d’estudi d’aquesta tesi é€s el punt on els metazous adquireixen la
bilateralitat, un eix que divideix el cos simetricament en dues meitats, I’esquerra i la
dreta. Els organismes bilaterals apareixen després que els radials en 1’escala
evolutiva, per 1’adquisici6 d’una nova caracteristica, una nova capa de teixit
embrionari. Existeixen, com ja s ha explicat anteriorment, diferencies morfologiques
importants dels organismes triblastics respecte als diblastics, a més del nombre de
capes embrionaries: I’existencia de celoma, un digestiu veritable (amb anus i boca) i
un sistema nervios central complex (Lundin, 1999). La caracteristica, pero, que dona
la gran diferencia, el gran salt, als triblastics és, precisament, la bilateralitat.

Tot i que els organismes diblastics han estat poblant la terra des de fa
aproximadament 600 milions d’anys, cap dels descendents d’aquells primers han
desenvolupat cap de les adaptacions que si que han creat els organismes triblastics
(apendixs, esquelets, cervells, ...). Es fa palesa la importancia de 1’aparicid de la
tercera capa embrionaria per crear les maltiples estructures que han fet dels metazous
bilaterals organismes amb una gran capacitat de diversificacio.

L’aparicio dels bilaterals es pot explicar per diferents teories (Balavoine, 1998
(2); Baguna i col.laboradors, 2002). Les quatre més ampliament debatudes

s’expliquen a continuacio:

Teoria aceloid-planuloid: Aquesta teoria hipotetitza que els bilaterals més

primitius haurien estat el planuloid i 1’aceloid. El planuloid es descriu com a un
organisme similar a les larves planules dels actuals cnidaris composat per una capa
epidermica ciliada externa i una capa de massa solida interna de cel.lules entre les
quals hi ha disperses les cel.lules sexuals. Tindria un eix antero-posterior i un organ
sensorial anterior. D’aquest organisme en derivarien els cnidaris i I’aceloid que
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incorporaria estructures diferenciades i que seria similar als actuals acels. D’aquest
aceloid en derivarien, després, els organismes bilaterals.

RESTA BILATERALS

|
Figura 4. Teoria aceloid-planuloid. L ancestre
ACELOID dels organismes bilaterals s’assemblaria a un acel,
qui derivaria al seu temps d’un planuloid similar a
una larva de cnidari (modificat de Balavoine,
1998 (2))

PLANULOID

Teoria de la trochaea: L’ancestre postulat per aquesta teoria tindria un cicle vital
bifasic. Aixi, de la larva microscopica del bilateral primitiu haurien derivat els filums
actuals pseudocelomats i acelomats per progenia, mentre que de 1’adult arquicelomat
ho haurien fet els filums celomats actuals.

Teoria de 1’arqueocelomat: Aquesta teoria postula que 1’ancestre de tots els
bilaterals era un organisme celomat en el que les cavitats celomiques derivarien de

diverticles intestinals semblants als que existeixen als antozous, i que el celoma
apareixeria per enterocelia. Aquesta teoria es una extensid de la teoria de la gastrea
proposada per Haeckel (1874). Segons aquesta teoria el bilateral primitiu tindria
simetria biradial i quatre diverticles intestinals. D’aquest es generaria el bodyplan
fonamental dels bilaterals per elongaci6 de 1’eix bilateral i tancament dels diverticles,

RESTA BILATERALS

|}
@‘i‘
PROTO-CELOMAT
Figura 5. Teoria de 1’arqueocelomat. L’ancestre
l comt als bilaterals €s un protocelomat amb tres

compartiments celomics (protocel, mesocel i
metacel) derivats dels diverticles gastrics d’un
ancestre amb 1’organitzaci6 interna dels actuals
antozous. (modificat de Balavoine, 1998 (2)).

ANCESTRE ANTOZOU-LIKE

10
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que generarien les cavitats celomiques bilaterals. Aquest organisme bilateral primitiu
tenia un endomesoderm derivat d’evaginacions de 1’arquenteron (endoderm), intesti
veritable, un cervell veritable amb cordons nerviosos i un celoma tripartit.

Teoria de 1’Urbilateria: Basant-se en la comparacid de 1’expressid genica en
diferents organismes i en xarxes geniques comparades, aquesta teoria presenta un

ancestre macroscopic, segmentat, celomat, amb apendixs i aparell circulatori, similar
al que presenta la teoria de I’arquicelomat. Es conclou d’aquesta teoria, també, que
els organismes acelomats i pseudocelomats son derivats.

Quines son les caracteristiques de cada un dels grups de bilaterals? Tot i
I’esmentat anteriorment sobre la no univocitat de la morfologia respecte a la
filogenia, si que es poden definir certes caracteristiques tipiques de cada un dels
grups dels bilaterals. En una breu pinzellada es podria dir:

Els Lofotrocozous es caracteritzen fonamentalment per la similaritat en 1’aparell
alimentador (el lofofos, una banda ciliada a la vora de la boca) (tot i que aquest
sembla bé haver aparegut multiples vegades, bé ésser ancestral pero haver estat
perdut en mol.luscs i anel.lids (Halanych, 1995)) i que en els casos en que es
presenta una larva, aquesta és una larva trocofora (d’aqui els ve el nom de
lofotrocozous). A més, es diferencien dels ecdizozous en que en alguns dels primers
I’embrid es forma fent un clivellament en espiral (si bé es cert que no tots els
membres del grup el presenten). Formen aquest grup briozous, entoproctes,
platihelmints, pogonofors, braquiopodes, foronids, nemertins, anel.lids, equiurs,
mol.luscs, sipuncilids, gnatostomalids i rotifers.

Els Ecdisozous prenen els seu nom de 1’ecdisi, o muda, ja que aquest grup
comprén els animals que muden. Aquesta caracteristica hauria aparegut només un
cop al llarg de I’evolucid (Aguinaldo, 1997). Cap dels seus representants té un
desenvolupament que no sigui radial, si bé aquest pot ser molt modificat. Artopodes,
onicofors, tardigrads, nematodes, nematomorfs, priapialids i cefalorincs son els
filums que formen aquest grup (Zrzavy i col.laboradors, 1998; de Rosa i
col.laboradors, 1999)).

Els Deuterostoms agrupen els equinoderms, hemicordats, i cordats (urocordats,
cefalocordats i vertebrats). El seu clivellament és radial, com els d’alguns dels
lofotrocozous. Aixo ha dut a alguns autors a determinar com a 1’opcid més
parsimoniosa que el desenvolupament radial sigui 1’ancestral (Valentine, 1997).
Altres caracteristiques tipiques dels deuterostomats son el tipus de desenvolupament,
classicament indeterminat (implicant que el desti dels blastomers a les primeres
divisions no esta establert irreversiblement), I’existencia d’un anus en posicid
posterior, un mesoderm derivat de 1’arquenteron, aixi com la formaci6 del celoma
per enterocelia (Jessop, 1990 i 1991). S’ha vist que una altra caracteristica

11
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morfologica comuna son les fenadures branquials, presents en algun moment del
desenvolupament (tot i que en el grup dels equinoderms només s’han trobat en una
especie fossil).

QUAN APAREIXEN ELS ORGANISMES BILATERALS?

Tradicionalment es considera que en el periode del Cambric, ara fa 545 milions
d’anys, hi va haver una proliferacidé de formes en el organismes existents que va
donar lloc als 38 tipus de plans corporals (filums) bilaterals que existeixen
actualment. Aquesta rapida diversificacid de formes es va donar en un curt periode
de temps, d’uns 10-20 milions d’anys, que es coneix amb el nom d’“Explosi6
Cambrica”. Es defineix aquest periode com la repentina aparicié d’una fauna
moderna com la trobada al jaciment de Burgess Shale amb simetria bilateral al
periode Cambric (Balavoine 1998). En el registre fossil no s’havien trobat traces de
bilateralitat abans d’aquesta “explosid”. Les marques precambriques que es poden
atribuir a metazous son basicament d’organismes radials. Tot i aixo, algunes troballes
fossils dels finals dels anys noranta apunten a que ja abans del Cambric hi hauria
animals bilaterals, com ha postulat S. Conway Morris (1993, 2000). ;Que va fer que
en un periode tan curt de temps es donés una tan gran varietat de formes? Hi ha
opinions controvertides sobre el moment, la durada i la importancia real de
I’Explosid Cambrica.

Els primers animals sembla que van apareixer uns milions d’anys abans de
I’explosio. Les dades paleontologiques no concorden amb les moleculars respecte al
quan, donant una discrepancia molt notable. Les primeres daten aquest periode en fa
600 Ma, i les moleculars en 1000 M. Aquest desacoblament s’ha argumentat que
seria degut a la mala interpretacid de les dates usant rellotges moleculars, i que la
datacid més acurada seria la basada en el registre fossil (Conway Morris, 1998). Hi
ha dades que apunten a que abans del Cambric ja hi haurien organismes triblastics.
Fins i tot s’ha pensat que no hi ha hagut només una explosidé cambrica, sin6 que cada
un dels tres taxons dels bilaterals (deuterostoms, lofotrocozous i Ecdisozous) ja eren
separats en aquest moment, i que la diversificaid del Cambric es va fer
simultaniament en cada un dels tres grups. Aixi, no parlen de I’Explosié Cambrica
sind de tres Explosions Cambriques (Balavoine, 1998).

Sigui com sigui que va anar, el que esta clar és que en algun moment cap a fa
600Ma es va fer el pas a la bilateralitat, i que van ser aquests organismes els que
després es van diversificar donant la gran majoria de filums actuals, i un gran nombre
de formes i estructures que els diblastics no han pogut oferir.

12
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QUE HI HA A LA BASE DELS BILATERALS ACTUALS?

Amb la filogenia molecular basada en el 18S no només s’ha inferit la divisiod
dels bilaterals en els tres grups que hem vist anteriorment. L’any 1999 Ruiz-Trillo i
col.laboradors varen publicar una filogénia on els acels, cucs plans llargament
debatuts com bé éssent el pas directe de diblastics a tribastics o bé platihelmints
simplificats, quedaven a la base de ’arbre dels bilaterals embrancats com a grup
germa d’aquests (fig 6).
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Fig 6. Arbre filogenetic basat en la molecula del 18S. Els acels apareixen a la base dels
bilaterals, i no pas en el grup dels platihelmints com havien estat classificats per les

filogenies tradicionals. (Ruiz-Trillo i col., 1999)

Aquesta posicio basal dels acels ha estat molt controvertida des d’aleshores.
Nombrosos articles n’han fet referencia, i treballs amb d’altres molecules han donat
suport o han desestimat aquesta idea. Aixi, treballs sobre la molecula let-7
(Pasquinelli i col.laboradors, 2003), o la cadena pesada de la miosina (Ruiz-Trillo i
col.laboradors, 2002) han corroborat el treball amb 18S, mentre que Berney i
col.laboradors (2000) varen posicionar-s’hi en contra en el seu treball realitzat sobre

13



Introduccid

el factor d’elongacio 1-alfa (per una critica sobre aquest treball veure Littlewood,
2001).

En aquesta tesi doctoral s’ha intentat una nova aproximacid per tal d’aclarir si
realment els acels son els actuals descendents dels bilaterals primitius, i per tant no
estan dins del altres tres grups de bilaterals, o si, per contra, son part dels
platihelmints i, per tant, lofotrocozous.

Com s’explicara més endavant, s’ha vist que la historia evolutiva dels gens Hox
esta molt lligada a la dels metazous, i que la sequencia, el nombre i la ordenacid
d’aquests gens en els diferents organismes donen informacid filogenetica de molta
qualitat. Filogenies basades en gens Hox han donat resultats perfectament
compatibles amb la divisid actual dels metazous en els tres grups ja esmentats (de
Rosa i col.laboradors, 1999). Aixi doncs, en aquesta tesi doctoral es va decidir
abordar I’estudi de la posicid filogenetica dels acels des del punt de vista dels gens
Hox. La disciplina que estudia I’evolucid a partir dels gens del desenvolupament es
denomina Evo-Devo. L’Evo-Devo combina 1’embriologia comparada, la
paleontologia, la filogenia molecular i 1’analisi genomica per explicar com els
processos i mecanismes del desenvolupament es modifiquen durant 1’evolucio, i com
aquestes modificacions fan canvis a la morfologia animal i als bodyplans (Holland,
1999).

EVOLUCIO DELS GENS HOX I PARAHOX

Els gens Hox son una familia de gens que codifiquen per reguladors
transcripcionals del desenvolupament i que tenen un domini caracteristic d’uni6 al
DNA anomenat homeodomini. Aquest domini format per 60 aminoacids és codificat
per ’homeobox. Aquests factors de transcripciod es troben en tots els representants del
regne animal (i sOn una sinapomorfia dels metazous (Slack i col.laboradors, 1993).
Durant el desenvolupament dels organismes bilaterals, els gens Hox s’expressen de
manera sequencial al llarg de 1’eix antero-posterior de I’embrid (fenomen conegut
com a colinearitat), definint els territoris al llarg de I’eix. En aquells filums de
bilaterals on s’han estudiat, s’ha trobat que els gens Hox estan organitzats en el
genoma formant un cluster de gens. Aixo €s, els gens estan organitzats de manera
linial i consecutiva en el genoma. Aquesta ordenacio, a més, reflecteix el seu ordre
d’expressid temporal i espaial. Com a mitjana, el cluster Hox als bilaterals té uns deu
gens (tot i que hi ha organismes que en tenen fins a 14 (Ferrier i col.laboradors,
2000) (figura 7).
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Fig 7. Dotacid genica de cada cluster Hox en diferents

grups de metazous. (A partir de Solé i col., 1999)

Els gens del cluster es divideixen en tres grups principals: anteriors (gens 1 a 3),
centrals (gens 4 a 8) i posteriors (gens 9 en endavant). En el cas de vertebrats no
només hi ha un cluster sind que n’hi ha quatre, fruit d’'una o diverses duplicacions
del genoma o de part d’aquest patides per aquest grup. A més, els gens guarden a tots
els animals el mateix ordre, si bé hi ha gens que manquen en alguns dels grups.
L’ordre en el que els gens estan organitzats en el genoma &és 1’ordre en el que els gens
s’expressen al llarg de I’eix A-P en I’embri6 (fenomen conegut com a colinearitat
espaial) i, a més, és el mateix que 1’ordre en el que s’expressen en el temps
(colinearitat temporal). Aixi, els primers gens del cluster s’expressen més d’hora en
I’embrié i a més a la part més anterior d’aquest, mentre que els Gltims gens del
cluster s’expressen més tard en el desenvolupament i a la part posteror de I’embrid.

La gran variaci6 morfologica del regne animal no es deu als gens Hox en ells
mateixos. Com ja s’ha dit, el mateix tipus de gens Hox existeix a protostoms i
deuterostoms, si bé en diferent nombre. A més, I’expressidé d’aquests gens és
conservada en els diferents filums, especificant territoris al llarg de 1’eix antero-
posterior. Aixi doncs, a que es deuen les diferencies morfologiques entre grups? La
visid actual és que el que varia és la regulacio d’aquests gens, i els diferents tipus de
gens downstream dels Hox. S’han proposat quatre maneres on la variacid del patrd
d’expressio dels gens Hox pot dur a canvis evolutius (Gellon i McGinnis, 1998;
Gilbert, 2000):
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Fig 8. Diferents canvis produits en la morfologia dels metazous a partir de canvis en el
nombre, regulaci6 i zones d’expressid dels gens Hox (veure text per discusid). (Gellon
and McGinnis, 1998)

1) Canvis en el nombre de gens Hox- Duu a canvis a nivell de filum, on un
increment en el nombre de gens Hox pot dur a un increment de complexitat. Aquest
podria ser el cas de ’augment de complexitat en els vertebrats a 1’augmentar
considerablement el nombre de gens Hox al tenir 4 clusters.

2) Canvis en els patrons de transcripcid dels Hox entre diferents parts del cos-
Duen a canvis en diferents segments del cos produint diferencies al llarg de 1’eix
antero-posterior. Aixi poden apareixer estructures noves en llocs on abans hi havia
una repeticidé de forma, com passa en els diferents tipus i nombre d’extremitats que
presenten els crustacis degut a la diferent zona d’expressid dels gens Ubx i abdA en
cada un d’ells.

3) Canvis subtils en el patrd de transcripcio dels Hox a una part del cos- Poden
fer que segments que anteriorment havien estat iguals en diferents especies pateixin
especialitzacions i que, de resultes, aquestes diferents especies desenvolupin
diferents estructures en els mateixos segments del cos. Es pot trobar un exemple en la
formacid d’apendixs en dipters i en lepidopters. Distal.les (DIl) a Drosophila
s’expressa als segments cefalics i toracics, 1 no als abdominals ja que abdA i Ubx
I’inhibeixen. En aquells segments on hi ha DI/ apareixen els apendix. El mateix passa
a lepidopters, només que en aquest grup DI/l també s’expressa, tardanament en el
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desenvolupament, en els segments abdominals, i, per tant, els lepidopters també
tenen apendixs abdominals.

4) Canvis en la regulacio6 o la funci6 dels elements downstream dels gens Hox-
Aixi les estructures que apareixen a diferents organismes fortament emparentats
poden patir canvis, com és el cas de la diferencia entre el segon parell d’ales als
lepidopters i els alteris als dipters. En els dos casos, el gen Ultrabithorax (Ubx)
s’expressa al tercer segment toracic. El que determina 1’aparici6 de cada estructura
els dos organismes son els gens regulats per Ubx a cada un d’ells, ja que a
Drosophila i a papallona no son els mateixos ni es regulen de mateixa manera.

La distribucid i nomenclatura dels gens Hox als bilaterals es troben ilustrades a
de Rosa i col.laboradors, 1999 (figura 9).
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Fig 9. Dotaci6 de gens Hox en diferents grups de bilaterals. Dins de cada grup hi ha gens o
posicions aminoacidiques especifiques que poden ajudar a fer una filogenia a partir d’aquests
gens Hox. (de Rosa i col., 1999)
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En el cas dels radials, també existeixen gens Hox, pero el nombre i la
distrubucid genomica és molt diferent. En les esponges (que serien els animals més
primitius) només s’ha trobat un gen, pero la seva sequencia és extraordinariament
semblant a un gen posterior d’ascidia, cosa que fa pensar que pugui tractar-se d’una
contaminacid (Ferrier i Holland, 2001). En hidres, en canvi, si que s’han trobat gens
clarament Hox. Schummer i col.laboradors (1992) proposaven que tres gens (els
homolegs a labial (Hox 1), proboscipédia (Hox2) i abdominal B (Hox posterior)) no
es trobaven lligats en el genoma (pero no es podia determinar si aixo era el caracter
primitiu o bé eren lligats i aquesta caracteristica s’havia perdut secundariament).
Aquests gens només presenten colinearitat de tipus temporal en la regeneracio, pero
no en presenten de cap tipus durant el desenvolupament (Schummer, 1992). Ferrier i
Holland (2001) diuen, no obstant, que hi ha un gen anterior, un hibrid entre central i
posterior, i un posterior, i que aquests si que estan lligats i, a més, també amb el gen
Evx, sempre proper al cluster Hox. Es veu, doncs, que hi ha una mena d’augment de
la complexitat del cluster a mida que augmenta la complexitat de 1’organisme.

Podrien ser els gens Hox els responsables de la gran diversitat trobada en el
Cambric? Abans que res caldria veure quan i com es va originar el cluster Hox. La
idea generalment acceptada és que a partir d’un sol gen es van anar succeint una serie
de duplicacions en tandem fins a obtenir el cluster tal i com és ara. Aquest primer
gen original s’ha anomenat Ur-ProtoHox. L’ Ur-ProtoHox va patir unes duplicacions
en tandem fins que es va obtenir un cluster format per quatre gens (anterior,
PG3/Xlox, central i posterior) en el que s’anomena cluster ProtoHox (Kourakis i
Martindale, 2000; Ferrier i Holland, 2001). Aquest ProtoHox va patir una duplicacio,
1 posterior divergencia, que va resultar en 1’aparicio de dos clusters: el Hox, del que
ja hem parlat, i el ParaHox (Brooke i col.laboradors, 1998). S’ha postulat, atenent a
les caracteristiques dels gens a radials i bilaterals, que aquesta duplicaci6 es va donar
després de la separacid dels dos superfilums. En els bilaterals, ambdos clusters, Hox
i ParaHox, van divergir a partir d’aquest moment de manera independent. El cluster
Hox, com ja s’ha dit, va patir una serie de duplicacions en tandem que van fer que
apareguessin dos gens anteriors a partir del gen ProtoAnterior, un de PG3 a partir del
PG3 al Protocluster, cinc de centrals i dos de posteriors. Aquests nombres varien
segons diveros autors. Les dades anteriors son de Kourakis i Martindale (2000), si bé
de Rosa i col.laboradors (1999) proposen un cluster Hox primitiu d’almenys set
gens, pero de fins a deu. Per altra banda, el cluster ParaHox, cluster germa del Hox,
no només no va patir duplicacions, sin6 que a més no s’ha trobat a cap organisme el
que seria el gen central d’aquest grup. En els animals en els que s’han trobat els gens
germans dels Hox, aquests s’han anomenat Gsh (homoleg al Hox anterior), Xlox
(homoleg al PG3), i Caudal (homoleg als Hox posteriors). La semblanca entre els
diferents homolegs Hox-ParaHox és més gran que entre els gens ortolegs de cada un
dels clusters, corroborant la idea que aquests clusters provenen de la duplicacid del
cluster ProtoHox (Brooke i col.laboradors, 1998). A més, la relacid dels gens Hox i
ParaHox entre ells demostren que un cluster ProtoHox de 4 gens, i no un amb tres
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que després en guanya un al cluster Hox, és el correcte (Kourakis i Martindale,
2000). La evolucio dels clusters Hox i ParaHox s’ilustra a la figura 10.

Ur-ProtoHox gene
Nodel

PGL-8/
Gsx/Xlox
precursor
Node2

PC3-8/Xlox
precursar

Node3 Ancestor before Hox/ParaHox split
PGE-13/Cdx  — &
Precursor ’
- T - & ProwoHo cluster
anlerie Hood Kl cedilral posleria
[precursar Protostome/deuterostome ancestor
Noded
3
T Hox cluster
i 3 3 i 5 B4 ¥
- = — ot ParaHox cluster
anerior Kb <canl poilerike 5
Gsx Hoxl Hox2 Xlox Hox3 central Hoxd Hox3 Hoxt Hox7 Hox8 edx Hox9 Hoxld

ParaHox

Fig 10. Possible evoluci6 dels complexes genics Hox i ParaHox a partir d’un gen ancestral
comi anomenat Ur-ProtoHox. Es proposa un complex ProtoHox de 4 gens (anterior, PG3,
central i posterior) previ a la duplicacidé que dona els complexes Hox i ParaHox, i es dona un
model per a la dotacid de cada cluster abans de la separacid de protostomats i deuterostomats.
(Martindale i Kourakis, 2000)

El lligament en cluster dels tres gens ParaHox només s’ha demostrat a I’amfiox
en una zona d’unes 33 kilobases (Brooke i col.laboradors 1998). En el cefalocordat
s’ha vist que I’expressid dels gens ParaHox també presenta el fenomen de la
colinearitat, i sembla que aquests gens també especifiquen territoris al llarg de I’eix
A-P. En altres organismes s’han trobat els tres gens, com é&s el cas de ratoli o
humans, on, a més, s’ha trobat més d’un cluster. En cada un dels clusters hi ha
diferent nombre de gens. Aixi, es veu en els gens ParaHox una tendencia igual a la
que es troba en els Hox de vertebrats, on també hi ha més d’un cluster. Fins 1’any
2001 no s’havien trobat els tres gens a cap organisme protostom (hi havia, per
exemple, Cad i Gsh (ind) a Drosophila (Weiss i col.laboradors, 1998), o Xlox i Cad a
Discocelis (Tauler, tesi doctoral), pero no els tres alhora). Aquell any es va publicar,
tot i que sense lligament, el cluster ParaHox d’un sipuncilid (filum protostomat)
(Ferrier i Holland, 2001). Fins el moment els gens ParaHox publicats estan
representants en la figura 11:
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Fig 11. Dotacid genica del cluster ParaHox a diferents grups de bilaterals.
Cal notar que I’absencia d’alguns gens en alguns dels grups es pot
assimilar al fet que no s’hagin clonat encara tant com al fet que s hagin

perdut.

A T’inici d’aquesta tesi encara no s’havia adscrit de manera inequivoca cap gen
dels trobats a cnidari en un dels grups de Hox ni de ParaHox, ni s’havia determinat
encara que les dades de sequencia dels gens trobats responien a caracteristiques
exclusivament Hox. Aquest buit d’informacid feia pensar que la duplicacié del
cluster ProtoHox en dos s’havia donat ja entre els bilaterals, si no fos fins i tot que el
mateix gen Ur-ProtoHox no hagués estat encara present en els primers bilaterals.
Aixi, la idea primera fou de buscar el Protocluster o I’Ur-ProtoHox en els acels,
donada la seva possible ubicacid en la base dels bilaterals. No obstant aixo, al cap de
pocs mesos es van publicar els primers resultats complerts i irrefutables de Hox en
diblastics, i no només aixo, sind que fins i tot quedava pales que ja en aquest grup hi
havia gens dels dos tipus, Hox i ParaHox. Aixo si, no hi havia una gran representacio
de gens. Fins ara en cnidaris s han trobat els tres gens Hox ja comentats anteriorment
i dos ParaHox, Caudal i Gsh. Aquestes dades apunten a que la separacid dels dos
clusters es va donar no només abans de la divergencia dels tres llinatges de bilaterals,
sind ja abans de la separacid dels radials i els bilaterals (fig 12) i, per tant, de
I’evolucid de I’eix antero-posterior dels bilaterals. Quedava clar, doncs, que no
podiem esperar trobar el Protocluster en els acels.
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Fig 12. La separacid dels llinatges de cnidari i bilaterals va succeir
després de I’aparicid dels clusters Hox i ParaHox, i cada un dels
clusters van patir una evolucid diferent en els dos llinatges. (Ferrier i
Holland, 2001)

FILOGENIA BASADA EN GENS HOX

Tots els gens ParaHox que s’han trobat fins ara han resultat ser extremadament
similars als organismes de diferents filums i de diferents clades. Ara bé, els gens Hox
han patit algunes de les seves duplicacions o bé alguna modificacid dins d’algun dels
clades, fent que tinguin caracteristiques diferents en diferents grups.

Els gens Hox tenen un paper clau en la formacio del patr6 antero-posterior en els
bilaterals (Carrol, 1995). La conservacio de la colinearitat i de la funcié en I’embrio
dels gens Hox demostren que el paper d’aquest cluster en la formacid del patr6 axial
va apareixer abans de la divergencia de protostoms i deuterostoms. La reconstruccid
de la historia evolutiva d’aquesta familia genica és, per tant, de gran interés per
entendre ’evolucid dels plans corporals bilaterals i la relacid entre complexitat
morfologica i genetica. Hi ha dotacions de gens Hox compartides per diferents
subgrups de bilaterals. S’ha vist que cada un dels tres superfilums de bilaterals
(lofotrocozous, Ecdisozous i deuterostoms) té€ gens Hox caracteristics. S’ha postulat
que trobar gens Hox tipics d’un o altre grup a un organisme particular reflecteix
d’adscripcio d’aquest organisme en aquell grup. Aixi, per exemple, s’han trobat un
parell de gens posteriors (abdominal-B-like) a Lofotrocozous, mentre que se n’ha
trobat un de diferent a Ecdizozous. A més, cap d’aquests gens posteriors s’ha pogut
relacionar amb els gens posteriors de deuterostoms. Aixi mateix, els lofotrocozous es
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caracteritzen per la presencia de gens centrals Lox5, Lox2 i Lox 4, no presents a
Ecdisozous, mentre que a aquests Gltims hi ha els gens centrals Ubx i Abd-A. Si es
trobés en un animal un d’aquests gens en concret se’l podria adscriure, doncs, al grup
en el que els gens li son iguals. No tots els animals d’un grup determinat presenten
tots els gens caracteristics d’aquest grup, pero el trobar un gen “marcador” d’algun
d’aquest grups recolza la inclusid d’aquest animals dins aquell grup (de Rosa i
col.laboradors, 1999).

A més, de la comparacid de la dotacid de gens compartida pels integrants dels
diferents grups es poden inferir com serien els clusters Hox dels ancestres en aquests
grups. Aixi, als primitius lofotrocozous s’ha proposat que hi hauria un cluster d’uns
10 gens, mentre que als primitius Ecdisozous al menys 8. De la mateixa manera es
proposa que 1’ancestre comi als protostoms tindria al menys 8 gens, i el cluster de
I’ancestre com dels bilaterals seria de, al menys, 7 gens (lab/HoxI, pb/Hox2, Hox3,
Dfd/Hox4, Scr/Hox35, gen central, gen posterior) (de Rosa i col.laboradors, 1999).

No només la regid de I’homeobox (la més conservada) dels gens Hox ens dona
pistes per adscriure un animal dins d’un o altre superfilum. Hi ha sequencies
flanquejans a I’homeobox d’alguns dels gens Hox que també permeten discernir entre
grups. Els residus de dins i fora les sequencies que ens permeten veure les diferencies
entre els diferents clades s’anomenen “signatures moleculars”. Kobayashy i
col.laboradors (1999) van usar un peptid contingut a la regié carboxi-terminal del
gen antp (0 Lox5) anomenat “spiralian peptide” (Bayascas i col.laboradors, 1998) per
adscriure els dicemids (organismes d’adscripcid filogenetica molt controvertida fins
aleshores) dins del grup dels lofotrocozous. Aquest “spiralian peptide” ha estat trobat
només en el gen Lox5 de lofotrocozous, i mai en 1’homoleg a deuterostoms ni
ecdisozous ni en cap altre gen. Hi ha altres exemples de signatures moleculars. Per
exemple, un altre peptid a 5° del gen Ubx que només es troba a protostoms. Telford
(2000), pero, dona arguments a tenir en compte al fer aquestes comparacions de
signatures moleculars. Cal recordar que només els caracters derivats, les
sinapomorfies, son valids per unir clades. Donat que no hi ha un out-group sobre el
qual determinar la seqiiencia original dels gens Hox (ja que, com ja s’ha vist, fins i
tot els cnidaris tenen gens Hox), cal anar molt en compte ja que les signatures
moleculars no es poden provar derivades. Tot i aixo, també dona una solucid a aquest
problema. Si es té en compte que els gens Hox venen d’una duplicacid en un ancestre
comd, es poden usar comparacions entre gens paralegs per determinar quin era I’estat
ancestral per a cada aminoacid. Els aminoacids compartits amb 1’out-group (i.e. gens
paralegs) sOn ancestrals, i els no compartits ni amb els gens paralegs ni amb els
ortolegs son derivats i, per tant, aptes per fer filogeénies. En el cas del gen Lox5 sobre
el que es basava I’estudi de Kobayashi, Telford va poder trobar dos aminoacids
derivats que suportaven 1’adscripcio dels dicemids en els lofotrocozous.
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Respecte al paper dels gens Hox i ParaHox en I’explosid cambrica, si bé en un
inici es va proposar que aquests tenien un paper clar en aquesta (Brooke i
col.laboradors, 1998), dades més recents apunten a que varen ser altres les raons
d’aquesta explosiO, ja que els dos complexes ja existien abans d’aquest periode
(Ferrier i Holland, 2001). Es discutira més ampliament aquesta relacid en la
Discussid General d’aquesta tesi. Tot i aixo, cal dir que sembla que I’expansid
central dels gens Hox en general, i les duplicacions del cluster Hox en els
deuterostomats en particular si que estarien correlacionades amb I’evolucid d’aquests
grups a partir de I’Explosié6 Cambrica (Brooke i col.laboradors, 1998).

CARACTERISTIQUES DELS ACELS

Després de les proves filogenetiques aportades per Ruiz-Trillo i col.laboradors
(1999) segons les quals les acels eren els animals que queden a la base dels
organismes bilaterals, es va decidir aillar i caracteritzar els gens Hox i ParaHox
d’aquests animals per provar una aproximacid des de la perspectiva de I’Evo-Devo a
aquesta questo.

L’ordre acels és un grup morfologicament divers de cucs de mida petita (0.5-
10mm de longitud), de cos tou i ovalat, sense estructures superficials evidents com
ara apendixs o marques especials, acelomats i que predominantment ocupen habitats
marins. Deuen el seu nom a la manca d’una cavitat digestiva definida on la boca (en
posicio ventral mitja) s’obre al parenquima (endoderm) representat per una massa de
teixit no epitelial amb elements de tipus sincitial i cel.lulars (Smith i Tyler, 1985).
Aquesta boca és dificil de veure, ja que en la majoria d’especies és un simple tall en
la capa epitelial externa tancada per uns esfinters musculars.

Els acels son els components més nombrosos del grup acelomorfs (acels i
nemertodermatides) i, basat en la filogeénia tradicional, un dels onze ordres de
turbelaris, dins del filum dels platihelmints. Aquest clade no compta amb
sinapomorfies amb la resta del filum excepte, potser, la presencia de neoblasts
(Rieger, 2001). Tot i que la seva posicid en I’arbre filogenetic esta molt
controvertida, com s’ha exposat més amunt, no hi ha dubtes del seu monofiletsime.

La paret corporal dels acels consisteix d’'una monocapa d’epidermis ciliada i de
capes complexes de musculatura circular, longitudinal i diagonal. Aquesta envolta el
parenquima cel.lular periferic, que inclou teixits mesodermics a més de musculatura i
estructures reproductives. No només els manca una cavitat corporal, com és el cas de
tots els platihelmints, sind que no tenen una cavitat digestiva amb un recobriment de
cel.lules epitelials. La digestio es duu a terme a la part central del cos, en un teixit
que presenta citoplasmes vacuolats i nuclis dispersos. Aquest teixit esta rodejat d’un
de més dens, el parenquima periferic, en el qual estan distribuits els pseudo-organs
que fan el sistema reproductiu hermafrodita. Aquest sistema hermafrodita esta format
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per algunes estructures reproductives accessories de complexitat variable i per ous en
desenvolupament i esperma biflagellat, que no es formen en organs reproductius
veritables. Cap de les especies d’acel té oviductes. El sistema nervios esta organitzat
com una xarxa comissural i no com cordons nerviosos ganglionars, i esta relacionat
amb un estatocist prominent que es localitza a la part anterior de ’animal. En
algunes especies d’acel tot o part del teixit nervidos no és dins del parenquima prop de
les cel.lules musculars de la paret externa, sind barrejat amb les bases de les cel.lules
epitelials exteriors. Estudis histoquimics del SNC a diferents especies de
platihelmints suggereixen que el cervell dels acels no és homoleg al d’altres especies
d’aquest grup (Reuter i col.laboradors, 1998). Els acels no tenen protonefridis (Henry
1 col.laboradors, 2000).

st

€s

sh

cop

cv

Figura 13. Estructura interna dels acels (A) i nemertodermatides (B), on es

remarca els ous (e), I'estatocist (st) i la boca (m). Modificat de Tyler, pagina web.

Els acels comparteixen una serie d’autapomorfies com ara I’existencia d’arrels
ciliars complexes amb dos conexions laterals, un estatocist tipic que només conté un
estatolit, parenquima digestiu, espermatozous amb dos axonemes incorporats i
cel.lules receptores epidermiques ciliades amb un sistema d’arrels ciliars
especialitzat. Comparteixen amb els nemertodermatides la presencia dels cossos
pulsants, cel.lules epitelials danyades o desgastades que s’internalitzen i es
digereixen enlloc de ser expulsades. A més, el seu patr6 de clivellament espiral és
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tipicament en duets (Henry i col.laboradors, 2000), enlloc de formar-se quartets de
cel.lules. Aquest caracter també sembla ser compartit amb els nemertodermatides
(Hooge, 2002). Un esquema d’aquest sistema de clivellament esta representat en la
figura 14. Un quart dels filums d’invertebrats actuals presenten clivellament en
espiral i un mapa de destins cel.lular conservat. El patrd de clivellament d’acels
(estudiat en I’especie Neochildia fusca) és absolutament diferent de qualsevol
programa filum-especific. Diverses consideracions argumentades a Henry i
col.laboradors (2000) fan dificil de relacionar els patrons de clivellament espiral en
duet i quartet. Aquests autors proposen que el clivellament en espiral va apareixer a
partir d’una forma de clivellament radial o biradial, caracteristiques dels programes
de clivellament més primitius als metazous.
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Fig 14. Comparaci6 del clivellament en duet de ’embri6 de 1’acel Neochildia fusca,
caracteristica diferencial d’aquest grup, i clivellament en quartets, tipic en el
desenvolupament espiral. Primera fila: Vista del pol animal d’un desenvolupament
espiral en quartets. Segona fila: Vista lateral del desenvolupament en duet de 1’acel.
Tercera fila: Vista del pol animal del desenvolupament en duet de 1’acel (comparable a
la primera fila). A més del fet de desenvolupar duets enlloc de quartets, I’acel té altres
caracteristiques diferencials, com ara que no hi ha alternancia de divisions en sentit
horari i antihorari, o bé que no forma ectomesoderm, fets ambdos que si es donen en el

desenvolupament espiral tipic en quartets. (Henry i col., 2000)
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Existeixen 332 especies d’acels agrupades en 18 families (Tyler i Bush, 2001),
com es recull a la taula 1. Aquesta agrupacio i la filogenia actual dels acels es basa
sobre tot en caracters morfologics, i especialment en la distribucid de la musculatura
i la ultraestructura dels espermatozous.

Familia Nombre d'especies
descrites
Actinoposthiidae Dorjes, 1968 43
Anaperidae Dorjes, 1968 12
Antigonariidae Dorjes, 1968 1
Antroposthiidae Faubel, 1976 7
Childiiae Dérjes, 1968 1
Convolutidae Graff, 1905 126
Diopisthoporidae Westblad, 1940 4
Hallangidae Westblad, 1946 2
Haptoposthiidae Westblad, 1948 41
Hofsteniidae Bock, 1923 6
Mecynostomidae Dorjes, 1968 33
Nadinidae Dorjes, 1968 3
Otocelididae Westblad, 1948 18
Paratomellidae Dorjes, 1966 3
Proporidae Graff, 1882 5
Sagittiferidae Kostenko & Mamakaev, 17
1990

Solenofilomorphidae Dérjes, 1968 9
Taurididae Kostenko, 1989 1

Taula 1. Relacio6 de les families d’acels i el nombre d’especies de cada una. Les families

en que estan les especies amb les que s’ha treballat es marquen en blau. (Segons Hooge,
2002)

Estudis filogenetics de 1’ordre acels basats en caracters morfologics han donat
evidencies que el genere Paratomella és el grup germa de la resta d’acels, els
anomenats Euacoela. Les proves realitzades amb el 18S (Ruiz-Trillo i col.laboradors,
1999) demostraven que els acels eren monofiletics, i a més les taxes de substitucid de
Paratomela rubra eren les més baixes de tot el grup. Paratomela rubra era, doncs,
un bon representant dels acels sobre el qual fer les inferencies filogenetiques, ja que
era un acel basal (Figura 15).
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Paratomellidae
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Haploposthiidae
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Actinoposthiidae
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Fig 15. Arbre filogenetic de les families més importants d’acels adaptat de
Hooge i col.laboradors, 2002. En blau s’han resaltat les families a les que
s’adscriuen les tres especies d’acel usades en aquest treball
(Paratomellidae per Paratomela rubra, Sagittiferidae per Symsagittifera

roscoffensis i Convolutidae per Neochildia fusca).

En aquest estudi s’han utilitzat tres especies diferents d’acels: Paratomela rubra,
Symsagittifera roscoffensis (abans Convoluta roscoffensis, i abreujada com a Cr per
donar nom als gens) i Neochildia fusca. A continuacid es descriuen les dues especies
de les quals s’ha tingut accés a animals vius:

Symsagittifera roscoffensis

Els acels son animals marins de vida lliure que es distribueixen en els diferents
mars i oceans del mon. Symsagittifera roscoffensis és un organisme descrit
primerament a les costes de la Bretanya francesa, tot i que es poden trobar en altres
mars i oceans. Son animals triblastics, amb simetria bilateral, amb polaritzacid
anteroposterior, de mida petita, d’entre un i tres milimetres de llargada, i d’un color
verd fosc caracteristic. Es un animal eminentment gregari que habita en el sol mar{
en zones amb marea. L’estructura corporal és extremadament senzilla. Allargats i
plans, neden direccionalment amb els costats del cos replegats cap a sota de la
superficie d’aquest, fent que adoptin una forma aproximadament cilindrica. La
superficie del cos esta recoberta de cilis (projeccions protoplasmatiques de les
cel.lules superficials) que serveixen a I’animal per propulsar-se al nedar.
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Fig 16. Imatges al microscopi electronic de rastreig d’un adult de Symsagittifera roscoffensis amb la
tipica forma enrotllada que adopten els animals al nedar (150x), i detall de la superficie corporal, on es

poden veure els cilis (4000x) (Fotografies: Eva Jiménez).

Tenen un sistema nervids ben definit, i organs sensorials eficients. Aixi, es
poden distingir a la part anterior, o cap, dos ulls, cadascun dels quals es mostra com
una taca petitissima de pigment taronja que €s sota teixit nervids, que li serveix a
I’animal per distingir diferents intensitats de llum. Aquesta funcid en Symsagittifera
roscoffensis és ben important, com es descriura més endevant al parlar de les seves
cel.lules verdes. A més dels dos ulls principals, conten també amb una serie de
glandules pigmentades taronges distribuides al llarg de tot el cos, que provablement
siguin utilitzades com a ulls accessoris. Entre mig dels dos ulls principals s’hi troba
I’otocist, estructura epidermica més evident a I’observar un individu. Aquest otocist
€s un organ que li serveix per detectar canvis gravitacionals, o el que és el mateix, li
permet determinar en tot moment el que és “a dalt” i el que és ““a baix”.

Fig 17. Dibuix d’un adult de Symsagittifera roscoffensis on es
poden observar diferents estructures superficials com els ulls (oc) i
I’otocist (ot). (Keeble, 1910)
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Symsagittifera roscoffensis té un sistema muscular ben desenvolupat, que al
contraure voluntariament fa que es generi el moviment. El sistema digestiu és bastant
primitiu, amb una boca ben desenvolupada a la part ventral, més a prop del cap que
de la cua. No té un tub digestiu diferenciat, el menjar passa a vacuoles dins els teixits
on és digerit. No té aparell excretor. Els residus no digerits queden dins el cos
acumulats en els teixits fins que es truen per qualsevol part del cos, generalment per
la part més posterior. No hi ha sistema circulatori. Els materials nutritius passen de
cel.lula a cel.lula.

Ara bé, el que és més caracteristic i que fa de
Symsagittifera roscoffensis un animal tan interessant a
nivell biologic, deixant de banda la seva possible posicid (.
filogenetica, és la presencia, entre les seves propies, en

fileres regulars i molt properes, just a sota de la superficie
corporal, d’unes cel.lules de procedencia algal que van fer

) ) Fig 18. Platymonas
que aquest animal fos catalogat pels naturalistes del segle convolutae. Foto al

dinou com a animals-plantes. En efecte, aquestes cel.lules ~ microscopi optic, 40x.

. er Eva Jiménez
verdes deuen el seu color a la clorofila que contenen, en P

cloroplasts, com qualsevol cel.lua verda vegetal. Aquestes

cel.lules son capaces de fer la fotosintesi, fet aprofitat per 1’animal que les conté per
alimentar-se. Aixi, ens trobem davant d’una simbiosi entre les algues (Platymonas
convolutae) 1 I’animal. L’animal li proporciona un vehicle a I’alga capa la llum, i
I’alga fa de productor primari interior a I’animal. Cal puntualitzar que és només en
I’animal adult que es troben aquestes cel.lules vegetals. Més endavant, en descriure
el desenvolupament, es parlara de I’adquisicid d’aquestes cel.lules.

Mirem per un instant I’etologia d’aquest animal, que si curiosa, és ben facil
d’entendre sota els coneixement de simbiosi que hem explicat. Symsagittifera
roscoffensis viu, ja s’ha comentat, en zones sotmeses a marees. Durant la marea alta
els animals resten just a sota de la superficie de la sorra, a I’abric de ser escombrats
per les onades. Tan bon punt la marea ha baixat els animals surten de la sorra, on es
queden al bassal d’aigua que ha deixat la marea en la superficie irregular del fons
sorrenc. Es troben aleshores en cadascun d’aquests bassals milers i milers d’animals
que queden exposats a la llum del sol. Aixi les algues poden fotosintetitzar. Queda
clara ara la funcio6 tant dels ulls (que dirigeixen I’animal cap a la llum) com de
I’otocist (que li permet saber cap a on ha de sortir per trobar el sol un cop la marea ha
baixat). No és objectiu d’aquesta tesi descriure 1’etiologia d’aquests animals, tot i que
és absolutament fascinadora i ens permet veure un cop més que la natura és capag
d’enginyar formes de vida que mai cap ment humana podria haver dissenyat. Aix{
doncs, recomanaré la lectura d’un llibre que explica aquesta curiosa forma de vida, i
que no ha deixat de sorprendre’m a cada moment: Plant-Animals, a study in
symbiosis (Keeble, 1910).
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Symsagittifera roscoffensis és un animal
hermafrodita. Els ous, prou grans per ser distingits
sota el microscopi dins de 1I’animal en fase famella,
son fertilitzats dins del cos per espermatozous d’un
altre individu. Després de la fertilitzacid, els ous es
descarreguen en grups de 8 a 15 (postes). Al sortir
Fig 19. Ous a 'interior de del cos queden recoberts per una capsula
I'adult de Symsagittifera transparent secretada per glandules que hi ha a la
roscoffensis.. Microscopi .
optic, 10x. Foto: Eva Jiménez ~ superficie de la pell. Queda, doncs, una esfera

transparent petitissima distingible a simple vista. A

la natura, la posta dels ous dura una setmana.
Després d’aquest periode, i relacionat amb el fenomen de les marees que és el que
condiciona la vida d’aquests animals, encara que quedin animals amb ous madurs, el
procés es para. Generalment els ous surten del cos del pare continguts en una capsula
gelatinosa com, que engloba els diferents ous de la posta i els manté agrupats. La
posta sol trencar teixits del pare. En aquest cas, I’animal es pot partir pel mig, i la
part anterior pot curar la ferida, comportar-se com un animal intacte, i regenerar
després les parts que li falten. La part posterior no regenera. Cap a quatre dies
després de la posta el juvenil que hi ha dins de cada ou es comenca a moure
activament dins la seva capsula individual. Entre els dies cinc i set després de la
posta les membranes es parteixen i els individus juvenils queden lliures dins la
membrana gelatinosa comi. En aquesta neden lliurement durant un temps, fins que
finalment la trenquen i els animals juvenils queden nedant en 1’aigua. Aquests
animals juvenils no tenen cel.lules verdes. Fins a arribar a la fase de maduresa,
aquests animals menjen voracment (diatomees, algues unicel.lulars, espores,...).
Quan son adults, com ja s’ha explicat, aquests animals deixen de menjar, i passen a
alimentar-se gracies a les algues simbionts. Quan ja son vells, digereixen les cel.lules
verdes, fins que al final moren.

L’adquisicid per part dels individus juvenils de les algues simbionts es dona com
segueix. Després d’un o dos dies de vida lliure, les algues son adquirides per
I’animal, si bé la bibliografia no és molt clara respecte a la manera com passen dins
el cos. La opcid més plausible és que son ingerides per I’individu juvenil, que s’esta
alimentant activament, pero que al no haver-hi un aparell digestiu aquestes algues
passen al parenquima de I’animal, on, a diferencia d’altres organismes que aquest ha
ingerit, son capaces de reproduir-se. Aixi doncs, un cop unes poques de les algues
han passat a dins de I’animal, aquestes es divideixen fins a formar les fileres que
seran ja definitives en els teixits de 1’adult. Quan les algues estan ben assentades i
han ocupat el lloc que els correspon, I’animal comenga a viure d’aquestes, i deixa
d’alimentar-se activament. S’ha vist que només en el cas que la colonitzacid per les
algues és feta, I’animal segueix el seu desenvolupament i reproduccié normals. Si es
priva a I’animal de 1’alga en el moment en que aquesta ha de passar a formar la
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simbiosi, el primer para igualment la seva alimentacid activa, no segueix el seu
desenvolupament normal, no es fa adult, no és capag de fer ous i mor.

Paratomella rubra

Es va comencar aquest treball sobre Paratomella rubra, especie objecte de
I’estudi de Ruiz-Trillo i col.laboradors. Tot i que aquest era I’organisme amb les
taxes de subtitucid més baixes en les seves sequencies, la dificultat d’aconseguir
indivius va fer que no fos el principal organisme d’estudi d’aquesta tesi. Aquest acel
presenta una coloracid vermella, degut al fet que conté un pigment vermell similar a
I’hemoglobina. A diferencia de Symsagittifera roscoffensis, aquests animals viuen
sempre sota les aigies, ja que a la zona on viuen no hi ha efectes de marea prou
importants per deixar-los al descobert i necessiten d’un substrat fi. L’estructura
d’aquests animals és semblant a la de Symsagittifera roscoffensis; petits, allargats i
plans, també es poden distingir ulls i ’otocist a la seva superficie. Tot i aixo,
Paratomella té caracteristiques no descrites o inusuals a d’altres acels. S’ha descrit
que té una reproduccid assexual per paratomia i que presenta un sistema glandular
complicat en forma de canals a la regio periferica del cos. També es va descriure
I’existencia d’hepatocilis caudals, un sistema digestiu cel.lular enlloc de sincitial, un
complex glandular frontal amb tres menes especials de cel.lules glandulars enlloc
d’un organ frontal, un estatocist sense capsula i I’existencia de protonefridis (Ehlers,
1992)

Figura 20. Individu adult de 1'acel Paratomella rubra. Foto al microscopi

optic, 40x
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ELS ALTRES ACELOMOREFS, ELS NEMERTODERMATIDES

Ja s’ha comentat anteriorment que els acels sOn els principals representants dels
Acelomorpha, grup que formen juntament amb els nemertodermatides (Ax, 1996,).
Després de I’estudi de Ruiz-Trillo i col.laboradors (1999) molts van ser els grups que
varen dubtar dels resultats obtinguts. Un dels majors arguments en contra de la
posicid basal dels acels va ser que el seu grup germa, els nemertodermatides, no
quedaven junt als acels en I’arbre construit segons el 18S. Era clar que les proves
tradicionals morfologiques deixaven pocs dubtes sobre la relacid dels acels i els
nemertodermatides.

Aquest problema va quedar contestat poc després en un article de Jondelius i
col.laboradors (2002) en el que també amb sequencies de 18S els acels i els
nemertodermatides quedaven a la base dels bilaterals, si bé es cert que no de manera
monofiletica. Tot i aixo, un xic més tard va apareixer una filogenia basada en la
cadena pesada de la miosina (Ruiz-Trillo i col.laboradors, 2002) segons la qual els
acels (Symsagittifera roscoffensis, Convoluta convoluta i Paratomela rubra) i
nemertodermatides (Nemertoderma westbladi) usats en 1’estudi quedaven junts
formant un grup monofiletic a la base dels bilaterals.

L’ordre nemertodermatid inclou tres generes: Nemertoderma, Meara i
Flagellophora. Els nemertodermatides tenen una morfologia molt similar a la dels
acels, amb qui comparteixen 1’habitat. Aixo fa que sigui molt dificil d’aillar-los
d’una mostra de sol amb garanties que el que s’estigui triant sigui realment un
nemertodermatid. S’han proposat tres sinapomorfies pels acelomorfs: una xarxa
formada per de cilis epidermics en la qual s’observa una discontinuitat terminal, una
estructuracidé complexa de les arrels ciliars i I’absencia de portonefridis (Ax, 1996).
Tot i aix0, s’han determinat algunes autapomorfies pels nemertodermatides, com ara
I’existencia d’un estatocist amb diverses cel.lules parietals i dos estatolits, o bé
espermatozous monoflagellats amb prominents derivats mitocondrics. També la
presencia d’una cavitat intestinal durant al menys part de la seva vida els diferencia
dels acels. Les especies de Nemertoderma i Flagellophora conegudes son de vida
lliure sublitoral, mentre que Meara és parasit de les holottries. La mida d’aquests
animals varia entre entre 0.5 i 3 mm. La majoria d’especies d’aquest grup tenen
forma ovalada.

El tracte digestiu és una cavitat variable recoberta de per un epiteli que esta
format per dos tipus diferents de cel.lules, que s’anomenen cel.lules ameboides
digestives i cel.lules glandulars “kornerkolben”. Aquestes cel.lules glandulars son un
tret caracteristic de 1’ordre. La boca es troba en posicié ventral, i en la majoria de
casos presenta una estructura invaginada de I’epiteli als extrems, si bé hi ha especies
que no presenten cap mena de diferenciacid6 més que el simple tall. El sistema
nervids dels nemertodermatides és epitelial o subepitelial. El centre cerebral no és
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més que una massa nerviosa anterior associada a I’epiteli. També associats amb
I’epiteli hi ha al llarg de tot el cos plexes nerviosos difusos. A part de I’estatocist no
es poden observar altres estructures sensitives. El sistema reproductiu en aquest
grups és simple i semblant al dels acels. Nemertoderma no té organs reproductius
femenins. El porus masculi és situat a la part posterior del cos, en posicid ventral
Flagellophora i en posicid terminal a Nemertoderma i Meara. En Nemertoderma es
distingeix un antre masculi llarg amb una vesicula seminal i glandules associades.

Fig 21. Nemertoderma westbladi. Foto: Ulf Jondelius
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Objectius

Donades les preguntes ;que hi ha a la base dels organismes bilaterals? i ;quin és
I’ancestre dels organismes triblastics?, ens varem plantejar de trobar quin seria 1’animal
existent avui dia que fos descendent directe d’aquell bilateral primitiu. Ens varem fixar
en els acels degut al treballs de Ruiz-Trillo i col.laboradors, que, amb la molecula de
18S, van determinar que podien ser aquests els animals que nosaltres buscavem. Per tal
d’enfortir aquesta hipotesi varem decidir aillar i caracteritzar els gens Hox i ParaHox
dels acels, i més tard dels nemertodermatides, ja que hi havia cada vegada més dades
que apuntaven a la bondat d’aquests gens per classificar les diferents especies en un o
altre grup filogenetic, com ja s’ha explicat en la introduccid d’aquesta tesi.

Aixi, els objectius del treball eren els seguients:

1) Trobar els gens Hox i ParaHox d’acels i nemertodermatides, aixi com la
seva ordenacid en clusters.

2) Comparar la dotacid i organitzacid genica d’aquests clusters en els
acelomorfs i en els altres triblastics.

3) Fer un estudi filogenetic dels acelomorfs basat en el complement Hox i
ParaHox.

4) Mirar de determinar I’expressid dels gens Hox i ParaHox en acels.

5) Trobar altres molecules informatives per fer filogenia molecular.

6) Determinar si els resultats obtinguts per Ruiz-Trillo i col.laboradors eren
reproduibles fent les analisi amb aquests gens.

7) Posicionar finalment els acels i els nemertodermatides en 1’arbre filogenetic
dels metazous.

OBJECTIVES

Given the questions ;what is at the base of the bilaterian organisms? and ;which is
the ancestor to triblastic animals?, we asked ourselves what would be the actual extant
bilaterian a direct descendent of that primitive bilaterian. We looked at acoela due to the
work by Ruiz-Trillo et al, which based on the 18S molecule determined that those could
be the animals we were looking for. To enhance this hypothesis we decided to isolate
and characterise the Hox and ParaHox genes of acoela, and their sister group, the
nemertodermatida, given the fact that there were data which showed the capacity of
those genes to classify the different species in one or another phylogenetic group, as has
been outlined in the introduction of this dissertation.

Thus, the objectives of this work were:
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1) To isolate the Hox and ParaHox genes of acoela and nemertodermatida, as
well as their cluster organisation

2) To compare the genetic complement and organisation of those clusters in
Acelomorpha and in the other triblastic animals

3) To perform a phylogenetic study of Acelomorpha based on the Hox and
ParaHox complement

4) To determinate the expression of Hox and ParaHox genes in acoela

5) To find other phylogenetically informative molecules

6) To determine whether Ruiz-Trillo et al.’s results could be reproduced
performing the analysis using those other molecules

7) Finally, to position the acoela and nemertodermatida in the metazoan
phylogenetic tree.
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RESULTATS I DISCUSSIO
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CAPITOL 1. OBSERVACIO DE LA MORFOLOGIA DELS ACELS DE L’ESPECIE
SYMSAGITTIFERA ROSCOFENSIS.

68

Degut a les interessants caracteristiques biologiques dels acels de 1'especie
Symsagitiffera roscoffensis, es van realitzar estudis histologics dels seus teixits per
observar la simbiosi amb 1'alga Platymonas convolutae, aixi com observacions al
microscopi optic i d'escanning dels individus adults sencers. Aixi mateix, es va fer
un seguiment dels diferents estadis de desenvolupament dels embrions fins a la
eclosio dels ous. En aquest capitol es mostren les imatges captades amb aquest
objectiu d'observacio.

L'ADULT

En I'observacio dels animals arribats al laboratori sota el microscopi optic o la
lupa estereoscopica es van poder trobar les estructures tipicament descrites a la
literatura, i es va constatar que realment hi ha molt poques estructures externes i
aquestes son de dificil localitzacid. Tot i aixo es ressalten aqui l'estatocist i els ulls,
junt amb certes taques pigmentaries (fig 1), i una estructura que podria
correspondre a un obertura bucal, que podria ser reminiscent de la boca juvenil (fig
2). També es poden observar espicules a l'interior del cos dels animals (fig 2b), que
podrien respondre a microfilaments relacionats amb la posicio dels ous dins dels
adults, ja que aquests individus estaven en fase gravida.

Figura 1. Imatge obtinguda amb el microscopi optic a 10x, on es poden observar clarament 1'otocist

(cercle negre) i les taques pigmentaries (taronges).



Resultats i Discussid

Figura 2. Imatges obtingudes amb el microscopi optic a 40x on s'observen una obertura a l'exterior,
possiblement bucal, i espicules a l'interior de 1'individu (b). Noti's també la distribucid de les algues que
es veuen com a punts verds.

Usant el microscopi d'escanning o rastreig per observar la superficie corporal dels
animals no es va poder veure els organs sensors descrits, pero si que es veu en detall el
fet que la superficie del cos esta totalment coberta de cilis (fig 3).

Figura 3. a) Superficie corporal ciliada de I’adult. b) i c¢) Superficie ventral de 1’adult. A destacar la
forma concava, adoptada per desplagar-se per I’aigua. Imatge obtinguda amb microscopi electronic de
rastreig.
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Amb el microscopi electronic de transmissid es van prendre imatges dels teixits
parenquimatics dels animals. Si bé la manipulacid o bé 1’estat dels individus (duien
diverses setmanes capturats i ja havien comencat a degenerar un xic en el moment
de la fixacid) o ambdods alhora van fer dificil la distincid de cel.lules clarament, en
aquestes preparacions es poden distingir caracteristiques dels dos tipus de cel.lules
que hi conviuen, les animals i les algals. Destaquen els granuls de mido al costat
dels diposits de glicogen, i les membranes tilacoidals (fig 4).

Figura 4. Talls semifins observats amb microscopi electronic de transmissio. Es perfila el que podria
ser el marge d’una cel.lula vegetal, tot i que no es poden distingir paret ni membranes (a), i

s’observen possibles membranes tilaciodals i granuls de mido (b).
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Dels individus observats, una gran part, com ja s'ha comentat, presentaven ous
a l'interior del parenquima (fig 5). D'acord amb el descrit a la literatura, no es van
observar estructures especialitzades per contenir aquests ous.

Figura 6. Individus adults mostrant ous ja fecundats al seu interior. Lupa binocular

Degut a que les postes son sincroniques, quan s'esdevenen es poden obtenir un
molt elevat nombre d'embrions. Cada animal fa una posta d'entre 7 i 15 embrions
(la fecundacid és interna), cadascun d'ells rodejat pel seu propi corion, i tots aquells
provinents de la mateixa posta rodejats al seu torn per una segona membrana
comuna (figs 7 1 8).

Figura 7. Postes de diversos individus i detall d’una de les postes. Lupa estereoscopica 3x i microscopi
optic 40x.

La relacio que hi ha entre un individu adults i les postes es pot observar en la
figura 8.
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Figura 8. Imatge de les postes on es pot observar clarament la membrana comuna dels embrions i
veure la relacio de mida amb un organisme adult. Lupa estereoscopica 2.5x.

EMBRIONS

De les imatges captades al microscopi optic es va poder fer una serie on es pot

veure el desenvolupament dels embrions. Aquest dura cinc dies des de la posta fins

a l'eclosid. A la taula segiient es descriu aproximadament aquest periode.

Temps

Descripcid del Desenvolupament

0-6 hores d.p.

Primeres divisions de I’embrid. Alguns dels ous ja surten de I’adult
en estadi d’una cel.Jula amb dos nuclis o bé dues cel.lules.

6hores-1dia d.p.

Segueixen les divisions fins a obtenir un nombre de cel.lules
incontables pero encara distingibles.

1dia-3dies d.p.

El nombre de cel.lules és molt gran, i aquestes son tan petites que
no es distingeixen en la massa total.

4rt dia d.p

L’embrid comenga a moure’s en moviments rotatoris sobre ell
mateix dins del seu corion. Es comencen a distingir estructures
internes degut a la diferent pigmentacio, més fosca, del que sembla
sera el sistema digestiu juvenil, que més tard degenerara.

5e dia

Continuen els moviments de rotacid si bé molt més rapids. En un
moment determinat, i pel que sembla consequiencia de la rotacio, el
juvenil trenca el corion i es queda nedant semi-lliurement dins la
membrana comuna de la posta.

dia 5.5

Quan la majoria de jovenils han trencat el seu corion eventualment
un d’aquests trenca la membrana externa i queden tots nedant
lliurement al medi. Els individus juvenils tendeixen a menjar de
manera avida, primer el que sembla son particules d’aliment que
estan enganxades a la membrana de la posta, segurament restes
provinents del pare i del medi, després pel medi.
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Figura. 10. Serie de fotografies realitzades amb la lupa estereoscopica i el microscopi optic on es pot
observar el desenvolupament embrionari de 1’acel Symsagittifera roscoffensis. A) una Gnica cel.lula
amb citocinesi. B) Primera divisié. C-G) Primers estadis del clivellament on encara es poden distingir
cel.lules individuals. Encara dia 1 (aprox) després de la posta (d.p.). H-K) Dies 1 a 3 d.p. durant els
quals es dona la formacio de les estructures de I’embri6. L) L’embrid ja format gira dins el seu corion.
Dia 4 d.p. M-N) Individu juvenil ja alliberat del corion (dia 5 d.p.). A N es veuen dues pigmentacions.
O) Individu juvenil dos dies després de sortir del corion.
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CAPITOL 2. ATILLAMENT I CARACTERITZACIO DE GENS TIPUS HOX I
PARAHOX A ACELS

A partir dels oligonucleotids degenerats de regions conservades de les Helix 11 3
dels gens Hox i ParaHox descrits als Materials i Metodes es varen fer PCRs per mirar
d’aillar fragments dels diferents gens a acels. Amb aquest procediment es van aillar
fragments dels gens llistats a continuacio:

GENS HOX | Tipus anterior | Tipus PG3 | Tipus central | Tipus posterior
Symsagittifera Crlab _ CrCentral CrPost
roscoffensis
Paratomella PrHox1 _ _ PrPost-1
rubra PrPost-11
Neochildia Nflab _ NfCentral _
fusca
GENS Tipus Gsh Tipus Xlox Tipus Caudal
PARAHOX
Symsagittifera _ _ CrCad
roscoffensis
Paratomella _ _ PrCad
rubra
Neochildia _ _ NfCad
fusca

Cal dir que totes aquestes sequiencies son parcials, d’una mida aproximada de 117
parells de bases, ja que aquesta és la distancia entre les dues helix esmentades. Recordem
que la seqiiencia sencera de I’ homeobox és de 180 parells de bases, i que la del gen sencer
varia segons de quin es tracti, pero que en qualsevol cas sera més gran que aquells 60
aminoacids.

Si bé I'estrategia de PCR ha estat similar en cada un dels casos, hi ha hagut petites
variacions en el procediment per cada una d’elles. A continuacid es descriuen els detalls
per a cada una de les especies. La numeracid que apareix a les sequencies correspon a la
posicid respecte el comencament de 1’homeobox (el primer residu aminoacidic d’aquest
ocuparia la posicid 1, i I’Gltim la 60). Quan la seqiiencia es perllonga més enlla de
I’aminoacid 60 s’ha prescindit de la numeracio.

73



Resultats 1 Discussio

2.1 AILLAMENT DELS GENS HOX I PARAHOX A L’ACEL Symsagittifera
roscoffensis.

Es detallen seguidament aquelles parelles de primers que han donat resultats positius
a 'usar-los per amplificar gens. La sequencia dels primers esta descrita a la seccio de
Materials i Metodes. Aixi mateix es llista el DNA usat per fer ’amplificacio i la
temperatura d’anellament (T° aneal.) dels primers:

Gen Parella de primers Tipus de DNA T* aneal.
Caudal CadRF-SO1 cDNA de Extraccid d’adults 45
AntpRR-SO2 amb tiocianat de guanidina 50
SO1-AntpRF2 50
Antp SO1-SO2 cDNA de Extraccid d’adults 45
AntpRR-SO2 amb tiocianat de guanidina 50
lab SO1-SO2 cDNA de Extraccid d’adults 45
amb tiocianat de guanidina
SO1-SO2 nested cDNA SMART de genoteca 50
sobre A5°-SO2
SO1-S0O2 nested cDNA SMART RACE 50
sobre UPM-SO2
Post SO1-SO2 nested cDNA SMART de genoteca 53
sobre SO1-A3’
BO1F1-KIWFQN gDNA 45

De les sequiencies trobades es deriva que s’han obtingut fragments
d’aproximadament 117 parells de bases, sempre continguts entre les helix 1 1 3 de
I’homeobox, homologues als gens ja citats labial (Crlab), Antennapedia (CrCentral),
abdominal-B (CrPost) i Caudal (CrCad). Aquestes sequiencies son (la numeracio és
segons el primer nuceotid i aminoacid de 1’homeobox):
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Crlab

63 CACTTCAATAGATATCTTACACGAGCTAGGAGGATCGAGATAGCTACT
21 H F N R ¥ L T R A R R I E I A T

111 TCGCTGACCTTGAATGAGACTCAGGTCAAGATATG

37 s L T L N E T @ V K I

CrCentral

63 CCACTTCAACCGGTACCTCACTCGCAGACGGAGGATAGAGATCGCCAA
21 H F N R ¥ L. T R R R R I E I A N

111 TCTACTCGCACTGACCGAGCGACAGATCAAAATA

37 L L. A L T E R Q@ I K I

CrPost

21 ACCAAGAACCAAACTCTGGAATTGGAGAAAGAGTTTCTCTTCAACACG
9 T K N @ T L E L E K E F L F N T

75 TACATAACCAGAGAACGTAGACTGGAAATAGCGAGATCACTCAACCTG
25 y I T R E R R L E I A R S L N L

123 ACAGATCGCCAAGTCAAGATT

41 T D R Q V

CrCad

63 CCGTACCAATCAATATATCACCATCCGACGCAAGTCCGAACTGGCCAT
21 R TN Q vYy I T I R R K S E L A M

111 GCAAGTCGGCTTAAGCGAGCGACAAGTTAAGATCTG
37 Q vV 6 L s E R Q VvV K I
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2.2 AILLAMENT DELS GENS HOX I PARAHOX A L’ACEL Paratomella rubra.

Si bé s’ha provat d’amplificar sequencies per PCR amb diferents tipus de DNA en
aquesta especie, els millors resultats s’han trobat usant cDNA sintetitzat a partir de RNA
obtingut amb Trizol a partir d’animals frescos. Es detallen a continuaci6 les parelles
d’oligonucleotids usades i la temperatura d’anellament a la reaccidé d’amplificacio (T*

aneal.).

Gen Parella de primers T? aneal.

Caudal SO1-SO2 45
SO1-WFQNRR 42
SO1-KIWFQN 42

labial BO1F1-KIWFQ
BO1F1-WFQNRR 42
SO1-BO2R1

Post-1 LELEKE-BO2RI1 42
BO1F1-BO2R1
SO1-BO2R1

Post-11 BO1F1-WFQNRRM 42
SO1-BO2R1

Les seqiiencies trobades han estat contrastades al banc de dades i han donat
homologia als gens labial (Prlab), dos gens posteriors (PrPost-1, PrPost-II) i Caudal

(PrCad), i son com segueix:

Prilab

45 GAATTAGAAAAGGAATTCCATTTCAACAAATACTTGACTCGAGCCAGA

15 E L E K E

F H F N K Y

L T R A R

96 CGCATTGAAATTGCAAGTACATTGAGCTTGAGCGAAACCCAAGTGAAA

32 R I E I A

141 ATATGGTTCCAAAAT
477 I W F QO N

T L S L S

E T Q V K
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PrPost-1

45 GAGTTGGAAAAAAATTCTATTTCAACAATTACATTACGAGGGAGCGTC
15 FE L £ K B F Y F N N Y I T R E R

96 GAGGCGAAATCGCGAAGGTATTAGGGCTTTCTGATCGGCAAGTAAAGA
32 R G E I A K VvV L G L S D R Q V K

141 TTTGGTTTCAGAAC

477 I W F QO N

PrPost-11

33 GCTTCTAGAGCTTGAATTTGAGAAAGAATTCCTACTAAGCACTTACAT
11 L L £ L £E F E K E F L L S T Y I

84 AACCAGGGATAGACGTCTGGAGATATCCAAAAGTCTCCATTTATCTGA
28 T R D R R L E I S K S L H L S D

129 TCGACAGGTTAAAATATGGTTCCAGAACCGACGAATG

43 R 0 v K I W F @ N R R M

PrCad

63 CGTACCAATCAATATATCACCATCCGAAAAAAAGCCGAATTAGCAACT
21 R TN @ vYy I T I R K K A E L A T

111 CAGGTTGGCCTATCGGAGAGGCAAGTAAAAATC
37 Q v 6 L s E R Q VvV K I
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2.3 AILLAMENT DELS GENS HOX I PARAHOX A L’ACEL Neochildia fusca.

En el cas de Neochildia fusca només es va comptar amb el DNA que contenien els
fags de la genoteca genomica cedida pel Dr. M. Martindale, Universitat de Kewalo,
Hawaii, EEUU. El crivellatge d’aquesta genoteca va rendir un fragment de mida mitjana
del gen Caudal, com es descriu en el segient capitol. Al no obtenir cap més resultat
d’aquest crivellatge es va iniciar un protocol d’amplificacid per PCR sobre els mateixos
fags de la genoteca. Aquest procediment té un avantatge respecte al crivellatge, i és que
en cada reaccid es posen molts més fags que pas es crivellen a cada experiment
d’hibridaci6 (al plaquejar la genoteca es van usar 10° fags, mentre que a cada reaccio de
PCR se’n van posar 2:10°). Aix{ doncs, encara que una genoteca hibridada no hagi donat
cap fag positiu real, el crivellar-la per PCR pot donar resultats. Aquests PCRs van donar
sequencies homologues a les dels gens labial (Nflab) i Antennapedia (NfCentral), usant
sempre la parella de primers SO1-SO2 i fent la reaccid de PCR a 46 o 50°C.

Nflab

63 CATTTCAACCGCTACCTGACGCGAGCCCGACGAATAGAGATCGCCACG
21 H P N R ¥ L T R A R R I E I A T

111 TCGCCTACCCTGAACGAGACGCAGGTCAAGATATG
37 s p T L N E T Q V K I

NfCentral

63 CCACTTTAACCGATATCTAACACGGAGACGGAGGATTGAAATCGCAAA
21 H F N R ¥ L T R R R R I E I A N

111 CTTGTTGGGCCTGACAGAACGGCAGATT
37 L L ¢ L T E R Q I
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CAPITOL 3. METODOLOGIES USADES PER COMPLERTAR ELS GENS AILLATS

Un cop es varen haver obtingut les sequiencies que s han descrit al capitol anterior, es
va fer mans i manigues per allargar-les per tal d’obtenir tot I’homeobox i les regions
flanquejants. A més, aixi es tindrien les eines més 0tils per fer la filogenia, ja que la regio
entre les helix 1 i 3 és massa conservada per a aquest menester. Es descriuen a
continuacio els passos seguits, tot i que cal dir per endavant que la gran majoria varen ser
totalment infructuosos. Es va posar especial emfasi en trobar la regio 3’ de 1’homeobox
del gen central de les diferents especies, intentant trobar la zona de I’ spiralian peptide, ja
que s’ha demostrat molt informativa a I’hora de resoldre filogenia dins dels protostoms.

3.1 Crivellatge d’una genoteca de cDNA d’adults de Paratomela rubra

Es va obtenir una genoteca de cDNA de tipus SMART a partir d’individus adults de
Paratomela rubra. Es varen fer dos empaquetaments, amb el resultat d’obtenir un
nombre final de fags de 1.300.000. En un primer crivellatge d’aquests fags es varen
utilitzar les sondes de 117 pb del gen PrCad i d’un altre suposadament homoleg del gen
Antennapedia de Drosophila melanogaster (PrAntp), que posteriorment va ser confirmat
com a una contaminaci6 del gen DistoxA del policlad Discocelis tigrina (Tauler, 2000).
Es van obtenir 2 fags positius per la sonda PrAntp i 5 per la sonda PrCad. Al primer
recrivellatge es varen perdre els positius per PrAntp, i un dels PrCad, i al segon només es
van recuperar tres dels fags positius per PrCad, que van ser sequenciats. Donat que es
tractava d’una genoteca de cDNA no calia fer analisi de restriccio ja que els inserts del
fag tenien una mida prou petita com per ser sequenciats completament. Les sequiencies
obtingudes van resultar no tenir cap homologia significativa amb les sondes utilitzades,
tot i haver mantingut els resultats positius en els diferents re-crivellatges realitzats.

Posteriorment es va fer un segon crivellatge amb les mateixes sondes que va dur a
I’obtenci6 de 2 nous positius per PrAntp i 2 per PrCad. Aquests fags es varen tractar amb
I’endonucleasa de restriccid Sfil per tal d’alliberar els inserts i es van seqiienciar amb
SO2 i el primer 5° usat al fer I’amplificacié del cDNA al fer la genoteca. Cap d’aquestes
sequencies va resultar tenir homologia amb els gens que es cercaven.

Es va intentar un tercer crivellatge, aquest cop usant juntes en un dels jocs dels filtres
les sondes ja usades anteriorment, més una sonda també de 117 pb pel gen Xlox, aquest
cop heterologa, del policlad Discocelis tigrina, per a ’altre joc. En aquesta ocasio es van
obtenir 15 fags positius per a les sondes PrCad i PrAntp, i 3 per la sonda Xlox. Després
de diversos recrivellatges es van confirmar 9 d’aquests positius, 8 per la barreja de sondes
i un per Xlox. Es va observar que la mida dels inserts variava d’entre 400 pb a 2000pb.
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Aquests van ser sequenciats amb els primers SO2,1 5’ i 3’ del kit usat per fer el cDNA, i
altre cop no es van trobar homologies amb els gens cercats.

Després de fer els tres crivellatges es va decidir abandonar la cerca de gens amb
aquesta genoteca. Es va creure que la poca quantitat de material de partida, donat que
s’havien trobat pocs individus de 1’especie Paratomela rubra, era el principal problema
de la genoteca, i que segurament aquesta no estava ben representada, degut al sistema de
pre-amplificacid que es va haver d’usar al no tenir prou cDNA inicial. Aquest sistema
pre-amplifica tota la poblacid de RNA, pero és problematic si es duu al limit, ja que en
gens poc expressats, com ara els Hox i ParaHox, pot ser que aquests quedin sota-
representats en benefici d’altres gens majoritaris. Quan un gen té moltes copies de RNA
hi ha més possibilitats que s’amplifiquin aquelles copies que les de gens poc expressats, i
a cada cicle de pre-amplificacid el balang es trenca més. Degut a que es va realitzar el
maxim nombre de cicles de pre-amplificacid recomenats pel fabricant, és molt realista
pensar que aquest problema es va donar en la nostra genoteca. Aixi doncs, es va decidir
fer-ne una d’una altra especie d’acel de la qual pogués obtenir-se’n més individus, tot i
que sabiem que era I’especie Paratomela rubra la que és més basal dins del grup acels i
menys fast-clock i, per tant, més interessant d’estudiar.

3.2 Crivellatge d’una genoteca de gDNA de Neochildia fusca

Aquesta genoteca va ser cedida pel laboratori del Dr. M. Martindale. En el seu
laboratori ja havia estat crivellada, i s’havien obtingut, pero no sequenciat, tres fags purs
positius, dos d’ells putativament iguals, d’un crivellatge amb una barreja de sondes
diferents amb fragments de PCR homolegs als gens Cad, Antp, lab i Hox7. Aquests fags
es varen tractar amb endonucleases de restricciod i el Southern del gel es va hibridar amb
I’oligonucleotid SO2. Després de constatar que hi havia un nombre molt elevat de bandes
positives es va realitzar un clonatge Shot Gun, que va rendir una banda de 4 kb de cada
un dels fags i una de 1.5 adicional d’un d’ells. La sequencia d’una de les bandes de 4 kb
va resultar ser homologa al gen Caudal, i cobria una regié que anava des de 1’helix 1 fins
a I’extrem 3’ de I’homeobox, 1 després es perdia la homologia de sequiencia amb els altres
gens Caudal trobats a la literatura, segurament per la baixa conservacio de la seqiiencia
flanquejant a 1I’homeobox. Tot i aixo, la mida del gen trobat coincideix amb la mida de la
majoria de gens trobats al genebank. La sequencia d’aquest fag és la segiient, i se 1’ha
anomenat NfCad. S’ha marcat la seqiiencia parcial de 1’homeobox en gris:
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NfCad

57
19

108
36

159
53

XX
XX

XX
XX

XX
XX

XX
XX

XX

Donat que es disposava d’un fragment de mida prou gran es van realitzar arbres
filogenetics, pero aviat es va veure que la regio obtinguda del gen Caudal no és

GAATTCAGAAGTGCCCAGTATATCACTATAAGGAGAAAGTCGGAACTGGCT

ATGCAAGTTGGGTTGAGTGAGCGCCAGGTTAAAATTTGGTTCCAAAACCGA

AGAGCCAAAGAACGAAAAGTGTCGCGAAAAGTTCCCGGAGGTGGCAACCAC
S R K v P G G G N H

AGTTCTTCGGATATTGACGACTCGGATAACGAATTAGACGAGGATGAAGAT
s s s D I D D S D N E L D E D E D

GAGGAAAACGAGAGATCTCCGTCCAAACCGAGATCCCAAAACGAACACTCA
EEE NE R S P S K P R S O N E H S

CCTTCCAACATTTGCCAAAATGTAGGAAATCAATTATCAATCCTCAAATCG
p s N I C Q N V G N O L s I L K S

GTAGATTCGCAATTACGATCACCTCTCAACGACATATATCACAGTGCCAAA
v b s ¢ L R s p L N D I Y H S A K

CTATCATGATCGCCAACAAATCACCTTTACACCAAAAGATATCAATTTCTTGAAGAAAT
L s *

TCGATTTATTTTTGTCATTTGAGATTATTTCGTCGATAGGGAGAGAAAGAGAGAAAGCACAGCTAAT

TCGCTGGACCAATTAGGGAAATG

informativa per fer filogenia degut a la gran variacid de la sequencia a 3’ de 1’homeobox.

Prova d’aixo és que ni els arbres on només hi apareixien humans, Drosophila i ratoli i

anel.lids no donaven una morfologia en absolut semblant a la filogenia establerta. Mostra

d’aquesta disparitat és 1'alineament de la sequencia NfCad i d'altres Caudals trobats al

banc de dades amb una regid 3' prou extensa.
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1l Neochildia ----------—-- e EFRSA-QYITIR
2 Human GTPSSPGAQRPTPYEWMRR--SVAAGGG-—-——————— GGSGKTRTKDKYRVVYTDHQRLELEKEFHYS-RYITIR
3 Mus GAPSSPGAPRRTPYEWMRR--SVAAAGG-———————— GGSGKTRTKDKYRVVYTDHQRLELEKEFHYS-RYITIR
4 Amfiox ~ = 0ommmm e KDKYRVVYSDHOQRLELEKEFYSN-KYITIK
5 Patella GSGSSISKAMRAPYEWMKP--AQAPP-—-——-———————— ASGKTRTKDKYRVAYTDHQRLELEKEFHYS-RYITIR
6 Achaearanea ------ POPARSPYEWIKRTSYQSQPNP-—-———==—————— GRTRTKDKYRIVYTDHQRLELEKEFHYS-RYITIR
7 Triboleum - —--————- PPPARSPYEWIKKTSYQSQPNPEPADFADAPDAIGKTRTKDKYRVVYTDLORIELEKEFTFVSKYITIK
8 Drosofila SNNNRTSPSKPPYFDWMKKPAYPAQPQP-———=——————— GKTRTKDKYRVVYTDFQRLELEKEYCTS-RYITIR
9 C.elegans -—--TSMPAISQPVFPWMKMG---———==————=—=—————— GAKGGESKRTRQTYSRSQTLELEKEFHYH-KYLTRK
1 Neochildia RKSELAMQVGLSERQVKIWFONRRAKERKVSRK-—--—=——====—==—=—=—- VPGGGNHSSSDIDDSDNELDEDED
2 Human RKSELAANLGLTERQVKIWFONRRAKERKVNKK-—-—-—==-=—=—-—-————— = m - mm o — KQQ
3 Mus RKSELAANLGLTERQVKIWFONRRAKERKVNKK-—-—===———-—-————————m - mm o ———— KQQ
4 Amfiox RKVQLANELGLSERQVKIWFONRRAKQRKMAKR-———==—————=—————————m——mm - —— ————— KEL
5 Patella RKAETAAQLALSERQVKIWFONRRAKERKONKKGKDMDGGMPGKLEYDEPLSPSSGNMSLPNIMNTDIQQHHQQQ
6 Achaearanea RKVELAASLNLSERQIKIWFONRRAKERRQAKKREE-———————----—---———m
7 Triboleum RKSELAENLGLSERQIKIWFONRRAKERKONKKRIEE-—-—===————==———————— KSQ--———=======—~— IDN
8 Drosofila RKSELAQTLSLSERQVKIWFONRRAKERTSNKKGSDP-—-—-==-——=—===———————— NVMGVGVQHADYSQLLDAKT
9 C.elegans RROEISETLHLTERQVKIWFONRRMKHKKEAKGE-——-=-———=—==——————————————— GG———=———————— SNE
1 Neochildia EENERSPSKPRSQNEHSP-----=—====————--- SNICONVGNQLSILKSVDSQLRSPLNDIYHSAKLS--
2 Human 0Q0Q0---PPQPPMAHDITA-—-———————————————— TPAGPSLG----GLCPSNTSLLATSSPMPVKEEFLP-
3 Mus QOQOPLPPTQLPLPLDGTP--——===——=—=——————— TPSGPPLG----SLCPTNAGLLGTPSPVPVKEEFLP-
4 Amfiox QHPGGQGGSDDGGGVMGE-—========————— VSTLTVGPPPH----QLTLNPSGVAASTPQQPPALPPSSS
5 Patella POQOHSYHHQQHHQQSHSP-——===—===—=——————— QPVLSPPTSLPQLMVKSELSAIDLGNSVSPPHSY-—--
6 Achaearanea LLQKNKDAQVVYQHTS-—-—--———————————————— ALNIANISIY-—————————"—"—"—"——————————————
7 Triboleum LFHNGFMQEQSTHHQG--—-—-—-—-————=—=——————— QLVVGLPAPTSSIMMHHLVNPQSLNHQEVKAECSDLD
8 Drosofila KLEPGLHLSHSLAHSMNPMAAMNIPAMRLHPHLAAHSHSLAAVAAHSHQLQQQHSAQMSLRAQWARSRCDTTI
9 C.elegans SDEESNQDEQNEQHSS---=-—-=======———————— -~ — - m

Figura 1. Alineament de la regi6 flanquejant 3’ del gen Cad de diferents organismes.

Amb fragments d’aproximadament 117 pb corresponents a les sequencies dels gens
labial i Antennapedia que havien en el laboratori del Dr. Martindale, es va crivellar la
genoteca genomica contenint 10° fags. Es van recuperar 15 fags positius del crivellatge
primari, dels quals en segon re-crivellatge se’n van poder aillar 7 de purs. El Southern de
les digestions d’aquests set fags va revelar que es tractava només de 3 fags diferents, aixi
que es van analitzar només aquests tres. Es van realitzar diversos clonatges normals i Shot
Gun i es van fer maltiples intents per obtenir-ne la sequiencia. Degut a la falta de resultats
positius es va decidir testar de manera indirecta els fags. Es van fer PCRs amb la parella
SO1-SO2 sobre els diferents fags, que van donar resultats negatius. Com que nous
Southerns i intents de sequencia directa del fag amb el primer SO2 tampoc no van ser
exitosos, i amb la perspectiva de la immediata realitzacid d’una genoteca de cDNA de
Symsagittifera roscoffensis, es va parar el crivellatge d’aquesta genoteca.

3.3 Crivellatge d’una genoteca de cDNA d’embrions de Symsagittifera roscoffensis
També es va obtenir una genoteca de cDNA tipus SMART amb els embrions

col.lectats al laboratori de I’especie Symsagittifera roscoffensis. Es van fer sevir en aquest
cas les sondes de Crlab i CrCentral obtingudes previament per PCR com s’ha descrit en
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el capitol 2 d’aquests resultats. Amb aquestes es van crivellar 1.5-10° fags. La sort dels
positius d’aquesta genoteca va anar paral.lela a la dels de la genoteca de Paratomela
rubra. En un primer crivellatge es van obtenir 24 fags positius, dels quals se’n van
recuperar tres que van ser seqilenciats i van resultar ser falsos positius. Dels altres es va
fer una segona infeccid i es va recuperar el senyal en 15 d’ells. Aquest cop es va decidir
fer una amplificacio per PCR usant els primers del kit usats al fer el cDNA i els primers
SO1 i SO2. Aixi es va veure que només dos eren positius per la banda SO1-SO2, i
aquests van ser sequenciats. Altra vegada es va obtenir una sequiencia no homologa amb
els gens buscats.

Es va fer un segon crivellatge amb les mateixes sondes, ja que el primer havia donat
molts falsos positius, com es va comprovar per PCR. D’aquest segon es van obtenir 2
fags positius per la sonda CrCentral, 15 per Crlab. Al fer el re-crivellatge es van perdre
tots els positius.

Per fer un control sobre la genoteca després dels maltiples problemes amb els que
ens haviem trobat es va decidir fer un crivellatge usant sondes heterologues pero de mida
més llarga. Aixi es va usar un fragment de 250 pb del gen Prd del triclad G. tigrina i un
fragment genomic de 1500 pb del gen Cad de 1’acel N. fusca. Es van obtenir 16 fags
positius, 8 de cada sonda. Després de dos re-crivellatges es van confirmar 5 positius per
NfCad i 6 per GtPrd. Aquests 11 fags tenien una mida majoritariament d’entre 250 i 450 i
van ser seqilenciats. Cap de les sequencies va donar homologia amb els gens buscats.

Aixi doncs, després de I’experiencia amb els tres tipus de genoteca, podem dir que el
fet que aquests animals tinguin un DNA i un RNA dificil d’extreure, si més no pels
metodes emprats per nosaltres, aixi com haver dut a I’extrem els protocols utilitzats, com
ara el de I’Smart, fan desaconsellable el plantejament de la construccidé d’una nova
genoteca fins que els mitjans materials no es vegin incrementats.

3.4 Inverse PCR (iPCR) sobre DNA d’adult de Symsagittifera roscoffensis.

Es van provar les combinacions de primers citades en ’apartat de Materials i
Metodes sobre cada una de les mostres de DNA digerit amb diferents enzims i relligat.
Els primers s’havien dissenyat a partir de les sequencies de 117 pb trobades per PCR
estandar. Es varen obtenir bandes de resultes d’aquests iPCR en el cas de les
combinacions de primers iIANTP1-iIANTP2, pero el clonatge i sequienciacid d’aquestes va
dur a sequencies de DNA en cap cas homologues a gens amb homeobox. També es va fer
PCR amb la parella de primers SO1-SO2 sobre PCRs obtingudes amb les parelles
iANTP1-iANTP2, iCAD1-iCAD2 i iLAB1-iLAB2. Tot i que es van obtenir bandes de
mida esperada i se’n varen seqilenciar tres, cap no corresponia a sequencies dels gens
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esperats. Després de 15 reaccions de PCR sobre cada tipus de DNA i amb cada una de les
combinacions de primers i no obtenir cap resultat positiu, es va decidir parar també
aquest experiment. La principal ra6 per la qual pensem que aquesta tecnica no va
funcionar en el cas de Symsagittifera roscoffensis, especie usada ja que se’n podia obtenir
més DNA que amb la resta, seria no només que no obstant aixo no hi va haver prou
material de partida (gDNA) sobre el qual fer les digestions i les lligacions, sin6 que, a
més, el comportament de les endonucleases de restriccido sobre el DNA d’aquest
organisme no és gaire optim. Aquesta observacid s’ha corroborat en altres moments
d’aquesta tesi doctoral, fent controls de digestid de diversos DNAs, on I’inic dels quals
va ser refractari a ser digerit fou el d’acel. A més, altres laboratoris com el Dr. Martindale
han confirmat aquesta observacid. Tot i aix0, cal destacar que recentment el Dr. C. Cook
de la Universitat de Cambridge (UK), ha obtingut resultats positius usant aquesta tecnica
sobre aquesta especie d’acel. El Dr. Cook confirma que la quantitat de DNA de partida és
crucial pel bon funcionament de la iPCR.

3.5 Smart RACE PCR

En principi es va provar la tecnica de RACE PCR sobre el cDNA de 1’acel
Paratomela rubra, ja que en el moment de fer aquesta aproximacidé només es comptava
amb aquesta especie. Es varen dissenyar oligonucleotids per allargar les sequiencies de
Caudal i Antennapedia que s’havien trobat. Tot i que es van generar bandes de les PCR
amb ambdos tipus de primers, tant cap a 5’ com cap a 3’, cap de les bandes RACEs ni de
les bandes dels PCR Nested sobre aquests van donar lloc a les sequiencies que esperavem
de les regions flanquejants d’aquests gens. Cal recordar que en el cas d’Antp, el fragment
sobre el que es van dissenyar els primers era una contaminacio del gen DisthoxA del
policlad D. tigrina.

Més endavant es va generar, amb la mateixa tecnica, cDNA SMART RACE de I’acel
Symsagittifera roscoffensis. Es van dissenyar primers també dels gens Cad i Antp, a partir
de sequencies parcials obtingudes per PCR, per poder fer tant RACEs com nested a
partir d’aquests. Tot i haver obtingut bandes i sequenciar-les, no es van obtenir, tampoc
en aquest cas, sequencies de les regions flanquejants esperades.

3.6 Ancored PCR

Seguint la idea del RACE, que permet allargar extrems de sequencies a 1’afegir un
adaptador a 3’ i 5” del gen del qual se’n fara un dels primers, i I’altre que sera de la part
de la seqiiencia incomplerta coneguda, es va aprofitar el cDNA RACE que es va utilitzar
per fer la genoteca d’embrions de Symsagittifera roscoffensis per usar aquest principi. De
fet, aquest cDNA té exactament els mateixos adaptadors a cada banda dels cDNAs, Ginica
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diferencia amb el cDNA de RACE SMART, que genera dues poblacions de cDNA, una
amb adaptador a 5’ i una amb adaptador a 3’. En el cas que ens ocupa es van fer servir
tant primers degenerats d’homeobox com primers especifics dissenyats a partir dels
fragments trobats per PCR, que es van combinar amb els primers dels adaptadors. Sobre
els PCR directes també es van provar nesteds, amb un o dos primers interns. De les
multiples combinacions de primers i nesteds només es va aconseguir retrobar els
fragment que ja es tenien, ja que cap de les sequiencies que es van realitzar de les bandes
RACE-like directes no va donar homologia amb els gens buscats. Tot i aixo, es van re-
confirmar les diverses sequencies de que ja es disposava, fet del qual es va inferir que la
tecnica era bona en el cas d’haver de buscar gens novament en un altre organisme. Com
es veura més endavant, aquest metode es va provar sobre Nemertoderma westbladi,
donant els resultats esperats de troballa de gens.

3.7 PCR amb primers especific de I’spiralian peptide.

En un intent per mirar de provar directament si el gen Antp d’acels contenia
I’spiralian peptide que només es troba a lofotrocozous, fet el qual ens indicaria que
aquests animals estan dintre d’aquell grup, es van dissenyar primers degenerats (SP1,
SP2, SP3, descrits en els Materials i Metodes). Aquests oligonucleotids cobrien totes les
possibilitats que es coneixen de variacid sobre aquest polipeptid i es va realitzar PCRs
sobre el cDNA de Symsagittifera roscoffensis i de Paratomela rubra. Com a primer 5’ es
van usar una bateria de primers degenerats de 1’helix 1 de I’homeobox, aixi com primers
especifics pel gen Antp de Symsagittifera roscoffensis. Tot i obtenir bandes a les PCR,
cap no era exactement de la mida esperada, i les sequiencies no van mostrar homologia
amb el gen Antp. No haver trobat aquesta sequencia no implica que els acels no siguin
lofotrocozous, ja que no a tots els membres d’aquest grup hi és, aquest peptid i, a més,
pot ser que les reaccions d’amplificacid no hagin funcionat. Aquesta prova hauria estat
concloent en el cas d’haver-se demostrat 1’existencia de I’spiralian peptide en els acels.

3.8 Gel d’electroforesi en camp pulsant (PFGE)

Donat que no es varen aconseguir allargar els fragments que s’havien obtingut per
PCR es va intentar buscar lligament de les sequencies de Symsagittifera roscoffensis de
que es disposava. Es va fer un PFGE, el Southern del qual es va hibridar amb cada una de
les tres sondes obtingudes pel Dr. C. Cook al laboratori del Dr. M. Akam a 1’ Universitat
de Cambridge, UK. Aquestes sondes eren fruit de I'iPCR que el Dr Cook havia obtingut
i, per tant, eren més llarges que 117 pb. Es comptava amb una sonda del gen Hox I de
599 pb, una del gen Hox 4/5 de 439 pb, i una del gen posterior de 904 pb. Les sondes es
van marcar amb oligonucleotids especifics de cada una de les sequencies. Cap de les
miultiples condicions d’hibridacié que es va provar (ni augment de concentracid de la
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sonda ni augment o disminucid de la restrictivitat) va dur a cap resultat positiu, si bé
controls amb d’altres gens (18S i miosina) van demostrar que el Southern era correcte.

3.9 Hibridacid “in situ” Whole mount

Tot i que en un principi es volien determinar les arees d’expressio dels gens Hox i
ParaHox en acels, el fet de no poder obtenir sequencies prou llargues d’aquests gens en
les especies amb les que es comptava de material sobre el qual fer les hibridacions
(Paratomela rubra i Symsagittifera roscoffensis) va fer que aquestes no es duessin a
terme. S’ha vist que en les hibridacions in situ la mida de les sondes ha de ser al menys
de 200 pb, i només es comptava amb una mida major a aquesta en el cas del gen Caudal
de Neochildia fusca, animal del qual no teniem cap especimen. A més, el treball que
hauria dut posar a punt les hibridacions per a acels hauria estat llarg, i no es va considerar
necessari de fer-lo fins que no es tinguessin seqiiencies dels animals amb que si podiem
comptar, especialment amb Symsagittifera roscoffensis, ja que d’aquest es podien obtenir
embrions, estadi en el qual s’expressen els gens Hox i ParaHox.
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CAPITOL 4. ATLLAMENT I CARACTERITZACIO DE GENS TIPUS HOX I
PARAHOX A NEMERTODERMATIDES.

Com ja s’ha comentat en el capitol 3 dels resultats, les sequencies que es varen
obtenir amb els nemertodermatides van ser amplificades amb el metode d’anchored PCR.
Es van obtenir seqiiencies de tres gens Hox i dos ParaHox, com es mostra a la taula
seguent:

Nemertoderma | Tipus anterior | Tipus PG3 | Tipus central | Tipus posterior
westbladi
Hox - - NemCentral-1 NemPost
NemCentral-I1
ParaHox - NemXlox - NemCad

Les sequencies obtingudes es van originar a partir d’'un PCR nested amb els oligos
SO1-SO2 a 53°C sobre el producte de PCR generat sobre el cDNA SMART per fer
genoteca (24 cicles de pre-amplificacid) amb els primers SO1-A3” a 50°C. El cDNA fou
cedit per Jordi Paps, Universitat de Barcelona. La seqiiencia NemXlox va ser
posteriorment allargada cap a 3’ en 12 aminoacids fins a completar 1'homeobox (posicid
60) amb la parella Xlox5’int-A3’ sobre un PCR amb els primers Xlox5’ext-A3’. Aix{
mateix es va intentar allargar els gens usant I’anchored PCR amb oligos especifics pels
fragments NemPost i NemCentral-I trobats pero no es va tenir exit.

Les sequencies dels gens trobats es descriuen a continuacio:

NemCentral-1

45 GAGTTAGAGAAGGAGTTTCATTACAACAAGTATTTAACGAGAAGGCGA
15 FE L £ K BE F H Y N K Y L T R R R

96 AGAATCGAGATAGCCCACGCGCTGAACTTGACTGAACGCCAAATCAAA
32 R I E I A H A L N L T E R Q I K

141 ATCTGGTTTCAAAACCGGA
477 I W F Q N R
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Nem Central-11

63 GTTCCAATTCAATCATTACCTCACTCGGAAACGGAGAATAGAGGTGGCA
21 F O F N H ¥ L T R K R R I E V A

111 CACTCACTATGTCTCACTGAAAGACAGATTAAGATCTGGTTTCAGAAC

37 H S L C L T E R O I K T W F O N
159 CGACG

53 R

NemPost

51 TTGGAGAAGGAATTCCTCTTCAATGTCTACATCACCCGCGAGAGGCGT
17 E K E F L F N V Y I T R E R R S

99 TCCGAAATATCCAGGAGTCTCAACCTCACCGACAGACAAGTGAAATTT
33 E I S R S L N L T D R Q V K I W

147 GGTTCCAAAACAGCAG

49 F O N S

NemCad

45 CTTCGGTTTTGGAACCATATTTTTACCTGTCGTTCGGTAAGGCCTAGT
15 FE L £ K BE F H Y K R Y L T L R R

96 TCACAGGCAAGTTCCACTCGACGTCGGCAGTGTTAAATATCGTTTATA
32 R v E L A C E L G L T E R Q V K

141 ATGGAATTCCTTCTCCAATTC
477 I W F Q N R
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NemXlox

45 GAATTGGAGAAGGAGTTTCATTTCAATAAATACATTTCTCGTCCAAGA
15 E L E K E F H F N K Y T S R P R
96 CGAATAGAACTGGCAGCCATGCTGAATCTAACAGAACGACATATCAAA
32 R I E L A A M L N L T E R H I K
141 ATCTGGTTTCAAAATCGCCGAATGAAATGGAAGAAAGACGAAGCAAAA
477 I W F O N R R M K W K K D E A K
XX CGACGACCTAGACCATTAAAGTCAGGGAGTTCCCCAGATTCCCCTCCC
XX R R P R P L K S G S S P D S P P
XX AGTCCAACCATGTCGTCACTTTCCTGGATCTCCTGTTTAAAGCGAGAC
XX S P T M S S L S W I S C L K R D
XX TGACTATAACAATACGATTCCGCGGAAAAGCAGTTTGGACAGGACGGACATATCTCT
XX *

CACCAAGTCAGATGTAAAGCATAAAGTACAGGATACAAGTGTTTCTAGGACGGAGTCTATGACT
ATAAAAAGTAGTGCGGGTACTTTATGATATTTACATACATATAAACTGCTTATCTTGCTTAAGC
AGTGGTATCAACGCAGAGTCCCATTTACGGCCGGGTACCCCATTAAAATAGATATTGAAATTGC
CCTTATAGTGAGTCCGC
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CAPITOL 5. COMPARACIO DE LES SEQUENCIES OBTINGUDES AMB LES
D’ALTRES GRUPS DE BILATERALS

De totes les sequencies trobades es va fer un alineament per descartar
contaminacions creuades entre les especies subjecte de I’estudi. Aquests alineaments van
demostrar que totes les sequiencies que es van obtenir eren diferents en les diferents
especies. Aixi mateix, I’analisi de les sequiencies i el seu contrast amb els bancs de dades
van eliminar les possibles trans-contaminacions amb d’altres especies en estudi al nostre
laboratoi en el moment de fer aquest treball (policlads, triclads i amfiox). A continuacio
es presenten els alineaments de les seqiiencies de nucleotids pels gens trobats en els acels
de les especies Symsagittifera roscoffensis (cr), Paratomela rubra (pr) i Neochildia fusca
(nf), i en el nemertodermatid Nemertoderma westbladi (nem). En aquests alineaments
s’inclouen, a més, sequiencies trobades en ’acel Convoluta triloba (ct) pel grup del Dr.
Martindale, ja que aquestes es tindran en compte a 1’hora de fer la discussid i d’aquesta
manera es descarta trans-contaminacié en aquesta especie també (es senyalen els gaps
amb un guid).

LABIALS
B e e e e I
5 15 25 35 45 55
cr lab = ——mmm————= ——————-= CA CTTCAATAGA TATCTTACAC GAGCTAGGAG GATCGAGATA
pr lab GAATTAGAAA AGGAATTCCA TTTCAACAAA TACTTGACTC GAGCCAGACG CATTGAAATT
nf lab = ————----== ———————= CA TTTCAACCGC TACCTGACGC GAGCCCGACG AATAGAGATC
ct lab = ——mm—————= —————-= CCA CTTTAACAGA TACTTGACAC GTGCTAGGAG GATTGAAATC
R —— R —— R —— R — ol |
65 75 85 95 105
cr lab GCTACTTCGC TGACCTTGAA TGAGACTCAG GTCAAGATAT G-—-—--—-———-- -
pr lab GCAAGTACAT TGAGCTTGAG CGAAACCCAA GTGAAAATAT GGTTCCAAAA T
nt lab GCCACGTCGC CTACCCTGAA CGAGACGCAG GTCAAGATAT G-—-—--—-———-- -
ct lab GCAACTTCGT TGGCTCTGAA CGAAACCCAA GTT-----—7 —————————-— -
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CENTRALS

cr central
nf central
ct central
nem centr-I1
nem centr-I1

cr central
nf central
ct central
nem centr-I1
nem centr-I1

POSTERIORS

cr post
pr post 2
pr post 1
nem post

cr post
pr post 2
pr post 1
nem post

cr post
pr post 2
pr post 1
nem post

92

65
GCCAATCTAC
GCAAACTTGT
GCCAACCTGC
GCCCACGCGC
GCACACTCAC

ACCAAGAACC

65
GAACGTAGAC
GATAGACGTC
GAGCGTCGAG
GAGAGGCGTT

TTCCAGAACC
TTTCAGAAC-
TTCCAAAACA

AGGAGTTTCA
-—-—-GTTCCA

R ——

75
TCGCACTGAC
TGGGCCTGAC
TGGCACTAAC
TGAACTTGAC
TATGTCTCAC

e
15
AAACTCTGGA
TAGAGCTTGA

75
TGGAAATAGC
TGGAGATATC
GCGAAATCGC
CCGAAATATC

GCAG—----

e
25
CTTCAACCGG
CTTTAACCGA
CTTCAACAGG
TTACAACAAG
ATTCAATCAT

R ——

85
CGAGCGACAG
AGAACGGCAG
CGAGCGACAA
TGAACGCCAA
TGAAAGACAG

el
25
ATTGGAGAAA
ATTTGAGAAA
GTTGGAAAAA
-TTGGAGAAG

R ——

85
GAGATCACTC
CAAAAGTCTC
GAAGGTATTA
CAGGAGTCTC

el
35
TACCTCACTC
TATCTAACAC
TACCTCACCA
TATTTAACGA
TACCTCACTC

R ——
95
ATCAAAATA-

ATCAAAATCT
ATTAAGATCT

R
35
GAGTTTCTCT
GAATTCCTAC
GAATTCTATT
GAATTCCTCT

R ——

95
AACCTGACAG
CATTTATCTG
GGGCTTTCTG
AACCTCACCG

e
45
GCAGACGGAG
GGAGACGGAG
GACGCAGGAG
GAAGGCGAAG
GGAAACGGAG

GGTTTCAAAA
GGTTTCAGAA

el
45
TCAACACGTA
TAAGCACTTA
TCAACAATTA
TCAATGTCTA

R -
105
ATCGCCAAGT
ATCGACAGGT
ATCGGCAAGT
ACAGACAAGT

el
55
GATAGAGATC
GATTGAAATC
GATCGAGATT
AATCGAGATA
AATAGAGGTG

CCGGA-
CCGACG

el
55
CATAACCAGA
CATAACCAGG
CATTACGAGG
CATCACCCGC

A .
115
CAAGATT---
TAAAATATGG
AAAGATTTGG
GAAAATTTGG
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CAUDALS
. [ o] [ o] N . N . N .
5 15 25 35 45 55
cr cad = 0 @mmmmmmmmmm e e CCGTA CCAATCAATA TATCAC-CAT
pr cad 0 @ —mmmmmmmmm mmmmmmm——m e mm CGTA CCAATCAATA TATCAC-CAT
nf cad = 0 ——mmmm————— mmm— e ——————— TC GAATTCAGAA GTGCCCAGTA TATCAC-TAT
ct cad ACCGATCGAC AGAGAGCGGA GCTTGAGAAT GAATTCAGAA GTGCCCAGTA TATCAC-TAT
nem cad = —————————= ———————— GA ATTGGAGAAG GAATTCCATT ATAAACGATA TTTAACACTG
N I N I N I N I R I P I
65 75 85 95 105 115
cr cad CCGACGCAAG TCCGAACTGG CCATGCAAGT CGGCTTAAGC GAGCGACAAG TTAAGATCTG
pr cad CCGAAAAAAA GCCGAATTAG CAACTCAGGT TGGCCTATCG GAGAGGCAAG TAAAAATC--
nf cad AAGGAGAAAG TCGGAACTGG CTATGCAAGT TGGGTTGAGT GAGCGCCAGG TTAAAATTTG
ct cad AAGAAGAAAG TCGGAACTGG CTATGCAAGT TGGGTTGAGT GAGCGC--—-=- —————————-
nem cad CCGACGTCGA GTGGAACTTG CCTGTGAACT AGGCCTTACC GAACGACAGG TAAAAATATG
. . . - . - . - . | . |
125 135 145 155 165 175
cr cad = = @ —mmmmmmmmmm e m e e s
pr cad = = 0 @mmmmmmmmmm mm e m s m e e ——— —mm e — e —
nf cad GTTCCAAAAC CGAAGAGCCA AAGAACGAAA AGTGTCGCGA AAAGTTCCCG GAGGTGGCAA
ct cad = @6 —mmmmmmmmm e m e e s
nem cad GTTCCAAAAC CGAAG—=—=—== ————————— = mmm e e e —

Un cop es van haver descartat errors en la determinaci6 dels gens i vist que cada un
d’ells era diferent en algunes bases en els diferents organismes estudiats, es va passar a
fer un analisi comparatiu de les sequiencies d’aminoacids per mirar de trobar semblances
o diferéncies entre les sequencies en acelomorfa i la resta de bilaterals.

Els quadres presentats a continuacid son alineaments de fragments de 1’homeobox
dels diferents grups de bilaterals. La llegenda numerica representa la posicido de
I’aminoacid que es troba sota la cota dins de 1’homeobox.

En font blava es presenten els representants dels deuterostoms
Hum per Homo sapiens (vertebrat),

Bfl o Amphi per Branchiostoma floridae (cefalocordat),

Cin per Ciona intestinalis (urocordat) i

Stp per Strongilocentrotus purpuratus (equinoderm).

En font vermella els representants d’ecdisozous

Ack per Acanthokara kaputensis (onicofor),

Act per Achaearanea tepidariorum (artropode quelicerat),
Afr per Artemia franciscana (artropode crustaci),

Bmo per Bombix mori (artropode hexapode),
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nemertodermatid en gris clar (Nem). Aixi mateix, s’alternen colors clars i foscos al
marcar les posicions aminoacidiques més interessants per fer més facil 1’observacid dels

Cel per Caenorhabditis elegans (nematode),

Dme per Drosophila melanogaster (artropode hexapode),
Hpi per Hirtodrosophila pictiventris (artropode hexapode),
Juc per Junonia coenia (artropode hexapode),

Lat per Lithobius atkinsoni (artropode miriapode),

Pfe per Pachymerium ferrugineum (artropode miriapode),
Sac per Sacculina carcini (artropode crustaci),

Sca per Schistocerca americana (artropode hexapode),
Sgr per Schistocerca gregaria (artropode hexapode),

Stt per Steatoda triangulosa (artropode quelicerat),

Tca per Tribolium castaneum (artropode hexapode) i

Zvi per Zaprionus vittiger (artropode hexapode).

En font verda els lofotrocozous

Chv per Chaetopterus variopedatus (anel.lid poliquet),

Cts per Ctenodrilus serratus (anel.lid poliquet),

Distox o Dist per Discocelis tirgrina (platihelmint policlad),
Dj per Dugesia japonica (platihelmint triclad),

DtHox per Dugesia (Girardia) tigrina (platihelmint triclad),
Eus per Euprymna scolopes (mol.lusc cefalopode),

Hme per Hirudo medicinalis (anel.lid hirudini),

Hts per Helobdella triserialis (anel.lid hirudini),

Lsa per Lineus sanguineus (nemerti),

Nmi per Nephasoma minuta (sipuncalid),

Nvi per Nereis viridens (anel.lid poliquet),

Pnox per Policelis nigra (platihelmint triclad),

Pex per Perionyx excavatus (anel.lid oligoquet),

Psi per Pheretima sieboldi (anel.lid oligoquet),

Pst per Phascolion strombi (sipuncalid) i

Pvu per Patella vulgata (mol.lusc gasteropode).

Els acels s’han subratllat en gris fosc (Cr per Symsagittifera roscoffensis, Pr per
Paratomela rubra, Nf per Neochildia fusca i Ct per Convoluta triloba), i el

alineaments, i no degut a cap altre motiu.
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COMPARACIO DELS GENS HOX ANTERIORS ALS DIFERENTS GRUPS

15 20 30 40 50
ceee|oeoek|oeeee]|oeee|kkeo|oeoe]|oean
Hum HoxAl ELEKEFHFNKYLTRARRVEIAASLOLNETQVKIWFQNRR
Bfl Hoxl ELEKEFHYNKYLTRARRVETIAAALNLNETQVKIWFQONRR
Stt lab HFNKYLTRARRIEIiliLGLNETQVKI
Ack lab HFNKYLTRARRIET LOLNETQVKI
Dme lab ELEKEFHFNRYLTRARRIEIANTLOLNETQVKIWFQONRR
Tca lab ELEKEFHFNKYLTRARRIET LOLNETQVKIWFQNRR
Lat lab HFNKYLTRARRIET LOLNETQVKIWFQNRR
Pfe lab ELEKEFHYNKYLTRARRIET LOLNETQVKI
Sgr lab FHFNKYLTRARRIEI LOLNETQVKIW
Psi lab ELEKEFHFNIYLTRARRIE SLGLNETQVKIWFQNSR
Chv Iab HFNKYLTRARRIETAAALGLNETQVKI
Eus lab ELEKEFHFNKYLTRARRIETAAA-——————— KIWFQONRR
Nvi lab ELEKEFHFNKYLTRARRIETAAALGLNETQVKIWFQONRR
Hts lab HFNKYLTRARRIEIAITLGLNETQVKI
Distox A ELEKEFYFNKYLTRARRIETANALGLNETQIKT
Pnox 3 ELEKEFHFNQYLTRARRIETAKSMTLSETQIKI
HFNIYLTRARRIEI SLTLNETQVKI
ELEKEFHFNKYLTRARRIEIASTLSLSETQVKIWFQON
HFNIYLTRARRIEI SLTLNETQVKI
HFNRYLTRARRIETIABMSLALNETQV

*Posicions d’interés lab: 24, 36, 37

En el cas dels gens anteriors, tres dels quatre acels sequienciats tenen una base
exclusiva del grup en la posici6 24, éssent aquesta una R enlloc d’una K. Cal destacar que
I’especie que manté en aquesta posicid la K és Paratomela rubra, que €s la més basal.
Aixi doncs pot ser que es tracti d’una variacio ja dins del grup dels acels. En aquest cas
no s’ha pogut identificar el gen en els nemertodermatides, cosa la qual hauria pogut
aportar llum a resoldre aquesta possibilitat. Aixi mateix, les mateixes tres especies
comparteixen el doblet TS en les posicions 36 i 37, mentre que Paratomela rubra t&€ aqui
una inversio (ST). En les altres especies mostrades es troba en els ecdisozous una T o una
S en aquesta posicid i en dos dels lofotrocozous una S. En la posicid 37 hi ha una S en un
dels ecdisozous i una S o una T en alguns dels lofotrocozous. En qualsevol cas no es
manté el doblet TS en cap altre grup, i només a Helobdella triserialis es dona el doblet
ST com a Paratomela rubra. Un altre residu a mencionar és el que ocupa la posicid 39.
En el cas de la resta de bilaterals aquesta posicid 1’ocupa bé una G bé una Q. En canvi, en

95



Resultats 1 Discussio

el cas dels acels hi ha variacio, pero en cap cas no es troben aquells dos residus. Cal
destacar que en el triclad Polycelis nigra en aquesta posicid s’hi troba una T, com a
Symsagittifera roscoffensis i a Neochildia fusca. Tot 1 aquesta darrera coincidencia
concloem que no es troben evidencies que agrupin els acels més propers a lofotrocozous
que a la resta de grups, donades les altres posicions aminoacidiques.
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COMPARACIO DELS GENS HOX CENTRALS ALS DIFERENTS GRUPS

15 20 30 40 50
P e S N I X PP [
Hum HoxA4 ELEKEFHFNRYLTRRRRIETAHTLCLSERQVKIWFQNRR
Bfl Hox4 ELEKEFHFNKYLTRRRRIETAHSLGLTERQIKIWFQNRR
Act Antp HFNRYLTRRRRIETAHALCLSERQIKI
Stt Antp HFNRYLTRRRRIETAHALCLSERQIKI
Ack Antp ELEKEFHFNRYLTRRRRIETAHALCLTERQIK
Dme Antp ELEKEFHFNRYLTRRRRIETAHALCLTERQIKIWFQNRR
Eus Antp ELEKEFHFNRYLTRRRRIETAHALCLTERQIKIWFQNRR
Eus loxb5 ELEKEFHFNRYLTRRRRIEIAHSLGLSERQIKIWFQNRR
Lsa Hox7 ELEKEFHFNKYLTRRRRIETAHALCLTERQIKIWFQNRR
DtHoxC HFNKYLTRRRRIETAHTLILTERQIKT
DtHOXE HFNKYLTRRRRIETAHGLSLTERQIKI

HFNRYLTRRRRIETANLLALTERQIKT
HFNRYLTRRRRIETANLLGLTERQI
HFNRYLTRRRRIETANLLALTERQT

Nem central-I ELEKEFHYNKYLTRRRRIETAHALNLTERQIKIWFQNR

*Posicions d’interés Antp: 36, 37, 39.

En el cas dels gens centrals, hi ha una posicid molt conservada en tots els grups que
és la H en posicid 36. Per0d en tots els acels en els que s’ha trobat aquest gen central hi ha
en aquesta posicio una N. Altra vegada els nemertodermatides comparteixen residu amb
la resta de grups i no amb els acels, com passava en el cas del gen Caudal. També cal
destacar el residu en posicio 37, majoritariament ocupat per una A, mentre que en tots els
acels hi ha una L. En la posicid 39, tot i no haver-hi un gran consens, podem veure que
els acels no presenten I’aminoacid majoritari. Altre cop, tot i que 1’observaci6 de les
sequencies no agrupa els acels i els nemertodermatides, si que agrupa clarament els acels
i, a més, cap dels dos grups no s’assembla més a un o altre grups de bilaterals. A destacar
sobre tot el fet que les posicions especialment esmentades tampoc son compartides amb
els representants de platyhelmints, i que d’altres posicions si compartides amb diferents
grups no ho sén amb aquests (i.e. posicid 24, si compartida amb els nemertodermatides).

Amb comparacid de sequencies, hem determinat que el gen NemCentral-1I t&€ més
homologia als gens centrals posteriors (Hox 6-8) que als anteriors, als que correspondria
el gen NemCentral-1. Aixi doncs, es compara aquest gen NemCentral-II amb els gens de
tipus Ubx/Lox2-Lox4 a continuacid.

97



Resultats 1 Discussio

COMPARACIO DELS GENS CENTRALS UBX/LOX2-LOX4 ALS DIFERENTS GRUPS

Hum Hox A6
Bfl Hoxé6
Ack Ubx
Bmo Ubx
Sca Ubx
Lat Ubx
Juc Ubx
Pex-Lox 2
Pex-Lox 4
Eus Lox 4
Distox F
Dthox F
Nvi Lox2
Hme Lox4
Nem central-II

15 20 30 40 50

o o o o * e ok e o ok e o o o e o o o

ooo*|*ooo

ELEKEFHFSKYLTRTRRIEIATTLKLTEMQIKIWFQNRR
ELEKEFHFNKYLTRKRRIETAHLLGLTERQIKIWFQNRR
ELEKEFHTFHYLTRRRRIEMAHALCLTERQIKIWFQONRR
ELEKEFHTNHYLTRRRRIEMAHALCLTERQIKIWFQONRR
ELEKEFHANHYLTRRRRIEMAHQLCLTERQIKIWFQNRR
HTNHYLTRRRRIEMAHALCLTERQIKIWFQONRR
ELEKEFHTNHYLTRRRRIEMAHALCLTERQIKIWFQONRR
KFNRYLTRRRRIETAHCLCLTERQTI
OFNRYLTRKRRIEIAHCLCLTERQI
ELEKEFQYNNYLTRKRRIEIAHALNLSERQVKIWFQNRR
ELEKEFQYSRYTLRRRRIETAHMLOLTERQIKIWFQNRR
ELEKEFQFNIYLTRRRRIEIAHNLCLSERQIKIWFQNRR
FKTFHYLTRKRRIELSHMLCLTERQIKI
ELEKEFQFNRYLTRKRRIETACALCLTERQIKIWFQNRR
FQFNIYLTRKRRIEIAHSLCLTERQIKIWFQNR

*Posicions d’interés Central-1I: 21, 24, 29, 34, 36.

En el cas d’aquest gen, ja que tan sols s’ha pogut clonar a nemertodermatides, és
encara més dificil de decidir alguna conclusid de la sequencia de la proteina, sobretot
donat el cas que no hi ha posicions conservades massa clares. Tot i aix0, en aquest cas hi
ha una tendencia, si bé aquesta no és en absolut clara, a agrupar els nemertodermatides
més amb els lofotrocozous que pas amb els ecdisozous. Aixi veiem que en posicid 21 hi
ha una Q que es comparteix entre els nemertodermatides i la majoria de lofotrocozous.
Tanmateix, una H en posicid 24 és compartida per tots els ecdisozous usats i el
nemertodermatid, tot i que dos dels 7 lofotrocozous també tenen una H en aquesta
posicid. Mentre tots els ecdisozous tenen una R en posicid 29, 4 dels lofotrocozous hi
tenen una K, com el nemertodermatid, tot i que el cefalocordat també comparteix aquest
residu. Per Gltim, una V en posicid 34 present al nemertodermatid &s Gnicament
compartida pel lofotrocozou Euprymna scolopes (mol.lusc). Només la S en posicid 36 és
Ginica a nemertodermatid, tot i que aquesta posicio és altament variable en tots els grups.
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COMPARACIO DELS GENS HOX POSTERIORS ALS DIFERENTS GRUPS

15 20 30 40 50
oo oo ekoo |hhkhhkhoeKkeoekhkheooo |hkoo DR

Hum Hox A9 ELEKEFLINMYLTIDIRYEV LLNLTERQVKIWFONRR
Bf1 Hox9 ELEKEFLYNMYLTRERRYEIS@HVNLTERQVKIWFONRR
Act abdB LOCLCFKQKRW-DC@NLNLTERQVKI

Ack abdB ELEKEFLENAYVSKQKRWELARNLNLTERQVKI

7zvi abdB EFHENAYESKQKRWELARNLOLTERQVKIWFONRR
Hpi abdB EFHENAYVSKQKRWELARNLOLMERQVKIWFONRR
Sac abdB ELEKEFLENAYVSKQKRWELARNLNLTERQVKIWFONRR
Afr abdB ELEKEFLENAYVSKQKRWELARNLNLTERQVKI

Dj AbdBa ILESEYVGNETHTROKRWEMABKL.HLSEROTKVWFONRR
Eus post 1 ELEREYALS[HYBSKSHRWELSQLLNLSERQIKIWFONRR
Nvi post 1 ELEKEYVNN[YERTKPKRWELS@RLNLSERQVKIWFQONRR
Eus post 2 VLENEFLNSSYRTROKRWERSEKLOLTERQVKVWFONRR
Nvi post 2 VLENEFMGNS YITROKRWEBS@KLHLSERQVKVWFONRR
Pex abdB VSNSYRTROKRWEMSEKLHLSERQV

TKNQTLELEKEFW'NIY TRERREEEARSL.NLTBROV
ELEKEFYENNYBTRERREEHARVL.GLSBROVKIWFON
LLELEFEKEFLLS[lYBTRDRREEESKST.HLSBROVK IWFONRRM

Nem post EKEFLENVYTRERRGEESRSTNLTPRQVKIWFQNSX

*Posicions d’interés post: 22, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 34, 35, 36, 41, 42.

La posicid que més agrupa els acels i nemertodermatides en el cas dels gens
posteriors és la 42, ja que aixi com aquests hi tenen una D, la resta de bilaterals hi tenen
una E. La resta de posicions son molt més ambigiles i menys conservades. N hi ha
algunes que també separen els acelomorfa de la resta de protostomats, com ara la R en
posicid 30 o la E o D en posicido 29. Aquestes es comparteixen, pero, amb els
deuterostomats. També en la posicido 32, els protostoms hi mostren una W, els
deuterostoms una Y i, en canvi, acels i nemertodermatides no tenen cap d’aquests dos, si
bé no hi ha consens en el residu. Semblant és el cas de la posicid 36, que mentre en la
resta de bilaterals majoritariament hi ha una K o N, en acelomorfa majoritariament hi ha
una S. En posicid 22 trobem la Gnica agrupacid clara en aquest gen entre acelomorfa i
ecdisozous. En canvi, en posicid 26 una I és compartida per acelomorfa i lofotrocozous.
Similarment passa en les posicions 27 i 28, tot i que en aquest cas també els deuterostoms
comparteixen residus amb lofotrocozous i acelomorfa. Aixo podria fer pensar en un canvi
en els ecdisozous, ja que la resta de grups guarden un consens. La posicid 34 agrupa
acelomorfa amb el gen posterior 2 de lofotrocozous, pero no hi ha altres evidencies
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d’aquest possible agrupament. Per Gltim, les posicions 35 i 41 mostren que dels dos
residus que apareixen a acelomorfa en les mateixes proporcions, un és tipic de
lofotrocozous i I’altre d’ecdisozous. Aixi doncs, tot i la complicada homologia dels gens
posteriors, altra vegada resulta dificil poder adscriure els acels i nemertodermatides en un
o altre grup.
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COMPARACIO DELS GENS XLOX ALS DIFERENTS GRUPS

Cin
Hum
Bfl
Stp
Cts
Chv
Nmi
Pst

Xlox
Xlox
Xlox
Xlox
Xlox
Xlox
Xlox
Xlox

15 20 30 40 50

YISRPRRIELAAMLNLTERHIKIWFQNRR
ELEKEFLFNKYISRPRRVELAVMLNLTERHIKIWFQNRR
ELEKEFHFNKYISRPRRIELAAMLNLTERHIKIWFQNRR
ELEKEFHFNKYISRPRRIELAAMLNLTERHIKIWFQNRR

HFNKYISRPRRIELAAMILNLTERHIKI

HFNKYISRPRRIELAALLNLTERHIKI
ELEKEFHFNKYISRPRRIELAAMLNLTERHIKI
ELEKEFHFNKYISRPRRIELAAMLNLTERHIKI
ELEKEFHFNKYISRPRRIELAAMLNLTERHIKIWFQNRR

e o o o o o o o e o o o e o o o

En el cas del gen ParaHox X/ox no es troba cap residu diferent en la sequencia

d’aminoacids amb la resta de proteines amb les que s’ha comparat, excepte per la V en
posicid 32 a humans. Si bé no es poden veure, doncs, caracters diferents a la resta de

grups, cosa que de tota manera seria poc concloent al tractar-se d’una sola sequencia a

comparar, si que es pot adscriure aquest gen de nemertodermatid al grup dels Xlox, ja que
hi ha residus especifics per aquest gen, com ara la P en posicio 28, la L en posicio 34, la

A en posicid 36 o la H en posicio 44. Tot i aixo, cal dir que no s’ha trobat en el banc de

dades cap sequencia Xlox corresponent a organismes del grup dels edisozous. El fet de
trobar Xlox a lofotrocozous i deuterostoms podria apuntar més aviat a una perdua o poca
conservacio del gen Xlox dins dels ecdisozous.
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COMPARACIO DELS GENS CAUDAL ALS DIFERENTS GRUPS

15 20 30 40 50
R I I R X X 3 I
Hum Cad ELEKEFHYSRYITIRRKSELAANLGLTERQVKIWFQNRR
Bfl Cad ELEKEFYSNKYITIKRKIQLANELGLSERQVKIWFQNRR
Tca Cad ELEKEFTVSKYITIKRKSELAENLGLSERQIKIWFQNRR
Dme Cad ELEKEYCTSRYITIRRKSELAQTLSLSERQVKIWFQONRR
Ack cCad HYSRYITIRRKSELAQALNLSERQVKI
Act cCad ELEKEFHYSRYITIRRKIELAASLNLSERQIKIWFQNRR
Cel Cad ELEKEFHTSPFITSDRKSQLSTMLSLTERQIKIWFQNRR
Pvu Cad ELEKEFHYSRYITIRRKAETAAQLALSERQVKIWFQNRR
Chv Cad HYSRYITIRRKAELAQSLOLSERQVKI
Dist Cad ELEKEFLTOKYVNARRKSEMARALQLTERQVKIWFQNRR
Nmi Cad HYSRYITIRRKAELAQTLSLSERQVKI
Pst Cad ELEKEFHYSRYITIRRKAELAQNLSLSERQVKI

RTN@YITIRRKSELAMOMGLSERQVKI
RTN@YITIRKKAELABOMGLSERQVKI
EFRSAQYITIRRKSELAMOMGLSERQVKIWFQONRR
TDROQRAELENEFRSAQYITIRRKSELAMOMGLSER
Nem Cad ELEKEFHYKRYITLRRRIELACELGLTERQVKIWFQNR

*Posicions d’interés Cad: 21, 24, 36, 37, 38, 39.

En el cas del fragment Caudal amplificat per PCR hi ha quatre posicions en les que
els acels tenen un residu conservat només en el seu grup. Aquests residus son la R en la
posicid 21, la Q en la posicid 24, la M en posicid 36, i la V en posicid 38. De les
posicions que no sOn conservades a tots els grups, els acels comparteixen certs
aminoacids amb uns i certs amb d’altres. Aixi doncs, la G en posicid 39 que tenen tant
acels com nemertodermatides no és compartida amb els representants de lofotrocozous,
pero si amb els deuterostoms i amb un dels quatre ecdisozous amb els que es comparen.
Tanmateix, la Q en posicid 37 és present només en els acels i en un dels representants de
lofotrocozous. Altres residus a tenir en compte per les seves diferencies son la posicio 23
i la 32. En la 23 tots els grups amb els que els comparem tenen una S o una Q, excepte
I’amfiox que hi té una N. Aixi mateix, els acels hi tenen bé una N, bé una A, tret que els
distingeix de la resta. En aquesta posicio els nemertodermatides hi tenen una K, també
Gnica. En la posicid 32 la majoria de lofotrocozous excepte Discocelis tigrina, hi tenen
una A, mentre que els ecdisozous hi tenen una S. En aquesta posicd la majoria d’acels hi
tenen una S, excepte Paratomela rubra que hi té una A. En el cas dels nemertodermatides
no hi ha cap residu que els distingeixi clarament o que els uneixi amb els acels, pero al
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només ser una especie amb la que s’ha treballat és dificil generalitzar a partir d’una sola
sequencia. L’ inic residu no compartit amb cap dels altres grups €s la L en posicid 26, que
a més és una posiciod totalment conservada en els altres grups (I). De les altres dues
posicions que els nemertodermatides comparteixen variacions amb algun dels grups (32 i
41) cal destacar que aquests son els ecdisizous o els deuterostoms, pero no els
lofotrocozous (excepte en el cas de la posico 41 on també el lofotrocozou Discocelis
tigrina té el mateix residu). Aixi mateix val a dir que la sequencia del gen NemCad és
molt divergent respecte a la resta, molt més que no pas les dels acels, i tant com la del
nematode C. elegans o el policlad D. tigrina.

En la I’alineament de les pagines 81 i 82 d’aquest apartat de Resultats i Discussio es
pot comprovar que les regions flanquejants del gen Caudal no son conservades en els
diferents filums, i s aquesta la rad per la qual no s’ha inclés aqui un estudi comparatiu
d’aquesta regid, tot i que s’ha aconseguit un bon tro¢ de la sequencia d’aquesta en 1’acel
Neochildia fusca.

Aixi doncs, de I’observaci6 dels fragments de sequencies del gen ParaHox Caudal
podriem concloure que tots els acels tenen variacions consistents, que els
nemertodermatides tenen el gen més divergent en aquesta regiod i que en qualsevol cas, no
s’observa cap tendencia que faci pensar que les sequencies d’acels o nemertodermatides
s’assemblin més a lofotrocozous que als dos altres grups. Cal afegir, a més, que la
sequencia de nemertodermatides és tan diferent a les dels acels com a les de la resta de

grups.

Després de la comparacio de sequencies dels gens Hox i ParaHox trobats a acels i
nemertodermatides, podem dir que hi ha 29 posicions aminoacidiques que ens donen
algun tipus d’informacid. D’aquestes, 12 donen forca a la diferencia dels acels respecte
els altres grups, fins i tot respecte als nemertodermatides. 6 posicions, pero, apropen els
acelomorfa. 4 més son diferents entre acelomorfa i la resta de bilaterals. Respecte als
altres grups dins dels bilaterals, 1 posicid els apropa més a deuterostoms, 3 a
lofotrocozous i 2 a ecdisozous. La resta de residus estan compartits pels dos darrers grups
i acelomorfa. Aixi doncs, aquesta comparacio de sequencies no €s concloent pel que fa a
poder adscriure els acels en un o altre grup filogenetic i, de fet, els aparta una mica
d’aquells. Aixo es pot deure a una divergencia del clade acels o acelomorfa o bé degut a
un posicionament basal dels acels. La divergencia de sequencies amb els
nemertodermatides no ajuda a resoldre aquest dubte. Tot i aixi, el nombre reduit de gens
de tipus Hox i ParaHox que hem trobat en aquestes especies apunta a una posicid basal.

Tenint en compte el fet que les seqiiencies de que es disposava eren massa curtes per
a poder fer arbres filogenetics, varem decidir de fer concatamers de les sequencies a fi i
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efecte de tenir més posicions i, per tant, més informacio, a I’hora de construir I’arbre. Al
banc de dades GeneBank es van buscar sequencies dels gens Hox anteriors, centrals i
posteriors d’animals dels diferents grups de bilaterals dels que es coneguessin els tres, per
a poder fer els arbres amb les seqiiencies d’acel i nemertodermatid que nosaltres haviem
trobat. Tot i concatenar les sequencies, cal remarcar que les posicions informatives no son
moltes. Tot i aixo, tots els arbres realitzats han donat resultats congruents. Els fragments
de sequencies aminoacidiques usats es mostren ens 1’alineament seguient (en verd

lofotrocozous, en vermell ecdisozous i en blau deuterostoms):
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Nereis virens labial
Nereis virens scr

Nereis virens Post2
Lingula anatina lab
Lingula anatina scr
Lingula anatina Post-2
Discocelis tigrina Hox1/lab
Dugesia japonica PLOX4-Dj
Dugesia japonica DjAbd-Bb
Priapulus caudatus lab
Priapulus caudatus HBI
Priapulus caudatus abd-B
Tribolium castaneum lab
Tribolium castaneum scr
Tribolium castaneum abd-B
B. floridae AmphiHoxl1

B. floridae Hox-5

B. floridae Hox-10
Halocynthia roretzi HrHox-1
Ciona intestinalis Hox5
Ciona intestinalis Hox10
Danio rerio Hoxala

Danio rerio hoxb5b

Danio rerio hoxbl0Oa
roscoffensis lab
roscoffensis central
roscoffensis post
rubra lab

rubra postZ2

rubra post I

fusca lab

fusca central
westbladi centrall
westbladi post
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S’han realitzat diferents arbres, que es detallen a continuaci6. El metode utilitzat ha
estat el Fitch (basat en matrius de distancies) (veure detalls en l'apartat de Materials i
Metodes, suport informatic). Les agrupacions s’han fet segons els tres grans grups de
bilaterals: encerclats en blau els deuterostoms, en verd els lofotrocozous i el vermell els
ecdisozous. Cal afegir que no son arbres amb arrel, i per tant no es pot determinar
basalitat o no. En tot cas, si que es pot veure amb aquests arbres la posicid relativa d’un
organisme respecte als diferents grups:

nereis

platihelmints

priapulid

paratomella

ascidia

danio

amphioxus

0.1

Arbre 1) Sobre I’alineament dels gens labial i posterior de cada organisme triat del
banc de dades amb aquests gens de Paratomela rubra, com a exemple d’acel basal.
L’acel queda fora de la resta de grups.
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platihelmints

nereis

lingula

priapulid

tribolium

symsagittifera

74

amfiox

danio

ascidia
0.1

Arbre 2) Sobre 1’alineament dels tres gens (labial, central i posterior) de cada
organisme triat del banc de dades amb els tres gens de Symsagittifera roscoffensis, com a
exemple d’acel no basal. Aquest acel també queda fora de la resta de grups.
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lingula nereis

priapulid platihelmints

tribolium

ascidia symsagittifera

danio

amphioxus
paratomella

0.1

Arbre 3) Sobre I’alineament dels gens labial i posterior de cada organisme triat del
banc de dades amb aquests gens de Paratomela rubra i Symsagittifera roscoffensis. No
s’han pogut usar les sequencies de 1’acel Neochildia fusca degut a que aquest no presenta
el gen posterior. Pero arbres fets amb les sequencies dels gens anterior i central de
Neochildia fusca i Symsagittifera roscoffensis donen resultats equivalents a aquest.
Aquest arbre s’ha fet per confirmar que els dos acels quedaven dins d’un sol grup tot i
que un fos basal i I'altre més derivat. En aquest cas els acels queden junts i fora de la resta
de grups.
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platihelmints

nereis
priapulid lingula
tribolium
94
99
53

nemertodermatid

66

ascidia
amfiox
danio
0.1

Arbre 4) Sobre 1’alineament dels gens central i posterior de cada organisme triat del
banc de dades amb aquests gens del nemertodermatid Nemertoderma westbladi. El
nemertodermatid queda fora de la resta de grups.
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platihelmint

priapulid
nereis

tribolium .
lingula

nemertodermatid
ascidia

symsagittifera

amfiox

0.1

Arbre 5) Sobre 1’alineament dels gens central i posterior de cada organisme triat del
banc de dades amb aquests gens a Symsagittifera roscoffensis i Nemertoderma westbladi,
per testar la posicio del grup Acelomorpha. En aquest cas, tot i que ambdos queden fora
de la resta de grups i, fins i tot, junts en un embrancament, no hi ha suport de bootstrap
del grup. Es a dir, acels i nemertodermatides queden fora de la resta de grups, pero no hi
ha suport estadistic pel grup dels acelomorfs. Aquest fet es discutira a la Discussio
General.

Dels diferents arbres realitzats, si bé no es pot afirmar que siguin basals, si es pot
concloure que els acels i nemertodermatides no estan dins de cap dels grans grups de
bilaterals (lofotrocozous, ecdisozous ni deuterostoms). Tot i aixo, cal posar emfasi en dir
que aquests arbres han estat generats a partir de poques posicions informatives i que, per
tant, no son proves finals de la posicio filogenetica dels acelomorfs. En aquest sentit, el
treball de Cook i col.laboradors (en procés) aporta arbres realitzats sobre concatamers de
sequencies més complertes dels gens labial, central, posterior i caudal de Symsagittifera
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roscofensis que mostren una topologia igual a la dels arbres aqui realitzats. Aixo prova
que aquestes topologies es mantenen a I'augmentar el nombre de residus de 1'analisi.
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CAPITOL 6. PROJECTE ESTs DE L’ACEL SYMSAGITTIFERA ROSCOFFENSIS.

En col.laboracid amb el laboratori del Dr. Mark Blaxter en el ICAB a la University
of Edinburgh, Regne Unit, es va iniciar un projecte d’ESTs sobre la genoteca d’embrions
SMART de Symsagittifera roscoffensis. Amb aquest es pretenia generar un nombre elevat
de sequencies d’acel, ja que no hi havia fins aleshores un gran pool de sequencies
conegudes en aquests animals. L’objectiu amb aquestes noves sequencies era de fer
analisi filogenetiques amb aquelles que fossin informatives, donat que a més gens
informatius inclosos en un estudi filogenetic, millors els resultats que es poden obtenir.
Passariem doncs de tenir una desena de gens amb els que tractar el problema que ens
ocupa a tenir-ne centenars.

A partir del mateix DNA obtingut per fer la genoteca de cDNA d’embrions que es va
crivellar es va fer un nou empaquetament amb un resultat d’uns 1.5 milions de fags. Es
van processar més de 2500 fags dels quals es varen seleccionar per mida uns 1100, que
van ser sequenciats. Les sequencies obtingudes es van comparar i es van agrupar, donant
un total de 627 clusters. Cada cluster és el resultat d’empalmar seqiiencies que s han
demostrat ser del mateix gen en diferents posicions contigiies solapants, de manera que
s’ha pogut obtenir una sequencia més llarga d’aquell gen. La majoria de clusters
corresponien a una sola sequencia, si bé és cert que alguns venien de 8, 14, i fins a un
maxim de 29 sequencies.

Amb les tecniques informatiques desenvolupades al laboratori del Dr. Blaxter es
poden comparar les sequencies obtingudes de Symsagittifera roscoffensis amb dades
d’ESTs d’altres organismes que tenen al banc de dades amb una eina anomenada SimiTri
(veure Materials i Metodes). Aquestes analisi van conduir a la conclusio que en la nostra
genoteca de cDNA hi havia tres poblacions de DNA, provinents de tres organismes
diferents: un animal (I’acel), un vegetal (I’alga simbiont, que tot i no ser present en els
embrions dels quals s’havia generat el cDNA si que ho estava en els pares i en el medi, i
podien aixi quedar adosades en els embrions), i un fong, I’origen del qual no és clar. Tot i
aixo, fent servir aquesta eina, es va poder observar que no hi ha en els grafics de les dades
per les triades lofotrocozous/ecdisozous/Symsagittifera roscoffensis, lofotrocozous/
deuterostom/Symsagittifera roscoffensis i ecdisozous/deuterostom/Symsagittifera
roscoffensis, cap tendendia a agrupar les seqiiencies de 1’acel en un o altre grup dels
esmentats.

En el nostre grup de EST, la gran majoria (445 de les 627) no van donar homologia a
cap proteina existent al banc de dades. Aquesta dada no deixa de ser sorprenent si es té en
compte que ja hi ha alguns genomes sencers seqiienciats, ja que hauriem de suposar que
els gens que hi ha a Symsagittifera roscoffensis haurien de ser-hi també, majoritariament,
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a la resta d’organismes. Val a dir, també, que hi havia un gran nombre de sequiencies que
provenien de les algues i del fong (37 de les 182 que si donaven homologia). De les
sequencies que donaven homologia amb sequiencies de metazous o bé a metazous i altres
regnes alhora, moltes eren de gens ribosomals, algunes eren gens mitocondrials (CoxlI,
Coxll, CoxIII i Cytb), i la resta (aproximadament la meitat) eren enzims o gens
estructurals, pero amb baixa representacid i baixa homologia per la sequencia del
genebank en general. La poblacio de les ESTs es descriu als grafics seguients:

Proporcions de les ESTs trobades

71%

BEST sense homologia
BEST amb homologia

29%

Grafic 1. Proporcid de ESTs de Symsagittifera roscoffensis que donaven homologia amb

gens ja existents al banc de dades (taronja) o que no (verd).

Proporcions de les ESTs amb homologia

47%

29% B rib metazous

Brib no metazous

B mitocondials
Destruc no metazous

O estruc metazous

13% 4%

Grafic 2. Proporcions dins de les ESTs amb homologia. rib metazous: sequencies ribosomals de
metazous i altres. rib no metazous: seqiiencies ribosomals de plantes i/o fongs. mitocondrials:
sequencies mitocondrials de metazous. estruc no metazous: sequencies de proteines estructurals

de plantes i/o fongs. estruc metazous: sequencies de proteines estructurals de metazous i altres.
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Després d’un crivellatge de totes aquelles sequiencies es va decidir de fer un estudi
filogenetic basat en aquelles que havien estat sequienciades prou vegades en diferents
animals i que a més estaven formades per un contig de, pel cap baix, dues seqiiencies.
Amb aquestes caracteristiques quedaven, a més de seqiiencies que ja s’havien usat en
altres estudis per fer filogenia, com ara el 18S o el 28 S, el factor d’elongacio 1-alfa i els
gens mitocondrials, la B-tubulina, 1’a-tubulina 1 i una xaperona. Donat que la maxima
homologia de les sequencies que es van trobar en aquests casos eren per sequencies de
metazous, varem suposar que aquests gens venien del pool d’acel, i no de la planta o el
fong. D’aquestes proteines es van buscar seqiiencies d’altres animals al banc de dades i es
van construir arbres filogenetics. Malauradament, les filogenies obtingudes no van ser
correctes, donada no només I’adscripcid atipica dels acels, sin6 de, de fet, tots els
metazous utilitzats. Aixi doncs, ens vam decantar per fer filogenies també amb d'altres
gens, tot i que els contigs d'aquests comptessin només amb una sequencia. Els gens triats
van ser I’actina, la catepsina, la tropomiosina, les histones H4 i H2, i la proteina 14-3-3.
Es van provar amb aquests gens diferents arbres, tant amb amino-acids com amb
nucleotids, i d’aquests, amb totes les posicions o només amb la primera i la segona. Altra
vegada, les filogenies presentaven una topologia no adecuada ni tant sols pels grups ja
determinats.

D’aquest estudi de les ESTs de 1’acel Symsagittifera roscoffensis es desprén que les
molecules trobades no son informatives per a fer filogenia, i demostra, altra vegada i com
es discuteix a la Discussio General d’aquesta tesi, que no es pot fer servir qualsevol
molecula per a fer filogenia, ja que, bé per ser massa conservades, bé per ser-ho massa
poc, totes les que s’han intentat han resultat no adients. A més, cal dir també que el que
una molecula no resolgui filogenies en el nivell que aqui ens ocupa, no vol dir que no
sigui bona per resoldre’n a un altre nivell, i que cada vegada s’ha de tornar a provar
aquella molecula si el que ens interessa €s resoldre a nivell d’especie, filum, o d’altres.
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DOTACIO GENICA DELS HOX I PARAHOX DELS ACELS

ecdisozous lofotrocozous deuterostoms
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Figura 1. Model proposat per als complexes Hox presents en 1’origen dels diferents grups

de bilaterals.

La dotacid genica del cluster Hox a I’origen dels diferents grups de bilaterals esta
resumida en la figura 1. Aixi doncs, tot i que diferents autors han donat diferents
quantitats per aquest nombre minim de gens inicials (de Rosa i col.laboradors, 1999,
Kourakis i Martindale, 2000, Balavoine i col.laboradors, 2002), els més petits son els
referits a la figura. Com es pot veure, en el cas de 1’ancestre com@ a protostoms i
deuterostoms, hi ha al menys set gens en el cluster Hox.

Com s’ha exposat en el capitol de Resultats, el nombre de gens Hox i ParaHox
trobat en acels i nemertodermatides és significativament reduit, tot i I’ampli ventall
d’oligonucleotids degenerats utilitzats que permetrien, en principi, amplificar qualsevol
tipus de gen Hox. Si es t€ en compte el trobat en els organismes estudiats en aquest
treball, podem veure que la dotacio dels acels i nemertodermatides podria correspondre a
la d’un organisme que fos derivat directament d’aquell ancestre comd.

El fet que s’hagi trobat un nombre de gens Hox i ParaHox reduit pot ser degut a
diverses raons. Una d’elles és la tecnica, i és evident que fins que no es demostri
lligament entre cada un dels gens trobats i es verifiquin les regions flanquejants d’aquest
cluster per demostrar que no hi ha més gens no es pot concloure de manera inequivoca
que la dotacid Hox i ParaHox d’aquests animals és la que es descriu aqui. De fet, seria
esperable trobar un representant dels gens Hox corresponents al PG3 i un dels gens
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ParaHox Gsh. Cal tenir en compte que s’ha provat que hi pot haver perdua genica en el
cluster Hox (Aboobaker i col.laboradors (2002) troben perdua de gens del cluster en el
nematode C. elegans). Tot i aixo, en el cas que la dotacio simple sigui artefactual,
s’haurien de trobar altres membres de cada un dels grups de gens com passa en la resta
de bilaterals (en el cas anterior dels nematodes, per exemple, altres especies conserven
alguns dels gens Hox que ha perdut C. elegans). En qualsevol cas, donades les dades que
es tenen, i tenint en compte que aproximadament el mateix nombre reduit de gens s’ha
trobat a les 4 especies estudiades d’acel, i similar en la de nemertodermatid utilitzada,
creiem que els nostres resultats apunten a una dotacid genica Hox i ParaHox realment
reduida en els acelomorfs.

Cal esmentar, pero, el cas dels dos gens posteriors observats Ginicament a
Paratomela rubra. De la comparacid de sequencies amb d’altres gens posteriors d’altres
bilaterals es desprén que aquests dos podrien provenir d’una duplicacid propia dins del
grup de Paratomella, més que no pas correspondre a una situacid basal. Aquesta
afirmaci0 es fa sobre la base que en els altres acelomorfa estudiats sols hi ha un gen
posterior, i, a més, que els dos posteriors de Paratomela rubra no corresponen als dos
posteriors de lofotrocozous, sind que son més semblants a ells mateixos que a altres gens
posteriors duplicats en altres grups.

Tot i que en els diferents apartats d’aquesta tesi s’ha parlat de tres grups de
bilaterals, els deuterostoms, els lofotrocozous i els ecdisozous, hi ha una tendencia a
agrupar els lofotrocozous i els ecdisozous en el grup classic dels protostoms. Si bé
aquesta classificacio tradicional esta basada en diferents caracters que sempre han donat
aquesta separacio entre deuterostoms i protostoms, i aquesta encara es continua
utilitzant, cal destacar que els estudis de filogenia molecular encara no han demostrat en
cap cas aquesta relacio, sind que sempre agrupen els tres grups de manera politomica en
els arbres (Ruiz-Trillo, comunicacid personal).
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POSICIO FILOGENETICA DELS ACELS

Com s’ha despres de 1’apartat de Resultats d’aquesta tesi, no hi ha a la fi cap prova
concloent que dugui a localitzar els acels, ni els nemertodermatides, inequivocament en
I’arbre filogenetic del metazous. No s’ha trobat cap gen que adscrigui aquests a un o
altre grup, ja que les sequencies trobades no estan polaritzades (i.e., no tenen
caracteristiques d’un o altre grup). Tot i aixo, els resultats de nombre i tipus de gens Hox
i ParaHox que s’han trobat en aquest treball, juntament a altres proves dutes a terme per
altres grups investigadors si mostren una tendencia.

Ja s’ha comentat el fet que els grups estudiats només han mostrat una serie petita de
gens Hox i ParaHox. Si es té en compte la possible historia evolutiva d’aquests gens es
pot dibuixar una posicio basal en el grup dels acelomorfa. Aixi, si es considera que els
gens Hox i ParaHox van apareixer a partir de la duplicacid d’un cluster ProtoHox de 4
gens, i que els clusters primitius van evolucionar de manera que el Hox va patir una
serie de duplicacions en els bilaterals, caldra que s’esperi d’un organisme a la base
d’aquests que tingui un cluster Hox amb una dotacié genica més minsa que als altres
grups triblastics. El model basal, tal i com es descriu ja a la Introduccid d’aquesta tesi,
proposa que el cluster Hox ancestral, just després de la duplicaci6 del cluster ProtoHox
en Hox i ParaHox, consistia de quatre gens (anterior, PG3, central i posterior), aixi com
el ParaHox provablement també presentava quatre gens, tot i que el central s’hauria
perdut tempranament en tots els filums. Tot aixo ens porta a proposar que donat que els
acels 1 nemertodermatides tenen una dotaci6 Hox semblant a la proposada com a
primitiva, el cluster Hox dels acelomorfa correspon a aquell esperable en un animal
basal, tal i com es mostra a la figura 2. Noti’s que aquesta proposta és perfectament
conforme a la separacio dels clusters abans de la divergencia de cnidaris i bilaretals.
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Figura 2. Model proposat d’evolucid dels complexes genics Hox i ParaHox a partir d’un
gen ancestral Ur-ProtoHox. Un cop formats els clusters Hox i ParaHox, i no abans, es va
donar la separacid entre diblastics i triblastics. Es proposa la dotacid genica dels acelomorfa

en el complexe Hox com a ancestral a la resta de bilaterals.
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Quan es té en compte la sequiencia dels gens Hox i ParaHox trobats s’observa una
divergencia notable dels nemertodermatides i els acels, si bé els dos es separen de la
resta de bilaterals. Aquesta diferéncia en el que se suposa son grups germans (fet
corroborat per les filogenies classiques aixi com per les moleculars (Littlewood i
col.laboradors, 2001; Ruiz-Trillo i col.laboradors, 2002)) la justifica el fet que només
una especie de nemertodermatid ha estat subjecte d’estudi, podent esbiaixar els resultats.
A més, cal tenir en compte que el fet que acels i nemertodermatides siguin grups
germans no ha d’implicar necessariament que tinguin una historia evolutiva comuna
massa llarga. Aixi, suposant que realment fossin el grup germa de la resta de bilaterals,
pot ser que poc després de la separacid d’aquests i els acelomorfs, aquests Gltims també
se separessin, corrent histories evolutives diferents. Si aixo fos aix{, el temps abans de la
divergencia d’acels i nemertodermatides no hauria estat prou gran com perque certes
molecules prenguessin caracters comuns i diferents de la resta de bilaterals, o si fou aixi,
el temps de divergencia posterior ha estat prou gran com per tornar a perdre els caracters
comuns. Aquest punt de vista també explicaria certes diferencies morfologiques
dramatiques entre acels i nemertodermatides, com ara 1’estructura del cervell, els
espermatozous, etc. Tot i aixo, en aquest estudi s’ha observat que hi ha una serie de
residus aminoacidics que agrupen acels i nemertodermatides, i no la resta de bilaterals,
com es subratlla en capitol 5 de 1’apartat de Resultats i Discussio.

Cal dir que la petita col.leccid de gens Hox a acels i nemertodermatides trobada en
aquest treball podria ser fruit d’'una més gran homologia dels primers utilitzats pels gens
trobats, pero també cal destacar que en els tres laboratoris dels que es té constancia
s’hagin buscat els Hox d’acels s’ha trobat la mateixa baixa representacid de gens (i no de
classes de gens) tot i usar diferents tecniques i oligonucleotids. Aixi doncs, es pot
interpretar aquesta poca quantitat de gens com a representacid de la caracteristica basal
de la dotacid Hox a acels. Es evident, pero, que el fet que els acels tinguin un nombre
baix de gens Hox podria ser una caracteristica derivada. El fet que el grup germa dels
acels, els nemertodermatides, tingui també la mateixa mena de dotacid apunta més a que
aquesta sigui la situacio6 basal i no la derivada. No obstant, si es trobés una dotacid6 més
gran a la actualment descrita, aquesta no seria prova suficient per dir que els acelomorfa
no son basals, ja que I’ancestre com a protostoms i deuterostoms, com s’ha exposat, se
suposa dotat de set gens Hox.

També cal veure el tipus de gens Hox i ParaHox que s’observen en els animals a
estudi. A la Introduccid s’ha dit que hi ha una serie de residus caracteristics a diferents
gens Hox que permeten incloure aquell gen dins del grup dels lofotrocozous o dels
ecdisozous. En els fragments de gens que s’han trobat en aquesta tesi no hi ha els llocs
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més inequivocament informatius, com ara 1’spiralian peptide de 1’antennapedia
lofotrocozou o 'ubx peptide dels protostoms. Ara bé, si que s’han pogut comparar les
sequencies d’acels i nemertodermatides amb les d’altres bilaterals, i aquesta comparacid
ha demostrat que, amb els petits fragments dels que es compta, no hi ha cap argument a
favor d’una major adscripcio dels acelomorfs dins els lofotrocozous que en els altres
grups. Es més, en alguns casos els residus aminoacidics d’acels estaven més relacionats
amb els d’ecdisozous que amb els lofotrocozous. Aixi doncs, altre cop es deriva
d’aquesta observacid que els acels podrien estar a la base dels bilaterals, ja que
comparteixen caracteristiques diferents amb els tres grups de bilaterals. A més, amb els
arbres realitzats amb els concatamers de les sequencies de gens Hox trobades es veu que
els acels i els nemertodermatides queden sempre fora de qualsevol dels tres grups de
bilaterals. Al no ser arbres amb arrel no es pot concloure res sobre basalitat. Cal recordar
que els arbres s'han fet sobre una regi6 curta i que hi ha pocs residus informatius, pero
tot i aixo el suport estadistic és prou gran. Estudis filogenetics realitzats amb altres
molecules han mostrat també una relacio parafiletica entre acels i nemertodermatides
(Ruiz-Trillo i col.laboradors, 1999; Jondelius i col.laboradors, 2001). El fet que els
nemertodermatides i els acels no quedin monofiletics en l'analisi amb un suport
estadistic suficient esta en consonancia amb allo explicat anteriorment en aquesta
Discussid sobre la possible curta historia evolutiva comuna que han tingut aquests dos

grups.

De I’estudi de les ESTs obtingudes també es deriva que alguns dels gens que s han
demostrat provenir dels acels no tenen més afinitat amb els de lofotrocozous que amb els
ecdisozous o deuterostoms, quedant tan allunyades de les sequencies d’uns com dels
altres. Aixi, si bé no s’ha pogut comptar amb seqiiencies de gens filogeneticament massa
informatius (bé perque eren gens massa conservats, bé per tot el contrari), si que de
I’analisi dels clusters (o contigs) d’acel s’ha pogut inferir que, en global, no es mostra
cap tendencia clara que pugui agrupar els acels en un o altre grup.

Fins aqui les proves indirectes que aquest treball pot aportar en la discussid sobre la
posicio filogenetica dels acels. Val a dir, pero, que els treballs portats a terme amb altres
molecules i altres caracteristiques validen aquests resultats, alhora que tots en conjunt
aporten més forca al posicionament basal dels acels.

1. Ruiz-trillo i col.laboradors, 1999. Aporten la primera prova molecular sobre la
qual basar la posicid primitiva dels acels: el 18S. Com ja s’ha comentat en la
introduccio, en aquest estudi 1’acel Paratomela rubra era el que se situava a la base dels
bilaterals en fer una filogenia basada en la molecula del 18S. El problema d’aquest
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estudi fou que els nemertodermatides no quedaven agrupats amb els acels, cosa que feia
que no es veiés aquesta filogenia com a gaire fiable des del punt de vista d’alguns autors.

2. Henry i col.laboradors, 2000. Estudis sobre el clivellament de 1’acel Neochildia
fusca demostren que els acels tenen un patrd de clivellament espiral molt especial,
formant duets enlloc de quartets de micromers. Aquest tipus de desenvolupament també
s’ha observat en els policlads, si bé €s cert que encara hi ha diferencies entre aquests dos
tipus de clivellament. A destacar 1’existencia d’un tipus de larva de Muller en els
policlads, inexistent en els acels. En qualsevol cas, el clivellament en duets separa una
mica més els acels de la resta de lofotrocozous.

3. Jondelius i col.laboradors, 2001. Altre cop es fa una filogénia amb la molecula
del 18S, amb noves sequiencies de nemertodermatides. Aquest cop els acels i els
nemertodermatides apareixen junts a la base dels bilaterals. A més, es dona una possible
ra0 del perque els nemertodermatides a Ruiz-trillo i col.laboradors, 1999 no quedessin
amb els acels, ja que la seqiiencia d’aquell primer nemertodermatid no queda junt amb la
dels nous aportats ara. Es va determinar que la sequiencia del primer article era una
contaminacio, bé la seqiiencia en ella mateixa o bé per una mala classificacid de 1’animal
del qual es va extreure el RNA. Tot i que acels i nemertodermatides quedaven agrupats
de forma parafiletica, els detractors del primer treball amb 18S de Ruiz-Trillo i
col.laboradors van haver d’admetre que aquest cop els contres a 1’estudi eren molt
menors.

4. Ruiz-Trillo i col.laboradors, 2002. Presenten aquest cop un treball basat en la
molecula de la cadena pesada de la miosina tipus II. En aquest, els acels i els
nemertodermatides no només tornen a apareixer a la base, sind que, a més, ho fan
formant un grup monofiletic.

5. Pasquinelli i col.laboradors, 2003. En el seu treball sobre la presencia del stRNA
(small temporal RNA) let-7 en un ampli nombre d’organismes troben que aquest RNA
de 22 nucleotids s’expressa a tots els grups de bilaterals estudiats (entre els quals es
troben deuterostomats (vertebrats, urocordats, hemicordats i equinoderms), ecdisozous
(artropodes i nematodes) i lofotrocozous (mol.luscs, anelids, nemertins i platihelmints,
entre els quals triclads i policlads) i quetoagnats) excepte en els acels (dels quals s’han
testat tres especies de dues families diferents), i a cap grup dels diblastics estudiats
(cnidaris, ctenofors i porifers).
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Figura 3. Deteccio del RNA de let-7 per Northern. Noti’s que en els carrils
control per C. elegans (1 i 4) hi ha expressio de let-7, com es dona a tots els
bilaterals que s’han estudiat, i no aix{ els diblastics sotmesos a estudi. En tots
els acels estudiats no hi ha expressio de let-7 (carrils 2, 3, 5 1 6), si bé el control

positiu (5S rRNA) si s’expressa. Pasquinelli i col.laboradors, en prensa.

6. Cook i col.laboradors, treball en procés. En I’estudi de gens Hox, trobat un gen
posterior quasi complert de 1’acel Symsagittifera roscoffensis, aquest és més semblant
als gens dels PG9/10 de deuterostoms que no pas als Abd-B a ecdisozous ni a Post 1 o
Post 2 de lofotrocozous, i talment diferent a qualsevol dels gens dels dos grups de
protostoms. També es pot comprovar que aquest gen és més semblant a aquells de
bilaterals que no pas als de cnidaris.

A més, cal tenir en compte les caracteristiques morfologiques tipiques d’acels i
nemertodermatides, ja presentades a I’introduccid, que no comparteixen amb d’altres
platihelmints. El fet que els acelomorfa no tinguin les sinapomorfies tipiques dels
platihelmints els allunya, també, d’aquest grup.

Tots aquests treballs en conjunt aporten una serie més amplia d’evidencies, i cal
mirar aquest conjunt per veure que hi ha diverses proves que ens duen a pensar que,
efectivament, els acels no son platihelmints i estan dins els lofotrocozous sind que, per
contra, sdn organismes a la base dels bilaterals. Aixi proposem un arbre filogenetic com
el que es mostra a la figura 4.
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Hi ha altres grups que han intentat refutar aquestes proves, sobretot les basades en
filogenia molecular a partir dels gens 18S, com és el treball de Berney i col.laboradors
amb el factor d’elongacid 1-a (2000) (veure també Littlewood i col.laboradors, 2001 per
una critica al de Berney). Cal tenir en compte que hi ha moltes molecules amb les quals
es pot fer filogenia, pero que algunes no son bones per resoldre els arbres en el nivell
que aqui s’esta plantejant. Cal veure, doncs, que per estudiar a nivell de families
d’organismes es necessiten molecules diferents a les que es fan servir per estudiar a
nivell d’especie, i aquestes son diferents a les que resolen a nivell de filum. Com que la
disciplina de la filogenia molecular és relativament nova cal anar amb compte amb
errors d’aquests tipus, o de voler imposar una filogenia basada en una molecula per
sobre d’una altra. No només cal tenir clar que cal escollir bé les seqiiencies que es trien,
sind que a més quantes més molecules s’usin per fer un arbre filogenetic major és la
informacié que es té, i per tant, millor pot ser ’arbre. Entrar en una lluita per
I’*hegemonia” d’una molecula no t& cap mena de sentit i va en contra de qualsevol
pensament cientific. S ha de fer, doncs, una filogeénia amb el major nombre de molecules
possibles, ja que aixo trenca amb el soroll de fons que les molecules per separat poden
donar segons la seva historia evolutiva.
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L’EXPLOSIO CAMBRICA I ELS GENS HOX

La visid que hi ha de I’explosié cambrica, les seves raons, i el paper dels gens Hox
en ella és un tema controvertit, o, si més no, hi ha diferents punts de vista. En aquell
moment apareixen una serie de formes moltes de les quals no es conserven després
d’aquesta explosio. S’ha postulat que aquella explosid de formes que va succeir al
principi del Cambric va tenir a veure amb 1’adquisici6 de gens Hox. Tot 1 aix0, cal no
perdre de vista que s’ha determinat que en el moment historic en el que es dona
I’explosid cambrica hi va haver canvis en la quimica del mar i en els corrents (Knoll i
Carrol, 1999) i, aixi mateix, hi va haver canvis ecologics per fets com ara I’increment de
la predacid macroscopica i una més eficient alimentacid per filtracid (Conway Morris,
2000).

L’estudi dels gens Hox i la seva evolucid ha portat a la conclusid que no ha estat
I’aparicid d’aquests el que va donar lloc a la gran diversitat de formes que es troben a
partir de fa 540 Ma en el registre fossil. Ja a la separacio6 dels llinatges dels Cnidaris i els
bilaterals existien no només els gens Hox primitius o ProtoHox, sind que ja hi havia dos
clusters de gens, el Hox i el ParaHox, cadascun amb al menys 4 gens (Ferrier i Holland,
2001). Aixi doncs, no va ser el fet que els animals adoptessin aquest conjunt de gens el
que els va donar la possibilitat d’adquirir noves formes (Garcia-Fernandez i
col.laboradors, 1994, referint-se a vertebrats). A més, diferents proves han dut a
concloure que hi ha dos moments cabdals en 1’evolucid dels bilaterals abans de la
explosid cambrica: I’evolucid del llinatge primigeni que va dur a 1’aparicid de
I’Urbilateria o ancestre com a protostoms i deuterostoms (PDA) i la diversificacid dels
tres clades principals dins dels bilaterals (Knoll i Carroll, 1999). En aquests dos
moments el tipus de gens Hox que existien ja eren els que es troben actualment, i tal i
com s’ha mostrat a la figura 1 de la Discussio, els ancestres a cada un dels grups de
bilaterals ja tenien una dotacid6 Hox més amplia. Aixi doncs, cal buscar un motiu diferent
a I’aparicid dels gens Hox per explicar la gran diversificacio a I’origen del Cambric. Cal
no perdre de vista I’ecologia i la seleccid natural per trobar una explicacid a aquest
boom.

En la Introduccid d’aquesta tesi s’ha comentat la funci6 i manera com els gens Hox
i els que amb ells estan relacionats poden regular estructures a diferents nivells, no
només els canvis fins en les estructures corporals sin6 també canvis drastics que donin
formes diferents en diferents organismes. En un moment on les condicions ecologiques
del medi no canviaven, les mutacions en el genoma podien tendir a no quedar fixades, ja
que els individus amb I’innovaci6 no eren seleccionats positivament, i simplement la
seva mutacid6 quedava diluida a I’infinit entre tot el pool genetic envolvent. Si

126



Discussio General

s’esdevingués un canvi que portés associat un avantatge per aquells que tinguessin la
mutacio, aquest passaria a ser seleccionat positivament i, per tant, fixar-se en la poblacid
en un temps relativament curt. A més ninxols ecologics més formes possibles per
ocupar-los. Quantes més formes possibles apareguin més n’apareixeran per mirar de
millorar la primera i ocupar el ninxol que aquella ocupa. Es clar que moltes de les
formes primeres que apareguin duraran poc, desplacades per d’altres minimament
millors. Es per aixo que en el registre fossil en I’estrat de 1’explosié cambrica hi ha un
nombre tan elevat de formes que no s’han conservat en els filums actuals, ja que després
d’un temps curt de prova es van demostrar funcionalment no prou bones. Fos quina fos
la rad que va disparar les formes a 1’explosid cambrica, aquesta no va ser 1’existencia
dels gens Hox. El que va fer reaccionar els organismes bilaterals de forma explosiva s{
que va poder tenir a veure amb el nombre d’aquests gens, pero en qualsevol cas hi va
haver una rad que va fer que la possessido d’aquell major nombre de gens fos
selectivament avantatjosa. El que si cal dir és que en el llinatge dels vertebrats, per
exemple, la duplicacid del cluster Hox (dues vegades, complert o no) va correlacionat
amb 1’aparicid d’unes estructures noves i molt avantatjoses. Aquest fet dona forca a
I’afirmacié que l’increment en el nombre de gens Hox pot anar lligat a major
complexitat morfologica (tot i que, evidentment, no sempre una duplicacié6 comporta una
millora evolutiva, com s’han donat casos en artropodes, amfibis o platihelmints, on
aquestes duplicacions son silencioses). El metode pel qual es dona aquest increment
passaria per bé una adquisicid6 de noves funcions especificant, per exemple, nous
territoris (com és el cas de la reutilitzacid dels Hox posteriors per la formacio de les
extremitats en els vertebrats), bé per la possibilitat de generar nous gens (per mutacid
d’un dels primitius amb 1’adquisicid de noves funcions), bé d’altres.

COM ERA EL BILATERAL PRIMITIU?

Basicament dues son les visions que hi ha sobre la forma del bilateral primitiu
(revisat darrerament per Davidson i Erwin, 2002). La primera propugna un animal
essencialment similar en complexitat als bilaterals actuals, ja amb moltes estructures
caracteristiques diferenciades, en el que s’hi distingeixen un celoma, segmentacio,
sistema nervids i cavitat gastrica complexes i, fins i tot, apendixs. Els defensors d’aquesa
teoria es basen en la conservacio de les xarxes geniques per determinar aquestes
estructures al llarg dels diferents filums. Defensen que si els diferents filums usen els
mateixos gens per construir estructures complexes, aquesta estructura ja devia existir en
I’ancestre. La segona proposa un ancestre molt mes senzill, sense segmentacio, sense
celoma i amb poques o cap estructura externa clarament especialitzada, aixi com uns
sistemes poc desenvolupats. A favor d’aquesta teoria hi ha les dades paleontologiques, ja
que un organisme complex com el que els primers proposen hauria de deixar facilment
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traces en el registre fossil, dades que no apareixen en els estrats de I’€poca on se suposa
hauria aparegut I’ancestre bilateral. De fet, aquest registre mostra que hi ha un augment
de complexitat progressiu en el temps dins del llinatge dels bilaterals. Per decidir quina
de les dues propostes és més plausible caldria trobar aquell animal que fos més semblant
a aquells primers bilaterals entre els metazous existents actualment. Alguns autors, pero,
argumenten que pot ser que no es trobi cap animal existent actualment que compleixi
aquesta caracteristica de basalitat a la que ens referim. Tot i aix0, com s ha proposat al
llarg d’aquesta tesi, hi ha proves que apunten a que hi ha un grup que ocupa aquesta
posicio basal. Si, com és el parer dels autors d’aquest treball i dels autors d’altres
descrits en el segon punt d’aquesta Discussio, els acels fossin els representants vius
d’allo que més s’assembla als primers bilaterals, es podria inferir que aquell ancestre
triblastic debia ser simple, i la complexitat trobada en molts dels filums actuals seria una
caracteristica derivada. Aquesta mena d’evoluci6 explicaria més facilment el pas dels
organismes radials als bilaterals, ja que d’un organisme radial és més facil que en derivi
un de morfologicament senzill que un molt complexe, donat 1’estructura simple dels
radials. Si es mira el registre fossil, la manca de formes complexes en 1’origen dels
bilaterals, i el fet que si que s’hagin trobat formes semblants a larves planules de cnidaris
o similars a acels (Conway Morris, 1998), dona for¢a a aquesta possibilitat d’un ancestre
senzill. A més, determinar que una estructura és homologa a una altra perque els gens
que la defineixen son els mateixos i basar-se en aixo per decidir que el primer bilateral
fou complex és, si més no, no evident. Aixi, que un gen tingui capacitat per regular-ne
d’altres de manera que es pugui fer una xarxa genica per desenvolupar una estructura,
aixo no vol dir que aquella estructura hagi de ser ancestral. Els gens poden ser presents
en 1’ancestre, i ’afinitat d’uns gens i altres que fara que actuin com una xarxa també,
pero ’estructura pot no ser present pel simple fet que pot ser que en origen aquella
estructura no fos necessitada. En el moment que aquella estructura augmenti la fitness
dels organismes (i de ben segur quan una estructura es avantatjosa en un determinant
habitat aquesta ho és per tots o la majoria dels organismes que 1’habiten), sera quan els
gens que tenen compartits actuaran de manera semblant per generar una estructura
semblant.

Un altre punt que ha causat molta controversia és quina mena de desenvolupament
és el primitiu en els bilaterals, el directe (aquell que es desenvolupa sense fases
intermitges entre 1’embrid i la forma juvenil de la forma reproductiva) o I’indirecte
(aquell en el que es troba al menys una fase larvaria entre 1’embrid i la forma
reproductiva). Molts diferents grups de metazous presenten una fase larvaria, i aquests
grups estan distribuits tot al llarg de I’arbre filogenetic. Tant a ecdisozous (com seria el
cas d’hexapodes) com a lophotrocozous (policlads, mol.luscs,...) i deuterostoms
(equinoderms, urocordats), moltes son les formes de les diferents larves que es poden
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trobar. Alguns autors han considerat que un fenomen tan extés en les diferents branques
dels bilaterals ha de ser un caracter primitiu. Altres, no obstant, han usat la disparitat de
formes en els diferents tipus de larves com a prova que no provenen tots d’un ancestre
com, i, per tant, es tracta d’un caracter derivat convergent. També cal dir que el
desenvolupament directe esta aixi mateix extés a tots els grups. Si, en el cas que ens
ocupa, els acels fossin els bilaterals primitius, donat que tant ells com el seu grup germa,
els nemertodermatides, tenen desenvolupament directe, i si en aquests grups aquesta és
la caracteristica primitiva (bastant provable ja que els dos grups comparteixen aquest
tret), aixo podria voler dir que, en origen, el desenvolupament dels bilaterals fou directe,
i que, en tot cas, després es van desenvolupar els diferents tipus de larves en els grups
que les tenen. La principal rad que es pot donar per aquesta aparicidé de larves
secundariament podria ser, altre cop, medioambiental i ecologica.
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Conclusions

Del treball realitzat es conclou que:

1) En els acels estudiats s ha trobat una dotacid genica Hox i ParaHox simple:

- Symsagittifera roscoffensis té representants dels gens Hox anteriors, centrals, i

posteriors, que s’han anomenat CrLab, CrCentral i CrPost respectivament. Aixi
mateix t€ un ParaHox posterior que s’ha anomenat CrCad.

- A Paratomela rubra s’han trobat un representant dels Hox anteriors, anomenat

PrHoxl1, i dos Hox posteriors, anomenats PrPost-I i PrPost-I1. Aixi mateix té un
representant dels ParaHox posteriors anomenat PrCad.

- Neochildia fusca compta amb dos gens Hox, un anterior (NfLab) i un central

2)

3)

4)

(NfCentral), aixi com amb un gen ParaHox de tipus posterior (NfCad).

En el representant de nemertodermatides estudiat (Nemertoderma westbladi) s’ha
observat una dotaci6é genica Hox i ParaHox petita, on es troben dos gens Hox de tipus
central (NemCentral-1 i NemCentral-II) i un de tipus posterior (NemPost), i un gen
ParaHox central (NemXlox) i un posterior (NemCad).

De 1) i 2) inferim que I’existencia d’un nombre reduit de gens Hox similar al
proposat com a ancestral en tipus i nombre de gens per diversos models, junt amb
evidencies independents de filogenia molecular amb d’altres molecules que suporten
la posicid basal dels acels, suggereix que el complement Hox caracteritzat a acels i
nemertodermatides es podria considerar basal.

De I’alineament d’aquestes sequiencies es desprén que els gens Hox d’acels i
nemertodermatides no so6n més semblants a lofotrocozous que a ecdisozous o
deuterostoms. Els arbres filogenetics construits a partir d’aquestes sequencies
corroboren que acels i nemertodermatides son fora de la resta de grups de bilaterals.

Les ESTs de Symsagittifera roscoffensis semblen no mostrar més afinitat per
sequencies de lofotrocozous que per aquelles d’ecdisozous.
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From our work we conclude:

1) In the Acoela subject of study we have found a simple Hox and ParaHox
complement:

- Symsagittifera roscoffensis has representatives of the anterior, central and
posterior Hox genes which we have named CrLab, CrCentral and CrPost
respectively. It also has a posterior ParaHox gene that we have named CrCad.

- In Paratomela rubra we have found one representative of the anterior Hox
genes, named PrHox1, and two posterior Hox genes, named PrPost-I and
PrPost-I1. We have also found one representative of the posterior ParaHox
genes, which has been named PrCad.

- Neochildia fusca has two Hox genes, an anterior (NfLab) and a central one
(NfCentral), as well as a posterior ParaHox gene (NfCad).

2) Within the Nemertodermatida species (Nemertoderma westbladi) we have found
a small Hox and ParaHox complement with two certral type Hox genes
(NemCentral-1 i NemCentral-II) and a posterior one (NemPost), as well as a
central (NemXlox) and a posterior (NemCad) ParaHox genes.

From 1) and 2) we infer the existence of a reduced number of Hox genes, similar to
the proposed as the ancestral complement in different models in terms of number
and type of genes. In addition, independent molecular phylogeny evidence also
support the basal position of acoels, suggesting that the Hox complement
characterised in acoels and nemertodermatids could be considered basal.

3) From the alignment of these sequences one can see that both acoela and
nemertodermatida Hox and ParaHox genes are as similar to lophotrocozoan
genes as to ecdysozoan or deuterostoms. From the phylogenetic trees built from
those sequences we conclude that acoels and nemertodermatids are outside of the
three major bilaterian clades.

4) The Symsagittifera roscoffensis ESTs show no more affinity for the
lophotrocozoan sequences than for those of ecdysozoans.
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