Alternativne hipoteze o filogenetskim odnosima medu
Porifera, Ctenophora i Parahoxozoa

Zrili¢, Katarina

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:352139

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-13

L STE U2
S EN 2

72
< £,
& %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
) ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMF;“

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:352139
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:13562
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:13562
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:13562

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek

Katarina Zrili¢

Alternativne hipoteze o filogenetskim
odnosima medu Porifera, Ctenophora i

Parahoxozoa

Zavrsni rad

Zagreb, 2024.



University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology

Katarina Zrili¢

Alternative hypotheses on phylogenetic
relationship among Porifera, Ctenophora

and Parahoxozoa

Bachelor thesis

Zagreb, 2024.



Ovaj zavrsni rad je izraden u sklopu studijskog programa Molekularna biologija na Zoologijskom
zavodu Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu, pod mentorstvom

izv. prof. dr. sc. Anamarije Stambuk.



TEMELIJNA DOKUMENTACIHSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Zavrs$ni rad

Alternativne hipoteze o filogenetskim odnosima medu
Porifera, Ctenophora 1 Parahoxozoa

Katarina Zrili¢

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Ovaj rad nudi pregled dostupne literature vezane uz problematiku osnovne filogenije Metazoa.
Filogenetski odnosi pet koljena carstva Metazoa nisu razjasnjeni. Na temelju morfoloskih i
molekularnih analiza formirane su razlicite hipoteze o tome koja je skupina prva nastala iz
posljednjeg zajednikog pretka svih Zivotinja. Isklju¢ivo na temelju morfoloskih usporedbi
skupina Porifera dugo je vremena smatrana sestrinskom skupinom svim ostalima. Napretkom u
molekularnim analizama, poglavito sekvenciranju genoma, postali su dostupni novi podaci ¢ijom
usporedbom je ovakva filogenija dovedena u pitanje. Novi kandidat za najstariju skupinu
Metazoa postali su Ctenophora. Ovisno 0 metodama uzorkovanja te odabranim modelima za
obradu podataka, istraZivanja temeljena na sli¢nim setovima podataka mogu dati kontradiktorne

zakljucke te trenutno ne postoji znanstveni konsenzus oko osnovne filogenije Metazoa.

Kljucne rijeci: Hox geni, gubitak gena, ziv¢ani sustav, konvergentna evolucija
(25 stranica, 5 slika, O tablica, 56 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
Rad je pohranjen u Sredis$njoj bioloskoj knjiZnici

Mentor: izv. prof. dr. sc. Anamaria Stambuk



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Bachelor thesis

Alternative hypotheses on phylogenetic relationship among
Porifera, Ctenophora and Parahoxozoa

Katarina Zrili¢

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Croatia

This bachelor thesis offers an overview of the available literature related to the issue of the basic
phylogeny of Metazoa. The phylogenetic relationships of the five genera of the kingdom
Metazoa have not been determined. Based on morphological and molecular analyses, different
hypotheses were formed about which was the first group that arose from the last common
ancestor of all animals. For a long time, based solely on morphological comparisons, the Porifera
group was considered a sister group to all others. With progress in molecular analyses, especially
genome sequencing, new data became available, bringing this phylogeny into question.
Ctenophora became a new candidate for the oldest group of Metazoa. Depending on the
sampling methods and selected models for data processing, studies based on similar data sets can
give contradictory conclusions, and currently there is no scientific consensus about the basic

phylogeny of Metazoa.

Keywords: Hox genes, gene loss, nervous system, convergent evolution
(25 pages, 5 figures, 0 tables, 56 references, original in: Croatian)
Thesis is deposited in Central Biological Library.

Mentor: Assoc. Prof. Anamaria Stambuk, PhD



Sadrzaj

(I U LY [ TR 1
2. ZNACAJ FILOGENIJE UNUTAR METAZOA ......cocoooviiriesiirsseersenenens, 2
3. ,,PORIFERA-SISTER“ HIPOTEZA ......c.cocseveesiireereesteee e enses e 4
4. ,,CTENOPHORA-SISTER® HIPOTEZA .....ooovveeeeeeieeeeeseseeseeresen s 8
5. EVOLUCIJA KOMPLEKSNIH SVOJSTAVA UNUTAR METAZOA .... 11
T = 10 )1 = | IR 14
7. ZAKLIUCAK ...ooiiieeeieeiestereees e es st esnas s s st enss s st snss s ensssenens 18
8. LITERATURA ....oooiiticeceeeee ettt enes st asn ettt 19



1. UVOD

Carstvo Metazoa obuhvaca velik broj vrsta od iznimnog ekoloSkog znacaja. Svake godine tisuce
znanstvenih istrazivanja se provode upravo na zivotinjama. Unato¢ tomu, osnovni filogenetski

odnosi unutar ovog carstva jos uvijek nisu poznati.

Na temelju prvih morfoloskih usporedbi zaklju¢eno je da su spuzve (koljeno Porifera) prva skupina
zivotinja koja se odvojila od posljednjeg zajedni¢kog pretka (Dunn i sur. 2015). Ovaj podatak dugo
vremena je bio prihvacen kao ¢injenica te nije bio preispitivan. Medutim, razvoj novih analitickih
metoda poput sekvenciranja genoma omogucio je usporedbu skupina Metazoa na molekularnoj
razini. Ogromna koli¢ina novih podataka dobivena na ovaj naéin potaknula je formiranje
mnogobrojnih hipoteza o filogeniji unutar Metazoa, budu¢i da znacajan broj istrazivanja nije
podrzavao Porifera kao najstariju skupinu, a mnoga ukazuju da su rebrasi (Ctenophora) najstarija

skupina.

Poznavanje filogenetskih odnosa unutar Metazoa nuzan je preduvjet za razumijevanje njihove
evolucije, nastanka kompleksnih svojstava poput Ziv€anog sustava ili uloge Hox gena u razvojnom
procesu (Edgecombe i sur. 2011, Dunn i sur. 2015). Ovisno o tome koja je od ponudenih hipoteza
istinita rekonstrukcija svojstava posljednjeg zajednickog pretka svih Zivotinja znacajno se mijenja,

kao i glavni evolucijski procesi koji su doveli do iznimne raznolikosti medu Metazoa.

Poimanje evolucije kao procesa postupnog povecanja kompleksnosti kroz vrijeme nije znanstveno
utemeljeno (Dunn i sur. 2015). Medutim, moguce je da je ovakav tip razmi$ljanja utjecao na
dosadasnje opise filogenetskih odnosa Metazoa. Nove podatke, koji su postali dostupni razvojem
molekularnih analiza, potrebno je tumaciti bez pristranosti koje potencijalno proizlaze iz

morfoloskih usporedbi.

Uzorkovanje 1 obrada podataka predstavljaju kljucne korake u filogenetickim istrazivanjima.
Razlic¢ite studije mogu rezultirati kontradiktornim zaklju¢cima iako se temelje na (gotovo) istim

setovima podataka ukoliko se razlikuju u metodama obrade podataka.



UnatoC sve vecem broju istrazivanja u ovom podrucju, pogotovo u posljednjih 20-ak godina, jo$
uvijek ne postoji jednoznacan odgovor na pitanje koja ja najstarija skupina Zivotinja. Ovaj rad

predstavlja kratak pregled relevantne znanstvene literature na ovu temu.

2. ZNACAJ FILOGENIJE UNUTAR METAZOA

Carstvo Metazoa obuhvaca vise od 35 koljena (to¢an broj ovisi 0 klasifikaciji) te oko 1,3 milijuna
opisanih vrsta (Edgecombe i sur. 2011). Broj neopisanih vrsta procjenjuje se izmedu 10 i 200
milijuna (Edgecombe i sur. 2011). Unato¢ iznimnoj raznolikosti dokazano je da se radi o
monofiletskoj skupini (Lake, 1990). Pet glavnih filogenetickih linija ¢ini ovo carstvo: Porifera,
Ctenophora, Cnidaria, Placozoa i Bilateria (Edgecombe i sur. 2011). Monofilija je potvrdena i za
svaku od ovih skupina (premda je oko monofilije Porifera dugo vodena debata (Philippe i sur.
2009)).

Iako su mnogi filogenetski odnosi unutar Metazoa odavno razrijeSeni, sama osnova ovog dijela
stabla Zivota je jo§ uvijek nepoznata. Na pitanje koja je skupina prva nastala iz posljednjeg
zajednickog pretka svih Metazoa pokusalo se dogovoriti velikim brojem znanstvenih istrazivanja.
Medutim, jo§ uvijek ne postoji jednoznacan odgovor jer su dobiveni rezultati kontradiktorni. Na
temelju dostupnih podataka oformljene su razne hipoteze, najznacajnije od kojih svakako
,Porifera-sister “ i ,,Ctenophora-sister “. Prema ,,Porifera-sister “ hipotezi Porifera su najstarija
skupina Metazoa §to ih ujedno ¢ini sestrinskom skupinom svim ostalim skupinama Metazoa.
Prema ,,Ctenophora-sister “ hipotezi Ctenophora su najstarija skupina te sestrinska skupina ostalim

Metazoa.

Razumijevanje osnovnih grananja u stablu Metazoa je preduvjet za istraZivanje animalne
evolucije. Dok se ne sazna jesu li Porifera ili Ctenophora najstarije koljeno Metazoa iznimno je
tesko donositi zakljucke o svojstvima posljednjeg zajednickog pretka Zivotinja, o tome koja su
svojstva nastala prije samih Metazoa, te o evoluciji svojstava koja su dovela do njihove danasnje

iznimne raznolikosti (Edgecombe i sur. 2011).
Kako bi se razrijeSilo pitanje njihove filogenije potrebno je jo§ mnogo istrazivanja upravo na
najstarijim skupinama Metazoa. Nazalost, Porifera i Ctenophora spadaju u najmanje istrazivane

skupine, djelomi¢no zbog toga $to zive u teSko dostupnim morskim okoli§ima i zbog otezanog



uzorkovanja zbog njihove krhke grade (Dunn i sur. 2015). Poznato je da veéina opisanih vrsta i
modelnih organizama u animalnoj biologiji pripada u skupinu Bilateria. Ova ¢injenica vrlo ¢esto
dovodi do pristranosti u istrazivanjima non-Bilateria. Naime, vrlo Cesto se istrazivanjima na non-
Bilateria pristupa sa pretpostavkom da njihova svojstva predstavljaju samo podskup svojstava koja
posjeduju Bilateria $to dovodi do zanemarivanja svojstva koja su specificna samo za Porifera,
Ctenophora, Cnidaria i Placozoa. Na taj na¢in mnoga svojstva 0staju U potpunosti neistrazena §to
dodatno otezava razumijevanje najranije evolucije Metazoa (Dunn i sur. 2015). Ovo razmisljanje
moze se protumaciti kao oblik Aristotelove scala naturae jer podrazumijeva da su kompleksna

svojstva ograni¢ena samo na evolucijski mlade organizme.

Prije znacajnih napredaka u sekvenciranju genoma veéina filogenetic¢kih studija se temeljila na
morfologiji i analizama pojedinacnih gena. U posljednjih nekoliko desetlje¢a velik doprinos
omogucile su tehnike istovremene analize viSe stotina ili tisua gena, Citavih genoma,
mitohondrijskih genoma i transkriptoma (Edgecombe i sur. 2011). Ovo je rezultiralo velikom
koli¢inom novih podataka na temelju kojih su kreirane razne hipoteze o filogeniji Metazoa

(Slikad).

A Bilateria B Bilateria
Cnidaria —— Cnidaria
’ - Porifera R Placozoa
Placozoa . Porifera
Ctenophora
C —— Bilateria D ——Bilateria
Cnidaria — Cnidaria
Placozoa ——Ctenophora
Ctenophora Placozoa
. Porifera
Porifera

Slika 1. Neke od filogenetskih hipoteza oformljenih na temelju molekularnih podataka. A-
Placozoa-sister hipoteza, B-Ctenophora-sister hipoteza, C-Ctenophora+Porifera-sister
hipoteza, D-Porifera-sister hipoteza. Preuzeto iz: Whelan i sur. 2015.



U nekim slucajevima doslo je do revizije filogenetskih odnosa opisanih na osnovi morfoloskih
podataka, no u vecini slucajeva molekularne tehnike su potvrdile prijasnje zakljuke. Rezultati
dobiveni novih tehnikama koji su znac¢ajno odudarali od morfoloski dobivenih filogenija su gotovo
uvijek bili u kontradikciji sa barem jo§ jednim sli¢nim istrazivanjem (Edgecombe i sur. 2011).
Moze se re¢i da morfoloska i filogeneticka istrazivanja ne proturjece jedna drugima nista viSe nego

Sto si filogeneticka istrazivanja proturjece medusobno.

Jedna od glavnih prepreka ranijim filogenetickim istrazivanjima je bio nedostatak podataka,
pogotovo za odredene skupine. U posljednje vrijeme ovaj problem je uvelike rijeSen kreiranjem
opseznih baza podataka. Medutim, neke skupine su i dalje nedovoljno zastupljene u tim bazama
te neke znanstvenici smatraju da je upravo ovaj nedostatak glavna poteSkoca pri razrjeSivanju

filogenije medu skupinama Metazoa (Sanderson 2008).

Uzorkovanje je jedan od najvaznijih koraka u filogenetickom istrazivanju (Heath i sur. 2008).
Nuzno je imati na raspolaganju dovoljan broj uzoraka iz svake skupine od interesa, ali je bitno 1
da ti uzorci predstavljaju sve najvaznije filogenetske linije unutar te skupine. To se poglavito
odnosi na skupine koje posjeduju velik broj medusobno jako udaljenih linija, poput Porifera

(Worheide i sur. 2012).

Poznavanje osnova filogenetskog stabla Metazoa namece se kao nuzan preduvjet za odgovaranje
na neka od klju¢nih pitanja animalne evolucije: nastanak i razvoj kompleksnih svojstava poput
ziv€anog sustava, uloga gubitka gena u evoluciji, mehanizmi konvergentne evolucije,
karakterizacija posljednjeg zajedni¢kog pretka i sl. Unato¢ zna¢ajnim naprecima u molekularnim
tehnikama filogenetickih istrazivanja izgledno je da ¢e se filogenija Zivotinja mo¢i rijesiti jedino
primjenom viSe tehnika iz razlic¢itih podrucja, poput morfologije, razvojne biologije,

paleontologije i sl. (Edgecombe i sur. 2011).

3. ,,PORIFERA-SISTER “ HIPOTEZA

Spuzve, koljeno Porifera, jedna su od pet glavnih filogenetic¢kih linija Metazoa. To su sesilne
zivotinje koje naseljavaju ve¢inu morskih i velik broj slatkovodnih stanista (Wérheide i sur. 2012).
Od velikog su ekoloskog (Bell 2008), ali i komercijalnog i biofarmaceutickog znacaja (Faulkner

2001). Unutar skupine je poznata velika raznolikost te je opisano vise od 8500 vrsta (Appeltans i



sur. 2012). Unato¢ tomu, filogenetski odnosi Cetiriju razreda koji ¢ine ovo koljeno (Demospongiae,
Hexactinellida, Calcarea i Homoscleromorpha) jos$ uvijek nisu razrijeSeni. Glavna prepreka pri
proucavanju njihove filogenije je Cinjenica da veéina vrsta posjeduje samo nekoliko filogeneticki
znacajnih svojstava (Worheide i sur. 2012). Primjerice, razliciti oblici spikula koji su se dugo
vremena Koristili kao osnova njihove sistematike su podlozni homoplazijama (Erpenbeck i

Worheide 2007) te znacajno variraju u odnosu na okoliSne ¢imbenike (Maldonado i sur. 1999).

Unato¢ morfologiji koja je po mnogo ¢emu posebna, genski profil Porifera pokazuje velike
slicnosti sa svim ostalim Metazoa. Njihova grada ostavlja pogreSan dojam jednostavnosti, ali
spuzve ipak posjeduju mnoga tipi¢na animalna obiljezja poput epitela, koordinacije i osjetnih

mehanizama (Dunn i sur. 2015).

Monofilija pojedinac¢nih zivuéih razreda unutar Porifera je dokazana molekularnim metodama
(Gazave i sur. 2011), premda njihovi filogenetski odnosi jo$ uvijek nisu poznati. Medutim,
porijeklo ¢itavog koljena je joS uvijek tema debate. Morfoloske analize podupiru monofiliju
Porifera, prvenstveno na temelju heteromorfne izmjene generacija, sesilnog nacina Zivota odrasle
jedinke, hranjenja filtracijom, pinakocita i sl. (Worheide i sur. 2012). Razli¢ite studije temeljene
na molekularnim analizama dale su razliite rezultate. Znacajan broj molekularnih istrazivanja
podupire parafiliju, primjerice Lafay i sur. (1992) ¢iji su filogenetski rezultati imali visoku
podrzanost. Medutim, Cesta kritika upucena studijama koja dokazuju parafiliju je da su temeljene
na samo jednom ili nekoliko gena, da su pri uzorkovanju zanemareni vazni taksoni unutar Porifera,
te da su prisutne sistemske pogreSke u metodologiji, Sto dovodi do nedovoljne podrzanosti za
hipotezu parafilije. Istrazivanje Philippe i sur. (2009), u kojem je provedeno opsezno uzorkovanje
skupina non-Bilateria (ukljuc¢uju¢i sva 4 razreda Porifera) i usporedba 128 gena, pokazalo je
visoku podrZanost monofilije Porifera. Iako se ne moZe tvrditi da postoji konsenzus medu

znanstvenicima, izgledno je da vec¢ina dostupne literature podupire monofiliju Porifera.

Do nedavno Porifera su neupitno smatrane sestrinskom skupinom svih ostalih zivotinja. Ovo
razmiSljanje uvelike se temeljilo na morfologiji. Nedostatak tkiva, kompleksnih svojstava,
jednostavan plan grade tijela i homologija hoanocita sa hoanoflagelatima smjestali su Porifera na
samo dno filogenetskog stabla Metazoa, dok je polozaj Ctenophora promatran kao zaseban
problem (Dunn i sur. 2015). Hipotezu 0 homologiji izmedu hoanocita spuzava i hoanoflagelata

prvi je iznio Clark, 1866. godine. Premda su dokazi za ovu hipotezu temeljeni isklju¢ivo na



morfologiji ona dugo vremena nije uopc¢e bila preispitivana. Homologija izmedu ovih dviju
skupina jedna je od osnova ,Porifera-sister“ hipoteze budu¢i da se u tom sluaju moze
pretpostaviti da su hoanociti nastali samo jednom, $to je u skladu s principom najvece Stedljivosti.
Ukoliko Porifera nisu najsrodnija skupina hoanoflagelatima postoji moguénost viSestrukog

nezavisnog nastanka hoanocita, $to je podrzano i nekim istrazivanjima (Mah i sur. 2014).

Znacajan broj znanstvenih istrazivanja ide u prilog ,,Porifera-sister “ hipotezi (npr. Philippe i sur.
2009, Pick i sur. 2010, Philippe i sur. 2011). Simion i sur. 2017 godine proveli su istrazivanje u
kojem je uzorkovano 97 vrsta Metazoa (od kojih 31 vrsta non-Bilateria) i provedena analiza 1719
gena, §to je znacajno veci uzorak od svih do tada provedenih studija. Rezultati su jednozna¢no
podrzavali ,,Porifera-sister “ hipotezu, monofiliju Porifera te Ctenophora kao skupinu koja se
odvojila sljedeca (Ctenophora-second) (Slika 2). Ovo istrazivanje je takoder znacajno jer je u
prijasnjoj literaturi povecanje broja uzorka i gena u analizi gotovo uvijek rezultiralo pomicanjem

rezultata u korist ,,Ctenophora-sister “ hipoteze (Halanych i Anderson 2015).

Kako bi se doSlo do toc¢nih filogenetskih odnosa nuZzno je provesti prikladno modeliranje
evolucijskih procesa (Bollback 2002). Buduci da obje hipoteze, ,,Porifera-sister ““ i ,,Ctenophora-
sister “, proizlaze iz istih setova podataka, Feuda i sur. (2017) naglaSavaju vaznost odabira
evolucijskog modela koji odgovara podacima s kojima se raspolaZze. Prema ovim autorima,
povecana preciznost odabranog modela redovito daje rezultate u korist ,,Porifera-sister “ hipoteze,

dok odabir manje pogodnog modela daje rezultate u korist ,,Ctenophora-sister ““ hipoteze.
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Slika 2. Filogenetski odnosi unutar Metazoa odredeni na temelju analize 1719
gena iz 97 vrsta Metazoa. Rezultati podrzavaju Porifera-sister hipotezu.
Preuzeto iz: Simion i sur. 2017.



4. ,,CTENOPHORA-SISTER* HIPOTEZA

Ctenophora su koljeno unutar carstva Metazoa koje broji oko 200 opisanih zivuéih vrsta (Whelan
i sur. 2017). Unato¢ svojoj iznimnoj morfolo$koj raznolikosti spadaju u jednu od najmanje
proucavanih skupina zivotinja. Njihova zelatinozna grada tijela te teSka dostupnost staniSta
iznimno otezavaju proces njihova uzorkovanja. Pronadeni su u gotovo svim morskim okoliSima,
na dubinama i do 7000 m (Lindsay i Miyake 2007). Od opisanih vrsta sve su karnivorne i imaju

glatke miSice, a vecina ima lovke (Whelan i sur. 2017).

Filogenetski odnosi skupina unutar Ctenophora nisu razrijeSeni. Glavni razlozi tomu leze u manjku
provedenih istrazivanja u tom podrucju te nedovoljnoj podrzanosti rezultata iz postojecih studija,
zbog premalog broj uzorkovanih taksona (Moroz i sur. 2014), ili kori$tenja samo jednog ili dva
gena u analizi $to rezultira nedovoljno podrzanim ¢vorovima u filogenetskom stablu (Podar i sur.

2001).

Neupitno je da su Ctenophora jedna od najstarijih skupina Zivotinja iako se zna da je veéina zivuc¢ih
vrsta nastala tek nedavno (Podar i sur. 2001). Pomocu fosilnih ostataka potvrdena je velika
raznolikost rebrasa tijekom kambrija (Morris 1996) te se pretpostavlja da je doslo do drasti¢nog
smanjenja broja vrsta prije otprilike 65 milijuna godina (Podar i sur. 2001). Paleontoloska

istrazivanja ove skupine otezana su zbog manjka fosilnih nalaza (zelatinozna grada).

Dugi niz godina postojao je znanstveni konsenzus da su Porifera prva skupina Metazoa koja se
odvojila od posljednjeg zajednickog pretka. Smjestaj Ctenophora unutar Metazoa, premda
nepoznat, smatrao se odvojenim pitanjem (Dunn i sur. 2015). Medutim, posljednjih godina sve je
veci broj istrazivanja koja podupiru hipotezu da su upravo Ctenophora najstarija skupina Zivotinja

(,,Ctenophora-sister “ hipoteza).

Rezultati prvih studija u korist ove hipoteze pripisani su sistemskim pogreSkama prilikom
provodenja istrazivanja, poglavito LBA (long branch attraction), manjkavostima pri uzorkovanju,
nedostatku podataka i koristenju krivih modela pri analizi podataka (Nosenko i sur. 2013, Philippe
i sur. 2011). No, ova hipoteza pocela je dobivati na popularnosti pogotovo kada su na vidjelo izasle
neke znacajne kritike ,,Porifera-sister “ hipoteze. Jedan od glavnih argumenata, jednostavnost
grade spuzava, temelji se na pretpostavci da evolucijski stariji organizmi nuzno posjeduju manje
kompleksnih svojstava od onih mladih i vice versa (Whelan i sur. 2015). U novije vrijeme

prevladava stav kako usporedivanje kompleksnosti skupina uopce nije relevantno u raspravi o
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porijeklu Metazoa, ve¢ je nuzno promatrati sinapomorfije 1 filogeneticke rekonstrukcije klju¢nih

svojstava (Halanych i Anderson 2015).

Poznato je da Ctenophora posjeduju ¢itav niz jedinstvenih morfoloskih svojstava, npr. elementi
zivéanog sustava, koloblasti (stanice uklju¢ene u hvatanje plijena) i statocisti sa jedinstvenom
morfologijom i funkcijom (Dunn i sur. 2015). No, buduéi da ova svojstva nisu zajednic¢ka niti s
jednom drugom skupinom Metazoa ne olakSavaju odredivanje filogenetskih odnosa. U prilog
,,Ctenophora-sister “ hipotezi ide znacajan broj znanstvenih studija (npr. Moroz i sur. 2014,
Whelan i sur. 2015, Arcila i sur. 2017 ). Po veli¢ini uzorka (27 novih transkriptoma Ctenophora)
posebno se isti¢e istrazivanje Whelan i sur. (2017) u kojem su, prema autorima, uklonjeni
potencijalni uzroci sistemskih pogreSaka te koriSteni razliiti modeli supstitucije. Rezultati
jednozna¢no upucuju na valjanost ,,Ctenophora-sister ““ hipoteze (Slika 3). Autori su se takoder
osvrnuli i na jednu od najznacajnijih studija u korist ,,Porifera-sister “ hipoteze (Simion i sur. 2017)
te iznijeli kritike na racun koriStene metodologije (izbor modela supstitucije i statisticka obrada

rezultata).

U teoriji, sve studije temeljene na kvalitetno prikupljenim setovima podataka i bez sistemskih
pogresaka bi trebale i¢i u prilog iste hipoteze. Medutim, rezultati ovise o nekolicini faktora,
primjerice broju koristenih vanjskih skupina, uzorkovanju gena i odabranoj metodi analize (Pick i
sur. 2010). Zabiljezeno je da s porastom broja vanjskih skupina koje su koriStene u istrazivanju

raste i vjerojatnost da ¢e rezultati i¢i u prilog ,,Ctenophora-sister ““ hipoteze (Dunn i sur. 2015).

Dodatan izazov pri odredivanju poloZaja Ctenophora unutar Metazoa proizlazi iz Cinjenice da se
radi o jako staroj skupini, vecina ¢ijih vrsta je nastala relativno nedavno. Zbog toga su vrste ove
skupine s ostalim ¢lanovima Metazoa povezane jako dugim granama na filogenetskom stablu.
Long branch attraction (LBA) vrsta je sistemske pogreske u filogenetickim analizama koju
karakterizira prividna veca srodnost skupina koje se nalaze na duga¢kim granama filogenetskog
stabla (Susko i Roger 2021). LBA se obi¢no otkriva povecanjem broja uzoraka i uzorkovanih
taksona. Povecanjem koli¢ine dostupnih podataka rezultati istrazivanja ceS¢e podrZavaju

,,Ctenophora-sister ““ hipotezu (Halanych i Anderson 2015).



Strongylocentrotus purpurstus
Homo sap
y De PR Bilateria
Hemithiris psittoceo
Copitella tefeta

Placozoa

1 = zn'-éooeluu.
L Atvocatintes vastus

Lotrunculie apicalis
Kirkpotrichio variokoso

04

k\ Choanoflageliata

Slika 3. Filogenetski odnosi unutar Metazoa odredeni na temelju analize 27 novih
transkriptoma Ctenophora, javno dostupnih podataka i metoda za otklanjanje
sistemskih pogreSaka. Rezultati podrzavaju Ctenophora-sister hipotezu. Preuzeto iz:
Whelan i sur. 2017.

1 Acanthoeca species
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5. EVOLUCIJA KOMPLEKSNIH SVOJSTAVA UNUTAR METAZOA

Prema Aristotelovom principu scala naturae evolucija se moze promatrati kao progresija
organizama od jednostavnijih prema slozenijima, gdje su evolucijski stariji organizmi nuzno
jednostavniji od onih mladih. Medutim, danas se zna da ovaj pristup nije znanstveno utemeljen.
Naime, sve vrste posjeduju specificnu kombinaciju jednostavnih i kompleksnih svojstava bez
obzira na evolucijsku starost skupine kojoj pripadaju (Dunn i sur. 2015). Novija istrazivanja
upucuju na sve veéi znac¢aj gubitka gena tijekom evolucije (Takahashi i sur. 2009), pa je moguce
da neka skupina ne posjeduje odredeno kompleksno svojstvo iako je ono prisutno kod evolucijski
mladih skupina te je bilo prisutno kod njezina pretka. Konvergentna evolucija takoder moze
posluziti kao objaSnjenje zajednickih svojstava izmedu evolucijski starijih i mladih skupina

(Moroz 2015), no ona se smatra manje vjerojatnom od gubitka gena.

Rekonstrukciju svojstava posljednjeg zajednickog pretka svih Metazoa otezava nepotpuno
poznavanje filogenije osnovnih pet skupina. Ovisno o tome koja je od predloZenih hipoteza
filogenije istinita rekonstrukcija genskog profila i svojstava posljednjeg zajedni¢kog pretka

znacajno Se mijenja.

Prema ,,Porifera-sister “ hipotezi, posljednji predak svih zivotinja najvjerojatnije nije imao ziv€ani
niti miSiéni sustav kao ni niz drugih kompleksnih svojstava, te je bio veoma sli¢an predstavnicima
koljena Porifera. Kompleksna svojstva poput zivéanog i misi¢nog sustava nastala su nakon
odvajanja koljena Porifera 1 to samo jednom (dakle, njihovo prisustvo kod razli¢itih skupina smatra
se homologijom). Dugo vremena se smatralo da je upravo ovakav tijek evolucije Metazoa u skladu
s principom najvece $tedljivosti, no novija istrazivanja pokazuju da tome nije tako (Moroz i sur.
2014).

Istinitost ,,Ctenophora-sister ““ hipoteze otvorila bi mnogobrojna nova pitanja vezana uz evoluciju
kompleksnih svojstava unutar Metazoa (Slika 4). Naime, ukoliko su Ctenophora uistinu prva
skupina koja se odvojila, znaci li to da je posljednji zajednicki predak svih Metazoa ve¢ posjedovao
kompleksna svojstva poput zivéanog i misi¢nog sustava? U tom slu¢aju u skupinama Porifera i
Placozoa je doslo do znaajnog gubitka gena (Moroz i sur. 2014). Takoder je moguce i da
posljednji zajednicki predak nije posjedovao ova svojstva ve¢ da su se ona kod Ctenophora javila

kao rezultat konvergentne evolucije. Tada bi se neizbjezno morale otkriti razlike izmedu ovih
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sustava kod Ctenophora i ostalih skupina Metazoa, budu¢i da se radi o homoplazijama (Moroz

2015).

Porijeklo ziv€anog sustava nije razjasSnjeno. Jedan od razloga lezi u tome Sto je veoma tesko
odrediti homologiju Zivcanog sustava kod razli¢itih skupina buducdi je njegova definicija dana

isklju¢ivo na temelju funkcije, ali ne i grade (Bullock i Horridge 1965).

Placozoa Cnidaria Bilateria
neuroni
miSici
bez neurona
bez misica ‘
neuroni |
misicéi
Metazoa, prije ~600 mil. god. Choanoflagellata

Slika 4. Filogenetski odnosi glavnih skupina Metazoa i Choanoflagelata kao sestrinske
skupine (sukladno Ctenophora-sister hipotezi) te prisutnost zivéanog i misi¢nog
sustava. Prilagodeno iz: Moroz i sur. 2014.
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Nezavisan nastanak ziv€anog sustava kod Ctenophora podrzZan je nizom znanstvenih istrazivanja
(npr. Moroz 2009, Burkhardt i sur. 2023) koja, izmedu ostalog, ukazuju na razlike izmedu nekih
tipova neuralnih stanica i kompleksnih integrativnih struktura (Moroz i sur. 2014). Na genomskoj
razini, zabiljezene su razlike u genima ziv€anog i imunosnog sustava te razvojnim genima izmedu
Ctenophora i ostalih skupina Metazoa. Znacajan broj gena Bilateria koji su specifi¢ni za neurone
1 neurotransmitere nisu pronadeni kod Ctenophora, dok je dio gena pronaden, ali do njihove
ekspresije ne dolazi (Moroz i sur. 2014). Sve ove karakteristike dokazi su u prilog paralelnoj

evoluciji neuralne organizacije kod Ctenophora.

Biosintetski putevi najvaznijih neurotransmitera Cnidaria i Bilateria, poput serotonina, dopamina
ili noradrenalina, nisu potvrdeni kod Ctenophora. Kao potencijalni kandidati za neurotransmitere
u njihovim zivéanim sustavima najc¢e$ce se navode glutamat i razliciti sekrecijski peptidi (Moroz
2015). Ova otkric¢a u skladu su s idejom konvergentne evolucije zivéanog sustava buduéi da su

metabolizam i funkcija neurotransmitera iznimno o¢uvani izmedu Cnidaria i Bilateria (Kelava i

sur. 2015).

Na nezavisan nastanak misi¢nog sustava kod Ctenophora upucuje nedostatak klju¢nih miogenih
gena Bilateria (Moroz i sur. 2014). Do istog zaklju¢ka dosli su i Dayraud i sur. (2012)
proucavanjem ekspresije gena za miozinske lance. Razli¢ita specijalizacija paraloga gena za
miozinske lance izmedu Ctenophora 1 Bilateria upucuje na to da je njihova funkcija definirana
nakon odvajanja Ctenophora. Ukoliko se zaista radi o primjeru konvergentne evolucije predak
svih Zivotinja najvjerojatnije nije imao misice, te su oni nastali dva puta, jednom kod Ctenophora
1 drugi put kod zajedni¢kog pretka Cnidaria i Bilateria. Ovaj scenarij u skladu je s principom
najvece Stedljivosti (Moroz i sur. 2014). Medutim, moguce je i da misi¢ni sustav ima jedinstveno
porijeklo te da se razlike u njegovoj organizaciji i funkciji mogu pripisati promjenama
akumuliranim tijekom vise od 600 milijuna godina evolucije Metazoa. U tom slucaju, predak svih
Metazoa imao je glatke misice te su oni izgubljeni kod koljena Porifera i Placozoa (Whelan i sur.
2017).
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6. HOX GENI

Istrazivanje filogenetskih odnosa unutar Metazoa pomoc¢u Hox gena je iznimno pogodno buduci
da geni Hox skupine, unato¢ velikom broju i raznolikosti gena koji im pripadaju, imaju ocuvanu
homeobox domenu (Ryan i sur. 2010). Sekvenciranje ¢itavih genoma omogucilo je potragu za Hox
genima kod pripadnika svih skupina Metazoa te usporedbu dobivenih rezultata s ciljem
razjaSnjavanja njihove najranije filogenije (Slika 5). Iako je malo vjerojatno da ¢e se prou¢avanjem
samo ovih gena mo¢i razrijesiti filogenija unutar Metazoa, Hox geni predstavljaju jedno od
najvaznijih podrucja od interesa zbog svoje uloge u nastanku iznimne morfoloske i strukturne

raznolikosti medu zivotinjama (Ferrier 2016).

Hox ParaHox

Origin of =Y : v v
Hox & ParaHox Sliateria ’

Cnidaria i v
§ Placozoa '

A "
Metazoa] “——— Porifera \ i

— L—— Ctenophora @ ? ?

lt

w ™%

Choanoflagellates &— X X

Slika 5. Filogenija koljena unutar Metazoa i sestrinskih hoanoflagelata. Prikaz je
napravljen s pretpostavkom Porifera-sister hipoteze. ,,v* predstavlja potvrdenu prisutnost

Hox/ParaHox gena kod barem nekih pripadnika koljena, ,,X“ predstavlja odsutnost, crtez
duha predstavlja prisutnost ghost lokusa, dok upitnik oznacava manjak informacija o
prisutnosti ovih gena kod Ctenophora. Preuzeto iz: Ferrier, 2016.
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Hox geni spadaju u homeobox gene ¢ija je glavna uloga kodiranje proteinskih transkripcijskih
faktora koji sadrze strukturni motiv zavojnica-okret-zavojnica koji im omoguéuje vezanje
molekule DNA. Unutar Metazoa homeobox geni su prisutni u 11 razreda i vise od 100 obitelji gena
(Zhong i sur. 2008). Organizirani su u klastere te je kod velikog broja zabiljezena vremensko-
prostorna kolinearnost (Gaunt 2015). Poznato je da su ukljuéeni u nastanak razlicitih tipova tkiva
(Loker i sur. 2021), definiranje anteriorno-posteriorne osi (McGinnis i Krumlauf 1992), formiranje
udova (Jager i sur. 2006) te niz drugih razvojnih procesa. Njihova uloga kod odredene skupine je
kombinacija evolucijski ocuvanih uloga te uloga specifi¢nih za tu skupinu. Ova ¢injenica upucuje

na to da su Hox geni vrlo vjerojatno ukljuceni u nastanak novih morfoloskih obiljezja (Jini Kaplan

2003).

ParaHox geni takoder spadaju u homeobox gene. Budu¢i da pokazuju velike sli¢nosti u
sekvencama sa Hox genima ParaHox Kklaster smatra se paralogom Hox klastera, odnosno
pretpostavlja se da su oni nastali duplikacijom iz istog pocetnog klastera (ProtoHox) (Brooke i sur.
1998). Pokazuju prostornu kolinearnost koja je iste polarnosti kao i kod Hox gena. Imaju razlicite
uloge u razvoju zivotinjskog organizma, najvaznije od kojih pri razvoju probavnog i ziv€anog

sustava (Brooke i sur. 1998).

Nakon S§to je prisutnost Hox gena potvrdena kod pripadnika Cnidaria, Placozoa i Bilateria
razumljiva je bila pretpostavka da ¢e se ovi geni vjerojatno pronaci i kod pripadnika Porifera i
Ctenophora. Stoga je upravo posjedovanje Hox gena (to¢nije njihova aksijalna ekspresija)
predlozena kao osnovni Kriterij za pripadnost koljenu Metazoa (zootype hypothesis) (Slack i sur.
1993). Medutim, prvim sekvenciranjima ¢itavih genoma pripadnika skupine Porifera pokazano je
da oni ne posjeduju Hox gene (Ryan i Baxevanis 2007). Nadalje, Ryan i sur. (2010) pokazali su
kako niti u vrsti Mnemiopsis leidyi iz skupine Ctenophora nisu prisutni Hox geni §to ih je potaklo
na uvodenje pojma ParaHoxozoa. Ovim pojmom obuhvacena su sva koljena unutar Metazoa za
koja je pokazano da imaju Hox i ParaHox gene, dakle Cnidaria, Bilateria i Placozoa. U istom
istrazivanju, usporedbom homeodomena, dokazano je da su koljena unutar ParaHoxozoa srodnija
medusobno negoli sa Porifera i/ili Ctenophora §to upucuje da su se upravo ove dvije skupine prve
odvojile tijekom evolucije Metazoa. Uvodenje pojma ParaHoxozoa dodatno je opravdano
¢injenicom da je zadnji zajednicki predak ovih triju koljena posjedovao barem jedan Hox/ParaHox

gen (Jakob i sur. 2004).
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Nastanak Hox klastera i njemu sestrinskog ParaHox klastera moze biti objasnjen na razlicite
nacine, no svaki od njih podrazumijeva znacajne rearanzmane genoma. Kod trenutno zivucih
pripadnika ParaHoxozoa Hox i ParaHox klasteri se nalaze na razliitim kromosomima te su
okruzeni specificnim susjednim genima (Ferrier, 2016). Hipoteza koja se na temelju postojecih
podataka ¢ini najizglednijom naziva se ProtoHox hipoteza (the ProtoHox hypothesis) (Brooke i
sur. 1998). Sukladno ovoj hipotezi, Hox i ParaHox klasteri nastali su tandemskom duplikacijom
iz jedinstvenog ProtoHox klastera. Individualni nastanak ovih dvaju klastera statisti¢ki je malo
vjerojatan pogotovo ako se u obzir uzmu njihova zajednicka obiljezja, primjerice kolinearnost,

koje bi onda takoder trebale dva puta nezavisno nastati (Ferrier, 2016).

Ovako znacajan rearanzman genoma (unutarkromosomska duplikacija popraena cijepanjem
kromosoma ili izmjenom krakova kromosoma) najvjerojatnije je doveo do promjene polozaja
Hox/ParaHox gena unutar genoma skupa s njima susjednim genima. Na temelju ove pretpostavke
oformljena je Ghost locus hipoteza koja kaze da se evolucija Hox i ParaHox gena moze pratiti
preko njima susjednih gena (Mendivil Ramos i sur. 2012). Ghost lokus sastoji se od jedinstvenih
gena koji su susjedni Hox/ParaHox genima iako oni sami nisu prisutni. Vodeni vlastitom
hipotezom, Mendivil Ramos i sur. (2012), dokazali su prisutnost ghost lokusa kod spuzve
Amphimedon queenslandica, premda sami Hox i ParaHox geni nisu prisutni. Stoga, ako se
pretpostavi istinitost ,,Porifera-sister* hipoteze i monofilija skupine Porifera to bi znacilo da je
posljednji zajednicki predak Metazoa posjedovao Hox i ParaHox gene (Ferrier, 2016). No, ako se
pretpostavi istinitost ,,Ctenophora-sister “ hipoteze potrebno je utvrditi jesu li kod pripadnika
Ctenophora prisutni ghost lokusi kako bi se mogli donositi zaklju¢ci o posljednjem zajednickom

pretku.

Protivnici ove hipoteze isticu mogucnost da su Hox geni nastali na nekom drugom mjestu u
genomu i tek se sekundarno smjestili izmedu susjednih gena koji okruzuju ghost lokus. U tom
slu¢aju moguce je da su susjedni geni evolucijski puno stariji od samih Hox gena pa onda njihovo
prisustvo kod Porifera i Ctenophora ne bi upucivalo na to da je posljednji zajednicki predak
Metazoa posjedovao Hox gene. Kako bi se moglo donositi jednoznac¢ne zakljuc¢ke na ovu temu
nuzno je dokazati homologiju susjednih gena medu razli¢itim linijama Metazoa (Wanninger
2024).
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Opcenito se smatra da je velika raznolikost unutar Metazoa prvenstveno rezultat nastanka novih
gena kroz vrijeme. Medutim, ukoliko je posljednji zajednicki predak posjedovao Hox gene koji su
zatim izgubljeni kod Porifera i Ctenophora to bi upucivalo da i diferencijalni gubitak gena ima
znacaju ulogu u diverzifikaciji (Takahashi i sur. 2009). Nedostatak nekog gena kod ¢itavih skupina
ne smije se automatski protumaciti kao predacki nedostatak. Moguce je da je posljednji zajednicki
predak posjedovao mnogo veéi repertoar gena nego Sto se do sada pretpostavljalo te da je kod
razlicitih skupina Metazoa doslo do velikog i diferencijalnog gubitka gena (Putnam i sur. 2007).
Ovaj gubitak odnosi se i na homeobox gene za koje se do sada smatralo da su iznimno evolucijski
ocuvani zbog svoje razvojne uloge. Dodatna istrazivanja genoma nizih skupina Metazoa, posebice
Porifera i Ctenophora, su od iznimne vaznosti jer bi pomogla opisati genski repertoar posljednjeg

zajednickog pretka.

Premda se broj Hox gena neke skupine cesto koristi kao mjerilo kompleksnosti njezinih
pripadnika, to nije u potpunosti ispravno. Istina je da morfoloski najjednostavnije skupine, Porifera
i Ctenophora, nemaju Hox gene te da ih je kod Cnidaria pronadeno samo nekoliko (Wanninger
2024). Medutim, ovaj obrazac se ne nastavlja dalje kroz Metazoa. Primjerice, ribe iz podrazreda
Teleostei imaju nekoliko puta vise Hox gena od sisavaca (Wagner i sur. 2003). Za potpuno
razumijevanje kompleksnosti potrebno je proucavati ne samo prisutnost ili odsutnost pojedinih
(klasa) gena vec¢ i njihove medusobne interakcije (Wanninger 2024). Prou¢avanje razvojnih gena
kod najstarijih pripadnika Metazoa te kod njihovih predaka zahtijevati ¢e ne samo primjenu
najnovijih filogenetickih metoda, ve¢ i metoda komparativne morfologije i paleontologije (Ferrier
2016).
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7. ZAKLJUCAK

Osnovna filogenija unutar Metazoa jo$ uvijek nije razjasnjena. Kako bi se to¢no opisao tijek
evolucije skupina koje pripadaju ovom carstvu nuzno je poznavati njihove filogenetske odnose.
Na temelju dostupnih morfoloskih i molekularnih podataka formirane su razlicite hipoteze.
Uzorkovanje i metoda analize podataka imaju klju¢nu ulogu pri istrazivanju filogenetskih odnosa
ovako velikih skupina. ,Porifera-sister“ hipoteza temelji se na prividnoj morfoloskoj
jednostavnosti Porifera te homologiji hoanocita i hoanoflagelata. Monofilija ove skupine nije
jednozna¢no dokazana, ali je podrzana ve¢inom dostupne literature. ,,Ctenophora-sister “ hipoteza
veéinski je podrzana molekularnim podacima. Filogenija skupina unutar ovog koljena nije
razja$njena. Istrazivanja otezava Cinjenica da se radi o jako staroj skupini, U kojoj je veéina
recentnih vrsta nastala relativno nedavno. Evolucija nije postepen postupak nakupljanja
kompleksnosti kroz vrijeme. Evolucijski stariji organizmi mogu posjedovati kompleksna svojstva
koja nisu prisutna kod evolucijski mladih organizama. Diferencijalni gubitak gena i konvergentna
evolucija su potencijalno igrali vecu ulogu u evoluciji Metazoa nego §to se prije mislilo. Ovisno o
tome koja je od filogenetickih hipoteza istinita rekonstrukcija svojstava posljednjeg zajednickog
pretka svih Metazoa znacajno varira. Hox geni su potencijalno jedan od najvaznijih elemenata pri
razrjeSavanju filogenije Metazoa, ali je malo vjerojatno da se samo njihovim prouc¢avanjem moze
do¢i do jednozna¢nog odgovora. Rjesavanje problematike najranije evolucije Metazoa zahtijevat
¢e primjenu razli¢itih metoda iz razlicitih bioloSkih podrucja, od zoologije i1 paleontologije do
molekularne biologije. U trenutno dostupnoj literaturi ne postoji konsenzus te su nuzna daljnja

istrazivanja kako bi se odgovorilo na pitanje koja je najstarija skupina Zivotinja.
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