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1. Uvod

Istaknuti geneticar i evolucijski biolog Theodosius Grigorjevi¢ Dobzhansky, poznat po
svom doprinosu u formiranju moderne sinteze evolucije, napisao je izmedu ostalog esej
naslova "Nothing in Biology Makes Sense Except in the Light of Evolution™ (,,NiSta u
biologiji nema smisla osim u svjetlu evolucije”; www.evolution.berkeley.edu/evolibrary/
article/_O/history_20). U tom kontekstu razumljiva je teznja biologa da rijeSe filogeniju Zivog
svijeta kojeg poznajemo. Cilj ovog seminara je prikazati recentnu razinu spoznaje jednog
malog segmenta filogenetskog stabla (koljeno Porifera - spuzve), dinamiku kojom se ovo
podrucje istrazuje, klju€ne probleme s kojima se znanstvenici susre¢u unato¢ pojavi novih

metoda istrazivanja i potencijalna rjeSenja.

Prema definiciji, filogenetika je znanstveno proucavanje odnosa medu skupinama
organizama temeljeno na matricama molekularnog sekvencioniranja i morfoloskih
parametara. Filogenomika je grana filogenetike koja se koristi genomskim podacima
(sekvencama tj. setovima gena - eng. gene datasets). Kao informacijski set, Cesto se koriste
18S rDNA i 28S rDNA kao djelomicne ili cjelovite sekvence, te CO1 (citokrom oksidaza — 1)
mitohondrijskog genoma (MtDNA). Uz kontrolu odredenih parametara, konaCni rezultat
obrade podataka je filogenetsko stablo. Filogenetsko stablo tip je kladograma koji prikazuje
evolucijske odnose izmedu razliCitih vrsta ili viSih kategorija uz predocCenje toCke grananja
(zajedniCkog pretka). Prema tipu, ono moze biti aktivno stablo (Cija duljina grana odgovara
evolucijskoj udaljenosti - obi¢no u milijunima godina) ili ultrametrijsko stablo (kod kojeg su
svi terminalni vrhovi jednako udaljeni od baze i ne odgovaraju vremenskoj skali) (Philippe i
sur., 2011). Filogenija je, u uzem smislu, evolucijska povijest taksonomskih skupina: razreda,
porodica, rodova... (www.bioinformatika.hr). U ovom seminaru obradena je samo sistematika
i filogenija recentnih vrsta spuzvi (opisano je oko 7000 vrsta, a najmanje dvostruko toliko ih
je izumrlo; Hooper i van Soest, 2002). Doprinos paleontologije bitan je, osim kod skupine
Porifera, i kod ostalih fosiliziranih organizama i to na svim razinama klasifikacije zivog

svijeta, medutim ovo podrucje svojom kompleksno$¢u nadilazi opseg seminara.



Povijesno gledajuci, intenzivan rad na sistematici spuzvi zapoceo je 80-ih godina 19.
stolje¢a. Mnogi su znanstvenici od pocetaka do danasSnjeg dana izdvajali spuzve kao osobito
problemati¢no podrucje istraZivanja. Isprva je to bilo zbog opcenitih poteSko¢a u radu s
podmorskim organizmima (oteZzan pristup uzorcima) i jednostavne morfologije organizama
kroz koju je teSko razluciti ancestralne od odvedenih karakteristika. Danasnji problemi vezani
su za nove metode koje joS uvijek nisu dale jedinstveno rjeSenje. Koljeno Porifera veliki je
znanstveni izazov unatoC Cinjenici da su ovi organizmi slijepa grana relativno ranog odvajanja
na evolucijskom stablu. Za spuzve moZemo reci da su granicni slucaj viSestani¢nosti. Ona je
nedvojbena, ali organizacija i koordinacija ovog sustava je unato€ tome zadrZzana na razini
stanice (sloZenije razine organizacije i koordinacije podrazumijevaju tkiva i organe). lzgleda
da upravo u jednostavnosti lezi korijen problema. Slikovito reCeno, znamo rasporediti vrste u
»ladice” (klade) pomocu etikete ,,boje“, ali spuzve su u tom slucaju ,Sarene*. JoS je veci
izazov iscrtati njihovu filogenijsku poveznicu. U modernoj filogeniji najviSe problema
predstavljaju odnosi Porifera 1 Metazoa, te wunutar Porifera razred Demospongia
(kremenoroznjace), stoga je na ova podrucja istrazivanja u seminaru stavljen naglasak. lako
su Porifera samo segment Zivog svijeta, izazovi na koje se nailazi u tom podrucju istraZivanja
primjenjivi su na druga podrucja bioloskih istraZivanja. Isto vrijedi i za metode koje Ce biti
razradene kroz seminar. Kroz seminar ¢u pokusati odgovoriti na pitanje da li su spuzve zaista
organizmi toliko zahtjevni za istrazivanje? Da li su metode i pristupi koji se danas koriste na
spuzvama jednostavno neprimjereni? Koja potencijalna rjeSenja nude suvremena znanstvena

istrazivanja?



2. Spuzve opcenito

Spuzve su (uz Placozoa) prema organizaciji tijela najjednostavnije viSestanicne
Zivotinje. Stanice su kod njih zadrZale visok stupanj nezavisnosti. Skupina je dobila ime zbog
prisutnosti mnoStva otvora (pora) na tijelu koje prema veli¢ini moZzemo podijeliti na manje i
brojnije - pore, ostije; i velike, manje zastupljene - oskula. Spuzve se hrane filtracijom. Voda s
Cesticama ulazi kroz pore, prolazi kroz niz cjevCica, komora i proSirenja, te izlazi kroz oskula.
Protok vode koristi se i za disanje i razmnoZavanje, a omogucuju ga hoanocite (u vecih spuzvi
protok doseze 100 L morske vode dnevno; Matonickin i sur., 1988). Hoanocite su
specijalizirane biCaste stanice koje oblazu unutradnje prostore spuzve. Njihov rad nije
sinkroniziran stoga ih se ne moze usporedivati s optjecajnim sustavom ostalih zivotinja.
Spuzve su kao odrasle sjedilacki organizmi, a li¢inke su im pokretne. Zive u moru uz iznimku
porodice Spongilidae koja je slatkovodna. Varijabilnih su veli€ina, boja i simetrije (najcesce
su asimetricne), a morfoloSke karakteristike su nerijetko ovisne o samom supstratu na kojem
rastu. Spuzve imaju tri osnovna tipa grade: askon, sikon i leukon koji odrazavaju stupanj
nabiranja stjenke tijela (za detaljniji morfoloSki opis - tipovi stanica i sloZenije strukture,

konzultirati Matonickin i sur., 1988).

2.1. Morfoloske karakteristike kao temelj za sistematiku

Elementi skeleta spuzvi (spikule i cjelokupna morfologija skeleta) odigrali su najvazniju
ulogu u prvim Kklasifikacijama ovih organizama, a njihov se znaCaj nipoSto ne smije
zanemariti ni danas. Osnovna funkcija skeleta u spuzvi je zadrzavanje oblika tijela uslijed
hidrostatskog tlaka i strujanja vode. Funkcija skeleta izraZenija je kod spuzvi vecih dimenzija
i u takvih primjeraka je skelet obi¢no sloZenije strukture. Prema sastavu, skelet moze biti
graden od silikatnih ili karbonatnih spikula ili proteina spongina. U jednoj spuzvi mogu se
naci ili silicijske ili karbonatne spikule, (gotovo) nikad zajedno, jer proces dobivanja
pojedinog tipa spikule zahtjeva drasticne razlike u metabolizmu (iznimke su pronadene kod
pojedinih vrste razreda Demospongiae). Na Kkarakteristikama spikula temelji(la) se i

determinacija vrste. Proucavajuci karakteristike spikula, moze se reci da pokazuju vrlo veliku



varijabilnost. Autori s kraja 19. st. paZljivo bi izdvajali spikule, razvrstavali ih, opsezno
opisivali, te prilagali skice i crteze u svrhu opisa ili determinacije. JoS vrlo rano u povijesti
istraZivanja spuzvi primijeCene su dvije velike skupine odijeljene prema sastavu spikula:
Calcispongia (Johnston, 1842) i Silicea (Gray, 1867), a unutar Silicea takoder i skupina s
triaksonim spikulama Hexactinellida (Laurent, 1844). Godine 1885. Sollas uvodi novu
skupinu Demospongiae kao zajedniCki naziv za spuzve koje ne pripadaju ni Calcispongia ni
Hexactinellida. Demospongiae etimoloski znacCi ,,0biCne spuzve®, a kasnije se u hrvatskom
jeziku ova skupina naziva kremenoroznjaCe. Za ilustraciju opisa ovog razreda, Sollas navodi
male hoanocitne stanice, spikule od spongina ili silicija ili prisutnost oba elementa, te
megasklere koje nikad nisu triaksone. Spuzve bez skeleta bile su izdvojene iz skupine
Demospongiae pod nazivom Myxospongiae (Zittel, 1978), medutim i tada je bilo autora koji
nisu prihvatili podjelu na ovoj razini (npr. poznati francuski spongiolog Emile Topsent,
1928.). Ovo razilazenje u misljenju kasnije poprima dalekosezne razmjere. Sedamdesetih
godina 20. stoljeéa pronadene su spuzve s hiperkalcificiranim skeletom u spiljama
Mediterana, u Indijskom oceanu i na Karibima (Vacelet, Goreau, Hartman; autori su do
pronalaska novog tipa spuzve zapravo dosli simultano istrazujuci na razlicitim podrucjima).
Thomas Goreau i Willard Hartman, novootkrivene spuzve uvrstili su novi razred
Sclerospongiae u svom radu iz 1970. godine, smatrajuci je monofiletskom skupinom, ali uz
napomenu da imaju razloga za sumnju u ovo taksonomsko izdvajanje. Jean Vacelet ubrzo
morfoloSkim i citoloSkim dokazima odbacuje ovu skupinu uz tvrdnju da je hiperkalcifikacija
homoplasti¢na karakteristika koja se javila u vise porodica Demospongiae i nekoliko porodica
Calcispongiae. Homoplazija je slicnost odredene karakteristike dvaju ili viSe organizama koja
je posljedica konvergencije (najéeSce zbog prilagodavanja slicnim okoliSnim uvjetima), a ne
stvarne evolucijske srodnosti. Vaceletova je klasifikacija kasnije potvrdena molekularnim
analizama (Engeser i sur., 1986; Wood, 1989, 1990; Chombard i sur., 1997).

Unutarnja klasifikacija razreda Demospongiae formirana je kroz dva pristupa. Situacija
do koje je doSlo uslijed nedostizanja konsenzusa u znanstvenoj literaturi na razini reda ima

utjecaj i danas. Tako:

1. po Sollasu, Lendenfeldu, Vosmaeru i Topsentu pri klasifikaciji porodica i redova daje
se prioritet megasklerama. Demospongiae se dijele na Tetraxonida i Monaxonida;

2. po Dendyu koji prioritet daje mikrosklerama, Demospongiae se dijele na
Astrotetraxonida i Sigmatotetraxonida.



Dendyev pristup ima kao vrlo ocit nedostatak smjeStanje vrsta s tetraksonim
megasklerama u dvije razliCite linije. Naknadno je ustanovljeno da je zvjezdoliki oblik
mikrosklera - aster - takoder homoplasticna karakteristika Sto je dodatni nedostatak

Dendyevog pristupa.

Skupine Hexactinellida i Calcispongia pocivaju na c¢vrstim temeljima. Definirane
krajem 19. st. prihvadene su i danas, te je njihova konzistentnost potvrdena novijim
filogenetskim metodama. Ovo je ujedno i dokaz kako se Kklasifikaciju na temelju morfologije
ne smije smatrati zastarjelom, ve¢ znacajnom za odredene skupine kao i za multidisciplinarni
pristup. Mnogi recentni autori u potpunosti napustaju morfoloSke karakteristike kao kriterij,
Sto bi mogla biti jedna od potencijalnih pogreSaka u suvremenim istraZzivanjima spuzvi
(Boury-Esnault, 2006). Razdoblje u kojem je morfologija imala centralnu ulogu zakljuceno je
de Laubenfelsovom revizijom iz 1936. godine. Sistematika u tom radu tezi pojednostavljenju i
donekle je ciljano odmaknuta od stvarnih filogenetskih odnosa medu tada poznatim
spuzvama, stoga djelo nije imalo dalekoseZznu uporabnu vrijednost. Glavna prepreka u
razdoblju klasi¢ne filogenije spuzvi zapravo je bila nemoguénost uspostavljanja jasnih odnosa
elemenata skeleta i njihove organizacije sa stvarnom filogenijom organizma, te pouzdano

razlikovanje ancestralnih od odvedenih morfoloskih karakteristika.

2.2. Citologija otvara nove mogucnosti

Francuski spongiolog Claude Levi prvi je 1956. godine odlucio primijeniti embrioloske
karakteristike za rjeSavanje pitanja sistematike spuzvi (prema Boury-Esnault, 2006).
NaglaSavajuci kako su embriologija i citologija zanemarivane u istraZivanju spuzvi, istice
neophodnost multidisciplinarnog pristupa, te vaznost raspolaganja svjezim uzorcima i
opisivanja staniSta u kojem su zivotinje nadene (Boury-Esnault, 2006). Do ovog perioda
znanstvenicima su bili dostupni iskljucivo uzorci u suSenom obliku ili konzervirani na neki od
uobicajenih nacina. Levi ujedno prvi u sluaju spuzvi pridaje paznju nacinu razmnoZavanja
(viviparnost ili oviparnost). Na temelju toga vrSi podjelu razreda Demospongiae na oviparne
Tetractinomorpha i viviparne Ceractinomorpha Sto se u odredenoj mjeri poklapa s prethodno

spomenutom Sollasovom podjelom (na Tetraxonida i Monaxonida).

Period druge polovice 20. st. donio je nekoliko tehnickih otkri¢a koja su znatno utjecala
na mogucnosti istraZzivanja spuzvi. Pojava SCUBA (eng. self-contained underwater breathing
apparatus) ronjenja 70-ih godina, osim Sto je opcenito povecala interes za podmorje,
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omogucila je prouCavanje spuzvi in situ i istrazivanje do tad teZze dostupnih stanista (kao $to
su podvodne spilje). Ironi¢no, zanimanje za spuzve u tom periodu je zapravo manje u odnosu
na prethodno stolje¢e. Tada se smatra da su spuzve jednostavne i u velikom opsegu istrazene.
Sredinom 20. st. TEM (eng. transmission electron microscope), a malo kasnije i SEM (eng.
scanning electron microscope) ulaze u komercijalnu upotrebu. TEM i SEM tipovi su
elektronskog mikroskopa koji se razlikuju u naCinu koriStenja i biljezenja snopa elektrona u
svrhu vizualizacije uzorka. Ova znaCajna otkriéa usmijerila su znanstveni svijet prema
nanometarskom redu veliCine. Logi¢no, zbog toga se povecava broj citoloskih istrazivanja na

spuzvama (Boury-Esnault, 2006).

CitoloSka istrazivanja od najveceg su znacaja kod vrsta spuzvi koje ne posjeduju skelet,
ali svakako ih se moze primijeniti i na ostale vrste s obzirom na mnogobrojne razlikovne
mogucnosti. Bez obzira na nedostatak tkiva, u spuzvama su zastupljene specijalizirane stanice
(hoanocite, apopilarne st., arheocite, amebocite, kontraktilne st., kolenocite, lofocite,
sklerocite, spongocite...). Opisano je najmanje 8 tipova specijaliziranih stanica spuzvi (Boury-
Esnault, 2006), a kod Demospongiae taj broj raste na 12 (Simpson, 1984). Nazalost, mnogi
tipovi stanica nemaju velik potencijal za otkrivanje filogenetskih podataka, jer su prisutni u
svim spuzvama u slicnoj morfoloskoj i citoloSkoj formi. Najvise filogenetski korisnih
informacija crpilo se iz analize hoanocita (tip stanice, tip komore, brojnost, volumen,
prisutnost bica i periflagelarnog rukavca, broj mikrovila na ovratniku...), egzopinakocita,
apopilarnih stanica, ekstenzija u hoanocitne komore, stani¢nih inkluzija i gusto¢e mezohila.
Na primjer, analiza hoanocita ukazala je da vrste smjeStene u red Keratosa nemaju

jedinstveno zajednicko porijeklo (Vacelet i sur., 1989).

Sekundarni metaboliti kod spuzvi takoder su bili istrazivani, te se pomocu njih
pokuSavalo odgovoriti na neka filogenetska pitanja. Uz izolirane uspjeSne sluCajeve, veliki je
problem ovog pristupa mnogobrojnost i raznolikost endosimbionata spuzvi (prvenstveno
jednostanicnih algi - poput Zoocyanellae, Zooxantellae, Zoochlorellae, te bakterija).
Endosimbionti su najceSce smjeSteni u mezenhimu u amebocitnim stanicama. Naime, obi¢no
je teSko ili nemoguce sa sigurnoS¢u razluciti koji metaboliti potjeCu isklju€ivo od stanica

spuzve.

Postoje i primjeri komparativnih citoloskih istraZzivanja koja su dala informacije do
kojih se s takvom pouzdanoS¢u molekularnom filogenijom nije moglo doci. Osim toga,
ponekad je skelet dviju porodica toliko sliCan da ga se ne moze koristiti kao diferencijalnu



karakteristiku. Jedan takav primjer je ujedno prvo sluzbeno citolosko usporedivanje 6 vrsta
porodica Chalinidae i Callyspongiidae (Haplosclerida) S. Pomponi iz 1976. godine (prema
Boury-Esnault, 2006). Ona je predlozZila stani¢ne inkluzije sferulocita kao moguénost
razlikovanja ove dvije porodice. Sferulocite su stanice koje sudjeluju u eliminaciji
metabolickog otpada (Vacelet, 1967) i pohrani bioaktivnih tvari (Thompson i sur., 1983).
Veci dio citoplazme kod njih zauzima sferi¢na ili jajolika inkluzija sa spomenutim sadrzajem.
Ovakvih je primjera razlikovanja na razini porodice mnogo. Nicole Boury-Esnault kroz svoje
radove naglaSava i mogucu primjenu histoloSkih analiza mezohila uz dodatak opisa sustava
kanalica. Ovakav pristup joS uvijek nije ukljucen u praksu, a kao glavni problem se navode
poteSkoée sa standardizacijom ovog postupka | oteZzana interpretacija elektronsko-
mikroskopskih snimaka i histoloskih prereza. Svaki pristup sa sobom nosi odredene prednosti
i nedostatke, a odabir optimalne kombinacije pristupa treba prilagoditi specificnom problemu
(tablica 1.)

Tablica 1. Pregledni prikaz poteSkoCa vezanih za pojedine tehnike prikupljanja
podataka o spuzvama (Boury-Esnault, 2006)

kontaminacija utroSak financijski potrebno

uzorka artefakti vremena troSak iskustvo
SPIKULE + - - - +
SKELET - - + - +
CITOLOGIA - + + - +

MOLEKULARNA

BIOLOGIJA + + + + +
KEMUJA + + + + +

Problemi s kojima se znanstvenici susrecu kad je potrebno razlikovanje ancestralne od
odvedene karakteristike, srodni su nepoznavanju homolognih karakteristika. U pokuSajima
koritenja kladistike u filogeniji spuzvi, ovi nedostaci u znanju dolaze do izrazaja.
Nomenklatura spikula, koja je uspostavljena vrlo rano u istraZzivanju spuzvi nije povezana i ne
ukazuje na homologiju. Uz brojne slucajeve homoplazije, prakticki je nemoguce ustvrditi
primarnu homologiju kroz promatranje. U ovoj situaciji ne pomaze ni paleontologija, jer je
vrlo siromasna informacijama ovog tipa. Dodatne probleme stvara sekundarni gubitak
karakteristika. Kao primjer moze posluZziti rod Penares kod kojeg nedostatak sterastera nije

primarno stanje, ve¢ evolucijski izgubljena karakteristika (Chombard i sur., 1989). Mnogi




autori pokusSali su pristupiti ovoj problematici, medu kojima je prvi i vjerojatno najistaknutiji

van Soest s nizom radova nastalih izmedu 1984. i 1990. godine.

2.3. Okretanje molekularnoj filogeniji i nerijeSena pitanja

Molekularna filogenija se u istraZivanju spuzvi pocCela koristiti 1990-ih godina.
Senzacija primjene novih metoda ponukala je spogiologe da pomisle kako je njihovim
dugogodisnjim nedoumicama napokon doSao kraj. S tim ciljem, molekularna filogenija se
opsezno koristila od pocetka 1990-ih pri rjeSavanju pitanja vanjskih ¢vorista filogenetskog
stabla gotovo jednako kao i dubljih ¢vorista (rana evolucijska grananja na razini redova, kao i

samog koljena Porifera).

Najcesce koriStene metode proucCavale su i usporedivale 18S i 28S rDNA u svojoj
cjelokupnoj ili parcijalnoj sekvenci. Prva istrazivanja ovog tipa unijela su mnogo pomutnje u
sistematiku Porifera. Prema Lafay i sur. (1992) Porifera uopée nisu monofiletska skupina, te
su Calcispongia srodnije Eumetazoa nego Demospongiae. Takoder, klasicno definirane

Demospongiae nisu monofiletska skupina (Borchiellini i sur., 2004).

Parcijalno sekvenciranje rDNA, te odabiranje pojedinih domena kao relevantnih za
istrazivanje (C1, C2, D1-D7), ovisilo je o autorima i varira kroz niz istrazivanja. Posljedica je
ovog neunificiranog pristupa nemogucénost usporedivanja podataka. Velika koli¢ina sekvenci
koje su na ovaj nacin definirane i pohranjene u bazu podataka u vecini sluCajeva su
nekomparabilne i stoga u ovom trenutku beskorisne (Boury-Esnault, 2006). S druge strane,

parcijalne sekvence su ponekad bile dovoljne u okviru pojedinacnih istrazivanja.

Borchiellini i sur. (2004) usporeduju cjelovitu 18S rDNA vrsta koje pripadaju u 13 od
14 redova do tada svrstavanih u Demospongiae. Rezultati dokazuju polifiliju razreda
Demospongiae. Kladus koji obuhvaéa 24 vrste posljedi¢no je nazvan Demospongiae sensu
stricto kako bi se razlikovao od tradicionalno definiranin Demospongiae. Rezultati takoder
jasno odbacuju klasi¢nu podjelu na podrazrede Tetractinomorpha i Ceractinomorpha prema
Levi-ju kako je vec ranije ukazivao rad van Soesta (1991). Realno uopce ne postoji potreba za
taksonomskom kategorijom podrazreda u spuzvi. Isti rad ukazuje na Cetiri jasno razdvojena

klada (reda) unutar razreda Demospongiae:



1. Keratosa (obuhvaca Dictyoceratida i Dendroceratida)

2. Myxospongiae (obuhvaca Chondrosida, Halisarcida i Verongida)
3. morske Haplosclerida

4. ostale

Recentni rezultati koji se bave odnosom karakteristika ukazuju na ancestralnost
monaksonih spikula i spongina, te viviparnosti. Oviparnost se, kao odvedena karakteristika,
pojavljuje konvergentno dva puta u evoluciji spuzvi s jednom reverzijom na viviparnost
(Boury-Esnault, 2006). Aktualni problemi unutar skupine Demospongiae koji traze rjeSenje su
odnosi izmedu pretpostavljenih redova, polifilija Halichondrida, Axinellida i vjerojatno jo$
nekih skupina, te parafilija Haplosclerida. Takoder, Nichols (2005) koristi opsezniji set
sekvenci 18S rDNA kojim ne moze potvrditi monofiletsko porijeklo Demospongiae sensu
stricto. Prema ovom istrazivanju Hexactinellida su unutarnja skupina Demospongiae. Pojavile

su se i nove nedoumice unutar porodice Geodiidae.

Philippe i1 sur. (2011) ulaze u problematiku samih metoda filogenomike. Problemi o
kojima Ce biti rijeC najviSe dolaze do izraZaja kad se rekonstrukcija filogenije radi na vrstama
Cija se specijacija odvila u relativno kratkom vremenu ili kad je dogadaj specijacije
evolucijski jako ,star. U prvom slucaju je koliCina filogenetskog signala mala, a u sljede¢em
su terminalne grane stabla jako dugacke (LBA eng. long branch attraction) i time je uCestalost
sekvenci koje se kao identicne homoplasti¢ki ponavljaju drugdje velika. LBA je poteSkocéa
filogenomskog istraZzivanja dviju ili vise linija koje imaju duge grane tj. dugu evolucijsku
povijest. U tom slucaju dolazi do filogenetskog grupiranja dviju linija koje uopce nisu srodne.
Philippe i sur. kao glavne probleme isticu naSu nemogucnost da detektiramo nefilogenetski
signal (Sto se prvenstveno odnosi na viSestruke supstitucije) i ukljucivanje sekvenci koje
odstupaju od filogenije vrste. Slucajno ukljuCivanje nefilogenetskog signala u istrazivanje ima
tri Cesta korijena: netoCnu identifikaciju ortologa (jedne od dvije ili viSe homolognih genskih
sekvenci koje je mogucée naci u razlicitim vrstama), zatim netocno ili pogreSno poravnavanje
sekvenci i netocno ili pogresno rekonstruiranje viSestrukih supstitucija na odredenoj poziciji u
genomu. Ove pogreSke kao posljedicu daju i netoCne rezultate u izraCunima statisticke
relevantnosti pojedinog rezultata. U svrhu izbjegavanja ovih pogreSaka u znanstvenom

istrazivanju potrebno je odabrati gene koji dolaze u samo jednoj kopiji unutar genoma,
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ortologa koji su najmanje podlozni zasiCenju. Zasicenje je u filogenomskom smislu pojam
koji oznaCava poravnanje sekvenci koje su prosle viSestruke supstitucije i stoga je njihova
prividna filogenetska udaljenost mnogo manja od stvarne - rezultat lazne srodnosti. Bitno je u
istrazivanje ukljuciti sporoevoluirajuce vrste i vrlo bliske vanjske skupine. Povecanje koliine
podataka koji se koriste za rekonstrukciju filogenije (u vidu ukljucivanja veceg broja vrsta u
analizu) moze zasjeniti pogreske nastale uslijed prisutnosti nefilogenetskog signala (npr.
olakSava se detekcija viSestrukih supstitucija). Suprotno, u situaciji kad je uz malu koliCinu
podataka prisutan nefilogenetski signal, mogu se generirati potpuno pogresni rezultati s
visokom statistickom potkrepljenoScu. NaZalost, rjeSenje problema koje bi slijedilo ovu
logiku nije jednostavno ukljucivanje vece koliCine podataka u analizu, ve¢ je u mnostvu

informacija potrebno pazljivo izdvojiti one koje nose filogenetski korisnu.

Opcenito se moZe ustvrditi da uz koristenje 18S rDNA i 28S rDNA obecavajucée
pomake prema jasnijim rezultatima pokazuju usporedbe sekundarne strukture 28S rDNA, te
ukljuCivanje sekvenci CO1, Hsp 70 (eng. heat shock protein 70), EF-1a (eng. elongation
factor 1 alpha) i tubulinskih introna u ulazni set podataka za konstruiranje filogenetskog
stabla. Hsp 70 pokazao se korisnim u rjeSavanju dubokih ¢vorista u pojedinim slucajevima,
medutim, malo je vrsta za koje su trenutno dostupne ove sekvence. EF-1a koristi se za
rjeSavanje filogenije Halichondrida, ali cjelovita sekvenca jo$ nije dostupna za sve vrste.
Medu spuzvama bi bilo korisno odabrati modelni organizam. Levi predlaZze vrstu Ephydatia
fluviatilis, slatkovodnu spuzvu koja se razmnozava iskljuCivo nespolno i lako je dostupna.
NaglaSava i potrebu za sekvenciranjem cjelovitih genoma spuzvi. Za sada je jedino poznata
sekvenca genoma vrste Amphimedon queenslandica (ranije poznate kao Reniera sp.) koja Zivi
na obalama Australije (Degnan i sur., 2005). Ova spuzva nije prikladna kao modelni
organizam, jer nije kozmopolitska vrsta stoga Boury-Esnault navodi kako joj je ovaj izbor za
prvu sekvencu nejasan. UnatoC tome, prva kompletna genomska sekvenca spuzve sigurno je

podatak koji je vrlo koristan i naCi ¢e mnoge primjene.
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2.4. Polozaj koljena Porifera u odnosu na ostale Metazoa

Tijekom povijesti spuzve su bile smjeStane u razliCita carstva. Postanak spuzvi, kao i
njihova unutarnja filogenija, joS uvijek nisu potpuno jasni. Sa sigurno$¢u se danas moze reci
jedino da su se Porifera odvojile od glavne razvojne linije Metazoa, a evolucijski predstavljaju
slijepu liniju. Tome u prilog ide Citav niz Cinjenica: postoji jedinstveni sustav kanali¢a koji
nije homolog probavnom ni krvozilnom sustavu, spuzve nemaju usni otvor ni probavilo,
epidermalni sloj je u odnosu na ostale Metazoa izrazito slabo razvijen, embrioloSke razlike,
itd. Prema mnogim izvorima, kako bi se spuzve na temelju tjelesne organizacije izdvojilo od
ostalih mnogostanicnih Zzivotinja (Eumetazoa), svrstava ih se u zasebnu grupu - Parazoa.
Parazoa je odjeljak u koji pored spuzvi (Porifera) spada joS samo vrsta Trichoplax adhaerens,
jedina unutar koljena Placozoa. Parazoa su definirani izostankom specijaliziranih tkiva kao
Sto su Ziv€ano i miSicno, te izostanak organa i simetrije tijela. Evolucijski gledano, Porifera su
najstarije (recentne) zivotinje (Erpenbeck i Worheide, 2007). Polozaj spuzvi u odnosu na
ostale zivotinje uz usporedbu tradicionalne i molekularne taksonomske podjele vidljiv je na

slici 1.
Parazoa Spongia Spongia Parazon
. Cnidaria Cnidaria .
Hadnts { Ctenophom Ctenophora } hadata
( Acoelomata Platyhelminthes| Lophophorata E
ué Pseudocoslomata Nematoda Platvhe Iminthes “
% { : Mollusca Mollusca HOPGIOs-ReR E
E . Annelida Annelida >- :'g
\ E 4 Arthropoda Nematoda } i =
Ug Mije3ana svojstva  Lophophorata Arthropoda d J
Echinodermata | Echinodermata
: Deuterostoma { Chordata Chordata } Dreuterostoma

Slika 1. Usporedba podjele taksonomskih skupina Zivotinja prema tradicionalnoj
taksonomiji — lijevo i molekularnoj taksonomiji — desno (Raven i sur., 2005)
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Dokazi koje o filogeniji Porifera nudi embriologija ne daju jednoznacan odgovor. Tako
kod vecine Calcarea i Demospongiae gastrula nastaje na tipiCan nacin, invaginacijom
celoblastule. Za razliku od ostalih Metazoa invaginira animalni umjesto vegetativnog pola.
Kod ostalih Porifera sekundarnom delaminacijom dolazi do stereogastrule tako da se unutarnji
sloj (koji kod ostalih Metazoa formira crijevo) pretvara u epiderm i mezenhim. Na

povrsinskom sloju se formiraju biCaste stanice (Matonickin i sur., 1988).

Najstariji fosilni nalazi Demospongiae stari su 750 milijuna godina. Tjelesnom gradom
one su, od kasnog kambrija do danas, ostale prakticki nepromijenjene (Reitner i Worheide,

2002). Keratosa se smatraju najodvedenijom skupinom koljena.

Neka autapomorfna svojstva su zajedniCka Eumetazoa i Porifera. Kao primjeri Cesto se
navode viSestani¢nost u diploidnoj fazi Zivotnog ciklusa, mejoticka dioba spolnih stanica,
oogeneza (jedna jajna stanica i tri polarna tijela iz jedne oocite), spermatogeneza (formacija
Cetiri identiCna spermija iz jedne spermatocite), te sama grada spermija (Ax, 1995).
Spomenute karakteristike ukazuju na jasnu odijeljenost Porifera i ostalih Metazoa od njima
pretpostavljene najsrodnije vanjske skupine - Choanoflagellata. Ove su tvrdnje potvrdene

brojnim istraZivanjima koja su se bavila molekularnom filogenijom spuzvi (slika 2.)

A E C
Schierwater ol al, 12009) Dunn ct al. (2008) Philippe et al. [2008)
15 mitschonduial and 3 rudear genes & miocondnal and 144 muclzar genes 128 nuchar ganes
GTR A VIAG Todas WS and CAT modalt CAT modal
[— Do arife
— Cnlcara 4| Placozoa (1)
Cnldaria (3
—— Crildaris i3
Placczoa {1}
Eilaleri (30
Hilaleria 15 — Biléleriz (£
T T -"" X kS
P . e L 3 [ &
.;fi{fl\c i "I J " Ai‘;g?%{:* S 113
HEE A LY
Perifora Placozea Cnidarlza Ctenophora Biiaterda

Slika 2. Pojednostavljen prikaz filogenetskih stabala dobivenih iz 3 recentne

filogenomske analize. Prikazano je rano grananje carstva Zivotinja (Philippe i sur. 2011)
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3. Zakljucak

Nicole Boury-Esnault (2006) navodi kako je nakon vise od 40 godina istraZivanja
spuzvi dosla do samo jednog primjenjivog pravila: ,,sve je moguce kad se radi o spuzvama®“,
isticuci pritom kao primjere karnivorne spuzve, spuzve bez pora i hoanocita, hiperkalcificirani
skelet uz silicijske spikule kod pojedinih Demospongiae, Hexactinellida koje nastanjuju plitke
mediteranske spilje, itd. Smatram da je time vrlo slikovito doCarana raznolikost ovih,
prakticki najrasprostranjenijih i iznimno uspjeSnih morskih beskraljeSnjaka (Hooper i van
Soest, 2002).

Dosadasnji rezultati istrazivanja filogenije Porifera relativno Cesto daju pretpostavke
koje nije mogucée jednoznacno interpretirati s potpunom sigurno$¢u. Medu razlozima se
svakako nalaze oni navedeni kao problemi metoda molekularne filogenomike. Svako
nepreklapanje morfoloski i molekularno generiranih filogenetskih stabala stoga bi trebalo
pokusati razjasniti ukljuCivanjem novih gena u set ulaznih podataka. Bitno je pri tom pokusati
odbaciti sve pretpostavljene ideje o rezultatu, te joS jednom pomno razmotriti morfologiju
vrste. U molekularnoj filogeniji spuzvi za sada su se najkorisnijim sekvencama pokazale
cjelovita 18S rDNA za rjeSavanje dubokih Cvorista i cjelovita 28S rDNA za rjeSavanje

vanjskih ¢voriSta (grananja na razini porodice i roda).

Probleme moderne filogenije ne moZe se rijeSiti univerzalnom metodom niti
jedinstvenim setom informacija, Sto je kao zakljuCak primjenjivo na sfere Sire od koljena
Porifera. Od kljucne je vaznosti analizirati iz viSestrukih pozicija i koriste¢i sve dostupne
informacije (morfoloSke, citoloSke, embrioloske i genetiCke; Boury-Esnault, 2006). Od
konacnog definiranja filogenetskog stabla svih Zivih organizama zasigurno nas ne dijeli
»instant* rjeSenje nego temeljitije prikupljanje podataka, revizija postojecih, te kombiniranje

dostupnog znanja.
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5. Sazetak

U znanosti postoji teznja za rjeSavanjem evolucijske povijesti taksonomskih skupina
zivih (i poznatih izumrlih) organizama. Ovim se kompleksnim zadatkom bavi filogenija.
Koljeno Porifera - spuzve - pokazalo se kao iznimno zanimljiva skupina Cija filogenija nije
potpuno ustanovljena niti nakon viSe od stotinu godina istrazivanja i unatoC razvitku novih

metoda istrazivanja.

Povijesno gledajuci, morfologija spikula te cjelokupnog skeleta imala je vaznu ulogu u
postavljanju prvotne sistematike spuzvi, a njen se znaCaj ne smije zanemariti ni danas.
Uspostavljanje filogenije isklju¢ivo pomocu morfologije nije bilo moguce. NesSto kasnije,
citologija je donijela novitete u pristupu i jasne odgovore kod razlucivanja pojedinih porodica.
Takoder je vrlo vazna metoda kod istrazivanja spuzvi bez spikula. U pojedinim slucajevima,
citologija se pokazala efikasnijom od molekularne filogenetike. Istrazivanja sekundarnih
metabolita pokazala su se problemati¢nima zbog brojnosti endosimbionata u spuzvi, iako
potencijalno nude koristan set informacija za filogeniju. Razvitak metoda molekularne
filogenije 1990-ih rezultirao je opseznom primjenom na spuzvama, medutim postoji joS niz
nerijeSenih pitanja osobito unutar skupine Demospongiae. Ipak, postoje poteSkoce u primjeni
tih novih metoda kad je potrebno odrediti filogeniju vrsta Cija se specijacija odvijala u
evolucijski kratkom periodu ili kad je proces odvajanja evolucijski ,,star*. Problem najceSce
proizlazi iz naSe nemogucénosti da sa sigurnod¢u detektiramo homoplaziju (tj. ortologe) i
sekundaran gubitak karakteristika. Dio poteSkoca bit ¢e moguce rijeSiti kroz pazljiv odabir
veceg broja gena s filogenetski vaznom informacijom u ulazni set podataka za formiranje

rodoslovnog stabla.

Probleme filogenije spuzvi stoga nije moguce rijeSiti jedinstvenom metodom niti
izoliranim setom informacija. Njima treba pristupiti multidisciplinarno uz racionalno

koriStenje Sto veceg broja dostupnih metoda/informacija.
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6. Summary

There is a strong tendency in science towards solving the evolutionary history of
taxonomic ranks of all living (and known fossil) organisms. That complex task is assigned to
phylogeny. The phylum Porifera - sponges - has turned out to be a very interesting group
whose phylogeny has not yet been resolved despite more than hundred years of research and

emergence of new scientific methods.

From a historical point of view, morphology of spicules and overall skeleton shape as a
whole had an important role in defining the early systematics of Porifera and it is not to be
ignored even at this point in time. On the other hand, using morphology as the only key to
assemble phylogeny was not sufficient. Appearing a bit later, cytology has brought novelty in
approach and clear answers regarding some Poriferan genera. Also, it plays a very important
role in studying sponges without spicules. In some cases cytology has proved to be more
effective in yielding information than molecular phylogeny. Including secondary metabolites
in analyses, although potentially useful, has shown to be rather difficult due to a great number
of endosymbionts living in sponges. The development of molecular phylogeny methods in
1990's resulted with their wide use in research of Porifera. Still, many questions remain
unanswered, especially regarding the class Demospongiae. These new methods have been less
effective in search of connections among species that evolved rather quickly in an
evolutionary sense of time and/or have separated early in the evolution. The problem most
commonly arises from our inability to detect homoplasy (or orthologues) and a secondary
character loss with certainty. A part of the solution is expected to be reached through
inclusion of more carefully selected genes that carry useful phylogenetic information which

would be included in the formation of a phylogenetic tree.

In the end, problems of modern phylogeny cannot be solved with any unique method or
single set of information. They have to be approached from a multidisciplinary point of view

with rational use of as many methods/information as possible.
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