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OKVIR: Rjecnik.

Pojmovi dani u ovom rjeéniku u tekstu rada pri prvom su spomenu oznaceni plavo.

Kladisticka terminologija (prema HORANDL & STUESSY, 2010)

monofiletska skupina

skupina koja potjeCe od zajednickog pretka; monofiletske skupine ukljucuju
holofiletske i parafiletske skupine (monofiletska skupina Cesto se koristi kao
sinonim za holofiletsku skupinu)

holofiletska skupina

skupina koja potjece od zajednickog pretka i ukljucuje sve potomke tog
zajednickog pretka; holofiletska skupina iskljuuje osnovnu (stem) liniju od koje
je potekao njezin zajednicki predak

parafiletska skupina

skupina koja potjece od zajednickog pretka, ali ne ukljucuje sve potomke tog
zajednickog pretka; prije nastanka mladih Clanova parafiletske skupine, ona je
bila holofiletska (npr. prije nastanka tetrapodnih kraljeZnjaka, parafiletske ribe
bile su holofiletska skupina)

polifiletska skupina

skupina koja potjec¢e od tri ili viSe, a ne jednog zajedni¢kog pretka; za skupine
koje potje¢u od dva pretka prikladan je termin difiletska skupina

Strukturna i funkcionalna obiljezja

Tjelesne Supljine

celom Supljina omedena epitelom mezodermalnog podrijetla

acelomati zivotinje koje nemaju primarnu ili sekundarnu tjelesnu Supljinu (celom), tj. u
kojih su sve mezodermalne stanice medusobno sa svih strana u kontaktu s drugim
stanicama; strukturom (ne evolucijom) definirana, polifiletska skupina

pseudocel primarna tjelesna Supljina; tjelesne Supljine omedene ECM-om, a ne epitelom;
pseudocelomati: strukturom (ne evolucijom) definirana, polifiletska skupina

Ostala obiljezja

apikalni organ

1. u Ctenophora, ,apikalni“ organ statocist je na aboralnoj strani tijela koji
upravlja osam traka s ktenama koje pokre¢ u tijelo rebrasa; u epitelu ispod
njega nalazi se bogata zivéana mreza, MOROz et al. (2014) nazivaju
»apikalni* organ ,elementarnim mozgom®, ali nema naznaka da integrira
informacije iz drugih zivéanih mreza (DUNN et al., 2015)

2. cilijatni, vjerojatno osjetni organ mnogih cilijatnih li¢inki u Cnidaria i
Bilateria (NIELSEN, 2015a); nije homologan s ,,apikalnim* organom rebrasa

lecitotrofne li¢inke

licinke koje se ne hrane aktivno, veé se prehranjuju Zumanjkom

planktotrofne li¢inke

licinke koje se hrane aktivno

palintomija

palintomska faza u ontogenezi; zigota se prestaje hraniti i prolazi seriju
sukcesivnih dioba koriste¢i resurse nakupljene tijekom hipertrofnog rasta
(MIKHAILOV et al., 2009)

POPIS KRATICA
ECM

EvoDevo

Signalni putovi:

ekstracelularni matriks

evolucijska razvojna biologija (evolutionary developmental biology)

Hh Hedgehog

JAK/STAT

Janus kinase/signal transducer and activator of transcription

(Janus kinaza/pretvornik signala i aktivator transkripcije)

Wnt
TGF-B

wingless-related

transforming growth factor B (transformirajuci faktor rasta j3)
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1. U potrazi za modernom definicijom Zivotinja i pitanja koja ta potraga

otvara
Skup organizama koje zoolozi nazivaju zivotinjama i1 konceptualna podloga odgovorna za
njegovo ustanovljivanje nisu uvijek bili jednaki danasnjima. Kad je LINNAEUS (1735) u prvom
izdanju svog utjecajnog djela Systema Naturae podijelio bi¢a u prirodi u tri carstva
(kraljevstva), kamenje/minerale (Regnum Lapideum) koji rastu, biljke (Regnum Vegetabile)
koje rastu i zive te zivotinje (Regnum Animale) (Tablica 1.) koje rastu, zive i osjecaju, Samo
je formalizirao ono Sto je u svijesti obrazovana ¢ovjeka bilo jo§ od antickih vremena. Do
posljednjeg izdanja toga djela Sto ga je uredio za zivota (VON LINNE, 1766) zadrzao je izvorni
koncept, dodavsi kao odliku Zivotinjskoga carstva i pokretljivost. Ipak, polovicom 19.
stoljec¢a, u svjetlu Darwinovih ideja o evoluciji, prirodoslovci pocinju uvidati nedostatnost
stoljetne dihotomije biljke — Zivotinje (SCAMARDELLA, 1999). Jedan od njih bio je i Britanac
John Hogg koji je, svjestan kako se prirodoslovci ne mogu usuglasiti oko definiranja granica
izmedu ovih dvaju carstava, formalno utemeljio cetvrto carstvo koje je nazvao Regnum
Primigenum ili Protoctista (prema gr¢.; ,,prva ziva bi¢a“) (HOGG, 1860) s kojima je obuhvatio
,1 Protophyta 1 Protozoa®. Ono $to je upecatljivo u njegovoj publikaciji objavljenoj godinu
dana poslije prvog izdanja Darwinova Podrijetla vrsta jest dijagram u boji (SI. 1A) na kojem
su carstva Zzivotinja i biljaka prikazana kao dvije piramide koje imaju zajednicku bazu
(Protoctista) $to ukazuje kako je Hogg smatrao da zivotinje i biljke imaju zajednicko
podrijetlo od Protoctista koji su organizmi koji su se prvi pojavili u evolucijskom vremenu
str. 110.), objavio je prvo filogenetsko stablo Zivotinjskog carstva (NIELSEN, 2012a) u sastavu
filogenetskog stabla zivih bica (,,Monophyletischer Stammbaum der Organismen®)
(HAECKEL, 1866) (SI. 1B) kojim je za 19 skupina (phyla, koljena) zivih bi¢a koja prepoznaje
dao tri mogucénosti: da su neovisnog podrijetla, da potjecu od tri neovisne arheskupine
(Plantae, Protista, Animalia) ili da, pak, sva ziva bic¢a potjecu od jedinstvenog zajednickog
pretka. Haeckel je u svojim publikacijama osmislio cijeli niz neologizama izvedenih iz grc¢kih
korijena od kojih su neki, kao S§to su phylum, phylogenie, phylogenesis, ontogenie,
monophyletischer i polyphyletischer, i danas neizostavni dio bioloskog vokabulara (DAYRAT,
2003). Premda je isprva (HAECKEL, 1866) spuzve svrstao u Protista (Spongiae na Sl. 1B),
upravo je Haeckel taj koji je u kontekstu svoje gastreja teorije (vidi 5. poglavlje) prvi izrekao

modernu definiciju zivotinja (HAECKEL, 1872, 1874).



HAECKEL (1874) se ostro protivio teoriji tipova koju su utemeljili neovisno G. Cuvier i C.
E. Baer, a prema kojoj su zivotinjsko carstvo podijelili u Cetiri u svakom smislu neovisne
skupine (Vertebrata, Mollusca, Articulata, Radiata), definirane jedinstvenim ,,planom grade*
(Tablica 1.); §to je bilo nespojivo s njegovim filogenetskim razmisljanjem. Nasuprot tomu,
HAECKEL (1874) je zivotinjsko carstvo (Animalia) podijelio u dvije skupine, Protozoa i
Metazoa (= Blastozoa = Gatrozoa) jasno definiraju¢i Metazoa (,,od spuzvi do ¢ovjeka*) kao
monofiletsku skupinu (holofiletsku sensu — Okvir: Rje¢nik), s primarnim zametnim listi¢ima,
endodermom i ektodermom i pravim probavilom endodermalnog podrijetla, koja potjece od
zajedniCkog pretka, gastreje (Gastraea), koja je evolucijska poveznica izmedu polifiletskih
Protozoa i holofiletskih Metazoa. Iako formulacije poput ,,0d spuzvi do ¢ovjeka™ ukazuju na
neki oblik linearnog razmis$ljanja, HAECKEL (1874) se jasno usprotivljuje ,,pogreSnom
misljenju kako cijelo Zivotinjsko carstvo predstavlja jednu neprekinutu scalu naturae‘“.
Upravo suprotno, on izrijekom predlaze da su se od zajednickog pretka Metazoa, gastreje,
odvojile dvije grane, Protascus i Pothelmis, $to je izniman rani primjer dihotomskog
filogenetskog razmis$ljanja. Prva je grana, prema Haeckelu, napustila karakter plivajuce
gastreje te se aboralnim polom priévrstila za dno, §to je mehanicki razlog radijalnom tipu
grade potomaka te grane (Zoophyta = Coelenterata), dok je druga grana zadrzala pokretljivost
zamijenivsi plivanje puzanjem morskim dnom, §to je mehanicki razlog bilateralnom tipu
grade potomaka te grane (koje Haeckel u izvornom njemackom tekstu objedinjuje nekoliko
puta pod nazivom Bilaterien, a jednom i formalno imenuje skupinu — Bilateria) (SI. 1C, D; Tablica
1.). Haeckel je svoj koncept Zivotinja kao holofiletske skupine koju formalno definira kao
Metazoa (HAECKEL, 1874) adaptirao iz ranije publikacije (HAECKEL, 1872) u kojoj prvi put iznosi
gastreja teoriju 1 daje filogenetsko stablo Zivotinja (str. 465.) divergencijske (i dihotomske) naravi
na kojem iz gastreje izvodi dvije spomenute evolucijske grane, Protascus i Prothelmis.

| dok su i Linné, i Cuvier i Haeckel vise-manje isti skup organizama smatrali Zivotinjama
(Haeckelove Metazoa, §to su 1 Zivotinje kako ih i1 danas shvac¢amo), konceptualna podloga na
kojoj pociva obuhvacanje ovih organizama u jednu skupinu te njihova daljnja dioba potpuno
je razli¢ita. Linné je bio prirodoslovac predevolucijskog vremena koji u prvom izdanju
Systema Naturae (LINNAEUS, 1735) izrijekom izvodi argument kako nove vrste ne nastaju,
dok je Cuvier svoje Cetiri skupine zivotinja smatrao izoliranim tipovima grade. Haeckel, pak,
definira Metazoa u kontekstu evolucijskog 1 filogenetskog promisljanja ustanovljujuéi kako se
radi o holofiletskoj skupini organizama.

Gotovo stoljece 1 pol nakon, zoolozi su uvjereni kako su Metazoa holofiletska skupina (npr.

SCHMIDT-RHAESA, 2007; MINELLI, 2009; NIELSEN, 2012a). Ono oko ¢ega su njihova misljenja 1
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danas suprostavljena jest narav njihove evolucije (NIELSEN, 2008; 2012a), unato¢ razvoju
molekularne biologije. Usprkos stajaliStima nekih molekularnih biologa kako morfoloski podaci
nisu primjenjivi u izvodenju filogenetskih analiza, najbolji mogu¢i nain kombinacija je

molekularnih i morfoloSkih podataka (SCHMIDT-RHAESA, 2007; NIELSEN, 2012a).

Tablica 1. Koncept Zivotinjskog carstva razlicitih autora od 18. do 21. stoljeca.

Linné razlikuje Sest skupina od kojih su Cetiri kraljeznjaci; Cuvier razlikuje éetiri skupine koje predstavljaju
neovisne tipove grade; Haeckel od zajedniC¢kog pretka Metazoa, gastreje, izvodi dvije evolucijske grane
(Zoophyta i Bilateria), a medu Bilateria razlikuje Zivotinje bez celoma i s celomom; Hatschek preuzima
Coclenterata i Bilateria te potonje dalje dijeli na nacin koji se odrzao i u filogeniji 21. stolje¢a; Grobben
Zygoneura naziva Protostomia i uvodi takson Deuterostomia; dana$nje stabilno poimanje Bilateria (preciznije,
Eubilateria) na primjeru Nielsena i Dunna et al.; svjetlije osjenéeno: filogenetska taksonomija Bilateria; tamnije
osjenceno: filogenetska taksonomija Bilateria kao misinterpretacija Hymanove. Poslije Hatscheka, u tablici su
tretirani samo Bilateria. Polja iste topografije, a razliitih imena u svijetlo osjen¢enom podrucju oznacavaju iste
evolucijske skupine (to se ne odnosi na Haeckelove acelomate i celomate). Valja imati na umu kako i Haeckel i
danasnja biologija prepoznaju Bilateria kao holofiletsku skupinu koja ukljucuje iste organizme, kao i to da je
Haeckel, na osnovi filogenetskog razmatranja, radijalno simetriéne bodljikase uvrstio u Bilateria (a ne
Zoophyta), dok ih je Cuvier, na temelju ,.tipa grade®, u neevolucijskom sustavu, uvrstio u Radiata. Preuzeto od
autora kako je navedeno u vrhu tablice, s napomenama: tipovi grade Cuviera preuzeti posredno iz: HATSCHEK
(1888); Haeckelovo poimanje Metazoa = Zoophyta + Bilateria prilagodeno prema znaéenju njegova rada
(HAECKEL, 1874); Grobbenovo poimanje Bilateria = Protostomia + Deuterostomia te filogenija Bilateria kao
misinterpretacija Hymanove preuzeti posredno iz: NIELSEN (2010).
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Slika 1. Prema modernoj definiciji Zivotinja

A — Hoggov Dijagram prirodnih tijela Cetiriju carstava Prirode. Biljno (Zuta piramida) i zZivotinjsko carstvo
(plava piramida) izranjaju iz zajedni¢ke baze (Protoctista). Preuzeto iz: HOGG (1860). B — Haeckelovo
filogenetsko stablo s 19 skupina (koljena) zivih bi¢a koje su neovisnog podrijetla (polje pmnq)/potjecu od tri
arhetipske skupine (polje pxyq)/potjecu od jedinstvenog zajedni¢kog pretka (polje pstq). Preuzeto iz: HAECKEL
(1866). C — Haeckelovo holofiletsko stablo zivotinjskog carstva. Gastreja je zajednicki predak svih Metazoa te
predstavlja evolucijsku vezu s polifiletskim Protozoa. Valja primijetiti dvije grane koje se odvajaju od gastreje:
Protascus (= Zoophyta) i Prothelmis (= Bilateria). Preuzeto iz: HAECKEL (1874). D — Ranija rukopisna inadica
filogenetskog stabla iz (C) iz pisma §to ga je Haeckel napisao Charlesu Darwinu 8. X. 1873. Preuzeto iz:
RICHARDS (2008). E — Haeckelovi crtezi gastrula nekoliko skupina Metazoa; prva gastrula pripada spuzvi. Iz:
HAECKEL (1874), preuzeto posredno.

Unato¢ iznimnom napretku koji su znanstvenici postigli u rekonstruiranju filogenije Metazoa
posljednjih godina (DUNN et al., 2014), zoolozi i danas pokuSavaju odgovoriti na brojna
pitanja, primjerice: kako su Metazoa nastale; kakva je njihova filogenija; koje su njihove
apomorfije te objasniti pojavu odredenih vaznih struktura i obiljezja u njihovoj evoluciji.

U sredistu interesa ovoga rada jest rana evolucija Metazoa, ukljucujuci i njihov nastanak.
Kad odgovorimo na pitanje $to je to rana evolucija Metazoa (2. poglavlje), pokusat ¢emo se
pribliziti odgovorima ili barem podcrtati najvaznija pitanja na sljede¢im podrucjima: kakva je
filogenija Metazoa (3. poglavlje); Sto je bilo vazno za evoluciju njihove mnogostani¢nosti (4.
poglavlje); kako su Metazoa nastale (5. poglavlje); kad su se u njihovoj evoluciji pojavili
zametni listi¢i (ektoderm, endoderm i mezoderm) i gastrulacija te kako je nastalo prohodno
probavilo Eubilateria (6. poglavlje); kada se 1 koliko puta u njihovoj evoluciji pojavio ziv€ani
sustav (7. poglavlje); kako se odvijala evolucija homeobox gena u Metazoa (8. poglavlje).
Raspon interesa u tomu traganju bit ¢e od klasi¢nih autora druge polovice 19. stolje¢a do

novijih paradigmi vaZznih za razumijevanje njihove evolucije i filogenije.



2. Rana evolucija Metazoa: vremenski kontekst i kambrijska ,,eksplozija“
Charles Darwin u prvom je izdanju Podrijetla vrsta (DARWIN, 1859), u vrijeme kad su
najstariji poznati fosilni nalazi bili oni iz slojeva silura, nastojao shvatiti zaSto se u najstarijim
slojevima nalazi dijapazon razlicitih zivotinjskih oblika koji se u njima pojavljuju odjednom i
zajedno. Njegovo gradualisticko poimanje evolucije odredilo je njegov zakljucak kako su
skupine kojima pripadaju ti nalazi morale nastati davno prije i kako je njihova evolucija bila
spora. Na pitanje zasSto nisu sacuvani potencijalni stariji fosili nije iznaSao odgovor premda je
bio svjestan nekompletnosti fosilnih nalaza opcéenito.

Danas su najstariji fosili Metazoa, iako njihov zivotinjski karakter nije univerzalno
prihvacen od strane paleontologa, oni iz razdoblja ediakarija, stari 610 — 550 milijuna godina
(SI. 2A—C). 1 dok ovi fosili, s dvama najveé¢im nalazistima u juznoj Australiji (Ediacara Hills)
i duz obale Bijelog mora u sjevernoj Rusiji, razli¢ito interpretirani (od pridruzivanja razli¢itim
skupinama Metazoa do razmatranja posebne skupine neovisne o0 njima), ostaju kontroverzni,
najstariji fosili koji se sa sigurno$¢u mogu smatrati pripadnicima Metazoa nisu stariji od
pocetka kambrija (MINELLI, 2009). Tada se, u jedinstvenoj epizodi Zemljine proslosti,
poznatoj kao kambrijska ,,eksplozija* (Sl. 2A), pojavljuju u fosilnim nalazima predstavnici
gotovo svih Zivotinjskih koljena (MARSHALL, 2006). Premda se od Darwinova vremena
starosna granica za najstarije fosile znacajno pomaknula, nesigurnost oko njihova iznenadnog
procvata u tim najstarijim slojevima ne izostaje ni danas. MINELLI (2009, str. 26.) problem
podcrtava ovako: ,,Kako interpretirati iznenadnu pojavu raznolikih Zivotinjskih skupina,
ukljucujuéi mnoga 'koljena’ tradicionalno prepoznata u recentnoj bioti? Ho¢emo li to uzeti kao
dokaz iznenadne radijacije Metazoa, s eksplozivnom evolucijom raznolikosti gradevnih
planova, ili jednostavno kao posljedicu iznenada promijenjenih uvjeta za fosilizaciju, tako da
se jedva moZzemo nadati pronalaZenju fosilnih dokaza o postojanju Zivotinja starijih od

kambrija, unato¢ tome §to mozda postoje stotinama milijuna godina?“

2.1. Kambrijska eksplozija sensu stricto

Kambrijska eksplozija sensu stricto pocela je prije oko 542 milijuna godina s pojavom
vertikalnih rupa nastalih djelovanjem zivotinja 1 pojavom skeletnih komponenti visedijelnih
skeleta poznatih kao small shelly fauna (SI. 2A) (TWEEDT & ERWIN, 2015). Opcenito,
kambrijsku faunu odlikuju tri nacina sa¢uvanosti organizama; uz faunu skeletnih komponenti
i same kompletne fosile, to su i mineralizirani organski skeleti (VALENTINE & MARSHALL,

2015). Dva najznacajnija nalaza ranije kambrijske faune jesu lokaliteti Chengjiang u Kini
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(starosti oko 520 mil. godina) i Burgess Shale u Britanskoj Kolumbiji u Kanadi (starosti
0oko510 mil. godina) s iznimno dobro sacuvanim fosilima (Sl. 2C, D) (MINELLI, 2009;
VALENTINE & MARSHALL, 2015). Usporedena s razdobljem izmedu kambrija i danasnjice,
kambrijska radijacija odvila se brzo, no ipak je rije¢ o razdoblju od nekoliko desetaka milijuna
godina (SI. 2A) (MARSHALL, 2006) zbog Cega se pojam eksplozija Cesto nalazi u
navodnicima. U razmatranju kambrijske biote valja razlikovati dvije kategorije: disparitet
(disparity) i raznolikost (diversity) (MARSHALL, 2006; VALENTINE & MARSHALL, 2015), pri
¢emu se prva kategorija odnosi na brojnost visih, a druga na brojnost nizih taksonomskih
kategorija (npr. odnos koljeno/razred; razred/rod).

Ideja 0 uzrocima kambrijske eksplozije nikad nije nedostajalo, no ve¢ina se moze svrstati u
tri kategorije: (1) promjene u abiotskom okoliSu; (2) promjene u genskom ili razvojnom
kapacitetu; i1 (3) ekoloSke promjene; od kojih se sve ¢ine vaznima, a ni jedna sama za sebe ne
objasnjava eksploziju dispariteta (MARSHALL, 2006). Iz prve spomenute kategorije obi¢no se
navode teorije o povecanju koncentracije kisika i tzv. Snowball Earth teorija (PETERSON et al.
2005; MARSHALL, 2006). Prva znanstvenicima daje ideju o znacajnijem aerobnom
oslobadanju energije vazne za Zivotinjske inovacije kao §to su miSi¢i, Ziv€ani sustav, alati za
obranu i predatorstvo (FOX, 2016), iako neka novija istrazivanja (npr. ZHANG et al., 2015)
pokazuju kako je dovoljno kisika za respiraciju bilo mnogo prije evolucije samih Metazoa.
Druga ukazuje na moguénost ekoloskog oporavka nakon masivne ekstinkcije uzrokovane
glacijacijom (PETERSON et al., 2005). Premda su povoljni uvjeti abiotskog okolisa svakako
bili predujet za pojavu Metazoa (MARSHALL, 2006), morfoloske inovacije mogle su potaknuti
najznacajnije eksplozivne pojave u njihovoj ranoj evoluciji (NIELSEN & PARKER, 2010). Za
PETERSONA et al. (2005) to je evolucija makrofagije (popraé¢na evolucijom veéih Zivotinja i
skeletonizacije kao odgovora na predatorski pritisak na dnu), a za NIELSENA & PARKERA
(2010) kombinacija pojave prvo mozga i prohodnog probavila, a kasnije oka koja je potaknula
mnoge inovacije koje su uslijedile.

VALENTINE & MARSHALL (2015) predlazu top — down princip popunjavanja morfoprostora
u ranoj evoluciji Metazoa koja je isprva obiljezena velikim disparitetom, a malom
raznoliko$¢u: najstariji ¢lanovi taksona definiraju cijeli morfoloski prostor u kojemu kasniji
¢lanovi (nizih taksonomskih kategorija) okupiraju morfoprostore izmedu ve¢ ustanovljenih.
Ovaj ekoloski pristup odgovara idejama G. G. Simpsona koji je zamiSljao okoli§ kao
adaptivne zone medusobno odijeljene adaptivnim barijerama. Ovaj ekoloski pristup s jedne i

promisljanja o kompleksnim genskim mrezama s druge strane dva su razliita, iako ne
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medusobno isklju¢iva nacina odgovaranja na pitanje jesu li promjene u genomu aktivni uzroci

ili vise pasivni sudionici evolucijskih promjena (VALENTINE & MARSHALL, 2015).
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Placozoa

Slika 2. Kambrijska ,,eksplozija*“, ediakarijska biota i kambrijska fauna te nastanak Zivotinja
prema analizama molekularnog sata.

A — Anatomija kambrijske ,,eksplozije” (prilagodeno prema MARSHALL, 2006). Dan je vremenski kontekst
pojave (i ekstinkcije) ediakarijske biote; kambrijskih nalazista Chengjiang (Kina) i Burgess Shale (Kanada);
skeletonizacije (zeleno); pojave horizontalnih (H) i vertikalnih (V) fosila tragova (ruzi¢asto i ljubi¢asto). Dani su
i podaci o disparitetu i raznolikosti kambrijske faune (bez snglt. = uklonjeni singletons). Lijevo od toga dana je
krivulja izotopa karbonatnog ugljika (crveno). Slovima a — d oznacena su, ovdje neimenovana, pojedina
razdoblja ranog kambrija; B — Dickinsonia, predstavnik ediakarijske biote, mekani organizam koji neki smatraju
zivotinjom (preuzeto iz: BRUSCA & BRUSCA, 2003); C — Kimberella iz juzne Australije, ediakarijski organizam
koji neki autori imenuju osnovnim (stem) mekuscem; fosil se nalazi iznad strelice (preuzeto iz: BRIGGS, 2015);
D — Fosilizirana glava kambrijskog ¢lankonosca Fuxianhuia protensa s vidljivim okom, mozgom (strelica) i
drugim ziv€anim tkivom (Chengjiang, Kina) (preuzeto iz: BRIGGS, 2015); E — Fosil spuzve Hazelia delicatula iz
srednjeg kambrija (Burgess Shale, Kanada), duljine oko 9 mm, autor fotografije: Joe Botting (preuzeto iz: BuDD,
2013); F — Nastanak Metazoa i njihovih veéih skupina prema analizama molekularnog sata (prilagodeno prema:
TWEEDT & ERWIN, 2015). Sivi kruzi¢ oznacava postanak Metazoa, a crni Bilateria. Postanak krunskih skupina
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pojedinih koljena naznacen je kruzi¢ima u boji. Horizontalna plava polja oznacavaju glacijacije: S — Sturtian, M
— Marinoan, G — Gaskiers. P predstavlja Protostomia, a D Deuterostomia. Nazna¢ene su i sestrinske skupine koje
¢ine Protostomia: Spiralia (Spir) i Ecdysozoa (Ecd) te jedna od dviju sestrinskih skupina Deuterostomia:
Ambulacraria (Amb). Druga, Chordata, predstavljena je s Vertebrata. Plavim pravokutnikom objedinjene su
spuzve, ovdje prikazane kao parafiletska skupina. Ovaj prikaz predstavlja osnovne skupine spuzava, Cnidaria,
Placozoa i Bilateria kao postojece od kriogenija. Ctenophora nisu uzeti u obzir. U (A) i (F) brojke slijeva
predstavljaju milijune godina od danas.

2.2. Metazoa u prekambriju

Koristenje metode molekularnog sata redovito ukazuje na dugi period diverzifikacije Metazoa
prije pocetka kambrija (MINELLI, 2009). TWEEDT & ERWIN (2015) na taj na¢in predlazu
postanak Metazoa prije oko 780 milijuna godina i ranu divergenciju glavnih skupina tijekom
kriogenija, nakon ¢ega slijedi diversifikacija koljena u kasnom ediakariju i kambriju (SI. 2F).
Tako su tijekom ediakarija ve¢ postojale osnovne (stem) skupine svih koljena Metazoa, dok se
vecina krunskih skupina pojavila do kraja kambrija (vidi Sl. 3. za tumacenje osnovnih i
krunskih skupina). Razmak od oko 100 do 200 milijuna godina izmedu ustanovljenja
zivotinjskog razvojnog programa i pojave krunskih skupina u fosilnim nalazima implicira da
evolucija nije uvijek oportunisticka i da moze pro¢i mnogo vremena izmedu postanka neke
skupine i trenutka kad ona postaje ekoloski i evolucijski vazna (TWEEDT & ERWIN, 2015).
Drugim rije€ima, ,,iako fosilni nalazi obi¢no ne prate ranu evoluciju velikih skupina, oni ipak
daju mnogo precizniju informaciju o tome kad neka skupina, koja se moze fosilizirati, postaje
ekoloski vazna* (MARSHALL, 2006). Valja primijetiti kako hipoteze o diverzifikaciji Metazoa u
kriogeniju impliciraju da su rane Zivotinje morale prezivjeti geografski rasirene glacijacije u

neoproterozoiku (DUNN et al., 2014) (SI. 2F).

) [l krunska
[] osnovna

SKUPINE

Slika 3. Koncept krunske (crown group) i osnovne (stem group) skupine prema CRASKE &
JEFFERIES (1989).

Skupine 1 i 2 su sestrinske skupine (sister groups) koje sadrze (i) recentne predstavnike, a potje¢u od zajednicke
predacke vrste x. Skupina (1 + 2) je holofiletska. Svi recentni predstavnici linije 1 potje¢u od zajednicke
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predacke vrste z i ¢ine krunsku skupinu (crown group) linije 1. Svi recentni predstavnici linije 2 potjecu od
zajednicke predacke vrste y i ¢ine krunsku skupinu linije 2. Krunske skupine su holofiletske skupine koje svojeg
najblizeg zajednickog pretka ne dijele ni s jednom drugom holofiletskom skupinom. Valja primijetiti kako u
sastavu krunske skupine mogu biti i izumrle skupine, koje takoder potje¢u od zajedniCkog pretka krunske
skupine (pr. mamuti su izumrle Zivotinje iz krunske skupine sisavaca; MINELLI, 2009). Dio evolucijske linije koji
isklju¢uje recentne predstavnike (krunsku skupinu) jest osnovna skupina (stem group), koja je parafiletska
skupina. Plavom je bojom naznacena osnovna skupina linije 2. Ona iskljucuje populacije vrsta x i y. Strelicama
od a do h oznacene su osobine koje se pojavljuju u evoluciji. Osobina a, koja se pojavila u osnovnoj skupini
linije (1 + 2), autoapomorfija je skupine (1 + 2) i sinapomorfija skupina 1 i 2. Osobine b — f, koje su se javile u
osnovnoj skupini linije 2 bit ¢e, ako su zadrzane u populacije y, autoapomorfije skupine 2. Precrtano i
prilagodeno prema CRASKE & JEFFERIES (1989).

2.3. Rana evolucija Metazoa: koliko rana?

Bez obzira na to¢nost metode molekularnog sata i to¢no vrijeme nastanka Metazoa i njihovih
glavnih ogranaka, rana evolucija Metazoa u svakom sluc¢aju pocinje procesom njihova
nastanka. Dokad traje ta rana evolucija, pitanje je prakti¢ne prirode. Evolucijske pojave o

kojima se govori u ovome radu u pravilu ne obuhvacaju razdoblje nakon kambrija.
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3. Izazovi u filogeniji Metazoa

,»Srodstveni odnosi izmedu recentnih koljena Metazoa predmet su kontroverzi cijelo
stolje¢e 1 predstavljaju izazov i u morfoloskom i1 u molekularnom pogledu.*
(BOURLAT et al., 2008)

Sve recentne zivotinje pripadaju jednoj od sljede¢ih pet skupina: Ctenophora (rebrasi),
Porifera (spuzve), Placozoa, Cnidaria (Zarnjaci) i Bilateria (DUNN et al., 2014). Sve se medu
njima, i na temelju morfologije i u novijim molekularnim analizama, smatraju holofiletskima,
osim spuzava za koje neke molekularne filogenije sugeriraju parafiliju (SCHMIDT-RHAESA,
2007; MINELLI, 2009; NIESLEN, 2012a; DUNN et al., 2014). Kao uvod u predstavljanje glavnih
izazova u filogeniji Metazoa i1 naglasavanje stabilnih dijelova njihova filogenetskog stabla
posluzit ¢e galerija kratkih portreta Cetiri nebilaterijska koljena s naglaskom na neke krive

postavke ili fenomene koji ¢e biti od interesa u drugim poglavljima ovoga rada.

3.1. Galerija Ctenophora, Porifera, Placozoa i Cnidaria

O Ctenophora 1 Porfiera jo§ uvijek ne znamo dovoljno jer je najvea paznja znanstvenika
usmjerena na Bilateria, a u nebilaterijskih skupina na proucavanje osobina koje dijele s
Bilateria, dok mnoga jedinstvena obiljezja ovih skupina ostaju nezamije¢ena (DUNN et al.,
2015).

Ctenophora (SI. 4.) isklju¢ivo su morske Zivotinje s oko 190 vrsta, ve¢inom pelagickih, iako
ima 1 bentickih (DUNN et al., 2014, 2015). Ktene (gr¢. ctena, ¢esalj), ¢ijih se osam traka pruza
duz tijela (S1. 4A, D, G-I, K) i jedinstveni ,,apikalni organ na aboralnoj strani tijela (SI. 4A, G—
I, K) apomorfne su osobine (NIELSEN, 2012a). Naziv skupine znaci ,,nosac¢i ktena“. Svaka je
ktena sastavljena od tisuca trepetljiki (SI. 4D) koje rebraSima omogucuju plivanje
(MARTINDALE & HENRY, 2015). Naziv ,apikalni“ organ potjece od krive postavke koja se
provlaci po udzbenicima, a prema kojoj rebrasi cidipidnog tipa plivaju s ustima prema dolje,
dok zapravo plivaju s ustima naprijed, a odmaraju se s ustima prema gore (SI. 4A) (DUNN et al.,
2015). ,,Apikalni“ je organ statocist s Cetiri slozene cilije, nazvane balanserima, koje
pridrzavavaju statolit, a epitel ispod samog organa sadrzi veliku koncentraciju neurona
(NIELSEN, 2012a). Preko osam trepetljikavin brazdi balanseri su povezani s trakama s
ktenama te na taj nacin statocist njima upravlja (BRUSCA & BRUSCA, 2003). ,,Apikalni* organ
Ctenophora nije homolgan istoimenom organu li¢inki Spiralia (DUNN et al., 2015;
MARTINDALE & HENRY, 2015). Jedinstveno obiljezje jesu i koloblasti koji dolaze na dvjema
lovkama (SI. 4A), adhezivne stanice koje koriste za hvatanje plijena (SI. 4B, C) (FRANC,

1978). Zivéani sustav (SI. 4E, F) im je tipa Zivéanih mreza (NIELSEN, 2012a). Svi rebrasi imaju
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direktni razvoj (cidipidna ,li¢inka“ je zapravo mlada minijaturna inacica odrasle jedinke), a
veéina su samooplodni hermafroditi (MARTINDALE & HENRY, 2015). U njihovu ranom
razvoju nakon formiranja prvih dviju brazdi (prva definira tentakularnu, a druga zdrijelnu
ravninu) nastaju cetiri blastomere koje izgledaju identi¢no (Sl. 4J). Ipak, po dvije blastomere
EM\ i EM/, od kojih potjecu cetiri kvadranta odraslog rebrasa, imaju razli¢itu razvojnu
sudbinu (SI. 4J, K). Samo dvije EM\ blastomere doprinose razvoju dvaju dijagonalno
postavljenih kvadranata koji imaju analne pore, komunikacije probavila s okoliSem na
aboralnoj strani tijela, dok EM/ blastomere daju liniju za razvoj njima susjednih kvadranata
(MARTINDALE & HENRY, 2015). Zbog takvog rasporeda analnih pora njihovo se tijelo ne moze
ravninom simetrije podijeliti u dva zrcalno jednaka dijela te je njihova simetrija rotacijska
(ravnina simetrije ih dijeli na jedan dio i drugi koji je okrenut za 180°) (DuUNN et al., 2015;
MARTINDALE & HENRY, 2015), suprotno uobicajenim navodima kako imaju tzv. biradijalnu
simetriju (npr. u BRUSCA & BRUSCA, 2003; NIELSEN, 2012a). U nekih je rebrasa uoc¢ena pojava
disogonije, spolna zrelost u stadiju mlade cidipidne ,li¢inke” i u odraslom stadiju Sto je
odvojeno razdobljem reduciranih gonada (NIELSEN, 2012a). Danas su poznati genomi dviju
vrsta, Mnemiopsis leidy i Pleurobrachia bachei (JEKELY et al., 2015).

Porifera (SL 5.) obuhvacaju oko 8500 poznatih vrsta, ve¢inom morskih, dok je jedna skupina
slatkovodna i nastanjuje Spilje, pustinje i jezera diljem svijeta (DUNN et al., 2014, 2015).
Nedostatak struktura, prisutnih u ostalih zivotinja, kao Sto su misi¢i, zivci i specijalizirane
gonade stvara krivi dojam njihove jednostavnosti (DUNN et al., 2015). Spuzve su odvojene od
okoliSa epitelnim slojem, egzopinakodermom. Pore (ostije) u njemu, definirane porocitima,
vode u sustav kanala oblozenih endopinakocitima i1 hoanocitnih komorica obloZenih
hoanocitima (SI. 5A-C, L; SI. 12.). Pumpanje vode u tijelo spuzve, koje nastaje djelovanjem
hoanocita, opskrbljuje spuzve, filtratore, hranom, a omogucuje i respiraciju i izlucivanje.
Izmedu egzo- i endopinakoderma nalazi se sloj kolagenskog mezohila (SI. 5A, C) u kojemu se
¢esto nalaze pluripotentni arheociti te sklerociti koji proizvode skeletne elemente, spikule od
silicijeva dioksida ili kalcijeva kabronata (SI. 51-K) (DEGNAN et al., 2015). Voda koja ulazi
kroz ostije izlazi iz tijela spuzve kroz oskulum (S1. 5Q). Ovaj plan grade mlade ili odrasle
spuzve rezultat je dramati¢ne reorganizacije li¢inki tijekom metamorfoze (DEGNAN et al.,
2015) koje pokazuju vecu slicnost s gradom ostalith Metazoa negoli postlarvalne spuzve
(MALDONADO, 2004). Li¢inke spuzava iskljuéivo su lecitotrofne (JAGERSTEN, 1972; NIELSEN,
2012a). Cesto se navodi kako spuzve nemaju ,,pravi“ epitel. Spuzve imaju epitel, sealing tipa te
im epitel omogucuje regulaciju protoka iona (LEYS et al., 2009; LEYS & RIESGO, 2012; LEYS &

HiLL, 2012; DUNN et al., 2015). U spuzava dolaze razli¢iti oblici medustani¢nih spojeva (SI.
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5D-G) adherentnog i okludentnog tipa (LEYS & HiLL, 2012). Jedna skupina spuzvi,
Homoscleromorpha, ima bazal-nu membranu s kolagenom tipa IV (SI. 5H) (npr.
ERESKOVSKY, 2010; NIELSEN, 2012a). Osim da nemaju tkiva, redovito se navodilo kako
nemaju ni senzorne strukture ni misiéne stanice. LUDEMAN et al. (2014) pokazuju kako se u
unutarnjem epitelu oskuluma spuzve nalaze kratke nepokretne cilije koje su senzorni organ
ukljucen u koordinaciju jednostavnog ponasanja (Sl. 6M). Mnoge li¢inke imaju fotosenzitivni
pigmentni prsten (DEGNAN et al., 2015). Osim toga, spuzve pokazuju i kontraktilnost. U
sfinkterima oko kanala kontraktilnost pokazuju pinakociti (LEYS & HiLL, 2012), a opisane su i
stanice mezohila, miociti, koje sadrze aktin i koje moguéno sudjeluju u kontrakciji
(ERESKOVSKY, 2010; LEYS & HiLL, 2012). Zanimljiv primjer iz evolucije spuzava, iznimka u
odnosu na njihovu filtraciju, jesu dubokomorske karnivorne spuzve koje spikulama hvataju
rakove (SI. 5P) (DuUNN et al., 2015). Spuzve, za koje postoje misljenja i o holofiliji i o
parafiliji, obuhvacaju Cetiri skupine. To su (razredi) Demospongiae (s najviSe vrsta), Calcarea,
Homoscleromorpha i Hexactinellida. Posljednja navedena razlikuje se od ostalih spuzvi po
tome $to su u cijelosti sincitijalne (DEGNAN et al., 2015) te su to jedine spuzve s elektri¢nim
signaliziranjem, u kojih akcijski potencijal ovisi o kalciju i kaliju (LEYS, 2015), dok ostale
spuzve koriste glutamatergi¢no signaliziranje (DUNN et al., 2015). Homoscleromorpha su
jedina skupina u koje je elektronskom mikroskopijom utvrdena bazalna membrana, iako je
kolagen IV koji tipi¢no dolazi u njezinu sastavu naden i u Calcarea, dok je u Demospongiae
naden spongin short chain collagen (SSCC), molekularno sli¢an kolagenu IV, a koji bi svojom
strukturom, poput njega, mogao ostvarivati interakcije s epitelom (LEYS & HiLL, 2012). Dvije
vrste s najbolje poznatom ekspresijom razvojnih gena u spuzava jesu Amphimedon
queenslandica (Demospongiae) i Sycon ciliatum (Calcarea) (DEGNAN et al., 2015). U spuzava
su nadeni geni za mnoge porodice sekretornih molekula koje su specifiéne za Ziv€ani sustav

drugih Metazoa, iako same nemaju Ziv¢ani sustav (DUNN et al., 2015).
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Slika 4. Portret koljena Ctenophora

A — Vanjski izgled vrste Hormiphora californensis orijentirane onako kako rebra$e nalazimo u moru
(prilagodeno prema: DUNN et al. 2015); B — Koloblasti rebrasa (SEM) (preuzeto iz: MoRoz et al., 2014); C —
Koloblast dijelom pomaknut s lovke (SEM) (prilagodeno prema: FRANC, 1978); D — Trepetljikave ktene (SEM)
(preuzeto iz: MOROZ et al., 2014); E — Neuron iz mezogleje (crveno: imunobojenje tironiziranim a-tubulinom)
(preuzeto iz: MOROz, 2015); F — Zivéana mreZa oko usta (zeleno: imunobojenje tironiziranim o-tubulinom;
crveno: faloidin) (prilagodeno prema: MoOROz, 2015); G — Apikalni organ (AO), trepetljikave brazde, polarna
polja (PP) i trake s ktenama (TsK) (in situ hibridizacija; ekspresija gena WntX) (prilagodeno prema: MOROZ et
al., 2014); H — Lateralni konfokalni mikrograf prikazuje apikalni organ (AO), trepetljikave brazde (CG) i trake s
ktenama (s njihovim tepretljikama, CP) te longitudinalna (LonSM) i horizontalna (HorSM) glatka miSi¢na
vlakna u rebrasa Beroe ovata (preuzeto iz: MARTINDALE & HENRY, 2015); I — Odnos apikalnog organa
(statocista) i osam traka s ktenama (prilagodeno prema: BRUSCA & BRUSCA, 2003); J — Mikrografi ranog razvoja
rebrasa: 1, oplodena zigota unutar viteline membrane (vm), ektoplazma (ec) okruzuje Zumanj¢anu masu (ym); 2,
pocetak brazdanja i stvaranja prve brazde (cf); 3, dvije stanice dijele se u Cetiri; 4, Cetverostani¢ni stadij s dva
tipa determiniranih kvadranata (EM\ i EM/) (T — tentakularna, E — Zdrijelna/sagitalna ravnina) (preuzeto iz:
MARTINDALE & HENRY, 2015); K — Prikaz doprinosa Cetiriju blastomera vidljivih na slici J4 odraslom planu
grade rebrasa (zeleno: doprinos EM\; naranc¢asto: doprinos EM/ blastomera) (prilagodeno prema: MARTINDALE
& HENRY, 2015). Samo EM\ blastomere daju razvoj dvama kvadrantima na kojima su analne pore (AP). Lijevo:
odrasli rebras s aboralne strane; desno: detalj aboralne strane tijela s vidljivim analnim porama. Oznake: ao,
apikalni organ; pp, polarno polje; tb, trepetljikava brazda; k, ktena; ek, endodermalni kanal; TsK, traka s
ktenama; st, statolit); L — Embriologija rebrasa (lijevo: Mnemiopsis leidyi, 128-stani¢ni stadij; u sredini i desno:
Callianira bialata, rana i kasna gastrula) (prilagodeno prema: NIELSEN, 2012a). Ako nije naznac¢eno drugacije,
svi primjerci potjecu od rebrasa roda Pleurobrachia. Na crtezima I i K prikazan je rebra$ opcenito.
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Slika 5. Portret koljena Porifera

A — Shematski prikazan filtratorski sustav spuzve (Demospongiae) s glavnim tkivima. In — ulazak, Ex — izlazak
vode. Prilagodeno prema: DUNN et al. (2015). B — SEM popreénog prereza kroz Ephydatia muelleri
(Demospongiae): exp, egzopinakoderm; ec, izlazni kanal; cc, hoanocitna komora. Preuzeto iz: LEYS & HILL
(2012). C — Dermalna membrana E. muelleri, SEM: dm, dermalna membrana; m, stanica mezohila; endp,
endopinakoderm. Preuzeto iz: LEYS & HILL (2012). D — G: (medu)staniéni spojevi Porifera; D — Dezmosomu
nalik spoj izmedu dvije epitelne stanice u Ephydatia sp.; E — Vrlo priblizene membrane dviju epitelnih stanica
Aplysina cavernicola (Demospongiae); F — Septe u spoju izmedu hoanocita u Clathrina sp. (Calcarea); G —
Septirani spoj (septate junction) izmedu stanica u Sycon ciliatum (Calcarea). TEM, preuzeto iz: LEYS et al.
(2009). H — SEM endopinakocita (enp) ispod kojih je bazalna membrana (bm) u Oscarella tuberculata
(Homoscleromorpha). Preuzeto iz: ERESKOVSKY (2010). | — K: anorganski skelet spuzvi; I, J — Oopsacas minuta
(Hexactinellida); K — Artemisina arcigera (Demospongiae). TEM, preuzeto iz: ERESKOVSKY (2010). L —
Dinamika otvaranja i zatvaranja pora (ostija) u E. muelleri: 1, otvoreno; 2, zatvoreno; pc, porocit; exp,
egzopinakocit; ost, pora (ostija). Pore su otvori u porocitima; u (2) je pora skrivena ispod egzopinakocita.
Preuzeto iz: LEYS & HILL (2012). M — Osjetne nepokretne cilije na epitelu koji oblaze oskulum u E. muelleri: 1,
dvije cilije dolaze po jednoj stanici; 2, cilije obiljeZene protutijelima za a-tubulin (zeleno), jezgre obojene plavo
(Hoechst), aktin faloidinom (crveno); n, jezgra stanice. Preuzeto iz: LUDEMAN et al. (2014). N — Razvoj spuzve
Halisarca dujardini (Demospongiae): 1, uzduzni prerez prikazuje postero-lateralnu invaginaciju; 2, popreéni
prerez kroz stadij disferule s arhenteronom (ar) i uskim blastocelom (bl); 3, kasna li¢inka u kojoj je blastocel
obliterirao, a arhenteron preostao. Preuzeto iz. MALDONADO (2004). Maldonado smatra stadij (1) gastrulacijom
embolijom. O — Li¢inka amfiblastula roda Sycon s anteriornom cilijatnom hemisferom (ap) i posteriornom
hemisferom (pp) s velikim globularnim granularnim stanicama. Preuzeto iz: LEYS & EERKES-MEDRANO (2005).
P — Predacija u karnivorne spuzve Asbestopluma (Demospongiae) koja se hrani rakom (1, fotografija, 2 — 4,
SEM). Preuzeto iz: BRUSCA & BRUSCA (2003). Q — Mlada spuzva leukonskog tipa: ap, apopila; cc, hoanocitna
komora; ec, izlazni kanal; ic, ulazni kanal; o, ostija (pora); os, oskulum; s, spikula. Preuzeto iz: ERESKOVSKY
(2010).

Placozoa (Sl. 6.) koljeno su koje ukljucuje samo jednu formalno opisanu vrstu, Trichoplax
adhaerens (SI. 6A), no stvarna raznolikost Placozoa vjerojatno ukljucuje nekoliko desetaka
geneticki, razvojno 1 ekoloski razlucivih vrsta koje se morfoloski ne razlikuju (SCHIERWATER
& EITEL, 2015). Trichoplax dolazi u tropskim, suptropskim i nekim morima umjerenih
temperatura diljem svijeta. Ne posjeduje oralno-aboralnu os, organe, Ziv€ane ili miSi¢ne
stanice, bazalnu membranu ili ekstracelularni matriks, ali posjeduje (medu)stani¢ne spojeve.
Odlikuje se ,,sendvi¢* organizacijom u kojoj se vlaknaste stanice (fiber cells) nalaze izmedu
donjeg i gornjeg epitela (SI. 6B, C) (SCHIERWATER & EITEL, 2015). U Placozoa je opisano Sest
vrsta stanica (SI. 6B, C): stanice donjeg epitela, stanice gornjeg epitela, vlaknaste, Zljezdane,
lipofilne i kristalne stanice, od kojih su dvije posljednje nedavno otkrili SMITH et al. (2014).
Stanice donjeg epitela produZzene su u ventralno-dorzalnom smjeru, nose po jednu ciliju i
brojne mikrovile, ¢ime podsjecaju na stanice probavne cijevi drugih Zivotinja. Trichoplax se
hrani tako da uzdigne sredis$nji dio, na kojem se taj epitel nalazi, i oblikuje vanjsku probavnu
Supljinu (SCHIERWATER & EITEL, 2015). Zljezdane stanice nalaze se uz rub Zivotinje. Navodi
se kako su vjerojatno vazne za ekstracelularnu probavu, no budu¢i da ne dolaze u sredisSnjem
dijelu donjeg epitela, to vjerojatno nije njihova primarna uloga (SMITH et al., 2014). SMITH et

al. (2014) otkrili su u sredisnjem dijelu donjeg epitela lipofilne stanice koje vjerojatno
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sudjeluju u probavi, a predlazu da su Zljezdane stanice sekretorne stanice koje izlucuju
neuropeptidu FMRFamidu sli¢ne tvari. Buduéi da imaju ciliju, moguce je da su osjetljive te
da regulirano, u slucaju podrazaja (npr. hrane), djeluju u parakrinoj signalizaciji okolnih
stanica, cilijatnih i probavnih (cilije donjeg epitela omogucuju im pokretanje). Otvorena je
moguénost da kristali u malobrojnim kristalnim stanicama smjestenim na rubu zivotinje iznad
zljezdanih imaju ulogu osjetila za ravnotezu ili fotoreceptora. Vlaknaste stanice imaju nastavke koji
se pruzaju do svih ostalih tipova stanica (SMITH et al., 2014). Zivotni ciklus nedovoljno je poznat,

no izgleda da uz nespolno razmnoZzavanje pokazuju i spolno te su hermafroditi (SCHIERWATER

& EITEL, 2015). Iako ECM nije naden, posjeduju gene za kolagen IV i druge njegove proteine
(NIELSEN, 2012a).
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Slika 6. Portret koljena Placozoa

A — Trichoplax adhaerens. Preuzeto iz: SCHIERWATER et al. (2010). B — Prerez kroz sredi$nji dio zivotinje. D,
dorzalni epitel; F, vlaknasta stanica (fiber cell); L, lipofilna stanica; V, ventralni epitel. C — Plan grade Zivotinje.
Nastavci vlaknastih stanica u kontaktu su sa svim ostalim vrstama stanica. (B) i (C) preuzeto i prilagodeno pre-
ma: SMITH et al. (2014).

Cnidaria (Sl. 7.) obuhvacaju oko 13000 poznatih vrsta, ve¢cinom morskih, dok su neke
slatkovodne (DuUNN et al., 2014). Dvije sestrinske skupine koje potjecu od zajednickog pretka
Cnidaria su Anthozoa (koralji) i Medusozoa, kojima pripadaju Hydrozoa (obrubnjaci),
Scyphozoa (reznjaci), Cubozoa (kubomeduze) i Staurozoa (ranije smatrane reznjacima)
(TECHNAU et al., 2015). Apomorfne osobine Medusozoa jesu stadij meduze u Zivotnom
ciklusu i linearna mtDNA (NIELSEN, 2012a), dok koralji kao plesiomorfnu osobinu imaju
uobicajenu kruznu mtDNA. Jedina druga poznata zivotinja s linearnom mtDNA jedna je vrsta
spuzve (DUNN et al., 2014). CoLLINS et al. (2006) imenuju Staurozoa, koje nemaju meduzu,

sestrinskom skupinom ostalih Medusozoa. Najocitija apomorfija Cnidaria jesu nematociste
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(knide), kompleksne strukture koje se formiraju unutar posebnih Zarnih stanica, nematocita
(knidocita) (SI. 7J, K) (NIELSEN, 2012a). Zarnjaci su diploblasti¢ne Zivotinje (npr. SCHMIDT-
RHAESA, 2007; NIELSEN, 2012a; TECHNAU et al., 2015) koje imaju ektoderm i endoderm, ali
ne i tre¢i zametni listi¢, mezoderm (prisutan u svih Bilateria), premda se u njih, ali u
drugacijem kontekstu, eksprimiraju geni koji imaju ocuvanu ekspresiju u mezodermu
Bilateria (TECHNAU et al., 2015). Ektoderm i endoderm u zarnjaka ostaju tijekom cijelog
zivota epitelni jednoslojevi tvore¢i epiderm, odnosno gastroderm koji oblaze probavnu
(gastrovaskularnu) Supljinu (Sl. 7C, D). Izmedu ova dva sloja dolazi mezogleja (Sl. 7C, D),
koja nema veze s mezodermom, a u kojoj se mogu naci stanice koje potjecu iz ekto- ili
endodermalnog epitela koji stvara i ekstracelularni matriks mezogleje (NIELSEN, 2012a). U
njoj se nalaze laminin, fibronektin i kolagen IV, vrlo sliéno bazalnoj membrani Bilateria
(TECHNAU et al., 2015). Zivéani je sustav difuznoga tipa, bez jasne centralizacije, iako
neuroni mogu biti posebno koncentrirani u nekim podrucjima i tvoriti npr. Ziv€ane prstenove
(SI. 7G-I) (TECHNAU et al., 2015). Cubozoa i Scyphozoa (CoLLINS et al., 2006) posjeduju
ropalije, osjetilne centre koji sadrze koncentraciju epidermalnih neurona, par kemoreceptornih
jamica, statocist i Cesto ocelu (Sl. 7H) (BRUSCA & BRuscA, 2003). Cubozoa posjeduju
slozene o¢i (COLLINS et al., 2006). U meduza se mogu pronaci popre¢no-prugasti misi¢i sa
sarkomerama (TECHNAU et al., 2015). Lic¢inka zarnjaka, planula (S1. 7E, F) lecitotrofna je i
plana grade gastrule (NIELSEN, 2012a). U zarnjaka su nadeni prakti¢no svi nacini gastrulacije
poznati u Bilateria (TECHNAU et al., 2015). Na Sl. 7E prikazan je razvoj koralja Nematostella
vectensis Kkoji je, uz vrste roda Hydra, najcesc¢e koristeni modelni organizam u EvoDevo
istrazivanjima (TECHNAU et al., 2015). U udZbenicima zoologije Zarnjaci se redovito
obiljeZzavaju kao radijalno simetri¢ni (BAGUNA, 2008). Koralji, koji imaju samo polip, Sto je
plesiomorfno stanje za Cnidaria, imaju bilateralnu simetriju (TECHNAU et al., 2015). Ona je
odredena polozajem miSica retraktora u septama (pregradama) probavne Supljine (S1. 7C, D) 1
sifonoglifa, trepetljikavog Zlijeba na jednom ili obama krajevima zdrijela koralja (S1. 7C).
Tako se u zarnjaka (koralja) mogu razlikovati oralno-aboralna os (SI. 7A) i na nju okomita os,
nazvana direktivna, koja prolazi kroz sifonoglif koralja (SI. 7C) (TECHNAU et al., 2015).
DomMAZET-LOSO et al. (2014) pronasli su tumorsko tkivo u epidermi hidre (S1. 7L) te su

zarnjaci najstarija skupina Metazoa u koje su trenutno poznati tumori.
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Slika 7. Portret koljena Cnidaria

A — Koralj Metridium senile (Gerald and Buff Corsi © California Academy of Sciences); B — Sklerit iz polipa
koralja Muricea fruticosa (preuzeto iz: BRUSCA & BRUSCA, 2003); C — Popre¢ni prerez koralja Metridium u
razini zdrijela Ciji je sifonoglif (S) naznacen. Valja primijetiti bilateralnu simetriju polipa odredenu gradom
zdrijela (preuzeto sa: www.flickr.com). Uokvirena struktura je mezenterij (septa) ¢ija je grada prikazana na slici
D. Septe prvog reda spajaju se sa zdrijelom, a septe visih redova (kakva je uokvirena na mikrografu) zavrsavaju
slobodno mezenterijalnim (gastralnim) filamentima; D — Grada mezenterija koralja reda Actiniaria (iz
podrazreda Hexacorallia) (prilagodeno prema: BRUSCA & BRuUsCA, 2003). Mezenterij je orijentiran poput
uokvirenog na slici C; E — Embrionalni i li¢ina¢ki razvoj koralja Nematostella vectensis, $to je vrsta zarnjaka
koja se uz vrste roda Hydra danas najvise koristi kao modelni organizam (preuzeto iz: TECHNAU et al., 2015): 1,
pocetak brazdanja i nastanak prve brazde (strelica pokazuje animalni pol); 2, osmostani¢ni embrij; 3, morula; 4,
gastrula; 5, planula; 6, kasna planula u metamorfozi; 7, primarni polip; 8, odrasli polip. Kratice: ect,ektoderm;
end, endoderm; be, blastocel; pha, zdrijelo; at, apikalni Guperak trepetljika; mes, mezenterij; gc, gastrovaskularna
Supljina; ten, lovka. Zvjezdica oznacava blastopor. Skala u (7) predstavlja 200 pm i vrijedi i za prethodne stadije,
dok skala u (8) predstavlja 1 cm; F — Prerez planule koralja Aiptasia mutabilis s osjen¢enim apikalnim organom
(preuzeto iz: NIELSEN, 2012a); G — Zivéani sustav hidre: RFamid-pozitivna Zivéana mreza lovki i hipostoma
(narancasto) pruza se prema usnom otvoru ozna¢enom endodermalnim stanicama (zeleno) (preuzeto iz:
TECHNAU et al., 2015); H — Oralna strana mlade kubomeduze Tripedalia cystophora obojene faloidinom za F-
aktin (zeleno), trioniziranim tubulinom za neurone (crveno) i bojom DAPI za jezgre (plavo), rho, ropalij.
Uokvireno podruéje oznaceno zvjezdicom prikazano je uveéano na slici I (skala: 200 pum) (preuzeto iz:
TECHNAU et al., 2015); | — Brojni neuriti u velariju i Ziv¢ani prsten (nr) koji povezuje sve ropalije s bazom
tentakula (tent) (skala: 100 pm); J — Izbadena nematocista hidre (preuzeto iz: BRUSCA & BRuscA, 2003); K —
Potpuno izvrnuta nematocista koralja Corynactis californica (preuzeto iz: BRUSCA & BRusCA, 2003); L —
Tumorsko tkivo (T) hidre H. oligactis nastaje akumulacijom intersticijskih stanica (ISC) (prilagodeno prema:
DomAZET-L0oSO et al., 2014): 1, morfologija polipa; 2, popreéni prerez polipa pokazuje oticanje ektodermalnog
tkiva; 3, intersticijske stanice akumuliraju se u epidermi ektodermalnog podrijetla.

3.2. Filogenetski odnosi izmedu detiri nebilaterijska koljena i Bilateria: Ctenophora i
Porifera glavni su kandidati za mjesto najbazalnijeg koljena

Rasvjetljavanje filogenetskih odnosa izmedu cetiri nebilaterijska koljena (Ctenophora,
Porifera, Placozoa, Cnidaria) i Bilateria od fundamentalnog je znafenja za razumijevanje rane
evolucije Metazoa i pojavu njihovih kompleksnih obiljezja (P1sANI et al., 2015; WHELAN et
al., 2015). Ili drugim rije¢ima, kao parafraza Dobzhanskog, tvrdnja ,,nista u evoluciji nema
smisla osim u svjetlu filogenije* osobito vrijedi za nebilaterijski dio Zivotinjskog
filogenetickog stabla (WORHEIDE et al., 2012). Otkad su, od vremena HAECKELA (1872),
spuzve dobile svoje mjesto u svijetu Metazoa, povijesno su, u razmatranjima koja su ih
izvodila 1z zajednickog pretka s ostalim Zivotinjama, najeS¢e bile smatrane najbazalnijom
skupinom na temelju usporedbi njihove morfologije s ostalim zivotinjama. Postojale su i ideje
o neovisnom podrijetlu spuzava u odnosu na ostale zivotinje (npr. HYMAN, 1940; HADZI,
1963) koje su danas od povijesnog interesa. Slika holofiletskih spuzvi dobro definiranih
morfologijom, s hoanocitima koji iznimno nalikuju hoanoflagelatima (SI. 12.) (sestrinskoj
skupini Metazoa; vidi 4. poglavlje) u naSem se stoljeCu promijenila nalazima nekih

molekularnih filogenija medu kojima su se pojavile dvije iznenaduju¢e moguénosti: (1) da su
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Porifera parafiletska, a ne holofiletska skupina; (2) da su Ctenophora, a ne Porifera, sestrinska
skupina svih ostalih Metazoa.

Premda je holofilija Cetiriju ranije spomenutih skupina spuzava (Demospongiae, Calcarea,
Homoscleromorpha, Hexactinellida) dobro podrzana (WORHEIDE et al., 2012), manje je
jedinstvenosti znanstvenika u posljednje vrijeme bilo oko pitanja holofilije/parafilije Porifera.
Analiziraju¢i molekularne analize koje su podrzale parafiliju spuzava, WORHEIDE et al.
(2012) zakljuéuju kako je vecina njih obiljezena nedovoljnom statistickom podrskom i/ili
spuzvi sa sestrinskim skupinama (Homoscleromopha + Calcarea) + (Hexactinellida +
Demospongiae). Novije molekularne studije takoder potvrduju holofiliju spuzava (PISANI et
al., 2015; WHELAN et al., 2015). Od spuzava kao holofiletske skupine polaze i npr. DUNN et
al. (2014) u preglednom radu o filogeniji Metazoa i JEKELY et al. (2015) u filogenetskoj
raspravi o Ziv€anom sustavu. Spuzve ¢e se, stoga, u daljnjem tekstu uzimati kao holofiletsko
koljeno.

Ve¢i problem predstavlja mjesto najbazalnijeg koljena Metazoa, sestrinske skupine svih
ostalih Zivotinja. Filogenomska studija PHILIPPEA et al. (2009), koja je potvrdila holofiliju
spuzava, smjeSta ih na to mjesto, a istovremeno podrzava i skupinu Coelenterata u kojoj
sestrinske skupine c¢ine Ctenophora i Cnidaria, §to je zapravo ponovno radanje jedne
tradicionalne ideje (usporedi s konceptom HAECKELA, 1874 i HATSCHEKA, 1888 u Tablici 1.).
PiIsANI et al. (2015) dobivaju Coelenterata, ali sa slabom podrskom. Buduéi da ova skupina
opcenito nije dobro podrzana (TECHNAU et al., 2015) i da nije definirana nikakvim
sinapomorfijama (NIELSEN, 2012a), o njoj se nece dalje raspravljati. MOROZ et al. (2014) na
temelju genoma rebrasa Pleurobrachia i Mnemiopsis dobivaju Ctenophora kao najbazalnije
koljeno, a WHELAN et al. (2015) navode kako Porifera—prve hipotezi nedostaje kriticke
ocjene te njithova molekularna analiza robustno podrZzava Ctenophora kao najbazalnije
koljeno. Nasuprot tomu, PISANI et al. (2015), analiziraju¢i neke od setova podataka koji su
iznjedrili Ctenophora kao najbazalnije koljeno (ukljucujuéi i one WHELANA et al., 2015),
dolaze do zakljucka kako su ti nalazi artefakti koji potjeCu od uzimanja preudaljenih vanjskih
skupina (outgroups) i neadekvatnih modela supstitucije te, otklanjajuéi ih, dobivaju potvrdu
za Porifera kao najbazalnije koljeno. CANNON et al. (2016) dvama razli¢itim modelima
(najvece vjerodostojnosti/maximum likelihood i bajezijanskom zaklju¢ivanjem, inferencijom/
Bayesian ineference) dobili su Ctenophora, odnosno Porifera kao sestrinsku skupinu ostalih
Metazoa. 1z navedenoga slijedi kako je pitanje jesu li Ctenophora ili Porifera posjednici tog

polozaja i dalje otvoreno (DEGNAN et al., 2015). Buduéi da je ,najtrazenije mjesto” u
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filogenetskom stablu Metazoa 1 dalje ,,slobodno®, u ovom ¢e se radu uzimati u obzir obje
mogucénosti.

Sestrinski polozaj Cnidaria + Bilateria redovito je dobro podrzan (npr. PISANI et al., 2015;
WHELAN et al., 2015; CANNON et al., 2016) i uobi¢ajeno prihvacen u literaturi (npr. SCHMIDT-
RHAESA, 2007; NIELSEN, 2012a; DUNN et al., 2014; ADAMSKA, 2016a). Placozoa se Cesto
smjestaju kao sestrinska skupina s (Cnidaria + Bilateria) (npr. rezultati u: PISANI et al., 2015;
WHELAN et al., 2015; CANNON et al., 2016). Iz navednoga se srodstveni odnosi izmedu Cetiri
nebilaterijska koljena i Bilateria mogu prikazati kao na Sl. 8. (usporedi sa Sl. 2. u JEKELY et
al., 2015). Iako ove dvije moguénosti nisu jedine u novije vrijeme predlozene u literaturi,

najstabilnije su i stoga ¢e se na ovoj osnovi temeljiti daljnji tekst.

Bilateria J Bilateria )'J

Cnidaria * Cnidaria ‘*

Placozoa . Placozoa ‘
o] L— Porifera “ @] L—  Ctenophora )

Ctenophora, @ Porifera “

Slika 8. Dvije najstabilnije filogenije Cetiri nebilaterijska koljena i Bilateria

Ctenophora (rebrasi) i Porifera (spuzve) moguéi su posjednici polozaja sestrinske skupine ostalih recentnih
Metazoa, $to se u ovom radu navodi kao Ctenophora—prvi, odnosno Porifera—prve. Kako su ove filogenije
dobivene, opisano je u tekstu. Siluete Zivotinja preuzete su s www.phyopic.org.

3.3. Filogenija Bilateria: stabilnost osnovnih odnosa

Holofiletsku skupinu koja ukljucuje sve bilateralno simetri¢ne organizme prvi je definirao
HAECKEL (1872) (potomci grane Prothelmis na Sl. 1C; vidi 1. poglavlje i Tablicu 1.). Premda
i MINELLI (2009; Tablica 4.1.) i NIELSEN (2012a, str. 62.) pripisuju HATSCHEKU (1888)
ustanovljenje skupine Bilateria, upravo ju je Haeckel kao takvu prvi zamislio i tim imenom
formalno nazvao (HAECKEL, 1874) (u tekstu, ne i na stablu prikazanom na Sl. 1C).
Haeckelove skupine Coelenterata (vidi Tablicu 1.; kasnije ¢e Coelenterata, nazvani Radiata,
obuhvacati samo zarnjake i rebraSe, npr. u HYMAN, 1940) i Bilateria preuzeo je HATSCHEK
(1888) podijelivsi Bilateria u tri evolucijske grane, Zygoneura, Ambulacralia i Chordonii
(Tablica 1.). Grobben je 1908. Zygoneura nazvao Protostomia, a druge dvije skupine
objedinio kao Duterostomia (Tablica 1.). Od tada, pojmovi Protostomia i Duterostomia nikad

nisu izasli iz uporabe. Danas se Protostomia i Deuterostomia neupitno smatraju sestrinskim
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skupinama (npr. SCHIMDT-RHAESA, 2007; MINELLI, 2009; NIELSEN, 2012a; DUNN et al.,
2014), sto se uvijek dobiva u molekularnim filogenijama. Mnogi su radovi na podrucju
molekularne filogenije nazvali bifurkaciju Protostomia/Deuterostomia ,,novom filogenijom
zivotinja* kao kontrast ,,tradicionalnoj filogeniji utemeljenoj na morfologiji* uzimajuci kao
primjer posljednje kategorije koncept ,,Acoelomata — Pseudocoelomata — Coelomata®
(NIELSEN, 2010). Nasuprot tomu, ocito je kako razlikovanje tih dviju grana potjece s pocetka
20. stoljeca, dok su Protostomia pod drugim imenom zamisljeni jo$ u 19. stoljecu, i to upravo
metodologijom ,.tradicionalne filogenije utemeljene na morfologiji“. S druge strane, koncept
»Acoelomata — Pseudocoelomata — Coelomata®, kao evolucijski slijed Zzivotinja bez
tjelesnih Supljina, s pseudocelomom i s celomom pogresan je, a nastao je kao pogresna
interpretacija HYMANOVE (1940) (SCHMIDT-RAHESA, 2007; NIELSEN, 2010b) (Tablica 1.).
HYMAN (1940) je, naime, u prvom svesku svoje utjecajne serije Invertebrates uvela navedena
imena kao stupnjeve grade, viSe prakticne kategorije, no na njezinu originalnom
filogenetskom stablu (SI. 5. u HYmMAN, 1940) ti se pojmovi ne pojavljuju, ali se zato pojavljuju
Protostomia i Deuterostomia.

Hatschekov koncept Ambulacralia + Chordonii prezivio je, kao i Grobbenov Protostomia +
Deuterostomia, eru molekularne filogenije, u kojoj su stabilnost ocuvale 1 skupine
Lophotrochozoa (HALANYCH et al., 1995) (= Spiralia) i Ecdysozoa (AGUINALDO et al., 1997)
tako da je danas filogenija Protostomia (= Spiralia/Lophotrochozoa + Ecdysozoa) +
Deuterostomia (= Ambulacraria + Chordata) stabilna (npr. NIELSEN, 2012a; DUNN et al.,
2014) (Tablica 1.).

Jedno od klju¢nih pitanja filogenije Metazoa jest i1 polozaj skupine Xenacoelomorpha
(DUNN et al., 2014). Rije¢ je o skupini koja u nekim novijim molekularnim analizama
obuhvaca Acoela (neko¢ smatrane virnjacima), Nemertodermatida i zivotinju Xenoturbella
(pet vrsta; ROUSE et al., 2016) od kojih su ve¢ina morske Zivotinje koje zive u intersticiju
(HEINOL, 2015). Ziv&ani sustav im je u obliku baziepidermalne Zivéane mreze. Xenoturbella i
Nemertodermatida imaju epitelni probavni sustav, a u Acoela je to sincitij bez Supljine.
Filogenomske studije stavljaju ih ili kao sestrinsku skupinu ostalih Bilateria ili unutar
Deuterostomia (HEINOL, 2015). Rezultati CANNONA et al. (2016), s paznjom u vezi mogucih
artefakata, snazno podrZzavaju Xenacoelomorpha kao sestrinsku skupinu preostalih Bilateria,
Nephrozoa. NIELSEN (2012a) Xeanacoelomorpha naziva Acoelomorpha te im daje isto mjesto
u filogeniji, a Nephrozoa naziva Eubilateria. Iz navedenog proizlazi opc¢a filogenija Bilateria
kao na Sl. 9. (vidi Tablicu 2. za apomorfije pojedinih skupina prema NIELSENU, 2012a, 2015b

te DUNNU et al.,, 2014). Koljeno Chaetognatha, koje se zbog sudbine blastopora ranije
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smatralo pripadnikom Deuterostomia
Chordata

Ambulacraria %

.. . . . DUETEROSTOMIA
(vidi 6. poglavlje), danas ima stabilno

mjesto u Protostomia (npr. NIELSEN,  EUBILATERIA

2012a; DUNN et al., 2014 koji Fedysozoa
Spiralia
Chaetognatha smjestaju u trihotomiju sa PROTO- (Lophotrochozoa)
BILATERIA | sromia Chaetognatha e

Spiralia i1 Ecdysozoa jer je to¢no
. .. . Xenacoelomorpha
odredivanje odnosa triju  skupina P ,

problemati¢no) (SI. 9.).

Slika 9. Stabilna filogenija osnovnih odnosa Bilateria

Xenacoelomorpha i Eubilateria (Nephrozoa sensu JONDELIUS et al., 2002) sestrinske su skupine Bilateria.
Protostomia i Deuterostomia sestrinske su skupine Eubilateria. Protostomia ¢ine Spiralia (Lophotrochozoa),
Ecdysozoa i Chaetognatha ¢iji meduodnos nije stabilno razlucen pa je ovdje predocen trihotomijom (vidi tekst).
Ambulacraria i Chordata sestrinske su skupine Deuterostomia. Za povijesnu perspektivu, vidi Tablicu 1. Siluete
zivotinja preuzete su s www.phylopic.org.

Pojedinosti filogenetskih odnosa unutar pojedinih vec¢ih skupina Bilateria prikazanih na SI.
9. i imenovanih u Tablici 2. nadilaze okvir ovoga rada. Valja, ipak, uociti jo§ nekoliko
fenomena. Cuvier je jedan od svojih Cetiriju tipova grade nazvao Articulata i u njih ukljucio
segmentirana koljena Annelida (koluticavce) i Arthropoda (¢lankonosce) (Tablica 1.).
Povijesno su Annelida i Arthropoda dugo smatrani filogenetski bliskim skupinama te je i
nakon predloZene skupine Ecdysozoa krajem 20. st., kojom su Annelida odvojeni od
Arthropoda (koji pripadaju Ecdysozoa), postojala dilema ,Ecdysozoa ili Articulata?*
SCHMIDT-RHAESA (2007) tako nalazi kona¢no opredjeljenje za jednu ili drugu opciju
preuranjenim. No, kako smo vidjeli, osnovna filogenija Bilateria, kako je prikazana na Sl. 9.,
dozivjela je stabilnost te su Annelida (Spiralia) i Panarthropoda (Ecdysozoa) jasno evolucijski
odvojeni. Proizlazi zakljuak kako Articulata koncept viSe nije aktualan i1 kako se
segmentiranost u ovih dviju skupina, jedinih koje pokazuju pravu segmentiranost, javila
odvojeno (DuUNN et al., 2014). DuNN et al. (2014) navode mezoderm kao apomorfiju Bilateria,
no njegovi derivati, kao $to su celom 1 vaskulatura (krvozilni sustav) javili su se nekoliko puta
neovisno u evoluciji Bilateria (SCHMIDT-RHAESA, 2007; DUNN et al., 2014). Sto se
ekskrecijskih organa tice, BARTOLOMAEUS & AX (1992) predlozili su kako su se protonefridiji
javili u osnovnih Bilateria, dok su se metanefridiji morali javiti viSe puta u evoluciji Bilateria.
Inade, metanefridiji su uvijek vezani uz celom, koji se pojavio nekoliko puta u evoluciji
Eubilateria (SCHMIDT-RHAESA, 2007). BARTOLOMAEUS & AX (1992) predlazu kako su se

protonefridiji pojavili jednom kao jedan par organa ektodermalnog podrijetla s tri stanice koje
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su sve monocilijatne. Ultrafiltracija odvija se u terminalnoj stanici kroz ECM koji dolazi na
10.).

BARTOLOMAEUSA & AXA (1992), koljeno Phoronida, ¢ija li¢inka ima protonefridije, ubrajalo se

Supljem, prorezanom cilindru s osam mikrovila (Sl. U wvrijeme publikacije
u Deuterostomia. Budu¢i da je danas jasno da se nalazi unutar
Protostomia (NIELSEN, 2012a; DUNN et al., 2014), ne postoje
Deuterostomia s protonefridijima pa ih NIELSEN (2015b) i
oznatava kao apomorfiju Protostomia, a ne (Eu)Bilateria
(Tablica 2.).

Eubilateria, Xenacoelomorpha, nema nefridija (JONDELIUS et

Osim toga, vjerojatna sestrinska skupina

resorpcija

al., 2002). Na SI. 9. favorizirano je ime Eubilateria (a ne sekrecija

Nephrozoa JONDELIUSA et al., 2002 Kkoji im pripisuju

apomorfno protonefridije) jer je parsimonicnije rjeSenje da su

protonefridiji apomorfija Protostomia.

Slika 10. Funkcionalna morfologija ishodiSnog oblika protonefridija.

Ultrafiltracija se odvija pri prolazu tekuéine kroz ekstracelularni matriks (ECM) koji prekriva pukotine u
cilindru terminalne stanice (ts). Krug od 8 mikrovila odrzava lumen stalnim $to omogucava neometano
pokretanje cilije. Cjevasta (cs) i nefridioporna (ns) stanica modificiraju ultrafiltrat procesima sekrecije
(isprekidane strelice) i resorpcije (pune strelice). Nefridioporna stanica u sastavu je epiderme. Prilagodeno prema
BARTOLOMAEUS & AX (1992).

Tablica 2. Apomorfije skupina oznacenih na SI. 9. prema NIELSENU (2012a, 2015b) i DUNNU et
al. (2014).

Neke od Nielsenovih apomorfija u kontekstu su njegove troheja teorije (vidi 6. poglavlje).

SKUPINA

NIELSEN (2015b)

DUNN et al. (2014)

BILATERIA

bilateralna simetrija (NIELSEN, 2012a)

mezoderm, bilateralna simetrija, cefalizacija,
cirkularna i longitudinalna muskulatura

EUBILATERIA/
*NEPHROZOA (*JON-
DELIUS et al., 2002)

Eubilateria: probavilo u obliku cijevi,
prugaste misi¢ne stanice, dugi koliner-
ni Hox klaster (NIELSEN, 2012a)

Nephrozoa: izdvojeni ekskretorni organi tipa
nefridija. Parsimonicnije je uzeti protonefii-
dije kao apomorfiju Protostomia (vidi tekst).

PROTOSTOMIA

protonefridiji, D-kvadrantno brazdanje,
zametne stanice od D-kvadranta

glavni zivéani snopovi lokalizirani ventralno

SPIRALIA spiralno brazdanje, Hox-potpis Spiralia | spiralno brazdanje
(NIELSEN, 20123)
ECcDYs0zoA gubitak cilijatnog epitela i primarnih | presvlaéenje kutikule, troslojna kutikula

li¢inki, presvlacenje (ekdizis), Hox-
potpis Ecdysozoa (NIELSEN, 2012a)

DEUTEROSTOMIA

cilijatne skrzne pukotine; endostil;
arhimerija (dijelovi tijela s celomskim
vre¢icama): prosoma s protocelom,
mezosoma s mezocelom i metasoma s
metacelom; Hox geni 6 — 7

enterocelni postanak celoma, zdrijelo s
cilijatnim skrznim pukotinama, arhimerija
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AMBULACRARIA

planktotrofne li¢inke tornarije s cilijar-
nim prugama s monocilijatnim stanica-
ma, ekskretorni aksijalni kompleks,
Hox geni 9/11, 11/13abc

dipleurula li¢inka

CHORDATA

direktni razvoj, kompleks chorda (svi-
tak) + neuralna cijev; segmentirana
tjelesna muskulatura, Hox geni 9-13

notochord (svitak)
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4. Evolucija prema mnogostani¢nosti

,Jedino razumijevajuci njih [jednostani¢ne srodnike Metazoa] bit ¢emo sposobni dodatno
rasvijetliti 1 shvatiti kako se razvila mnogostani¢nost Zivotinja.*
(Ruiz-TRILLO, 2016)

Revizijom ranije taksonomije eukariota (ADL et al., 2005), ADL et al. (2012) definirali su pet
velikih holofiletskih  Kklastera eukariota: Amoebozoa, Opisthokonta, Excavata, Sar i
Archaeplastida. U svih se, osim Excavata, mogu na¢i mnogostani¢ni predstavnici (SHARPE et
al., 2015). Mnogostani¢nost se u eukariota pojavila viSe puta neovisno, u skupina poput
miksomiceta (,,gljiva®“ sluznjaca), algi parozina (i njihovih potomaka, kopnenih biljaka),
crvenih, zelenih i smedih algi, gljiva (Fungi), Metazoa i drugih (SHARPE et al., 2015;
VALENTINE & MARSHALL, 2015; Ruiz-TRILLO, 2016). Cijanobakterije su jedna od rijetkih

skupina prokariota u kojih se pojavila '
Metazoa
mnogostani¢nost (SHIRRMESITER et al,,

Choanoflagellata

2011). Interes za mnogostani¢nost zivotinja HoLozOoA .
Filasterea
usmjerit ¢e nas u klaster Ophistokonta,
Ichthyosporea
ini i i OPISTHO-
definiran apomorfno jednom posteriornom CONTA Holomycota

cilijom (ApL et al., 2012) (u zivotinja: bi¢

spermija), kojima pripadaju dobro poznate  Slika 11. Holozoa su holofiletska skupina
unutar holofiletskog klastera Opisthokonta.
skupine Fungi i Metazoa. U ovom ce
Opisthokonta su podijeljeni u Holozoa i Holomy-
cota. Filogenija Holomycota, koji ukljucuju gljive
(Fungi) i njihove srodnike, ovdje nije naznacena.
Skupini Holozoa pripadaju Metazoa i njihovi jedno-
jednostani¢ni srodnici Metazoa, koji s njima stani¢ni srodnici: Choanoflagellata (sestrinska sku-
pina Metazoa), Filasterea i Ichthyosporea. Ove tri

zajedno ¢ine holofiletsku skupinu Holozoa skupine Holozoa vaZne su za razumijevanje podrije-
tla mnogostani¢nosti u evoluciji Metazoa. Precrtano
(SUGA & RuIz-TRILLO, 2015; RuUIZ-TRILLO, i prilagodeno prema: RUIZ-TRILLO (2016).

2016) (SI. 11.).

poglavlju od interesa biti Choanoflagellata,

Filasterea 1  Ichthyosporea,  najblizi

4.1. Choanoflagellata su sestrinska skupina Metazoa

Choanoflagellata su sestrinska skupina Metazoa (npr. MIKHAILOV et al., 2009; MINELLI,
2009; NIELSEN, 2012a, FAIRCLOUGH, 2015; SUGA & RuIz-TRILLO, 2015; VALENTINE &
MARSHALL, 2015). Poveznicu izmedu hoanoflagelata i Zzivotinja, na temelju usporedbe
njihove morfologije s hoanocitima spuzvi, prvi je u¢io H. James-Clarck 1866. (SUGA & Ruiz-
TRILLO, 2015). Hoanoflagelati su heterotrofni organizmi pelagicke i benticke zone mora,

slatkih 1 bocatih voda. Dijele se u dvije skupine, Craspedida, koja sadrzi sve poznate
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kolonijalne vrste, 1 Acanthoecida, koji imaju loriku. Ovodino ili sferi¢no tijelo stanice 1 jedna
apikalna cilija okruzena kolarom od 30-40 mikrovila obiljezavaju njihovu morfologiju
(FAIRCLOUGH, 2015), ¢ime iznimno nalikuju hoanocitima spuzava (MALDONADO, 2004,
NIELSEN, 2008) (SI. 12.). MAH et al. (2014) usporedujuci hoanoflagelata Monosiga brevicollis
i hoanocite spuzve Spongilla lacustris (i sami svjesni da rezultati ne mogu biti indikativni za
cijele skupine), nalaze, uz znacajne morfoloske slicnosti, i neke razlike, ali i razlike u
filtratorskoj aktivnosti, zbog Cega isticu da homologiju izmedu njih, iako je moguca, ne treba
uzimati zdravo za gotovo. Homologija se uobi¢ajeno razmatra u kontekstu Porifera—prve
ideje, koja je do nedavno bila i1 jedina dobro podrzana (sada su ozbiljan kandidat za
najbazalnije koljeno i Ctenophora, kako je objasnjeno u 3. poglavlju). Tvrdnja da od dviju
skupina, hoanoflagelata i spuzvi, nijedna nije potekla od druge jer su obje holofiletske (MAH
et al., 2014) odnosi se na krunske skupine Choanoflagellata i Porifera, no to ne znaci da se da
se osnovni Metazoa (gradevnog plana spuzve) (i krunski Choanoflagellata) nisu mogli
odvojiti od oblika hoanoflagelatne morfologije (vidi SI. 13.) Prvi osnovni Metazoa, u
kontekstu Porifera—prve, nisu bili ni spuzve ni mnogostani¢ni (VALENTINE & MARSHALL,
2015) (SI. 13.). Evolucijski scenariji koji objasnjavaju prijelaz od hoanoflagelatnih oblika do
spuzava predstavljeni su u 5. poglavlju. Porifera—prve implicira gubitak hoanocita u

Eumetazoa, a Ctenophora—prvi njihov gubitak u Ctenophora i zajedni¢kog pretka (Placozoa +

Cnidaria + Bilateria) (HALANYCH, 2015).

Slika 12. Hoanoflagelati i hoanociti spuZava pokazuju iznimnu morfolosku sli¢nost.

Hoanoflagelati i hoanociti imaju po jednu ciliju okruzenu kolarem mikrovila. A — solitarni hoanoflagelat
Salpingoeca sp.; B — Hoanocitna komorica spuzve Callyspongia diffusa (Demospongiae); C — Hoanocitna
komorica spuzve Sycon sp. (Calcarea). A — C (SEM) preuzeto iz: NIELSEN (2012a). D — rozeta kolonija
hoanoflagelata S. rosetta; E — izolirani Zivi hoanociti spuzve Sycon ciliatum (Calcarea). D — E preuzeto iz:
ADAMSKA (2016a).

33



Najbolje proucena vrsta koja stvara kolonije, Salpingoeca rosetta, u Zivotnom ciklusu ima
barem pet morfoloski i po ponasSanju razli¢itih stanica; tri solitarna stani¢na tipa i dvije vrste
kolonija u kojima su stanice medusobno povezane citoplazmatskim mostovima i ECM-om (SI.

14.). Kolonije u nje nastaju stani¢nim diobama, a ne agregacijom stanica (FAIRCLOUGH, 2015).
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Slika 13. (lijevo). Morfoloske promjene vode prema postanku Metazoa.

A — Morfologije (u bojama) i morfoloSske promjene u filogeniji oslikavaju podrijetlo Metazoa. Linija s
morfologijom nalik hoanoflagelatima (plavo) dijeli se i daje krunske hoanoflagelate i osnovne (stem) Metazoa.
Na liniji osnovnih Metazoa javlja se obligatna kolonijalnost (1), preduvjet da bi se kasnije uspostavio gradevni
plan spuzve u mnogostani¢nom organizmu (2). Od osnovnih Metazoa gradevnog plana spuzve odvajaju se
osnovne Porifera i oshovni Eumetazoa. Osnovne Porifera daju krunske Porifera, a osnovni Eumetazoa krunske
Eumetazoa kojima pripadaju sve recentne zivotinje osim spuzvi. Osnovni Metazoa obojeni plavo bioloski su
(funkcionalno) bili hoanoflagelati. Osnovne Metazoa bile su, dakle, gradevnog plana spuzve. Kad bi spuzve bile
parafiletske, vise od jedne grane vodilo bi do zivu¢ih spuzvi. Ovaj koncept polazi od Porifera kao sestrinske
skupine svih ostalih Metazoa. B — Kladogram prikazuje srodstvene odnose izmedu recentnih hoanoflagelata,
spuzvi i Eumetazoa (Porifera—prve hipoteza). Mogu¢i evolucijski scenarij prikazan na slici A i hoanoflagelatna
narav prvih osnovnih Metazoa na njemu se ne mogu jasno pojmiti. Prilagodeno prema: VALENTINE &
MARSHALL (2015).

Slika 14. (desno). Tipovi stanica i kolonija u hoanoflagelata Salpingoeca rosetta

Dolje — Tekatne stanice pri¢vri¢ene za supstrat (Ts) mogu dati solitarne plivajuce (Sp) ili brzoplivajuée (Bp)
stanice, stanicnom diobom ili napustanjem teke. Solitarne plivajuce stanice mogu se dijeliti potpuno i producirati
stanice kceri ili ostati zajedno nakon nepotpune citokineze producirajuci lancaste kolonije (LK) ili kolonije u
obliku rozete (RK). Za ovo posljednje potrebna je bakterija Algoriphagus machipongonensis (*). Gore —
Medustani¢no povezivanje u rozeta kolonijama. (a) tanki prrez kroz rozetu prikazuje filopodije (Fp) koji se
protezu u zajedni¢ki ECM (e) i medustani¢ni most (IB) koji povezuje susjedne stanice (TEM). (b) SEM
medustani¢nog mosta (IB). Prilagodeno prema: FAIRCLOUGH (2015).
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4.2. Filasterea i Ichthyospoera srodnici su Metazoa
Nakon hoanoflagelata, sestrinske skupine Metazoa, skupine Filasterea i Ichthyosporea najblizi
su jednostani¢ni srodnici Metazoa (S1. 11.) (Rulz-TRILLO, 2016).

Opisane su dvije vrste Filasterea, Capsaspora owczarzaki i Ministeria vibrans (Ruiz-TRILLO,
2016). U laboratoriju je proucen zivotni ciklus C. owczarzaki, endosimbionta jedne vrste
slatkovodnog puza. On ukljucuje agregirani oblik u kojem se stanice aktivno okupljaju i
formiraju mnogostani¢nu (koloniji nalik) strukturu (S1. 15A), $to je prvi primjer agregacijskog
mnogostani¢nog ponasanja opisan u jednostani¢nih srodnika Metazoa (RuUIz-TRILLO, 2016).

Ichthyosporea obuhvacaju desetine opisanih vrsta od kojih su mnoge zivotinjski paraziti
(Ruiz-TriLLO, 2016). Biologija dviju vrsta, Creolimax fragrantissima i Sphaeroforma arctica,
proucena je u kulturi in vivo. Zivotni ciklus C. fragrantissima uklju¢uje faze rasta, sazrijevanja,
Sirenja i ameboidni oblik (S1. 15B). U fazi rasta nekoliko ciklusa diobe jezgre bez diobe stanice

dovodi do stvaranja sincicija ¢ijom se celularizacijom mogu osloboditi ameboidni oblici ili

nastati kolonija koja na prvi pogled podsje¢a na zivotinjsku morulu (Sl. 15B) (SUGA & Ruiz-
TRILLO, 2015).
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Slika 15. Filasterea i Ichthyosporea

A — Filasterea: Capsaspora owczarzaki. Lijevo: SEM; desno: shematski prikaz Zivotnog ciklusa. Koloniji nalik
tvorba nastaje agreagcijom stanica. B — Ichthyosporea: Creolimax fragrantissima. Lijevo: SEM kolonijalnog
stadija; desno: shematski prikaz zivotnog ciklusa. Kolonija nastaje celularizacijom sincitija. Prilagodeno prema:
SUGA & RUIZ-TRILLO (2015).

4.3. Kako nam jednostani¢ni srodnici Metazoa pomaZu u rasvjetljavanju podrijetla
njihove mnogostani¢nosti?

Sve se ideje (teorije) o postanku mnogostani¢nosti Metazoa mogu povezati s tri osnovna

nafina ostvarivanja mnogostani¢ne strukture: nepotpunom stanicnom diobom, agregacijom

prethodno nezavisnih stanica i celularizacijom sincicija (WILLMER, 1990). Od ovdje ukratko

portretiranih jednostani¢nih srodnika Metazoa, hoanoflagelat Salpingoeca formira kolonije

nepotpunom stani¢nom diobom, Capsaspora (Filasterea) agregacijom stanica, a Creolimax

(Ichthyosporea) celularizacijom sincicija. Druga od spomenutih triju mogucnosti manje je
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vjerojatna jer implicira za Metazoa nekarakteristicnu gensku heterogenost stanica (WILLMER,
1990; MIKHAILOV et al., 2009; SUGA & RuIz-TRILLO, 2015). Cinjenica da hoanoflagelati
mogu stvarati kolonije stani¢nim diobama na razvojno kontrolirani nacin podcrtava njihovu
relevantnost za razumijevanje podrijetla mnogostanicnosti, dok c¢injenica da su bakterije
potrebne za formiranje rozeta-kolonija u S. rosetta (SI. 14.) ukazuje da je u tom procesu
bakterijski okoli§ mogao igrati vaznu ulogu (FAIRCLOUGH, 2015). S druge strane, jedini nacin
postanka kolonije u vrste Creolimax, celularizacija sincicija, ukazuje da bi se i taj mehanizam
trebao smatrati mogu¢im nacinom postanka zivotinjske mnogostani¢nosti (SUGA & RuUIZ-
TRILLO, 2015).

Istrazivanja genoma Choanoflagellata, Filasterea i Ichthyosporea u posljednje vrijeme
pokazalo je da njihovi predstavnici posjeduju gene za koje se ranije smatralo da su prisutni
isklju¢ivo U Metazoa (FAIRCLOUGH, 2015; SUGA & RuIz-TRILLO, 2015; RuIz-TRILLO, 2016).
Najprije su pocela istrazivanja u hoanoflagelata, sestrinske skupine Metazoa, a istraZivanje
genoma C. owczarzaki (Filasterea) pokazalo se vaznim jer su pronadeni geni za koje se smatralo
da su specificni za Metazoa, a nisu nadeni u hoanoflagelata u kojih su, dakle, sekundarno
izgubljeni (SUGA & Rulz-TRILLO, 2015). Repertoar gena koji Metazoa dijele sa svojim
jednostani¢nim srodnicima obuhvaca gene ukljucene u stani¢nu adheziju, stani¢nu signalizaciju
i regulaciju transkripcije (gene za transkripcijske faktore) (SI. 16.) (Ruiz-TRILLO, 2016). Za $to
su tocno ti geni u jednostani¢nih srodnika Metazoa odgovorni ¢esto (jo$) nije jasno, no takav
karakter njihova genskog repertoara ukazuje da postanak Metazoa nije trebao biti popracen
osobitim genskim inovacijama. Novi podaci ukazuju da su, uz gensku inovaciju, ova Cetiri
procesa bila vazna u postanku Metazoa: mijesanje eksona (exon shuffling), duplikacija gena,

kooptacija predackih gena i usloznjavanje genske regulacije (Ruiz-TRILLO, 2016).
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Slika 16. Shematski prikaz stanice pretpostavljenog jednostani¢nog pretka Metazoa

Naznaceni su genski repertoar ili putovi za stani¢nu adheziju, stani¢no signaliziranje i regulaciju transkripcije.
Legenda prikazuje distribuciju pojedinih gena/signalnih putova prisutnih u zajedni¢kog pretka Filasterea,
Choanoflagellata i Metazoa (zeleno; plavo je oznaceno $to je sekundarno izgubljeno u Choanoflagellata);
zajednickog pretka Choanoflagellata i Metazoa (ljubicasto) i onih koji su trenutno poznati iskljucivo u Metazoa
(crveno). Ova distribucija dobivena je na temelju usporedbe genoma predstavnika Metazoa s genomom
hoanoflagelata Salpingoeca rosetta i Monosiga brevicollis te genomom Capsaspora owczarzaki (Filasterea).
Ocito je kako jednostani¢ni srodnici Metazoa imaju genski repertoar ¢ije su se mnoge sastavnice donedavno
smatrale specificnima samo za Metazoa. TGF-B, Notch, Wnt i HedgeHog stanic¢ni su signalni putovi; 7TM: G-
protein vezujuci receptori koji sedam puta prolaze citoplazmatskom membranom; p53 — tumor protein 53 (tumor
supresor); Brachyury — transkripcijski faktor; Hox — Hox geni. Precrtano i pojednostavljeno (smanjen izbor
gena/putova) prema: RuIz-TRILLO (2016).

4.4. Epitel — evolucijska inovacija Metazoa

Mnogostani¢nost je najoCitija apomorfija Metazoa (NIELSEN, 2012a). Kako je prikazano na Sl.
13., prve, osnovne Metazoa nisu bile mnogostani¢ne (VALENTINE & MARSHALL, 2015).
Formiranje epitela koji ograduje i kontrolira unutarnji milieu bio bi prvi dogadaj koji razlikuje
individualnu zivotinju od kolonije (LEYS & RIESGO, 2012). Ili, drugim rije¢ima: ,rana
evolucija Metazoa u osnhovi je evolucija mogucnosti stanica da se organiziraju u epitel”
(MAGIE & MARTINDALE, 2008).

Formiranje epitela omoguéeno je postojanjem (medu)stani¢nih spojeva (cell junctions).
Mogu se razlikovati Cetiri skupine: pri¢vrsni spojevi (adherens junctions, Als), ¢vrsti spojevi
(occluding juntions), komunikacijski spojevi (gap junctions, GJs) i fokalne adhezije (focal
adhesions, FAs) (SI. 17.) (MAGIE AND MARTINDALE, 2008). Pri¢vrsni spojevi (AJs) definirani
su prisustvom kadherina, glikoproteina ovisnih o kalciju koji posreduju u stanica—stanica
interakciji vezujuéi se za molekulu kadherina na susjednoj stanici. Kadherini se vezuju za
citoskelet putem proteina iz porodice katenina. Cvrsti spojevi obuhvaéaju septirane (SJs) i
tijesne (TJs) spojeve (SI. 17.) i ograni¢avaju paracelularnu difuziju molekula kroz epitel.
Komunikacijski spojevi (GJs) odlikuju se blisko pridruzenim membranama s kanalima Kkoji
sadrze proteine iz porodica koneksina i1 paneksina. Fokalne adhezije (FAs) omogucuju
interakciju izmedu ECM-a i stanice, a definirane su transmembranskim proteinima iz
porodice integrina (MAGIE & MARTINDALE, 2008). Budu¢i da spuzve posjeduju pricvrsne i
septirane spojeve (SI. 5D-G) koji omogucuju adheziju, odnosno ograni¢avaju paracelularnu
difuziju kroz epitel, imaju ,,pravi® epitel koji nije obiljezje samo preostalih Metazoa, nego
evolucijska inovacija Metazoa (LEYS & RIESGO, 2011). Valja primijetiti kako su spomenute
molekule vazne u (medu)staniénim spojevima, kadherini, katenini 1 integrini bili prisutni ve¢

u zajednickog pretka Filasterea, Choanoflagellata i Metazoa (SI. 16.).
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Regulacija adhezije stanica po njezinu uspostavljanju od najvece je vaznosti za koristenje
adhezije u morfogenezi. Rasklapanje apikalnih spojeva izmedu stanica vazno je za proces EMT
(tranzicija epitel — mezenhim), odnosno napustanje epitela i odlazak stanica u mezenhim.
Primjer vaznosti ovog procesa, medu ostalima, jest gastrulacija ingresijom pri kojoj stanice

napustaju epitel blastule i migriraju u embrij kao individue (MAGIE AND MARTINDALE, 2008).
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Slika 17. (Medu)stani¢ni spojevi epitela Metazoa

Anatomija (medu)stani¢nih spojeva na temelju TEM mikroskopije (ba — bazalno; ap — apikalno). A — U
pri¢vrsnim spojevima (adherens junctions, AJs) membrane su udaljene stalnim razmakom, a elektronski gusto
podrucje moze se vijdeti u stanici sa strane spoja. Aktinski mikrofilamenti ponekad se mogu nazrijeti. AJs
definirani su prisustvom kadherina. B i C — Cvrsti spojevi ograni¢avaju paracelularnu difuziju molekula kroz
epitel; B — Tijesni spojevi (tight junctions, TJs) karakteriziraju mjesta kontakta (kruzi¢i) izmedu membrana
susjednih stanica. Nalaze se samo u svitkovaca (Chordata) na apikalnom rubu stanica; C — Septirani spojevi
(septate junctions, SJs) odlikuju se proteinskim ljestvama nalik septama i nalaze se bazalno u odnosu na AJs u
epitelima koji ih sadrze. D — Komunikacijski spojevi (gap junctions, GJs) odlikuju se blisko priblizenim
membranama i porama (p), odnosno kanalima koji nastaju povezivanjem dvaju polukanala, svakog od jedne
stanice. E — Fokalne adhezije (focal adhesions, FAs) omogucuju stanica—ECM interakcije u kojima se
uspostavlja veza izmedu ECM-a i citoskeleta stanice. Definirani su prisustvom proteina integrina. FAs izgledaju
sliéno kao AJs, samo elektronski gusto podrucje ne pripada drugoj stanici, nego ECM-u. Prilagodeno prema:
MAGIE & MARTINDALE (2008).

4.5. Stani¢no signaliziranje u Metazoa

Dugorocna stabilnost mnogostani¢énog organizma ovisi o ravnotezi izmedu prednosti
dobivene od prisutnosti individualnih stanica na mnogostani¢cnom okupu i smanjenja
individualne reproduktivne spreme (fitness). Kompeticija izmedu stanica pomaZe nam u
razumijevanju nekih vaznih obiljeZja Zivotinjske organizacije, poput podrijetla tkiva 1
spolova. Zajednic¢ko obiljezje svih tih procesa stani¢na je signalizacija (MINELLI, 2009).
Sedam je glavnih signalnih putova u Metazoa: Hh, Wnt, TGF-p, receptorske tirozin kinaze
(RTK), Notch, JAK/STAT i jezgrini hormonalni receptori (MINELLI, 2009; LEYS & HILL,
2012; FAIRCLOUGH, 2015). Wnt, TGF-p, Notch i jezgrini receptori ne nalaze se izvan Metazoa
(SI. 16.) (Ruiz-TRILLO, 2016).
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Wnt geni eksprimiraju se u svih pet skupina Metazoa (Ctenophora, Porifera, Placozoa,
Cnidaria 1 Bilateria) te se ¢ini kako imaju konzerviranu ulogu u osnom strukturiranju tijela
diljem zivotinjskog carstva (SI. 18.) (BORISENKO et al., 2016; ADAMSKA, 2016b). Ipak,
budu¢i da nemamo funkcionalnih podataka o ulozi u uspostavljanju osi izvan Cnidaria i
Bilateria, ve¢ samo topografske obrasce genske ekspresije, zakljucan nije definitivan (Maja
Adamska, osobna komunikacija).

Kako je receno u portretu Cnidaria, koralji, sestrinska skupina ostalih Zarnjaka, imaju oralno-
aboralnu i direktivnu os te bilateralnu simetriju. BAGUNA et al. (2008), uzimaju¢i da je oralno-
aboralna homologna s antero-posteriornom, a direktivna s dorzo-ventralnom osi u Bilateria,
predlazu da se bilateralnost pojavila prije odvajanja Cnidaria i Bilateria te koriStenje imena
Bilateria za skupinu (Cnidaria + Triploblastica) u kojoj su Triploblastica preostali Bilateria. Ovaj
sistematski prijedlog nije dozivio podrsku. Postanak dviju osi u zarnjaka ima jasnu molekularnu
podlogu. Za ustanovljenje oralno-aboralne polarnosti zasluzno je Wnt/B-katenin signaliziranje (SI.
18C), dok je BMP signaliziranje odgovorno za probijanje simetrije i ustanovljenje direktivne osi
(TECHNAU et al., 2015). Ipak, jesu li i kako dvije osi u zarnjaka homologne s A-P i D-V osi u
Bilateria, ostaje otvoreno pitanje (TECHNAU et al., 2015).
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Slika 18. Ekspresija Wnt gena u Ctenophora, Porifera, Cnidaria i Bilateria upuéuje na mogucu
konzerviranu ulogu Wnt signaliziranja u organiziranju osi tijela.

A — Wnt geni u Ctenophora eksprimiraju se snazno oko usne margine (mo0) na oralnom polu, §to je indikativno
za regulaciju uspostave primarne (oralno-aboralne) osi. U ranom razvoju odustan je (izgubljen) ovakav signal
(JAGER et al., 2013). Gore: Pleurobrachia s oznafenim ustima (preuzeto iz: MOROZ et al., 2014); dolje:
ekspresija gena PpiwntX oko usta (mo); preuzeto iz: JAGER et al. (2013). B — U odrasle spuzve Halisarca
dujardini (Demospongiae) zamjeCuje se ekspresija duz bazalno-apikalne osi. Gore lijevo: transkripti gena
HduWntK izrazeni su oko ,,dimnjaka‘“ oskuluma, koji je na crtezu naznacen bijelim vrhom strelice. Gore desno:
HduWntF slabo je prisutan oko oskuluma i apikalno, ali je izrazen bazalno. Dolje: HJuWntK eksprimira se u
posteriornom dijelu li¢inke. Preuzeto i prilagodeno prema: BORISENKO et al. (2016). C — Whnt signaliziranje u
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zarnjaka nuzno je za uspostavu oralno-aboralne polarnosti (TECHNAU et al., 2015). Prikazan je Kkoralj
Nematostella. Gore lijevo: ekspresija NvWntl na oralnom polu primarnog polipa; dolje: ekspresija NvWntl na
posteriornom dijelu li¢inke planule. Preuzeto iz: KUSSEROW et al. (2005). Gore desno: odrasli polip (preuzeto iz:
TECHNAU et al., 2015). D — Gradijent ekspresije Wnt gena duz antero-posteriorne osi Bilateria na primjeru
virnjaka (Plathelminthes). Fotografija virnjaka preuzeta iz: BRUSCA & BRUSCA (2003).
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5. Ideje 0 nastanku Metazoa

»dlguran sam da ¢e i teorija rekapitulacije i gastreja teorija prezivjeti u izmijenjenu
obliku.*
(JAGERSTEN, 1972; str. 257.)

Od vremena utjecaja Darwina na zoologe 19. stolje¢a do danas mnogi su promisljali o tome
kako su nastale Metazoa. Teorije koje su iznjedrili mogu se podijeliti u dva osnovna tipa:
kolonijalna teorija i sincitijalna (celularizacijska) teorija (BRUSCA & BRUSCA, 2003; NIELSEN,
2012a). Kako je receno u prethodnom poglavlju, ideja o agregaciji nezavisnih genski
heterogenih stanica nije podrziva. U ovom poglavlju naglasak je stavljen na ideje o0 nastanku

Metazoa iznesene u recentnim publikacijama.

5.1. Kolonijalne teorije: gastreja teorija i njezine adaptacije

IstraZivanja vapnenih spuzava (Calcarea) i pronalazak stadija gastrule (SI. 1E) u njih naveli su
HAECKELA (1872), koji je zamijetio da se gastrula javlja u ranom razvoju svih zivotinja, da
ustanovi svoju gastreja teoriju prema kojoj je dvoslojna gastreja, koja morfoloski odgovara
gastruli, ishodi$ni oblik iz kojeg su potekle sve Zivotinje u ¢ijem se embrionalnom razvoju taj
evolucijski stadij rekapitulira kao gastrula. Za Haeckela je odnos filogenije i ontogenije
definiran fenomenom rekapitulacije (npr. HAECKEL, 1874): ,Ontogenija je kratka
rekapitulacija filogenije, mehanic¢ki ovisna o funkcijama nasljedivanja i adaptabilnosti.*
HAECKEL (1874) je, na temelju svojh opaZanja definirao Metazoa kao holofiletsku skupinu
koju definiraju dva primarna zametna listi¢a, ektoderm i endoderm, koji oblaze probavilo. 1z
zajedni¢kog je pretka Zzivotinja, gastreje, HAECKEL (1872, 1874), kako je opisano u 1.
poglavlju, izveo dvije evolucijske grane, Protascus (= Zoophyta) i Prothelmis (= Bilateria u
HAECKEL, 1874). Haeckel je svoju teoriju razradivao u nizu publikacija, utemeljivsi i stadij Suplje
blasteje (Cijom invaginacijom nastaje gastreja) naSavsi primjere kolonijalnih flagelata koji
odgovaraju njezinom tipu grade (NIELSEN, 2012a). Premda je haeckelovska ideja rekapitulacije
Cesto povijesno bila opovrgavana (NIKLAS et al., 2016) i inicirala alternativne teorije, mnoge su
proizasle kao njezine adaptacije (MIKHAILOV et al., 2009). Slijedi pregled njezinih recentnih

adaptacija.

5.1.1. Hoanoblasteja teorija
NIELSEN (2008, 2012a) ustanovljuje hoanoblasteja teoriju (SI. 19.) na temelju srodstvenih
odnosa hoanoflagelata i Metazoa i strukturne sli¢nosti kolarnih jedinica hoanoflagelata i

hoanocita uzimajuci ih homolognima. Ancestralna Zivotinja bila je pelagi¢ka mnogostani¢na
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hoanoblasteja (SI. 19B) s periferno polozenim hoanocitima i spolnim razmnoZavanjem.
Odvedena hoanoblasteja (SI. 19C) imala je periferne hoanocite te unutrasnje i periferne
nehraneée stanice. Uspostavom polarnosti (posebne stanice bez kolara na anteriornom Kraju)
pelagicki oblik mogao se anteriornim krajem spustiti na dno i dati ancestralnu spuzvu (SL
19D) s hoanocitima koji stvaraju struju vode. Ancestralna spuzva zadrzala je pelagicki oblik
kao li¢inagki oblik te je uspostavljen pelagi¢ko-benti¢ki Zivotni ciklus. Zlijeb se u odvedne
spuzve (Sl. 19E) zatvorio te je nastala hoanocitna komora. Razvojem vecéeg broja hoanocitinih
komora spuzva je mogla rasti, Sto je omogucilo ulaganje viSe Zumanjka u jaja zbog ¢ega su
licinke mogle postati lecitotrofne i izgubiti hoanocite. Polaze¢i od Homosleromorpha kao
skupine najblize ostalim Metazoa, u kontekstu Porifera—prve s parafiletskim spuzvama, Nielsen
dalje izvodi slozenije gradenu spuzvu (Sl. 19F). Homoscleoromorpha nalik predak s
disogonijom (vidi portret Ctenophora u 3. poglavlju) (SI. 19G) i li¢inkom s arhenteronom
mogao je izgubiti benti¢ki stadij; li¢inka je postala spolno zrela, napusten je plan grade spuzve i
nastala je gastreja (SI. 19H), predak Eumetazoa. Stadiju gastreje odgovara, u ,,spljostenom®
obliku, Trichoplax. Druga linija koja se odvojila od gastreje razvila je zivéani sustav (Neuralia),
a njezin predak je neurogastreja (S1. 19H). Cnidaria su zadrzali njezinu organizaciju, a u
zajedni¢kog pretka Triploblastica (Ctenophora + Bilateria) razvio se mezoderm. Premda
Nielsenova teorija polazi od parafiletskih spuzava i rebrasa kao sestrinske skupine Bilateria, u
adaptiranu obliku funkcionira i s holofiletskim spuzvama, ali se ne moze primijeniti na

Ctenophora—prvi koncept.

5.1.2. Od hoanoflagelatnog protista do Metazoa prema Adamskoj

ADAMSKA (2016a) takoder polazi od Porifera—prve ideje i hoanoflagelatnog oblika kao
ishodista za evoluciju mnogostani¢nosti Metazoa (SI. 20.) i predstavlja dijelom adaptaciju
Nielsenove teorije. Adamska polazi od kolonijalnog hoanoflagelatu nalik protista s
pelagobentic¢kim ciklusom (S1. 20-1): sesilnim odraslim oblikom i pelagi¢kim oblikom Sirenja
nalik rozeta-koloniji S. rosetta (SI. 14.), polaze¢i od c¢injenice da je velina recnentih
hoanoflagelata sedentarna. Drugi i tre¢i korak (SI. 20-2, 3) u procesu koji vodi od
hoanoflagelatnog protista do Metazoa tipa grade Zarnjaka odgovaraju stadijima ancestralne 1
odvedene spuzve Nielsena (SI. 19D, E). Odvedena spuzva ima unutarnji sloj stanica,
hoanoderm, i vanjski, pinakoderm. Za razliku od Nielsena, koji Eumetazoa izvodi iz gastreje
koja je nastala neotenijom, Adamska smatra hoanoderm, odnosno pinakoderm spuzvi
homolognima endodermu (koji oblaze probavilo), odnosno ektodermu (epidermu) zarnjaka (pa

tako i Eumetazoa) (SI. 20-4) u ¢emu slijedi HAECKELA (1874) koji smatra endoderm i ektoderm
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homolognim u svih Metazoa. Prijelaz prema planu grade Zarnjaka implicira prijelaz s mikrofagije
na makrofagiju, $to je pojava poznata unutar samih Porifera (S1. 5SP). Adamska, ¢iji se evolucijski
scenarij oslanja na podrzavanje svakog hipotetskog stadija prirodnom selekcijom (kao i
Nielsenov), podrsku svojem scenariju nalazi u ekspresiji gena specificnih za endoderm u
hoanodermu spuzvi §to implicira njihovu moguc¢u homologiju (vidi i ADAMSKA, 2016b te

potpoglavlje 6.2.).

5.1.3.,,Nova plakula teorija*

Otto Bitschli je 1884. godine iznio teoriju prema kojoj je predak Metazoa bio jednoslojna
benticka kolonija protista s diferencijacijom stanica na donji, hrane¢i i gornji, lokomotorni dio.
Delaminacijom je nastala dvoslojna mnogostani¢na ,,plo¢a®, plakula. Njezinim savijanjem nastao
je gastruli nalik stadij s blastoporom i Supljinom za probavu hrane (MIKHAILOV et al., 2009).
SCHIERWATER et al. (2010) daju modernu interpretaciju plakula teorije (SI. 21.). Plakula se
transformira iz primitivnog diska koji sadrzi donji i gornji epitel (S1. 21-1) u oblik s vanjskom
probavnom Supljinom izmedu donjeg epitela i podloge (SI. 21-2). To se ostvaruje podizanjem
sredi$njeg dijela tijela, $to je vidljivo i u vrste Trichoplax (Placozoa) pri hranjenju. Kad bi se
ovaj proces nastavio, doveo bi do povecanja vanjske probavne Supljine (SI. 21-3) uz promjenu
oblika tijela iz viSe nepravilnog u vise okrugli (Sl. 21, ,,oralno®). Naposljetku, ovaj proces
dovodi do plana grade Cnidaria i Porifera (SI. 21-4), pri ¢emu gornji epitel plakule ostaje
»izvana“ 1 tvori ektoderm, a donji epitel postaje ,,unutarnji“ i tvori endoderm. Evolucijski
stadiji 1., 2. i 4. na Sl. 21. imaju odgovaraju¢u strukturu u Trichoplax koji miruje, Trichoplax
koji se hrani, odnosno polipu/meduzi zarnjaka. Valja primijetiti kako NIELSEN (2008, 2012a)
dozivljava Trichoplax kao ,,ispeglanu® gastreju, a ovdje opisana ,,nova plakula hipoteza“ izvodi
oblik gastrule iz savijanja plakule. SCHIERWATER et al. (2010) smatraju da bi jedan regulatorni
gen bio dovoljan za razdvajanje gornjeg od donjeg epitela Sto odgovara pretpostavljenom
ProtoHox/Parahox genu, Trox-2, u Trichoplax (ekspresija: crveno na Sl. 21.). Problem je ,,nove
plakula teorije®, unato¢ njezinoj legitimnosti, Sto molekularne filogenije prakti¢no nikad ne
dobivaju Placozoa kao sestrinsku skupinu ostalih Metazoa (JEKELY et al., 2015; ADAMSKA,
2016a).

5.1.4. Sinzoosporna teorija
MIKHAILOV et al. (2009) ozivjeli su zaboravljenu sinzoospornu teoriju (koju je 1949. iznio
Aleksej Zakhvatkin) stavljaju¢i je u kontekst s novijim saznanjima o jednostani¢nim

srodnicima Metazoa i njihovoj molekularnoj biologiji. Ona se moze smatrati kontrastom, ali i
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adaptacijom gastreja teorije. Prema ovoj teoriji (SI. 22.), predak Metazoa bio je protist s
kompleksnim zivotnim ciklusom koji ukljucuje zoospore koje nastaju palintomskom diobom i
troficke stanice ili agregate (S1. 22A). Nastanak Metazoa podrazumijeva evolucijski prijelaz iz
temporalne stani¢ne diferencijacije prema prostornoj stani¢noj diferencijaciji (S1. 22-1).
Sedentarni makroskopski kolonijalni stadij ancestralne Metazoa (SI. 22B) zadrzao je
sinzoosporu, nastalu povezivanjem zoospora, kao stadij Sirenja nakon Cega je zivotni ciklus
Metazoa dozivio interkalaciju blastule (Sl. 22C). Iz originalnog zivotnog ciklusa Metazoa
MIKHAILOV et al. (2009) izvode zivotni ciklus spuzvi u kojem se pojavljuje velika lecitotrofna
licinka (parenhimula) (SI. 22E). U liniji Eumetazoa (Sl. 22D) primarna blastuli nalik li¢inka
dozivjela je adaptacije prema predatorskom nacinu zivota S§to je potaknulo evoluciju
probavila, misi¢énog i probavnog sustava. Gastrula Eumetazoa tako je odvedeno li¢inacko
stanje koje se pojavilo u oceanu kao potencijalni predator. Sjedilacki filtratorski stadij izgubljen

je neotenijom (SI. 22D).

5.2. Sincicijalna (celularizacijska) teorija

HaDz1 (npr. 1953; 1963) iznio je, nasuprot gastreja teoriji i njezinim adaptacijama,
sincicijalnu teoriju prema kojoj su prve Metazoa bile tipa virnjaka (pripadnika koljena
Plathelminthes), koji su nastali celularizacijom sincicija svojih predaka, trepetljikaSa u kojih
je doslo do brojnih dioba jezgre. Filogeniju Zzivotinja zamislio je kao linearni slijed
organizacijskih tipova Ameria — Polymeria — Oligomeria — Chordonia utemeljen primarno na
(ne)prisutnosti 1 naravi segmentacije, odbacujuéi dihotomiju Protostomia/Deuterostomia.
Evoluciju spuzvi smatra neovisnom o evoluciji Eumetazoa te ih izvodi iz hoanoflagelatnog
pretka (usporedi Sl. 1. iz HADZI, 1963 sa Sl. 19. iz ovog rada). Hadzijev klasifikacijski/
filogenetski sustav nikad nije bio dobro prihvacen (vidi komentar HYMANOVE, 1964), ali je
zbog jednostavnosti i politickih razloga neobjektivno usaden u nastavu zoologije bivse
Jugoslavije (vidi npr. koncept udzbenika MATONICKINA et al., 1998). Same ideje o postanku
Metazoa, do kojih su neovisno dosli Hadzi i1 Otto Steinbock (HADZI, 1963) danas su isklju¢ivo
od povijesnog interesa (NIELSEN, 2012a). Osim toga, trepetljikasi su pripadnici skupine Sar i
nisu bliski srodnici Opisthokonta (ADL et al., 2012). Ipak, narav Zivotnog ciklusa Creolimax
fragrantissima (SI. 16B) baca novo svjetlo na potencijalnu vaznost celularizacije sincicija u

nastanku Metazoa (SUGA & Ruiz-TRILLO, 2015; vidi 4. poglavlje).
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Slike 19. — 22. Slika 19. Hoanoblasteja teorija; Slika 20. Od hoanoflagelatnog protista do
Metazoa prema Adamskoj; SL. 21. ,,Nova plakula teorija*; Sl. 22. Sinzoosporna teorija.

Vidi tekst. Prilagodeno prema: NIELSEN (2008); ADAMSKA (2016a); SCHIERWATER et al. (2010); MIKHAILOV et
al. (2009).

5.3. Odnos ontogenije i filogenije i filotipski stadij
Odnos ontogenije i filogenije nije prestao intrigirati znanstvenike od doba Haeckela. Jedan
fenomen, isprva opisan na temelju komparativne embriologije, jest filotipski stadij, koji u
ontogeniji ,,oblika pjeS€anog sata™ predstavlja suzenje, konzervirani morfoloski oblik u
odnosu na dio ontogenije prije i poslije filotipskog stadija (SI. 23.) (VALENTINE & MARSHALL,
2015). Poceci radijacije Metazoa bili su radijacija morfologija koje
retrospektivno identificiramo kao filotipske stadije (VALENTINE &
MARSHALL, 2015). Danas je postojanje filotipskog stadija u zivotinja
dobro podrzano (NIKLAS et al., 2016). DOMAZET-L0SO & TAUTZ (2010)
nasli su da se u filotipskom stadiju ribe zebrice (Danio rerio)
eksprimiraju evolucijski stariji geni negoli prije i poslije filotipskog
stadija tako da pjescani sat transkriptoma odgovara morfoloSkom. Ovu
su korelaciju kasnije dobili i, npr., HASHIMSHONY et al. (2014). Fenomen

filotipskog stadija prepoznat je i u biljaka (NIKLAS et al., 2016).

Slika 23. Filotipski stadij na primjeru kraljezZnjaka.

Filotipski stadij u suZzenom je dijelu pjesc¢anoga sata. Preuzeto iz: NIKLAS et al. (2016).
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6. Sudbina blastopora i podrijetlo usnog i analnog otvora u Eubilateria te

podrijetlo zametnih listic¢a i gastrulacije

6.1. Sudbina blastopora i podrijetlo usnog i analnog otvora u Eubilateria

Blastopor imaju Ctenophora i Cnidaria u kojih odgovara usnom otvoru i Bilateria u kojih je
njegova sudbina predmet razli¢itih interpretacija (HEINOL & MARTINDALE, 2009). Sudbina
blastopora i podrijetlo usnog i analnog otvora nisu prestali interesirati zoologe od 19. stoljeca
(HAECKEL, 1874, npr., navodi kako je pitanje homologije usta i anusa u Metazoa ,,dosta
nejasno®). Grobben je 1908. podijelio Bilateria u dvije evolucijske grane, Protostomia i
Deuterostomia definirajuci ih na temelju predlozene sudbine blastopora; u prvih bi se iz
blastopora trebala razviti usta, a u drugih analni otvor. Molekularna filogenija danas stabilno
podrzava sestrinski odnos ovih dviju skupina (vidi 3. poglavlje), no premda se ovakva definicija
protostomic¢nih 1 deuterostomicnih zivotinja redovito 1 dalje navodi u udzbenicima zoologije, §to
se tice Protostomia, rije¢ je o generalizaciji. Dok je u Deuterostomia sudbina blastopora uvijek
proces deuterostomije, u Protostomia su, osim protostomije, zabiljezene i deuterostomija i
amfistomija (MARTIN-DURAN et al., 2012; JANSSEN et al., 2015; NIELSEN, 2015). Protostomija
podrazumijeva nastanak usta, a deuterostomija
anusa od blastopora, dok amfistomija arhenteron
podrazumijeva sredi$nje suZenje izduzenog blastopor

blastopora koje rezultira nastankom dvaju

otvora, usta i anusa (SI. 24.). Ovakva / l \
a u
distribucija sudbine blastopora potaknula je
razliCite teorije koje predlazu sva tri nacina kao
u u a a

ancestralna stanja u zajednickog pretka
PROTOSTOMUA AMFISTOMIJA DEUTEROSTOMUA

Protostomia i Deuterostomia.

Slika 24. Tri moguce sudbine blastopora: protostomija, amfistomija i deuterostomija.
U Protostomia javljaju se sva tri fenomena, dok je za Deuterostomia karakteristicna deuterostomija. Sve tri

moguce sudbine blastopora predlagane su u literaturi kao ancestralno obiljezje Eubilateria. u; usta, a, anus.
Prilagodeno prema: SCHMIDT-RHAESA (2007).

Nielsen je (npr. NIELSEN 1985; 2012a,b; 2013; 2015b) integrirao ideju ancestralne
amfistomije u svoju troheja teoriju koja objaSnjava evoluciju Zivotnog ciklusa Metazoa, a

pociva na podacima iz embriologije, morfologije Ziv€anog sustava i funkcije trepetljikavih
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podrucja (Sl. 25.). Na pocetku je Nielsen predlozio neovisno podrijetlo Protostomia i
Deuterostomia od troheje (npr. NIELSEN, 1985), da bi u kasnijim publikacijama (npr. NIELSEN
2012a, b; 2012) uzeo troheju kao pretka Protostomia u kojih bi apomorfna osobina bila
nastanak usta i anusa iz blastopora. U najnovijoj publikaciji o troheja teoriji (NIELSEN, 2015b)
uzima troheju kao zajednickog pretka Bilateria. Prema ovojm teoriji, holopelagicka troheja s
blastoporom i arhenteronom te prstenom lokomotornih cilija oko blastopora (arheotroh)
dodala je benti¢ki stadij u kojeg je doslo do izduzenja blastopora duz nove, antero-posteriorne
osi (SI. 25A.). Suzavanjem usni blastopora preostaju samo usta i anus kao njezini anteriorni,
odnosno posteriorni ostatak. Tako je amfistomijom nastalo prohodno probavilo u zajednic¢kog
pretka Eubilateria. Cirkumblastoporni zivac prati promjene blastopora te preostaje kao mali
posteriorni dio mozga, par okozdrijelnih konektiva, par ventralnih zivéanih vrpci te mala
petlja oko anusa. Ovakva organizacija Ziv€anog sustava moze se prepoznati u Protostomia (SI.
25B). U sljede¢em je evolucijskom stadiju, koji Nielsen naziva gastroneuron, pelagicki oblik
zadrzan kao li¢inka u koje je doslo do promjena u skladu s promjenama odrasle morfologije,
§to je predlozeni evolucijski mehanizam koji JAGERSTEN (1972) naziva adultacijom. U
gastroneronu doslo je do diferencijacije arheotroha u razlicita trepetljikava podrucja u licinki
(trohofori) u koje apikalni ganglij troheje nestaje tijekom metamorfoze (SI. 25A). Na temelju
spomenute distribucije triju mogucih sudbina blastopora u Bilateria, NIELSEN (2015b)
zakljuCuje kako se ancestralna amfistomija, prisutna u tek nekoliko skupina Protostomia,
zamijenila deuterostomijom u Deuterostomia i nekoliko skupina Protostomia (koji najcesce
pokazuju protostomiju). Nielsen (npr. NIELSEN, 2012a) nalazi podrSsku teoriji ancestralne
amfistomije u pretpostavljenoj amfistomiji opisanoj u nekoliko vrsta Annelida, Onychophora
(crvonosci) i Nematoda. BIGGELAAR et al. (2002) drze da su interpretacije amfistomnog
podrijetla usta i anusa u ovih skupina misinterpretacije njihove embriologije. JANSSEN et al.
(2015) istrazivali su ventralni zlijeb izduzen u smjeru usta — anus u crvonos$ca Euperipatoides
kanangrensis u kojem se marker blastopora, gen Brachyury ne eksprimira, ali se eksprimira u
jamici polozenoj posteriorno od Zzlijeba $to je Cini vjerojatno blastoporom, zakljucujuci kako
navedena vrsta ne pokazuje amfistomiju. U koluticavca Platynereis dumerillii dobili su
ekspresiju spomenutog gena u navedenom zlijebu Sto implicira da ova vrsta ima pravu
amfistomiju. Na temelju distribucije deuterostomije u svih Deuterostomia i nekih Protostomia
(CeSc¢a pojava od amfistomije u ove skupine), MARTIN-DURAN et al. (2012) i JANSSEN et al.
(2015) drze deuterostomiju vjerojatnim ancestralnim stanjem u Eubilateria. MARTIN-DURAN
et al. (2012) interpretiraju ancestralnu deuterostomiju kao rezultat razdvajanja procesa razvoja

usta od blastopora (dok je u Ctenophora i Cnidaria njihova veza ocuvana). U literaturi je
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predlozena 1 mogucnost ancestralne protostomije za Bilateria, u kontekstu aceloidno-
planuloidne teorije prema kojoj je zajednicki predak Bilateria bio benti¢ki organizam bez
analnog otvora (HEINOL & MARTINDALE, 2009). Premda je podrijetlo blastopora
najelaborativnije objasnjeno u kontekstu troheja teorije, HEINOL & MARTINDALE (2009)
smatraju je slabo vjerojatnom jer implicira da se ancestralna amfistomija izgubila u gotovo
svakoj skupini Protostomia.

ventralno lateralno ventralno lateralno

cirkumblastoporni

ivac apikalni organ apikalni organ

o o_re_l!ne arhenteron prototroh cerebralni ganglij
z cilije
=
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A ,anus®
L Slika 25. Troheja teorija
cerebralni  dorzalni dio mozga
ganglij A — Dva gornja lijeva crteza prikazuju hipotetskog holopelagickog

&‘P/_NI\ pretka Bilateria, troheju. Pelago-benticki ciklus uspostavljen je do-
‘); datkom bentickog stadija u kojeg je doslo do izduzenja blastopora
3’ , u smjeru antero-posteriorne osi i amfistomnog postanka prohodnog
""’b’"' probavila (&etiri lijeva crteza). Cetiri desna crteza prikazuju slje-
deci, pelago-benticki stadij u ranoj evoluciji Eubilateria, gastrone-
okozdrijelna ventralna zivéana uron. U ancestralne li¢inke trohofore, koja je obiljezje dijela kolje-
B komisura vrpca na recentnih Protostomia, doslo je do diferencijacije arheotroha u
razli¢ita trepetljikava podrucja. Apikalni ganglij nestaje tijekom
metamorfoze, a cerebralni gangliji pridonose gradi mozga odras-
log oblika. Usporedi anecestralnu trohoforu prikazanu gore desno sa Sl. 297-1 u HATSCHEK (1888) te troho-
forama nekoliko Protostomia i odraslog Rotifera (kolnjaka) na SlI. 22.5. u NIELSEN (2012a). Prilagodeno pre-
ma: NIELSEN (2015b). Ovaj je crtez, unato¢ mijenjaju konteksta troheja teorije, prakticki ostao nepromije-
njen od NIELSEN (1985) do NIELSEN (2015b). B — Organizacija srediS$njeg zivéanog sustava u mno-
gocetinasa (Annelida) Capitella telata. Prikaz slijeva. Dio zZiv€anog sustava koji pretpostavljeno potjece od
cirkumblastopornog Zivca troheje prikazan je zeleno a potjeCe od stanice 2d u spiralnom brazdanju. Pri-
lagodeno prema: NIELSEN (2012a).

V/)

KRrRAUS et al. (2016), na temelju spoznaje kako usna blastopora u koralja Nematostella i
kraljeznjaka ima jednaku organizatornu aktivnost koja pociva na Wnt/B-katenin signaliziranju,

predlazu da se takav blastoporni organizator javio u zajednic¢kog pretka Cnidaria i Bilateria.
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Uobicajena je pretpostavka kako prohodno probavilo, s ustima i anusom, imaju Samo
Eubilateria (koji sa sestrinskom skupinom Xenacoelomorpha ¢ine Bilateria; vidi 3. poglavlje), u
kojih je anus sekundarno izgubljen u nekih skupina (npr. Plathelminthes, ploSnjaka (NIELSEN,
2012a); Ophiuroidea, zmija¢a (BRUSCA & BRuscA, 2003)). U 3. je poglavlju, u portretu
Ctenophora, opisano embrionalno podrijetlo analnih pora, komunikacija probavila s okoliSem.
Premda se uobiCajeno ne smatraju analognima anusu Eubilateria te se navodi kako rebrasi
izbacuju neprobavljene ostatke kroz usta, PRESNELL et al. (2016) nalaze da su takva opazanja
rezultat neadekvatnog hranjenja Zivotinja te opisuju funkcionalno trodijelno prohodno probavilo
Ctenophora s analnim porama sfinkternog djelovanja. Na temelju ovog nalaza predlazu dva
scenarija za evoluciju prohodnog probavila: ono je homologno u Ctenophora i Eubilateria
(odnosno, postojalo je u zajednickog pretka Metazoa); ili: anus je nastao konvergencijom u ove
dvije skupine. Ipak, prva moguénost implicira gubitak anusa u Cnidaria te gubitak probavila u

Placozoa (i Porifera, u kontekstu Ctenophora—prvi), $to je vrlo neparsimonican scenarij.

6.2. Podrijetlo zametnih listi¢a i gastrulacije

Dok su spuzve u tom pogledu problemati¢ne, ostale Metazoa imaju zametne listice (SCHMIDT-
RHAESA, 2007). Trichoplax (Placozoa) moze se interpretirati kao ,ispeglana“
gastrula/gastreja) (NIELSEN, 2008; 2012a). Ctenophora, Cnidaria i Bilateria imaju endoderm i
ektoderm, a Ctenophora (SI. 5L) (PHILIPPE et al., 2009; NIELSEN, 2012a; MOROZ et al., 2014;
MARTINDALE & HENRY, 2015) i Bilateria i tre¢i zametni listi¢, mezoderm. DUNN et al. (2014)
oznacavaju mezoderm kao apomorfiju Bilateria, ali ne prepoznaju ga u Ctenophora. NIELSEN
(2008; 2012a) je skupinu Ctenophora + Bilateria nazvao Triploblastica (triploblasti¢ne Zivotinje
imaju tri zametna listi¢a, za razliku od diploblasti¢nih Cnidaria koji nemaju mezoderm), no
takav je polozaj Ctenophora danas neodrziv (SI. 8.). MoRoz et al. (2014) drze moguéim
konvergentni razvoj mezoderma u Ctenophora i Bilateria. U mezodermu Ctenophora ne
eksprimiraju se geni konzervirani u formiranju endomezoderma u Bilateria (MARTINDALE &
HENRY, 2015).

DoMAZET-LOSO et al. (2007) predlozili su novu statisticku metodu za proucavanje
makrovolucijskih trendova, genomsku filostratigrafiju, testiraju¢i gene vezane za tri zametna
listica. Ova metoda, koja pociva na principu nastajanja gena osnivaca (founder genes) zasniva
se na raspodjeli gena iz dobro poznatog genoma neke vrste u filostratume, odnosno podrucja
internodija na filogenetskom stablu te opazanju statisticki znac¢ajnog odstupanja ekspresije gena

u pojedinim filostratumima u odnosu na cijeli uzorak gena (Sl. 26.). ,,Vrhovi“ (peaks) ukazuju
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na podrijetlo gena osnivaca vezanih uz odredene strukture. Rezultate koji su dobili (SI. 26.)
DoMAZET-L0SO et al. (2007) interpretirali su kao signale da je zajednicki predak Ophistokonta
,»pokazivao neku vrstu mnogostanicnosti* (zbog prvog ,,vrha“ za ektoderm u 3. filostratumu;
crvena strelica na Sl. 26.); da je ,,vth* za endoderm (tamnoplava strelica na Sl. 26.) u skladu s
ranim podrijetlom gastrulacije (interpretacije gastrulacije u Porifera; vidi dolje) i da je
mezoderm inovacija Bilateria (zbog ,,vrha* za mezoderm u 6. filostratumu; svijetloplava strelica
na Sl. 26.). ,,Odabir filogenije od fundamentalnog je znacenja za odredivanje filogenetskog
podrijetla gena.” (DOMAZET-LOSO et al., 2007). No, iako su danas najstabilnije filogenije rane
radijacije Metazoa one prikazane na Sl. 8., u vrijeme ove publikacije Porifera su se uobicajeno
uzimali kao sestrinska skupina Metazoa te je od Porifera—prve krenula i filogenija koju autori
koriste za odredivanje filostratuma. U toj filogeniji Ctenophora nisu uopce uzeti u obzir. Buduéi
da je za analizu genomskom filostratigrafijom potrebna stabilna filogenija, a konsenzus o
srodstvenim odnosima Cetiri nebilaterijska koljena i Bilateria jo§ nije postignut (vidi 3.
poglavlje), ova metoda nije od velike pomo¢i za odredivanje podrijetla gena (i struktura) u
filogenetskom kontekstu divergencije od nastanka Metazoa do nastanka Bilateria (Sto pokrivaju,
npr., pretpostavljene filogenije na SI. 8.). Npr., ¢ak i kad bismo bili sigurni u Porifera—prve, uz
nepreciznu filogeniju Eumetazoa ne bismo mogli razlikovati jesu li se neki gen/struktura javili u
internodiju koji vodi prema zajednickom pretku (Placozoa + (Cnidaria + Bilateria)) ili u
internodiju koji vodi prema zajedni¢kom pretku (Cnidaria + Bilateria) jer su obuhvaéeni istim
filostratumom; npr., Sestim u DOMAZET-L0S0 et al. (2007), sedmim u SESTAK & DOMAZET-
Loso (2015). Genomska filostratigrafija trebala bi biti puno informativnija unutar samih
Bilateria, u kojih su osnovni srodstveni odnosi stabilniji negoli oni izmedu nebilaterijskih
koljena 1 Bilateria (vidi 3. poglavlje). JoS jedan fenomen upucuje kako rezultate dobivene
metodom genomske filostratigrafije ne bismo smjeli uzimati zdravo za gotovo. Naime, ne
procjenjuje se kad se odredena struktura razvila, ve¢ kad je nastao njezin genski okvir
(HoLLAND, 2015). DoMAzET-LoOSO et al. (2007) polaze od fenomena gena osnivaca i
pretpostavljaju razvoj genskog okvira i samih struktura u istim filostratumima, no s time se ne
bi svi slozili (npr. ,,Evolucija gena prethodi evoluciji morfologije” (MINELLI, 2009; str. 31.);
,»Geni ukljuceni u organizaciju organa nastaju puno prije organa, a onda se kooptiraju u
organiziranje organa (NIELSEN, 2012a; str. 11.)). Geni vazni za stani¢nu adheziju i signaliziranje
prisutni u jednostani¢nih srodnika Metazoa (Sl. 16.), geni za sekretorne molekule specifi¢ne za
ziv€ani sustav u Porifera (u kontekstu Porifera—prve) (DunN et al., 2015) i ekspresija
,mezodermalnih“ gena u Cnidaria koji nemaju mezoderm (TECHNAU et al., 2015) primjeri su

evolucije gena koja prethodi evoluciji struktura s kojima ih povezujemo. U jednoj od novijih
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publikacija koja se bazira na ovoj metodi (SESTAK & DOMAZET-L0S0, 2015; vidi 7. poglavlje),
uzimaju se u obzir polozaj Ctenophora te argument preadaptacije gena, kad filogenetski signali
nisu u skladu s ocekivanima. Osim toga, i bez preciznih filogenetskih signala u tocno
odredenim internodijima, genomska filostratigrafija ipak moze dati informaciju o relativnoj
starosti gena. Rezultati DOMAZETA-LOSE et al. (2007) tako impliciraju evolucijski slijed (gena
za) ektoderm — endoderm — mezoderm. Koristeci filostratigrafski pristup, HASHIMSHONY et al.
(2014) dobivaju endoderm kao najstariji zametni listi¢ te predlazu da se javio s podrijetlom
mnogostani¢nosti Metazoa, zadrzavaju¢i prehrambeno djelovanje hoanoflaglatima nalik

predaka.
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Slika 26. Genomska filostratigrafija i podrijetlo zametnih listica.

Filostratigrafska mapa vinske musice, Drosophilla melanogaster s 12 filostratuma koji odgovaraju internodijima
na filogenetskom stablu. Geni vinske muSice iz pojedina¢nog filostratuma jesu geni ¢iji geni osnivaci (founder
genes) potje¢u iz vremena pripadaju¢ih internodija. Devijacije genske ekspresije u embriju pojedinih
filostratuma u odnosu na frekvenciju ekspresije u cijelom uzorku prikazane su kao logaritmirane vrijednosti
koeficijenta (log-odds) na y-osi. Vrijednost 0 tog parametra znaci da se ekspresija u pripadaju¢em filostratumu i
cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne, odnosno negativne vrijednosti impliciraju nadzastupljenost
(overrepresentation), odnosno podzastupljenost (underrepresentation) ekspresije. StatistiCka vaznost devijacija
dana je kao p-vrijednost (p-value). Crvena, tamnoplava i svijetloplava strelica upucuju na znacajne oscilacije u
ekspresiji (,,vrhovi; peaks) koje se mogu povezati s nastankom ektoderma (crveno), endoderma (tamnoplavo) i
mezoderma (svijetloplavo). Pune crte ispod mape upucuju na tradicionalno videnje podrijetla zametnih listica u
odgovaraju¢em klju¢u boja (u kontekstu Porifera—prve), dok isprekidane crte upuéuju na nastanak zametnih
listi¢a u evoluciji u skladu s dobivenim ,,vrhovima“ (strelice). S interpretacijama dobivenim metodom genomske
filostratigrafije valja biti oprezan (vidi tekst). Preuzeto iz: DOMAZET-L0OSO et al. (2007).
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Ctenophora—prvi implicira postojanje gastrulacije u zajednickog pretka Metazoa, no dosad
nije predlozen nijedan scenarij evolucije zivotnog ciklusa Metazoa koji polazi od Ctenophora
kao sestrinske skupine ostalih recentnih Metazoa. Scenariji koji polaze od Porifera—prve
predstavljeni u 5. poglavlju razlikuju se s obzirom na interpretaciju gasrtulacije/zametnih
listica u Eumetazoa. Hoanoblasteja (SI. 19.) i sinzoosporna teorija (S1. 22.) polaze od gastreje
u Eumetazoa (ne i Porifera), dok scenarij ADAMSKE (2016a) (SI. 20.), u skladu s HAECKELOM
(1874), uzima hoanoderm i1 pinakoderm spuzvi homolognim s endodermom, odnosno
ektodermom ostalih Zivotinja. Za razumijevanje evolucije gastrulacije u Metazoa ocito je
srediS$nji problem interpretacija gastrulacije i pojave zametnih listi¢a u Porifera (NAKANISHI et
al., 2014). MALDONADO (2004) interpretira preuredivanje stanica u embriogenezi Porifera kao
razliCite oblike gastrulacije (embolija, (selektivna) centrifugalna migracija, delaminacija,
multipolarna ingresija, epibolija) (vidi SI. 2. u MALDONADO, 2004). U razvoju spuzve
Halisarca dujardini (Demospongiae) prepoznaje blastocel koji kasnije obliterira i Supljinu
koju interpretira kao arhenteron homologan onome u ostalih Zivotinja (SI. 5N). LEYS &
EERKES-MEDRANO (2005) u spuzve Sycon trazile su stadij gastrule ,,u potrazi za
Haeckelovom gastrejom™ daju¢i (nakon cetiri godine traganja!) prvi moderni nalaz
invaginacije u vapnene spuzve nakon HAECKELOVA (1872) opisa gastrule u spuzvi (vidi SL
1E) i iznimnih fotomikrografa E. Hammera iz 1908. (vidi SI. 6. u LEYS & EERKES-MEDRANO,
2005) koji su potvrdili postojanje tog stadija. Otvor koji nastaje invaginacijom ne odgovara
kasnije uspostavljenom oskulumu niti Supljina koja nastaje invaginacijom odgovara
,,probavnoj Supljini“ spuzvi te LEYS & EERKES-MEDRANO (2005) gastrulacijom ne smatraju
uocenu invaginaciju tijekom metamorfoze, ve¢ diferencijaciju 1 organizaciju stanica tijekom
embriogeneze koji dovode do uspostave li¢inke, amfiblastule. Amfiblastula, karakteristi¢na za
Calcarea, sadrzi kolumnarne cilijatne stanice na anteriornom te granularne necilijatne na
posteriornom polu (SI. 50). Od anteriornih stanica nastaju svi unutarnji tipovi stanica
(ukljucuju¢i 1 hoanocite) te bazopinakoderm, a od posteriornih stanica egzopinakoderm
(ERESKOVSKY, 2010). Na temelju svojih opazanja, LEYS & EERKES-MERDANO (2005)
zakljucuju kako je primarna uloga gastrulacije u uspostavljanju zametnih listi¢a te da je
formiranje probavila sekundarno ukljuceno u taj proces. S druge strane, morfogenezu u
Porifera ERESKOVSKY & DONDUA (2006) ne smatraju gastrulacijom i predlazu da se
morfogeneza stanicnih slojeva javila u evoluciji Metazoa prije ustanovljivanja endoderma i
ektoderma. NAKANISHI et al. (2014) takoder predlazu, na temelju nalaza nestabilnosti sudbine
stani¢nih slojeva u Amphimedon queenslandica, evoluciju zametnih listi¢a i gastrulacije u

Eumetazoa od ve¢ postoje¢ih razvojnih programa koriStenih za aranziranje stanica u prvih
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Metazoa, ne smatraju¢i hoanoderm spuzvi homolognim s endodermom, iako nalaze da se
konzervirani marker endomezoderma, transkripcijski faktor GATA dosljedno eksprimira u
unutarnjem sloju li¢inki i mladih jedinki ove vrste. Sva ova razmatranja ocito polaze od
Porifera—prve. Problem gastrulacije u spuzvi o¢ito je pitanje definicije gastrulacije, odnosno
je li to proces u kojem se formiraju zametni listi¢i i probavilo ili proces u kojem se tijekom
embriogeneze uspostavlja viSeslojna grada organizma (ERESKOVSKY, 2010). Takoder, to je
pitanje homologije/nehomologije stani¢nih slojeva spuzvi i ostalih zivotinja. Valja imati na
umu kako se u hoanocitima 1 njihovoj stani¢noj liniji eksprimiraju geni koji imaju
konzerviranu ekspresiju u endomezodermu S§to je moguéno indikativho za homologiju
hoanoderma i endoderma (ADAMSKA, 2016b). Moguénost Ctenophora—prvi otvara izazov u
promisljanju evolucije morfogeneze spuzvi od pretpostavljene gastrulacije u zajednickog

pretka krunskih Metazoa.
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7. Evolucija Zivéanog sustava

Od pet skupina Metazoa (Ctenophora, Porifera, Placozoa, Cnidaria i Bilateria) Ziv€ani sustav
imaju Ctenophora, Cnidaria i Bilateria. Tradicionalno polazenje od Porifera—prve implicira da
se zivéani sustav pojavio jednom u evoluciji Metazoa (npr. NIELSEN, 2008 uvodi naziv Neuralia
za skupinu Cnidaria + Ctenophora + Bilateria, koja potjece od neurogastreje (Sl. 19.) i odlikuje
se ziv€anim sustavom). Takav pogled viSe nije tako siguran zbog mogucnosti da su zivCani
sustavi Ctenophora i (Cnidaria + Bilateria) rezultat konvergentne evolucije. Moroz et al.
(2014) dobivaju Ctenophora kao sestrinsku skupinu ostalih Metazoa u koje se kao medustani¢ni
glasnici ne koriste serotonin, acetilkolin, dopamin, noradrenalin i drugi spojevi konzervirani kao
neurotransmiteri u ostalih Zivotinja sa ziv€anim sustavom. Osim toga, mnogi geni koji tipi¢no
sudjeluju u organizaciji Ziv€éanog sustava (medu njima 1 Hox geni) nisu nadeni u Ctenophora.
Hox geni ne eksprimiraju se ni u zivéanim vrpcama Echinodermata (bodljikasa) (NIELSEN,
2015b). Na temelju navedene jedinstvenosti ziv€anog sustava u Ctenophora, grupa Moroza
(Moroz et al., 2014; MoR0Z, 2015) smatra da se Ziv¢ani sustav u Ctenophora razvio neovisno
od onoga u (Cnidaria + Bilateria). Zajedni¢ko podrijetlo ziv€anog sustava u svih Metazoa
impliciralo bi da su Ctenophora izgubili gene 1 neurotransmitere karakteristi€ne za Zivotinje te
razvile vlastite neurotransmitere (MoRoOz et al., 2014). L-glutamat i sekretorni peptidi prvi su
kandidati za neurotransmitere u Ctenophora (Moroz, 2015). JEKELY et al. (2015) oprezniji su u
zaklju€ivanju neovisnog podrijetla Ziv€anog sustava na temelju osobitosti onoga u Ctenophora
te favoriziraju jedinstveno podrijetlo s Porifera—prve. Na Sl. 27. dana su Cetiri evolucijska
scenarija podrijetla Zivéanog sustava u kontekstu Ctenophora—prvi i Porifera—prve.

Jedna od vaznih tema jest i evolucija Ziv€anog sustava u Bilateria, odnosno pitanje
homologije ili neovisne organizacije srediSnjeg Ziv€anog sustava u Protostomia i Deuterostomia
(SCHMIDT-RHAESA, 2007). SESTAK & DoOMAZET-LOSO (2015) metodom genomske
filostratigrafije ribe zebrice (Danio rerio) nalaze tri glavne ,,faze” u evolucijskom razvoju
mozga kraljeznjaka vezane za ,,Metazoa — Eumetazoa prijelaz®, postanak Chordata te postanak
kraljeznjaka. Najjaci signali dobiveni za najveci dio dijelova mozga u filostratumu su koji vodi
prema nastanku Chordata §to implicira da je najve¢i dio organizacije mozga kraljeznjaka bio
prisutan u pretka Chordata. SESTAK & DOMAZET-LOSO (2015) zakljuéuju kako se mozak
kraljeznjaka razvio neovisno o evoluciji srediSnjeg Ziv€anog sustava u Protostomia. S druge
strane, troheja teorija (SI. 25.) (NIELSEN, 2015b) implicira homologiju srediSnjeg Ziv€anog
sustava Protostomia i Deuterostomia. Ventralne ziv€ane vrpce poloZzene uz izduZen i zatvoren

blastopor s petljom oko usta i anusa ancestralno su stanje (Eu)Bilateria, prepoznatljivo u
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mnogih Protostomia (NIELSEN, 2012a). NIELSEN (2015a, b) smatra neuralnu cijev kraljeznjaka
homolognu s ventralnim ziv€anim vrpcama Protostomia zbog ¢ega bi oba srediSnja ziv€ana
sustava morfoloski bila ventralna. Ovaj pogled ima podrSsku u usporedbi ekspresije gena
(NIELSEN, 2015a). Ocito je da konsenzus o usporedivosti ziv€anog sustava Protostomia i
Deuterostomia nije dosgnut.

U 3. poglavlju u galeriji nebilaterijskih koljena dan je opis nekih senzornih struktura
(ukljucujuéi i senzorne cilije u oskulumu spuzvi), no evolucija razlicitih senzornih organa izvan

je okvira ovoga rada.

A o B o
Bilateria Bilateria
_O_
Cnidaria Cnidaria
L——X—— Placozoa L——— Placozoa
-0 L X— Porifera Porifera
Ctenophora ] Ctenophora
C o D o
Bilateria Bilateria
—OH
Cnidaria Cnidaria
L——X—— Placozoa L Placozoa
— F—— Ctenophora H Ctenophora
Porifera Porifera

Slika 27. Cetiri evolucijska scenarija nastanka Zivéanog sustava u Metazoa.

A i B — Ctenophora—prvi; C i D — Porifera—prve. A i C — homologija ziv€anog sustava svih Metazoa; B i D —
neovisno podrijetlo Ziv€anog sustava u Ctenophora i (Cnidaria + Bilateria). Prema A i C, Ziv€ani sustav bio je
prisutan u zajedni¢kog pretka oznacenog s (O), $to je u A zajednicki predak krunskih Metazoa. To implicira da
je u Ctenophora moralo do¢i do gubitka (EZZE]) gena i neurotrasnmitera karakteristi¢nih za Ziv¢ani sustav ostalih
Metazoa, a koji nisu nadeni u Ctenophora te do nastanka novih neurotransmitera u Ctenophora (EZZ) (MoRroz et
al., 2014). Scenariji A i C impliciraju gubitak Ziv€anog sustava u Placozoa (A i C) i Porifera (A) (X). Usporedi s
kladogramima na prosireni podaci-Sl. 10. u MOROZ et al. (2014) te SI. 2. u JEKELY et al. (2015).
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8. 1z genskog repertoara rane evolucije Metazoa: evolucija ANTP gena

Dio genskog repertoara Metazoa za stanicnu adheziju, stani¢no signaliziranje i1 regulaciju
transkripcije stariji je od samih Metazoa te je prisutan i u jednostani¢nih srodnika Zivotinja, dok
su neki geni obiljezje isklju¢ivo Metazoa (Sl. 16.). Medu posljednjima je 1 skupina ANTP gena,
Sto je najveci od 11 razreda homeobox gena u Metazoa, kojima pripadaju Hox, ParaHox i NK
geni (HOLLAND, 2013). Moguca evolucija ANTP gena i srodstveni odnosi Hox, ParaHox i NK
gena prikazani su na Sl. 28. (GARCIA-FERNRNDEZ, 2005; HOLLAND, 2013).

Filogenetska distribucija ANTP gena u pet skupina Metazoa dana je u Tablici 3. prema
RYANU et al. (2010) i FORTUNATO et al. (2014). Sve skupine Metazoa imaju NK gene, dok Hox
geni nisu nadeni u Ctenophora i Porifera. Uzimaju¢i poloZaj najstarijeg recentnog koljena
Metazoa nerijeSenim, RYAN et al. (2010) definirali su Placozoa + Cnidaria + Bilateria kao
holofiletsku skupinu definiranu prisutnos¢u barem jednog Hox/ParaHox gena te predlozili naziv
ParaHoxozoa za tu skupinu. Taj prijedlog implicira da zajednicki predak Metazoa nije imao
Hox i ParaHox gene koji su se pojavili u zajednickog pretka ParaHoxozoa (usporedi s
predloZzenom evolucijom ANTP gena na Sl. 28.). RAMOS et al. (2012) postavili su hipotezu
,,duh lokusa“ (ghost loci), nalaze¢i u genomu Placozoa (Trichoplax) i Porifera regije homologne
homeobox regijama koje ne sadrze homeobox gene. Polaze¢i od Porifera—prve, predlazu da su
Hox, ParaHox i NK geni bili prisutni u zajednickog pretka Metazoa, dok su, npr. Hox i ParaHox
geni izgubljeni u spuzvi te na njihovim mjestima ostaju ,,duh lokusi®“. FORTUNATO et al. (2014)
otkrili su jedan ParaHox gen u spuzve Sycon ciliatum te, polaze¢i od Porifera kao ,jakog
kandidata® za najstariju recentnu skupinu Metazoa, podupiru hipotezu ,,duh lokusa®. Nalazi
RAMOs et al. (2012) i FORTUNATO et al. (2014) impliciraju da su sve tri glavne skupine ANTP
gena postojale u zajednickog pretka Metazoa, no ove publikacije ne uzimaju u obzir moguci
polozaj Ctenophora kao sestrinske skupine ostalih Metazoa. U skladu s navedenim nalazima i
uzimajuci u obzir obje filogenije prikazane na Sl. 8., dobivamo tri osnovna scenarija evolucije
ANTP gena u Metazoa (SI. 29.). Definiranje skupine ParaHoxozoa ima smisla samo u varijanti
Ctenophora—prvi (SI. 29A). Evolucijski scenariji na SI. 29B, C impliciraju da se, ako se odvila

kako je predlozeno na Sl. 28., evolucija ANTP gena morala odviti u osnovnoj liniji Metazoa.
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Slika 28. Mogu¢a evolucija gena iz razreda ANTP, najveéeg razreda homeobox gena u Metazoa.

Ovaj evolucijski scenarij podrazumijeva zajedni¢ko podrijetlo Hox, ParaHox i NK gena. Rezultat duplikacija
ancestralnog (Proto-ANTP) gena jest nastanak ProtoNK klastera i ProtoHox klastera. Od ProtoNK Kklastera
nastali su NK geni. Rezultat duplikacija ProtoHox gena jest pojava dva razli¢ita homeobox genska klastera,
odnosno Hox klastera i ParaHox klastera. Ovaj evolucijski scenarij, dakle, predstavlja postanak Hox i ParaHox
gena kao sestrinskih skupina gena od ProtoHox klastera, koji je mladi od ProtoNK klastera. Prilagodeno prema:
HoLLAND (2013); usporedi sa Sl. 3. u GARCIA-FERNRNDEZ (2005).

Tablica 3. Distribucija pojedinih skupina ANTP homeobox gena (Hox, ParaHox i NK) u pet
skupina Metazoa (Ctenophora, Porifera, Placozoa, Cnidaria, Bilateria).

T oznacava prisutnost, a ,—* odsutnost pojedinih gena. Ancestralni eukarioti nisu imali ANTP gene koji su
obiljezje isklju¢ivo Metazoa. Placozoa, Cnidaria i Bilateria imaju sve tri skupine gena. Ctenophora imaju samo
NK gene, a u spuzve Sycon naden je jedan ParaHox gen. U Porifera i Ctenophora nisu nadeni Hox geni.
Napravljeno prema podacima iz: RYAN et al. (2010) (za sve osim Sycon); postojanje ParaHox gena u spuzve
Sycon ciliatum upisano prema: FORTUNATO et al. (2014).

ANTP Ancestralni CTENOPHORA  PORIFERA PLACOZOA CNIDARIA BILATERIA

eukarioti Mnemiopsis Amphimedon®  Trichoplax ~ Nematostella Drosophilla/
Sycon? Covjek
Hox — — — + + +
ParaHox — — +2(—) + + +
NK | _ + + + + + |
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Slika 29. Tri scenarija evolucije ANTP gena u Metazoa.

Evolucijski scenariji utemeljeni su na dvjema moguc¢im filogenijama Metazoa prikazanim na Sl. 8. i distribuciji
Hox, ParaHox i NK gena (H, PH i NK iznad stupaca s kvadrati¢ima) u pet skupina Metazoa danoj u Tablici 3. ,+*
oznacava prisutnost, a ,— odsutnost pojedinih gena. Evolucijski scenariji polaze od pretpostavke da su Hox i
ParaHox geni sestrinske skupine gena (vidi: GARCIA-FERNRNDEZ; 2005 HOLLAND, 2013). X-evi u boji naznacuju
gubitak Hox (plavo) i/ili ParaHox (zeleno) gena u odgovaraju¢im skupinama. A — Ctenophora—prvi (I). NK geni
sinapomorfija su Metazoa, a Hox i ParaHox geni sinapomorfija su skupine koju se moze oznaciti kao ParaHoxozoa,
kojoj pripadaju i Porifera u kojih su izgubljeni Hox geni. Ovako definirana skupina ParaHoxozoa razlikuje se od
one RYANA et al. (2010) (vidi tekst). B — Ctenophora—prvi (I1). Hox, ParaHox i NK geni sinapomorfija su Metazoa.
U Porifera su izgubljeni Hox, a u Ctenophora Hox i ParaHox geni. Pronalazenje duh-lokusa (ghost loci) ili pravih
Hox i/ili ParaHox gena u Ctenophora ne smije se iskljuéiti, na §to ukazuje i nedavan (FORTUNATO et al., 2014)
nalaz ParaHox gena u spuzvi (Sycon), u kojih su se smatrali odsutnima. C — Porifera—prve. Hox, ParaHox i NK
geni sinapomorfija su Metazoa. U Porifera su izgubljeni Hox, a u Ctenophora Hox i ParaHox geni. Ukoliko se tri
predloZzena evolucijska scenarija stave u kontekst s mogu¢om evolucijom ANTP gena prikazanom na SL. 28.,
nastanak ProtoHox klastera morao se dogoditi prije divergencije ovdje oznaene skupine ParaHoxozoa (A),
odnosno u osnovnoj liniji Metazoa, prije divergencije recentnih pet skupina Metazoa (B, C).

O ancestralnoj ulozi pojedinih skupina ANTP gena postoje razli¢ita misljenja. Na temelju
ekspresije pojedinih gena u trima zametnim listi¢ima Bilateria moguce je postaviti hipotezu
prema kojoj su rane bilateralno simetri¢ne Zivotinje koristile tri skupine ANTP gena za
uspostavljanje grade tri glavna embrionalna organska sustava: Ziv€ane vrpce (Hox), probavila
(ParaHox) 1 mezoderma (NK) §to ugrubo odgovara trima zametnim listi¢ima, pri ¢emu to ne bi
bili jedini geni ukljueni u spomenute procese (HOLLAND, 2013) (usporedi s ,urbilateria“
rekonstruiranim prema konzerviranosti gena i njihovih razvojnih funkcija u Protostomia i
Deuterostomia prema CARROLLU et al., 2005; Sl. 30.). Nasuprot tomu, za Hox gene, koji

kodiraju za transkripcijske faktore koji aktiviraju razliCite razvojne programe uzduZ antero-
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posteriorne osi u Bilateria (MALLO & ALONSO, 2013), ARENAS-MENA (2010) predlaze da je

ancestralna uloga Hox gena bila u formiranju gonada, a ne antero-posteriorne diverzifikacije.

D .
R ; S Segmentacija:
A % p D/V os: Reg'fm?“vz.'r?m . hairy, Cirkulatorna pumpa:
g v sog/chordin STeciSAt ziveant engrailed, Fotoreceptor:  tinman/NK2.5

dpp/TGR-g  SUSTAV: 01, €5 IO/ oten
AT T =
< . — \ Izdanak tjelesne stijenke:
AIP 0s: Hox geni Regionalizirano probavilo: DIl
A B ParaHox C

Slika 30. Moguée (i manje vjerojatne) osobine zajednickog pretka (Eu)Bilateria (,,urbilateria®)
dobivene na temelju konzerviranosti gena i njihovih razvojnih funkcija izmedu Protostomia
(Arthropoda: Drosophila) i Deuterostomia (Chordata: mis).

A — Kontrola D/V (dorzoventralne) i A/P (anteroposteriorne) osi. A/P os vjrojatno je podijeljena preklapajuc¢im
domenama ekspresije Hox gena; B — Razlidita tkiva regionalno su rasporedena duz A/P osi. U regionaliziranju
probavila sudjelovali su ParaHox, a u regionaliziranju sredisnjeg ziv€anog sustava Hox geni. Naznacen je i
genski repertoar ukljuéen u segmentaciju. C — ,,Primitivne* inacice fotoreceptora, cirkulatorne pumpe i izdanka
tjelesne stjenke mogli su biti prisutni u pretka (Eu)Bilateria pod kontrolom gena Pax6, tinman, odnosno DII.
Kurzivom su u (A, B, C) naznaceni geni vazni za navedene procese. Prilagodeno prema CARROLL et al. (2005).
Napomena: Danas je stabilno misljenje kako su se segmentacija i vaskularne strukture javljali viSe puta neovisno
(npr. DUNN et al., 2014) te je malo vjerojatno da je predak (Eu)Bilateria imao cirkulatorni sistem s kontraktilnom
zilom; prisutnost gena u zajednic¢kog pretka ne mora nuzno znaciti postojanje strukture, gen je mogao imati
razli¢itu funkciju ili kontrolirati osnovne stani¢ne procese (SCHMIDT-RHAESA, 2007). Sto se fotoreceptora tice,
,.viSestruka de novo evolucija ociju ili homologija svih o¢iju nisu jedine moguénosti i jasno je da se pravo stanje
nalazi negdje izmedu“ (SCHMIDT-RHAESA, 2007, str. 146.).

8.1. Filogenetski potpis Hox gena

Hox geni prisutni su u Placozoa, Cnidaria i svih Bilateria (RYAN et al., 2010; vidi Tablicu 3.).
U Placozoa poremecaj u njihovoj ekspresiji zaustavlja binarno dijeljenje/rast (TWEEDT &
ERWIN, 2015), dok se u zarnjaka Nematostella ve¢ina Hox gena eksprimira u endodermu duz
direktivne osi $to upucuje da mozda sudjeluju u definiranju poloZaja mezenterija (septi)
(TECHNAU et al., 2015). U Bilateria su instrument u organizaciji organa duz antero-
posteriorne osi (NIELSEN, 2012a). ,,Puni klaster od 10 — 15 Hox gena imaju samo Eubilateria
(Protostomia + Deuterostomia) (MINELLI, 2009; NIELSEN, 2012a). Evolucija Hox gena u
Eubilateria ukljucuje (1) postanak novih gena duplikacijom, (2) duplikaciju cijelog genoma u
kraljeznjaka (preciznije, zajednickog pretka Gnathostomata, celjustoustih) te (3) gubitak
odredenih Hox gena (u Nematoda, obli¢a, primjerice, doSlo je do znacajnog gubitka)

(MINELLI, 2009). Na SlI. 31. prikazani su Hox geni Zarnjaka (Nematostella) i predstavnika
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izabranih skupina Bilateria. Vidljivo je kako glavne skupine Eubilateria imaju karakteristicne

Hox genske ,,potpise*.

— Eubilateria—y yDeuterostomia | p———Chordata
i 213 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Branchiostoma --DD[:] --- -------
Mus B O | |
Ambulacraria
9/10 11/13 abc
Saccoglossus [ 1 () (0 (| | om0 H EED

Strongylocentrotus [l 1l |0 (] 1 || IR B EEE

_ | Protostomiaq —— Ecdysozoa
lab pb |Hox3 Dfd Scr Lox5 Ant Ubx abd-A abd-B
Tibolum EEEOC| e
Priapulus B JISEsEesie ] ]
Spiralia
Lox2 Lox4 Post1 Post2
| Capitella EEREOCOCO| MmN (|l
Pecten | B |lopmEmiie 1 HIE B R B
Platyhelminthes | Il § HEE A
— Lingula ] ] )| NE |[|H .
I: Xenoturbella - |:| - -
Symsagittifera - D -
. Nematostella - . - - -

Slika 31. Evolucija Hox gena u Eubilateria i njihov filogenetski ,,potpis*

Hox geni iste ortologne skupine (homologni Hox geni) prikazani su istom bojom: anteriorni geni (crveno),
skupina tri gena (naran¢asto/Zuto), centralna skupina (zeleno) i posteriorna skupina (plavo). Hox filogenetski
potpis Eubilateria ¢ine skupina tri gena i dva najanteriornija gena centralne skupine. Protostomia i Deuterostomia
te dvije grane Protostomia (Spiralia = Lophotrochozoa i Ecdysozoa) i Deuterostomia (Ambulararia i Chordata)
(vidi SI. 9.) takoder imaju svoj Hox potpis §to je uocljivo na slici. U zajedni¢kog pretka Gnathostomata doslo je
do dvostruke duplikacije cijelog genoma, no za misa (Musna ovoj je slici prikazan samo jedan od Cetiri klastera.
Priazani su Hox geni sljede¢ih Metazoa: Cnidaria (Nematostella), Acoelomorpha (Symsagittifera i
Xenoturbella), Spiralia (Brachiopoda: Lingula; Plat(y)helminthes; Mollusca: Pecten; Annelida: Capitella),
Ecdysozoa (Priapulida: Priapulus; Arthropoda: Tribolium), Ambulacraria (Echinodermata: Strongylocentrosus;
Hemichordata: Saccoglossus), Chordata (Vertebrata: Mus; Cephalochordata: Branchiostoma). Preuzeto iz: NIELSEN
(2012a).
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9. Zakljucak

Prva moderna definicija Zivotinja potje¢e od HAECKELA (1872, 1874) koji je nacrtao prvo
filogenetsko stablo Metazoa. Od njegova vremena, filogenija i evolucija Metazoa predmet su
velikog interesa i suprostavljenih misljenja. Danas je poznato i opée prihvaéeno da su
Choanoflagellata i Metazoa sestrinske skupine, osnovna filogenija Bilateria stabilna je, a
najve¢i izazov u filogeniji Metazoa predstavljaju srodstveni odnosi izmedu Cetiri
nebilaterijska koljena 1 Bilateria, s Ctenophora i Porifera kao najja¢im kandidatima za mjesto
sestrinske skupine ostalih Metazoa. Rezultati PISANIJA et al. (2015) sugeriraju kako bi
Porifera—prve koncept ponovno mogao dosegnuti stabilnost, no pitanje je jo$ uvijek otvoreno.
Stabilna filogenija na bazi stabla Metazoa od najvece je vaznosti za razumijevanje njihove
rane evolucije i postizanje konsenzusa oko bazalne filogenije smanjilo bi broj trenutno
predlozenih evolucijskih scenarija.

Bilo da potjecu od pocetka kambrija ili su stare 700 — 800 milijuna godina, kako sugerira
metoda molekularnog sata, u ranoj evoluciji Metazoa vaznu ulogu igrali su genski i razvojni
alat, ekologija i interakcija s abiotskim okoliSem. Dio genskog repertoara za stani¢nu
adheziju, signaliziranje i regulaciju transkripcije Metazoa dijele sa svojim jednostani¢nim
srodnicima $to implicira da je u ranoj evoluciji Metazoa bila vazna kooptacija postojecih gena
u nove funkcije, u skladu s primije¢enim fenomenom da geni ¢esto prethode morfologiji koju
oblikuju. Zbog toga je vazno kriticki pristupati interpretacijama o podrijetlu struktura u
zivotinjskoj evoluciji temeljenih na metodi genomske filostratigrafije, jedne od novijih
paradigmi utemeljenih u traganju za razumijevanjem evolucije Zivotinja.

Evolucijski scenariji koji pokuSavaju objasniti podrijetlo Metazoa uglavnom polaze od
Porifera—prve, osim ,,nove plakula teorije* koja implicira da su prve Metazoa bile sli¢ne
recentnim Placozoa, Sto nije u skladu s novijim molekularnim filogenijama. Dosad nije
predlozen nijedan evolucijski scenarij koji polazi od Ctenophora—prvi koncepta, a prema
kojemu bi najstarije poznate krunske Metazoa bile razmjerno sloZeni organizmi s
gastrulacijom, Ziv€anim i miSi¢nim sustavom te prohodnim probavilom.

Apomorfne osobine Metazoa jesu mnogostani¢nost (NIELSEN, 2012a); stvaranje spolnih
stanica mejozom (oogeneza i spermatogeneza) (DUNN et al., 2014); epitel (LEYS & RIESGO
2012), (neki) (medu)stani¢ni spojevi (SCHMIDT-RHAESA, 2007) i kolagen IV (DUNN et al.,
2014) (4. poglavlje); signalni putovi Wnt i TGF-f (ADAMSKA, 2016b) (uz moguénost osnog
strukturiranja od strane Wnt gena kao apomorfije) (4. poglavlje); ineksini (MoRoz et al.,
2014) (7. poglavlje); ANTP geni (barem NK) (8. poglavlje).
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Kada se i koliko puta u ranoj evoluciji Metazoa javio zivCani sustav, kad se javila
gastrulacija, a kad Hox i ParaHox geni jo§ uvijek su nerijeSena pitanja koja djelomicno ovise 1
0 nestabilnosti bazalne filogenije. Budu¢i da se u hoanodermu spuzvi eksprimiraju
»endomezodermalni®“ geni, homologija gradevnog plana spuzvi i drugih Zivotinja nije
iskljucena.

Molekularna biologija, s paradigmama poput EvoDevo biologije, od iznimne je vaznosti za
razumijevanje evolucije i filogenije Zzivotinja. Ipak, ona nije svemocna, Sto ilustrira i
nepostojanje konsenzusa oko srodstvenih odnosa izmedu nebilaterijskih koljena i Bilateria. S
druge strane, Cinjenica da su autori poput Haeckela i Hatscheka u 19. stolje¢u ustanovili neke
evolucijske ili filogenetske ideje koje su danas prihvacene ili o kojima se raspravlja i u
recentnoj literaturi (ukljucujuci i fenomen rekapitulacije i evolucijski stadij gastreje u nekim
recentnim teorijama o podrijetlu Metazoa i evoluciji njihova Zivotnog ciklusa), govori kako je
proucavanje morfologije takoder jako vazno, $to zaboravljaju neki molekularni biolozi koji

,hovom filogenijom* nazivaju neke odnose utemeljene prije vise od stoljeca.
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12. Sazetak

Prva moderna definicija Zzivotinja potjece od Haeckela koji je uveo ime Metazoa za
holofiletsku skupinu koja potjece od gastreje. Od tada, mnogi su strastveno raspravljali o
filogeniji i evoluciji Metazoa. U ovom radu dan je povijesni kontekst nekih filogenetskih i
evolucijskih ideja o kojima se raspravlja ili su prihvacene danas, kao i vremenski kontekst
rane evolucije Metazoa u vezi s fenomenom kambrijske ,,eksplozije®. Galerija portreta Cetiri
nebilaterijska koljena dana je za razumijevanje ideja o podrijetlu gena i struktura u ranoj
prihvaéeno kako su hoanoflagelati sestrinska skupina Metazoa te su ovi i drugi jednostani¢ni
srodnici zivotinja vazni za razumijevanje podrijetla zivotinjske mnogostanicnosti. lako su
osnovni srodstveni odnosi Bilateria dobro podrzani, nema konsenzusa o srodstvenim
odnosima izmedu nebilaterijskih koljena, s Ctenophora i Porifera predlozenima kao mogué¢im
sestrinskim skupinama ostalih Metazoa, zbog Cega je jos teze razumjeti podrijetlo, primjerice,
gastrulacije, Ziv€anog sustava i ANTP gena. Dana je i rasprava drugih vaznih tema, kao $to su
sam nastanak Metazoa od jednostani¢nih (ili kolonijalnih) predaka i podrijetlo prohodnog
probavila u Eubilateria. Dan je popis predloZenih apomorfija Metazoa. Zakljuéeno je kako je
molekularna biologija jako vazan, ali ne i svemogu¢ alat za razumijevanje evolucije Zivotinja

te da morfologija, ¢iju raznolikost Zelimo objasniti, zasluzuje jednaki interes.
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13. Summary

The first modern definition of animals goes back to Haeckel who introduced the name
Metazoa for a holophyletic group descended from gastraea. Since then, many have
passionately discussed the phylogeny and evolution of metazoans. In this paper, historical
context for some phylogenetic and evolutionary ideas being discussed or accepted today is
given, as well as temporal context for the early evolution of Metazoa dealing with the
phenomenon of Cambrian “explosion®. A gallery of portraits of four non-bilaterian phyla is
given to understand the ideas about origin of genes and structures in early animal evolution,
with emphasis on some misconceptions and most recent findings. It is universally accepted
that choanoflagellates are sister group of metazoans, and these and other unicellular relatives
of metazoans are important for understanding the origin of animal multicellularity. Although
the main phylogenetic relationships of Bilateria are well suported, there is no general
agreement on the relationships between non-bilaterian phyla, with Ctenophora and Porifera
both proposed to be sister groups to all other metazoans, making it even more difficult to
understand the origin of, for example, gastrulation, nervous system and ANTP genes.
Discussion of other important topics, like the very origin of metazoans from their unicellular
(or colonial) ancestors and the origin of through-gut in Eubilateria is also given. The list of
proposed animal apomorphies is given. It is concluded that molecular biology is very
important, but not omnipotent tool for understanding animal evolution, and that morphology,

the diversity of which we want to explain, deserves equal interest.
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