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1. UVOD



1.1. MAKROEVOLUCIJA | GENOMSKA FILOSTRATIGRAFIJA

Utemeljitelji tzv. ,,evolucijske sinteze* ili ,sinteticke teorije* evolucije (Huxley 1942,
Simpson 1949) razmis$ljaju o makroevoluciji kao rezultatu slozenih 1 medusobno povezanih
efekata mikroevolucije. Mayr 1 Provine (1980) u sazetku moderne teorije definiraju
,makroevoluciju‘ (tj. bilo kakav filogenetski razvoj iznad razine vrste ili nastanak viSih taksona)
kao postupni proces koji se odvija korak po korak i ne predstavlja nista doli ekstrapolaciju
»~mikroevolucije” (koja ukljucuje porijeklo ,rasa®, ,,varijeteta i vrsta) (Kutschera i Niklas 2004).
Makroevolucijske studije, dakle, usredotocene su na promjene koje se dogadaju na ili iznad
razine vrste, po ¢emu se ona razlikuje od mikroevolucije, koja se odnosi na manje evolucijske
promjene (obic¢no opisane kao promjene u frekvencijama alela) unutar vrste ili populacije. Na
razini makroevolucijskih procesa dogadale su se i adaptivne promjene koje su oblikovale sustave

organa kod Zzivotinja.

Spoznaje u podrucju makroevolucije tradicionalno su rezultat doprinosa paleontologije,
komparativne morfologije i evolucijske razvojne biologije (tzv. ,,evo-devo® pristup). Kao nova
razina analize makroevolucijskih trendova javlja se komparativna genomika, a u njenom okviru,

kao inovativni pristup, genomska filostratigrafija (Domazet-LoSo i sur. 2007).

Pristup genomske filostratigrafije zapocinje definiranjem filogenetskog stabla vrste za
koju postoje genomski ili ekspresijski podaci, nakon Cega slijedi postupak stratifikacije. Tim se
postupkom svi geni unutar genoma odabrane vrste svrstavaju unutar skupova koji su definirani
pocetnom filogenijom, a predstavljaju razlic¢ite periode vremena. Ti su skupovi gena nazvani
genomskim ,,filostratumima*®. Nakon definiranja filostratuma slijedi statisticka analiza podataka
vezanih za pojedine gene. Konac¢no, rezultati analize se interpretiraju bioloski i evolucijski, ¢ime
je moguce uociti 1 objasniti trendove u evoluciji promatranog skupa gena (Domazet-LoSo i sur.
2007). Filostratigrafska analiza moZze se primijeniti na razli¢ite probleme na makroevolucijskoj

razini, pa tako 1 na nastanak i razvoj organskih sustava.



1.2. DOSADASNJE SPOZNAJE O EVOLUCIJI ORGANSKIH SUSTAVA

1.2.1. EVOLUCIJSKI NASTANAK ZIVOTINJA

Datiranjem starosti stijena tehnikama geokronologije utvrdeno je da je Zemlja nastala
prije otprilike 4566 milijuna godina (Halliday 2001). Geoloska proslost Zemlje moze se podijeliti
na prekambrij, koji je trajao od formiranja Zemlje do prije otprilike 542 milijuna godina, te
fanerozoik, koji slijedi iza njega i traje do danas. Zivot na Zemlji prvi put se javlja tijekom
prekambrija, ali tek poCetkom fanerozoika dolazi do ubrzanog razvoja Zivotinjskih koljena.
Fanerozoik se dijeli na tri ere (paleozoik, mezozoik i kenozoik), a ukupno obuhvaca samo oko
15% geoloske proslosti Zemlje (Niklas 1997; Cowen 2000; Kutschera 2001; Kutschera i Niklas
2004).

Geoloska 1 paleontoloska istrazivanja sugeriraju da se Zivot po prvi puta pojavio prije oko
3,8 milijardi godina, nakon §to je zavrSio period tijekom kojeg je Zemlja neprestance bila
bombardirana materijalom iz svemira (Halliday 2001, Kutschera i Niklas 2004). Najstariji
prokariotski mikrofosili nadeni su u bazaltnim stijenama starosti otprilike 3465 milijuna godina
(Apex Basalt, Australija), a bili su sli¢ni danasnjim cijanobakterijama (Schopt 1993, 1999; Knoll
2003; Kutschera i Niklas 2004). Ti prvi organizmi bili su anaerobni heterotrofni prokarioti
(Matonickin i sur. 2009). Oksidativna fotosinteza (tj. fotosintetska proizvodnja molekularnog
kisika) prvi puta se pojavila kod predaka danasnjih cijanobakterija prije vise od 2,7 milijardi
godina (Bjorn 2008). Ovi fotoautotrofni organizmi oslobadali su kisik koji se prije oko 2,2
milijarde godina po¢eo nakupljati u atmosferi, te je naknadno znatno transformirati (Knoll 1999).

Oksidativna atmosfera u velikoj je mjeri usmjerila daljnju evoluciju Zivotinja.

Prvi eukariotski organizmi, s definiranom jezgrom okruzenom vlastitom membranom,
pojavili su se prije oko 2-1,5 milijarde godina, iako su kljucni elementi eukariotske fiziologije
vjerojatno evoluirali i ranije (Knoll 1999, 2003; Martin 1 Russell 2003; Kutschera 1 Niklas 2004).
Najstariji poznati viSestanicni eukarioti bile su crvene alge roda Bangiomorpha, stare otprilike

1198 milijuna godina (Butterfield 2000).
Kako pokazuju fosili crvenih algi i drugih protista, prva velika divergencija eukariotskih
organizama pocela je najranije prije 1200-1000 milijuna godina (Sogin i Silberman 1998, Knoll

1992). Nekoliko skupina viSestani¢nih algi divergiralo je dosta rano, ali §to se tice zivotinja,



njihova moguéa rana divergencija nije ostavila fosilnih tragova. Proterozoik (zadnji eon
prekambrija) zavrSava Ediakaranskim periodom (trajao od prije 635-542 milijuna godina), u
kojem se javlja tzv. Ediakaranska fauna (Knoll i sur. 2004). Karakteristike slojeva starijih od 600
milijuna godina ukazuju da su zivotinje prije Ediakaranskog perioda, ako su uopce postojale, bile
rijetki, maleni ili njezni oblici sa slabom moguénoscu fosilizacije. Ako se ikad nadu dokazi
postojanja takvih organizama, to ¢e vjerojatno biti fosfatizirani ostaci u karbonatnim stijenama iz
neoproterozoika (posljednja era proterozoika, trajao od prije 1000-542 milijuna godina) (Zhang 1
sur. 1998; Xiao 1 sur. 1998; Li 1 sur. 1998; Knoll 1 Carroll 1999). Iako su viSestani¢ni eukarioti
mozda postojali prije milijjardu godina (Knoll 1 sur. 2006), znacajni uzlet u diverzifikaciji
viSestani¢nih zivotinja dogodio se prije 700-600 milijuna godina, u doba dramati¢nog povecanja
koli¢ine atmosferskog i oceanskog kisika (Carroll 2001, King 2004, Knoll 2003, Maynard Smith
i Szathmary 1995, Pfeiffer i sur. 2001). Cini se da je kod Zivotinja viSestani¢nost evoluirala samo

jednom (Lake 1990, King 2004).

Prva era fanerozoika (paleozoik) zapocinje kambrijskim periodom (trajao od prije
otprilike 542 do prije otprilike 488,3 milijuna godina), tijekom kojeg je doSlo do intenzivnog
razvoja viSestani¢nih organizama. Kambrijska radijacija je od pojave snazno skeletiziranih
zivotinja (pocetkom kambrija) do prvih pravih fosila trilobita trajala nekih 20 milijuna godina, ali
ukoliko krenemo s prvom opseznom pojavom ihnofosila (fosiliziranih tragova zivotinja — jos
tijekom Ediakaranskog perioda) i promatramo razdoblje sve do kraja kambrija, radijacija je
trajala nekih 65 milijuna godina (Marshall 2006). Zbog pojave velikog broja novih oblika
zivotinja, kao 1 pojave u osnovi svih zivotinjskih koljena koja opazamo i danas, 1 to u okviru
(evolucijski gledano) relativno kratkog vremenskog perioda, ovo razdoblje evolucije Metazoa
poznato je i kao kambrijska ,.eksplozija“. Kambrijska eksplozija predstavlja radijaciju bilateralno
simetri¢nih zivotinja (uz dodatak spuzvi) sa suvremenim planovima tjelesne grade (Conway
Morris 1998), tj. diverzifikaciju glavnih krunskih skupina unutar monofiletskih skupina koje su
divergirale ranije, jo§ prije pocCetka kambrijske eksplozije (Balavoine i Adoutte 1998, Knoll i
Carroll 1999). Prve bilateralno simetricne zivotinje vjerojatno su postojale mnogo prije pocetka
kambrijske radijacije. Erwin 1 Davidson (2002) opisuju tri moguca scenarija divergencije zadnjeg
zajednickog pretka protostomi¢nih 1 deuterostomi¢nih Zivotinja (LCA Bilateria), od kojih
najraniji scenarij datira prije viSe od 750 milijuna godina. Najraniji fosilni tragovi Bilateria mogli

bi biti mikrofosili kineske Doushantuo formacije, koji nalikuju embrijima suvremenih Bilateria, a



njihova starost procijenjena je na oko 570 milijuna godina (Xiao i sur. 1998; Xiao i Knoll 1999;
Chen 1 sur. 2000). Pojava bilateralne simetrije bila je vazan pokretacki faktor kambrijske
radijacije jer su morfogenetski procesi tijekom njihovog embrionalnog razvoja, kao 1 geni koji ih

kontroliraju, evolucijski vrlo fleksibilni (Erwin i Davidson 2002).

Organski sustavi javljaju se kao odgovor na potrebe specijalizacije razlicitih dijelova tijela
Metazoa. Zivotinjsko tijelo sastavljeno je od dijelova koji zadovoljavaju ove potrebe i ti se
dijelovi opéenito nazivaju organima ili organskim sustavima (Schmidt-Rhaesa 2007). Organi se
obi¢no definiraju kao strukture sastavljene od viSe od jedne vrste tkiva koje imaju odredenu
funkciju unutar tijela (Schmidt-Rhaesa 2007, Valentine 2004). Organski sustavi sastoje se od vise
od jednoga organa. Organi i organski sustavi mogu se smatrati modulima od kojih je izgradeno

zivotinjsko tijelo (Schmidt-Rhaesa 2007, Tyler 2003).

Medutim, takve definicije nikada ne pokrivaju cjelokupnu problematiku definiranja
organa, jer jedan organ moze imati viSe funkcija ili se njegova funkcija moZe mijenjati tijekom
evolucije. Tako npr. koza moze kod nekih Zivotinja apsorbirati hranjive tvari ili kisik. Organi
obicno evoluiraju serijski, tako da najprije prolaze celularnu, pa tkivnu organizaciju, te se njihovi
davni korijeni u evoluciji javljaju prije njih samih, zbog ¢ega drZanje za vrlo uske definicije moze
biti prepreka shvacanju Sire slike njihovog porijekla (Schmidt-Rhaesa 2007). Ovo je bitno imati
na umu kod pokuSaja da se objasni evolucijski nastanak nekog organskog sustava, posebno
ukoliko se objasnjenje temelji na pradenju promjena ucestalosti ekspresija gena unutar
filogenetski definiranih vremenskih razdoblja, odnosno, na nacin na koji problemu pristupa

genomska filostratigrafija.

1.2.2. EVOLUCIJA ORGANSKIH SUSTAVA

Tkiva od kojih se sastoji zivotinjsko tijelo dijele se prema svom embrionalnom porijeklu
u tri skupine, koje se nazivaju zametnim listi¢cima: to su ektoderm, endoderm i mezoderm.
Porifera i Cnidaria imaju ektoderm i endoderm, dok je mezoderm, kao tre¢i zametni listi¢, naden
kod Ctenophora (Martindale i Henry 1999, Rieger i Ladurner 2003) i Bilateria. Zivotinje koje
imaju mezoderm su opcenito voluminoznije organizacije, Sto im stvara nekoliko problema
vezanih uz transport plinova, hrane i dr. tvari. Iz tog su razloga ove Zzivotinje morale razviti

posebne organe (Schmidt-Rhaesa 2007).



1.2.2.1. Epidermalni sustav (epiderm)

Epiderm je tkivo koje posreduje izmedu vanjskog okolisa i unutrasnjosti tijela. Uvijek je
organiziran kao ploha stanica, naj¢eS¢e jednoslojna, ali moZze imati i nekoliko slojeva stanica.
Predak Metazoa vjerojatno je imao epiderm koji je sadrzavao bazalni izvanstani¢ni matriks,
izvanstani¢ni sluzavi omotac (,,glikokaliks*) i jednu trepetljiku po stanici (slika 1). Ovakav
zaklju€ak proizlazi iz Cinjenice da Porifera, Trichoplax adhaerens i Cnidaria imaju (uz rijetke
iznimke) monocilijatne epidermalne stanice (Nielsen 1987, 2001), Acoelomorpha imaju samo
ostatke matriksa (Tyler 1 Rieger 1999, Ehlers 1992a), a glikokaliks je opisan i1 kod Porifera
(Bagby 1970, Harrison i de Vos 1991) i Cnidaria (Thomas 1 Edwards 1991). Osim toga, epiderm
prvih Metazoa imao je medustani¢ne spojeve u obliku zonula adhaerens 1 pregradnih spojeva
(slika 1). Sve zivotinje osim Porifera imaju medustani¢ne spojeve u obliku prijelaznih filamenata
1 dezmosoma. Kod Eumetazoa se javljaju medustani¢ni kanali (nadeni kod Zzarnjaka (Wood
1985), ali ne i1 kod Trichoplax adhaerens i spuzvi (Nielsen 2001)), te dezmosomi (Ruthmann i
sur. 1986, Schmidt-Rhaesa 2007). Unutar izvanstani¢nog matriksa kod Bilateria se razvila mreza
vlakanaca od kolagena, laminina i proteoglikana koja se naziva bazalna ploha (lamina densa) (Ax
1996). IzluCivanjem molekula u matriks glikokaliksa nekoliko puta konvergentno je nastala
kutikula. Hitin 1 kolagen, koji imaju u njoj najveéi udio, ve¢ su imali razvijene metabolicke
puteve kod pretka svih viSestani¢nih Zivotinja (Schmidt-Rhaesa 2007). Na razvojnoj liniji vinske
musice hitinska kutikula se javlja kod pretka Ecdysozoa, skupine za koju je karakteristi¢no i

periodi¢no presvlacenje (Aguinaldo i sur. 1997, Telford i sur. 2008) (slika 1).
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Slika 1. Filogenija glavnih skupina (s naglaskom na razvojnu liniju Drosophila melanogaster) s naznaCenim nastankom pojedinih organskih sustava ili njihovih
dijelova. Iscrtkane linije prikazuju diskutabilne srodstvene odnose. Razliciti organski sustavi prikazani su razli¢itim bojama: epidermalni sustav zelenom, miSicni
sustav plavom, Ziv€ani sustav narantastom, optjecajni sustav crvenom, trahealni sustav ljubi¢astom i probavni sustav smedom bojom. Dva scenarija nastanka
prohodnog probavila ozna¢ena su indeksima (1 i 2). Sivi kruzi¢i predstavljaju ¢vorove na filogenetskom stablu kojima su definirani filostratumi na filostratigrafskoj
mapi Drosophila melanogaster koristenoj u radu (filogenetski odnosi prilagodeni prema Philippe i sur. 2009 (Coelenterata, Trichoplax), Ruiz-Trillo i sur. 1999,
2002, 2004, Sempere i sur. 2007, Wallberg i sur. 2007 (Acoelomorpha), Bourlat i sur. 2003 (Xenoturbellida), Helmkampf i sur. 2007 (Chaetognatha), Paps i sur.
2009 (Chaetognatha, Acoelomorpha), Telford 2009). Cvor Nephrozoa na slici (svi Bilateria, osim Acoelomorpha - bijeli kruZié) nije dio filogenije koristene u izradi
filostratigrafske mape. Za objasnjenje evolucije organskih sustava vidjeti tekst.



1.2.2.2. Zivéani sustav

Ziv&ani sustav javlja se s pojavom Eumetazoa. Oblici provodenja signala, kao i neke
molekularne komponente tipi¢ne za Ziv€ane sustave mogu se naci i kod Porifera (Weyrer 1 sur.
1999; Miiller i Miiller 1999; Larroux i sur. 2006, 2008), medutim kod Eumetazoa se po prvi puta
javljaju zivci prepoznatljivi na stani¢noj razini (slika 1). Iako se u literaturi ¢esto navodi kako
Cnidaria imaju homogeno distribuirane difuzne ziv€ane mreze, ve¢ se i kod njih moze zapaziti
trend prema stvaranju koordinacijskih centara. Tako su npr. u Hydra uoceni to¢no odredeni
skupovi ziv€anih stanica sa specificnim prostornim rasporedom (Grimmelikhuijzen 1 sur. 1989;
Koizumi 1 sur. 1990). U bazi tentakula nekih vrsta Hydra identificirana je gusta anatomska
struktura nazvana ziv€anim prstenom (Koizumi i sur. 1992). Naknadno je ovakva koncentracija
nadena 1 na rubu zvona meduze roda Aglantha (Mackie 2004) i oko usnog otvora kod
Nematostella (Marlow i sur. 2009). Ziv&ani prstenovi smatraju se oblicima sredi§njeg Zivéanog
sustava uklju¢enima u koordinaciju ponaSanja (Grimmelikhuijzen 1 Westfall 1995, Mackie 2004,
Garm 1 sur. 2007, Koizumi 2007), zbog ¢ega je otvorena mogucnost filogenetske povezanosti
izmedu procesa koji omogucavaju razvoj ziv€anih prstenova u Cnidaria i CNS-a u Bilateria
(Galliot i sur. 2009). Takoder se u evoluciji moze zapaziti trend od dvosmjernih sinapsi prema
jednosmjernima, tj. prema usmjerenom provodenju informacija. Kod Bilateria se javlja tzv.
ortogonalni ziv€ani sustav (Hanstrom 1928, Reisinger 1972). To bi bio sustav nekoliko uzduznih
ziv€anih vrpci koje su popre¢no povezane pseudometamernim kruznim komisurama, dok se blizu
anteriornog dijela tijela nalazi koncentracija ziv¢anih stanica u obliku ,,mozga“. Takav sustav bio
bi autapomorfija Bilateria (Reisinger 1972), a budu¢i da ga nalazimo kod Acoelomorpha, toj
hipotezi u prilog ide njihov smjestaj kao bazalne skupine u odnosu na ostale Bilateria. Unutar
bilateralno simetri¢nih Zivotinja doSlo je nekoliko puta do redukcije mozga i longitudinalnih
zivaca (npr. kod Bryozoa, Brachiopoda, Phoronida, te pretka Deuterostomia), te razvoja
drugacijih oblika mozga (npr. okozdrijelni prsten kod Nematoda, Nematomorpha i Scalidophora).
Kod skupine Spiralia i konvergentno kod Arthropoda razvio se dorzalni mozak s kompaktnijom

masom aksona, gotovo u obliku kakve plohe (slika 1) (Schmidt-Rhaesa 2007).



1.2.2.3. Respiratorni (trahealni) sustav

Gotovo sve Zivotinje za svoj metabolizam trebaju kisik, iako kod nekih postoje 1 slucajevi
tolerancije niske razine kisika, ili ¢ak anaerobnih metabolickih puteva (Schmidt-Rhaesa 2007). S
povecanjem tjelesnog volumena raste potraznja tkiva za kisikom, a u isto vrijeme se smanjuje
mogucénost njegove distribucije iskljucivo difuzijom, zbog Cega su evoluirali optjecajni sustavi,
optimizirano je primanje kisika preko nosaca s visokim (ali i reverzibilnim) afinitetom za kisik, te
je povecana sama povrsina za izmjenu plinova. Slijedeci korak, posebno za one koji su evoluirali
bar djelomice usmjeren tok tjelesnih tekucina, bio je odvojiti posebni dio tijela gdje ¢e se
obavljati oksigenacija same krvi ili hemolimfe. U tim su se slufajevima razvile posebne
respiratorne (diSne) strukture, i to generalno na nacin da Sto veca povrSina bude izlozena
vanjskom mediju, a u isto vrijeme na nacin da tkivo koje €ini granicu izmedu vanjskog medija 1

unutarnje cirkulacije bude $to tanje (Schmidt-Rhaesa 2007).

Evolucijski gledano, teSko je usporedivati diSne sustave izmedu viSih taksonomskih
kategorija zivotinja, jer su oni evoluirali kao odgovor na promjenu okoliSnih uvjeta ili veli¢ine
organizma, Sto se dogadalo tijekom evolucije viSe puta. Tako su Polychaeta, Echinodermata 1
Crustacea evoluirali za izmjenu plinova izvrate koze, dok su Onychophora, Myriapoda, Araneae i
Insecta razvili uzdusnice (traheje) koje su nastale kao uvrati koze (slika 1). Ovakve su strukture
stoga ektodermalnog porijekla. S druge strane, di$ne strukture svitkovaca (Skrge i pluca, nastali
kao derivati probavila, ili to¢nije, zdrijela) su endodermalnog porijekla (Rathke 1861; Gilbert
2006). Velik utjecaj na evoluciju di$nih sustava imale su i promjene u okoliSu, posebno Sto se tice
prilagodbi na kopneni nacin Zivota, npr. kod Gastropoda, kopnenih Arthropoda i Chordata
(Schmidt-Rhaesa 2007).

Prisutnost trahealnog sustava kod Insecta i Myriapoda dugo je smatrana karakteristikom
kojom su ove dvije skupine bile ujedinjavane u potkoljeno Tracheata (,,Atelocerata* hipoteza —
Heymons 1901), medutim strukturalna analiza uzduSnica nije dala argumente za njihovo
zajednicko porijeklo (Hilken 1998), te je viSe molekularnih analiza utvrdilo blisku vezu
Myriapoda i Chelicerata (rDNA: Friedrich 1 Tautz 1995, Min i sur. 1998; mtDNA: Hwang 1 sur.
2001; Hox-geni: Cook 1 sur. 2001; mitohondrijski geni: Hassanin 2006). Pancrustacea, takson

.....

2007), dok neki nalazi upucuju i na smjesStaj Hexapoda unutar Crustacea (npr. Ertas i sur. 2009).



1.2.2.4. Cirkulatorni (optjecajni) sustav

Cirkulatorni (optjecajni) sustavi nisu potrebni malenim ili epitelno organiziranim
zivotinjama jer se prijenos tvari mozZe obavljati procesima difuzije. Medutim, zbog povecanja
veli¢ine i sloZenosti, mnoge su Zivotinje morale razviti neki vid prenoSenja tvari unutar tijela. U
tom je smislu definicija cirkulatornog sustava problematicna, jer se ograni¢eno kretanje tjelesnih
tekucina opaza ve¢ u intersticijskom prostoru izvanstanicnog matriksa, a ve¢ i takav tok moze
pomo¢i distribuciji tvari. Primarne 1 sekundarne tjelesne Supljine najboljeg su potencijala za tok
fluida, zbog Cega su to 1 najvaznije komponente optjecajnih sustava. Prijenos 1 distribucija su,
pritom, ucinkovitiji kada se odvijaju unutar ograni¢enih sustava u obliku dobro definiranih zila
(Ruppert i Carle 1983, Schmidt-Rhaesa 2007). Zanimljivo, samo u cetiri skupine (Nemertea,
Cephalopoda, Hirudinea i Craniata) javljaju se Zile obavijene vlastitim slojem epitelnih stanica
(koji se naziva ,,endotel*), zbog Cega se definiraju kao sekundarne (ili celomske) tjelesne Supljine

(slika 1).

Opcenito gledajuci, postoji ¢vrsta veza izmedu tjelesnih Supljina 1 optjecajnih sustava, jer
se fluidi distribuiraju ili samim tjelesnim Supljinama ili epitelom ograni¢enim prostorima unutar
primarne tjelesne Supljine (zilama). Unutar skupina Mollusca, Annelida 1 Deuterostomia (osim
Tunicata) postoji tendencija od otvorenih prema zatvorenim sustavima. Medutim, na primjeru
Arthropoda vidi se da to nije univerzalni trend, jer je njihov optjecajni sustav vrlo slabo razvijen.
Slaba razvijenost optjecajnog sustava kod ¢lankonozaca posljedica je njegove smanjene funkcije,
jer clankonoSci ekstenzivno razvijenim trahealnim sustavom dovode kisik izravno u stanice.
Tjeranje fluida kroz organizam postize se akcijom miSica, pri ¢emu se takve miSiéne strukture
mogu razviti toliko da ih nazivamo ,,srca®. Ekspresija homolognih gena u Drosophila i Craniata
(Bodmer i1 Venkatesh 1998, Tanaka i sur. 1999) ukazuje na moguénost da je njihov zadnji
zajednicki predak (LCA Bilateria) imao optjecajni sustav koji je ukljuc¢ivao kontraktilnu Zilu (De
Robertis 1 Sasai 1996) (slika 1). Medutim, postoji 1 moguénost da su odgovarajuci geni bili
prisutni u zajednickom pretku, ali su imali ili razli¢ite funkcije ili su regulirali neke vrlo osnovne

stani¢ne procese (Schmidt-Rhaesa 2007).
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1.2.2.5. Rasplodni (reproduktivni) sustav

Sto se ti¢e razmnoZzavanja, viSestani¢ne Zivotinje su vrlo raznolike. Ima ih aseksualnih,
partenogenetskih, seksualnih sa ili bez gonada, dvospolnih i1 odvojenog spola, raznih seksualnih
obrazaca ponasanja s raznolikim sustavima za prijenos i primanje gameta. Partenogeneza je kao
osobina izvedena od spolnog nac¢ina razmnozavanja i ¢e$¢a je od razmnoZavanja fragmentacijom.
Unutar Bilateria partenogeneza je evoluirala nekoliko puta nezavisno. Gonade nisu nuzno mjesto
gdje nastaju gamete; one mogu biti samo mjesto njihova sazrijevanja. Gamete se mogu formirati
vrlo rano (preformacija) ili relativno kasno tijekom razvoja (epigeneza) (Nieuwkoop i Sutasurya

1979, 1981, Extavour i Akam 2003; Schmidt-Rhaesa 2007).

Extavour 1 Akam (2003) zakljuuju da je epigeneza CeS¢i 1 rasprostranjeniji nacin
odredivanja stanica germinativne linije nego Sto je to preformacija, te bi mogla predstavljati
ancestralni mehanizam segregacije stanica germinativne linije kod ranih viSestani¢nih zivotinja.
Njihov zakljucak je u suprotnosti sa Siroko prihva¢enim stajaliStem u polju razvojne biologije
(npr. Wolpert 1998) da je epigenetska determinacija iznimka, te da vecina Zzivotinja koristi
lokalizirane citoplazmatske odrednice za specifikaciju germinativne linije. Ovakvo stajaliSte
moglo bi biti pristrano jer je nase znanje o organizmima kod kojih dolazi do preformacije gameta
vrlo detaljno, budu¢i da su mnogi od njih modelni organizmi u biologiji (npr. Caenorhabditis
elegans, Nematoda, Drosophila spp., Insecta). Istovremeno, preformacija gameta ima genetickih
prednosti pred epigenezom jer se ranim odvajanjem stanica germinativne linije smanjuje

mogucénost pojave potencijalno Stetnih mutacija.

Spolno, kao i nespolno razmnozavanje pojavili su se prije pojave Metazoa. Gonade su
razli¢itog porijekla, pa je moguce da su evoluirale nekoliko puta. Prijelaz s vanjske na unutarnju

oplodnju na mnogo je nacina elaborirao reproduktivne sustave (Schmidt-Rhaesa 2007).

1.2.2.6. MiSi¢ni (muskulatorni) sustav

Misi¢i su organi sposobni za kontrakcije, pa su ukljuceni u kretanje organizma, kao i
kretnje unutarnjih dijelova tijela, kao §to su probavilo i srce. Osnova za kontrakcije miSica, sustav

aktin-miozin, javlja se u evoluciji prije pretka svih viSestani¢nih Zivotinja (imaju ga svi eukarioti,
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npr. alga Nitella (Sheetz i Spudich 1983) ili pak Acanthamoeba (Adams 1 Pollard 1986)). Kod
Metazoa miSi¢i se najprije javljaju kao epitelno-miSi¢ne stanice, dok je kasnije unutarstani¢ni
efektivne kontraktilne jedinice unutar kojih se mobilna komponenta (proteini miozinske
porodice) kre¢e u odnosu na fiksnu komponentu (citoskelet izgraden od proteina aktinske
porodice). Za to je bila vazna evolucija tzv. sarkomera, koje se unutar miSi¢a mogu prepoznati
kao osnovne jedinice sposobne za kontrakciju. Specifi¢an uzorak slaganja aktinskih i miozinskih
filamenata unutar sarkomere omogucio je da se snaga kontrakcije prenosi i izvan stanice, $to je
bilo klju¢no za razvoj odvedenijih sustava za kontrakciju. Kod Porifera se javlja poseban tip
stanica s obogacenim tipom aktina (miociti — mogu stvarati sfinktere oko oskuluma spuzvi —
Bagby 1966), a kod Cnidaria se stanice sposobne za kontrakciju nalaze kao sastavni dio njihovog
epitelijalno organiziranog tijela, pa se nazivaju ,.epitelno-misiéne stanice”. To su u osnovi
epitelne stanice koje pri svojoj bazi koncentriraju aktinske i miozinske filamente (Schmidt-
Rhaesa 2007). Kod dijela Cnidaria neke stanice koje sadrze miofilamente izgubile su vezu s
epidermom, te se nazivaju ,miSi¢na vlakna® (engl. ,.fibre muscle cells®) ili ,,miociti“ (Lesh-
Laurie & Suchy 1991). Tip miSi¢a odreden je nacinom na koji su unutar miSia poredane
imaju sarkomere postavljene uzduz longitudinalne osi stanice, $to im zbog preklapanja miofibrila
daje ,,prugasti” izgled. Kod Bilateria javlja se kontinuirani sloj miSi¢a ispod subepidermalnog
izvanstani¢nog matriksa, s vanjskim kruznim i unutrasnjim longitudinalnim misi¢ima, u obliku
kompleksa koji se naziva ,,kozno-misi¢ni sloj* (njem. Hautmuskelschlauch) (slika 1). Ovakav
raspored je u razli¢itim oblicima Siroko rasprostranjen kod Zzivotinja bez ¢vrstog potpornog
sustava, gdje se oslanja na hidrostatski tlak tjelesnih tekuc¢ina (Schmidt-Rhaesa 2007), dok pojavu
¢vrstog potpornog sustava prati redukcija kozno-misi¢nog sloja i specijalizacija pojedinih miSica.
Tako je npr. kod Arthropoda kozno-miSi¢ni sloj snazno modificiran, te se javljaju poprecno-

prugasti mi$ici (slika 1).

1.2.2.7. Probavni sustav

Evolucija probavila jedna je od prvih posljedica viSestanicnosti. ViSestani¢nost je
omogucila razvoj specijaliziranih tipova stanica: zahvaljuju¢i selektivnim pritiscima formirali su

se vanjski zasStitni sloj (ektoderm) 1 unutrasnji sloj (endoderm) uklju¢en u apsorpciju hrane
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(Stainier 2005). Zivotinjska hrana vrlo je raznolika sastavom i veli¢inom, ali se mogu opéenito
razlikovati tri procesa: pribavljanje hrane, rastvaranje hrane na sitne Cestice, te apsorpcija
(endocitoza) takvih Cestica u organizam. Od ta tri procesa spuzve (kao najprimitivniji Metazoa)
obavljaju samo dva: pribavljanje hrane (stvaranjem struje vode kroz tijelo) i apsorpciju
(endocitoza sitnih Cestica). One (uz iznimku roda Asbestopluma — Vacelet & Boury-Esnault
1995, Vacelet 2006) ne mogu koristiti vec¢u hranu, jer bi to zahtijevalo prisutnost tkiva (organa)
za mehanicku 1/ili kemijsku razgradnju. Kemijska razgradnja evoluirala je prva, i to na nac¢in da
su nastale dobro definirane strukture odvojene od vanjskog okolisa u koje se mogao luciti

koncentrirani probavni sok s enzimima za razgradnju (Schmidt-Rhaesa 2007).

Najces¢i nacin ontogenetskog razvoja probavnog trakta je invaginacijom Suplje blastule,
¢ime se stvaraju pracrijevo (,,arhenteron®) i prausta (,,blastopor®). Jedna od glavnih znacajki po
kojoj se Metazoa razlikuju od kolonijalnih Protista jest razvoj putem embriogeneze kojim se
stvara nekoliko slojeva stanica. Proces u kojem se to dogada je gastrulacija (Leys i Eerkes-
Medrano 2005). Gastrulacija u svojem najSirem smislu predstavlja reorganizaciju stanica blastule
kojom nastaje viSeslojni embrio, gastrula (Brusca i sur. 1997). lako stvaranje zametnih listi¢a
obi¢no znaci 1 stvaranje probavila, opéenito se smatra kako Porifera nemaju probavilo niti u
odraslom niti u licinackom stadiju (Leys i Eerkes-Medrano 2005). lako su mnoga istrazivanja
pokazala kako se gastrulacija kod Zivotinja moZe odvijati na vrlo raznolike nacine (Gilbert i
Raunio 1997), gastrulacija putem invaginacije, kojom se stvara endoderm, ili probavilo, jo§ se
uvijek smatra ancestralnim nacinom stvaranja zametnih listica (Wolpert 1992, Denis 1997,
Nielsen 2001, Arendt 2004). Medutim, takoder je dugo smatrano da je medu bazalnim Metazoa
ingresija, a ne invaginacija, ¢e$¢i nacin stvaranja zametnih listica (Metschnikoff 1874, Lankester
1877), te kako LCA Metazoa nije nuzno posjedovao probavilo (Price i Patel 2004). Porifera su
neobi¢ne zivotinje jer njihova tkiva okruzuju seriju kanali¢a i Supljina u kojima se iz vode filtrira
hrana. Medutim, reorganizacija tkiva ingresijom ili delaminacijom kojom nastaju viSeslojne
li¢inke jest prisutna u embriogenezi vise skupina Porifera, te se smatra da predstavlja gastrulaciju

(Efremova 1997, Boury-Esnault i sur. 1999, Leys i Degnan 2002, Leys 2004).

Buduc¢i da se probavni trakt uocava kod Cnidaria i Ctenophora, opcenito se smatra kako je
probavilo evoluiralo u pravom smislu u pretku Eumetazoa (Schmidt-Rhaesa 2007). Eumetazoa
imaju probavni sustav kao odjeljak unutar tijela koji je posvecen iskljucivo razlaganju hrane

(slika 1). Kod Bilateria nalazimo tri osnovna tipa probavila: u obliku vrecice s jednim otvorom
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(Platyhelminthes 1 Gnathostomulida), u obliku probavnog sincitijalnog tkiva (Acoelomorpha), te
u obliku cijevi s usnim, kao 1 analnim otvorom (jednosmjerno, prohodno probavilo — ostali). Dva
su osnovna scenarija za evoluciju prohodnog probavila, ovisno o tome smatramo li da je predak
Bilateria imao prohodno ili vre¢asto probavilo. Ukoliko je prohodno probavilo evoluiralo ve¢ kod
LCA Bilateria, kod Acoelomorpha je doslo do redukcije, dok je vrecasti oblik nastao sekundarno
kod Gnathostomulida i Platyhelminthes (slika 1, scenarij oznagen indeksom 2). To se moglo
dogoditi ukoliko je u stadiju gastrule (gdje je pracrijevo vrecastog oblika) doslo do zastoja u
razvoju, pri ¢emu je odrasla zivotinja zadrzala vrecasti oblik. Medutim, ukoliko je vrecasti oblik
bio pleziomorfija Bilateria, prohodnost je morala evoluirati viSe puta nezavisno: kod LCA
Deuterostomia, LCA Bryozoa i Syndermata, te Gastrotricha, Entoprocta, Spiralia i Ecdysozoa
(slika 1, scenarij oznaGen indeksom '). S obzirom na ogite prednosti prohodnog probavila
(specijaliziranija obrada hrane, kao i1 ucinkovitije iskori$tavanje sve raznolikijih oblika hrane),

ovaj je scenarij takoder otvoren (Schmidt-Rhaesa 2007).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj ovoga rada je koriste¢i genomske i ekspresijske podatke vinske musSice (Drosophila
melanogaster) metodom genomske filostratigrafije dobiti uvid u nastanak i razvoj organskih

sustava kod zivotinja.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. GENOMSKA FILOSTRATIGRAFIJA KAO METODA

Ovaj se rad temelji na metodama koje su razvili Domazet-LoSo i sur. (2007), kao i
podacima koji su iz njihovog rada proizasli (uz osvjezenu NCBI nr bazu podataka i dodatak jo$
jednog ¢vora na filogeniji). Stoga je nuzno, prije dokumentiranja metoda koje su koriStene u

ovome radu, detaljnije iznijeti teoriju na kojoj se sama filostratigrafija temelji.

Pojam genomske filostratigrafije vezan je uz tzv. gene bez podrijetla (engl. ,,orphan
genes‘), protein-kodiraju¢e regije genoma koje nemaju poznatog homologa u evolucijski
udaljenim skupinama (Domazet-LoSo i1 Tautz 2003). Geni bez podrijetla su po definiciji nastajali
tijekom evolucije pripadajucih razvojnih linija 1 to vjerojatno u kontekstu prilagodbi specificnih
za tu razvojnu linijju (Domazet-LoSo 1 sur. 2007). Filostratigrafija pretpostavlja da su geni bez
podrijetla nastajali tijekom cijele evolucijske proslosti, pri ¢emu su znacajnim udjelom zadrzali
funkcionalnost gena od kojih su nastali. Unutar svake evolucijske epohe nastao je odredeni broj
novih gena (pragena ili gena utemeljitelja, engl. ,,founder genes*). Prema filogenetskoj pojavi
njihovih gena utemeljitelja, filostratigrafija omogucuje raspodjelu svih gena nekoga organizma
unutar odredenog broja skupina. Te se skupine gena nazivaju filostratumima, a njihov broj ovisit

¢e o izboru filogenije, tj. o broju ¢vorova na filogenetskom stablu organizma kojeg analiziramo.

Raspodjela gena u filostratume vrsi se postupkom stratifikacije, u kojem se genomske
sekvence organizma od interesa usporeduju u svakom c¢voru filogenije sa sekvencama
organizama u bo¢nim (lateralnim) granama stabla. Pretrage se vrSe upotrebom programskog alata
BLAST (Altschul i1 sur. 1990, 1997), koji usporeduje sekvence i ocjenjuje stopu njihove
podudarnosti, §to nam omogucuje da procijenimo njihovo filogenetsko porijeklo. Svrstavanjem
gena u filostratume, koji odgovaraju definiranim evolucijskim razdobljima, nastaje genomska

filostratigrafska mapa.

3.2. PRIMJENA FILOSTRATIGRAFSKE MAPE U OVOME RADU

Domazet-LoSo i sur. su (2007) na primjeru podjele tkiva na zametne listi¢e pokazali nac¢in
na koji se metoda filostratigrafije moZe upotrijebiti za rjeSavanje raznolikih bioloskih pitanja na
raznim razinama filogenetske hijerarhije. Oni su prona$li podatke za ekspresije 4141 gena

dobivene in situ hibridizacijama u Drosophila embrijima i podatke o karakteristikama gena iz
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projekta genoma vinske musice (Carroll 2005), te su oko 200 anatomskih termina koristenih za
obiljezavanje (anotaciju) ekspresijskih dogadaja razvrstali prema njihovom porijeklu od zametnih
listica (ektoderm, endoderm i mezoderm). Pritom su koristili FlyBase kontrolirani vokabular

dostupan na http://flybase.net/data/docs/bodyparts-cv.txt. Kako bi wusporedili frekvencije

anotiranih gena unutar pojedinih filostratuma, koristili su funkcionalna obiljezja (anotacije) iz

GO baze podataka (dostupne na http://www.geneontology.org). Odstupanja od ocekivanih

frekvencija ekspresijskih dogadaja testirali su pomocu dvosmjernog (engl. ,two-tailed)
hipergeometrijskog testa s Bonferroni korekcijom (razina znacajnosti o = 0,025) (Castillo-Davis 1
Hartl 2003) kako bi uocili da li postoje znaCajna odstupanja u broju genskih ekspresija za

pojedine zametne listice.

Na slican nafin moguce je ovom metodom analizirati evolucijski razvoj bilo kojeg
podskupa genskih ekspresija koje nas zanimaju, pa tako i onih koje odreduju organske sustave. U
ovome radu primijenjeni su podaci iz filostratigrafske mape Drosophila genoma s originalno 12
filostratuma, kojima je dodan jo$ jedan filogenetski ¢vor, tako da su organski sustavi analizirani
na mapi s 13 filostratuma. Takoder je u odnosu na mapu koju su izradili Domazet-LoSo i sur.
(2007) osvjezena 1 koriStena NCBI nr baza podataka. Skupovi gena ¢ije ekspresije su ukljucene u

pojedine organske sustave dobiveni su koriStenjem programskog alata OBO-Edit.

Ovaj programski alat razvijen je pod okriljem projekta OBO (,,Open Biomedical
Ontologies). Cilj projekta je kontroliranim rije¢nikom klasificirati obiljeZja gena i njithovih
produkata unutar baze podataka koja bi pokrivala sve zivuce vrste. Kako bi se olaksalo
pronalazenje podataka, unutar projekta su razvijeni razliciti alati. Gene Ontology projekt, kao dio
Sireg OBO projekta, ima za cilj definirati odredene izraze koji predstavljaju svojstva genskih
produkata, te za njih napraviti ontologiju. Opcenito, ontologija je formalni prikaz skupa
koncepata unutar nekog podrucja (domene) i njihovih medusobnih veza. Pomocu alata OBO-Edit
se razliCite ontologije mogu prikazivati i mijenjati, te je omoguéeno sveobuhvatno pretrazivanje
obiljezja gena. Ontologija genskih produkata pokriva tri domene: komponente stanice,
molekularne funkcije 1 bioloSki procesi. Svako obiljezje gena ima definirane veze s drugim
obiljezjima unutar iste domene, te ponekad unutar drugih domena. Ovakva struktura podataka
omogucila je da u ovome radu pojedini organski sustavi vinske muSice budu opisani pomocu

skupova anatomskih struktura od kojih se sastoje.
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Kako bi se pronasao Sto reprezentativniji skup struktura, unutar alata OBO-Edit
napravljen je velik broj pretraga pomocu klju¢nih rije¢i za pojedine organske sustave. Rezultate
pretrazivanja OBO-Edit prikazuje u obliku tablice s dva stupca: u prvom stupcu nalazi se
identifikacijski broj anatomske strukture (npr. ,,FBbt:00005059%), a u drugom njezin naziv (npr.
»garland cell®). Rezultati dobiveni pretragama razlicitih klju¢nih rijeci kopirani su u zajednicku
tekstualnu datoteku iz koje su uklonjeni eventualni duplikati. Na taj su nacin razli€iti organski

sustavi predstavljeni skupom karakteristi¢nih anatomskih struktura.

Kako bi se mogla napraviti analiza organskih sustava na filostratigrafskoj mapi, ove su se
anatomske strukture morale povezati s pripadaju¢im genskim ekspresijama, te s filostratumom
unutar kojeg se te eskpresije javljaju. Stoga su tablice struktura dobivene pretrazivanjem OBO
baze podataka uvezene u MS Access bazu podataka, gdje su povezane s tablicama koje su izradili
Domazet-LoSo i sur. (2007), a koje su sadrzavale nedostajuc¢e podatke. Nakon toga su unutar baze
podataka stvoreni SQL upiti (engl. ,,query*) pomocu kojih su iz ulaznih podataka stvorene nove
tablice. Ovako dobivene tablice sadrzavale su sve podatke potrebne za analizu odredenog skupa
anatomskih struktura (odnosno, organskog sustava ili nekog njegovog dijela) na ve¢ postojecoj
filostratigrafskoj mapi genoma Drosophila melanogaster: identifikacijski broj gena,
identifikacijski broj anatomske strukture unutar koje je gen eksprimiran, broj i ime filostratuma
unutar kojeg se pojavila ekspresija tog gena u toj anatomskoj strukturi i naziv te anatomske
strukture. Za analizu podataka iz ovakve tablice na filostratigrafskoj mapi bilo je potrebno jo$
prebrojati koliko je gena pokazalo svoje ekspresije unutar pojedinih filostratuma, Sto je takoder
napravljeno upotrebom jednostavnih upita unutar MS Access baze. Na kraju su podaci iz tablica s
prebrojanim genskim ekspresijama prebaceni u MS Excel proracunsku tablicu, gdje je slijedila

statisticka obrada (analiza) dobivenih podataka na filostratigrafskoj mapi (slika 2).
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Obiljezja .obo datoteka s
obiljezjima
gena

ntology.org

OBO-Edit

Pretraga kljucnih
rijedi

& 21 results S 54 results i

[FB0t00003137 _adult common salivary gland duct FBBE00003213 _ abdominal adultfat mass

FBbE00003135 _adult salivary gland FBbt00003209 _adultfat body

IFBbL00000443 s t 10 _embryonic fat body

[FBbt00005621 _embryonic salivary giand body 4|

FBb100005622 lombnonic salaygand dct 5100001705 ominonicavala body regon 2 MS Access
[FBbt00001878 |embryonicarval salivary gland FBbt00001707 |embryonicilarval fat body region 2"

[FBbt00001881 _ embryonicilarval salivary gland comman duct FBbt00001708 _ embryonicilarval fat body region 3

Ulazne tablice
s nazivima i
Siframa
anatomskih
struktura

FEBL00001708 _ embryonicirval fat body region 3*
[FBbE00005717 _ lanval salivary gland [FBBE00001710 _embryonicilarval fat body region 4
[FBbt00005775_lanval salivary gland common duct [FBbL00001711_embryonicarval fat body region &
[FBbt00005774 lanval salfvary gland duct FBbt00001712  embryonicilarval fat body region 6
IFB0t00016004 _ salvary giand common duc ariage FobCo0D00SHT fatbos banth
[FBbL00016005  savary gan com 5 .
IFabt00001635  salvary gland maginal ing o ooy hranch 1 FatBody s Table o2
[Feb£00004051 _salivarygland nerve oot e = ol
eoR o000y Sangump TS FBbt00000343_fat body branch 3 I Salivary Gland & Field1 Field~
G ) - | Crery peeees o] a1 - 0 ermbryonicianal fat
adult salivary g FBbt:00000341 fat body branch 1
_|FBbt:00001835  salivary gland i _|FBbt:00000342 fat body branch 2
__|FBbt:00001878 embryonic/lan: __|FBbt.00000343 fat body branch 3
| _|FBbt:00001880 | embryonic/ian: __|FBbt:00000344 fat body branch 4
| |FBbt:00001881  embryonicfians | _|FBbt:00000345 fat body branch 5
| FB01:00003134 salivary pump | FBbt:00000346 _fat body branch 6
|FBbt:00003135 | adutt saiivary g | FBbt:00000347 fat body branch 7
|FBbt:00003136 | adult salivary g | FBbt:00000348 fat body branch 8
xt tablice — | FBbt:00003137 adult common | FEL00000349 fat body branch 3
" uklanian | FBbt:00004547 salivary stylet —Egz gggg'ggg Lt E“Y b‘;’:”‘“““ﬂ
uklanjanje FBbt:00005382  salivary gland — embryonicliaral o
duplikata Blrost0000e0s [esare s | FBbt:00001704  embryonic/lanval fat
— salvary gland x| |71 FBEt.00001705 | embryonic/ianval fat
Record: 14| < T T |FBbt00001706 embryonic/ianal fat
FBbt:00001707 embryonic/lanal fat .
" > o
Access tablica sa 4
Siframa gena i
pripadajuc¢ih
anatomskih
2 A struktura
Medutablica s
e Ag_cess tablica sa oznakama gena,
S|f(ama genali anatomskih struktura i
pripadajucim pripadajucim
- - filostratumima filostratumima
Filostratigrafska . \

Reproductive medutablica : Table =l
mapa genoma Gene_ID FBbt Phylostrata_|PhylostrataNa| Reproductive ALL_Anatomic structure
vinske musice . - ¥ |FBgn0000257  FBbt:00005067 2 Cellular organis fat body primordium

o Prebrojavanje _|FBgn0000504  FBbt:00004859 6 Metazoa - Eum gonadal sheath
- ena / ekspresija FBgn0000592 | FBbt:00004359 1 Life before LCA gonadal sheath
g presij; __|FBg g
unutar pojedinih _|FBgn0001098  FBbt:00005067 1 Life before LCA fat body primordium
sur. 2007) filostl?atjuma __|FBgn0015239  FBbt:00005067, 5 Holozoa - Meta fat body primordium
__|FBgn0017429  FBbt:00005067 6 Metazoa - Eum fat body primordium
| FBgn0020513 | FBbt:00005067 1 Life before LCA fat body primordium
] 9 1/ Life before LCA fat body primordium =
i ‘” )‘Ib*rofﬂ o 4.. : : »
" D Reproductive tazna : Table ol
Izlazna tablica | Phylostrata | Genes |
iani __|Life before LCA of Cellular_organisms - 1 21
N pObI’OJE.inIITI | Cellular organisms - Eukaryota 2 7
genskim | Eukaryota - Opisthokonta 3 1 Izvoz
ekspresijama Opisthokonta - Holozoa 4 1 podataka na
Holozoa - Metazoa 5 1 ioti&ky
| Metazoa - Eumetazoa 6 2
| Eumetazoa - Bilateria 7 1 obradu u MS
| Athropoda - Pancrustacea 10 1 Excel
|insecta - Endopterygota 12 2
| Diptera - Drosophila 14 4,
Record: M| 4[5 » [M[pk|of 10
8 < J K L [ aQ R s

A
78 phylostratum term

n ql/pl_iopodds
o raF b =

jua | for map RawF_vaii Saries FDA P_vaiue for map FOR

e 2 Reprodudive and Fat bedy [ 1.32% 0.0153 » 0.83% 00034 0,60 ganisms - Eukaryota 000753224 @001

k] ERN cceccuctve e Eat oy [ 132% 00124 © 1.22% 00123 0,00 vorm - Opisthokonta 1.08238143 1

8 ERN ccccuctive o Fat ooy IRETS 1.22% /0. 7 00128 907 1.04749133 ns 11 133217079 ns
82 (3 Reproductive and Fat body 1.32% £ % 00074 0 61 ymetazes - Bilateria 011072844 0843503082 022145838 my

0 7 2 1.22% ot 2.98 maris - Protostomia 0,18031485 03208317 ns

s s : e : : css7ess m 125880918 na
CERMRT I - c-cuctive o Fat ooy [ 1.22% i 0.60% 0.0080 024014262 0892577729 0,70029524 s 029843 s
CARRRE TSN - <ccive i Fat body IREES 1.32% 0.0131 3.41% 00353 0,59 < - Endopterygota| 095116711 0028208176 005852825 s 3 027317888 e
E NRT I <= o Pt by 1.32% 00138 0,45 spterygota -Diptera 0,348355 0837258185 0738718 ns 5 114511378 ns
8V el Gkl 195 19924 132% 0.0133 914 Biptara - Drosophita 257 03834 7 10 1.9725700% ne
=

Slika 2. Shematski prikaz postupaka za dobivanje podataka potrebnih za statisticku analizu organskih sustava na filostratigrafskoj mapi Drosophila melanogaster.
ObilieZja gena dostupna online ucitana su u obliku .obo datoteke u programski alat OBO-Edit. Unutar programa je baza podataka obiliezja gena pretrazivana
pomocu kljuénih rijeci kako bi se dobio popis anatomskih struktura povezanih s organskim sustavom od interesa. Tablice dobivene pretragama razlicitih kljucnih
rijeci su spojene i iz njih uklonjeni eventualni duplikati, te su u .txt obliku prebacene u MS Access bazu podataka (ulazne tablice na slici). Tamo su njihovi podaci
povezani s podacima iz filostratigrafske mape vinske muSice koju su izradili Domazet-LoSo i sur. (2007). Na taj nain dobivene su tablice s popisom gena (4.
njihovih identifikacijskih brojeva), odgovaraju¢ih anatomskih struktura i filostratuma unutar kojih su ti geni imali svoje ekspresije. Geni su nakon toga prebrojani
unutar pojedinih filostratuma, te su podaci izvezeni na obradu u MS Excel.
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U svrhu analize evolucijske proslosti pojedinih organskih sustava, prebrojavano je koliko
puta je pojedini gen iz skupa gena koji odreduju sustav od interesa bio eksprimiran u pojedinom
filostratumu. Pritom je klju¢na pretpostavka bila kako velik broj ekspresija gena koji odreduju
neki organski sustav unutar nekog filostratuma moze ukazati na to da se u odgovaraju¢em
periodu evolucijske proslosti tog organskog sustava dogodila neka vazna adaptivna promjena.
Ukoliko je gen bio povezan s viSe od jedne anatomske strukture, tj. ukoliko je imao vise funkcija
(pleiotropnost), biljezen je (tj. brojan) unutar filostratuma viSe puta. Drugim rije¢ima,
prebrojavane su razlicite ekspresije gena unutar pojedinih filostratuma. Ovaj je proces izveden
unutar MS Access baze podataka, nakon ¢ega su dobiveni podaci analizirani u MS Excel

proracunskim tablicama.

Unutar proracunskih tablica podaci o broju ekspresija gena po filostratumima za
promatrano svojstvo analizirani su statisticki, kako bi se dobio odgovor na pitanje je 1i odreden
broj ekspresija unutar vlastitog filostratuma vec¢i ili manji od ocekivanog broja. U slucaju da se
radi o nasumi¢nim fluktuacijama, bilo bi za ocekivati kako ¢e frekvencije ekspresija unutar
pojedinih filostratuma otprilike odgovarati frekvencijama unutar ¢itavog uzorka gena vinske
musice. Drugim rije¢ima, ako je odgovarajuci filostratum imao vec¢i udio gena u citavom
genomu, ocekivali bismo da i1 na$ uzorak ima u tom filostratumu ve¢i broj gena. Ako prikazemo
ove frekvencije na logaritamskoj ljestvici (y-os), a na x-osi prikazemo filostratume (.
evolucijsko vrijeme), u slucaju gdje bi fluktuacije naseg uzorka odgovarale fluktuacijama u
¢itavom uzorku, dobili bismo graf koji bi se poklapao sa x-osi, tj. imao bi logaritamsku vrijednost
nula. Ta je vrijednost uzeta za ,,o¢ekivanu vrijednost®, nakon ¢ega je trebalo izracunati je 1i na$
uzorak unutar pojedinih filostratuma imao vecu ili manju vrijednost od ocekivane. Ako je
logaritam oc¢ekivanja bio vec¢i od nule, promatrani uzorak ekspresija bio je unutar tog filostratuma
zastupljen vise od ocekivanja (tj. overreprezentiran). U suprotnom, bio je zastupljen manje od

ocekivanja (tj. underreprezentiran).

Pri raunanju zastupljenosti nekog uzorka gena (u naSem slucaju organskog sustava ili
pak nekog dijela organskog sustava), unutar pojedinog filostratuma moglo se uociti 4 tipa gena:
(1) geni koji pripadaju naSem uzorku, a nalaze se u filostratumu (¢/); (2) geni koji ne pripadaju
naSem uzorku, a nalaze se u filostratumu (ostatak gena tog filostratuma; p/); (3) geni koji
pripadaju naSem uzorku, ali se ne nalaze u promatranom filostratumu (geni uzorka u ostalim

filostratumima; ¢2); (4) geni koji niti pripadaju naSem uzorku, niti promatranom filostratumu
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(p2). Zastupljenost se pritom racuna kao prirodni logaritam omjera (q1/p1)/(q2/p2) (Sokal i Rohlf
1995). Dobivene log-odds vrijednosti pokazuju devijacije frekvencija ekspresija naSeg uzorka od
frekvencija u cjelokupnom uzorku i one su graficki prikazane na y-osi, dok su na x-osi prikazani
pojedini filostratumi. Statisticka znacajnost svake log-odds vrijednosti izraCunata je dvosmjernim

hipergeometrijskim testom pomocu programskog alata SPSS (http://www.spss.com), ¢ime je

svakoj od njih dodijeljena odredena P-vrijednost. P-vrijednost je vjerojatnost da ¢e varijabla kao
posljedica slu€ajnosti poprimiti vrijednost vecu ili jednaku od uocene vrijednosti. Dobivene P-
vrijednosti podvrgnute su FDR-korekcijama 1 kao takve su pridodane iznad grafickog prikaza.
Ispod grafickog prikaza fluktuacija ekspresija po filostratumima dodana je filogenija prema kojoj
je napravljena filostratigrafska mapa. Ovakav graficki prikaz predstavljao je statistiCku analizu
genskih ekspresija sustava od interesa u odnosu na cijeli genom vinske musice, drugim rije¢ima,

statisticku analizu sustava na filostratigrafskoj mapi njezinog genoma.

Na ovaj nacin su u radu obradeni razliiti uzorci (setovi) gena: najprije onih Cije
ekspresije odreduju zametne listie (ektoderm, endoderm i mezoderm), zatim organske sustave
ektodermalnog, endodermalnog, mezodermalnog i mijeSanog porijekla, te pojedine komponente
organskih sustava (npr. sredi$nji i periferni ziv€ani sustav). Statisticki znacajna odstupanja od
ocekivanih vrijednosti unutar nekog filostratuma ukazivala su na razli¢ite adaptivne tendencije, a

posebno su bila zanimljiva ona kojima je bilo moguce pridati bioloski znacaj.
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4. REZULTATI



4.1. ZAMETNI LISTICI: EKTODERM, ENDODERM | MEZODERM

Kod Drosophila melanogaster su anatomske strukture ektoderma, endoderma i
mezoderma predstavljene s ukupno 14024 genskih ekspresija. Od tog broja 9076 ekspresija
pripada ektodermu, 2123 endodermu, a 2825 mezodermu (slika 3).

Statisticka analiza pokazuje da se vec¢ina pozitivnih odstupanja od oc¢ekivanih vrijednosti
odnosi na ektoderm. Jedini filostratum (FS) u kojem je ektoderm zastupljen manje od ocekivanja
je FS 1 (LCA svih stani¢nih organizama), a to je takoder jedini FS u kojem su endoderm i
mezoderm zastupljeni s viSe ekspresija od ocekivanoga. To bi znacilo da su endoderm 1
mezoderm uglavnom predstavljeni ekspresijama starih gena, koji su ve¢inom nastali ve¢ pojavom
prvih stanica. U evolucijskim razdobljima koja su uslijedila javljali su se novi geni unutar
endoderma i mezoderma uglavnom manje nego Sto je bilo za ocekivati u odnosu na cijeli uzorak.
S druge strane, ektoderm na analizi pokazuje obrnuti trend, jer vecina njegovih ekspresija su
ekspresije filogenetski mladih gena. U FS 6, u kojem su nastali Bilateria, nijedan od tri zametna
listica ne odstupa od ocekivanih vrijednosti za cjelokupan uzorak, Sto ukazuje da su u tom
periodu evolucijske proSlosti geni nastajali otprilike jednakim intenzitetom u ektodermu,

endodermu, kao i mezodermu.
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Slika 3. Statisticka analiza ekspresije zametnih listica (ektoderm, endoderm i mezoderm) na filostratigrafskoj mapi genoma Drosophila melanogaster. Trinaest
filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i oznaCavaju skupine gena koji vuku
svoje porijeklo iz odgovarajucih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskin domena u anatomskim strukturama nastalih
od ektoderma (crveno), endoderma (plavo) i mezoderma (zeleno) usporeduje s ucestaloS¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomocu log-odds (y-0s).
Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upuéuju na, redom,
vecu zastuplienost od ocekivanja (overreprezentaciju) ili manju zastuplienost od ocekivanja (underreprezentaciju). Znacajnost devijacija prikazana je u tablici s P-
vrijednostima (gomii dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmijerni hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju
filostratuma). Znacajna su odstupanja u gorjem panelu oznagena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetloplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila
znacajnost primjenom FDR-korekcija oznacena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su ukupni brojevi ekspresija za ektoderm,
endoderm, odnosno mezoderm.
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4.2. EKTODERM

Ektoderm je kod vinske musSice predstavljen s ukupno 9076 genskih ekspresija, kao §to to
prikazuje analiza na slici 4. Ektodermalnog su porijekla epiderm, trahealni sustav, dio probavnog
sustava, Sto ukljucuje i akcesorne organe kao §to su Malpighijeve cjevcice 1 slinske zlijezde, te
ziv€ani sustav, koji ukljucuje i osjetila.

Analiza ekspresija koje pripadaju ektodermalnim sustavima pokazala je da se opcenito
gledano trendovi u ekspresijama ovih sustava poklapaju s trendovima koje pokazuje ektoderm u
cijelosti. Tako se od nastanka prvih stani¢nih organizama do pojave Bilateria (FS 1-6) ekspresije
ovih sustava javljaju uglavnom s manjom ucestaloS¢u od ocekivane, dok se od nastanka
Protostomia do pojave Drosophila (FS 7-13), uz izuzetak zivcanog sustava, javljaju s ucestaloséu
koja je veéa od ocdekivane. Cini se kako su ekspresije zivéanog sustava uglavnom rezultat
evolucijski starijih gena, Sto pokazuju i1 znacajno viSe zastupljenosti ekspresija u odnosu na
ocekivane vrijednosti u FS 2 (LCA Eukaryota) i 5 (LCA Eumetazoa), dok mladi FS, posebno 7
(LCA Protostomia), 8§ (LCA Arthropoda) i 11 (LCA Endopterygota) pokazuju vrijednosti nize od

oc¢ekivanih.

Detaljnije su pojedini organski sustavi ektoderma analizirani u daljnjem tekstu, pri cemu
je probavni sustav, koji je s obzirom na zametne listi¢e mijeSanog porijekla, analiziran posljednji

(vidjeti poglavlja 4.5.,4.6.,4.7.14.11.).
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Slika 4. Statisticka analiza ekspresija ektoderma i organskih sustava ektodermalnog porijekla na filostratigrafskoj mapi genoma Drosophila melanogaster.
Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i oznac¢avaju skupine gena
koji vuku svoje porijeklo iz odgovarajucih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama
nastalih od ektoderma (crveno), trahealnog sustava (plavo), epiderma (zeleno), probavila (cmo) i Ziv€éanog sustava (sivo) usporeduje s uCestalo$¢u cijelog uzorka,
a devijacije su prikazane pomocu log-odds (y-os). Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok
pozitivne i negativne vrijednosti upuéuju na veéu ili manju zastupljenost od ocekivanja. Znacajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gornji dio
prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za videstruko testiranje prema broju filostratuma). Znacajna su
odstupanja u gornjem panelu oznacena blijiedocrvenom (pozitivna) ili svijetioplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila zna¢ajnost primjenom FDR-
korekcija oznac¢ena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuci ukupni brojevi ekspresija. Strelice u bojama koje
odgovaraju krivuljama pokazuju najraniji pretpostavljeni nastanak pojedinih ektodermalnih sustava.
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4.3. ENDODERM

Endoderm je u genomu vinske musice predstavljen s ukupno 2123 genske ekspresije, kao
Sto to prikazuje analiza na slici 5. Budu¢i da se strukture endodermalnog sustava kod Drosophila
melanogaster svode na strukture koje pripadaju srednjem dijelu probavila, filostratigrafska
analiza endoderma svela se na usporedbu cjelokupnog uzorka ekspresija za endoderm s

ekspresijama srednjeg dijela probavila i ekspresijama endodermalnih primordijalnih stanica.

Analiza je pokazala kako se sva tri skupa ekspresija na mapi ponasaju vrlo sli¢no, na
nacin da se jedino u filogenetski najstarijim FS (od pojave stani¢nih organizama u FS 1 do
nastanka Eukaryota u FS 2) opazaju vece vrijednosti zastupljenosti ekspresija od ocekivanih, dok
je u mladim FS (od pojave Opisthokonta u FS 3 do pojave Drosophila u FS 13) primjetan trend
nastanka manjeg broja novih gena nego §to bi to bilo za ocekivati u odnosu na veli¢inu cijelog

uzorka.
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Slika 5. Statisticka analiza ekspresija endoderma i organskih sustava endodermalnog porijekla na filostratigrafskoj mapi genoma Drosophila melanogaster.
Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meduévorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i oznacavaju skupine gena
koji vuku svoje porijeklo iz odgovarajucih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama
koje pripadaju endodermu (crveno), srednjem dijelu probavila (plavo) i endodermalnim primordijalnim tkivima (zeleno) usporeduje s ucestalos¢u cijelog uzorka, a
devijacije su prikazane pomocéu log-odds (y-os). Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok
pozitivne i negativne vrijednosti upucuju na vecu ili manju zastuplienost od ocekivanja. Znacajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gornji dio
prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma). Zna¢ajna su
odstupanja u gornjem panelu oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetioplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila zna¢ajnost primjenom FDR-
korekcija 0znaCena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuéi ukupni brojevi ekspresija.
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44. MEZODERM

Mezoderm je u genomu vinske muSice predstavljen s ukupno 2825 genskih ekspresija,
kao $to to prikazuje analiza na slici 6. Mezodermalnog su porijekla misi¢i, Sto ukljucuje 1 misice
probavila, optjecajni sustav, ukljucujuci i dorzalnu Zilu (,,srce®), te reproduktivni sustav i masno

tijelo. U analizu su, osim ovih sustava, ukljucene i ekspresije primordijalnih stanica mezoderma.

Organski sustavi mezodermalnog porijekla velikim dijelom prate na filostratigrafskoj
analizi trendove za cjelokupni mezoderm. Tako se u mladim FS (od pojave Opisthokonta u FS 3
sve do danas) ve¢inom opazaju ucestalosti ekspresija manje od ocekivanih vrijednosti. Jedina je
iznimka znacajno veca uclestalost ekspresija od ocekivane za optjecajni sustav u FS 6, koji
odgovara pretku bilateralno simetriénih zivotinja. Detaljnije su pojedini organski sustavi

mezoderma analizirani u daljnjem tekstu (vidjeti poglavlja 4.8.,4.9.14.10.).
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Slika 6. Statisticka analiza ekspresija mezoderma i organskih sustava mezodermalnog porijekla na filostratigrafskoj mapi genoma Drosophila melanogaster.
Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i oznac¢avaju skupine gena
koji vuku svoje porijeklo iz odgovaraju¢ih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se uéestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama
iscrtkano) usporeduje s ucestalo¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomocu log-odds (y-0s). Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija
u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upucuju na vecu ili manju zastupljenost od ocekivanja. Znacajnost devijacija
prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gornji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmjemi hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko
testiranje prema broju filostratuma). Znagajna su odstupanja u gornjem panelu oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetioplavom (negativna) bojom.
Odstupanja koja su izgubila zna¢ajnost primjenom FDR-korekcija 0znacena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuci
ukupni brojevi ekspresija. Zelenom strelicom je 0znaéena moguca najranija pojava srca u okviru optjecajnog sustava.
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4.5. EPIDERMALNI SUSTAV (EPIDERM)

Filostratigrafska analiza anatomskih struktura epidermalnog sustava vinske musSice je
inicijalno napravljena na relativno usko definiranom uzorku od 1164 genskih ekspresija. Tako u
prvotnu analizu epiderma nisu ukljucene strukture poput uzdusSnica (koje su obradene u okviru
trahealnog sustava) ili proksimalnih i distalnih dijelova probavila (koji su obradeni u okviru
probavnog sustava), iako bi strogo gledano i ove strukture pripadale epidermalnom sustavu, jer
su prekrivene hitinskom kutikulom i u osnovi predstavljaju uvrate vanjske stijenke tijela. U toj je

analizi epiderm podijeljen na dorzalni, ventralni i epiderm glave (slika 7).

Opcenito se iz analize moze zakljuciti kako se komponente epiderma ponasaju slicno kao
1 cijeli epidermalni skup ekspresija. Tako su pozitivna odstupanja od ocekivanih vrijednosti sa
statistickom znacajnos¢u koncentrirana na mlade FS (od pojave Protostomia u FS 7 do pojave
Endopterygota u FS 11, te kod pojave Drosophila u FS 13), §to ukazuje da je velik broj novih
gena ili njihovih novih ekspresija konstantno ulazio u genom vinske musice od odvajanja njezine
razvojne linije od deuterostomi¢nih zivotinja do pojave kukaca s potpunom preobrazbom, te
ponovno kod pojave roda Drosophila. Odstupanja od tog trenda mogla bi se pripisati relativno

malenom broju genskih ekspresija u analiziranom uzorku.

Kod nastanka Metazoa (FS 4) takoder su vidljiva odstupanja ucestalosti ekspresija visa od
ocekivanja, no signal nije dovoljnog intenziteta da bi pokazivao statisticku znacajnost. Medutim,
ako epiderm definiramo tako da u njegov skup ekspresija uklju¢imo i traheje i dio probavila
obavijen kutikulom (slika 8, zelena krivulja), njihovim doprinosom i signal u FS 4 postaje
znacajan (slika 8, crvena krivulja). Ovakav rezultat potvrduje nastanak epiderma kod pretka prvih

Zivotinja.
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Slika 7.Statisticka analiza epidermalnog sustava u uzem smislu (sensu stricto, s.s.) na filostratigrafskoj mapi genoma vinske musice (Drosophila melanogaster).
Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meducvorovima (internodijima - nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i ozna¢avaju skupine gena
koji vuku svoje porijeklo iz odgovarajucih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama
koje pripadaju cijelom epidermu (s.s.) (crveno), epidermu glave (plavo), ventralnom epidermu (zeleno) i dorzalnom epidermu (crno) usporeduje s ucestalo$¢u
cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomocu log-odds (y-os). Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne
razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upucuju na vecu ili manju zastupljenost od ogekivanja. Zna¢ajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima
(gorniji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma).
Znacajna su odstupanja u gomjem panelu oznacena blijiedocrvenom (pozitivna) ili svijetloplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila znacajnost
primjenom FDR-korekcija 0znacena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovaraju¢i ukupni brojevi ekspresija.
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Slika 7. Statisticka analiza epidermalnog sustava u Sirem smislu (sensu lato, s.l.) na filostratigrafskoj mapi Drosophila melanogaster. Trinaest filostratuma koji
odgovaraju filogenetskim meduévorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i ozna¢avaju skupine gena koji vuku svoje porijeklo iz
odgovarajucih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama koje pripadaju cijelom
epidermu (s.l.) (crveno), epidermu (s.s.) i trahealnom dijelu (plavo) i probavnom dijelu (zeleno) usporeduje s uéestaloS¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane
pomocu log-odds (y-0s). Log-odds vrijednosti nula znaCi da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne
vrijednosti upuéuju na vecu ili manju zastupljenost od ocekivanja. Znacajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gomiji dio prikaza; *P < 0,05; **P <
0,01, **P < 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma). Znacajna su odstupanja u gornjem
panelu oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetioplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila zna€ajnost primjenom FDR-korekcija oznacena su
obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuéi ukupni brojevi ekspresija. Crvena strelica ukazuje na nastanak epiderma.
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4.6. ZIVCANI SUSTAV

Na filostratigrafskoj mapi vinske musSice Ziv€ani sustav odreden je s ukupno 4041
genskom ekspresijom. U analizi je skup ekspresija Ziv€anog sustava podijeljen na sredis$nji
ziv€ani sustav (CNS) i periferni dio Ziv€anog sustava (PNS). Rezultati analize su zanimljivi u

nekoliko tocaka (slika 9).

Tako se cjelokupni set ekspresija ziv€anog sustava javlja sa statisticki znacajnim
pozitivnim odstupanjem u vrijeme nastanka Eumetazoa (FS 5), koji su najvjerojatnije bili prve
Zivotinje sa ziv€anim sustavima. Nalaz znacajno veceg odstupanja od ocekivane vrijednosti u FS
5 1 kod skupa ekspresija za CNS ukazuje da je velik broj gena vaznih za koordinaciju funkcija
ziv€anog sustava uSao u genom vinske musice ve¢ kod pretka Eumetazoa. Takoder su zanimljivi
nalazi za PNS, gdje su neocekivano visoka odstupanja zabiljezena u FS 6 (LCA Bilateria), 8
(LCA Arthropoda) i 10 (LCA Insecta). Kod Bilateria se zbog aktivnog usmjerenog kretanja i
anteriorno-posteriorne organizacije tijela javlja potreba za osjetilima i perifernim zivcima, dok bi
poseban oblik gradivnog nacrta tijela Arthropoda, kao i osjetilne specijalizacije kod Insecta imali
za ocekivati 1 znaCajne adaptivne dogadaje u evoluciji PNS-a u odgovaraju¢im razdobljima

evolucije.
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Slika 9. Statisticka analiza sredi$njeg i perifernog Zivéanog sustava, te svih ekspresija za ziv€ani sustav na mapi genoma Drosophila melanogaster. Trinaest
filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i ozna¢avaju skupine gena koji vuku
svoje porijeklo iz odgovaraju¢ih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama koje
pripadaju cjelokupnom Ziv€anom sustavu (crveno), CNS-u (plavo) i PNS-u (zeleno) usporeduje s uéestalo$éu cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomocu
log-odds (y-0s). Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti
upucuju na vecu ili manju zastuplienost od oCekivanja. Znaajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gornji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, **P
< 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma). Znacajna su odstupanja u gomjem panelu
oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetlioplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila zna€ajnost primjenom FDR-korekcija oznagena su
obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuci ukupni brojevi ekspresija. Plava i crvena strelica ukazuju na evolucijski
nastanak zivéanog sustava i ranog oblika CNS-a, dok zelene strelice oznaCavaju vazne adaptivne dogadaje u evoluciji PNS-a (vidjeti tekst).
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4.7. RESPIRATORNI (TRAHEALNI) SUSTAV

Anatomske strukture koje pripadaju trahealnom sustavu unutar filostratigrafske mape
Drosophila odredene su s ukupno 494 ekspresije (slika 10). Trahealni sustav je analiziran na dva
nacina, s uklju¢enim primordijalnim stanicama i1 bez njih, a analizirane su i primordijalne stanice
same. Posebno su napravljene i analize razli¢itih dijelova trahealnog sustava, od ¢ega je odabrana

za prikaz analiza traheola (slika 11), koje predstavljaju najfinije ogranke trahealnog sustava.

U analizi je u mladim filostratumima primjetan trend vecéih zastupljenosti ekspresija od
ocekivanih, te se moze primijetiti kako ovaj uzorak prate na oba nacina prezentirani skupovi
ekspresija trahealnoga sustava (i sa i bez ukljucenih primordijalnih stanica / tkiva). Statisticki
znacajna odstupanja prvi se put u evoluciji javljaju kod pretka Arthropoda (FS 8), §to upucuje na
mogucénost da su se ve¢ tada javile neke preadaptacije u smjeru nastanka ovakvog sustava. U FS
9 (LCA Pancrustacea) takoder opazamo znacajno pozitivno odstupanje. Traheje se opazaju, osim
kod Insecta, i kod Onychophora, Myriapoda 1 dijela Chelicerata (Araneae), Sto je u skladu s
opazanjem da i bazalno od Insecta na filostratigrafskoj analizi imamo statisticki znacajna

pozitivna odstupanja za trahealni sustav.

Elaboracija trahealnog sustava se, kako pokazuju visoke vrijednosti odstupanja i za FS 10,
nastavlja visokim intenzitetom i kod Insecta. Dobar primjer ovakve elaboracije su traheole, koje
dovode kisik sve do samih stanica. Medu ¢lankonoScima jedino kukci imaju ekstenzivno razvijen
traheolarni sustav, tako da bismo u analizi traheola ocekivali da se u FS 10 (LCA Insecta)
dogodio neki vazni adaptivni dogadaj. Rezultati, kao Sto je vidljivo na slici 11, potvrduju takve
sumnje. Ovdje treba naglasiti kako je set genskih ekspresija za traheole bio iznimno malen, tako

da nismo u moguénosti govoriti o pouzdanosti. Medutim, trend je u svakom slucaju indikativan.
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Slika 10. - StatistiCka analiza ekspresije trahealnog sustava na filostratigrafskoj mapi. Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meducvorovima
(internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linjjlama i ozna¢avaju skupine gena koji vuku svoje porijeklo iz odgovarajucih evolucijskih perioda. U
svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama koje pripadaju cjelokupnom trahealnom sustavu (plavo),
trahealnom sustavu bez primordijalnih tkiva (zeleno) i primordijalnim tkivima (cmo) usporeduje s uCestaloS¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomocu log-
odds (y-0s). Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upucuju
na vecu ili manju zastupljenost od ogekivanja. Znacajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gomiji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001;
dvosmjemi hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma). Znacajna su odstupanja u gornjem panelu oznacena
blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetloplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila zna¢ajnost primjenom FDR-korekcija oznagena su obojenim poljima
bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuéi ukupni brojevi ekspresija. Plave i zelene strelice obiljezavaju tocke bitne za evoluciju sustava.
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Slika 11. - Statisticka analiza ekspresije traheola u odnosu na cjelokupni trahealni sustav na filostratigrafskoj mapi. Trinaest filostratuma koji odgovaraju
filogenetskim meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i oznagavaju skupine gena koji vuku svoje porijeklo iz
odgovarajuéih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama koje pripadaju
cjelokupnom trahealnom sustavu (plavo) i traheolama (zeleno) usporeduje s ucestalo$c¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomoc¢u log-odds (y-os). Log-
odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upucuju na vecu ili
manju zastuplienost od ocekivanja. Zna€ajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gornji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001;
dvosmjemi hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma). Znacajna su odstupanja u gornjem panelu oznacena
blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetloplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila zna¢ajnost primjenom FDR-korekcija oznagena su obojenim poljima
bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuéi ukupni brojevi ekspresija. Zelena strelica ukazuje na evolucijsku pojavu traheola (LCA Insecta).
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4.8. CIRKULATORNI (OPTJECAJNI) SUSTAV

Optjecajni sustav unutar filostratigrafske mape Drosophila genoma c¢ine anatomske
strukture odredene s ukupno 486 genskih ekspresija. Napravljene su analize skupa ekspresija za
optjecajni sustav sa i bez ukljucenih ekspresija za ,,srce” (slika 12), a ,,srce” je analizirano i

zasebno, ovisno o nacinu kako ga kod vinske musice definiramo (slika 13).

Iz analize je vidljivo kako u vecini FS zastupljenost ekspresija optjecajnoga sustava prati
trendove za cjelokupni mezoderm (slika 6), na nacin da se ve¢ina esencijalnih genskih ekspresija
javlja ve¢ pojavom prvih stani¢nih organizama (FS 1), dok se u od pojave Protostomia do pojave
Drosophila (FS 7 — 13) u okviru sustava javlja relativno malen broj novih genskih ekspresija.
Poseban slucaj predstavlja LCA Bilateria (FS 6), gdje u analizi optjecajnog sustava s uklju¢enim
srcem opazamo statisticki znacajno odstupanje u zastupljenosti ekspresija u pozitivnom dijelu
krivulje. Ovo opaZanje u kombinaciji s analizom sustava bez srca (gdje u FS 6 nema ovakvog

odstupanja) ukazuje na vaznost ekspresija srca.

“Srce” kod vinske muSice se sastoji od dorzalne pulsirajuce zile s pomo¢nim tkivima, pa
ga je moguce definirati uze ili Sire. Medutim, neovisno o veli¢ini uzorka ekspresija, kod srca se
javljaju sliéni rezultati. Na slici 13 vidljivo je da se kod sve tri definicije srca javlja znacajno
odstupanje u FS 6 (LCA Bilateria), §to ukazuje da je u genom vinske musice u tom razdoblju
evolucije uSao relativno velik broj novih gena i da se tu, vezano za srce, vjerojatno dogodila neka

vazna adaptacija.
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Slika 12. - Statisticka analiza ekspresije optjecajnog sustava na filostratigrafskoj mapi. Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meducvorovima
(internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i ozna¢avaju skupine gena koji vuku svoje porijeklo iz odgovarajucih evolucijskih perioda. U
svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama koje pripadaju optjecajnom sustavu s uklju¢enim srcem (plavo) i
bez ukljuéenog srca (zeleno) usporeduje s uestalo$¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomocu log-odds (y-o0s). Log-odds vrijednosti nula znadi da se
frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upuéuju na ve¢u ili manju zastuplienost od ocekivanja.
Znacajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gomiji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-
korekcijom za videstruko testiranje prema broju filostratuma). Znaajna su odstupanja u gornjem panelu oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetloplavom
(negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila znacajnost primjenom FDR-korekcija oznaCena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja
prikazani su odgovarajuci ukupni brojevi ekspresija. Zelena strelica ukazuje kako su se ekspresije za srce pokazale klju¢nima za formiranje statisticki znacajnog
odstupanja za optjecajni sustav u FS 6 (LCA Bilateria), zbog ¢ega je srce naknadno analizirano zasebno (slika 12).
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Slika 13. - Analiza ekspresijskih domena srca na filostratigrafskoj mapi genoma Drosophila melanogaster. Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim
meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrublieni su vertikalnim linjama i oznacavaju skupine gena koji vuku svoje porijeklo iz odgovaraju¢ih
evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se uéestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama koje pripadaju razli¢ito definiranom ,srcu”
(crveno, plavo i zeleno) usporeduje s uestalod¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomoc¢u log-odds (y-0s). Log-odds vrijednosti nula znaci da se
frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upuéuju na vecu ili manju zastuplienost od ocekivanja.
Znacajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gomiji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-
korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma). Znacajna su odstupanja u gornjem panelu oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetioplavom
(negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila zna¢ajnost primjenom FDR-korekcija oznacena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja
prikazani su odgovarajuéi ukupni brojevi ekspresija. Plava, zelena i crvena strelica ukazuju na moguci nastanak nekog oblika ,srca“ kod LCA Bilateria.
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4.9. RASPLODNI (REPRODUKTIVNI) SUSTAV

Anatomske strukture koje ulaze u sastav reproduktivnog sustava predstavljene su na
filostratigrafskoj mapi sa 69, odnosno 185 ekspresija, ovisno o tome uklju¢imo li u analizu i
masno tijelo, koje nastaje tijekom embrionalnog razvoja vinske musice iz zajednickih stanica kao

i reproduktivni sustav (slika 14).

Analiza ovog sustava na filostratigrafskoj mapi vinske muSice nije pokazala mnogo
zanimljivih rezultata, Sto je dijelom posljedica relativno male veli¢ine uzorka, a dijelom 1
posljedica same prirode reproduktivnih sustava, jer su oni evolucijski vrlo plasti¢ni. Analiza uzeg
skupa ekspresija tako nije pokazala nikakva znacajna odstupanja, dok je analiza Sire definiranog

sustava pokazala odstupanja samo u filogenetski najstarijim FS.
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Slika 14. — Statisticka analiza ekspresijskih domena reproduktivnog sustava na genomskoj filostratigrafskoj mapi Drosophila melanogaster. Trinaest filostratuma
koji odgovaraju filogenetskim meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linjama i oznacavaju skupine gena koji vuku svoje
porijeklo iz odgovarajucih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama koje pripadaju
gonadama (zeleno) i gonadama zajedno s masnim tijelom (crveno) usporeduje s uCestaloS¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomoc¢u log-odds (y-0s).
Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upucuju na vecu ili
manju zastupljenost od ocekivanja. Znacajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gornji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001;
dvosmjemi hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma). Znagajna su odstupanja u gornjem panelu oznacena
blijedocrvenom (pozitivnay ili svijetloplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila zna¢ajnost primjenom FDR-korekcija oznagena su obojenim poljima
bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuéi ukupni brojevi ekspresija.
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4.10. MISICNI (MUSKULATORNI) SUSTAV

Misiéni sustav u genomu vinske musice predstavljen je anatomskim strukturama koje su
bile odredene s ukupno 1186 genskih ekspresija, §to je prikazano na krivulji na slici 15. Analiza
misiénog sustava na filostratigrafskoj mapi genoma Drosophila melanogaster pokazala je da je
veéina najvaznijih gena koji ga odreduju bila prisutna u genomu ve¢ kod prvih stani¢nih
organizama (FS 1). Kasnije je tijekom evolucije u genom ulazio relativno malen broj novih gena,
Sto odrazava frekvencija ekspresija uglavnom manja od ocekivanja. Osim u FS 1, frekvencije
ekspresija vece od ocekivanih javljaju se u FS 7 (LCA Protostomia), FS 11 (LCA Endopterygota)
1 FS 12 (LCA Diptera), medutim bez statisticke znacajnosti.
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Slika 15. Statisticka analiza ekspresije miSicnog sustava na filostratigrafskoj mapi Drosophila melanogaster. Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim
meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linjama i oznaCavaju skupine gena koji vuku svoje porijeklo iz odgovaraju¢ih
evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se uCestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama koje pripadaju miSiénom sustavu
usporeduje s ucestalod¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomocu log-odds (y-os). Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u
filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upucuju na vecu ili manju zastupljenost od ocekivanja. Znacajnost devijacija
prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gornji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmjemi hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko
testiranje prema broju filostratuma). Znagajna su odstupanja u gornjem panelu oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetloplavom (negativna) bojom.
Odstupanja koja su izgubila zna¢ajnost primjenom FDR-korekcija oznacena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulje je ukupni broj ekspresija.
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4.11. PROBAVNI SUSTAV

Probavni sustav je na filostratigrafskoj mapi vinske muSice predstavljen skupom od 4457

ekspresija. Pritom su napravljene tri analize.

U prvoj analizi (slika 16) je sustav definiran na tri na¢ina: najuza definicija ukljucivala je
ekspresije samo za temeljnu strukturu probavila (zelena krivulja), a naknadno su u skup dodane i
ekspresije Malpighijevih cjev¢ica i slinskih zlijezda (plava krivulja), te miSi¢a i zivaca vezanih za
probavilo (crvena krivulja). Sve su tri definicije pokazale na mapi vrlo slicne rezultate, te se u FS
4 (LCA Metazoa) i FS 7 (LCA Protostomia) mogu opaziti statisticki znaCajna odstupanja

frekvencije ekspresija od ofekivanih vrijednosti.

U drugoj analizi (slika 17) je najuzi skup ekspresija za probavni sustav (zelena krivulja sa
slike 16) podijeljen na prednje, srednje straznje probavilo, jer u embrionalnom razvoju srednji dio
probavila nastaje od endoderma, dok terminalni dijelovi nastaju kao uvrati ektoderma. Rezultati
analize pokazuju da znacajna odstupanja u FS 4 1 7 probavnog sustava (slika 16) nastaju vecim
dijelom kao rezultat doprinosa ekspresija prednjeg probavila (oznaceno crvenim strelicama na
slici 17). Straznje probavilo u analizi ne pokazuje znacajna odstupanja, dok su u slucaju srednjeg

probavila odstupanja uglavnom u negativnhom podrucju.

U tre¢oj analizi (slika 18) je najSiri skup ekspresija za probavni sustav (crvena krivulja sa
slike 16) podijeljen prema porijeklu od zametnih listi¢a, a zasebno je analiziran 1 Ziv€ani sustav
vezan za probavilo (tzv. stomatogastricni ziv€ani sustav). Rezultati su pokazali vaznost doprinosa
ektodermalnih dijelova probavila za statisticki znacajna odstupanja ukupnog skupa ekspresija
probavnog sustava, jer su FS 4 i 7 zastupljeni vise od o&ekivanja. Ziv&ani sustav probavila ima

znacajan signal u FS 5 (LCA Eumetazoa), $to odgovara uzorku cijelog ziv€anog sustava (slika 9).
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Slika 16. - Statisticka analiza ekspresijskih domena probavnog sustava na filostratigrafskoj mapi. Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim
meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i ozna¢avaju skupine gena koji vuku svoje porijeklo iz odgovarajucih
evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim strukturama koje pripadaju razliito definiranom
probavilu (crveno, plavo i zeleno) usporeduje s ucestalos¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomo¢u log-odds (y-os). Log-odds vrijednosti nula znaci da
se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upu¢uju na vecu ili manju zastupljenost od ogekivanja.
Znacajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gomiji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-
korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma). Znacajna su odstupanja u gornjem panelu oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetloplavom
(negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila znacajnost primjenom FDR-korekcija oznacena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja
prikazani su odgovarajuci ukupni brojevi ekspresija. Plave, zelene i crvene strelice ukazuju na vazna razdoblja u evoluciji probavnoga sustava: pretpostavljeni
najraniji nastanak (kod prvih Metazoa) i vjerojatno vrlo vazne elaboracije (kod pojave protostomi¢nih Zivotinja).
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Slika 17. - Statisticka analiza ekspresijskih domena prednjeg, srednjeg i straznjeg dijela probavila na filostratigrafskoj mapi genoma vinske musice. Trinaest
filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meducvorovima (internodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i oznaCavaju skupine gena koji vuku
svoje porijeklo iz odgovarajuéih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskin domena u anatomskim strukturama koje
pripadaju prednjem dijelu probavila (crveno), straznjem dijelu (plavo) i srednjem dijelu (zeleno) usporeduje s ucestalo$¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane
pomocu log-odds (y-0s). Log-odds vrijednosti nula znaCi da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne
vrijednosti upucuju na vecu ili manju zastupljenost od ogekivanja. Zna€ajnost devijacija prikazana je u tablici s P-vrijednostima (gornji dio prikaza; *P < 0,05; **P <
0,01, ***P < 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju filostratuma). Znacajna su odstupanja u gornjem
panelu oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetloplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila znacajnost primjenom FDR-korekcija oznacena su
obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuéi ukupni brojevi ekspresija. Crvene strelice naglasavaju da su FS koji su na slici
15 zastuplieni znacajno viSe od ogekivanja rezultat doprinosa ekspresija koje pripadaju prednjem dijelu probavila.
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Slika 18. - Statisticka analiza ekspresijskih domena probavila prema porijeklu od zametnih listi¢a, te Zivéanog sustava vezanog za probavilo na filostratigrafskoj
mapi. Trinaest filostratuma koji odgovaraju filogenetskim meduévorovima (interodijima — nize na prikazu) obrubljeni su vertikalnim linijama i oznaCavaju skupine
gena koji vuku svoje porijeklo iz odgovarajucih evolucijskih perioda. U svakom filostratumu se ucestalost (frekvencija) ekspresijskih domena u anatomskim
strukturama koje pripadaju ektodermu probavila (crveno), endodermu probavila (plavo), mezodermu probavila (zeleno) i zZivéevlju probavila (crno) usporeduje s
ucestalo$¢u cijelog uzorka, a devijacije su prikazane pomoc¢u log-odds (y-0s). Log-odds vrijednosti nula znaci da se frekvencije ekspresija u filostratumu i u
cijelom uzorku ne razlikuju, dok pozitivne i negativne vrijednosti upucuju na vecu ili manju zastuplienost od ocekivanja. Zna¢ajnost devijacija prikazana je u tablici
s P-vrijednostima (gornji dio prikaza; *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; dvosmjerni hipergeometrijski test s FDR-korekcijom za viSestruko testiranje prema broju
filostratuma). Znagajna su odstupanja u gornjem panelu oznacena blijedocrvenom (pozitivna) ili svijetloplavom (negativna) bojom. Odstupanja koja su izgubila
znacajnost primjenom FDR-korekcija oznacena su obojenim poljima bez zvjezdica. U legendi iznad krivulja prikazani su odgovarajuci ukupni brojevi ekspresija.
Strelica s cmim obrubom ukazuje na viSu zastuplienost od ogekivanja FS 5 za Zivéani sustav, $to odgovara uzorku za cijeli Zivéani sustav na slici 8. Crvene
strelice naglaSavaju vaznost doprinosa ektodermalnih ekspresija za probavilo u FS 4 i 7, zbog ¢ega se uoCavaju visoke zastuplienosti u odgovarajué¢im FS i na
slici 15, gdje je prikazan cjelokupni probavni sustav.
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5.1. EPIDERMALNI SUSTAV (EPIDERM)

Epidermalni sustav je evoluirao kod LCA Metazoa. Ve¢ su najranije viSestani¢ne
zivotinje posjedovale plohe epidermalnih stanica ¢vrsto vezanih za subepidermalni izvanstani¢ni
matriks. Rezultati pokazuju da je epiderm u uZem smislu, tretiran odvojeno od trahealnog sustava
1 proksimalnih dijelova probavila, dozivljavao znacajne adaptivne promjene gotovo neprekinuto
jos od pojave prvih protostomi¢nih Zivotinja (FS 7). Kao sustav koji je neprestano u komunikaciji
s vanjskim okoliSem, s kojim izmjenjuje tvari 1 informacije, epiderm je tijekom evolucije
zivotinja neprestano bio pod selekcijskim pritiscima koji su uzrokovali brojne promjene u
njegovoj strukturi i funkcijama. Na analizi (slika 7) je vidljivo kako se u gotovo svim FS nakon
evolucije Eukaryota epidermalne ekspresije javljaju s frekvencijama veéim od ocekivanih.
Tijekom kasnijih razdoblja u evoluciji epiderma nastale su razlicite strukture i tipovi stanica koji
se mogu izvesti iz epidermalnih stanica, te je nekoliko puta konvergentno doslo do evolucije
razliCitih tipova zastitnog sloja (kutikule). Metabolic¢ki putevi za sintezu najces¢ih kutikularnih
spojeva (hitin, kolagen i dr.) bili su prisutni ve¢ i prije pojave Metazoa, ali su do izrazaja dosli tek
kad su se mogli uloziti u matriks glikokaliksa, kako bi stvorili manje ili viSe ¢vrsti ovoj oko
epiderma (Schmidt-Rhaesa 2007). Zbog svoje varijabilne strukture i ¢vrstoce, u okviru kutikule
mogli su se razviti razli€iti tipovi nastavaka, od onih koji se koriste kao receptori, do onih koji
sluZe za zaStitu, obranu ili prehranu. U kombinaciji s razli¢itim tipovima stanica koje su nastale iz
epidermalnih stanica (miSi¢ne, osjetne, potporne, zljezdane i dr.), fleksibilna kutikula i varijabilni
broj trepetljika po stanici omogucili su velik broj specifi¢nih prilagodbi ovog organskog sustava

kod razlic¢itih skupina Zivotinja.

Ocekivali bismo da ¢e se u FS 4 (LCA Metazoa) javiti statisticki znacajan signal za
epidermalni sustav, no u slu€aju usko definiranog epiderma takav signal nismo dobili. Medutim,
ukljucenje proksimalnih dijelova probavila i trahealnog sustava (slike 10 1 17) u epidermalni skup
ekspresija (slika 8) proizvelo je snazan signal i u toj ekspresijskoj domeni. Zajednicko
sagledavanje ekspresija ovih sustava opravdano je iz razloga Sto su oni kod vinske muSice
prekriveni kutikularnim ovojem i predstavljaju sucelje okrenuto prema vanjskom okoliSu preko
kojeg organizam prima podrazaje, te uzima potrebne tvari i izmjenjuje plinove. Ovakvo se
ustrojstvo epiderma odrazava u filogenetski mladim FS, gdje zahvaljuju¢i novim funkcijama

opazamo neprestane evolucijske elaboracije.
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5.2. ZIVCANI SUSTAV

Zivéane stanice su evoluirale kod LCA Eumetazoa i to rezultati jasno pokazuju (slika 9).
Iako se oblici elektricne signalizacije mogu na¢i 1 kod biljaka, a razli¢ite molekularne
komponente ziv€anih sustava, kao i provodenje informacija kroz tijelo na koordinirani nacin 1
kod spuzvi, zivci prepoznatljivi na stani¢noj razini mogu se naci tek kod zarnjaka. Ve¢ se kod
Cnidaria zapaza trend prema stvaranju koordinacijskih centara 1 stanica specifiénog prostornog
rasporeda, kao $to su ziv€ani prstenovi, koji se smatraju oblicima srediSnjeg Ziv€anog sustava, a
bitni su za koordinaciju ponasanja (Grimmelikhuijzen 1 Westfall 1995, Mackie 2004, Garm 1 sur.
2007, Koizumi 2007, Galliot i1 sur. 2009). Mogu¢nost da je ve¢ LCA Eumetazoa imao CNS
dobila je potporu u naSoj analizi (slika 9). Unutar Eumetazoa se javlja trend prelaska s
multipolarnih stanica na dobro definirane zivce s centrom za koordinaciju (mozak), a paralelno s
time, sinapse izmedu ziv€anih stanica postaju jednosmjerne, s jasno definiranom presinaptickom

1 postsinaptickom stanicom (Schmidt-Rhaesa 2007).

Kod Bilateria se javlja osobita potreba za specijaliziranim perifernim zivéanim sustavom,
¢iji se Zivci nalaze ili izmedu epidermalnih stanica ili bazalno od njih (ali ipak u nekoj vezi sa
stijenkom tijela). Takoder se javlja povecana potreba za informacijama iz vanjskog svijeta, §to je
rezultiralo raznim selekcijskim pritiscima. Njihov je odraz vidljiv u nasim rezultatima analize
PNS-a (slika 9), pa kod LCA Bilateria (FS 6), LCA Arthropoda (FS 8) i LCA Insecta (FS 10)
uoCavamo statisticki znacajna odstupanja u frekvencijama ekspresija u odnosu na ocekivane

vrijednosti, tj. uo¢avamo jasne signale koji upucuju na vjerojatno vazne adaptivne dogadaje.

5.3. RESPIRATORNI (TRAHEALNI) SUSTAV

Traheole su najsitniji ogranci trahealnog sustava, koji dovode kisik sve do samih stanica,
a u nekim slucajevima i u tocno odredene dijelove stanica. Visoko odstupanje od ocekivane
vrijednosti frekvencije ekspresija za traheole kod LCA Insecta (FS 10, slika 11) poklapa se sa
sadaSnjim saznanjima o strukturi trahealnog sustava kod razli¢itih skupina Arthropoda. Kao §to je
spomenuto, trahealni sustav nalazimo kod Onychophora, Myriapoda, Hexapoda (Insecta, Protura,
Diplura 1 Collembola) i dijela Chelicerata (pauci). Medutim, kod pauka se traheje ne granaju do

svih stanica, nego samo u nabore koje neprestano oplakuje hemolimfa preuzimaju¢i kisik, kojeg
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tada raznosi po tijelu (Matonickin i sur. 2009). Bromhall (1987) pronalazi najsitnije traheje kod
pauka roda Argyroneta promjera 1 mikrometar, dok su terminalne traheole kukaca najcesce tek
0,1 mikrometar ili ¢ak manjeg promjera (Wigglesworth i Lee 1982, Bromhall 1987). Prisutnost
traheola upucuje na odvedeniju verziju trahealnog sustava kod kukaca, §to potvrduje i1 pojava
neocekivano visokog porasta u broju ekspresija u FS 10. Vazno je naglasiti da se u slucaju
traheola radi samo o indikativhom trendu, jer sama statisticka pouzdanost nalaza raste s brojem
ekspresija, kojih za traheole imamo samo pet. Znacajnost nalaza raste kada uzmemo u obzir cijeli
skup genskih ekspresija koji odreduje trahealni sustav, a kod kojeg se takoder u FS 10 javlja
statistiCki znacajno odstupanje od ocekivane vrijednosti frekvencija (ukupno je u FS 10 trahealni

sustav predstavljen 21 genskom ekspresijom).

Postoje jos neke razlike u strukturi trahealnog sustava izmedu pauka i kukaca (osim
nepostojanja traheola kod pauka). Druga razlika je postojanje zrac¢nih vrecica kod kukaca koje
pauci nemaju (iako je Hill (1977) pokazao da se glavna trahealna debla pauka roda Phiddipus
djelomi¢no mogu ispuhati). Treca razlika povezana je s povremenim stvaranjem poprecnih veza
(anastomoza) izmedu traheja kod kukaca (Cega takoder nema u pauka), zbog cega jedino kukci
mogu propuhivati zrak kroz svoje tijelo. Cetvrta razlika ti¢e se naglog grananja glavnih trahealnih
debala u veliki broj finih traheja, koje se uocava kod pauka, ali ne i1 kukaca. Na kraju, trahealni
sustavi pauka otvaraju se oduScima koji se uvijek nalaze ventralno, i to na maksimalno dva
koluti¢a zatka. S druge strane, kukci obi¢no imaju oduske u puno vise kolutica, ukljucujuéi i one
prsne, koji se najcesce otvaraju lateralno (Bromhall 1987). Ovakve i sli¢ne razlike u strukturi
trahealnih sustava izmedu Insecta i skupina Arthropoda koje se na razvojnoj liniji vinske muSice

nalaze bazalno od njih pridonose objas$njenju snaznog signala kojeg uoc¢avamo u FS 10 (slika 10).

Znacajan signal trahealnog sustava kod LCA Pancrustacea (FS 9) ukazuje na mogucu
vezu izmedu traheja i Skrga (slika 10). Blisku vezu izmedu rakova i kukaca potvrdila su brojna
molekularno-bioloSka istrazivanja (Schultz i Regier 2000, Giribet i Ribera 2000, Nardi 1 sur.
2003). Franch-Marro i sur. (2006) ukazuju na moguce zajednicko porijeklo traheja u kukaca i
Skrga u rakova, a zakljucke temelje na homologiji gena koji induciraju trahealni sustav s genima
rakova koji imaju ulogu u razvoju Skrga (trachealess (trh) i ventral veinless (vvl)). Nasi rezultati
daju potporu ovoj hipotezi. Ukratko, Skrge rakova vezane su uz noge (Skrge se obicno razvijaju
kao jasno razlucive dorzalne grane epipodita (Brusca i Brusca 1990)), kao Sto postoji i veza

izmedu respiratornih organa i nogu kod vinske musSice kod koje signaliziranje pomocu wingless
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receptora sluzi kao genetski ,,prekidac¢®. O prisutnosti ovog signala ovisi hoce li se primordijalna

stanica razviti u smjeru noge ili u smjeru trahealnog sustava (Franch-Marro i sur. 2006).

Takoder se u naSim rezultatima za ekspresije trahealnog sustava moze opaziti kako su
adaptivni trendovi u njegovoj evoluciji, ovisno o promatranom skupu ekspresija (ovisno ukljuce
li se u na$ uzorak i primordijalna tkiva — slika 10), viSe ili manje kontinuirani. Tako se statisticki
znacajni signali javljaju i nakon pojave Insecta, §to ukazuje da je i u mladim FS nastavljen

pritisak na selekciju sve elaboriranijih verzija trahealnih sustava.

5.4. CIRKULATORNI (OPTJECAJNI) SUSTAV

Ekspresija homolognih gena u Drosophila i Craniata (Bodmer i Venkatesh 1998, Tanaka i
sur. 1999) ukazuje u ekstremnom slucaju na hipotezu da je LCA Bilateria imao optjecajni sustav
s kontraktilnom zilom (De Robertis i Sasai 1996), dakle nekom vrstom primitivnog ,,srca®.
Medutim, moguce je i1 objasnjenje prema kojem je predak Bilateria imao odgovarajuce gene za
takav sustav, ali su oni imali razliCite funkcije (Schmidt-Rhaesa 2007). Rezultati filostratigrafske
analize ekspresija za srce (slika 13) podupiru teoriju o postojanju srca kod LCA Bilateria, jer se u

odgovaraju¢em filostratumu u sva tri skupa ekspresija za srce javlja znacajan pozitivni signal.

Hartenstein i Mandal (2006) istrazuju spekulacije o homologiji srca vinske musice 1 srca
kraljesnjaka, koja se temelji npr. na konzerviranoj ekspresiji TF Tinman i njegovog homologa
Nkx2.5 u kraljeSnjaka. Na temelju komparativnih morfoloskih i molekularnih podataka o
ekspresiji gena kod embrionalnog optjecajnog sustava Drosophila i kraljeSnjaka, zakljuceno je da
su mnogobrojne sli¢nosti izmedu njih odraz istinske homologije. Autori medutim naglaSavaju
vaznost sloZenosti tkiva kod srca kraljeSnjaka, jer ne postoje dokazi da je srce vinske musSice iSta
viSe ,,homologno* bilo miokardu, bilo endokardu, bilo endotelu opcenito kod kraljeSnjaka. 1z

ovog razloga je vazno uzeti ,,homologije“ ovakvog tipa s dozom rezerve.

Cak i ako se s vremenom ova teorija pokaZe pogre§nom, ostaje ¢injenica da je kod pretka
Bilateria bio ekspresiran statisticki znacajno velik broj gena za ,,srce®. Bilo da ga definiramo vrlo
usko, samo kao skupinu perikardijalnih stanica (crvena krivulja na slici 13), bilo vrlo Siroko, kao
dorzalnu zilu zajedno s perikardom, kardijalnim mezodermom i limfnim zlijezdama (plava

krivulja na istoj slici), u svakom se sluc¢aju u FS 6 morao dogoditi neki vazni adaptivni korak.
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5.5. RASPLODNI (REPRODUKTIVNI) SUSTAV

I seksualni i (agametski) aseksualni tip razmnozavanja razvili su se mnogo prije pojave
prvih visestani¢nih zivotinja. Kod diploblasti¢nih Zivotinja javlja se tendencija seksualnih stadija
zivota u istrazivanju novih okoli$a, a aseksualnih stadija u brzom Sirenju lokalnom, ve¢ zauzetom
sredinom. Kod Bilateria su Siroko rasprostranjena oba nacina razmnozavanja, s tim da je
razvijeno 1 aseksualno razmnoZzavanje preko gameta (partenogeneza). Pretpostavlja se da je LCA
Bilateria bio sposoban za agametsko aseksualno, kao i seksualno razmnozavanje, ali su se obrasci

razmnoZzavanja unutar skupine mijenjali vrlo €esto i na vrlo razlicite nacine.

Gledaju¢i citavo filogenetsko stablo, Sto dalje idemo u proslost, tipovi razmnozavanja
postaju sve slabija osobina za predvidanje filogenetskog porijekla skupina. Gonade su vjerojatno
evoluirale nekoliko puta paralelno i one mogu biti razli¢itog porijekla. Kod odvedenijih skupina
zapaza se trend od vanjske prema unutarnjoj oplodnji te, vezano uz to, prema elaboraciji
rasplodnih organa, nacina pakiranja gameta, te zastite i prehrane embrija (Schmidt-Rhaesa 2007).
Masno tijelo, organ koji sluzi za pohranu masti, ali ima 1 ulogu u humoralnom odgovoru
imunosnog sustava, s gonadama dijeli zajedni¢ko embrionalno porijeklo. Iako specifikacija
masnog tijela 1 gonada jo$ nije u potpunosti razjaSnjena, prema modelu koji predlazu Riechmann
1 sur. (1998), pri diferencijaciji mezoderma vinske musice faktori poput tinman, engrailed i

wingless omogucuju somatski razvoj gonada, dok serpent promovira razvoj masnoga tijela.

Velika raznolikost u gradi i funkciji reproduktivnih sustava kod Zzivotinja, koja je odraz
njihove evolucijske plasti¢nosti, kao 1 relativno mala veli¢ina uzorka ekspresija za reproduktivni
sustav u Drosophila, ostavili su traga i na nasoj analizi. Tako filostratigrafska analiza uzeg skupa
ekspresija nije pokazala nikakva znacajna odstupanja, dok je analiza Sire definiranog sustava, u
koji su ukljucene i ekspresije masnoga tijela, pokazala odstupanja samo u filogenetski najstarijim

FS (kod pojave prvih stani¢nih organizama i kod pojave Eukaryota).

5.6. MISICNI (MUSKULATORNI) SUSTAV

Molekularna osnova misi¢a je veza izmedu dva proteina, aktina i miozina, ¢ije uskladene
kretnje ¢ine temelj miSi¢nih kontrakcija. Za evoluciju misSi¢a bitno je razumijevanje strukture

citoskeleta, &iji temelj kod svih eukariotskih stanica ¢ine proteini aktin i tubulin. Cak i kod nekih
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prokariota nadeni su citoskeleti Cije su gradivne molekule blisko srodne aktinu i mogu se smatrati
njegovim prethodnikom (Jones et al. 2001, van den Ent et al. 2001). Stovige, Hartman i Fedorov
(2002) postavili su hipotezu prema kojoj je stabilnost citoskeleta prokariotima koji su ga imali
davala prednost prilikom ,,gutanja* drugih stanica, koje je dovelo do fuzije obje stanice (teorija
endosimbioze, Margulis 1981). Zanimljivo, jedini pozitivni signal sa statistickom znacajnoS¢u u
na$oj analizi miSi¢nog sustava moze se uociti ve¢ kod pojave prvih stanica (FS 1, slika 15). Kako

je materijal koji izgraduje miSi¢e vezan za citoskelet, ovakav rezultat daje potporu hipotezi o

.....

Izolirane ,,miSi¢ne* stanice (ipak sposobne i za koordinirane akcije) javljaju se ve¢ kod
ranih Metazoa (Schmidt-Rhaesa 2007). Dalje se miSi¢i razvijaju prema tkivnom nivou, prvo kao
epitelno-misi¢ne stanice (Cnidaria), a zatim kao miSi¢na vlakna (Ctenophora i Bilateria). LCA
Bilateria vjerojatno je imao karakteristi¢ni uzorak rasporeda miSi¢nih slojeva, tzv. kozno-misiéni
sloj, koji je u vezi s fleksibilnim oblikom tijela i oslanja se na hidrostatski tlak tjelesne tekucine.
Zivotinje s ¢vrstim skeletima razvile su specijaliziranije mi§i¢ne sustave, kod kojih su se migiéi
mogli osloniti bilo na ¢vrstu vanjsku kutikulu (Arthropoda), bilo na endoskelet (Chordata). Tzv.
popre¢no-prugasti uzorak raspodjele miSi¢nih vlakanaca (Cije kretanje predstavlja osnovu
misi¢nih kontrakcija) razvio se u evoluciji viSe puta, kada god se javila funkcionalna potreba za
brzim i dobro definiranim pokretima. Unato¢ svim ovim prilagodbama, prema rezultatima nase
analize ¢ini se kako se miSi¢ni sustav uglavnom oslanja na filogenetski najstarije gene, jer se
unutar mladih FS uglavnom opazaju frekvencije ekspresija manje od ocekivanih vrijednosti, $to

sugerira da je u genom vinske musice ulazio relativno malen broj gena (slika 15).

5.7. PROBAVNI SUSTAV

Evolucija probavila bila je jedna od prvih posljedica nastanka viSestani¢nih Zivotinja, jer
je moguénost specijalizacije pojedinih stanica unutar viSestanicnog organizma rezultirala
evolucijom zametnih listia, pri ¢emu je ektoderm stvorio vanjski zaStitni ovoj, a endoderm
unutra$nji sloj koji je omogucio apsorpciju hrane. Stvaranje zametnih listica obi¢no znaci i
stvaranje probavila, no opc¢enito se smatra kako Porifera nemaju probavilo niti u odraslom niti u
licinaCkom stadiju (Leys i1 Eerkes-Medrano 2005), iako kod viSe skupina postoje naznake

gastrulacije (Efremova 1997, Boury-Esnault i sur. 1999, Leys i Degnan 2002, Leys 2004).
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Rezultati filostratigrafske analize probavnog sustava (slika 16) upucuju na zakljucak da je
vecina gena potrebnih za nastanak probavila bila prisutna ve¢ kod pretka Metazoa, iako se pravo
probavilo najvjerojatnije javilo jedan filostratum kasnije. Manja frekvencija ekspresija probavnog
sustava od ocekivane u FS 5 (LCA Eumetazoa) mogla bi se u tom slucaju objasniti pojavom
relativno malog broja ekspresija koje su nedostajale kako bi izgradnja probavila bila provedena 1
u stvarnosti. Kod nastanka Protostomia (FS 7) ponovno je doslo do pojave neocekivano velikog
broja novih ekspresija, $to bi se moglo dovesti u vezu s pojavom prohodnog probavila. Ovo je bio
vazan dogadaj u evoluciji probavila jer je usmjereno$¢u probave bila omogucena evolucija
specijaliziranih struktura za obradu hrane i ucinkovitiju prehranu. Rezultati na slici 17 pokazuju
da se podjela probavila na prednji, srednji i straznji dio vjerojatno dogodila istovremeno s
pojavom prohodnog probavila, Sto je 1 bilo za o¢ekivati s obzirom na pojavu usmjerenog kretanja
hrane. Razvoj razli¢itih hranidbenih struktura prilagodenih za iskoriStavanje raznolikih izvora
hrane, kao 1 novih i boljih osjetila vezanih za kutikulu prednjeg dijela probavila utjecao je i na
signale na naSoj filostratigrafskoj analizi (slika 17, crvena krivulja), zbog ¢ega se 1 nakon pojave
Protostomia (FS 7) mogu opaziti vece frekvencije ekspresija od vrijednosti koje o¢ekujemo. To je

ostavilo traga i na cjelokupnom ektodermu probavila (slika 18), pa se i tu javljaju sli¢ni trendovi.
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6. ZAKLJUCAK



Filostratigrafska analiza ekspresija u razli¢itim organskim sustavima na mapi genoma
vinske musSice pokazala je viSe zanimljivih rezultata. MiSi¢ni i reproduktivni sustav pokazali su
se uglavnom evolucijski inertnima. Analiza epiderma ukazala je na njegovu dinami¢nu evoluciju
u filogenetski mladim filostratumima, dok je signal koji bi upuéivao na njegov evolucijski
nastanak vidljiv kod analize Sireg uzorka genskih ekspresija. Kod zZiv€anog sustava rezultati su
potvrdili dosadaSnja saznanja o njegovom porijeklu, ali i ukazali na moguénost ranijeg nastanka
CNS-a u odnosu na trenutne spoznaje, §to daje potporu nedavnim istrazivanjima kod Cnidaria.
Pri analizi optjecajnog sustava, rezultati potvrduju hipotezu nastanka srca kod LCA Bilateria, dok
rezultati analize trahealnog sustava naglasavaju razlike izmedu kukaca i bazalnih Arthropoda
(npr. pauka), te ukazuju na moguce zajedniCko porijeklo traheja kukaca i Skrga rakova.
Filostratigrafski signal za probavni sustav javlja se vrlo rano, ve¢ kod pretka Metazoa, Sto je
zanimljivo u svjetlu istraZivanja koja su ukazala na oblik gastrulacije ve¢ kod Porifera, iako se

probavilo razvilo u pravom smislu tek kod Eumetazoa.
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