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Resumen

Se revisan distintas hipoiesis sobre la relacion de los artropodos con otros fila animales. La hipdtesis de los
Ecdysozoa, que relaciona a los ariropodos con otros fila de animales que presentan una muda cuticular, es la méas
corroborada, y por tanto preferida sobre la hipdtesis de los Articulata, que relaciona a los artrépodos con los anélidos
por presentar ambos fila metamerismo. Los andlisis aqui presentados estén basados en el andlisis de la secuencia
de ADN del gen ribosdmico nuclear 185 de 145 laxones, y de una matriz morfoldgica de 172 caracteres. Los datos
se analizan en un marco ciadista mediante el métodeo de optimizacion directa de caracteres,

Palabras clave: Arthropoda, Ecdysozoa, Metazoa, Filogenia, ARNr 183, Morfologia, Filogenia molecular.

Ecdysozoa versus Articulata, two arternative hypotheses on the placement of Arthropoda in the
Animal Kingdom

Abstract

Different hypotheses on the relaticnship among arthropods and other animal phyla are reviewed. The Ecdysozoa
hypothesis, that groups arthropods with other molting animals, is more corroborated than the Articulata hypothesis.
Articutata,which unites arthropods and annelids due the presence of metamerism, is thus refuted. The analyses use
DNA sequences of the nuclear ribosomal gene 188 of 145 terminal taxa, and 172 morphological characters, The data

are analyzed in a cladistic framework, using the direct character optimization method.

Keywords: Arthropoda, Ecdysozos, Metazoa, Phylogeny, 185 rRNA, Morphology, Molecular Phylogeny.

INTRODUCCION

Los artropodos constituyen el file de Metazoos con mayor
nimero de especies deseritas; se cree que los insectos superan
el millon de especies vivientes, mientras que el resto de
attrépodos comprende otras mas de 100.000 especies (Niel-

Csen, 1995). Los artrdpodos actuales se dividen en cuatro
grandes grupos: quelicerados, crustaceos, miridpodos y
hexapodos. Algunos de estos grupos parecen ser monofiléticos
(p. €. quelicerados), mientras que otros han sido considerados
como grupos parafiléticos por numerosos autores {p. ¢j.
crustéceos). El nimero de especies fosiles es también muy
clevado, y constituyeron guizds el grupo mds diverso de
animales del Cambrico (Fortey et al., 1996, 1997), y probable-
mente va estaban presentes en el Véndico come representantes
de la fauna de Ediacara (Jenkins, 1992).

Los artrépodos (actuales y fosiles) estén extraordina-
riamente bien estudiados desde un punto de vista morfoldgi-
co y anatdmico. Su conocimiento a nivel molecular y de
genética del desarroilo es cada vez mds profundo. Sin
embargo, las relaciones filogenéticas entre los distintos

grupos de artropedos, asi como su refacidn con el resto de
filos animales todavia son inciertas (Patterson et &l,, 1993), y
muchas hipdtesis basadas en datos morfolégicos y moleculares
son contradictorias (véase por ciemplo Edgecombe, 1998;
Fortey v Thomas, 1998).

En el presente capitulo se ha intentado hacer una
revision exhaustiva de los trabajos basados en andlisis de
matrices de datos (ya sean morfologicas o meleculares)
refacionando a los artrdpodos con ofros filos animales.
Posteriormente se pasa 2 analizar una nueva matriz combinada
de datos morfoldgicos y moleculares de los filos de animales
triplobldsticos. Esta matriz es la mas extensa que se ha
estudiado hasta el momento con el objeto de situar a les
artropodos en el reino animal, y por lo tanto ia que incorpora
un mayor poder explicativo, Para entender el contexto
filogenético en el que se basa este estudio, he crefdo necesario
el introducir una serie de conceptos sobre sistematica, y en
especial sobre sistematica molecular.
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ANTECEDENTES AL ESTUDIO FILOGENETICO

Desde que Charles Darwin y Alfred Russel Wallace propusie-
ron fa teoria de la evolucion en julio de 1858 {véase Darwin
y Wallace, 1838; Darwin, 1859), el concepto de evolucidn iria
tomando fuerza hasta llegar g $er-reconocido como el princi-
“pio unificador de Ia ioldgia moderna, En 1866, Erst Haeckel
acufid el térmiro “filogenia” para describir las relaciones de
parentesco entre los distintos crganismos y publico una serie

de édrboles filogenéticos con el conocimiento que se tenfa.

sobre ¢l ‘4rbol de la vida’. Parte de los conocimientos sobre
filogenia y evolucidn se debian a la definicién de fos concep-
tos de ‘homologia’ y ‘amalogia’ introducidos por Cwen
(1843), que fueron aplicados a partir de entonces en los
estudios de anatomia comparada.

Sin embargo, aunque la idea de ta evolucién sélo podia
provenir de una sbiida base sistemdtica, con demasiada
frecuencia la sistemdtica no tenia en cuenta a Iz evolucion en
sus formulaciones. La escuela de sistematica evolutiva,
encabezada por Simpson (1961) y Mayr (1969) principalmen-
te, planted por primera vez de un modo formal la manera de
reconstruir filogeniasy de representarias en forma de clasifica-
ciones.

En 1950 el zodlogo aleman Willi Hennig propuso su
teorfa de fa sistematica filogenética (posteriormente denonsi-
nada cladistica por Mayr y Sokal simultaneamente), que
introducia explicitamente ¢l concepto de evolucién en
sistemdtica, aunque esta teoria no tuvo demasiada repercusion
hasta que su libro fue revisado y traducido al inglés en 1966,
dieciséis afios mas tarde. Simuitineamente surgia la escuela
fenetista (véase Sokal y Sneath, 1963; Sneath y Sokal, 1973;
Sokal, 1986). El método fenetista se basa en la obtencion de
fenogramas mediante el reconocimiento de casacteres conside-
rados homdlogos a priori, sunque sin excluir a la homoplasia
reconocida a posteriori, es decir que no diferencia entre
homologia ¥ homoplasia. El método fue desartollado para
generar clasificaciones estables, pero no hipétesis de genealo-
gia {Sokal y Sneath, 1963).

La cladistica y la fenética constituyen, por lo tanto, dos
metodologias empleadas en sistematica para elaborar clasifica-
ciones de los organismos de un mode que trata de ser lo mas
objetivo posible. La escuela fenetista admite la existencia de
categorias taxondinicas para grupos no monofiléticos, basadas
en simititud. En cambio, las clasificaciones cladisticasg se
basan en el reconocimiento de grupos monofiléticos (que
comparten caracteres apomdrficos). Posteriormente se
incorpora el principio de parsimonia para la reconstruccion de
la historia evalutiva,

A la vez que los nuevos métodos de clasificacion iban
cobrando importancia en el mundo de la sistemdtica zooldgica
moderna, una nueva revolucion tecnoldgica ocutria en otro
campo muy distinto al de la sistematica, el de i biclogia
molecular. En la década de los 60 se empezaron a desarroliar
métodaos para examinar la estructura molecular de las protei-
nas, y mas tarde de los dcidos nucleicos. Con el desarrolio de
estas nuevas téenicas, aparecieron las primeras hipétesis
filogenéticas basadas en datos moleculares. Posteriormente, fa
tecnologia de la PCR (Polymerase Chain Reaction) (Saiki et
al, 1985, Mullis y Faloona, 1987; White et al, 1989}
posibilitd la obtencion de grandes cantidades de ADN. La
técnica de la PCR requiere polimerasas termoestables (p. .
la Tag) sisladas a partir de bacterias como T, aguaticus (innis
etal,, 1988; Saiki et al., 1988) capaces de vivir a temperaturas
supetiores alos 100°C. La PCR permite amplificar fragmentos
de ADN comprendidos entre dos regiones de secuencia
conocida o ‘primers’ (véase una revisidn del método en
Palumbi, 1996). Por Gltimo, la utilizacion de los secuenciado-

res automdticos de ADN en la década de los 90 ha permitido
obtener una gran cantidad de secuencias de ADN de una
forma mucho mas eficiente.

El desarrollo de nuevos métodos mas objetivos para la
inferencia filogenética, junto con el crecimiento exponencial
de la tecnologia informaética, ha posibilitado el manejo y
analisis de gran cantidad de informacién. Concretamente,
Internet y el www han side de vital importancia para poner al
alcance de la comunidad cientifica toda la informacion
depositada en prayectos como el GenBank, que trata de
recopilar, catalogar v ordenar las secuencias de ADN obteni-
das en todos los laboratorios del mundo. Ademas, el desarro-
llo de nuevos algoritmos y programas para el mangjo,
alineacidn y andlisis de secuencias de ADN ha determinado la
conselidacién de la filogenia molecular como una forma mas
de hacer sistemética. Como consecuencia, los andlisis filoge-
néticos estén presentes en muchos campos de la Biologia para
interpretar todo tipo de patrones y procesos bioldgicos. Tal y
como Hillis (1997) ha comentado, la metodologia filogenética
ha ido aportando la base para el desarrollo de nuevas aplica-
cicnes. Otra aplicacién de la filogenia molecular es que
constituye la ciencia que produce las principales herramientas
interpretativas para entender la organizacién y evolucion de
los genes y genomas (véase una revision en Li v Graur, 1991,
Li, 1997). Pero lo més importante es que la filogenia se ha
consolidado en su papel mas tradicional: como un criterio para
entender y ¢lasificar la vida.

Sistematica molecular: aplicaciones, niveles de
resclucién y limitaciones

En la década de los 80 el andlisis de secuencias de ADN fue
considerado como una potencial ‘Piedra Roseta’ para la
sistematica, permitiendo un acceso mds objetivo a los patrones
filogenéticos enmascarados por los procesos de adaptacidn,
dificiimente reconocibles en ciertos caracteres morfoldgicos
{p. ei. Gould, 1985). Patterson et al. {1993) presentaron una
visidn mas pesimista, afirmando que los datos de secuencias
no habian contribuido demasiado al conocimiento de las
relaciones filogenéticas, excepto en ciertas dreas en las que los
analisis morfoldgicos no son resclutivos. Uno de los proble-
mas tmas importantes de los datos de secuencias de ADN es
gue son mucho mas “ruidosos” (homoplasicos) de lo que nos
gustarla, dando lugar a cladogramas con tanta o mas homopla-
sia que los existentes en matrices de caracteres morfolégicos
de un tamafio comparable (Sanderson y Donoghue, 1989).
Este hecho se debe a gue el ADN tan s6lo presenta cuatro
estados nucleotidicos posibles (y fos mismos cuatro para todas
las posiciones) y porque no hay modo alguno de distinguir g
priori qué caracteres son los més apropiados para resolver un
problema filogenético determinado.

La homoplasia en caracteres moleculares se ha explica-
do por la existencia de tasas evolutivas intra e intergénicas
muy diferentes (Kimura, 1983; Palumbi, 1989). En conse-
cuencia, algunas posiciones no varian, otras son demasiado
variables (potencialmente homoplésicas), y otras contienen la
informacién que deseamos (Brower et al., 1996). Pero, como
comentaba Farris (1983), “if homoplasy is random with
respect to the ‘phylogenetic signal’, then it doesn’t make any
difference how homoplasious the data are: The hierarchical
pattern will emerge from the noise” {81 la homoplasia estd
distribuida al azar respecto a la ‘sefial filogenética’, entonces
no importa cuan homoplsicos sean los datos: el patrén
jerdrquico emergerd a partir del ruido]. Evidentemente, la
saturacion de cambios nucleotidicas en regiones variables de
fas moléculas es un problema que afecta a la resolucién
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Fig. 1.- Esquema de la unidad de transcripeion de las células eucariontes. NTS: Espaciador no transcrito (Non Transcribed Spaces); ETS:
Espaciador externo transerito (External Transcribed Spacer); ITS: Espaciador interno transcrito (internal Transcribed Spacer); 185: gen ARNr

18S; 5.8S: gen ARNr 5.88; 28S: gen ARNr 285.

filogenética entre taxones lejanos, pero este problema podria
disminuir al combinar los datos con otros genes portadores de
una sefial filogenética a otro nivel de la escala evolutiva.

Afin teniendo en cuenta los potenciales problemas
mencionados anteriormente, el anélisis del ADN es una
herramienta cada vez mas utilizada en estudios de ecologia
evelutiva, genética de poblaciones, y sobretodo, sistematica.

Existen diferentes regiones de un genoma que pueden
emplearse para inferir relaciones filogenéticas. Una primera
divisién puede establecerse enire genes nucleares y genes
mitocondriales. Una segunda divisién puede establecerse entre
genes codificantes y genes {o regiones) no codificantes. Por
altimo, se puede diferenciar entre los genes no codificantes y
las regiones no codificantes (p. ¢j. intrones o espaciadores
génicos), sometidos a presiones de seleccion totalmente
distintas. Las diferencias entre cada una de las tres categorias
de secuencias de ADN tendrd su propia implicacidn evolutiva
y, [or tanto, filogenética, permitiendo examinar diferentes
niveles de resolucién, Por ejemplo, los genes codificantes
deben mantener una pauta de fectura por el hecho de que son
traducidos a proteinas, v por ese motivo, las inserciones y
delecciones (fendmenos “indel™) son poco frecuentes. En
cambio estos fendmenos indel pueden acumularse libremente
enregiones no codificantes, y en algunas regiones especificas
de genes no codificantes, como en los anilios de la estructura
secundaria de los genes ribosdmicos.

Asi, por norma general, las regiones codificantes de fos
genes nucieares suelen ser mas apropiadas para inferir relacio-
nes filogenéticas entre organismos muy distantes en la escala
filogenética, mientras que los genes mitocondriales son més
adecuados para trabajar a niveles filogenéticos mas bajos; de
familia, de especie 0 a nivel poblacional. Las regiones de ADN
no codificantes (p. gj. espaciadores génicos o intrones de genes
nucleares), por acumular mutaciones al azar segin un modelo
neutralisia (Kimura, 1968}, resultan apropiadas para realizar
inferencias filogenéticas a nivel especifico. Por dltimo, la
utilizacion de algunos genes ribosémicos nucleares no codifi-
cantes, come la subunidad ribosémico pequefia {0 ARNr 185
en el caso de ios organismos eucariontes), ha sido de uso
generalizado para inferir relaciones filogenéticas desde los
grandes reinos de seres vivos (p.c¢j. Wainright et al., 1993;
Cavalier-Smith et al,, 1996) hasta nivel especifice (p. gj. Fitch
et al., 1995), debido a Ia aiternancia de regiones conservadas
con variables. Este gen juegs actualmente un importante papel
en la inferencia filogenética de grandes grupos de metazoos.

Los genes ribosomicos nucleares

Los genes ribosomicos (ARNY) juegan un papel importante en
la maquinaria de sintesis proteica de las células eucariontes y
procariontes. El conjunte de genes ribosémicos tipico de las
células eucariontes consiste en unos cuantos clentos de copias
repetidas en tindem de una unidad de transcripeién separada
por espaciadores no transcritos (NTS). La unidad de trans-
cripeion tipica de células eucariontes codifica para los genes
185, 5.88 y 288, v para los espaciadores transcritos externo
(ETS) e internos (ITS-1 e ITS-2) (véase una revision en Long
y Dawid, 1980) (Fig. 1).

Las miltiples copias de esta unidad de transcripcion
parecen ser practicamente idénticas para un organismo
determinado (Lane et al., 1985; Hillis y Dixon, 1991), vy la
conservacion de la secuencia parece refiejar unas constriccio-
1nes funcionales de la molécula que son requeridas para una
eficiencia transcripcional optima. El proceso que se ha
postulade como ¢l encargado de mantener esta homogeneidad
entre lag diferentes copias repetidas se denomina evolucidn
concertada (Dover, 1982; Hillis y Dixon, 1991), y dos son los
mecanismos que han sido sugeridos para gue se produzea este
proceso, la conversién génica (Nagylaki, 1984; Lassner y
Dvorak, 1986; Hillis et al,, 1991), v el crossing over diferen-
cial (Petes, 1980; Szostak y Wu, 1980; Arnheim, 1983; Cohen
y Dover, 1983).

" Entre los genes ribosémicos, el ARNr 188 (o subuni-
dad ribosémica pequefia) es el mas utilizado en sistematica
porgue {1) es una molécula ubicua; (2) su tamafio {(aproxima-
damente 1,8 Kb en la mayoria de metazoos) parece suficien-
temente grande para contener la informacién adecuada para
inferir relaciones filogenéticas; (3) presenta una tasa de
evolucidn variable dentro de la nzolécula, con unas zonas que
cambian muy lentamente adecuadas para resolver divergen-
cias muy antiguas, y otras que evolucionan de forma rapida,
adecuadas para resolver problemas filogenéticos a un nivel
inferior (véase Sogin, 1991; Adoutte y Philippe, 1993).
Ademds, hay maltiples copias del locus 18S ARNr por
genema gue son homogeneizadas mediante el procese de
evolucion concertada (que reduce drésticamente la variacion
intraindividual), y 1a variabilidad intraespecifica es practica-
mente inexistente, Estas razones han favorecido lautilizacion
generalizada del gen ARNr 188 en numerosos estudios
filogenéticos de metazoos para categorfas taxonomicas por
encima de orden,
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ANTECEDENTES AL ESTUDIO FILOGENETICO
DE LOS ARTROPODOS

La posicién de ios artrépodos en el reino animal:
Articulata versus Ecdysozoa

La posicién de los artrépodos dentro del reino animal es
incierta, aunque clisicamente se les ha considerade animales
protostomos estrechamente relacionados con e! filo Annelida.
Ambos grupos constituirfan un clado que s¢ ha denominado
Articulata (Cuvier, 1812; término también aplicado a una de
las dos clases def filo Brachiopoda), al que recientemente se
han incorporado los moluscos. Sin embargo, diversos andlisis
morfelogicos modernos basados en principios cladistas han
llegado a resultados contradictorios respecto a las relaciones
filogenéticas entre anélidos y artrépoedos. Una serie de autores
(Nielsen, 1985, 1995; Brusca y Brusca, 1990; Meglitsch v
Schram, 1991, Schram, 1991; Schram y Ellis, 1994: Nielsen
etal., 1996} han propuesto la existencia de ur clado ‘Articula-
ta’. La hipétesis alternativa enuncia que los artrépodos (v
grupos afines: Tardigrada y Onychophors) no estdn directa-
mente relacionados con los anélidos, sino con una serie de
grupos de pseudocelomados (Nematods, Nematomorpha,
Kinorhyncha, Priapulida), constiteyendo un clado denomina-
do Ecdysozoa (Aguinaldo etal,, 1997; Giribet y Ribera, 1998,
Littlewood et al., 1998; Zrzavy et al., 1998; véase también
Aguinaldo y Lake, 1998, Garey v Schmidi-Rhaesa, 1998;
Minelli, 1998; Schmidt-Rhaesa et al., 1998). Un esquema de
ammbas hipotesis se puede ver en la figura 2.

Histéricamente, e primer desafio serio a 12 hipotesis de
los Articulata fue propuesto por Ghiselin (1988) basdndose en
datos moleculares y por Eernisse et al. (1992) basdndose en
datos morfolégicos. Estos sutores enunciaron que los anélidos
estaban relacionados con otros grupos que presentan una larva
de tipo trocoforiano en los primeros estadios del desarrollo
larvario, tales como anélidos, moluscos, sipunchlidos,
pogondforos, equitridos, v entoproctos, pero no estaban
directamente relacionados con los artrépodos (y grupos
afines). A este grupo de anélidos v otros ‘gusanos protosto-
mos’ se le denominé Eutrochozoa. Posteriormente Halanych
et al. (1996} incluyd a los lofoforados junto a ios eutrocho-
z00s, definiendo el clade Lophetrochozea (Lophozoa sensu
Cavallier-Smith, 1998). Zrzavy et al. (1998) redefinieron el
clado como Trechozoa, excluyendo Brachiopoda y Phoroni-
da. Estas hipotesis coinciden en considerar la segmentacion en
anélidos y artropodos como una convergencia. Otra evidencia
en contra de la homologia entre 1a segmentacion de anélidos
y artropodos provienen de una serie de diferencias morfogené-
ticas fundamentales (Minelli y Bortoletto, 1988; Shankland,
1991; Lans et al,, 1993; Zrzavy v Stys, 1995).

Kristensen (1991) consideré una posible relacidn
filogenética entre los artropodos y ciertos grupos de asquel-
miates, soportada por la estructura de la capa de cuticula
quitinosa, la existencia de un proceso de muda ¢ ecdisis,
drganos de los sentidos e inserciones musculares. Ademds, los
Kinorhyncha presentan metamerismo en el sistema nervioso,
en la musculaturs y en las placas cuticulares (Kristensen vy
Higgins, 1991).

Las hipotesis de Eutrochozoa y Ecdysozoa han ganado
credibilidad con los resultados obtenidos en algunos estudios
filogenéticos basados en caracteres moleculares (Halanych et
ai.,, 1996; Winnepenninckx et al., 1995b, 1998h; Garey et al.,
1996; Giribet et al., 1996; Aguinaldo et al., [997; Balavoine,
1998; Giribet y Ribera, 1998; Eernisse, 1998; Littlewood et
al, 1998; Zrzavy et al., 1998; véase también Aguinaldo v
Lake, 1998; Garey y Schmidt-Rhaesa, 1998; Schmidt-Rhaesa
et al., 1998).

Platelminios
Nematodos
Deuterostomos
Moluscos
Anelidos
Artropodos
Deuterostomos
Nematodos
Artropodos
Platelmintos
Anelidos
Moluscos

X

Articulata \ Trochozoa

Ectdysozoa

Spiratia
Celemados
Protostomos

Articuiata Ecdysozoa

Fig, 2.- Hipdtesis alternativas sobre la relacion de los artropodos con
los otros grandes filos de animales triploblasticos.

Los ‘Parartropodos’ y su relacién con los
artropodos

Pentastomidos, onicdforos y tardigrados son tres grupos
enigmdticos que de alguna manera parece que pueden estar
refacionados con los artrépodos (véase Gould, 1993). Inde-
pendientemente de si los ‘parartrépodos’ constituyen o ne
parte del filo Arthropoda, son sin duda los grupos animales
mis estrechamente relacionados con los artropodos.

Los pentastémidos han sido considerados recientemen-
te como un grupo derivado de crusticeos pardsitos (posible-
mente relacionados con los branquiuros) de acuerde con la
morfologia espermatica (Wingstrand, 1972; Jamieson v
Storch, 1992; véase también Riley etal,, 1978), y con secuen-
cias del gen ribos6mico 188 (Abele etal., 1989; Giribet et al.,
1996; pero véase Walossek v Miller, 1990). Lz adicién de
nuevos datos de crustdceos sitiia al pentastémido Porocepha-
lus crotali como grupo hermano de ciertos crusticeos
maxildpodos, aungue no estrictamente con los braguiuros
(Giribet y Ribera, 1998), o en otros casos su posicion es
dependiente de los taxones utilizados (Spears y Abele, 1998),
Sin embargo, el descubrimiento de pentastémidos fosiles del
Paleozoico inferior (Walossek v Milller, 1994; Walossek et
al., 1994) contrasta con dicha hipdtesis (véase Walossek v
Miiller, 1994). :

Los tardigrades constituyen un pequefic grupo de
animales con unas caracteristicas muy particulares, que han
hecho a algunos autores refacionarlos con ciertos grupos de
pseudocelomados (Dewel y Clark, 1973a, 1973b; Kristensen,
1991). Datos morfolégicos (Kinchin, 1994; Nielsen, 1995;
Dewel y Dewel, 1996; Nielsen et al., 1996) v moleculares
(Giribet et al., 1996; Garey et al., 1996; Aguinaldo et al.,
1997, Giribet y Ribera, 1998; Eernisse, 1998; Littlewood et
al., 1998; Wheeler 1998a, 1998b; Zrzavy et al,, 1998) sugie-
ren una estrecha relacion entre artrépodos v tardigrados,
probablemente constituyendo una relacién de grupos herma-
nos, hipdtesis que viene reforzada por el descubrimiento de
tardigrados fésiles del Cambrico (Walossek y Miller,
comunicacién personzl a Gould, 1995; Miiller et al,, 1995},
Otros autores han propuesto una relacién de grupos hermanos
entre tardigrados y onicdforos (incluyendo otros Lobopodia
marinos; p. ej. Xenusion, Hellucigenia}, constituyendo ambos
el grupo hermano de artrdpoedos y otros fésiles cambricos
{Stmonetta y Delle Cave, 1980; Waggoner, 1996).

Los onicéforos constituyen un grupo con una gran
cantidad de especies fésiles del Cambrico (véase Dzik y
Krumbiegel, 1989; Ramskdld y Xianguang, 1991; Ramskald,
1992; Hou y Bergstrom, 1993). Presuntamente considerados



Ecdysozoa versus Articulata, dos hipétesis alternativas 149

como el ‘eslabén perdido” entre anélidos y artrépodos (Fortey
v Thomas, 1993), Dzik y Krumbiegel (1989} propusieron un
origen a partir de un ancestro de tipo priapaiido, que clara-
mente contrasta con la hipotesis de los Articulata. Desde un
punto de vista morfelogico, los onicoforos han sido considera-
dos como (1) el grupo-hermano de los Tracheata (= miridpo-
dos + hexapodos) constituyendo los Uniramia (p.ej. Tiegs,
1947; Tiegs y Manton, 1958; Manton, 1964; Anderson, 1973,
1979); (2) como un grapo de posicion incierta entre anélidos
v artropodos (Snodgrass, 1938) que podria representar un
primer estadio de artropodizacion; o (3) como un grupo de
artrépodos derivado (Meglitsch y Schram, 1991; Budd, 1993).
Estudios de Ia ultraestructura espermatica (Famieson, 1986)
han sido interpretados como una sugerencia sobre una posible
relacidn entre onic6foros y anélidos clitelados. Usando datos
moleculares de la secuencia del ARNr 125, Ballard et al.
(1992) concluyeron que los onicéforos son artrdpodos
medificados, aunque un reanalisis de dichos datos (Wigele y
Stanjek, 1993) fue incapaz de rechazar fa hipotesis sobre la
monofilia de los artrépodos excluyendo a los onicéforos,
contradiciendo asi la tesis de Ballard et al. (1992). Wheeler et
al. (1993}, en un andlisis simultineo de secuencias parciales
det ARNr 188, del gen que codifica para la ubiquiting, y de
datos morfologicos, conciuyeron que los onicéforos constitu-
ven ¢l grupo hermano de los artropodes. Postericrmente,
Wheeler (1998a, 1998b) incluyé datos de tardigrados,
sugiriendo una relacion del tipo (Onychophora (Tardigrada +
Arthropoda)). Aguinaldo et al. (1997) utilizando ia primera
secusncia completa de una especie de onicoforo lo situaron
junto a les artrépodes, tardigrados y otros animales gue
presentan una cuticula que se muda (= Ecdysozoa), Otros
autores (Giribet y Ribera, 1998; Zrzavy et al,, 1998) han
obtenido resultados similares, con los onicdforos relacionados
con otros Ecdysozoa, poniendoe en duda asi Ia hipotesis sobre
una posible relacion entre onicédforos y anélides.

Filogenias moleculares

El primer andlisis molecular publicado incluyendo varios
grupos de artrdpodos fue i de Field et al. {1988) acerca de las
relaciones filogenéticas entre diferentes grupos animales. En
su estudio incluyeron secuencias parciales del ARNr 185 de
los cuatro grupos principales de arirépodos: guelicerados
{Limulus), miridpodos (Spirobolus), crusticeos {(Artemia) e
insectos (Drosophila), que aparectar como un grupo monofi-
lético entre el resto de protostomos. Este trabajo ya sugeria la
presencia de un clado de Trochozoa (incluyendo anélides,
moluscos, sipuncilidos, pogondforos y braquiopodos) que
excluia a los artropodos. Los datos de Field et al. han sido
posteriormente reanalizados por otros autores, obteniendo
resujtados contradictorios.

Lake (1989; 1990) es uno de los autores gue reanalizd
las secuencias de Field et al,, llegando a conclusiones muy
diferentes de las de los autores originales. En su articulo los
artrépodos aparecen como un grupo parafilético entre
protdstomos y deuterdstomos.

Turbeviile ¢t al. (1991} ailadieron a su base de datos
previa (Field et al., 1988) unas cuantas secuencias de quelice-
rados y concluyeron que los artrdpodos v los quelicerados
eran menofiléticos. Los tnicos otros files de animales
protdstomos inchuides en sus andlisis eran un molusco y un
anélido, gue se agrupaban juntos.

Wheeler et al. (1993), utilizaron por primera vez un
analisis simulitaneo (foial evidence) de secuencias parciales del
ARNr 188, ubiquitina, y de 100 caracteres morfolégicos de
artrépodos ¥ otros protdstomos. También por primera vez

utilizaron un amplio muestreo taxondmico, incluyendo 2
moluscos, 3 anélidos, 2 onicoforos, | picnogénido, 5 quelice-
rados, 2 crustdceos, 2 miridpodos v § hexépodos. Los resulta-
dos apoyaban un origen monofilético de los artropodos, y su
relacion de grupo hermano con Onychophera (tardigrados no
incluidos en los andlisis). Estos resultados han sido posterior-
mente reanalizados y corroborados por Wheeler (1995).
Posteriormente, la adicién de tardigrados, de mas grupos de
artropodos y de las secuencias del gen ARNr 285, reafirmé la
relacién entre (Onychophora (Tardigrada + Arthropoda))
(Wheeler, 1998a, 1998D).

Friedrich y Tautz {1995) utilizaron secuencias parciales

‘de los genes ribosOmicos 188 y 288 con el objeto de analizar

las relaciones internas de los artropodos, concluyendo gue son
monofiléticos (respecto a un anélido, un nematodo y dos
cordados). Ademds, obtuvieron evidencias para la monofilia
de los 2 quelicerados, de los 3 miridpodos, y de los hexapodos
+ crustdceos. Sin embargo, el muestreo taxonodmico de cada
grupo era pobre, y no se incluyeron en este andlisis otros
grupos come onicoforos o picnogdnidos,

En su andlisis de ‘asquelmintos’ utilizando secuencias
dei gen ARNr 185, Winnepenninckx et al. (1995a) utilizaron
secuencias de varios grupes de metazoos, incluyendo tres
artrépodos y varios grupos de pseudocelomados, acelomados,
celomados y diplobésticos. Los artropodos aparecian relacio-
nados con log priapalidos. Su relacién con nematomorfos
dependia de la metodologia de andlisis, ya que en un caso
aparectan junto a priapiilidos y artrépodos (drbol construido
bajo ¢l eriterio de parsimonia), v en otro caso aparecian junto
a los nematodos en la base de los animales triploblésticos
(4rbol de neighbor-joining). Sin embargo, en ningln caso los
artropodos (ni ninguno de los ofros ecdysozoos representados)
aparecian relacionados con los trochozeos o con los ofros
pseudocelomados no ecdysozeos (Gastrotricha, Rotifera,
Acanthocephala). En su andlisis de ‘gusanos protostomos’
utilizando el mismo gen, Winnepenninckx et al. {1995b)
incluyeron 4 artropodos y otros filos de animales protéstomos.
Los protdstomes no artropodos aparecian relacionados entre si,
excluyendo a los artrépodos. Posteriormente, Winnepenninckx
etal. (1998a) analizaron las secuencias del gen 185 ADNrde 35
metazoos protostomos con ¢l objeto de situar a Jos ciclioforos en
los metazoos. En este andlisis los artrdpodos y un priapalido
aparecian come grupos herrmanos. Ningin ofro grupo de
Ecdysozoa fue incluido en estos andlisis.

Giribet et al. (1996) utilizaron secuencias completas de
gen ARNr 188 con el objeto de situar a los tardigrados dentro
del reino animal, concluyendo gue artrépodos y tardigrados
forman un grupo monofilético, posiblemente con los tardigra-
dos como grupo hermano del resto de artropodos. Asimismo
los protosotomos no artrépodes aparecian mds relacionados
eatre sf que con los artropodos.

Garey et al. (1996) llegaron a conclusiones similares
utilizando también secuencias completas del gen ribosomico
188, aungue su muestreo de artropodos era més deficiente, por
lo que no se discute sobre la filogenia interna del grupo.

Aguinaldo et al. {1997) estudiaron la relacion filogené-
tica de los artropodos con otros filos de metazoos, refacionan-
dolos con una serie de grupos de “asquebmintos’ que presentan
muda cuticular. Sin embargo ¢l niimero de taxones incluidos
en ef andlisis es pobre y falla en reconstruir la monofilia de fos
artrépodos. Estos autores definieron el clado Ecdysozoa
conteniendo a los filos Arthropoda, Tardigrada, Onychophora,
Nematoda, Nematomorpha, Priapulida y Kinorhyncha,

En su estudio para situar 2 los artropodos en el reino
animal, Giribet y Ribera (1998) analizaron la secuencia del
gen ARNr 188 de 133 especies pertenecientes a 31 filos de
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metazoos. Inciuyeron todos los filos de Ecdysozoa (sensu
Aguinaldo et al., 1997) excepto Loricifera, y concluyeron que
los Ecdysozoa constituyen un grupo natural. Un reandlisis de
estos datos (Giribet vy Whecler, 1999) utilizando 12 novedosa
téenica del ‘parsimony ratchet’ (Nixon, en prep.) parece
corroborar la monofilia de Ecdysozoa.

Con e objete de situar a los Gnathostormulida en el
reino animal, Littiewood et al. (1998) analizaron la secuencia
del gen ARNr 188 de 60 especies pertenecientes a 30 filog de
metazoos, También incluyeren todos los filos de Ecdysozoa
(sensu Aguinaldo et al, 1997} excepto Onychophora y
Loricifera, concluyendo con la menofilia de Ecdysozoa,
aunque esta vez incluian en Ecdysozoa a los filos Gnathosto-
mulida y Chaetognatha.

En su re-evaluacién de las relaciones entre artrdpodos
v anélidos Eernisse (1998) analizé la secuencia del gen ARNe
18S de unas 100 especies pertenecientes a unos 30 filos de
metazoos. Incluyd todos los filos de Ecdysozoa (semsu
Aguinaldo et al., 1997) excepto Onychophora y Loricifera.
Artrdpodos, tardigrados, nematomorfos, prizplidos y quetog-
natos (y a veces incluyende nematodos) constituian un grapo
moenofilético, soportando parcialmente la hipdtesis de la
monofilia de Ecdysozoa. Similares resultados han sido
obtenidos por Halanych (1998).

Regier y Shultz (1998) analizaron secuencias del gen
nuclear codificante factor de elongacién o (EF-1a) de varios
grupos de artrépodos, anélidos, sipuncilidos y moluscos,
siendo sus resultados congruentes con la hipotesis de los
Trochozoa.

Filogenias morfolégicas basadas en analisis
cladistas

Meglitsch y Schram (1991} (véase también Schram, 1991)
realizaron el primer intento de andlisis cladista para casi todos
* los filos de metazoos utilizando una matriz explicita y analiza.
da por ordenador, siendo asi el primer trabajo en discutir
sobre filogenia de metazoos en un contexto de sistematica
filogenética. Hasta entonces los Gnicos trabajos publicados
sobre metazoos habian sido tratados desde un punto de vista
de sistematica evolutiva. Estos andlisis situaban & los artrépo-
dos junto a anélidos, moluscos y otros filos de gusanos
protostomos, siendo consistente con la hipétesis de los
Articulata. Posteriormente Schram y Ellis (1994) reanalizaron
estos datos usando andlisis de parsimonia mdas estandar,
Hegande a una conclusion similar respecto a la posicién de los
artropodos.

Eernisse et al. (1992) compilaron una nueva matriz de
130 caracteres morfoldgicos para analizar [as relaciones entre
ciertos grupos de metazoos, Un resultado sorprendente por
aquella época era la relacién de artrdpodos €y onicdforos y
tardigrados) con quinorrincos y nematodos, en vez de relacio-
narlos con anélidos y otros gusanos protédsotomos. Este era el
primer desafio a la hipbtesis de los ‘Articulata’ basado en un
andlisis cladista de datos morfoidgicos.

Backeljau et al. (1993) reanalizaron los datos de Schram
{1991) reinterpretando algunos de los caracteres originales
concluyendo que los artrépodos estin relacionados con
anélidos, moluscos y otros grupos de vermes celomados, la
hipétesis de los *Articulata’.

Nielsen et al. (1996) hicieron explicita una matriz de los
datos contenidos en Nielsen (1995), situando a los artrépodos
junto a anélidos, moluscos v otros gusanos protdstomos, siendo
consistente con la hipdtesis de los *Articulata’. Sin embargo, esta
matriz contenia algunas asunciones no corroboradas por datos.
Por ¢iemplo, para e cardcter ‘desarrollo espiral con mesodermo

4-d’ alos artropodos les asigna el estado ‘presente’, cuando no
hay ninglin artrépodo gue presente un verdaders desarrollo
espiral {ver Scholtz, 1998). Ademas, algunos caracteres larvarios
(caracteres 22 y 23) son codificados como ‘ausentes’ en una
seric de filos que no presentan larva, cuando deberian ser
codificados como inaplicables.

‘Total evidence’

En su anglisis de total evidence de metazoos Zrzavy et al.
(1998) utilizaron secuencias del gen ARNr I8S de 144
especies de metazoos pertenecientes a todos los files excepte
Loricifera y Cycliophora, v una matriz de 276 caracteres
morfolbgicos para todos los filos (y algunos grupos menores).
Este trabajo constituye el andlisis mds elaborado de los
publicados haste ahora, por tres razones fundamentales: (1)
todos los filos animales y grupos probiematicos han side
codificados para la morfologia, (2) incorpora la matriz
molecular mas extensa (en niunero de filos) publicada hasta la
fecha, v (3) es e primer trabzjo en incorporar un anélisis
simuitdneo de datos moleculares y morfoldgicos para el
estudio de las relaciones filogenéticas entre los distintos
grupos de metazoos. Ademas el andlisis incorpora un *sensiti-
vity analysis’ (sensu Wheeler, 1995) para evitar basar conclu-
siones en resultados poco estables. Sin embargo los datos
moleculares fueron tratados de una forma no muy ortodoxa (se
utilizaron secuencias consenso para cada categoria codificada
para la morfologia) y finalmente se establecen toda una serie
de nuevos filos basados en datos poco soportados por el
sensitivity analysis. El drbol preferido por los autores conclu-
yve con la monofilia de Ecdysozoa {incluyendo también
Chaetognatha, al igual que Eernisse [1998] y Littlewood et al.
[1998]).

Asi, parece ser gque los datos moleculares sugieren
inequivocamente una relacién entre los artrdépodos y ciertos
grupos de pseudocelomados (la hipdtesis de los Ecdysozoa),
mientras que los datos morfoldgicos (excepte la matriz de
Eernisse et al., 1992 y de Zrzavy et al., 1998) mayoritariamen-
te soportan una relacion entre artrépodos-anélidos-moluscos
(1a hipotesis de los Articulata). El objeto del presente trabajo
es responder a la pregunta sobre la posicién filogenética de los
artropodos en el reino Animal, v escoger entre ias teorias
alternativas “Articulata versus Ecdysozoa™ utilizando un
andlisis combinado de datos morfoldgicos y moleculares (total
evidence) enun contexto de sistematica filogenética (cladista),

METODOLOGIA

1os andlisis aqui presentados consisten en el andlisis de
secuencias del gen ARNr 188 de 145 especies de animales
triploblasticos (= Bilateria), y de 172 caracteres morfolégicos
codificados para 37 taxones supragspecificos. La hipdtesis a
probar es si los artrépodos {y grupos afines) estan relaciona-
dos con ciertos grupos de pseudoceiomados (Ecdysozoa sensu
Aguinaldo et al., 1997}, o si estan relacicnados con anélidos
y grupos afines (Articulata sensu Nielsen, 1995).

Muestreo taxonodmico

En la matriz de datos se ha intentado incluir varios represen-
tantes de todos ios filos de animales triploblasticos, siempre
que ha sido posible. Asi todos ios filos estén representados por
mas de una especie excepto para los filos Kinorhyncha,
Cephalochordata, v obviamente Cycliophora (del que sola-
mente s¢ concce una especie). Bl filo Loricifera y la clase
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Pterobranchia (filo Hemichordata) no se han incluido
por no disponer de caracteres molecuiares. Se han
utifizado secuencias completas del gen nuclear ARNr
185 de 145 especies de animales triploblasticos: Poly-
chaeta (8 sp.), ‘Archianelida’ (1 sp.), Cliteliata (4 sp.),
Molhlusca (10 sp.), Sipuncula (2 sp.), Echivra {2 sp.),
Pogonophora (2 sp.), Nemertea (3 sp.), Brachiopoda (4
sp.}), Phoronida (2 sp.), Bryozoa (4 sp.}, Entoprocta {2 sp.),
Cycliophora (1 sp.), Rotifera {2 sp.), Acanthocephala (2
sp.), Gastrotricha {2 sp.), Gnathostomulida (3 sp.), Acoela
(2 sp.), Nemertodermatida (2 sp.), Catenulida {2 sp.),
Rhabditophora (15 sp.), Priapulida (2 sp.), Kinorhyncha(l
sp.), Nematomerpha (2 sp.), Nematoda (8 sp.), Onychop-
hora (2 sp.), Tardigrada (2 sp.), Arthropoda (22 sp.),
Enteropneusta (2 sp.), Echinodermata {10 sp.), Urochorda-
fa {3 sp.), Cephalochordata (1 sp.), Craniata (11 sp.),
Chaetognatha (2 sp.) (véase Tabla 1).

La obtencién de las secuencias de ADN se realizbé
siguiendo los protocolos descritos por Giribet etal. (1996,
1999a, 1999b). De las 145 secuencias utilizadas, 37 han
sido obtenidas por el autor. Todas las secuencias nuevas
han side depositadas en ef banco de secuencias de DNA
{GenBank). La longitud de las secuencias {excluyendo los
primers externos IF v 9R) y los cddigos de acceso al
bance de datos se presentan en 1a Tabla 1.

batos morfolégicos

La matriz de datos morfologicos ha sido obtenida a partir
de la matriz publicada por Zrzavy et al. (1998). A partir de
esta matriz se han excluido todos los taxones de animales
diploblasticos, asi como ciertos triploblasticos para los
cuales no habia datos moleculares disponibles (Xenoturbe-
lida, Pterobranchia, Loricifera, Buddenbrockia, Lobatoce-
rebromorpha vy Myzostomida), En total, 37 taxones
terminales han sido codificados para la morfologia, conun
total de 276 caracterss (de Ios cuates 172 son informati-
vos). Todos los caracteres han sido tratados come no
ordenados, y no ha sido aplicado ningin tipo de pondera~
cion diferencial. Los taxones terminales utilizados en la
matriz morfoldgica sen los siguientes: Echinodermata,
Enteropneusta, Cephalochordata, Urochordata, Vertebrata,
Phoronida, Inarticulata (Brachiopoda), Articulata (Bra-
chiopoda), Bryozoa, Entoprocta, Cycliophora, Nemertea,
Mollusca, Sipuncula, Echiura, Pogonophora, Polychaeta
(Annelida), Clitellata  (Annelida), Acanthocephala,
Monogononta (Rotifera), Bdelloidea (Rotifera), Chaetog-
natha, Nematoda, Nematomorpha, Priapulida,
Kinothyncha, Tardigrada, Onychophora, Arthropeda,
Gastrotricha, Gnathostomulida, Acoela{Platyhelminthes),
Nemertodermatida (Platyhelminthes), Catenulida (Platy-
helminthes), Macrostomida (Platyhelminthes), Polycladida
{Platyhelminthes), Neoophora (Platyhelminthes). Los filos
més problemdticos (debido a posibles problemas de
parafilia o polifilia) como Brachiopoda, Rotifera, Annelida
y Platyhelminthes se han codificado en categorias por
debajo del nivel de filo.

Analisis filogenético

Los datos moleculares han side analizados vtilizando el
métedo de optimizacién directa de caracteres (direct
character optimization) descrito por Wheeler (1996, ver
también Wheeler y Hayashi, 1998) ¢ implementado ¢n el
programa POY (Gladstein y Wheeler, 1997). El método

Fabla 1
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Muestreo taxonorrico ulilizado en los analisis moleculares y codigos de acceso
al GenRank, B asterisco indica los taxones secuenciados por ef aulor.

Annelida

{Polychaeta) (9 sp.)

Orden Phylledocida Nerals virens Z83784
Aphrodita aculeata 783749
Giycera americana U19519

Orden Spichida Chaelopterus variopedatus Us7324

Orden Capilelida Capilella capifata Us7323

Orden Terebellida Lanice conchilega X79873

Orden Sabelida Sabella pavonina U&7144
Protula sp. ug7142

Orden Dinophilida Dinophilus gyrocifialtis AF119074~

Annelida

{Clitellata) {4 sp.)

Orden Prosothecala Enchylraeus sp. 283750

Orden Opisthopora Lumbricus rubellys Z83753

Orden Arhynchobdeliida  Hirudo medicinalis 783752

Grden Rhynchobdellida Glossiphonia sp. Z83751

Mollusca {10 sp.)

Clase Caudofoveata Scutopus ventrolineatus Xo1877

Clase Polyplacophora Lepidopleurus cajelarus AF120502*
Acanthochifona sp. AF120503"

Clase Gastropoda Diodora grasca AF120513*
Littefina oblusata X94274
Siphonaria pectinata HO4274

Clase Scaphopoda Dentalium pilsbryi AF1206522¢
Rhabdus rectius AF120823*

Clase Bivalvia Solemvya velum AF120524"
Yoldia limatuia AF120528*

Sipuncula (2 sp.}

Clase Phascolosomida Aspidosiphon misakiensis AF118080*

Clase Sipuncufida Themiste alutacea AF118075*

Echiura {2 sp.}

Orgen Echiurcinea CQohetostoma erythrogrammon X79875
Orden Xenopneusta Urechis sp. AF118076
Pogonophora (2 sp.)
Clase Perviata Siboglinum fordicumt X79876
Clase Obturata Ridgeia piscesae X79877
Nemertea {3 sp.}
Clase Anopla Lireus sp. X7o878
Clase Enopla Prosloma efthardi U29494*
Amphiporus sp. AF119077*
Brachiopoda {4 sp.}
Clase Inarticulala Glotlicia pyramidata 12647
Lingula lingua X81631
Ciase Ariculata Terebratalia ransversa U12650
Argyrotheca cordata AF118078*
Phoronida (2 sp.)
Phoronis archilecta 436271
Phoronis australis AF119079*
Bryozea {4 sp.}
Clase Stenolaemata Lichenopora sp. AF119080
Clase Gymnolaemata Membranipora sp. AF119081*
Caberea boryi AF118082"
Clase Phylaclolaemata Plumalella repens U12648
Entoprocta (2 sp.)
Pedicellina cernua 136273
Barentsia hildegardae AJOO1734
Cycliophora (1 sp.)
Symbion pandora Y14811
Rotifera (2 sp.)
Clase Bdelloidea Philodina acuticomis Li41281
Clase Monogononta 128235

Brachionus plicafilis
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Tabla 1 {continuacion)

Muestreo taxondmico utilizado en ios analisis moleculares v codigos de acceso al GenBank.
El asterisce indica los taxongs secuenciados por ef autor.

Acanthocepﬁaia {4sp.)

Tardigrada {2 sp.)

Clase Clase Eutardigrada Macrobiotus hufelandi X81442*
Palagoacanthocephala  Plagiorhynchus cylindraceus AFO01838 Milnesium tardigradum U48909
Echinorhynchus gadi 88335
Clase Arthropoda {22 sp.)
Archiacanthocephala  Moniliformis moniformis 719562 Clase Pycnogonida Colossendsis sp. AFC05440"
Clase Ecacanthocephata  Neoechinorhynchus pseudemydis U41400 ) Qaﬂrpaﬂene P . AR005439
Clase Xiphosura Limulus polyphemus Jot4e0*
Gastrotricha (2 sp.) Clase Arachnida Belisarius xarnbeui J91491*
Orden Chaetonotida Chaetfonotus sp. AJGO1735 Liphistius bicoforipes AFQGT104*
Lepidodermella squammata 29198 Clase Chilopoda Thereuopoda clunifera AF119088*
) Lithobius variegatus AFO00773"
Gnatho;*omuiadaf @sp) . Clase Diplopoda Polydesmus corfaceus AF005449*
Crden Fllospermoidea Haplognathia sp. AF119084~ Cylindroiuius punctatus AFO0S448"
Crden Bursovagincidea Gnathostormula paradoxa 281325 Clase Branchiopoda Branchinecta packards L26512
Gnathostomula sp. AF119083* Lepiduris packardi
Nemertodermatida (2 sp.) Meara stichopi AF11g085*  Clase Maxillopoda Argulus nobifls M27187
Nemertinoides elongatus U70084 Ulophysema ceresundense L26521
Calanus pacificus L8939
Platyheiminthes Porocephalus crotali M20931
- Catenulida (2 sp.) Stenostomum leucops uro0gs Clase Malacostraca Nebalia sp. 181945
Stenostomum sp. Uo8947 Squilla empusa 151946
. Clase Hexapoda Podura aquatica AF005452¢
P i:i’;ﬁ;";;";‘;ef Dita itoras AFOG5457*
Convoliita naikaiensis D83381 :‘;‘;’s& ‘ F;F;fénea Qggg;ma*
Amphiscolops sp. D850699 Ephermera sp. XBOABS
fﬁg::éﬁ;ﬁ?j; (15 5p) Enteropneusta {2 sp.) Glossobalanus mintitus ) AF118088*
Crden Macrostomida Macrostomum tuba U70081 Saccoglossus kowalevskii L2804
Microstornum lineare U70083 Echinodermata
Orden Polydladida Discocelis tigrina U70079 {10 sp.}
Flanocera multitentaculata D17562 Clase Crincidea Artedon serrata 214357
COrden Lecithoepitheliata Geocentrophora sp. 70080 Endoxocrinus parrae 280951
Crden Proseriata Archifos nvulanis urao7y Clase Holothuroldea Stichopus japonicus D14364
Monacelis fineata 45861 Psychropoles longicauda 780955
Orden Rhabdocoela Bothromesostema sp. D8s098 Clase Echinoilea Echinus esculentus 237125
Mesocasirada sp. uroos2 Brissopsis lyrifera Z37119
Orden Prolecitophora Urastoma sp uroose Clase Ophiuroidea Amphipholis squamata X97166
Crden Triciadida Dendrocoelum lagteum M58346 Astrobrachion constrictum 280948
Ettoptana limuli Das088 Clase Asteroidea Asterias amurensis 014358
Cestoda Echinococous granulosuys - U27018 Astropecten irregularis Z8094%
Trermatoda Schistosoma mansonj M62652
Lobatostoma manteri L16911 Urochordata {3 sp.)
Clase Apendicularia Qikoplaura sp. 14360
Priaputida {2 sp.) Clase Thaliacea Thalta democratica D14366
Priapuius caudatis D35088 Clase Ascidiacea Styela piicata MO7577
Tubiluchus coralficola AF119086
Cephalochordata
Kinorhyncha (1 sp.) (tsp.) Branchiostoma floridae Ma7571
Orden Homaiorhagida Pycnophyes kielensis ue7997
Craniata (11 sp.)
Nematomorpha (2 sp.) Cephaiaspidomarphi Lampetra aspyplera MS7573
Class Gordivida Chordotes morgan AFO3B639  Chonarichthyes Echinorhinus cookef Mg1181
Gordius aquaticus x80233 Actinopterygii Amia calva X98836
Nematoda (8 sp.) Polyodon spathula X98838
Orden Araeolaimida Plectus aquatilis AF036602 . Clupea harengus X98845
Orden Desmodorida Desmodora ovigeré Y16913 Ceeia.ci?mhlformes Latimena cha{umnae L11288
Orden Chromadorida Metachromadora sp. AF(36595 Amphlt_}aa Xenopus .'aews. X04025
Crden Enoplida Enoplus brevis 1i88336 I:S?:g;nisr.a LZZ?;CE{? s i:?%nos mggggg
Grden Trichocephatida  Trichinella spiralis Us0231 A picosaun Aot payminos M5S383
Orden Rhabitida Doichorhabaitis sp. AF036591 rehosauria figator mississippiersis
Orden Tylenchida Globodera pallca AFosesgz  Futheria Rattus norvegious xorr
Orden Spirurida Dirofilarta immitis AFO36638 Chaetognatha
2sp)
Onycophora (2 sp.) Peripatopels capensis AF116087* Orden Phragmophora Para‘lspadeﬂa gotoi D14362
Euperipatoides leukart L49910 Orden Aphragmogphora Sagltta elegans 219851
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calcula el numero de transformaciones entre secuencias de ADN
(eventos evolutivos) requerido por una topologia filogendtica
determinada sin la utilizacion de alineamientos multiples. Los
resultados de este proceso son directamente compatibles con las
longitudes de los 4rboles basadas en analisis de parsimonia. El
método es ademas més eficiente {en érmines de utilizacién de
CPU), y genera explicaciones mis congruentes que los alinea~
mientos miltipies cuando se utiliza la congruencia entre las
distintas particiones como criterio para juzgar a los métodos
(Wheeler y Hayashi, 1998).

En los anélisis se han utilizado diferentes valores para
las transformaciones de caracteres, para ver como las diferen-
tes asunciones afectan a las conclusiones filogenéticas. El
objeto de este tipo de analisis es evitar basar conclusiones en
resultados poco soportados por los dates, es decir, resultados
que varfan drésticamente al alterar los parfmetros del analisis
{Wheeler, 1995). Asi se ha examinado un espacio de pardme-
tros de dos variables (gap/cambio y transversiones/ transicio-
nes}, con un total de 6 combinaciones de parametros (gap =1,
2 tvits=1,2,4).

Lassecuencias de ADN se han dividido en: 47 fragmentos
homéologos de acuerdo con los modelos de estructura secundaria
de la molécula. Asi fa primera hipdtesis de homologia enire las
secuencias de ADN no es una correspondencia de base a base
(como en los alineamientos miltiples) sino en cadenas de ADN
que constituyen un motive particular de la estructura secundaria
de la molécula. Cinco regiones hipervariables (regiones E10-1,
Ei(-2, E21-1 a 2, 41 y 47; de acuerdo con el modelo de
estructura secundaria de Hendriks et 2]., 1988) han sido exclui-
das de los analisis.

La matriz morfolégica se ha analizade mediante el
programa de ordenador NONA v. 1.9 (Goloboff, 1998).

Los datos morfoldgicos y moleculares han sido combina-
dos directamente, defintendo el peso de fa matriz morfolégica de
acuerdo con el peso de los gaps. Para cada une de los nueve
parametros examinados, se ha calculado una medida de con-
gruencia, el ILD de Mickevich y Farris (1981). Esta medida nos
indica la homoplasia extra generada al combinar las dos
particiones originales (morfoldgica v molecular). El pardmetro
que minimiza esta funcion (el que optimiza la congruencia entre
las particiones) es el pardmetro que se elige como la hipGtesis
mejor corroborada por les datos (Tabla 2). En este caso, fa
hipotesis mejor corroborada (de acuerdo con el criterio elegido)
es aquella para Ja cual todos los pardmetros reciben la misma
ponderacién (gaps = tv/ts = morfologia). El soporte de los nodos
se ha medido utilizando el indice de soporte de Bremer (Bremer,
1988, 1994).

Las topologias han sido enraizadas en la rama que separa
a los animales deuterdstomos de los protdstomos de acuerdo con
diferentes andlisis morfologicos (Nielsen et al., 1996; Zrzavy et
ak., 1998} y moleculares (Giribet y Ribera, 1998; Littlewood et
al., 1998), aunque podria haber otras posibilidades. Sin embargo,
ningln enraizamiento afternativo afectaria a la posicion relativa
entre artropodos—psendo-celomados—anélidos. Los metazoos
diploblasticos han sido exciuidos de los andlisis debido a un
posible problema de enraizamiento de los animales triploblasticos
(véase Zrzavy et al,, 1998; Giribet y Wheeler, 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

El anlisis de parsimonia de lamatriz morfologica ha resultado

en 6 drboles de 455 pasos {CI = 0.466; RI = 0.701; RC =
0.327). El consenso estricto de estos 16 &boles se¢ muestra en
la figura 3. En este drbol los Artropodes forman parte de un
clado no resuelto que contiene también a onicoforos y tardigra-
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Catenulida
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Polyciadida
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Fig. 3.- Consenso estricto de 16 drboles de 455 pasos (CI = 0.466; RI
={}.701) basado en una matriz medificada de los datos morfoldgicos
de Zrzavy et al. {1998). (CL: indice de consistencia; RI: indice de
retencion}.

des. Este clado forma a su vez parte de un clado gue meluye a
Chaetognatha como grupo mas basal: (Chaetognatha (Nemato-
da + Nematomorpha) (Priapulida (Kinorhyncha (Tardigrada -+
Onychophora + Arthropoda))))). Este érbol es consistente por
tanto con ia hipdtesis de Ecdysozoa (sensu Aguinaldo et al,,
1997), y Chaetognatha seria grupe hermano de Ecdysozoa.
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El arbot molecular (gap = tv/ts; parametros que maximi-
zan la congruencia en el andlisis conjunie de datos morfoldgicos
y moleculares) muestra cuatro grupos principales: deuterdsto-
mas, ecdysezoos, platyzoos y trochozoos. Sin embargo Capite-
la (Annelida, Polychaeta); los bryozoos Caberea y Membrani-
pora; los onicéforos Euperipatoides y Peripatopsis; los quetog-
natos Paraspadellay Sugitta; y el nemertodermatido (platelmin-
to) Meara, aparecen en la base de los protéstomos, o en la base
de los ecdysozoos. Estos taxones presentan secuencias del gen
ARNr 185 con inserciones importantes que parecen afectar al
estudio filogenético.

34 Haplognathia A )

——[EGnathoslomula paradoxa @ Gnathostomulida
Y 121k Gnathostomula sp.
Symbion
Brachionus
Philodina
Plagioshynchus
Echinorynchus
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o |
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gamm Prosioma
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10 g Sabella
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15 o Dinophitus
b | atice
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Enchylraeus
40 ew Clossiphonia
Hirudo

Fig. 4.- Arbel obtenido a partir del andlisis combinado utilizando el
método de Optxmmac:(}n directa de caracteres, para los pardmetros gap
= [ tw/ts = |. Los nfimeros en las ramas indican ef indice de soporte
de Bremer. Las ramas con un fadice de soporte menor de 5 han sido
colapsadas.
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El 4rbol que maximiza la funcién de congruencia al
combinar las dos matrices de datos {molecular y morfoidgica)
corresponde a los pardmetros (gap = tv/ts = morfologia; equal
welghting = ponderacion igual) {Tabla 2; Figs. 4 v 5). Se
observan cuatro grupos bien diferenciados: Deuterostomia,
Ecdysozoa, Trochozoa y Platyzoa. Los taxones Chaetognatha,
Nemertodermatida y Bryozoa no pueden asignarse a ninguno de
los cuatro grupos mencionados anteriormente en el arbol que
maximiza la congruencia (la mejor hipétesis de acuerdo con
nuestro criterio de optimizacion), debido posiblemente a sus
gecuenciag un tanto inusuales,
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Tabla 2

Numerc de pasos para los datos moleculares (188),
morfclogia, y ‘total evidence’ (totev) para valores de gap =
1, 2, ¥ valores de t/ts = 1, 2, 4. Los parametros que
minimizan ei 1.0 (fos que maximizan la congruencia entre
la matriz molecular y morfoldgica) son gap = 1, tvfts = 1,

gap tvfts 188  morfologia totev o
1 1 11336 2185 13628  0.0079
1 2 16882 4370 21663  0.0140
1 4 27848 8740 36852 0.0009
2 1 12799 4370 17329  0.0092
2 2 19691 8740 28769  0.0117
2 4 33013 1748G 51312 0.0160

Los ecdysozoos aparecen como grupo hermarno del resto
de protdstomos (Spiralia), soportados con un valor de soporte de
Bremer de 11, A su vez, los ecdysozoos se dividen en dos
clados, uno denominado Panarthropoda conteniendo Arthropo-
da, Tardigrada v Onychophora; y ofre clado denominado
Infroverta conteniendo a los filos Priapulida, Kinorhyncha,
Nematoda y Nematomeotpha (v posiblemente al filo Loricifera,
no incluide en los analisis). La estructura de Introverta es como
la presentada por Nielsen (1995) y Nielsen et al. (1996}, Sin
embargo, dentro de Panarthropoda, Ja hipotesis agui obtenida
{Onychophora y Tardigrada como grupos hermanos), aunque
consistente con las hipdtesis de Simonetta y Delle Cave (1980}
v Waggoner {1996), difiere de las hipotesis planteadas por la
mayoria de autores (Onycho-phora {Tardigrada -+ Asthropoda)}
basados en datos morfoldgicos (p.¢j. Nielsen, 1995; Nielsen et
al., 1996) o moleculares + morfologicos (p.ei. Wheeler, 1998a,
1998b; Zrzavy et al,, 1998),

Algunos autores han criticado la utilizacidn del gen
ribosdmico 18S para la inferencia de filogenia de alto nivel
basandose en el bajo soporte estadistico de ciertos nodos (p. €j.
Halanych, 1998; Lipscomb et al, 1998). Esta realidad, sin
embargo puede estar causada por ambigliedades en las alineacio-
nes, deficiencia de los métodos utilizados, o un disefio del
muestreo taxondmice deficiente para el problema & fratar. Aqui
he intentado eliminar el problema de las alineaciones mediante ia
utilizacién del método de optimizacién directa de caracteres
(Wheeler, 1996), evitando asi situaciones como las de Lipscomb

al. (1998) en las que al utilizar taxones demasiado alejados
filogenéticamente, cbtienen alineaciones con 4037 posiciones
para un gen que mide aproximadamente 1800 bases. El disefio
taxondmice adoptado en el presente trabaje infenta representar la
méxima diversidad en todos los filos incluidos, siempre que ha
sido posible, por lo que se ha hecho un esfucrzo especial en
secuenciar numerosos taxones de los que no habia datos disponi-
bles. En este sentido, cste estudio es superior a otros estudios
recientes basados en datos disponibles en el GenBank (p. ¢j.
Halanych, 1998, Zrzavy et al. 1998). De este modo, se esperaba
oblener resultados més consistentes. La importancia de un disedio
taxondmico adecuado ha sido recientemente demostrada empiri-
camente (Giribet y Carranza, 1999), por lo que es un aspecto
crucial obtener secuencias de los grupos poco representados.

.
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Fig. 5 Arbo] esquematico del andlisis conjunte de los datos
morfolégices y molecnlares utitizando el métedo de opti-mizacion
directa de caracteres, para jos pardmetros gap = 1: tv/is = 1. La linca
punteada en Macrostomida indica que el grupe no es monofilético.
Los nimeros en las ramas indican el indice de soporte de Bremer.

CONCLUSIONES

Los deuterostomos agruparian a los filos Echinodermata,
Enteropneusta (Pterobranguia no incluidos en los andlisis),
Cephalochordata, Urochordata y Vertebrata, pero excluirfan a
los filos de ‘lofoforados’. Los protostomos se dividirian ast en
dos clados: Eedysozoa y Spiralia, este Gltimo conteniendo
Trochozoa y Platyzoa.
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Fig. 6.- Arbol mostrando la evolucion del caracter “presencia de muda cuticular’.

Los ecdysozoos (sensu Aguinaidoet al., 1997) constitui-
rian un grupo de animales protdstomos con una cuticula que
mudan al menos una vez durante su ciclo vital; sin una
superficie ciliada (ni larva ciliada); pseudocelomados o con
celoma presente en algiin estadio embrionario; y con un tipo de
desarrollo embrionario asimétrico. Los ecdysozoos se pueden
dividir en dos clados: Introverta (sensu Nielsen, 1995: Nema-
toda, Nematomorpha, Priapula, Kinorhyncha v Loricifera) y
Panarthropoda (Onychophora, Tardigrada y Arthropoda). Este
clado estd soportado por los analisis de * total evidence” aqui
presentados, asi comeo por los anélisis del ARNr 18S y de ia
morfologia independientemente. Resultados similares, aunque
con algunas variaciones respecto a Chaetognatha v Gunathosto-
mulida han sido propuestos por Aguinaldo et al. {1997),
Giribet y Ribera (1998), Eernisse (1998), Littlewood et al.,
(1998} y Zrzavy ct al. (1998) (véase también Aguinaldo y
Lake, 1998; Garey y Schmidt-Rhaesa, 1998; Schrnidt-Rhaesa
et al., 1998).

Los dos clados de Spiralia (Trochozoa y Platyzoa)
presentan un desarrollo embricnario de tipo espiral. Los
trochozoos constituirfan un grupe de ‘gusanos’ protéstomos
celomados {exceptuando a los entoproctos, que son aceloma-
dos) con una larva de tipo trecoforiane. El grupo incluiria a los
filos Phoronida y Brachiopoda como miembros mas basales,
v Entoprocta, Nemertea, Sipuncula, Mollusca, Pogonophora,
Echiuray Annelida. Finalmente los platyzoos { sensu Cavallier-
Smith, 1998) constituirian un grupo de ‘gusanos’ protdstomos
ciliados, no segmentados, acelomados (o pseudocelomados)
que carecen de sistema vascular; con o sin ano. El grupo
incluitia a los files Gnathostomulida, Cycliophora, Syndermata

{Rotifera— Seison—Acanthocephala), Gastrotricha y Platyhel-
minthes. En la mejor hipdtesis, los Platyhelminthes incluyen a
los grupos Catenulida, Acoela y Rhabditophora, pero no a
Nervertodermatida,

La redefinicion de los grandes grupos de metazoos
requiere de una serie de caracteres diagndsticos para dichos
grupos, En el case de Ecdysozoa, hay una serie de posibles
sinapomorflas resultantes del presente analisis:

a) Ausencia de epidermis ciliada. Este estado estd presente en
todos los filos de Ecdysozoa, ast como en Chaetogna-tha y
en Acanthocephala (Nielsen, 1995). De acuerdo con la
hipdtesis sugerida por los datos, este cardcter ha evoluciona-
do independientemente tres veces, aunque de estar los
quetognatos relacionados con los ecdysozoos (de acuerdo
con Eernisse, 1998; Littlewood et al., 1998; Zrzavy et al.,
1998} hubiera evolucionado tinicamente dos veces.

b) Cuticula en dos capas. Este estado estd presente en Ecdyso-
zoa, Gastrotricha, y en diversos filos de Trochozoa, por lo

que hubiera evolucionado independientemente tres veces.

Presencia de muda cuticular (Fig. 6). Este estado de carfcter
s& ha utilizado para dar nombre al grupo Ecdysozoa (Agui-
naldo et al., [1997). Todos los filos de Ecdysozoa presentan
muda cuticular en algin estadio de su ciclo vital, aunque la
composicion bioquimica de la cuticula no es 1a misma en
todos los grupos (Nielsen, 1995). La muda cuticular debe
estar contrelada por hornonas de algan tipo (jecdisona?),
aunque sdlo se conocen componentes de ese tipo en
artropodos, onicdforos y nematodos. Ademas de los ecdyso-
Z008, se observa muda cuticular en los anélidos clitelados.

<)
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dy Células intestinales no ciliadas. Este estado estd presente en
Bedysozoa y Onathostornulida {desconocido en Nemato-
morpha). En nuestro andlisis, los gnathostomutidos se
agrupan con otros protostomos acelomados, y por tanto este
estado de cardcter habria evolucionado independientemente
dos veces. Sin embargo, Littlewood ef al. (1998) postularon
Ia hipdtesis de Gnathestonuilida come integrante de Ecd-
¥$0Z0a.

Segin los resultados aqui obtenidos, fos Artropados (y
Tardigrados y Onicéoforos) estarian més estrechamente relacio-
nados con los pseudocelomados que mudan su cuticula (=Intro-
verta) que con los Anélidos—Moluscos (v oiros gusanos
protdstomos) (Fig. 7). Este hecho, planteade inicialmente por
Eernisse et al. (1992} basindose en datos morfologicos, v
posterformente por Aguinaldo et al, {1997) baséndose en datos
meleculares parece tornar peso en la literatura miés reciente
sobre filogenia de metazoos.
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