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Resumen

Se plantean dos problemas béasicos en la reconstruccion de la filogenia de los artropodos mediante la secuencia del
gen 185 ARNr 1) su posicion en ef arbol filogenétice de los Metazoa, y 2) las relaciones filogenéticas entre log
principales grupos de artropodos. La estructura primaria de! gen 185 ARNr muestra algunas sinapomorfias para los
subfilos, pero la secundaria no musstra ninguna, Pantopoda, Chelicerata y Myriapoda parecen conservar un complejo
de caracteres plesiomérficos que los hace aparecer erréneaments asociados en algunos arboles filugenéticos
construidos mediante algoritmos tradicionales. Para cada uno de estos grupos individuales (Pantopoda, Chelicerata
y Mandibulata) sélo existen unas pocas sustituciones de nucledtidos sinapomorficas claras, lo gue hace gue su
macnofilia no se vea apoyada firmemente atendiendo Unicamente & la secuencia del gen 185 ARNr.

Patabras clave: 185 ARNr, Cladistica, Filogenia Molecular, Arthropoda, Mandibulata, Ecdysozoa.

Evolution and phylogenetic implication of the Arthropoda 188 rRNA gene

Abstract

An assessment of two main questions of the arthropod phylogeny: 1) the position of the Arthropoda in the metazoan
phylogenetic ree; 2) the phylogenetic relationships of the main groups within the Arthropoda was performed basing
on the analysis of the 185 rRNA gene sequences data. Molecular synapomorphies for subphyla were found in the
primary structure of 185 rRNA, but notin the secondary ong, Pantopeda, Chelicerata and Myriapoda appear to retain
a complex of symplesiomorphic characiers, which may cause erroneous clustering of these groups in phylogenetic
trees inferred by traditional algarithms. Each of Pantopoda + Chelicerata or Mandibulata group have as low as a few
clear synapomaorphic nucleotide substitutions, and hence monophyly of these groups will not be strongly proved by

comparisen of 1838 rRNA gene sequences only.

Keywords: 183 rRNA, Cladistics, Molecular Phylogeny, Arlhropoda, Mandibulata, Ecdysozoa.

INTRODUCCION

Los progresos recientes en las técnicas de secuenciacion
hicieron pensar que muchos problemas filogenéticos se
podrian resolver de un modo inmediato. Las hipdtesis filoge-
néticas basadas en estos métodos se han hecho muy populares,
centrando la atencién de muchos bidlogos. Por ejemplo, 4 de
los 26 capituios en ¢l Gltimo volumen especial de la Systema-
tics Association sobre las relaciones de los artrdpodos (Fortey
& Thomas, 1998), dedicado a la memeoria de S. Manton
{Eernisse, 1998; Spears & Abele, 1998; Wheeler, 1998; Zrzav
et al., 1998), utilizan estos métodos. En dos de estos trabajos
se reanalizan datos pre-existentes, En esie articulo discutire-
mos el origen de este entusiasmoe y 1o que nosotros creemos
que Jos estudios de filogenia pueden obtener de los datos
moleculares. Intentaremos evaluar laaplicabilidad del gen 185
ARNTr en Ia reconstruceion de una filogenia “global” de os
Arthropoda basandose ¢n una base de datos extensa aunque
todavia incompleta (fanto en un sentide taxondmico como
analitico).

Volviendo al tema de ia filogenia "global”, uno se
enfrenta a un problema particular, que incluso podria parecer
paradéjico. Aungue la anatomia y embriologia comparada
parecen poder aportar muchos caracteres, la situacion real es
muy diferente, especialmente cuando se quieren comparar
especies de filos distintos. Segin G, Cuvier, el fundador del
concepto de filo, los filos son entidades merfoldgicas incom-
patibles. 3i, por gjemplo, se quiere comparar & Arthropoda con
Annelids, se debe construir una imagen absfracta virtual de un
Arthropoda general que fos pueda describir a todos, tanto a
una garrapata, un percebe y una mariposa como & un euriptéri-
do extinto. Es obvio que esta imagen serd muy simple, puesto
que debemos evitar introducir caracteres de especies concre-
tas. La situacién se vuelve mas dramatica si recordamos gue
1a filogenética moderna, como resultado de las innovaciones
revolucionarias de W. Hennig (1966), considera que no todos
los caracteres indican relaciones de parentesco, sino {nica-
mente las sinapomorfias compartidas, es decir, las innovacio-
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nes evolutivas compartidas por un grupo de espevies. Estos
caracteres 0o son $ine una pequefia parte del total de caracte-
res estudiados.

- Por si esto fuera poco, cuando se hacen comparaciones
de grupos muy distantes es dificil diferenciar el estado
derivado (apomorfico) del ancestral {plesiomérfico) de un
cardeter. Esta dificultad se centra en lo siguiente. En cladistica
el proceso habitual para distinguir los dos estados del cardcter
es la utilizacién de grupos externos ("ousgroups™). El grupo
eXterno es un grupo que, basandose en informacidn indepen-
diente (paleontologica o de otro tipo), se considera que se ha
originado antes que cualguier otro de los taxones a estudiar.
Si el cardcter en cuestién tiene dos o mas estados, el cardcter
presente en el grupo externo es el que se considera plesiomér-
fico. Sin embargo, cuando se comparan grapos distantes es
frecuente que atgunos caracteres del grupo interno (del que se
guiere obtener la filogenia) no estén presentes en las especies
del grupo externo. Por ejemplo, los organismos unicelulares
son sin ninguna duda un grupo externo de los filos de Meta-
z0a, pero en un anélisis filogenético no se les puede aplicar
ninguno de los caracteres de anatomia y embriologia compara-
da, va que no los tienen. De este modo, la direccidn en la
evolucion de los filos de animales multicelulares se determina
en sumayor parte de modo subjetivo, lo que pone en cuestion
lo acertado de los analisis cladisticos de la filogenia de los
filos. :

Existen numnerosos caracteres de secuencias molecuia-
res. Potencialmente es posible comparar millones de nucledti-
dos de genes que son inequivocamente homélogos, v demos-
trar que estos caracteres existen en todos los filos (e incluso
reinos) de seres vivos. Por famto, con el incremento del
nimero de genes secuenciados pareceria que se disipa el
problema dei reducide niimero de caracteres y que deberia ser
posible elegir un grupo externo para determinar el sentido de
la evolucidn, taly como dicta la metodologia cladista. La base
de] entusiasmo actual parece ser los cientos de caracteres
obtenidos en secuenciacién del gen 188 ARNr, utilizados en
taxa que tan solo tienen unos pocos caracteres morfoldgicos
adecuados para establecer comparaciones. Este entusiasmo se
ve apoyado por el hecho de que los caracteres moleculares son
faciles de formalizar, Producen la ilusién de ser independien-
tes y objetivos, no importa cual sea la experiencia personal del
imvestigador en cuestién.

Sin embargo, algunas caracteristicas particulares de los
caracteres moleculares indican que la construccidn de arboles
filogenéticos no va a ser una tarea ficil. Probablemente, de
1.000 g 1.800 nucledtidos del gen 188 ARNr son necesarios
paraque el ribosorna funcione normaimente. Estdn organizados
en grupos que son filogenéticamente muy estables, practica-
mente idénticos en todos los seres vivos. Estas regiones
contienen muy poca informacién filogenética. Normalmente
estén separados por regiones variables, cuya funcién hipotética
setia manterer las zonas conservadas a una distancia y un
dngulo determinado entre ellas, De acuerdo a su funcién, estas
regiones deben tener una longitud definida, pero la composi-
cidn en nucledtidos puede ser muy variable. A esta conclusién
se liega por el estudio comparativo de elementos de la estructu-
ra secundaria en distintas especies de eucariotas.

hmaginemos el modo hipotético de evolucién de estas
regiones no controladas por seleccidén. En el procese de
divergencia entre las especies se acumulan mutaciones, Estas
acabardn por fijarse, es decir, se estableceran en todas las
poblaciones de la especie, tal v como sugiere la teoria de la
deriva de los alelos neutros. La evolucién independiente de las
especies tesultard firalmente en secuencias de nucledtidos
distintas para estas regiones, que en cada clado diferiran de la

secuencia originaria. ;;Qué grado de diferencias cabe esperar?
Como las mutaciones neutrales surgen y se fijan de un modo
aleatorio, estas diferencias no pueden predecirse de un modo
exacto, pero porle menos pueden estimarse con un cierto grado
de precision, Para realizar estimas cualitativas es necesario
conocer la probabilidad de aparicién y fijacién de las mutacio-
nes. Si este valor es arbitrario, la diferencia entre dos especies
serd también siempre arbitraria, Por lo tanto, estas diferencias
no permitirdn legar a ninguna conclusién filogenética. La
hipbtesis mas simple sugiere que las mutaciones neutrales
surgen y se fijan a un ritmo relativamente constante, a modo de
un "reloj molecular”, lo que permite determinar el tiempo de
evolucién independiente entre dos especies (Zuckerkand] &
Pauling, 1965). Si esto es asi, jporqué rechazamos [a hipdtesis
mas simple si llegamos a la conclusion de que los fragmentos
de secuencias seleccionados no estan bajo el control de la
sefeccion? Actualmente exister programas de ordenador que
permifen reconstruir filogenias de un modo méds o menos
preciso utilizando diferentes métodos v modelos de evolucion
molecular, especialmente es el caso en el que la evolucion de
las secuencias de las especies que se compara nio se desvien de
un modo significativo de la hipétesis del "reloj molecular”. Ba
la pagina WWW de J. Felsenstein se pueden encontrar las
referencias de 136 programas filogenéticos distintos:
kttpievolution. genetics. washington.edu/,

La hipotesis del "reloi moleculer” parece simple y
natural. 8i se compara a las mutaciones aleatorias simples don
gotas de Huvia, de acuerdo a esta hipdtesis dos personas
cualesquiera bajo la lluvia se mojardn por igual y al mismo
ritmo. Sin embargo, si una de ellas estd bajo la lluvia por
mucho tiempe, su ropa llegard a saturarse de agua y a partir de
entonces las gotas que caigan sobre é no lo mojardn mas. Lo
mismo sucede con las regiones variables del ARNr, que
pueden "saturarse” de mutaciones. Una misma posicién puede
repetir la misma mutacidn, puede mostrar convergencia con
otras mufaciones, o incluso puede revertir a una situacion
ancesiral anterior. Ei grado de disimilaridad en jas secuencias
no esta ya correlacionado con el tiempo de evolucidn indepen-
diente tras la separacion de los taxones. Los petiodos proion-
gados de evolucién neutral disminuyen el valor filogenético
de muchos fragmentos del genoma,

La radiacién rdpida de taxa en periodos cortos de
tiempo (p.¢j. en ta explosién del Cdmbrico) también dificulta
la reconstruccién de la filogenia. En este caso, el pequetio
nimero de mutaciones que se fijan en un periodo de tiempo
corto entre dos bifurcaciones no excede ias posibles desviacio-
nes estadisticas en el gran nimero de cambios que se produ-
cen a lo iargo de la prolongada evolucién independiente de los
clados resuitantes. Cuando se utilizan métodos de reconstruc-
cibn filogenética basados en la estimacién de distancias esto
puede causar la incorrecta estimacion del orden en que se
produce la cladogénesis.

Hn estos casos, determinar el orden de cladogénesis
mediante la utilizacién de los métedos habituales de la
filogenia molecular es como tratar de estimar el tiempo exacto
(que se ha pasado bajo Ia iluvia pesando el agua que se pueda
escurrir de la ropa. Bstas dificultades se presentan aunque
aceptemos la hipbtesis del "reloj molecular”.

En el cuento de hadas “Frau Holle" de Bruder Grimm se
habla de una "[luvia de oro”, que cubre la ropa de un bello
dorado. Se podria intentar buscar estas "sefiales doradas™ en los
genes de ARNI, sefiales que no dependan del tiempo que se ha
pasado bajo una "luvia de mufaciones”, sino gue ccurfan
irregularmente al azar, Teoréticamente, estas mutaciones no
serlan sino las sinapomorfias de Hennig a nivel molecular.
Ocurren independientemente del monétono "reloj molecular”,
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pero no son un elemento obligatorio. En especies que divergen
recientemente, que no estén saturadas con mutaciones, todas
las mutaciones pueden ser de este tipo, con la dnica limitacion
que supone un cdHdigo genético de solo cuatro opeiones. En
clados antiguos, este papel lo pueden representar mutaciones
neutrales raras, cuando un cambio en principio prohibido (p.gj.
un cambio en la longitud de los espaciadores} se hace posible
debido a una mutacién simultinea en dos espaciadores que deja
la cadena principal sin alterar, o a un cambio en las propieda-
des de una de las proteinas ribosomzales.

MUTACIONES QUE PRODUCEN CAMBIOS EN LA
ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DEL ARNR

En los ribosomas las moléculas de 185 ARNr estan plegadas
de una forma caracteristica, formando una especie de Organo.
Pequefias regiones auto-complementarias forman pequefias
dobles hélices tipicas de aproximadamente 50 bases, asi como
bucles de una sola cadena (Van de Peer et al, 1999). La
estructura tridimensional del ARNr se ve afectada principal-
mente por supresiones e inserciones en algunas regiones
evolutivamente conservadas. Las mutaciones en estas regiones
deben estar acompafiadas de otras mutaciones compensatorias
en los genes ARNr o en las proteinas ribosomales, por lo que
son raras y pueden representar las "sefiales doradas" de la
filogenética. Se debe remarcar gue aunque este tipo de
mutaciones son frecuentes en la estructura del 18S ARNr de
muchas especies, tanto dentro de grupos concretos como de
los grandes sub-taxa de artrdpodos, estas sinapomorfias
ocurren sélo muy raramente. En todas las clases de artropo-
dos, tal y como se definen actualmente, es posible encontrar
alguna especie con una horquilla o un bucle en el 188 ARNr
caracteristico de Bilateria. En otras palabras, esta region tiene
una longitud y ura estructura similar a la de otros muchos
filos de animales multicelulares. De este modo, la evolucién
del gen 18S ARNr en artropodos pudo haberse iniciado con
una estructura estindar. Sin embargo, esto no es cierto para
todos los taxa de artrdpodos: algunos tienen "sefiales” especi-
ficas heredadas del antecesor comin méas reciente. En los
artrépodos estas sefiales habitualmente representan cambios
en la estructura secundaria de las regiones variables V4 y V7,
formando las horquillas 23 y 43 de acuerdo a fa nomenclatura
de Van de Peer et al. {1999). Estos cambios se deben a la
insercion de nucledtidos adicionales que causan fa elongacién
de las horquillas antes mencionadas.

La horquilla 43 ancestral, no elongada, pucde tener la
estructura primaria diferente en faxones distintos, incluso
aunque la estructura secundaria sea fa misma. Se podria
deseribir como cuatre cortas dobles hélices aliernadas con
cuatro regiones sin aparear. La hélice basal tiene tres pares de
bases, y las otras tres-cuatro, cuatro-cinco, y seis-siete pares
debases respectivamente. La region simpie 1 estd formada por
una Gnica purina en la rama anterior, fa regidn 2 a menudo por
AU en la rama anterior y UC en la posterior, la 3 puede variar
en tamado y es siempre asimétrica, con menos nucledtidos en
la rama anterior que la posterior, y el bucle terminal tiene de
tres a cinco pares de nuciedtidos,

El tamafio de la regién simple 3 puede ser especifico de
algunos taxones de artropodes. Asi, en insectos es largo sise
compara con la de crusticeos o colémbolos, que estdn
préximamente relacionados. Este cardcter es una sinapomeorfia
de los Pterygota v Aptervgoeta (Lepisma) (Fig. 1, flechas).

Por ejemplo, en el fido Aeyrthosiphon pisum el gen 185
ARNr es extremadamente largo, con 2.4 kbp (Kwon et al.,
1991). Es mas largo que en la mayoria de grupos, incluyendo
insectes (con 1.8 kbp). De acuerde al principio de parsimonia,

s¢ podria pensar que cf alargamiente del gen ¢s una apomorfia
de 4. pisum, es decir, que es una caracteristica propia que ha
aparecido tras su separacion como especie, De la misma (orma,
habria que rechazar la posibilidad de que Ia cadena larga fuese
la condicion ancestral, que se tendria que haber reducido en ¢l
resto de especies excepto en 4. pisum. Sin embargo, se ha
demostrado que todos los taxa proximos a los dfidos (coccidos,
moscas blancas y psilidos) tienen un 185 ARNr elongado, y
que esta elongacion es apomdrTica, por tener varias inserciones
particulares fijas para todas las especies del clado. Esto separa
a este clado de las cigarras y los chinches, que mantienen el
estado plesiomdrfico para este caracter (no elongacién del gen)
(Campbell et al., 1994; 1995). Estas apomorfias fueron
adquiridas por el ancestro de los actuales Sternorrhyncha en el
Pérmiico y todavia se mantienen. Es de remarcar que sustitucio-
nes de otros nucledtidos en otras partes del mismo gen y los
arboles filogenéticos construidos con ¢l mismo, también
apoyan la monofilia de Sternorrhyncha.

De forma parecida, en la regién central de V4 existe una
larga y variable doble hélice caracteristica de las cicindelas
{Coleoptera, Cicindelidae) que no se encuentra en fos carabi-
dos, a pesar de su proximidad filogenética (Vogler et al.,
1997; Hancock & Vogler, 1998). Otro ejemplo de una
sinapomorfia similar es la insercion de secuencias adicionales
en las regiones V4 y V7 del gen 183 ARNr de los crusticeos
branquidpodos. Estas secuencias forman las hélices E23-1a,
E23-C, y 43-1 en todas las especies de claddceros estudiadas
hasta la fecha (28), asi como en el espinicaudado Cyclesferia,
lo que apoya la monofila de Cladocera y su proxima relacion
con el espinicaudado Cyclesteria (Crease & Taylor, 1998).
Finalmente, las secuencias insertadas en la region V7 del 185
ARNr de los Strepsiptera forma hélices que son especificas de
este grupo. La estructura secundaria de esta regidn apoya,
aungue débilmente, ia relacion de grupos hermanos entre
Strepsiptera y Diptera (Choe, Hwang & Kim, 1999).

Existe oira insercion, aunque en este caso mas pequefia,
en la region de ia horguilla 43 que agrupa a un conjunto de
érdenes de insectos holometabolos: escarabajos, himendpte-
r0s, moscas escorpion y un complejo de insectos neuropteroi-
deos (Fig. 1). Esta sinapomorfia existe por lo menos desde el
Pérmico temprano, el periodo del que se conecen los primeros
representantes de estos drdenes (Rohdendorf & Rasnitsyn,
19800, Los insectos nearopteroides tienen secuencias adicio-
nales en la region de ia horquilla 43, que se han originado
como resultado de una evolucion adicional posterior. Repre-
sentantes de dos Ordenes de Holometabola tienen una
insercién de homologia dudesa o indetectable (estilopidos y
dipteros respectivamente). Para decidir si este caso es una
plesiomorfiz de Holometabola que se ha perdido en otros
grupos, o una sinapomorfia de estos dos Ordenes, es necesario
contar con mas evidencias.

Vemos asl por qué las regiones V4 y V7 se describieron
como las partes hipervariables de! gen 185 ARNr, ya que se
observan numerosos cambios, incluyendo inserciones muy
largas, en grupos muy distintos de organismos. Debido a ello, al
alinear las secuencias muchas veces es dificil establecer directa-
mente la homologia enfre las bases, v en ocasienes hasta se
excluyen de la secuencia que finalmente se analiza. Sinembarge,
en ios casos que hemos discutido anteriormente, fas inserciones
especificas de secuencias homdlogas fueron heredadas por las
especies actuales de un ancestro corndn y no son el resultado de
convergendia. En este caso podemos aventurar que las partes
especificasde la horquilla43, como 1a 43-1 propia de Cladocera,
son una "unidad homdloga™, y por tanto se puede homologar en
todos los taxones dentro del grupo, obviando los problemas de
homolegacion directa de los pares de bases,
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MOLLUSCA (Crassostraa) ~CCTACTARATAGTTC ~~wm—m = BCCGEATC -~ e e T s s s s s s GLTGTCGETET e o o o AACTTCTTAGAGG
CRUSTACER {Artemia} ~CCTGCTARATAGACG == = mm = ATGEAT -~ - - m = mmmmmmm e CPBG == == e e e GGTEGAT-CB-—m— - m e e CTCTTCTTAGAGG
CGLLEMBOLA (Crossodonthina} ~CCTATTAAC TAGACG=-==~===== PRRIATCC= == s e PRTPIIT = = o o oo ot GEETTTGACG A~ ==~ ===~ TGCTTCTTAGAGE
ZYGENTOMA {Lepisma) ~CCTATTAAC TAGGC G == e TOGEGET A s vt ot oot s s e e TGP o = o o GTTCCCCCGECEC-ATCARAC-LTCTTCTTAGAGG
Odeonata (Aeshna} ~CCTGCTARC TAGGCE -~~~ = === TTGGAATC = o m e m mmm PATTAC — ==~ = = m = — o mm e GCTTCCRACG--T-AECA-~——ATCTECTTAGAGE
Ephemeroptera (Ephemera) ~CCTGUTRACTCEGL G — e o e e e e CCBABA T -~ e e e e PGP e e e e e GCTCTCGELG - C~TPA- -~~~ CTCGTCTTAGAGG
Ephameroptera (Baetis) ~CCTACTRAARTAGGC G e e s o COGHT DT D v v o i i s s s s s s b e e TTAAC ~m e i e GCTAGCGGLG ~~T-AGLA~~~~ATCTTCTTAGAGE
Plecoptera {Mesoperliinaj ~CCTGCTRACTAGTC G~~~ CACATTCACGACATC -~ =~ m CECAT TG~ e e GCIGTCGECG~-ACHARTATAAACTCTTCTTAGAGS
Orthoptera {Acheta) ~CCTACTABCTAGTCG — - - AAACCGGUATC = e o e o e COCPGP~—mmmm e GUAGCCGGCG-AC-ICARCA~ ~~LCTCTTCTTAGAGG
Phasmatodea {(Carausius} ~CCTATTRACTAGTCG ~ -~ —m O ey e COTGRAGT = o oo s s i it s s s e GCITACCGGCE~ACRAAT G- ~~RATCTTCTTAGAGE
Dermaptera {Forficula) —CCTGCTRACTRGUCE e B TCCAPCIT e oo oo s st sttt s s s e o 30 BT BT e o o e e o e e e e e GCTGTTGGLG-GT-TTA - PPCTTCTTAGAGG
Hemiptera {Okanagana) ~CCTGCTARATAGACG-~~~ -~ ATTTCCGETAT  ~ — v e e e CACAATAGT~~~= m— e i e e e GCTACCEECE~A~-IAATAAT - ~RTCPTCTTAGAGE
Hemiptera {Aquarius) ~CCTATTAACTAGGCG- -~~~ -~ PCCGGTATC — e e TP i i s i 0 i s s GCTACCEGLG-A~ ~[TACAAT - -ATCTTCITARAGG
Hemiptera {Craphosocma) ~CCTATTARACTAGGEC G = e CTCCCGETATRA v w1 o ot e o e e o e e = BB T i i e e e e CCTACCCEECE~AC-AATT A~ ~~TTCTTCTTAAGGE
‘trichoptera {(Hydropsiche) ~CCTGRTARATAGACETY -~~~ A-TTACCGGTATCGU-GAGEF ~— — == = o i o w PG CGECTC LT CGL G T O R o o o s s ACTACCGGCGTAC-ATTGTA~ ~ATCTTCTTAGAGG
Lepidoptera {(Galleria) ~CCTGCTARRTAGGCGT~—mmm o CGCCATTITAGETELEC - G~CBEC =~ = = = = CP T~ P~ ST CEC~GCAACTC e e o e ACTECCEACSTAT STAARA~ -~ TCTTCTTAGAGE
Macoptera {Panorpa) ~CCTGCTARRTRAGGCGT -~ -~ A~ TP TCCAGTATOTCGARGECT - - ~COGCT TCTTGACT TCGGTC ~ TPGATEGTCT ~ 4 G~ AGTIIPTAC TAC TGOS TAC -ARAC AR~ ~[PTCTTCTTAGAGE
Mecoptera {Boreus) ~CCPGCIAARTRGGCEY ~— -~ BCTTTCCEGTAT mmbwamﬂﬂnaﬂﬂmmnsssmﬁmmﬁﬂﬂﬂmmnomﬁmwﬂﬁmmﬂs::tmHQQOHHHHWhHPOOOQQmHWOtﬁbbﬁﬁﬁtfdﬂﬁﬁﬁﬂﬁﬂhmwmm
Sipheonaptera (Arcgeopsilla)~CCTGCTRAAATAGGCET ~~~~ACTTTCCGETATCGCARRGGCCCTCCEGT - -~ TCEECPTCEETCETTTTCGETT - - 4 SIEEEC P TAC TACCGGLETAL “ACAT AT - ~ATC TTCTTAGAGE
Hymenoptera {(Leptothorax) ~CCTGCTARATAGCCET - - - -~ ACCT TATGETAT QT CEAAGGECCC ~CCBET ~ ~ = -~ = PLTCGGCCEE——— === ===~ CGRGTTTTTACTACCAACGTAC BARCARA--RICTTCLYTAGAGE
Hymenoptera (Polistes) ~CCTGCTAAATAGECET ~~ ~ -~ ATAT TATGETATOACGRAAGGCCC-TCEGC- —— - - ~— = TTCEETCE A~~~ = o o e e GREEtrP TTACTACCARCETAC -CAACAA~~ATCTTCTTAGAGG
Coleoptera {Tensebrio)} ~CCTGCTARATAGGCET ~~ -~ A~TT T~ CGACATCOCCAARGECCCELCTEET ~CCCEGHETTCECTCEETCACCETGC -4 GUEEETTTTRC TCTCGGCETAC - AARCAA~ ~TTCTTCTTAGRAGE
Raphiidoptera {Phaecstigma)-CCTECTAAATAGRCETAGTTCTAT TCCEGTATUIC~ARGELCCECTETTr — = = w o ne e s s s s} GCEGTTTTTRACTACCGGCETGA~TTTTACA-LCICTTCTTAGAGE
Megaloptera (Sialis) ~CCPECTAACTAGECETACARTTCATCUGCETATUTC - ARGBCCCETC TG = w e s e 7 s e GTGETTTTTACTACCGGCETAC ~AAATAT - ~-ATCTTCTTAGAGS
Neuroptsra {Anisochrysal ~CCPGCTARATAGRCET - -~ ACTTTACCGGLATOT C- BAGGCCCATCGEEC — — e A e e GIEETEITTACTCCCGECETAC-AAAT AR~ ~TTCTTCT TACGAGS
Strepsiiptera {Mengenilla} ~CCTGCTAACTAGACGT-~AARCGCTGCTGTCGCTICHTTT W |||||||||| H o e e e GCAACATTCCLCTATCGGCETTT ATGAARRA-TCTCTTCTTAGAG
Strepsiptera (Xenos) ~CCTGCTAACTAGACGT -TRAAATGT TTTGCTAGAHC QBMMWMMMMO TATCGGCETATTTAAATA-CCTCTTICTTAGAG
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inserciones homdlogas de fos Holometabola se sefialan con
cajas, dentro de ellas los residuos idénticos estdn en negrita.

parcialmente

de puntos unen regiones

arcos

Los

implicadas en el
plegamiento de ka horquilla 43. Las regiones homélogas para

prabablemente

complementarias,

flechas en la estructura sceundariza de esta regidn, maostrada
bajo Iz alineacién de las bases. Se subraya un patrén de
(purina - pirimidina sin aparcjar - pirimidina aparejada), Los
asteriscos indican la posicién de secuencias adicionales ne

secuencias muy conservado en fa frontera de un bucle / hélice
mostradas.

Insecta se sefiala con una caja doble en la alineacién, y con

. b MNucleotide sequence inserted inte hypervariable

region V7 (hairpin 43) of the insect 188 tRNA geae. One of

the variants of alignment is shown.

Sequences  of

|

holometabolous insects with the exception of Diptera are
arranged under dotted tine. Homologous for Holemetabola
insertions are boxed; identical resiclucs in them are taken in

boid. Punctuated arcs link partially complementary regions,
prebably inveolved in folding of hairpin 43, Homelogous for
Insecta insertion iz double boxed in the alignment and is
pointed by arrows in the secondary structures of this region
shown below the alignment. A conservative motif {purine -
unpaired pyrimidine - paired pyrimidice) at the boarder of
foop/helix er bulge/helix is underiined. Stars * indicate the
position of additional sequences which are not shown.
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SUSTITUCIONES MUY CONSERVADAS

Un codigo genético de cuatro letras parece ofrecer muchas
posibilidades de convergencia, como ya s¢ ha comentado para
las regiones funcionalmente neutras. Sin embargo, hay
posiciones del gen 188 ARNr en las que no se han detectado
no ya cambios convergentes, sino ningim tipo de cambio. En
ofras regiones s¢ producen algunos cambios, pere son muy
raros, y no registran convergencias. Ejemple de una "buena”
sinapomorfia ¢s un par de transversiones-transiciones TT AC
en el bucle de la horquilla 42 en los auténticos quelicerados
(Arachnida + Merostomata, Fig. 2). Estas sinapomorfias
existen por 1o menos desde el Ordovicico temprano, desde que
fos Merostomata divergicron del resto de ardenidos (Dunlop
& Selden, 1998). Para determinar la direccién de las transicio-
nes evolutivas se fomaron ofros animales como grupo externo.
Entre unas aproximadamente 200 secuencias del gen 185
ARNr examinadas de varios invertebrados aunca se ha
detectado un par AC convergente, y aunca se ha detectado una
reversion al estado ancestral dentro de Chelicerata. Esto ¢s
también cierto para los Acaros parasitiformes, ¢n los que la
evolucidn rapida del gen 188 ARNr enmascara muchas de las
sinapomorfias moleculares con otros ardenida, Al contrario de
lo que sucede con Limulus, los Pantopoda retienen la secuen-
cia ancestral en la region de 1z horquilla 42 (Fig. 2). Se podria
concluir de ello que su relacidén con los aracnoides es més
Jejana. Es de destacar también la existencia de otra sinapomor-
fia (la eliminacién de dos pares de nucledtidos) en esta regidn,
que marca la muy temprana separacidn de los animales mul-
ticelulares en Tetrarradiata y Octorradiata {Aleshin et al,,
1998a).

Los caracteres moleculares antes mencionados inducen
a pensar en la hipotesis del equilibrio puntuade de Eldredge
y Gould (1972). Estos aufores analizaron series de moluscos
fésiles de sedimentos terrestres, y observaron que las especies
mostraban periodos largos de existencia estable, con interrup-
ciones esporadicas en las que la forma antigua desaparece y es
reemplazada por una especie nueva, proxima a fa anterior, que
presumiblemente se origing a partir de la primera (las formas
de transicién no se detectan debide al corte periodo de tiempo
en el que ocurre la transicion). La especie nueva persiste en un
estado de “equilibrio” durante un periodo de tiempo largo,
pero este equilibrio se puede ver interrumpido por un nuevo
suceso de especiacion rapido. Dejando aparte algunos aspec-
tos polémicos de esta hipdtesis, no se puede evitar reconocer
que la existencia de diferentes opciones en la estructura
secundaria de la molécula 188 ARNr, que raramente muestran
variaciones, se puede describir de forma adecuada utilizando
la hipdtesis del equilibrio puntuado. Estos elementos estructu-
rales, o los cambios en nucledtidos individuales, persisten
durante mucho tiempo en las moléeulas de 185 ARNr,
mostrando estabilidad evolutiva hasta que ccurre algin
periodo de inestabilidad. Finalmente, la estructura asi modifi-
cada se transmite durante generaciones. La inica diferenciaes
que los sucesos que hemos descrito ocurren en faxa de alto
range, ¢s decir, ordencs y clases, en lugar de especies. El
origen de este tipo de caracteres morfologicos se trata habi-
tualmente bajo el términe de "macroevolucion”, mientras que
la hipétesis de Eldredge y Gould describe procesos de
"microevolucién". En nuestra opinion, la extension de la
hipotesis del equilibrio puntuado a taxa de alto nivel y a nivel
molecular elimina (por lo menos parcialmente) la frontera
entre macre y microevolucidn, ya que los caracteres inicos de
la estructura del 185 ARNr antes mencionados se pueden
registrar incluso en especies individuales. Ademis, pueden
convertirse en el objeto de estudios futuros basindose en la
interaccitn de elementos definidos, que no permiten cambiar

de modo arbitrario la configuracion de la macromoléculasino
se ven acompaniados de los correspondientes cambios com-
pensatorios.

Otros muchos caracteres moleculares parecen ser menos
informativos, tales comeo dos transiciones TC en la region de
la horquilla 25 (Fig. 3: 25a y b). Aunque podrian considerarse
caracteristicas de Arthropoda, en Hexapoda, vy en Ia mayor
parte de Insecta y Collembola, se han detectado reversiones al
estado ancestral. Esto se pedria interpretar como clara
evidencia de la monofilia de Hexapods, pero es facil probar
que esta presuncion se basa en una hipotesis poco convincen-
te, segin la cual las transiciones 25a y 250 (TC) tuvieron fugar
en un antecesor comun de todos fos artrépodos. Ademds, de
ta Fig. 3 se deduce que las dos transiciones TC sucedieren en
un antecesor comin de Diptera, a continuacion de la reversion
CT en Hexapoda.

Bl nucledtido 24a exhibe un grado de conservacién
similar. En la mayoria de Manadibulata (Crustacea +Hexapoda
+ Muyriapoda) esta posicidn esté ocupada por un residuo T,
que endereza la region helicoidal 24 conun par complementa-
rio (Fig. 3). Las transversiones GT se pueden atribuir a un
antecesor comin de todos los Mandibulata y se pueden
considerar como una evidencia en favor de la bifurcacion de
los Arthropoda en Chelicerata y Mandibulata. Sin embargo,
esta hipotesis es dudosa, ya gue no describe lo gue sucede en
el residuc 24a: algunos Mandibulata tienen una obvia
reversion TG, mientras gque ofros laxones muesiran una
transversién GT gue ha tenido lugar independientemente de
modo paralelo (Fig. 3). Puesto que se ha de aceptar que en
este residuo han tenido lugar sustituciones repetitivas con
relativa frecuencia, marcando clados de volumen reducido, no
se puede rechazar la posibilidad de que también se sefialen
ciados de artrpodos “grandes” en diferentes etapas en la
evolucidn del grupo. Por gjemplo, sbio habrian sido necesarias
dos sustituciones de este tipo para que la transversion GT
hshiera tenido lugar independientemente en los dos grupos de
"Mandibulata”, o si se admite que esta transversion ocurrid en
un ancestro comin de todos los Arthropoda, pudo ocurrir una
reversion TG en el clado de los Chelicerata, Si latopologia del
arbol més parsimonioso es solamente unos pocos pasos
evolutivos mas corta que la de las posibles alternativas y esta
diferencia se basa cn posiciones variables (como la 24a, 252
o 25b en la Fig. 3, pero no la 42a vy 42b en la Fig. 2), ¢l
problema de la construccion del drbol filogenético dificilmen-
te se puede considerar soluctonado,

ANALISIS CUALITATIVO DEL PARENTESCO

Como se ha mencionado anteriermente, no se puede sino
concluir gue la identidad de varios residuos en el gen 183
ARNr permite diferentes interpretaciones filogenéticas y
puede indicar un falso parentesco. Si esto es asi, se puede
pensar que comparando todos los residuos informativos se
podria construir un érbol filogenético mas fiable. Se han
ilevade a cabo muchas comparaciones de este tipo con el gen
188 ARNr de los artrépodos; algunas de ellas se discuten en
los articulos publicados en el volumen especial de la Syste-
matics Association editado por R. A. Fortey y R. H. Thomas
(1998).

Es obvio que el método de evaluar parentescos tiene
que tener elementos de compromiseo: se pueden tener en cuen-
ta Gmicamente los residuos idénticos, o se puede considerar el
que los residuos correspondientes sean ambos nucledtidos
purinicos (el valor de csta semejanza se puede establecer en
menos que 1, pero mayor que ). También se pueden estable-
cer relaciones de parentesco por medio de distancias. Si se
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CILEATA {Paramecium)
PLANTAE {&Giyone)

PORLFERA (Scypha)
CTENOPHORA (Mnemiopsis)
PLACCEOR (Trichoplax}
CNIDRRIA (Atolla)
PLATYHELMINEHES (Bipalium}
ROTIFERA (Brachionus)
ECHINCDERMATA {(Antedon)

MOLLUSCA {Mytilas)
ANNELIDA [Giyceral
NEMATODA (Enoplus}

NEMATOMORPHA (Gordius)
PRIAPULIDA ({Priapulus)
KINORHYWCHA {Pycnophyes)
ONYCHORHORA {Euperipatus)
TARDIGRADA (Macrobliotus}

PANTORGDA {Nymphon)
CHELICERATA {Limulus)
CHELICERATA (Aphonopelma)
CHELICERATA (Androstonus)
CHELICERATA {Eusimonial
CHELICERATA (Pzewdocellus)
CHELICERATA (Xenillus)
CHELICERATA [(Argas)
CHELICERATA ({Cosmolaelaps)
CHELICERATA {Megtsthanus}
CHELICERATA (Txodes)
MYRIAVODR {Craterostigmus})
MYRIARODA (Scolopendra)
MYRIAPODA {Polydesmus)

V.V, Aleshin & N. B. Petrov

~GEEARACTTACCAGGT CARARCAT GGATGGGA- ~ ATGGARG TP TAAGGC AATARC AGGTC TG TGATGC CCCTAGACGTC C;'—J:"IGGGC -
~GGGARRCTTAL Inks GLCCAGACAT AGTAAGG ~~* ~ ACGGARGTT TCAGGC AATAACRGETCTETCATGCCCTTAGATETT CEEGGC~
MGGMMCTCACS[I\ GTCCAGRCATAGTARGEA- - ATGGAAGTITCAGECAATAACAGETC 'FG’I‘GATGCCCTTJ\G}\TG’I‘TCFGGGC b
~GGAARACTCAL GTCCAGACAT, AG@‘\AE&GP\— * = ATGGAAGTT TCAGGC AALAACAGS T PGTGATGCCCTTAGATET T ClT:GGGC -
~GGARRRCTUAC ! SGTCCAGACATACTARGEA- «AASTAMG - - TAGGECCATAAC AGETC PEIGATGCCCT PAGATGTT CI'I.'IGG GO~
~GOEARRCT CACCABGTCCRAGACAT AGTARGGA-Y ~ TCET ARG~ CARGECARTAACAGETC TETGATGCCC T TAGATG T T CEGGEC ~

~GEANATCTCACCCGUCCOCGACACTETGAGGA* ~AATGAAN = TEHAGC AATAACAGG TC PG TEATGCCITTAGATGTCCGHEGET -
~GGARATCTCACCOGEC CCEGACAC TETANGGA-* ~CACGAAA ~ - TTUAGCANTAACAGETC TGTGATGCCETTAGNTIGT TCEEG GG
~GGARARCT CACCCGGCUCGEACACAGT A-GGA* ~CGLGAGA ~~TT GAGCAATAACAGG TC TETGATGCCCTTAGATET TCCE GGG -
-~GEAARPL TCACCCOHCCCEEACAC TETARGGA-Y ~CRCGAGA - - TTGAGCAATARCAGETC TGP GATCCCOTTAGATGTTCGEEGC ~
~GGARAMLCY CACCCGUCUCEEACACCGTARGGA-* ~COUGAGA ~= TT GAGCAATAACAGGTC TG TGATGCCCTTAGATSGTTC GGG -
~GGEARACTCACCCGECCCGGACACCETARGGA* ~ TACGAGA ~~ TTGAGCARTA AL AGGTC TETGATGCCCTTAGATGT TCGEGGC ~
~GHABARCTCACCCGGCUAGGACRL TETARGGA~* ~ CACGAGA -~ TTGAGCANTAACAGG TC TGTGATCCCCTTAGR TG TCLGHGGC -
~GORAATCT CACCCEGTCOGEACAC TETARGGA~Y —~CACGAGA -~ P GAGCAATAACAGGTC FETGATGCCCTTAGATOTC CGEEGT -
~GEARMACTCACCTGUT CAGGACACCETARGGA* ~ PECGARA - ~ TRGAGC AR A AC AGG TS TG TGATGC COPTAGATGTC CABGES -
~GEGANGLICACCOGUC COGBACALCOLGAGGA~* ~ CACGA~ « ~ ~ PPGAGCEATAACAGGIC PGTGATGLCCTTASATGTC CEGEEC -
~GEAAAACTTACCCEEC COGGACAL TCTARGEA~* ~CACGAGA ~~ TTCAGCARTAAC AGGTIC TGT GATCCCCITAGATGTCTEEGGHC -
ARGGA-* ~CACGAGA -~ TP GAGUARTARCAGSTC TETGATGCCCTTAGATOTC CEEEEE -
BRAGGA-* ~CACGAGA - JERGAGCART AACAGETC TG PGATEC COTTAGATETC CEEGEE -
ARCGHA~* ~CACGAGA~{CAGAGCARATARCAGGTC TEAGATHUCCTPAGCATGTCLEEEEC -
ARGGA~* ~CACGAGA--CAGAGCRATARCAGGTC TG T GATCUCL PLAGAT GTC CEEEGE -
ARGGA-* ~CACGAGH ~-CAGAGCARTRACAGG I TCTCATECCCITAGATETCCGEEGC -
BRGGAT ~CACGRGA-~CAGAGCARTAALAGG TCTGTGATEC COTTAGATGICCEEEGR -
RAGGA~* ~CACGARA~~CAGAGCAATAACAGETC TETRATEL COTTAGATETCCERREE -
GAGGA-* ~CACGARA- 1CEGAGCART AACAGGTC TETGATEC COTTAGATGTCCEEEGC -
BAGGRY ~FTEGAPAA -~ CAGAGCARTAACAGGTIC TG T GATECCOTTAGRTCITC GEEG0~
GAGEA-* ~CECGANA~~CAGAGCARTAACAGETC TETGATGCCC TTAGAT G ICGUEGEC~
GAGEA~* ~CACGAAA~ “CRGAGUANTAACAGGTC TETGATGCCCTTAGATGTCCGEEET -
AAGGR~-* ~ CACGAGA~ - GAGCARTARCAGETC TETGATGCCCTTAGATGTCCGGEGC -
ARGGA-Y ~CACGAGA- - TTGAGCAATAAC AGGTC TOTGATGCCCPTAGATETCC GEEGS -
PRGGA-* ~CACCAMA- - MTGAGCAATANIAGGTC PETCATGCCCTTAGATETCCEGGGT -

-GGAAAACTCACCCGGCCCGGACACTG?
~GEEAAACTCACCCGECCLGEACAC TG
~GGARRELTTACCOGEC COEGACACT
~GEAPAACTTACCCEECCUGEACALT
~GEABRARCTCACCCEEUCCEBACACT
~GEAAARCTTACCCEECUCEGACALC
“GGAAARCTCACCCGGCCOGGACACTE
~GEAAAACTTACCCGECCCEGACACT
~GEARAABCTIACCT GG T CCTGACACT
~GGARAACTTACCCEEC COGGACACTG
~GEARAACTTACCCGEC COGGACACT!
~GEAAAACTCACCCEOC COGEALALD
~GEAAAACTCACCCEECCCGBACACT
~GEAAAACPCACCLEGCCCGGATACTS

PENTASTOMIDA { Porocephalus) -G Croas \GERCCGERCAS CGEMGGA—* =CACGAMA -~ PPGEGCAATAACANGTC TGTGATGCCCTTP\RA’I‘GTTG{TGG“C -
CRUSTACEA (Rutidsm) - GGM&QESTCAC GGC CCOGEACAC CAAARGGEA - ~CACGAGA~ WE}G GAGCAATAACAGGTCTCTGATSCCCPTAGATGTCCTEEGO -
CRUSTACEA {(Calanus} ~GGAAATCTCACCRGGC CCGGACAC T@AGGA“‘ ~CACGAGA -~ TTGAGCAATAACAGETCTGT GATGC CCETAGATCT TCTGEGC~
CRUSTACES (Balanusg} —GGACA{\CTCAC SGCCCGEACACCETAAGGA-Y ~ ARGEARA -~ PEGAGC AATAACAGGTC TGTGATGC CCTPAGATGT T CTGGEC ~
GRUSTAGER (Artemial ~GGRANSCTCAC GRGGE CEGGACAS TERRAGGA-¥ ~TATGAGA -~ GTGAGCAATAACAGGTC TGTGATGC COTTAGA TG TCCTBGEC~
CRUSTACER (Nebala) -GGG TCRACCAGECCCEGACAC TEGARGEA* ~ CACGARR -~ PTGAGCAATARC AGGTC TGTGATGC CC T TAGATG TCCTGGES ~
CRUSTACEA ({(Sguilla} R elend CTCACOAGEC COGEACAC CEBARGEA-Y -CACGAGA*«TTGAGCMTMCMGG’l‘C’.l‘G’l‘GATGCCCTTAGATGTTCEIGGGC—
CRUSTACEA (Astacus) MGnGAA,N__K:'l‘CACEé GGCCCAGACAC CGEPAGGA-Y -CACGAGA-—TTGAGCAA’Z’AACAGGTCTGTGJ\_TGCCCTTAGATGTTCETGGGC—
COLLEMBOLA {Podura} ~GGAARTCTCAL 3 GGLCCGGEACAC CEBAAGE! —W—CnCGAGAA—ATGAGCMTAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATG’I‘TC; GGC~
INSECTA (Lepisma) ~GGA, 'CFTCHCU GGC CCEEACAT TEEAAGGEA~Y ~ CACGAGA —~ TTGAGCAA’I'AACAGG"E‘C'I’GTGATGCCC‘.!“.E'AGA‘E‘G’E"I‘q GEGC~
INSECTA {Baetis) -GGAANCCTCACOAGGCCOOERCATCRETAGGA-" - ANCCAGA -~ TR GAGCAAPARCAGE TC TG TG ATGC CO T AGATET TUREGET -
INSECTA (Mesoperlina) -GGARACUTCACUBGGCCCREACAC TEEAAGGA-Y ~CACGAGA - - TTGACCAATARCAGETCTGT GATCC COTTAGATGTT GGEE~
INSBECTA {Tenebrio) R eles CCTCACURGECCCGEACAC CGQ[P.AGGAM ¥ ~CRCGAGA -~ TTGAGCAATAACAGETCTGTGATGC CCTTAGATETT GGG~
34a 36a 37a 42a q24 Zea’
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o gue vy ggmﬂ%c;a caau™®apc™ Fig. 2.- Posiciones conservadas en la regidn de las
UL GEUA s
AR 4 cutttliy s6UGE, ¢ horquillas 34, 36, 37 y 42 en el gen 185 ARNr de los
* oA < arirdpodos. Los caracteres sefialados son  posibles
GA Ag Wege 6 g sinapomorfias de Chelicerata, Crustacea + Hexapoda o de
6 uMYACEE ¢ CRUSTACEA Arthropoda en su totalidad. Los asteriscos en |a alineacién
A AU Artemia satina indican el jugar de las regiones en [a secuencia que no se
muestran. A la derecha de la alineacién se muestran
modelos de Ia presunta estructura secundaria de estag
regiones def gen 185 ARNr. Los asteriscos en los elementos
. az 4 de la estructura secundaria indican la misma posicion, pero
AG - . . .
B A eyey AbpoyAuuas®Uaca coacceau® Ac sin modificar,
5 cBABE  GOA GAUUL UCUABEUGEEY G A
- [ LFY Ug . . . . ..
3 A A Fig, 2.- Conservative positions at the regions of hairpins 34,
‘;A A Stage G 36, 37, and 42 in the 188 rRNA gene of arthropods. Boxed
PRy u . ;
6 ¢ ACELeEy T, characters are probable synapotnorphies for Chelicerata,
44 AU Crustacea + Hexapoda, or for Arthropoda as a whole, Stars
CHELICERATA pocs, P

()

e

* in the alignment indicate the place of the sequence regions
whick are not show, Models of presumed secondary
structure of these 188 rRNA regions are depicted to the
right of the alignment. Stars * at the elements of the
predicted secondary structure indicafe the same positions,
but uamodified.
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PEACQOZOBR {Trichoplax}
CNIDARIA {Atolla)
PLARTYHELMINTHES {(Noteoplana)
FECHINODERMATA {Antedon)
VERTEBRATA {Home)

ROTIFERA [(Brachionus)

vTTM@\GGGACAGT ~TGGGGGCATTCCTACTTCATTGTCAGAGGTGAAATTC TTGGATT TATGAAR
~PTRAGAGGGACAGT - TEGEGECATTICGTATTTCGITGTCACGAGETGARATTC TTGGATTTACGARARA
~TTAAGAGGGACAGA ~CGGHGECATTCGTATTGCOHTGGCAGAGET GARATTCTTGGATCATCGU AR
~TTARAGAGGGACTGA-CHGEEECATTCGTATIGCEGT G TGAGAGETGALATTCTTGEGATCGCCGCAA-
~ TP AAGAGEEACEEC - CEEEGEUATTC GTATTGCGCCETAGAGE T GARATTC TTGENCE GGCEC AR -
—‘I’TAA@GGGACAGAMCGGGGGCATTCGT}\TTGC GETGTTAGAGETGARLTTC TTGGATCGUCGCAA-

GASTROTRICHA (Lepidodermella)-TTARGAGGGACAGA-CEGGEEECATTCGTATTECGCCGTTAGAGETGRAATTC ITGEATCGGCEGCAR

NEMATODA (Enoplus)
NEMATODA (Caencrhabditis)
NEMATOMORPHA (Gordius}
PRIAFPULIDA {(Pripulus)
MOLEUSCA (Crassostrea)
ANNELIDA (Glycera)
CHYCHOPHORA, {Buperipatus)
TARDIGRADA (Macrobictus)

—PTAAGAGGEACAGA-CEGECEECATTCGTATTGCGACE TTAGAGET GAALTTC TTGEATCGTC GCAA-
-TTAAGAGGGACAAB@FGGGGGCATTCGTATCATTAcGEEAGAGGTGAAATTCGTGGﬁECGTAQTGA—
— T ARGAGGAACEGA ~CGGEGGCATCCETAC TG TGECECTAGRGGTGAARTTC IT GGATC GLC G AR~
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Fig. 3.- Posiciones conservadas en la regidn de las
horquillas 24 v 25 en el gen 185 ARNI, Los
caracteres marcados son probables sinapomorfias
de diversos clados. A la derecha de la alingacién se
figuran modelos de la presunta estructura
secundaria de estas regiones del gen 185 ARNr.

Fig. 3.- Conservative positions at the region of
hairping 24, 25 in the 188 rRNA gene. Boxed
characters are probable synapomotphies for
various clades, Models of presumend secondary
structure of these 18S rRNA regions are depicted
to the right of the alignment,
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Fig. 4. Tres drboles de topologia diferente, pero iguatmente parsimoniosos, des
drboles se obtuvieron de secuencias de nucledtidos practicamente completas (90%

PORIFERA {Plakortis} PORIFERA (Plakortis}

cribiendo las relaciones de un conjunto de genes 188 ARNT de artrépodos. Los
) utilizando el programa Duapars de PHYLIP (Felseustein, 1993). Se excheyeron

lag regicnes que no pudieron ser alineadas de modo no ambiguo. Los Myriapoda v sus grupos hermanos se distinguen con lineas gruesas.

Fig. 4.- Three equally passitmonious trees of different topology describing relations

within a set of arthropeds 188 rRNA genes. These trees were inferred from nearly

complete (90%) nucleotide sequences using Dnapars progeam from PHY LIP package (Felsenstein, | 993), Regions which could not be unambiguously aligned were

excluded. Myriapoda and sister to it clades are taken in thick lines.

acepta la hipétesis del “reloj molecular”, debemos dar por
supilesto que cuanto maés similares son dos genes, menor serd
su historia evolutiva independiente. Los fenogramas derivados
con métodos de distancias se pueden tomar como filogramas
siempre que la cantidad de cambio sea proporcional al tiempo
de evolucién independiente de las especies que se comparan.
Otras hipotesis filogenéticas, como por ejemplo la parsitmonia
basada en el principio de la navaja de Okkam en conjuncién
con la cladistice modema, requiere que ei drbol que se
contruya explique las diferencias observadas del modo més
simple, es decir, con el minimo nimero de cambios que se
requiera para explicar el drbol. Se puede minimizar ef niimero
de mutaciones siempre que se asuma que especies que poseen
un mismo estado de un cardcter fo han heredado de un
antecesor comin, y no lo han obtenido por convergencia o por
mutacionss regresivas. En estos casos es posible que se
requieran topologias diferentes para explicar la distribucion de
mutaciones en distintas posiciones, pero el arbol resultante es
un compromiso que minimiza los sucesos evolutivos de un
modo global. Se debe precisar que un drbol de este tipo puede
no siempre ceincidir con un 4rbol construido medianie
métodos de distancias.

LaFig. 4 muestra tres arboles igualmente parsimeniosos
derivados de la misma base de datos, secuencias del gen 188
ARNr practicamente completas. Cada arbo] tiene 2047 pasos.
En el primero de ellos la divergencia inicial de los artrépodos
corresponde a la separacién entre Chelicerata y un clado
monofilético de Mandibulata, o que estd de acuerdo 2 alganos
esquemas tradicionales (Snodgrass, 1938). Otros arboles
sugieren una division alternativa de los Arthropoda en los
clados Chelicerata + Myriapoda y Crustacea + Insecta +
Coliembola. Este esquema fie propuesto recientemente por
Tuarbeville et al. (1991) y Giribet et al. (1996) basdndose en
datos moleculares. ;Cudl de estas dos hipétesis es cierta? Es

obvio que no debemes dar mucha importancia al hecho de que
dos de tres arboles estén en contra de la monofilia de Mandi-
bulata, ya que fos tres tienen la misma longitud (2047 pasos),
y por lo tanto son igualmente validos como hipétesis filogené-
ticas de acuerdo al principio de parsimonia. Ademds, parece
plausible que incluso arboles con topologia diferente pero
algo mas largos no se deban rechazar de modo automatico,
debido a Ia naturaleza estocéstica del origen v fijacidn de las
mutaciones, aunque bajo el principio de parsimonis asi
deberia hacerse.

Laevolucion de la vida en la Tierra es un suceso Gaico,
y por tanto no se puede obtener un conjunto de datos para
comprobar la validez estadistica de una hipétesis filogenética.
Se pueden utilizar modelos artificiales para obtener este tipo
de datos, como los métodos de re-muestreo (p.ej., Jackknife),
paracomprobar la validez de los drboles moleculares (Felsens-
tein, 1985). El método Jackknife consiste en que la mitad de
los caracteres se descarta al azar (es decir, las columnas de
bases en la alineacidn). Las secuencias asi generadas se
utilizan para la construccion de drboles sea por parsimonia o
por maxima verosimilitud y se comprueba la persistencia o no
de determinados nodos en la filogenia. Estos procedimientos
de re-muestreo se pueden replicar de modo automatico cientos
¢ miles de veces.

El procedimiento "“bootstrap” difiere en que se
descartan algunas columnas arbitrariamente v se dobla el
peso de algunas de fas columnas restantes. Los métodos de
re-muestreo se pueden considerar andlogos a los procesos de
mutaciones aleatorias. Existen métodos matemdticos para
estimar el soporte de un determinado nodo dependiende de
los resultados obtenidos. En general, se acepta que el soporte
debe ser superior al 50%, o incluso el 75% (Hillis et al.,
1994). A menudo sucede que el coeficiente de soporte
disminuye al aumentar el numero de especies incluidas en el
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Fig. 5.- Resuftados del andlisis bootstrap de dos conjuntos de secuencias priclicamente completas de 185 ARNr llevado a cabo con el programa Dnapars. Dos
conjuntes idénticos de especies con el mismo alineamiento se analizaron utilizando dos grupos externos distintos. Los Myriapoda y sus grupos hermanos se
distinguen con lineas gruesas. En los intornodos se muestra ¢f porcentaje de 1000 remwuesireos (valores boolstrap) que apoyan los elementos topolidgices

cosrespondientes,

Fig. 5.» Result of bootstrap analysis of two sets of nearly complete 185 rRNA sequences performed with Dnapats program, Identical sets from one and the same
alignment of arthropods sequences were analyzed using different st of outgroups. Myriapoda and sister to it clades are taken in thick lines. The percentage fractions
of 1000 MP bootstrap resampling (bootstrap values) that support corresponding topological elements are shown at the internodes,

anélisis, especiaimente con especies de posicion incierta. En
una situacién hipotética con un arboi que incluya muchas
especies puede suceder que una secuencia esté relacionada
con cualquier otra de las p.¢j. 80 especies en un 1% de las
replicas, pero con la especie 81 en el 20%. Aunque estadisti-
camente no significativa, esta ltima relacion pareceria ser la
mas atractiva.

El resultado de un andlisis bootstrap de una misma
seleccion de secuencias de artropodos se muestra en la Fig.
5a,b. La divergencia inicial en ef filo se presenta de modo
alternativo en a y b: Chelicerata + Myriapoda y Crustacea +
Insecta + Collembola, o los clados Chelicerata y Mandibulata.
Aungue el soporte bootstrap del 27% en el drbol consenso 5b
est4 por debajo de la fizbilidad estadistica, es mayor gue la del
clado Chelicerata + Myriapoda (19%) {observado en el mismo
andlisis, pero no incluido en el 4rbol consenso). Las diferen-
cias en la topologia de los drboles 5a y 5b se deben a la
diferencia en los grupos externos utilizados en el analisis. Es
bien sabido que la eleccién de un grupo externo muy distante
puede producir ef enraizamiento esplreo de un cladograma
(Wheelez, 1990), afectando a la estimacion de las relaciones
dentro del grupo a estudiar. Al escoger el grupo externo, es
posible obtener Ia topologia que se desee de entre una gran
variedad de posibilidades (Fig. &), aungue algunas aparecen
mds frecuentemente que otras {p.gj. la divergencia inicial de
los artrdpodos ilustrada en la Fig. 5a), mientras gue ofras son

muy raras, y algunas son imposibles no importa que conjunto
de especies se considere. Por ¢jemplo, los Pantopoda nunca se
agrupan con los Insecta, Collembola, Myriapoda, etc. Segin
las secuencias de Arthropoda que se elijan se puede cambiar
los resultados del andlisis de un modo muy profundo (no
ilustrado). Sin embargo, no todas las topologias son posibles,
aunque esta variedad causa confusién, ya que en principio la
topologia real debe sertinica. Se podria pensar que aralizando
todas las secuencias conocidas hasta 1a fecha se estaria tibre de
subjetividad, pero de hecho puede que esto no sea asi.
Cualquier conjunto de secuencias tiene ciertas peculiaridades
v nadie sabe como este hecho puede influenciar la topelogia
del drbol. ;Se debe seleccionar a las especies de entre todos
los taxones proporcionalmente o se deben scleccionar de
acuerdo a la diversidad de los grupos actuales? Ademds, sila
inclusidn de algunas especies produce arboles poco creibles,
se puede considerar que algunas secuencias del gen 185 ARNr
han cambiadeo de tal medo que 1o es posible recuperar sus
relaciones “normales”. Si esto es asi se deberian excluir las
especies de estos clados, pero entonces surge la cuestion de
qué especies se deben incluir en el andlisis.

Estos inesperados y desagradables inconvenientes
surgen del conflicto de sefales filogenéticas en las moléculas
de 185 ARNI. La presencia de sefiales conflictivas de este tipo
en ¢l 188 ARNr de los artrépodos fue demostrada por
Abouheif et ai. (1998). Aplicando el método original de ir
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Fig. 6. - Diversidad de topologias de drboles consenso de entre los més parsimonioses de un mismo conjunto de secuencias del gen 188 ARNr de artrépodos,
dependiendo de la eleceion de los grapos externos, Log &rboles se obtuvieron utilizando el programa Daapars det PHYLIP,

Fig. 6.- Diversity of consensus tree topologies of most parsimonious trees fnferred from one and the same set of the arthrepod 185 rRNA sequences depending
on used outgroups. Trees were inferred using Dnapars program from PHYLIP package.

eliminando paso 2 paso nucledtidos con diferente grado de
consgervacion, fos autores [legaron 2 la conclusion de que el
gene 1858 ARNr apenas puede utilizarse para la reconstruccion
de filogenias de alto nivel en invertebrados. Parece que estas
reconstrucciones filogenéticas no se pueden Hevar a cabo sin
el andlisis de sefiales filogenéticas contradictorias.

Mediante el andlisis de un gran nimero de secuencias
(Giribert & Ribera, 1998), o la exclusion de una serie de
especies “inadecuadas” (Eernisse 1998), se pueden evitar
algunos de los problemas causados por reversiones. Por
ejemplo, si se toman los celentéreos como grupo externo, la
direccion de la evolucion del cardcter 36a en los artropodos se
determinaré de forma equivocada y la semejanza simplesio-
morfica entre Chelicerata y Myriapoda podria tomarse como
una sinapomorfia. La consideracién de diferentes grupos de
Bilateria permite la reconstruccidn més parsimoniosa de la
evolucidn en la regién helicoidal 36 (Fig. 2): (i): dos transver-
siones cambiaron el par de nucledtidos complementarios AT
caracteristico de los protistas y los animales multicelulares
inferiores en el par GC del antecesor comin de Bilateria; (if)
dos transversiones reversas ocurrieron en el antecesor comiin
de Crustacea y Hexapoda.

En fa Fig. 3 se da otro ejemplo. Un fragmento de la
secuencia del gen |85 ARNr del tardigrado Macrobiotus
hufelandi se parece alaregidn correspondiente en los Collem-
bola e Insecta en tres caracteres, esto es, 25a, 25b (probable-
mente secundario) y 24a (aunque su origen no es cbvic a
partir de la Fig. 3). Estas similitudes pueden estar relacionada
con €l hecho de que los Collembola son un clado que se
separd del antecesor comiin de 1os artrépodos ¢n una etapa

muy temprana, en el caso de que los tardigrados se utilicen
como grupo externo (Fig, 6).

Resumiendo, establecer el grupo hermano de los
artrépodos es interesante no solo porgue ayuda z entender el
origen del Phylum, sino porque es necesario para determinar
las relaciones filogenéticas entre las clases de arirépodos,
resolviendo algunas sefiales conflictivas en las secuencias det
gen 185 ARNr.

EL CONCEPTO DE ECDYS0Z0OA Y LAS RELACIONES
FILOGENETICAS DENTRO DE LOS ARTHROPODA

La hipbtesis de la relacién proxima entre Arthropoda y
Annelida es una de las conclugiones més fiables de la anato-
mia comparada. De acuerdo a G, Cuvier {1817) pertenecen a
un dnico Phylum, Articulata, uno de los cuatro que é1 sugirio.
Esta hipdtesis, al igual que otras muchas del mismo autor, no
stlo no fue rechazada sino que se desarrolld con més detalle
en el siglo XX, Actualmente estd siendo seriamente re-
- examinada, ya que la evidencia molecular demuestra que los
artrépodos v los anélidos no estdn refacionados tan proxima-
mente come sé creda (Eernisse, 1998; Field et al., 1988; Garey
et al., 1996; Giribet et al., 1996; Kim et al., 1996; Turbeville
etal., 1991). Algunos fosiles cdmbricos hallados recientemen-
te presentan una mezcla inusual de caracteres (algunos
parecen onicéforos y priapilidos, Dzik & Krumbiegel, 1989,
otros, anélidos, moluscos y braquidpodos, Conway Morris &
Peel, 1995; y algunos son como artrdpodos con apéndices
articulados, pero sin "mandibulas™ de tipo artropodiano,
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Collins, 1996). Esto esta provocando clerta confusion, al igual
que el analisis cladistico de caracteres morfologicos {Eernisse
et al,, 1992). Basandose ep caracteres moleculares se ha
propuesto un complejo de filos que incluye a Arthropoda,
Tardigrada, Onychophora, Priapulida, Kinorhyncha, Nemato-
morpha, Nematoda y, probablemente, Chaetognatha; a este
complejo se le lfaméd Ecdysozoa (Aquinaldo et al., 1897
Giribet y Ribera, 1998). Se caracteriza por una presunta
inmovacion fisiclégica, a quitinizacién de ja cuticula, que
restringe el crecimiento y necesita mudarse pericdicamente en
un proceso de ecdisis dependiente de la hormona ecdisoma.
En los estudios morfoldgicos mas recientes algunos organis-
mos de apariencia priapuicidea se han escogido como grupo
exteno de artrépoda (Waggoner, 1996). Estas hipotesis
recuerdan algunas de las ideas que fueron populares a fines
del siglo XIX, que postulaban que el origen de los pesudoce-
lomados, como los nematodos y kinorrinces, eran larvas
4podas de insectos. La idea renovada de la relacion entre los
artropodos v los pseudocelomados actuales coexiste con el
concepto clisico de Articulata (Rouse & Fauchald, 1995); sin
embargo, es posible gue pronto se produzca una unificacion
{Tautz, 1999), Tal y como se observan las tendencias actuales,
esta unificacion no va a ser en favor de la tearia clagica.

Cuando se estudian estadisticamente, 1as moiéculas de
18S ARNr de anélidos, moluscos, braquiépodos, pogondioros
y otros celomados forman un clado que es sustancialmente
més homogéneo que ei de los grupos de artropodos. Como
orientacién, comparemos semejanzas “simples” entre las
secuencias, expresadas en términos de residuos coincidentes,
y omitiendo los diferentes "valores" de trangiciones y transver-
siones, probables reversiones, ele, En general se acepta que
estas estimaciones reflejan la distancia entre los drboles
filogenéticos de un modo preciso, aungue en esencia se basan
todas en las homeloglas de las secuencias alineadas. Las
secuencias de Glycerg americana y Mytilus edulis son
aproximadamente un 95% similares, mientras que la coinci-
dencia de residuos entre G. americana y el més parecide de
los artrépodes es de solo un 835-90%. Dicho de otro modo, la
comparacién del 188 ARNr de un anélide y un arrépodo
revela un %9% de residuos comunes, entre Tenebrio molitor
v G. americana. La hipotesis filogenética de acuerdo con la
cual estos dos grupos sclo estin Jejanamente relacionados
tiene que acomodar otro hecho: cuando se comparan las
moléculas de un escarabajo, T mofitor, con las de una mosca,
Drosophila melanogaster, solo se encuenira un 84% de
residuos cormunes, es decir, menos que con un anélido. En este
caso, ja hipdtesis flogenética mas simple parece inaceptabic.
Utilizando las alegorias antes expuestas, no podemos sino
interpretar que la "ropa" de una mosca, . melanogaster,
puede haber absorbido durante el mismo intervalo de tiempo,
y de forma misteriosa, una mayor cantidad de mutaciones gque
la de un escarabajo, T- molitor. Esta interpretacion encuenira
ur apoyo adicional en la gran variabilidad del 188 ARNr de
los artrépodos, pero una desviacion tan pronunciada de la
hipotesis del "reloj molecular parece inadecuadaa la supuesta
monofilia de tos insectos y otros artropodos. Si asumimos que
el gen 185 ARNr de D. melanogaster ha acumulado una
cantidad adicional de mutaciones en relaciéon con el de T
maolitor, entonces, para evitar un doble rasero, tenemos que
utilizar la misma hipdtesis para ta comparacién enire T
molitor, o incluso el ancestro comim a todos los artrépodos,
con Mytilus edulis.

Practicamente todos fos Ecdysozoa, con excepeidn de
los priapilidos, han acumulado mutaciones "extra” en ef gen
188 ARNr. Actuaimente estamos lejos de entender las razones
de lz mayor tasa de acumulacién de substituciones en el gen

188 ARNT de algunas lineas filogenéticas, pere la influencia
negativa de este fendmeno en la reconstruccion fitogenéiica es
evidente. Como se deduce de Ia Fig. 3, esto causa convergen-
cias y acercamiento de taxa equivocados. Por cjemplo, el gen
188 ARNr del neméitode Enoplus brevis, que cs la menos
divergente de las sccuencias de nematodos considerando el
gen en su totalidad, no tiene la sinapomorfia de los caracteres
25ay 25b con los artrépodos, mientsas que en Caenorhabditis
elegans, de evolucidn répida, estas transiciones TC estan
presentes. Como el nmiunero total de posiciones en as que
pueden ocurrir mutaciones neutras en el gen 185 ARNr es
limitado, fa acumulacion de un gran nimere de mutaciones
puede provocar convergencia, por los menes en algunos
residuos, entre cualquier grupo de especies o taxones. La Fig.
3 flustra la insercion 24b de una pirimidina en la cadena
simple de la horguilla 24, que es al mismo tiempo sinapomor-
fica y convergente en Drosophila melanogastery Caenorhab-
ditis elegans. Entre los Nematoda esta apomorfia se encuentra
sin excepeién en todos los genes 188 ARNr secuenciados de
un clado monafilético que incluye las especies de Rhabditina
+ Strongylida, relscionado con Caenorhabditis elegans
{Aleshin etal., 1998b), mientras queapenas se encuentra fuera
de estos grupos, En los Diptera se registra solo en los Musco-
morpha (Drosophilidae, Tephritidae, Hipoboscidae), pero no
en los Tabanidae (Carreno & Barta, 1998}, Asilidae, Bomb-
yliidae (Whiting et al., 1997) o Nematocera, y, fuera de los
Diptera, en una especie de Megaloptera (en Sialis sp., aunque
no en Corvdalus cognaius). Bl valor diagnostico del cardcter
24b es por tanto muy diferente segln se trate de los nematedos
al nivel de orden, de un grupo de superfamilias de Muscomor-
pha, o de la especie de Sielis. En este caso uno no puede
menos que recordar fos familiares "diferentes valores taxond-
micos de un mismo cardeter” de la sistemdtica clasica. El
sentido filogenético de una fluctuacion semejante (andioga al
“experimento fluctuante” de Luria & Delbruck, 1943) es
evidente: el cardcter espontaneo de la matacion y su desting
impredecibe en ¢l clado de especies descendientes, resulia en
su pronunciada dispersion en la filogenia.

Aungue no todos los genes 188 ARNr de los artrdpodos
y otros Ecdysozoa divergieron hasta el extremo de los de
Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans, incluso
entre los menos diversificados existe un exceso de un 50% en
el ndmero de mutaciones acumuladas en comparacion con el
nivel minimo observado en Annelida, Mollusca y Brachiopo-
da. Esto es especialmente evidente en ¢ 188 ARNr de
Pantopoda y Chelicerata. Si se restringe la representacion de
artrapodos de especies de estos dos grupos se observa un
cierto apoyo al grupo Ecdysozoa en la filogenia obtenida con
185 ARNr, Al buscar las posibles sinapemerfias moleculares
de los Ecdysozoa se demuestra la precariedad del grupo, en
comparacion con los caracteres generales de Arthropoda. Son
en general transiciones en regiones relativamente variables de
fa molécula y no estan en absoluto presentes en todas las
especies de Bcdysozoa. Sin embargo, no se puede excluir la
evolucién rapida de este gen en diferentes lineas filogenéticas
tras la radiacion de Ecdysozoa, que pudiera haber enmascara-
do el complejo de sustituciones sinapomérficas del ancestro
comim del grupo. Un punto de vista alternativo es, sin
embargo, gue esta similitud s¢ ha producido debido a cambios
convergentes, como es evidente en el caso del cardcter 24D,

Es nuy dificil determinar con precision la importancia
de esta posible aproximacidn ficticia entre las especies de
Ecdysozoa debida al incremento del 50% (o incluse més) en
el nimero de sustituciones de nucledtidos. La mayoria de
especies con tasas de evolucion del gen 183 ARNr extremas
muestra en los dendrogramas su probable parentesco con
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gusanos redondos, tipicos Ecdysozoa. Esto sucede asi en
Chaetognatha (Halanych et al,, 1995), Myxozoz (Smothers et
al., 1994) y Gnathostomulida (Litttewood et al., 1998). Sin
embargo, si se sustifuyen las secuencias de nematodos
secerneniinos por las de adenophoros, de evolucién mas leata,
disminuye ¢l grado de parentesco y, en correspondencia, el
nivel de soporte por bootstrap de estas refaciones. Se puede
argumentar que la atraccidn de las ramas largas favorece la
unién de estos grupos. Se debe mencionar que los onicoforos,
que tradicionalmente se han considerado el grupo hermano de
los artrépados, tienen genes 188 ARNT tipicos de Ecdysozoa:
es mucho mds facil encontrar autapomorfias en su estructara
que holapomorfias con cualgquier otro grapo. En los filogra-
mas los onicéforos se sitian proximos a otros Ecdysozoa y no
nuestra ninguna tendencia a unirse a los artrépodos, excepto
en los casos en los que en el analisis se incluyen especies con
un 185 ARNr muy divergente,

En conclusién, €l andlisis comparative del gen 18§
ARNr de los artrépodos y otros invertebrados no revela
ninguna similitud especifica con los anélidos, pero ha contri-
buidoe a formar el concepto de Ecdysozoa (ver Giribet, en este
volumen), que ha mostrado ser muy productive, y estd siendo
sometide a un riguroso andlisis.

EL PROBLEMA DE LAS "RAMAS LARGAS"

La evolucion de los artrdpodos no sélo ha originade un gran
nimero de especies, sino también un gran niimero de estructu-
ras inusuales en el gen 1885 ARNr en algunas de elias. De
entre estas Gitimas el lider es sin duda el gen de Spelecnectes
tulumensis (Spears & Abele, 1998). Susecuencia estd saturada
de sustituciones incluso en las partes mds conservadas de la
molécula, Cuando se intenta averiguar la posicion filogenética
de los Remipedia mediante comparaciones de la totalidad del
gen 188 ARNr el resultado mds habitual es ia agrupacion de
8. tulumensis con Hutchinsoniella macrocantha (un Cephalo-
carida) y, de modo mds débil, con Detocheilocaris typicus (un
Mystacocarida), dos relictos filogenéticos de los artrépodos
con una tasa muy elevada de evolucion del gen 185 ARNT,
Los determinantes filogenéticos de esta agrupacién son
dudosos; podrian ser el resultado de la aproximacion de las
ramas largas debido a sustituciones convergentes v algunas
peculiaridades de los programas utilizades en la comparacién
(Hendy & Penny, 1989). Los autores que publicaron estas
secuencias llegaron a la conclusion de que la “posicién
filogenética de los aberrantes Remipedia, Mystacocarida y
Cephalocarida depende de 12 oblencién de secuencias de
especies adicionales” (Spears & Abele, 1998),

Las estructuras Gnicas de los estrepsipteros, que no se
pueden confundir con las de ningdn otre organismos, se
originaron de un modo diferente. En todas las especies de este
orden ¢l gen es muy largo, llegando a la longitnd de la
subunidad grande de ARNr er: algunas especies (Chalwatzis
et al,, 1995). Son sustancialmente mds largos debido a la
presencia de numerosas v largas inserciones ricas en AT,
presentes en las regiones variables V2, V4 y V7. Estas mismas
regiones suelen acumular inserciones en otras especies, a
Veces en sitios que son tipicos de los estrepsipteros (Choe,
Hwang & Kim, 1999), Ademds de estas inserciones se han
registrado sustituciones puntuales en zonas mas conservadas.
La construccidn de drboles filogenéticos basada en secuencias
practicamente completas resuita en la agrupacidn de Strepsip-
tera con Diptera {Whiting et al., 1997), Diptera es unc mas de
los Ordenes de insectos en los que |a evolucién del gen 188
ARNTr ha ocurrido de forma acelerada, resultando en un mayor
nimero de sustituciones, muchas de las cuales son sinapomor-

fias o holapomorfias de los Diptera (Friedrich & Tautz, 1997),
Estas sustituciones causan cambios en la composicién de
nucledtidos dei gen, incrementando su contenido en AT v
haciéndolo asi mas similar al de los Strepsiptera, Sin embargo,
se debe recordar que la evolucion répida del gen en las dos
lineas hace que su aparente parentesco pueda ser el resultado
de convergencias aleatorias y no de un origen comuin. Las
exhaustivas - v prolongadas - discusiones en torno a las
relaciones entre Diptera y Strepsiptera demuestra que los
problemas filogenéticos dificilmente se pueden resoiver
mediante métodos ordinarios, necesitando de un andlisis
polifacético de los datos moleculares (Huelsenbeck, 1997;
1998; Whiting, 1998, ver la discusion del problema de ia
posicién filogenética de los Strepsipiera en Ribers, este mismo
volumen). En este caso concreto, aigunos elementos de la
estructura secundaria def gen 188 ARNr pueden ser un buen
marcador filogenético en algunos grupos {Aleshin et al.,
1998b). Asi, ¢l analisis de la estructura secundaria de [a region
V7 apoya de forma débil una relacién de grupos hermanos
entre Strepsiptera y Diptera (Choe, Hwang & Kim, 1999).

& SON LOS CARACTERES INFORMATIVOS REALMENTE
NUMEROSOS EN EL GEN 185 ARNR?

Laatraccidn de fas ramas largas en los drboles construidos con
parsimonia, la presencia de sefiales filogenéticas conflictivas
en el gen 185 ARNr, la importancia determinante de la
eleccion de [os grupos externos en las relaciones de parentesco
que se obtienen y la observacion directa de convergencias en
algunas posiciones son prueba de gue tan sole un nimero
limitado de nucledtidos pueden ser objeto de evelucién neutra
¥ que pueden haber ocurrido sustituciones multiples en
algunos de estos sitios durante la evelucion del gen. Todos
estos factores apenas pueden aiterar el estudio de especies
préximas, pero pueder convertirse en criticos cuando se
comparan ciados antiguos. Se puede claborar una estima
acumulativa del impacto de estos factores, para saber cual es
¢l ndmero real de caracieres del gen 188 ARNr que pueden
influenciar fa eleccidén de la topologia en el estudio de los
primeros pasos en la evolucién de los Arthropoda.

Para ello excluimos cinco nucledtidos, presuntamente
apomorficos para Mandibulata, de fa alineacién de aproxima-
damente 1600 nuctedtidos. Uno de etlos se localiza en el bucle
de la horquifla 17 y los otros cuatro se muestran en las Figs, 3
y 4 como 24a, 34a y 362 respectivamente. Las secuencias ast
modificadas se sometieron a bootsirap mediante un método
idéntico al empleado en la Fig. 5. Cuando se utiliza e! conjunto
de especies 5b, el indice bootstrap de los Mandibulata baja del
27% al 1% v del 23% al 0,7% cuando se utiliza el 3a ("Mandi-
bulata” no se inctuyd en el drbol consenso de Sa a pesar de
tener un 23% de soporte hootstrap, ys que otras configuracio-
nes topoldgicas lo tendan aun mayor), Es facil flegar a la
conclusidn de que la monofilia de "Mandibulata” se apoya en
sélo cinco sustituciones de nucledtidos, pera el ordenador
encuenira por lo menos tres veces mas cuando se tienen en
cuenta las regiones hipervariables. La conclusién es que
cuando estudiames un (nico gen no se va sustancialments mas
alla de cuando en la morfologia sistematica se tratan nudltiples
caracteres, pero sdlo unos cuantos son adecuados pars un
anélisis cladista,

INTERPRETACIONES FILOGENETICAS

En la pasada década se hicieron numerosos andlisis filogenséti-
cos de las secuencias de 185 ARNr de Arthropoda utilizando
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Fig. 7. Posibles relaciones entre los grapos principales de Arthropoda basadas en un anatisis cladista de las secuencias del gen 185 ARNr.

Fig. 7.- Possible filiation of major lineages of Arthropoda based on the cladistic analysis of 183 rRNA gene sequences.

tanto métodos de parsimonia como distancias fenéticas (Field
et al., 1988; Turbeville et al.,, 1991; Winnepenninckx et al.,
1995:Garey et al., 1996; Giribet et al., 1996; Aguinaldo et al.,
1997; Eernisse et al., 1998; Spears & Abele, 1998; Wheeler,
1998). Lamayoria de estos estudios aceptan la monofilia de los
artropodos y Ia de subtaxa como los milipedos o centipedos
(Giribet & Ribera, 1998). La mayoria de los filogramas
moleculares muestran una profunda divisién de los artrépodes
en Chelicerata + Myriapoda v Crustacea + Hexapoda, en
contraste con los andlisis morfolégicos, que apoyan la mas
tradicienal agrupacion de los Tracheata (Hexapoda +Myriapo-
da). Ademss, los datos moleculares no apoyan la visién
prevalente desde hace dos siglos que acepta una relacidn
estrecha entre los artropodos y Ios anélidos. En las filogenias
def gen 185 ARNr los anélidos forman un grapo proximo a
varios celomados asegmentados, incluyendo a los moluscos,
pogondforos, braquidpodos, sipuncilides, etc., mientras que los
artropodos forman un grupo débilmente apoyado con pseudoce-
lomados asegmentados gue experimentan mudas (tardigrados,
onic6foros, nematomorfos, nematodos, priaptlidos, quetogna-
1os), llamados Ecdysozoa (Aguinaldo et al., 1997; Eernisse
1998; Girtbet & Ribera, 1998; Littlewood et al., 1998). La
robustez de estos resultados es dudosa, ya gue la topologia de
los arboles filogenéticos del gen 183 ARNY estd influenciada
por los taxones incluidos, la seleccion de grupos externos, y los
algoritmos utilizados para su construccion.

Por este motivo puede ser de utilidad buscar algunos
caracteres moleculares que apoyen esta topologia en particular.
Estos caracteres pueden ser elementos simples de la estructura
secundaria, o sustituciones de nucledtidos compartidas por les
diferentes grupos. Por ejemplo, en el 188 ARNr de algunos
érdenes de insectos y crusticeos se han encontrade algunas
inserciones informativas gue se han mantenide desde el inicio
del Pérmico. Desgraciadamente, en la estructura sccundaria de
los artrépodos o la de cualquiera de sus clases no existen
clementos obvios de este tipo. De todas formas, se pueden
encontrar algunas sinapomorfias especificas de algunos grupos
de artropodos en la estructura primaria del 185 ARNr, Algunos
de estos caracteres pueden apoyar ciertas clases de artropodos,

mientras que $6le un nixnero limitade de ellos apoyan las
relaciones entre clases. El andlisis cladistico de estos caracle-
res, algunos de {os cuales se han discutido anteriormente (véase
las Figs. 2 y 3}, permite la reconstruccion de relaciones basales
entre los artrépodos (Fig. 7). En este arbol, los grupos Pantopo-
da + Chelicerata y Mandibulata se apoyan fan solo en dos
sinapomorfias muy robustas, situadas en la regidén de las
horquillas 12,47 y 17, 24 respectivamente. Se debe hacer notar
que estos dos grupos se ven apoyados de forma desigual:
Pantopoda + Chelicerata tiene un valor boofsirap mayor que
Mandibulata. Probablemente este alie valor de bootstrap
resuite de un gran nimero de caracteres plesiomorficos
compartidos por las secuencias de Pantopoda y Chelicerata, por
lo que 1a fiabilidad de este grupo parece no ser mayor que la de
Madibulata, Del analisis del tipo de segmentacidn también se
deduce una posicion méas aislada de Chelicerata y Pantopoda
(Starobogatov, 1991). La union de Myriapoda con Pantopoda
y Chelicerata no se ve apoyada por ninguna apomeorfia clara, y
parece ser todavia mds dudosa, mientras que la posicién basal
de Myriapoda dentro de Mandibulata estd apoyada por dos
sinapomorfias. Obviamente, muchas de las centradicciones
entre las flogenias moleculares publicadas se pueden adscribir
aun pequefio niumero de sinapomofias en las secuencias de 188
ARNr, De ahi que no se pueda inferir una filogenia basal de los
arropodos mas robusta en base a esfe gen, y ¢ necesario
analizar otros datos moleculares para incrementar la fiabilidad
de las hipdtesis filogenéticas.
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Evolution and Phylogeny of Arthropoda

EVOLUTION AND PHYLOGENETIC IMPLICATION OF THE ARTHROPODA 185 RRNA GENE

Viadimir V. Aleshin & Nikolal B. Petrov

Infroduction

Recent progress in gene sequencing raised hopes that many
phylogenetic questions would be solved using this approach.
Phylogenetic hypotheses based en such results are now very
popular and atiract attention of biologists. For example, this
approach is used in 4 out of 26 papers in the latest Systematics
Association Special Velume on Arthroped Relationships {(Fortey
and Thomas, 1998) dedicated to the memery of S. Manton
(Eernisse, 1998; Spears and Abele, 1998; Wheeler, 1998; Zrzavy
etal., 1998). In two of these papers previous data were reanaly-
zed. Here we shall discuss the origin of such an enthusiasm and
what we think phylogeneticists can extract from molecular data.
We shall try to evaluate the applicability of 185 rRNA data in the
reconstruction of the “global" phylogeny of the Arthropoda based
on the analysis of large but still incomplete (both in taxonomic
and analytic sense) data.

Dealing with the "global” phylogeny, one confronts a very
specific even paradoxical problem. Although it seems that
comparative anatomy and embryology provide numerous charac-
ters for comparison, in reality the situation is guite different,
especially if we want to compare species from different phyla,
According to G. Cuvier, the founder of the concept of animal
phylutr, phyla are incomparable morphological entities. If we
want to compare, for example, Arthropoda with Annelida, we
must construct a virtual abstract image of Arthropoda suitable to
describe all arthropods, €.g., itch-mite, acorn barnacle, butterfly
and extinct eurypterids. It is obvious that such an image wiil be
rather poor as we should avoid ail the principal characters of the
individual species. The situation becomes even more dramatic if
we remember that modern phylogenetics, as a result of W,
Henning's (1966) revolutionary innovations, considers as indica-
tors of the relatedness not all the characters, but only synapo-
morphic ones which are evolutionary innovations shared by some
multitede of species. These characters ate but a smal} part of all
the characters analyzed, Finally, when distant comparisons are
made, it is difficult to differentiate the apomorphic (derived) state
of a character and its plesiomorphic (ancestral) state. These
difficuities are explained by following reasons, Usually for this
purpose, in cladistic analysis "outgroups™ are employed. The
outgroup is an group for which any external information {paleon-
tological or other) is available which suggest that the outgroup
branched off prior to ail other taxa under stady. If the analyzed
character possesses two or more states, then the character state
present also in outgroup is considered as plesiomorphic. However,
in distant comparison some characters being presented in the
ingroup are often absent in the outgroup species. For exampte,
uniceilular organisms are undoubtedly an outgroup to phyla of
meulticetlutar ones, but for the former all the comparative anatomi-

cal and embryological characters are not applicabte for a phyloge-
netic analysis due 18S rRNA to their absence. Hence, the
direction of the evolution of multiceilular animals is determined
mostly subjectively and the correctness of cladistic analysis for
phyla phylogenesis casts serious doubts.

Molecular characters of sequences are rumerous. Poten-
tially, millions of nucleotides may be compared in genes which
are unequivecally homologous and demonstrate such a character
in a1l phyla (and even kingdorns) of living beings. Hence, with the
increase in number of the genes sequenced, the problem of the
small number of the analyzed characters seem do dissipate and an
outgroup may be easily chosen to determine the direction of
evolutionary transformations, as the cladistic approach dictates.
Hundreds of characters infroduced into analysis by 185 rRNA
gene seguencing and employed in the studies of taxa having only
a few morphological characters in: common suitable for analysis
seem to be the basis of the observed enthusiasm. F is supported by
the fact that molecular characters are easy o formalize. Tt gives
the iliusion of their objectiveness and independence inespective
to the investigator's personal experience.

Some specific features of molecular characters indicate,
however, that the construction of the phylogenetic trees will not
be an easy task, Probabily, approximately 1000 of 180¢ nucleotide
residues of 188 tRNA are necessary for a normal functioning of
the ribosome. They are predominantly organized in evolutionary
conservative clusters many nucleotide positions in which have the
same state in all the living beings. These regions have little
information for phylogenetic analysis. Such clusters are usually
separated by variablie regions, the hypothetical role of which is to
locate conserved clusters at a due distance and at due angles one
ta another. According to their role, variable regions must have a
definite length, whereas the nucleotide composition may be
insignificant. This conclusion follows from the comparative
analysis of the secondary structure elements in various eukaryotic
species.

Let us imagine the hypothetical mode of evolution of such
regions which are not controlled by sefection. In the process of
species divergence mutations are accumulated. They will be fixed,
i. e., be distributed in all the populations of a species, as it is
suggested by the neutral allele drift theory. Independent evolution
of species will finally result in differences in nucleotide sequences
of such regions which will become different from the maternal
sequence in each clade. What is the expected leve] of differences?
As neutra] mutations arise and are fixed stochastically, such
differences cannot be precisely predicted, but, at jeast, may be
evaluated with certain accuracy. For qualitative estimates, it is
necessary Lo know the probability of appearance and fixation of
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mutations. If it has an arbitrary value, then the difference between
species in anytime will be also arbitrary. Hence, such differences
wilt not allow to come with any phylegenetic conclusions. The
simplest hypothesis suggests that neutral mutations arise and are
fixed at a relatively constant rate, being 4 sort of «molecular
clocky allowing to determine the period of independent evolution
of species (Zuckerkandl and Pauling, 1965). If so, why the
simplest hypothesis is to be rejected if we came to the conclusion
that the selected scquences or their fragments are not under the
selection control? Nowadays computer programs that employ
different methods and models of molecular evolution allow to
reconstruct phylogenies more or less accurately, especially in the
case when evolution in the compared sequences of a set of species
does not deviate signiticantly from the "molecular clock™ hypot-
hesis. References on 136 different phylogenetic programs are
present in the WWW site supported by J. Felsenstein:

(hitp:/fevolution.genstics. washington.edu/)

The "molecular clock" hypothesis seems 10 be quite nataral
and simple. If one compares the random fixed mutations with the
droplets of rain, then, according to this hypothesis, two persons
will get wet to one and the same extent, if their clothes are of the
same quality. However, if one stays in rain for a long time, the
clothes wilf be saturated with water and new droplets will not
increase its weight, The same is true for fRNA variahle regions
which may become "saturated” with mutations. Repeated,
multiple, convergent and even reversed to the ancestral type
substitutions of a residue could occur at one and the same
position. The degree of the sequence dissimifarity is now no more
correlated with the time of independent evolution after taxa
divergence. Long neutral evolution depreciates the phylogenetic
importance of many genome fragments,

Rapid radiation of taxa during a short period of time {e.g.,
Cambrian explosion) also hinders the estimation of branching
order. In this case, 2 small number of mutations fixed during a
short time interval between bifurcations does not exceed the
statistically possible deviations in the great number of mutations
fixed in the course of long independent evolution of clades. This
can cause an erronecus branching order estimation when using
distance methods for phylogenetic reconstruction. To determine
the branching order in such instances by using ordinary methods
of molecular phylogenetics is like to estimate the exact time spent
i rain by weighting waterwrung out of clothes. Such a difficulty
exists even if one accepts the "molecular clock” hypothesis,

A fairy tale by Bruder Grimm «Frau Holle tells us about
the "golden rain™ which it a trice clothes of a beauty gold. One
may register such "golden labels” in {RNA genes which do not
depend on the time spent in "mutation rain", but occurs irregularly
and by chance. Theoretically, such mutations are nothing but the
Hennig's synapomorphies at the molecular level. They occur
independently of monotonous «molecular clockn, but are not an
obligatory event. In recently diverged species, the sequences of
which are not saturated with mutations, each mutation may play
such a role, with the only limitations due to the four-letter genetic
code. For ancient clades, this role may be performed by rare
neutral events, when the prohibited change (e. 4., causing the
length changes of spacers) becomes possible due to a mutation (if
taken separately, also a prohibited one), which causes changes in
the length of another spacer or the properties of one of riboscmal
proteins.

Mutations causing changes in three-dimensional
structure of rRNA

In native ribosomes the 185 rRNA molecules are folded in a
special maaner forming a sort of organ. Short tegions of self-
complementarity form approximately 50 canonical double helices
and single-stranded loops (Van de Peet et al,, 1999), The three-
dimensional structure of rRNA is predominantly affected by
deletions and insertions in certain regions, the fength of which is
evolutionary conservative. Compensatory mutations in the
ribosomal proteins or tRNA genes must accompany this process
and thus such mutations are rare and may be "golden labels” in
phylogenstics. It should be noted, that even if such changes are
numerous in a standard 188 fRNA structure typical of several
species, both in arthropods as a whole and in large arthropod sub-
taxa, such synapomorphies are of infrequent occurrence. In each
arthropod class, as it seems now, one can find a species with a
predicted hairpin or a loop in the [88 fRNA characteristic of
Bilateria. In other words, this region has a length and a predicted

structures similar to that of many ether phyla of multicellular
animals. Hence, the evolution of the 185 rRNA gene in Arthropo-
da could have started from a standard structure. However, this is
true not for all taxa of arthropods: some of them carry specific
"labels" inherited from the most recent common ancester. In
arthropods, such labels represent mostly changes in the secondary
structure of variable regions V4 and V7 forming hairpins 23 and
43 according to the nomenclature of Van de Peer et al. (1999).
These changes are due to the insertion of additional nucleotide
sequences causing the elongation of hairpins mentioned above.

Non-elongated original hairpin 43, though not preserving
the unchanged primary structure, also shows the similar secondary
structure in various taxa. It may be described as four short double
helices alternating with four smatl unpaired regions, bulges. The
basal helix consists of three bage pair, the others contain three-
{our, four-five, and six-seven base pairs, respectively. Bulge 1 is
represented by single purine residue in the anterior branch, bulge
2 - more often by AU in anterfor and UC in posterior branch,
bulge 3 may vary in size and is always asymmetric, having less
nucleotide residues in the anterior branch than in the posterior one
and the terminal loop of three-five nucleotide residues. The size
of bulge 3 may be specific of some arthropod texa. Thus in
insects, the size of this bulge is large when compared to that of
bulge 3 in closely related to insects Collembola and Crustacea.
This character state is synapomorphic for all the pterygote and
apterygote (Lepisma) insects (Fig. 1, arrows),

Firstly, the extremely elongated 185 rRNA gene has been
found in the aphid Acyrthosiphon pisum where it is composed of
2.4 kbp (Kwon et al,, 1991), Le,, it is larger than that of other
animals, including insects (1.8 kbp). According to parsimony
principle, one may assume that the origin of 4. pisum was
preceded by evolutionary innovation (apomorphy): its ’RNA gene
should have been elongated, and, accordingly, to reject another
possibility - step-wise shortening of the gene in other species.
Than it was demonstrated, that all phylogenctically close to
aphids taxa (scale insects, whiteflies, and psyllas) have an
elongated 183 rRNA gene and are synapomorphic by several
fixed insertions in it, thus separating this clade from cycads and
bugs keeping plesiomorphic state by these characters (Campbelt
et al., 1994; 1995). Therefore, these apomorphies were acquired
by the ancestor of the Sternorhyncha in Permian and are still
retained. Noteworthy, nucleotide substitutions in other parts of
these molecules and the trees constructed aiso support the
monophyly of Sterrorhyncha.

Similarly, a long variable helix specific to tiger beetles
(Coleoptera, Cicindelidae) but not found in the closely related
Carabidae was shown in the central region of V4 (Vogler et al,,
1997; Hancock and Vogler, 1998). One more example of a similar
synapomorphy is an insertion of additional sequences in the V4
and V7 regions of 188 rRNA of branchiopod crustaceans. These
sequences form the unique cladoceran helices E23-1a, E23-C, and
43-1in all of 28 cladoceran species studied as well as in spinicau-
datan Cyclesteria, thus supporting a monophyly of the Cladocera
and the closest relatedness of the Cladocera and spinicaudatan
Cyclesteria (Crease and Taylor, 1998). Finally, sequences
ingerted in V7 region of 188 rRNA of Strepsiptera form helices
specific to this group. The secondary structure of V7 region
support weakly the sister-group relationship between Strepsiptera
and Diptera (Choe, Hwang and Kim, 1999},

Another theugh more small insertion in the region of
hairpin 43 marks a group of orders of holometabotous insects:
beetles, hymenopters, scorpion flies, and complex of nevropteroid
nsects (Fig. 1). This syrapomorphy exists at feast from the early
Permian, the period from which the first representatives of all the
above mentioned orders of insects are known (Rohdendorf and
Rasnitsyn, [980). Neuropteroid insects have additional sequences
in the region of haitpin 43 which have originated as a result of an
additional evolutionary event. Representatives oftwo other orders
of Holometabola carry an insertion with a doubtfu! or undetecta-
ble homology (stylopids and dipterans, respectively). Whether the
latter case reflects the erosion of a character on the commen
ancestor of the Holometabola, or the above mentioned orders of
Holometabola branched off at the eatlier stages of evolution,
requites additional consideration.

Thus, regions V4 and V7 were deseribed as the hypervaria-
ble parts of 18S rRNA molecule since numerous changes,
inctuding long insertions, were obsetved in many groups of
organims. Because of this fact, when aligning sequences base-to-
base homology is often difficult to be assigned in this region, and
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sometimes it i5 even excluded from the sequences analyzed by
computer methods, However, in the cases we discussed above,
specific insertions of homologous sequences were inherited by
extant species from a common ancestor and are not a result of
convergence, In this case we can hypothesize that the specific part
of hairpin 43, such as 43-1 specific to Cladocera, is the “unit of
homology’ and then can be homologized in ail these taxa, thus
overcoming the difficulties that arise when irying to do sequence
alignments based on a base-to-base homology concept.

Highly conservative substitutions

The four-lefter genetic code seems to provide rich possibilities for
convergence of nucleotide sequences, as it has been noted for
functionally neuiral regions. However, there are positions in the
185 rRNA sequence, where not only convergent changes, but any
other changes have not been registered. At some positions the
substitutions are not excluded, but they happened very rarely in
evolution, The analyzed set of sequences do not contain such
events of convergence. A pair of TT AC transversion-transition
in the loop of hairpin 42 may be a pgood example of "good”
synapomorphy in true Chelicerata (Arachnida + Merostomata,
Fig. 2). These synapomorphies exists at least from the early
Ordovician ever since Merostomata and other arachnids diverged
(Dunlop and Selden, 1998). A number of nen-arthropod animals
were {zken as outgroups to determine the direction of evolutionary
transitions. Among approximately 200 screened sequences of the
188 tRNA of various invertebrates a convergent AC-pair was
never detected, and a reversion to the ancestral state was never
observed within Chelicerata. This s also true for the Parasitifor-
mes mites. Rapid evolution of the 183 rRNA genes in this group
disintegrates many of the molecular synapomorphies with other
Arachnoidea. Contrary to Limulus, Pantopoda retain the ancestral
sequence in the region of hairpin 42 loop (Fig. 2). One may
conclude that their relatedness with arachsoids is less close.
Noteworthy, there is one more synapomorphy (deletion of two
nucleotide residues) in this region which marks the very carly
event of separation of multicellular animals into Tetraradiata and
Qctoradiata {(Aleshin et ai., 19982).

The molecular characters discussed above induce us to
remember the punctuated equilibrium hypothesis suggested by
Eldredge and Gould (1972). The authors analysed series of
fossilized moltuses from the deposits of continental reservoirs and
noticed that a long, stable way of existence of mollusc species is
sometimes interrupted. The old form disappears and is replaced by
a new, closely related species, which presumably originated from
the vanished one (the transitional forms eould not be registered due
to a short period of time when such transition happened). The new
species exists in the state of «balance for a long period of time, but
this balance may be interrupted by & new stage of rapid speciation.
Leaving aside various disputable aspects of the hypothesis, one
cannot but notice that the existence of different options of the 188
rRNA secondary structure clements, with rare changes in them,
may be adequately described by using the hypothesis of punctuated
equilibrium. Such structural elements or individual nucleotides
persist in the 185 rRNA molecules for a long time demonstrating
evolutionary stability until some pericd of instability comes,
Finally, the modified structure is fixed and inherited in generations.
The only difference is that we have discussed the events which
happened in taxa of a higher rank, i.e., orders and classes, mstead
of species. The origin of such morphological characters is usually
discussed in the terms of «macroevolutions, whereas the Eldredge
and Gould hypothesis describes processes of gmicreevolution». It
seems to us that the expansion of the hypothesis of punctuated
equilibrium up to the higher taxa and to the molecular level erodes
{at least partially) the border between macro- and microevolution,
because such unique characters of 185 rRNA structure may be
registered even in single species. Moreover, it may become the
object of future studies based on the registration of interaction of
definite elements, which do not allow to change arbitrary the
macromelecule conformation if they are not accompanied by the
corresponding compensatory changes.

Many other molecular characters appear to be less informa-
tive in phylogenetic studies. Such are two transitions T C in the
bulb region of hairpin 25 (Fig. 3: 25q and 25b). They could have
been characteristic of Arthropoda, but in Hexapoda, and the most
part of Insecta and Cellembola, the reversion to the ancestral state
was detected, One make take this as an advantage, a valuable
evidence of the Hexapoda monophyly, but it is easy to prove that

this assumption is based on an unpersuasive hypothesis according
to which transitions 25z and 255 (T C} took place in a common
ancestor of all Arthropoda. Moreover, it follows from Fig. 3 that
two fransitions T C happened in a common ancestor of Diptera,
following the C T reversion in Hexapoda.

The 24a nucleotide residue exhibits the similar degree of
conservatism. In most Mandibulata {Crustacea + Hexapoda +
Myriapoda) this site is occupied by a T residue strengthening the
felical region 24 by one more complementary pair (Fig. 3). The
G T transversions could be attributed to a commen ancestor of all
Mandibulata; and it may be considered as evidence for bifurcation
of Arthropoda into Chelicerata and Mandibulata. However, such
a hypothesis cause doubts as it does not describe all the events at
the 244 site: some Mandibulata have an obvious T G reversion,
while in some other taxa a transversion G T took place quite
independently and convergently (Fig. 3). As we are fo assume that
repetitive and refatively frequent substitutions occurred at this
site, marking clades of a small volume, we cannot reject the
possibility of marking of "large™ clades of arthropods in several
steps during evolution. For example, only two of such events were
necessary when in two groups of "Mandibutata™ the transversion
G T took place independently, or a scenario, when such a
transversion occurred in & common ancestor of all Arthropeda,
and a T G reversion occurred in the Chelicerata clade. If the
topology of the most parsimonious tree is better than that of the
alternative one by several evolutionary steps, and this preference
is based on variable positions (such as 244, 25¢, or 25b in Fig. 3,
but not the #2a, 425 in Fig. 2}, then the problem of the constrac-
Hon of phylogenetic tree could be hardly considered to be solved,

Qualitative analysis of relatedness

As mentioned above, we cannof but conclude that identity of
several residues in genes may nevertheless allow different
phylogenetic interpretations and may indicate false relatedness. If
s0, fet us compare all the informative sites in the hope that this
might allow us to construct a more reliable phylogenetic tree.
Numercus such compatisons of the arthropod 183 rRNA genes
have been done; some of them are discussed in papers published
in The Systematics Association Special Velume edited by
R.AFortey and R.H.Thomas (1998).

It is obvious that the method of evaluation of relatedness
must have elements of compromise: one may take into account
only identical residues, whereas others may fix relatedness if the
corresponding residues are both purine nucteotides (the weight of
such similarity will be less than [, but higher than ¢). The method
of calculation of refatedness in distance units is also a hypothesis.
For examptle, if we follow the «molecular clock» hypothesis, we
should take for granted that the more similar genes are, the shorter
is their independent evolutionary history 188 rRNA. Phenograms,
derived by distance methods, can be regarded as phylograms,
provided that the amount of change is proportional to the time of
independent evolution of compared species. Other phylegenetic
hypothesis, e.g., parsimony based on the Okkam’s razer principle,
together with modern cladistics, demand that the constructed tree
explained the observed differences between species by the most
simple way, i.c., based on the minimum amount of change
required to explain a tree. One can minimize the number of
mutations if one assumes that species possessing an identical
character state inherited i from a conumon ancestor, but have nof
obtained it as the result of convergent or reverse mutaional events.
In such a case, to describe the distribution of mutations in
different positions, different topologies may be needed, but the
resulting tree may be a compromise with minimized evolutionary
events for all sites. kt should be added that such tree may not
always coincide with a tree constructed by distance methods,

Fig. 4 depicls three equally parsimonious trees inferred
from one and the same set of nearly complete 18S rRNA sequen-
ces. Each tree has 2047 steps. In the first of them, the carliest
divergence of Arthropoda corresponds to separation of Chelicera-
ta and a monophyletic Mandibulata clade, which is in some
accord with traditional schemes (Snodgrass, 1938). Other trees
suggest alternative divergence of Arthropoda into clades of
Chelicerata + Myriapoda and Crustacea + Insecta + Collembola.
Such a filiation of Arthropoda was recently suggested based on
molecuiar data (Turbeville et al,, 1991; Giribet et al, 1996).
Which one of these hypotheses is frue? It is obvious that we
should not pay teo much attention to the 1:2 ratio speaking
against the monophyly of Mandibulata because the all trees have
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the same «iengthn of 2047 steps and are thus equaily possible
phylogenetic hypethesis according 1o the accepted agreement,
Moreover, it seems plausible that even if the tree of any different
topotogy will be several steps «longer, it should not be immedia-
tely rejected because of the stochastic nature of the origin and
fixation of mutations, though under criterion of parsimony this
should be done,

Evolution of life on Earth is an unique event and thus it
cannot be used to obtain a set of data to test the statistical validity
of a phylogenetic hypothesis. Some artificial models of such sets
are jackknife and bootstrap procedures suggested to check the
statistical validity of molecular trees (Felsenstein, 1983). The
jackknife procedure implies that half of the characters are
stochastically discarded (i.e., the columns of letters in the
alignment). Such artificially generated sequences are used to
construct the maximum-likelihood or parsimony trees and then
test if this or that group of interest remains vnchanged. Such a
resampling procedure may be repeated automatically hundreds
and thousands of times.

The bootstrap procedure differs in that some arbitrarily
chosen positions are discarded, and the other ones, also arbitrarily
chosen, are doubled increasing the weight twofold. The bootstrap
and jackknife procedures may be considered as an analogue of
stochastic mutations. There exist mathematical methods of
estimation of the validity of group depending of the supporting
coefficient. It is generally assumed that it must be higher than 50,
or even 75% (Hillis et al., 1994). It often happens with species
with an uncertain position that the supporting coefficient decrea-
ses with an increase of the number of species analyzed. Inamodel
situation with & tree constructed for numerous species it may
happen that a sequence is connected with any of 80 sequences in
1% of replicas, but with the 81-st sequence in connects in 20% of
replicas. The latter case, although statistically non authentic,
seems to be the most alluring.

The results of the bootstrap analysis of one and the same
set of arthropod sequences is presented at Fig. 5A.B. Initial
divergence within this phylum is presented at panels A and B in
an alternative way: it gives either Chelicerata + Myriapoda and
Crustacea + Insecta + Coliembola, or Chelicerata and Mandibula-
ta clades. Although the 27% bootstrap support of Mandibulata in
the consensus tree 58 is below the limit of trustworthiness, it is
higher than that of the «Chelicerata + Myriapodas group {19%),
which was observed in the same analysis (not included in the
consensus tree). The differences in topelogies at Figs. 5A and 5B
are because different outgroups for Arthropoda were employed in
the analysis, Tt is well known that the choice of 2 very distant
outgroup may result in spurious rooting of cladograms (Wheeler,
1990) and will affect the estimates of relationships within group
under study. When choosing the outgroup, one may obtain the
desired topology of the tres from a relatively large variety of
possibitities (Fig. 6), although some options appear very often
(e.g., initial divergence of Arthropoda illustrated by 5A), while
other topologies are very rare, and some of them are impossible
for any species sets. For example, Pantopoda never group together
with Insecta, Collembola with Myriapada, ete. Selecting Arthro-
poda sequences for enalysis, one may change the topology very
deeply {not shown). However, ail the possible topologies can
never be obtained, but their multiplicity causes confusion because
the real topology is only one. An idea te analyze all the sequences
known up to date scems io free an experimentator from the
subjectiveness, but it fact it may be eriticized. Any set of sequen-
ces has some peculiarities of'the species composition and nobody
knows how this fact will influence the tree topology. Should the
species be selected proportionatly from all the taxa or should one
seleet them according to modern species diversity? Moreover, if
we notice that some species cause faise tree construction, then it
is possible to assume that during evolution of some clades the 188
rRNA gene sequences have changed to such an extent, that they
wilt not allow not only to construct the "normal” tree, but will
hinder this operation. Hence, species from such clades shouid be
excluded from analysis, but then a question arises about which
species are o be taken into consideration.

Such unexpected and disagreeable consequences follow
from the conflict phylogenetic signals in 188 tRNA molecules.
Their presence in arthropod 185 RNA was demonstrated
{Abouheif et al., 1998). Applying the original methods of step-
wise removal of nucleotides positions of varying degree of
conservation, the authors came to the conclusion that the 188
RNA gere sequences can hardly be used in reconstruction of the

large-scale invertebrate phylogeny. It looks like such reconstiuc-
tions cannot be done without analyzing some conflicting signals,

If a great number of sequences is analyzed (Giribert &
Ribera, 1998), or if «inadeguate» species are excluded in succes-
sion (Eernisse 1998), then a certain part of misunderstandings
caused by reversal substitution may be omitted. For example, if
we take a coelenterate species as an outgroup, the direction of
evolution of character 36a in Arthropoda will be erroneously
determined, and symplesiomorphic similarity of Chelicerata and
Myriapoda could be erroneously considered as a synapemorphy.
Prebing of various Bilateria species in the rele of outgroups
allows to reconstruct a parsitonious scenario of evolution in the
helical region 36 (Fig, 2): (i) two transversions changed AT-pair
of the complementary nucleotides characteristic of protists and
lower multiceliutar animals to GC-pair in the common ancestor
of Bilateria; (ii) then two reverse transversions occurred in the
common ancestor of Crustacea and Hexapoda,

One more example follows from Fig, 3. A fragment of
sequence of the 183 rRNA gene of tardigrade Macrobiotus
hufelandi is similar to the corresponding region in Collembola
and lnsecta by three designed characters, 1.e., 23a, 255 (probably,
secondary), and 24« (though its origin is not obvious from Fig: 3},
Such similarities may be comrelated with an observation that
Collembola are a clade which separated from the ¢ommen
ancestor of Arthropoda very early if tardigrades are used as
outgroup (Fig. 8).

Summing up, the establishiment of the arthropod sister
group is of interest not only because it helps to understand the
otigin of phylum, but because it is required to determine the
phylogenetic relationships of the arthropod classes by solving
some problems of conflict signals in the 188 rRNA sequences,

The Ecdysozoa concept and phylogenetic
relationships within Arthropoda

A hypothesis of close relatedness of Arthropoda and Annelida is
one of the most reliable conclusions of comparative anatomy.
According to G. Cuvier (1817), they belong to one and the same
phyhum Articulata, one of the four phyla he suggested. This
hypothesis was not discarded, as many others, and was further
developed in the XX century. Nowadays it is most seriously
examined, as the molecular evidence was obtained demonstrating
that Arthropoda and Annelida are not so ¢losely related {Eernisse,
1998; Field et al., 1988; Garey et al., 1996; Giribet et al., 1996;
Kim etal., 1996; Turbeville et al., 1991). Newly found Cambzian
fossil specimens with an unusual mixture of characters (some of
them resemble onychephores and priapulids (Dzik, Krumbiegel,
1989), other - annelids, molluscs and brachiopods (Conway
Morris and Peel, 1995), and some ones are like arthropods with
atticulated appendages, but without arihropod-like ‘jaws’
(Collins, 1996)) add to the conflicting ideas, as does the cladistic
analysis of morphological characters {Eerisse et al,, 1992), A
complex of phyla including Arthropoda, Tardigrada, Onychopho-
ra, Priapulida, Kinorkyncha, Nematomarpha, Nematoda and,
probably, Chaetognatha was isolated basing on moeleciilar
characters; this complex was calied Ecdysozoa (Aquinaldo et ai.,
1997; Giribet and Ribera, 1998). It is characterized by assumed
physiological evolutionary innovation, the chitinization of cuticle
which restricts growth and needs periodical ecdysone-dependent
ecdysis. In the most recent morphological studies priapulid-like
organisms are chosen as the outgroups for Arthropoda {Waggo-
ner, 1996). These ideas remind of some concepts popular in the
end of the XIX century which assumed the origin of pseudocoelo-
mates, such as nematodes and kinorhynchs, from apod insect
larvae. The revived idea of the Arthropoda and unsegmented
extant pseudocoelomates relatedness coexists stifl with the
Articulata concept (Rouse and Fauchald, 1995); however,
unification may soon foliow {Tautz, 1999). According to the
trends observed, such a uaification will be not in faver of the
classical theory.

Statistically treated, 188 fRNA molecules of annelids,
molluscs, brachiopods, pogonophores and other coelomates form
a clade, which is substantially more homogenous than the
arthropod 188 rRNA cluster. For orientation, let us compare
"simple” simitarity of sequences sxpressed in the percent of
coinciding residues omitting different "value” of transitions and
transversions, probable reverse mutations, ete. It is generally
assumed that such estimates reflect the distances in the phyloge-
netic tree guite accurately, although in essence they are ali based
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on the homologies in the aligned sequences. Sequences of Glycera
americana and Myfilus edulis are similar approximately by 95%,
whereas there is only 85-90% of the coinciding residues in the
188 rRNA molecules of G. americana and the most similar
molecules of arthropods. Reverse comparison of the annelid and
arthropod 188 rRNA reveals §9% of common residues in beetle
Tenebrio molitor and in annelid G, americana. However, the
phylogenetic hypothesis according to which these two groups are
only distantly retated should adapt one more fact: when molecules
ofa beetle, T. molitor, and a fly, Drosophila melanogaster, are
compared, only 84% of common residues is found, i.e., less than
with an annelid 18S fRNA, Here the simplest phylogenetic
hypothesis scems to be unacceptable. Using the allegories
employed above, we cannot but interpret this fact in the following
way: the "clothes” of a fly, 1. melanogaster, could have during
the same fime interval in & mysterious way absorbed a greater
number of mutations than that of a beetle, 7. molitor. This idea
finds added support in high variability of the arthropod 185
RNA, but such a strong deviation from the "molecular clock”
hypothesis seems to be inadequate to the supposed monephyly of
insects and other arthropods. If we assume that the [, melanogas-
fer 185 rRNA genc has accumulated additional amount of
mutations relative to T, molitor, then, to avoid doubie standards,
we are to use the same hypothesis for I molitor or even the
common ancestor of all arthropods relative to Mytilus edulis.

Practically all the Ecdysozoa, except priapulids, have
accumuiated "extra” mutations in the 185 rRNA gene. Nowadays
we are far from understanding the reasons of the higher rate of
accumulation of substitutions in the 188 tRNA genes in some
phylogenetic lineages, but deleterious influence of it on molecular
phylogenetic reconstruction is evident. As it follows from Fig. 3, it
causes convergence of sequences and erroneous taxa rapproche-
ment. For example, the 185 rRNA sequence of nematode Enoplus
brevis which is the least diverged from the nematodes sequences by
a totality of sites of this gene, does not have synapomorphy with
arthropods characters 25a and 25b, whercas in rapidly evolving
Caenorhabditis elegans gene such T C transitions have appeared.
As the number of sites where neutral or permissive changes in 188
rRNA gene happen are restricted, the accumulation of a large
number of mutations might cause convergence at least at some sites
with any provisionally selected species or taxa, Fig. 3 illustrates the
24k insertion of a pyrimidine residue in the single-stranded bulge
of hairpin 24, which is synapomorphic and convergent for two
actively adsorbing mutations genes of Drosephila melanogaster
and Caenorhabditis elegans. Among Nematoda this apomorphy is
without fail present in all the sequenced 188 YRNA genes of a
monephyletic clade including species of Rhabditina + Strongylida,
refated to Caenorhabditis elegans (Aleshin ot al., 1998b), whereas
it can hardly be found outside of these groups. In Diptera it was
registered only among Muscomorpha (Drosophilidae, Tephritidae,
Hipoboscidae), but not in Tabanidae (Carrenc and Barta, 1998},
Asilidae, Bombyliidae (Whiting et al., 1997) or Nemalocera, and
outside of Diptera - in one species of Megaloptera (Sialis sp., but
not in Corvdalus cognatus). The diagnostic value of the 24b
character is thus very different for nematodes at the order level and
for a group of superfamilies of Muscomorpha, or for the Sialis sp.
One cannot but remember in such a case a weli-known "different
taxonomic value of a character” from classical systematics. The
phylogenetic sense of such a fluctuation (analogous of the "fluctua~
tion experiment" of Luria and Delbruck (1943) is evident: sponta-
neous character of mutation and its unpredictable fate in the
daughter ciade result in a pronounced dispersion in distribution of
this character in future generations.

Although not all the 185 rRNA genes of Arthropoda and
other Ecdysozoa diverged to such an extent as those of Drosophi-
la melancgaster and Caenorhabditis elegans, even the less
modified ones among them demonstrate a 1.5x excess in the
number of accumulated nwtations, if compared with a minimum
level observed in Annelida, Mollusca and Brachiopoda. This is
especially evident inthe 188 rRNA of Pantopoda and Chelicerata.
Restricting the Arthropoda set by these species we nevertheless
observe in 185 rRNA phylogenetic trees a certain support of the
Hedysozoa group, Searching for molecular characters, the
probable synapomorphies for Ecdysozca, demonstrates the
scantiness of such a set comparable to that of general characters
of Arthropoda. They are predominantly presented by transitions
in relatively variable regions of molecules and are not characteris-
tic of all the 188 rRNA gene sequences of all the Ecdysozoa
species. However, one cannot exclude that rapid evolution of this

gene in different phylogenetic lineages fellowing radiation of
Ecdysozoa which deeply eroded the synapomorphic complex of
nucleotide substitutions of the common ancestor, but an alternati-
ve point of view is that the similarity was fed by convergent
changes, as it is evident in the case of 24) character.

It is rather difficult to determine accurately what is impact
of artificial rapprochement of Ecdysozoa species due to a
substantial {1.5x or even morc) increase of the number of
nucleotide substitutions in their molecuies, The most part of
species with extreme rates of evolution of the 188 rRNA sequen-
ces in dendrograms demonstrate their probable relatedness with
round worms, typical Ecdysozoa. This is true for Chactognatha
(Halanych et al, 1995), Myxozoa (Smothers et al, 1994),
Gnathostomulida (Littlewood et al., 1998). However, the substitu-
tion of the sequences of secetnentean nematodes by a slower
evolving adenophorean decrease the ievel of relatedness, and,
correspendingly, the bootstrap support of such unions. It may be
supposed that the atiraction of fong branches induced unification
of these groups. 1t should be noted that onychophorans which are
traditionally treated as sister group of arthropods have the 1858
tRNA gene typical of Ecdysozoa: it is much easier to find
autapomorphies in its structure, than holapomorphies with any
other group. In phylograms onychophorans group near other
Ecdysozoa and reveals no tendency to join Arthropoda, except the
cases, when species with a highly diverged 185 fRNA gene are
inctuded in analysis. ‘

In conclusion, comparative analysis of arthropod and other
invertebrate animals 188 rRNA genes did not reveal any specific
similarity with the annelid genes, but it allowed to suggest a
productive Eedysozoa concept which is to be strongly examined,

The problem of «iong branches»

The evolution of arthorpods gave rise not only to the great number
of species, but alse to unusual 188 rRNA. gene structures in some
species. Among the latter, the leader is, undoubtedly, the gene of
Spaleonectes tulumensis (Spears and Abele, 1998}, Its sequence
is saturated by nucleotide substitutions even in the most conserva-
tive parts of the molecule, Attempts to shed light on the phyloge-
netic position of remipedias by total 183 rRNA gene comparisons
results in the repeated clustering of S. tulumensis with Hutchinso-
niella macrocantha (Cephalocarida) and, more weakly, with
Detocheilocaris typicus {Mystacocarida), the two phylogenetic
relics among arthropods with a very high rate of the 188 rRNA
gene evolution. Phylogenetic determinant of this clustering is thus
doubtful; it may be the result of the rapprochement of the long
branches due to convergent substitutions and some peculiarities
of the programs of comparison (Hendy and Penny, 1989). The
authors, who published these sequences came to the conciusion
(Spears and Abele, 1998), that «the phylogenetic positions of the
aberrant Remipedia, Mystacocarida and Cephatocarida depend on
sequence data from additional species»,

Unique structures of the 188 rRNA gene of strepsipters
which cannot be confused with this gene of any other organism
originated in a different way. In ail the species of this order the
gene is very large reaching in size the large subunit fRNA gene of
some species (Chalwatzis et al, 1995). They are substantially
larger due to the presence of numerous long AT-rich inserts which
are present in evolutionary variable regions V2, V4, and V7
which may also accumulate insertions in other species, but some
of them cccupy sites typical of strepsipters (Choe, Hwang and
Kim, 1999). Along with insertions, point substitutions in more
conservative regions were registered. Construction of phylogene-
tic trees based on nearly complete sequences results in strict
clustering of strepsipters with Diptera, if the latter are present in
the analyzed set of species (Whiting et al., 1997), Diptera is one
more order of insects, in which evolution of the 185 rRNA gene
occurred at the accelerated rate resulting in a great aumber of
substitutions, many of which are synapomorphies or holapomorp-
hies of Diptera (Friedrich and Tautz, 1997). These substitutions
caused changes in the nuclectide composition of the gene
increasing its AT-content, thus making stili more similar the
genes of Diptera and Strepsiptera. However, one should remember
that rapid evelution of the gene in both lineages causes doubts if
their relative relatedness is a result of common origin, but not of
arbitrary convergencies. Prolonged discussion of the Strepsiptera-
Diptera interrelatedness demonstrates that phylogenetic problems
can hardly be solved by ordinary approaches (Huelsenbeck, :997;
1998; Whiting, 1998) and need multifaceted analysis of molecular
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data. In particular, some elements of the 188 rRNA secondary
structure may be a good phylogenetic marker in certain group
{Aleshin et al., 1998b) So, analysis of the secondary stracture of
region V7 counts in favor of the weak sister-group refationship
between Strepsiptera and Diptera {Choe, Hwang and Kim, 1999),

Are informative characters really numerous in the
185 rRNA genes?

Ateraction of «long branchesrat the parsimony trees, the presence
of conflicting phylogenetic signal in the 188 rRNA gene, the
strong influence of the choice of the outgroup on the observed
phylogenetic relatedness within an ingroup, and direct observation
of convergence events in some sites testify that only a limited
number of nucleotide residues may be a substrate of neutral
evolution and that multiple substitutions could have occusred at
some sites during evolution. All these factors can hardly influence
the results of the stadies of closely related species, but may
become critical if ancient clades are compared. We decided to
eleborate a cumulative estimate of the impact of such factors and
to find out what is the real number of characters of 188 tfRNA
gene which may influence the choice of the topology option in the
study of the early events in the evolution of Arthropoda.

For this goal five nucleotides, assumed to be apomorphic
for Mandibulata, were excluded from the alignment of ~1600
nucleotides long. One of them is located at hairpin 17 loop, and
four other shown at Figs. 3 and 4 as 244, 34¢ and 362. Such
modified sequences were subjected to bootstrap analysis by the
method identical to that used to construct Fig 5. Decrease in the
bootstrap index of the «Mandibulatay group from 27% down to
1% were observed when the 5B set of species was analyzed and
from 23% down to 0.7% when the 5A set was studied («Mandibu-
lata» were not included in the SA consensus tree although they
had a 23% bootstrap support, but altesniative options of topology
had it even higher). It is easy to come to the conclusion that the
monophyly of «Mandibulatay rests on only five nucleotide
substitutions, but computer finds at least thrice as much taking
into account highly variable positions. Hence, if we study only a
single gene we do not substantially move away from the basis of
morphological systematics when we deal with many characters,
but only 2 few of them are good for cladistic analysis,

Phylogenetic interpretations

In the past decade & great number of phylogenetic analyses of the
183 tRNA sequences of the Arthropoda were performed using
both distance and parsimeny methods (Field et al., 1988; Turbevi-
lle et ak,, 1991; Winnepenninckx et al., 19935;Garey et al., [996;
Giribet et al., 1996; Aguinaldo et al., 1997; Eernisse et al., 1998;
Spears and Abele, 1998; Wheeler, 1998). Most these analyses
accept monophyly of the Arthropoda and monophyly of such sub-
taxa as millipeds and centripeds (Giribet and Ribera, 1998), Most
molecular phylograms demonstrate deep splitting of Arthropoda
into Chelicerata + Myriapoda and Crustacea + Hexapoda groups,
in contrast to morphological analyses which support the more
traditional Tracheata group (Mexapoda + Myriapoda). Moreover,
molecular data do not support the prevailing in the last two
century view concerning a close arthroped-annelid relationship.

In phylogenetic 188 rRNA trees antelids form a close group with
various unsegmented coelomate bilaterians including molluscs,
pogonophores, brachjopods, sipunculans ete., whereas arthropods
form a weakly supported group with unsegmented pseudocoelo-
mate moulted animals (tardigrades, onychophorans, nemato-
morphs, nematodes, priapuiids, chaetognaths), catled Ecdysozoa
(Aguinaldo etal., 1997; Eernisse 1998; Giribet and Ribera, 1998;
Littlewood et al., 1998). However, the robustness of these results
may cast some doubis since branching order in 188 rRNA
phylogenetic trees may be influenced by taxon sampling, selection
of outgroups and algorithms in use.

For this reason it may be useful to search a certain molecu-
lar characters, supporting a branching order in question, Such a
characters may be single elements of the secondary structure, or
nucleotide substitutions shared by groups. For exampie, phyloge-
netically informative insertions, retained since the early Permian,
were found in 188 rRNA of some insect and crustacean orders.
Unfortunately, there are no cbvious elements of the secondary
structure typical of Arthropoda as a whole or of any single of its
classes. Nevertheless, characters specific of some arthropod
groups (i.e. synapomorphies) may be shown in the primary
structure of 185 rRNA. Some of these characters can support
certain classes of Arthropoda, while only limited number of them
support union of classes. The cladistic analysis of these charac-
ters, some of which were discussed above (see Fig. 2 and 3),
allowed to reconstruct a deep filiation within arthropods (Fig. 7).
In this tree, each of Pantopoda + Chelicerata or Mandibulata
groups are supported by only two robust synapomorphies located
i region of kairpins 12, 47 and 17, 24, respectively. It should be
noted that these two groups in 188 phylogenetic trees of total
sequences are supported in unequal degree: Pantopoda + Chelice-
rata has higher bootstrap support than Mandibulata. Possibly, this
high bootstrap support results from great aumber of plesiomorp-
hic characters shared by Pantopoda and Chelicerata sequences.
Hence, the reliability of this group appears to be not higher than
that of Mandibulata. A more isolated position of Chelicerata and
Pantopoda follows also from the analysis of their segmentation
{Starobogatov, 1991). Grouping Myriapoda with Pantopoda and
Chelicerata is not supported by any clear apomorphies and appear
to be even more doubtful, whereas basal place of Myriapoda
within Mandibulata is supported by two synapomorphies.
Obviously, many conflicts in published molecular trees may be
ascribed to a small number of synapomorphics in 188 rRNA
arthropod sequences. Therefore, a more robust basal filiation of
Arthrepoda may not be inferred from the 188 rRNA sequences,
and it is necessary to analyze other molecular data in order to
increase reliability of phylogenetic hypotheses.
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