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PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS OF THEPLATYHELMINTHES
BASED ON 18S RIBOSOMAL,ACTIN AND a-TUBULIN SEQUENCES

ABSTRACT

Nucleotide sequences of 18S ribosomal RNA from 63 species of Platyhelminthes
were used in parsimony analysis and the phylogenetic trees were compared with the
hypothesis on evolution of flatworms. Catenulids and polycladids appear as the earliest
diverging groups and together are sister group to the rest of platyhelminths. "Dalyellioida"
and "Typhloplanoida" do not appear to be monophyletic, and therefore, Rhabdocoela and
Doliopharyngiophora do not appear to be real monophyletic. Unexpectedly, monogeneans
appear as the sister group to the rest of Neodermata and this result is supponted by an
analysis based on combined data for sequences of a-tubulin, actin and 18S ribosomal
genes resulted in a single tree also placing monogeneans. Within Trematoda,
Aspidobothrii is the sister group of Digenea, which appears to consist of two major clades.
Cestodes appear monophyletic, and Gyrocotilideans are the sister group of Amphilinidea
and Eucestoda. Our trees support the hypothesis that parasitism evolved twice in the
Platyhelminthes, once in hte ancestor to "Dalyellioida" parasites and again in the ancestor
to Neodermata. - |

Vo. Bo.

Dr. Juan Pedro Laclette San Roméan
Director de Tesis
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RESUMEN

La gran diversidad de los Platyhelminthes (gusanos planos) refleja
la experiencia evolutiva de un grupo de organismos animales, con un
wisefio del cuerpo poco familiar para el entendimjento humano. En las
wltimas décadas la clasificacidén de este phylum ha sufride maltiples
cambios ¥y no todos los autores estan de acuerdo sobre cudl es el mejor
sistema a adoptar. El estudio de la filogenia de los platelmintos se ha
basado uUnicamente en las especies extantes puesto que debido a su
cuerpo blando, el registro fosil es extremadamente pobre. Las hipdétesis
‘iisponibles actualmente son contradictorias y han sido motivo de gran
discusidn desde hace mucho tiempo.

En los Ultimos afios, el RNA ribosomal 18S (rRNA 18S) ha sido usado
omo un buen marcador en estudios de inferencia filogenética. Esta
olécula presenta regiones conservadas y regiones variables que pueden
er seleccionadas de acuerdo a la distancia filogenética de los
rganismos a comparar.

En el presente trabajo se obtuvieron secuencias parciales del gen
que codifica para el rRNA 18S de seis especies de platelmintos:
Geoplana mexicana (Tricladida), Octomacrum mexicanum (Monogenea),
Posthodiplostomum minimum (Digenea), Echinococcus granulosus
(BEucestoda), Taenia crassiceps y Taenia solium (Eucestoda). Estas
secuencias fueron alineadas con otras cincuenta y siete especies de
platelmintos, dos mds de nemertinos y una de un nemdtodo, obtenidas de
las bases de datos. Con todas las sequencias, se llevaron a cabo
analisis computacionales y se produjeron drboles filogenéticos.

Los resultados fueron comparados con los esquemas de la evoluciédn
de los platelmintos propuestos hasta ahora. La resolucidn de nuestros

- latos es tal que las especies se agrupan sin que exista una mezcla de

los pr1nc1pales grupos tradicionales: Turbellaria, Monogenea, Trematoda
y Cestoda. Sin embargo, las relaciones entre los taxa superiores asi
cmo dentro de cada uno de ellos difieren con algunos esquemas
wctuales. Nuestros resultados apoyan la idea de que los turbeldridos
tradicionales constituyen un grupo parafilético. Los grupos colocados
d4s basalmente en los platelmintos =son Polycladida y Catenulida
- .rmando un grupo monofilético. El grupo hermano de Neodermata, Ehlers,
485, estd constituido por el resto de los turbeldridos tradicionales:
)alyellioida, Typhloplanoida, Acoela, Lecithoepitheliata y Seriata. La
irupacién de las especies de Dalyellioida y Typhloplancida sensu
1lers, 1985, estudiadas por nosotros, indican que ambos grupos son
irafiléticos o polifiléticos, sin embargo, concuerda con la
Lasificacidn tradicional de los turbeldrios neorhabdocoelos
Dalyellioida, Temnocephala, Typhloplanoida y Kalyptorhynchia), sensu
yman, 1951. ‘
La posicién de Monogenea fué especialmente estudiada empleando
onjuntamente, secuencias de rRNA 18S, o-tubulina y Actina. Los
ssultados sugieren que Monogenea es el grupo hermano de Trematoda y
.stoda. Si bien Neodermata (Ehlers, 1985) aparece como monofilético,
rcomeria (Brooks, 1989%a), Rhabdocoela y Doliopharyngiophora (Ehlers,
»85) son grupos polifiléticos. Esto dltimo, apoya la idea de que el
.arasitismo pudo haber surgido 1ndepend1entemente en Neodermata y en
Dalyelllolda, es decir que surglo al menos dos veces en el phylum de
los platelmintos. |
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INTRODUCCION

El Phylum Platyhelminthes

Los metazoarios bilaterales con cefalizacidn mas simple son

'los pertenecientes al phylum Platyhelminthes. Se trata de gusanos

planos de cuerpo blando y aplanados dorsoventralmente. Presentan
simetria bilateral y tienen d6rganos ya conformados por tejidos y
organizados en sistemas. Al ser organismos acelomados tribldsticos,
el mesénquima llena el espacio entre la gastrodermis (diferentes
érganos internos) y laeridermis (pared del cuerpo). La presencia
del mesodermo como una verdadera “hoja embrionaria" hace que tanto
el endodermo como el ectodermo se encuentren mejor definidos.

Los platelmintos tienen gran capacidad adaptativa y una
extraordinaria diversidad en sus formas de vida. Se puedén
encontrar especies de vida libre y especies simbidticas entre las
que se encuentran tanto pardsitos como otros tipos de asociaciones,
vgr: comensalismo, mutualismo, etc. Muchos de ellos son parésitos
d_él hombre y de sus animales domésticos _pbr lo gque se le.s.'ha

estudiado desde hace mds de un siglo.

Se calcula que se conocen alrecedor de 15,000 especies de'

platelmintos (Margulis y Schwartz, 1976). Su tamafio corporal varia
enormemente, pudiendose encontrar gusanos de hasta 20 metros de
largo (Diphyllobothrium latum). Los mids pequefios son apenas

perceptibles por el ojo humano. La mayoria de las especies de

platelmintos son hermafroditas, sin embargo al menos en las formas

de vida. libre rara vez ocurre la autofecundacién. En la mayoria de
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los platelmintos de vida libre se producen huevos de los cuales
emergen diminutos gusanos con forma adulta. Otros platelmintos
pardsitos presentan ciclos reproductivos muy complejos en los que
es posible encontrar toda una serie de estadios larvales.
Finalmente, algunos platelmintos son partenogenéticos con
individuos hembras que se reproducen asexualmente.

Puesto que los platelmintos son los animales mds simples con
simetria bilateral y los primeros en presentar tres capas
embrioldégicas definidas dentro de los acelomados, han sido
considerados como el grupo de aparicidén mds temprana en la rama de
los metazoarios (exceptuando Porifera y Celenterata) (Dobzhansky,
et al., 1982; Lamothe-Argumedo, 1983; l'ield, et al., 1988; Willmer,
1990; Turbeville, et al., 1992; Morris, 1993). Algunas evidencias
indican que los primeros metazoarios debieron aparecer hace
aproximadamente 800—1,000 millones de afios. Si1 esto es correcto el

phylum Platyhelminthes emergid en el Precdmbrico mucho antes de la

‘aparicién de la fauna perteneciente a la formacidn autraliana de

"Ediacara (entre 580-560 millones de aifios) (Morris, 1993).

Taxonomia y Clasificacidén del Phylum platyhelminthes

La taxonomia y los esquemas filogenéticos propuestos para los

platelmintos estédn basados en estudios de sus ciclos de‘Vida, se su

estructura anatémica, de su fisiologia y embriologia de 1las

especies extantes. Solo recientemente han comenzado a surgir

estudios de sistemdtica molecular.

En los dltimos afios la sistemética de los platelmintos ha’

sufrido muchas modificaciones y no todos los autores estdn de
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acuerdo sobre cudl es el mejor sistema a adoptar. El gran interés
por la taxonomia y filogenia de ‘este taxa se refleja en la gran
cantidad de publicaciones recientes al respecto (Gibson, 1981,
1987; Vik, 1981; Malmberg, 1981, 1986; Llewellyn, 1981, 1986;
Brooks, 1982; Malmberg, 1982; Mackiewicz, 1982; Stunkard, 1983;
Ohama, et. al, 1983; Ax, 1984, 1985, 1987; Bazitov, 1984; Ehlers,
1984, 1985, 1986, Brooks, et al., 1985a, 1985b; O’Grady, 1985;
Sopott-Ehlers, 1985; Smith, et al., 1986; Mamkaev, 1986;

_Hendelberg, 1986: Williams, 1986; Smith y Tyler, 1986; Qu, L. H.,

et, al. 1986; Joffe, 1987; Joffe, et al., 1987; Hori, et al.,
1988; Joffe y Chubrik, 1988; Field, et. al. 1988; Rohde, 1988,
1990, 1991; Brooks, 1989a, b; Brooks, et al., 1989; Joffe y
Kotikova, 1989; Brooks, et al., 1991; Ivanov, 1331; Justine, 1991
a, 1991b; ali, et. al., 1991; Baverstock, et. al., 1991;
Korbsrisate, et al., 1991; Brooks, 1992; Pearson, 1992; Gusev,
1992; Turbeville, et. al., 1992; Riutort, et. al., 1992; Jondelius
& Thollesson, 19923; Riutort, et. al., 1993; Blair, 1993; Blair and
Barker, 1993; Barker, et. al., 1993; John..c:.ton,' et. al., 1993;
Katayama, et. al.,-1993- Rhode, et. al., 1993; Lumb,'et al., 1993)

Los diferentes esquemas propuestos acerca de la evoluc:Lon del

Uphylum han sido grandemente discutidos y son contradlctorlos

Hasta ' hace algunas decadas se con51deraba que el phylum

Platyhelminthes estaba compuesto de solo tres clases: Turbellarla,

Trematoda y Cestoda. Actualmente, el numero de clases u otras

~categorias superiores.es mucho mayor y varia entre los distintos

autores. Sin embargo, podemos distinguir ciertos taxa superiores

reconocidos por la mayoria de los autores: Turbellaria,

et e e e, S et < v 1 s o S A 4 %t 4t Amum o w e mee. e e e e e e v Aty w4 mane vt S ot bt




Aspidobothrea, Monogenea, Digenea, Gyrocotyle, Amphinilida vy

Cestoda., Cabe hacer notar que en los Ultimos afios se ha propuesto
B insistentemente gque Turbellaria es un agrupamiento artificial
|
(Ehlers, 1986; Ax, 1987). A continuacidén se explican algunas de las
.x{
» j ideas evolutivas principales al respecto de los taxa superiores de
» platelmintos.
,é |
A Turbellaria %
Las 1ideas mAs aceptadas acerca del origen del phylum 5
B . , \ ;
. E' Platyhelminthes estan de acuerdo en que Turbellaria representa un
grupo parafilético o polifilético (Ehlers, 1986, Ax, 1987). Se ha %
4 | -
N hecho énfasis en que este agrupamiento es artificial y por lo tanto |
] . debe de ser eliminado del sistema filogenético de los
R Platyhelminthes. Los esquemas de clasificacidén de los grupos que ﬁ
) tradicionalmente constituian a los turbelaridos son variables. El ]
{ .
reagrupamiento de las especies de turbelaridos tradicionales
j (Ehlers, 1985, 1986) presenta una serie de categorias muy
oy diferentes a los esquemas propuestos anteriormente (Figs. 1 y 2).
R
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Figura 1. Clasificacién de la clase Turbellaria propueSta por
Hyman (1951).
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Clase. Turbellaria
Orden 1. Acoela

Orden 2. Rhabdocoela
Suborden 1. Notandropora o Catenulida
Suborden 2. Opisthandropora o Macrostomida
Suborden 3. Lecithophora o Neorhabdocoela
Seccién 1. Dalyellioida
Seccidn 2. Typhloplanoida
Seccién 3. Kalyptorhynchia
Seccidén 4. Temnocephalida

Orden 3. Alloeocoela
Suborden 1. Archoophora
Suborden 2. Lecithoepitheliata
Suborden 3. Cumulata o Holocoela
Suborden 4. Seriata

Orden 4. Tricladida
Suborden 1. Maricola o Retrobursalia
Suborden 2., Paludicola o Probursalia
Suborden 3. Terricola ’

Orden 5. Polycladida
Suborden 1. Acotylea
Seccién 1. Craspedommata
Seccidén 2. Schematommata
Seccidén 3. Emprosthommata
Suborden 2. Cotylea
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Figura 2. Clasificacién de la clase Turbellaria propuesta por
Meixner (1938).
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Clase. Turbellaria
Orden 1. Acoela
Orden 2. Catenulida (sindénimo = Notandropora)
Orden 3. Macrostomida (sindnimo = Opisthandropora)
Orden 4. Polycladida

Orden 5. Alloeocoela
Suborden 1. Archoophora
Suborden 2. Lecithoepitheliata
Suborden 3. Cumulata (sindnimo = Holocoela)
Suborden 4. Seriata
Seccidén 1. Proseriata
Seccidén 2. Tricladida
Tribu 1. Maricola
Tribu 2. Paludicola
Tribu 3. Terricola

Orden 6. Neorhabdocoela (sindénimo = Lecithophora)
Suborden 1. Dalyellioida ' | |
Suborden 2. Typhloplanoida
Suborden 3. Kalyptorhynchia

Orden 7,.Temnocephalida
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En el presente trabajo de tesis adoptamos la terminologia de
una de las clasificaciones recientes de mayor uso en la literatura
(Ehlers, 1985). Entre las limitaciones de esta clasificacidn es que
no incluye grupos como Lecithoepiteliatha ni a Prolecithophora.
Aunque en esta clasificacidén Kalyptorhinchia es considerado un
grupo monofilético incluido dentro de ‘'"Typhloplanoida" 'y
Temnocephalidea y Udonellidae, también como grupos monofiléticos e
incluidos dentro de "Dallyellioida". Ehlers mantiene abierta la
posibilidad de que "Typhloplanoida" y "Dallyellioida" sean grupos
parafiléticos y los nombra entre comillas (sistema que emplearemos
en este trabajo) o marcandolos con un signo de interrogacién (?)
(Ehlers, 1985, 1986).

Finalmente, es fdcil imaginar la complejidad del problema de
la clasificacién de.los Turbellaria, si consideramos que se tratan
de taxa mucho mAds separados entre si, que por ejemplo, los taxa
incluidos en ‘el phylum Chordata (vertebrados). Esto ha sido
Sugerido.por un estudio basado en datos moleculares (Riutort, et

al., 1993).

_‘NEQdermata (Monogenea, Trematoda, y Cestoda)

Los Neodermata son todos parasitos y han recibido mayor

atencién debido a su importancia econdémica y médica. Se han

generado preguntas importantes relacionadas a su evolucion, sin

‘embargo, muchas de estas preguntas continlan sin ser contestadas.

Existen al menos seis esquemas diferentes para los organismos

- incluidos en Neodermata (Monogenea, Trematoda, Yy Cestoda) sensu

Ehlers (1985) (Fig. 3). Sin embargo, existen dos nomenclaturas para
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DM G A D T MG A

(Furman, 1928, 1930) (Liewellyn, 1965)

E A G M D TUD M G AE.

[Brooks, et al, 1985a,

(Malmberg, 1986) Brooks, 1989, 1993]

T DM G A E D RTUMG A E

Ehelers, 1984,
1985, 1986) | (Bychowsky, 1357)

Fig. 3 | Algunas de las hipétesis en tonflicto QUe han sido propuestas para los

- grupos mayores de los pardsitos del phylum Platyhelminthes. A, Amphilinidea; D,

Digenea; E, Eucestoda; G, Gyrocotylidea; M, Monogenea; T, Temnocephalidea; R,
Rhabdocoela (turbellaria); U, Udonellidea. (Modificada de Baverstock, et al., 1991)
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los taxa mayores de Neodermata que han sido propuestas
recientemente y que por ello son las mds empleadas. Una es la
nomenclatura pfopuesta por Ehlers (1985, 1986) (Fig. 4) y la otra
es la propuesta por Brooks (1989a; Brooks y McLennan, 1993) (Fig.
5). Como se mencioné arriba, Ehlers incluye en su andlisis a casi
todos los grupos de platelmintos (excepto Lecithoepitheliata y
Prolecithophora) mientras que Brooks solo estudia a los grupos
pardsitos. Ambos esquemas son muy similares a pesar de que fueron
propuestos de manera independientemante. Por ello hay coincidencias
y diferencias tanto en la terminologia como en la organizacidn de
los grupos.

Por ejemplo, generalmente se acepta que Gyrocotylidae,
Amphilihidea Yy Eucestoda tienen un origen monofiléticq. Sin
embargo, las relaciones propuestas para estos grupos varian en

ambos autores. Ehlers coloca a Gyrocotylidea, Amphilinidea;

Caryophyllidea y Eucestoda en el clado Cestoda, mientras que Brooks

y Brooks y MclLennan agrupan a Gyrocotylidea, Amphilinidea vy

‘Eucestoda en el clado Cestodaria. Es decir que Cestoda sensu Ehlers

es equivalente a Cestodaria sensu Brooks, pero el esquema

filogenético es diferente entre ambos pues para Brooks

Caryophyllidea esté incluido en Eucestoda (Fig 4 y 5). La confusién

en la nomenclatura es mayor si consideramos otras clasificaciones.

Por ejemplo, el mismo nombre “Cestodaria" es usado por Schmidt
(1986) bara agrupar exclusivamente a Gyrocotilydea y Amphilinidae.

Las implicaciones filogenéticas de los diferentes esquemas son

impo‘rtantes, baste mencionar que ' para Schmidt (1986) el cladd

formado por Gyrocotilydea-Amphilinidae es el grupc hermano de
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o~ Platyhelminthes ————
Catenulida ——— Euplatyheiminthes ——————
Acoelomorpha ——————Rhabdilophora —————
Nem. Acoela Macroslomida /———— Trepaxonemata —————
Polycladida ,————Neoophora —————
Seriala , Rhabdocoela \
*Typhlopianoida® ———— Daliopharyngiophora —
? "Dalyellicida® /— Neodermala ———

? Trematoda Cercomeromorpha
Asp. Digenea Monagenea Castoda

LA
20

18

Pig. 4 ' Relaciones filogenéticas enre 1los principales taxa del phylum
Platyhelminthes {excluyendo Lecithoepitheliata Y Prolecithophora). Asp,
Aspidobotrii; Nem, Nemertodermatida. Los cuadros negros son supuestas autopomorfias,
indicando la monofilia del taxa. (Tomada de Ehlers, 1985 {ver articulo}) .
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Temnocephalidea Udonellidea Aspidobothrea Digenea Monogenea  Gyrocotylidea . Amphilinidea Eucestoda

16+ 17 31-33 53 - 57 58.75ee 80.99e 114- 126 135 - 142
° 127 - 134
4352 D¢ 97-113 e e
76. 79 -
3442
. 1830
¢
<15 ¢ .

"Pig. 5 Arbol filogenético con las relaciones entre los taxa mayores de los grupos

pardsitos del phylum Platyhelminthes. Los numeros en las ramas representan a los
caracteres morfolégicos sinapomérficos que apoyan a cada uno de las ramas. El drbol
esta basado. en 154 caracteres, tres de los cuales son homoplasias, dando una
longitud total de 157 pasos. Las ocurrenclas de los caracteres homoplasticos estén
indicados por ('). (Tomada de Brooks y McLennan, 1993) '
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Eucestoda mientras que para Ehlers y para Brooks y Mclennan
Gyrocotilydea es el grupo hermano del clado Amphilinidae-Eucestoda.

También existen coincidencias en la nomenclatura empleada por
estos autores: el taxa formado por Monogenea y Cestoda, sensu
Ehlers 6 por Monogenea y Cestodaria, sensu Brooks, recibe el nombre
de Cercomeromorphae tanto por ambos autores (Fig. 4\ Y 5).
Igualmente, Ehlers y Brooks emplean el nombre Trematoda para
agrupar a Aspidobothrii y Digenea.

Ehlers emplea el nombre Neodermata para agrupar a Trematoda y
a Cercomeromorphae (Fig. 4). Brooks, por su parte, coloca a
Udonellidea como grupo hermano de Cercomeridae y este nuevo taxa lo
denomina Neodermata (Fig. 5). Es decir, que el nombre Neodermata,
sensu Ehlers, es equivalente a el nombre Cercomerida, sensu Brooks,
excepto por la posicidn de Udonellida. Por lo tanto, el_nombre'de
Neodermata no es equivalente en ambos autores.

Finalmente, Brooks acomoda a TemnOcephalidae como el grupo

hermano de Neodermata agrupandolos en el taxa Cercomeria. Este

dltimo punto tampoco tiene equivalencia en ambos esguemas puesto

que'Ehlers no considera solo a Temnocephalida como grupo hermanO'de

Neodermata sino qué incluye a'Temnocephalida y Udonellida en el
taxa "Dalyellioida". Ehlers agrupa en DoliOpharyngiophora'a_los.
?“Dalyellioida" y Neodermata y en Rhabdocoela {que incluye a

 ' Kalyptorhynchia) a "Typhloplanidae" y Doliopharyngiophora.
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Cabe aclarar que decidimos adoptar el esquema y 1la
nomenclatura de Ehlers por que en su andlisis incluye a casi todos
los taxa de platelmintos (ver arriba), y no porque estemos de

acuerdo con su propuesta ni por que nuestros resultados coincidan

cabalmente con él.'

Monogenea
El trabaﬁo de Bychowsky (1961) representa una importante
aportacién en el estudio de las relaciones filogenéticas de los

Monogenea. En ese trabajo queda explicito el origen monofilético

del grupo y su divisién interna en dos linajes principales

- conocidos como Monopisthocotylidea y Polyopisthocotylea, los cuales

son ampliamente aceptados. Hace algunos afios, Llewelin hizo surgir

‘una controversia al respecto que al final se debié mds a una

confusién de nomenclatura que a una contradiccidén real en las

Conclusiones de ambos autores (Llewelin, 1981). En resumen,'se

-'aéepta generalmente que Monogenea es un grupo mdnbfilético
.'(Bychowéky, 1961; Llewelin 1965, 1981,_198?; Ehlers, 1985; 1986;_:
_Btodks,:1989a,'1989b; Brooks y McLennan, 1993). |
o Sdlo.aIQUnos resultados de estudios ultraestruéturalesvdé la_; .
| éspermiogénésis-de estos pardsitos, han sugerido que Monoge__nea-'
| pudiera'no ser monofilético,(Justine, 1991) . Esta posibilidad"fué 
 ,prcpuesta' al no encontrar cardcteres sinapomérfiCOS'veh :lqé'
.éépermatozoafios de Monopisth¢cotylidea Y IPOIYQpisthoéotyleé,   'Q-7'

encontrando por el contratrio, caracteres sinapOmérficos'para'cada‘ ‘

- resultados basados en andlisis de secuencias parciales de.rRNA,1887

"_unb' de los. grupbs- (Justine, 1991). En la misma',direcdién,“  757'"°:i




z b

* Ve

Soony t" E
A £k .
;

s T "
.

(RNA ribosomal 18S) de monogéneos y de otros platelmintos apoyan
esta idea (Baverstock, et al., 1991; Blair, 1993; Rohde, 1993),

aungue a nuestro juicio, los andlsis no poco concluyentes (ver

adelante) .

Digenea

El origen monofilético de Trematoda (Aspidobothrii y Digenea)
es ampliamente aceptado (Gibson, 1981, 1987; Brooks, et al., 1985b;
Ehlérs,- 1985, 1986; Rhode, et al., 1993)., Existen evidencias
recientes que apoyan la idea de que Aspidobothria es el grupo
hermano de Digenea (Ax, 1987; Gibson, 1987; Blair,'1993).fUno de

los puntos en discusidén acerca de la evolucidén de los digenéos es

la cuestién de las familias extantes de Digenea y de su orden de

aparicidn; la polémica se refiere a cual de las familias (si

~alguna) es el grupo hermano del resto. Gibson (1987) ha realizado o
una revisidn propone que Paramphistomidae es el grupo de aparicién

' més temprana. En cambio, Brooks (1985) ha indicado que Heronimidae

es'e_l grupo hermano del resto de 1los digenéos. Gibson__ ('19'8'7-)

descarta esta posibilidad puesto que considera que los heronimidos

‘'son especies aberrantes que se han especializado para ciertas

éondiciones y un habitat muy particular;

Cestoda

‘Al .respecto_'de Cestoda, Bychowski (1957) propuso' ,Que
'::GYrocotylida perteneCé a una clase independientei'de} los3
platelmintos paré.sitos Yy que su posicidn filogenética es interrtiédia“3“ ;

“'IentrefMonogenea y Eucestoda, pero muy‘posibleménte'més cérCana,a‘f‘ i

[ —
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Monogenea. Al igual que Gyrocotylida, Amphilinida ha sido propuesta
como un clado diferente (ver arriba). El tercer grupo que conforma
a Cestoda es Eucestoda que se consideran come un grupo de
monofilético (Ax, 1987; Brooks, 198%a, 1989b; Brooks, et al.,
1991). e

En cuanto a los ordenes de Eucestcda, Stunkard (1967, 1983) ha
propuesto que Tetraphyllidea junto con  Tetrarhynchia vy
Psedophyllidea han derivado del mismo stock ancestral. Stunkard .
apoya el esquema postulado por Fuhrmann (1930) con datos de los
ciclos de vida y de la ontogénesis de estos organismos. Fuhrmann
(1930), en una interpretacion filogenética tradicional, propuso la
existencia de dos lineas de descendientes, la primera formada por
Tetrarhynchidea y Pseudophyllidea y la otra pdr Cyclophyllidéa,
ambas lineas emergiendo a partir de Tretraphyliidea. En otra visi‘c')n |

diferente, Freeman (1973) ha indicado que los Pseudophyllida son de

aparicién mds temprana que los Tetraphyllidea y Cyclophyllidea. Los =

estudios de Brooks, et al. (1991) estdn de acuerdo con esta L’xltima' |

idea. Al igual que Freeman, consideran a Pseudophyllidea -como el

‘grupo hermano del resto de Eucestoda. Es decir, que la aparicién 'de_

o Pséudophyl'lidea' precede al de Tetraphyllidea Yy Lecanideph‘alidea.-

) 'Relaciones- de los taxas de neodermata y el 'origen del taxa

Exlsten muchas ideas dlferentes que tratan de expllcar el |

orlgen de Neodermata Dichas hipdtesis afectan dlrectamente a las |

- relaciones entre los diferentes grupos lnClLIldOS en este taxar |
*-Deb:.do a que estas hlpétesa.s fueron generadas en un context:o no

.»',cladlst:n.co es d1f1c1l expllcarlas en termlnos de sn.stematlca
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moderna. Sin embargo, debido a la importancia que representan en la
historia del estudio del phylum Platyhelminthes hemos decidido
mencionarlas en los términos empleados por los propios autores.
Se ha penéado en diferentes origenes para los céstodos. Se han
propuesto a Turbellaria, Trematoda y a Monogenea come candidatos
para ser grupo hermano de Cestoda. Se ha postulado también, que los
céstodos fueron originados de un platelminto similar a los
rhabdocoelos turbeldridos! de vida libre (Freeman, 1973; Jareka,
1975; Vik, 1981; Stunkard, 1983; Mackiewicz, 1982). Hyman {(1951)
opina qué tanto Trematoda como Cestoda fueron originados de forma
independiente a partir de rhabdocoelos turbeldridos pardsitos. En
cambio, Bychowsky (1937) y Liewelyn (1965; 1986) han considerado a
un ancestro monogéneo para los céstodos y a un ancestro rhabdocoelo

turbelario'de vida libre, para ambos grupos. Para ellos Monogenea

y Cestoda emergieron independientemente de Digenea. A su vez, -
Freeman (1973) sugiere que los pretremidtodos?, precéstodos,
"gyrocotilidos y monogéneos provienen de formas de vida libre

'_similares a los rhabdocoelos turbelaridos pero en ‘diferentes

tiempos en la evolucidn.

1
los rhabdocoelos "turbelaridos* y excluye a Neodermata, toda vez
que Ehlers‘(1985)-incluye a Neodermata dentro de Rhabdocoela. |

2 La visién de Freeman (1973) considera a los pretrematodos

5COm0<los ancestros de los prototremdtodos (a su vez ancestros de
‘Trematoda) y Aspidobothrea. Y a los precéstodos como ancestros de
los protocéstodos (a su vez ancestros de Eucestoda) y Amphilinidae.

b e et e Py ._""'i“o-v"",’“.“ Tt TE o Co . - . . . -

El taxén Rhabdocoela como és‘usadO'aqui se refiere solo a
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Las i1deas acerca del origen de las diferentes grupos mayores
de Neodermata no solo se limitan a proponer a los rhabdocoelos
turbelarios como posibles ancestros. Malmberg (1974) pretende
explicar la ausencia del tubo digestivo en Cestoda sugiriendo que
pudieroh haber surgido de formas similares a los acoelos. Cannon
(1986) y Rohde (1990) coinciden en que Cestoda, Monogenea Yy
Trematoda evolucionaron a partir de diferentes familias de
Dalyellioida pero con origenes separados.

Como es de esperarse, también existen puntos de vista que
consideran a los monogéneos como los primeros en aparecer dentro de
Neodermata, siendo los ancestros de Digenea y Cestoda. La siﬁilitud
de la cercaria y la larva procercoide llevd a Janicki eh 1921
(citado por Bychowsky, 1937 y por Hyman 1951) a proponer su

denominada "teoria de la cercomera". De acuerdo a esta teoria,

existe una reminiscencia ancestral del disco posterior con ganchos

de los monogeneos y'los ganchos de la oncosfera de los céstodos. En

la cercaria, la "cola® (llamada "cercomera") es esta reminiscencia

ancestral. Bdsicamente, el esquema de Janicki estd de acuerdo en

considerar a Monogenea como el origen comin de Digenea y Cestoda.

Como se pudo apreciar, las controversias no solo se limitan a

los taxa mayores, las relaciones intsrnas de cada una de estos

grupos no son claras y se encuentran también en discusién. Es muy
claro, por la cantidad de esquemas filogenéticos que se han

propuesto para el phylum Platyhelminthes, que no existe'aCuerdo‘ni<‘

siquiera para nombrar a los diferentes grupos. Sigue siendo

necesario aclarar las relaciones filogenéticas del grupo. Quizds

T
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por ello, en los Ultimos tres afios hemcs presenciado un crecimiento
explosivo en el nuimero de publicaciones gqgue utilizan a la
sistemdtica molecular como una nueva herramienta en el estudio de

la evolucidn de estos organismos.

Sistemdtica molecular

La. importancia de la sistemdtica molecular ha ido creciendo en
los ultimos afios; a continuacidn se describen brevemente algunas de
las bases y la metodologia empleada. Los métodos de reconstruccidn
permiten emplear tanto datos de restriccidn como de secuencia. En

el presente trabajo, solo mencionaremos los métodos en los que se

emplean secuencias ya que fueron los Unicos que se utilizaron para

realizar la inferencia.
Los datos moleculares presentan ventajas sobre otros tipos de

datos empleados en la reconstruccidn filogenética tales como los

morfoldgicos, los ontogenéticos, los etiolégicos,'etc._Los datos
moleculares tienen ciertos atributos exclusivos tales como la

claridad y precisién con la que se definen los caracteres y los

estados de estos caracteres. En la mayor parte de los casos, pero

con notables excepciones, los caracteres son independientes y

discretos. Una consecuencia de estas propiedades es que la base de

ddtos para contenerlos se vuelve aditiva. Por ello, convdiferenteS'
: tipos de datos moleculares es posible establecer homologia ébn los 
nuevos taxa y los datos de diferentes estudios 'pueden< sef‘
combinados (ver por ejemplo; Rihtort, et al., 1992). Es'decir;‘que
un autbr puede incluir facilmente y sin',riengS deiAfaLsas'

interpretaciones los datos de otros autores. Ademds, el nimero de
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caracteres que se puede manejar es extremadamente grande ya que
son homogéneos. La homogeneidad en este contexto se refiere a que
los caracteres estdn sujetos a el mismo proceso evolutivo
(mutacional). Finalmente, una ventaja de la sistemdtica molecular
es que los datos se pueden comparar dentro de un rango muy amplio
de taxa diferentes y por lo tanto permiten hacer analisis que no se

podrian realizar con otro tipo de datos. Consecuentemente, los

‘datos moleculares pueden contestar preguntas a todos los niveles de

la jerarquia taxondmica.

El concepto deihomologia y la alineacidén de secuencias

La definicién de homologia de los caracteres es critica en
todo estudio filogenético. El concepto de homologia es complicado
debido a la variedad de significados que se han aplicado al
término. En general, se dice que dos caracteres son homélOgos
cuando tienen un origen comin. Se asume que los Caractéres

derivados pueden presentar modificacidn que son los que definen el

- estado del caracter.

En sistemitica molecular, el uso del término "homologia" ha

sido especialmente laxo, llegando al punto de utilizarse como
sinénimo'de_similitud. Inclusive se ha llegado a mencionar que dos

 secuencias son X% homdélogas entre si. Por ello, se han generado

nuevos términos que matizan el significado de homologia en el

contexto de la nomenclatura de secuencias de proteinas y de acidos

nucleicos. Por ejemplo, ortologia es la homdl,ogia debida a la

especiacién; paralogia es la homologia debida a los eventos de

duplicacién de la'secuencia;_xenologia es la homologia debida,a‘los
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eventos de transferencia horizontal de material genético. Cuando se
tiene interés en estudiar las relaciones entre especies y no las

relaciones entre los genes, se debe de incluir solo secuencias

ortdlogas.

A su vez, los valores de similitud pueden ser representados en

una escala cuantitativa que va de 1 a 0 o de 100 a 0%. El concepto
de similitud tiene mucho que ver con el proceso de alineacidn de
las secuencias al que son sometidos los datos moleculares. La
alineacidén de las secuencias es un factor crucial para cumplir con
el criterio de homologia. En el proceso de alineacidn, las
posiciones de los nucledtidos o aminoacidos (caracteres

especificos) son asignadas para compararlas unicamente con las

equivalentes de otras secuencias.

En una alineacidén de dos o mas secuencias, los "caracteres"

- corresponden a las posiciones de nucledtidos o aminodcidos en la

secuencia. Los '"estados" de estos caracteres son los diferentes

nucledtidos o residuos de aminoacidos observados en esa posiciédn.

En muchos de los casos el obtener la alineacidn correcta de varias

secuencias no es un problema tan trivial como ‘pudiera parecer,

especialmente en casos en donde se presentan inserciones y

deleciones. La alineacidén es probablemente el paso mds critico y

dificil de la sistemdtica molecular. También, la alineacidén de'las

secuencias es el procedimiento menos comprendido en los andlisis
filogenéticos basados en datos de secuencias.

El programa computacional para alineacidén de secuencias de

aminodcidos de Needleman y Wunsch (1970), es posibleménte el mas

ampliamente utilizado. El procedimiento basico consiste en asignar
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valores positivos para los residuos alineables, no se asigna ningin
valor a los residuos no-alineables y se asignan valores negativos
para lgs "gaps" (espacios vacios que resultan al realizar la
alineacién entre 2 o mas secuencias). La alineacidén gque maximiza
nimero obtenido es considerada como la mejor alineacidén., En una

alineacidén de secuencias, los estados diferentes de un caracter

corresponden a eventos de substitucidén y los gaps corresponden a

inserciones o deleciones. Los gaps son colocados cuando al
insertarlos se maximiza el valor de similitud total.

Para la alineacidn de varias secuencias se han desarrollado un
gran' nimero de métodos. Los distintos métodos se basan en
diferentes suposiciones e intententan alinear a las secuencias bajo
algin criterio. Felsenstein (1988) ha observado que la alineacidn
de las.secuencias y la reconstruccién de filogenias basadas en

ellas no son problemas independientes. Asi entonces, existen

‘también programas rdpidos y eficientes que simultdneamente realizan:

la alineacién y 1la reconstruccién., Un ejemplo es el programa

-“TreeAlign" (Hein, 1989%a, 1989b, 1990) que funcidna de esta manera,

Aungque existen programas de computo que _realizan la

‘alineacidén, estos no siempre dan como resultado la alineacién

correcta, muy frecuentemente es necesario realizar ajustes manuales

a las alineaciones realizadas por computo. Esto ultimo es

imprescindible en casos en donde la base de datos de que se dispdne

es fragmentaria.
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La medicidn de la "distancia" es un concepto ampliamente usado
en los estudios de sistematica molecular. La definicidén de

distancia es muy ambigua. Frecuentemente la distancia es

considerada como un sindénimo de disimilitud y opuesta a similitud

(ver arriba). Los valores de disimilitud son frecuentemente
reprasehtados en una escala que va de 0 a 1 o de 0 a 100% y 1la
disimilitud se define como la similitud menos 1.

En los andlisis fenéticos los datos de secuencia son
transformados a distancias por medio de wun algoritmo de
transformacién. Existen diferentes tipos de transformaciones, céda
uno basado en diferentes modelos.

El punto de inicio es 1la realizacidén de una matriz de
similitud por parejas-discretas ("parwise similarity matrix"). La
distancia (D) puede ser calculada a partir de la simiiitud (S)
usando la siguiente férmula (Swofford y Olsen, 1990):

1 -8

-ln S
1/6 - 1

i n

d
d
d

]

-

Sin embargo, el problema de las distancias entre las

' secuencias es mids complejo de lo que parece, puesto que el nimero

de los estados de los caracteres tal vez sea mayor que el cambio

observado debido a la estructura de el cbédigo genético y/o por‘los

eventos de substitucidén miltiple. Este mismo problema puede generar

otros problemas no solo cuando se infieren las distancias a partir.

de andlisis fenéticos, sino también cuando se realizan andlisis
~cladisticos en donde puede causar homoplasia. Para la determinacidn

de la distancia se han ideado diferentes técnicas que procuran
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corregir los eventos de substitucién miltiple (Nei, 1987; Lewontin,
1989) .

En los andlisis cladisticos los datos de secuencia son
usualmente tratados como un multiestado de caracteres donde el
nimero de los estados del caracter es usualmente cuatro para DNA y
veinte para los aminodcidos. Sin embargo, se pueden incorporar
otras suposiciones a estos andlisis y asi reducir el numero de los
estados de los caracteres.

Cuando se emplean datos de secuencia puede ocurrir la no
independencia del estado del caracter y ello representa un
problema. Posiblemente el mejor ejemplo es el caso de de mutaciones
"apareadas" en secuencias codificadoras de rRNA (Wheeler vy
Honeycut, 1988). En este caso los zonas conservadas en la
estructura secundaria hacen que las bases apareadas no se mantengan

independientemente una de otra. Este problema es generalmente

eliminado cuando se emplean secuencias no codificadoras de DNA y/o

~genes que codifican para proteinas. En este Ultimo caso, las

secuencias de aminodcidos son generalmente codificadas de tal

manera que cada residuo de aminodcido corresponde a un estado de

~caracter separado. Sin embargo y ocasionalménte, un' gr_upo_ de
| aminoacidos pﬁeden considerarse como funcionalmente iguales bajo
. algunos criterios. Estos criterios .y la agrupacién de los
aminoacidos particulares en clases especificas_varia dependiento_

del autor, pero usualmente eStan basados en la poiaridad,

estructura y otras caracteristicas de los residuos.
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Las secuencias de DNA frecuentemente son consideradas como un
multiestado de caracter, con cuatro estados del caracter dgue

corresponden a cada uno de los cuatro nucledtidos del DNA., Esto es

también valido para el RNA va que es codificado de la misma manera,

pero con la substitucidén de un uracilo por una timidina. Sin
embargo, cuando los nucledtidos son agrupados en Purinas (adenina
y guanidina) y en Pirimidinas (timidina y citocina) el cdédigo se

considera binario.

Métodos de construccidén de drboles

Existe una gran controversia en taxonomia entre 1los
feneticistas y los cladistas. El térmiﬁo "cladistica" puede ser
definido como el estudio de las "vias® o "rutas" de la evolucién.
En otras palabras, la cladistica esté interesada én
estudiar, por ejemplo, cuantas ramas existen entre un grupo de
organismos, cuantas y cuales ramas se conectan entre si, cual es la

secuencia evolutiva de estas ramas, etc. Aquel &rbol que muestre al

"0 a los ancestros comines inmediatos se le denomina "cladograma®.

Asi entonces, un cladograma es un &rbol que muestra las relaciohes
de los descendientes por medio de un ancestro comdin, en él se hace
méncién a la topologia de un &rbol filogenético con faii.vPbr otro
lado, la fenética es el estudio de las relaciones entre un grupo de
organismos en base al grado de similitud entre eiloé."Esta

similitud puede ser molecular, fenotipica o anatdmica. El drbol

cuya topologia muestre las relaciones fenéticas es 1llamado

- fenograma.
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Aunque un fenograma pueda funcionar como un indicador de las
relaciones cladisticas no necesariamente tiene que ser idéntico a
un cladbgrama. En el caso de que exista una relacidn linear entre
el tiempo de divergencia y el grado de divergencia genética (&
morfoldgica), los dos tipos de 4&rboles serdn idénticos uno dei

otro.

a. Los métodos fenéticos.

En los métodos fenéticos los datos de secuencia son
convertidos a medidas de distancia tal como se discutid
anteriormente. Estas medidas de distancia son luego usadas para la
reconstruccién de &rboles. Con los datés moleculares los métodos
mas comunmente empleados son el UPGMA ("Unweighted Pair .Group

Method with Arithmetic mean") y el NJ ("Neighbor Joining method").

b. Los métodos cladisticos.
El método de midxima parsimonia (o "minima evolucidn") es
tipicamente.representativo del método cladistico. Los datos de

secuencia son tipicamente analizados por uno 'de dos modelos:

Parsimonias de Wagner y Parsimonia de Fitch. La parsimonia de Fitch

es comunmente el modelo mds usado y refleja la naturaleza general

de la dindmica de las mutaciones; cada uno de los estados de los -

caracteres es inter-convertible. El método de parsimonia de Wagner

es usado en. todos los casos en donde los datos son codigos
‘binarios. Sin embargo, existen otros modelos en los que se les

puede dar diferente peso a los caracteres.
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El principio de mdxima parsimonia involucra la busgueda y la
identificacién de un d&4rbol filogenético que requiera el menor
nimero de cambios evolutivos para explicar las diferencias
observadas entre los unidades taxondmicas operacionales (OTUs,
"operational taxonomic units") estudiadas. El &rbol obtenido de
esta manera es denominado "arbol de maxima parsimonia". Aungque en
algunos casos solo se obtiene un solo drbol de maxima parsimonia,
es frecuente obtener mas de un arbol del tamafio minimo, sin
embargo; en ocasiones es posible obtener un solo arbol consenso que

represente a los Arboles de mdxima parsimonia de la misma longitud

minima,

c. Otros métodos.

Existen otros métodos que no se les pueden considerar tan
faciimehte como fenéticos o cladisticos, puesto gue usan medidas de
similitud o disimilitud como la distancia. Estos métodos no asumen
una coneccién directa entre la similitud y las relaciones
evdlutivas, ni tampoco intentan inferir relaciones fenéticas.

En el presente trabajo de tesis, el método empleado ipaz.'a

estudiar las relaciones filogenéticas fué el de mdxima parsimonia}

Debido a la facilidad de la obtencidén de secuencias de fRNA 188 porA'

métodos como la PCR o la secuenciacién directa del rRNA por

trénscriptasa reversa, las secuencias de rRNA 18S de platelmintos

"de que se dispone en la base de datos son parciales en su mayoria.

No se:dispone de la secuencia completa de los rRNA 18S para todas

- las especies, y por si fuera poco, las secuencias parciales de
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algunas' especies no se pueden alinear debido a qQque corresponden a
regiones diferentes del rRNA 18S. La tendencia a publicar
secuencias parciales de rRNA 185 es una consecuencia de la
habilidad de las nuevas técnicas para amplificar y secuenciar DNA
0o RNA y que hace que la obtencidn de resultados sea mas répida,
pero no permite que la secuencia sea obtenida completa. La mdxima
parsimonia es el UGnico método capaz de resolver las relaciones a
partir de datos fragmentados como los que contamos hnhosotros.
Ademds, el método de médxima parsimonia es adecuado para poder
resolver las relaciones entre un numero grande de especies, tal

como es nuestro caso (66 especies) (ver apéndice en el articulo).
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OBJETIVOS

En afios recientes, los estudios de sistemdtica molecular se

han concentrando en el andlisis de la informacién contenida en las
g ”; macromoléculas. Las secuencias de los acidos nucleicos y de las
o proteinas documentan el proceso evolutivo de los organismos que los
] poseen. El YRNA 18S ha sido un buen marcador en estudios de
i o inferencia filogenética (Lane, et al., 1985; Woese, 1987;
Baverstock, et al., 1991; Morris, 1993; Wainright, et al., 1993;
Patterson, et al., 1993; etc.). Esta molécula presenta regiones
conservadas y regiones variables (Fig. 6), que pueden ser
seleccionadas de acuerdo a la distancia filogenética de 1los
organismos gque se desea estudiar.

La: sistemdtica molecular ha hecho contribuciones:
m? significativas al entendimiento de 1la filogenia de los_' |

invertebrados, algunos ejemplos son: Field, et al;, 1988;

&
- S
e b sy

VBaverst:ock, et al., (1991), Turbeville, .et al. (1992), Morris

(1993), Wainright, et al. (1993), Rohde, et al. (1993), Patterson,

et al., 1993, etc.

A partir de 1991 los platelmintos han sido un foco de interés

‘para los estudios de sistemdtica molecular. En particular se ha

hecho un gran esfuerzo en los estudios de filogenia de estos

Vgusanos planos empleando secuencias de rRNA/rDNA 18S (Qu, et al.,

= 1986;‘Baverstock, et al., 1991; Ali, et al., 1991; TUfbeVilléi et

it sttt .

al., 1992; Luton et al., 1992; Riutort, et al., 1992, 1993; Blair,

1993; Blair y Barker, 1993; Barker, et al.,_1993; Korbsrisate; et
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Pig. 6 Mbdelo de la estructura secundaria del rRNA 18S de eucariontes. El

‘extremo-5' estd simbolizado por un circulo relleno negro y el extremo-3'por una
punta de flecha. Las hélices estdn numeradas en el orden de ocurrencia de extremo-5'

al extremo- 3’. Las hélices con un nuimero sencillo son comudnes tanto en eucariontes

como en procariontes. Los ndmeros precedidos por una *P* son especf{ficos de

eucariontes. Las regiones relativamente conservadas estdn en lineas °®bold*, las

secuencia no muy conservadas y con devariabilidad de longitud se representan con una
- linea delgada. Se pueden distinguir ocho regiones variables {de V1 a V9), la regién

V6 no existe en srRNA de eucariontes. Las hélices dibujadas con lineas partidas solo

~estdn presentes en un pequefio nimero de estructuras conocidas. (Tomada de Neefs, et

al., 1990) ' - ¢t
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al,, 1993; Lumb et al., 1993; Katayama, et al., 1993; Rohde, et
al., 1993; Johnston, et al., 1993). Los resultados de estos
trabajos revistan un gran interés ya que han aportado resultados

frescos que apoyan o descartan a las diversas teorias acerca de la

evolucidn de estos organismos.

El objetivo central del presente proyecto de tesis fué el de
analizar las rélaciones filogenéticas de los principales grupos de
platelmintos usando datos de secuencias. Como objetivos secundarios
se pretendia responder preguntas puntuales como el origen de los
céstodos, el origen del parasitismo en el phylum, etc.

Se llevd a cabo el primer andlisis general del phylum
Platyhelminthes basado en todas las secuencias de rRNA 18S
disponibles. Al reunir las secuencias de rRNA 18s de 63 especies de
platelmintos (6 obtenidas por nosotros), 2 especies de Nemertina y

una especie de Nematoda, nuestroc trabajo representa el estudio més

- completo realizado hasta el momento en este phylum por métodos de

sistematica molecular y empleando secuencias de rRNA 18S. Asi mismo

v aplicando el criterio de congruencia, hemos usgado secuencias
génicas de a-tubulina (las cuatro secuenciadas por nosotros) y de
actina de cinco especies de platelmintos (cuatro de ellas obtehidas

por nosotros) para estudiar particularmente la posicién de

Monogenea en Neodermata.
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ABSTRACT

Nucleotide sequences of 18S ribosiomal RNA from 63 species of
Platyhelminthes were wused in parsimony analysis and the
phylogenetic trees were compared with the hypothesis on evolution
of flatworms. Catenulids and polycladids appear as the earliest
diverging taxa that is sister group to the rest of platyhelminths.
Dalyellioida and Typhloplanoida appear to be polyphyletic, and
therefore, Rhabdocoela and Doliopharyngiophora do not appear to be
real categories.

Unexpectedly, monogeneans appear as the sister group to the
rest of Neodermata. However, a supplemental analysis based on
sequences for o~tubulin, actin and 18S ribosomal genes resulted in
a single tree also placing monogeneans as the basal group of
Neodermata. Within Trematoda, Aspidobothrii is the sister group of
Digenea which appears to consist of two major clades. Cestodes
appear monophyletic and Gyrocotilideans the sister group of
Amphilinidea and Eucestoda.

Our trees support the hypothesis that parasitism evolved twice

in the Platyhelminthes, once within Dalyellioida and again within
Neodermata. -




INTRODUCTION

Platyhelminthes, the flatworms, are a diverse group of
terrestrial and aquatic organisms that display a range of 1life
histories from free-living to parasitic. Platyhelminthes might well
be the earliest emerging group from bilateral animals (Field, et
B al., 1988; Morris, 1993), however, their evolutionary history is

A still unclear because of the fragmentary information on their f

s

morphology, physiology and life <c¢ycles, and because these
o softbodied worms have left scarce fossil remains. With the

increased use of light and electron microscopy there has an
n explosive interest on the systematics of the Platyhelminthes as
. ~ indicated by the large number of fecent papers (listed in Rhodé et
- al., 1993). However, recently molecular systematic methods have
”E been used to assess relationships within subsets of

ey

Platyheiminthes, or the group as a whole using a small number of

species (Ohama et al., 1983; Qu et al., 1986; Field et al., 1988;

Hori et al., 1988; Ali et al., 1991; Baverstock et al., 1991;

- T

Korbsrisate'et al., 1991; Turbeville et al., 1992; Riutort et al.,

p——

- 1992; Riutort et al., 1993; Blair, 1993; Blair and Barker, 1993;

§
Barker et al., 1993; Johnston et al., 1993; Katayama et al., 1993; | '-%,# 5"f”

relationships within Platyhelminthes remain, for example,

-{3a,~    relationships among the tapeworms (Eucestoda) are unclear, in part
! - due to poor representation of this group in previous studies.

 Numerous 18S  ribosomal  sequences are  available  from
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Platyhelminthes, and our aim was to bring these sequences together
to make a comprehensive study of the phylogenetic relationships

within the Platyhelminthes using molecular data.

We have compiled whole and partial sequences of 188
ribosomal RNA from 63 species within the platyhelminths (see
APPENDIX). The data in this study include new partial sequences of
185 ribosomal RNA, as well as new partial sequences of actin and

o-tubulin genes.

The present state of Platyhelminthes systematics features both
controversies and nomenclatural complexities. For consistency, in

this paper we are utilizing the relationships and names of the

‘major groups provided in Ehlers (1986).
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MATERIALS AND METHODS

Specimens'

The following organisms were collected for DNA sequencing:
Taenia crassiceps (Eucestoda) cysticerci (ORF strain) from
peritoneal cavity of Balb/c mice after 6 to 8 weeks of infection;
Taenia solium cysticerci from skeletal muscle of naturally
infected piligs; Octomacrum mexicanum (Monogenea) (Lamothe-Argumedo,
1980) adult worms from the gills of the fish Algansea lacustris
(Cyprinidae), in the lake of Patzcuaro, State of Michoacdn, México;
Posthodiplostomum minimum (Digenea) metacercarias from the liver of
the fish Chirostoma attenuatﬁm, in the lake of Patzcuaro, State of
Michoacdn, México (Pérez-Ponce de Leén et al., 1994); Geoplana
mexicana (Tricladida), collected in the campus of the Universidad

Nacional Auténoma de México (UNAM), México City.

DNA Preparation and Cloning

T. solium and 0. mexicanum specimens were immediately frozen

in dry ice and stored at -75°C until use. T. crassiceps and G.

mexicana specimens were immediately used for DNA isolation. P.

minimum specimens were fixed in 70% alcohol. DNA was purified'

“according to Sambrook et al. (1989), by overnight incubation at'ﬁ

50°C in 0.5M EDTA, 0.5% Sarkosyl and 0.1 mg/ml Proteinase K. All

samples were extracted with phenol:chloroform (1:1). The genomic

DNA f‘rom E.‘chin_ococc'us granulosus was kindly provided by A.

Flisser.

Clones bf 18S ribosomal genes of T. crassiceps were obtained -  ’
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from a genomic DNA library in EMBL4, using a 18S rRNA probe from
Trypanosoma cruzi (kindly provided by R. Herndndez), and subcloned

into M13 using TGl cells (Gibson, 1984).,

PCR Amplification

Amplification of 18S ribosomal DNA fragments from all other
species was carried out by PCR (Saiki et al., 1988) using
oligonucleotides JLR24, 57 -CGGAATTCGCTAGAGGTGAAATTCTTGG-3
(1009-1027), and JLR25, 5'-CCGAATTCCGCAGGTTCACCTACGG-3
(1964-1981), designed from the sequence of T. crassiceps. Numbers
in parentheses correspond to positions of the 185 gene of
Schistosoma mansoni (Ali et al., 1991). Amplification of actin
fragments from G. mexicana, 0. mexicanum and S. mansonl were also
carried out by PCR using oligonucleotides Act5’,

57 -GCACGGCATCGTGACGAACTGG-3' (632-654), and ACT3’,

57 ~CGTCTGGCATACGTCTTCCTC-3(1344-1365), designed from the sequence

of two actin genes of T. solium {Campos et al., 1990). Fcr PCR
amplification of @-tubulin fragments of G. mexicana, O. mexicanum,

S. mansoni and T. solium, degenerate oligonucleotides a-BTubS',

| 5’ -GGGAATTCGC (T/C/A)GT(T/C/A)GT(T/C/A) GAACCATA(T/C) AA-3'(179—185),

and 0-Tub3’, 5’-CC(T/C)CC(G/A/C/T)GC(T/C)TC(T/A/C/G)CC(T/C)TC

(G/A/C/T)AC-3* (438-447), were used as primers. These sequences

were designed from the amino acid sequences of the & and P-tubulins

(Little and Seehaus, 1988).

s o e e s g R S i St R S e s




(-

it

 {;¢:‘

g 0
o il

PCR reactions were performed in 100 ul volumes of Tris buffer
(70 mM, pH 8.8) containing 20 mM ammonium sulfate, 2 mM magnesium
chloride, 100 mg/ml bovine serum albumin, 0.1% Triton X-100, 0,2 mM
of each dNTP, 50 pmol of each primer, 250 ng of template DNA, and
Taqg polymerase (2.5 U; Bhoeringer). PCR fragments were purified by
agarose gel electrophoresis followed by adsorption to glass powder

(Vogelstein and Gillespie, 1979).

Sequencing Strategy
Sequence of clones was obtained by the dideoxy chain
termination method (Sanger et al., 1977), using the Sequenase
2.0 kit (United States Biochemical Corporation) and
0~*8]dATP (New England Nuclear). Sequencing primers were either M13

primers or oligonucleotides internal to the genomic DNA fragment.

PCR products were sequenced using the CircumVent Thermal Cycle
_Sequencing Kit (New England, BioLabs) and (New England, Inc),

"following recommendations of the manufacturer. Sequencing primers

were JLR24, JLR25 or other internal oligonucleotides.

Data Ana1ysis
In addition to the sequences generated for this study,

sequences were obtained from GenBank or the literature as listed in

 the APPENDIX. All nucleotide sequences were initially alignedﬁwith

the program CLUSTAL V (Higgins et al., 1991} and then manually

~adjusted. Variable regions V4 and V7 of the ribosomal sequences

were‘exgluded from the analyses.
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Phylogenetic trees were made us:ng the method of parsimony
with the computer program PAUP (Swofford, 1992). Each nucleotide
position was scored as a uniformly weighted character with gaps
scored as missing data, and character state transitions were
uniformly weighted. Analyses involving the entire data set, and
many of those using subsets of the taxa, were done by coﬁducting
1000 heuristic searches with random-addition of taxa and tree
bisection-reconnection swapping. For searching efficiency, only one
of the shortest trees was saved from each search (nchuck = 1,

chucklen

some arbitrary low value, i.e. a value less than the
shortest tree)., Therefore, the global trees may appear to be more

resolved than is actually the case. For some clades resulting from

the global analysis, branch and bound searches performed, an

algorithm which insures the shortest tree(s) were found. To
evaluate some specific phylogenetic hypotheses, topological

constraint (s) were imposed before conducting a search or searches.

Other options in PAUP were default unless noted above.
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RESULTS AND DISCUSSION

Global anaiyses

From one thousand random addition unconstrained heuristic
searches, 28 equally parsimonious trees were saved, of length 4169
with a consistency index of 0.488, both values excluding
autapomorphies. The strict consensus cf these 28 trees is shown in
Fig. 1. Using only Caenorhabditis elegans (Nematoda) as the
outgroup Platyhelminthes do not appear to be monophyletic,
because species of the Nemertea (Cerebratulus lacteus and
Prostoma sp.) are placed in a clade with the Polycladida
and Catenulida. The most basal lineages of Platyhelminthes are

composed of species from Dalyelliocida and Typhloplanoidea, each of

which are not monophyletic. Seriata also does not appear to be a |

monophyletic group, with its subgroups, Proseriata and Tricladida

appearing distantly related to each other. Tricladida forms a clade

with Lecithoepitheliata and Acoela. Each of three major parasitic
gfcups (Monogenea, Trematoda' and Cestoda), appearﬁ‘td. be 
mohophyletic,'as is the group formed by the three, Néodermata.
Amdng thesé groups Monogenea'appears as a sister group to Ehevrest_'
- of Neodermata. Monogenea is differentiated into two clades that
cbrrespbnd to Monopisthocotylea and PolyOpisthocotyleaQ Within-‘
Trematoda the one species of Aspidobothrii included in this study-_'

'appears as the sister group to Digenea. Trematoda is sister group

to Cestoda.

One thOusand.rand0ﬂladdition.heuristic searches were conducted
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with two constraints: Platyhelminthes being monophyletic; and the
genus Geocentrophora (Lecithoepitheliata)

also being monophyletic. The monophyly of Platyhelminthes is

supported by previous work (Ehlers, 1986; Ax, 1987), as well as by .

recent trees also based on 18S sequence analysis of a small number
of taxa (Turbeville, Field and Raff, 1991; Riutort et al., 1992).
Decision to constrain all species of Geocentrophora to be
monophyletic was to simplify the analysis. The searching resulted
in 100 equally parsimonious trees of length 4187 with a consistency
index of 0.486, both values excluding autapomorphies. TheAstrict
consensus bf the 100 trees is shown in Fig. 2. Constraining»the
Platyhelminthes to be monophyletic resulted in substantial changes
in the.topology, particularly ih the more basal portion of the
tree. Polycladida and Catenulida together are placed as the most

basal lineage. The rest of Platyhelminthes form two large clades:

one consisﬁing of Neodermata; and the other consisting of Acoela,'
_Lecithoepitheliata; Seriata, Typhloplanoida and Dalyellioida..
_Relationships within Neodermata are t@e same- as in the
_unconstrained.'analysis, with one exception; Gyrocotylidéa .aré _:

- placed as the sister group to the rest of Cestoda.
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Relationships of the major groups of Platyhelminthes

The relationships among the major groups of Platyhelminthes as
presented by Ehlers (1986) are shown in Fig. 3A, contrasted with
the relétionships determined in our constrained global analysis as
shown in Fig. 3B. One very general difference between two trees is

that the tree of Ehlers (1986; see also

tree more symmetrical. In addition, Ehlers (1986) did not specify
the position of Lecithoepitheliata, which we have placed in our
tree. The analysis constraining Platyhelminthes as a monophyletic

group places Catenulida and Polycladida as sister taxa that

together comprise the most basal lineage of Platyhelminthes. This .

close association of Polycladida and Catenulida differs from many

previous hypotheses regarding the systematics of the

| Platyhelminthes (Hyman, 1951; Ehlers, 1985, 1986; ax, 1987). In

-y some of these studies Catenulida alone appear as the sister group

e to the rest of the phylum. In reconstructions also based in 18S

f association of Polycladida and Catenulida is also apparent in

“analyses of 18S ribosomal gene sequences by Rohde et al., (1993).

B
kN

A clade composed of Accela, Lecithoepitheliata, Seriata,

Typhyloplanoida and Dalyellioida appears as sister group‘ to

L

analysis, this resolution does not hold up in a more restricted

Brooks, 1989a, Brooks and McLennan, 1993) is more pectinate and our

ribosomal sequences, Katayama et al. (1993), place polycladids

emerging later than the Acoela and the'Tricladida. However, the

Neodermata (Fig. 3B). Although this clade shows some resolution

- between the major groups as determined in our constrained global




analysis (see below).

Relationships of the Acoela, Lecithoepitheliata, Seriata,
Typhloplanoida and Dalyellioida.

The Acoela, Lecithoepitheliata, Seriata, Typhloplanoida and
Dalyellioida appear together in a single monophyletic group'divided
in two major clades (Fig. 2). The first clade being formed by
Typhloplanoida and Dglyellioida 1s the sister group of the other
clade which includes Acoela, Lecithoepitheliata and Seriata.
However, a supplemental analysis of the 24 sequences within Acoela,
Lecithoepitheliata, Seriata, Typhyloplanoida and Dalyellioida (Fig.
4), had been suggested that this relationships maybe are not to
strongly. This supplemental analysis was conducted by doing 1000
heuristic searches with random-addition of taxa and tree
bisection-reconnection swapping. The search resulted in 76 trees of
length 1476 with a consistency index of 0.672, both wvalues

excluding autapomorphies. Their consensus tree is shown in Fig. 4

and shows (as tree in Fig.2) that the relationships among Acoela,

Lecithoepitheliata and Seriata are unresolved. Nevertheless, in

~ both reconstructions, Tricladida is monophyletic with the exception
__'o'f Dugesia japonicum. In the other hand, in this '_sup_plemental

analysis, Temnocephala dendyi and Botiromesostoma personatum form

a clade.
Dalyellioida and Temnocephalidea (included in Typhloplanbida)
are crucial groups often involved in the origin of Nveodefm'a'ta'

(Ehlers, 1985, 1986 and Brooks 1989b, 1993, respectively).~They

~show a variety of associations from mutualism, ecto and endo
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comensalism as well as parasitism. Although Dalyellioida and
Typhloplanoida are some of the groups that resulted more afected by
the constrain to make platyhelminthes monophyletic, none of our
results supports the idea that they are the sister group of
Neodermata. Qur results are not consistent with groupings such as
Rhabdocoela and Dolyopharyngiophora (Ehlers, 1985) as well as
Cercomeria (Brooks, 1993). A recent study based on morphological
characters (Rohde, 1990) also supports the idea that the
similarities between Neodermata and "turbellarian" Rhabdocoelans
are mostly aue to morphological convergences 1instead of
phylogenetic relationships. Interestingly, our reconstruction in
Fig. 2 1s «consistent with Hyman (1951), who included the
Temnocephalidea, the Dalyellioida, the Kalyptorhynchia and the
Typhloplanoida in a monophyletic group called Neorhabdocoela.
Neorhabdocoelans (Hyman, 1951) constitute a different linage from
Néodermata, suggesting that parasitism has emerged independently in
these two groups (see below). |

In spite of that the relationships between the Acoela,

Lecithoepitheliata and  Seriata are unresolved in our

reconStructions, it is possible that species'within the tricladidé;
and Lecithoepitheliata form monophyletic Or'paraphyletic'groups; In
Tricladida the clade of Dugesia is monophyletic except for the

placement of the-Geqplana mexicana_and D. japonicum.

Relationships Within the Neodermata
Within Neodermata, our global analyses place Monogenea as the

sister group of Trematoda and Cestoda. This is in agreement with
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relationships proposed by Janicki (1921), but differs from qchemes
presented by several authors in the last decade (Ehlers, 1985; Ax,
1987; Justine, 19%1; Brooks and McLennan, 1993). To examine our
results in more detail we conducted 1000 random addition searches
with the topological constraint that Monogenea and Cestoda be
sister groups. This analysis resulted in 21 equally paréimonious
trees of length 4178, 9 steps longer than the trees without the
constraint, and a consistency index of 0.487, all values excluding
autapomorphies. This provides support for the hypothesis that
Trematoda and Cestoda together form a clade, which i1s sister group

to Monoéenea.

To further investigate the sister-taxon relationship between

Trematoda and Cestoda a supplemental analysis involving additional

data was performed. These data include DNA sequence of: o-tubulin

encoding genes from 7T. solium, S. mainsoni, O. mexicanum, and G.

mexicana; and of actin genes from T. solium (2), E. granUIOSus:(Z),

S. mansoni, 0. mexicanum, and G. mexicana. Preliminary analysis
‘demonstrated that the actin genes within 7. solium and'within_E;
,Vgranulosus were each other’s closest relatives, and therefdré_a"'"

single sequence for each species was constructed by scoring

nUcleotide'differences within each species as-polymorphic-sites.

 DNA'sequences for actin,
Vvtubulin'and 18S ribosomal genes for these taxa we£e combined into_ .
one data set and analyzed uéing a branch and bound'séérch.‘A't |
';singie‘mostparéimonious'tree was found of]length 321 with a;

- fconsistency index of 0.754, both values excluding autapomérphiesff “"
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(Fig., 5). This combined data set was also analyzed using the
topological constraint that Monogenea and Cestoda be sister groups.
This analysis resulted in a single most parsimonious tree of length
342 wit':h a consisten.cy index of 0.708, both wvalues excluding
autapomorphies. The 21 additional steps required to accommodate
this hypothesis, together with the results of the global analyses
and previous constrained searches, provide support for the
hypothesis that Monogenea 1s the sister group the rest of the
Neodermata, again, in contrast to previous hypotheses. Therefore,

our results suggest Cercomeromorphae

‘(Ehlers, 1986; Brooks, 1989%a) is not monophyletic.

Relationships Within the Monogenea

Recent analyses of relationships within mdnogeneans.based on

partial'las ribosomal sequences (Baverstock et al,, 1991; Blair,f
1993 and Rohde et al., 1993), have led to the suggestioﬁ that'the=

- group might be paraphyletic. In cbntrast, our trees Cléarlyfshdw
--that_ monogeneahs .are lmonophyietic and.'furthermdre that  the}“
 §raditionally . réCognized subgroups Monopisbhdcotylea  ahd

_POIYOpisthocQtylea.are also monophyletic (see Fig.l and 2). -

e L
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Relationships Within the Trematoda

Trematoda is thé group that has received the most attention
in recent‘molecular systematic studies (All et al., 1991; Rohde et
al., 1993; Blair, 1993; Blair and Barker, 1993; Barker et al.,
1993; Johnston, et al., 1993; and, Lumb et al., 1993). Analysis of
a small number of 18S sequences of Platyhelminthes (Blair, 1993)

could not resolve whether Aspidobothrii (=Aspidobothrea,

Aspidobothria) is the sister group of Digenea alone or of the rest:

of Neodermata. The global analyses in the present study, carried
out on a much greater number of sequences, shows that Aspidobothrii
is the sister group of the digeneans alone. This 1s in agreement

with most proposals based on morphological and 1life cycle

characters (Rhode, 1972; Ehlers 1985; ax, 1987; Gibson, 1987;

-Brooks, 1985, 1989b, 1993).

A 'supplemental analysis of the 20 sequences within the

- _Trematoda was - conducted by doing 1000 heuristic searches with -

random-addition of taxa and tree bisection-reconnection swapping.

_The single tree reSulting from the search had a topology‘differént
‘than that found in the global searches. The tree was 906 steps long
: wihh_ a consistency index of 0.587, both values ‘excluding '

,autapomorphies (Fig. 6).

The phylogenetic relationships among 'Digenea are still

cohtroversial;'Aang digenean families included in our study, at =
- least three have been proposed as the sister group of all chers:: “

*i  iFel1odistomidae (Kpie, 1985), Paramphistomidae (Gibson,_1987),5and'f:{_ V}]
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Heronimidae (Brooks, 1985). Also, S§. mansoni was proposed to be the
sister species of others belonging to seven families of digeneans
including Paramphistomidae and Heronimidae (Barker, et al., 1993).
Furthermore, some families of digeneans have been placed as incerta
sedis: Paramphistomidae and Fellodistomidae (Brooks et al., 19895);
and Gyliauchenidae (Schell, 1982). Our analyses do not support
existence of a single family as sister group to the rest of the
digeneans. Instead, Digenea are split into two major groups. One of
the branches is formed by eleven species belonging to seven
families; Paramphistomidae, Echinostomidae, Fasciolidae,

Fellodistomidae, Heronimidae, Gyliauchenidae, and Lepocreadiidae,

The other branch is constituted by eight species in four families;

Opisthorchidae, Schistosomidae, Diplostomidae, and Lepocreadiidae.

‘Relationships within the group of schistosomes coincide

~~ exactly with those obtained by Johmston et al. (1993) who used the.

same sequence data but performed their analyses by distance matrix

and_maximum likelihood, constraining O. viverrini as the outgroup. N |
_ I n '- oer trees, Paramph:.i.stovmid.ae is the sister grOﬁpk _of"
.ﬂEChinostomidae and.Fasciolidae. The:Fellodistomidae is sisteregroupf .
- to Heronimidaeand together they form the sister.groupfef thee
'Paramphiétomidee, Echinostomidae, Faéciolidaezclade. Iﬁterestingly,_.
VéYliauchenidae appears closely related | |

to the clade formed by the genus Lepidapedon (Lepocreadiidae);r'
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In our trees, Lepocreadiidae 1is not monophyletic with two
species, O. bacilaris and T. blepta, separated from the three
species of Lepidapedon. The organization within the group of
Lepidapedon coincides exactly with some results of Lumb et al.
(1993) . The position of Opisthorchidae (Opisthorchis viverrini) in
our tree differs from that given by Lumb et al. (1993), which might
be due the inclusion of more sequence data for 0. viverrini, and

the examination of a larger number of taxa in our study.

Relationships Within Cestoda
The unconstrained and constrained global trees

(Fig. 1 and 2) each show the same unrooted topological

relationships for Gyrocotilidea, Amphilinidea and Eucestoda, and

all six species within Cestoda. However, the placement of_the_rdot-

clade is sensitive to the taxa that constitute the outgr_dup.

Constraining Platyhelminthes as a monophyletic group produc_es__trees

Brooks, 1986} ‘1989a). However, the sister-taxon relatiohship

between Amphilinidea and Tetraphyllidea has not been previOusly'

suggested.

\

this result is further supported by branch and bound analysis of
differs between these analyses; for our data set rooting-of:this_
‘in which Gyrocotilidea is the'gister group of the'rest oficestOda g

_(Amphilinidea,-Tetraphyllidea and Eucestoda) (Fig. 2),~whi¢h'is“

"COnsistent with. several recent proposals (Ehlers, 1985, 1986;"
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The origin of parasitism within Platyhelminthes

A number of explanations have been proposed to explain the
origin of the major parasitic groups. For example, Hyman (1951)
proposed that trematodes (including monogeneans) and cestodes
have originated independently from parasitic "turbellarian®
rhabdocoelan ancestors. Stunkard (1983) stated that digenétic
trematodes and cestodes originated from free-living turbellarian-
like ancestors. Bychowsky (1937, 1957) and Llewelyn (1965, 1986)
claimed a monogenean ancestry for cestodes. In this scheme,
monogeneans were originated from a free-living "turbellarian®
rhabdocoelan ancestor and both had separate origins from
digeneans. In a similar view, pre-trematodes, pre-cestodes and
monogeneans came off from free-living "turbellarian" rhabdocoel-
like ancestdrs, but at different times in the evolution (Freeman,
1973). Similarly, Cannon (1986) suggests that monogeneans;
digeneans and cestodes arose from different families éf

Dalyellioida and had separate origins. Finally, Janicki (1921)

sees both, digenetic trematodes and cestodes originating from a

. monogenean ancestor. | .

In spite of the dificulty for the interpretation of the

 former_proposals in the light of modern clgdistics; it can be
~inferred that parasitism might originate one; two or three times

'.within present Neodermata, and one or more times within present
;‘Dalyellioida. | | o

our analysis of sequences from the major parasiticfgroups,"'

Aidea"that'parasitism appeared within the Neodermata, separately

B Suggests that Neodermata is a monophyleticgroup.and'supports'thetwafﬂ~'3ﬁ”'
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frdm the parasite species in the “"turbellarian" rhabdocoelans

(Dalyellicida, Typhloplanoida).’

In 1982 Mackiewicz stated: "Evolutionary biology of
helminths has come of age”. The large volume of literature in the
last decade certifies how accurate his assertion was.

A great effort has been made on nolecular sistematics of
Platyhelminthes in the recent years. Most of the previous
analysis were carried out to analyze relationships within small
groups or within large groups but using small number of specieé.
This is the most comprehensive analysis on molecular data of
flatworms. However, the number of species included is still low
for such diverse phylum and many sequences are fragmentary.

Completing the molecular data to allow conclusive phylogenetic

~ inference might be a goal to be reached in the next few years.
Molecular phylogenetics will surely bring a refréshing air to the

"understanding of the evolutionary history of this bizarre group

of organisms.
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APPENDIX'

Platyhelminthes
Catenulida
Stenostomatidae
Stenostomum sp."(Rohde et al,, 1993)
Acoela

Convolutidae
Amphiscolops sp. D17557 (Katayama et al,, 1993)

Convoluta naikaiensis D17558 (Katayama et al., 1993)
Polycladida

Leptoplanidae
Notoplana australis (Baverstock et al., 1991)

N. koreana D17561 (Katayama et al., 1993)
Stylochoplana pusilla D17565 (Katayama et al.,'1993)

Planocerldae

Planocera multltentaculata D17562 (Katayama et al.,'
- 1993) -

Callioplanidae '
| Pseudostylochus obsuculus D17563 (Katayama et al
1993)

Stylochldae | | )

Stylochus orlentalls D17564 (Katayama et al 1993)' :  3"

- Pseudoceridae

Thysanozoon brocch11 D17566 (Katayama et al 1993)".'

11dh de vitdaem e

- ‘nghest taxon names based on Ehlers (1986) . GenBank f-;ﬁ;;;;
',,acce331on numbers and citations are given where known. A dlskettejjfi e
,contalnlng aligned sequences can be obtalned upon request
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Lecithoepitheliata

Prorhynchidae
Geocentrophora baltica X65073

G. incognita X65074
G. intersticialis X65071
G. porfirievae X65075
G. sphyrocephala X65072
G. wasiliewi X65076
Prorhynchus sp. (Rohde et al., 1993)
Seriata

Proseriata
Coelogynoporidae sp. (Rohde et al., 1993)

Tricladida

Geoplanidae
Artioposthia sp. (Rohde et al., 1993)
Geoplana mexicana FL. Accession Number (this paper);
actin - Accession Number (this paper); o-tubulin -

Accession Number (this paper)

Planarlldae

Crenobia alpina M58345 (Riutort et al., 1992, 1993)

Dendrocoelldae

Dendrocoelopsis lactea D17559 (Katayama et al., 1993)

Dendrocoelum lacteum M58346 (Riutort et al. 1992;'°
19983) : _

| Duge511dae

Dugesia iberica M58343 (Riutort et al., 1992, 1993)

D. japonica D17560 (Katayama et al.,'1993)'
D. mediterranea M58344 (Riutort et al., 1992, 1993)

D. tigrina M20068, M20069, M20070 (Field et al.,
- 1988; Riutort et al., 1992)

Tphlopanoida
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Typhloplanidae

Bothromesostoma personaturi M58347 (Riutort et al.,
1992, 1993)

Polycystidae
Gyratrix sp.(Rohde et al., 1993)
Dalyellioida
Umagillidae
Pterastericola australis (Rohde et al,, 1993)
Syndisyrinx punicea (Rohde et al., 1993)
Temnocephalidae
Temnocephala dendyi (Baverstock et al., 1991; Rohde
et al., 1993)

Trematoda
Aspidobothrii

Aspidogastridae
Lobatostoma manteri L16911 (Blair, 1993)

t

Digenea

Paramphistomidae |
Calicophoron calicophorum L06566

Echinostomidae
Echinostoma caproni L06567 (Blair and Barker, 1993)

..Fa801011dae

Fasc1ola hepatlca X56041 (Rlutort et al., 1992, 1993)

Fasc101qp51s buski L06668 (Blair and Barker, 1993);-

Fellodistomidae | | -
Fellodlstomum fellis 212601 (Lumb et al | 1993)

- Steringophorus agnotus 7212598 212599 (Lumb et al
1993) -

Gyliauchenidae | .
Gyliauchen sp. L06669 (Blair and Barker, 1993)

Heronlmldae |
- Heronimus mollls 1.L14486 (Barker et al 1993)

Lepocreadlldae,» | <
Lepidapedon elongatum 212600 (Lumb et al., 1993)
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L. gaevskayae 212605 212606 (Lumb et al., 1993)
L. rachion 212607 (Lumb et al., 1993)

Opechona bacillaris 212596 212597 (Lumb et al.,
1993)

Tetracerasta blepta L6670 (Blair and Barker, 1993)
Opisthorchiidae ,
Opisthorchis viverrini X55357 (Korbsrisate et al.,
1991)

Diplostomatidae
Posthodiplostomum minimum Accession Number (this
paper)

Schistosomatidae

Schistosoma haematoblum 211976 (Johnston et al.,
1993)

S. japonicum 2711590 (Johnston et al., 1993)

S. mansoni X53047 S61067 (Ali et al., 1991);
actin -- Accession Number (this paper);
o-tubulin -- Accession Number (this paper)

S. spindale 211979 (Johnston et al., 1993)

Cercomeromorpha
Monogenéa

Monopisthocotylea

| Anoplodlsc1dae : | o
Anoplodiscus C1rrussp1ralls (Rohde et al., 1993)

Monocotylidae | | |
Dictyocotyle coeliaca (Baverstock et al., 1991)

Polyopisthocotylidea

Diclidophoridae |
Diclidophora merlangi (Baverstock et al., 1991)

Discocotylidae
Octomacrum mexicanum Acce551on Number (this paper),
actin -- Accession Number (this paper);
a-tubulin -- Accession Number (this paper)
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Cestoda
Gyrocotylidea

Gyrocotylidae
Gyrocotyle rugosa (Baverstock et al., 1991)

Amphilinidea

Austramphilinidae
Austramphilina elongata (Baverstock et al., 1991)

Eucestoda
Tetraphyllidea

Oncobothridae

Acanthobothrium heterodonti (Baverstock et al.,
1991)

" Cyclophyllidea

Taeniidae
Echinococcus granulosus Accession Number (this
paper) ; .
actin -- L07773,L07774 (Da Silva et al., 1993)

Taenia crassiceps Accession Number (this paper)

T. solium Accession Number (this paper); |
actin -- M28996,M28997 'Campos et al., 1990);
a-tubulin -- Accession Mumber (this paper)

Pseudophyllidea

Diphyllobothriidae ’ |
Spirometra erinacei (Baverstock et al., 1991)

" Nematoda

. Secernentea

Rhabditidae
. Caenorhabditisvelegans - X03680




Nemertea
o Anopla
Heteronemertea
=; Lineidae
Cerebratulus lacteus M90051/M81167, MS0052/M81167,
iy M90053/M81167
Enopla

" " Hoplonemertea

Tetrastemmatidae
= Prostoma sp. (Rohde et al., 1993)
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Taenwa solium

Tuaenss crassicept

: Sowomaetra ennoscol
Echinucoccus granxicss
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o : w— Teqracerasia dlepia .
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= e Slenutiomum p, * | Catenulida

— Cereoratulus lacteus
- Proitona sp.

: [ ]
Nemertea

| v _ _ . Cueligynnporidae sp. | Proserista | Seriata
i ' ' ' (= Buinramesnstoma personarum | Typhloptanaida

_ - Trmnoceonala dendyl
iy : _ e Svagisynar punicea

Dulyellivida

\ Gyrawrur sp, | Typhlopanoida
Plerasiercola aurvralis | Datyeilinida

,i .
i S

AR : , . A Cueauvrhadding elegans } Nematoda } Outgroup

s

= ]’ | Pig. 1. Phylogenetic tree of Platyhelminthes based on an unconstraihedvanalysis
el ~ (see text). The tree is a strict consensus of 28 equally parsimonious trees of
ST ‘length 4169 and consistency index of 0.488. The 28 trees used to form the consensus

o is a subset of all trees of the shortest length found, and therefore this tree may
»?j '~ appear to be more resolyed than is actually the case (see text). S .
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{ Taenia soliumn
Taena crassiceps Eucestoda

' ) m———— Spiromers ¢rinacei
(- ‘ Echinucoccus granuioss

Acanthobothrium Aessrodons | Teiraphylidea Cestods

Ausoramphiling dlongasa | Amphilinidea

L————- Gyrocoryis rugosa

Calicopharon calicophorsm

Echinotioma caproni

Fasciols hepaixa

Farcwilops buski

I“C Feilodiswmum fellls

— \ SterinqopAorus agmoing
e Heronmus mollis

Gyliouchan sp.
Lepuiapedon puavshaydse
Lepdapedon siongaum Digenen

— Lepdopedon rechion Trematoda
Opeehrona bacillare .

| Grrocotylidea

Tesracarasia blepre

— Porihodiplosiomum minimum
Schisiosoma Aaamaiobinm
Schistosoma spindals
ScAistasoma mansani
Schistotoma japoncum
Opisinorehis vivernai

Lobdaiosioma manieni | Aspidobothrii
\

=~ Anapiodiscus :wuupwlu Monopisthocot
Dicryocoryle coeiinca M yies

Monogenes

Diciidophora merianys . opisthocot
- Oclomusrum mexicanys Poly yies

= Pterasiencola australis Dalyeilioida
Syadisyrins punices

. Gyratric sp. lancid
{ HBoiarametotioma personaivm Typhiop N
Temnucephala dendyi | Duyeilivida
' Crenandis alpina
w= Dengrucueiupss lacica
: Dugesia herica
) Duyetws mediterranes
Dugetia ignna Tricladida
—— Geoplang mexicana Seriata
ArtwpotiAg 1p.

Dendrocoeium lacteum
. ot Dt g 23463 Ja00R K0

, Cuelugynupurudae sp. | Proseriuta ‘

r— Geixcenirophorg incogaiis
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Aingauculngs sp.
——— Cunvoiura aaiidiensis Acocla

== Noioplana auitralis

b—— Natoplana ioreana

= Planucera mulinitntaculata .
Preudoriylocaus obtucniug Polycladidia

Srvlochut orentalis ‘ .

e Stviochuplana pusila

e Thytanozova brogcAii

R e Stenostomum sp. | Catenulids

Nemertea

\ . Cerebratulus lacteus
' — Prattgma 3p,

Outgroup

bewe Cucnurhahditis elegans | Nematods

Pig. 2. Phylcgenetic tree of Platvyhelminthes based on an ana1y51s with two
constraints: (1) Platyhelminthes are monophyletic. and (2) that the genus

Geocentrophora is monophyletic. The tree is a strict consensus of 100 equally

parsimonious trees of length 4187 and consistency index of 0.486. The 100 trees

used to form the consensus is a subset of all trees of the shortest length found,

"and therefore this tree may appear to be more resolved than is actually the. case
(see text).
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— Cestoda . 'Cercomeromorpha

L Monogenea |

— Digenea 1 Trematod

‘— Aspidobothrii rematota
Dalyellioida
Typhloplanoida

r— Proseriata Scri;ua

— Tricladida

Polycladida

Acoela

Catenulida

3A

Neodermata |

Doliopharyngiophora

| Fig. 3. (2) Phylogenétic tree of major groups within Platyhelminthes deriﬁed from
Ehlers (1985). (B) Phylogenetic tree of major groups within Platyhelminthes as

determined in our constrained global analysis.

Rhabdocoela



ﬁé
b
.
|
l
t
?.._
!
i
E
4
t

- [— Cestoda

— Digenea
= Aspidobolhria

“Trematoda Neodermata
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Pterastericola australis
Syndisyrinx punicea .| Dalyellioida
Temnocephala dendyi

Bothromesostoma personatum

Gyratrix sp. Typhloplanoida

— Crenobia alpina

T ——— [
Dendrocoelopsis lactea

— Dugesia iberica

— Dugesia tigrina

— Geoplana mexicana Tricladida

Dugesia mediterranea

Artioposthia sp.

Dendrocoelum lacteum

Dugesia japonica

Coelogynoporidae sp. Proseriata

Geocentrophora incognita
Geocentrophora wasiliews
- Geocentrophora baltica e
Geocentrophora intersticialis Lecithoepitheliata
Geocentrophora sphyrocephala | -
Geocentrophora porfirievae
Prorhynchus sp.

Amphiscolops sp. :
Convoluta naikaiensis -

Acoela

Pig. 4. Phylogenétic tree of Acoela, Lecithoepitheliata, Seriata, Typhloplanoida

- .and Dalyellioida. The tree is”a strict consensus of 76 equally parsimonious trees

of length 1476 and consistency index of 0.672.
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- | Echinococcus granulosus

Taenia solium Cestoda

Schistosoma mansoni | Digenea

- - Octomacrum mexicanum | Monogenea

- . b———— Geoplana mexicana N Tricladida

Flg. 5. Phylogenetic tree of Neodermata. with Tricladida as the outgroup. based
on the combined ribosomal., actin and ‘tubulin data. The single most parsimonious
~ tree ls shown, of length 321 and consistency index of 0.754. - =
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Calicophoron calicophorum Paramphistomidae
—— FEchinostoma caproni Echinostomidae
— Fasciola hepatica Fasciolidae
‘— Fasciolopsis buski |
| R Fellodistomum fellis Fellodistomidae
| Steringophorus agnotus
iy
j ~—— Heronimus mollis . Heronimidae
- Gyliauchen sp. Gyliauchenidae
. — Lepidapedon gaevskayae Di
— Lepidapedon elongatum igenea
“— Lepidapedon rachion Lepocreadiidae |
) e o
— Opechona bacillaris -
— Tetracerasta blepta
; : ' . ] | . [ . . . e ; .
- b—— Opisthorchis viverrini Opisthorchiidae o
Posthodiplostomum minimum | Diplostomatidae '
[ . : i
— Schistosoma haematobium o
Sclu.stosoma spmdale. | Schistosomatidae
b—— Schistosoma mansoni | - f
— Schistosoma japonicum
o | | | - o
| Lobatostoma manteri Aspidogastridae Aspidobothrii
} . ' o ' : :
- S | . 3
¢ Pig. 6. Phylogenetic tree of Trematoda. The single most parsimonious treeviSI_

7 shown, of length 906 and consistency index of 0.587.
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Cloning and sequencing of two actin genes from Taenia solium (Cestoda)

Andrés Campos?, Philippe Bernard!", Alan Fauconnier!, Abraham Landa!, Erika
Goémez!, Roberto Herndandez?, Kaethe Willms' and Juan Pedro Laclette!

Departments of *Immunology and * Molecular Biology, Instituto de Invesiigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma
de México, Mexico City, Mexico

(Received 31 August 1989; accepted 15 November 1989)

Genomic and cDNA actin clones were isolated from Taenia solium gene libraries. The actin genes are interrupted by intervening
sequences, Protein coding regions of both genes predict the same amino acid sequence. cDNA sequence data indicate that at least
one gene is expressed at the larval stage, Results from Northern and Western blots showed that 7, soliurm expresses an actin tran-

script of about 1 400 bases and a protein of 45 000 Da.

Key words: Taenia solium; Cestode actin DNA sequencing: Gene cloning: cDNA cloning

Introduction

Actins are contractile proteins that have been

- preserved with few changes during the evolution

of eukaryotic organisms [1, 2]. Actins are gener-
ally coded by multigene families [3] although
lower eukaryotic species with single copy genes
have also been found [4 - 6]. The number of ac-
tin genes can vary in dlfferent species from 1 to
more than 15.

Human and porcine cysticercosis is a parasitic

‘disease caused by the larval stage of Taenia so-

lium (Cestoda). The disease is endemic in several

countries of Latin America, Africa and Asia. The

actin genes were selected as an accessible model
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for the study of protein coding genes in this or-
ganism. We describe the cloning and sequencing
of two actin genes from T. solium. Evidence is
presented that at least one of the genes is ex-
pressed at the larval stage.

Materials and Methods

Collection of T. solium larvae. Cysticerci were
dissected from skeletal muscle of naturally in-
fested pigs and frozen immediately at —70°C, un-

til use. The cysts were always obtamed between

2 and 6 h after slaughtey.

Western blots Crude extracts of T. sohum or
Taenia crassiceps cysticerci were obtained as de-
scribed before [7]. Samples of about 100 pg of the
crude extracts were electrophoresed through po-
lyacrylamide gel in the presence of sodium do-
decyl sulfate (SDS-PAGE), using 10% prepara-
tive gels as described by Laemmli [8].
Immunoblotting was carried out according to
Towbin et al. [9] on nitrocellulose membranes,

‘using monoclonal antibodies to human actin.

Molecular weights of protein bands were esti-
mated using the molecular weight standards from
Bio-Rad Laboratories.

0166-6851/90/803.50 © 1990 Elsevier Science Publishers B.V. (Biomedical Division)
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Isolation of T. solium DNA and RNA. 10 g of
cysticerci were thawed-in 100 mi of standard sa-
line citrate (SSC): 150 mM NaCl/15 mM sodium
citrate, pH 7.0, and homogenized with a Teflon
tissue grinder. Nuclear material was then col-
lected by centrifugation at 3 300xg for 20 min.
The pellet was lysed at 50°C for 3 h in 0.5 M
EDTA/0.5% Sarkosyl (w/v)/0.1 mg proteinase K
mi~!, The lysate was extracted 3 times with
phenol, dialyzed against 1 mM EDTA/10 mM
Tris-HCI, pH 7.5, and treated with 100 nl RNase
A mi~!, DNA was finally purified by ultracentri-
fugation to density equilibrium in CsCl.

Total cellular RNA was isolated from cysti-
cerci following an adaptation of the guanidine
chloride extraction method {10] as descnbed pre-
viously [11].

Southern and Northern blot hybridizations. Re-
striction fragments of T. soliurm DNA were trans-
ferred from 0.8 — 1% agarose gels to nitrocellu-
lose membranes following standard techniques
[12]. Prehybridization and hybridization were
carried out in 50% (v/v) formamide/2 mM
EDTA/0.2% (w/v) SDS/4x Denhardt’s solution
[13])/2x SSC/120 mM sodium phosphate, pH 7.0,
at 37°C for 2 and 24 h, respectively. In Southern
hybridizations the nick-translated [14] 2.4-kb
Hindlll insert of an actin clone (pAA3) from
Acanthamoeba castellanii was used as probe [15].
The nick translation kit and the [a-*PJJATP were
from Amersham International plc.

- For Northern hybridizations, total RNA was
transferred from 6% formaldehyde/1% agarose
gels [16) to Gene Screen membranes (NEN Re-
search Products) according to the manufacturer’s
directions. After being air-dried, all filter mem-
branes were baked at 65°C for 90 min in a vac-
uum oven. DNA:RNA hybridization conditions
were as for Southern experiments but using the
455-bp BglIl - Xhol fragment of pAT)S as probe
(see fragment D in Fig. 1). Washing conditions
for both Southern and Northern hybridizations
were: 0.2% (w/v) SDS in 0.1x SSC for 2 h at
37°C. Hybridization bands were detected by au-
toradiography of the membranes using intensify-
ing screens. |

Construction and screening of a genomic library.
T. solium genomic DNA was digested with EcoRlI
restriction endonuclease, ligated into dephos-
phorylated plasmid pBR322 [17] and used to
transform Escherichia coli cells MC1061 [18] by
standard procedures [19]). 40 000 colonies were
screened as described in [20] using the nick-trans-
lated 2.4-kb insert from A. castellanii actin clone
PAA3, as heterologous probe [15]. Hybridization
conditions were as above, except that the hybrid-
ization mix did not contain SDS. Two positive
clones were isolated (pATS and pAT6) and used
for further analysis.

Construction and screening of a cONA library. T.
solium poly(A)* mRNA was obtained by chro-
matography of total RNA through oligo(dT) cel-
lulose (Sigma Chemical Co.) [21]. Double-
stranded ¢cDNA was prepared using the cDNA
synthesis system from Amersham International
ple. based in the method described by Gluber and
Hoffman ([22]. Double stranded blunt-ended
cDNA was extracted with phenol/chloroform;
precipitated with ethanol and methylated with

EcoRI methylase. EcoRl linkers (New England

Biolabs, Inc.) were added before ligation into
Agtll. The in vitro packaging was carried out us-
ing the Protoclone Agtll system from Promega

Biotec. The library was amplified as plate lysates

on agar and screened according to Benton and
Davis {23] with fragment D of pATS as probe

(Fig. 1). .

Nucleotide sequence; analysis. Selected restriction
fragments from the 3.85-kb and 2.7-kb inserts of
pATS and pATG6 (Fig. 1) were subcloned in both

orientations into the multiple cloning sites of
M13mpl18 and M13mpl9 vectors [24]). Cloned
cDNA inserts were similarly treated. Sequence
was carried out with the Sequenase kit (United
States Biochemical Corporation) and/or with the
Taq DNA polymerase kit (Stratagene) according
to the dideoxy chain termination method [25], us-
ing either [u-”S]dATP or [a-”P]dATP (Amcr-
sham).

Analysis of the obtained sequences was carried
out in a microcomputer with the aid of the Pus-

tell Sequence Analysis System (International

Biotechnologies, Inc).
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Results and Discussion

The use of an heterologous DNA probe from
A.castellanii in Southern blot assays, allowed de-
tection of 3 to 8§ sequences homologous to actin
genes in the DNA from T. solium. This number
of actin-related sequences is in agreement with the
number of actin sequences in other eukaryotic
species ranging from 1 in simple eukaryotes [4 -
6] to more than 15 in higher groups [3, 26, 27).
Thus, T, solium possesses a small family of actin-
related sequences.

Characterization and nucleotide sequence of the
actin genes. The restriction maps and sequencing
strategy of the pAT5 and pAT6 inserts were de-
duced by double digestions (Fig. 1). Both se-
quences (Fig. 2) include coding regions for a
complete 376-amino acid actin protein, a single
intervening sequence per actin gene and untran-
slated upstream and downstream flanking re-
gions. The predicted amino acid sequences from
the two putative coding regions in pATS and
pAT6 are identical (Fig. 2). Amino acid residues
in sequence are numbered according to Vande-
kerckhove [28].

The coding region of both genes is interrupted
by an intervening sequence beginning after the
codon for the amino acid 41. These intronic se-

PATS

"

I~ Bgt it

|

pATE
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quences are 395 bp long in pATS and 413 bp long
in pAT6. The exon-intron junction sequences im-
plicated in the splicing of mRNA are similar to
those found in other eukaryotic protein-coding
split genes [29]. The 5’-splice junction sequences
5'-CAGGTTAGT-3 in pAT5 and §'-
CAGGTTGGT-3' in pATG6 are similar to the
consensus sequence of donor site 5'2AGGT-
‘&AGT-3', proposed by Breathnach and Cham-
bon [30], The 3'-splice junction sequences 5'-
CCTCTTCTAGGG-3 in  pATS and 5'-
TTTCCTCCAGGG-3 in pAT6 are similar to the
consensus  sequence of  acceptor  site
5'-PyPyPyPyPyPyX$AGG$-3' [30].

The upstream sequences 5'-CCAAT-3' (position
—126) and 5'-CCAAAT-3’' (position —95) in
pATS and 5'-CCAAT-3' (position —130) in pAT6
-coincide with consensus sequences of CAAT box
structures [31, 32]. The upstream sequences 5'-
TATATAA-3' (position —=71) in pATS and 5'-
CATAAAT-3" (position -76) and $§'-TA-
TAAGA-3' (position —=53) in pAT6 coincide with
consensus sequences of TATA box structures [33).
Putative recognition signals for polyadenylation
of eukaryotic mRNAs (AAUAAA) [34] are
present in pATS and pAT6 inserts 63 and 73 nu-
cleotides downstream from the stop codons, re-
spectively. | |

Xho!
Bgla

Jme QBRI 22 oo

WAL D e

Fig. 1. restriction maps and sequencing strategy of the T. solium actin genomic clones pATS and pATS. Bo;h‘ gcnomié fragmcmﬁ
(shown as bars) were cloned in the EcoRI site of pBR322. Arrows indicate the direction and the extent of sequenced DNA., Solid -

Q2 Kb

bars represent the protein-coding region and the hatched area represents the intron sequences. Other Smal sites in pATS and
Huaelll sites in pAT6 are not shown, Fragment D (from pATS) was used as probe in several experiments (see text),
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Fig. 2. nucleotide and predicted amino acid sequences from the minus strands of the inserts in pAT6 and pATS. Homologous
positions in the protein-coding regions are indicated by points. Putative regulatory elements; CAAT and TATA boxes; sequences

Expression of actin in T. solium cysticerci. A to-
tal protein extract from 7. solium cysticerci was
subjected to SDS-PAGE and transferred to ni-
trocellulose membrane. Detection was carried out
using a monoclonal antibody against human ac-
‘tin. Results show a single protein band with an
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PATS TTCTCCCCGCCAGTGTGCACGICCGTCGCCCACGLGLTCCAATTGGACGTGCGCGAGCCGGETAAATC
PATS CCATTTTAGGCAATAGCGGTGACTGCCCGTCCACTCTCCCAACCAATEAGTACAGGGTAAGGAGIGTG
AGGGTGTGCGCGTGTACAGCTTTCCATAAATGGACATGATGGAGAGGTATAAGAAGCGCTT GGTGGGACACCAGTGGLACACTTGTCCAAGGCCAGCAGT
CATAACCAAATATAGCCACGCCCAAATCTTATATAAACCGTGGGTCT TCAAGCATCGGCAACTTACCACTTGTGCTGTATCTIGTATCGGCTGTCTGCAAC
M GO EEV QALY YO MNGSGMNCEKAGT FAGDTUDOATPTRA ALTVTEFT®P
ATGGGTGACGAAGAAGTTCAGGCTCTCGTGGT TGACAATGGCTCCGGTATGTGCAAAGCCGGAT TCGCCGGAGATGATGCICCTCGTGCLGICTTTCCCT
R YU RPRAPRN I SN -SURPURIN - I SN SN
S 1T VGRP RN
CCATCGTTGGACGTCCCCGTCACCAGGTTGGITTCAGT TCTCCCTCTCTAACTTTCCGTATGCTCTCCATCTTATATTCACT TGCCAAATATAGCGGCAA
AeeersnnelaeCoaluorneess s GITAGTTCTATTGCTCCTTCTCCTGTATACCCCCGCGCTAATGCAGCAGAAATGACGCT TTTATGAACCATAGE
COACACTTACATAAACCAACTACTAAGT TGGAACCGTAGTATAGTTGTGTATAGTAGTTGATATCAGCTTGATAATATTTTTGTTGGCAGAAGTATCTGE
GTTGCCGTGCACAGCATCAATGT TTTTTAGCACTGTAGTTTATGTCAGCGTTAAGACATTTACGCTGACTGAAATATGGGTAGAATAAAT TATCTGAGAA
ATAGTAAATTAAACATCCTAGAAGACAATGGATATAT T TAATCAGTGAGGAAGTGAAGT TGGGAGAAAGAGCTT TACCGCCACCCGTGCGTGCAAAACTC
GGCAGAGGGCATATATAGTCAGTAAGGAAGCTAAGTTAGGGAGATAGAT TCTTATCGCCACCTGTGCGTGCAAGACT CTCTT TTGGCAAGT CAGAGTAAT
TCTCCTGACAAGTCAGTGTAACATAAC TATAGGACGATGGCCGCAAAGACAATAGTAACT T TGAGATAGGGACACT TATCICTITCTIGCTCIGCTIGGT
ATACCTATAAGACAA TGGCCATAAAGACAATGGTGAGTGACTTTGAGATAGAGATACTTATCTCTTTCT TACGCTGCCTAGTGATCGCAACCCAAACGAG
@ GV N'YE NGO KD SY VGDEH AS QSK
GACCCGCAACCCAACCGAGAGTTGAT TTTITICCTCCAGGGTGTCATGGTGGGCATCGGCCAGAAGGATAGETACGYCGGTGATGAGGCGCAGT CGAAAC
AGGTAATTTTTCCTCTTCTAGe sesmavcvccocncnna, i uusesheoroasonerasssssoCornarsselosiossrranrvsssnrsnens
R G ILTLKYP 1 ENGI!I YT MWD DMNMETKTIEWVWHHKTTFYNETLR
GTGGTATCCYCACCCTGAAGTACCCCATCGAGCACGGCATCGIGACGAACTGCGACGACATGGAGAAGAT CTGGCATCACACCT TCTACAACGAGCTGCG
P
VAPEEMNPVY LLITEAPLNPIKANDRETIKMNTAQI!I WNFETF N
1GTCGCTCCCGAGGAGCACCCAG TACTGCTCGACTGAGGCGCCGCTCAACCCTAAGGCGAACCGT GAGAAGATGACT CAAATCATGTTCGAGACAT TCAAC
TP ANMY VGI Q@AVLSLYASGRTTGI VLDSGDGVTH
ACGCCCGCCATGTATGTCGGCATCCAGGCAGIGCTGTCGCTCTACGCATCIGGT CGTACCACTGGTATCGTGCTCGACTCGGGTGACGGT GTCACTCACA
Qtltl-llollllDCGCOOOlvo--O.otQtoitltbttc'olool.lobtoovu----n-o...ll..lnpn--l-'o.tl.lll‘o.lnt.tlcli&l
S Y P I YEGY ALPMNWAIULRLOLAGRDLTDTYTULMNE KT ITLTE
GCGTGCCCATCTACGAAGGTTACGCCTTGCCICACGCCATCCTGCGTCTCOATITGGCTGGTCGTGATCTCACTGACTACCTCATGAAGATCCTCACAGA
Ceretnestvaansnesestrrosesssaananiesassseeshenaacanntotoreennoasanaiaeotarnterannarenrecnnnrasooran
R GCYSF T T 7T AERETI!I VYRO I X EXLCYVALGDT FTETG QEHM A
GCGCGGCTACTCGT TCACCACCACGGCAGAGCGTGAAATCGTGEGTGACATCAAGEAGAAGCTCTGCTATGIGGETCTCEACT ICGAGCAGCAGAT GGG
T AASSSSLEKSYELPODOG® VYT T I GMNERTFZRTCPESH!
ACTGGTGCCTCCAGCTCCTCCCTCGAGAAGTCCTACCAGCTGCCCGAT GGTCAGGTCATCAC CATCGGCAACGAGCGCTTCCGT TGCCCTGAATCICTICT
F QP S F L GMETSAGTE NETSTTFNAILINKCDVDIRIEKTDTLTYA
TCCAGCCCAGCTTCCTGGGTATGGAATCTGCGEGTAT CCACGAGTCTACTTTCAACGCTATCAT GAAGT GCGATGTAGACATCCGTAAGGATCTCTACGE
T P T TN - AU TN
M T VLS GGT T MWYPGI ADRMOAKETITSLAPSTMHNEKIK
CAACACTGTGTTGTCTGGCGGCACCACCATGTACCCAGGTAT TGCAGACCGTATGCAGAAGGAGATLACCTCACT GGCGCCAAGCACCATGAAGAT CAAG
1 VAPPERKTY SV VI GGS T LASLSTFOGQORUVI! S K aet
ATAGTGGCGCCACCTGAGCGCAAGTACTCTGTCTGGATCGGTGGCTCCATCCTTGCTTCACTCTCCACCT TCCAGCAGATGTGGATCTCCAAGCAGGAGT

(AR RN RN N RN RN NN R N R RN N R R L A N N R N N A RN N NN N NN N

YO ESGPGIL VY HMRKXCEF

ACGACGAGICTGGCCCTGGCA!TGITCA!CGCAAGTCC!lClAACCACI!ItAACGTCAGCT!IACCGTTlIAGCG!CTAACIIAA!TGICAITICGCIT'

vievecohisssonennesnssCoeCiriaresavionneaes GGGCTAATICAAAGCTACATIGT CTCTCTCIGCCTICTTTCAGCATICAGT TATIY
ACCACACAGYTTCGGTCAATAAACATGTCGAGCAAMAGGCTICGICCTYATCCACTTTACCAAACTTITT
TITTCTYTAATTAAAATAAAAMAAAACATTCACTCTIGATATCTATATCTGCGATGAGTGAGGCTGATGAGE

for splicing and polyadenylation are underlined.
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apparent molecular weight of 45 000 (Fig. 3A).
The molecular weight of actin detected in the
protein extract of T. crassiceps cysticerci gave
identical results. This molecular weight is similar. -~
to actins from different species. The fact that the
actin of cysticerci was detected using monoclonal

o
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Fig. 3. Expression of actin in cysticerci. (A) Immunoblots of
a crude extract from T. solium (lanes 1 and 2) or 7. crassiceps
(lanes 3 and 4) using monoclonal antibodies to human actin
(lanes 1 and 3) or normal mouse IgG (lanes 2 and 4). (B)
Northern blot of total RNA (10 pg) from T, solium probed
with an exonic sequence (see fragment D in Fig. 1) of 7. so-
lium actin gene in pATS. The apparent length of the tran-
script was calculated using Trypanosoma cruzi rRNAs as ref-
erence [36].

antibodies specific to human actin suggests that
the epitope recognized by the antibody was pres-
ent in the ancestral species of Bilateria.

The occurrence of actin-related transcripts was
analyzed through Northern hybridization of total
RNA from T. solium cysticerci (Fig. 3B)! The ex-
onic 455-bp fragment D from pATS (Fig. 1) was
used as a probe. Autoradiography showed a sin-
gle hybridization band migrating as an RNA spe-

cies of about 1 400 bases. However, the presence

of several actin mRNAs of undistinguishable
length cannot be ruled out. This length is in
agreement with the size of actin transcripts re-

- ported for other eukaryotic organisms ranging

from 1 200 to 1 900 bases.

Construction of the cDNA library and screening

for actin transcripts. The screening of the

oligo(dT)-primed cDNA library with the exonic
fragment D allowed the isolation of three clones.
These clones exhibited identical size inserts of
about 1 350 bp, as estimated by electrophoresis.
Additionally, partial sequencing of protein cod-

-ing regions of the three clones showed 100% ho-

01

mology among themselves, indicating a common
origin. One of the clones was sequenced from 7
bases upstream from the initiation methionine up
to 95 bases downstream from the stop codon
TAA. Analysis of this sequence showed 100%
homology with the corresponding protein-encod-
ing and non-translated regions of pAT®6.

The absolute homology among the cDNA
clones and corresponding regions in pAT6 indi-
cates that this gene is expressed at the larval stage.
Furthermore, the absence of the intervening se-
quence in the cDNA inserts demonstrates the
splicing event during expression of this gene
member,

The 100% homology among predicted amino
acid sequences from the two genes of T. solium,
as well as the conservation of regulatory se-
quences, makes it likely that the coding region in
pATS is also expressed in T, solium. It is possible
that the expression of these two genes is devel-
opmentally regulated as observed in other actin
gene families. Evidence from experiments using
the non-translated flanking sequences as probes
would appropriately answer this question. Future
experiments will be performed to test this.

The silent nucleotide substitutions among pATS
and pAT6 are not homogeneously distributed
along the entire protein-coding sequences. Eleven
(42%) out of 26 changes appear in the first exon
which is only 126 bases (11% of the protein-cod-
ing region) long. The higher conservation in the
second exon cannot be explained by a particu-
larly stringent selective pressure on the portion of
the protein encoded by these region of the genes.
The occurrence of gene conversions between non-
allelic actin genes, as proposed by Crain et al.
[35], seems a more plausible explanation.

The cellular and subcellular distribution of ac-
tin in taeniid cestodes is not known. The nucleic
acid probes as well as the antibody used here can
be used as molecular tools to ascertain the
expression and participation of actin in the cyto-
skeleton and muscular tissue of this and other re-
lated organisms.
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