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1. Sissejuhatus

Vilasktomploomad (Dicyemida) on vidikesed mereselgrootutes, enamasti
kaheksajalgades elutsevad parasiidid (Stunkard 1954; Katayama et al. 1995; Furuya &
Tsuneki 2003; Suzuki et al. 2010). Taksonoomilise kuuluvuse osas paigutatakse need
parasiidid traditsiooniliselt iihte riihma koos sarnaste lihtsa ehitusega parasiitide
voottomploomadega (Orthonectida), kes koos moodustavad vaheloomade (Mesozoa)
rihma, kuid juba pikemat aega on teadlastele peavalu valmistanud selle loomariihma
paiknemine iildises elupuus. Juba mododunud sajandi keskpaigas kerkisid esile vaidlused
teemal, kas vilasktomploomade ja tildiselt vaheloomade néol on tegemist evolutsioonilise
vahevormiga ainuraksete protistide ja hulkraksete loomade vahel v0i on tegemist hoopis
ekstreemse néditega sellest, missuguse taandarengu voOib organism libi teha parasitismi
tulemusena ning et tegelikult kuuluvad vilasktomploomade esivanemad hoopis lameusside
(Slyusarev & Kristensen 2003) vai veelgi keerukama ehitusega organismide nagu limuste
vOi rongusside hulka. Ja kuigi uuemad molekulaarsete andmestike pdhjal 1dbi viidud
fiillogeneetilised uuringud toetavad nende parasiitide kuuluvust hulkraksete loomade
(Metazoa) hulka — nende kehaehituski koosneb kiimnest kuni neljakiimnest rakust (Suzuki
et al. 2010) -, esineb nende tdpsema paritolu kohta endiselt mitmeid hiipoteese, mis
pahatihti on iiksteisega vastuolus. Samuti ndivad fiilogeneetilistele analiiiisidele vastu
radkivat moned uuemad morfoloogilised uuringud, mille pdhjal tundub nende evolutsioon
adrmusliku degeneratsiooni tulemusena vaieldav (Czaker 2011).

Olgugi, et iihegi vilasktomploomade hulka kuuluva liigi, keda praeguseks on
kirjeldatud juba iile saja, genoom pole tdnaseks pdevaks sekveneeritud, on tdnu viimasel
ajal ilmunud teadustoodele (Ogino et al. 2007, 2010; Suzuki et al. 2010) lisandunud palju
uut informatsiooni nende omapdraste organismide geneetilise materjali kohta. Samal ajal
on bioinformaatika valdkonnas jitkunud {iha paremate fiilogeneesi meetodite
viljatostamine. Ukski nendest pole mdistagi tiiuslik ning ilmselt jiib fillogenees
mahukaks uurimisvaldkonnaks nii bioloogidele kui arvutiteadlastele veel viga pikaks ajaks
(Rannala & Yang 2008). Kiill on aga alust avata, et uuemad, varasematest rohkemaid
mojufaktoreid arvesse votvad meetodid peaksid olema suutelised organismide vahelisi
pdlvnemissuhteid taastama jérjest suureneva realistlikkusega.

W. Maddison (1997) soovitas fiillogeneesipuid tolgendada mitte kui ajalugu sellest,

mis kunagi juhtus, vaid kui ajalugu sellest, mis vOis juhtuda. Tema ei uskunud, et



fiillogeneesi rekonstrueerimisel molekulaarsete tunnuste pdhjal saab rddkida sellest, kuidas
moni iiksiku geeni pohjal koostatud fiillogeneesipuu kas toetab voi rédgib vastu paljude
geenide pohjal saadud liigipuule. Voib-olla on neil kdigil digus ning fiilogeneesi kui sellist
tuleks kujutleda pigem kui koikide iiksikgeenide evolutsiooni kogusummana kujunenud
statistilist tdendosusjaotust, mitte kui diskreetseid jooni, mis iihendavad erinevaid liike
elupuus. Teisalt, isegi kui fiilogeneesipuu pole enamat kui hiipotees, mida Ioplikult
kinnitada ega timber liikata pole voimalik ning ka tdpset geenide ja liikide lahknemise
ajalugu ei saa detailideni kirjeldada, ei ole valdkonna tdhtsus kunagi kiisimdrgi alla
sattunud. Juhul, kui vilasktomploomad esindaksid vahepealset ehitusplaani ainuraksete
protistide ja hulkraksete loomade vahel, loodeti see olevat iilioluline teetdhis
arengubioloogia seisukohast (Stunkard 1954). Ajapikku on nimetatud probleemi
kasitlevate teadustodde hulk kiill kasvanud, kuid ammendav, koiki osapooli rahuldav

vastus on sellegipoolest saamata jaanud.

2. Kirjanduse iillevaade

2.1. Vaheloomad (Mesozoa)

Vaheloomad (Mesozoa) on iiks kdige mdistatuslikumaid teadaolevaid loomariihmi.
Védhe on teada nende evolutsioonilisest ajaloost ning kaheldud on ka riihma
homogeensuses (Pawlowski et al. 1996). Tapne liikide arv on teadmata, kui hetkel tuntakse
tile 100 liigi loomi, kelle ehitusplaan ei liigitu iiheselt ei ainuraksete ega hulkraksete
loomade alla ning keda sellest tulenevalt kisitletakse vaheloomade sekka kuuluvaks
(Brusca & Brusca 2003). Kirjanduslikud allikad pole tiksmeelel kiisimuses, millal
vaheloomad esimest korda teaduse jaoks registreeriti. Brusca ja Brusca (2003) jérgi tehti
esimesed iilestdhendused vaheloomade kohta sakslase August David Krohni poolt aastal
1839, mil ta esmakordselt kirjeldas rombloomi e. vilasktomploomi. Teise teooria kohaselt
kuulub vaheloomade esmakirjeldaja au itaallasele Filippo Calvolinile, kes juba 18. sajandi

10pus avastas kaheksajalgades elutsevad viikesed usjad parasiidid — vilasktomploomad.



Hiljem, aastal 1849 omistas Sveitsi teadlane Albert von Kolliker neile parasiitidele
praeguseni kehtiva nime Dicyemida, mis oli inspireeritud tdigast, et elutsiikli kdigus esineb
neil olenditel kahte tiitipi embriioid (Noto & Endoh 2004). Esimese pdhjalikuma uurimuse
nende elukate kohta avaldas 1876. aastal Belgia zooloog Edouard van Beneden, kus
nimetas nad muuhulgas Mesozoa’ks ehk vaheloomadeks, kuna uskus need eluvormid
olevat evolutsiooniline vaheliili Protozoa (protistid, algloomad) ja Metazoa (hulkraksed)
vahel. Levinuima ja tédnapdeval kdige aktsepteerituma klassifikatsiooni kohaselt kuuluvad
vaheloomade hdimkonda kaks klassi, rombloomad (Rhombozoa, monedes tekstides ka
Dicyemida) ja voottomploomad (Orthonectida), mdlemad rithmad on moodustunud
ussilaadsetest parasiitidest voi slimbiontidest, kes nugivad erinevatel mereselgrootutel,
nditeks hulkharjas — ja lameussidel, peajalgsetel, okasnahksetel ja kérssussidel.
Rombloomad tavatseti omakorda jaotada kaheks seltsiks — Dicyemida ja Heterocyemida
(Hanelt et al. 1996; Pawlowski et al. 1996), kuid uuemas teaduskirjanduses on
Heterocyemida alla kuulunud sugukond paigutatud Dicyemida hulka. Seetottu on
Rhombozoa ja Dicyemida siinoniiiimsed ning edaspidi kaisitletakse nimetust Dicyemida
terve klassi nimena.

Vaheloomade puhul esineb senimaani arvukalt vastuolusid nii taksonoomia,
stistemaatika kui flilogeneesi alal. Lopliku lahenduseta on néiteks Dicyemida ja
Orthonectida monofiileetilisuse kiisimus: leidub nii neid, kelle arvetes need rithmad pole
ldhisugulased ning ei kuulu ka mitte tihte hdimkonda, muutes Mesozoa iihes sellega
mitteformaalseks taksoniks, mis ithendab seal paiknevaid organisme vaid morfoloogilise
sarnasuse pohjal (Brusca & Brusca 2003), kui ka neid, kelle arvates leidub piisavalt nii
morfoloogilisi kui geneetilisi tdendeid, et tegemist on iihise paritoluga rithmaga (Minelli
2009). Viimased t60d vaheloomade péritolu uurimise vallas toetavad nende
monofiileetilisuse hiipoteesi (Winnepenninckx et al. 1998; Petrov et al. 2010).

Traditsioonilise késitluse kohaselt moodustavad vaheloomad iihe hdimkonna, mis
koosneb kahest klassist, voottomploomadest (Orthonectida) ja vilasktomploomadest
(Rhombozoa = Dicyemida) (Hanelt et al. 1996). Ajalooliselt on aga vaheloomade
siistemaatika pohjustanud palju segadust ja eriarvamusi. Brusca ja Brusca (2003), viidates
terminiga Mesozoa mitte flilogeneetilisele rithmale, vaid loomadele, keda seob teatav
ehituslik/anatoomiline sarnasus, paigutavad sellesse gruppi lisaks rombloomadele ja
vilasktomploomadele ka naastloomad e. plaatloomad (Placozoa, seni kirjeldatud iiks liik
Trichoplax adhaerens) ning Monoblastozoa (eestikeelne termin puudub, tolkes ,,ihe

rakukihiga loomad®). Ainsa teadaoleva naastlooma Trichoplax adhaerens niol on tegemist
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mikroskoopilise asiimmeetrilise troopilistes vetes elutseva mereorganismiga (Dellaporta et
al. 2006), iihtlasi on ta ka hoimkonna Placozoa ainus esindaja; rithmale Monoblastozoa on
aluse pannud sakslasest bioloog Johannes Frenzel, kes 1892. aastal Kirjeldas Argentiina
soolaluidetest leitud mikroskoopilist organismi, mille nimetas Salinella’ks, kuid mis
seejarel on omandanud miiiidi staatuse, kuna rohkem seesugust looma ndhtud ega
registreeritud pole. Seetdttu on siigavalt kaheldav mitte ainult Monoblastozoa riihma
tarvilikkus loomade fiilogeneesis, vaid ka selle organismi olemasolu iildiselt.
Uheksateistkiimnenda sajandi 15pul tarvitsesid tolle aja zooloogid vaheloomade hdimkonda
paigutada igasuguseid primitiivseid hulkrakseid organisme soltumata péritolust, keda
ebapiisavate teadmiste tottu mujale paigutada ei osatud, kuid ka Metazoa rithma liita ei
soandatud. Naiteks peeti Trichoplax’i omal ajal hiidralooma ujuvastseks ehk plaanulaks,
salapdrane Salinella arvati aga olevat kas protist voi vastsestaadium (Brusca & Brusca
2003). Kuna aga Umberliikkkamatult tdestatuks ei ole osutunud iikski vaheloomade
siistemaatiline késitlus, on erinevad autorid vélja pakkunud erisuguseid hiipoteese. Leidub
allikaid, kus nii Orthonectida kui Dicyemida on paigutatud lameusside (Platyhelminthes)
alla ning ka selliseid, kus vaheloomad on leitud olevat poliifiileetiline rithm (Slyusarev &
Kristensen 2003) ning Dicyemida ja Orthonectida pole siistemaatiliselt mitte kaks klassi,
vaid kaks eraldi hoimkonda (Slyusarev & Miller 1998).

Vaheloomad on &ddrmiselt lihtsa ehitusega ja koosnevad umbes mdnekiimnest
rakust. Nende keha koosneb ripsmetega varustatud pealmisest rakukihist ning peamiselt
paljunemisfunktsiooni tiitvast iihest (rombloomadel) vdi mitmest (vodttomploomadel)
sisemisest rakukihist (Petrov et al. 2010). Nende ehitusplaan on bilateraalsiimmeetriline
ning isenditel on olemas sugunddrmed, kuid mitte selgesti eristatavaid kudesid ega
organeid. Koik teadaolevad vaheloomad on selgrootute loomade obligatoorsed
endoparasiidid, kes ldbivad oma keerulise elutsiikli kédigus nii sugulise kui mittesugulise
staadiumi. Vaheperemehi nende elutsiiklis tdheldatud pole (Petrov et al. 2010). Samuti ei
esine vaheloomadel lootelehtede moodustumist e. gastrulatsiooni (Brusca & Brusca 2003).



2.2. Klass voottomploomad (Orthonectida)

Voottomploomad (Orthonectida) on védhearvukas vaheloomade klass, koik
mereselgrootute siseparasiidid, keda teatakse olevat umbes 23 liiki, mis on jaotatud nelja
perekonda. Tdiskasvanud isendid on enamasti lahksugulised, paljude ripsmetega kaetud,
ilma seede — ega nérvisiisteemita vabalt ujuvad pisikesed organismid, kelle kehapikkus on
lithem kui iiks millimeeter. Keha vélimine kiht koosneb kindlast arvust ringikujuliselt
paigutunud rakkudest, mis sdltuvalt konkreetsest rakust ja liigist voivad olla kaetud
ripsmetega (cilia). Sisemise kihi moodustab kokkutdmmatav rakukiht, mis timbritseb
loomas arenevaid sugurakke. Uhe liigi, Rhopalura ophiocomae Girard puhul on leitud ka
kollageenilaadseid struktuure sisaldavaid rakke (Hanelt et al. 1996). Uldiselt on selle
loomariihma morfoloogiast vdhe teada. Vabalt elavad elujirgud kasutavad vees
kulgemiseks primitiivset liikumisviisi — ripsmete abil ujumist. Elektronmikroskoopia abil
on voottomploomades tuvastatud alla kiimne lihaskiu (Slyusarev 2003).

Monede Orthonectida liikide elutsiikleid on pohjalikult uuritud ning vorreldes
sarnaste vilasktomploomadega on leitud moningaid erinevusi. Naiiteks ei esine
vilasktomploomadel iiheski elustaadiumis kutiikulat — Kkaitsefunktisooni tditvat
ekstratsellulaarset eritist — mis Orthonectida klassi esindajatel on olemas, seda loetakse ka
tiheks tunnuseks, mille alusel pole digustatud vilasktomp — ja voottomploomade liitmine
tihte loomahdimkonda (Slyusarev 2000). Vooéttomploomade elutsiiklis on valdav
mittesuguline staadium, amodbjas laatrakustik ehk siintsiilitium (omavahel plasmajitketega
seotud rakkude kogum), mida tuntakse ka plasmoodiumi nime all. Monede
voottomploomade plasmoodiumid vdivad peremeesorganismile tdsist kahju pdhjustada,
nditeks on teada, kuidas parasiidid Rhopalura ophiocomae ja R. granosa oma vastavate
peremeeste madutdhe Amphipholis squamata ning karbi Heteranomia squamola
sugunddrmed hévitavad. Mittesugulise paljunemise staadium algab sellest, et teatud
tuumad plasmoodiumi sees (agameedid) kogunevad gruppidesse ning moodustavad
plasmoodiumi sees eraldi iiksused, millest hiljem arenevad suguliselt paljunevad, kahe
rakukihiga tdiskasvanud isendid. Enamasti arenevad iihest plasmoodiumist kas ainult
emased voOi isased isendid, mone iiksiku liigi puhul aga vdivad areneda mdlemad.
Sugukiipsuse saabudes vabanevad nad plasmoodiumi seest ning lahkuvad seejirel
peremeesorganismist, veetes mone aja vabalt vees ujudes. Viljastamine toimub, kui emane
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emase tagakehasse sisestab, misjérel arenevad siigoodid. Igast siigoodist areneb ripsmetega
kaetud vastsestaadium. Hiljem valjuvad vastsed emaslooma kehast ning asuvad otsima
peremeesliiki, kes soltuvalt parasiidist voivad olla nii ripsussid, kdrssussid, teod, karbid,
hulkharjasussid, madutdhed voi merituped. Peale peremeesorganismi sisenemist vabanevad
vastse seest rakud, millest arenevad uued plasmoodiumi elujargud (Brusca & Brusca
2003). Senini ei olda aga kindlad, kas plasmoodiumi on odigem lugeda parasiitseks

organismiks v&i hoopis transformeerunud koeks (Slyusarev 2003).

2.3. Kilass vilasktomploomad (Dicyemida)

Vilasktomploomad on enamasti mereselgrootute neerudes elavad endosiimbiondid
vOi endoparasiidid. Nad on darmiselt lihtsa ehitusega organismid, kelle keha koosneb
iiksnes kiimnest kuni neljakiimnest rakust — hulkraksete loomade seas on veel véiksemat
rakkude arvu registreeritud vaid limaeosloomadel (Myxozoa). Vilasktomploomi on leitud
paljudes maailma piirkondades — Ohhoota ja Jaapani meres, India ookeani pdhjaosas,
Vahemeres, Atlandi ookeani loode — ja idaosas, Mehhiko lahes, Uus-Meremaal ning
Antarktika timbrusest Scotia ja Wedelli meres. Valdav osa neist parasiitidest elutseb
bentilise eluviisiga peajalgsetes — kaheksajalgades ja seepiates, kuid moned tiksikud liigid
on leitud ka kalmaaridest. Senini on kirjeldatud umbes 104 liiki vilasktomploomi rohkem
kui neljakiimnest peajalgse liigist. Suurem osa neist on peremehespetsiifilised, kuigi
enamasti leitakse iihe peremeesorganismi seest mitmeid eri liiki vilasktomploomi (Furuya
& Tsuneki 2003). Seni puuduvad timberliikkamatud téendid sellest, et need parasiidid oma
peremehele tdsist kahju oleksid tekitanud, kuid vdga kdrge arvukuse korral vGivad nad
takistada peremeesorganismi nefriidide talitlust. Vaatamata sellele, et looduslikes
tingimustes teatakse nad olevat obligatoorsed parasiidid, on neid siiski tlal peetud ka
laboratoorsetes tingimustes (Brusca & Brusca 2003). On tdenéoline, et vilasktomploomad
on evolutsioneerunud vabalt elavast esivanemast (Stunkard 1954).

Nime Dicyema vottis esimesena kidibele von Kolliker, kes pani oma vaatluste
kéigus tdhele, et nende loomade elutsiiklis esineb kahte tiilipi embriioid, omistades neile
saksakeelsed nimed ,infusorienartig® ja ., wurmformig®  (Stunkard  1954).
Vilasktomploomade elutsiikli kirjeldamisel pole leidunud téielikku iiksmeelt terminoloogia
vallas, mistottu on nende erinevaid eluetappe nimetatud eri nimedega (Brusca & Brusca

2003), kuid valdavas osas on jaddud senini von Kollikeri pakutud terminite juurde, mis on



kill inglise keelde kohandatud. Sellest tulenevalt tuntakse teaduskirjanduses
vilasktomploomade elutsiikli kahte elujarku vastavalt ,ussilaadse staadiumi“ (ingl
,vermiform stage®, kuid kédibel ka terminid ,nematogeen” voi ,rombogeen®) ning
,ripslooma-laadse staadiumi‘ (ingl ,,infusoriform stage*) nime all. Terminit ,,rombogeen‘
kasutatakse monel pool viitamaks arenevale suguliselt paljunevale elujargule, kuid ilmselt
on ohutum viidata pelgalt suguliselt ja mittesuguliselt paljunevale nematogeenile, kuna
rombogeeni ja nematogeeni staadiumite erinevuste osas pole konsensusele joutud.

Dicyemida tidiskasvanud, ussilaadne vorm e. nematogeen on vaid 0,5 kuni 2,5 mm
pikk. Selle ehitus piirdub vélimise somaatiliste rakkudest moodustunud kattega, mis
timbritseb sisemuses paiknevat iihte pikka aksiaalrakku, mille tsiitoplasmas paikneb
omakorda arvukalt vdikesed spetsiaalseid rakke diameetriga umbes 5-7 um soltuvalt liigist,
mida tuntakse aksoblastide nime all (kirjanduses esineb ka nimetus ,agameet™).
Vilasktomploomade mittesugulise paljunemise etapis arenevad neist rakkudest omapéarase
embriiogeneesi tulemusena emasisendi aksiaalraku sees uued algelised nematogeenid.
Arengu kéik on lihtne ja mitmete liikide puhul pdhjalikult uuritud ja kirjeldatud.
Nematogeense embriio kolm peamist rakutiilipi agameet, aksiaalrakk ning perifeersed
rakud on identifitseeritavad juba embriio kolme raku staadiumis (Furuya et al. 2001). Vilja
arenenud organism lahkub seejirel emasisendist ning ujub monda aega vabalt ringi
peremeesorganismi nefriidides. Vilasktomplooma eesmises otsas paikneb umbes neljast
kuni kiimnest somaatilisest rakust moodustunud struktuur (ingl ,,polar cap* voi ,,calotte*),
mille ripsmekarvakesed paiknevad posterioorsete rakkudega vorreldes tihedamalt ning on
lihemad. Selle, nn kaloti, suurus ja kuju on liigispetsiifiline, mis voib olla arenenud
kohastumusena peremehe neerude erinevatesse piirkondadesse kinnitumiseks, tdnu millele
on tekkinud omapédrane niSijaotus, mis vOimaldab eri liiki vilasktomploomadel {iihe
peremehe nefriidides koos eksisteerida (Furuya et al. 2003). Kasutades nimetatud
struktuuri, kinnitavad parasiidid end 16puks peremehe nefriididele, peale mida toimub
areng tdiskasvanud vormiks. Nematogeen tarbib teralist ja molekulaarset ainet peremehe
uriinist, kasutades selleks fago — ja pinotsiitoosi. Keha vélispinna ripsmeid kasutab parasiit
ilmselt selleks, et aidata kaasa peremehe kehavedeliku liikumisele iile parasiidi kehapinna.
Hetkel leidub vdhe informatsiooni sellest, missugune ndeb vilja nende vaheloomade
elutsiikli etapp, kus parasiidid pole oma peremehega seotud ning elavad meres vabalt
ujudes (Brusca & Brusca 2003).

Samamoodi on vastuseta kiisimus, kuidas on reguleeritud parasiidi sugulise ja

mittesugulise paljunemise vaheldumine, kuigi on teada, et see toimub kdikide teadaolevate
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vilasktomplooma liikide puhul (Furuya & Tsuneki 2003).Vilja on pakutud versioon, et
tilemineku mittesuguliselt sugulisele paljunemisele voib olla initsieeritud parasiidi
arvukuse kasvust mingi kindla piirini iihes peremeesorganismis (Furuya & Tsuneki 2003),
alternatiivsete arusaamade kohaselt pohjustavad seda kas muutused peremehe uriini
keemilises koostises v0i peremeesorganismi sugukiipsuse saabumine. Suguliselt paljuneva
vormi areng algab sellest, et nematogeense vormi somaatiliste rakkude modtmed
suurenevad tdnu sinna kogunevale rebulaadsele materjalile. Seejérel arenevad
nematogeenide aksoblastidest paljurakulised, iimbritsevast munarakkude kihist ja
sisemisest spermide massist koosnevad struktuurid, nn infusorigeenid e. hermafrodiitsed

gonaadid.

Adult Stage
nematogen rhombogen
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vermiform / infusoriform
embryo ‘ embryo

New host
cephalopod

Joonis 1. — Vilasktomploomade (Dicyemida) elutsiikkel skemaatiliselt. Punktiirjoon
tahistab seni teadmata protsessi, mille abil parasiit uusi peremehi nakatab (Furuya &
Tsuneki 2003).

Toimub viljastumine ning arenevad siigoodid, kellest 1dpptulemusena kujunevad

infusoriform-tiitipi, ehk nn ripslooma-tiiiipi vastsed, mis koosnevad umbes 37 kuni 39
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rakust ning mis on nematogeeni staadiumiga vorreldes rohkem differentseerunud. Nende
primitiivne ehitus holmab endas nelja tsentraalset rakku, mis on kapseldatud ripsmetega
kaetud viéliskihi rakkude imbrise sisse, lisaks eristatakse sel vormil kahte apikaalset rakku
olendi anterioorses otsas. Larvid eralduvad oma vanemast ning liiguvad edasi
véliskeskkonda 1dbi peremeesorganismi poolt eritatud uriini (Brusca & Brusca 2003). On
voimalik, et nematogeen e. ussilaadne elujiark on taandarenenud tdnu spetsialiseerumisele
peremehe erituselundites elamiseks ning ripslooma-tiitipi elujark vabalt elutseva vormina
esindab parasiidi ehitust muutumatul, algupdrasel kujul. Siiski ei vasta kummagi
elustaadiumi ehitus sellisele komplekssusele, et neid voiks pidada toelisteks kudedeks
(Furuya & Tsuneki 2003).

Dicyemida iiksikasjalik elutsiikkel (joonis 1) ei ole teada ning paljud aspektid
piisivad oletuse tasandil. Kdige tdendolisemalt jatkub peremehest viljunud vastse elukéik
nii, et ta vajub veekogu pdhja, kuna selle apikaalsed rakud on suhteliselt rasked ning
talitlevad ballastina. Jargneb uue peremeesorganismi nakatamine larvi poolt 14bi teadmata
mehhanismi ning vastne, joudnud peremehe sisemusse ja litkudes arvatavasti
ringeelundkonna kaasabil, leiab 16puks tee peajalgse nefriididesse, kus temast areneb
jargmine, nematogeeniga sarnane vorm, kuid millel erinevalt viimasest on kolm aksiaalset
rakku. Hiljem hakkab parasiit taas mittesugulisel teel paljunema, kuni mingid vaieldavad,
teadmata faktorid tingivad iilemineku sugulisele paljunemisele ning elutsiikkel algab otsast
peale (Brusca & Brusca 2003). Furuya ja Tsuneki (2003) on vélja pakkunud, et peajalgsed
voisid algupéraselt olla Dicyemida vaheperemehed ning 16pp-peremeesteks olid hoopis
valjasurnud mesosoikumi ajastu mereroomajad perekonnast Mosasaurus, kuid tavaparasest
kiirema sugukiipsuse saabumise — progeneesi — tulemusena kadus 15pp-peremehe staadium

parasiidi elutsiiklist.

2.4. Senised fiilogeneetilised hiipoteesid

Tanase pdevani on vdga vihe teada vaheloomade péritolust ja asukohast elupuul.
Ule poole sajandi vana debatt selle iile, kas vaheloomad on vaheliili alamate ja iilemate
loomade vahel v3i on nende tilimalt primitiivsed tunnused algupédraselt ussilaadse looma
aarmusliku sekundaarse degeneratsiooni tulemus, ei ole seni ammendavat vastust saanud
(Noto & Endoh 2004). Kujutlus vaheloomadest kui evolutsioonilisest iileminekuetapist

ainuraksetelt loomadelt hulkraksetele on teadlaste meeli erutanud juba aastakiimneid.
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Naiteks viitis Ameerika zooloog Libbie Hyman 1940. aastal, et kui suudetaks ndidata, et
Mesozoa loomariithm on tdepoolest {ileminekuetapp hulkraksete loomade suunas, mitte aga
parasitismist tingitud taandarengu tulemus, oleks see {ilioluline loomade fiilogeneesi
seisukohast, kuna see annaks tugevaid tdendeid sellest, et 1) hulkraksete organismide
kujunemise esimene etapp oli sugurakkude liikumine keha sisemusse; 2) esimesed
hulkraksed loomad ei olnud seest ,,00nsad*; 3) ning Ernst Haeckeli rekapitulatsioniteooria
on ekslik (Stunkard 1954). Vastavalt sellele, kumba hiipoteesi eelistatakse, paigutatakse
vaheloomade rithm iiletildises elupuus kas hulkraksete loomade juure ldhedusse voi
lameusside (Platyhelminthes) klaadi, teinekord on neid aga peetud hoopis hulkraksetest
soltumatult evolutsioneerunud loomariihmaks (Nielsen 2001).

Paljud autorid on iihel meelel, et Mesozoa kuulub hulkraksete (Metazoa) hulka
(Zrzavy 2001) ning on péritolult tdendoliselt algeline kolmelehtne (kahekiilgne)
loomariihm (Katayama et al. 1995; Furuya et al. 1996; Furuya et al. 1997). Tunnuseid, mis
sellele viitavad, on mitmeid: bilateraalne ehitusplaan, sarnasused oogeneesis, lihaskiudude
sarnased struktuurid vo6ttomploomadel, viburite basaalkehakese orientatsioon ning muud
detailsemad sarnasused nende raku — ja arengubioloogias. Veel moodunud sajandi 16pus oli
iks pohilisemaid argumente vaheloomade mittekuulumise toetuseks parishulkraksete hulka
fakt, et vaheloomade mitokondrite kristad on torukujulised, mitte lamedad nagu
hulkraksetel (Metazoa). Edasiste uurimuste valguses kaotas see tunnus aga oma tdhtsuse
ning hetkel seda flilogeneesi seisukohalt olulise tunnusena ei kasitleta (Zrzavy 2001).
Siiski esineb nditeks vilasktomploomade puhul lisaks eelpool mainitud mitokondrite
kristadele veel teisigi selliseid tunnuseid, mille alusel paigutavad moned autorid nad
ainuraksete loomade (Protozoa) hulka kuuluvaks, nditeks tavapédrase ekstratsellulaarse
maatriksi puudumine, opaliinprotistidele ja ripsloomadele iseloomulik ripsmevoru,
endotsiitoosi ~ kasutamine  peeneteralise  aine  omastamisel,  rakkudevaheline
kommunikatsioon ilma mediaatoraineta ning selgesti eristuvad sugulise (rombogeense) ja
mittesugulise (nematogeense) paljunemise faasid (Noto & Endoh 2004; Suzuki et al.
2010).

Kolmelehtsed e. kahekiilgsed loomad (Bilateria) omakorda jagatakse zooloogia
viimaste arengute pOhjal kolme suuremasse klaadi, mis ilmselt lahknesid juba enne
Kambriumi ajastut 540 miljonit aastat tagasi — teissuused (Deuterostomia), keerdloomad
(Lophotrochozoa) ning kestloomad (Ectydozoa) (Halanych 2004). Vaheloomade
paigutumine selles kontekstis ei ole seni iihest kinnitust saanud, vélja on pakutud nii seda,

et Mesozoa on sosarrithm kogu tilejaanud kahekiilgsete klaadile (Hanelt et al. 1996) kui ka
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seda, et tegemist on Lophotrochozoa hulka kuuluva klaadiga. Viimase kasuks rddgivad
molekulaarsed uurimused, kus nédidati sarnasusi kolme regulaatorgeeni Hox, Otx ja
brachyury ekspressioonis vaheloomal Dicyemida orientale vordluses keerdloomade omaga
(Kobayashi et al. 2009) ning tuvastati sama liigi DoxC geeni ortoloogsus mitmete
keerdloomade hulka kuuluvate loomaliikidega, mis annab alust arvata, et vaheloomad on
suguluses lameusside, limuste, rongusside ja kisijalgsetega ning toetab hiipoteesi, et
vaheloomad on koos limaeosloomadega (Myxozoa) iiks &dirmuslikumaid néiteid
ehitusplaani taandarengust parasiitse eluviisi tulemusel (Kobayashi et al. 1999). Uks
viheseid valgujérjestuste pohjal tehtud uuringuid niitas aga, et klass Dicyemida on
lahedasem sugulane korgematele keerdloomadele nagu limused ja rongussid kui ta on seda
lameussidele (hdimkond Platyhelminthes) (Suzuki et al. 2010).

Noto ja Endoh (2004) on vélja pakkunud omapérase teooria vilasktomploomade
klassi polvnemise seletamiseks. Need autorid usuvad, et Dicyemida ndol vGib tegemist olla
ainuraksete protistide ja hulkraksete loomade kimddriga, kelle iirgne esivanem oli
ainurakne parasiit, kes oma hulkraksel peremehel endotsiitoosi teel nugides omastas
horisontaalse geeniiilekande teel peremeesorganismi geneetilist materjali. Horisontaalne
geenililekanne on juba varasemalt arvatud olevat iiks peamisi pdhjuseid seletamaks
anomaaliaid ja vasturddkivusi nii prokartiootide kui ka eukariiootide fiilogeneesi puhul
(Andersson et al. 2003). Nende autorite jargi aitaks see seletada 5S rRNA geeni
analliiside, mis viitavad vilasktomploomade kuulumisele pigem protistide hulka,
vasturddkivust iilejadnud eraldatud geenide analiiiisi tulemustest, mis paigutavad nad
Metazoa hulka — v3ib ju esimese puhul tegemist olla geneetilise jadnukiga oma ammuselt
protistist esivanemalt. Lisaks on teada, et vilasktomploomade toidu sekka satub arvukalt
peremehe koetiikikesi ning spermatosoide (Noto & Endoh 2004). Siiski on aga pdhjust
kahelda analiiiisides, mis on kasutanud 5S rRNA-d fiilogeneesi uuringuteks, kuna
hilisemates to6des on selle kdlblikus pdlvnemissuhete viljaselgitamiseks seatud tosise

kahtluse alla (Halanych 1991).
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2.5. Too eesmirgid

Senised teadaolevad t66d vilasktomploomade pdlvnemise véljaselgitamiseks on
kasutanud 18S rDNA-d , inneksiini valkude aminohappelisi jarjestusi (Suzuki et al. 2010),
18S ja 28S rRNA geene (Petrov et al. 2010), Otx ja brachyury geenide kodeeritud
aminohappejérjestusi (Kobayashi et al. 2009), B-tubuliinide aminohappejérjestusi (Noto &
Endoh 2004) ja 5S RNA-d (Ohama et al. 1984) . Lisaks leidub toid, mis tostatavad
hiipoteese Dicyemida fiilogeneesi kohta tuginedes morfoloogilistele tunnustele nagu
néiteks ekstratsellulaarse maatriksi struktuur (Czaker 2000).

Kéesoleva t00 eesmargiks on analiitisida koiki avalikesse andmebaasidesse lisatud
vilasktomploomade valgujdrjestusi ning koostada nende alusel uuemaid ja
usaldusvairsemaid suurima tdepira fiilogeneesimeetodeid kasutades liigipuu, selgitamaks
vilja nende modistatuslike loomade pdlvnemist. Arvestades, et analiiiisi kaasatavate
taksonite valik on laiahaardeline ning hdlmab endas evolutsiooniliselt kaugeid taksoneid,
kasutatakse antud t60s fiilogeneesipuu rekonstrueerimiseks valgujérjestusi, mis kéesolevas
kontekstis omavad teatavaid eeliseid DNA nukleotiidijéarjestuste ees (Yang et al. 1998;
Lemey 2009). Nukleotiidijdrjestuste kasutamine elupuu juure ldhedal paiknevate
organismide pdlvnemissuhete viljaselgitamiseks vdib kujuneda problemaatiliseks. Naiteks
Yang jt (1998) tdid peamiste puudustena esile selle, et jirjestused on halvasti joonduvad,
eri litkide puhul vdivad nukleotiidide esinemissagedused vdga suurel médral varieeruda
ning asendumiste saturatsioon e. kiillastumine summutab maha olulise osa flilogeneesi
taastamiseks vajaminevast informatsioonist.

Autorile teadaolevalt ei ole seni iiheski vilasktomploomasid puudutavas uurimuses
kaasatud analiilisi rohkem kui mone iiksiku geeni jarjestused. Samuti pole siinkoneleja
leidnud uurimusi, mis oleks vilasktomploomade fiilogeneesi valgujérjestuste pohjal uurides

kaasanud analiiiisi paljusid erinevaid loomahdimkondasid nagu kéesolevas t60s.
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3. Materjalid ja metoodika

3.1. Andmestiku kogumine

Uurimuseks vajaminevad valgujarjestused nii Dicyemida kui teiste taksonite kohta
koguti avalikust (The National Center for Biotehchnology Information,
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/) valguandmebaasist, {ihe liigi, ameerika kammlooma
(Mnemiopsis leidyi) jéarjestusi ka avalikust National Human Genome Research Institute
(http://research.nhgri.nih.gov/mnemiopsis/) andmebaasist. Taksonite nimekirja kuulus
lisaks vilasktomploomadele kokku 31 erinevat loomaliiki, hdimkondade kaupa esines
andmestikus kuus keeliklooma (Chordata), iiks okasnahkne (Echinodermata), iiks
tirgkeelikloom (Hemichordata), neli liilijalgset (Arthtropoda), kolm timarussi (Nematoda),
kolm lameussi (Platyhelminthes), kaks rongussi (Annelida), kolm limust (Mollusca), kaks
ainuddsset (Cnidaria), naastloom (Placozoa), iiks kédsn (Porifera), iiks kammloom
(Ctenophora) ning vilisrithma liikidest kaks kaelusviburlast (Choanoflagellata) ning
Filasterea hulka kuuluv Capsaspora owcarzaki. Liikide nimekiri sai koostatud selliselt, et
selles oleks esindatud mitmeid erinevaid loomahdimkondasid esindavad mudelorganismid,
kelle genoomist ja proteoomist leidub rohkelt infot eelpool mainitud avalikes
andmebaasides. Vilisriihma liikideks valitud C. owcarzaki on aga koos kaelusviburlaste
hulka kuuluvate protistidega teadaolevalt ldhimad hulkraksete loomade ainuraksed
sugulased (Suga et al. 2013). NCBI valguandmebaasist otsiti esmalt késitsi Dicyema
jarjestusi. Kui moned jarjestused erinesid iiksteisest vaid iiksikute aminohappejaékide osas,
valiti neist liks edasisteks analiitisideks juhuslikult; kui iiks jirjestus tuvastati olevat teise
jarjestuse osa (pikkuselt erinevad, kuid kattuvas osas identsed), valiti neist vilja koige
pikem. Seejérel otsiti viljavalitud vilasktomploomade jérjestustele homolooge kasutades
BLAST algoritmi (Altschul et al. 1997), e-virtuse iilempiiriks 10,

Homoloogseid jarjestusi etteantud liikide genoomide seast otsiti annoteeritud
valkude (REFSEQ) andmebaasist ning mittekddunud (non-redundant) valkude
andmebaasist. Juhul kui nendest allikatest e-vaartuse kriteeriumit rahuldavaid vasteid ei
leidunud, otsiti mudelorganismi perekonna seast ning kui ka siis vasteid ei leidunud, siis
EST (Expressed sequence tags) andmebaasist, millest kogutud DNA jérjestused hiljem

valgujérjestusteks transleeriti. Kui nende etappide 16puks huvipakkuva liigi voi perekonna
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seast andmebaasid homoloogseid geenijérjestusi ei tuvastanud, jii taksoni kohta tditma
tithimik. Koigi tiksikute geeniandmestike pohjal koostati fiillogeneesipuud, mille kvaliteedi
vilja selgitamiseks hinnati visuaalse vaatlusega, kas puudelt on voimalik eristada
ortoloogseid jérjestusi ning paraloogide esinemisel nende paigutumist fiilogeneesipuul -
kas nende seast on vdimalik ortoloogseid jirjestusi eristada. Puude topoloogia vdimaldas
hinnata, kas tldtunnustatult monofiileetilised riihmad (néiteks keelikloomad, liilijalgsed,
lameussid) ka {iiksikutel geenipuudel sarnaselt klasterduvad, andes seeldbi tdiendavat
toetust geeni informatiivsusele fiilogeneesi seisukohast (vt. lisad). Neil alustel otsustati iga
geeni kohta, kas kaasata see liitmaatriksisse voi ebapiisava fiilogeneesi puudutava teabe
puudumisel geen korvale jitta. Puude visualiseerimisel oli kasutusel programm FigTree
v1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Tabel 1. Taksonite nimekiri koos andmebaasidega, kust jarjestused alla laaditi.

Hoéimkond Taksoni nimi Andmebaas
Dicyema NCBI Protein
Keelikloomad Homo sapiens NCBI Protein - REFSEQ
Gallus gallus NCBI Protein - REFSEQ, NR
Takifugu rubripes NCBI Protein - REFSEQ, NR
Branchiostoma floridae NCBI Protein - REFSEQ
Ciona intestinalis NCBI Protein - REFSEQ, EST
Oikopleura dioica NCBI Protein - NR
Okasnahksed Strongylocentrotus purpuratus | NCBI Protein - REFSEQ
Urgkeelikloomad Saccoglossus kowalevskii NCBI Protein - REFSEQ, NR
Lalijalgsed Drosophila melanogaster NCBI Protein - REFSEQ
Nasonia vitripennis NCBI Protein - REFSEQ, NR, EST
Daphnia pulex NCBI Protein - REFSEQ, NR, EST
Ixodes scapularis NCBI Protein - REFSEQ, NR, EST
Umarussid Caenorhabditis elegans NCBI Protein - REFSEQ
Trichinella spiralis NCBI Protein - REFSEQ, NR, EST
Brugia malayi NCBI Protein - REFSEQ
Limused Aplysia californica NCBI Protein - REFSEQ, NR, EST
Lottia gigantea NCBI Protein - NR
Crassostrea gigas NCBI Protein - REFSEQ, NR, EST
Réngussid Capitella teleta NCBI Protein - REFSEQ, NR, EST
Helobdella robusta NCBI Protein - NR
Lameussid Schistosoma japonicum NCBI Protein - REFSEQ, NR
Echinococcus granulosus NCBI Protein - NR
Schmidtea mediterranea NCBI Protein - NR, EST
Ainuddssed Nematostella vectensis NCBI Protein - REFSEQ
Hydra vulgaris NCBI Protein - REFSEQ
Naastloomad Trichoplax adhaerens NCBI Protein - REFSEQ, NR, EST
Kasnad Amphimedon queenslandica NCBI Protein - REFSEQ, NR, EST
Kammloomad Mnemiopsis leidyi NHGRI, NCBI Protein - REFSEQ
Kaelusviburlased Monosiga brevicollis NCBI Protein - REFSEQ
Salpingoeca rosetta NCBI Protein - REFSEQ
Filasterea Capsaspora owczarzaki NCBI Protein - REFSEQ, NR
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3.2. Joonduste koostamine ja puude konstrueerimine

Valgujarjestuste joondamised teostati MAFFT’i (Katoh et al. 2002) serveris
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) kasutades Needleman-Wunchi globaaljoonduse
algoritmi nimega ,,G-INS-i“. G-INS-i, olles arvutusmahukas, on aminohapete
joondamiseks iiks tdpsemaid seni tuntud algoritme (Golubchik et al. 2007). Joonduste
korrigeerimised ja editeerimised sooritati programmiga BioEdit. Esmased fiilogeneesipuud
konstrueeriti suurima tdepdra (maximum likelihood) meetodil kasutades PHYML 3.0
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) programmi (Guindon & Gascuel 2003), kus
aminohapete asendusmaatriksiks valiti LG (Le & Gascuel 2008). Lisaks jagati valgu
jarjestuse positsioonid nelja evolutsiooni Kkiiruselt erinevasse kategooriasse vastavalt
gamma jaotuse parameetrile (Yang 1994). Suurima tdepéra puu otsimiseks kasutati SPR
(Subtree Pruning and Regrafting) ja NNI (Nearest Neighbour Interchange) algoritme.
Lisaks arvutati puude harude toetuste hindamiseks aLRT (Approximate Likelihood-Ratio
Test) vaartused (Anisimova & Gascuel 2006), iilejaanud parameetrid jdid vaikimisi
antuteks.

Koigist analiiiisitud 74-st Dicyema valgust osutusid iiksikanaliiiiside pohjal
potentsiaalselt headeks fiillogeneesi markeriteks 16, nendest neli mitokondri genoomi poolt
kodeeritud geeni. Ko&ik liitmaatriksisse kaasatud geenid ning nende viitenumbrid on
saadaval magistritdd lisades. Uksikute geenimaatriksite pdhjal koostati liitmaatriksid
kasutades programmi FASconCAT v1.0 (Kueck & Meusemann 2010), enne liitmaatriksi
koostamist toddeldi kdik sinna liidetavad joondused programmiga Gblocks (Talavera &
Castresana 2007), korvaldamaks joonduses esinevad tiihjad, védhekonserveerunud voi
halvasti joondunud positsioonid. Joonduse korrigeerimisel kasutati vastavalt autorite
soovitusele kdige leebemaid kriteeriume, mis eemaldasid joondusest vaid koige

ebausaldusvédrsemad positsioonid.

3.3. Fiilogeneetiliste analiiiiside mudelid

3.3.1. Le ja Gascuel’ (LG) mudel

Valgujirjestuste pohjal teostatavate fiilogeneetiliste analiiliside puhul on valdava
enamuse meetodite aluseks aminohapete asendusmaatriksid — 20 x 20 maatriksid, mille

elementideks on aminohapete asendumiste toendosused iihest teiseks. Suurima tdepéra
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(maximum likelihood) ning Bayesi meetodites kasutatakse asendusmaatrikseid andmete
toepara hindamiseks, arvutades asendumiste tdendosused fiilogeneesipuu harudele (Le &
Gascuel 2008; Le et al. 2012). Paljud standardsed maatriksid nagu PAM, JTT v6i WAG on
koostatud rohke empiirilise andmestiku pohjal ning eeldavad, et aminohapete sagedused
ning nende evolutsioonimudel piisivad ajas konstantsena ning kehtivad samasugusena iile
kogu aminohappejarjestuse (Whelan & Goldman 2001).

Siiski on aga teada, et ithe valgu eri positsioonid ei evolutsioneeru iihesuguse
kiirusega. Tulenevalt kas tugevatest funktsionaalsetest vOi struktuursetest piirangutest
evolutsioneeruvad moned positsioonid vdga aeglaselt ning teised, valikusurvele
mittealluvad positsioonid Kiiresti (Le & Gascuel 2008). DNA nukleotiidijarjestuste pohjal
nditas Yang (1993), et asendumiste Kiirused eri positsioonidel on kirjeldatavad diskreetse
gammajaotuse (I') abil, sageli kombineeritakse seda ka muutumatute positsioonide
kategooriaga (Gu et al. 1995). Léhtudes sellest, et gammajaotuse kasutamine suurima
toepara meetodil konstrueeritud fiillogeneesipuudes parandab mairkimisvairselt selle
usaldusvédrsust, esitasid Le ja Gascuel (2008) omapoolse asendusmaatriksi aminohapete
jaoks, mis votab arvesse erinevaid asenduskiiruseid positsioonide vahel. Saanud nime oma
loojate nimetdhtede jérgi, on seda maatriksit kasutavad suurima tdepédra puud katseliselt

andnud usaldusvédrsemaid tulemusi kui vanemad, néditeks WAG ja JTT maatriksid.

3.3.2. LG4X ja LG4AM — nelja maatriksiga mudelid

Tavapiraselt kasutatakse valgujérjestuste pohjal fillogeneesi konstrueerimises iihte
aminohapete asendusmaatriksit. Kuna aga valgu eri positsioonide evolutsioon vdib olla
viga heterogeenne, olles soltuv nii geneetilisest koodist, eksponeeritusest lahustile (kas
vesi voi lipiidid) ning valgu sekundaar — ja terstiaarstruktuurist ning funktsioonist, voib
tihe asendusmaatriksi omistamine tervele valgujarjestusele olla liialt {ildistav ning oluline
osa informatsioonist voib kaduma minna (Le et al. 2012). Olgugi, et ka standardsed
maatriksid suudavad paljudel juhtudel anda usaldusvéarseid tulemusi (Keane et al. 2006),
on Oigustatud alternatiivsete mudelite kasutamine, mis kétkevad endas erinevaid
asendusmaatrikseid erinevate positsioonide tarbeks. Le jt. (2012) pakkusid eelmise, LG
mudeli edasiarendusena vilja kaks uut mudelit, LGAM ja LG4X. LG4M mudeli puhul
hinnatakse esmalt valgu erinevaid positsioone nende evolutsiooniméira alusel ning

jaotatakse need selle pohjal nelja erinevasse kategooriasse, igaithe aminohapete
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asendumised modelleeritakse vastavalt gammajaotusele, mis tdhendab, et kokku vdtab
mudel arvesse nelja asendusmaatriksit. LG4X, samuti nelja asendusmaatriksiga mudel, mis
katseliselt ndidati andvat paremaid tulemusi kui LG4M, erineb viimasest selle poolest, et
asendumiste kiirused pole piiratud gammajaotusega ning erinevate kategooriate kiirused
varieeruvad vabalt vastavalt andmestikule (Le et al. 2012). Kuigi ribosomaalsete
valkudega teostatud elupuu analiiiis eelpoolmainitud mudelite vahel méarkimisvéarseid
erisusi ei ndidanud (Lasek-Nesselquist & Gogarten 2013), peatutakse kdesolevas toos
ennekodike LG4X mudeli abil saadud tulemustel.

3.3.3. Struktuuripodhised — ja segamudelid

Valkude sekundaarstruktuur ning eksponeeritus lahustile méjutavad olulisel méaéral
aminohapete asendumismédra (Le & Gascuel 2010). Votmaks arvesse neid tegureid,
pakkusid Le ja Gascuel (2010) vélja uudse mudeli, mis jaotab valkude saidid ning neile
kehtivad asendusmaatriksid kategooriatesse ldhtuvalt nende struktuursetest omapiradest.
Kuna valgu struktuuri pealispinnal asuvad saidid vdivad evolutsioneeruda 3-4 korda
kiiremini nendest saitidest, mis on vdhem avatud kokkupuutele (sinna alla kuuluvad
enamasti hiidrofoobsed aminohapped) (Le et al. 2008), jaotatakse struktuuripShises
mudelis valkude erinevad saidid kahte kategooriasse kokkupuudetele avatuse ja peidetuse
alusel ning vastavalt sellele arvutatakse asendumismaéirad. Seda liigitust téhistab lithend
EX. Lithend EHO tdhistab teist liigitust, kus saidid on jaotatud kolme rilhma
sekundaarstruktuuri  alusel: véljaulatuvad positsioonid, alfa-heeliksit moodustavad
positsioonid (enamasti alaniinid) voi muud positsioonid. Kombineerides kaht eelnevat
jaotust on tulemuseks keerukam EX_EHO, kuue erineva kategooria ja aminohapete
asendusmaatriksiga mudel, mis on eksperimentaalsete testimiste pohjal pakkunud
usaldusvéddrsemaid tulemusi kui koik standardseid asendusmaatrikseid (JTT, WAG)
kasutavad suurima tdoepira meetodid, kuid samuti EX ja EHO eraldiseisvatest tulemustest
(Le & Gascuel 2010). Nn osamudelite seas, mille pShimote seisneb igale andmestiku
kategooriale vastavate asendustdendosuste viljaselgitamisel ning mis piitiavad leida
kompromisse ddrmuste (liks maatriks kogu andmestiku kohta versus eraldi maatriks iga
positsiooni kohta) vahel (Rannala & Yang 2008) on eelpool kirjeldatud mudelid kédesoleval

hetkel iithed usaldusviirsematest.
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Alternatiivne voimalus segamudelite puhul on seesugune, kus saitide kategooriad ei
ole eelnevalt ette midratud (nt. avatud vdi peidetud sait), vaid need luuakse empiiriliselt
vastavalt andmestikule. PHYML paketis on seesugusteks mudeliteks UL2 kahe kategooria

ning UL3 kolme kategooria puhul (Le et al. 2008).

4. Tulemused

Fiilogeneetilised analiiiisid teostati liitmaatriksitega, mis sisaldasid endas: 1) koigi
32 loomaliigi koiki 16 viljavalitud geeni jarjestusi (kokku 5439 aminohapet); 2) 32
loomaliigi 12 geeni jarjestusi (Kokku 4344 aminohapet), s.t. maatriksist eemaldati k3ik neli
mitokondri geeni (tsiitokroomi oksiidaasi subiihikud 1-3 ning NADH dehiidrogenaasi
subiihik I); 3) 26 loomaliigi 12 mittemitokondri geeni jérjestust, kusjuures taksonite
nimistust olid korvaldatud timar — ja lameusside klaad, mis eelnevate analiiiiside puhul
osutusid olema Dicyema sdsarriihmad. Koigi konstrueeritud puude toetuse hindamiseks
arvutati harude aLRT véirtused SH (Shimodaira-Hasegawa) protseduuriga ning LG
asendusmaatriksit kasutanud puudes arvutati ka Bootstrap’i (100 replikaadiga) vaartused.

Erinevaid mudeleid kasutanud analiiiisid paigutasid vilasktomploomad fiipriski
sarnasesse asukohta fiilogeneesipuul ning mérgatavaid vasturddkivusi mudelite vahel ei
esinenud. Koiki geene ja koiki taksoneid hdlmavas kogumaatriksis (joonis 2) asetus
Dicyema koos ameerika kammloomaga (Mnemiopsis leidyi) lameusside sdsarrithmaks,
kuid minimaalsed statistilised toetused sellele klaadile (aLRT = 0,03, bootstrap = 27) ei
anna alust seda tulemust tdsiselt votta, lisaks on vastuoluline kammloomade paiknemine,
kuna koige uuemad genoomiuuringud toetavad selle taksoni paiknemist elupuus kdigi
loomade sdsarriihmaks (Ryan et al. 2013).

Analiitisid mittemitokondri geenidega annavad statistiliselt olulisemaid tulemusi.
Kuna on teada, et loomade mtDNA evolutsioneerub ddrmiselt kiiresti (Brown et al. 1979),
sils on ndidatud, et just evolutsiooniliselt kaugete organismiriihmade pdlvnemise
véljaselgitamiseks pole mtDNA informatiivne marker ning v3ib anda vastuolulisi tulemusi
(Zardoya & Meyer 1996). Sel pdhjusel teostati kdesolevas td0s mitmete erinevate
mudelitega analiiiise, kust viimased olid liitmaatriksist vélja jietud. LG asendusmaatriksiga

analiiis koigi 32 taksoniga (joonis 3) paigutab vilasktomploomad samuti lameusside
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sosarrithmaks, kuid statistiliselt on need harud tunduvalt paremini toetatud (aLRT = 0,98,
bootstrap = 94). Evolutsiooniliselt ldhedased sugulased on saadud tulemuste pohjal ka
timarussid ning kogu moodustunud klaadi sdsarriihma kuuluvad limused ning rongussid.
Nii LG4X (joonis 4) kui EXEHO (joonis 5) asendusmaatriksit kasutanud analiiiisid
paigutasid vilasktomploomad samuti lameusside sdsarrithmaks, kusjuures statistilised
toetused neile klaadidele on maksimumildhedased. Koikide erinevate mudelite (LG,
LG4X, EX2, EX3, EHO, UL3, EXEHO) 15ikes oli absoluutvéirtuselt vihim logaritmiline
toeparavairtus (log-likelihood) UL3 asendusmaatriksi puhul (107340.90) ning suurim LG
asendusmaatriksit kasutanud analiiiisis (109018.48). Kuna puude topoloogia osas olid eri
mudelitega saadud tulemused véga viikeste erinevustega, siis jddvad antud t60s
kéistlemata EX2, EX3, EHO ja UL3 mudelitega saadud fiilogrammid.

Niitamaks, kas vilasktomploomade iiksmeelne paigutumine fiilogeneesipuudes
vOib olla pika haru kiilgetdombest (Long branch attraction, LBA) tingitud artefakt, teostati
analiiisid ka liitmaatriksitega, kuhu olid koondatud mittemitokondri geenid koigist
taksonitest vilja arvatud timar — ja lameussid, kelle ldhedusse Dicyema erinevatel puudel
paigutus (joonis 6). Antud rithmade puhul on varasemalt ndidatud nende suhteliselt kiiret
evolutsiooni, mis molekulaarsetes analiiisides tihti ei peegelda nimetatud rithmade
tildtunnustatud paigutumist (Simakov et al. 2013). Seda kinnitasid ka kéesolevas t60s
saadud tulemused, kus iimar — ja lameusside harud on koikidel fiillogrammidel {ihed
pikimad. Analiiiisid teostati nii LG kui ka EXEHO asendusmaatrikseid kasutades. Nende
tulemusel on vilasktomploomade 1dhimad sugulased fiilogeneesipuus limused (Mollusca)
ning rongussid (Annelida), mis toetavad eelnevate analiiiiside tulemusi. Haru toetus
vilasktomploomade ning ldahimate sugulastega rongusside rithmast erines aga vastavalt
kasutatud meetodile. LG mudeli puhul oli see aLRT’d kasutades on 0,79, kuid bootstrap’i
védrtus liksnes 42 (joonis 6). EXEHO mudeli puhul on sama haru aLRT toetus 0,93 (vt.

lisad), bootstrap’i vaartusi selle mudeli tarbeks ei arvutatud.
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Joonis 2. — Fiilogeneesipuu 32 taksoni koigi 16 geeni pohjal, kasutades LG maatriksit. Puu
harudel on ndhtavad toetused on tdlgitavad kui aLRT / Bootstrap vairtus. Vilasktomp-
loomade 1dhim sugulane selle puu pohjal on ameerika kammloom. Harudel, millel toetusi
maérgitud pole, olid need mdlemat testi kasutades maksimaalsed vdi erinesid sellest vihe.
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Joonis 3. — Fiilogeneesipuu 32 taksoni mittemitokondri geenide (12) pdhjal, LG mudeliga.
Vilasktomploomade 1dhimad sugulased selle puu pohjal on lameussid (Platyhelminthes).
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Joonis 4. — Fiilogeneesipuu 32 taksoni 12 (mittemitokondri) geeni pdhjal, LG4X mudeliga,
mis andis praeguse iildtunnustatud loomade elupuuga kdige paremini kooskdlas olevad
tulemused, allikaks eelkdige Halanych (2004). Ka selle puu pohjal on vilasktomploomade
lahimateks sugulasteks lameussid.
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Joonis 5. — Fiilogeneesipuu 32 taksoni 12 (mittemitokondri) geeni pdhjal, EXEHO
segamudel. Vilasktomploomade 1dhimateks sugulasteks positsioneeruvad lameussid.
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Joonis 6. — Fiilogeneesipuu 26 taksoni 12 (mittemitokondri) geeni pdhjal, kust vélja on

arvatud timarusside ja lameusside klaad, kasutatud on LG mudelit. Vilasktomploomade

lahimad sugulased on selle puu pohjal rongussid.
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5. Arutelu

Moistatuslike vilasktomploomade flilogeneesi puudutavad hiipoteesid on seniste
toode pdhjal jagunenud kahte lehte: tegemist on kas sekundaarselt taandarengu 1dbi teinud
kahekiilgsete, ilmselt keerdloomade (Lophotrochozoa) riihma kuuluvate organismidega
(Katayama et al. 1995; Pawlowski et al. 1996; Furuya 2005; Ogino et al. 2010, Petrov et
al. 2010) vai ainuraksete protistide ja hulkraksete loomade vahevormiga, kdigi Metazoa
hulka kuuluvate loomade sosarriihmaga (Czaker 2000; Noto & Endoh 2004; Czaker 2011).
Esimest varianti toetavad molekulaarsete andmetega teostatud fiilogeneetilised analiiiisid,
teist aga morfoloogilised tunnused. Konealused loomad omavad mitmeid tunnuseid, mis
on thised protistidega, niiteks tavapérase ekstratsellulaarse maatriksi puudumine,
torukujulised mitokondrite kristad, ripsmevoru, endotsiitoosi vdime, rakkudevaheline
kommunikatsioon ilma mediaatoraineta (cell-to-cell junctions) ning selgesti eristuvad
sugulise (rombogeense) ja mittesugulise (nematogeense) paljunemise faasid (Noto &
Endoh 2004; Suzuki et al. 2010). Czaker on avaldanud pohjalikke uurimusi nii
vilasktomploomade esktratsellulaarse maatriksi (2000) kui ka spermatogeneesi kohta
(2011), mille tulemustest ldhtuvalt seab ta siigava kahtluse alla, et vilasktomploomad on
evolutsioneerunud hulkraksest organismist ning degenereerunud parasitismi tulemusena.
Ta wvaidles sellele vastu, kuna pole tdestatud, et slinapomorfsed péarishulkraksete
(Eumetazoa), kelle hulka Dicyema geneetiliste analiiiiside pdhjal kuulub, tunnused nagu
ekstratsellulaarse maatriksi olemasolu voi gastrulatsioon voiksid pelgalt parasitistliku
eluviisi tottu kaduda. Spermide ultrastruktuuri ja spermatogeneesi uurides kirjeldas ta seda
kui iidset evolutsioonilist mehhanismi, mille kujunemine ajapikku taandarengu tulemusena
on vihetdendoline (Czaker 2011). Tema uskus parema seletuse olevat Noto ja Endoh
(2004) poolt vilja pakutud nn kiméaérihiipoteesi, mille jérgi on vilasktomploomad protistid,
kes on omandanud oma hulkraksete peremeeste geene horisontaalse geeniiilekande teel.

Kéesolev to6 vottis eesmérgiks koondada kokku koik seni sekveneeritud
vilasktomploomade  (Dicyema) geeniandmed ning  valgujdrjestusi  kasutades
rekonstrueerida nimetatud loomariihma fiilogeneesipuu. Selleks koostati kdikide valkude
geenipuud eraldi ning seejirel, peale kdige informatiivsemate geenid vélja valimist, liideti
need kokku iihisesse liitmaatriksisse, millega teostati suurima tdepidra fiilogeneetilised
analiiiisid erinevaid aminohapete asendusmaatrikseid kasutades — mdlemad metoodilised

votted on tunnustatud kui olulised ja tdepéraseid tulemusi andvad viisid fiilogeneesi
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rekonstrueerimiseks (Philippe et al. 2005a). Ajaliste ja arvutusvéimsuslike kaalutluste tottu
jaid tegemata analiiis CAT mudeliga (Lartillot & Philippe 2004) ning Bayes’i meetodil.
CAT mudel on eelmistest veelgi spetsiifilisem ning seal méaratakse kategooriate arv iga
andmestiku pohjal eraldi. Bayes’i analiitis Markovi ahelate Monte Carlo meetodil on teine
laialdaselt kasutatav alternatiiv suurima tdepéra puude leidmiseks (Larget & Simon 1999).

Teostatud analiitisid andmestikuga, mis sisaldas endas mudelorganisme kokku 12
loomahdimkonnast ning kolme vilisriihma liiki protistide seast, paigutasid
vilasktomploomad tipris iiksmeelselt kahekiilgsete e. kolmelehtsete loomade (Bilateria)
hulka ning tdpsemini algsuuste (Protostomia) hulka. Kahekiilgsete loomade alajaotus
algsuused koondab iildtunnustatult endas omakorda kahte rithma - keerdloomad
(Lophotrochozoa) ning kestloomad (Ectydozoa) (Halanych 2004; Dunn et al. 2008). Kdige
enam kattus seni tunnustatud loomade elupuuga LG4X mudeliga teostatud analiiiis (joonis
4), mis paigutas vilasktomploomad lameusside sosarrithmaks, kusjuures puul joonistusid
laias laastus vilja ka teised Halanych’i poolt vilja kdidud taksonoomilised riihmad, st.
keerdloomade riihmas on lameussid, rongussid ja limused ning kestloomade seas
lillijalgsed (Arthropoda) ja timarussid (Nematoda), sealhulgas peaaegu koikidel harudel on
maksimumildhedased toetused. Teistel fiilogrammidel muutus aga timarusside positsioon,
mis enamasti paigutus lameusside lahedusse (joonised 2, 3, ja 5) arvatavasti tdnu pika haru
kiilgetdmbe ndhtusele.

Varasemast on teada, et lameussid (Platyhelminthes) ja timarussid (Nematoda)
evolutsioneeruvad ligikaudu kaks korda kiiremini kui liljjalgsed voi1 teissuused
(Deuterostomia) (Philippe et al. 2005b), kelle hulka kuuluvad niiteks okasnahksed ja
keelikloomad. Sel pdhjusel on need rithmad pdhjustanud segadust ka varasemates loomade
fiilogeneesi molekulaarsetes uuringutes tdnu pika haru kiilgetdombele ning mitmeid geene
kasutavad analiiiisid on selle artefakti osas eriti tundlikud (Philippe et al. 2005b). Selle
ndhtuse véltimiseks teostatud analiiiisid ilma nimetatud rithmade hulka kuuluvate
taksoniteta aga markimisvadrseid erisusi ei toonud (joonis 6, lisad). Kui koikide
taksonitega analiitiside puhul olid vilasktomploomade 1dhimateks sugulasteks enamasti just
lame — ning tmarussid, siis suguluselt jargmisteks osutusid neil puhkudel rongussid ja
limused. Eemaldades liitmaatriksist koige pikemaid harusid omanud taksonid — lameussid
—, grupeerusid vilasktomploomad kokku pikkuselt jargmiste harude, imarussidega (vt
lisad). Kui aga molemad liitmaatriksist eemaldatud said, osutusid Dicyema’ga ldhimas
suguluses olevateks taksoniteks limused ja rdngussid (joonis 6). Uksnes viimasena

mainitud tulemuse puhul vdib iisna suure kindlusega vilistada pika haru kiilgetdombest
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tulenenud artefakti. Jargmine darmiselt kiirelt evolutsioneeruv liik, mantelloomade
(Tunicata) esindaja Oikopleura dioica (Denoeud et al. 2010) fiilogeneesipuude topoloogiat
ilmselt suurel méédral ei mojutanud, kuna vaatamata oma pikale harule grupeerub see
enamustes analiiisides teise mantellooma Ciona intestinalis’ega, vélja arvatud juhul, kui
liitmaatriksisse olid liidetud ka kiire evolutsiooniga (vt. iilal) mitokondri geenid (joonis 2).

Laias laastus toetasid kéesolevas t00s saadud tulemused eelpool nimetatud
molekulaarsete andmetega tehtud analiilise ning geeniandmed, praegusel juhul
valgujérjestused, ndivad jatkuvalt toetavad neid autoreid, nditeks Katayama jt. (1995),
Winnepenninckx jt. (1998), Stunkard (1954) ning Kobayashi (2009), kes koik pooldasid
vilasktomploomade ekstreemse taandarengu hiipoteesi ning keeldusid uskumast, et nende
lahimateks sugulasteks elupuus on protistid. Fiillogrammi tépsema resolutsiooni tarbeks
oleks tarvis teostada analiiis, mis sisaldaks arvukate algsuuste (Protostomia) hulka
kuuluvate loomade genoomiandmeid, antud t66 pohjal ei ole aga alust vilasktomploomade
lahemate sugulasliikide kohta teoretiseerida. On vdimalik, et Dicyema on ldhemas
suguluses hoopis rongusside ja limuste, mitte lameussidega nagu nditasid seda Suzuki jt.
(2010) inneksiini valkude pohjal. Nimetatud autorid kasutasid oma t66s monevdrra vihem
taksoneid vidhematest hoimkondadest, kuid teadaolevalt Kiirelt evolutsioneeruvatest
liikidest kasutatud kaks lameusside hoimkonda kuuluvat liiki selles uurimuses Dicyema’ga
kokku ei klasterdunud. Edasist uurimist vajab kiisimus, kas inneksiini valk vois tdepoolest
peegeldada vilasktomploomade ja algsuuste hulka kuuluvate organismide pdlvnemist, voi
kujutas nimetatud uurimus siiski vaid iihe geeni polvnemissuhteid. Kéiesolevas t60s ja
siinse taksonite nimekirja puhul ei leitud inneksiini valk aga olevat hea marker, kuna
geenipuus esines liiga palju eristamatuid paralooge, mistdttu seda geeni liitmaatriksisse ei
kaasatud.

Olgugi, et siinsed liitmaatriksid sisaldasid vélisriihma liikidest vaid kolme
ainurakset protisti, ei viidanud ikski geenipuu ega ka Ioplikud liigipuud
vilasktomploomade paigutumisele puu juure ldhedusse. Seetottu ei leidnud toetust ka Noto
ja Endoh’ (2004) kimé&darihiipotees, mis ndeb ette Dicyema ainurakset péritolu. Nende
autorite esitatud hiipotees peab jddma ootama uusi uurimustdid.

Kéesolevas to0s saadud tulemused vihjavad sellele, et vilasktomploomad,
mereselgrootutes elutsevad siseparasiidid, on evolutsiooni tulemusena teinud 1ibi
adrmusliku taandarengu, mis avaldub nende kehaehituses (kodigest kaks rakukihti),
keharakkude arvus (10-40) ning kudede ja organite puuduses ning loomade siisteemis

paiknevad nad kahekiilgsete loomade seas védhemalt algsuuste klaadi, veelgi tidpsem
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kuuluvus jadb siinkohal ammendava vastuseta. Siiski jadvad alles kiisimused lahkhelide
kohta, mida iitlevad iihelt poolt nende parasiitide geenid ja teiselt poolt nende morfoloogia.
Ilmselt saab kindlamaid hiipoteese selle loomariihma fiilogeneesi kohta tdstatada alles

parast nende genoomi tdielikku sekveneerimist.

Kokkuvote

Koigist teadusele tuntud loomahdimkondadest on vaheloomad (Mesozoa) ilmselt
iiks koige enam kiisimusi tekitavaid. Taksonoomiliselt kuuluvad sellesse rithma
vilasktomploomade (Dicyemida) ja voottomploomade (Orthonectida) klassid, kes
kujutavad endast teadaolevalt iihe kdige lihtsama ehitusega, erinevates mereselgrootutes
parasiteerivaid hulkrakseid organisme. Uks paljudest vastuseta kiisimustest nende loomade
kohta puudutab nende evolutsioonilist paritolu, kuna endiselt valitseb suur segadus selle
osas, kes on nende parasiitide esivanemad — on siis nendeks ainuraksed protistid ning
vaheloomad, nagu nende nimigi iitleb, on sillaks evolutsioonis ainurakselt ehitusplaanilt
hulkraksele, v&i hoopis kahekiilgsete (Bilateria) hulka kuuluvad loomad, kes on
adaptiivselt kaotanud enamuse oma chituslikust keerukusest ning taandarenenud koigest
monekiimnest rakust koosnevatest, ilma elundite ja kudedeta olevusteks.

Oma magistritoos uurisin kdiki geenipanka (GenBank) iiles laetud erinevaid
Dicyema perekonna valgujdrjestusi (74), koigepealt iihekaupa ning seejdrel iihte
liitmaatriksisse koondatuna, et rekonstrueerida selle loomarithma pdlvnemissuhteid. Vilja
said wvalitud 31 mudelorganismi mitmetest erinevatest loomahdimkondadest, kelle
genoomide seast otsiti homolooge olemasolevatele vilasktomploomade valgujérjestustele.
Iga geeni kohta koostati eraldi geenipuud, et tuvastada kuivord on eristatavad ortoloogsed
— liigitekkeliselt informatiivsed — jérjestused paraloogsetest, misjdrel valiti vélja parimad
geenid ning teostati suurima tdoepdra (ML) meetodeid kasutades fiilogrammid ndgemaks,
missugusele positisoonile elupuus vilasktomploomad seni teadaolevate geeniandmete
pohjal paigutuvad.

Nagu ka mitmed eelnevad uurimused, nditasid ka minu magistritdos saadud
tulemused, et ilmselt on vilasktomploomade néol tegemist algupédraselt kahekiilgsete,

ilmselt algsuuste (Protostomia) hulka kuuluvate organismidega, kelle ldhimateks
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sugulasteks on nihtavasti keerdloomad, mitte aga ainuraksed protistid. Erinevad
fiillogeneesimudeleid kasutades ja taksonite koosseisu ning geenide arvuga kombineerides
jaid tulemused valdavalt liksmeelseteks. Samuti langes fiillogrammide tildine topoloogia
suures osas kokku praegusel hetkel tildtunnustatud loomade elupuu omaga.
Vilasktomploomade geeniandmed réddgivad seega jitkuvalt seda keelt, et
evolutsiooni tulemusena on vdimalik 1dbida ja nende organismide niitel on ka labitud
darmuslik  degeneratsioon, mis wulatub raku struktuurideni vélja. Néiteks on
ekstratsellulaarse maatriks nende parasiitide puhul sedavdord taandarenenud, et nende
hulkrakne ehitusplaan ei kvalifitseeru enam isegi mitte koeks. Teisest kiiljest on aga
morfoloogilised uuringud viidanud sellise stsenaariumi ddrmisele ebatdendosusele ning
vilja on kiidud alternatiivse vOimalusega, et parasiit on algupédraselt protist, kes on
omandanud hulkraksete peremeesorganismide geene pigem bakterite seas levinud
horisontaalse geeniiilekande teel. Kéiesolevas to0s ei leitud aga iihelgi juhul, et
vilasktomploomad platseeruksid loomade elupuu juure ldhedusse. Voimalik, et alles nende
moistatuslike loomade genoomi tdielik sekveneerimine v3ib aidata 1dhemale selle vastuolu

lahendamiseni.

29



Summary
Phylogeny of Dicyemid mesozoans

Of all the animal phyla known to science, the mesozoans remain one of the most
perplexing and enigmatic. The phylum Mesozoa is comprised of two classes,
Orthonectida and Dicyemida, both of whom are endoparasites of various marine
invertebrates and represent one of the most primitive body plans of all multicellular
animals. One of the numerous unanswered questions regarding these organisms is
concerned with their phylogeny, because to this day it remains unknown who are the
ancestors of these primitive creatures — whether they are unicellular protists, which would
indicate, that mesozoans represent an evolutionary link between uni — and multicellular
bodyplans, or they are higher animals, possibly from the Lophotrochozoan clade who have
secondarily lost most of their structural features such as organs and organ systems up to the
point, where even body tissues cannot be distinguished.

In my Master’s thesis I investigated all of the available protein sequences of
dicyemid mesozoans (74) from the GenBank database, separately at first and then by
concatenating the most informative ones to a single supermatrix, which was then used to
construct phylogenetic trees. Using the sequences of dicyemids as query sequences,
searches from the genomes of 31 model species from various animal phyla were performed
to find homologous protein sequences. Every gene was used to build a maximum
likelihood gene tree, which were then inspected visually to assess the general topology of
the trees and detect, whether orthologous sequences were distinguishable from the
paralogues. Sixteen genes were found to be the most informative ones and they were
concatenated to form a supermatrix, which was used to compute species trees using some
of the best and most up-to-date models currently available.

The results seemed to corroborate those from studies made in the past. According to
molecular data from genomes, the dicyemid mesozoans seem to belong to the bilaterian
clade of animals, probably to the protostomes and their closest living relatives seem to be
the Lophotrochozoans, but not unicellular protists. The results remained mostly consistent

regardless of the evolutionary model or list of taxons that were used, with only minor
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differences in the general topology of trees. Overall, the topology of trees was congruent
with the tree of life, as it is known thus far.

Molecular data continues to tell the story, that the dicyemid mesozoans have most
probably undergone an extreme degradation, from which even the organells of cells have
not escaped. For example, the extracellular matrix of these creatures is structurally so
primitive, that their bodyplan doesn’t even qualify as a tissue. On the other hand,
morphological studies from recent and more distant past have had serious doubts regarding
such a scenario. According to some of them, it is more likely, that dicyemids are a result of
an ancient unicellular animal having incorporated gene fragments from their multicellular
hosts via lateral gene transfer, a hypothesis that didn’t find any support from the analyses
from the current study. It seems, that only the sequencing of the whole genome of the
dicyemid mesozoans might provide a better insight to the phylogeny of these mysterious

animals.
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LISAD

Lisa 1. — Nditeid esmastest geenipuudest.

MP_001028797 .1 Homosapiens
¥P_003203061.1.Gallusgallus
HP_003961670.1 Takifugurubripes]

BAH29740.1 Dicyermajaponicum]
= XP_004227014.1 Cionaintestinalis]
¥P_005091519.1 Aplysiacalifornica)
HP_001633026.1 Mematostellavectensis]
— HP_002158217 1 Hydravulgaris]

HP_004363594 1 Capsasporaowczarzakis T CC30864]
®P_0021080849.1 Trichoplaxadhaerens]
;XP_DDSBBSEMJ Armphimedongueenslandica]

d _+—'>{F'_DD1 749712 .1 Monosigabrevicollish1]

HP_004991040.1 Salpingoecarosetta)
#*P_001607030.1 Masaniavitipennis]

ﬂ_mmsan Drosophilamelanogaster]

— = XP_003380281.1 Trichinellaspiralis]

fNP_SD?%DJ {Caencorhabditiselegans]
HP_001893%86.1 Brugiamalayi]

*P_002593183 .1 Branchiostomafloridae]
EXF‘_TBEDM 1 Strongylocentrotuspurpuratus]
#*P_006823433 .1 Saccoglossuskowalevskil]

0.07

Pildil on ndha Dicyema japonicum’i 60S ribosomaalse L8 valgu (BAH29740.1) esmane
geenipuu peale homoloogide otsimist REFSEQ andmebaasist. Paralooge ei esine ning mitmed
teadaolevalt monofiileetilised liigid klasterduvad kokku — mérk heast geenist.

@ AF_003730365.1 Strongylocentrotuspurpuratus]

pXP_T781517.2 Strongylocentrotuspurpuratus) <:I
pXP_001178717 1 Strongylocentratuspurpuratus]

p AP_003821190.1 Homosapiens
MNP_990844 1.Gallusgallus]

®P_003970036.1 Takifugurubripes]
NP_990847 .1 Gallusgallus]
MNP_001731.2. Homosapiens]
MNP_008019.1 Homosapiens]

XP_006818025.1 Saccoglossuskawalevskii]
®P_006818024 1 Saccoglossuskowalewvskii]

TKP_?BSOBO.3.Strongy\o-:entrotuspurpuratus] <:l

MNP_001161653.1.Saccoglossuskowalevskii]

AP_002593929 .1 Branchiostomafloridae]
4{ AKP_002127141.1 Cionaintestinalis]

XP_003966042.1 Takifugurubripes]
4‘_—(—<—.}(P‘_41 9087|2 Gallusgallus]
NP_008929.2 Homosapiens]
BAH28721.1 Dicyemajaponicum]

—+—~XP7002081 847 1 Drosophilasimulans]

XP_001638030.1 Nematostellavectensis]
AP_002155756 .2 Hydravulgaris]

XP_001638028.1 Nematostellavectensis]

03

Kaéesolev pilt kajastab Dicyema japonicum i valku viitenumbriga BAH29721.1 (calcium binding
protein). Taksonite esindatus otsingu pdhjal oli vdike ning geenipuus esineb mitmeid paralooge,

rohelisel taustal on margitud inimese ja kana paraloogsed jérjestused ning nooltega merisiiliku
(Strongylocentrotus purpuratus) omad.
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Lisa 2. — Tulemuste peatiikist vélja jadnud fiillogrammid.

04 Aplysia_californica

Lottia

Crassostrea

Capitella_teleta

Helobdella_robusta

N Dicyema
Nasonia_vitripennis

Drosophila_melanogaster
Daphnia_pulex

0.91 Ixodes
1— Homo_sapiens
1 Gallus_gallus
1 9'51 Takifugu

e Branchiostoma_floridae

Lr Strongylocentrotus_purpuratus

Saccoglossus_kowalevskii

1 Oikopleura_dioica
l— Ciona_intestinalis

Hydra_vulgaris
Nematostella
Trichoplax_adhaerens
Amphimedon_queenslandica
Mnemiopsis_leidyi

{ Salpingoeca_rosetta
M

onosiga_brevicollis
' Capsaspora_owczarzaki

0,32

0.2

Fiilogeneesipuu 12 mittemitokondri geeni pohjal, kasutades EXEHO mudelit. Vilja on arvatud
Kiiresti evolutsioneeruvad lame — ja timarussid. Harudel mérgitud aLRT toetused.

Lottia
Aplysia_californica
Crassostrea
Capitella_teleta
Helobdella_robusta
Caenorhabditis_elegans
Brugia_malayi
Trichinella_spiralis
N Dicyema
Nasonia_vitripennis
Drosophila_melanogaster
Daphnia_pulex
Ixodes
— 1 Homo_sapiens

ﬂ&allus_gallus

44 Takifugu
71 Oikopleura_dioica

4 L Ciona_intestinalis

23

Branchiostoma_floridae
Strongylocentrotus_purpuratus
Saccoglossus_kowalevskii
85, Nematostella
Hydra_vulgaris
Trichoplax_adhaerens
Amphimedon_queenslandica
Mnemiopsis_leidyi
L: Salpingoeca_rosetta
Monosiga_brevicollis
Capsaspora_owczarzaki

100

100

70

02

Fiilogeneesipuu 12 mittemitokondri geeni pohjal, kasutades LG mudelit. Vilja on arvatud iiksnes
kolm lameusside liiki, harudel on mérgitud Bootstrap toetused.
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Lisa 3. — Analiiiisides kasutatud valgud koos viitenumbritega andmebaasidest.

26S proteasoomi 60 kDa kuumasoki | 60S ribosomaalne | ATP siintaasi B- Branched chain Tsiitokroom C Tsiitokroom C Tsiitokroom C

subithik ATPaas 3 valk valk L8 alaiihik ketoacid oksiidaas alaiihik 1 | oksiidaas alaiihik 2 | oksiidaas alaiihik 3
Dicyema BAH29735.1 BAH29731.1 BAH29740.1 BAF51688.1 BAH29719.1 BAA76310.1 BAA76311.1 BAA76312.1
Homo sapiens NP_002795.2 NP_002147.2 NP_150644.1 NP_001677.2 NP_000047.1 | YP 003024028.1 | YP 003024029.1 | YP_003024032.1
Gallus gallus NP 001026361.1 | NP 0010129341 | NP 001264657.1 | NP_001026562.2 | NP_989988.1 NP_006917.1 YP 272062.1 YP 272065.1
Takifugu rubripes XP_005804260.1 | XP 003961681.1 | XP_003961670.1 | XP_003966558.1 | XP 0039659421 | NP 694917.1 NP _694918.1 | YP 002333212.1°
Branchiostoma floridae XP 0026073221 | XP 002595084.1 | XP_002593183.1 | XP_002595117.1 | XP 0026043181 | NP 007757.1 NP_007758.1 NP_007761.1
Ciona intestinalis XP_002126380.1 | XP_002132071.2 | XP 0042270141 | XP 002128220.1 | XP 002128112.1 | NP _758778.1 NP_758771.1 NP_758774.1
Oikopleura dioica CBY20680.1 CBY33554.1 CBY20665.1 CBY23188.1 CBY33572.1 - - -
i;ﬂ%’;?g:gge”tmt“s XP_782191.3 XP_795205.2 XP 7960011 | NP_001116974.1 | XP_796781.3 NP_006967.1 NP_006969.1 NP_006972.1
Saccoglossus kowalevskii XP 0027372351 | XP 006811178.1 | XP 006823433.1 | NP 001171729.1 | XP 002741809.2 | YP 337795.1 YP 337796.1 YP 337786.1
Drosophila melanogaster XP_002104596.1 NP 511115.2 NP 5247261 | NP 0012590811 | NP _001015354.3 | NP_008278.1 NP_008279.1 NP_008282.1
Nasonia vitripennis XP_001604886.1 | XP 001600045.1 | XP _001607030.1 | NP_001153366.1 | XP 001603426.2 | ACH81747.1 | XP 0034277731 | ACH81732.1
Daphnia pulex EST EFX84424.1 EFX70296.1 EFX90019.1 EFX69339.1 NP_008622.1 NP_008623.1 NP_008626.1
Ixodes scapularis EST XP_002433722.1 EST XP_002413810.1 | XP_002436268.1 | ADO64507.1 EEC02091.1 BAD27246.1°
Caenorhabditis elegans NP_491672.1 NP_497429.1 NP_507940.1 NP_498111.2 NP 4921491 NP_006961.1 NP_006962.1 NP_006959.1
Trichinella spiralis XP 003381696.1 | XP 003371438.1 | XP_003380281.1 | XP 003377089.1 | XP 003372209.1 | NP 077265.1 NP_077266.1 NP_077262.1
Brugia malayi XP_001893780.1 x;ﬁogéfggg%lf XP_001893286.1 | XP 0019006541 | XP_001902756.1 | NP _694905.1 NP_694912.1 NP_694908.1
Aplysia californica XP 0051011131 | XP_005097387.1 | XP_005091519.1 | XP 005107892.1 EST YP_003687.1 YP_003693.1 YP_003698.2
Lottia gigantea ESO86711.1 ESP04304.1 ES098792.1 ESO97145.1 ESO93244.1 ABC00929.1 ABC00931.1 °
Crassostrea gigas EKC24037.1 EKC31862.1 EST EKC39411.1 EKC31869.1 NP 037555.1 | YP 002860225.1° | NP 037544.2
Capitella teleta ELU02365.1 ELU10444.1 ELU14121.1 ELU15461.1 ELT94594.1] ELU09662.1 ELU14412.1
Helobdella robusta ESO12444.1 ESN93528.1 ES004213.1 ESO04728.1 ES007175.1 AAF31686.1 AAF31687.1 AAF31689.1
Schistosoma japonicum CAX69992.1 POV | caxssoaal CAX75390.1 : NP_066203.3 | NP_066204.2 .
Echinococcus granulosus EUB62119.1 EUB62115.1 CDJ22587.1 CDJ15820.1 - YP_626540.1 AAK51686.1 -
Schmidtea mediterranea - EST EST EST - YP 0085924281 | YP 008592434.1 | YP 008592431.1
Nematostella vectensis XP 001629565.1 | XP 001641093.1 | XP 001633026.1 | XP 001626437.1 | XP 001621337.1 | ABG02350.12 ABG02345.1 2 ACY92285.1
Hydra vulgaris XP_002164973.2 | XP_002162506.2 | XP_002158217.1 | XP_002156597.1 | XP_002154798.2 | YP 002221538.1 | YP 002221526.1 | YP 002221529.1
Trichoplax adhaerens XP_002108727.1 | XP_002110795.1 | XP_002108089.1 - XP_002112870.1 | YP 654082.2 YP 654096.1 YP 654092.1

Amphimedon
gueenslandica

XP_003386739.1

XP_003386088.1

XP_003385674.1

XP_003383663.1

YP_001031199.1

YP_001031203.1

YP_001031206.1

Mnemiopsis leidyi

ML45833a

ML14595a

ML148534a

ML14779a

YP_004927433.1

YP_004927436.1

YP_004927434.1

XP_001743290.1

Monosiga brevicollis XP_001749127.1 | XP_001747265.1 | XP_001749712.1 | XP_001745468.1 NP_696984.1 NP_696983.1 NP_696991.1
Salpingoeca rosetta XP_004994078.1 | XP_004989568.1 | XP 004991040.1 | XP_004998598.1 | XP_004994095.1 - - -
Capsaspora owczarzaki XP_004347471.1 | XP_004348791.1 | XP_004363594.1 | XP_004364696.1 | XP 004365509.1 | AGE93633.1 AGE93599.1 AGE93637.1

! Lottia digitalis; ?Nematostella sp. JVK-2006; ® Crassostrea sikamea; * Takifugu chinensis; ® Ixodes uriae
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succinate-CoA

. . solute carrier family ligase GDP " F-actin capping _ . ..NADH .
Ribosoomi valk L4 35 member B1 forming alpha Tektiin B protein beta Kuumasoki valk 90 NAD kinaas dehudr?g§naa51
. subiihik I
subunit

Dicyema BAH29739.1 BAH29743.1 BAH29745.1 BAF46877.1 BAH29715.1 BAJ09736.1 BAH29718.1 BAAB9225.1
Homo sapiens BAF84548.1 NP_005818.2 NP_003840.2 NP 0552812 | NP_001193469.1 | NP _001017963.2 | XP_006710900.1 | YP _003024026.1
Gallus gallus CAG32462.1 NP_989845.1 NP_001012910.1 | XP_417774.3 NP_990768.1 CAA30251.1 | NP 0010260411 | YP_272059.1
Takifugu rubripes XP_003967498.1 | XP 003964980.1 | XP 003978749.1 | XP 003969284.1 | XP 0039732721 | XP 003971590.1 | XP 003962996.1 | YP_002333206.1 *
Branchiostoma floridae EEN48416.1 XP_002610890.1 | XP 0026104741 | EENA47802.1 | XP 002587386.1 | EENG9500.1 | XP 002590542.1 | NP_007768.1
Ciona intestinalis XP 0021235351 | XP 0021257711 | XP 0021232951 | BAB86299.1 | NP_001265882.1 EST XP_002131025.1 | NP _758775.2
Oikopleura dioica CBY22774.1 CBY35246.1 CBY13957.1 CBY34856.1 CBY20438.1 CBY42300.1 CBY14090.1 -
gg&%gé’en"ows XP_783473.1 XP_783979.2 XP_786544.2 AAA19672.1 XP_784706.3 | XP_003725294.1 | NP_001154910.1 & NP_006965.1
Saccoglossus kowalevskii | XP 0027311711 | XP 006822267.1 | XP 002738240.1 | XP 002734332.1 | XP 0027377021 | ADB224231 | XP 002739588.2 | YP 337794.1
Drosophila melanogaster NP_524538.2 NP_001097853.1 NP_523905.2 AGB93680.1 NP_477005.1 AGB94057.1 NP_788345.1 NP_008289.1
Nasonia vitripennis XP_001608023.1 | XP_001602973.2 EST XP_001599600.1 | XP_001607231.2 | XP 001601130.L | XP 003426645.1 | ACH81724.1
Daphnia pulex EFX90287.1 EFX80445.1 EFX76555.1 - EFX79807.1 EFX66769.1 EFX83515.1 NP_008633.1
Ixodes scapularis EEC09512.1 EST XP_002399517.1 - - EEC18473.1 | XP 002405188.1 | XP 002408505.1
Caenorhabditis elegans CCD61249.1 NP_499652.1 NP_510450.1 - NP_496336.1 CAA99793.1 - NP_006955.1
Trichinella spiralis EFV57444.1 XP_003376491.1 EST - XP 0033818111 | EFV55915.1 - NP_077267.1
Brugia malayi EDP36835.1 XP_001893203.1 | XP 001891596.1 - EDP29326.1 - NP_694910.1
Aplysia californica XP_005092499.1 | XP 005107108.1 | XP 005089238.1 | XP 005098540.1 | XP 005109584.1 | XP_005102885.1 | XP 005110892.1 | YP_003690.1
Lottia gigantea ESO88181.1 ES0O86832.1 ES090357.1 ES088252.1 ES089924.1 ES093506.1 ES099523.1 ABC00940.1 *
Crassostrea gigas EKC20167.1 EKC38822.1 EKC28150.1 EKC18085.1 EKC25687.1 EKC35723.1 NP_037553.2
Capitella teleta ELT95434.1 ELT90500.1 ELU05330.1 ELU06439.1 ELU08402.1 ELU10916.1 ELU07131.1 EST
Helobdella robusta ESO06800.1 ESN96954.1 ESN93286.1 ESN89890.1 ESN95613.1 ESN92065.1 ESO12411.1 AAF31683.1
Schistosoma japonicum CAX76049.1 CAX73287.1 AAX27280.2 CAX73548.1 AAW24916.1 AAW27650.1 CCD75243.1 NP_066201.2
Echinococcus granulosus CDJ16888.1 CDJ16512.1 EUB56696.1 EUB56753.1 CDJ16027.1 EUB54574.1 o YP_626538.1
Schmidtea mediterranea EST AFJ124854.1 EST - - EST EST YP 0085924331
Nematostella vectensis EDO31005.1 XP_001641157.1 | XP 0016273841 | EDO37357.1 | XP_001636999.1 | EDO48626.1 | XP 001637014.1 | ABG02342.1°
Hydra vulgaris XP 0021571511 | XP_002164891.1 | XP 002160938.2 | XP 002158675.2 | XP_002164225.1 | XP_002165028.1 | XP_002162934.2 | YP 002221535.1
Trichoplax adhaerens EDV24148.1 XP_002110189.1 | XP_002117441.1 - XP_002113373.1 | EDV23651.1 | XP 002113841.1 | YP 654086.1
Amphimedon queenslandica| XP 003383564.1 | XP 003387536.1 | XP_003383961.1 | XP 003384329.1 | XP 003387876.L | XP 003385057.1 - YP_001031200.1
Mnemiopsis leidyi MLO07395a MLO07399a MLO061710a ML305512a ML271531a ML04011a ML11533a YP_004927441.1
Monosiga brevicollis EDQ92202.1 XP_001748173.1. | XP 001744918.1 - XP 0017483211 | EDQ90925.1 | XP 001749889.1 | NP 696969.1
Salpingoeca rosetta EGD72881.1 XP_004992370.1 | XP_004995026.1 | EGD81899.1 | XP_004992296.1 | EGD81432.1 | XP_004997035.1 -
Capsaspora owczarzaki EFW40343.1 - XP_004347867.1 - XP_004365828.1 | EFW45500.1 | XP_004347505.1 | AGE93625.1

! Lottia digitalis; *Nematostella sp. JVK-2006; ® Crassostrea sikamea; * Takifugu chinensis; ® Ixodes uriae
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Lisa 4. — Taksonite ladinakeelsete nimede eestikeelsed vasted.

Dicyemida/Dicyema — vilasktomploomad

Homo sapiens — inimene

Gallus gallus — kana

Takifugu rubripes/Takifugu — pruun kaljuhammas, perek. kaljuhammas

Branchiostoma floridae — perek. siistikkala esindaja

Ciona intestinalis — meritupp hdimkonnast mantelloomad

Oikopleura dioica — hoimkonna mantelloomad teine esindaja, eestikeelne vaste puudub
Strongylocentrotus purpuratus — merisiilik

Saccoglossus kowalevskii — uss tirgkeelikloomade hdimkonnast, eestikeelne vaste puudub
Drosophila melanogaster — dddikakarbes

Nasonia vitripennis — kiletiivaliste seltsi, nukukireslaste sugukonda kuuluva perekonna esindaja
Daphnia pulex — vesikirp

Ixodes scapularis/Ixodes — puuk, perek. puuk

Caenorhabditis elegans — varbuss

Trichinella spiralis — seakeeritsuss

Brugia malayi — nematood, eestikeelne vaste puudub

Aplysia californica — merijénes (tigu)

Lottia gigantea/Lottia — meritigu

Crassostrea gigas/Crassostrea — suur hiidauster

Capitella teleta — hulkharjasuss hdimkonnast rdngussid

Helobdella robusta — kaan sugukonnast lamekaanlased

Schistosoma japonicum — vereimiuss

Echinococcus granulosus — pdistang-paeluss

Schmidtea mediterranea — lameuss, eestikeelne vaste puudub

Nematostella vectensis/Nematostella — meriroos

Hydra vulgaris — hiidraloom

Trichoplax adhearens — naastloom

Amphimedon queenslandica — eestikeelse vasteta kdsn périskdsnade klassist

Mnemiopsis leidyi — ameerika kammloom

Monosiga brevicollis, Salpingoeca rosetta, Capsaspora owczarzaki — protistid, eestikeelne vaste

puudub
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