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REsum

Una qiiestio fonamental en biologia és com la multiplicitat de comporta-
ments cel-lulars especialitzats observats en un organisme multicel-lular esta codi-
ficada per una tnica seqiiencia del genoma, aixi com quins mecanismes de regu-
lacié génica orquestren el desplegament i el manteniment espaciotemporal
d’aquests programes cel-lulars. Décades d’analisis genetiques i, més recentment,
genomiques han identificat multiples nivells de regulacid, inclosos components
moleculars especifics i les seves interaccions. Aquesta regulacio, en ultima ins-
tancia, dona lloc a perfils d’expressié génica especifics que defineixen la coopera-
ci6 cel-lular a nivell de teixit i organisme sencer. Tanmateix, la diversitat i la
dinamica evolutiva dels tipus cel-lulars romanen practicament inexplorades més
enlla d’alguns teixits seleccionats en unes poques espécies, i igualment ignorem
quines son les xarxes reguladores de gens que els defineixen. De la mateixa
manera, se sap poc sobre I'aparici6 dels mecanismes reguladors del genoma que
donen suport a programes cel-lulars especifics i que suporten la memoria del 1li-
natge cel-lular, per exemple, la compartimentacio espacial del genoma i les modi-
ficacions de la cromatina. L’arribada de meétodes epigenomics i transcriptomics
avancats, fins i tot amb resolucié d’una sola cel-lula, i amplia aplicabilitat
d’aquestes tecniques a diversos sistemes evita la necessitat d‘obtenir poblacions
cel-lulars homogenies mitjangant el cultiu o disseccié de determinats teixits o
tipus de cel-lules. Aixo obre el cami a I'analisi comparativa de la diferenciacié cel-
lular en espécies i fases ontogenétiques que abasten una amplitud filogenetica
sense precedents i que representen diversos nivells de complexitat biologica, que
van des de dinamiques de diferenciacié temporal en organismes unicel-lulars i
comportaments multicel-lulars simples (com en alguns protistes), passant per
conjunts de tipus cel-lulars poc integrats i limitadament diversificats (com en els
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animals basals), fins a organismes amb teixits i morfologia complexes (com en
els animals bilaterals). L’enfocament comparatiu, a través del prisma de la teoria
de I'evoluci6 i recolzat per un marc filogenétic robust, ens pot oferir una visié de
gran abast sobre els principis fonamentals que regeixen els sistemes biologics cel-
lulars i els mecanismes moleculars associats de regulaci6 del genoma.

1. LA REVOLUCIO DE LA GENOMICA FUNCIONAL: DE LA SEQUENCIA
DEL GENOMA A LA REGULACIO GENICA

El primer genoma eucariota seqiienciat fou el del llevat Saccharomyces cere-
visiae el 1996 (Goffeau et al., 1996), al qual aviat van seguir els assemblatges de
genoma inicial de les dues principals espécies model animals: el nematode Cae-
norhabidits elegans el 1998 (Consortium, 1998) i I'artropode Drosophila melano-
gaster el 2000 (Adams et al., 2000). La primera versié del genoma huma va arri-
bar només un any més tard, el 2001 (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001).
Aquests genomes van inaugurar dues décades d’expansi6 taxonomica progres-
siva en la seqlienciaci6 del genoma (Dunn i Ryan, 2015), tot i que amb forts biai-
xos taxonomics (Del Campo et al., 2014). Un bon exemple d’aquests esforgos va
ser la seqlienciacio, per part del Joint Genome Institute (JGI), dels primers repre-
sentants de llinatges animals basals: I'esponja Amphimedon queenslandica (Srivas-
tava et al., 2010), el cnidari Nematostella vectensis (Putnam et al., 2007) i el placo-
zou Trichoplax adhaerens (Srivastava et al., 2008). Aquesta abundancia de genomes
va permetre que la genomica comparada prosperés, la qual cosa va proporcionar
informacio sobre els processos microevolutius (variacié genética, estructura pobla-
cional, etc.) i macroevolutius (evolucié de families géniques, origen de nous gens,
esdeveniments de transferencia de gens horitzontals, sinténia genica, blocs cromo-
somics conservats, i molt més). No només aixo, sin6é que la seqiienciacié del
genoma va transformar completament la nostra comprensié de les relacions filoge-
netiques entre els llinatges animals. Aixo va ser gracies a les analisis filogenomi-
ques que van sorgir de la ma del desenvolupament de nous algorismes i models
de reconstrucci6 filogeneética (Kapli et al., 2020; Lartillot et al., 2007; Schrempf
et al., 2019).

La seqiienciaci6 del genoma a través dels eucariotes s’ha accelerat recentment
amb el llancament d’iniciatives de seqiienciacié del genoma de la biodiversitat a
gran escala (Blaxter et al., 2022; Lawniczak et al., 2022; Lewin et al., 2022), com
I'Earth Biogenome Project i el Darwin Tree of Life (que té com a objectiu seqiien-
ciar totes les especies eucariotes del Regne Unit). Com a part d’aquest esforg global,
i amb objectius i estandards similars, el projecte Biogenoma Catala també ha ini-
ciat recentment la seqiienciacié d’espécies eucariotes dels territoris catalans
(https://www.biogenoma.cat/). D’aquestes iniciatives no només se n’espera una
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expansio quantitativa i filogeneética dels genomes disponibles, sind que la qualitat
dels genomes d’aquesta nova generacid és incomparablement millor que la dels
genomes de fa 5 010 anys. De fet, 'arribada dels metodes de seqiienciaci6 de lec-
tura llarga (per exemple, Oxford Nanopore) permet ara resoldre amb precisio regi-
ons altament repetitives i, juntament amb els métodes de mapeig de contactes cro-
mosomics (vegeu més avall), permeten assemblatges a escala cromosomica, fins i
tot de telomer a telomer (Manuel et al., 2020; Nurk et al., 2022). Métodes de geno-
mica funcional addicionals, com la seqiienciacié de transcrits sencers o de 'extrem
5’ de I'RNA, han permés progressar de manera important en el repte més gran que,
sens dubte, encara presenta la seqiienciaci6 del genoma: la prediccié de models
genics (llocs d’inici i final de transcripcid, regions no traduides, regié codificant,
isoformes alternatives, etc.).

Tot i que estem produint genomes a un ritme sense precedents, la nostra
comprensio de com «funcionen» aquests genomes encara és extremadament
limitada. Per exemple, on i com s’emmagatzema la informaci6 reguladora dels
gens? Els mecanismes de regulacié géenica séon comuns a tots els animals i altres
eucariotes? Quin tipus de circuits reguladors subjauen a la diversitat de teixits i
tipus cel-lulars observats en els animals? En realitat, sabem molt sobre aixo per
a unes poques especies (de nou, C. elegans, Drosophila i humans). Pocs anys
després de la finalitzacio d’aquests genomes, projectes a gran escala com
ENCODE, Blueprint i modENCODE van establir el cataleg dels RNA transcrits
i de la distribuci6 a tot el genoma de seqiiencies reguladores i modificacions de
la cromatina (per exemple, modificacions posttraduccionals de les histones
que s’associen a determinats estats transcripcionals, com I'activacio i la repres-
sid). Aquests projectes van provocar una certa controversia, atés que se’ls acu-
sava de constituir una cerca panglossiana per definir una funcié6 per a cadas-
cuna de les bases del genoma mitjancant assaigs bioquimics, ignorant
completament la possibilitat de seqiiencies de DNA no adaptatives (Graur
et al., 2013). Pero més enlla d’aquestes consideracions, aquestes iniciatives van
crear el context per al desenvolupament d’un impressionant conjunt d’eines de
genomica funcional: transcripcid i transcripcié naixent (per exemple, GRO-seq
i CAGE- seq), cromatina accessible (p. ex., DNase-seq i ATAC-seq), modifica-
cions i variants d’histones (ChIP-seq i les seves variants), metilacio del DNA
(p-ex., bisulfite sequencing) i contactes cromosomics (HiC i les seves variants).
Més recentment, molts d’aquests meétodes han esdevingut single-cell: ara
podem mesurar aquestes caracteristiques amb alta precisié en ceél-lules indivi-
duals, i aixo ha obert el cami per entendre la diversitat i la regulacié cel-lular
amb una resolucié sense precedents (com veurem a continuacid). El més
important per al focus d’aquest assaig és que aquestes metodologies son aptes
per a especies no model. Aixi doncs, per primer cop es donen les condicions
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per iniciar un estudi comparatiu de la funcié del genoma. Aquesta genomica
reguladora comparada hauria de revelar la diversitat, 'evolucio i els principis
compartits de regulaci6 génica, programes d’identitat cel-lular, mecanismes de
la cromatina, etc. d'una manera analoga al progrés que permet la seqiienciacié
genomica en la comprensié de I'organitzacié i I'evolucié del genoma.

2. LA REGULACIO DEL GENOMA I L’ORIGEN DE LA MULTICELLULARITAT
I LA DIFERENCIACIO CELLULAR

Una qiiesti6 central en biologia evolutiva és com es va originar la multicel-
lularitat animal i la diferenciaci6 cel-lular espacial (Brunet i King, 2017; Sebé-
Pedros et al., 2017). Els diferents tipus cel-lulars accedeixen a diferents combina-
cions d’elements genetics (gens i seqiiéncies reguladores en cis) i aquest procés
dona lloc a programes transcripcionals tnics i estables que defineixen el fenotip
cellular. Els programes de tipus cel-lular s'implementen mitjancant factors de
transcripci6 (TF) que s’'uneixen a elements reguladors en cis i també per I'accié
mecanismes epigenomics. Junts, estableixen i mantenen la identitat cel-lular,
alhora que sovint també reprimeixen els destins cel-lulars alternatius. Multiples
mecanismes epigenomics participen en aquesta interpretacié genomica especi-
fica i els estudis en vertebrats, Drosophila i C. elegans han revelat temes comuns
en la regulacié del genoma entre animals bilaterals. Per exemple, I'ts combina-
tori generalitzat d’elements potenciadors (enhancers) distals per controlar I'ex-
pressid genica, o I'existéncia d’estats transcripcionals definits per marques
d’histones conservades (Bonev and Cavalli, 2016; Ernst et al., 2011; Filion et al.,
2010; Ho et al., 2014; Kvon et al., 2014). Una altre nivell regulador important és
el plegament i compartimentacié espacial del genoma, tot i que encara no s’ha
explorat més enlla d’un grapat d’espécies (Bonev i Cavalli, 2016; Crane et al.,
2015; Rao et al., 2014; Sexton et al., 2012). A més, les analisis genomiques com-
paratives han demostrat que la innovacié genica a 'origen dels animals va ser
menys extensa del que es pensava (Brunet i King, 2017; Richter et al., 2018; Sebé-
Pedrés et al., 2017; Suga et al., 2013). Aixo va conduir a la hipotesi que una inno-
vacié animal important va ser la capacitat de corregular aquests gens en multi-
ples combinacions, donant lloc a I'especialitzacié cel-lular espacial.

En particular, s’ha suggerit que tres mecanismes epigenomics especifics son
clau per a la diferenciacio estable de tipus cel-lulars: (i) la compartimentacié espa-
cial del genoma (Sebé-Pedrds et al., 2017; Tanay i Cavalli, 2013), ja que permet
lorganitzacié modular de regions del genoma que es regulen de manera indepen-
dent; (i) les regions heterocromatiques associades a marques d’histones repressi-
ves (Reinberg i Vales, 2018), ja que mantenen parts del genoma inaccessibles a la
cellula i estabilitzen/restringeixen el llinatge cel-lular; i (iii) 'aparici6 de la
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regulaci6 génica combinatoria per elements distals (en contraposicio a la regulacié
per elements promotors proximals predominant en eucariotes unicel-lulars (Sebé-
Pedros et al., 2016; Tunnacliffe ef al., 2018)), que permet elaborar patrons d’ex-
pressio genica espaciotemporals (Gaiti et al., 2017; Sebé-Pedr6s et al., 2017, 2018a).

(i) Arquitectura fisica de la cromatina. Els genomes d’animals bilaterals
estudiats fins ara s’organitzen en territoris estructurals de cromatina, com ara
dominis associats topologicament (TAD) (Bonev i Cavalli, 2016; Dixon et al.,
2012; Nora et al., 2012; Sexton et al., 2012). Aquests dominis fisics de cromatina
restringeixen la freqiiéncia de contactes dels elements reguladors distals amb els
promotors, definint aixi els paisatges reguladors dels gens. Els recents mapes de
contacte de cromatina d’alta resoluci6 a Drosophila han revelat I'existéncia de dos
elements estructurals diferents en el genoma: elements aillants (insulators, que
defineixen els limits de contactes creuats de dominis limitats) i elements d’anco-
ratge (tethering elements, que faciliten el plegament de la cromatina per associar
promotors amb altres promotors o amb enhancers) (Batut et al., 2022; Levo et al.,
2022). La discretitzacié del genoma en dominis estructurals permet I'existéncia
de blocs reguladors autonoms, amb caracteristiques de cromatina prevalents
similars (per exemple, TAD actius o repressius) i dins dels quals es produeixen
preferentment les interaccions reguladores (Dixon et al., 2016; Tanay i Cavalli,
2013). La proteina CTCF es considera un factor essencial per a la formaci6 de
TAD i plegaments de la cromatina (loops), per tant, 'origen del CTCF a 'ances-
tre comu de tots els animals bilaterals podria estar relacionat amb una comparti-
mentacio estructural del genoma especifica d’aquests organismes. Pero per con-
tra, proteines estructurals alternatives podrien estar actuant en la formacio
d’estructures de la cromatina en altres organismes. Aixi, desxifrar i comparar les
arquitectures del genoma tridimensional d’animals diversos (particularment,
dels animals no bilaterals, com esponges i cnidaris) sera clau per resoldre el vin-
cle evolutiu, si n’hi ha, entre I'origen de la multicel-lularitat animal i I'aparicié de
mecanismes especifics per a la compartimentacio i el plegament del genoma.

(ii) Heterocromatina. Una altra caracteristica conservada entre els animals
és 'existencia d’estats transcripcionals definits per modificacions similars de la
cromatina (Ho et al., 2014; Schwaiger et al., 2014; Sebé-Pedros et al., 2016). Per
exemple, les marques d’histona que defineixen gens transcripcionalment actius
es conserven en diversos eucariotes no metazous, com ara H3K4me3 i H3K27ac
als promotors i H3K36me3 als gens. Aixo suggereix que séon marques regulado-
res antigues i compartides en tots els eucariotes, tot i que ignorem si es conserven
els mecanismes de lectura/escriptura/esborrat d’aquestes marques. En canvi, se
sap menys sobre la conservacié de regions heterocromatiques mitjangant mar-
ques d’histona repressives com H3K9me2/3 (constitutiva) i H3K27me3 (faculta-
tiva), encara que aquestes marques també es troben en eucariotes no metazous
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(Grau-Bové et al., 2022). S’ha plantejat la hipotesi que 'existencia de dominis
heterocromatics és important per a 'aparici6 de la multicel-lularitat diferenciada
(Reinberg i Vales, 2018). Els dominis heterocromatics mantenen parts del
genoma inaccessibles a la cel-lula, la qual cosa ajudaria a restringir el llinatge cel-
lular i estabilitzar la identitat cel-lular. Pero ignorem quina és la distribucié a tot
el genoma dels diferents tipus d’heterocromatina en la majoria de llinatges ani-
mals i, el que és més important, quins mecanismes especifics (enzims modifica-
dors, proteines d’unio, etc.) medien la funcié de I'heterocromatina. Per tant, és
necessaria una millor comprensié de la funci6 de ’heterocromatina en diferents
espécies per provar fins a quin punt representa una novetat evolutiva.

Un paper repressiu similar esta mediat per la metilacié del DNA, tal i com
s’observa en els vertebrats. Pero aquesta modificacié mostra una preséncia/absen-
cia filogenetica discontinua en metazous i diferéncies importants en la seva abun-
dancia i distribuci6 a tot el genoma (Mendoza et al., 2020). Molts invertebrats pre-
senten la metilacié dels gens associada a la transcripcid activa (se sap que hi ha una
connexi6 directa entra aquesta metilacié de les regions codificants dels gens i la
marca d’histona H3K36me3), aixi com la metilacié d’elements repetitius silenciats
(un patr6 de vegades anomenat metilacié «mosaic»). En canvi, diversos animals
—incloent-hi el C. elegans— han perdut completament la metilacié del DNA (i
aixo va generalment acompanyat de I'abséncia dels enzims de metilaci6 DNMT1/3
codificats en els seus genomes) (Mendoza et al., 2020). Un cas extrem entre els
metazous és el dels vertebrats, que tenen nivells elevats de metilaci6 a tot el genoma
—només les regions reguladores actives/accessibles estan desproveides de metila-
cié. Curiosament, un estudi recent ha demostrat que aquest patrd de metilacié
generalitzat també es troba a I'esponja Amphimedon queenslandica, probablement
com a resultat d’'una evoluci6 convergent de la hipermetilacié (Mendoza et al.,
2019). En resum, mentre que diverses modificacions de la cromatina i la seva dis-
tribuci6 a tot el genoma semblen conservades entre els animals, en la majoria dels
casos ignorem si els mecanismes d’escriptura/esborrat i la lectura/interpretacioé
d’aquestes marques reguladores estan també conservades.

(iii) Elements reguladors distals. Els factors de transcripcié (TF) s'uneixen a
seqliéncies curtes i especifiques situades en els promotors dels gens i, almenys en
animals bilaterals, als elements potenciadors distals (també coneguts com
enhancers). Els enhancers sén grups de llocs d’'unié de TF amb caracteristiques
especifiques de cromatina, com ara una depleci6 de nucleosomes (son el que
s’anomena llocs de cromatina «oberts») i marques d’histona particulars
(H3K4mel i H3K27ac) als nucleosomes flanquejants (Andersson et al., 2014;
Coreces et al., 2016; Heintzman et al., 2009; Rada-Iglesias et al., 2011; Thurman
et al., 2012). La preseéncia de p300, una acetiltransferasa d’histones especifica
d’animals i els seus parents unicel-lulars més propers (Sebé-Pedros et al., 2011),
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també s’ha utilitzat per predir les regions potenciadores i la seva activitat (Visel
et al., 2009). Els metodes per identificar i validar regions reguladores i provar les
seves funcions han demostrat que, en animals bilaterals, la majoria d’aquests ele-
ments son distals (desenes i fins i tot centenars de kilobases) respecte als promo-
tors de gens que regulen i que actuen mitjancant el plegament fisic de la croma-
tina (Deng et al., 2012; Jin et al., 2013; Shlyueva et al., 2014). Els enhancers
generalment resideixen en regions intergéniques i, en genomes més compactes,
en introns, sovint de gens veins d’aquells regulats pels enhancers. El nombre esti-
mat d’enhancers és de I'ordre de milers en Drosophila (Kvon et al., 2014) i de
desenes de milers en humans (Andersson et al., 2014). A més, a Drosophila la
gran majoria dels enhancers mostren una activitat espacial i temporal molt res-
tringida durant el desenvolupament (Bonn et al., 2012; Kvon et al., 2014), cosa
que destaca la importancia dels enhancers en 'orquestracié d’estats reguladors
complexos. Una altra caracteristica definitoria dels enhancers (Schwarzer i Spitz,
2014) és que sovint actuen de forma combinada sobre el mateix gen, particular-
ment en el cas dels gens del desenvolupament (Ernst et al., 2011; Levine, 2010).

Tot i que la dinamica evolutiva dels enhancers s’ha estudiat ampliament en
alguns bilaterals (Villar et al., 2015), I'existéncia d’aquests elements reguladors
en altres llinatges de metazous o premetazous era fins fa poc un misteri. Un
indici indirecte de la possible existencia d’una regulacié distal en tots els meta-
zous és la profunda conservacié evolutiva dels blocs de gens microsinteétics (Iri-
mia et al., 2012, 2013). Aquests blocs comprenen un gen (normalment un gen del
desenvolupament, com ara una proteina de senyalitzacié o TF) que esta vinculat
a un altre gen vei no relacionat funcionalment. Aquest vincle es deu probable-
ment a la preséncia d’elements reguladors en el gen «espectador». Curiosament,
aquests blocs no estan presents en els parents unicel-lulars dels animals (Irimia
et al., 2012), cosa que suggereix que la regulaci6 distal va evolucionar a I'ancestre
comu dels metazous. La primera evidencia experimental directa de la preséncia
d’enhancers més enlla dels animals bilaterals prové de I'estudi del cnidari model
Nematostella vectensis (Schwaiger et al., 2014). En aquest estudi es van predir
aproximadament 6.000 enhancers a Nematostella, que mostraven signatures de
cromatina similars (H3K4mel, K3K27ac i presencia de p300) a les dels enhancers
bilaterals. Confirmant aquestes prediccions, 12 d’aquests elements potenciadors
de Nematostella van mostrar activitat activadora de la transcripcié en assajos in
vivo. A més, es va trobar que els enhancers de Nematostella estaven especialment
enriquits prop de TF, cosa que suggereix I'existéncia de xarxes reguladores com-
plexes en Nematostella. El que encara es desconeix, pero, és si aquests potencia-
dors de Nematostella funcionen mitjancant un plegament de la cromatina o per
mecanismes de proximitat sense bucle. Aixo ultim se suggereix per 'absencia de
CTCF, una proteina clau per al bucle de cromatina, a Nematostella i altres
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animals no bilaterals (Heger et al., 2012). No obstant aixo, un mecanisme de pro-
ximitat sense plegament és incompatible amb la manca de dependencia de I'acti-
vitat potenciadora de I'orientaci6 de I'enhancer o de la posici6 relativa al promo-
tor en els assajos de in vivo (Schwaiger et al., 2014). A més, recentment s’ha
demostrat que diverses proteines estructurals, perd no CTCF, s’associen amb
bucles de cromatina enhancer-promotor a Drosophila (Cubefias-Potts et al., 2016;
Eagen et al., 2017). Per tant, és possible que es produeixi un bucle potenciador-
promotor a Nematostella, fins i tot en absencia de CTCF, amb un bucle mediat
en canvi per la cohesina i/o altres proteines estructurals. Més recentment, s’han
trobat enhancers en altres llinatges animals, com ara esponges i ctenofors (Gaiti
et al., 2017; Sebé-Pedros et al., 2018b). En canvi, en els parents unicel-lulars més
propers dels animals no s’han trobat, de moment, evidencies de I'existencia d’en-
hancers (Sebé-Pedrds et al., 2016), cosa que suggereix que la regulacié génica per
elements reguladors distals és una innovacié animal. Els enhancers permetrien no
només codificar informaci6 reguladora addicional (a banda del promotor proxi-
mal del gen), sin¢ utilitzar-la de manera modular mitjangant I'as de diferents com-
binacions d’aquests elements enhancers, que donen lloc a patrons d’expressio
genica complexos en el temps i en I'espai. Val la pena assenyalar que, entre els
eucariotes no metazous, també s’han identificat elements reguladors distals en
diverses espeécies de plantes (Lu et al., 2019; Ricci et al., 2019) que suggereixen
I'origen convergent dels enhancers en les plantes i reforga I'associacié entre la
regulaci6 distal i 'existéncia de multicel-lularitat diferenciada.

3. ELS TIPUS CELLULARS SON ELS ELEMENTS FONAMENTALS DE LA
MULTICELLULARITAT ANIMAL

Les cel-lules especialitzades representen el nivell fonamental d’organitzacio dels
organismes multicel-lulars (Arendt, 2008). Les regularitats morfologiques i molecu-
lars observades a les cel-lules animals (fibres musculars, cel-lules granulars, neuro-
nes, etc.) van inspirar en el passat analogies amb la diversitat d’organismes i la seva
associacio jerarquica en diferents taxons (espécies, families, etc.). Aquesta analogia
suggereix que la taxonomia cel-lular es podria desenvolupar seguint principis simi-
lars als subjacents a la classificaci6 linneana: discrecid, reproductibilitat i jerarquia.
De fet, podem caracteritzar un tipus cel-lular com una entitat discreta, amb propie-
tats morfologiques i funcionals tniques. I podem requerir que un tipus de cel-lula
sigui reproduible, és a dir, que sorgeixi de manera estable a través de generacions
mitjangant el desenvolupament embrionari. No obstant aixo, la naturalesa jerar-
quica dels tipus cel-lulars i la naturalesa discreta de la seva classificacio segueixen
sent més elusives: clarament 'ontogenia i els llinatges cel-lulars dins dels organismes
son les principals forces organitzadores dels tipus cel-lulars, pero aquests es
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remodelen continuament per la plasticitat i la pleiotropia de les xarxes géniques a
través dels teixits. Ates que els tipus cel-lulars son blocs naturals que enllacen I'evo-
lucié molecular (genotip) i 'organisme (fenotip), és de gran interes el seu estudi
com a unitats evolutives (Arendt et al., 2016). Amb aquesta finalitat, les eines de
caracteritzacié molecular, especialment la transcriptomica de cel-lula tnica (single-
cell transcriptomics), ofereixen 'oportunitat de fenotipar cel-lules sistematicament i
de derivar classificacions moleculars de tipus cel-lulars a especies no models, amb la
qual cosa es construeixen atles sistematics de cel-lules en diferents llinatges animals.
Els atles cel-lulars no només fan avangar la nostra comprensié de la biologia mole-
cular i cel-lular de grups d’animals poc estudiats, com les esponges o els ctenofors,
sin6 que son el primer pas necessari cap a una biologia comparada dels programes
d’identitat cel-lular. Només mitjangant aquestes comparacions de tipus cel-lular
podrem entendre i reconstruir la dinamica evolutiva del tipus cel-lular.

Els esquemes de classificacié de tipus cel-lulars varien en la seva granularitat i
en el grau de generalitzacio filogenética i anatomica. De fet, les classificacions
poden abastar només organs/especies particulars o representar marcs més amplis
(fins i tot a nivell d’organisme) (Willmer, 1970). La majoria de classificacions de
tipus cel-lulars proposades son jerarquiques i, amb poques excepcions (Xia i Yanai,
2019), utilitzen conceptes i argot manllevats de la taxonomia (clades, llinatges,
arbres, etc.), tot i que no tenen en compte ni intenten transmetre explicitament les
relacions evolutives entre tipus cel-lulars (Schwartz et al., 2020). Des d’una pers-
pectiva historica, els primers esfor¢os en la classificacio del tipus cel-lulars es van
basar en la morfologia, la disposicid espacial dels teixits i les propietats de tincid
histologiques de les cél-lules. Utilitzant aquesta informaciod, es van fer multiples
intents en 'era pregenomica per desenvolupar esquemes globals de classificacid
cel-lular (Willmer, 1970), per caracteritzar sistematicament tipus cel-lulars en
taxons especifics (Baguiid i Romero, 1981; Bode et al., 1973; Simpson, 1984) i utilit-
zar el nimero de tipus cel-lular com a indicador de la complexitat dels organismes
(Valentine et al., 1994). Aquests marcs de classificacio estaven restringits pel que fa
a la resolucié i no podien incorporar consideracions funcionals o ontogenetiques
que no fossin facilment observables morfologicament. L’arribada de les eines mole-
culars va ampliar la capacitat de caracteritzar, identificar i classificar tipus cel-lulars.
Les estratégies comunes inclouen la deteccié de proteines especifiques mitjangant
immunomarcatges basats en anticossos (per exemple, els marcadors de superficie
encara s utilitzen ampliament per al fenotipat molecular de cel-lules hematopoeti-
ques i immunitaries (Novershtern et al., 2011)) o bé la deteccid de transcrits espe-
cifics mitjangant hibridacié in situ d'RNA o (més rarament) també per analisi
quantitatiu de PCR (Hirano et al., 2013)). Tot i que 'immunomarcatge esta limitat
per la disponibilitat d’anticossos, la hibridacié in situ amb sondes d’'RNA va per-
metre I'extensio rapida de 'empremta molecular (molecular footprinting) a una
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amplia diversitat d’organismes, cosa que la va convertir en una eina basica dels
estudis moderns d’Evo-Devo (Ogino et al., 2011; Steinmetz et al., 2012; Tessmar-
Raible et al., 2007). Una limitacié important d’aquestes eines basades en expressio
genica (siguin proteines o transcrits) és la necessitat de definir a priori el conjunt de
marcadors genics que cal estudiar i 'escalabilitat limitada a desenes de marcadors.
Les estrategies d’empremtes moleculars han estat molt efectives quan s’utilitzen en
Pestudi comparatiu de 'embriogenesi i les estructures anatomiques a nivell de tei-
xit/organ (Martin-Duran et al., 2018; Sacerdot et al., 2018). Tot i aixi, fins ara no
era factible el mapeig de la diversitat de tipus cel-lulars entre especies d'una manera
realment sistematica i detallada.

Una extensi6 natural de les técniques moleculars basades en marcadors és
I'analisi transcriptomica d’un teixit (prévia disseccid) o un tipus cel-lular concret
(previ enriquiment de cel-lules del mateix tipus), la qual cosa permet mesurar no
només uns pocs gens candidats siné 'expressio de tots els gens del genoma. Els
estudis pioners en transcriptomica de tipus cel-lulars van proporcionar els pri-
mers esquemes de classificacio cel-lular (Breschi et al., 2020), van permetre I'ana-
lisi de 'estructura jerarquica del transcriptoma d’aquests grups de cél-lules (Liang
et al., 2015) i van permetre els primers intents de construir filogenies de tipus
cellulars (Kin et al., 2015). Tanmateix, aquesta estrategia esta limitada necessari-
ament a les linies cel-lulars (Breschi et al., 2020; Brown et al., 2014; Cherbas et al.,
2011; Forrest et al., 2014) —inexistents en la gran majoria de organismes—, o bé
a poblacions cel-lulars homogenies aillades manualment o per citometria (Alié
et al., 2015; Novershtern et al., 2011; Sogabe et al., 2019) —cosa que requereix
metodes especialitzats que no sempre garanteixen la puresa de les poblacions
aillades. Els metodes de seqiienciacié del transcriptoma en cél-lules individuals
(single-cell transcriptomics o scRNA-seq) superen moltes d’aquestes limitacions,
fet que facilita el mostreig sense biaixos i la caracteritzacié molecular de milers
de cel-lules. Aixo obre les portes a la reconstruccid in silico dels repertoris de
tipus cel-lulars en espécies que fins ara eren dificils o impossibles d’estudiar.

En general, el desenvolupament d’eines de classificacid de tipus cel-lulars és
en certa manera analeg al dels métodes de filogenia d’especies en les ultimes
decades: de caracters morfologics a caracters moleculars (seqiiencies de nucleo-
tids o proteines). De la mateixa manera que és dificil resoldre les filogenies de
les especies utilitzant només caracters morfologics, només amb dades molecu-
lars podem comencar a desenvolupar esquemes de classificacio de tipus cel-
lulars filogenéticament inclusius. Pero I'analogia acaba aqui: la taxonomia
moderna es basa explicitament en la historia evolutiva subjacent d’una especie,
que incorpora molt sovint la filogenénia molecular com a eina clau per a la clas-
sificacié. Les taxonomies cel-lulars son encara, a dia d’avui, fonamentalment
linneanes.



DIVERSITAT, EVOLUCIO I REGULACIO DELS TIPUS DE CELLULARS ANIMALS 19

4. LA COMPRENSIO ACTUAL DE LA DIVERSITAT DE TIPUS CELLULARS
ANIMALS

Des dels primers estudis de prova de concepte a principis dels anys 2010
(Islam et al., 2011; Jaitin et al., 2014; Tang et al., 2009), hem presenciat la rapida
proliferacié d’analisis de single-cell transcriptomics, amb un nombre cada cop
més gran de cel-lules i passant de fenomenologies descriptives de tipus cel-lulars
a assajos de pertorbacions, dinamiques de desenvolupament i diferenciacié tem-
poral i transcriptomica espacial amb resolucié d’'una sola cél-lula (Marx, 2021).
Avui dia, la catalogacio de tot el repertori de tipus cel-lular en teixits humans i
desenvolupament sembla a 'abast (Cao et al., 2020; Regev et al., 2017), i ja s’han
fet importants avencos en la catalogacio6 de tipus cel-lulars en ratoli (Han et al.,
2018; Schaum et al., 2018). Aplicats a espécies model no tradicionals, els métodes
scRNA-seq d’organismes sencers haurien d’obrir el cami a la caracteritzacié i
comparacio sistematica de tipus cel-lulars a través de la filogenia animal i, en
conseqiiéncia, fer avangar rapidament la nostra comprensié de la diversitat, el
desenvolupament i 'evolucio dels tipus cel-lulars (Marioni i Arendt, 2017).

Des d’una perspectiva taxonomica, actualment hi ha disponibles atles cel-
lulars d’organisme sencer per a set llinatges d’animals (en la majoria dels casos
representats per una sola espécie), incloent-hi un ctenofor (Sebé-Pedros et al.,
2018b), dues esponges (Musser et al., 2019; Sebé-Pedros et al., 2018b), un placo-
zou (Sebé-Pedrds et al., 2018b), quatre cnidaris (Chari et al., 2021; Hu et al.,
2020; Sebé-Pedr6s et al., 2018a; Siebert et al., 2019), un acel (Duruz et al., 2021),
craniats (tenint en compte els transcriptomes unicel-lulars d’organs sencers del
ratoli (Cao et al., 2019; Han et al., 2018)) i platihelmints (Fincher et al., 2018; Li
et al., 2021; Plass et al., 2018). A més, ja hi ha disponibles atles cel-lulars especifics
de teixit per a especies models, inclosos multiples conjunts de dades de Dro-
sophila (Arthorpoda) (Allen et al., 2020; Croset et al., 2018; Davie et al., 2018;
Hung et al., 2020; Rust et al., 2020; Slaidina et al., 2020) i C. elegans (Nematoda).
A més, s’han estudiat estadis embrionaris i larvaris en dues espécies d’ericons de
mar (Echinodermata) (Foster et al., 2020; Massri et al., 2020), al poliquet mari
Platynereis dumerilii (Aneélida) (Achim et al., 2018), al tunicat Ciona intestinalis
(Horie et al., 2018) i de nou tant a Drosophila com a C. elegans (Karaiskos et al.,
2017; Packer et al., 2019). El llinatge més densament mostrejat son els vertebrats,
inclosos els atles de desenvolupament cel-lular en quatre espécies (huma, ratoli,
peix zebra i Xenopus) (Briggs et al., 2018; Cao et al., 2019, 2020; Farrell et al.,
2018; Pijuan-Sala et al., 2019; Wagner et al., 2018) i els atles cel-lulars del cervell
(en la majoria dels casos, de regions especifiques del cervell) per a diversos
mamifers, réptils i teleostis (Hodge et al., 2019; Shafer et al., 2021; Tosches et al.,
2018).
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Es interessant comparar I'expansi filogenética dels atles cel-lulars amb la
dels genomes de referencia durant els ultims cinc anys. El 2015, 15-17 anys des-
prés de la publicaci6 del primer esborrany de genomes d’animals, Dunn i Ryan
(Dunn i Ryan, 2015) van revisar I'estat de la seqiienciacié del genoma en dife-
rents llinatges animals. Aleshores, 212 genomes de 14 filums animals estaven dis-
ponibles a NCBI. Avui dia, hi ha 11 404 genomes de 27 filums animals disponi-
bles o en curs, i se n’esperen molts més en un futur proper en el context
d’iniciatives de seqiienciaci6 de la biodiversitat a gran escala. Es important desta-
car que els biaixos de mostreig d’alguns llinatges persisteixen, amb un 86 %
d’aquests genomes procedents de vertebrats (6.454) i artropodes (3.383), el 95%
si incloem mol-luscs (518) i nematodes (253). En comparacio, des de la publica-
cio dels altes cel-lulars el 2015 (Jaitin et al., 2014; Klein et al., 2015; Pollen et al.,
2014; Zeisel et al., 2015), s’han publicat altres atles per a 12 espécies animals no
models. Donat el ritme rapid en I'escala i la sofisticaci6 dels metodes de single-
cell transcriptomics en espécies model (i I'amplia disponibilitat de solucions
comercials), el mostreig taxonomic d’atles cel-lulars a través de I'arbre de la vida
animal sembla més aviat modest.

5. DE FENOTIPS TRANSCRIPCIONALS A L’EVOLUCIO DELS TIPUS CELLULARS

Més enlla de catalogar cél-lules en diferents organismes, el repte clau per
entendre 'evolucio dels tipus cel-lulars és de quina manera comparar-los per
avaluar si comparteixen un origen evolutiu comu (és a dir, si sén homolegs)
(Arendt, 2008; Arendt et al., 2016; Wagner, 2014). Els caracters complexos com
els tipus cel-lulars o els organs tenen multiples components, sovint amb histories
evolutives no coherents (Liebeskind et al., 2016; Shubin et al., 2009). Aixd com-
plica les inferéncies evolutives, especialment a grans distancies filogenétiques
(Arendt, 2008; Hejnol i Lowe, 2014; Liebeskind et al., 2016). De fet, malgrat les
obvies similituds fenotipiques (i fins i tot moleculars) entre els tipus cel-lulars
dels llinatges animals, encara és molt incert si aquests tipus de cel-lules similars
(per exemple, neurones, ceél-lules mare, fibres musculars o cel-lules epitelials) son
homolegs i, per tant, estaven presents a 'ancestre comu de tots els animals o si,
per contra, van sorgir de manera independent en diferents llinatges mitjan¢ant la
cooptaci6 de gens efectors similars (és a dir, homoplasia). Les trajectories onto-
genétiques també son sovint un mal indicador de I'afinitat evolutiva a grans dis-
tancies, ja que sovint els mateixos tipus de cel-lules sorgeixen de manera conver-
gent de diferents progenitors o capes germinals, i viceversa (Wagner et al., 2018).

Una alternativa a la comparacié de transcriptomes complets és centrar-se en
I'expressio de combinacions de factors de transcripcié (TF), sovint anomenats
selectors terminals (Hobert, 2008), com a reguladors clau dels programes
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d’identitat cel-lular (Arendt et al., 2016). El suposit implicit és que els TF poden
representar una bona aproximacié als moduls geénics utilitzats en aquest tipus de
cellula en particular. Una segona hipotesi subjacent quan ens centrem en els TF
és que les similituds reguladores tenen menys restriccions selectives i, per tant,
s’aproximen millor a ’homologia del tipus cel-lular (en comparacié amb I'as de
gens efectors, p. ex., enzims, proteines de la matriu extracel-lular, citoesquelet,
etc.). Tanmateix, encara no sabem prou sobre la freqiiéncia amb que es poden
substituir els TF d’identitat cel-lular, sobretot tenint en compte la complicada
historia evolutiva d’aquestes proteines reguladores. Aixi, els atles de tipus cel-
lulars recentment derivats destaquen el paper dels TF de grans families multige-
niques (p. ex., zf-C2H2, Ets o Sox TF) amb histories evolutives complexes (dupli-
cacions, perdues, etc.). A més, sovint desenes de TF diferents s’expressen en un
tipus de cel-lula particular (per exemple, en coanocits d’esponja), cosa que difi-
culta establir quins d’ells son els principals determinants de la identitat cel-lular i
quina és la importancia evolutiva de la conservacié d'uns quants d’aquests TF.
Aixi, tot i que representa un marc teoric excel-lent per intentar modelar I'evolu-
cid cel-lular, tenim dades molt limitades per implementar i avaluar sistematica-
ment els limits d’aquesta comparacié de caracters reguladors (com I'is compartit
de TF) i també per entendre quines caracteristiques reguladores (per exemple,
associacions de moduls de gens amb TF, llocs d’uni6 de TF, conservacié de
seqiiencies reguladores en cis, etc.) poden ser maximament informatives per a la
reconstruccid evolutiva.

Els TF controlen 'expressié genica reconeixent i unint-se a motius de
seqiiéncia curts (6-12 bps) situats a les regions reguladores cis (promotors i
enhancers) associades als gens (Spitz i Furlong, 2012). La identitat transcripcio-
nal del tipus cel-lular és recapitulada fortament pel patré d’enriquiment d’aquests
motius (Sebé-Pedros et al., 2018a, 2018b), representant el conjunt de seqiiencies
reguladores en cis del programa de cada tipus cel-lular (Hobert, 2008). A més,
amb algunes excepcions (com els TF de la classe zf-C2H2), les seqiiéncies d'unio6
dels TF es conserven molt sovint a grans distancies filogenétiques (Lambert et al.,
2019; Sebé-Pedros et al., 2013; Weirauch et al., 2014). Aixo obre la possibilitat de
comparar els tipus de cél-lules no a través dels seus perfils d’expressié génica,
sind a través del conjunt de seqiiéncies reguladores que defineixen el programa
d’identitat cel-lular. Un estudi recent va ser pioner en la idea de la comparacid
de seqiiencies reguladores (Minnoye et al., 2020). Treballant amb linies cel-
lulars de melanoma en diferents especies de vertebrats, Minnoye et al. van des-
cobrir un programa regulador en cis altament conservat, que implicava una
combinacié de motius d'unié de quatre TF (SOX10, TFAP2A, MITF i ETS) en
enhancers que sovint mostraven poca o cap conservacid de la seqiiencia global.
Finalment, estudis centrats en la conservacié d’elements reguladors
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(majoritariament entre vertebrats (Carvunis et al., 2015; Stergachis et al., 2014;
Vierstra et al., 2014; Villar et al., 2015) i insectes (Arnold et al., 2014; Carvunis
et al., 2015; Lewis et al., 2016)), aixi com I'analisi comparativa de xarxes de regu-
laci6 genica especifiques (principalment en fongs (Habib et al., 2012; Koch et al.,
2017; Roy et al., 2013; Tanay et al., 2005)) mostren que els circuits reguladors es
poden conservar durant centenars de milions d’anys d’evolucid i que, per tant,
hauria de ser possible modelar la dinamica evolutiva dels programes d’identitat
cel-lular a través de llinatges animals.

Els diferents elements que constitueixen un programa d’expressio genica
d’identitat cel-lular (TF, gens efectors, llocs d’uni6 de TF, connexions regulado-
res, etc.) no tenen necessariament histories evolutives congruents (Shubin et al.,
2009; Tschopp i Tabin, 2017); de la mateixa manera, els arbres filogenétics de
gens individuals no sempre estan d’acord amb I’arbre de les d’espécies (com a
resultat de transferencies de gens horitzontals i altres processos). Combinant
I'analisi de motius de seqiiencia amb dades d’accessibilitat de cromatina d’alta
resolucid (Vierstra et al., 2020), podriem reconstruir sistematicament les xarxes
reguladores de gens que defineixen els tipus cel-lulars en espécies no models. En
el futur, disseccionar i comparar programes reguladors en multiples espécies
estretament relacionades permetra el desenvolupament de models quantitatius
d’evolucié de tipus cel-lulars, incloses les taxes evolutives de diferents caracters
reguladors: us/substitucié de TF, motius de seqiiencia, interaccions reguladores i
composicio dels moduls genics (Feregrino i Tschopp, 2021), entre d’altres.
Aquests models haurien de constituir la base d'una futura filogeénia cel-lular i aju-
daran a abordar qiiestions importants en 'evolucio del tipus cel-lular: es conser-
ven universalment aquestes taxes evolutives (Carvunis et al., 2015)? O hi ha pro-
grames cel-lulars «d’evolucié rapida»? Com son de robustes les xarxes genétiques
d’identitat cel-lular i quins components sén especialment evolucionables? Final-
ment, identificar caracters reguladors d’evolucié lenta (per exemple, motius de
seqiiencies) podria ajudar a formular millors hipotesis d’homologia cel-lular i,
eventualment, reconstruir I'origen i evoluci6 dels tipus cel-lular animals.

6. RESUM I PERSPECTIVA

La transcriptomica de cél-lula tnica (single-cell transcriptomics) d’organismes
sencers ens esta permetent reconstruir catalegs complets de tipus cel-lulars en siste-
mes filogeneticament diversos. Els atles moleculars de tipus cel-lulars avancen de
manera crucial en la nostra comprensi6 de la biologia i la historia evolutiva dels
grups d’animals sense mostrejar (Dunn et al., 2015). Aix0 és similar a la manera
com la seqiienciaci6 i 'anotacié de genomes de nous llinatges animals permet des-
cobrir nova biologia en aquests organismes i permet el desenvolupament d’estudis
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de filogenomica i genomica comparada. El repte més immediat és desenvolupar
estandards metodologics per construir mapes de tipus cel-lulars de la manera més
consistent. Només amb un mostreig filogenétic dens i técnicament compatible
podrem iniciar un estudi comparatiu sistematic dels programes d’identitat cel-
lular. A partir d’aquest mostreig, la biologia comparada de tipus cel-lulars perme-
tra desenvolupar models filogenetics aplicables als tipus cel-lulars i pot promoure
la comprensid dels canvis genetics associats a la novetat cel-lular. En general, aixo
permetra vincular models classics d’evolucié molecular (genotip) amb un feno-
tip molecular intermedi: els tipus cel-lulars i les seves xarxes reguladores geni-
ques associades.

Més enlla d’aixo, el principal factor limitant d’aquest estudi comparatiu de
programes cel-lulars és la manca de dades reguladores del genoma a partir de les
quals modelar aquests programes d’identitat cel-lular en la gran majoria d’espe-
cies. Aquesta limitacioé es podra superar gracies a 'arribada d’eines addicionals
de genomica funcional i de cel-lula tnica. Si bé la transcriptomica permet la
caracteritzacié molecular de les cel-lules, combinant aquesta fenomenologia dels
tipus cel-lulars amb 'analisi de 'accessibilitat de la cromatina (la qual cosa revela
I'ts d’elements reguladors en cada tipus cel-lular) i I'analisi de seqiiencies d'uni6
dels TF (Jolma et al., 2013; Weirauch et al., 2014), podem anar un pas més enlla
del simple fenotip transcripcional (el conjunt de gens expressats) i caracteritzar
les seqiiencies reguladores en cis i les interaccions genetiques subjacents a aquests
tipus de cel-lules (Stegle et al., 2015; Tanay i Regev, 2017). Es important destacar
que aquestes metodologies son especialment adequades per estudiar especies
model no estandard, ja que obvien la necessitat d’obtenir grans quantitats de
material biologic i requereixen una manipulacié experimental molt limitada.
Aquestes caracteristiques uniques obren el cami a I'analisi comparativa multini-
vell de la regulacié del tipus cel-lular en especies de metazous que abasten una
amplitud filogenetica sense precedents.
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