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Resum

Una qüestió fonamental en biologia és com la multiplicitat de comporta-
ments cel·lulars especialitzats observats en un organisme multicel·lular està codi-
ficada per una única seqüència del genoma, així com quins mecanismes de regu-
lació gènica orquestren el desplegament i el manteniment espaciotemporal 
d’aquests programes cel·lulars. Dècades d’anàlisis genètiques i, més recentment, 
genòmiques han identificat múltiples nivells de regulació, inclosos components 
moleculars específics i les seves interaccions. Aquesta regulació, en última ins-
tància, dona lloc a perfils d’expressió gènica específics que defineixen la coopera-
ció cel·lular a nivell de teixit i organisme sencer. Tanmateix, la diversitat i la 
dinàmica evolutiva dels tipus cel·lulars romanen pràcticament inexplorades més 
enllà d’alguns teixits seleccionats en unes poques espècies, i igualment ignorem 
quines són les xarxes reguladores de gens que els defineixen. De la mateixa 
manera, se sap poc sobre l’aparició dels mecanismes reguladors del genoma que 
donen suport a programes cel·lulars específics i que suporten la memòria del lli-
natge cel·lular, per exemple, la compartimentació espacial del genoma i les modi-
ficacions de la cromatina. L’arribada de mètodes epigenòmics i transcriptòmics 
avançats, fins i tot amb resolució d’una sola cèl·lula, i l’àmplia aplicabilitat 
d’aquestes tècniques a diversos sistemes evita la necessitat d‘obtenir poblacions 
cel·lulars homogènies mitjançant el cultiu o dissecció de determinats teixits o 
tipus de cèl·lules. Això obre el camí a l’anàlisi comparativa de la diferenciació cel-
lular en espècies i fases ontogenètiques que abasten una amplitud filogenètica 
sense precedents i que representen diversos nivells de complexitat biològica, que 
van des de dinàmiques de diferenciació 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 l’evolució i recolzat per un marc filogenètic robust, ens pot oferir una visió de 
gran abast sobre els principis fonamentals que regeixen els sistemes biològics cel-
lulars i els mecanismes moleculars associats de regulació del genoma.

1.  La revolució de la genòmica funcional: de la seqüència  
del genoma a la regulació gènica

El primer genoma eucariota seqüenciat 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 espècies model animals: el nemàtode Cae-
norhabidits elegans el 1998 (Consortium, 1998) i l’artròpode Drosophila melano-
gaster el 2000 (Adams et al., 2000). La primera versió del genoma humà va arri-
bar només un any més tard, el 2001 (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). 
Aquests genomes van inaugurar dues dècades d’expansió taxonòmica progres-
siva en la seqüenciació del genoma (Dunn i Ryan, 2015), tot i que amb forts biai-
xos taxonòmics (Del Campo et al., 2014). Un bon exemple d’aquests esforços va 
ser la seqüenciació, per part del Joint Genome Institute (JGI), dels primers repre-
sentants de llinatges animals basals: l’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 abundància de genomes 
va permetre que la genòmica comparada prosperés, la qual cosa va proporcionar 
informació sobre els processos microevolutius (variació genètica, estructura pobla-
cional, etc.) i macroevolutius (evolució de famílies gèniques, origen de nous gens, 
esdeveniments de transferència de gens horitzontals, sintènia gènica, blocs cromo-
sòmics conservats, i molt més). No només això, sinó que la seqüenciació del 
genoma va transformar completament la nostra comprensió de les relacions filoge-
nètiques entre els llinatges animals. Això va ser gràcies a les anàlisis filogenòmi-
ques que van sorgir de la mà del desenvolupament de nous algorismes i models 
de reconstrucció filogenètica (Kapli et al., 2020; Lartillot et al., 2007; Schrempf  
et al., 2019).

La seqüenciació del genoma a través dels eucariotes s’ha accelerat recentment 
amb el llançament d’iniciatives de seqüenciació del genoma de la biodiversitat a 
gran escala (Blaxter et al., 2022; Lawniczak et al., 2022; Lewin et al., 2022), com 
l‘Earth Biogenome Project i el Darwin Tree of Life (que té com a objectiu seqüen-
ciar totes les espècies eucariotes del Regne Unit). Com a part d’aquest esforç global, 
i amb objectius i estàndards similars, el projecte Biogenoma Català també ha ini-
ciat recentment la seqüenciació d’espècies eucariotes dels territoris catalans 
(https://www.biogenoma.cat/). D’aquestes iniciatives no només se n’espera una 
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expansió quantitativa i filogenètica dels genomes disponibles, sinó que la qualitat 
dels genomes d’aquesta nova generació és incomparablement millor que la dels 
genomes de fa 5 o10 anys. De fet, l’arribada dels mètodes de seqüenciació de lec-
tura llarga (per exemple, Oxford Nanopore) permet ara resoldre amb precisió regi-
ons altament repetitives i, juntament amb els mètodes de mapeig de contactes cro-
mosòmics (vegeu més avall), permeten assemblatges a escala cromosòmica, fins i 
tot de telòmer a telòmer (Manuel et al., 2020; Nurk et al., 2022). Mètodes de genò-
mica funcional addicionals, com la seqüenciació de transcrits sencers o de l’extrem 
5’ de l‘RNA, han permès progressar de manera important en el repte més gran que, 
sens dubte, encara presenta la seqüenciació del genoma: la predicció de models 
gènics (llocs d’inici i final de transcripció, regions no traduïdes, regió codificant, 
isoformes alternatives, etc.).

Tot i que estem produint genomes a un ritme sense precedents, la nostra 
comprensió de com «funcionen» aquests genomes encara és extremadament 
limitada. Per exemple, on i com s’emmagatzema la informació reguladora dels 
gens? Els mecanismes de regulació gènica són 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 això per 
a unes poques espècies (de nou, C. elegans, Drosophila i humans). Pocs anys 
després de la finalització d’aquests genomes, projectes a gran escala com 
ENCODE, Blueprint i modENCODE van establir el catàleg dels RNA transcrits 
i de la distribució a tot el genoma de seqüències reguladores i modificacions de 
la cromatina (per exemple, modificacions posttraduccionals de les histones 
que s’associen a determinats estats transcripcionals, com l’activació i la repres-
sió). Aquests projectes van provocar una certa controvèrsia, atès que se’ls acu-
sava de constituir una cerca panglossiana per definir una funció per a cadas-
cuna de les bases del genoma mitjançant assaigs bioquímics, ignorant 
completament la possibilitat de seqüències de DNA no adaptatives (Graur 
et al., 2013). Però més enllà d’aquestes consideracions, aquestes iniciatives van 
crear el context per al desenvolupament d’un impressionant conjunt d’eines de 
genòmica funcional: transcripció i transcripció 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), metilació del DNA 
(p.ex., bisulfite sequencing) i contactes cromosòmics (HiC i les seves variants). 
Més recentment, molts d’aquests mètodes han esdevingut single-cell: ara 
podem mesurar aquestes característiques amb alta precisió en cèl·lules indivi-
duals, i això ha obert el camí per entendre la diversitat i la regulació cel·lular 
amb una resolució sense precedents (com veurem a continuació). El més 
important per al focus d’aquest assaig és que aquestes metodologies són aptes 
per a espècies no model. Així doncs, per primer cop es donen les condicions 
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per iniciar un estudi comparatiu de la funció del genoma. Aquesta genòmica 
reguladora comparada hauria de revelar la diversitat, l’evolució i els principis 
compartits de regulació gènica, programes d’identitat cel·lular, mecanismes de 
la cromatina, etc. d’una manera anàloga al progrés que permet la seqüenciació 
genòmica en la comprensió de l’organització i l’evolució del genoma.

2.  La regulació del genoma i l’origen de la multicel·lularitat  
i la diferenciació cel·lular

Una qüestió central en biologia evolutiva és com es va originar la multicel-
lularitat animal i la diferenciació cel·lular espacial (Brunet i King, 2017; Sebé-
Pedrós et al., 2017). Els diferents tipus cel·lulars accedeixen a diferents combina-
cions d’elements genètics (gens i seqüències reguladores en cis) i aquest procés 
dona lloc a programes transcripcionals únics i estables que defineixen el fenotip 
cel·lular. Els programes de tipus cel·lular s’implementen mitjançant factors de 
transcripció (TF) que s’uneixen a elements reguladors en cis i també per l’acció 
mecanismes epigenòmics. Junts, estableixen i mantenen la identitat cel·lular, 
alhora que sovint també reprimeixen els destins cel·lulars alternatius. Múltiples 
mecanismes epigenòmics participen en aquesta interpretació genòmica especí-
fica i els estudis en vertebrats, Drosophila i C. elegans han revelat temes comuns 
en la regulació del genoma entre animals bilaterals. Per exemple, l’ús combina-
tori generalitzat d’elements potenciadors (enhancers) distals per controlar l’ex-
pressió gènica, o l’existència 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 compartimentació espacial del genoma, tot i que encara no s’ha 
explorat més enllà d’un grapat d’espècies (Bonev i Cavalli, 2016; Crane et al., 
2015; Rao et al., 2014; Sexton et al., 2012). A més, les anàlisis genòmiques com-
paratives han demostrat que la innovació gènica a l’origen dels animals va ser 
menys extensa del que es pensava (Brunet i King, 2017; Richter et al., 2018; Sebé-
Pedrós et al., 2017; Suga et al., 2013). Això va conduir a la hipòtesi que una inno-
vació animal important va ser la capacitat de corregular aquests gens en múlti-
ples combinacions, donant lloc a l’especialització cel·lular espacial.

En particular, s’ha suggerit que tres mecanismes epigenòmics específics són 
clau per a la diferenciació estable de tipus cel·lulars: (i) la compartimentació espa-
cial del genoma (Sebé-Pedrós et al., 2017; Tanay i Cavalli, 2013), ja que permet 
l’organització modular de regions del genoma que es regulen de manera indepen-
dent; (ii) les regions heterocromàtiques associades a marques d’histones repressi-
ves (Reinberg i Vales, 2018), ja que mantenen parts del genoma inaccessibles a la 
cèl·lula i estabilitzen/restringeixen el llinatge cel·lular; i (iii) l’aparició de la 
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regulació gènica combinatòria per elements distals (en contraposició a la regulació 
per elements promotors proximals predominant en eucariotes unicel·lulars (Sebé-
Pedrós et al., 2016; Tunnacliffe et al., 2018)), que permet elaborar patrons d’ex-
pressió gènica espaciotemporals (Gaiti et al., 2017; Sebé-Pedrós et al., 2017, 2018a).

(i) Arquitectura física de la cromatina. Els genomes d’animals bilaterals 
estudiats fins ara s’organitzen en territoris estructurals de cromatina, com ara 
dominis associats topològicament (TAD) (Bonev i Cavalli, 2016; Dixon et al., 
2012; Nora et al., 2012; Sexton et al., 2012). Aquests dominis físics de cromatina 
restringeixen la freqüència de contactes dels elements reguladors distals amb els 
promotors, definint així els paisatges reguladors dels gens. Els recents mapes de 
contacte de cromatina d’alta resolució a Drosophila han revelat l’existència de dos 
elements estructurals diferents en el genoma: elements aïllants (insulators, que 
defineixen els límits 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 discretització del genoma en dominis estructurals permet l’existència 
de blocs reguladors autònoms, amb característiques 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 proteïna CTCF es considera un factor essencial per a la formació de 
TAD i plegaments de la cromatina (loops), per tant, l’origen del CTCF a l’ances-
tre comú de tots els animals bilaterals podria estar relacionat amb una comparti-
mentació estructural del genoma específica d’aquests organismes. Però per con-
tra, proteïnes estructurals alternatives podrien estar actuant en la formació 
d’estructures de la cromatina en altres organismes. Així, desxifrar i comparar les 
arquitectures del genoma tridimensional d’animals diversos (particularment, 
dels animals no bilaterals, com esponges i cnidaris) serà clau per resoldre el vin-
cle evolutiu, si n’hi ha, entre l’origen de la multicel·lularitat animal i l’aparició de 
mecanismes específics per a la compartimentació i el plegament del genoma.

(ii) Heterocromatina. Una altra característica conservada entre els animals 
és l’existència d’estats transcripcionals definits per modificacions similars de la 
cromatina (Ho et al., 2014; Schwaiger et al., 2014; Sebé-Pedrós 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. Això suggereix que són 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 conservació de regions heterocromàtiques mitjançant mar-
ques d’histona repressives com H3K9me2/3 (constitutiva) i H3K27me3 (faculta-
tiva), encara que aquestes marques també es troben en eucariotes no metazous 



14 arnau sebé-pedrós

(Grau-Bové et al., 2022). S’ha plantejat la hipòtesi que l’existència de dominis 
heterocromàtics és important per a l’aparició de la multicel·lularitat diferenciada 
(Reinberg i Vales, 2018). Els dominis heterocromàtics mantenen parts del 
genoma inaccessibles a la cèl·lula, la qual cosa ajudaria a restringir el llinatge cel-
lular i estabilitzar la identitat cel·lular. Però ignorem quina és la distribució a tot 
el genoma dels diferents tipus d’heterocromatina en la majoria de llinatges ani-
mals i, el que és més important, quins mecanismes específics (enzims modifica-
dors, proteïnes d’unió, etc.) medien la funció de l’heterocromatina. Per tant, és 
necessària una millor comprensió de la funció de l’heterocromatina en diferents 
espècies per provar fins a quin punt representa una novetat evolutiva.

Un paper repressiu similar està mediat per la metilació del DNA, tal i com 
s’observa en els vertebrats. Però aquesta modificació mostra una presència/absèn-
cia filogenètica discontínua en metazous i diferències importants en la seva abun-
dància i distribució a tot el genoma (Mendoza et al., 2020). Molts invertebrats pre-
senten la metilació dels gens associada a la transcripció activa (se sap que hi ha una 
connexió directa entra aquesta metilació de les regions codificants dels gens i la 
marca d’histona H3K36me3), així com la metilació d’elements repetitius silenciats 
(un patró de vegades anomenat metilació «mosaic»). En canvi, diversos animals 
—incloent-hi el C. elegans— han perdut completament la metilació del DNA (i 
això va generalment acompanyat de l’absència dels enzims de metilació 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 metilació a tot el genoma 
—només les regions reguladores actives/accessibles estan desproveïdes de metila-
ció. Curiosament, un estudi recent ha demostrat que aquest patró de metilació 
generalitzat també es troba a l’esponja Amphimedon queenslandica, probablement 
com a resultat d’una evolució convergent de la hipermetilació (Mendoza et al., 
2019). En resum, mentre que diverses modificacions de la cromatina i la seva dis-
tribució a tot el genoma semblen conservades entre els animals, en la majoria dels 
casos ignorem si els mecanismes d’escriptura/esborrat i la lectura/interpretació 
d’aquestes marques reguladores estan també conservades.

(iii) Elements reguladors distals. Els factors de transcripció (TF) s’uneixen a 
seqüències curtes i específiques situades en els promotors dels gens i, almenys en 
animals bilaterals, als elements potenciadors distals (també coneguts com 
enhancers). Els enhancers són grups de llocs d’unió de TF amb característiques 
específiques de cromatina, com ara una depleció de nucleosomes (són el que 
s’anomena llocs de cromatina «oberts») i marques d’histona particulars 
(H3K4me1 i H3K27ac) als nucleosomes flanquejants (Andersson et al., 2014; 
Corces et al., 2016; Heintzman et al., 2009; Rada-Iglesias et al., 2011; Thurman 
et al., 2012). La presència de p300, una acetiltransferasa d’histones específica 
d’animals i els seus parents unicel·lulars més propers (Sebé-Pedrós 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 mètodes per identificar i validar regions reguladores i provar les 
seves funcions han demostrat que, en animals bilaterals, la majoria d’aquests ele-
ments són distals (desenes i fins i tot centenars de kilobases) respecte als promo-
tors de gens que regulen i que actuen mitjançant el plegament físic de la croma-
tina (Deng et al., 2012; Jin et al., 2013; Shlyueva et al., 2014). Els enhancers 
generalment resideixen en regions intergèniques i, en genomes més compactes, 
en introns, sovint de gens veïns d’aquells regulats pels enhancers. El nombre esti-
mat d’enhancers és de l’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 importància dels enhancers en l’orquestració d’estats reguladors 
complexos. Una altra característica definitòria 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 dinàmica evolutiva dels enhancers s’ha estudiat àmpliament en 
alguns bilaterals (Villar et al., 2015), l’existència d’aquests elements reguladors 
en altres llinatges de metazous o premetazous era fins fa poc un misteri. Un 
indici indirecte de la possible existència d’una regulació distal en tots els meta-
zous és la profunda conservació evolutiva dels blocs de gens microsintètics (Iri-
mia et al., 2012, 2013). Aquests blocs comprenen un gen (normalment un gen del 
desenvolupament, com ara una proteïna de senyalització o TF) que està vinculat 
a un altre gen veí no relacionat funcionalment. Aquest vincle es deu probable-
ment a la presència 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 regulació distal va evolucionar a l’ancestre 
comú dels metazous. La primera evidència experimental directa de la presència 
d’enhancers més enllà dels animals bilaterals prové de l’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 (H3K4me1, K3K27ac i presència de p300) a les dels enhancers 
bilaterals. Confirmant aquestes prediccions, 12 d’aquests elements potenciadors 
de Nematostella van mostrar activitat activadora de la transcripció en assajos in 
vivo. A més, es va trobar que els enhancers de Nematostella estaven especialment 
enriquits prop de TF, cosa que suggereix l’existència de xarxes reguladores com-
plexes en Nematostella. El que encara es desconeix, però, és si aquests potencia-
dors de Nematostella funcionen mitjançant un plegament de la cromatina o per 
mecanismes de proximitat sense bucle. Això últim se suggereix per l’absència de 
CTCF, una proteïna clau per al bucle de cromatina, a Nematostella i altres 
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animals no bilaterals (Heger et al., 2012). No obstant això, un mecanisme de pro-
ximitat sense plegament és incompatible amb la manca de dependència de l’acti-
vitat potenciadora de l’orientació de l’enhancer o de la posició relativa al promo-
tor en els assajos de in vivo (Schwaiger et al., 2014). A més, recentment s’ha 
demostrat que diverses proteïnes estructurals, però no CTCF, s’associen amb 
bucles de cromatina enhancer-promotor a Drosophila (Cubeñas-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 absència de CTCF, amb un bucle mediat 
en canvi per la cohesina i/o altres proteïnes estructurals. Més recentment, s’han 
trobat enhancers en altres llinatges animals, com ara esponges i ctenòfors (Gaiti 
et al., 2017; Sebé-Pedrós et al., 2018b). En canvi, en els parents unicel·lulars més 
propers dels animals no s’han trobat, de moment, evidències de l’existència d’en-
hancers (Sebé-Pedrós et al., 2016), cosa que suggereix que la regulació gènica per 
elements reguladors distals és una innovació animal. Els enhancers permetrien no 
només codificar informació reguladora addicional (a banda del promotor proxi-
mal del gen), sinó utilitzar-la de manera modular mitjançant l’ús de diferents com-
binacions d’aquests elements enhancers, que donen lloc a patrons d’expressió 
gènica complexos en el temps i en l’espai. Val la pena assenyalar que, entre els 
eucariotes no metazous, també s’han identificat elements reguladors distals en 
diverses espècies de plantes (Lu et al., 2019; Ricci et al., 2019) que suggereixen 
l’origen convergent dels enhancers en les plantes i reforça l’associació entre la 
regulació distal i l’existència de multicel·lularitat diferenciada.

3.  Els tipus cel·lulars són els elements fonamentals de la 
multicel·lularitat animal

Les cèl·lules especialitzades representen el nivell fonamental d’organització dels 
organismes multicel·lulars (Arendt, 2008). Les regularitats morfològiques i molecu-
lars observades a les cèl·lules animals (fibres musculars, cèl·lules granulars, neuro-
nes, etc.) van inspirar en el passat analogies amb la diversitat d’organismes i la seva 
associació jeràrquica en diferents tàxons (espècies, famílies, etc.). Aquesta analogia 
suggereix que la taxonomia cel·lular es podria desenvolupar seguint principis simi-
lars als subjacents a la classificació linneana: discreció, reproductibilitat i jerarquia. 
De fet, podem caracteritzar un tipus cel·lular com una entitat discreta, amb propie-
tats morfològiques i funcionals úniques. I podem requerir que un tipus de cèl·lula 
sigui reproduïble, és a dir, que sorgeixi de manera estable a través de generacions 
mitjançant el desenvolupament embrionari. No obstant això, la naturalesa jeràr-
quica dels tipus cel·lulars i la naturalesa discreta de la seva classificació segueixen 
sent més elusives: clarament l’ontogènia i els llinatges cel·lulars dins dels organismes 
són les principals forces organitzadores dels tipus cel·lulars, però aquests es 
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remodelen contínuament per la plasticitat i la pleiotropia de les xarxes gèniques a 
través dels teixits. Atès que els tipus cel·lulars són blocs naturals que enllacen l’evo-
lució molecular (genotip) i l’organisme (fenotip), és de gran interès el seu estudi 
com a unitats evolutives (Arendt et al., 2016). Amb aquesta finalitat, les eines de 
caracterització molecular, especialment la transcriptòmica de cèl·lula única (single-
cell transcriptomics), ofereixen l’oportunitat de fenotipar cèl·lules sistemàticament i 
de derivar classificacions moleculars de tipus cel·lulars a espècies no models, amb la 
qual cosa es construeixen atles sistemàtics de cèl·lules en diferents llinatges animals. 
Els atles cel·lulars no només fan avançar la nostra comprensió de la biologia mole-
cular i cel·lular de grups d’animals poc estudiats, com les esponges o els ctenòfors, 
sinó que són el primer pas necessari cap a una biologia comparada dels programes 
d’identitat cel·lular. Només mitjançant aquestes comparacions de tipus cel·lular 
podrem entendre i reconstruir la dinàmica evolutiva del tipus cel·lular.

Els esquemes de classificació de tipus cel·lulars varien en la seva granularitat i 
en el grau de generalització filogenètica i anatòmica. De fet, les classificacions 
poden abastar només òrgans/espècies particulars o representar marcs més amplis 
(fins i tot a nivell d’organisme) (Willmer, 1970). La majoria de classificacions de 
tipus cel·lulars proposades són jeràrquiques 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 explícitament les 
relacions evolutives entre tipus cel·lulars (Schwartz et al., 2020). Des d’una pers-
pectiva històrica, els primers esforços en la classificació del tipus cel·lulars es van 
basar en la morfologia, la disposició espacial dels teixits i les propietats de tinció 
histològiques de les cèl·lules. Utilitzant aquesta informació, es van fer múltiples 
intents en l’era pregenòmica per desenvolupar esquemes globals de classificació 
cel·lular (Willmer, 1970), per caracteritzar sistemàticament tipus cel·lulars en 
tàxons específics (Baguñá i Romero, 1981; Bode et al., 1973; Simpson, 1984) i utilit-
zar el número de tipus cel·lular com a indicador de la complexitat dels organismes 
(Valentine et al., 1994). Aquests marcs de classificació estaven restringits pel que fa 
a la resolució i no podien incorporar consideracions funcionals o ontogenètiques 
que no fossin fàcilment observables morfològicament. L’arribada de les eines mole-
culars va ampliar la capacitat de caracteritzar, identificar i classificar tipus cel·lulars. 
Les estratègies comunes inclouen la detecció de proteïnes específiques mitjançant 
immunomarcatges basats en anticossos (per exemple, els marcadors de superfície 
encara s’utilitzen àmpliament per al fenotipat molecular de cèl·lules hematopoèti-
ques i immunitàries (Novershtern et al., 2011)) o bé la detecció de transcrits espe-
cífics mitjançant hibridació in situ d‘RNA o (més rarament) també per anàlisi 
quantitatiu de PCR (Hirano et al., 2013)). Tot i que l’immunomarcatge està limitat 
per la disponibilitat d’anticossos, la hibridació in situ amb sondes d’RNA va per-
metre l’extensió ràpida de l’empremta molecular (molecular footprinting) a una 
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àmplia diversitat d’organismes, cosa que la va convertir en una eina bàsica dels 
estudis moderns d’Evo-Devo (Ogino et al., 2011; Steinmetz et al., 2012; Tessmar-
Raible et al., 2007). Una limitació important d’aquestes eines basades en expressió 
gènica (siguin proteïnes o transcrits) és la necessitat de definir a priori el conjunt de 
marcadors gènics que cal estudiar i l’escalabilitat limitada a desenes de marcadors. 
Les estratègies d’empremtes moleculars han estat molt efectives quan s’utilitzen en 
l’estudi comparatiu de l’embriogènesi i les estructures anatòmiques a nivell de tei-
xit/òrgan (Martín-Durán et al., 2018; Sacerdot et al., 2018). Tot i així, fins ara no 
era factible el mapeig de la diversitat de tipus cel·lulars entre espècies d’una manera 
realment sistemàtica i detallada.

Una extensió natural de les tècniques moleculars basades en marcadors és 
l’anàlisi transcriptòmica d’un teixit (prèvia dissecció) o un tipus cel·lular concret 
(previ enriquiment de cèl·lules del mateix tipus), la qual cosa permet mesurar no 
només uns pocs gens candidats sinó l’expressió de tots els gens del genoma. Els 
estudis pioners en transcriptòmica de tipus cel·lulars van proporcionar els pri-
mers esquemes de classificació cel·lular (Breschi et al., 2020), van permetre l’anà-
lisi de l’estructura jeràrquica del transcriptoma d’aquests grups de cèl·lules (Liang 
et al., 2015) i van permetre els primers intents de construir filogènies de tipus 
cel·lulars (Kin et al., 2015). Tanmateix, aquesta estratègia està limitada necessàri-
ament a les línies 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 homogènies aïllades manualment o per citometria (Alié 
et al., 2015; Novershtern et al., 2011; Sogabe et al., 2019) —cosa que requereix 
mètodes especialitzats que no sempre garanteixen la puresa de les poblacions 
aïllades. Els mètodes de seqüenciació del transcriptoma en cèl·lules individuals 
(single-cell transcriptomics o scRNA-seq) superen moltes d’aquestes limitacions, 
fet que facilita el mostreig sense biaixos i la caracterització molecular de milers 
de cèl·lules. Això obre les portes a la reconstrucció in silico dels repertoris de 
tipus cel·lulars en espècies que fins ara eren difícils o impossibles d’estudiar.

En general, el desenvolupament d’eines de classificació de tipus cel·lulars és 
en certa manera anàleg al dels mètodes de filogènia d’espècies en les últimes 
dècades: de caràcters morfològics a caràcters moleculars (seqüències de nucleò-
tids o proteïnes). De la mateixa manera que és difícil resoldre les filogènies de 
les espècies utilitzant només caràcters morfològics, només amb dades molecu-
lars podem començar a desenvolupar esquemes de classificació de tipus cel-
lulars filogenèticament inclusius. Però l’analogia acaba aquí: la taxonomia 
moderna es basa explícitament en la història evolutiva subjacent d’una espècie, 
que incorpora molt sovint la filogenènia molecular com a eina clau per a la clas-
sificació. Les taxonomies cel·lulars són encara, a dia d’avui, fonamentalment 
linneanes.
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4.  La comprensió actual de la diversitat de tipus cel·lulars 
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 ràpida 
proliferació d’anàlisis de single-cell transcriptomics, amb un nombre cada cop 
més gran de cèl·lules i passant de fenomenologies descriptives de tipus cel·lulars 
a assajos de pertorbacions, dinàmiques de desenvolupament i diferenciació tem-
poral i transcriptòmica espacial amb resolució d’una sola cèl·lula (Marx, 2021). 
Avui dia, la catalogació de tot el repertori de tipus cel·lular en teixits humans i 
desenvolupament sembla a l’abast (Cao et al., 2020; Regev et al., 2017), i ja s’han 
fet importants avenços en la catalogació de tipus cel·lulars en ratolí (Han et al., 
2018; Schaum et al., 2018). Aplicats a espècies model no tradicionals, els mètodes 
scRNA-seq d’organismes sencers haurien d’obrir el camí a la caracterització i 
comparació sistemàtica de tipus cel·lulars a través de la filogènia animal i, en 
conseqüència, fer avançar ràpidament la nostra comprensió de la diversitat, el 
desenvolupament i l’evolució dels tipus cel·lulars (Marioni i Arendt, 2017).

Des d’una perspectiva taxonòmica, 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 espècie), incloent-hi un ctenòfor (Sebé-Pedrós et al., 
2018b), dues esponges (Musser et al., 2019; Sebé-Pedrós et al., 2018b), un placo-
zou (Sebé-Pedrós et al., 2018b), quatre cnidaris (Chari et al., 2021; Hu et al., 
2020; Sebé-Pedrós et al., 2018a; Siebert et al., 2019), un acel (Duruz et al., 2021), 
craniats (tenint en compte els transcriptomes unicel·lulars d’òrgans sencers del 
ratolí (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 específics 
de teixit per a espècies models, inclosos múltiples 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 espècies d’eriçons de 
mar (Echinodermata) (Foster et al., 2020; Massri et al., 2020), al poliquet marí 
Platynereis dumerilii (Anèlida) (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 són els vertebrats, 
inclosos els atles de desenvolupament cel·lular en quatre espècies (humà, ratolí, 
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 específiques del cervell) per a diversos 
mamífers, rèptils i teleostis (Hodge et al., 2019; Shafer et al., 2021; Tosches et al., 
2018).
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És interessant comparar l’expansió filogenètica dels atles cel·lulars amb la 
dels genomes de referència durant els últims cinc anys. El 2015, 15-17 anys des-
prés de la publicació del primer esborrany de genomes d’animals, Dunn i Ryan 
(Dunn i Ryan, 2015) van revisar l’estat de la seqüenciació del genoma en dife-
rents llinatges animals. Aleshores, 212 genomes de 14 fílums animals estaven dis-
ponibles a NCBI. Avui dia, hi ha 11 404 genomes de 27 fílums animals disponi-
bles o en curs, i se n’esperen molts més en un futur proper en el context 
d’iniciatives de seqüenciació de la biodiversitat a gran escala. És important desta-
car que els biaixos de mostreig d’alguns llinatges persisteixen, amb un 86 % 
d’aquests genomes procedents de vertebrats (6.454) i artròpodes (3.383), el 95 % 
si incloem mol·luscs (518) i nematodes (253). En comparació, des de la publica-
ció 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 espècies animals no 
models. Donat el ritme ràpid en l’escala i la sofisticació dels mètodes de single-
cell transcriptomics en espècies model (i l’àmplia disponibilitat de solucions 
comercials), el mostreig taxonòmic d’atles cel·lulars a través de l’arbre de la vida 
animal sembla més aviat modest.

5.  De fenotips transcripcionals a l’evolució dels tipus cel·lulars

Més enllà de catalogar cèl·lules en diferents organismes, el repte clau per 
entendre l’evolució dels tipus cel·lulars és de quina manera comparar-los per 
avaluar si comparteixen un origen evolutiu comú (és a dir, si són homòlegs) 
(Arendt, 2008; Arendt et al., 2016; Wagner, 2014). Els caràcters complexos com 
els tipus cel·lulars o els òrgans tenen múltiples components, sovint amb històries 
evolutives no coherents (Liebeskind et al., 2016; Shubin et al., 2009). Això com-
plica les inferències evolutives, especialment a grans distàncies filogenètiques 
(Arendt, 2008; Hejnol i Lowe, 2014; Liebeskind et al., 2016). De fet, malgrat les 
òbvies similituds fenotípiques (i fins i tot moleculars) entre els tipus cel·lulars 
dels llinatges animals, encara és molt incert si aquests tipus de cèl·lules similars 
(per exemple, neurones, cèl·lules mare, fibres musculars o cèl·lules epitelials) són 
homòlegs i, per tant, estaven presents a l’ancestre comú de tots els animals o si, 
per contra, van sorgir de manera independent en diferents llinatges mitjançant la 
cooptació de gens efectors similars (és a dir, homoplàsia). Les trajectòries onto-
genètiques també són sovint un mal indicador de l’afinitat evolutiva a grans dis-
tàncies, ja que sovint els mateixos tipus de cèl·lules sorgeixen de manera conver-
gent de diferents progenitors o capes germinals, i viceversa (Wagner et al., 2018).

Una alternativa a la comparació de transcriptomes complets és centrar-se en 
l’expressió de combinacions de factors de transcripció (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 supòsit implícit és que els TF poden 
representar una bona aproximació als mòduls gènics utilitzats en aquest tipus de 
cèl·lula en particular. Una segona hipòtesi subjacent quan ens centrem en els TF 
és que les similituds reguladores tenen menys restriccions selectives i, per tant, 
s’aproximen millor a l’homologia del tipus cel·lular (en comparació amb l’ús de 
gens efectors, p. ex., enzims, proteïnes de la matriu extracel·lular, citoesquelet, 
etc.). Tanmateix, encara no sabem prou sobre la freqüència amb què es poden 
substituir els TF d’identitat cel·lular, sobretot tenint en compte la complicada 
història evolutiva d’aquestes proteïnes reguladores. Així, els atles de tipus cel-
lulars recentment derivats destaquen el paper dels TF de grans famílies multigè-
niques (p. ex., zf-C2H2, Ets o Sox TF) amb històries evolutives complexes (dupli-
cacions, pèrdues, etc.). A més, sovint desenes de TF diferents s’expressen en un 
tipus de cèl·lula particular (per exemple, en coanòcits d’esponja), cosa que difi-
culta establir quins d’ells són els principals determinants de la identitat cel·lular i 
quina és la importància evolutiva de la conservació d’uns quants d’aquests TF. 
Així, tot i que representa un marc teòric excel·lent per intentar modelar l’evolu-
ció cel·lular, tenim dades molt limitades per implementar i avaluar sistemàtica-
ment els límits d’aquesta comparació de caràcters reguladors (com l’ús compartit 
de TF) i també per entendre quines característiques reguladores (per exemple, 
associacions de mòduls de gens amb TF, llocs d’unió de TF, conservació de 
seqüencies reguladores en cis, etc.) poden ser màximament informatives per a la 
reconstrucció evolutiva.

Els TF controlen l’expressió gènica reconeixent i unint-se a motius de 
seqüència 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 patró d’enriquiment d’aquests 
motius (Sebé-Pedrós et al., 2018a, 2018b), representant el conjunt de seqüencies 
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 seqüències d’unió 
dels TF es conserven molt sovint a grans distàncies filogenètiques (Lambert et al., 
2019; Sebé-Pedrós et al., 2013; Weirauch et al., 2014). Això obre la possibilitat de 
comparar els tipus de cèl·lules no a través dels seus perfils d’expressió gènica, 
sinó a través del conjunt de seqüències reguladores que defineixen el programa 
d’identitat cel·lular. Un estudi recent va ser pioner en la idea de la comparació 
de seqüències reguladores (Minnoye et al., 2020). Treballant amb línies cel-
lulars de melanoma en diferents espècies de vertebrats, Minnoye et al. van des-
cobrir un programa regulador en cis altament conservat, que implicava una 
combinació de motius d’unió de quatre TF (SOX10, TFAP2A, MITF i ETS) en 
enhancers que sovint mostraven poca o cap conservació de la seqüència global. 
Finalment, estudis centrats en la conservació d’elements reguladors 
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(majoritàriament 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)), així com l’anàlisi comparativa de xarxes de regu-
lació gènica específiques (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’evolució i que, per tant, 
hauria de ser possible modelar la dinàmica evolutiva dels programes d’identitat 
cel·lular a través de llinatges animals.

Els diferents elements que constitueixen un programa d’expressió gènica 
d’identitat cel·lular (TF, gens efectors, llocs d’unió de TF, connexions regulado-
res, etc.) no tenen necessàriament històries evolutives congruents (Shubin et al., 
2009; Tschopp i Tabin, 2017); de la mateixa manera, els arbres filogenètics de 
gens individuals no sempre estan d’acord amb l’arbre de les d’espècies (com a 
resultat de transferències de gens horitzontals i altres processos). Combinant 
l’anàlisi de motius de seqüència amb dades d’accessibilitat de cromatina d’alta 
resolució (Vierstra et al., 2020), podríem reconstruir sistemàticament les xarxes 
reguladores de gens que defineixen els tipus cel·lulars en espècies no models. En 
el futur, disseccionar i comparar programes reguladors en múltiples espècies 
estretament relacionades permetrà el desenvolupament de models quantitatius 
d’evolució de tipus cel·lulars, incloses les taxes evolutives de diferents caràcters 
reguladors: ús/substitució de TF, motius de seqüència, interaccions reguladores i 
composició dels mòduls gènics (Feregrino i Tschopp, 2021), entre d’altres. 
Aquests models haurien de constituir la base d’una futura filogènia cel·lular i aju-
daran a abordar qüestions importants en l’evolució del tipus cel·lular: es conser-
ven universalment aquestes taxes evolutives (Carvunis et al., 2015)? O hi ha pro-
grames cel·lulars «d’evolució ràpida»? Com són de robustes les xarxes genètiques 
d’identitat cel·lular i quins components són especialment evolucionables? Final-
ment, identificar caràcters reguladors d’evolució lenta (per exemple, motius de 
seqüències) podria ajudar a formular millors hipòtesis d’homologia cel·lular i, 
eventualment, reconstruir l’origen i evolució dels tipus cel·lular animals.

6. Resum i perspectiva

La transcriptòmica de cèl·lula única (single-cell transcriptomics) d’organismes 
sencers ens està permetent reconstruir catàlegs complets de tipus cel·lulars en siste-
mes filogenèticament diversos. Els atles moleculars de tipus cel·lulars avancen de 
manera crucial en la nostra comprensió de la biologia i la història evolutiva dels 
grups d’animals sense mostrejar (Dunn et al., 2015). Això és similar a la manera 
com la seqüenciació i l’anotació 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 filogenòmica i genòmica comparada. El repte més immediat és desenvolupar 
estàndards metodològics per construir mapes de tipus cel·lulars de la manera més 
consistent. Només amb un mostreig filogenètic dens i tècnicament compatible 
podrem iniciar un estudi comparatiu sistemàtic dels programes d’identitat cel-
lular. A partir d’aquest mostreig, la biologia comparada de tipus cel·lulars perme-
trà desenvolupar models filogenètics aplicables als tipus cel·lulars i pot promoure 
la comprensió dels canvis genètics associats a la novetat cel·lular. En general, això 
permetrà vincular models clàssics d’evolució molecular (genotip) amb un feno-
tip molecular intermedi: els tipus cel·lulars i les seves xarxes reguladores gèni-
ques associades.

Més enllà d’això, 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’espè-
cies. Aquesta limitació es podrà superar gràcies a l’arribada d’eines addicionals 
de genòmica funcional i de cèl·lula única. Si bé la transcriptòmica permet la 
caracterització molecular de les cèl·lules, combinant aquesta fenomenologia dels 
tipus cel·lulars amb l’anàlisi de l’accessibilitat de la cromatina (la qual cosa revela 
l’ús d’elements reguladors en cada tipus cel·lular) i l’anàlisi de seqüencies d’unió 
dels TF (Jolma et al., 2013; Weirauch et al., 2014), podem anar un pas més enllà 
del simple fenotip transcripcional (el conjunt de gens expressats) i caracteritzar 
les seqüencies reguladores en cis i les interaccions genètiques subjacents a aquests 
tipus de cèl·lules (Stegle et al., 2015; Tanay i Regev, 2017). És important destacar 
que aquestes metodologies són especialment adequades per estudiar espècies 
model no estàndard, ja que obvien la necessitat d’obtenir grans quantitats de 
material biològic i requereixen una manipulació experimental molt limitada. 
Aquestes característiques úniques obren el camí a l’anàlisi comparativa multini-
vell de la regulació del tipus cel·lular en espècies de metazous que abasten una 
amplitud filogenètica sense precedents.
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