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ABSTRACT

The phylum placozoa is a group of primitive animals with great
evolutionary and pharmacological interest. It is represented by a few genus,
when Trichoplax and its representative species T. adhaerens are most studied.
In this work, the knowledge of this species has been bibliographically reviewed,
both from an evolutionary point of view and relative to its pharmacological
interest.

Experimentally, protocols have been developed for the isolation of the
species in the most predictable coastal habitat for this species in the Canary
Islands and for the physical identification of the specimens obtained.

The results obtained indicate, on the one hand, the lack of study on this
recently discovered species, as well as the potential importance of Trichoplax
sp. in studies involving an ancestral animal model for the study of drugs.
Including the search for biochemical targets and response mechanisms different
from those described in more evolutionarily recent models.

Candidate specimens have been isolated in shallow waters of Tenerife

and optimal isolation conditions for this species have been established.



RESUMEN

El Filo placozoa es un grupo de animales primitivos y con gran interés
evolutivo y farmacolégico. Esta representado por pocos géneros, de los que
Trichoplax y su especie representativa T. adhaerens es el mas estudiado. En
este trabajo se ha hecho una revision bibliografica del conocimiento actual de
esta especie, tanto desde el punto de vista evolutivo como desde el punto de
vista de su interés farmacologico.

Experimentalmente, se han realizado los protocolos para el aislamiento
de la especie en uno de los habitats costeros mas previsible de Canarias asi
como la identificacion fisica de los especimenes candidatos recolectados.

Los resultados obtenidos indican, por un lado, la falta de estudio sobre
esta recientemente descubierta especie, y por otro lado, la importancia
potencial de Trichoplax en investigaciones que impliquen un modelo ancestral
animal para el estudio de farmacos. Incluyendo la busqueda de dianas
bioquimicas y mecanismos de respuesta diferentes a los descritos en modelos
mas evolucionados.

Finalmente, se han aislado por primera vez especimenes candidatos de
Trichoplax en aguas someras de Tenerife y se han propuesto las condiciones

Optimas de crecimiento de esta especie.
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1. INTRODUCCION

1.1 Trichoplax adhaerens, una especie singular.

Los placozoos (Placozoa) son un filo de animales con una estructura
corporal muy basica. Sin embargo al estudiarlos se considera que puede tener
un origen mas complejo. Fueron descritos por el zoélogo aleman Franz Eilhard
Schulze (1840-1921), tras identificarlos en un acuario marino del Instituto de
Zoologia de Graz (Austria) [1]. Trichoplax adhaerens incluye una sola especie,
si bien se ha sugerido que pueden existir hasta 100 especies aun desconocidas
[1, 2].

T.adhaerens destaca por tener una organizacion celular mas simple que
cualquier otro metazoo vivo, su tamafo (no superior a algunos milimetros), su
aspecto (una placa peluda irregular, de ahi el término que describe al filo) y su
genoma, lo hacen candidato a ser un organismo modelo para diferentes
estudios, hasta ahora limitados por la necesidad de aislar, caracterizar y
cultivar esta especie [3].

En 1971, el protozodlogo Grell, hall6 el T. adhaerens libre en la
naturaleza, en los mares Mediterraneo y Rojo. Posteriormente se identificaron
a lo largo de las aguas marinas calidas cercanas a tropicos y subtropicos
(Figura 1.1). Son considerados como bentdnicos. Sin embargo se recolectan
frecuentemente adheridos a diferentes sustratos. Una de las técnicas mas
utilizadas consiste en el uso de la columna de agua con portaobjetos situada

por encima del fondo marino . (Figura 1.2) [4].

éﬁ&i& Ty Tt
L b |
® “ ° v e
. 0

Figura 1.1. Distribucién de los Placozoa descritas hasta la fecha. Figura tomada de [2].



Figura 1.2. Columna de agua con portaobjetos sumergida por encima del fondo del mar. Figura
tomada de [4]

Trichoplax carece de tejido muscular, y de los sistemas nervioso y
digestivo. Ademas, establece relaciones sociales en su alimentacion, lo cual
mejora la extraccion de los alimentos. La participacion social aumenta cuando
hay una mayor concentracion de algas y cianobacterias. T.adhaerens podria
usarse como modelo para estudiar algunos aspectos relacionados con la
sociologia y ecologia [5].

Esta especie tiene en torno a unas cuarenta mil células. De las cuales
unicamente encontramos seis tipos de células y dos cilios con funciones

diferenciadas [6].(Figura1.3)
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Figura 1.3. Tipos de células que conforman la estructura de T. Adhaerens. Figura tomada de

[6]



1. Las células lipofilicas, cuya funcién es basicamente digestiva.
Las células glandulares, que secretan neuropéptidos.
Las células epiteliales dorsales, que forman una estructura como una
membrana que protege y preserva el esqueleto del animal.
Las células ventrales que son ciliadas (cada una con un pelo).
Las células fibrosas, que se parecen anatomicamente a las neuronas y se
conectan con otras células a través del cuerpo del animal.

6. Las células con cristal, monocristal de calcita rodeado de mitocondrias. Hay
quien sugiere que estos cristales son un lastre a modo de sensor de gravedad
y por lo tanto incica la altura a la que se encuentran.
El Cilio ventral.

8. El Cilio dorsal.

1.2 Origen evolutivo de los Metazoos

La secuenciacién del genoma del Trichoplax y su posterior estudio esta
proporcionando mucha informacion sobre el origen de los metazoos basales.
Debido a esto, Trichoplax ha adquirido un gran interés y ha sido redescubierta
como una especie clave para desentrafar la evolucién de los metazoos!’!. A
partir de la ontogenia de los Placozoos, se pueden encontrar aspectos que
permitan reevaluar las teorias sincitial flagelada y colonial flagelada que se han
propuesto para la evoluciéon de los animales multicelulares. De forma resumida,
la primera de las teorias propuestas, parte de un protozoo ancestral unicelular
ciliado pero multinucleado y con diferenciacion bilateral. La segunda de las
teorias propone la unién de muchos protozoos unicelulares flagelados para
configurar las primeras formas coloniales antecesoras.

El estudio del genoma y de la morfologia de Trichoplax, permite situar
este ancestro en ambas teorias y, en este contexto, tratar de dilucidar cual de
ellas interpreta mejor la evolucion real de los animales. El interés de Trichoplax
es el de situarse en un punto del proceso evolutivo para el que se tienen pocas

especies representativas [8].

1.3. Significado evolutivo del género Trichoplax
La posicidn de Trichoplax en el arbol evolutivo también representa un
importante punto de interés de la especie. El analisis clasico, basado en

estudios filogendmicos situan a los poriferos (esponjas) en la base de la



evolucion de los animales y a los placozoos en una posicion intermedia, los
cuales son los parientes mas cercanos de los cnidarios..

Por otro lado, los andlisis filogenéticos de proteinas mitocondriales
poseen una fuerte tendencia a ubicar el filo Placozoa en la base de la evolucion
de los metazoos. Ambas hipétesis estan relacionadas con las teorias colonial y
sincitial descritas anteriormente [9].

Basandose en los resultados obtenidos en [10,11], se ha llegado a la
conclusién de que a partir de un ancestro comun, se han generado de forma
muy temprana los filos placozoa, cnidaria y bilateria, estando situado por tanto
Trichoplax evolutivamente en paralelo a los ancestros animales (Figura 1.4).

Esta es la hipotesis que esta prevaleciendo actualmente en la comunidad

cientifica.

Hadromerida [1]

Poecilosclerida [2]

———— Halichondrida [Halichondridac]
Halichondrida [Axincllidac]
Ageclasida [E3)

Astrophorida

Spirophorida

ois

Haplosclerida [Spongilina]

Haplosclerida [Haplosclerina + Petrosina] [4]
Chondrosida [5]

Halisarcida

Verongida @

Dictyocerauda

Dendroceratida

Lyssacinosida

PORIFERA (esponjas)

Sceptrulophora

Iy

Amphidiscophora

Lychniscosida

e Aulocalyocoida

— Sycettida

Leucosolenida

— '— Lithonida

Bacnda

— Murrayonida

Clathrinida [8]

CALCINEA  CALCARONEA

-

“— Leucettida

Homosclerophorida [9]

[r— | C OZOQ

Cnidaria (medusas, corales)
80- quE Ctenophora

® Bilateria (bilaterados)
Figura 1.4 Arbol filogenético, en el que se observa el linaje evolutivo de Placozoa (figura
tomada de [10])

EPITHELIOZOA

Eumetazoa
(eumetazoos)



2. OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo son los siguientes:

1.

Presentar un resumen del conocimiento cientifico del género Trichoplax,
destacando aquellos aspectos que lo hacen adecuado como modelo
experimental.

Clasificar los trabajos realizados hasta la fecha sobre este filo,
especialmente aquellos que contienen aspectos de interés
farmacoldgico.

Llevar a cabo, por primera vez en Canarias, protocolos de aislamiento e
identificacion de Trichoplax empleando varias formas de extracciéon vy
microscopia.

Disefiar un medio de cultivo adecuado para el aislamiento y posterior

estudio de la especie.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Metodologia de generacién de resultados bibliograficos.

La revisidn bibliogréafica realizada esta fundamentada en las bases de
datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica o National Center
for Biotechnology Information (NCBI) empleando las sub-bases Pub-Med y
PubMedHealth. Los término iniciales de busqueda utilizados han sido Placozoa
y Trichoplax. Los limitantes de la busqueda fueron las fechas de publicacién y
se eligio el periodo comprendido entre el 2002 y el 2020 debido a la escasez de
referencias anteriores. Los trabajos se clasificaron en funcién del indice de
impacto y de la relevancia relativa, siendo este un término referido al valor
promediado por el NCBI para el impacto de los trabajos. También se utilizo el
buscador web Google Scholar para identificar referencias genéricas, y en parte,

alternativas a los articulos cientificos estrictos.

3.2 Metodologia de busqueda y aislamiento de Trichoplax sp

Para la recoleccidon del material a analizar se han utilizado principalmente

dos métodos:

* Primer método: extraccidn directa de rocas o restos de conchas del
fondo, por debajo de la zona de marea, para su posterior extraccion en
el laboratorio. En este caso se aislaron seis muestras con diferentes

perfiles de profundidad en las zonas de Bajamar y Punta del Hidalgo

(noroeste Tenerife) (Figura 3.1).

Figura 3.1. Muestras obtenidas en la zona noroeste de Tenerife.



* Segundo método: colocacién de entre ocho y diez portaobjetos en una
gradilla plastica inerte para su posterior extraccion al cabo de 10 dias. En

este caso se aislaron dos grupos de muestras (Figura 3.2).

Figura 3.2. Carro de portaobjetos utilizado en la obtencién de muestras empleado en el

segundo método.

El procedimiento empleado para el aislamiento de especimenes, descrito en

[12] con modificaciones, es el siguiente’

1. Se afiade a la muestra 100 ml de una disolucién 5% etanol en agua
destilada, o alternativamente, 100 ml de agua de mar recién cogida
en el lugar del aislamiento al 5% etanol.

2. Se espera 5 minutos. Antes de pasarlo al tubo de ensayo.

3. Se decanta la disolucién en tubos de centrifugado de vidrio y se
trasladan al laboratorio en frio.

4. Se centrifugan los tubos a 2000 rpm durante 5 minutos en un rotor
basculante a temperatura ambiente, obteniendo asi un sedimento.

5. De forma inmediata, se recoge la fraccién sedimentada contenida en
los 1000 pl finales, empleando una pipeta Pasteur y transfiriendo a

tubos eppendorf para su conservacion.



6. Se depositan 100 ul de la muestra resuspendida en portaobjetos para
su exploracién en busca de candidatos de Trichoplax empleando

aumentos de 5x y 40x del objetivo (magnificaciones entre 50 y 400x)

Un esquema del procedimiento empleado se muestra en la Figura 3.3.

Figura 3.3. Descripcién grafica del proceso realizado.

3.3 Medios de cultivo de Trichoplax sp.

La bibliografia acerca del cultivo y multiplicacién “in vitro” de especies del
género Trichoplax y, en general, del filo Placozoa es muy limitada, los
protocolos publicados hacen hincapié en el cultivo sobre céspedes de algas en
medio salino. En estos sistemas se han observado los procesos de
alimentacién y sociales descritos para la especie de T. adhaerens [5,13]. El
interés se centrd en el disefo de un medio simple, es decir con nutrientes puros
y en condiciones salinas similares al medio marino. De esta forma se identific
y se propuso un medio de cultivo en placas Petri de agar modificado del medio
de crecimiento de levadura YPD (Yeast extract Peptona Dextrosa), donde la
concentracion de nutrientes es 1/10 respecto al YPC comercial y la de Glucosa
es de 1/20. El medio propuesto contiene, por tanto:

— Extracto de levadura 0,1%.

— Peptona 0,2%.

— Glucosa 0,05%.



— Agar agar Merck 2%.

— En agua destilada conteniendo un porcentaje de sales al 3,5 % de los

cuales CINa al 2,4% y un coctel de minerales comerciales (suministrado

para acuarios marinos) conteniendo 0,5% Cl Mg2+y 0,7% CIK+.

Hemos previsto que este medio de cultivo no permita el crecimiento y
desarrollo de las especies de Trichoplax y por tanto proponemos un medio
complementario, mas complejo en nutrientes debido a la adicién de 1% de un
triturado tamizado de espirulina comercial y donde en el que se sustituye el
agua preparada por agua marina natural esterilizada y posteriormente filtrada a

través de filtros desechables de 0,45 um.



4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Revision del género Trichoplax

Los términos Placozoa, Trichoplax y T. adhaerens, comienzan a
aparecer en la literatura a partir del ano 1974 aunque no es hasta el 2010
cuando aparece informacion relevante en las bases de datos. En el NCBI, en
los ultimos 10 afios el término de busqueda “Trichoplax” aparece citado en
1299 articulos, siendo en los ultimos 5 afios cuando el interés de esta especie
empieza a destacar y a aumentar la relevancia de los trabajos con un total de
609 articulos, especialmente en conceptos como la evolucién de los animales y
mas recientemente como modelo de estudio para diferentes aspectos de
interés clinico. En la Figura 4.1 se muestra la distribucion de trabajos referidos

al filo Placozoa y al género Trichoplax bajo diferentes criterios y afios.

Referencias de Placozoay Trichoplax
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Figura 4.1. Articulos cientificos referidos al filo y género de Trichoplax adhaerens en el

buscador generalista Google scholar y en el NCBI.

El interés del género Trichoplax ha ido cambiando desde el
descubrimiento de la especie. Desde su significado como organismo simple en
su posicién en el arbol filogenético hasta el analisis de su genoma y, como
consecuencia, la busqueda de aplicaciones como organismo modelo para el

estudio de diferentes funciones y procesos metabdlicos, algunos de ellos con



implicaciones clinicas, incluyendo sistema nervioso [14], hipoxia [15], cancer

[16] y comunicacion intercelular [17,18].

La distribucion de los diferentes aspectos cientificos estudiados en
Trichoplax y mas especificamente en T. adhaerens se muestra en la Figura 4.2
en la que se incluye el resultado del analisis de los articulos con mayor
relevancia en los campos que se indican. Ademas de aquello articulos,
sefnalados con el término “indirecto” en referencia a que aparece tanto en el

resumen y en el texto pero no como principal sujeto de estudio.

% Porcentaje de referencias

H filogenética relevante

H filogenética indirecta
evolucion relevante
evolucion indirecta

H cancer relevante

E cancer indirecto
sistema nervioso relevante
sistema nervioso indirecto
otros

1%

1%

Figura 4.2. Distribucién de referencias agrupadas por campos y que utilizan a T. adhaerens de

forma directa o indirecta en el estudio.

En este trabajo se puso especial interés en clasificar las referencias que
emplean a T. adhaerens en aspectos farmacoldgicos o bioquimicos que
pudieran tener interés clinico y por tanto apoyaran la idea de emplear este
organismo como modelo experimental a desarrollar en los préximos afos, en

este sentido, la Figura 4.3 muestra los resultados de este analisis, donde se



refiere como resultados “indirectos” aquellos que aparecen no como objetivo

principal del estudio:

Articulos relacionados con la farmacologia

de Trichoplax
3% 2%
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Figura 4.3. Distribucién de referencias que estudian T. adhaerens en estudios con interés

clinico.

4.2 Aislamiento de Trichoplax sp en Canarias

Para el desarrollo experimental del presente trabajo, se tomaron 8
muestras diferentes que pudieron ser analizadas en busca de candidatos de
Trichoplax. Se identificaron visualmente (tamafio y forma) y en base a su
movilidad, a mas de 20 candidatos (se seleccionaron 17 para este trabajo), los
cuales pudieron ser aislados empleando capilares, con el fin de ser analizados
posteriormente utilizando técnicas especificas (morfolégicas y moleculares). La

concentracion de estos ejemplares en la muestra final de sedimento fue de
. 3
0,21 especimenes por cm"™.

Las muestras obtenidas empleando gradilla con portaobjetos, tienen una

mayor eficacia para el aislamiento del Trichoplax cuando el tiempo de



exposicion en la columna de agua es suficientemente grande para crear un

biofilm de algas y otros organismos adheridos a los portaobjetos (mas de 1

semana de exposicion). Se necesita mas trabajo experimental para ajustar los

tiempos éptimos de exposicion, la profundidad y la temperatura.

La siguiente tabla recoge algunas caracteristicas de la recogida en

campo de las muestras.

N° Fecha recogida | Lugar N° Profundidad (m)
muestra especimenes

1 25/06/20 Bajamar 0 0,5

2 29/06/20 Bajamar 0 0,5

3 03/07/20 La Punta 0 1

4 09/07/20 Bajamar +(1) 1

5 16/07/20 La Punta + 1,5

6 22/07/20 La Punta ++(4) 2

7 27/07/20 La Punta + 1,5

8 2/08/20 Bajamar +++(10) 1,5

4.3 Microscopia de especimenes aislados

Tabla 1. Tabla con el niumero especimenes encontrados por muestra.

A modo de ejemplo, se presenta a continuacion el proceso de analisis de

diferentes muestras. Las muestras conteniendo candidatos se aislan mediante

capilares y se depositan en tubos eppendorf para su conservacion y uso en

estudios posteriores. En las Figura 4.4, Figura 4.5 y Figura 4.6, se muestran

ejemplos de candidatos detectados bajo microscopia, los cuales han sido

aislados segun el método y los aumentos que se indican.




Figura 4.5

Figuras 4.4. y figura 4.5. Aislado segun método 1 y con un aumento de 10x.

Figura 4.6b

AN
A

L Figura 4.6a

Figuras 4.6a, 4.6b. Aislado segtin método 2 y con un aumento de 50x.

La identificacion de los candidatos requiere detectar el movimiento

ameboide, distinguible de otros componentes y restos biolégicos presentes en
las muestras.



5. CONCLUSIONES

Trichoplax es un género poco estudiado en la bibliografia, cuenta con
unas 3000 referencia totales, pero de un gran interés dada su posicidon
evolutiva y la poca representacion de especies que posee este filo. La mayor
parte de las referencias son relativas a sus caracteristicas genémicas y a su
posicion taxondmica-evolutiva, sin embargo, recientemente se estan
elaborando estudios referentes a su metabolismo y a su fisiologia cada vez
mas.

Ultimamente se ha presentado esta especie como modelo ancestral del
filo de los animales con vias metabdlicas y sistema de respuesta bien definidos
y caracteristicas primitivas y por tanto emerge el interés que
farmacolégicamente puede tener esta especie como diana para el estudio de
diferentes moléculas.

Los protocolos que hemos desarrollado para el aislamiento de
especimenes en las costas de las islas, muestran su eficacia y probablemente
seran la manera mas adecuada para identificar y citar esta especie de forma
inequivoca en este ambiente geografico. La profundidad de muestreo y la
exposicion a la luz parecen, asi como el tiempo de exposicion en el caso del
método donde usamos los portaobjetos, podrian ser factores relevantes para
incrementar las opciones de deteccién de especimenes de Trichoplax. Los
candidatos utilizados se han aislado en condiciones de profundidad alrededor
de dos metros y en entornos ricos en organismos benténicos adheridos al
sustrato y relativamente alejados de la luz directa, lo que concuerda con lo
descrito en la bibliografia consultada.

Los cultivos in vitro para esta especie pueden representar la forma
adecuada de obtener material suficiente para resolver las cuestiones cientificas

que este organismo promete y evaluar su utilidad como organismo modelo.
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