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CARACTERIZACION DE LOS GENES Asp70Y 185 EN EL ERIZO NEGRO

Arbacia stellata (GMELIN: 1788) (EQUINODERMATA: EQUINOIDEA)

Resumen aprobado: —ﬁ‘

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez

RESUMEN: Las Proteinas del choque térmico o “Heat Shock Protein” (HSP
por sus siglas en inglés) de la familia de 70 kda juegan importante papel en los
procesos celulares durante el desarrollo embrionario, la organogénesis y como
respuesta al estrés térmico evitando el despliegue o desdoble de las proteinas.
Es por esto que el gen de Asp70 ha sido caracterizado en varios organismos
especialmente en invertebrados marinos (como los equinodermos) para usarlo
en investigaciones de cambios en la expresion génica como respuesta al estrés
ambiental (especialmente el causado por incrementos de temperatura). El erizo
negro Arbacia stellata posee una amplia distribucion geografica, que abarca la
costa del Pacifico desde Chile hasta la costa de Baja California (México) y en
este rango de distribucion se encuentra expuesto a amplias diferencias de
temperaturas durante su etapa de desarrollo embrionario y larval (durante la
cual se transportan por las corrientes antes de la metamorfosis y habitan en el
bentos durante la etapa adulta). El uso de este gen y del gen /85 ribosomal
mediante la técnica PCR en tiempo real puede dar respuesta de como afecta la
temperatura a la especie, por eso el objetivo de caracterizar estos genes. En
este trabajo se logra caracterizar el gen /8S ribosomal que comparandolo con
secuencias de /8S de otros Echinoideos y especialmente con especies del
género Arbacia (A. punctulata 'y A. lixula) se observdo que guardan una
relacion cercana. En el caso del gen hsp70 se consiguié amplificar un
fragmento usando cebadores disefiados en regiones conservadas del gen en la
especie Cancer antenarius y que amplifico en otras especies de moluscos por
lo que se puede inferir que se trata de un fragmento conservado que comparte
estos grupos sin embargo, este fragmento se debe secuenciar para corroborar
este hecho.
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CHARACTERIZATION OF THE GENES HSP70 AND 18S IN BLACK
SEA URCHIN Arbacia stellata (GMELIN: 1788) (EQUINODERMATA:

EQUINOIDEA)

ABSTRACT APROVED BY: ?

Dr. Clara Elizabeth Galindo Sanchez

ABSTRACT: The heat shock proteins family of 70 kda play important role in
cellular processes during embryonic development, organogenesis and in
response to thermal stress by avoiding the deployment or unfolding of the
protein. That is why the hsp70 gene has been characterized in several
organisms especially in marine invertebrates (such as echinoderms) for use in
investigations of changes in gene expression in response to environmental
stress (especially caused by temperature increases). The black sea urchin
Arbacia stellata has a wide geographical distribution, covering the Pacific
coast from Chile to the coast of Baja California (Mexico) and in this range of
distribution is exposed to large temperature differences during the stages of
embryonic development and larval (during which are transported by currents
before metamorphosis and inhabit the benthos during adult stage). The use of
this gene and the ribosomal /8S gene in this species by quantitative real time
PCR (g-PCR) can give answer of how temperature affects the species, for that
the objective of characterizing these genes. This work is accomplished to
characterize the gene ribosomal /8S which compared to other Echinoids /&S
sequences especially species of genus Arbacia (A. punctulata and A. lixula)
observed that maintain a close relationship. In the case of Asp70 gene was
achieved amplifying a fragment using primers designed in conserved regions
of the gene in the species Cancer antenarius and amplified in other mollusc
species so it can infer that this is a conserved fragment that shares these
groups but should be sequenced to corroborate this fact.

Key words: asp70, 18S, Arbacia stellata.
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Introduccion

El ambiente marino presenta cambios y fluctuaciones ambientales que son causa
de estrés para los organismos que lo habitan. Toda alteracion de la homeostasis produce
en el organismo estrés (Clark et al., 2008) y una respuesta fisioldgica al estrés
ambiental en animales es el cambio en la expresion de genes (Aursnes et al., 2011). Uno
de estos mecanismo es la produccion de proteinas del estrés por choque de calor o “Heat
Shock Protein” (HSP por sus siglas en inglés) (Lang et al., 2010). Estas proteinas estan
presentes tanto en eucariontes como en procariontes y su alto nivel de conservacion
sugiere que juegan un papel importante en los procesos celulares fundamentales
(Kregel, 2002) no solo como un medio de respuesta al estrés ambiental sino también en
un amplio rango de procesos del desarrollo embrionario en tejidos que se encuentran
bajo procesos de diferenciacion y organogénesis (Gunter y Degnan, 2007). Las HSP's
son esenciales en procesos de mantenimiento celular, diferenciacion y morfogénesis
ademas de proteccion contra un amplio rango de estrés ambiental (Gunter y Degnan,
2008). Las HSP’s fueron descubiertas inicialmente en larvas de Drosophila
melanogaster expuestas a un choque de calor (Ritossa, 1962) y estudios subsecuentes
han identificado numerosos subconjuntos de estas proteinas en el rango de los 70 kDA,
como la HSP72 que se encuentra en nucleo y citoplasma e interviene en el plegamiento
de las proteinas y la citoproteccion, la HSP73 con funcion de chaperonas moleculares,
HSP75 que es una chaperona molecular en mitocondria y la HSP78 con funcion de

chaperona molecular y citoproteccion en el reticulo endoplasmico. Ademas de intervenir



en estrés por calor, tambien intervienen en la respuesta de estrés por intoxicacion,

acidosis e hipoxia (Figura 1) (Kregel, 2002).

Factores Fisiologicos que inducen la exprecion de HSP70
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Figura 1: Factores causantes de estrés que pueden inducir la expresion de hsp70, como
Reperfusion por Isquemia (R.l.), Especies reactivas de oxigeno y (ERO), Especies reactivas de
Nitrégeno (ERN). (Imagen tomada de Kregel, 2002).

Los Factores de choque térmico (HSF), presentes en el citosol, estan sujetos a las
proteinas de choque térmico (HSP) y se mantienen en un estado inactivo. Los estresores
causan la activacion de las HSF's y la separacion de estas de las HSP’s. Las HSF's son
fosforiladas y forman trimeros en el citosol que entran al nicleo y se unen a la region
promotora del gen de hsp70, el transcrito sale al citosol para sintetizar HSP70 para
cumplir su funcién como chaperonas moleculares y el replegamiento de las proteinas

desnaturalizadas.



Las HSP’s son chaperonas ubicuas que usan la hidrolisis de ATP para comandar
varias reacciones de procesamiento de proteinas (incluidas el transporte de proteinas y
prevenir la formacién de agregados proteicos toxicos) a través del replegamiento y la
liberacién de las proteinas antes desdobladas. (Young et al., 2004). Esta actividad esta
mediada por dos dominios comunes en todos los miembros de las HSP’s 70: Dominio de
union de nucleodtidos o “nucleotide-binding domain” (NBD por sus siglas en ingles) y el
dominio de unién de la proteina substrato o “protein substrate-binding domain” (SBD
por sus siglas en inglés) (Sousa y Lafer, 2006). La union de esta regién al ATP produce
el cambio en su conformacion estructural que causa el acoplamiento a la molécula
sustrato. La hidrolisis del ATP a ADP (con la liberacién del Pi) revierte este cambio y
asegura el SBD a su substrato (Schmid, et al., 1994, Greene, et al., 1995, Bakau y

Horwich, 1998).

Estudios han encontrado que la expresion de hsp70 y otras HSP's (hsp40 y
hsp90) esta regulado por el factor de estrés térmico uno o “Heat shock Factor-1” (HSF1
por sus siglas en inglés) estas proteinas bajo condiciones no estresantes se encuentran
unidas en un complejo multiproteinico, los cambios de su conformacion debido a los
incrementos de temperatura hace que estas proteinas se separen, las HSP’s se dirigiran
hacia las proteinas desplegadas mientras que HSF1 se dirigira hacia el nicleo e inducira
la expresion de los genes de HSP, y se une a la region promotora elemento de choque de
calor (“Heat Shock Elemenet” o HSE por sus siglas en ingles). Trimeros HSF1 con
destino a la HSE se wvuelven hiper-fosforilados (P) antes de que estén

transcripcionalmente competentes. Como los niveles de HSP’s aumentan, su union a



HSF1 provoca su disociacion de la HSE, que conduce a una disminucion en la
transcripcion de los genes de HSP’s (Fig.2) (Voellmy, 1996, Wu, 1995, Farkas, et al.,
1998, Goodson y Sarge, 1995, Larson, et al., 1995, Zhong, et al., 1998, Bienz y
Pelham, 1987, Fernandes, et al., 1994, Abravaya et al., 1992; Ali et al., 1998; Baler
et al., 1992, 1996, Bharadwaj, et al., 1999, Duina, et al., 1998, Marchler y Wu, 2001,
Mosser, et al., 1993, Rabindran, et al., 1994, Shi, et al., 1998, Tomanek y Somero,

2002, Zou, et al., 1998).
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Figura 2: Modelo de la autorregulacion de la transcripcién de HSP’s. Los mondmeros de HSF-1
asociados a complejos compuesto por HSP40, HSP70 y HSP90 que en el estrés térmico se
disocian del complejo y se dirigen hacia las proteinas desnaturalizadas, la HSF-1 que se
encuentra libre se dirige hacia el nucleo e inducird la expresion de las HSP's (Imagen tomada de
Tomanek y Somero, 2002).



Las proteinas HSP70 son las principalmente expresadas como respuesta al estrés
térmico y su expresion ha sido asociado a diferencias de temperatura en diferentes
habitats (Buckley, et al., 2001). La distribucion de la temperatura en los océanos se
reparte en cinco zonas reconocidas por los oceandgrafos: dos polares, dos templadas y
una tropical (fig. 3). La temperatura tiene influencia en las tasas de los procesos
fisiol6gicos y en la actividad reproductiva. Los organismos tienen diferentes termopatias
que han desarrollado durante largos periodos geoldgicos. Por ejemplo, muchos
invertebrados marinos tropicales no pueden existir bajo de una temperatura menor de
21°C, mientras que las especies articas viven constantemente bajo de una temperatura
menor de 1.5°C. (Okolodkov, 2010). La distribucion biogeografica de los organismos

estd en gran medida relacionada a los efectos de la temperatura (Murawski, 1993).

Se sabe que los erizos (como la mayoria de los organismos marinos) presentan
un rango de tolerancia ambiental en relacion a su fenologia y fisiologia (Lorente, et al.,
2004), como es el caso de la especie Strongylocentrotus purpuratus (erizo morado) que
prefiere temperaturas mas altas (18.8 + 0.2°C. durante el diay 17.4 + 0.3 °C. durante la
noche) que Strongylocentrotus franciscanus (erizo rojo) (17.5 = 0.3 °C durante el dia y
16.8 = 0.4 °C durante la noche), esto sugiere el uso de comportamiento
termorreguladores de S. purpuratus como un mecanismo de segregacion del medio
ambiente para evitar la competencia por espacio y alimento con S. franciscanus (Salas et

al., 2012)
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Figura 3: Las regiones climaticas-biogeograficas y los intervalos de las temperaturas promedio

mensuales (Rass, 1986): A — Artica, BN — Boreal del Norte, BS — Boreal del Sur, T — Tropical, E —
Ecuatorial, NN — Notal del Norte, NS — Notal del Sur, ANT — Antartica.

Los equinodermos (del griego echinos: espinoso, derma: piel) son organismos
deuterostomados, con esqueleto de origen mesodérmico conocido como estereoma
(compuesto por numerosas placas u osiculos con estructura en forma de enrejado y es
exclusivo del phylum) y exclusivamente marinos que presentan generalmente formas
adultas bentonicas (con excepcion de algunas holoturias de profundidad de los érdenes
Elasipoda, Aspidochirotida y Apoda) y larvas planctonicas (McEdward y Janies 1997).
El phylum esta constituido por seis clases, las cinco clasicas: Asteroidea (estrellas de
mar), Echinoidea (erizos de mar y dolares de arena), Ophiuroidea (ofiuras o estrellas

quebradizas), Holothuroidea (holoturias o pepinos de mar) y Crinoidea (Crinoideos o



lirios de mar) que es la clase més primitiva. En 1986 se incorpord la sexta clase,
Concentricycloidea (margaritas de mar) (Baker et al., 1986; Rowe et al., 1998)
compuesta tan solo por el género Xyloplax, con dos especies: X. medusiformis
(localizado en Nueva Zelanda) y X. turneae (localizado en las Bahamas). Sin embargo,
basandose en ciertas caracteristicas morfoldgicas de dichas especies junto con X. janetae
n.sp. (encontrada en el noreste del oceéano Pacifico), el andlisis cladistico de secuencias
de nuclettidos de ADN del gen 18S ribosomal y la morfologia de los ejemplares de la
mayoria de los érdenes de equinodermos, han posicionado a la clase Concentricycloidea

como una infraclase de Asteroidea (Janies y Mooi, 1998; Mah, 2006).

Los equinodermos es un grupo representativo en los fondos marinos (Carney,
2001) y los miembros de este phylum son componentes importantes e integrales de las
comunidades bentonicas de aguas profundas y pueden ser encontrado en todos los
océanos del mundo. (Tyler, 1980; Billett, 1991; Ruhl, 2007), Holotaridos y ofiuroideos
son particularmente abundantes (Carney, 2001), pero las especies de una o mas de las
cinco clases de equinodermos de aguas profundas dominan las comunidades bentonicas
en términos de abundancia y/o biomasa en el Océano Artico (Piepenburg, 2000), el
Océano Atlantico (Haedrich et al., 1980; Billett et al., 2001; Lavaleye et al., 2002;
Hargrave et al., 2004), el Océano Pacifico (Smith y Hamilton, 1983; Lauerman et al.,
1996), el Océano indico (Rodrigues et al., 2001), el mar Arabigo (Turnewitsch et al.,
2000; Murty et al., 2009) y en el mar Antartico (Sumida et al., 2008). El predominio
numérico de los equinodermos (holoturias) se extiende incluso a las profundidades

abisales del océano (Beliaev, 1989; Herring, 2002).



Ademé&s de ser componentes importantes de las comunidades bentonicas de
aguas profundas, los equinodermos estan también presentes en los ecosistemas pelégicos
como consecuencia de los ciclos de vida indirectos de muchas especies, donde una o
mas etapas del ciclo de vida ocupan la columna de agua antes de que el adulto se

depositase en el habitat bentonico (Pearse y Lockhart, 2004; Dupont et al., 2010).

Equinodermos bentdnicos adultos tienen importantes funciones en la
estructuracion de las caracteristicas quimicas y fisicas de sus habitats, tanto en aguas
poco profundas como en los fondos marinos, durante la alimentacion y locomocion los
equinodermos excavan y remueven el sedimento desplazando las particulas, lo que
aumenta la heterogeneidad de los sedimentos y la exposicion de los sedimentos andxicos
al oxigeno. Como resultado de ello, contribuyen al mantenimiento de la biodiversidad
global de sedimentos y a la respiracion bentonica (Smith et al., 2000; Turnewitsch et
al., 2000; Lohrer et al., 2005; Vopel et al., 2007; Glud, 2008; Vardaro et al., 2009).
La actividad de los equinodermos bentdnicos también contribuye al ciclo del carbono
orgénico e inorganico, flujo geoquimico de los sedimentos y a la regeneracion de
nutrientes en los fondos marinos (Piepenburg, 2000; Smith et al., 2009; Lebrato et al.,

2010).

Los Equinodermos son organismos muy valiosos para definir comunidades
biolégicas marinas como lo han demostrado los estudios en las costas escandinavas y
danesas (Petersen, 1913), y estudios posteriores hechos en las costas del occidente y

sureste de Europa y Norte de Africa (Le Danois, 1948).



Los Equinodermos en general (y muy especialmente los erizos de mar) han
tenido y tienen actualmente, una gran importancia en las investigaciones biolégicas ya
que se pueden obtener embriones factibles de ser manipulados experimentalmente
(Wray, 1999), en quien mejor se ha observado y estudiado la fecundacion es en el erizo
de mar. Probablemente esta fue observada por primera vez en 1845 en la especie
Echinus esculentus por von Baer (Harvey, 1956) existen observaciones acerca de la
fecundacion del erizo Paracentrotus lividus (erizo comUn o erizo de roca) que datan del
afio 1876 y fue estudiado por Hertwig. Los estudios de fecundacion, segmentacion,
desarrollo y metamorfosis realizados en Arbacia punctulata (erizo de mar de puas
cortas), por Jacques Loeb en 1872 son clasicos. Los 6vulos del erizo son células
esféricas de unas 100 micras de diametro, estdn envueltas en una cubierta gelatinosa,
ejercen una atraccion sobre los espermatozoides, gracias a sustancias especiales que
producen la fertilicina como lo demostré Lillie en 1915 (Loeb, 1872; Hertwig, 1876;
Lillie, 1915; Harvey, 1956). Debido a esto y a que se sabe que HSP70 intervienen en
los procesos de desarrollo embrionario como en la organogénesis y la diferenciacion de
tejidos (Gunter y Degan 2007, 2008) también se han utilizado embriones de erizo de
mar en el estudio de expresion del gen de hsp70 como respuesta a estrés por aumento de

temperatura (Sconzo et al., 1997; Giudice et al., 1999; Bonaventura et al., 2006).

Los dvulos de la especie Arbacia stellata (erizo negro) resultan ser ideales para
fines experimentales ya que son células esféricas, por lo que si presentan algin cambio,
éste se observa facilmente y los huevos de este equinoideo son en general bastante duros

y resisten cambios no bruscos en el agua de mar como afiadir sales, anestésicos u otras



sustancias quimicas, asi como también, cambios de temperatura, luz presion u otros

factores fisicos (Caso, 1978).

La especie Arbacia stellata que es reconocible por las grandes superficies
desnudas en la zona aboral y la cubierta del ano por placas triangulares. Su color puede
ser negro particularmente en juveniles, pero en especimenes mas maduros es rojizo, con
manchas conspicuas que corren en una forma de estrella abajo de la testa (Lessios,
2005), se puede encontrar en fondos rocosos submareales de 0 a 92 metros de
profundidad (Alvarado y Cortez, 2009) en la costa del Pacifico desde Baja California
(México) hasta Chile (Herrero-Pérezrul et al., 2008), por lo que este organismo se

encuentra frecuentemente sometido a cambios en la temperatura.

La caracterizacion de los genes de hsp70 y 18S ribosomal en A. stellata sera Util
en posteriores estudios de expresion de genes con el fin investigar como afecta el estrés
ambiental especialmente el relacionado con los cambios de temperatura en el ambiente
marino a estos organismos, sobre todo en el desarrollo embrionario y larval ya que
durante esta etapa se transportan por las corrientes marinas y se encuentran en un amplio
rango de distribucion (la costa del pacifico desde Chile hasta Baja California) donde se

observa un amplio gradiente de temperatura.

Para poder aislar estos genes se utilizara la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa o “Polymerase Chain Reaction” (PCR por sus siglas en inglés) que la

podemos considerar como una clonacion in vitro, en el sentido de que podemos
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amplificar en un tubo de ensayo una secuencia de DNA determinada millones de veces y

ademas en un tiempo minimo.

La amplificacion in vitro del ADN se logra en tres pasos basicos: a).-
Desnaturalizacion del ADN a copiar (molde o diana), incrementando la temperatura para
separar las dos cadenas que componen la doble hélice. b).-Alineamiento o hibridacion
de los cebadores u oligos al ADN molde. Para ello se baja la temperatura de reaccion, de
forma que pequefas secuencias de ADN de cadena sencilla (tipicamente, entre 12 y 25
bases) se unan a sus secuencias complementarias del ADN diana, de forma que sus
extremos 3’ apuntan el uno hacia el otro, delimitando la secuencia a amplificar. c).-
Copia de las cadenas delimitadas por los cebadores. Se consigue elevando la temperatura
de la reaccion a la 6ptima de la polimerasa utilizada. Cada uno de los extremos 3" de los
cebadores apareados a las cadenas directa y reversa serdn extendidos, generandose las
cadenas hijas correspondientes. El resultado son dos hélices completas en la region
delimitada por los cebadores. Un cebador degenerado es un oligonucledtido con ciertas
locaciones en las bases de su secuencia que tienen mas de un tipo de nucle6tido asociado
a esta (degenerado). Este es el cebador tipicamente disefiado cuando las secuencias
especificas de ADN son desconocidas para que sea amplificado. Estos tres pasos de
desnaturalizacion, hibridacion y polimerizacion se repiten “n” veces, duplicandose en
cada ciclo el nimero de cadenas delimitadas por los oligos. Se trata, pues, de una
amplificacion exponencial o logaritmica, en que las cadenas previamente sinterizadas

pueden servir de molde a futuras amplificaciones.
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Antecedentes

Estudios de expresion de hsp70 como indicador de estrés térmico se han hecho
en organismos como en el abulén Haliotis asinina en quien se ha analizado la expresion
de hsp70 y hsp90 asi como del factor de regulacion de transcripcion de HSP durante el
proceso de diferenciacion celular de la morfogénesis larval observando la expresion de
estos genes durante la diferenciacion celular y morfogenesis larval (Gunter y Degnan,
2008). También existen estudios en invertebrados marinos que muestran la
sobreexpresion de hsp70 como un indicador de estrés relacionado con el aumento de la
temperatura. Un ejemplo de esto es en el blanqueamiento mortal en la esponja de mar
Xestospongia muta y en moluscos marinos antarticos Laternula elliptica (Bivalvo) y
Nacella concinna (Gasterépodo) (Clark et al., 2008; Clark & Peck, 2009; Lo6pez-
Legentil et al., 2008) y estudios en moluscos del género Tegula han mostrado que la
aclimatacion (a 13°C, 18°C y 23°C) también puede influir en la expresion de hsp70

(Tomanek y Somero, 2002).

Una de las estrategias mas utilizadas para analizar y cuantificar la expresion del
gen hsp70 es la técnica de PCR en tiempo real, que utiliza moléculas indicadoras
fluorescentes para monitorear la produccion de productos de amplificacion durante cada
ciclo de la reaccion de PCR. Esto combina la amplificacion de ADN y los pasos de
deteccion en un ensayo homogéneo y evita la necesidad de electroforesis en gel para
detectar los productos de amplificacion (Bustin y Benes 2005), para la cuantificacion
relativa de la expresion de un gen blanco, utilizando un gen de referencia, el cual

normalmente es un gen constitutivo porque su expresion no debe ser regulada o
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influenciada por el procedimiento experimental (Radonié et al., 2004), con base a lo
anterior se eligio caracterizar el gen 18S, ya que es un gen ribosomal y por lo tanto es un

gen candidato o ideal para este tipo de analisis.

Existen estudios en donde se ha usado la expresion del gen hsp70 como indicador
de respuesta al estrés en fluctuaciones de temperaturas agudas en equinodermos, como
es el caso de dos especies de erizo Heliocidaris erythrogramma y Heliocidaris
tuberculata los cuales fueron expuestos a incrementos de temperatura de 18°C a 20°C,
25°C y a 30°C, siendo en este ultimo (30°C) donde se encontrd una mayor expresion de
hsp70 (Nguyen et al., 2012) mientras que en estudios sobre el efecto de la temperatura
durante el desarrollo embrionario de la especie Heliocidaris erythrogramma (etapas
gastrula, larva y juvenil) donde fueron expuestas a un incremento de 18 a 26°C, el
desarrollo fue tolerante a un aumento de 1 a 2 ° C, pero los efectos nocivos significativos
fueron evidentes en 3 a 4°C (Byrne et al., 2011). En la especie de erizo, Tripneustes
gratilla se ha observado que el rango de tolerancia es de 22°C a 29°C, y las temperaturas
fuera de estos rangos tiene efectos en el desarrollo y la sobrevivencia de la especie
(Rahman et al., 2009), y en larvas de Strongylocentrotus purpuratus (erizo morado) su
tolerancia térmica se ubica a los 27°C y temperaturas mayores a esta resultan mortales
para las mismas asi mismo el cambio de temperatura retrasa la metamorfosis o
promueven la metamorfosis incompleta (Diaz-Pérez y Carpizo-ltuarte, 2011).
Estudios en el desarrollo embrionario revelaron que un incremento de 12° a 18°C causé
alteraciones generalizadas en la expresion génica, incluyendo en los genes implicados en

el plegamiento de proteinas, el procesamiento del ARN y el desarrollo, encontrandose
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una red de 72 genes involucrados en la respuesta, incluidos hsp70 y hsp90 (Runice et

al., 2012).

Los estudios en el desarrollo de larvas de erizo de mar Paracentrotus lividus
sobre el efecto del incremento de la temperatura durante diferentes etapas han sido
desarrollados desde finales de los 90°s. Organismos expuestos al incremento de la
temperatura durante la etapa de fertilizacién y la formacién de la blastula mueren,
mientras que organismos de esta misma especie expuestos al mismo cambio pero en un
etapa posterior a la blastula, sobreviven y presentan sintesis de HSPs (Giudice et al.,

1999).

Dado que la especie de erizo Arbacia stellata se encuentra habitando la zona
intermareal, y esta expuesto a constantes fluctuaciones de temperatura, la expresion de
los genes de HSP”s puede servir como un indicador de la tolerancia de los erizos a estas
fluctuaciones, y pueden darnos informacién sobre la capacidad que tienen para adaptarse
y sobrevivir en sus limites de tolerancia. La caracterizacion del gen hsp70 utilizando al
gen de 18S como gen de referencia proporcionard informacién atil utilizarlo como

bioindicador molecular de respuesta a cambios en la temperatura.
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Hipdtesis

Si la expresion del gen hsp70 esta estrechamente relacionada con la respuesta al
estrés térmico, entonces la exposicién aguda de A. stellata a temperaturas elevadas
permitird su aislamiento y caracterizaciéon tanto en ADN como en ARNmM,

caracterizando a la vez el gen constitutivo 18S ribosomal como gen de referencia.

Objetivos

Objetivo General

Caracterizar el gen HSP70 y 18S en la especie Arbacia stellata.

Objetivos Especificos

1. Estandarizar la extraccion de ARN.

2. Estandarizar la sintesis de cDNA a partir del ARN extraido.

3. Estandarizar la extraccion de ADN.

4. Disenar cebadores degenerados para la obtencion de fragmentos de los genes de
hsp70 y 18S.

5. Estandarizar PCR punto final.

6. Analisis de los fragmentos y secuencias obtenidas.
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Metodologia

Extraccion de ARN

Muestras de pies ambulacrales (aproximadamente 100 mg y preservadas en RNA
later descrito en el Anexo | y de larvas (aproximadamente 3000 larvas y preservadas en
“TRI Reagent®” (Ambion)) se recolectaron de Arbacia stellata sometidos a un
incremento de temperatura hasta su umbral de tolerancia. Posteriormente fueron
homogenizadas en tubos eppendorf con perlas de silica y sirconia de 1mm. de diametro
utilizando un homogenizador de tejidos. EI ARN se extrajo de las muestras de pies
ambulacrales utilizando el protocolo modificado de “TRI reagent solution (Ambion)”
(Anexo I1). EI ARN se cuantificé utilizando un espectrofotémetro “NanoVue® (General
Electric)” y la calidad del ARN se evalud por medio de electroforesis en gel de agarosa
1.5% con TAE tefiido con “GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X (Biotium)”

incluido en el Anexo III.

Extraccién de ADN genomico

El ADN gendmico se extrajo de muestras de aproximadamente 100 mg. de pies
ambulacrales de Arbacia stellata utilizando el método de sales (AnexolV). El extracto
fue cuantificado por espectrofotometria y su calidad fue evaluada por electroforesis en
gel 1.5% de agarosa en TAE tefiido con GelRed®. EI ADN se diluyé inicialmente en una

relacion 1:10 y se procedi6 a una dilucion seriada para estandarizar el PCR.
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Digestion del ARN con DNAsas

Para eliminar trazas de ADN genomico que puedan contaminar el ARN se
realizé una digestion con DNAsas (Anexo V). Las muestras de ARN tratadas con
DNAsas fueron cuantificadas por espectrofotometria y se realizé electroforesis en gel

1.5% de Agarosa en TAE para verificar la integridad de las muestras.

Sintesis de ADN complementario (cCDNA) por transcriptasa reversa

La sintesis de cDNA utilizando “Improm Il Transcriptasa Reversa”
(PROMEGA), siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando el cebador de oligo
dT (desoxitimidina) para asegurar que solo el ARN mensajero del ARN total sea

transcrito (Anexo VI). Una vez sintetizado el cDNA se almaceno a -20°C hasta su uso.

Busqueda de secuencias y disefio de cebadores degenerados (busqueda
bioinformatica)

Una busqueda de secuencias homologas se realizd para los genes hsp70 vy
Ribosomal 18S incluyendo a los invertebrados filogenéticamente mas cercanos a A.
stellata. Por medio del programa “BLAST” se realiz6 esta busqueda en la base de datos

de “GENBANK” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias obtenidas se alinearon

utilizando los programas “MEGA 5.2” (Tamura, et al., 2011), “BioEdit” y “Sequencher
4.1.4”. Una vez realizados el alineamiento multiple, se identificaron las regiones mas
conservadas entre las secuencias. A partir de estas regiones se disefiaron cebadores

degenerados, utilizando los programas “Perl Primer” (Marshall, 2004) y “primer 3”
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(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) y se seleccionaron aquellos que reunieran las

mejores caracteristicas (Anexo VII).

Tabla I: Lista de las secuencias a partir de los cuales se disefiaron los cebadores para

hsp70 para Arbacia stellata.
Clave de Acceso  Descripcion del Gen

FN667017.1 hsp70 hipotética a partir de ARNm
FN796462.1 hsp70 putativa a partir de ARNm
JX035966.1 hsp70 a partir de ARNm (Parcial)
XR_026557.1 hsp70 hipotética a partir de ARNm

XR_025829.2 hsp70 hipotética a partir de ARNm
XM_775058.3 hsp70 hipotética a partir de ARNm
XM _791153.3 hsp70 hipotética a partir de ARNm
XM_003731468.1 hsp70 hipotética a partir de ARNm
XM 003726066.1 hsp70 hipotética a partir de ARNm
EU930813.1 hsp70 a partir de ARNm

EU668025.1 hsp70 a partir de ARNm (Parcial)
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Especie

Brissopsis lyrifera (Erizo corazén)
Psammechinus miliaris (Erizo verde)
Sterechinus neumayeri (Erizo del Antartico)
Strongylocentrotus purpuratus (Erizo morado)
Strongylocentrotus purpuratus (Erizo morado)
Strongylocentrotus purpuratus (Erizo morado)
Strongylocentrotus purpuratus (Erizo morado)
Strongylocentrotus purpuratus (Erizo morado)
Strongylocentrotus purpuratus (Erizo morado)
Apostichopus japonicus (Pepino de mar)

Apostichopus japonicus (Pepino de mar)


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

Tabla I1: Lista de secuencias a partir de las cuales se obtuvieron los cebadores para 18S
Ribosomal para Arbacia stellata.

Clave
Acceso
Z37514.1
DQO073778.1
L28055.1
Z37124.1
DQO073779.1
AY428816.1
AMO981272.1

Z37131.1

de Descripcién del Gen

18S Ribosomal a partir de ADN
18S Ribosomal a partir de ADN (parcial)
18S Ribosomal a partir de ADN
18S Ribosomal a partir de ADN
18S Ribosomal a partir de ADN (parcial)
18S Ribosomal a partir de ADN (parcial)
18S Ribosomal a partir de ADN

18S Ribosomal a partir de ADN

Especie

Arbacia lixula (Erizo negro)

Arbacia punctulata (Erizo de puUas cortas)
Strongylocentrotus purpuratus (Erizo Morado)
Echinodiscus bisperforatus (Galleta de mar)
Archaeopneustes hystrix (Erizo de zona batial)
Paracentrotus lividus (Erizo comun, Erizo de Roca)
Paracentrotus lividus (Erizo comun, Erizo de Roca)

Salmacis sphaeroides (Erizo tropical)

Amplificacion del fragmento de hsp70 y Ribosomal 18S en ADN

La amplificacion del ADN se llevo a cabo utilizando los cebadores degenerados

disefiados para los fragmentos de hsp70 y Ribosomal 18S utilizando PCR punto final.

Para esto se utiliz6 la tagq polimerasa “Go Taq® (Promega)”, en un termociclador “ATC

401°® (Apollo)”.

Las condiciones para amplificacion se muestran en las tablas 111 (componentes de

la reaccion) y IV (Programa del termociclador). Para comprobar la correcta

amplificacion de los productos de PCR se llevd a cabo una electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%, con TBE (Anexo Ill), y tefiido con bromuro de etidio. Los fragmentos

que tenian el tamafio esperado se seleccionaron con la ayuda de una escalera de DNA de
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100bp (PROMEGA). Una vez identificados los fragmentos, se cortaron las bandas de
productos de PCR del gel, y extrajeron utilizando el kit “QIAquick Gel Extraction

(QIAGEN)”, para enviar a secuenciar.

Tabla I11: Reaccion utilizada para amplificar los fragmentos de hsp70 y 18S

Reactivo Cantidad para una Concentracion final
reaccion (15pl.)

Buffer Go taq (5X) 3l 1X

MgCI2 (25mM) 1.8ul. 3 Mm

Nucleétidos (10mM) 0.3pl. 0.2 Mm

Cebador F (10pM) 0.3ul. 0.2 Mm

Cebador R (10 pM) 0.3ul. 0.2 Mm

Taq Polimerasa (5U/ul.)  0.075 pl. 0.375U

Agua libre de nucleasas  8.225 pl. -

ADN 1ul ADN gen. 4ul cDNA

Total 15 pl.

Tabla IV: Programa utilizado para el PCR de los genes hsp70 y 18S

Etapa Temperatura Tiempo Repeticiones
Desnaturalizacion 95°C. 2 minutos 1

inicial

Desnaturalizacion 95°C. 30 segundos 35 veces
Alineamiento Gradiente 50°C. a 60°C. 1 minuto

Extension 72°C. 1 minuto

Extension final 72°C. 5 minutos 1
Finalizacién de 4°C. 5 minutos 1

reaccion
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Alineamiento, analisis de las secuencias y disefio de cebadores especificos

Las secuencias obtenidas del 18S Ribosomal de la especie Arbacia stellata, se
editaron utilizando el programa “Chromas 2.4”. Las secuencias nucleotidicas se
alinearon utilizando el programa “MEGA 5.1” (Tamura, et al., 2011), para obtener
finalmente una secuencia consenso. Una busqueda utilizando “BLAST” se llevo a cabo
en la base de datos de “GENBANK?”, para investigar la similaridad de la secuencia
nucleotidica con otras secuencias de 18S en otras especies. Usando la secuencia obtenida
del gen 18S se alineo con otras secuencias del mismo gen de otros equinodermos y se
realiz6 un arbol filogenético. Finalmente se disefiaron los cebadores especificos a partir

de estas secuencias utilizando el programa “Perl Primer” (Marshall, 2004).

Resultados

Extraccion de ARN

Las muestras de larvas tuvieron una concentracion menor (de 64.6 ng/ul. a 168.3
ng/ul.) que las de pies ambulacrales (631.1 ng/ul. a 1346.7ng/ul.) y un indice 260/280
de entre 1.65a 1.95en larvas y de 1.23 a 1.47 en el caso de pies ambulacrales (Tabla V)
(Anexo VIII). En electroforesis (Figura 4) se puede observar las dos Subunidades de

ARN ribosomal lo cual nos indica no hubo degradacion significativa.
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Figura 4: Electroferogrma de los extractos de ARN de las muestras de Pies ambulacrales y
larvas: 1. Control positivo, 2. Muestra del tubo 5 de larvas (primer lote de extraccion), 3.
Muestra del tubo 9 de larvas (primer lote de extraccion), 4. Muestra del tubo 14 de larvas
(segundo lote de extraccidn), 5. Muestra del tubo 18 de larvas (segundo lote de extraccion), 6.
Muestra del tubo 25 de larvas (tercer lote de extraccién), 7. Muestra del tubo 1 de pies
ambulacrales (ultimo lote), 8. Muestra del tubo 39 de pies ambulacrales (ultimo lote).

Digestion con DNAsas

De los extractos anteriores se seleccionaron las muestras de ARN de pies
ambulacrales (debido a que se tenia mayor cantidad) y se les realizé una digestion con
DNAsas partiendo de una cantidad inicial de 7ug. y se cuantificaron las muestras con
Nanovue (Tabla VI) y corridas en gel de electroforesis 1.5% de Agarosa en TAE para
verificar su integridad (Figura 5) obteniéndose una cantidad final de ARN de 4.523 pg
en promedio (de 3.624pg a 5.631pg) por lo que se tuvo una pérdida alrededor del 40%
de la muestra inicial y un indice 260/280 de 1.25 a 1.47. La electroforesis nos muestra
las dos bandas de las unidades ribosomales 28S y 18S lo cual indica que no hubo
degradacion significativa (aunque en la muestra # 15 se observa una tercera banda mas
pequeiia lo cual puede tratarse de fragmentos de ARN de tamafio mas pequefio o

degradacion del ARN).
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Tabla VI: Concentraciones de los extractos de ARN tratados con DNAsas
Concentracion (Ng/pl.)

Muestra

#1 de pies Ambulacrales

#8 de Pies Ambulacrales

#15 de Pies Ambulacrales
#25 de pies ambulacrales
#21 de pies ambulacrales
#32 de pies ambulacrales
#37 de pies ambulacrales
#38 de pies ambulacrales

#39 de pies ambulacrales

469.3

443.2

302.0

337.4

337.3

335.8

378.7

425.5

363.4

S

1. 815725

[ N T

-

260/280
1.25

1.33

1.26

1.30

1.34

1.34

1.47

1.26

1.35

Total (ng)
5.631

5.318
3.624
4.048
4.047
4.029
4.544
5.106

4.360

Figura 5: Electroferograma de las muestras de ARN tratadas con DNAsas: 1. Muestra 1 de ARN
de pies ambulacrales, 8. Muestra 8 de ARN de pies ambulacrales, 15. Muestra 15 de ARN de

pies ambulacrales, 25. Muestra 25 de ARN de pies ambulacrales.
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Sintesis de ADN complementario (cCDNA)

Se realizé la sintesis de ¢cDNA a partir las muestras de ARN tratadas con

DNAsas, partiendo de una cantidad inicial de 1.5pg. Estas fueron cuantificadas por

Nanodrop (Tabla VII). Se obtuvo en promedio un total de 12.74ug, con una

concentracion de 340.7 ng/ul. a 837.3 ng/ul. y un indice 260/280 de entre 1.61 a 1.81.

Tabla VII: Concentraciones de cDNA
Concentracion (Ng/pl.)

Muestra

#1 de pies Ambulacrales
#8 de Pies Ambulacrales
#15 de Pies Ambulacrales
#21 de pies ambulacrales
#25 de pies ambulacrales
#32 de pies ambulacrales
#37 de pies ambulacrales
#38 de pies ambulacrales

#39 de pies ambulacrales

Extraccion de ADN

825.7

837.3

681.2

791.8

745.6

707.3

340.7

720.6

723.9

260/280

1.81

1.84

1.66

1.80

1.78

1.78

1.61

1.76

1.77

Total (ng.)
14.862
15.017
12.261
14.252
13.420
12.731
6.132
12.970

13.030

El ADN fue extraido probando dos técnicas diferentes, el método de fenol-

cloroformo, y método de sales. Las muestras de extracto de ADN fueron cuantificadas

con Nanovue (Tabla VIII) y corridas en electroforesis con 1.5% de Agarosa en TAE

(Figura 6). Por medio del método de fenol cloroformo se obtuvo una concentracion de
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574.9 ng/ul. y un indice 260/280 de 1.24, en el caso del método de sales se probaron dos
tratamientos, en uno se utilizd proteinasa K para homogenizar el tejido y en otro no, en
el caso del extracto con proteinasa K se obtuvo una concentracion de 811 ng/ul. y un
indice 260/280 de 1.61 y en el extracto en donde no se utilizé proteinasa K se obtuvo
una concentracion de 414.7 ng/ul. y un indice 260/280 de 1.82. Al observar las tres
muestras en electroforesis no se observan diferencias significativas entre los métodos de

extraccion.

Tabla VI11: Concentraciones de los extractos de ADN genémico

Método de extraccion Concentracion (ng/pl.) indice 260/280
Fenol-Cloroformo 574.9 1.24
Sales con Proteinasa K 811.0 1.61
Sales sin Proteinasa K 414.7 1.82

Figura 6: Electroforesis de las extracciones de ADN: 1: Extracto con el método Fenol-
Cloroformo, 2: Extracto con el método de sales (con proteinasa K), 3: Extracto con el método de
sales (sin proteinasa K)
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Blusqueda de secuencias y disefio de cebadores degenerados (busqueda
bioinformatica)

Los cebadores usados para amplificar el gen 18S (a partir de las secuencias de la

tabla 1) fueron los siguientes:

Astellata_18S-F F5 CAGCAGAGCATGGAATAATGGAZ’

Astellata_18S-R1 R 5’GTACAAAGGGCAGGGACGTA3’

Para el disefio de cebadores de hsp70 primero se determind cual era la especie
filogenéticamente mas cercana a Arbacia stellata de las especies con las cuales se
contaban con secuencias de hsp70 (Tabla 2). Para esto las secuencias del gen 18S
ribosomal de Arbacia lixula, Arbacia punctulata, Psammechinus miliaris, Brissopsis
lyrifera, Strongylocentrotus intermedius y Strongylocentrotus purpuratus (no se
encontrd secuencias del gen 18S de Sterechinus neumayeri) fueron alineadas en Mega
5.2 (Anexo X) y a partir de este alineamiento se generd un arbol filogenético por el
método del “vecino mas cercano” (“Neighbor-joining” o NB por sus siglas en inglés)
con una prucba “Bootstrap” de 1500 repeticiones. Este arbol indica que Brissopsis
lyrifera es filogenéticamente mas cercana al género Arbacia (Arbacia lixula y Arbacia
punctulata), mientras que Psammechinus miliaris y Strongylocentrotus purpuratus son

mas cercanos entre si y ubicados en otra rama aparte al del género Arbacia (Figura 7).
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100 | 2i|665597|emb|Z37514.1| Arbacia lixula
92 l gi|71388439\gb|DQ0O73778.1| Arbacia punctulata

2i|665606|emb|Z37119.1| Brissopsis lyrifera

2i|666085|emb|Z37149.1| Psammechinus miliaris

| gil473551|dbj|D14365.1| Strongylocenirotus infermedius

99 | 2i|508546|gb|L28055.1|_Strongylocenirofus purpuratus

Figura 7: Arbol filogenético generado por el método “Neighbor-joining” (NB) o “vecino mas
proximo” con una prueba Bootstrap de 1500 repeticiones, comparando el gen 18S del género
Arbacia (Z37514.1: Arbacia lixula, DQ073778.1: Arbacia punctulata) con Brissopsis lyrifera
(237119.1), Psammechinus miliaris (Z37149.1) y el género Strongylocentrotus (S. purpuratus
(L28055.1) y S. intermedius (D14365.1)

Por lo que se disefiaron cebadores especificos disefiados en la secuencia de hsp70

de la especie Brissopsis lyrifera:

B.lyr.HSP70_F 5 GTATTCCAGCATGGCAAGGTY

B.lyr.HSP70_R 5TGACAAGCCTGTTGTCGAAG3’

y se disefiaron cebadores degenerados a partir de las mismas regiones en una secuencia

consenso:

B.lyrHSP70_FD 5GTMTTYCAGMATGGVAAGGT3’

B.lyrHSP70_RD 5’ KGACNAGVCTNTYRTCRAAG3’

las caracteristicas de los cebadores utilizados se pueden ver en la tabla 1X
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Tabla 1 X: Caracteristicas de los cebadores utilizados
Nombre Secuencia (5°-3")

Astellata_18S-F  CAGCAGAGCATGGAATAATGGA
Astellata_18S-R1 GTACAAAGGGCAGGGACGTA
B.lyr.HSP70_F GTATTCCAGCATGGCAAGGT
B.lyrHSP70_R TGACAAGCCTGTTGTCGAAG
B.lyrHSP70_FD  GTMTTYCAGMATGGVAAGGT

B.lyrHSP70_RD KGACNAGVCTNTYRTCRAAG

Longitud

(p.b)

22 p.b.
20 p.b.
20 p.b.
20 p.b.
20 p.b.

20 p.b.

28

Porcentaje entre Guaninasy T.M. teérica

Citosinas

45%

55%

50%

50%

35 % a 55%

30% a 65%

(°C)

61°C

62°C

59.96°C
60.02°C

47.5°C a58.0°C

43.4°C a60.2°C

Tamafio de amplicdn
(P.B.)

781 p.b. aprox.

661 p.b. aprox.

661 p.b. aprox



PCR del gen 18S

De las muestras de ADN, se realizd una dilucion seriada y se usd un microlitro de
esta en la reaccion de PCR en un gradiente de 50°C. a 60°C con un control negativo corrido
a 55°C. Las muestras fueron evaluadas por electroforesis. Como resultado las diluciones
1:10, 1:20 no se obtuvieron amplicones (Figuras 8 y 9) y con la dilucién 1:40 se obtuvo un

amplicén de aproximadamente 900 p.b. (Figura 10).

1,2 3 S 5 g

Figura 8: Electroferograma del PCR usando un microlitro de ADN diluciéon 1:10 (41.47 ng/ul),
gradiente de temperatura: 1. Control negativo (55.5°C), 2. Muestra 1 del gradiente (51.4°C.), 3.
Muestra 2 del Gradiente (54.5°C), 4.Muestra 3 del gradiente (56.4°C), 5. Muestra 4 del gradiente
(58.6°C), 6. Muestra 5 del gradiente (59.7°C).

1 2 3 4 5 6 7

Figura 9: Electrofotograma de la repeticion del PCR usando como templado un microlitro de ADN
dilucién 1:20 (20.73 ng/ul): 1. Control positivo (600 p.b.), 2. Muestra 1 del gradiente (51.4°C.), 3.
Muestra 2 del Gradiente (54.5°C), 4. Muestra 3 del gradiente (56.4°C), 5. Muestra 4 del gradiente
(58.6°C), 6. Muestra 5 del gradiente (59.7°C), 7. Control negativo (55.5°C).
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Figura 10: Electroferograma del PCR usando como templado un microlitro de ADN dilucién 1:40
(10.36 ng/ul): 1. Muestra usando alineamiento de 50°C. 2. Muestra usando alineamiento de 55°C.
3. Muestra usando alineamiento de 60°C. 4. Control negativo usando alineamiento de 55°C. 5.

Escalera de ADN (50 P.B.). El tamaiio aproximado del fragmento que se observa es de 800 a 900
p.b.

Al verificar que los cebadores y la reaccion de PCR funcionaban correctamente y
estableciendo la fase de alineamiento a los 55°C se procedié a probar con el ADN
complementario (cCDNA) obtenido del ARN extraido usando desde 2 microlitros hasta 5
microlitros de templado, usando como control positivo una reaccion usando el ADN
gendémico donde se ha obtenido el fragmento del gen 18S. Los productos de PCR fueron
evaluados nuevamente en un gel de electroforesis de 1.5% de agarosa en TBE tefiido con
bromuro de etidio (Figura 11) y no se observd amplificacion en ninguna de las muestras

experimentales
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Figura 11: Electroforesis del PCR para el gen 18S probado el pull de cDNA: 1. Control positivo
(amplificacién con ADN gendmico), 2. Reaccién con cDNA (2ul.), 3. Reaccion con cDNA (3ul.), 4.
Reaccién con cDNA (4pl.), 5. Reaccion con cDNA (5ul.), 6. Control negativo.

Dado que la reaccion de PCR con el cDNA no género amplicones se realiz6 otro
ensayo con DMSO al 5% (usando el mismo volumen que se usa de Buffer de PCR y
restandolo al agua libre de nucleasas) y se utiliz6 el programa que se estandarizé para
amplificar el gen 185 en ADN gendmico. Este ensayo tampoco generé un producto

reconocible ya que solo se observaron dimeros de los cebadores (Figura 12).

Figura 12: Electroforesis del PCR del gen 18S en cDNA probando DMSO 5%: 1. Control positivo PCR
con ADN gendmico (1ul.) sin DMSO, 2. PCR con ADN gendmico (1 pl.) con DMSO, 3. PCR con cDNA
(5 pl.) sin DMSO, 4. PCR con cDNA (5 pl.) con DMSO, 5.PCR con cDNA nuevo (5 pl.) sin DMSO, 6.
PCR con cDNA nuevo (5 pl.) con DMSO, 7. Control negativo 1 pl. de Agua sin DMSO, 8. Control
negativo 1 pl. de agua con DMSO.
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PCR del gen hsp70

Dado que ya se habia estandarizado el PCR para el gen 18S, se utilizaron las
mismas condiciones (concentraciones de reaccion, concentracion final de ADN y programa
de termociclador) utilizando los cebadores especificos y degenerados para HSP70 en un
gradiente de 50°C a 60°C, utilizando como control positivo una reaccién amplificando el
fragmento del gen 18S ya obtenido observando que la reaccién no amplifico fragmento

alguno en ninguna temperatura del gradiente (Figura 13).

Figura 13: Electroferograma PCR usando los cebadores para hsp70, la hilera superior muestran los
resultados con los cebadores degenerados mientras que la inferior muestra los resultados de los
cebadores especificos: Hilera superior: 1. Control negativo, 2. PCR del gen 18S cDNA., 3. Control
positivo (gen 18S en ADN gendmico), 4. Escalera, 5. PCR hsp70 alineamiento a56.4°C, 6. PCR hsp70
alineamiento a 58.6°C, 7. PCR hsp70 alineamiento a 60.5°C, 8. PCR hsp70 alineamiento a 62.6°C, 9.
PCR hsp70 alineamiento a 64.3°C. Hilera inferior: 1. Escalera, 2. PCR hsp70 alineamiento a 56.4°C,
3. PCR hsp70 alineamiento a 58.6°C, 4. PCR hsp70 alineamiento a 60.5°C, 5. PCR hsp70
alineamiento a 62.6°C, 6. PCR hsp70 alineamiento a 64.3°C.
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Debido a que no se obtuvieron resultados con ninguno de los cebadores con las
condiciones ya probadas para el PCR del gen 18S, se procedio a estandarizar el PCR con
los cebadores especificos, repitiendo la reaccion con las mismas condiciones solo en tres
temperaturas de las cinco del gradiente (50°C, 54.5°C y 59.7°C) confirmandose que los

cebadores no amplificaron (Figura 14).

Figura 14: electroforesis del PCR probando los cebadores especificos para hsp70 utilizando las
condiciones ya probadas para amplificar el gen 18S ribosomal: 1. Fragmento de 18S como control
positivo, 2. Control negativo para hsp70, 3. PCR con alineamiento a 50°C., 4. PCR con alineamiento
a 54.5°C., 5. PCR con alineamiento a 59.7°C

Debido a que no se obtuvo resultados con este primer ensayo no generd producto
alguno, se procedio a repetir el PCR, en esta ocasion aumentando la concentracion de
MgCl, DE 3mM. a 3.5mM. éste el Unico parametro que se cambid. En este ensayo tampoco
se obtuvo amplificacion (Figura 15).
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Figura 15: PCR del gen HSP70 con 3.5 mM de MgCI2: 1. Control positivo (producto de PCR del gen
18S), 2. PCR hsp70 alineamiento a 50.3°C, 3. PCR hsp70 alineamiento a 52.4°C, 4. PCR hsp70
alineamiento a 54.5°C, 5. PCR hsp70 alineamiento a 56.4°C, 6. PCR hsp70 alineamiento a 59.7°C, 7.
Control negativo.

El PCR para hsp70 se volvié a repetir, probando con DMSO al 5% (de la misma
manera como se usé en el PCR para el gen 18S) pero tampoco generd resultados (Figura

16).

Figura 16: electroferograma de la prueba de PCR para hsp70 usando los cebadores especificos y
adicionando DMSO 5%: 1y 2 Controles positivos (producto de PCR del gen 18S), 3. PCR hsp70
alineamiento a 50.3°C, 4. PCR hsp70 alineamiento a 52.4°C, 5. PCR hsp70 alineamiento a 54.5°C, 6.
PCR hsp70 alineamiento a 56.4°C, 7. PCR hsp70 alineamiento a 59.7°C, 8. Control negativo.
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Dado que ninguna de las estandarizaciones que se realizaron lograron una
amplificacion positiva para el gen HSP70 en el erizo A. stellata, se decidio utilizar
cebadores para HSP70 disefiados en las regiones conservadas del gen para la especie
Cancer antenarius (Crustacea: Decapoda) (com. pers. Diego Ibarra, et al.). Estos cebadores
se probaron eficientemente en otras especies de invertebrados, donde se observd la
amplificacion de fragmentos de diferente tamafio (Figura 17). Las caracteristicas de estos

cebadores se muestran en la Tabla X.
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Tabla X: Caracteristicas de los cebadores utilizados para amplificar el gen hsp70 en Cancer antenarius

Nombre Secuencia 5"-3" Longitud Porcentaje G:C T.M. tedrica (°C) Longitud del Fragmento
Fsp2 TTCAAGCGAAAGTACAAGAAGG 22 p.h. 40% 59.36 867 p.b.
Rsp2 GAAACAGTAAGACTCCAGGGC 21p.b. 52% 60.83

*Cebadores disefiados por Diego Ibarra

Figura 17: electroforesis del PCR probando los cebadores disefiados para Cancer antenarius en otras especies de invertebrados marinos: AR —
Abulén Rojo, AN — Abuldn Negro, Aam — Abulén Amarillo, AAz — Abulén Azul, AV — Abuldn verde japonés, RV — Abuldn hibrido, VR — Abuldn
hibrido, Pep — Pepino de mar, Nud — Nudibranquio, Car — Caracol, Alm — Almeja, Pul — Pulpo, Cam — Camardn blanco, Lap — Lapa (Dra Fabiola
Lafarga, Laboratoria de acuacultura, CICESE)
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La temperatura estandarizada para estos cebadores fue de 51°C, por lo que se
realiz6 un PCR usando esta temperatura (el resto de las condiciones fueron las ya
establecidas), y se obtuvieron tres fragmentos principales de aproximadamente 450
p.b., 1000 p.b. y 2000 p.b. respectivamente (Fig.18). Observando este resultado se
decidio evaluar estos cebadores en A. stellata en un gradiente (dejando las condiciones
estandar para el PCR del gen 18S) notando que generaba un producto Unico a los 56°C,
mientras que temperaturas de alineamiento menores generaba amplificacion
inespecifica (Figura 19) El fragmento obtenido se enviaré a secuenciar, de la secuencia
obtenida se obtendrd una secuencia de aminoacido inferida (por medio del programa
Mega) para ser comparada con otras secuencias de aminoacidos de HSP70 de la base

de datos del “GenBank” ((http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

<— 2000 p.b.

<—1000 p.b.
!
. <« 450p.b.

Figura 18: Electroforesis de la amplificacion de ADN de A. stellata utilizando los cebadores
disefiados para C. antenarius, observandose amplificacidn inespecifica y tres fragmentos de
aproximadamente 450, 1000 y de casi 2000 pares de bases.
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Figura 19: Electroforesis del PCR de hsp70 usando los cebadores para C. antenarius en el ADN de
A. stellata: 1. Control positivo de 18S de A. stellata (55.6°C.)2. Control negativo de 18S de A.
stellata (55.6°C.), 3. PCR de HSP70 de A. stellata (52.2°C.), 4. PCR de HSP70 de A. stellata (53.9°C.),
5. PCR de HSP70 de A. stellata (56.4°C.) 6. PCR de HSP70 de A. stellata (58.1°C.) 7. PCR de HSP70
de A. stellata (59.8°C.), 8. Control negativo de HSP70 de A.stellata (55.6°C.)

Alineamiento, analisis de las secuencias

El fragmento del gen 18S ribosomal obtenido se envid a secuenciar (ambas cadenas)
(Anexo 1X) las secuencias obtenidas fueron analizadas por medio de los programas
Chromas y Sequencher 4.1.4 y editadas para obtener secuencia consenso (Anexo X). Esta
secuencia se analiz0 con “Blast” con la base de datos del GenBank

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi) encontrando que la secuencia obtenida coincidid

para los gen 18S ribosomal de equinodermos, entre estas secuencias de especies del género
Arbacia con 99% de similitud (A. punctulata y A. lixula), otros equinoideos (como
Paracentrotus lividus y Strongylocentrotus purpuratus) y se incluyen asteroideos

(Astropecten polyacanthus, Odontaster validus y Odontaster meridionalis).

Un arbol filogenético se construyd por el método de maximo verosimilitud

(“Bootstrap” de 1500 repeticiones) a partir de un alineamiento de la secuencia obtenida de
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A. stellata comparandolo con otras especies del género Arbacia (A. lixula y A. punctulata),
otras especies de erizos (Psammechinus miliaris, Brissopsis lyrifera y Strongylocentrotus
purpuratus) y especies del orden Clypeasteroida conocidos cominmente como doélares de
arena o galletas de mar (Echinocyamus pusillus, Echinodiscus bisperforatus, Encope
aberrans, Fellaster zelandiae y Rumphia orbicularis) y se utiliz6 como grupo externo al
pepino de mar Apostichopus japonicus (Anexo XIl), encontrando que la especie A. stellata
se encuentra emparentada en la mismo taxén donde se ubica los miembros del género
Arbacia, observandose que es mas cercana a A. punctulata y excluyendo a A. lixula en otra
subtaxa. Muy relacionado al género Arbacia se encuentran los erizos de mar
Strongylocentrotus purpuratus y Psammechinus miliaris emparentados con la galleta de
mar Fellaster zelandiae mientras que el resto de las galletas de mar se ubicaron en otro

taxon emparentados con el erizo de mar Brissopsis lyrifera (Figura 20)
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28 —  Arbacia_stellata

26 - gi|[71388439|gb|DQ073778.1|Arbacia_punctulata
51 gi|665597|emb|Z37514.1|Arbacia_lixula
gi|665639|emb|Z37128.1|Fellaster_zelandiae™
34 — gi|508546|gb|L28055.1|Strongylocentrotus_purpuratus
33— (i|666085|emb|Z237149.1|Psammechinus_miliaris

gi|665606|emb|Z£37119.1|Brissopsis_lyrifera
gi|665630|emb|Z£37124.1|Echinodiscus_bisperforatus®
gi|665628|emb|Z37126.1|Encope_aberrans™
71 — gi|71388448|gb|DQ073787.1|Echinocyamus_pusillus*

52 b—— @i|71388454|gb|DQ073793.1|Rumphia_orbicularis* ]
gi|329790856|dbj|AB595141.1]|Apostichopus_japonicus |

49

Figura 20: Arbol filogenético comparando el gen 18S obtenida de A. stellata con del género Arbacia (Z37514.1: Arbacia lixula, DQ073778.1:
Arbacia punctulata) con los erizos Brissopsis lyrifera (Z37119.1), Psmmechinus miliaris (Z37149.1) y Strongylocentrotus purpuratus (L28055.1), los
ddlares de arena Echinocyamus pusillus (DQ073787), Echinodiscus bisperforatus (Z37124.1), Encope aberrans (Z37126.1), Fellaster zelandiae
(237128.1) y Rumphia orbicularis (DQ073793) que pertenecen a la clase Clypeasteroida y estan sefialados con un asterisco y usando como grupo
externo al pepino de mar Apostichopus japonicus (AB595141). Arbol generado por el programa Mega por el método de Méxima verosimilitud
(Bootstrap de 1500 repeticiones).
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Discusiones

Extraccion de ARN

El uso de los equinoideos en estudios cientificos sobre la expresion génica plantea la
pregunta de qué tipo de tejido utilizar segun el tipo de investigacion que se realiza, si son
utilizados como modelos del desarrollo embrionario y larval o de la respuesta fisioldgica en
los adultos a diferentes factores ambientales. Una de las opciones de tejido en los adultos es
la gonada, pero si el organismo no se encuentra en una etapa de desarrollo sexualmente
maduro, esta es inexistente. Ademas de que la gbnada es un tejido que limita los estudios de
expresion génica, el tipo de tejido que se debe utilizar debe estar directamente relacionado
con los genes y la respuesta fisiologica que se quiere evaluar. La gonada es un organo no
solo con funciones reproductivas si no también con funciones de reserva energéticas por lo
que no solo se ve afectado por el desarrollo reproductivo sino también por la alimentacion

(Lozano et al., 1995).

La estructura de los pies ambulacrales tiene como funciones la locomocion, el
intercambio gaseoso, la fijacion al sustrato y la percepcion sensorial, al estar compuesta por
capas de tejido conectivo y musculo liso con inervacion nerviosa, es debido a su
composicion por lo que este tejido ha sido utilizado como modelo de estudio en la
expresion del gen de actina (proteina encontrada en el musculo liso) en especies del género

Arbacia y Strongylocentrotus (Florey y Cahill, 1977, Kabat-Zinn y Singer, 1981).

Mientras que el tejido larval muestra un mayor reto para la obtencion de suficiente
cantidad de ARN, debido a que éstas por lo regular son de tamafio pequefio (por ejemplo en

la especie Lytechinus variegatus va de 140 a 425 micras, dependiendo de su estadio). No
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obstante lo anterior, han sido exitosamente utilizadas para realizar estudios de expresion de
los genes de HSPs, debido principalmente a dos factores: 1) la importancia de éstas
proteinas como chaperonas durante el desarrollo larval y 2) la sensibilidad de las larvas ante
cambios ambientales abruptos, como lo son altas temperaturas (Sconzo et al., 1997;
Giudice et al., 1999; Gomez y Gomez, 2005; Bonaventura et al., 2006; Gunter y Degan
2007, 2008; Rahman et al., 2009; Hammond y Hofmann; 2010; Byrne et al., 2011;

Diaz-Pérez y Carpizo-ltuarte, 2011; Runice et al., 2012)

Al comparar extracciones de diferentes tejidos, observamos que de las muestras de
pies ambulacrales se obtuvo mayor cantidad de ARN que de las muestras de larvas. Sin
embargo al realizar el andlisis cualitativo en nanodrop, los valores de la relacién entre las
absorbancias 260 (ARN) y 280 (Proteina) obtenidos , indicaron que las extracciones de
ARN realizadas en larvas son relativamente libre de proteina, asi como los valores entre 1.8
a 2.1 en el indice de la relacion 260 y 230 (sales y solventes) indica muestras libres de
compuestos fendlicos, sales de guanidina/amonio, alcohol y otros solventes, por lo que en
las muestras de larvas a pesar de obtener una menor cantidad, se obtiene ARN mas limpio,
libres de sales, solventes y/o proteinas que puedan disminuir las solubilidad de los acidos
nucleicos e interferir o inhibir con las reacciones enziméaticas de la Retrotranscriptasa o la
Taq Polimerasa (Padmalatha y Prasad, 2006; Rio et al., 2010). EI ARN obtenido de los
pies ambulacrales se encuentra menos "limpio”, debido probablemente a la presencia de

pigmentos, los cuales son co-precipitados con el ARN.

Extraccion de ADN genémico
Los métodos probados para la extraccion de ADN en pies ambulacrales fueron el

método de Fenol-Cloroformo y el método de sales el cual posee la ventaja de que no se
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utilizan reactivos toxicos como el Fenol y el Cloroformo, compuestos que ademas son
inhibidores de la reaccion de PCR (Edwards et al., 1991). EI extracto por el método
Fenol-Cloroformo presentd una menor concentracion (574.9 ng/ul.) y un bajo indice
260/280 (1.24) lo cual indica baja pureza. Los extractos de ADN obtenidos por el método
de sales presentaron concentraciones de 414.7 ng/ul. (sin proteinasa K) a 811.0 ng/ul. (con
proteinasa K) y valores del indice de relacion 260/280 de 1.61 (proteinasa K) y 1.82 (sin
proteinasa K) por lo que las muestras de ADN obtenidas por el método de sales muestran
mayor concentracion y pureza sin la proteinaza K. En cuanto a la integridad del ADN, el
gel de electroforesis no mostro diferencias entre los métodos. La dilucion seriada baja la
concentracion de las trazas de contaminantes que pudieran alterar los resultados ademas de
ajustar la concentracion de ADN a una concentracion adecuada para el PCR que resulto ser
a los 10.36 ng/ul. Por lo que el método de sales es una buena opcidn de extraccion de ADN

para utilizarlo en amplificacion por PCR.

Busqueda de secuencias y disefio de cebadores degenerados (busqueda
bioinformatica)

Para el disefio de los cebadores que se utilizan para aislar un gen cuya secuencia es
desconocida, se emplean dos estrategias: La primera consiste en disefiar un par de
cebadores degenerados que contengan todas las secuencias nucleotidicas posibles de un
alineamiento multiple (Jabado et al., 2006) (es el caso de los cebadores para HSP70:
B.lyrHSP70_FD y B.lyrHSP70_RD), el problema con esta técnica es que a medida
que la degeneracion aumenta, la concentracién de cualquier cebador Unico disminuye (Rose
et al., 1998) y como resultado, el nimero de moléculas de cebador en una reaccion de PCR

que puede cebar la sintesis durante los ciclos de amplificacion baja y estos son gastados
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muy pronto en la reaccién, aunado a esto, la amplificacion de artefactos se produce debido
a la dominacion de los cebadores que no participan en la amplificacion del gen objetivo,
pero estan disponibles para la sintesis inespecifica. Esto produce que la banda de nuestro
gen de interés sea débil o indetectable en un gel donde él fondo puede ser predominante
(Rose et al., 1998). La segunda estrategia es disefiar un unico cebador consenso en toda la
region altamente conservada (como es el caso de los cebadores para 18S: Astellata 18S-F
y Astellata_18S-R1, y los de HSP70: B.lyrHSP70 F y B.lyrHSP70_R). El cebador
consenso se deriva generalmente por elegir el nucleétido mas comdn en cada posicién de
las secuencias de nucle6tidos del alineamiento mdaltiple, aunque esta técnica ha tenido mas
éxito en el aislamiento de genes homdlogos altamente conservados, posibles desajustes
entre el cebador y el templete excluyen su aplicacion a secuencias relacionadas lejanamente
(Rose et al., 1998, 2003; Boyce et al., 2009). Con base en lo anterior estas estrategias son
viables cuando se tienen secuencias altamente conservadas (como el 18S ribosomal), se
conocen las regiones homologas del gen que se estudia (como NBD y SBD de HSP70) o
cuando se cuentan con secuencias del gen en especies filogenéticamente muy cercanas (del

mismo género de ser posible) a la especie que se esta estudiando.

PCR de los genes 18S y hsp70

En el PCR del gen 18S ribosomal se utilizaron la pareja de cebadores
Astellata_18S-F y Astellata_18S-R1, los cuales tienen un temperatura de alineamiento
tedrica de 61.5°C, pero el gradiente del termociclador no mostro diferencias entre las
temperaturas de alineamientos de 50°C., 55°C. y 60°C., por lo que el protocolo del PCR fue
estandarizado con 55°C de temperatura de alineamiento. La concentracion en la dilucion de

ADN que se us6 quedo6 a 10.36 ng/ul. utilizando un microlitro para una reaccion total de
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15ul. por lo que la concentracion final de templete en la cual el producto fue amplificado

fue de 0.69 ng/ul. Se amplificoé un unico producto de aproximadamente 800 pares de bases.

En el caso del gen para hsp70, los cebadores que produjeron los productos estan
disefiados en secuencias de crustaceos para amplificar un fragmento de aproximadamente
867 p.b. por lo que de los tres productos obtenidos, el segundo se acerca al tamafio
esperado, sin embargo se deben secuenciar los productos obtenidos y analizar las

secuencias.

Alineamiento, analisis de las secuencias

Es importante determinar la especie con la cual se realizd el aislamiento de los
genes, particularmente porque algunas veces puede haber confusiéon debido a la similitud
fenotipica entre algunas especies. Los genes ribosomales (como 18S y 28S) y
mitocondriales (como el Citocromo oxidasa | o COI) son utilizados para estudios de
parentesco entre especies, en el caso de equinodermos y especialmente del género Arbacia,
se han hecho estudios con el gen COI (De Giorgi et al., 1991; Metz et al., 1998; Lessios et
al., 2012; Lopez et al., 2012). Mientras que con genes ribosomales (entre los cuales se
incluye 18S) se ha utilizado en estudios de filogenia en artrépodos (Aleshin y Petrov,
1999; Giribet y Rivera, 2000) y en el caso de equinodermos como holotdridos y
asteroideos (Janice y Mooi, 1998; Janice, 2001; Lacey et al.,, 2005), se han hecho
comparaciones del género Arbacia con otros equinodermos usando ensambles de genes
ribosomales y mitocondriales (Bromham y Degnan, 1999) generando arboles mediante los

métodos de parsimonia y maxima verosimilitud.
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De la secuencia del gen 18S obtenida y del arbol filogenético que se generé de las
secuencias comparadas, se puede observar que la especie de estudio A. stellata guarda
parentesco con las otras especies del género Arbacia de las cuales se encontrdé secuencias
en la base de datos (A. punctulata y A. lixula). A pesar de tener pocas secuencias
disponibles del gen 18S en otras especies del género Arbacia y que no se realizd una
comparacién entre todas las clases de equinodermos si es posible notar las relaciones entre

la especies del género estudiado.

Conclusiones
Con los protocolos comparados el ARN extraido de pies ambulacrales es mas

abundante pero contiene pigmentos de la especie (que le dan su color caracteristico).

La extraccion de ADN por medio del método de sales fue mas efectiva que con el
método de Fenol-Cloroformo, ademés de ser mas segura por no usar sustancias quimicas

téxicas.

La secuencias del gen 18S ribosomal se encuentra altamente conservada y debido a

esto es sencillo su aislamiento y amplificacion en especies donde alin no se conoce.

La secuencia del gen 18S ribosomal obtenida de A. stellata comparada con las
secuencias del mismo gen en dos especies del género Arbacia (A. lixula y A. punctulata) y
otros equinodermos muestra gque existe parentesco entre la especie de estudio y las otras dos

especies del mismo género, confirmando que se trata de la especie A. stellata.
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El gen hsp70 posee una region conservada que es compartida tanto por el
equinoideo A. stellata como por otros invertebrados (moluscos y crustaceos) que es

amplificada por los cebadores que se utilizaron.

Recomendaciones
Los fragmentos obtenidos se deben secuenciar los fragmentos obtenidos con los

cebadores de hsp70 y hacer su respectivo analisis.

Sobre la filogenia de la especie A. stellata se deben de hacer estudios utilizando

otras secuencias del gen 18S ribosomal cuando estén disponibles.

En préximas extracciones de ARN de esta especie, utilizar mayor cantidad de larvas

o0 en el caso de pies ambulacrales usar kits de purificacion de ARN.

Se deben disefiar cebadores especificos con el fin de analizar estos genes con PCR

tiempo real (fragmentos pequerios de alrededor de 200 p.b.).
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ANEXOS

ANEXO |

Solucién RNA later

El ARN es una molécula labil y son dos las fuentes principales de degradacion de este. En
primer lugar las RNAsas las cuales son enzimas muy activas y estables y que adn al
presentarse en cantidades traza son suficientes para romper el RNA. Segundo, la molécula
de RNA por si misma es muy fragil y es termodindmicamente menos estable que el DNA
debido a que el grupo hidroxilo 2’ del anillo de la ribosa promueve un ataque hidrofilico
sobre el enlace fosfo-di-ester de los carbonos 5°-3’ permitiendo que se genere un fosfato
ciclico 2°-3” rompiendo asi la molécula del RNA. Es por esta razén que el almacenamiento
del RNA debe realizarse en soluciones amortiguadoras para evitar que una vez que se ha
aislado sufra degradacion.

RNA later es una solucién no téxica que estabiliza y protege el RNA en estado intacto de
tejidos no congelados. Esta solucion elimina la necesidad de procesar las muestras de tejido
inmediatamente o criopreservarlas en N, liquido permitiendo que la muestra pueda ser
procesada en etapas posteriores al muestreo. La solucion actia permeando a través de las
células estabilizando el RNA permitiendo almacenar tejidos entre los -80°C y -20°C de
manera indefinida, a 4°C hasta por un mes e inclusive a 25°C hasta por una semana. Estas
cualidades lo hace sumamente favorable durante muestreos en campo o cuando el numero
de muestras es sumamente grande.

Reactivo Cantidad (Volumen Final 1.5 It.)
» Citrato de Sodio 1M 25 ml.
» EDTA3MPpH8 40 ml.
» Sulfato de Amonio 700 gr.
» Agua destilada des ionizada 935 ml.
1. Preparar 25 ml. de Citrato de sodio 1 M.

N

Adicionar EDTA 3M. pH 8 (40 ml.)

3. Diluir el Sulfato de Amonio de poco a poco hasta Saturar (Adicionar el Agua
necesaria también de poco a poco)

4. Agregar el resto de Agua des ionizada hasta aforar al volumen final

Ajustar pH a 5.2 con H,SO,

o

*Los reactivos que componen el RNA later cambian las propiedades del agua, pues hacen
gue aumente su volumen, por lo que es recomendable adicionar el agua de poco a poco
para evitar tener un volumen mayor de solucién (y por lo tanto una concentracion
menor de sales de la que se necesita).
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ANEXO 11

Modificaciones al protocolo de extraccion de ARN (“TRI reagent solution® de
Ambion”)

1. Homogenizar cada muestra (Apréximadamente 100 mg.de tejido) con 800 pl. de Tri
reagent solution® y 100mg. perlas de silica/zirconia de 1mm de didmetro en
homogenizador por 30 segundos a 2500 r.p.m. (en hielo)

2. Las muestras se deben incubar por cinco minutos a temperatura ambiente y se
centrifugaran a 12000g por diez minutos a temperatura de 4°C.

3. Adicionar a la muestras 200ul. de cloroformo por cada ml. de Tri reagent solution®
utilizado, agitando vigorosamente por 15 segundos e incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente.

4. Centrifugar a 120009 de 10 a 15 minutos a 4°C.

5. Transferir la fase acuosa (ARN) a un tubo ependorf limpio libre de ARNasas.

6. Adicionar 500ul. de Isopropanol por cada ml. de Tri reagent solution®, agitar por
vortex de cinco a diez segundos.

7. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

8.  Incubar por 20 minutos a -80°C.

9. Centrifugar a 12000 g por 8 minutos a 4°C.

10. Descartar liquido sobrenadante y recuperar precipitado (ARN).

11. Lavar dos veces el precipitado con 1 ml de etanol al 75% por cada ml de Tri reagent
solution® utilizado, agitar vigorosamente y centrifugar a 7500 g por 5 minutos a 4°C.

12. Secar el pellet (quitar todo el etanol remanente completamente).
13. Resuspender el precipitado en agua libre de ARNasa.

14. Cuantificar (Ng/ul) en espectrofotometro nano vue-measuring nucleic acids & proteins
en el rango de 260 nm y medir pureza por medio de las relaciones 260/280 y 260/230.
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ANEXO 111

Electroforesis no desnaturalizante de ARN

Electroforesis en gel de Agarosa 1.5% en TAE (o TBE) con GelRed® para analizar las

muestras.

Adicionar 0.6 gramos de agarosa en 30 ml. de TAE y calentar en microondas por 15
segundos hasta disolver completamente.

Agregar 10 ml. mas de TAE para ayudar a enfriar la solucion.
Adicionar 4ul. de GelRed® y disolver completamente.

Montar el gel y esperar a que solidifique.

Preparacion de las muestras de ARN para electroforesis

1.

Determinar la concentracion de ARN disponible para calcular el volumen de solucion
que contenga 1ug de ARN de muestra.

Adicionar 2ul. de Buffer de carga (EDTA+ Azul de Bromofenol + Glicerol).

En caso necesario, agregar agua libre de ARNasas para igualar volumen de muestra
hasta 15pl.

Las muestras se cargaran el en gel (15ul por cada muestra) y correr durante una hora a 60

volts para determinar calidad de ARN y confirmar que no hubo degradacion.

Buffer TAE 50X (pH 8.3)

» 242gr. de Tris Base
» 57.1 ml. de &cido acético glacial
» 100 ml. de EDTA 0.5M pH 8.0 (Stock)

Agregar el Tris Base y el EDTA a 500 ml. de agua destilada desionizada, adicionar el acido

acético glacial y aforar a 1Lt. con agua destilada desionizada.
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CONTINUACION ANEXO IlII

Buffer TBE (10X)
11t 500ml.
> Tris Base 108 gr. 54 gr.
> Acido Borico 55 gr. 22.5gr.
» EDTA0.5MpH 40ml. 20ml.

Disolver el Tris Base y el acido bdrico en agua destilada desionizada en un volumen no
mayor de 200 ml. Adicionar el EDTA y ajustar al volumen final con agua destilada
desionizada.

Buffer de carga para electroforesis

Para poder cargar las muestras que se quieren observar (extracto de ADN, ARN o Producto
de PCR) es necesario afiadirle a la muestra un buffer de carga, la cual tiene como funcién
evitar que la muestra se disuelva en el buffer de electroforesis (TAE o TBE) y que esta se
pierda. Los buffers de carga estan compuestos de un colorante (azul de bromofenol, Cylene
Cyanol, naranja de acridina, etc) que nos permitira visualizar el corrido de la muestra 'y
darle seguimiento, y un agente que le dard mayor densidad (Glicerol, Ficoll, Sucralosa etc.)
a la muestra permitiendo que esta se deposite correctamente en el pozo de siembra

Volumen final 10 ml.
» EDTA0.5M pH8.1 2 ml.
» Azul de Bromofenol (0.025 gr /3ml de Agua destilada desionizada)
» Glicerol 5ml.

Adicionar 3ul. de GelRed® por cada mililitro de buffer de carga (no es necesario tefiir los
geles de Agarosa).

Utilizar 2ul de buffer por cada 5ul. de muestra.
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ANEXO IV

Extraccion DNA por Método de Sales.

1.- El tejido se debe secar (100 mg por tubo) por 2 horas en un tubo abierto.
Nota: El tejido se puede dejar a -20°C por la noche.

2.- Agregar 200ul de solucién SNET y comenzar a homogenizar el tejido con un pistilo
para tubos de 1.5ml (alrededor de 15 min. De homogenizacion mecénica por tubo).

3.-Agergar otros 200ul de solucion STEN a cada tubo, agregar 4l RNasa (10mg/ml) y 8ul
de proteinasa K (20mg/ml).

4.- Incubar a 60°C de 1-2 hrs agitando cada 10 min.
5.- Agregar 300ul de NaCl 6M, usar vortex e incubar a temperatura ambiente 5min.
6.- Centrifugar a temperatura ambiente 10,0009 por 30 min. (10,200 rmp).
7.- Transferir fase acuosa a un tubo nuevo (alrededor de 600pul).
8.- Agregar 600ul de isopropanol e incubar a -80°C por 10 min.
9.- Cetrifugar a 12000g (11,200 rpm) a temperatura ambiente por 15 min.
10.- Descartar sobrenadante y agregar 1ml de Etanol 70%.
11.- Centrifugar 5min. A la misma velocidad.
12.- Retirar sobrenadante, secar y Resuspender en 30ul de TE.
Solucion amortiguadora de Sales (SNET)
» Tris-HCI 10 mM pH 8.0
> NaCl 400 mM.
» EDTA1 mM

Solucion amortiguadora de almacenamiento (TE)

» Tris-HCI5mM pH 7.9
» EDTA 0.1 mM pH8.0
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ANEXO V

Digestion con DNAsas (Para 7pg. de ARN)
1. Preparar la reaccion en frio con el ARN, la enzima RQ1® DNAsas (7ul. una unidad
de enzima por cada microgramo de ARN), el Buffer 10X y ajustar el volumen con agua
libre de nucleasas (para diluir el buffer 10X a volumen final de 1X).
2. Incubar la reaccién por 30 minutos a 37°C.
3. Centrifugar rapidamente (para bajar el condensado formado en las paredes del tubo
y enfriar rapidamente en hielo, adicionar 7ul. de soluciéon STOP (una unidad de stop por
cada unidad de DNAsa).

4. Incubar la reaccion por 10 minutos a 65°C.

5. Agregar un décimo del volumen de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y 3 volumenes de
etanol 100%.

6. Incubar por una hora a -20°C (o toda la noche a -80°C).

7. Centrifugar a 12000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C.

8. Lavar con 200ul. de etanol al 75% .

9. Incubar por 10 minutos en hielo.

10. Centrifugar a 9000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C y descartar el liquido supernadante.
11. Secar el pellet totalmente y resuspender en 14ul. de agua libre de nucleasas.

Almacenar a -20°C si se va a utilizar inmediatamente o a -80°C si no se va usar por el
momento.
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ANEXO VI

Sintesis de ADN complementario (RT-PCR)

1. Preparar el siguiente master mix en frio*:

Reactivo

Buffer 10X

Mezcla de nucleétidos
(5mM)

Oligo dT (10pM.)
RNAsa OUT (40U/pl.)
Transcriptasa reversa
(4U/pl.)

Agua libre de nucleasas
RNA

Una reaccion (20ul.)
2.0ul. (1X)
2.0ul. (0.5mM)

2.0ul. (1.0 uM)
0.25ul (10U/20ul.)
1 pl. (0.2U/ul.)

0.75 ul.
12.0 pl.

Master mix (16 méas 10%o)
35.2 pl.
35.2 ul.

35.2 ul.
4.4 ul.
17.6 pl.

13.2 pl.

*Antes de mesclar los reactivos, si estos estan recién descongelados, se recomienda
agitarlos mediante vortex y centrifugarlos rapidamente en microcentrifuga para resuspender
los reactivos que pudieran estar precipitados.

2. Repartir el master mix en cada uno de los tubos que se vayan a utilizar (8 pl. por tubo) y
adicionar individualmente el ARN en cada tubo.

3. Incubar las muestras por una hora a 37°C.

4. Almacenar a 4°C si se va a utilizar el ADN o a -20°C si no se va a usar proximamente.
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ANEXO VII

Disefio de cebadores u oligonucleétidos

El disefio cuidadoso de cebadores es uno de los aspectos mas importantes de la PCR, ya
que cebadores mal disefiados pueden amplificar otros fragmentos de ADN distintos a los
buscados (amplificacion inespecifica). En el disefio de los mismos algunas caracteristicas
que se buscan son:

1.
2.
3.

4.
S.

6.
7.

Cada cebador debe contar con una longitud de entre 12 a 25 bases.

Se debe mantener un contenido de G:C (Guanina:Citosina) entre 45y 55 %.

Los cebadores deben de tener temperatura de fusion “Tm” de entre 50°C. a 60°C. y
con una diferencia entre ambos de 5 °C como maximo.

La secuencia de los cebadores individuales debe iniciarse y terminarse con 1 0 2
bases puricas.

Evitar regiones con potencialidad para formar estructuras secundarias internas.
Evitar poli X.

Evitar nucleétidos degenerados en los extremos 5.

Cddigo IUPAC/IUB:

A: adenina R:A0G
C: citosina W:AoT
G: guanina S:CoG
T: timina en el ADN Y:CoT
U: uracilo en el ARN KiGoT
N:AoCoGoT H:AoCoT;noG
M:AoC B:CoGoT;n0A
V:AoCoG;noT D:AoGoT;noC
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ANEXO VIII

Tabla V Concentracién de las muestras de ARN extraidas:

Muestra

#1 de larvas

#2 de larvas

#3 de larvas

#4 de larvas

#5 de larvas

#6 de larvas

#7 de larvas

#8 de larvas

#9 de larvas

#10 de larvas

#11 de larvas

#12 de larvas

#13 de larvas

#14 de larvas

#15 de larvas

#16 de larvas

#17 de larvas

#18 de larvas

#19 de larvas

# 20 de larvas

#21 de larvas

#22 de larvas

#23 de larvas

#24 de larvas

#25 de larvas

#26 de larvas

#27 de larvas

# 1 de pies ambulacrales
#8 de pies ambulacrales
#15 de pies ambulacrales
#21 de pies ambulacrales
#25 de pies ambulacrales
#32 de pies ambulacrales
#37 de pies ambulacrales
#38 de pies ambulacrales
#39 de pies ambulacrales

Concentracion (Ng/pl.)

76.6
90.7
104.4
132.2
144.6

64.6
105.6
168.3
88.9
98.2
98.8
123.3
158.8
137.2
70.4
79.0
1731
90.0
134.7
156.1
67.4
98.5
126.8
156.9
105.1
116.0
1021.0
1161.0
1107.5
847.8
1346.7
631.1
978.4
699.2
977.7
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260/280
1.87
1.76
1.82
1.79
1.83

1.87
1.80
1.88
1.85
1.79
1.65
1.66
1.87
1.73
1.82
1.95
1.85
1.84
1.83
1.85
1.73
1.83
1.80
1.78
1.81
1.78
1.23
1.28
1.24
131
1.28
1.28
1.47
1.26
1.33



ANEXO IX

Secuencias 18S obtenida

As 18S F

GNNNACTGCGGTTCTATTGCGTGGCTTCGGACTCGAGGTAATGATTAAGAGGGACTGACGGGGG
CATTCGTATTGCGGTGTGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAGC
ATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGATACC
GCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACTGACGATCCGCCGGCGTTACTCCCATGACGCGGC
GGGCAGTCTAAGGGAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACT
TAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACG
GGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGT
GGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAAC
GAGACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCGTCAACTTCTTAGAGGGAC
AAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGG
CCGCACGCGCGCTACACTGGCGGAATCAGCGGGTACGCTGCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAA
TCCGCTGAACCTCCTCCGTGATGGGGATAGGGAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAGGAATTCC
CAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCCCTTTGTACA

As 18S R

GNNCCTTGCCTGAAGATCGCGCTAACTGGGATTCCTCGTTCAAGGGAAATAATTGCAATTCCCTA
TCCCCATCACGGAGGAGGTTCAGCGGATTACCCAGACCTTCCGGCCAAGGGCAGCGTACCCGCT
GATTCCGCCAGTGTAGCGCGCGTGCGGCCCCGAACATCTAAGGGCATCACAGACCTGTTATTGC
TCAATCTCGCGTGGCTATACGCCACTTGTCCCTCTAAGAAGTTGACGCGCACCGCGGCGGGTGG
CGCAACTATTTAGCAAGCCAGAGTCTCGTTCGTTATCGGAATTAACCAGACAAATCGCTCCACC
AACTAAGAACGGCCATGCCCCACCACCCACAGAATCAAGAAAGAGCTCTCAATCTGTCAATCCT
CACTGTGTCCGGGCCGGGTGAGTTTTCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGCTCCACTCCTG
GGGGTGCCCTTCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCAGCTTTGCAACCATACTTCCCCCGGAACCCAAA
GACTTTGGTTTCCCTTAGACTGCCCGCCGCGTCATGGGAGTAACGCCGGCGGATCGTCAGTCGGC
ATCGTTTATGGTTAGAACTAGGGCGGTATCTGATCGCCTTCGAACCTCTAACTTTCGTTCTTGATT
AATGAAAACATTCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTCGGTCGTCTTGCGGCGATCCAAGAATTTCACC
TCTCACACCGCAATACGAATGCCCCCGTCAGTCCCTCTTAATCATTACCTCGAGTTCCGAAAACC
AACGCAATAGAACCGAGGTCCTATTCCTTATTCCTTGGGGGCGGGGGGAGA

Secuencia concenso Arbacia stellata 18S

ACTCGAGGTAATGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGTGTGAGAGGTGAAATT
CTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAGCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGA
ACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGAC
TGACGATCCGCCGGCGTTACTCCCATGACGCGGCGGGCAGTCTAAGGGAAACCAAAGTCTTTGG
GTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAG
GAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAG
GATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGT
GGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCAC
CCGCCGCGGTGCGCGTCAACTTCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAA
TAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGAATCAGCG
GGTACGCTGCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAACCTCCTCCGTGATGGGGATAGG
GAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAGGAATCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
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ANEXO X

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to DNA

Sequence format is Pearson

Sequence 1:

gi| 665597 |emb|Z37514.1| A.lixula gene for 18S ribosomal RNA
Sequence 2:
gi|71388439|gb|DQ073778.1| Arbacia punctulata 18S small subunit ribosomal

1692 bp

_RNA gene partial sequence 1692 bp
Sequence 3:
gi|665606|emb|Z237119.1| B.lyrifera gene for 18S ribosomal RNA 1692 bp
Sequence 4:
gi|666085|emb|Z237149.1| P.miliaris gene for 18S ribosomal RNA 1692 bp

Sequence 5:
gi|473551|dbj|D14365.1|SUS18SI Strongylocentrotus intermedius gene for 18
S _rRNA partial sequence 1692 bp
Sequence 6:
gi|508546|gb|L28055.1|SUS18SR_Strongylocentrotus purpuratus 18S ribosomal
_DNA_18S rDNA 1692 bp

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 99
Sequences (1:3) Aligned. Score: 97
Sequences (1:4) Aligned. Score: 98
Sequences (1:5) Aligned. Score: 97
Sequences (1l:6) Aligned. Score: 97
Sequences (2:3) Aligned. Score: 97
Sequences (2:4) Aligned. Score: 98
Sequences (2:5) Aligned. Score: 98
Sequences (2:6) Aligned. Score: 97
Sequences (3:4) Aligned. Score: 97
Sequences (3:5) Aligned. Score: 97
Sequences (3:6) Aligned. Score: 96
Sequences (4:5) Aligned. Score: 97
Sequences (4:6) Aligned. Score: 97
Sequences (5:6) Aligned. Score: 98

Guide tree file created: [clustalw.dnd]
There are 5 groups

Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1l: Sequences: 2 Score:31578
Group 2: Sequences: 3 Score:31136
Group 3: Sequences: 4 Score:30900
Group 4: Sequences: 2 Score:31084
Group 5: Sequences: 6 Score:30629

Alignment Score 171885
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CLUSTAL-Alignment file created

clustalw.aln

[clustalw.aln]

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

gil1665597 |emb|Z37514
gi]71388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|Zz37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gil665597 |emb|Z37514
gi]71388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|Zz37119
gi| 666085 |emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gil71388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gil666085|emb|Z37149
gi|1473551|dbj|D14365
gil1508546|gb|L28055.

gil 665597 |emb|Z37514
gi171388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|z37119
gil666085|emb|Z37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|z37119
gi|666085|emb|Z37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

CGAGCGAAACTGCGG-ATGGCTCATTAAATCAGTTAT-GGTTCATTGGAT
CGAGCGAAACTGCGG-ATGGCTCATTAAATCAGTTAT-GGTTCATTGGAT
CGAGCGAAACTGCGG-ATGGCTCATTAAATCAGTTATTGGTTCATTGGAT
CGAGCGAAACTGCGG-ATGGCTCATTAAATCAGTTAT-GGTTCATTGGAT
CGA-CGAAACTGCGGGATGGCTCATTAAATCAGTTAT-GGTTCATTGGAT
CGA-CGAAACTGCGG-ATGGCTCATTAAATCAGTTAT-GGTTCATTGGAT

*khk hkhkkhkhkkhkkhkhkhkhhkh Khhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhkh *hkhkhkrhkhkxkhkkx

CGAGTCCCCC-GACATGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC
CGAGTCCCCC-GACATGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC
CGAGTCCCCC-GACATGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC
CGAGTCCCCCCGACATGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC
CGAGTCCCCCCGACATGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC
CGAGTCCCCCCGACATGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC

AKhkAkhkhkkhkhkhkkhk hhkhkkhhkkhkhhkkhhhkhhkhkkhhkhkhhhkhArk kA Ak hAk kA kA kA Ak kh k%

GTCCAAGCGCCGACTCCCCAGAAGGCGTGCTTTTATTAGGAACAAGACCA
GTCCAAGCGCCGACTCCCCAGAAGGCGTGCTTTTATTAGGAACAAGACCA
GTCCAAGCGCCGACTTCC-AGAAGGCGTGCTTTTATTAGGAACAAGACCA
GCCCAAGCGCCGACTTTCCAGAAGGCGTGCTTTTATTAGGAACAAGACCA
GTCCAAGCGCCGACTTTCCAGAAGGCGTGCTTTTATTAGGAACAAGACCA
GTCCAAGCGCCGACTTTCCAGAAGGCGTGCTTTTATTAGGAACAAGACCA

* Ak Akk kA Kk kA Kk kA k Kk khkkAkkhk Ak hk Ak hk Ak kA kA Ak Ak A hAk Ak h kKK

GCCCGGTTTCGGCCGGCACCACTGGTGAACTCTGGATAACACAGCCGATC
GCCCGGTTTCGGCCGGCACCACTGGTGAACTCTGGATAACACAGCCGATC
GSSC---CCCGGCCGGCAACACTGGTGAACTCTGGATAACACAGCCGATC
GCCCGGTCTCGGCCGGCCACACTGGTGAACTCTGGATAACACAGCCGATC
GCC-GGTCTCGGCCGGCCACACTGGTGAACTCTGGATAACACAGCCGATC
GCCCGGTCTCGGCCGGCCACACTGGTGAACTCTGGATAACACAGCCGATC

* Xk Kk kK Kk kK KAk hkkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhAkrk kA rk ki hkkx*k

GCACGGTCTTCGCACCGGCGACGGATCCTTCGAATGTCTGCCCAA-TCAA
GCACGGTCYTCGCACCGGCGACGGATCCTTCGAATGTCTGCCCTA-TCAA
GCACGGTCCTCGCACCGGCGACGGATCCTTCGAATGTCTGCCCTA-TCAA
GCACGGTCTTTGCACCGGCGACGGATCCTTCGAATGTCTGCCCTA-TCAA
GCACGGTCTTTGCACCGGCGACGGATCCTTCGAATGTCTGCCCTA-TCAA
GCACGGTCTTTGCACCGGCGACGGATCCTTCGAATGTCTGCCCTAATCAA

khkkkhkhkkhkhkk Kk KkhkhkkhkhkhkkhkhkhAhkhkkhhkhkkhhkhkkhhhkhAhhbhkhhbhkhhbkhkhkt * K*hk%k

CTTTCGATGGTACGTTATGCGCCTACCATGGTCGTCACGGGTAACGGAGA
CTTTCGATGGTACGTTATGCGCCTACCATGGTCGTCACGGGTAACGGAGA
CTTTCGATGGTACGTTATGCGCCTACCATGGTCGTCACGGGTAACG-AGA
CTTTCGATGGTACGTTATGCGCCTACCATGGTCGTCACGGGTAACGGAGA
CTTTCGATGGTACGTTATGCGCCTACCATGGTCGTCACGGGTAACGGAGA
CTTTCGATGGTACGTTATGCGCCTACCATGGTCGTCACGGGTAACGGAGA

khkAhkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhhkhkhhkhkkhrkhkkhrkhkhr*x *%x%
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gil1665597 |emb|Z37514
gil171388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gi| 666085 |emb|z37149
gi|473551|dbj|D14365
gil1508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi171388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|Z37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi]665597 |emb|237514
gi|71388439|gb|DQ073
gi]665606|emb|2z37119
gi| 666085 |emb|2z37149
gi|473551|dbj|D14365
9i]508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi]71388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|Zz37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi]665597 |emb|2z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gi]665606|emb|2z37119
gi| 666085 |emb|2z37149
gi|473551|dbj|D14365
gi]508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gi| 666085 |emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gil 665597 |emb|Z37514
gi171388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|z37119
gil666085|emb|Z37149
gi|473551|dbj|D14365
gil1508546|gb|L28055.

—TCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAA-CGGCTACCACATCCA
ATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCA
ATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCA
ATCAGGGTTCGATTCCGGASAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCA
ATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCA
ATCAGGGTTCGATTCCGTAGAGGGAGCTTGAGAAACGGCTACCACATCCA

khkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkh * khkhkkhkhh*hx d,hkkhkhhkx d(hkkhkhhkhkkhhhkhkkk*k

AGGAAGGC-AGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACACGGGGAGGTAG
AGGAAGGC-AGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACACGGGGAGGTAG
AGGAAGGCTAGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACACGGGGAGGTAG
AGGAAGGC-AGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACACGGGGAGGTAG
AGGAAGGC-AGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACACGGGGAGGTAG
AGGAAGGC-AGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACACGGGGAGGTAG

KAk kA khk *hkkhkhkhAkhkhkhAhkhkhAhkhkhhkhkhAhhkdArhkhAd kA kA kA Ak hAk Ak kA h k%

TGACGAAAAATAACAATACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGTAATTGGAATG
TGACGAAAAATAACAATACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGTAATTGGAATG
TGACGAAAAATAACAATACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGTAATTGGAATG
TGACGAAAAATAACAATACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGTAATTGGAATG
TGACGAAAAATAACAATACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGTAATTGGAATG
TGACGAAAAATAACAATACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGTAATTGGAATG

R R R R dh I e S I e S S e dh dh i S SR I S SR S S SR I S SR S S SR S S SR i I SR S S R S dh R S dh b i 4

AGTACACTTTAAATCCTTTAACGAGGATCCACTGGAGGGCAAGTCTGGTG
AGTACACTTTAAATCCTTTAACGAGGATCCACTGGAGGGCAAGTCTGGTG
AGTACACTTTAAATCCTTTAACGAGGATCCACTGGAGGGCAAGTCTGGTG
AGTACACTTTAAATCCTTTAACGAGGATCCACTGGAGGGCAAGTCTGGTG
AGTACACTTTAAATCCTTTAACGAGGATCCACTGGAGGGCAAGTCTGGTG
AGTACACTTTAAATCCTTTAACGAGGATCCACTGGAGGGCAAGTCTGGTG

KAk Ak hkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhhkhkhhkkhkhhkkhhhkkhhkhkh kA rkhkhk Ak hAk Ak hAkrkhkhkhkhxkx%

CCAG-CAGCCGCG-TAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGCTGTTG
CCAG-CAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGCTGTTG
CCAGTCAGCCGCG-TAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGCTGTTG
CCAG-CAGCCGCG-TAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGCTGTTG
CCAG-CAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGCTGTTG
CCAG-CAGCCGCG-TAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGCTGTTG

khkk Kk KhhkhkkhkhkhAkhkk khkkhkkhkhkkhAhkhkkhAhhkkhArhkkhAhhhArhbhAkh b hAk b hAk kA ik Ak hkk

CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTTGGGCCCAGGC-TGCGGT-CCGCC
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTTGGGCCCAGGCCTGCGGT-CCGCC
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTTGGGCCCAGGCCTGCGGTTCCGCC
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTTGGGTCCAGGCCTGCGGT-CCGCC
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTTGGGCCCAGGC-TGCGGT-CCGCC
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTTGGGCCCAGGCCTGCGGT-CCGCC

Ak khkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhrhkkhkhhkhkhhkh *,hkhkkhkhkh *hkhkhkhkx **xkkx%x

GTGNNNNG-GTACTGCAGTCCTGGCCTTCCTCTCGGTTTTCGCCCGGTGC
GTGAGGCGAGTACTGCAGTCCTGGCCTTCCTCTCGGTTTTCGCCCGGTGC
GTGACAGG--TACTGCAGTCCTGGCCTTCCTCTCGGTTTTCGCCCGGTGC
GTGACGTG--TACTGCTGTCCTGGCCTTCCTCTCGGTTTTCGCCCGGTGC
GTGTA-CGTGTACTGCAGTCCTGGCCTTCCTCTCGGTTTTCGCCCGGTGC
GTGAGGCGTGTACTGCAGTCCTGGCCTTCCTCTCGGTTTTCGCCCGGTGC

* kK * AKhkkhkhkhkk KAhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhhkkhhkhkkhhhkkhAkhhkkhkr kA ki hkkhhk
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gil1665597 |emb|Z37514
gil171388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gi| 666085 |emb|z37149
gi|473551|dbj|D14365
gil1508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi171388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|Z37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi]665597 |emb|237514
gi|71388439|gb|DQ073
gi]665606|emb|2z37119
gi| 666085 |emb|2z37149
gi|473551|dbj|D14365
9i]508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi| 71388439 |gb|DQ073
gi|665606|emb|Zz37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi]665597 |emb|2z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gi]665606|emb|2z37119
gi| 666085 |emb|2z37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gi| 666085 |emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gil 665597 |emb|Z37514
gi171388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|z37119
gil666085|emb|Z37149
gi|473551|dbj|D14365
gil1508546|gb|L28055.

TCTTAACTGA-GTGCCAGGAGAGGCCGGAACGTTTACTTTGAAAAAATTG
TCTTAACTGA-GTGCCAGGAGAGGCCGGAACGTTTACTTTGAAAAAATTG
TCTTAATTGA-GTGCCAGGAGAGGCCGGAACGTTTACTTTGAAAAAATTG
TCTTAATTGA-GTGCCAGGAGAGGCCGGAACGTTTACTTTGAAAAAATTG
CCTTAATTGA-GTGCCAGGAGAGGCCGGAACGTTTACTTTGAAAAAATTG
CCTTAATTGATGTGCCAGGAGAGGCCGGAACGTTTACTTTGAAAAAATTG

khkhhkkh khhkkhk Ak khkhkhkhkkhhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhrhkhkhhkhkkhkrhkhhhkhkkhdhkhkxkh*k

GAGTGTTCAAAGCAGGCC-TCGCGCCTGAACAGCAGAGCATGGAATAATG
GAGTGTTCAAAGCAGGCC-TCGCGCCTGAACAGCAGAGCATGGAATAATG
GAGTGTTCAAAGCAGGCC-TCGCGCCTGAACATCAGAGCATGGAATAATG
GAGTGTCCAAAGCAGGCCATCGCGCCTGAACAGCAGAGCATGGAATAATG
GAGTGTTCAAAGCAGGCC-TCGCGCCTGAACAGCAGAGCATGGAATAATG
GAGTGTTCAAAGCAG-CC-TCGCGCCTGAACAGCAGAGCATGGAATAATG

khkkhkkhkk KAhkhkkhkkhkhkkk kk KAhkhkkhkkhkhkkhkkhhkkhhhkk, KAk rhkAkrAhkAkrkhkkAkhA kA kA hk*k

GAATAGGACCTCGGTTCATATTGCGTTGGTTTTCGGAACTCGAGGTAA-T
GAATAGGACCTCGGTTC-TATTGCGTTGGTTTTCGGAACTCGAGGTAA-T
GAATAGGACCTCGGTTC-TATTGCGTTGGTTTTCGGAACTCGAGGTAA-T
GAATAGGACCTCGGTTC-TATTGCGTTGGTTTTCGGAACTCGAGGTAA-T
GAATAGGACCTCGGTTC-TATTGCGTTGGTTTTCGGAACTCGAGGTAA-T
GAATAGGACCTCGGTTC-TATTGCGTTGGTTTTCGGAACTCGAGGTAAGT

Ak hkAkhkhkhAkhkhhhkhhhkhkhk hhkhkhhhkhkkhhkhhkhkhrhkhkhAhkhhbhkhkhAhk Ak hkhr &

GATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGTG-TGAGAGGTGAA
GATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGTG-TGAGAGGTGAA
GATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGTG-TGAGAGGTGAA
GATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGTG-TGAGAGGTGAA
GATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGTG-TGAGAGGTGAA
GATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGTGGTGAGAGGTGAA

AKhkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhhrkhkkhhhk, *khrhkkhkrhkkhxk%

ATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAS-A-TTTGCCAAGAA
ATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAGCA-TTTGCCAAGAA
ATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAASSA-TTTGCCAAGAA
ATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAS-A-TTTGCCAAGAA
ATTCTTGGATCGCCGCAAGACGAACGACTGCGAAAGCA-TTTGCCAAGAA
ATTCTTGG-TCGCCGCAG--CGACCGAC-GCGAAAGCAATTTGCCAAGAA

Ak khkhkkhkkk *AkkhkAkKh Kk *khkk Akkk KAk kAkKk * Ak Akk kA khk Ak Kk

TGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGAT
TGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGAT
TGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGAT
TGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGAT
TGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGAT
TGTTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGAT

khkkhkhkkhk hhkkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhrhkhhhkhkhkrhkkhkhhkhkhkrhkhkxxkkx

ACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACTGACGATCCGCCGGCGT
ACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACTGACGATCCGCCGGCGT
ACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACTGACGATCCGCCGGCGT
ACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACTGACGATCCGCCGGCGT
ACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACTGACGATCCGCCGGCGT
ACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACTGACGATCCGCCGGCGT

R R e b e A b e S b e S b e S b S b I S b I S b I S 2R I S SR S S R I S R S 2 R S 2b S db b S 4
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gil1665597 |emb|Z37514
gil171388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gi| 666085 |emb|z37149
gi|473551|dbj|D14365
gil1508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi171388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|Z37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi]665597 |emb|237514
gi|71388439|gb|DQ073
gi]665606|emb|2z37119
gi| 666085 |emb|2z37149
gi|473551|dbj|D14365
9i]508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi]71388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|Zz37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi]665597 |emb|2z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gi]665606|emb|2z37119
gi| 666085 |emb|2z37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gi| 666085 |emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gil 665597 |emb|Z37514
gi171388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|z37119
gil666085|emb|Z37149
gi|473551|dbj|D14365
gil1508546|gb|L28055.

TACTCCCATGACGCGGCGG-CAGTCTAAGGGAAACCAAAGTCTTTGGGTT
TACTCCCATGACGCGGCGGGCAGTCTAAGGGAAACCAAAGTCTTTGGGTT
TACTCCCATGACGCGGCGGGCAGTCTAAGGGAAACCAAAGTCTTTGGGTT
TACTCCCATGACGCGGCGGGCAGTCTAAGGGAAACCAAAGTCTTTGGGTT
TACTCCCATGACGCGGCGGGCAGTCTAAGGGAAACCAAAGTCTTTGGGTT
TACTCCCATGACGCGGCGG-CAGTCTAAGGGAAACCAAAGTCTTTGGGTT

Nk khkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkhhh dhhkhkhhhkhkhkhrhkhhkhkhkhkrhkhkhhkhkhkrhkhkxxkkx

CCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGG
CCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGG
CCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGG
CCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGG
CCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGG
CCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGG

R R I e A b S b e S b I S b S b I S b I S b I S b B S SR S S R I S R S S R S 2b R S 2 b S 4

GCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAATTTGACTCAACACGGGAAAA
GCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAA
GCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAATTTGACTCAACACGGGAAAA
GCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAATTTGACTCAACACGGGAAAA
GCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAA
GCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAATTTGACTCAACACGGGAAAA

Ak khkAkhkhkhAhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhkh dhkhkkhkhhhkhhhkhhAhkhkhAhkhhAhhhkhhk

CTCACCCGGCCCGG-CACAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTT
CTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTT
CTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTT
CTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTT
CTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTT
CTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTT

AKhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhhk *hkkhhkkhkhkhkkhkhkhkhhkhkkhhkhk A hkhkhkrkhkhk Ak hk Ak kA kkrkx%

GATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTG
GATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTG
GATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTG
GATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTG
GATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTG
GATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTG

R R i A I e dh I I ah db S I I dh db i S b I dh b S S R S S R S S R S B R A S R S S R S S R S I b O 4

TCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCG
TCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCG
TCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGTG
TCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCG
TCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCG
TCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCG

Ak khkhkhkhkhhkkhkhAhkhkhkhhkhhhkhkhkhrhkhhrhkhkhkhrhkhhkhkhkhkrhkkhkhhkhkhkrrkhkxxk %

CCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACTTCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATA
CCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACTTCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATA
CCACCCGCCGCGGTGCGCACTCAACTTCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATA
CCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACTTCTTAGAGGGACAAGTGGCGTAT -
CCACCCGCCGC-GTGCGGG-TCAACTTCTTAGAGGGACAAGTGGCGTTTA
CCACCCCGCG--GTGCGCG-TCAACTTCTTAGAGGGACAAGTGGCGTTTA

* ok Kk k kK * K * ok Kk kK AKhkkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhhhkkhkhkhkkhrkk hhkk,kx *
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gil665597 |emb|Z37514
gil171388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gi| 666085 |emb|z37149
gi|473551|dbj|D14365
gil1508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi171388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|Z37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi]665597 |emb|237514
gi|71388439|gb|DQ073
gi]665606|emb|2z37119
gi| 666085 |emb|2z37149
gi|473551|dbj|D14365
9i]508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi]71388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|Zz37119
gi|666085|emb|Zz37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi]665597 |emb|2z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gi]665606|emb|2z37119
gi| 666085 |emb|2z37149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gi| 665597 |emb|Z37514
gi|71388439|gb|DQ073
gil665606|emb|Z37119
gi| 666085 |emb|237149
gi|473551|dbj|D14365
gi|508546|gb|L28055.

gil 665597 |emb|Z37514
gi171388439|gb|DQ073
gi|665606|emb|z37119
gil666085|emb|Z37149
gi|473551|dbj|D14365
gil1508546|gb|L28055.

clustalw.dnd

GCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGG
GCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGG
GCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGG
—-—-ASACGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGG
GCCAGGCGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGG
G-—————- AGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGG

Ak Ak hkhkhkkhkhhkhhkhkhkkhkhrhkhkhkhhkhkhrhkhkhkhhkkhkrhkhhhkhkhhhkhkxkh*k

GGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGAATC-AGCGGGTACGCTGCCCTTGG
GGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGAATC-AGCGGGTACGCTGCCCTTGG
GGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGAATC-AGCGGGT-CTTGTTCCTTGG
GGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGAATC-AGCGGGTACACTGCCCTTGG
GGC-GCACGCGCGCTACACTGGCGGAATC-AGCGGGTACACTGCCCTTGG
GGCCGCACGCGCCGTACACTGGCGGAATCCAGCGGGTACACTGCCCTTGG

*kkk KAk kkKkkKk khkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkk Kk K_hkkikkkk Kk )k k Kk kK

CCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAACCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGG
CCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAACCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGG
CCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAACCTCCTCCGTGATGGGGACTAGGG
CCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAACCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGG
CCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAACCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGG
CCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAACCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGG

R R R A R dh I e S S e S S e ah dh i S SR e dh SR I S SR I S SR S S SR S S SR A dh R S A A R S dh O 4

AATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAGGAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCAT
AATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAGGAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCAT
AATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAGGAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCAT
—————— AATTATTTCCCTTGAACGAGGAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCAT
AGTTGCAATTATCTCCCTTGAACGAGGAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCAT
AGTTGCAATTATCTCCCTTGAACGAGGAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCAT

khkkhkhkhkk KAhkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkhhkkhhhkAh Ak khkrhkhkrhkhkrhkhkhrkhxkx%k

CAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTA
CAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTA
CAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTA
CAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTA
CAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTA
CAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTA

R R R I e dh I I S db I S 2 I dh db i S b I i S S R S b R S B R S b R A I R S I R A 2 S 2 4

CTACCGATTGAATGGTTTAGTGAGATCCTCGGATCGTCGGCGTCGGGACG
CTACCGATTGAATGGTTTAGTGAGATCCTCGGATCGTCGGCGTCGGGACG
CTACCGATTGAATGGTTTAGTGAGATCCTCGGATCGTCGGCGTCGGGACG
CTACCGATTGAATGGTTTAGTGAGATCCTCGGATCGTCGGCGTCGGGACG
CTACCGATTGAATGGTTTAGTGAGATCCTCGGATCGTCGGCGTCGGACGG
CTACCGATTGAATGGTTTAGTGAGATCCTCGGATCGTCGGCGTCGGGLC--

kA kA hkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhkhhhkhhkhhkkhhrhkhhkhhkkhkhrhkhhhhkkhhrhkhkhkhkx

G-CTCCGCCGTCACGATCGCATTGTACGAGAAGACGATCAAA
G-CTCCGCCGTCTCGATCGCAT-GYACGAGAAGACGATCAAA
G-CTCTGGCCTCGTT-CTGCAT--GACGAGAAGACGATCAAA
G-CTTCG-CCGTGCCGCTCCCATGTACGAGAAGACGATCAAA
CTTTGCCGCCTCGCT--CGCAT-GTACGAGAAGACGATCAAA
—--TTGC-GCCTCGCT--CGCAT-GTACGAGAAGACGATCAAA

* * * khkkhkkkhkhk ki kA khk kA kkhk
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ANEXO XI

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to DNA

Sequence format is Pearson

Sequence 1:

Arbacia_ stellata_18S 783 bp
Sequence 2:
gi|71388439|gb|DQ073778.1| Arbacia punctulata 18S small subunit ribosomal

_RNA gene partial sequence 783 bp
Sequence 3:
gi| 665597 |emb|Z237514.1| A.lixula gene for 18S ribosomal RNA 783 bp

Sequence 4:
gi|508546|gb|L28055.1|SUS18SR_Strongylocentrotus purpuratus_ 18S ribosomal

_DNA_ 185 rDNA 783 bp
Sequence 5:
gi|665606|emb|Z37119.1| B.lyrifera gene for 18S ribosomal RNA 783 bp
Sequence 6:
gi|666085|emb|Z37149.1| P.miliaris gene for 18S ribosomal RNA 783 bp

Sequence 7:
gi|71388448|gb|DQ073787.1| Echinocyamus pusillus_ 18S small subunit riboso

mal RNA gene partial sequence 783 bp
Sequence 8:
gi|665639|emb|Z37128.1| F.zelandiae gene for 18S ribosomal RNA 783 bp

Sequence 9:
gi|71388454|gb|DQ073793.1| Rumphia orbicularis 18S small subunit ribosoma
1 RNA gene partial sequence 783 bp
Sequence 10:
gi|665630|emb|Z37124.1| E.bisperforatus gene for 18S ribosomal RNA 783 bp
Sequence 11:
gi| 665628 |emb|Z37126.1| E.aberrans gene for 18S ribosomal RNA 783 bp
Sequence 12:
gi|329790856|dbj|AB595141.1| Apostichopus japonicus genes for 18S rRNA IT
S1 5.8S rRNA ITSZ2 28S rRNA partial and complete sequence 783 bp

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 100
Sequences (1:3) Aligned. Score: 99

Sequences (1l:4) Aligned. Score: 98

Sequences (1:5) Aligned. Score: 98

Sequences (l:6) Aligned. Score: 99

Sequences (l:7) Aligned. Score: 99

Sequences (1:8) Aligned. Score: 99

Sequences (1:9) Aligned. Score: 99

Sequences (1:10) Aligned. Score: 98
Sequences (1:11) Aligned. Score: 99
Sequences (1:12) Aligned. Score: 3

Sequences (2:3) Aligned. Score: 99

Sequences (2:4) Aligned. Score: 98

Sequences (2:5) Aligned. Score: 98

Sequences (2:6) Aligned. Score: 99

Sequences (2:7) Aligned. Score: 99
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Sequences (2:8) Aligned. Score: 99
Sequences (2:9) Aligned. Score: 99
Sequences (2:10) Aligned. Score: 99
Sequences (2:11) Aligned. Score: 99
Sequences (2:12) Aligned. Score: 3
Sequences (3:4) Aligned. Score: 98
Sequences (3:5) Aligned. Score: 98
Sequences (3:6) Aligned. Score: 99
Sequences (3:7) Aligned. Score: 99
Sequences (3:8) Aligned. Score: 99
Sequences (3:9) Aligned. Score: 99
Sequences (3:10) Aligned. Score: 99
Sequences (3:11) Aligned. Score: 99
Sequences (3:12) Aligned. Score: 3
Sequences (4:5) Aligned. Score: 97
Sequences (4:6) Aligned. Score: 97
Sequences (4:7) Aligned. Score: 97
Sequences (4:8) Aligned. Score: 97
Sequences (4:9) Aligned. Score: 97
Sequences (4:10) Aligned. Score: 97
Sequences (4:11) Aligned. Score: 97
Sequences (4:12) Aligned. Score: 3
Sequences (5:6) Aligned. Score: 98
Sequences (5:7) Aligned. Score: 98
Sequences (5:8) Aligned. Score: 98
Sequences (5:9) Aligned. Score: 98
Sequences (5:10) Aligned. Score: 98
Sequences (5:11) Aligned. Score: 99
Sequences (5:12) Aligned. Score: 3
Sequences (6:7) Aligned. Score: 98
Sequences (6:8) Aligned. Score: 99
Sequences (6:9) Aligned. Score: 98
Sequences (6:10) Aligned. Score: 98
Sequences (6:11) Aligned. Score: 99
Sequences (6:12) Aligned. Score: 3
Sequences (7:8) Aligned. Score: 98
Sequences (7:9) Aligned. Score: 100
Sequences (7:10) Aligned. Score: 99
Sequences (7:11) Aligned. Score: 99
Sequences (7:12) Aligned. Score: 3
Sequences (8:9) Aligned. Score: 98
Sequences (8:10) Aligned. Score: 98
Sequences (8:11) Aligned. Score: 99
Sequences (8:12) Aligned. Score: 3
Sequences (9:10) Aligned. Score: 99
Sequences (9:11) Aligned. Score: 99
Sequences (9:12) Aligned. Score: 3
Sequences (10:11) Aligned. Score: 99
Sequences (10:12) Aligned. Score: 3
Sequences (11:12) Aligned. Score: 3

Guide tree file created: [clustalw.dnd]
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There are 11 groups

Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1l: Sequences:
Group 2: Sequences:
Group 3: Sequences:
Group 4: Sequences:
Group 5: Sequences:
Group 6: Sequences:
Group 7: Sequences:
Group 8: Sequences:
Group 9: Sequences:
Group 10: Sequences:
Group 11:

Alignment Score 309386

CLUSTAL-Alignment file created

clustalw.aln

2
3
2
5
2
3
4
5
10
1

14516
14444
14250
14332
14535
14487
14446

Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:14410
Score:14305
1 Score:14073
Delayed

[clustalw.aln]

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Arbacia stellata 18S
gi171388439|gb|DQ073
gi1665597|emb|z37514
gi|666085|emb|z37149
gi|665639|emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gil|665628|emb|z37126
gi1665630|emb|z37124
gi1665606|emb|Z37119
gi1508546|gb|L28055.
gi1329790856|dbj |ABS

Arbacia stellata 18S
gi171388439|gb|DQ073
gi1665597|emb|z37514
gi1666085|emb|z37149
gi|665639|emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gil|665628|emb|Z37126
gi1665630|emb|z37124
gi|665606|emb|Z37119
gi1508546|gb|L28055.
gi1329790856|dbj |ABS

ACTCGAGGTAA-TGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAA-TGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAA-TGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAA-TGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAA-TGATTACGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAA-TGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAA-TGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAA-TGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAA-TGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAA-TGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ACTCGAGGTAAGTGATTAAGAGGGACTGACGGGGGCATTCGTATTGCGGT
ATTTCTTTCCAGTCACAAGCAAAGAAGGCACAGAGTCCCCGTGTCCTTTC

* % * k*x KX kK kK  k*k %K * % * kK K

G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAGC
G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAGC
G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAS-
G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAS -
G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAS-
G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAGC
G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAGC
G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAS-
G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAAS -
G-TGAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGCAAGACGACCGACTGCGAAASS
GGTGAGAGGTGAAATTCTTGG-TCGCCGCA--GCGACCGAC-GCGAAAGC
TCCTTCCGTTCCACTTCTTCCCTCGGCTCT-GAGGAGAGTTTGCGAACGC

* ok *  kkkkk *kk kK Kk * K * * ok Kk kK
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Arbacia stellata 18S
gi|71388439|gb|DQ073
gi|665597|emb|z37514
gi| 666085 |emb|z37149
gi|665639|emb|Z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gil|665628|emb|Z37126
gi| 665630 |emb|z237124
gil|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi1329790856|dbj |ABS

Arbacia stellata 18S
gi|71388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gi| 666085 |emb|Zz37149
gi|665639|emb|Zz37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gil|665628|emb|Z37126
gi| 665630 |emb|z37124
gi|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi1329790856|dbj |ABS

Arbacia stellata 18S
gi|71388439|gb|DQ073
gi|665597|emb|z37514
gi| 666085 |emb|z37149
gi|665639|emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gil|665628|emb|Z37126
gi| 665630 |emb|z237124
gil|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi1329790856|dbj |ABS

Arbacia stellata 18S
gi|71388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gi| 666085 |emb|Zz37149
gi|665639|emb|Zz37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gil|665628|emb|Z37126
gi| 665630 |emb|z237124
gil|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi1329790856|dbj |ABS

—-——-ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
—-——--ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
—-——-ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
—-——--ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
—-———-ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
—-——--ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
—-——-ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
—-———-ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
—-——--ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGGACGAAAGTTAGAGGT
—-——-ATTTGCCAAGAATGTTTT-CATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
A---ATTTGCCAAGAATGTTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGT
GGGAGTCTTCCAGTGGCAAATGACAATTCTTGGTGGTGGATCACTCGGCT

* ok kKK * kK% kX % * % * %

TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGGTACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
TCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCGACT
CGTGCGTCGATGAAGAACGCAGTTAGAT---GCGAGAATTCATGTGAATT

* kkkk Kk * K * kK K * Kk k% * kK * K

G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGGGCAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGGGCAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGG-CAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGGGCAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGGGCAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGGGCAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGGGCAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGGGCAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGGGCAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGGGCAGTCTAAGG
G-ACGATCCGCCGGCGTTACTCCCAT---GACGCGGCGG-CAGTCTAAGG
GCAGAACTCACTGATCATCGACTTATTCGAACGCAAATGGCGG-CTCGGG

* % * * Kk K * * * K * Kk Kk k * Kk kK kK * K

GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GATGCTCTGCTCCTCGAGCCACGTCCGTCTGAGCGTCTGAAGACAATCAC

* K * *k kX Kk Kk * K * * * K * K * * K
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Arbacia stellata 18S
gi171388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gil|666085|emb|Z37149
gi| 665639 |emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gi|665628 |emb|Z37126
gi|665630|emb|z37124
gi|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi|329790856|dbj|ABS

Arbacia stellata 18S
gi171388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gi|666085|emb|z37149
gi| 665639 |emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gi|665628 |emb|Z37126
gil1665630|emb|z37124
gi|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi|329790856|dbj|ABS

Arbacia stellata 18S
gi171388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gil|666085|emb|Z37149
gi| 665639 |emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gi|665628 |emb|Z37126
gil1665630|emb|z37124
gli|665606|emb|Z37119
gi1508546|gb|L28055.
gi|329790856|dbj|ABS

Arbacia stellata 18S
gi|71388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gi|666085|emb|z37149
gi| 665639 |emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gi|665628 |emb|Z37126
gil1665630|emb|z37124
gi|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi|329790856|dbj|ABS

TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAA
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-CTTAA
TCACAG-AGTCGGCGTGTTCGCGC-GCCGGA---GGAGCGCCCGGCCGCA

* kK Kk kx Kx Kk k% * kK * kK * Kk Kk kK * kK *

TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGG-CACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
TTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACAGTGAGGATTGA
GCCGTCCCTTCGACGGCCGGCTGCGTCGGGTCAGTGTCAGATGGAGTTCT

* k% * * % * % * kK * ok * kK * * %

CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
CAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGG---TGGTGCATGGCCG
GTGAT-GTCGGCGCCGGTGAAACTCGGCGAGCAGGCTCGATCGGTAACCG

* Kk Kk K * kK * k*x k* kx *x % * K * kK%

TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
TTC-TTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAG
GGGGTTCGTCGGTCGTGCGACGTGCCA---TCGGGGTGTAGACGTATGCG

Kk kK kkk Kk Kkkkk * kK * * kK ok Kx ok
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Arbacia stellata 18S
gi171388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z37514
gil|666085|emb|Z37149
gi| 665639 |emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gi|665628 |emb|Z37126
gi|665630|emb|z37124
gi|665606|emb|2z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi|329790856|dbj|ABS

Arbacia stellata 18S
gi171388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gi|666085|emb|z37149
gi| 665639 |emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gi|665628 |emb|Z37126
gil1665630|emb|z37124
gi|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi|329790856|dbj|ABS

Arbacia stellata 18S
gi171388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gil|666085|emb|Z37149
gi| 665639 |emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gi|665628 |emb|Z37126
gil1665630|emb|z37124
gli|665606|emb|Z37119
gi1508546|gb|L28055.
gi|329790856|dbj|ABS

Arbacia stellata 18S
gi|71388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gi|666085|emb|z37149
gi| 665639 |emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gi|665628 |emb|Z37126
gil1665630|emb|z37124
gi|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi|329790856|dbj|ABS

ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCCGCCGCGGTGCGCG-TCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGTGCCACCCGCCGCGGTGCGCACTCAACT
ACTCTGGCTTGCTAAATAGTTGCGCCACCC--CGCGGTGCGCG-TCAACT
CCCGTGGTGCGGTCCAGCGTCCGACCCCCCGGAACGGTCGAGG---AGCC

* * Kk * % * * % * Kk kKK * Kk Kk Kk * %

TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAS----ACGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCA-GCGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTATAGCCACGCGAGATTGAGCAATAACAGG

TCTTAGAGGGACAAGTGGCGTTTAG-—————— AGATTGAGCAATAACAGG
TCTGCCGGGCAGAGCCGGTCGACCCAATCGCGGGGTCTCTCGTCCTCCCG
* Kk Kk *k Kk % * * * K * * *

TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGGCGGA
TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCCGTACACTGGCGGA
TCTTGCGTTCTCGCAGGCGCATGGTAGGCCACCCTTTCC-CGCCGGCG--

* Kk * Kk % * % * * % * Kk Kk K * k kkk Kk

ATC-AGCGGGTACGCTGCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATC-AGCGGGTACGCTGCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATC-AGCGGGTACGCTGCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATC-AGCGGGTACACTGCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATC-AGCGGGTAAACTGCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATC-AGCGGGTATTTCTCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATC-AGCGGGTATTTCTCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATC-AGCGGGTATCTCTCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATC-AGCGGGTATTTTTCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATC-AGCGGGT-CTTGTTCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ATCCAGCGGGTACACTGCCCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCCGCTGAA
ACC---CGATTCTTCGGGGAGCGCCGGGGAAG---GAGAGACC--CCGGG

* K **x % * kX kk* k% * K * K * K

78



Arbacia stellata 18S
gi171388439|gb|DQ073
gi| 665597 |emb|Z237514
gil|666085|emb|Z37149
gi| 665639 |emb|z37128
gi|71388448|gb|DQ073
gi|71388454|gb|DQ073
gi|665628 |emb|Z37126
gi|665630|emb|z37124
gi|665606|emb|Z37119
gi|508546|gb|L28055.
gi|329790856|dbj|ABS

Arbacia stellata 18S

CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAATT——---— ATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAGTTGCAATTATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGACTAGGGAATTGCAATTATTTCCCTTGAACGAG
CCTCCTCCGTGATGGGGA-TAGGGAGTTGCAATTATCTCCCTTGAACGAG
TCGCCGCTATGACTCCGATCACG-—--TTCCACGTGTCTTTCACGATTCCA

* kkx K * Kk * % * % * % * % * * %

GAAT-CCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG

gi|71388439|gb|DQ073778.1| Arb
gi|665597|emb|Z237514.1| A.lixu
gi|666085|emb|Z237149.1| P.mili
gi| 665639 |emb|237128.1| F.zela
gi|71388448|gb|DQ073787.1| Ech
gi|71388454|gb|DQ073793.1| Rum
gi|665628|emb|237126.1| E.aber
gi|665630|emb|2z37124.1| E.bisp
gi|665606|emb|237119.1| B.lyri
gi|508546|gb|L28055.1|SUS18SR
gi|329790856|dbj|AB595141.1| A

clustalw.dnd

GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCG
GACCTCAGATCGGATGAGA-TTACCCGCTGG—-—

* K * K% * kk Kk kK k Kkkk K
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