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RESUMEN
Astropyga pulvinata es un diadematido que posee cinco pares serigsirdes iridiscentes
presentes en los interambulacros, a partir de ehsién 20 organismads vivo a través de un
estereoscopio y el analisis con un microscopictérico de barrido se identificaron los
pedicelarios, las espiculas y rosetas calcared®sd@ies ambulacrales. Los pedicelarios
presentes eA. pulvinata son trivalvados y de tres tipos: claviformes (dfib@s) presentes en
ambulacro; tridentes distribuidos en el peristomparifoliados presentes en toda la testa
excepto en los interambulacros. Los pedicelariasifdrmes son los Gnicos que no estan
unidos por un pedunculo calcareo de tipo diademi@tobe obtuvieron diez espiculas de
diversos tejidos blandos: una en el intestino; deeta membrana anal; y seis del peristoma,
dos de las cuales no han sido descritas hastareénto. Una de estas nuevas espiculas posee
forma de bastos y otra de media luna.
De las observacionés vivo se encontraron puntos iridiscentes mas pequeissies en el
ambitus que se constituyen de alrededor de ochiaséltambién se encuentra una relacion
entre el diametro del peristoma y la altura des$aat

Los 20 organismos vivos se disectaron en tresi@gtas calcareas (testa, espinas y
Linterna de Aristételes), la matriz intramineral lds espinas se obtuvo descalcificando las
estructuras con una solucion de acido acético &b, 5fespués se dializo, liofilizd y se
obtuvieron 483ug de peso seco a partir de 6280 mg de espina.ridostente el extracto
crudo se separé en tres fracciones por medio dafilttacion: E30 que presenta un
concentracion de proteinas de 29 mg y un glicosilaciéon del 18.2%, E10 con 14.35
ug/mg de proteina y 24.7% de glicosilacion y EO1 aoa concentracion de 0.84/mg de
proteina y 53.2 % de glicosilacién. La fraccion EE)separd en siete fracciones por una
columna de G50, de las fracciones obtenidas laifaccuatro (E1O0F4) se analiz6 a por
masas y se obtuvieron dos proteiretropyga | presenta un peso de 17.31 kDa, un pl de 6.0
y posee una similitud con las alfa Anhidrasas aaidas;y Astropyga Il es una glicoproteina
con un peso de 23.47 kDa y un pl de 5.6. Ambasjras se asemejan mucho a la P16
reoportada e. purpuratus.

Palabras claves: Pedicelarios; espiculas; claviformes; trifoliadasidentados; puntos
iridiscentes; peristoma, espinas, proteinas.



ABSTRAC

Astropyga pulvinata is a sea urchin of the family Diadematidae thatehfive series of blue
iridescent spots on interambulacre zones. The taraal microcharacterization of this
animal is based on Mortensen’s drawings of itsqa#idries and spicules. To have a detailed
picture of the aforementioned strucures rather thamand draw, in the present study we
acquired the corresponding electronic microscopyes. Isolation of the different calcareous
structures identified three types of pedicellarieghicephalous (claviform) present on the
ambulacre, tridentates present on peristome aplayttous present all over the test except on
the interambulacral areas. Ophicephallus pediceiaare not bounded on the calcareous
stalk. Additionally, we obtained ossicles from difints soft tissues such as the intestinal
epithelium, the anal membrane and the peristoma &ietures identified two new diagnostic
characters; one has a bat shape while the othewhaisig crescent shape. Observations
vivo showed that blue irridicents spots on the intenaladye are a group of 35 cells bound
together. In addition, we also observed smallee [dpots on the ambitus formed by groups
eight cells. There is a direct relationship betwdles high of the test and the peristoma
diameter.

In the second part of this work, we obtained titeamineral matrix from the test, teeth
and spine of 20 organims. The intramineral matraswextracted by desmineralization of the
structures with a solution of acetic acid at 50%vjwthe extract was dialyzed with water and
lyophilized. The crude extract contained 488 of dry weigth from 6280 mg of spine. This
crude extract was separated in three fractionsliogfiltration: molecules with a molecular
weight larger than 30kDa (E30) that had a concaatraof 29.56ug/mg of proteins and
18.2% of glycosilation, molecules with a molecuhagight between 10-30 kDa (E10) with
14.35ug/mg and 24.7% glycosilation and molecules with enaolar weigth smaller than 10
kDa (EO1) with a protein concetration of 0.8¢/mg and 53.2% glycolisation. Fraction E10
was further separated into seven subfractions by skclusion chromatography (Sephadex
G50). We isolated two proteins from one of thedefraigctions:Astropyga | has a molecular
weigth of 17.31 kDa, pl of 6.0 and shows 38% idgntvith carbonica-anhydrase of
Helocidaris erythrogramma; and Astropyga Il a glycoprotein with a molecular weigth of
23.47 kDa and a pl of 5.6. A distal analysis oftbpttoteins’ primary sequence show they are
closely related to P16 &rongylocentrotus purpuratus.

Key words: Pedicellaries, spicule, claviforms, thryphollipdgidents; irridicents spots,
peristoma, spine, proteins



RESUMO

Astropyga pulvinata € um ourico do mar da familia Diadematidae quesgtta cinco pares
de pontos iridiscentes nas zonas interambulachdiavés da observacdo de 20 animais
vivo com auxilio de um esteriomicroscopio e de analgss microscopia eletrdnica de
barredura foram indentificadas as pedicelariasjcelgs e rosetas calcareas de seus pés
ambulacrais. As pedicelérias presentesfeipulvinata sdo trivalvadas e classificadas em trés
tipos: claviformes (oficéfalous) presentes no aratnd, tridentadas distribuidas no peristoma
e trifoliados presentes em toda a carapaca, exoe® ambuldcros. As pedicelérias
claviformes séo as Unicas que néo estao unidaspeddnculo calcéario do tipo diadematoide.
Se obtiveram dez espiculas provenientes de difsa@atidos moles: sendo uma do intestino,
trés da membrana anal e seis do peristoma. Dutasdespiculas presentes no peristoma sao
novos registo para a espécie e possuem forma delogee de bastdo. Das observagoes
vivo foram encontrados pequenos pontos iridiscentedmmtus, 0s quais se constituem em
um conjunto de aproximadamente oito células. Tamfwérancontrada uma relacdo entre o
diametro do peristoma e a altura da carapaca. Gsfcimes estudados foram disecados e
separados em trés estruturas calcérias (carapsgahes e Lanterna de Arsitoteles). A matriz
intramineral dos espinos foi obtida através daaesicacdo dos mesmo com uma solucdo de
acido aceético a 50%. Posteriormente se dialisofiliziou e se obteve 483g de peso seco a
partir de 6280 mg de espinos. A seguir o extratodfeidido por ultrafiltracdo em trés
fracdes: E30 com uma concentracdo de 28gitg de proteina e 18,2% de glicosilacdo, E10
com 14,35ug/mg de proteina e 24,7% de glicosilacdo e EO01 6¢84 ug/mg e 53,2%,
respetivamente. A fracdo E10 se separou em sefeagdies por meio de uma coluna de
cromatografia G50. A subfrac¢do quatro (E10F4)sgru duas proteinasstropyga | que

tém o peso de 17,31 kDa, um pl de 6,0 e possuipar@ntagem da similaridade com alpha-
anidrase carbonicastropyga Il que apresenta um peso de 23,47 kDa e pl de 5,8uéds
proteinas sdo muito parecidas a P1&dengylocentrotus purpuratus.

Palavras-chave: Pedicelarias; espiculas; claviformes; trifoliadasidentadas; pontos
iridiscentes; peristoma, espinhos, proteinas.
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|. INTRODUCCION

Los equinodermos son organismos exclusivamentenosgue poseen un sistema vascular acuifero y
un endoesqueleto calcareo; pertenecen al phylunméddrmata, el cual se divide en cinco clases: a)
Crinoidea, lirios de mar; b) Asteroidea, estreltees mar; c) Ophiuroidea, estrellas quebradizas; d)
Echinoidea, erizos de mar; y e) Holothuroidea, pepide mar.

El endoesqueleto de éstos organismos estd formadopgguerios osiculos calcareos llamados
espiculas, las cuales pueden estar presentes @jidos blandos, como en los holoturoideos; pueden
estar articulados entre si, como en los asteroiganfturoideos; o bien, fusionados para formar un
caparazén denominado “testa” como el caso de lais@deos (Ruppert y Barnes, 1996).

La testa estd compuesta principalmente por 70%udmipato de calcio (CaGCen forma de calcita y
30% de carbonato de magnesio (MgC@®@Vanget at, 2009). El endoesqueleto de los erizos de mar
no solo se encarga de proteger los érganos vitsiles,también del desarrollo de otras estructuras
calcareas anexas como las espinas, las cualesnpseddargas y punzantes para defenderse de
algunos depredadores como peces (balistidos yd@)rimoluscos (cefalépodos) y crustaceos. Las
espinas no solo poseen la funcion de protecciampitmn son empleadas para la locomocion
(Boolotian, 1966; Ruppert y Barnes, 1996). Los pigimos adultos presentan otras estructuras
calcéreas accesorias en la superficie del cuegmoalias pedicelarios, estos estan presentes en las
estrellas y erizos de mar y sus funciones sondgegcion y limpieza del organismo (Fig. 1) (Killigin
Wilt, 2008).
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Figura 1. Diagrama de las estructuras anexas de la testa €iézo de mar (tomado de Brusca y
Brusca, 2006).



Astropyga pulvinataes un equinoideo regular (forma globosa) queasacteriza por presentar dos
pares de series de puntos de color azul iridiscent® largo de cada una de las zonas
interambulacrales. Es un miembro de la familia Pradtidae, por lo que presenta espinas largas,
punzantes y armadas con espineletas. Las espiadermpser bandeadas con colores turquesa, amarillo
y blanco o bien lisas de color blanco 6 purpurarfdtesen, 1940; Caso, 1979) (Fig. 2). Esta especie
habita sobre fondos rocosos, arenosos y/o sedisméintos, 0 en arrecifes coralinos. Se distribuye
desde San Miguel del Cabo, Baja California, Méxiesta Isla Lobos, Peru a profundidades que van
desde 0 a los 95 m (Caso, 1990; Red IberoamériEgdi@odermos, 2011).

Un proceso interesante én pulvinatay en todos los equinodermos, es la formacion de sus
estructuras calcareas a través de la biomineraizala cual es el proceso a través del cual lossse
vivos sintetizan estructuras inorganicas (huesiesites, caparazones, etc.) a partir de la inteyacci
entre biomacromoléculas y fases minerales. Lagipaftes fases minerales estan constituidas de: 1)
carbonatos, 2) fosfatos, 3) sulfatos, 4) silica&)shxidos y 6) sulfuros (Mann, 2001). La mayoréa d
las biomacromoléculas que interactian con estas fafmerales son proteinas y son poco conocidas.
Los organismos marinos como equinodermos, molusesppnjas, anélidos, entre otros, han
desarrollado estructuras inorganicas como capagaza@onchas, espiculas y espinas que constituyen
su endo y exoesqueleto a partir de carbonato dmgasilicatos (Wiltet al, 2003).

La mayoria de los trabajos de biomineralizaciotizados en erizos de mar han sido enfocados a la
formacion del endoesqueleto larvario (espiculaadiaa&y durante los estadios embrionario y larval de



algunas especies confirbacia punctulada, Paracentrotus liviuStrongylocentrotus purpuratus
Lytechinus variegatys Lyctechinus pictys Tripneustes gratilla Anthocidaris crassispinay
Hemicentrotus pulcherrimu@cClay y Matranga, 1986; Cerveltd al, 1992; Yamasu y Wilt, 1999;
Kitajima y Urakami, 2000; Ettensotet al, 2007; Nollet al, 2007; Wiltet al.,2008). En organismos
adultos, los trabajos se han enfocado en tresipailes estructuras que son: la testa, las espitas y
dientes (Linterna de Aristoteles, LA) en las esgeBi lividusy S. purpuratu§Ameyeet al, 2001;
Mannet al, 2010) (Fig. 3).

En vista de que se desconocen cuales son lasra®teiesentes en la matriz organica de las
espinas déA. pulvinata en éste proyecto se aislaron, purificaron y ¢ara@aron las proteinas que
participan en la formacién de cristales carbon&aalcio. Ademas, se llevd a cabo la identificacion
taxonomica del organismo a partir de microestrastwomo pedicelarios y espiculas presentes en esta
especie, ya que la mayoria de los equinoideos demtificados con base a sus caracteristicas mas

evidentes como forma y color de la testa, tamaftorga de las espinas, entre otros.

B Espicula
N Testa

B Espina

O LA

9%

Figura 3. Porcentaje de publicaciones sobre biomineralizagitbase a las estructuras calcareas

reportadas en equinoide(&copus y SciFinder, 2013).



[I. ANTECEDENTES

1.- Biomoléculas identificadas en el endoesqueldéovario de los erizos de mar

Uno de los primeros trabajos referente a la intédacde los iones de calcio con proteinas de los
embriones de equinoideos es el de McClay y Matra(ig86), quienes demostraron que la
depositacion de calcio en los embrionesAdeacia punctulatay Lyctechinus variegatuse debe a la
Hialina presente en los blastémeros. En afios possr este equipo de investigadores determiné que
el Toposoma, una glicoproteina denominada 22Sgesgsonsable del transporte del calcio en los
embriones deParacentrotus lividus(Cervello et al, 1992). En 2007, Noll y colaboradores
determinaron que el toposoma también se encarlgatnsferencia de hierro en los embriones de las
especiegripnesutes gratillay Paracentrotus lividugTabla ).

Otras proteinas esenciales en el crecimiento lodigial del endoesqueleto de los embrione$ de
lividus (PI) son laPl-nectina y laPl-univin, la primera se localiza en la superficie de ldslag del
mesodermo; y la segunda es una proteina que sesaxpuando hay errores conARSM30 [P.
lividus-Spicule Matrix 30kDaRI-SM30)] oPI-nectina; ya que al inhibir la actividad deHaSM30 el
endoesqueleto larvario presenta malformaciones gndbrion no se desarrolla; a partir de este
estimulo IaPI-univin corrige estas malformaciones y permite continuarai@roceso de de formacion
de la espicula larvaria (espiculogénesis) (Z#b al, 2003). Wessel y colaboradores (1991)
caracterizaron fibras de colageno presentes durantespiculogénesis en los embriones Sle
purpuratus Las proteinas presentes tienen un tamafio de24§ lse localizan en el blastocele de las
células del mesenquima primario [primary mesenchyosdls (PMC)]. Se cree que estas
macromoléculas influyen en la diferenciacion celuldel embrion durante el proceso de
biomineralizacion (Tabla I).

Otras proteinas identificadas mediante el uso deusmpos detectaron a SM50 (spicule

matrix 50 kDa) y otra proteina de 29 kDa (SM29,daales son responsables del crecimiento radial y
longitudinal de la espicula larvaria respectivaraeAdeméas con ayuda de la inmunofluorescencia se
determindé que la SM30 se localiza sobre la superfiel endoesqueleto y la SM50 y SM29 se
expresan durante la gastrulacién en los embrioaés gulcherrimus Kitjima y Urakami, 2000). En
ese mismo afo, Wilt (2002) elaboré un resumen sabrgroceso de biomineralizacion del
endoesqueleto larvario de los erizos de mar, enalse menciona que las PMC son las responsables
de la formacion de carbonato de calcio amorfo [@mous calcium carbonates (ACC)] y la calcita en
la espicula larvaria; y de algunas proteinas car®M50, SM30 y PM27 que estan presentes en los
tejidos de los adultos.
La Alx1 presente embriones &e purpuratuy L. variegatusla cual influye en el fenotipo permite en
el desarrollo del embriones; ya que al suprimiresyresion, los embriones no desarrollan el
endoesqueleto. Alx1 se relaciona con la subfan@batl/Alx3/Alx4 de los vertebrados, que es la
encargada de la formacion del esqueleto, cranegefocderivados de la pleura neural (Ettensetin

al., 2003). La P16 se encarga de la elongacion de dspé&wuaria; sin embargo, no es una proteina



critica para la formaciéon de ésta. Durante la hicidon de la elongacion de la espicula larvaria est
proteina formé una espicula triradiada (Cheerstgngsbhn, 2005). Wilt y colaboradores (2008a)
determinaron que las proteinas LSM34 y SpSM50 sreilobriones de. variegatusy S. purpuratus
son esenciales en el depdsito inicial de calciel@mdoesqueleto larvario, asi como en su elongacio
Ambas proteinas presentan la misma funcion, pdevedite secuencia, es decir, son ortdlogas. Afios
posteriores, Wilt y colaboradores (2010b) con el dis marcadores isotpicd$sda y>**S-metionina)
determinaron que la SpSM30B se sintetiza en los ME encarga de la secrecion interna de calcio
en las espiculas de las larvasSd@urpuratus

Killian y colaboradores (2010) determinaron la presa de proteinas pertenecientes a las
familias SpSM30 en diferentes tejidos de adultosstadios embrionarios d&. purpuratus ésta
familia consta de seis proteinas designadas consMS3@A-F, durante el desarrollo embrionario:
SpSM30A se sobre expresa durante el desarrollfotaBhSM30B, C y Eurante la gastrulacion y
SpSM30F antes de la gastrulacion. El patrén deesijm de estas proteinas en los tejidos de adultos
corresponden: SpSM30B-En las espinas, SpSM3@h los pies ambulacrales, SpSM30D eiEla
linterna de Aristoteles y SpSM30&n la testa. La clasificacion de las proteinastifiesdas en el
endoesqueleto de las larvas de erizo de mar flieaga por Mann y colaboradores (2010b), quienes
identificaron por medio de espectrometria de maseS. purpuratusse detectaron 231 proteinas,
siendo las mas abundantes SM50, SM30 y MSP130 froegme-specific cell surface glycoprotein
130 kDa (MSP-130)]. Las proteinas se clasificaronseis familias: aProteinas con dominio C-
lectina simpledonde se encuentra la PM27;313Q son proteinas ricas en Prolina; 3509 es un
grupo heterogéneo con un dominio C-lectinaPjteina de la matriz con C-lectinas otro grupo no
tan abundante que consta de tres cisternas codaspaMétalo proteinas y proteasasn este grupo
encontramos a las Anhidrasas carbdnicas (AC), MER-Hosfodenteina y proteinas ricas en glicina;
y f) Miscelaneas

Uno de los estudios mas recientes sobre biomimacidin en embriones es el de Pinsino y
colaboradores (2011), en el cual determinaron guoeeganeso interviene con la fijacion del calcio y

provoca que los embriones Belividusno generen esqueleto.



Tabla |. Proteinas aisladas a partir de embriones de dédeivg

Proteina Funcion Autor Especies
L Sy . Arbacia punctulady
Hialina Depositacién de calcio McClay y Matranga, 1986 Lyctechinus variegatus

Determinantes en la formacion de

Fibras de . . N Strongylocentrotus
. la espicula y diferenciacion Wessekt al, 1991
Colageno P y purpuratus
celular
Transporte del calcio y Cervelloet al., 1992 .
Toposoma . . y Paracentrotus lividus
P transferencia de hierro Noll et al.,2007
SM30 Crecimiento longIIUdma.l del endt?(itajima y Urakami, 2000 Hemicentrotus pulcherimus
esqueleto larvario
SM50 Crecimiento radial de.l endo Kitajima y Urakami, 2000 Hemicentrotus pulcherimus
esqueleto larvario
. ; Strongylocentrotus
Axl1 Crecimiento radial de.l endo Ettensohret al, 2003  purpuratusy Paracentrotus
esqueleto larvario o
lividus
P16 Crecimiento radial de.l endo Ettensohn et al., 2003 Lyctechinus variegatus
esqueleto larvario
Pl-nectina Crecimiento longIIUdma.l del endo Zito et al.,2003 Paracentrotus lividus
esqueleto larvario
Pl-univina Correccion de errores dd-netina Zito et al.,2003 Paracentrotus lividus
LSM34 Misma funcién que la SM50 Wilt et al, 2008 Lyctechinus variegatus

2.- Estudios de biomineralizacién en organismos aftos de equinodermos

Los equinoideos adultos presentan tres principggdgscturas calcareas (testa, linterna de Arigotel
espinas). Sin embargo, se han identificado la poise de proteinas involucradas en la
biomineralizacién en estructuras no calcificadaso de los primeros trabajos es el de Richardson y
colaboradores (1989), quienes determinaron la pcesele la SM50 en diferentes tejidos como los
pies ambulacrales d&. purpuratusEn afos posteriores, Amaye y colaboradores (2@@Hlizaron
glicoproteinas en las espinasRidividusa través de reacciones inmunes con lectinas. Eresgidio

se determin6 que las N-glicoproteinas se localeaaria region interna de la espina y son ricas en
manosa; las O-glicoproteinas se localizan en l@mesuperficial de la espina y poseen un disacéarido

de 1-PGalactosa-1-8NacetilGalactosa y el &cido siélico se localizaetrseptum de las espinas.



Posteriormente, lllies y colaboradores (2002) nmran que las proteinas SM50, SM37 y PM27 son
una subfamilia, en donde la SM50 posee un puntéstiico alcalino, es rica en prolina y no esta
glicosilada. Otras proteinas que no habian sidacimeadas son la SM29 y la SM32 que también son
miembros de la subfamilia SM, ambas estan glicda#aen el aminoacido N-terminal de la
asparagina. Después, Robach y colaboradores (2p08),medio de espectrometria de masas,
determinaron que las proteinas ricas en acido &spaon las responsables de la formacion de aalcit
rica en magnesio en los dientes ldevariegatus Posteriormente, Mann y colaboradores (2008a)
determinaron 110 proteinas presentes en la tdatagspinas d8. purpuratusen donde la SM50 fue

el componente mas abundante en ambas estructuaashién se identificaron algunas métalo
proteasas y miembros de la familia MSP-130, ademés Anhidrasa carbdnica, colageno,
equinonectina, entre otras. En ese mismo afio, Macolaboradores (2008b) determinaron que la
linterna de Aristételes d8. purpuratugpresenta alrededor de 138 proteinas de las cuEesstan
presentes en la testa y espina, la MSP-130 y utédfesa carbonica fueron los componentes mas
abundantes. En afos posteriores, este equipo destigacion determino la presencia de
fosfoproteinas, 21 en la testa y 15 en la lintetmaAristoteles ers. purpuratusEstas proteinas son
ortologas a las que presenta el hombre en los fyedintes, ya que algunas de estas presentan una
similitud del 63%. La proteina mas abundante em estudio fue la Fosfodentina (Maginal.,2010a)
(Tabla II).

Otro tipo de estudio empleando las secuencias aeipas reportadas fue el de Livingston y
colaboradores (2006), quienes por medio de unaatiento de las proteinas 8epurpuratug otros
deuterostomados determinaron que la mayoria deotaipas de erizos de mar son especificas y al
parecer no tienen una aparente homologia con Mertébrados deuterostomados y vertebrados.
Estudios muy similares fueron realizados por KilliaWilt (2008) a través de una recopilacion de los
aspectos moleculares del endoesqueleto de equaspib@sandose principalmente en las proteinas
aisladas de las espiculas larvarias; mencionarelgoeceso de biomineralizacion en los adultos y la
evolucién de estas proteinas en relacion con cosdpdertebrados puede esclarecer su evolucion.

Ademas de equinoideos también se han empleadocgignimos de otras clases, un ejemplo es
el trabajo de Gayathri y colaboradores (2007); mpseextrajeron la matriz organica de las placas
calcareas de la estrella de rRésaster giganteysesta matriz esta constituida por polipéptidossrien

glicina que favorecen la formacion de ACC en lagpas de cristalizacion de carbonatos.



Tabla Il. Proteinas identificadas en las estructuras casdate equinoideos adultos; donde X =

presente y LA= Linterna de Aristételes.

. Tejidos .
Proteina ) ] Autor Especies
LA Testa Espina Otros

Pies Richardsoret al,, 1989 Strongylocentrotus

SM50 X X ambulacrales Mannet al.,2008 purpuratus
O-glicoproteinas X Amayeet al, 2001 Paracentrotus lividus
N-glicoproteinas X Amayeet al, 2001 Paracentrotus lividus
Anhidrasa Strongylocentrotus

P X X Mannet al, 2008

carbonica purpuratus
Strongylocentrotus

MSP-130 X X Mannet al, 2008 pUIpUIratUs
: Strongylocentrotus

Fosfodentina X X Mannet al, 2010 purpuratus
SM30 X X Mannet al. 2010 Strongylocentrotus

" purpuratus

3.- Composicion mineral de las estructuras calcareeen equinoideos adultos

Ademas de los estudios de las biomacromoléculass amencionadas, también se han realizado
investigaciones sobre la composicion de las estrastminerales de los equinoideos. Uno de los
primeros trabajos fue el Donnay y Pawson (1969¢mgs por medio de la difraccion de rayos X
determinaron que la mayoria de las placas de lgis@dermos son de calcita rica en magnesio, siendo
las Unicas excepciones la linterna de Aristotelles yanillos calcareos de los holoturoideos.
Posteriormente, Markel y colaboradores (1989) nmtelitécnicas histolégicas determinaron que en las
espinas y linterna de Aristoteles Hecidaris tribuloidesla biomineralizacion se realiza en la cavidad
vacuolar de las células presentes en las matrigasicas de ambas estructuras; en donde los ienes d
cd" y el CQ son transportados por sustancias externas hasigpéficie de dicha cavidad para que
los proteoglicanos y glicoproteinas realicen etpso de calcificacién. Otro estudio también redtiza
con técnicas histoldgicas fue el de Amaye y colathares (1999) en el cual se identificaron algunas
proteinas SM30 y SM50 presentes en las placas stk pedicelarios y el diente Eelividus por
medio de cuatro ensayos: dos de ellos con fijataicional con acido tanico y otro sin dicho acido
CF1 y CF2 respectivamente; y los Ultimos tratanoigmonsistieron en el uso de la cridé preservacion
con &cido gélico y sin él, los cuales se denommdi®F1l y HPF2, respectivamente. Ademas,
mencionan a diferentes glicoproteinas presentdgseasclerositos y preodontoblastos, las cuales son
modificadas en el aparato de Golgi y después spartdas hacia las células calcareas por medio de

vesiculas y estas son eventualmente secretadas sitids de calcificacion.



Otro tipo de estudios son los mapeos a través dwbbtopio Electronico de Barrido (MEB)
y la identificacion de los cristales por difraccide rayos X, fueron realizados por Killian y
colaboradores (2009) encontraron que el Ca@f@sente en la linterna de Aristételes contiene
precursores ACC. Posteriormente, Goetz y colaboead(?010) mapearon la orientacion de los
cristales calcareos presentes en las espinasztederimarAmblyopneustes pachitusbservando que
las cufias (region mas externa) presentan una nasei@acion entre ellas y la region central que es

mas porosa.

4.- Ensayos de sintesis de carbonato de calcio

La formacion de cristales de calcio se debe a sddotores fisico-quimicos. En el estudio realizado
por McGrath y colaboradores (2001) determiné gueriaa de los cristales de Cag@epende de los
grupos funcionales algunos solventes organicos @awnholes, acidos carboxilicos y surfactantes; en
este ensayo también se probd el extracto crudasdespinas del erizo de ntarechinus chloroticus

Otro factor determinarte es la temperatura, Faatzlgboradores (2004) demostraron que las
formas ACC y el carbonato de calcio hidratado fornparticulas esféricas a una temperatura
constante; el tamafo de las particulas es inverdarpeoporcional a la temperatura.

También el pH es un factor critico Wang y colaborad (2009) determinaron la relacion de
los iones magnesio y calcio de los precipitado€a@€Q, mediante el uso de moléculas sintéticas de
caracter acido (acido citrico, acido D-tartariatidé aspartico, entre otras) controladas a un [@&D>
Al respecto, se determiné que los &cidos aspéastighutdmico son més afines al calcio que al
magnesio, ya que forman ACC o calcita.

Ademas de los factores fisico-quimicos, las condi&s del experimento también influyen en
la formacion de los cristales. Chen y colaborad@289€9) mencionan que el Cag€e presenta en
forma de calcita, en un sistema de interaccion-ajte&, en el que el acido estearico ayuda a
estabilizar al ACC para la formacion de los cresal

La formacién de calcita es un proceso muy compldgo,investigacion de Radha y
colaboradores (2010) describe el proceso energdgécta formacion de un complejo hidratado de
ACC a calcita, el cual es un mecanismo exotérmiavérsible que va de ACC hidratado a un ACC
anhidro y finalmente a calcita. En su estudio seerdeénd que el segundo intermediario (ACC
anhidro) no es necesario en la deshidrataciénlpdoamacion de calcita. Posteriormente Goodwin y
colaboradores (2010) mencionan que el Ca@QOas moléculas de agua interactian en una red
combinada de puentes de hidrégeno, en donde loplem® hidratados de ACC son inestables con
respecto a los cristales polimorficos de Cg@®bido a que existe una separacion nanometrickpor

carga.



5.- Estudios taxondmicos realizados cofs. pulvinata

Los trabajos taxonomicos existentesAdgulvinatason unicamente los de Mortensen (1940) y Caso
(1979 y 1991), ambos presentan fotografias deektad en blanco y negro; y en el caso particular de
Mortensen presenta bosquejos hechos a mano depli@silas y pedicelarios de dicha especie (Fig. 4y
5). El trabajo mas reciente es el de Alvarado (208i8cual consiste en un monitoreo en Costa Rica

donde se establece que esta especie es de preferdincnas y de aguas frias (T= 24°C).
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Figura 4. a) Tipos de pedicelarios. b) Pedicelario compyetd “Punto azul” déstropyga pulvinata
(Tomado de Mortensen, 1940).
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Figura 5. Espiculas dé. pulvinata a) es6fago, b) gonoducto y ¢) miscelaneas (Tordado
Mortensen, 1940).

10



l1l. JUSTIFICACION
En vista de que los trabajos cén pulvinatason escasos y no se tiene ningun registro sobre las
macromoléculas que estan relacionadas en los pradesbiomineralizacion de esta especie, es
pertinente realizar una analisis bioquimico parocer el tipo de proteinas presentes en las matrice
intraminerales de las estructuras calcareas des €stpos. Asi como corroborar la formacion de
cristales de calcio a partir de las proteinas déslade estas matrices. Por lo tanto, es importante
extraer y caracterizar las proteinas con activideninaralizante que este presente en la matriz
organica de las espinas Alepulvinata

Ademdas es necesario actualizar los bosquejos @ssfésulas y pedicelarios de Mortensen por
medio de imagenes obtenidas a través del Microgaglpictronico de barrido para complementar la

informacidn taxondmica de ésta especie.

IV. OBJETIVOS

GENERAL

Caracterizar y determinar la actividad biominerite de la matriz organica de las espinas calcareas
de A. pulvinatay realizar una ficha taxonémica con nuevas esirastque ayuden a clasificar a esta

especie.

ESPECIFICOS
I.  Purificar y caracterizar las biomoléculas presepte$a matriz organica de las espinasade
pulvinata
II.  Corroborar la actividad de sintesis de cristalescaidonato de calcio de los extractos y
fracciones de las estructuras calcarea&.qmlvinata.
Il Obtener e identificar las espiculas y pedicelgpi@sentes eA. pulvinatapara corroborar su
identificacion taxonémica.

V. Determinar el método mas adecuado para la obtedeidais microestructuras.

V. MATERIAL Y METODOS

1.- Obtencién y cuidado de organismos vivos

1.1.- Obtencién de organismos

En vista que los organismos pertenecientes a uleaaddn no pueden ser destruidos para realizar
ningun trabajo quimico y muchos de ellos ya fudifatdos con formol o alcohol, es posible que
proteinas presentes en ellos se hayan desnatdmafipa estos solventes. Ademas guulvinataes
una especie muy dificil de recolectar. Por lo quéecidié por comprar 15 organismos en un acuario
de la ciudad para que a partir de estos se ob&uwitas muestras para la obtencion de las

microestructuras y las matrices organicas de kagatsras calcareas.
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1.2.- Mantenimiento de los organismos

Una vez comprados los organismos vivos se acomdiciln acuario marino con las siguientes
caracteristicas: temperatura de 28 °C, salinida@5eps y foto periodo de 8 hrs. Los organismos
fueron alimentados con alga roja (Sea VegBiephyra sp). y se les adicioné por semana un aditivo

con calcio y magnesio con una concentracion deyl8.6 mg/l respectivamente (Azoo AZ17235).

2.- ldentificacion taxondmica a partir de microestucturas

2.1.- Obtencién de espiculas y pedicelarios de aride A. pulvinata

Los pedicelarios se obtuvieron de diferentes reggate la testa y las espiculas de los tejidos damo
membrana bucal (peristoma), érganos internos cotestino, eséfago y génadas. Para la obtencion
de estas microestructuras se empleé la metodgbogfaiesta Solis-Marin y colaboradores (2009), en
la cual los tejidos se colocan en un tubo Eppendiorf.5 ml, se les adiciona hipoclorito de sodio, s
deja reposar 10 min. y se centrifuga a 91.67 grderd) min.

Para determinar cual era el mejor tratamiento far@mocioén de la materia organica para
obtener las microestructuras se hicieron diluciateesloro comercial [hipoclorito de sodio (NaClO)]
al 6% con agua en la siguiente proporcion 1:0y1t12; también se empled una solucién de perdxido
de hidrégeno al 20% (Sigma) sugerida por Coppa@ampbell (2006). Una vez oxidada la materia
organica, se realizaron una serie de lavados caa dgstilada, filtrada y desionizada mediante
centrifugacion por 10 min a 91.67 g. En cada lavabsobrenadante se removié con una pipeta

Pasteur (este paso se realizo dos veces).

2.2.- Tratamiento de espiculas y pedicelarios parl microscopio electronico de barrido
Una vez obtenidas las espiculas y pedicelario®sest sometieron a una serie de lavados con
diluciones de etanol en el siguiente gradiente80090 y 100%. En cada lavado el tubo se centyifug
a 91.67 g por 10 min., el sobrenadante se elimiméaguda de una pipeta Pasteur. Después del ultimo
lavado, las muestras se sometieron a secado pao mhegunto critico (T= 31°C y P= 72.9 bar) en el
Laboratorio de Microcopia Electrénica del Institai® Biologia UNAM-CU.

Posteriormente, las muestras fueron colocadas aatmeetiqueta de carbon previamente
adherida a un porta-muestras metalico, para postente ser recubiertas con una capa de oro y de

esa manera obtener las imagenes en el MEB (Solistkltaal.,2009).

2.3.- Andlisis de organisman vivo

Ademas de trabajar con los organismos depositadota eoleccion, también se analizaron los
organismos vivos utilizando un microscopio estarépiko (ZEISS Stremi DV4) para observar las
caracteristicas morfoldgicas principales de la @spestudiada. Las caracteristicas macroscopicas

descritas por Mortensen (1940) y Caso (1978) dizartin para analizar a los especimenesiAde
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pulvinatadepositados en la Coleccién Nacional de Equinodgfibra. Maria Elena Caso Mufioz” del

Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia.

3.- Andlisis de la matriz organica de las espinas
3.1. - Obtencién de la matriz de la espina
Para la extraccion de la matriz proteica de lasi@siras calcareas se sacrificaron los organismos
vivos empleando la metodologia de Gayathri y cotadbores (2007). Los organismos adultos se
diseccionaron en las tres principales estructuaésiieas reportadas en la literatura (espinas, yest
Linterna de Aristoteles). Cada una de las estrastae depositd en un vaso de precipitado y se lavo
con agua desionizada por 30 minutos en agitacibstante.
Posteriormente, cada material se lavé con 200 miigeclorito de sodio al 6% para remover la
materia organica superficial de la estructura derarhr a 4 °C. Después, el material se lavo teesy
con agua desionizada para eliminar el hipoclotit@ vez finalizados los lavados el material se geco
peso.
En seguida, el material se pulveriz6 con ayudardenartero de porcelana sobre una cama de hielo
seco. Después cada uno de los materiales se aeoud vaso de precipitado, se desmineralizé con
una solucion de acido acético al 50% (20ml por gadeo de muestra) en agitacion constante a 4 °C
por 24 horas. Para finalizar, cada muestra sezdi@lon una membrana con un poro de 3.5 KDa
(Spectra/Pro, No.133 116) y se sec6 con un Spee(lMag/ a bajo vacio P 0.1356 psi) (Thermo
Scientific, Mod. 1ISS110-115 Savant).

Con la finalidad de probar un método alternatiseapdesmineralizar las estructuras calcareas
se empled una parte de la LA con una solucion de(Bigma 320331) al 0.6 M como lo sugieren

Alvares y colaboradores (2009).

3.2. — Fraccionamiento y purificacion del extractale la espina

El extracto crudo de la espina se fracciond y coméepor ultrafiltracion con tres diferentes
memebranas (Amicon, Ultracel, Millipore): primerancuna membrana con un poro de 30 kDa (CAT.
PLTK04310 Lot. C2CA00331), luego el filtrado sensfrio a otra membrana de 10 kDa (CAT.
13612 Lot. C6SN09599) y por ultimo el filtrado sasp por una de 1 kDa (CAT. PLAC04310 Lot.
C1AA27287). A partir de este método se obtuvieras fracciones: alE30, con un peso mayor a
30kDa; b)E10, con un intervalo de 10 a 30 kDa yEQ1, con un intervalo de 1 a 10 kDa. Una vez
obtenidas las fracciones, estas se secaron eretlgac.

Posteriormente la fraccion E10 se fracciond en won@tografia liquida de alta eficiencia [Fast
Protein Liquid Chromatography (FPLC)] por mediowtea columna de exclusion molecular de 80 ml
de Sephadex G50 con un regulador de Tris-HCI deMb@om cloruro de sodio al 0.15M con un pH de

8. La muestra se separd a un flujo de 0.3 ml/mipleamdo un volumen de 450 ml del buffer. Una vez
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obtenidas las fracciones de la columna se dializaom agua desionizada con una membrana de 3.5
KDa (Spectra/Pro, N0.133 116) y se secaron copetdv/ac (Fig. 6).

{ Extracto ‘
Espina

Ultrafiltracion

E30 E10 E01

Exclusion Molecular
G50

Figura 6.Diagrama de purificacion del extracto de espinas.

3.3. - Cuantificacion de proteinas por el método diécido bicinconinico (BCA)

La cuantificacion de proteinas se determind0 medianh ensayo con acido bicinconinico
(ThermoSCIENTIFIC #23225), mediante la determinaaié la curva estandar de la albumina bovina
(BSA, 2mg/ml, ThermoSCIENTIFIC #23209).

El método consiste en la reduccién del i6i'GuCd* por medio de la proteina en un medio alcalino
donde el BCA se une al Eudesarrollando una reaccién colorimétrica, muy isény especifica. El
primer paso consiste en la quelacién de la protnacobre en un medio alcalino que un complejo de
color azul. El segundo paso consiste en el desawlel la reaccién colorimétrica, el BCA reacciona
con el cobre reduciéndolo y formando una coloraoinada que presenta una absorbancia a 562 nm
dependiendo de la concentracion de proteina peserla muestra.

Se colocaron 28 de cada una de las muestras (extractos y fraggjode una solucion a una
concentracion de 1mg/ml, esto se realizé por dagticen los pocillos de la microplaca de 96 pocillos
La microplaca se leyé a 562 nm en un espectro @%-8ltra Microplate Reader (Bio-Tek

Instruments) y con el programa KC4.

3.4.- Determinacion de porcentaje de glicosilaciode las fracciones
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Para determinar el porcentaje de glicosilacion afe ftacciones del extracto se empled un kit de
estimacion de Carbohidratos de Glicoproteinas ¢Pi¢23260) ya que permite la identificacion de
glicoproteinas y determinar el porcentaje de gliao®n al comparar con los estandares.

La deteccion se basa en la oxidacion de los aziqaesentes en la glicoproteina con el meta-
periodato de sodio, formando aldehidos que al reaac con el agente detector producen una
reaccion colorimétrica morada que puede ser mebiam.

Se adicionaron 50l de cada una de las muestras de un estandar dgni em el pocillo de

una microplaca por triplicado. La microplaca sedley550 nm en un espectro (Versamax Tunable

Microplate Reader) con el programa SoftMaxPro.

3.5.- Determinacion de pesos moleculares y secuascie las proteinas

La fraccionE1OF4 se envido a Kratos Company, Estados Unidos,oBpstlassachusetts. Donde
determinaron la presencia de dos proteinas en digltaion, las cuales fueron separadas por
electroforesis capilar y posteriormente a travésgpectrometria de masas con un triplecuadrumolo e
modo de electrospray para la determinacion de égsgpmoleculares de cada fraccion. La secuencia
de las proteinas se realizdé en un equipo MALDI-TH en donde primero se determina el amino
terminal por degradacién de Edman, posteriormentease una degradacion triptica y por ultimo una

degradacion con exoquinasa.

3.6.- Andlisis de las secuencias obtenidas

Una vez obtenidas las secuencias de las dos masteiisladas se realizd un alimeamiento de
secuencias (BLAST) empleado la base de datos deipas no redundantes [non-redundant proteins
sequences (nr)] para determinar la similitud deséasiencias de las proteinas aislada&. guulvinata

con las de la base de datos. Posteriormente $goreah base de datos con las proteinas aisladas y
reportadas en las Tablas | y Il para realizar ureamiento con el programa Jalview y de esa manera

obtener un arbol filogenético para determinar facién de estas.

3.7.- Ensayo de actividad de formacion de cristalete carbonato de calcio

Para este ensayo se hicieron modificaciones actact# empleada por Chen y colaboradores (2009)
sugeridas por Robles-Gomez (2012); el cual codsesti el uso de soluciones de Ga@@igma C-
1016) a una concentracién de 20mM y otra {NEIO; (Sigma A9516) a 40 mM.

En una microplaca de 96 pocillos, se adicionardhiil@e cada una de las soluciones por pocillo y
después se adicionaron los siguientes controle$04) de agua desionizada, B) 1 de Anhidrasa
carbénica (AC) (Sigma c-2273), C)ug de AC y D) 1ug de AC, de acuerdo al esquema de la Tabla
lll. Al final, a cada micropocillo con los contralese le adiciond una gota de aceite mineral (Sigma

m-5904) para evitar que el G@tmosférico influenciara en el ensayo. Cada pruebdizo por
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duplicado. Para determinar la actividad se adicibpg de proteina de cada fraccion obtenida en la

ultrafiltacion.

Tabla lll. Volumenes de soluciones utilizados en las prudbdermacion de cristales de CafO

Microplaca

Reactivos A B C D E
CaCb (uL) 100 100 100 100 100
NH,COs (uL) 100 100 100 100 100

Muestra g/ ] ] ] ] 1

mL)
H,O MQ(uL) 10 - - - -
AC (ng) - 10 5 1 -

No obstante, al detectar falsos positivos en shym anterior, se elabor6é un segundo
sistema empleando una solucion de G§IImM] con ZnC} [25mM] disueltos en buffer de Tris-HCI
[25 mM] a un pH de 7 y un flujo constante de C€éh donde las muestras estaban en un microsistema
al ser separadas por una membrana con un poro0dB&(Spectra/Pro, No.133 116) de la solucién
(Fig. 7). La formacion de cristales se observoemicroscopio estereoscopico (ZEISS Stemi DV4) y

se tomaron fotografias con una camara digital (Ed&ewerShot G9) a las 24 horas.

i Membrana

Muestra ()
CO

A

CaCl, : ZnCl,
[20 mM: 25 mM]

Figura 7. Sistema de formacion de cristales de calcio, exel¢g)= gas y ()= liquido.
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VI.- RESULTADOS

A.- Descripcion taxonomica

Se revisaron 29 organismos de la espécigulvinatadepositados en la Coleccion Nacional de
Equinodermos del ICML, 14 preservados en seco ypréServados en alcohol (Tablas IV y V). A
partir de estos se determinaron las medidas coémedio del ambitus y la altura de la testa, entre
otras. La maxima altura de la testa en esta espsdile 3 cm y el didmetro maximo es de 11 cm. El
ejemplar con el numero de catdlogo 4.8.08 de lacc@n fue recolectado en el limite batimétrico
reportado para esta especie (95 m) (Tabla IV); adedebido a que el ejemplar es el mas pequefio de
todo registro, se corrobor6 su identificacion dipde las imagenes del MEB del mamelon (base de la
espina) y una espicula con base a lo encontradimsesrganismos vivos, esto para evitar el dafio de
este ejemplar (Fig. 8). En base a las medidas Talk IV, se encuentra una relacion casi simitér ¢

la altura de la testa y el diametro del peristoBTad + 2.3mmx 28.5 £ 2.1mm, respectivamente).

Figura 8. Corroboracion taxonémica del ejemplar 4.8.08 dedgeccion delCMyL-UNAM a partir

del mamelon (superior) y una espicula (inferiorAdeulvinata
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Tabla IV. Medidas de los especimenesAdgulvinatadepositados en la coleccion del ICML-UNAM;
donde ND= no disponible.

Afio MUm. Catalogo Ambitus Alto Disco apical Peristoma Linterna
2000 4.8.0 a5 25 22 25 3
1845 4.8.01 =1 28 26 30 3
1845 4.8.01 92 26 27 33 4
1560 4.8.02 48 13 11 14 2
1860 4.8.02 42 12 10 13 2
1960 4.8.02 34 12 9 12 2
1860 4.8.02 37 12 g 12 1
1861 4.8.03 Bl 18 13 19 1
1861 4.8.03 57 18 13 19 1
1861 4.8.03 58 18 14 18 1
1861 4.8.03 91 gl 20.5 ND ND
1861 4.8.03 72 26 17 24 3
4.8.04 108 33 26 ND ND
4.8.04 103 35 21 31 5
4.8.05 83 22 19 25 4
1973 4.8.08 35 i1 -] 14 1
1553 4.8.07 33 13 11 11 2
1993 4.8.07 3z 11 7 11 1
1990 4.8.08 B 1 1 4 o
1998 4.8.08 34 10 g 12 1
1958 4.8.08 22 8 ] 8 0.5
1958 4.8.10 35 12 ] 12 1
1998 4.8.10 28 11 g 13 1
1558 4.8.11 140 £l 28 35 5
1999 4.8.12 50 16 11 11 1
2000 4.8.13 B8 29 17 27 3
1553 4.8.14 110 28 25 31 B
1993 4.8.14 103 28 23 a0 E
1993 4.8.14 74 25 17 24 E
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Tabla V. Informacion adicional de los ejemplares de A. pulvinata de la coleccion del ICML-UNAM, ND= no disponible.

Afio Mim. de Catalogo Preservacion Pais Localidad LAT LONG Z [m)
A0 480 Loon [ PR Faro de Bucerias, Michoacin 12* 21' 13" N 103" 31" 28" 12.0-21.0
1945 4801 Secn Wi co Macapule, Sinaloag 5% 21' N 108" 40" ML
1945 4,801 Soco éxico Macapule, Sinalog 15" 11! N 108" 40' ML
19640 4.8.02 Alcots| Moo Bahia de la Paz, BCS At M 1107 45! 30.09-33.436
150 A4.8.02 Alcohal M xieo Cahia de la Paz, BCS 400 M 110" 45! 30.09-33.436
150 4.8.02 Alcohl Moo Cahia de la Paz, BCS 2400 M 110 a5 300933 436
B 4.8.02 Alcohol Mdxico Bahla de la Paz, BCS 2t M 1107 45! 30.09-33.436
1961 4.8.03 Alcohol sl e Acapuleo, Guerrero 16" 46’ M 09" 55! ([¥]
1961 AR03 Alcohol Pl co Acapuloo, Guer rero 16" 46' M 84" 55" M
1961 4803 Alcohol Pl co Acapulco, Guer rero 16" 46" M 44" 55" M
1961 4803 Secn Ml oo Acapuloo, Guerrero 16* 46’ | 9" 55 M
1961 4803 S000 P co Acapuloo, Guerrero 16° 46' | 99" 55 1]

48,04 S000 Wi Co Acapulco, Guerrero 16* 46’ M 99" 55' N

4 804 Secn MWiExico Acapulcn, Guerrero 16" 46 N o9 55" ND

4805 Seco Miéxicn Acapulco, Guerrero 16" 46" M 99" 55" ND
1973 4806 Aloothal MéExico Playa Tlacopamocha, Guerrero 16" 46’ N 59" 55 10
1993 4.8.07 Aloohal Méxco Salina Cruz, Oaxaca 16" 0 M 95° 11' 3.5
1993 48.07 Alcohol Miéxico Salina Cruz, Daxaca 16" 09 ] 95" 11" i5
1990 4.8.08 Alcohol México Cabo San Miguel, Baja California 18" 07 06" N 1127 42' 07" 95
1998 4800 Alcohal Mixico Punta Maldonando, Guerrero 167 16" 419° N 98" 46" 372" ND
1998 4 809 Alcohol México Punta Maldonando, Guerreno 16° 16' 419° N 98" 46" 372 ND
1998 4.8.10 Aleohol México Lizaro Cirdenas, Michoacin 177 57" 9457 N 102* 22" 104" ND
1998 4.8.10 Aloohol Moo Lizaro Cardenas, Michoacin 17 57 946" /] 102" 22° 104" N
1998 4811 Lot Misxico Petetlin, Guermero 17 52 136" N 101" 52" 345" M
1999 4812 Seio Perd Isla Lobox, Perd 6" S8 5 80F 45° [
A0 4813 Se00 México Faro de Bucerias, Michoacin 18 21' 45" N 103" 31' 21.9" 12
1993 4814 Se00 México Puerto Madero, Chiapas 14* 42" 25" W §2° 23' B2" ND
1993 4.8.14 Seco M exion Puerto Maderp, Chiapas 14° 42" 25" N 92* 23' 2" M
1993 4.8.14 Sec0 [RTETTR Puerto Madero, Chiapas 14* 42° 25" | 592" 23' 82" ND
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Los acercamientos de los organisritosivo revelaron que los puntos iridiscentes de la zona
del intermabulacro se componen de alrededor de&lBfas (Fig. 9 A) y estan articulados a la testa po
un pedudnculo de tejido (Fig. 9 D). No obstanteplservaron puntos mas pequefios sobre toda la
superficie del ambitus formados por ocho célulag. (T A). El peristoma se compones de cinco pares
de podios bucales y el aparato mandibular se coenplencinco dientes (Fig. 9 B). También se
observo que los pedicelarios estan unidos al pediticalcareo por un tejido elastico (Fig. 9 C).

Figura 9. Astropyga pulvinataA= detalle de la zona interambulacral, B= pernspC= pedicelario

con tejido y pedunculo y D= detalle de los puntmiscentes del ambulacro; donde= 0.5 mm.

Mediante las imagenes del MEB, se observé queddielarios presentes énpulvinata son
trivalvados (Fig. 10) y de tres tipos: d)yidentes que se encuentran cerca del peristoma; b)
Trifoliados que son los mas abundantes, pequefios y se ylcadoda la testa excepto en las zonas
interambulacrales y d}laviformespresentes en el ambulacro (Fig. 11). Los pedioslaridentados y
trifoliados son los Unicos que presentan peduncalcdreo y se encuentran unidos directamente a la

testa por un tejido (Fig. 9 Cy 10 Pc).
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Figura 11. Pedicelarios dé. pulvinata Td = tridentesCv = claviformes yTf = trifoliados.
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En lo que respecta a las espiculas, se enconttértipos de espiculas diferentes: seis en el
peristoma, una en el intestino y tres en la mengbearal. De las espiculas presentes en el peristoma
cuatro se asemejan a los bosquejos realizados pdemden (1940). Mientras que las dos espiculas
restantes presentan las siguientes caracteristitdedias lunasson estructuras porosas con forma
de luna creciente con uno de los extremos truncedonanera angular (Fig. 12 Ml); Bastos

estructuras porosas que presenta un extremo mis gue el otro (Fig. 12B).

Figura 12. Espiculas del peristomitl = media luna 8 = basto (escafla— = 200).

La espicula obtenida del intestino (Fig. 13) esilama la descrita por Mortensen (1940) (Fig. 5C);
mientras que las espiculas encontradas en la meabral (en forma de redes) representan nuevos

caracteres para la identificacion de esta espEie 14).

Figura 13. Espicula de la pared intestinal.
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Figura 14. Espiculas de la membrana anal.

También se identificaron las rosetas calcareas aprdorman el disco suctor de los podios
ambulacrales (Fig. 15 B), las cuales presentandatencoronas con distintas crestas (Fig. 15 A).

Figura 15. A- Rosetas calcareas presentes en los podios acnalgls. B- Acercamiento del
podio ambulacral; donde = 0.25 mm.
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De los tratamientos empleados para la obtencidasdmicroestructuras, el NaClO al 3% fue
el mejor porque permitié la obtencién de los pddites claviformes. Mientras que la técnica con
peroxido reacciona en forma violenta con la pielodedrganos internos, y en los tejidos externds.de
testa no degrada la materia organica y ademasldafespiculas. Se puede observar que la region
exterior de la espicula esta degrada (Fig. 8,HMientras que el resto de los tratamientos corocl

solo dejan un poco de suciedad en las muestrasl@)g

NaClO 6%

NaClO 3%

—_———

|
Figura 16. Fotografias de los tratamientos empleados parbténcion de microestructuras;- — — —!

i= suciedad en la estructura.

B.- Ficha taxonomica
Phylum Echinodermata
ClaseEchinoidea Leske, 1778
SubclaseEuechinoidea Bronn, 1860
Infraclase Acroechinoidea Smith, 1981
Orden Diadematoida Duncan, 1889
Familia Diadematidae Gray, 1855
GéneroAstropygaGray, 1825
Astropyga pulvinatglLamarck, 1816)

24



Cidaris pulvinataLamarck, 1816: 59, 385.

Astropyga pulvinata L. Agassiz y Désor, 1846: 345; A. Agassiz, 1892; 214, 418. H. L. Clark,
1923: 158-159. Boone, 1926: 9-10; Grant y Hertldif38: 15; H. L. Clark, 1940: 348;
Mortensen, 1940 197-203; Steinbeck y Ricketts, 1389; H. L. Clark 1948: 236-237; Caso,
1948: 184-187; 1953: 222; 1961: 241-245; 1978: 221979: 212; 1990: 89.

Astropyga venustaVerrill, 1867: 296-298, 331, 344; 1870: 99.

Astropyga depressal.. Agassiz, 1867: 579-580, 595.

Astropyga radiata Caso, 1961: 304.

Diagnosis: (Tomado de Mortensen, 1940 y Caso, 1979) la testgr&de un poco deprimida con
porciones desnudas en la zona intermabulacrall gistema apical las placas genitales son de
forma triangular. Las espinas largas, punzantesnyadas con espineletas, pueden ser
bandeadas con colores turquesa, amarillo y blarierolisas son de color blanco o purpura.
Los pedicelarios son trivalvados y de tres tipos:Tddentes se encuentran cerca del
peristoma; b)Trifoliados son los mas abundantes y pequefios, se ubicatogera testa
excepto en las zonas interambulacrales; Ylayviformespresentes en el ambulacro. Los
pedicelarios tridentados y trifoliados son los Geique presentan pedinculo calcareo, se
encuentran unidos directamente a la testa porjido tkas rosetas calcareas que conforman el

disco suctor de los podios ambulacrales presentamiumero diverso de crestakas

espiculas del intestino son triradiadas y las dakfpma son irregulares.

Referencias de identificacionMortensen, 1940: 169, fig. 98-a; 193, fig. 114; 184. 115; 18, lam.
70, fig. 8-12, 18-19; 111, lam. 73, fig. @'yakonov, 1969: 40, fig. 36-c; 50-52, fig. 50,
51-c, 52-e y f; Lawrence, 1977: 240, fig. 3.123-Ad.

Material tipo: Museo Ecole de Mines de Paris (Boone, 1926).

Material examinado: ver Tabla IV.

Localidad tipo: Desconocida (Boone, 1926).

Distribucion geogréfica: desde San Miguel del Cabo, Baja California, Méxiaeta Isla Lobos, Pera.

Distribucion batimétrica: a diferentes profundidades 0 — 95 m (Caso, 19¢@ IReroamérica de

Equinodermos, 2011).
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Sustrato que habita:habita en los arrecifes coralinos, fondos rocoas)osos y de sedimentos finos

(Red Iberoamérica de Equinodermos, 2011).

v § J '

LY, i'_'."

b PN e e R

Lamina. Astropyga pulvinatgLamarck, 1816). A. Vista lateral superior del amgmo. B. Espicula
del intestino; C. Espiculas de la membrana anaEdpiculas del peristoma; E. Rosetas calcareas del

podio suctor; F. Tipos de pedicelarios. G. Pedimdiddematoide del pedicelario.
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C.- Caracterizacién bioquimica de las proteinas d& matriz organica deA. pulvinata
Se procesaron 15 organismos, de los cuales sei@toiovos siguientes pesos secos de las estructuras
calcéreas: 36.25 g de espinas, 139.25 g de tebtalyg de LA. LA se emplearon 4.48g para una
extraccion con HCI [0.6N]. La cantidad de proteiqaesentes en cada uno de los extracto de
diferentes estructuras calcareas por el analisBGk fue: Espina= 601.43ug/g de extractol A =
1616.43ug/g de extractd. A= 150 pg/g yresta= 1373.33ug/g de extracto. La extraccion con HCI
disminuye el rendimiento protéico aproximadamentma decima parte con respecto a la extraccion
con acido acético. La mayor cantidad de proteih@sr@cer se encuentra en la LA, seguida por la
testa y por ultimo la espina.

Las fracciones obtenidas por ultrafiltracion defr&cto de espinas, son denominadas como
E30(> 30kDa),E10(>10, <30 kDa) 01 (>1, <10 kDa). La cantidad de proteina determinzateel
BCA de las fracciones fueE30= 29.56 pg/mg,E10= 14.35 pg/mg yEO01=0.84 pg/mg. Para
determinar la presencia de glicoproteinas se @tilizgel de acrilamida al 15% en donde se colocaron
las fracciones obtenidas por la membrana de Amjcgm tifio con Azul de Alciano, la Unica fraccion
que se logro tedir fue la E30 con una banda (Fg. Mo obstante el kit de glicosilacion determind
que las fracciones por ultrafiltracion presentasigliente porcentaje de azUcafe30= 18.2%,E10=
24.7% yEO1= 53.2%.

- v-. B E30___

37
26

_____\
R

19

15

KDa

PM
PM

Figura 17. Gel de Acrilamida al 15% tefiido con Azul de Al@aRM = marcador de pesos

moleculares ¥E30= fraccion E30.

Se opto por separar a la fracci&h0 por una cromatografia de exclusién moleculary@muchas de

las proteinas reportadas en las Tablas | y || ptaseun peso que va de en los 16 hasta los 30&kDa,
partir de este proceso se obtuvieron siete sulifnraes como se aprecia en el cromatograma de la
Figura 18, las cuales presentan los siguientesspeseecoE10F1=10.03pg (37.5%)E10F2= 5.5ug
(20.61%), E10F3= 0 ug, E10F4= 0.2 pg (0.76%), E10F5 4.56 ug (17.07%),E10F6= 0 ug y
E10F%= 6.41ug (24.02%) (Tabla VIII). Por medio del analisis masas, la fraccioB10F4 presenta
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dos proteinas con pesos moleculares promedios 886132 Da (16%)Astropyga l) y 23 453.36 Da
(84%) (Astropyga IlI) (Tabla VI), estas fueron separadas por medio ldetreforesis capilar y
posteriormente secuencias por degradacion de Edraarsecuencias de las proteinas se presentan en
Anexos | y II. Al realizar un alineamiento de ambsecuencias, se obtuvieron los siguientes
resultados: a)Astropyga |aparentemente pertenece a la superfamilia de ipaste-Anhidrasa
Carbonica, y presenta una similitud del 38% con una AC étdi erythrogrammaABE27962.1)
(Anexo 1ll); y b) Astropyga llen el alineamiento general presenta una similiteld41% con una
Apolipoproteina A-1 deBos taurus(NP 776667.2) (Anexo IV). Al realizar el alineamiercon las
secuencias de las proteinas reportadas en lassTialyldll empleando el programa Jalview (Anexo
V), se obtuvo un é&rbol filogenético en donde ampageinas son mas similares a la P16Sde

purpuratus(Fig. 19).

0.4 -
0.35-
0.3 -
0.25-
02 M
0.15 -
0.1 F3
0.05 -

0 1 | | | | |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

F4

F2

Absorbanciaa=280nn

Volumen (mL)

Figura 18. Fraccionamiento de E10 a partir de la columna.G50
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Tabla VI. Secuencias completas, punto isoeléctrico, masaqutio y composicidn de aminoacidos de

las proteinag\stropyga | y Astropyga ll.

Astropyga |
pl de la Proteina: 6.0
Masa promedio: 17371
Composicién de amino acidos: A10 C4 D9 E7 F8 G11 H4 15 K4 L11 M3 N11 P8 Q3 R10S10 T11 V11 W2 Y11

1 TEGMYLKGGY TVGVRRYNTL SGVRAKTVCN QESVTKVEYY AHLPLRDDMT VNSNNFMEPS PNDNAAYDAL IIDNCFYRYL
81 HFWGTTPERG SEHTVRDSRL GYFIQASWSV CGCNPIYLGL PFDAKPALHI EDNFSLTVAR GVDQAYTSFN FRP
Astropyga |l
pl dela Proteina: 5.6
Masa promedio: 23471
Composicién de aminodacidos: A17 C4 D12 E16 F8 G13 H5 15 K10 L18 M4 N11 P9 Q10 R13S10T12 V12 W2 Y14
1 TVETLRQQLP YSDALIIDNC FYRYLHFWGT TPSVCGCNPI YLGLPFDAKP ALHIEDNRLG EEFREGARQK VQELGDLRTE
81 GMYLKGGYTV GVRRYNTLSG VRAKTVCNQE STASLRQEMH KDLEEVKQVT KVEYYAHLPL RDDMTEYHAK ASEQLKALGE
161 KAVNSNNFME PSPNDNAAYD YFIQASWARG VDQAYTSFENF AYDRP
10.66 Toposome T.gratilla
2.75 SM50_S.purpuratus
L.77 =
1.51 2.75 LSM34_L.pictus
4.52 S$M32_S.purpuratus
1.08 A
—=2— Astropyga_l
3.16 [ ERER
0.70 0.37 1.8 Astropyga 11
4.24 P16_S.purpuratus
0.87 s
ACp_H.erythrogramma
N
L16 0.56, 3.68 CL20 A Cp_H.tuberculata
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Figura 19. Arbol filogenético del programa Jalview de lastpioas biomineralizantes de los

erizos de mar reportadas y las aislada8.daulvinata

En el ensayo de formacion de cristales en micrapkaclas las fracciones de la ultrafiltracion,

los estandares y el blanco (el agua) dieron pos{thabla VII). Los cristales formados a partir de |

anhidrasa carbonica presentan simetria mas unifoonerespecto a los del blanco.(; ademas,

conforme se aumenta la cantidad de proteina eocélq los cristales son mas amorfos. No obstante,

los cristales que presentan mas simetria y menw@rfta son los obtenidos a bajas temperaturas (4 °C)

pero el tamafio es menor con respecto a los ob&riddemperatura ambiente (TA) (Figs. 20, 21 y

22).
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Figura 20. Ensayos de cristalizacion a temperatura ambieotedeAC = Anhidrasa
carbdnica y -= 0.25 mm.

Figura 21. Ensayos de cristalizacion a T= 4 °C; doAde= Anhidrasa carboénica y -= 0.25

mm.
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Figura 22. Determinacion de los cristales formados por laatavés del MEBTA =

Temperatura ambiente.

Debido a la presencia de falsos positivos delddase optd por elaborar un segundo sistema
en donde se eliminara estos errores. En el sisteBn@Q se sometieron los extractos crudos, la
anhidrasa carbonica y la ovoalbimina, asi comdeet@ sinérgico de los extractos con alguna de las
otras proteinas; la presencia de actividad se mauestla Tabla VII. Al comparar ambos ensayos se
observa que el nimero de cristales es menor petorimacion de los falsos positivos es una novedad
en todos los ensayo de sintesis de cristales d® ¢&ig. 23). Las facciones de la ultrafiltracipre
la exclusion molecular, no se emplearon en estsayes porque el rendimiento fue muy bajo, y con
lo que respecta a E10F4 toda se envio a Kratos @oyrabla VIII).

Tabla VII. Actividad de formacion de cristales de Ca@® los extractos y fracciones Ae

pulvinatg donde:v” = positivo,* = negativo y - = no probado.

Muestra Control Microplaca Sistema de
TA 4°C CO,
Buffer Negativo - - x
H,0O Negativo v v x
AC Positivo v v v
OvAlb Positivo - - v
Espina Extracto - ) 7
LA Extracto - . v
Testa Extracto - R v
E30 Fraccion v v }
E10 Fraccion v v }
EO1 Fraccion v v }
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Figura 23. Comparacion del numero de cristales de los engayassistema de C§)se observa solo

un cristal y B= sistema sin GGse observa un mayor nimero de cristales; don@eD5mm.

Tabla VIII. Tabla de rendimiento y algunas caracteristicda garificacion del extracto de las

espinas, fracciones de ultrafiltracion y column@®Gonde - = no determinado.

Muestra Material Extracto pg Material Proteina  Glicosilaciéon Rendimiento
mg insoluble [pg/mg] (%) Total Neto
Espinas 6280 483.00 1 0.600 - 7.69% 100.00%
E30 - 49.60 - 29.561 18.2 10.27% 10.27%
E10 - 26.70 - 14.358 24.7 5.53% 5.53%
EO1 - 296.30 - 0.845 53.2 61.35% 61.35%
E10G50F1 - 10.03 - - - 37.55% 2.08%
E10G50F2 - 5.50 - - - 20.61% 1.14%
E10G50F3 - 0.00 - - - 0.00% 0.00%
E10G50F4 - 0.20 - - - 0.76% 0.04%
E10G50F5 - 456 - - - 17.07% 0.94%
E10G50F6 - 0.00 - - - 0.00% 0.00%
E10G50F7 - 6.41 - - - 24.02% 1.33%
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VII. DISCUSION

A. Descripcion taxonémica

El género Astropyga se caracteriza por presentar series de pares deospwen las zonas
interambulacrales que van desde la boca hasta€Fan 9A), estos puntos estan unidos directamente
a la testa por un tejido como se observa en lar&iguMortensen, 1940). Los puntos mas evidentes
son conjuntos de aproximadamente de 35 célulasog ohucho méas pequefios en todo el ambitus
(Fig. 9D).

La relacidon encontrada entre la altura de la tgstéh peristoma (27.7 + 2.3mm y 28.5 £ 2.1mm,
respectivamente) no ha sido repostada.

Los pedicelarios al parecer son espinas modifcatdgpequenas articulaciones de la testa que
se encargan de la limpieza y proteccion del orgami€D’yakonov, 1969; Mortensen, 1977). Estos
estan presentes en los equinodermos regulares,
son trivalvados (Fig. 10) y la mayoria estan canftos por tres partes: un peddnculo calcareo
(pedicelo), un cuello compuesto por tejido conectiwuna cabeza (pedicelario) (Fig. 9C) (D’yakonov,
1969; Lawrance, 1987A. pulvinatapresenta tres de los cuatro tipos de pedicelagjpartados; como
D’yakonov (1969) menciona los miembros de la faariliadematidae carecen de pedicelarios de tipo
globiferos. Los pedicelarios tridentados son coraumela zona oral, estan unidos al pedunculo por un
cuello de tejido conectivo y sus valvas son alaagagh forma de hojas que son caracteristicos de la
familia Diadematidae (Fig. TH) (D’yakonov, 1969); estos responden a estimulosameos para
remover particulas u organismos parasitos; loscpitios tridentados de diademétidos presentados
por Coppard y colaboradores (2010) son muy difeseatlos encontrados én pulvinatadebido a
que empleo otro miembro de la familia diadematiDesdemasp.; se puede apreciar que la region
distal (superior del pedicelario) es mas alargadamnada con ornamentaciones en el borde de la valva
en Diademay en A. pulvinata es mas corta y solo presenta pequefios dientecillel borde de la
region distal (Mortensen, 1940; Campbell, 1972; teawe, 1977; Coppard y Campbell, 2006).

Los pedicelarios trifoliados son los mas pequefiotdos los pedicelarios (Fig. T, estan unidos a
un peddnculo con un cuello de tejido y distribuighms toda la testa (Campbell, 1972; Lawrence,
1977; Coppard y Campbell, 2006), las valvas sonmedendeadas; los pedicelarios son mas parecidos
a los descritos por Mortensen (1940) que a losraraos por Copppard y colaboradores (2010).

Con respecto a los pedicelarios claviformes sonvameedad de pedicelarios oficefalos, los cuales
carecen de pedunculo (Fig.a) (D'yakonov, 1969; Copparet al, 2010) y son caracteristicos de los
diademétidos juveniles. Los pedicelarios clavifesmdentificados por Coppard y colaboradores
(2010) no presentan ninguna similitud con los etraolos en este trabajo y las descripciones de
Mortensen (1940). Mientras que el pedunculo catc&mcontrado en este trabajo (Fig. 10Pc) es de
tipo diadematoide segun D’yakonov (1969) (Fig. 22)Ael cual fue obtenido d& purpuratus

Es posible que método con,® empleado por Coppard y colaboradores (2010), moetanas

adecuado para la limpieza de los pedicelarios icelss, debido a que no permite comparar este tipo
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de estructuras con las descritas por MortensenOj194as del presente trabajo. No obstante, esta
metodologia conserva el cuello del pedicelario.(Big 9C), el cual esta unido al pedunculo calcéreo
(Fig. 10Pc).

Disco suctor

suctora

\ Roseta
calcirea
3 I 4 (;.-j )5, Cavidad

Espiculas

Cidoroides Diadematoides

Figura 24. A- Tipos de pedicelarios. B- Podio ambulacral (Bolm de D’yakonov,
1969).

De las espiculas obtenidas Ae pulvinata solo la del intestino (Fig. 13) y las cuatro del
peristoma (Fig. 12) se asemejan a los bosquejddattensen (1940) (Fig. 5A y C), en donde las
espiculas del intestino son de tipo triradiadaasydel peristoma son de forma irregular (Mortensen,
1940; D’yakonov, 1969). Lawrence (1977) tambiérugbtespiculas del peristoma de otras especies
de equinoideos, pero éstas no se parecen a lagd#sten el presente trabajo; ya que las de Lawrenc
son cuerpos en C (semi-lunar) y lasAdeulvinatason porosas y diversas (Fig.12). Las dos espiculas
restantes del peristoma (Fig. 12-Ml y B) y las @enembrana anal (Fig. 14) no fueron reportadas por
Mortensen (1940); sin embargo, las medias lunaseptan similitud con un bosquejo presentado por
D’yakonov (1969) obtenido en ejemplares Barasalenia graciosala cual es nombrada como
espicula en forma de “C” caracteristica en equimsd

En base a los tipos de pedicelarios y espiculasngraclas e\. pulvinatase puede corroborar
la taxonomia actual propuesta por Kroh y Smith 20%a que los pedicelarios tridentados y el
peddnculo son caracteristicos de la familia Diadelad y la espicula de forma de media luna son
caracteristicas de la clase Echinoidea.

La rosetas del podio ambulacral se identificarom lsase al bosquejo de D’yakonov (1969)
(Fig. 24B), y en caso el particular de pulvinataestas presentan una gran variedad de crestas (Fig.
14A). Lo cual sugiere que estan descartadas comaaracter taxondmico para la identificacion de
los equinoideos.
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B. Caracterizacion bioquimica de las proteinas delmatriz organica

El uso de &cido HCI [0.6 M] para la obtencion deriatriz intramineral de las estructuras calcareas
guedd descartado, después de observar que laahmki proteina obtenida es mucho mehée=(
1616.2419/g > LAyc= 150 pg/g). Sin embargo, en algunos trabajos se ha edwpleA HCI para
descalcificar estructuras calcareas de equinoidéoSrath y colaboradores (2001) descalcificaron las
espinas dée. chloroticuscon HCI a [1M] y Alvares y colaboradores (2009) thentes de=chinus
variegatuscon HCI a [0.6 M]. Por desgracia ninguno de ladajos revisados reporta la cantidad de
proteina obtenida, por lo cual es dificil determinaa soluciébn adecuada para la descalcificacion de
las estructuras calcareas de equinoideos.

En vista que existe el antecedente de glicopratginesentes en las espinaSdpurpuratuy
P. lividus (ver Tabla Il) (Amayeet al, 2001; Manret al, 2010), se empleo la tincion de Azul de
Alciano para la deteccion de glicoproteinas enx#laeto de espinas (Wardi y Allen, 1972). La
tincion de azul de alciano consiste en la union gapos con un alto contenido de cargas negativas
debido a los grupos carboxilos presentes algunosasgs presentes en las glicoproteinas; el azul de
alciano se disuelve en 4cido acético provocaralessformacion los grupos hidroxilos (-OH) azucares
en derivados &cidos (Domrg al, 2012). La banda presente en la fraccion E30ipadr equiparable a
la glicoproteina SM37 (Fig. 17) ya que en estacitat se encuentran las proteinas mayores de 30
kDa.

La proteinaAstropyga Ipresenta un dominio conservado condanhidrasas carbénicas. Las
proteinas reportadas en esta superfamilia prestagasiguientes caracteristicas: secuencias de 260
459 aminoacidos, tres histidinasefHHgs ¥ Hi14) ligadas a un idén Zinc y un sitio catalitico emde
participan la Histidina (k) y una Tirosina (Y, (Hassaret al, 2013).Astropyga Isolo tiene 174
aminoacidos; el unico aminoécido que se alinea €kslde Astropyga Icon respecto a i, de las
secuencias de las AC parciales (ACp); no obstantebservan varios segmentos conservados de la
posicion 22-31, 116-120, 130-143, 170-174, 203-31@39-245 para la identificacion de las
anhidrasas carbonicas (Anexo V). Con lo que reapeedstropyga |] ésta posee 205 aminoécidos y
no se asemeja a ninguna de las proteinas bionzzeras de erizo de mar (Anexo-VI). En base al
arbol filogenético ambas proteinas se relacionas ¢oé la P16 (Fig. 19), las regiones con las que se
asemeja son 1-4 (Anexo VI).

La sensibilidad de los ensayos reportada parartaaition de cristales de calcio se encuentra
en el rango de 10 a 100y de extracto crudo (Gower, 2008); McGrath y cotabores (2001)
emplearon 10Qug del extracto del erizo de ma&r chloroticus y Gayathri y colaboradores (2007)
utilizaron 100ug del extracto de la estrelRisaster giganteusDurante este trabajo se modifico el
método para activar los extracto: esto se realigartir de la Anhidrasa Carbonica (AC) a diferentes
concentraciones (Fig. 20), la cual es un contralitpo empleado en estas pruebas (Hwah@l,

2012). La concentracion minima para la actividaalde 1ug de muestra (extractos y controles) para
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la actividad de formacién de cristales en microggaTabla VI). El método de microplacas se realiz
a diferentes temperaturas con la finalidad de #ret efecto de la temperatura sobre este tipo de
pruebas. Como se observa en la Figura 21, la falendos cristales es mas definida a bajas
temperaturas (T=4°C) que a la temperatura amb(&wtp

El sistema utilizando CQeliminé los falsos positivos de los controlesata@s. En vista de
gue la AC es una metaloenzima dependiente de Zietnpled la solucion de Zn(para favorecer la
reaccion de AC (Hassaret al, 2013). En éste sistema el CO2 gaseosos se \disarl el buffer,
tomado como base la reaccion descrita por Gowed8[2CAl respecto, se observa que la primera
reaccion del sistema consiste en la formacion @A Que posteriormente da lugar a un proceso de

deshidratacion para la formacion de calcita (F&. 2

CaCly o) *+ P ng ——2u, Estadio | (ACC)

P — ACC*H,0—— CaCO, , + P +H,0

Figura 25. Reaccion de sistema de CO2; aq = acuoso, g sgasolido, P = proteinay ACC =

carbonato de calcio amorfo (Tomado de Gower, 2008).

En base a las caracteristicas bioquimicas dedasiénes obtenidas por la ultrafiltracion, se
puede constatar que la matriz organica de las &spiosee un gran porcentaje de azucares, lo cuales
pueden o no estar ligados a las proteinas (Talllp V& actividad de los azucares en la formacién d
CaCQ no ha sido estudiada a detalle; sin embargo, Natmlaboradores (2010) mencionan que las
glicopoteinas y azucares presentan selectividacth@dica ya pueden interactuar con los iones Ca2+
0 CO. En el caso particular de la Ovoalbumina es urgliddpoteina por un &cido sialilolisacaridos
en la asparagina 292; esta glicoproteina se enawgeaptar los iones €aa través de grupos
carboxilo de sus aminoécidos para posteriormeresitarios en los sitios de calcificacion (Wetf
al., 2011).

VIIl. CONCLUSIONES

Para la obtencién de microestructuras como esgiguteedicelarios es mejor trabajar con organismos
vivos y emplear una solucion de hipoclorito de s@li2%. Es importante analizar los distintos tipos
de tejidos blandos presentes en los equinoideos ebperistoma, intestino, membrana anal, génadas,
entre otras para la obtencion de espiculas; yalgumas de las espiculas encontradas en esteotrabaj

no habian sido reportadas hasta el momento.
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A. pulvinataposee tres de los cuatro tipos de pedicelarioeptes en los equinoideos: claviformes,
tridentados vy trifoliados. Los pedicelarios clawif@s son caracteristicos del génAstropygay son

lo Unicos que no estan unidos por un peduncul@czdcde tipo diadematoide.

El uso de caracteres taxonémicos bien definidaspartante para la identificacion de las especees d
erizos regulares, sin embargo, las rosetas cak@reaentan mucha variacion morfolégica por lo cual
son descartadas para la identificaciordpulvinata

La matriz organica de las espinas de pulvinarta es una mezcla compleja de
biomacromoléculas, dentro de las cuales las glatepras juegan un papel principal ya que son las
encargados de muchas funciones especificas (Ad$) proteinas aisladéstropyga ly Astropyga )
parecen ser un nuevo grupo de proteinas biominands no reportadas.

La elaboracion de un sistema de sintesis de gaC€ual elimina los falsos positivos es algo
novedoso para corroborar la actividad biominerateade los extractos y fracciones de la matrix
organica de las espinas Alepulvinata

La anhidrasa empleada en este trabajo, es un damml positivo para realizar ensayos

biodirigidos con las proteinas biomineralizantes.

IX. PERPECTIVAS
El principal ensayo a futuro de este proyecto,asednfirmar la actividad biomineralizante de las
proteinasAstropyga ly Astropyga llen el sistema de GOPosteriormente confirmar Aistropyga |
presenta una actividad de tipo Anhidrasa carbdyiea caso de que fuera positiva esta actividad, se
someteria a pruebas de quelacion para determiransia proteina metalodependiente o no.
Con respectdAstropyga llfalta determinar la cadena de azucares de estapgiteina, asi como
corroborar si la cadena de azucares es un faetee de la actividad en la biomineralizacion.
Ademas hacer andlisis de biologia molecular pararysi participan en la sintesis de las espiculas y
pedicelarios dé. pulvinata

Con lo que respecta a las microestructuras, ffedthzar un estudio con las otras dos especies
del géneroAtropyga (Astropyga radiatay Astropyga magnifica) para corroborar si estas son
caracteristicas de esta especie o bien del género.
También es necesario realizar un andlisis de tadaldse para corroborar la identificacion de
D'yakonov a partir de espiculas y pedicelarios, quee esto podria ser una nueva manera de

identificacion de la clase Equinodea.
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I- Astropyga | y sus respectivas modificaciones postraduccionales

Index Number: Astropyga |

plof Protein: 6.0

Pratein M 17371

Amino Acid Compaosition! AL0 CA DS E7 FEGILHA 15 Kd LIITM3INI1PE Q3 R10 510 TIIVIIW2 Y11
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II- Astropyga || y sus modificaciones postraduccionales

Index Number: Astrapygo if
pl of Protein: 5.6

Protein MW: 23471
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[lI- Alineamiento de secuencia deAstropyga | conBlastp

(=) Stiow Congered Domains

Putative conserved domains have heen detected, click on the image below for detailed results.
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V- Alineamiento de Astropyga | y las AC parciales de otros equinodermos

) 1[: 20 E:D dl.D
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