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EVIDENCIA PRELIMINAR DE UNA DUPLICACION DEL GEN
EN LA EVOLUCION DE LA CLASE ECHINOIDEA.

La fosfoglucomutasa del
musculo de la mandibula de dos
especies del erizo de mar Eucida-
ris (orden Cidaroida) exhibe zi-
mogramas consistentes con la hi-
potesis de una enzima monomé-
rica con un solo locus; en dos es-
pecies del erizo negro de mar
Diadema (orden Diadematoida) y
en tres especies del erizo oval
Echinometra (orden Echinoida);
esta enzima presenta zimogramas
que indican la existencia de un
segundo locus, con mayor velo-
cidad de migracion anodal. Los
miembros del Cidaroida constitu-
yen el unico orden sobreviviente
de la subclase Perisoechinoidea,
que en la era Mesozoica di6 ori-
gen a todos los otros 6rdenes so-
brevivientes del erizo de mar. De-
bido a que otras clases de Echi-
nodermata parecen poseer Unica-
mente un locus para la fosfoglu-
comutasa, el patron de un locus
adicional en los ordenes mas
avanzados de la Echinodea puede
ser el resultado de una duplica-
cion en su ancestro comun mas
bien que el producto de una omi-
sion en los cidaroides sobrevi-
vientes, Tal duplicacion debio
haber ocurrido no mas tarde del
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periodo Triasico, hace aproxima-
damente unos 150 millones de
afios, de acuerdo con los esque-
mas actualmente aceptados sobre
la filogenia del erizo de mar. Se
requieren mas datos para estable-
cer inequivocamente que el locus
extra es en realidad el resultado
de una duplicacion y para diluci-
dar su historia evolutiva.

Las duplicaciones del material
genético, que proporciona el co-
digo para las proteinas enzimati-
cas, pueden realizar un papel im-
portante en la evolucién (1). El
efecto inmediato de una dupli-
cacion es la dotacién de los orga-
nismos que lo poseen de copias
miltiples de un gen y, en conse-
cuencia, de la capacidad para la
producciéon de grandes cantida-
des de enzimas en cortos perio-
dos. Por ejemplo, ejemplares de
la mosca Dacus oleae, del fruto
del olivo, que heredan un gen du-
plicado en el locus que codifica
para la acetilcolinesterasa, son ca-
paces de producir mas de esta en-
zima y consecuentemente mues-
tran una resistencia mds alta a
los pesticidas de fosfatos organi-



cos (2). La segunda, y mds im-
portante consecuencia de las du-
plicaciones, es que ellas permiten
la evolucion de enzimas con fun-
ciones mejoradas o completa-
mente nuevas. Debido a que una
copia del gen permanece presen-
te y produce la enzima ‘“nor-
mal”, el segundo es capaz de acu-
mular mutaciones ‘“prohibidas”
y difieren en funcion. Se piensa
que la estructura tetramérica de
la hemoglobina de los vertebra-
dos superiores tuvo su origen a
través de tales duplicaciones (3).

No es siempre facil detectar
una duplicacion a través de la
electroforesis. Una evidencia ine-
quivoca de que una duplicacion
ha ocurrido consistiria en que la
secuencia de aminoacidos mos-
trara una gran similitud entre
los polipéptidos (4, 5, 6) o que
estudios genéticos y citoldgicos
indicaran enlaces estrechos entre
un gen y su supuesto duplicado.
Sin embargo, cuando una forma
primitiva de un linaje muestra un
locus encargado de la codifica-
cion de cierta enzima, mientras
que sus descendientes muestran
dos de estos loci, y cuando se
puede demostrar que la condi-
cién ancestral es la de un sélo lo-
cus, es razonable concluir que la
duplicacion ha ocurrido durante
la evolucién del linaje (7).

En el curso de una compara-
cion electroforética entre erizos
de las costas Atlantica y Pacifica

de Panami descubri evidencia

preliminar de que una duplica-
cién pudo haber ocurrido, en el
material genético que regula la
codificacién de la fosfoglucomu-
tasa (FGM = PGM) del musculo
de la mandibula, durante la evo-
lucién de la clase Echinoidea. La
evidencia esté lejos de ser inequi-
voca, pero es suficiente para jus-
tificar el inicio de estudios que
investiguen este asunto.

La clase Echinoidea contiene
dieciséis oOrdenes. De éstos, el
Cidaroida es ei mas primitivo
y los otros quince se derivan de
¢l (Fig. No. 1). El tiempo de la
bifurcaciéon del arbol filogenéti-
co estd en tela de duda; Durham
y Melville (8) creen que ocurrid
después de que se habia cruzado
la frontera Permo-Triasico, mien-
tras que Durham (9) lo ha colo-
cado en el periodo Pensilva-
nico. Existen otros puntos de vis-
ta acerca del tiempo de la divi-
sion pero todos estdn de acuerdo
en que los echinoides existentes
se derivaron del Cidaroida. Una
diferencia entre este orden y el
Euechinoidea (ver Fig. No. 1
para la jerarquia y nombres de
taxa) es que en el primero falta
una faja perignatica; Unicamen-
te pueden mover sus mandibulas
a lo largo de un eje vertical,
mientras que esto$ miembros del
Euechinoidea que poseen una lin-
terna de Aristoteles pueden diri-
girlas oblicuamente. Esta diferen-
cia puede ser relevante en la dis-
cusion de las enzimas presentes
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Fig. No. 1

Filogenia de los ordenes existentes de la clase Echinoidea (erizo de mar, “sand dollar”,
“heart urchin™) seglin Durham (1966). Los érdenes marcados con un asterisco son aque-
llos que se tomaron como muestra para este estudio. La flecha sefiala el tiempo en que
probablemente ocurri6 la duplicacion de la PGM, si las suposiciones hechas en este estudio
son correctas.
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en los muasculos mandibulares de
estos erizos de mar.

La enzima que discutiré, la
fosfoglucomutasa, cataliza la reac-
cion reversible del 1-fosfato de
glucosa a 6-fosfato de glucosa en
presencia del 1,6-difosfato de
glucosa,

Materiales y Métodos

Cidaroida, el unico orden so-
breviviente de la subclase Perisoe-
chinoidea, esta representado en
este estudio por dos especies,
Eucidaris thouarsi de la costa
oriental del Pacifico y E. tribu-

TABLA

loides del Caribe. Euechinodea
estd representado por Diadema
antillarum y D. mexicanum (or-
den Diadematoida) y Echinome-
tra lucunter, E. viridis y E. van-
brunti (orden Echinoida*). La
Fig. No. 1 muestra la posicién
de los tres 6rdenes en el esquema
filogenético de Durham (9) y la
Tabla No. 1 presenta las dimen-
siones de la muestra para cada
especie.

La electroforesis se llevo a ca-
bo sobre planchas de 18 x 14 x 1
cm de un polimero que contenia
11% de almidén (Otto Hiller

No. 1

NUMERO DE INDIVIDUOS TOMADOS COMO MUESTRA

(N) Y NUMERO DE PRESUNTOS ALELOS DETECTA-

DOS POR LOCUS EN CADA ESPECIE. PGM-2 DENO-

TA EL LOCUS QUE EMIGRA CON MAYOR VELOCIDAD
HACIA EL ANODO

ESPECIE N PGM-1 PGM-2
EUCIDARIS THOUARSI 48 5 -
EUCIDARIS TRIBULOIDES 108 4 -
DIADEMA MEXICANUM 88 5 3
DIADEMA ANTILLARUM 66 4 3
ECHINOMETRA VANBRUNTI 63 7 3
ECHINOMETRA LUCUNTER 73 7 3
ECHINOMETRA VIRIDIS 77 7 3

*  FEl orden Echinoida no debe ser confundido con la clase Echinoidea.
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Electrostarch Co., Lote 307).
Como amortiguador del gel se
empled una solucién 9 mM con
relacion al Tris, 3 mM al 4cido
citrico y 1.2 mM de EDTA, de
PH 7.0; el amortiguador del
electrodo fue de 185 mM Tris,
45mM dcido citrico, 1.2 mM
EDTA, a pH 7.0. Los geles se
mantuvieron en neveras para con-
servarlas en frio. Se calibraron
el uno contra el otro y para ello
se volvieron a comprobar algu-
nas de las muestras corridas en
cada uno de los geles, en un gel
nuevo.

PGM se comprobé rebanando
cada gel horizontalmente e incu-
bando una tira central en: 150
mg de 1-fosfato-Nag de glucosa,
5 mg de NADP, ca 0.2 mg de
1.6-difosfato de glucosa (sal de
tetraciclohexylamonio), 40 uni-
dades de la dehidrogenasa de
6-fosfato de glucosa, 10 mg de
azul de nitro tetrazolio, 6 ml de
una soluciéon 0.1 M de MgCl, 5
ml de amortiguador Tris-HCI,

pH 8.0 y H20 para completar 50
ml. Cada gel fue incubado a 37°C
por una hora y luego se le agre-
garon 2 mg de methosulfato de
fenazina. Poco después, las zonas
de actividad aparecieron como
bandas purpuras.

Resultados

La PGM es altamente polimér-
fica en erizos de mar. Bandas de
5 diferentes movilidades se obtu-
vieron para Eucidaris, ocho para
Diadema y 10 para Echinometra
(Tabla No. 1). Ni un sélo indivi-
duo de Eucidaris tuvo mas de dos
bandas, mientras que los ejempla-
res individuales de Diadema y de
Echinometra exhibieron un m4-
ximo de cuatro bandas. Los zi-
mogramas de varios individuos
(Figs. Nos. 2 a 6) concuerdan
con las expectativas de una hi-
poOtesis de enzima monomérica
con un locus (PGM-1) en Eucida-
ris y dos loci en Diadema y Echi-
nometra. El locus que falta en
Eucidaris es el que pasa més rapi-

gbcd-ef gh.i-j’k_l

Fig. No. 2

Zimogramas de los genotipos observados en Eucidaris (PGM 1). EV tribuloides: a(AA),
b(CC), ¢(CE), d(AC), e(DD), f(EE), g(CD). E thouarsi: patrones a, b c, d, e;ademds de

h(DE), i(AB), j(BC), k(BE), 1(AE).
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damente hacia el 4nodo. El na-
mero de los supuestos alelos en
cada uno de los loci de cada es-
pecie se muestra en la Tabla
No. 1. No es sorprendente que

E

> WO O

las especies mas divergentes den-
tro de un género, son (sobre la
base de 18 loci) tan similares en-
tre si como las especies herma-
nas en la Drosophila.

abcdef ghi

Fig. No. 3

Zimogramas de los genotipos observados del locus para PGM-1 de Diadema. D. antillarum:
a(BB), b(CC), d(BD), e(BC), f(CD), g(AC). D. mexicanum: patrones a, b, c, d, e, f, g, mas

h(CE), i(BE).

Fig. No. 4

Zimogramas de los genotipos observados de locus PGM-2 en Diadema. En D. antillarum y
en D. mexicanum: a(AC), b(BB), c(CC), d(AC).

las especies dentro de cada géne-
ro compartan la mayor parte de
los * alelos porque ellos estan
intimamente relacionados (11).
Diadema, en particular, mues-
tra muy poca divergencia elec-
troforética entre las especies
en 18 loci tomados como mues-
tra en un examen de mayores
dimensiones (11, 12, 138); Ech:-
nometra vanbrunti y E. viridis,

Comentarios

El hecho de que los represen-
tantes de los 6rdenes examinados
de Euechinoidea exhiben un lo-
cus adicional, mientras que los
mas primitivos de Perisoechinoi-
dea muestran solo uno, puede
significar una de estas dos co-
sas:
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Figura No. §

Zimogramas de los genotipos observados del locus PGM-1 en Echinometra. E, lucunter:
a(AF), b(AE), ¢(BC), d(CD), e(CF), f(CE), g(BE), h(BD), i(BF), j(CC), k(DD), I(EE),
m(FF), n(EF), o(DF), p(DG), q(AC), 1(DE), s(AD), t(GG), w(EG). E. viridis: patrones b, c,
e, f, h, j, k, 1, n, o, p, 1, mis v(AA), w(BB), Xx(BG), z(CG). Echinometra vanbrunti: patro-
nesa,d, e, f, h,j, k,1,m,n, o, 1, t,u, mis beta (FG).

Fig. No. 6

Zimogramas de los genotipos observados del locus PGM-2 en Echinometra. E. lucunter:
a(BB), b(CC), c(BC), d(AB). E. viridis: patrones a, b, ¢, d, mis e(AA). E. vanbrunti: moldes
a, b, c, d, mis f(BC).

a. La PGM ancestral echinoide tentes; en algin momento de la
fue codificada por un sistema historia evolutiva de los echinoi-
de dos loci; los Cidaroides mo- des se originé al menos una du-
dernos perdieron uno de estos plicacion, sea en un miembro de
loci mientras que los otros 6r- la Perisoechinoidea o durante la
denes lo retuvieron. transicion de la Perisoechinoidea

b. La condicién ancestral fue la 212 Euechinoidea.

de un sélo locus, tal como se De las dos posibilidades, la se-
observa en los Cidaroides exis- gunda es mds probable porque la

52 Revista Médica de Panama, 6: 46-55



PGM-2 parece estar ausente en
otras clases de la Echinodermata.
Ayala y Valentine (14) informa-
ron haber contado unicamente
un locus para PGM en el ofiuroi-
de Ophiomusium lymant. Ayala
y col. (15) marcaron s6lo un lo-
cus en los asteroides Nearchaster
aciulosus, Pteraster jordani, Di-
plopteraster multipes y Myxoder-
ma sacculatum. No es probable
que el segundo locus de PGM se
perdiera independientemente en
tres diferentes clases de echino-
dermos; esta pequefia evidencia,
por lo tanto, es una razon en fa-
vor de una duplicacién, por lo
menos, dentro de la Echinoidea.

Considerando que estamos tra-
tando con una duplicacién, ob-
servada en dos ordenes diferentes
y relacionados distintamente, de-
bemos preguntarnos si ellos lo
heredaron de un ancestro comuin
o si apareci6 independientemente
en cada uno de ellos. Para contes-
tar esta pregunta necesitamos da-
tos de las especies que pertene-
cen a los otros trece 6rdenes de
la Echinoidea; pero mi prediccon
es que la perspectiva mas proba-
ble es la de una séla duplicacion
antigua. Las duplicaciones son
casos raros en la evolucion ani-
mal (16) y hay pocas probabili-
dades de que tales casos ocurran
en la misma enzima de dos orde-
nes y en la misma subclase. Mar-
cus (17) informé haber marcado
sblo un locus en Arbacia punctu-
lata (orden Arbacioida), pero ella
us6 minusculos geles de acrilami-

da y no noté la posibilidad de un
locus adicional. Considerando
que el locus adicional es el que se
desplaza a mayor velocidad, no
debe resultar inverosimil que ella
lo hubiese perdido hacia el puen-
te del 4nodo.

Si la posibilidad del caso de
una sola duplicacién es viable,
podemos establecer fechas proba-
bles en que sucedio, ya que no
pudo haber pasado mds tarde que
la unién de las ramas que condu-
cen al Echinoida y al Diadema-
toida. Por consiguiente, de acuer-
do al esquema filogenético de
Durham (9), la fecha mas recien-
te de su aparicion serfa el perio-
do Pensilvianico, hace unos 300
millones de afios. El 4rbol filo-
genético de Durham y Melville
(8) seria compatible con una fe-
cha de hace aproximadamente
150 millones de afios.

Es posible que la duplicacion
apareciera en la rama de Cida-
roida, que di6 origen a la Euce-
chinoidea; y, de ser asi, es mas
antigua que cualquicra de estas
dos fechas. Si este fuera el caso,
también deberia estar presenfe
en algunas familias del Cidaroida,
y queda abierta la posibilidad de
que podamos elucidar la filogenia
de este orden antiguo, observan-
do las moléculas de sus represen-
tantes sobrevivientes. Sin embar-
go, antes de intentar tal recons-
truccion es indispensable obtener
evidencia adicional, a través de
estudios estructurales y citogené-
ticos, que aclaren si los dos loci
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de PGM en los 6rdenes mis evo-
lucionados de Echinoidea son en
realidad el resultado de una du-
plicacion del DNA. Los estudios
de la funcién de los productos
del gen de cada locus (determi-
nacion de las constantes de Mi-
chaelis para cada isozima, locali-
zacion de cada locus en el tejido,
etc.) produciria evidencia en
cuanto a si las isozimas de cada
locus difieren en cualquier otra
cosa que no sea la carga neta. Los
estudios hechos por Avise y Ki-
tto (7) y de Gottlieb (18, 19),
son ejemplos en este aspecto.

SUMMARY

Jaw muscle phosphoglucomu-
tase of two species of the pencil
sea urchin Eucidaris (order Cida-
roida) displays zymograms con-
sistent with a hypothesis of a
monomeric enzyme with a single
locus; in two species of the
black sea urchin Diadema (order
Diadematoida) and in three spe-

cies of the oval sea urchin Echi-
nometra (order Echineida) this
enzyme exhibits zymograms that
indicate the existence of a se-
cond, anodally faster migrating
locus. The Cidaroida are the only
surviving order of the subclass
Perisoechinoidea, which gave rise
in the Mesozoic to all the other
surviving sea urchin orders. Since
other classes of Echinodermata
appear to possess only one phos-
phoglucomutase locus, the pat-
tern of an additional locus in
the advanced orders of the Echi-
nodea may be the result of a du-
plication in their common ances-
tor, rather than the product of a
deletion in the surviving cida-
roids. Such a duplication would
have to have occured no later
than the Triassic, about 150 mi-
llion years ago according to the
currently accepted schemes of
sea urchin phylogeny. More data
are needed to establish unequi-
vocally that the extra locus is
indeed the result of a duplica-
tion and to elucidate its evolutio-
nary history,
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