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Title: The first complete mitochondrial genome of Diadema

antillarum (Diadematoida, Diadematidae)

Abstract

The mitochondrial genome of the long-spined black sea urchin, Diadema antillarum, was
sequenced using Illumina next-generation sequencing technology. The complete mitogenome is
15,708 bp in length, containing two rRNA, 22 tRNA and 13 protein-coding genes, plus a
noncoding control region of 133 bp. The nucleotide composition is 18.37% G, 23.79% C, 26.84%
A and 30.99% T. The A + T bias is 57.84%. Phylogenetic analysis based on 12 complete
mitochondrial genomes of sea urchins, including four species of the family Diadematidae,
supported familial monophyly; however, the two Diadema species, D. antillarum and D. setosum

were not recovered as sister taxa.

Keywords: mitogenome, echinoderm, invertebrate, phylogeny, black sea urchin, long-spined sea

urchin

Research Area: Animal and Plant Sciences

Classifications: Genetics, Marine Biology
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Resumen

El genoma mitocondrial del erizo de mar negro de espinas largas, Diadema antillarum, se
secuencid utilizando la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion de Illumina. El
mitogenoma completo tiene un tamafio de 15,708 pb, que contiene dos ARNr, 22 ARNty 13 genes
codificadores de proteinas, ademas de una regién de control no codificante de 133 pb. La
composicion de nucledtidos es 18.37% G, 23.79% C, 26.84% A y 30.99% T. El sesgo A+T es del
57.84%. El analisis filogenético basado en 12 genomas mitocondriales completos de erizos de mar,
incluyendo cuatro especies de la familia Diadematidae, apoya la monofilia familiar. Sin embargo,
las dos especies de Diadema en este estudio, D. antillarum y D. setosum no fueron identificadas

como taxones hermanos.

Descripcion de los datos

El erizo de mar negro de espinas largas, Diadema antillarum (Diadematoida, Diadematidae;
NCBI:txid105358; urn:lsid:marinespecies.org:taxname:124332), es un invertebrado marino
benténico que habita en las aguas poco profundas del océano Atlantico y el mar Caribe. Es un
herbivoro importante y una especie clave que ayuda a mantener saludables los sistemas de arrecifes
de coral a lo largo de sus habitats marinos costeros [1-9]. Diadema antillarum fue abundante a
consecuencia del impacto humano en la sobreexplotacion de peces herbivoros mas grandes y la
desaparicion de vertebrados mas grandes. Junto con otros peces herbivoros mas pequefios, servian
como los principales herbivoros manteniendo la salud del sistema de arrecifes dominado por

corales, hasta mediados de la década de 1980 [9-11]. Después del histérico evento de mortandad
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de esta especie en 1983-84, que presumiblemente fue causado por un patéogeno desconocido
transmitido por el agua, se produjeron repetidos eventos de mortandad en la década de 1990 hasta
la actualidad [12]. Estos eventos han diezmado y aniquilado poblaciones en algunas localidades
del Caribe [13-15]. Los esfuerzos de monitoreo y recuperacion han sido prometedores, pero es
probable que ocurran mas eventos de mortandad a medida que contintie el cambio climéatico global

[16-18].

Contexto

Al momento, solo se han descrito unos pocos genes en el genoma mitocondrial de D. antillarum,
incluidas secuencias parciales de COI, COIl y ATP6, asi como secuencias ensambladas de ATPS§
y ARN¢7? [19,20]. Se han completado mas de 40 genomas mitocondriales de diferentes especies
de erizos de mar, incluyendo solo tres especies dentro de la familia Diadematidae, que contienen
12 géneros en total. De estas especies, ambas especies del género Echinothrix tienen genomas
mitocondriales completos ademas de una de las siete especies dentro del género Diadema,
especificamente D. setosum. Aqui, reportamos el genoma mitocondrial completo de D. antillarum
y exploramos la utilidad de los genomas mitocondriales completos para colocar a D. antillarum

filogenéticamente en el arbol de Diadematidae.

Métodos

Recoleccion de muestras y extraccion de ADN
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80  Un erizo de mar adulto fue recolectado en Puerto Rico (18°20'35.2"N 67°15'40.5"W). Se extrajo
81 una muestra que contenia celomocitos enteros del animal a través de la linterna de Aristoteles
82 utilizando una aguja estéril de calibre 23 conectada a una jeringa de 5 ml. El animal fue
83  fotografiado y regresado a su habitat en el sitio de recoleccion. No se conservo como un espécimen
84  de libre acceso para este estudio. La muestra se mantuvo en hielo durante su transporte a la
85  Universidad de Puerto Rico Mayagiiez (UPRM). El ADN total se extrajo de los celomocitos
86 utilizando un kit de sangre y tejido DNeasy® (Qiagen, Inc.) segun las instrucciones de la compafiia.
87  Lacalidad y la concentracion del ADN de la muestra se evaluaron utilizando un espectrofotoémetro
88  NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific) antes del envio para su secuenciacion en el laboratorio
89  Psomagen (Macrogen USA) en Rockville, MD, EUA. La aprobacion para la recoleccion de
90 muestras se obtuvo del Departamento de Recursos Naturales y Ambientales de Puerto Rico (O-

91  VS-PVSI5-AG-00046-01082018).

92

93  Secuenciacion y andlisis bioinformadtico

94  Para preparar la muestra de ADN para la secuenciacion, se generd una biblioteca de secuencias
95  utilizando un kit de preparacion de biblioteca TruSeq® DNA PCR Free (350) (Illumina, Inc.). La
96 verificacion de calidad y cuantificacion de las bibliotecas se realizé utilizando un Bioanalizador.
97  Luego la plataforma Illumina HiSeq 2500 gener6 lecturas de secuencia en pares con 151-pares de
98 base (pb). El secuenciador produjo un total de 60.8 Gpb y 402,874,618 lecturas de extremo
99  pareado, de las cuales el 88.21% tenia una puntuacion de calidad de > Q30.

100 Las secuencias crudas candidatas para el genoma mitocondrial se extrajeron

101  bioinformaticamente utilizando el software Cookiecutter2 (https://github.com/aglabx/Tools) del
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102  conjunto de datos completos producidos por Illumina que representan los genomas nuclear y
103  mitocondrial [21]. Las lecturas se recortaron utilizando un programa personalizado llamado v2trim
104  (https://github.com/aglabx/Tools).

105 Subsiguientemente, la lista de k-mers se formo en dos etapas. Primero, utilizamos el genoma
106  de referencia mas conocido de erizos de mar (Strongylocentrotus purpuratus, NC _001453.1 [22])
107  para ensamblar el borrador de contigs del ADNmt de D. antillarum utilizando el ensamblador del
108 genoma SPAdes v3.15.4 (RRID: SCR _000131) [23]. Los contigs ensamblados fueron buscados
109  en la interfaz web BLAST del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI, por sus
110  siglas en inglés) [24] para encontrar la secuencia de referencia mas cercana que coincidio con la
111 especie Echinothrix diadema, con el niimero de acceso KX385836.1. En la segunda etapa,
112 construimos la lista de k-mer usando ésta secuencia de referencia mas cercana. Las secuencias
113 extraidas se ensamblaron con SPAdes utilizando parametros predeterminados. Para verificar la
114  calidad del ensamblaje, se alinearon las secuencias extraidas al ensamblaje del ADNmt completo

115 con BWA-MEM?2 (https://github.com/bwa-mem?2/bwa-mem2; RRID:SCR_022192) utilizando los

116  parametros predeterminados [25]. La grafica de cobertura se calcul6 con bedtools genomecov con
117  pardmetros —d y —split (BEDTools RRID:SCR_006646) [26]. Ademas, se generd una tabla de
118  datos de cobertura por base con la herramientas de analisis de datos de NGS proporcionadas en el
119  programa de software Unipro UGENE [27]. Se generd un grafico de esta tabla de datos en
120  Microsoft Excel (2019) presentada como Figura 1. Finalmente, el inicio del ensamblaje se rot6 a
121 la posicion de tRNA-Phe. Después del ensamblaje, se realizd una anotacion en linea utilizando el
122 servidor web MITOS [28] seguida de una verificacion manual de cada ARN y proteina predichos.

123 Los resultados de esta anotacion se utilizaron para generar un mapa mitocondrial en Geneious


https://github.com/bwa-mem2/bwa-mem2
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124 Prime v2022.1.1 (Figura 2) [29]. Las secuencias extraidas, los archivos de cobertura de bam y la
125  lista de comandos reproducibles estan disponibles en nuestro repositorio de GitHub [30].

126
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128 Figura 1. Mapa de cobertura de ensamblaje del mitogenoma de Diadema antillarum. Se gener6 una tabla de
129 datos de cobertura por base utilizando Unipro UGENE. Este grafico se gener6 en Microsoft Excel (2019). El eje X
130 muestra la posicion de las bases de la secuencia del mitogenoma. El eje Y muestra la cobertura en esa base. El tamafio
131 del mitogenoma es de 15.708 pb.

132
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134  Figura 2. Mapa del genoma mitocondrial de Diadema antillarum. Las formas de flecha estan coloreadas para
135 indicar genes de ARNt (azul), genes de ARNr (rojo) y genes codificadores de proteinas (verde). La forma rectangular
136 negra se refiere a la region de control no codificante o bucle D. Las direcciones de las flechas indican la direccion de
137 transcripcion en la hebra H (la flecha apunta a la derecha) y la hebra L (la flecha apunta a la izquierda). El mapa se
138 gener6 en Geneious Prime v2022.1.1. La imagen animal es el espécimen utilizado para el muestreo en este estudio.

139  Imagen tomada por Alejandro Mercado Capote.

140

141  Andlisis filogenético

142  La alineacion de secuencias y el andlisis filogenético se construyeron en MEGA v11.0.11 [31]. El
143  andlisis incluyd los genomas mitocondriales completos de 12 especies representativas de los
144  o6rdenes Camarodonta (familias Temnopleuridae, Echinometridae y Parechinidae), Arbacioida
145  (familia Arbaciidae), Temnopleuroida (familia Toxopneustidae), Cidaroida (familia Cidaridae),
146  Echinoida (familia Strongylocentrotidae) y Diadematoida (familia Diadematidae), més el pepino
147  de mar, Apostichopus japonicus. Se implementdé MUSCLE como método de alineacion utilizando
148  los pardmetros predeterminados en el programa MEGAT11. Para generar una matriz de identidad
149  de secuencia de las secuencias alineadas se utilizé otro editor de alineacion de secuencias, BioEdit
150  [32]. Realizamos un andlisis IQ-TREE para determinar el modelo de sustitucion mas adecuado
151  entre las secuencias del mitogenoma [33]. Se gener6 un arbol de maxima verosimilitud (ML, por
152  sus siglas en inglés) con las secuencias de ADN de nucledtidos del mitogenoma de las 12 especies
153  de erizo de mar y el pepino de mar inclui tiempo general reversible do como grupo externo. Para
154 el andlisis filogenético, elegimos un modelo completo de pardmetros que resultdé en ramas que
155  contenian los mejores valores sustentados de “bootstrap” (de 500 iteraciones de “bootstrap™) para
156 el arbol de consenso resultante. El &rbol ML se genero utilizando un modelo de evolucién Tamura-

157  Nei [34]. Se utiliz6 una distribucién gamma discreta para modelar las diferencias de tasa evolutiva
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158  entre las posiciones gendmicas (cinco categorias (+G, parametro = 0,3129)). Los arboles iniciales
159  para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos Neighbor-
160 Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el modelo Tamura-Nei, y
161  luego el arbol ML se generd seleccionando la topologia con probabilidad logaritmica superior. Se
162  realizaron alineamientos de secuencias adicionales y analisis filogenéticos en las secuencias
163  disponibles para Echinothrix spp. y Diadema spp. para cada uno de los tres genes: ARN
164  ribosdmico 16S (secuencia parcial), la subunidad 1 de la citocromo oxidasa (CO1) (secuencia
165  codificante parcial) y genes de ATPasa (incluyendo parte de la secuencia codificante del gen de la
166  subunidad 6 de la ATP sintetasa, la secuencia parcial del gen tRNA-Lys, la secuencia codificante
167 completa del gen ATPS y parte de la secuencia codificante del gen ATP6). Para estos andlisis
168  adicionales, se gener6 una alineacion MUSCLE utilizando los parametros predeterminados en
169 MEGAI1I1. Ademas, se extrajeron las porciones del mitogenoma para E. diadema (KX385836), D.
170  setosum (KX385835) y D. antillarum (este estudio) que correspondian a cada gen, generando una
171  alineacion inicial utilizando secuencias disponibles de los mismos géneros para cada uno de los
172 tres genes. Se obtuvo un arbol de ML para cada gen utilizando un modelo “bootstraped” (500
173  iteraciones) de tiempo general reversible (GTR, por sus siglas en inglés) con tasas de sustitucion
174  invariantes (I) entre los nucledtidos. Los arboles iniciales se obtuvieron aplicando los algoritmos
175  Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el modelo
176  Tamura-Nei, y luego se generd el arbol ML seleccionando la topologia con un valor de
177  probabilidad logaritmica superior.

178

179  Validacion de datos y control de calidad

180  Caracteristicas del mitogenoma
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181  El mitogenoma circular de D. antillarum tiene un tamafo de 15,708 pb, que comprende dos genes
182  de ARNI, 22 genes de ARNt, una region de control no codificante y 13 genes codificadores de
183  proteinas que son comunes en otros equinodermos, asi como el orden de los genes [35-37]. La
184  mayoria de los genes estan codificados en la cadena H, excepto un gen codificador de proteinas,
185  ND6, y cinco genes de ARNE, incluidos el ARNt 9 el ARNt 4 el ARNt " el ARNt 4% y e/
186  ARN#*, que estan codificados en la cadena L [38]. La mayoria de los genes codificadores de
187  proteinas utilizan el codon de inicio ATG, con la excepcion de ATPS, que comienza con GTG. La
188  longitud de los genes de ARNr es de 896 pb para el ARNr 12S y de 1,555 pb para el ARNr 16S.
189  La region de control es de 133 pb y contiene la repeticion G tipica que se encuentra en otros
190  equinodermos. Esta region no codificante se encuentra en las bases en las posiciones 1,111 a 1,243,
191 vy se encuentra entre los genes tRNA 7"y tRNAT"™.

192 La composicion de los nucledtidos para el mitogenoma de D. antillarum se calcul6 en MEGAT11
193  como 1.37% G, 23.79% C, 26.84% A y 30.99% T. El sesgo A + T también se calcul6 en MEGA,
194  para D. antillarum es de 57.84%, ligeramente inferior, pero comparable con el de D. setosum, que
195 es de 58.19%. En comparacion con las otras dos especies de la familia Echinodrix a la que D.
196  antillarum pertenece , el sesgo A + T en el mitogenoma de D. antillarum es ligeramente superior
197 alde E. diadema (57.61%) y E. calamaris (56.43%). No obstante, cuando se compara con especies
198  en diferentes ordenes, el sesgo mitocondrial A + T de D. antillarum suele ser menor que otras
199  especies en los siguientes ordenes: Cidaroida (Stylocidaris reini, 59.93%; Prionocidaris baculosa,
200 59.14%; Eucidaris tribuloides, 59.70%), Camarodonta (Echinometra mathaei, 59.21%;
201  Heterocentrotus mamillatus, 58.91%; Heliocidaris crassispina, 58,89%), y Echinoida

202 (Strongylocentrotus droebachiensis, 58.96%; S. intermedius, 58.92%; S. purpuratus, 58.98%).

203
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204 Arbol filogenético

205  Elarbol consenso de ML con “bootstrap” se muestra en la Figura 3. Esto se dedujo de 500 réplicas
206  a través de la agrupacion de los taxones asociados [39]. Los resultados del analisis IQ-TREE
207 indicaron que el mejor modelo de sustitucion fue el modelo mas completo probado, el modelo
208  GTR+F+R2 (modelo reversible entiempo general con tasas desiguales y frecuencia base desigual
209 con modelo de heterogeneidad de tasas FreeRate) [40]. Los resultados de esta prueba incluyeron
210 un arbol de ML que carecia de un andlisis “bootstrap”, que estd disponible en GitHub [30].
211 Ademads, se generd un arbol de ML en el programa MEGA11 utilizando el modelo de evolucion
212 GTR sugerido con tasas de sustitucion invariantes (o desiguales) entre sitios. Los dos arboles de
213 consenso ML resultantes de MEGA11, mas el a&rbol ML generado por el andlisis IQ-TREE, tenian
214  topologias idénticas con respecto a las especies dentro de la familia Diadematidae. De los dos
215  arboles ML “bootstrap” producidos en MEGA, el arbol presentado en este estudio tendié a mostrar
216  valores de “bootstrap” mas altos para todas las ramas dentro del arbol.

217

Heliocidaris crassispina | Echinometridac

Strongylocentrotus purpuratus j Strongylocentrotidae

Lytechinus variegatus

Toxopneustidae
Tripneustes gratilla

Paracentrotus lividis _‘ Parechinidae
Salmacis sphaeroides ] Temnopeurridac
Arbacia lixula j Arbaciidae
Echinothrix calamaris
Diadema setosum Diadematidae

100 Diadema antillarum

i Echinothrix diadema -

Eucidaris tribuloides _J Cidaridae

218 Apostichopus japonicus
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219 Figura 3. El analisis filogenético de los genomas mitocondriales indica que Diadema antillarum esta mas
220 estrechamente relacionada con Echinothrix diadema que con D. setosum. Un arbol de consenso de maxima
221 verosimilitud de secuencias que representan 12 especies de erizos de mar y un pepino de mar (grupo externo). Los
222 numeros de acceso del Genbank para los taxones en el arbol incluyen: H. crassispina (KC479025.1 [41]), S.
223 purpuratus (NC_001453.1 [22, 42, 43]), L. variegatus (NC_037785.1 [35]), T. gratilla (KY268294.1 [44]), P. lividus
224 (J04815.1 [45]), S. sphaeroides (KU302103.1 [41]), A. lixula (X80396.1 [37]), E. calamaris (NC_050274.1 [46]), D.
225 setosum (KX385835.1 [47]), E. diadema (KX385836.1 [48]), E. tribuloides (MH614962.1[49]) v A. japonicus
226 (NC_012616 [50]). Las longitudes de las ramas se igualan y no incluyen los tiempos de divergencia evolutiva. Los

227 valores de soporte de Bootstrap se incluyen en las ramas del arbol.

228

229 La topologia del arbol mostrada en este estudio indicé que D. antillarum estaba mas
230  estrechamente relacionado con E. diadema que con D. setosum. El siguiente taxén mas
231  estrechamente relacionado con estos tres fue E. calamaris. Para E. diadema, E. calamaris y D.
232 setosum, el tamano de estos genomas mitocondriales es de 15,712 pb, 15,716 pb y 15,708 pb,
233 respectivamente. Un estudio previo reportd el mitogenoma completo de D. setosum e incluy6 un
234 arbol filogenético ML con un clado hermano altamente sustentado (valor de “bootstrap” de 100)
235  que contiene dos taxones: E. diadema y D. setosum [47]. Ademas, los resultados de nuestra matriz
236  de identidad de secuencia de mitogenomas entre D. antillarum y E. diadema fueron 96.7%
237  idénticos, mientras que D. antillarum vs. D. setosum o D. antillarum vs. E. calamaris tuvieron
238 86.3% y 80% de identidad, respectivamente. Ademas, los mitogenomas entre E. diadema y D.
239  setosum fueron 86.2% idénticos en secuencia. Esto podria sugerir que la mayor similitud general
240  entre D. antillarum y E. diadema, en comparacion con D. sefosum, podria estar asociada con el
241  mayor sesgo A + T en el mitogenoma. Sin embargo, las secuencias del mitogenoma de E. diadema
242  y D. setosum se generaron a partir de especimenes recolectados en el Mar del Sur de China por el

243  mismo grupo de investigacion [47,48]. Dado que hay otras especies de Diadema en el Mar del Sur
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244  de China que son morfoldégicamente similares a E. diadema (incluyendo D. setosum y D.
245  savignyi), el mitogenoma reportado de E. diadema puede haber sido muestreado de una especie de
246  Diadema, es decir, D. savignyi. Desafortunadamente, el mitogenoma de D. savignyi no se ha
247  completado o no esta disponible. No obstante, para proporcionar evidencia de esta afirmacion,
248  realizamos un analisis de secuencia para tres genes adicionales (1/6S, ATPasa'y COI) para los datos
249  disponibles de especies de los géneros Echinothrix y Diadema. Los resultados de las topologias de
250  arbol para los tres genes indican que las secuencias genéticas especificas extraidas del mitogenoma
251 de E. diadema estan mas estrechamente relacionadas con la secuencia gendomica obtenida de
252 Diadema sp. en lugar de los de Echinothrix sp. (Figuras 4, 5 y 6). En particular, las secuencias
253  genéticas especificas extraidas del mitogenoma de E. diadema se localizaron como un clado
254 hermano con D. savignyi (ver Figuras 4-6), que se coloc6 junto a un grupo mas grande de clados
255  que incluia D. africanum (ver Figura 4), D. antillarum (ver Figuras 4-6) D. mexicanum (véase la
256  figura 4) y D. setosum (véase la figura 4-6). Esto se relacion6 mdas lejanamente con las
257  agrupaciones de clados que incluian E. diadema (ver Figura 4) y E. calamaris (ver Figuras 4-6).

258
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34 — KJ908850.1 Diadema savignyi isolate Mantanani SV09 165 ribosomal RNA gene partial sequence mitochondnial 1
- Echinothrix diadema KX385836=NC 033523
35 KJ908848.1 Diadema savignyi isolate Mantanani SV03 165 ribosomal RNA gene partial sequence mitochondrial
KJ908849.1 Diadema savignyi isolate Mantanani SV04 165 ribosomal RNA gene partial sequence mitochondrial 1
a3 KJ908847 .1 Diadema savignyi isolate Mantanani SV01 165 ribosomal RNA gene partial sequence mitochondrial 1
g0 | | 93— KJ908847.1 Diadema savignyi isolate Mantanani SV01 16S ribosomal RNA gene partial sequence mitochondrial
—— Diadema antillarum mtDNA 10.02.2022
26 JQ322564 1 Diadema setosum isolate SY120606 165 nbosomal RNA gene partial sequence mitochondrial(2)
— Diadema setosum KX385835=NC 033522
KJ874205.1 Diadema setosum isolate Satang 14 165 nbosomal RMNA gene partial sequence mitochondrial(2)
2
;E
33

KJB857073.1 Diadema setosum isolate Mantanani 01 16S ribosomal RNA gene partial sequence mitochondrial(2)
5 KJ874176.1 Diadema setosum isolate Sempadi 03 165 ribosomal RNA gene partial sequence mitochondrial

JQ322565 1 Diadema setosum isolate SY120607 16S nbosomal RMNA gene partial sequence mitochondrial(2)

Echinothrix calamaris KNZ-KUCO07 MKE09484=NC 050274

KJ908852.1 Echinothrix calamaris isolate Bidung TG01 16S ribosomal RNA gene partial sequence mitochondrial

KJ908854.1 Echinothrix calamaris isolate Bidung TG03 165 ribosomal RNA gene partial sequence mitochondrial

KJ908855 1 Echinothrix calamaris isolate Bidung TG04 165 ribosomal RMNA gene partial sequence mitochondrial

4 KJ908856.1 Echinothrix calamans isolate Bidung TG05 16S nbosomal RMNA gene partial sequence mitochondnal(2)
26 = KJ908853.1 Echinothrix calamaris isolate Bidung TG02 16S ribosomal RNA gene partial sequence mitochondrial
Eucidaris tribuloides isolate ETRI.00-1 MHE14961=NC 050252

Figura 4. Analisis filogenético de secuencias de ARN ribosémico 16S para Diadema y Echinothrix spp.
Un arbol de consenso de maxima verosimilitud de secuencias genéticas parciales para 19 secuencias de
Diadema y Echinothrix spp. mas Eucidaris tribuloides como un grupo externo. Se extrajo una seccion del
mitogenoma para E. diadema (KX385836), D. setosum (KX385835), D. antillarum (10.02.2022) y E.
tribuloides (ETRI 00-1) que correspondia al gen 16S generando un alineamiento inicial. Para ello, las
secuencias especificas del gen E. calamaris 16S se alinearon con todo el mitogenoma de E. tribuloides y
E. diadema. Luego, las secuencias especificas del gen D. setosum y D. savignyi para 16S se alinearon con
todo el mitogenoma de E. tribuloides y D. antillarum. Por ultimo, las secuencias especificas del gen D.
setosum enumeradas en el arbol se alinearon con todo el mitogenoma de E. tribuloides y D. setosum. El
resto del mitogenoma de cada especie se recortd para reflejar solo la porcion perteneciente a la secuencia
del gen 16S. Por lo tanto, los taxones en el arbol llamado Diadema antillarum mtDNA 10.02.2022,
Echinothrix diadema KX385836 = NC 033523, Diadema setosum KX38535 = NC 033522 y Eucidaris

tribuloides aislado ETRI 00-1 MH614961 = NC 050252 incluir solo las secuencias del gen 16S. Las



SciELO Preprints - Este documento es un preprint y su situacion actual esta disponible en: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.5055

Majeske et al. | 15

273  longitudes de las ramas se igualan y no incluyen los tiempos de divergencia evolutiva. Los valores de

274  soporte de Bootstrap se incluyen en las ramas del arbol.

275

Echinothrix diadema KX385836=NC 033523
AY013028.1 Diadema savignyi isolate DSNA1 tRNA-Lys gene partial sequence ATP8 gene complete cds and ATP6 gene partial cds mitochondrial genes for mitochondrial products
KC622339.1 Diadema africanum voucher TFMCBMEQ/00232 ATPase 6 (ATPG) gene partial cds mitochondrial
AY012876.1 Diadema antillarum isolate POR7 tRNA-Lys gene partial sequence ATP8 gene complete cds and ATP6 gene partial cds mitochondrial genes for mitochondrial products
Diadema antillarum mtDNA 10.02 2022
KC622340.1 Diadema antillarum voucher TFMCBMEQ/00237 ATPase 6 (ATP6) gene partial cds mitochondrial
AY012948.1 Diadema mexicanum isolate HB21 tRNA-Lys gene partial sequence ATP8 gene complete cds and ATP6 gene partial cds mitochondrial genes for mitochondrial products
Diadema setosum KX385835=NC 033522
MT876615.1 Diadema setosum isolate MS 04 tRNA-Lys gene partial sequence ATP8 gene complete cds and ATP6 gene partial cds mitochondrial
B 36<|: MW329830.1 Echinothrix diadema voucher EDCI10 ATP synthase subunit 6 (ATPG) gene partial cds mitochondnial
100 MW329864 1 Echinothrix diadema voucher EDCICRE ATP synthase subunit 6 (ATPE) gene partial cds mitochondrial

— MW329920.1 Echinothrix diadema voucher EDKT1 ATP synthase subunit 6 (ATPE) gene partial cds mitochondrial

& m{ Echinothrix calamanis KNZ-KUCO7 MK609484=NC 050274

MW329726.1 Echinothrix calamaris voucher ECMM9 ATP synthase subunit 6 (ATP6) gene partial cds mitochondrial

{ MW329525.1 Echinothrix calamaris voucher ECMO3 ATP synthase subunit 6 (ATPS) gene partial cds mitochondrial
]

MW329655.1 Echinothrix calamaris voucher ECHIH35 ATP synthase subunit 6 (ATP6) gene partial cds mitochondrnial

Eucidaris tribuloides isolate ETRI.00-1 MHE14961=NC 050252

276

277  Figura 5. Analisis filogenético de los genes ATPasa para Diadema y Echinothrix spp. En el analisis se
278  incluyeron el gen de la subunidad 6 de la ATP sintasa (secuencia codificante parcial) y el gen de la
279  subunidad 8 de la ATP sintasa (secuencia codificante completa), asi como el gen tRNA-Lys (secuencia
280  parcial), que se incluyd en algunos de los taxones. Se muestra un arbol de consenso de maxima
281  verosimilitud para 16 secuencias de Diadema y Echinothrix spp. mas Eucidaris tribuloides como un grupo
282  externo. Se extrajo una seccion del mitogenoma para E. diadema (KX385836), D. setosum (KX385835),
283  E. calamaris (KNZ-KUCO07)), D. antillarum (10.02.2022) y E. tribuloides (ETRI 00-1) que correspondia
284  al gen especifico generando un alineamiento inicial. Para hacer esto, las secuencias especificas del gen E.
285  calamaris enumeradas en el arbol se alinearon con los mitogenomas completos de E. tribuloides, E.

286  diademay E. calamaris. Luego, las secuencias especificas del gen en D. antillarum enumeradas en el arbol
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se alinearon con todo el mitogenoma de E. tribuloides y D. antillarum. Por tultimo, las secuencias
especificas del gen D. sefosum enumeradas en el arbol se alinearon con todo el mitogenoma de E.
tribuloides y D. setosum. El resto del mitogenoma de cada especie se recortd para reflejar solo la porcion
perteneciente a las secuencias del gen ATPasa. Asi, los taxones del arbol denominados Diadema antillarum
mtDNA 10.02.2022, Echinothrix diadema KX385836=NC 033523, Diadema setosum KX38535=NC
033522, Echinothrix calamaris KNZ-KUC07 MK 609484=NC050274 y Eucidaris tribuloides aislado ETRI
00-1 MH614961=NC 050252 incluir unicamente las secuencias del gen ATPasa. Las longitudes de las
ramas se igualan y no incluyen los tiempos de divergencia evolutiva. Los valores de soporte de Bootstrap

se incluyen en las ramas del arbol.

AY012743.1 Diadema savignyi isolate gsal cytochrome oxidase subunit 1 {CO1) gene partial cds mitochondrial gene for mitochondrial product

a7 Echinothrix diadema KX385836=NC 033523

3 AY012742.1 Diadema savignyi isolate sa10 cytochrome oxidase subunit 1 (CO1) gene partial cds mitochondrial gene for mitochandrial product

P AY012730.1 Diadema antillarum isolate dca2 cytochrome oxidase subunit 1 {CO1) gene partial cds mitochondrial gene for mitochondrial product

AY012729.1 Diadema antillarum isolate da9441 cytochrome oxidase subunit 1 (CO1) gene partial cds mitochondrial gene for mitochondrial product
= 99 | - AY012728.1 Diadema antillarum isolate da9414 cytochrome oxidase subunit 1 (CO1) gene partial cds mitochondrial gene for mitochondrial product

 Diadema antillarum mtDNA 10.02.2022

r LC037356.1 Diadema setosum mitochondrial COX1 gene for cytochrome ¢ oxidase subunit 1 partial cds isolate: AT2

100
~ LC037357.1 Diadema setosum mitochondrial COX1 gene for cytochrome c oxidase subunit 1 partial cds isolate: AT3

r MT434142.1 Diadema setosum isolate DS3 cytochrome c oxidase subunit | (COX1) gene partial cds mitochondrial

100
~ MT434143.1 Diadema setosum isolate DS4 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) gene partial cds mitochondrial

100 r AY012752.1 Echinotrix calamaris isolate DOK124 cytochrome oxidase subunit 1 (CO1) gene partial cds mitochondrial gene for mitochondrial product

100
 Echinothrix calamaris KNZ-KUCO7 MKB09484=NC 050274

AY012751.1 Echinotrix calamaris isolate EC1.1 cytochrome oxidase subunit 1 (CO1) gene partial cds mitochondrial gene for mitochondrial product

MW278182.1 Echinothrix calamaris voucher UF:Invertebrate Zoology: 18301-Echinodermata cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) gene partial cds mitochondrial

Eucidaris tribuloides isolate ETRL.00-1 MHE14961=NC 050252

Figura 6. Analisis filogenético de los genes de la citocromo oxidasa 1 (COI) para Diadema y

Echinothrix spp. Se muestra un arbol de consenso de maxima verosimilitud para 15 secuencias de
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300 codificacion parcial de Diadema y Echinothrix spp. mas Eucidaris tribuloides como un grupo externo. Se
301  extrajo una seccion del mitogenoma para E. diadema (KX385836), E. calamaris (KNZ-KUCO07), D.
302  antillarum (10.02.2022) y E. tribuloides (ETRI 00-1) que correspondia al gen COI generando un
303 alineamiento inicial. Para hacer esto, las secuencias especificas del gen E. calamaris enumeradas en el arbol
304  se alinearon con todo el mitogenoma de E. tribuloides, E. diadema y E. calamaris. Por separado, las
305  secuencias especificas del gen D. antillarum enumeradas en el arbol se alinearon con todo el mitogenoma
306 de E. tribuloides y D. antillarum. El resto del mitogenoma de cada especie se recortd para reflejar solo la
307  porcion perteneciente a la secuencia del gen COI. Asi, los taxones del arbol denominado Diadema
308  antillarum mtDNA 10.02.2022, Echinothrix calamaris KNZ-KUC07 MK 609484=NC050274, Echinothrix
309 diadema KX385836=NC 033523 y Fucidaris tribuloides aislado ETRI 00-1 MH614961=NC 050252
310  incluir Gnicamente las secuencias del gen COI. Las longitudes de las ramas se igualan y no incluyen los

311  tiempos de divergencia evolutiva. Los valores de soporte de Bootstrap se incluyen en las ramas del arbol.

312

313 Ademas, es importante tener en cuenta que los rangos de habitat de E. diadema y D. setosum
314  se encuentran en la region del Indo-Pacifico, que es distinta del rango de habitat de D. antillarum
315  que se encuentra tipicamente en el Océano Atlantico occidental, el Mar Caribe, las costas tropicales
316  de América del Sur hasta Brasil y desde Bermudas hasta Florida. Una nueva subespecie de D.
317  antillarum, llamada D. antillarum ascensionis, ha sido identificada en el Atlantico oriental, que
318 es similar a la especie del Atlantico medio de D. antillarum [51]. Esta nueva subespecie también
319  essimilar a D. africanum que se encuentra en las islas atlanticas orientales, desde las islas Madeira
320 hasta el Golfo de Guinea, incluyendo Salvage, Canarias, Cabo Verde [52] y Santo Tomé y las islas
321  Sao Sao [19]. A pesar de que D. antillarum ha estado repoblando areas que han extendido su area
322 dedistribucién, no tenemos conocimiento de ninguna migracion de D. africanum tan al oeste como

323 Puerto Rico, en el Mar Caribe. Ademas, al identificar el espécimen antes de la recoleccion para
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324  este estudio, carecia de los iridéforos, tipicos de D. africanum, que son visibles a la luz del sol. Si
325  bien el analisis de la secuencia ATPasa presentado en este estudio refleja que hay similitudes en
326  estas secuencias entre D. antillarum, D. africanum y D. mexicanum, la secuencia del gen ATPasa
327  que se extrajo del mitogenoma utilizado en este andlisis se parece mas a la de otro D. antillarum
328  (ver Figura4). Por lo tanto, creemos que las especies utilizadas en este estudio fueron identificadas
329  correctamente. Sin embargo, a medida que se disponga de secuencias adicionales del mitogenoma,
330 el arbol filogenético que describe las relaciones entre géneros dentro de Diadematidae deberia
331  volverse mas completo.

332
333  Potencial de reutilizacion

334  Estos resultados pueden proveer una idea de los eventos de dispersion y especiacion de la familia
335 Diadematidae. Sin embargo, se necesitan mas datos de otros géneros para llegar a mas
336  conclusiones sobre la evolucion y adaptacion de este linaje familiar. La secuencia del mitogenoma
337 producida aqui puede servir como secuencia de referencia para esta especie de erizo de mar.
338  Ademads, las secuencias nucleares generadas en este proyecto se incluiran en un estudio mas amplio
339  para ensamblar el genoma completo de esta especie. Con la importancia de D. antillarum para
340 mantener la salud y la estructura actual del resto de las costas dominadas por corales frente al
341  cambio climatico global, serd importante incluir la genética de esta especie en futuros estudios de
342  conservacion y genética de poblaciones.

343

344  Disponibilidad de datos

345  Lasecuencia del genoma mitocondrial ha sido depositada en DDBJ/ENA/GenBank bajo el nlimero

346  de acceso ON725136. Los datos estan vinculados a los nimeros NCBI BioProject y BioSample
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347 PRINAS839760 y SAMN28553754, respectivamente. Todos los archivos intermedios estan

348  disponibles en el repositorio GigaDB [53].

349
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