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@ 1 4,5-bi I beta-4 [C gigas] 1367 1367 95% 0.0 70% EKC20644.1

& PREDICTED: 1 idylinositol 4.5-bi I beta-4 isoform X3 [Octodon dequs] 1257 1257 98% 0.0 64% XP_004634349.1
© PREDICTED: 1 i 4.5-bi beta-4 isoform X3 [Anolis 01256 1256 98% 0.0 64% XP_008114414.1
) PREDICTED: 1 idylinositol 4,5-bi beta-4 isoform X1 [Anolis inensis’ 12556 1255 98% 0.0 64% XP_008114351.1
O PREDICTED: 1 inositol 4,5 beta-4 [t glaber] 1255 1255 98% 0.0 64% XP_004890020.1
@ PREDICTED: 1 idylinositol 4,5-bi i beta-4 [Saimiri i iviensis] 1255 1255 98% 0.0 64% XP_003933259.1
) PREDICTED: 1 idylinositol 4.5-bi i beta-4 isoform X2 [Macaca i i 1254 1254 98% 0.0 64% XP_005568421.1
£ PREDICTED: 1 inositol 4,5-bi beta-4 [Otolemur garnettii] 1254 1254 98% 0.0 64% XP_003788065.1
O PREDICTED: 1 i itol 4.5-bi: i beta-4 isoform X8 [Macaca i it 1254 1254 98% 0.0 64% XP_005568427.1
J PREDICTED: 1 i itol 4.5 beta-4 isoform X2 [Chinchilla lanigera) 12564 1254 98% 0.0 64% XP_005380922.1
O PREDICTED: 1 itol 4.5 I beta-4 isoform X2 [Erinaceus europae 1253 1253 98% 0.0 64% XP_007539639.1
O PREDICTED: 1 idylinositol 4,5-bi beta-4 isoform X1 [C| sabae 1253 1253 98% 0.0 64% XP_008016489.1
O PREDICTED: 1 idylinositol 4,5-bi i beta-4 isoform X2 [C| sabae 1253 1253 98% 0.0 64% XP_008016507.1
) PREDICTED: 1 idylinositol 4.5-bi i beta-4 isoform X2 [Elephantulus edwa 1253 1253 98% 0.0 64% XP_006894304. 1
O PREDICTED: 1 idylinositol 4.5-bi beta-4 isoform X2 [Alligator sinensis] 1253 1253 98% 0.0 64% XP_008015506.1
) PREDICTED: 1 i itol 4.5. beta-4 isoform X3 [Macaca i i 12563 1253 98% 0.0 64% XP_005568422.1
£ PREDICTED: 1 idylinositol 4,5-bi I beta-4 isoform X2 [Condylura cristata] 1253 1253 98% 0.0 64% XP_004687234.1
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FIGURA 10: (A) Secuencia en nucleétidos del contig clonado de la PLC de Pecten homologa a la de Drosophila,
construida a partir de todas los amplicones secuenciados, incluyendo los de reacciones RACE. Este contig tiene una
extension de 3331 bases. (B) Secuencia de aminoacidos de la traduccion predicha de (A), extension de 1062
aminodcidos, traducidos en el marco de lectura 2 desde la posicién 146 hasta la posicion 3331. (C) Esquema de los
dominios canodnicos de las PLCs beta que contiene la secuencia clonada. (D) Resultados de Blastp en las bases de
datos de NCBI usando como referencia la secuencia en (B). (E) Alineamiento ClustalW de la PLC clonada con otras
PLCs encontradas en la bisqueda por Blast.
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o in CAPT 1016 1016 99% 00 61% ELU034791

O PREDICTED 1 45 bela-1-like occidentalis] 933 933 99% 00 59% XP 0037409781
© PREDICTED 1 45 beta-1-like isoform 2 883 883 99% 00 54% XP 0037249851
) PREDICTED 1 45 classes | and Il [Tobolium castaneum) 865 865 99% 00 56% XP 0081916521
& PREDICTED 1 45 beta-1-dike isoform X2 [Astyanax 840 B840 99% 00 53% XP 0072575051
£ PREDICTED. 1 45 beta-1-dike isoform X1 [Astyanax. 842 842 99% 0.0 53% XP_0072575041
[ PREDICTED. 1 45 dasses | and |I-fike isoform X4 [Apis dorsata) 835 835 99% 00 54% X 1955 1
& PREDICTED. 1 45 classes | and |l-ike isoform X2 [Apis dorsata] 835 835 99% 00 54% XP 0066219531
) PREDICTED 1 45 dasses | and II-like isoform X3 [Apis dorsata) 834 834 99% 00 54% XP 0066219541
) PREDICTED 1 45 classes | and Il-like isoform X1 [Apss dorsata) 834 834 99% 00 54% X 1952 1
) PREDICTED LOW QUALITY PROTEIN 1 45 classes | and Il-like [Apis fiorea) 833 833 99% 00 54% XP_0036900251
) PREDICTED 1 45 dlasses | and Il isoformX1 [Apis melifera) 832 832 99% 00 54% XP 0032500901
© PREDICTED 1 45. classes | and Il [Microplitss demolitor] 831 831 08% 00 54% XP 0085585321
© PREDICTED 1 45 classes | and Il isoform X3 [Apis melifera) 832 832 99% 00 54% XP_006567288.1
© PREDICTED 1 45. dasses | and Il isoformX2 [Apis melifera) 832 832 99% 00 54% XP_0032509911
© PREDICTED: 1 45 dlasses | and Il isoform X4 [Apis mellfera] 831 831 99% 00 54% XP_ 0065672891
© PREDICTED 1 45 classes | and i1k 2 [Bombus terresins] 830 830 99% 00 53% XP_ 0034024831
© PREDICTED. 1 45 classes | and \l-ike [Bombys impatiens] 830 830 99% 00 54% XP 0034867421
@ 1 45 classes land Il echinatio] 830 830 99% 00 52% EGI578121

© PREDICTED. 1 45 classes | and \1-ike isoform 1 [Bombus terrestris] 829 829 99% 00 53% XP 482 1
O PREDICTED 1 45 beta-3 [Anok: 826 826 99% 00 53% XP 16311
) PREDICTED 1 45 classes | and I1-ike [Megachile rotundata] 827 827 99% 00 53% XP 0037084241
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FIGURA 11: (A) Secuencia de aminodcidos de la traduccién predicha del contig ensamblado con las secuencias clonadas de la PLC
homologa a la de calamar. Extension de 805 aminoacidos. La longitud de la secuencia de nucledtidos es 2649, esta secuencia se
traduce en el marco de lectura 2 de la posicion 230 a la 2644. (B) Resultados de Blastp en las bases de datos de NCBI usando como
referencia la secuencia en (A). (C) Esquema de los dominios candnicos de las PLCs beta que contiene la secuencia clonada de esta
PLC.
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FIGURA 12: Para determinar el sitio de expresion del ARN mensajero de las PLCs candidatas clonadas se sintetizaron sondas de ARN
que por complementariedad pueden hibridizar con su blanco tejido. Para la sintesis de sonda es necesario obtener un plantilla que
contenga la secuencia de interés a localizar y también sitios promotores para polimerasas de ARN. Esto se puede hacer por distintos
métodos: por ejemplo una PCR usando primers que contienen la secuencia especifica del blanco a localizar acoplados a secuencias
promotoras de ARN (A). También se puede utilizar plasmidos que tengan insertado la secuencia de los respectivos blancos a localizary
que ademas tengan las secuencias promotoras. Si este es el caso es necesario determinar el sentido de insercion del amplicon. Para
esto se puede realizar una PCR como se muestra en (B). (C) Resultado de sintesis de ronda de ARN para las PLCs de Pecten. En el
encabezado de arriba se indica los primers con los que se obtuvo la plantilla de ADN y también que sonda corresponde. (D) Resultado
de localizacidn por hibridacion in situ de la PLC de Pecten homdloga a la de Drosophila, en la izquierda se incubo el tejido con la sonda
antisentido, en la derecha con la sonda sentido (control negativo). PR: capa proximal, la capa con fotorreceptores rabdomericos. DR:
capa distal, la capa con fotorreceptores ciliados. (E) Western blot usando un anticuerpo basado en la secuencia de la PLChomologaala
de Drosophila. (F) Inmunocitoquimica de fotorreceptores microviliares usando el mismo anticuerpo. (G) células control, sin
anticuerpo primario. Arriba un fotorreceptor microviliar, abajo un fotorrecetor ciliar. (H) Resultado de localizacion por hibridacion in

situ para la PLC de Pecten homdloga a la de calamar, en la izquierda se incubo el tejido con la sonda antisentido, en la derecha con la
sonda sentido (control negativo).
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FIGURA 13: (A) Lista de primers usados en las reacciones para intentar clonar el TRP en Pecten homologo a los TRP de Drosophila. (B) PCR
usando esos primers en diferentes combinaciones. (C) Secuencia en nucleétidos obtenida por secuenciacién de los amplicones
obtenidos en (B). Longitud 1053 nucledtidos. (D) traduccion predicha, extension 283 aminodécidos, traduccién en el marco -1 desde el
nucledtido 843 al 1. (E) Resultados de Blastp en las bases de datos de NCBI. En rojo se resalta los TRPs que participan en la foto
transduccion en Drosophila. (F) Alineamiento por ClustalW del TRP clonado con otros canales encontrados en la blisqueda por Blastp.
(G) Perfil de hidrofobicidad de la secuencia de aminoécidos de este canal. (H, |) Resultados de localizacidn por hibridacion in situ sobre
secciones del ojo de Pecten. En (H) el tejido fue incubado con la sonda antisentido, en () con la sonda sentido. En ambos casos, arriba
10X, abajo 20x de magnificacion.
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FIGURA 14: (A) Lista de primers usados en las reacciones para intentar clonar una PLC tipo beta en Anfioxo. (B) PCR usando
algunos de los primers mostrados en (A) en diferentes combinaciones. (C) Secuencia en nucleétidos obtenida por secuenciacion
de los amplicones obtenidos en (B). Longitud 1071 nucleétidos. (D) traduccién predicha, extension 356 aminoacidos, traduccion
en el marco 3 desde el nucleétido 0 a 1067 (E) Resultados de Blastp en las bases de datos de NCBI. (F) Alineamiento por ClustalwW
del TRP clonado con otros canales encontrados en la bisqueda por Blastp. (G) Esquema de los dominios candnicos de las PLCs

beta que contiene la secuencia clonada.
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FIGURA 15: (A) foto de la regidn frontal de un Anfioxo (B) Esquema de la region fronta Anfioxo, mostrando la ubicacion espacial
de los distintos fotorreceptores y también su morfologia. Las células del ojo frontal y el cuerpo lamelar corresponden putativos
fotorreceptores ciliados, mientras que las células de Joseph y las células de Hesse (ocelo dorsal) corresponden a foto-receptores
microviliares. (C) Fotografia de fotorreceptores microviliares de Anfioxo aislados. En laimagen de arriba se encuentra una célula
de Josephy abajo un fotorreceptor de Hesse con la célula pigmentada adherida (Barras de calibracién, 10 um). (D, E) resultados
de inmunohistoquimica revelada con fosfatasa alcalina sobre cortes trasversales del tubo neural aislado. Fue usado un
anticuerpo basado en la secuencia de la tnica PLC clonada. (H) cortes con células de Hesse. Para este ensayo no fue posible tener
una muestra para incubar sin anticuerpo primario, sin embargo en cortes sin células de Hesse (I) se observa menor sefial. (A), (B)
y (C) tomados de (Lacalli, 2004; Gomez et al., 2009). Los cortes son secciones transversales del tubo neural aislado.
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Max Total Query E

Description store | score] cover Lvalua Ident  Accession

) hypothetical protein BRAFLDRAFT_63967 [Branchiostoma floridae] 1108 1108 100% 0.0 91% XP_002611405.1
() Short transient receptor potential channel 4 [Mesitornis unicolor] 707 707 98% 0.0 65% KF 79.1

) PREDICTED: short transient receptor potential channel 4 io rerio 719 719 98% 0.0 65% XP_001920781.2
O transient receptor potential cation channel, C. member 4b [Danio rerio] 719 719 98% 0.0 65% NP_001276810.1
[ PREDICTED: short transient receptor potential channel 4 isoform 3 [Loxodonta africana) 713 713 98% 0.0 65% XP_003412687.1
() PREDICTED: short transient receptor potential channel 4-like [Papio anubis; 714 714 98% 0.0 65% XP_003913837.1
) PREDICTED: short transient receptor potential channel 4 isoform X2 [Microtus ochrogaster] 714 714 98% 0.0 65% XP_005344029.1
[0 short transient receptor potential channel 4-like protein [Cricetulus griseus] 707 707 98% 0.0 65% ERE89695.1

[ PREDICTED: short transient receptor potential channel 4 isoform 1 [Loxodonta africana) 717 717 98% 0.0 65% XP_003412685.1
) PREDICTED: short transient receptor potential channel 4 isoform X5 [Orycteropus afer afer] 712 712 98% 0.0 65% XP_007955176.1
) PREDICTED: short transient receptor potential channel 4-like [Myotis davidii] 706 706 98% 0.0 65% XP_0067657:

(J PREDICTED: short transient receptor potential channel 4 isoform X4 [Cavia porcellus] 712 712 98% 0.0 65% XP_005006983.1
) PREDICTED: short transient receptor potential channel 4-like [Oryzias latipes] 716 716 98% 0.0 65% XP_004076346.1
[0) short transient receptor potential channel 4 [Colius striatus] 706 706 98% 0.0 65% KFP29249.1

[0 transient receptor potential cation channel, subfamily C. member 4. isoform CRA_e [Homo sapiens] 710 710 98% 0.0 65% EAX08599.1

() PREDICTED: short transient receptor potential channel 4 isoform 4 [Odobenus rosmarus divergens] 711 711 98% 0.0 65% XP_004399952.1
[ PREDICTED: short transient r r potential cl el 4 isof 3 [Cavia porcellus] 713 713 98% 0.0 65% XP_005006982.1
) PREDICTED: short transient receptor potential channel 4 isoform X5 [Macaca fascicularis] 711 711 98% 0.0 65% XP_005585750.1
() PREDICTED: short transient receptor potential channel 4 isoform X3 s maritimus| 713 713 98% 0.0 65% XP_008690482.1
(5] ient receptor potential el 4 [Cavia porcellu: 713 713 98% 0.0 65% NP_001166533.1
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FIGURA 16: (A) secuencia de primers contra los candidatos mas promisorios por la busqueda por homologia con los TRPCs de
vertebrados y los TRPs de Drosophila. (B) Segunda ronda de primers contra los mismos candidatos. (C) Una de las reacciones
exitosas que permitieron obtener un amplicon del candidato TRP43781 (D) Secuencia del canal clonado TRP 43781 (Galindo 1),
longitud 1642 nucledtidos. (E) Traduccidn predicha, extension 547 aminodcidos, traduccidn en el marco 1 desde el nucledtido 1 al
1641. (F) Perfil de hidrofobicidad de la secuencia de aminodcidos de este canal. (G) Resultados de Blastp en las bases de datos de
NCBI. (H) Alineamiento por ClustalW de este TRP clonado con otros canales encontrados en la bisqueda por Blastp.
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FIGURA 17: (A) Western blot usando un anticuerpo basado en la secuencia de aminoacidos predicha del clon parcial encontrado a
partir del modelo del genoma TRP43781. (B, C) Inmmunohistoquimica usando el mismo anticuerpo sobre cortes transversales del
tubo neural. (B) Magnificacion 40X. (C) Magnificacion 100X. (D) control sin anticuerpo.




63

FIGURAS

TRPA1 122167 480f
TRPA1 122167 1638~
TRPA1 122167 1436r
TRPA1 122167 244f
TRPA1_ 77409 296f

TRPA1_ 77409 354f

TRPA1_77409_1259r
TRPA1 77409 1410r

ggttatctccaagcgagagca
gtaccgaagctcgttcaccac
aactccggaaggttctgttcc
tgtaccacatccaacggtctg
tctggtacaaacgatggcagt
taactggcaaaggttcggagt
caggagggttggttagtgtcc
taccgagacggctttcagagt

3.0

0.5

TRPA1 77409

TRPA1 122167

296f

1410r

2961
1

354f
1410r

130

354f
12591

244f
1638r

2441
14361

1

480f

480fF
14361

6381

1060 )70

hypothetical protein BRAFLDRAFT_122167 [Branch

VELIVGSIIIMNLL

Description

toma floridae]

hypothetical protein LOTGIDRAFT_1

PREDICTED: transient receptor potential cation channel subfamily A member 1 homolog [Strongylocentrotus purpuratus]

hypothetical protein

APTEDRAFT_201917 [Capitella teleta]

hypothetical protein CAPTE!

PREDICTED. transient receptor potential cation channel subfamily A member 1

tella teleta]

homolog [Strongylocentrotus purpuratus]

PREDICTED: transient receptor potential cation channe

PREDICTED: transient receptor potential cation channel subfamily A member 1 homolog [S

bfamily A member 1 homolog [Strongylocentrotus purp:

purp

PREDICTED: transient receptor potential cation channel subfamily A member 1 homolog [Strongylocentrotus purpur:

lon transport domain containing protein [Haem

contortus]

PREDICTED: transient receptor potential cation channe! subfamil

\ member 1 homolog [Strongylocentrotus purpuratus]

PREDICTED: transient receptor potential cation channel subfamily A member 1 homolog [Ciona intestinalis]

PREDICTED transient receptor potential cation channel subfamily

A member 1 homolog [Aplysia californica)

PREDICTED . transient receptor potential cation channel subfamil

A member 1 homolog [Strongylocentrotus purpuratus]

PREDICTED. transient receptor potential cation channel subfamil

A member 1 homolog [Strongyl trotus purpuratus]

enorhabdit

CRE-TRPA-1 protein [¢ manel]

transient receptor potential subfamily A-1 [C

elegans]

PREDICTED: transient receptor potential cation channe! subfamily A member 1 homolog isoform 1 [Strongylocent

hypothetical protein CAEBR! [Caenorhat

purpuratus)

brenner]

Transient receptor potential cation channe! subfamily A member 1-fike protein [Crasso

gigas]

hypothetical protein CAEBREN_30511 [Caenorhabditis brenneri]

PREDICTED: tran

ptor po!

C_briggsae CBR-TRPA-1 protein [Cax

orhabdits briggsae]

1 homolog [Ciona int

v

|-

score

score

cover
100%
100%

97%
98%
83%
100%
81%
89%
97%
97%
97%
97%
98%
97%
100%
97%
99%
97%

va‘\ ue
00
1e-126
2e-120
4e-110
2e-100
1e-94
1e-93
1e-92
1e-86
5e-86
Be-85
2e-84
Ge-83
8e-83
8e-80
8e-80
2e-79
2e-79
2e-79
1e-78
2e-78
Oe-78
4e-77
2e-74
2e-73

Accession

38% XP_79727193
47% XP_Of 511
47% XP_0050900921

3

XP_003730457.1
XP_003100760.1

ABQ15208 1

XP_002120169.1

3417.1



FIGURAS

Primers used in these reacctions: M13F and M13R
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FIGURA 18: (A) Primers usados para intentar clonar los dos candidatos de TRPA1 en Anfioxo (B) PCR usando los mismos primers
mostrados en (A) en diferentes combinaciones. (C) Secuencia en nucleétidos del contig obtenida por secuenciacion de los amplicones
obtenidos en (B). Longitud 1151 nucledtidos. (D) traduccion predicha, extension 382 aminoacidos, traduccion en el marco 1 desde el
nucledtido 1 al 1149. (E) Resultados de tBlastx en las bases de datos de NCBI. (F) Alineamiento por ClustalW del TRPA1 clonado con
otros canales encontrados en la basqueda por tBlastx. (G) Perfil de hidrofobicidad de la secuencia de aminoacidos de este canal. Otra
alternativa para obtener la plantilla para sintesis in vitro de RNA, es una PCR usando como plantilla plasmido con la secuencia del
blanco interés insertada y usando como primers M13F y M13R. Esto permitira obtener un amplicon que contiene todo lo que esta
entre los M13, es decir la secuencia especifica del candidato a localizar y ademas las secuencias promotoras de RNA. Un ejemplo de
esta reaccidn es mostrado (H) para el canal clonado y también para melanopsina, usada como control positivo para la hibridacion in
situ. (1) Resultados de la sintesis de sonda de ARN para estos elementos. Resultado de localizacién por hibridacién in situ usando
secciones sagitales del tubo neural de Anfioxo. En (J) el tejido fue incubado con la sonda sense (control negativo) contra TRPA1, en (K)
con la sonda antisense contra el mismo blanco. En (L) el tejido fue incubado con la sonda sense (control negativo) contra Melanopsina,

en (M) con lasonda antisense contra el mismo blanco.



