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RESUMEN 

En loa cruat6ceoa. muct.o• proceao• fialológlcos COl'lltO I• muda, l9 madurez 

sexual, la osmoregu .. ci6n, la regulación de los niveles de glucosa, mantenimiento 

de ritmo circadiano y la actividad locomotora, entre otros. son regulados por 

factores honnonalea que son liberados por exocito•i• del aiatem. de la gl6ndula 

sinusa~rgano-X. un 6rg•no n.uroh6mico semejante al sistemm hipoUilamo

hipófisis en los mamíferos. Se han aislado varios péptidos activos de la gl6ndula 

sinusal; entre ellos se encuentran la hormona lnhibidora de la vitalog•n•ais (HIV), la 

hOrmona hlparglicemiante (HHG) y la hormona inhibidora de la muda (HIM). El 

efecto qua tiene esta última hormona es la inhibición del proceso de muda hasta 

que estos animales pueden Incrementar de tamaflo cambiando el exoesqueleto. La 

similitud entre cualquiera da los J)49ptidos antes mencionados varia de un 61 % • un 

99 %. El objetivo de aste trabajo fue la clonación del gen qua codifica para I• 

honnona inhibidora de la muda de la gléndula sinusal del acocU mexicano 

Procambarus bouvieri como una primera etapa en la clonación de otros genes de 

estas neurohormonas de la glándula sinusal, con el objeto de poder usar estos 

genes en el entendimiento de la fisiologla, pero además, en aplicaciones 

biotecnológicas. 

Se extrajo RNA total del tallo ocular. Se prepararon dos lotes en dos 

ocasiones distintas. Se dlsef'\aron dos pares de ollgonucle6tidos con base en la 

secuencia de aminoécidos de la HHG de los acociles P. bouveri y O. //mosus por la 

alta similitud entre ellos (99%). Cada par se usó en cada uno de los lotes de RN.A. 

Oespues de llevar a cabo una reacción de transcripción reversa acoplada a 

una de PCR, el producto se identificó por electroforesis en gel de ao-ro .. , como 

una banda de 225 pares de bases. El producto del PCR se subclonó en el vector 

pMOSS/ue. Las clonas obtenidas se seleccionaron usando la t~ica de SSCP

PCR. Se identificaron dos patrones de movilidad. Dos clonas distintas fueron 

identificadas. aisladas y amplificadas para confinnar su secuencia por el método de 

Sanger. Se extrajo RNA en dos experimentos distintos y la secuencia nucieotidlca 

obtenida coincidió con la secuencia de aminoácidos parcial rwportada para la HIM. 

Tambi6n se confinnó que esta honnona tiene un alto Qrado de Identidad con 

la mism• honnona de otros cnJst•ceos dec4podos (48-79%), pero •• m6s altm la 

;dentidad (90%) al ser comparada con I• HHG del mh¡mo animal. Esto demuestra 
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que ••W• honnona8 ••ltin muy con••rv•d•• dentro de ••t• grupo de k>a 
.v6podo•. Por otro lado, eatudioa sobra el •l•t•m• endocrino pueden permitimos 

tener I• capacidad de manipul•r •I ciclo de I• muda de estos animales y, par lo 

tanto, producir un crecimiento m•• acelerado en ellos. Ea~dlos m•• rea.ntea en 

eatma 41,.. •• podrían dar como ,..un.do un mejor entendimiento de ••to• animales 

y tambHM1 como rwsuttado un beneficio a la acuacultura de cruaWiceoa. 



SUMMARY 

The cruataca•n neuroendocrin• ayatem aynthe•iz•• div.,.. rwgul•tory 
neuropeptidea. lt conaiata of neuroaecrwtory cell aomatll named the X-organ, whoH 

cluatered aJCon endinga fonn • neurohaemal orgmn, the atnua gland (SG) and i• the 

moat important rwiQUL9tiOn .nc:I integrmion center of the animal. 

EJdl9mal color c:t..igea, mott cyct., gonadal development. light adaptation 

and gfucoH level• in the hemolymph, among others, are regulated by honnonal 

fllCtan - by -ocytoai• from the SG, •ltuated in lh<o optic g.mnglial of the 

eyeatailk of decmpod cruai.ceana. The SG of the Mexican crayftah Procamberua 

bouvled (Ortrnmm) c:onblina • ramuy of tour neuropepticle hormones. One of theaa 

peptidea haa been ahown to have molt-inhibiting hormona activtty, which exerta ita 

lnhibitofy ~in vllto upon ecdyateroid ayntheaia in Y-organa. 

In thla wortt. w. iaolatect a CONA that encades tha complete nudeotide 

- of - mllture region of lh• MIH from lh• cnoyfiah P. bo..W.l'f. 

P. bouvlerl w.ra collected In Uruapan, state of Mi~n. M6xico. Animal• 

in lt'9 intermott at.ge..,. aneathetizec::I With cruahed ice. A totail of 200 eyeatalka 

_. PoOled 81><1 ,_._,,ized. Totel RNA w•a prep•red with Trlzol mccording to 

the manufec:turer·a inatructiona. The total RNA recovered was disolved In diethyl 

~--·· The reverse tranacnption reac:tion waa canied out according to ttw protocol 

of Gibco, BRL. Ofigonucleotidea for th• PCR •mpllfications were d•slgned basad on 

th• homotogoua regions between crustmc:e•n hyperglycemic honnone (CHH), molt

lnhibiting hormone (MIH) •nd vitellogenesis-inhlbiting hormone (VIH) peptide 

aequences deacribed prevloualy by our group in P. bouvieti mnd the publiahed 

lnform•tion of th• cONA of CHH trom the crayflsh Orconectes llrnosu:s. The 

oligonucleotide aen .. strand was 5º-CAGGTGTTCGACCAGG-3º •nd the •ntlsense 

atrmnd - s·- CACCTTACTTGCCGAC-3". A PCR product of 225 bp -• detected 

and donad lnto pMOSB/ue vector, transfonned and propagated in OH5a. cella. 

Recombinants werw sct9•nedl by PCR-SSCP (polymerase ch•ln re•ction-single 

strand conformation polymorphism) analysis. The seleeled dones were sequenced 

ualng the AmpUCyde Sequencing KJt. We found the complete sequence of two 

ditt .... nt cianea to encocle the mature region of MIH (GenB•nk U79984). The 

dltterence between theae clones was • single nucleotide changa at posltion 5" 

(G-+A). This change does not mOdify the eneoded amino acid. Whether these two 
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don.• repra .. nt gene iaomorpha rwqui,..• further inveatigatfon. The paaaibility th•t 

thla differance could be a cloning artifact, auch a• an error introducad by the Taq 

potymera ... cannot be excluded. 

The CONA of MIH includes • IWQion of 225 bp, wlth •n open re•dlng hme 

coding for a protetn of 74 amino acida, plus a stop codon. Thia confirma our 

p,..vloua resulta that MIH la a peptid• with a molecular maaa of 8322 Ca, cont.inlng 

abe cyateine raaiduea. In a aimilar mann•r to tho .. of the CHH peptide family and 

protMlbly fonnlng U'I,... diaulphide bridge• in lh• mature peptide, aa prwvloualy 

fWPQf'ted for C. me.nas and P. bouvlel1. 

Comp.-riaon of the amino acid aequance of MIH with CHH trom P. boutlierl 

,...,._ • hlgh deg,.. of slmil8rlty (90%). Th• nucleotide seq...,._ or O. limosu• 
CHH la 93% ld8ntlc81 wlth MIH from P. boullierf. The nucleotide -uence of MIH 

from P. bouvlet1 aharea 79% identity with MIH/CHH rapgrted for H. •nterlcftnua, 

50% with lhe MIH-llke gene In P. vannamei, 48% with MIH
0 

of C. -nas - C. 
-pklu•. All ..,. .. valuaa are vary c10 .. to thoae reportad previoualy for their amino 

8cid aequencea. In apite of th• fact that MIH of P. bouvi9rl la vary do .. ly r'9lated 

with CHH in thl• apeciea, it did not presant any hyperglycemJc activity. 
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INTRODUCCIÓN 

GENERALIDADES 

Loa l•ngoatino• pertenecen al orden Oecápod•. Este orden •• •I grupo m41a 

g,_,,. de los crus'*»os, pues tiene aproximadamente 1,200 g•neros y unas 1,000 

•apede• (1,2). se conocen doce a•n•ro• de langostinos que pertenecen. la familia 

C8mbar'ldae; once de ellos •• encuentran naturalmente en Am•rlcai del Norte y 

ARÑ!rica central (3). El género mas prominente es Procambarus el cual cuentm con 

m41s de la mttad de ... 300 especies de langostinos cambartnos. Estos ocupmn 

diversos h.flbttmta como: lugares subtenáneos, campos húmedos, lugares pant.nosos 

y fangosos, lagos y comentes pennanentes (°'). Muchos de ellos tienen h1'bitos 

nocturnos. Du,..nte el dfa se ocultan debajo de piedras o en lo más profundo de 

escombros, o dentro de túneles que ellos mismos hacen pan1 vivir. 

Loa c.mbarinos OCUP90 toda la parte Este de los Estaidos Unidos, desde las 

monmftas Rocallo .. s hasta .. vertiente del Athlintico, siguiendo todo el territorio de la 

Repúbfice Mexicmna, Gu.temala, Honduras y Cuba (5). 

El primer estudio de langostinos mexicanos fué realizmdo pcr Erichson en 1846 

(8). En 1955 ae llevo a cabo un trabajo titulado .. Cambarinoa de la Fauna Mexicana: 

en,.~• Decápodos• m. Estos se encuentran ampliamente distribuidos por casi 

toda la RepUbllca Mexicana (Fig. 1). Se han encontrado en zonas montat'iiosas 

especialmente en la Si•f'TW Madre Oriental y en la Cordillera Vol~nica Tr-.nsversal. 

únicamente dos especies se encuentran en la vertiente del Pacifico. en los 

estado• de .Jalisco y Michoacán. En este Ultimo estado se encuentra la especie 

Procamlulru$ bouvierl, la cual fue descrita por primera vez por Ortmann en 1909 (8) 

como CambaTU$ bouvieri, y en 1946 Villalobos (9) repon. a esm especie con el 

nombre de Procambarus bouvieri (Ortmann). Este langostino es conocido 

vulgarmente como acocil. por lo que en adelante se usará este nombre para 

identifiear a la especie mexicana P. bouvierl del estado de Micho~n. 



Fig. 1.- Oiatribución de loa c.mmberinoa en I• R•públicm Mexic.-n• (7). 

SISIEMA NEUROENDQCRINO EN CRUSTÁCEOS 

Los cru~ceo• para sobrevivir. necesitan I• habilidad de adaptarse • c.-mblos en 

su ambiente intemo y externo. Parmi ello, dos sistemas importantes, loa cuales están 

relacionados con I• regulación, son el sistema nervioso y el sistema endocrino (10). 

Lo• crusttllceoa tienen un sistema nervioso cennl el cual consta de un doble 

cordón ventrml y una serie de ganglios. Muchos de ellos dan origen a tres pares de 

nervios con funciones principalmente motoras (Fig. 2). El cerebro (Fig. 3) esta dividido 

en tres regiones de acuerdo con la evolución de ros órganos sensoriales anteriores, 

en un protocerebro que inerv• la región óptica, un deutocerebro que lnerva las 

ant4'nulas, y un tritocerebro que inerva a I•• antenas y al apan1to digestivo (nervios 

estomatogástricos) (10). 

El sistema neuroendocrino es el centro mas impor:tante de regulación e 

integración del animal y es el sitio de sintesis d• diversos neuro~ptidos con función 

regul•toria. MuChos de loa procesos fisiológicos y d• desarrollo en los crus~ceos 

es~n bajo el control de hormon•a. Las honnonas controlan procesos a lergo ténnino 

y •ctúen más lentamente que el sistema nervioso (11). 

6 
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FJg. 2.- Estructura lntema de un langostino de río, mostrando 1• posición del cordón 

nervioso central (17). 

Ag. 3. Cerebros presentes en un crustáceo (17). 
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Tres principales tipos de hormonas se producen en •l sistema endocrino en 

cruat6ceos dedpodos: (a) neurohormonaa que se libaran desde al sistema nervioso, 

(b) hormona• que •• liberan desde las glándulas epiteliales, como las gl8ndulas-V y 

el ovario. y (e) feromonas (12). 

Las neuronas que producen honnonas •• conocen corno c*lulas 

neuroendocrinas o peptidérgicas. Al microscopio electrónico estas c61ula• •• 

cmracterizan por la preHnci• de muchos g~nulo• de neurosecreción, loa cuales son 

partlculas est•ncas, cuyo contenido es caracteristicamente denso. Estos gr6nuloa 

tienen gener91mante de 100-300 µ.m de dl6metro y eat6n rodeados por unm 

memtJrmna simple (13). 

El proceso cHi neuroaecrectOn pued9 aer dividido en varias etmpaa: slnteaia de 

neurohormonaa, fonnaci6n de loa gránulos de neurosecr.ci6n, transporte a lo largo 

de toa axones hacim las tmirmlnaciones ax6nlcaia, almacen•mi•nto d• lo• granulo• y 

Hbefwción de I•• hormon•• medl•nt• ••ocitosls. P•,. permitir unm descmrgm r6picSe de 

te secreción y • fin d• que se alcancen las concentraciones hormonal•• requeridas 

que son del orden nenomolar, tas ~lulas neurosecretoras presentan v•rias 

adaptaciones: •> hay un •umento en el número de ~lulM qu• intervienen en I• 

secreción; b) cad• ~lul• tiene un número muy grwnd• de terminaciones axónicas; e) 

las honnonas estain muy concentradas en los granulo• neurosec:r.tores; d) las 

termih8dones ax.ónices .. enaanchan (2-30 µm da dl•metro), .. ,.mtfican, y est*n 

en contacto intimo con el ftuldo circulatorio, separad•• solamente ele *' por una 

memb<8na ba-1 (-.-don•• de 1~ µm) (12.13). 

Las honnonaa peptidica• producidas por ~lulas endocrinms neuro .. cretorma 

en el sistema nervioso central de los crusbllcaos ejel"C9n un efecto blol6glco • 

dlstmncia, semejante al encontredo en otras especias animal•• como los mamiferos. 

En los crust6ceos dec*podos el sistema neurosec:reitor ••'* formado por 

dttulas que son neuronas modificadas (paptid6rglcas) y tienen la capacidad de 

transmitir Impulsos nerviosos. Difieren de otras neuronas en dos aspectos principales: 

a) sus axones no lnervan • órganos efectoras talas como músculo• y tampoco hacen 

coneJlliones sln6ptlcas con otrea neuronas y b) producen hormonas peptidlcas que 

son liberada• de tas terminaciones a>eónlcas. 

Estas ~lulas neurosacretoras se encuentran agrupada• y forman una sota 

estNctura, el órgano-X de la m•dula terminal. Esta.n fntimamente asociadas al 

sistema circulatorio que transporta las hormonas neuroaecretadas a todo e& 



9 

organismo. E•UI• estructuras combinadas con el sistema circul•torio reciben el 

nomb,. de órganos neuroh•mlcos (14). 

Existen trws principales órganos neuroh•mlco• en los crust*ceoa: 1) loa 

~ postcomisurales. locainzados deris d• la comiaure tritocereb.-.1; llbel'8n 

varios neurop6ptidoa cromatoforotróplcas (15, 16) que son producidos por somas 

1ocalizados putativamente en el ganglio cerabrold• (17); 2) loa órg8nos pert~rdlcos. 

en 18 vecindlld del corazón (18, 19), y algunas neuronas localizmdaa en loa ganglios 

tor6ck:o• y subesof~; liberan ami,,.• y ~plido• (20.21.22). Y 3) el complejo 

~X de la ~ula terminal y 1• gl6ndula slnu .. I, le>cmllz9!dai en lo• tmllo• oculares 

en lo• crust*:eos con ojos pedunculados, y dentro de la cabeza en las ronnaa con 

ojos .. ailea. Este compl9to sintetiza y libera un gran número de p6ptidoa qua regulan 

muchos proc9&aa fi•lol6gicos. 

El princlp81 sitio de produccl6n de neurohormonaa (~os) •• al wllo 

ocul8r' y la eblaci6n de ••ta estructura tiene un efecto muy marcado en muchos 

aspectos de lm fiaiologla y compartmmlento de estos animales. 

El aiatemm de órgano X-g'41ndua. slnu .. 1 (OX-GS) •• et principal centro de 

control neuroendócrino de proceso• tal•• como I• mud•. el crecimiento, I• mmdurwz 

aaxual y la regulación del metmboliamo entre otros. Las hormonms peptldlcm• que 

,,_...,, a la drculaci6n actúmn sobre órganos bl•nco dlrectmimente asl como SObnt 

otrm• •etructura• endocrinas. 

Por estudio• hiatol6gicoa. •• h• observado que el órg•no-X •• un 

mgrupemiento de 150-200 som•• neuronales en donde .. sintetizan '-• 

neurohannonas. Eatms c61ul•• esd;n situadas en el margen ventrwl y medio de la 

m4'du .. tefmlnal (MT}, sus axones forman un tracto nervioao • lo largo del cu•I .. 

transportan estas neurohonnon•s y cuyas termln•les constituyen la gl•ndula sinuaal, 

la cual se encuentra expuestm a la hemolinfa. (Flg.4), (23.24). 
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"··;,. ... -----~.~<"'~~~~~~----- °"'811d-

Lámin. G.,,,gHonar 

Ó.V-0-x 

Flg. 4. Tallo oculal" de CIU9l6caoa dec:6podo.. Consiste de om.uctloa y de cuatro gangHoa: la 

......,... terminal. la m*tula Interna, a. m6dul• externa y la ••mina ganglionar. El sistema 

~or ..... fonn.lo por somas neurosecretores situados principalmente en la m6dula 

termin81. denomln8do órgano--><; sus termlnates axónlcas est•n ensanch8daS y - 9Qrupmn 

- .. ~-..al(24). 

En 1931. ae descubrió •I sistema OXMT-GS como el primer 6rgmno 

neuroh6mico •ncontrwdo en lo• crust*:eoa, cantetertzado por tener mgNpacionea de 

termk\alea ax6nicaa ensanchadas •dyacentea a .. nos circul.torioa, sugiriendo Un9 

función ~- Lm gl6nduJa ainuaal •• el punto de almacenamiento y .. lidm de 

v.tas honnonas que median adaptaciones entre funciones metabólicas y 

condiciones mecliOambientalea. Entre algunas de sus funciones .. incluyan .. 

mtgrmción de pigmentos del exoesqueleto y del ojo, ·la reg9neraci6n de laa 

extremidades daftaclas o perdidas, I• digestión, la regulación de los niveles de 

glucoaa en la h•mollnfa, la osmoregulación; la adaptmción a la luz, el desanollo 

gonedal, la muda, y el mantenimiento del ritmo circadiano y la •ctivid•d locomotorai 

(25,26). 

El slstem• OXMT-GS •• un an•logo funcional al eje hlpoU!lamo-neurohipófisis 

de los vertebrados y del sistema ganglio cerebrolde-cotpus- cardlacutrH:Orpus ellatum 
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de loa insecto• (27 .28), que son centros reguladores d• primera lmpormncie en 

dicho• organismos. 

Se han •1•18do varios p6ptido• activos d• I• glándu .. ainu .. 1 de •lgunoa 

crust6ceoa y •ntre ellos •• encuentran: 

•> Hormona Concenndo,.. del Pigmento Roio (HCPR) 

Fue S. primera neurohomion• peptfdica d• cruat*ceo aislada y aecuenciada, 

en el camarón Pande/us bo,..lls. el cual ea un octap6ptido neutro que tiene aua 

extremos bk>queadoa (29). Controla el movimiento del pigmento rojo d9 loa 

crom11tóforoa pre .. ntea en el tejido subhipod•nnlco. 

b) Hormon• de Adaptl!ción a la Luz (HAL) 

Tam~n llamada hormona del pigmento distal retiniano encontrmda en los 

cangrwjoa Uca pugilatory PancM/us bo,..lis. Ea un oct8decm~ptido con au extremo 

carboxilo amidado, y M Clll'8Cte~ porque diape .... el pigmento de loa cromatóforoa 

~· en reapueam a la luz, bajo control de un ritmo diumo persistente. 

Controle loa pigmentos r8tinlanos que penniten la diaperaión y la conc8ntración de 

g'*1uloa de pigmento dentro de las c61ulaa rwtinlanaa y epld•rmicaa (30). 

e) Hormona N•urodepresora (HND) 

Ea un p6ptido pequet'lio (1200 D•) que tiene un• acción directa sobre las 

°'lulas nerviosas (31). Por experimentos de eliminación del t811o ocul•r. ae h•n visto 

cambios cu•llt8tivoa y cu•nüt.tivos en 1• activid•d locomotorai d• estos ora•nismoa. 

Se sugiere Wmbi•n que regul• la •ctivid•d circadiana debido a que se h•n 

encontrado cmmbios cfclicos en el contenido de la HNC en el tallo ocular de 

cruslkeos (32,33,34,35,36). 
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d) Honnon4 lnhibldafa M la Vil!IOQ+r!e•i• <HIV> u H~o"" lnhibidO!!I de 1•• 

Gón9daa IHIG>. 

La ~ne•i• •• .. úttimai t• .. pa,. form•r un huevo madUro y compr8nde 

la ainteai• y/o capt9d6n. de .. yema o vitelo. que es el material nutrftiYo para el futuro 

embriOn (37). El componente principal del vitelo •• la lipoprotefna vitelina (38,39) que 

.. genera a partir de su precursor, la vlmlogenlna, la cual puede ser producida en los 

ovartoa (.O) o en otros tejldos como el h•patop6ncreas (41). 

DiV~• estudio• ~ confirmado la pr9aencia de la hormona inhlbidol'll de la 

vitelog6nesia (HIV) en el aiatema neuroaecrwitor d•I tallo ocular d• loa au•~•: el 

de~ gon.taJ pr8COZ ,.aultante de la ablación de loa tallos oculares - ob .. rvó 

por prime,.. vez en el camarón Plll••rnon s•nwtus. Se ha encontntdo en una variedad 

de cruat6ceoa que a. eliminación bilateral de los tallos oculares Indujo un 

hipefdeMnollO de ov- y teatlculoa (42). 

La inhibición de m alnteais de proteinas ov6ricas In vitro por pairte de extractos 

cte t.elloa ocw.rwa demostró que la HIV puede actuar directam4ante en la• gónada• de 

Uca pugiMtor (43): por otra parte, la HIV tiene también un efecto inhlbidor sobre ta 

unión de .. vltelogenina • su receptor en las membranas de loa ovocitoa del 

'-atino -um ,,,_nbergii (44). 

Cebe mencionar que como la HIV puede afecter otros proeeaoa rwpnxfuctivoa 

9dernU de la wlt91og6t.eaia tanto en las hembras como en loa mechaa, ••ta horntol'MI 

- .,.,.,_ - como '-'1• lnhibldora de las gónadas (HIG) (45). 

•> Hormona Hiperqltcemlant• de lo• Cru1dlc:eo1 (HHG) 

La hormona hiperglicemiant• •• conocida como "factor diabetógeno... E•W 

actividad hiperglicemiante fu. descritm hace 47 al\01, cuando M •ncontr6 un factor 

diabetóg9no •n •xtr8cto1 crudos de la gléndula sinusal del cangrejo Celt/nec:tea 

sapidus. Se observó que la Inyección de extractos de tallos oculares d• ••te 
caingrejo, en animales destallados de la misma especie, producla un efecto 

hiperglicemiante not.ble. Este factor se llamó posteriormente como la Hormona 

Hiperglicemlante (HHG} de los crust8ceos (46). Este neuro~ptido .,._. lnvoluct8do 

en la regul8ci6n de los niveles de glucosa y en el metabolismo de glucógeno, asi 

como en la secreción d• la amllasa del hapatopáncraas (10,47). 
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Se ha encontrado que la ablación de los tallos oo.alares o de las gl•ndulas 

slnusalea conduce a una gran disminución en la concentración de glUCOM en ta 

hemollnfa. En el acocil mexicano Procambarus bouvieri, la glucoam pr*icticamente no 

se puede detectar despu•• de una semana de haber amputado los tallos oculares 

(48). 

Se ha encontrado que la HHG puede intervenir en el metabollamo de los 

carbohidratos mediante la regulación de enzimas extracelulares. El hepatoJ>*ncreaa 

que pos- ntC8ptores para la hormona, interviene en la secreción del fluido digestivo, 

en la absorción del alimento digerido y en el almacenamiento de llpidos y 

carbohidrato• C•9). 

Se han observado cambios en las actividades amilolitlca y proteolitica del 

hepmtop6nQWaa como consecuencia de la Inyección de extraictos de talla• oculares, 

lndusive en animales en ayuno (50) y tambien por la extirpación de los taillos 

oculares. así como durante las diferentes etapas del ciclo d• la muda (51). La HHG 

purificada aumenta notablemente la aecntción hepatopancrw•tica de amllaaa (52). 

Hastm la fecha se cree qua la secreción de amila.a es mediada por un 

aumento de la concentración interna de calcio intracelular y que ea posible la 

intervención de nucleótidos cíclicos generados por ciclasas dependientes de calcio 

calmodulina (52). 

e) Hormona lnhlbidora de la Muda (HIM) 

El proceso designado como muda o ecdlsis es el desprendimiento periódico 

del exoesqueleto que recubre todo el cuerpo del animal y pemiite su crecimiento. 

Este proceso es continuo en la vida de los crustáceos (y de todos los artrópodos); es 

factible que un 90 % o m•s del tiempo que transcurre entre las mudas, esté 

destinado a la conclusión o preparación asociada con la muda anterior y la siguiente. 

En muchos crustáceos como et langostino de rio y la langosta Homarus, las 

mudas se van espaciando con el tiempo cada vez más. Estos animales pueden llegar 

a ser muy viejos y pueden alcanzar tamat\os considerables. En otros, por ejemplo, en 

algunos cangrejos. la muda y el crecimiento cesan al alcanzar ta madurez sexual o 

determinado tamarao, o después de determinado numero de periodos (1, 53,54). 
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EJ exoesqueleto se secreta por una capa de células epiteliales llamada 

hipodennis. Esta capa está compuesta de una delgada epicuticula exterior y de una 

procuticula mas gruesa. 

La epicuticula está compuesta de proteínas. La procuticufa ya desarrolJada 

consta de una exocuticula externa y una endocuticula interna. Ambas están 

compuesta da quitina y proteínas ligadas para formar una glicoproteina compleja. La 

exoc:uticula esté ausente en las articulaciones y a lo largo de las lineas por las que el 

exoesqueleto se abrirá durante la muda. En general, se reconocen cuatro fases 

diferentes en un ciclo de muda: proecdisis, ecdisis. poseedisis e intermuda {Fig. 5). 

Ee.a;S•S 
'Poaecct,ia,• 

1 / 

Fig. 5. Cambios de peso durante los estadios secuenciales en el ciclo de mudas en crustaceos. 

El peso aumenta durante Ja proeedls/s como resultado de Ja absorciOn de agua y que se pierde 

temporalmenle cuando se desprende el exoesqueleto viejo. Despues del desprendimiento se 

comen el exoesqueleto como fuente de calcio. Gran parte de Ja endocutícuJa es secretada 

despues de Ja ecdlsls (49). 
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UI ,_ -- o proecdlsia (premudol), M des-. por una continua 

aa.wnuf.aCl6n de ,.serva• alirnentld•• y un incret'l19nto en loa niv ... • de c.-lcio en .. 

hemolinfa, qulz6 como resu1t.cto de la 8Ctividad del hes>aU>P*nc:reaa y la reaorci6n de 

celdo de la c:uticula. En 8'gunoa auadlc:eoa c:omo et 1_.,atlno de rio y loa cmngre¡oa 

t.lw-•· el ttpitetio •atom.cal Het9t8 cOncr.c:ionea cmlc6fwaa, Ha"'8d9a gaatrolitoa, 
que funcionen como centros de almacenamiento de caldo. Las cap- mernbt.-.ou y 

- del viejo eoqueleto M ellminlln mediante I• digeat6n enzi"'*tlc8· UI 

,.aorcl6n de C8lclo y la digestión de la cmpa cmlclfic8d8 son ~ ~· 

- - ~ _._ dD<1de ocunl<$ m6• 8d.t- la hendldu,. o .,..._ el 

eaqueteto viejo ha de e-..- o romperae pa,. pennitir la ..UCS. de un• -

- --de un......-. COf110 una p¡nz., (1,53,54). 
De-• de la ...,....- de la cutlcula vieja de la epldennia y de la ...,,.-, 

de epk:Utlcula y exocuticulai nU9v•a. el animal ••ta Hato pwai el proceao real de 

-· - ea muy - y - .. CU81 buSC8 81gún 1"8fuglo - o_..,._ 
_.,_de au _.¡ero. El cuerpo M hinc:h8 - •la 8baorci6n de gm- y_..• 
-· de laa b<8nquiu y ..ie ~ del -.Uguo esqueleto que, por nogla 
general, .. come psa obtener salea d• calcio. La abaorción de 8SIU8 parece ser el 

rwault8da de un a""'911to de .. presión oamótic9 de .. ..,..._, que puede 

~ a MI vez con el aumento de calcio en ..... Durant9 18 poaecdiaia o 
-•.-aec:r-.laendoc:utlculaytlenelugmrla_y __ del--· El animal_......,. en....,.,.., y no .. - durmnr. la primw8 
P9ft9 de -• r .... L.a intermuda •• breve o prOlonQMl9, seglM'I ai et anlmel mues. 
- o no, y ...._el esqueleto eatlli ~ -· M _..-,.....,,,_ali-• parm la siguiente rnuci. (1, 53, 54). 

El tiempo del ciclo - 111 muda eat6 bajo el CG\tn>I d9I - .ndocrino, y 
eat6n re&.cion8doa loa órgmnoa -X y -Y, 'I .. secr.ci6n de hOrmonm cruaecdiaona o 

--(55). 

La ecdisCHW (Fig.8) •• el ••teroide m6a estudiado de loa mrtrópodoa, aunque 

- .. ha encontredo en pl8ntaa. aiatodoa, ......-. y--.,a (58,57), loa 

.,...._. obtienen el cote-rol de la dieta debido • que no 11.,,.., la capacidad de 

sintettzarto. El colesterol •• el precursor de la ecdlaona. 
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~: .. :H· r 
20..,olMI----·~ R: OH 

Flg, e, E911uclura de .. eodloon• y :zo.-(58), 

El - - - .. •lnteaill de -- son lom órg8no8-V (53,54,511), lom 

.,.._ - ': 71 - cen:11de18 - de COlda ...-, (Fig, 7), La_..,... o u
_(_ no.,._ __ ~le• por al mlama). -trwl•forma e:ZO... 

--~).., v-•tejldo• como et~. 18 epidennla, 

la-y -'9jldo• ~·, La.,__..,.,. - con-. - la forma-· 
de 18 ,_,,_,. de 18 muda (511,90,91), Como muchas ~ .--.. 18 

- - .- a .._....,.. nucleares y ~ - 18 trwlacrlpcl6n y/o 18 

- (112,93,94,95), El nivel cln:u- de .. ,. ··- - .,._ .. 

- an c:ru- y an -.-•• donde, lnk:i81menta de una _...,..cantidad 
(10:50 ngfml) de ecdlaona ......ma (150-350 ng/ml) al final del ciclo de la muda, La 
- - de --- cln:ul8nta durante el ciclo, pm9ca ._, V- an lom 
.,,..._, --_,_esto ..:.n no NI 9ldo expllc:ado (92.-.97,911,911), 

Ag. 7. ~ del 6rgeno-Y _, O. anoaua. AN: ant.n.; DA: músculo ~ dcwsal ent.-ior, EM: 

mOeculo ~ K: cAmar8 brenquiel; M: mú-=uAo principal educlor de la mendlbutai; MA: mendlbula. 
P: m09oulD ......... ,,.,..,._. .... m.111Hbulm (511). 
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Lll - de la --un control neu.- de la mud.9 aurgl6 de la 
...,_,,_ - - ...,.0.• - cru•-•· de que la.e~ de loa-· 

ocu1erea producf•..,.,. •c•l•radón en el ciclo de I• mud•. Muchoa experimento• ti.n 

-- - .,...,_..., .. - ... lo• tmlo• - pradujo -· 
not.blea en loa nivele• de ecdiatwoidea drcul8ntea y toa .,;m111ea entraron en I• 

- de --; la In~ - extracto• de !ello• -.. - ejempl•rw• 
- -... • coiiceubaclonea b8J•• de ecdl•-• en la hemollnf•, .. 
lleCf'9Ci6n de ec:dlaor-..i • partir de loa órg•noa Y In 11'itta .. inhibió en un mediO de 

c:ulllvo - h8ble - -- con g.-u .. • ainu-. - 6r¡¡enoa-Y de loa 
- • loa - - lea habla lnyedado e-• de Gl*>dulaa ainu-

-· - c:ulliW, una P<oduc<:i6n dlaminulda de ecdl_,.. (53,58,70,71,72). 
L8 ..... ol~ag•ne-. de toa órganos-V .. auprtme por•• honnona inhibidora de 

.. -· - el -- de lnWtmude. Ealll honnona - .., efeclo aignlficatlvo 

.... c:lclOdela ____ .. ______ ~y 

(73,74). El complejo -- de la muclll de lo• cru.-a (y de lo• In-•) 

._-. la pr--. - -. en ·- bien definidaa - ciclo de le mude 
(117,53). 

Loa - -- (en minuto•) 11' ctónlco (en dfaa) - la HIM, no - -
con-· La .- de - ,,.,,,._,., •• ~ rwg..- por une ll'W' v- de - lntamoa lf -·· fnclu,,endo el -·· el ta._iodo, 1• 
...,__,,,_,,_.~que-larw--de .. HIM 

(75,78,77). 

Loa - cr6nlco• de fa HIM .. hecen e-· por fa afnteal• de 

- In - por ~a-Y de anfm ... • en fntennud• quede mu)f por •ba!Jo de 

.. ..,__,de-----· 

E- In ""11> han demoa- que durante fa af,,_a de ecdl--·· helf 
•fntaaia - protefnaa e» noW> en .. prwmudll (78, 79,80). 

V.Wa proteínas ~ sintetizarse m•• activ.,,.,..,.. en r. intermueui. La 
HIM de O. llmoau•. alCtúai principalmente por un Jncr.mento de GMPc. par lo que .. 

l\e _.., - __. prolafnaa rwguledo,.•, como cicla ... lf clnaaaa, eaMn 

- en fa - de aet'I-• de fa •cción de HfM (711). 
Con rellpecto • .. regulación • corto UKmino de ,. afnteaJa de -=cfiateroidea ... 

- el - - fa-. en fa ••leroidog6neaia, augiriendo que prolafnaa 

- cona vida - rwq.-.n ~ .. producción de ec:dls-. (77,711). 
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En otro eatudio, en cangNjoa, ae ob ... rvó que .. Inhibición de la alnteaia de 

ecdiateroidea por HIM •• mediada por un increm•nto en loa niv•I•• de AMPc. Eate 

afecto •• vió u-ndo agentes que incrementan loa niveles de AMPc en órganos-Y 

(77). 

Trabajos recieni.a en el cultivo da órganos-Y han conducido a la 

caracterización cHi la actividad de .. HIM en la asteroidogéoneaia, y en le ldentlficadón 

de slatllmaa de aegundO• menaajeroa mediando la acción d. la HIM. En órgm1oa-Y, 

al AMPc parece ser el regulador critico de la aate~neaia y al calcio antagoniza 

el efecto del AMPc, •c:tiv.-,do una foafodiestaraaa de AMPc dependiente de cmlcio y 

calmodulina. Adem6a .. ha sugerido que al aitiO principal de la 8CCi6n de HIM 

mediado par AMPc •• .,, .. afnteala de protalnaa a nivel de .. traducción. Se cree 

que alguna protef.,. cin- dependiente d9 AMPc medl9 18 inhibición inducidm por 

HIM. Esto ha sido demostrado por al afecto da la c:icloheximid9 que mimetiza el 

-de .. HIM oAMPc-la•~sl· (77). 

El 9'..:to de la HIM - la alntllsla de protlllnaa tambl6n ha alelo....,__ 
por cambios uttraeatructur81ea en laa ~ulaa de loa órganos-Y en difarentaa aatadioa 

<191 c:lclo de la muci. (111.82). 

Lo• 6rganoa-Y - aon n.caaarloa para al de....-ollo del ovario y laa 

carecterfatic:aa ........._.femeninas. Tanto loa ovarios como loa teatlculoa producen 

hormonas -xuaJea aatM'Oicleas que regulan el ddo 1'9Pf'Dduc:tivo. Loa machoa 

po...,, unm glm1dul8 anc:lrog6nicai locallzaida •n loa vm .. delWtwntl• y I•• hormon8 

producidas controlan el desarrollo de laa caraicterfatlcm• MXU8S.a primarias y 

a.cunclatiaa (53,57). 

Hay evidencia de .. rea.ción entre la muda y la rwproducción, aunque loa 

mecanismos endoainoa de control que generan eatoa P81lronea son cornp&.joa como 

se rwportm en lnaec:toa. En dec*podoa, toa ecdiateroidea aa han enconu.do an tejido 

gonadal, pero au ~pel en la regulación de la reprodUcción todavi• no ••Ui 
documentlldo (53,57). 
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ANTECEDENTES 

En M6Jdco - ....., ldentif"oc:adO, purific:.do y caracterlzMIO pan::i81mente • ,. 

HIV de P. -· Se demostró que .. HIV perteneoce ... mioma femllia de 
,,..,.ap•pttUS que, .,. P. bouW.d, incluye a C. HIM y• do• Isomorfo• d9 la HHG 

{....,..,._, HHG-1, y-· HHG-11). Con ,.•pecto a la• HHG•, no - .ncontr6 
dtferencla tlignilic8tiv• 9"tre ~ do• laomorfo• en cuanto a au •fecto hiperglicemiante 

- a la..__ • .., el ~H y en el múKUlo (83,84,85,86). 
Se_ la ____ completa de la HHG-1 (85)y -

.. HHG-11 (86), ---•• HIV (83),.,, -•mente - -- .. de •• HIM (87), 

.-.oo - - - ,_,,_,.. canslaten - """ 80la _,. pollpepCldlca 
toinnecM por 72 rwakluoa de wnino6Cidoa. La• eatructum incluyen aeia ciatelnae 

--ele - ~- TOCUI• la• -....,,,.. llenen un ,.alduo -
- ~como - 8mino. El - cart>oJdlo •• un ,.aiduo de 
vtllin8mide. Las masas rnolecular9a de ras cuatro horrnon8• eaa.n compnm~a 

- 8,300 y 8,400 Da, y - Ob.arvó que ••ta famlll• de neu,_.ptido• no tiene 

PIWWCido con ningunai protefn. conocida. 

L8 -- en -o• enuw .,...¡quier.,..- de ID•~ (HHG, 
HIM y HIV) _... mendonadoa: entre I•• di•tintlla eapedea de crustáceos~. 

vwf• desde &M'I 25 IN. Mata un 99 ~ y no muestran una ..meJanzll Slgniflcativ• con 

- ~- Por ejemplo, ,. ~ - emln06cldo• de la HIM del 

.,.._e¡o C. - (88) comp.- un 25 % de almllitud con la HIM de,. lengo- H. 

arnel'k:9nua (88), ""9ntraa que ••t.8 úrtim• muestra un 54 % de similitud con la HHG 

del cangrwjo (90). De •ata fonna .. cottaicarm que ••111• hormonas constituyen una 

......,.--~•(103). 
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A - de .. •xlto- lntroduccl6n de tKnk:aa de biologf• molec:u .. r en I• 

In~ - en cru•-•· re 1n1orrn-. -.. .. ••truc:turll de 
•ato• neuroptptidoa y aua pr9CUraorea •• todavl• muy timn.ct., eapeci81mente pmra 

laa honnonm• en eapedea de cruat6ceoa mexicanoa como ProcamN111a bouvled. 

H•- -. .. NI publrc.do I• c:tonacl6n del i:>NAc que codllical un 

~ aemejente • HIM en el cem.rón _..,., -· -nnemel (111). un 
ONAc que codlflcm per11 un pr-=uraor puUitlvo de HIM del C8n11reJo t8fre•- C.rcinua 

- (112), .. ONAc de .. HIM del ceng,.¡o ..... c.llinecte• ..,,;du• (113) y .. een 

pmrm un ~ que - actividad !Upergl- • lnhibldonl de .. mudm 

HIMIHHG de .. i.neoate Ho....n1s emelfcanua (94). 
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Cion.cl6n y -.,cl8cl6n del DNAc que codifica ,,.,. la hormona inhibido,. 

de la....- en al tallo ocular del acodl me>dcano PracamlMrus boutM>tl. 

METAS 

En ••t9 ttab8jo .. dona,.. la HIM como una primera etapa en el ai•lamiento y 

c:lonec:i6n de otras neurohonnonaa del tallo ocular de crualic.oa mexicano•, entre 
ellas la HHG, aa HIV o HIG, con el objeto d• poder uaar eatoa genes en la 

lnv~ de la fllliologfe nauroendocriNI de en.o•-• ... 1 como en aplicaciones 

-IOl6glcaa. 

.JUSTIFICACIÓN 

La lntonnaci6n aotKe .. estructura de estos neuropjoptidoa y eua precursores 
.. todavla muy lirnlted8, especialmente para las honnonaa en ••~• d• ct'UatftceOa 

mexkanoa como Procambaru• bouW.rl, por lo que, con el Pf'l••nte trab9jo - ••peta 
que la clonad6n de la HIM ... un ink:io en la obtención de información en el ••tudk> 

.... --IOlogia ...-. .... de=·-· 

El conodm'9nto obtenklo acerca de la eatrctura d91 gen que codifi~ p..-. la 

HIM ~ ~ dlveraas, por un lado noa da,.. lnfonnadón acerce de como 

••te neurop6ptido eat* relacionado en la adaptación de éste cruaticeo a un amplio 

eapeclrD ele COI Klic:iCM tea naturales y por otro lado en la apllcecionea acuicolaa. 

HIPÓTESIS 

Conociendo la estructura y secuencia de amino6cidoa de algunaia honnonas 

aialedaa en la gl*"<lula ainu .. 1 de PIOC8ml:Jarus bouv;.ri., adem6• la ••cuttncia 

nudeOtídica CS. ••tas hOtmonaa •n otras especies relacionada• de crustjiceos. •• 

pennitinlli diaettar oligonucleótidoa que -rvir*n en la clonaci6n y aecuenciac:i6n de 

HlM la cual preaentará un alto grado de identidad con los neurop6ptidoa antes 

mencionados. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Procambatu• bouvierl fue obtenido por P9.cedonl• locmSea en rfoa y legos 

mrwcledor de u..._,, •- de Micho•c*n. M*Jdco (7). Se utillz•ron .nlrn.-a de 

•mboa .. xoa. 8duttoa. con un tmm•.,o de 7 ± 1 cm. con un peso de 20 ± 5 g, y en 

eatHo de intermud•. Lo• animal•• .. aneate•l•ron con hielo y toa tallos ocu..,._ -

COft8<0n -ún p<oceditnl8nto deacrito prev;.mente (95). El RNA total H e-.¡o 
Inmediatamente deapu6a de la ablación de tOClo el tmflo ocular. 

Eancct6n ... !UN\ .... 

Todo el materi81 utilizado fue eaterilizedo prwviamente y 1•• soluciones 

--- con 98U11 -- con OEPC (di•lllpiroc:8rt>onlll0) •• o. 1 % .,... .. 

ellmin8Ci6n de laa RNA-a. 

El RNA tot.I fue lli"'8do de acuerdo •I ,.,.todo modificado de Chomc:zynakl 

and Sacchi (Trizol, Glbco, BRL) (98), el cual .. b• .. en la extracción por un. solución 

de guanidfn-l~to.-fenof..cloraformo. 

S. diaecmon 200 tallos oculares para llevar a cabo la extracción del RNA tot81 

siguiendo I•• Indicaciones del proveedor. 

El RNA fui reauapendido en agua trataida con DEPC. i.. concentracion del 

RNA .. determinó eapedf"Ofotom•trtcmmente, por su abaorDenci8 a 280 nm, teniendo 

en cuentm que Azm = 40 ..,g/ml. 

Lm Integridad del RNA. .. confirmó Por electroforw•I• •n gel de agaroa.r 

fonnaldehído deanaturallzante, al 1% (Sigma), en 20 mM de MOPS (3-(N-morfolino) 

"'=Ido propanoaulfónlco), 8 mM de acet.to de soc:lio, 1 mM EOTA, pH 7, y 8 % 

r~ldo(97). 



Laa m-. ••I como el m- de peao ..-.... de RNA (0.24-0.115 

KB, Glbco, BRL), fueron-., der. sigulenl• fonn•, .,..lea de..---en el --= A 3 ~ de RNA total H ·lea adicionó Jo aiguient• para obtener un• 

--•lf11Cióo1-de: 

e " de ,..,.,,_,do 
50'!6de-

1XdeMOPS 

1Xde~---- RNA (5 % de gllcetol, 0.2 mM de EDTA pH 

8, O.OS% de_,,¡ de bromof9nol, O.OS% de XllM>-Cl8nol FF) 

S. mezclmran e.ioa oamponentea y pa,.. eliminar poaM>lea •structuraa 
aec:undmriaa ., el RNA. la8 mLHt1traa .. incubaron • 7C°C por 15 minutos • 

6nmartta11n••te ...rrtadm• • 4ºC por 5 minuto•. 
UNivez- la-• de RNA tollll, - ••-2.5 

l.ielmL - ............... - - lf - __..,,,.,. .. gel. 
P.,. un gel de eearo•• desnatu,..t=ant• con un volúmen d• 

......-i• SO mL. r. ~fol9•1• - te•llzó • un vollllje de ISO volla por 2 -· 
ptM sMWlp!wgrfo CQNAct Conlrpt 

El DNAc de r. ,_,,_,. hipe~t• del •codl o-. -u• fue 

don8clo por el Dr. Domlnique De Kleijn de r. F.cull8d de C- de r. Univ-
-~. - (911). 

e.. ONAc .. u-6 como control positivo du,..nte la amplff'icaciarlea por PCR . 

... ., .. Cu IHFIPdtfdo• 

Loa oligonucle6tidoa pa,.. -r uNdos en la reacción de PCR, - dt~ 

con - en r. Neuenciao report8da det DNAc - I• HHG •n O. Nmosu•, (911) lf _, r. 
~ d9 amino6cido• reportaida. de Ja región con .. rvada de la HHG en P. 

- (85). Verfigur8 8. 
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L8• secuencia• de los OligOnude6tidoa .. muestran en la ~ 9 y au 

-.UZ- C1entrO de 1• sec:uenc:ill de 18 HHG de O. lin>Oaua - - - i. llgur'8 
10. 

C•be mencionar que •I oligonucle6tido sentido •• equel que .. W'9 a la 

,,_,.. dol DNA que dirige .. •lnt••I• - RNAm vi• cample-- dol - El 
ofigonucle6tido .,tiaentido •• mquel que se une a .. cadena de DNA que ~ tai 

-----RNAm (-pon¡-contiene-·-·-dol-). 

Olla nuc11GMdla t ,_, 
1 2 3 • 5 • 7 • .. 

Gin vea Ptle ...... Gin Ala Cys Lys· Gllf 
5·- CAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT AAA GG -:s· 

oe1uan 1et1 ••~a a ,............._, 
75 7• 73 72 71 70 

:s· ........ Fin Lya Gly vea Thr Gin 
5·_ ce TTA CTT GCC GAC AGT TTG -:s· 

·o•u ':uaac......_, 
1 2 3 • 5 e 

Gin vea ..... ...... Gin Ala 
5·_ CAG GTG TTC GAC CAG G -:s· 

Olla a n tcll Ulida 4 (Arlll8enlldo» 

75 7• 73 72 
S" ••.••••.•••.•••••••• Fln Lya Gly vea 

5-_ e ACC TTA CTT GCC GAC -:s· 

Flg. e. Secuencl- de km cu.tro ollgonucMtdüdos usados como Olbedolw9 o In~ en ... 
re.cciones de PCA y ~- En ced• k\k:lador - munttm la WIWld8 n-""'d'dk:•, 
asl como laa posk:lones amk\oacldic:aS. con .,._ en lo repof't8d0 perm .. 1-*tG en o • ......,., • _..,. __ ....._ ________ ~----
"-1Y2_el ........ grupode--;y :Sy,_.el_UNID_de __ .La 
loc:.elud6n ..... - mue9la 9R ........ 10. 
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5·--- TCTTCGTGGTOCTGGTCTGTGTCQTTCAGAGACTCGTCCCCCTCCAGCA 105 

1=. 0

va1 
NptidoS.ftal 

-20 
Ser Phe Alg Thr - Trp Ser Leu V•I V•I V•I V•I 

ATG OTT TCC TTC AGA ACG ATG TGG TCG TTG GTG GTG GTA GTG 1'7 

V•I V•I ..... Ser Leu .... Ser ser Gly \l•I Gl~~r 
GTG GTG GCG AGT CTG GCC TCG TCT GGT GTC CAA GG CGG TCC "'" 

Nplklo Relac:ionatlo con el Precuraor 

V•I Glu Gly ser Ser Alg - Glu Arg Leu Leu Ser Ser Gly 
GTA GAA GGG TCG TCG AGG ATG GAG CGA CTG TTG TCG TCT GGG 231 

Ser Ser Ser ser Glu Pro Leu ser Phe Leu Ser Gin ...... Gin 
TCG TCA TCT TCG GAA CCT CTC AGC TTC CTC TCC CAA GAC CAG 273 

Ser V•l~V•I Phe Asp Gin Al• Cys Lys Gly 
AGC GTC AO CAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT ........ GGA 315 

Honnon.m HlpergUcemlante 
10 20 
lle Tyr ...... Alg ..... lle Phe Lys Lys Leu Asp Arg v .. Cys 

ATA TAC GAC AGA GCC ATC TTC AAG AAG CTT GAC CGA GTG TGT 357 

30 
Glu ...... Cys Tyr A8n Leu Tyr Arg Lys Pro Tyr V•I ..... Thr 

GAA GAT TGT TAC AAC TTG TAC CGT ........ ccc TAC GTC GCC ACC 31111 

.., 50 
Thr c,,. Alg Gin A8n Cys Tyr Al• Asn Ser V•I Phe AIV Gin 
ACC TGC AGA CM AAC TGC TAT GCC AAT TCC GTC TTT CGT CAA 441 

"º 62 
Cys Leu ...... Asp Leu Leu Leu lle Asp V•I Leu• ...... Glu Tyr 
TGC CTT GAC GAC CTT CTC TTG ATA GAC GTT CTT GAC GAG TAC 4113 

"ª' 
70 

Thr +v;i1 Gly lle Ser Gly ""' Gin Lys Fin 
ATC TCC GGC GTC CAA ACT GTC GGC AAG TAA GGTGACAGATCTGTCAC 530 

Fig. a. Secuencias nucleotldica y •~lnoacfdlea complet.s de la HHG del acocil C>f'con9C:fe• Mmosua. El 
81nino6cido seftal9do con -•risco e-). indica la diferencia (Leu82-Va182) ent,. ... secuena. y a. 
reportlld• .,.,.. P. bOUtlled en esta mlslna honnona. cqe) . 
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1 10 
Gin V•I Ph• ....., Gin Al• Cp Lys Gly ... Tyr ...... Arg ~ 
CAG GTG TTC OAC CAG GCT TGT AAA GGA ATA TAC GAC AGA GCC •2 

20 
11• Phe L,. LYo Leu ...... Arg V•I Cys Glu ...... Cys Tyr ..._ 

ATC TTC MG AAG CTT GAC CGA GTG TGT GAA GAT TGT TAC AAC 

30 •o 
Leu Tyr Arg L,,,. Pro Tyr V•I Al• Thr Thr c,.. Arg Gin ..._ 

TTG TAC CQT »AA ccc TAC GTC GCC ACC ACC TGC AGA CAA AAC 1211 

50 
c .. Tyr .... "'"" Ser V.O Phe Arg Gin c,.. Leu """ ...... 

TGC TAT GCC -T TCC GTC TTT CGT CAA TGC CTT GAC GAC 1115 

eo 
Leu , Leu Leu lle Alp Val Leu ...... Glu Tll" , .. Ser Gly 
CTT CTC TTG ATA GAC GTT CTT GAC GAG TAC ATC TCC GGC 

70 75 
v .. Gin Tllr v .. Gly L .. Fin 
GTC CAA ACT GTC GGC AAG TAA GGTGACA~.-..TCTGTCAC 225 

• 

Fig. to. Secuencia nuc:leolkllCll y amln<M1cldlc. de la región de .. honnona mmu,. de .. HHG del acocil 

On::onectes __,•u•. Se muest,. la posición de los ongonucleóttdos usados en I• raacclón de PCR, SSCP y 

sec:uenciación. Con n.c:l\a Clelg8da u mue91ra el pmr 1 y 2. y con flechas gru-. .. lndle11 el .,.,- 3 y •. 
An1b9 de la secuenefa n11Jcie0Hdica, se muestra la posición de los amlno6cidos. Los numeros que est•n • la 

dereeha, representan el 11Umero del nueleótido al final de cada renglón. 
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Slrt?'fr del QNA comp!P,,,.,,..rfo fpNAcJ 

La eín'9aia dtt DNAc - llevó • cabo por un• ,.•cción de transcripción reverAI 

(TR) con - en ., pn>IOCOlo reportado po• Gibco BRL. 

Volumen finW • !P'CSH'r 20 u1: eo.--- lin-•: 
3 119 de RNA loWI 

1X ~..- (5mM Trla-HCI, pH 8.3, 7.5 mM KCI, 0.8 mM MgCI,). 

10 mM 1.4 - -itol (DTT). 

100 ng - o11gon.- d(T),. 
500 ¡iM de cada dNTPa 

800 U de u.nocriptlo .. ,._ MMLV (Moloney Murine Leukemi• Virus) 

Tiempo de incubación: 1 hr • 37°C • inmediatamente deapu•• • 4º C. 

10 "''de I• rwllCdón de TR •• usaron dJ,..ctament• pa,.. I• •mplifiC8Ción por PCR. 

Ae .... c1slpm1 del pNAc. 

Vofumen finar de reacci6n 50 uf: 

Conc:entr.cione lin-: 

1 X ~..-c20 mM Tria-HCI, pH 8.3. 50 mM KCI, Glbco, BRL) 

1.5 mM MgCI, (Glbco.BRL) 

500 pM - Cllda inic:lmdo• 1 y 2 ó 3 y 4. 

200 ....... - -- dNTP (Glbco,BRL) 
2.5 U de T9Q pollm.,..sa ( AmpUTaq, Perkin-Efmer, Cetua). 

10 µJ de la "'9Zd9 de ,.acción de la ttanacriptasa reversa 

¡ 

1 

1 
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Lm amplificación .. ,..alizó en un DNA Therm.I Cycler (Perttin-Elmer &eOO). El 

progr8m• u-do con el par de iniciado,.• 1 y 2 fue el siguiente: 25 cidoa de 

daanaturalizmción a 95ºC, 1 min; hibridación a 52ºC, 1 min; extenal6n at 72°C 1 mln. 

Con 5 mln de dean.w,..uzación pravia a 95ºC y una axtenai6n final por 5 min a 72°C. 

El programa u .. do con el par d• iniciadores 3 y 4 fue el mismo. excepto que la 

temper11tura de hibridación fue de 50º C. 

Eatrmqlw cl9 s1pmctén dPI producto de pCR 

El DNAc ampltrlCadO M ... eccionó con ba .. en au tal1\8t\o por electroforaaia 

en gel de ag•ro•a al 1.8 %, usando como amortiguador, TBE 1X ( 0.09 M Trta-aor.to, 

0.002M EDTA). Lm clonación ae llevó acabo a partir de todo el producto de PCR, en el 

vector de exprelli6n pMOSBI- (Amerah•m), u .. ndo I•• condicione• deactttaa por el 

proveedor. Eate vector de expresión tiene extremos cohellivoa con timidlnaa 

compmitlblea parm toa productos de PCR que pre .. nmn extremos cohesivos con 

adenoalnaa en au región 3º. Las caracterfaticaa de aste vector •• muestran en .. 

Fig. 11. Laa donas •• obtuvieron y purificaron en <:*lulas co~petentea OHSa. (Glbco, 

BRL). Siguiendo lea lndlcmcionea del prov-or. 
t..a ctonaa contan..,,do loa pllliismldoa recombinantea (don•• positivas) fueron 

ldentificada• u•ando como marcadores la carbenecilina (50 µg/ml) y la a.

complementación (97). 
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Flg. 11. V- de -- pMOS81- (2U7 pb) -o P•ot• i.· cl0nacl6n del ~o de 

PCR. 

'k1n 'ºp .. QN& •lf!!kHcp Pn "9"'"' MeCflll 

S. lúo - de DNA plaamidlco en pequel\a """"'ªde ceda una - la& 
o:lanaaPo-.. -•(97). 

Para c:onftnn9r la pcwaenda Clel inaerto. •• decir et producto de PCR de 225 - de-·· los plúmldOS u corrien>n en un gel de -roaa al 1 % y u comparó 

el - con respecto a un marcado.- de peso molecular ( ).·/Hlnd m •. Glbco, BRL). 
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Antllel• M cton•• por macclén en ctclena de 11 aoHnwreff - pollmO!!lamoa 
confprmtclqnaln clP yna toft cadf!n1 «PCR-SSCP! 

Un total de 82 cion1a obtenld•• d• dos lotea distintos de RNA total extr8ido 

del tallo ocular de P. bouvierl, •• 1naliz1ron por PCR-SSCP (Ga). 

Loa pl•smido• obtenidos despues d• nevar • cabo Ita mlnipreparaciones, .. 

amplifiairon directamente por PCR-SSCP usando los mismos ollgonucle6tkloa que .. 

utilizaron paq¡ .. TR-PCR, en cada uno de loa lotes d• RNA total. 

Las condicione• de PCR ptrai •I 1n61isls de SSCP fueron lea alquieptes: 

30 ciclos de PCR, e.mida uno consistiendo de: 95ºC, 30 segundos de 

deanmtu...ilzacl6n; 52° c. 30 aegundo• d• hibridación; • 72° e, 30 aeQundo• como 

extensión. y 4° e lndeflnld1mente. 

Cac:t. mu.atra 1 ampUflqr fue prep1raid1 en un volúmen de re1cción de 10 w como a 

conttnuaci6n H describe: 

Concentr8c:i6n finml de cad.- uno de los reactivos: 

1 1111 de s>l*smldO 

1X emonlg- [10 mM Trls-HCI, pH 8.3; 50 mM KCI; 0.001 ~ (plv) gelaltlna) 

1.5 mM MgCi,; 

0.1 mM de u,.. inezda de dCTP, dGTP, dTTP 

O.OBmMdATP 

10 pmol de c:aá Iniciador 

1 unidad de Taq pollmara .. (Pertdn Elmar-Cetua) 

2 11CI de [ • ..,P]dA TP (8000 CUmmol, Amaraham) 

Despu•• cs. la ampltflcmci6n, cada producto de PCR de C8da muestrm .. 

PfWp8l'6 de 1• siguiente manera, 1111te• de .. r colocado en el gel: 

Por C8da 1 f.11 de cada ra9CCión de PCR de cada mue•tr8 .. .clidonaron 24 J&I de 

amoltlguadorde carga (115~ forrnamld•, 20 mM EDTA, 0.05~ da azul de bn>mofenol, 
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0.02 • ~ FF). Se dean•turalizaron 15 minuto•• 95ºC • lnmecti.iamenw • 

4ºC. 

De esta n.zcla. sola .. tomaron 3,.U para aer colocado• en el s¡el. 

Se uf6 cama conwol una de ••• muestras b•io condición no deaMhJf'91iz•da: 

..,,....,....., a un 1 tJl de mueatrai .. adicionaron 2•µ.J de amortiguador TE (1 o 

mM Trla-HCI pH 11, EDTA 1 mM, pHll). De ••to• 25 µJ. - - 2 µJ y -

edlcionWon 2 µJ de ...-tiguador de - (0.25 'M> azul de tio-IOI. 0.25 'M> xll6n

danol FF. 30 ~ gJicerol en agua). De ••ta última mezd8, 3 IJI tueron uaaqoa _,.. ---gel. 
Loa ~· - PCR - ....,izllron •n gel de poliec:rilamldll (Acrilolmkta: 

N,N·An alJll="a~. 19:1) al etM:t. sin glicerol. Lm conid• del a-1 .. Hev6 •cabo 

usando arw llg .adoc"TBE 1X. a 10 W9tts constantes y a i.mperatuf'8 ambiente. 

L.aa c:lonaa -. ot>wnldlla - aecuenc:i8ron en ""'t>aa -· 
u....SO el ,.,._de tennlnaci6n con dideao><inuc:leótldo• (100) UI - -

llevó a cabo uaendo el kit AmpliCycle Sequenclng Kit de Peri<in-Elmar. Se alguieron 

--delprov-r. 

ar.vemente a continuación .. muestran las concentrmcion•• finailea de ceda 

...-Oullliz.clo: 

- 200 ng - t9mplado (pl6amid0) 

- 100 pmola• - o11gonude6tldo 
- 1X de a. rnazc:la Cycling ml.x (10U AmpliTaq DNA polimera ... CS. •n SO mM 

Trla.-HCI, pH 8.9, 10 mM KCI, 2.5· mM MgCb, 0.025% (v/v) T-nn 20). 

- 2 !ICI de [ """'P)dATP (3000 CVmmol, Amer.h•m) 

Las ~· de ampUficaición fueron las siguientes: 

30-- amplillc8ci6n de: 
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De~• HºC 30 aegundoa 

Aline•miento • SOºC 30 segundos 

Extenalón • 7:rc; 1 minuto 

e--.. que las condic:ion•• de mnpllflc8cl6n fueron ... -· 
por el proveedor y que ~· .. hiZo un ciclo eJCtrai con laa aiguient•• condicione•: 
Un minuto de deanaturallzec:i6n • 95-C. un minuto de hibr'.cla el d n • so-e: y un minuto 

de ·--• 72"C. Se dejó U"8 últlln8 extenai6n - 5 minutos • 75-C. Se dejó 
81fin8Ique18 ._...,,.. b8J8,.. • 4-C. 

El gel de ~tue 7Mdeu,..,11'llode11Crilamid8 • bla-- (29:1), 

-·las -uc:lone•-. P8l"8 18 _.,-del gel, - como el.,.,._ de 

- y el TEMED fuMon de Bio-R8d. L8a muell1nla - __,..,., • 70 -
cona1.m1tea y • una temperatu,. aproxim8CM de 509' C. 



DISECCIÓN DE TALLOS OCULARES EN DOS OCASIONES DIFERENTES 

1 
EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL 

l 
TRANSCRIPCIÓN REVERSA - REACCIÓN EN CADENA DE LA 

POUMERASA (OLIGONUCLEÓTIDOS 1-2. Y -) 

l 
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1.8 % 

l 
CLONACIÓN EN EL VECTOR pMOSB/ue (TA-CLONING) 

l 
TRANSFORMACIÓN BACTERIANA 

l 
SELECCIÓN DE CLONAS POSITIVAS POR RESISTENCIA A 

ANTIBIÓTICO Y ALFA COMPLEMENTACIÓN 

l 
MINIPREPARACIONES DE CADA CLONA 

1 
CONFIRMACIÓN DE LA PRESENCIA DEL INSERTO 

POR ELECTROFORESIS rN GEL DE AGAROSA AL 1 % 

SELECCIÓN DE LAS CLONAS POR ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS 
CONFORMACIONALES DI UNA SOLA CADENA (SSCP) 

SECUENCIACIÓN DE LAS CLONAS CON DIFERENTES PATRONES 
DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA (METODO DE SANGER) 

33 

Ag. 12. S. muestr. un di•grama de flujo de la metodología seguida durante este trabajo. 
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El uao de PCR con oUgonucleótido• derivado• de las aecuttncill• f'ltpOl"tlld•• de '8 

HHG de P. -,; y la HHG de O. l/moaua, mostró ..,. Ul1ll t6cnica -· no -

de_. del• lr8nCtipclón -· •lno t8m-., de•P.-• de,...,.,.• cllbo 81 -111• de 
polln-1immoa confonn..,..,,,_• de un• SOi• C8deNI o SSCP (1111, 101, 102). 

se uaó le .-..cci6n de PCR p•rm I• amplific9dón de DNAc~ En ••t• caao no -

uamron ollQon.-Jdo• degen-• debido 81 .ita grmo de lllmilltud ( 1111 '!l.) - la• 

do• •mpeciea de-.. 

Eat. t6Cnica - utilizó en un• aecuana. ele dos pasos p.,. obtener I• aecuencim 

compl8tll del ONAc que ccdifk:m la HIM de P. -d. 

Dentro de un pr¡,,,... -· ae dl .. ti.ron un .,., de ollgOnucleótido• 1 y 2 (Flg. 8 '11 

10). Lm .-. de lo• oligonucleótidoa u-• en el PCR fueron di-• con -

en lo lllgu-: 

•.- p,.viamente .. había reportado ... aecuencilla pardales deducid•• de las HIM. HHG 

y HIV en P. bauvierl (83,84,85,88). En estos trabajos .. mueatrm que existe un. alta! 

similitud • nivel de amino6cidoa enbw las 119• honnonaa, eapecialrnent9 en loa extremo• 

llmino y cerboJdlo en·-e_.a de ecocll. 

b.- De Klei¡n et •l. (98) por medio de la ••-•egl• de PCR, - la clonación '11 

exprwal6n de doa RNA men88jero• de la HHG ... o. /imomua. 

o-.Lm - •1.-.ud emino8cldlc8 (119'!1.) entre I•• HHG• de loa 8COCilea P. bOuWerl y O. 

tlmoaua. Ambas HHGs difieren únic.-mente •n un camtMo de rwaiduo, Leu82 ...... 

V8182, (Fig.13). 
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Fig. 13. Comper8d6n ele ... ~de amlno4cidos entre las HHGa de P. bOutllwl (Pbr) .., o. 
trmoaua: (Olm). La llnk:a ~ M IN.leMt'8 en al f'9C&.ledr0. Ambas honnOn .. u.nan un ..aiduo 
d9 6cldoo I* el' 1 f7?1ico (pE) como extremo amlnO y en el extremo easbmdlo .......,.." un residuo 
dev-(V-Mt,). 

Con baM en esto• antec:edent.a, l8 estrategia aeguidm clur.nt9 '9 d0naci6n, fue 

- si • nivel d8 -· I• HHG en- ami..a e~ ele 8COCll8a .,. muy 
~. &aa aacuenclas nudeotfdicaia tendñan una •'milltucl muy alt8 tambi6n y mu 
-"" peñeiaedendo a a. miama t.mUia. 

Por to -· la ...,._ de PCR fu8 utilizada como una •atr8l9Qla de donllClón 

_. ~ .. DNAc. - en la lnlormmción de 1• ~ de .,,.lno«:ldo• 118 

un_.~ de..,,. •apecle - (101). 

Esa __...... - pena6 con v- .., el poalble - no e6lo de unm 

,_,,_,sino~ - .i - -• honnonao, •• d-. que ~nla - podrf-. 
'*"- loa - _,..por aer miembro• d8 una m...,,_ l.milla ~-

~ .. primer paao - la dc>n.ci6n, ae obtuvo un '-"'de 225 pb, .. 

cu.t .. kWOClujO en un vec:IOf' da expresiOn y •• .. leccklnaron aquell- donas que 

~ et if\aerto. Algunas de ••'-• clonas fueron aecuendaclas para conocer au 

5dllntid9d. La .-cuancla de amin~cidos .. dedujo apanir del DNAc Obtenido y M vi6 

que cainddia en au mayoria con la secuencia parcial repon.eta praviament. pare la HIM. 

El pno molecular de la protelna deducid• era de 8330 De, y .. report8do erm d8 

8320 O. (84). Al l'l9Cer la c:omparaci6n da las secuencias de ami~dos entra ambas 

proteinaa, - ~tr6 que ta diferencia de pesos se d•bia a un solo aminoácido en ta 

poak:i6n 71. Aunque para entonces no •• sabia con exmctitud el amtno6cido en esta 

poak:ión ... ,.pott.alba que podi• Hr un• 1eucina o una isoleudn• (84), y en 6ste trabajo 

.. enc:ontró una t:rwonina. 
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Al ·~ loa raault8doa, .. vló que .. treonlna deduckl8, _.. reautbldo de una 

"mut8clón dirigida" que esl8b• siendo introducidll debido al dlsello de los 

ollg0nucle6tidos uaados duranl8 i. •mpllflc.c:lón. 

Por lo que como un segundo P-9•º con baae en lo obtenido anteriormente, .. 

llevó a cabo de nuevo la donación, pero esta vez .. disat\6 un nuevo par de 

ollgonucleótidos. el 3 y et 4. El ollgonucle6tldo 4 antl-ntldo ocup6 I• mlsmm posición 

que et oligOnucleólldo 2. El 18matlo fue de 1e mer y i. ...,.....- no lnclula i. trwonlne 

71, sino - fue - a partir de v .. 73 y ocupando unas-· - - 3' no 
codlftcante. El oligonucleótido 3, fue diaet\ado para unirse • la c.-dena sentido del DNA y 

ocupó .. mismai posición. Se di .. 1\6 con un tamat\o m· 18 rner parm igU9l9r la -tura de hibridación (Tm) durante la amplltlcaclón por PCR (Flg. 8 y 10). 

La •• .._ .. ._-, c:omo - mue•- en i. figure 12, duranta i. ~y i. 

segunda clon8Ción fue la miamai y aún cuando en cac:l9 una, el RNA utilizedo fue 

extraldo de al1immlea diatlntoa en cada oc.-aión, •I reautt.do, bejo ••t8• condicione• fue 

i. __., - DNAc-c:odlflcm lot reglón de i. honnonll mmdura de i. HIM. 

En ambas ocasiones .. siguió a. misma rnetodologlm de donaci6n, y loa 

reautt8doa que a continuad6n .. prwaent8n son loa obtenidos deapuea de l .. var a cmo 

•- ampliflc8cionea con loa oUgonucleótidoa 3 y 4. 

Di"'7f1'm de tl!!loW 2S' ...... 

Acocil mexicano Procambarus bouvlerl. 

1 

l 

1 
1 

1 
! 



Extracción de RNA total. 
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Fig. 14. Se muestra el RNA total extraído del tallo ocular de P. bouvierl. 1.-marcador de peso 
molecular de RNA (Gibco, BRL). 2.- RNA total de mamífero (rata, cepa Long-Evans). usada como 
referencia para la localización de los RNA ribosomales. 3.- RNA total de P. bouvierl. Las flechas 
indican Ja posición de las bandas correspondiente a los RNAs libosomales. 

Transcripción reversa - reacción en cadena de la polimerasa CRT-PCRl 

PO 

600 

300 
200 

100 

2 3 

Fig. 15. ONAc obtenido por transcripción reversa apartir de RNA total extraído del lallo ocular de 
Procambarus. Las amplificaciones se llevaron a cabo usando el par de Iniciadores 3 y 4. En el 
carril no. 1.- marcador de peso molecular de RNA (Gibco). 2.- producto de TR-PCR con un 
tamano de aproximadamenle 225 pb. 3.- producto de amplificación del ONAc control. 

1 

1 ¡ 
! 
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Tl'!!nafonn•ción y •elección de clonas 

Se obtuvo un totml de B2 clonas que tenian el pl•smldo con al fragmento de 225 pb 

(colonl•• trmnaforrnad••). Trelntll en la primera y 50 en la segunda clonación. 

S9fecdón de donas ooattiva• por an~lisi• de SSCP 

De laa clona• que .. canfinn6 que tenfan el inaerto, .. analizaron par 

polimorfismo• conformecionale• de una sola e.den. (SSCP). Este rn6todo fue 

aprovec:::ti.cto, debido a au sensibilidad par9 la detección de cambios de bllMS en 

aec:uenciaa d8daa del DNA, siendo amplificado• y marcados por PCR. Este an611ai9 se 

hizo pen .. ndo en .-parar y diferenciar, en fonna muy gener81, aquellas clonas que 

tuvieran et ONAc eaper8Clo y quiZ.6• algún otro ONAc f81acionado, pensando en el meo 

gnido de aimilllud ._-(113,IM,85.88) pa .. ••to• neuro~ptldoa. 

Corno M mueatr. en Ja ftgu,.. 1e, se pueden observar dos distintos pmtronea de 

moviNdad obtenidos por SSCP: a).- el primer patrón se muestra en loa carriles 3, 4, s. 

e, 8, 10, 11, y 12. Dentro d9 ••ta• clonas se encontró una banCS. 11181yorttllrfa y varias 

minorttartaa o conformómeros, mostrando i. miama migración. b).- el segundo p.-trón .. 

muestra en lo• carriles 1, 2. 7 y 9. Dentro de ••tas clonas encoub m nos un• b8nd.

mayortt8rtm y van.a minoritarias. Dentro de ••ta• últim.a bandas se encontraron 

distinto• corrimiento• entra I• clonm del cmrril 7 al comparwrwe con las clonas de los 

~1.2y9. 

Por lo tanto, las clonas que prwaentaron patronea de movilidad ~dos a I• de 

laa clonaa de loa canh• 3, 7 y 9 fueron secuenciadas directamente pmra confirmar su 

1-. 
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Fig. 16. Anélisis de SSCP de las clonas recombinantes obtenidas. Se muestran dos patrones de 

movilidad. El patrón A: en los carriles 3, 4, S. e. 8, 11y12. El patrón B: se muestra en los caf'Tiles 

1. 2. 7 y 9. Dentro de estas últimas clonas se muestran las diferencias encontradas en agunas 

bandas minoritarias, como lo senalan las flechas en el carril 7, con respecto a los carriles 1, 2 y 9. 

NO = muestra control No Desnaturalizada. 



Secuenciación 

La clona del carril 3, mostró que era un producto de amplificación incompleto de 

la HIM. Las clonas que presentaron un patrón de movilidad semejante al de los carriles 7 

y 9 revelaron. de igual forma. la presencia de la secuencia completa que codifica para la 

región madura de la hormona de HIM. La secuencia nucleotfdica del DNAc que codifica 

la HIM en P. bouvieri se muestra en Ja figura 17. 
~ GATC 
~ '--- --;; 

~ ·-g &!~-
: -~ 
~ =-· . -
T ·-•• 
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- -. --- -. . ----• -----------· -... --------
Flg. 17. secuenclación de las clonas que presentaron distinlos patrones de movilidad despues del 

análisis de SSCP. Sólo se muestra una parte de una de las cionas que contenfa la secuencia 

completa de la región madura de la HIM de P. bouvieri. 

¡ 
1· 
l 
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S. clonó el DNAc que codifica la HIM en el acocil mexicano P. bouvierl. Este es 

el primer ONAc alallldo de una especie mexicana. Este ONAc tiene un t.m•t\o de 225 

pb y codifica. par. la rwglón de I• honnona madura, la cual consta de 74 aminoácidos 

mú el codón de termin.ci6n, dando un peso molecular de 8320 ± 3 Da. (Fig. 18). 

La secuencia aminomcfdica deducida de la HIM con!Mina .. 1. cisternas. 

Poaiblement. fonnando tres puentea dlautfuro entre loa residuo• 1-V, ll-IV. 111-VI, como M 

ha d.acrtto pa,. el cangrejo de tierra C. ,.,,..nas. Eatoa ntak:fuoa son c.mnactertaticoa de 

18 f...,illll de p6ptidoe de I• HHG (103). 

Este ~o .. ena.ntra flanqueado an au extremo amino por un rwaiduo de 

glutamina, el cual .. encuentra en el prwcursor y ea consistente con el PiroGlu en el 

neuroptptido maduro. En au extremo carboxilo. al ,..aiduo deducido Gli73 •• el donador 

esperado del grupo amida par11 la valina72 terminal (VaJ..NH2). Sólo hmy un residuo 

b41aico entre la Gll73 y el codón d• terminación, y •• una Uatnm74. t.. secuencia de HIM 

no tiene reaiduoa de triptofano, hiatidina o metioninai, un 13.5 % de la aecuencia 

amina.cfdiC8 contiene ,.aiduoa b9aicos, otro 13.5 "-1 contiene reak:luoa *=idos, un 31 % 

son residuos pc>lar9a, y .a 42 % esta formado por ,.aiduoa no poa..a, lo que indica que 

••ta molkul• •• de n.mturmlez. mode,..dament• hidrofóbic.m. 

Enb'9 et .,,áliaia de secuencia d• otr.s clonas recombinantea, sólo en un• de 

•11•• ae encontró una diferencia de una sola baae (Tyr11) fuera de la reglón de loa 

otigonucleótidoa, sin embargo, ••18 sustitución pudie,.. indica~ a. ~ de otra HIM o 

.tgún P'Ptido ralac:.iol1a:lo, •unque no M deacartm la poaibilided de un error de la Taq 

polimera ... Por lo tanto, la secuencia pep!fdk:a deduck:I• y I•• compoaidonea 

amlnoacidic.s coinciden completamente con lo reportado previamente, en cuanto • la 

caracterización qulmic. de I• HtM de P. bouvierl (87). 



42 

1 10 
Gin V•I Pl'I• Aap Gin Al• Cys Lys Gly lle Tyr Asp Arg Ala 
CAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT AAA GGA ATA TAC GAC AGA GCC 42 

20 
lle - Lys Lys Leu Glu Leu Val Cys Asp Asp Cys Tyr Asn 

ATC TTC AAG AAG CTT GAA CTA GTG TGT GAT GAT TGT TAC AAC 84 
A 

30 40 
Leu Tyr AJV Lys Pro Lys V•I Al• Thr Thr Cys Arg Glu Asn 

TTG TAC CGT ......... ccc AAG GTG GCC ACT ACC TGC AGG GAA AAC 126 

50 
Cys Tyr Ale Asn Ser Val Phe Arg Gin Cys Leu Aap Asp 

TGC TAT GCC AAT TCC GTC TTT CGT CAA TGT CTC GAC GAC 165 

60 
Leu Leu Leu lle Asn Val Val Asp Glu Tyr lle Ser Gly 
CTT CTC TTG ATA AAT GTT GTT GAC GAG TAC ATC TCC GGC 204 

70 75 
v .. Gin lle Val Gly Lys Fin 
GTC CAA ATT GTC GGC AAG TAA 225 

Fig. 119. secueneies nucteotfdica y •minoec(dlca dedudd• del DNAc que codtfica para ta reglOn de I• normona 

mlldur8 de I• HIM del 9COCll mexicano P. bOuvH!lr1. La secuencia de amlnoAcidos comienza en et residuo amino 

tennlnal y se m"'8Str9 por arriba de la secuencia nucleotldlca. La difereneia encontr.cta entre dos clonas 

recombinantes. se muestra por abajo de la secuencia nucleotldlca. Un sttlo posible de amldaclón es en la Gly73 
como se útdic9 (-). 
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Al comparara• la secuencia •minoacldica de ta HHG y la HIM d• P. bouv;erl (Fig. 

19), se encontró que comparten un 90 % de almilitud, et 10 'Mil de diferencia•• debido a 

que hay siete caimbioa entre ambaa p6ptidoa, como •• mueatrm en la• tabla• 1 y 2. 

Hay dos cambios conHrvativos, hay un amino4icido que camblm de polaridad 

(Thr71 __.. lle71 ), y otros cuatro c.mmblan un residuo cergado. ~· decir, el COdón 21 y el 

60 cambian de un amino6cido b6aico y uno lllCido f9apectivmmente, Por aminoácldo• 

polaf9a. Mientra• que loa COdone• 34 y •1 camblan dos aminoácidos ain carga por dos 
cargecloa, un t>*aico y un 6cido. 

Qulz*a eatoa cambios de residuos sean lmport.ntea pa ... la interacci4n con el 

receptor de HIM, ademllla de darle eapedflcidad y tener un efecto exduaivo sobre el 

receptor, debido a que M ha demoatrmdo en bloensayo1 de inhibición de la ainteaia de 

9Cdlateroidea in vttro, en órganos-Y , que la HIM no pr9senta .ctivk:lad hiperglicemlante, 

a pe .. r del 90 % de similitud entre la HHG y la HIM en este acoeil (87). No se han 

probado otr.a posibles actividades fi•iol6glcaa de ••t• péptido. 
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1 10 
HHO Gin v .. Pha Aap Gin Al• Cya Lya Gly 11• ... Gin v .. Pha Aap Gin Alal Cya Lya Gly lle 

20 
HHO Tyr Allp Arg Alal lle Pha Ly• Lya Leu Aap ... Tyr Aap Arg Al• lle Ph• Lys Lys Leu Si!.11 

30 
HHO Arg v .. Cya Glu Aap Cya Tyr Aan Leu Tyr ... .ldlY v .. Cya M2 Aap Cys Tyr Asn Leu Tyr 

40 
HHO Arg Lya Pro Tyr v .. Alal Thr Thr Cys Arg - Arg Lys Pro J.n V•I Al• Thr Thr Cys Arg 

50 
HHO Gin Aan Cys Tyr Alal Asn S•r V•I Phe Arg 
HIM ~ Aan Cya Tyr Alal Asn S.r Val Phe Arg 

"° HHG Gin Cys Leu Asp Aap Leu Leu Leu lle Aap ... Gli1 Cya Leu Aap Aap Leu Leu Leu lle Aan 

70 
HHO v .. V•I Aap Glu Tyr lle S.r GJy V•I Gin 
HIM v .. Ve! AllP Glu Tyr lle Ser Gly Vel Gin 

75 
HHG Thr v .. Gly Lya Fin ... ~ Vel GJy Lya Fin 

Fig. 19. Comparación de tas secuencias d• •minomcidos de la HHG y la HIM de 
PIDcamibeAI• bouvierl. La• diferencias están subrayadas. 
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T•bla 1. Se muestran loa cambios de •minoácldoa encontrados, •P•rtlr de las secuencia de 
nucleóticlos emr. I• HIM de P. bouvierl y la HHG de O. //mosua y P. bouvierl. 

Coelones en la Codones en Posición cambio de amlno6cklo Carmcterfatica del Tipo de cambio 
HHGCle o. .. HIMde del (0./.imosus -P.bouvlerl) amino41cido ,.,,.,.u• 

p __ 

Codón cambi8do 
CAC GAA 20 Aso -+ Glu 6cld0 -+ 6cld0 conservativo 
CGA CIA ,;:¡ A"' -+ Leu bAaico -+ no r cambia cmraa 
GAA GAT 24 Glu -+ Aoa 6cldo -+ - conMrvmtivo 
TTG CTG 29 Leu -+ L•u --- conMrvativo 
TAC AAG 34 Tvr -+ Lva oalar -+ ~aleo cmmbia carn• 
GTC GTG 35 V•I -+ Val --- conaarvaüvo 
ACC ACT 37 Thr -+ Thr --- conHrvativo 
AGA AGG 40 A"' -+ Ara --- conMrvativo 
CAA GAA 41 Gin -+ Glu oolar -+ - cambim cairn-

GTC GTA 411 V•I -+ V•I --- conMrvativo 
TGC TGT 52 Cva -+ Cva --- conHrvativo 
CTT CTC 53 Leu -+ Leu --- conservativo 
GAC AAT 60 """ -+ Asn 6cldo -+ onlar cambia cairaa 
CTT GTT 112 Leu -+ Val no DOiar -+ no DOiar conservativo 
ACT ATT 71 Thr -+ lle ociar -+ no oolar cambia oolaridad 

Se muestran los codones reportados para la secuencia de la HHG en o. /ltnosua y a contJnuaeión los encontrados 
en la secuencia de la HIM de P. bouvierf. Se lndic. la po5'ci6n del codón y el cambio de aml~cklo al que da 
origen. i.. companici6n entre la HIM y la HHG en P. bOuvierl solo se puede hacer• nivel de amino6cidos. Son los 
mlstno cambfos, excepto VaMS2 que se encuentran presente en ambas hormonas. 

Al comp•rarse la secuencia nucieotídie. encontraida de la HIM con la reportada 

para HHG d• O. l/mosus (Flg. 20), se encontró que 6stas comparten un 93 % de 

similitud, lo cual concuerda b•stante bien con el 89 % de similitud que pl'8aentan a nivel 

de amino•cidos. Se encontraron 15 cambios de basas entre ambas secuenci••· De 

estas 15, siete son cambios puntuales conservativos. es decir, que no se ortgina un 

nuevo amino•cido. De los ocho restantes, seis son cambios puntuales en donde c:ambi8 

et sentido del codón por otro aminoácido. Los dos últimos cambios son cambios de dos 

bases en el codón. dando lugar a cambio de aminoácido también. 
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Con reapecto • laa diferencia• •mino.cfdic.a, .. encontr8n:H1 ocho cambio• (Ver 

c.blai. 2), ••ta• aon mmctarnente laa miamaa que •• encontrmron entrw HHG y la HIM de 

Ptocambetus, .. oca.va diferencial fue en el cod6n 82, •• un c.-mbio de Leu62 -+ Val82. 

Aunque .... cmrnbiO fue por otro amino*=ido, .. conaideró como un cmmblo 

conaervetivo, ••decir, ambos amlnoKJdoa son hidrofóbico• (Flg.21). 

T8bla 2. Se mueatrwl laa catorce diferencias encontr•CS.• a nivel de aecuend8 
nuc:leotidca, .,,_ .. HHG de O. Hmosus y .. HIM de P. --

~- COdof.- ... la Poaidon del Tipo de cmmbio Posición Clef 
laHHOdeO. HIMde COdOf'I cambio en el - P.- codón 

CAC GAA 20 DUntual 3a. 
CGA CTA 21 DUntuail 2•. 
GAA GAT 24 puntual 3a. 
TTG CTG 29 Duntu81 1•. 
TAC -o 34 doble mutación 1•v3a 
GTC OTO 35 nuntual 3a 
ACC ACT 37 ountu•I 3a 
AGA AGO 40 ountual 3a 
CAA OAA 41 puntual 1• 
GTC GTA 48 puntual 3• 
TGC TGT 52 puntual 3a 
CTT CTC 53 Dunhlal 3a 
GAC -T 60 -muteclór'I 1av3-
CTT OTT 82 ountual 1• 
ACT ATT 71 ountual 2• 

se mue9lt'lln lo codones encontrwdos en ,. secuencia de P. bouvwt. Las bases nucleotfdicas 
rrwn:ecla9 en negrtl .. indican k>s cambios que se encontraron al comparane con I• secuencia de 
o . ...,.., .. 



47 

Orl s· CAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT AA.A· GGA ATA TAC - s· CAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT AA.A GGA ATA TAC 33 

Orl GAC AGA GCC ATC TTC AAG AAG CTT GAC CGA GTG TGT - GAC AGA GCC ATC TTC AAG AAG CTT GAa CIA GTG TGT ea 

Orl GAA GAT TGT TAC AAC TTG TAC CGT AAA ccc TAC GTC GCC ACC -GAI GAT TGT TAC AAC ~TG TAC CGT AA.A ccc ~.Si GT.G GCC ACI 111 

Ort ACC TGC AGA CAA AAC TGC TAT GCC AAT TCC GTC TTT CGT CAA 
PrO ACC TGC AQ!i gAA AAC TGC TAT GCC AAT TCC GT~ TTT CGT CAA 141 

Ort TGC CTT GAC GAC CTT CTC TTG ATA GAC GTT CTT GAC GAG TAC - TGI CTJ;< GAC GAC CTT CTC TTG ATA t!"I GTT $iTT GAC GAG TAC 183 

Ort ATC TCC GGC GTC CAA ACT GTC GGC AAG TAA-3º 225 
Prb ATC TCC GGC GTC CAA AIT GTC GGC AAG TAA - 3• 

Flg. 20. Com~ción dfl secuencia• nucleotldleas entra 1• HHG de O. llmoau• (Or1) y I• HIM de P. 

boc.WMti (Pbr). Lita ba .. • aubrmy.edea indiemn I•• difetend•• entre ambma aea.J•nc:MI•. L.8• bases 

aubra)'8CHI• y •n n.grtlr. indlican c.mbios que originan c.mbio d• amlno*=ido. mlencr.s que las que no 

ea.., en ~ indtcen cambios conaarv•tivoa. 

1¡ 



1 10 

º·- Gin V81 Piie AllP Gin Al• Cya Lya Gly lle 
,. __ 

Gin V• Piie Aap Gin Al8 Cya Lya Gly lle 

20 
o .......... Titr Aap Arg Al8 lle Phe Lya Lya Leu Aap 
,. __ 

Titr Aap Arg Al8 lle Ph• Lya Lya Leu Sll!I 

30 

º·'- Arg V• Cya Glu AllP Cya Tyr Aan Leu Tyr 
,. __ 

Yll V• Cya IYR Aap Cya Tyr Aan .Id!!.! Tyr 

40 
0.- Arg Lya Pro Tyr V• Al8 Thr Thr Cys Arg 
,. __ 

Arg Lya Pro La ~ Al• Il!L Thr Cya &11 

50 

º·- Gin Aon Cya Tyr Al• ASO Ser Val Phe Arg 
,. __ 

SHll Aan Cya Tyr Al8 Aon Ser Yll! - Arg 

ISO 
0-- Gin Cya Leu Aap Aap Leu Leu Leu lle Aap 
,. __ 

Gin Qm ~ Aap Aap Leu L.au Leu lle !!& 

70 
0.- V• Leu ....... Glu Titr lle Ser Gly V• Gin 
,. __ 

V• ~ Aap Glu Tyr lle Ser Gly V•I Gin 

75 
0.- Thr v• Gly Lya Fin 
,. __ 

ll!l Val Gly Lya Fin 

Fig. 21. Con~ de ... ~ aminoacfdlcas de .. '*'fa de O. 6nDsu.s y la HIM en P. llOutllañ. 

Loa --. ' ..,., • sutwaw_.. indicm'I los cmmbios encontrwloS • nfv•I de ..cuenclas nucleol:ldicaa. En 

,......_ ... c:.mb6oa no co..rv.uvoa. Sin negrtll8 son cambios conaerv ... vos. 
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La eatructu,.. de I• HIM en distJng• eapeciea da cruattllceoa dec4ipodoa h• aJdo 

detenninad8 en la langosta H. amerlcanu11 (~). el cmngrwjo de tie,,.. C. m.e,,.11 (92), el 

caimarón blanco P. vmnnamel (91). y el cangrwjo azul C ... pidu11 (93). TocM• ali.a 

comp.9rten un atto gtwKfo de aimllitud y aon muy paf9Cldaa • ,.. HHGa de lo• miamos 

cru.-.. 
EJ __,.ala de alineamiento (104) fue necho dejando un ee.p9do en el oct.8vo 

,.aiduo de a. eecuena.. excepto .,.,.. I•• do• eapeciea de cangrejos, para alinear loa 

residuos de clateí"8. En este caso, una m....,_ homologfa .. alc8nz6 .mw todma '8a 

sec:uenctaa. (Ftg.22). Como .. puede ob .. rvar, la HIM •• una molécula muy 

co---e-- _ .. y ocno .... 1c1...,. ó 18 'llo (-.., .. HIM m6a i.tQ•) 

son tcMntico• entre tod•a ... HIM. Tomando en cuent. raa auatitucionea conaerv8dms. el 

gr-.do de - 81<:8n&8 un 38 '11. ( 30 de 78 ,.aiduo•) y I• 1"9Qlón "'"'ª conaerv
c:omprende de loa ,.aiduoa 1:J..53. Como .. muean en ,. Wbla 3, los djalfntoa 

porcentti;ea de similitud entre cualquier par de organismos, coincide con aua diatmnciaa 

filogenétic8a calcu-• con bal••• en Criterio morfológico (3). 

T..,._ 3. Secuenciaa de nucleótidoa y de aminoácidos de la HIM en diatint.a especie• de _...,.._ __ 

Pbr Ho8 P•v Cem caa 
Pbr 100 79.3 50 - .e 
Hoe 79.2 100 53 - 45 
Pev 44.4 411 100 38 34 
cem 32 30 27 100 82 
caa 32 30 25 79 100 

En I• s-rte ....,,....ar derecha de la tabl• est• el pon::ent•Je de similitUd .amlno•c::fdic8 ele cad8 P9r 
de neurc>ptptldos. En I• p.ne Inferior lzqulens. se muestni el porcent9J¡9 de 9'militud nucleotkllcm 
de cm. per de genes. PbP'P. bouvl#I, HoaA•H. ~us. isotom• A. Pev-P. .,.,,,,.,...,, 
C.m-C. ,,,..,,.., CaP:C.upldus. 
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Loa poaiblea puentea diaulfuro .... n localizados en laa mismas region•• entre 

loa reeiduoa 7-43. 2~29, 28-52 y eatllln incluidos dentro de loa aminoaddo• 

c:onaervadoa. Al par9Cer, .. conectividad •• <MI mismo tipo que en C. maenas y en la 

HHG de P. boutlled. Quiz* ••ta topología ••• un rasgo común a tOda ••t. familia de 

-(80). 

El extresno carboxilo, de loa rwaiduos 54 a 78. •• una Ngión con muy pocm 

aimilltud, quiz.6 •atoa rwaiduoa •• .. n Involucrados en la eapecific:lad de ~ especie o _ .... ...-.. 
Por otro ledo, a pesar de que el m•• alto pare.enteje da similitud fue alcanzado 

enu. P. bouvied y H. •me~nus entre las HIM, la similitud encontrada. al co~,.,... 

con .. HHG de O. llmoaua y "'41• aún con la HHG del mismo Pnx:ambarus fue r!Wa 

grmnde, lo que noa indk:.m que no aólo aai.a hormonas son muy cona.v8Ctaa entre tas 

diatintaa eapeciea de cruat6ceoa, sino tmmbien entre las diatinaa honnonaa de una 

miamm especie. Lm HHG da O. limoaus eatlll muy relacionada con la de P. bouvleri, en 

0tga1izadón ••tn.K:tural. en tamal"io y tambien en ta falUI d• loa ,.aiduoa Trp, Hia y MeL 

En ••tm especie rn.lldcarw, a p.t .. r de Ja naturaleza con-rv•dai de la HHG y la 

HIM, au 8Ctivid8d biol6gica •• dif.,..nta. como fue demostrado por bioen-yoa 

'-"61c>goa. (105, 108, 107). 

Por cornpar'8d6n .. vió que ••ta• honnonas, HHG, HIM y HIV no revelaron 

ningunai almilitud con cualquier otro p6ptido conocido. Al p•recer son propios de loa 

~-

El •Nn••""-1to de I•• secuencias nucleotidlcas de estm• mlamaa eapaciea de 

cruatKeo• deacritaa anteriormente, se llevó con cabo base en el alineamiento de ... 

~· peptidicaa, obt.ni6ndoae de igu•I fonna la mas atta similitud. Corno 

podemos observar en la figura 23, esta similitud es da un 25 %. Loa pgrcentajea de I•• 

similitudes encontr8daa entAt las HIM de loa distintos organismos, •• muestra en I• tabl• 

3 (tomando en cuenta la secuencia m•• larga). 



Prb 
HoaA 
Pev 
Cam 
Cas 

pE V F DO A~· K G Y Y D~A Y F ijL EL V~ ílY~L Y~ P K V~T T~ pEVFDQAC·KGVYDRNLF LDRVC CYNLY PFVATT 
DTFDHSC·KGIYDRELF LDRVC CYNVF PKVATE 
RVINDECPNLIGNRDLY VEWIC CSNIFR TGMASL 
RVINDDCPNLIGNRDLY VBWIC CANIYR TGHASL 

Prb R E íl Y A~S V~ ijL D D L L L Y N V V D E y I S G V Q y V • NH, HoaA RE YSNWVF QCLDDLLLSNVIDEYVSNVQM 
Pev KS FVNKRF CVADLRHDVSRFLKMANSALS 
Cam RR FFNEDF CVHATERSBELRDLEEWVGILGAGRD 
Cas RK FFNEDF CVRATERSEDLAQLKQWVTILGAGRI 

Fig. 22. Comparación de las secuencias de aminoacidos de la HIM en distintas especie& 

de crustáceos decápodos.Los recuadros indican aminoácidos conservados. Pbr- P. boUlitri, 
HoaA=H. ameW:anu1, Pev=P. vtn111mei, Cam= C. maenas, C.s= C. sa¡JÍdlj!, v-NH2= valina amidada. 

~ 
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El •náU•I• de allne•mlento fue hecho de I• miam• m•nera, d•J•ndo un ••~ en 

el eodón ocho~ en I• aecuenci•, excepto paini lea dos eapeciea de c.ngrejoa, P811'8 alinear 

los codones de loa reaiduos de ciatelna. En este caso, una máxima similitud - alcanzó 

entr. todaa ••• secuencias. Como se puede observar en la figura 23, la HIM •• una 

mo~la muy con .. rvada. Sófo 58 de 234 nuc:leótidos ó 25 % (basado en .. HIM mú 

larga) son ld6ntico• entre todas las HIM, siendo este valor muy parecido al encontrwdo al 

compararse los ~ptielos. La ntgión más con .. rvada comprende de loa codonea 3--53. 

Como - muestra en la tabi. 3, loa distintos porcentajes de similitud entrw cualquier ~r 

de organismo•. coincide con sus distancias filogen•tJc.s catc:uledaa en ba .. a un c:ritwio 

mOffológlco (3). 

El extntmo 3'-, a partir de los codonea 54 a 78, se puede ob-rv•r q..,. ea una 

región muy poco con .. rvllda. 
A pe .. r de que el m•s alto porcentaje de similitud fue alcanzado entr9 P. bouvlerl 

y H. amerlcanus en las .. cuendas nudeotfdlcas de HIM, I• aimflitud encontrad•, •I 

compararse con la HHG de O. limosus, y más aún, con I• HHG del mJamo Ptocamberus 

fue I• m•• •Ita. lo que nos Jndicm que tambJén • nivel de nucleótk:ID9, no sólo eatma 

hormonas ion muy conservadas entre las dJatJntaia especies de cruat6ceoa, aJno tmmbl6n 

entre las dl1tin•• hormonas de un• misma especie. 

Un an411isis de comparación de la honnonaa HHG, HIM y HIV en distinta• especftts 

de cruat*:eoa dec:l.pod.oa mostró que esta familia de neuro~pticloa puede .. r dividida en 

dos subgrupoa o subfamilia•. 

Por un l•do el grupo de I• HHG guerda un 55 % de similitud entre ... distinta• 

especies. El otro aubgrupo es er formado por la HIM y la HIV, I•• cuales guardan un 53 '% 

de similitud tambten entre la• distintas especies. Paro al compa,..r el parecido entre •atoa 

dos subgrupaa el porcent.-je encontrado ea de 19%. 

En la tabla no. 4 se muestra un análisis del uso de codonea. E:at. •• no 

significativa debido• que no se h•n reportado otros gen•• en P. bouvierl. 



GAG GTG Tl'C GAC CM! GCT TGT • • AAA GGA ATA TAC GAC AGA GCC ATC TTC AAG AAG CTr GAA CTA GTG TGT GAT GAT TGT TAC AAC CTG 
CAG GTG TTC GAC CM! GCG TGT • • AAG GGC GTG TAT GAC CGC AAC CTC TTC AAG AAG CTG GAC CGT GTG TGT GAG GAC TGT TAC AAC CTC 
GAC ACC TIC GAC CAC TCC TGC • • A.IG GGC ATC TAC GAC CGG GAG CTC TTC AGA A.1G CTG GAC CGC are TGT GAG GAT TGC TAC AAC G'!'G 
wmmAACGACGAGTGTruAACCTrmGGCAACAGAGACCTrWAAGAAAmGAATGGmTGCGAAGACTGT~AACm 

wmmw~~TGTruAACCTrmGGAAACAGAGACCTr~WAAAmGAATGGmTGCGACGACTGT~Wm 

WCGT~mAAGGTGn~~TGC~GAAAACTGCmnwTCCmmCGTCMTGTCTCGACGACCTrCTCTTGW 

m~~mmare~~~TGC~GAGAACTGCW~WTGGG'!'GT!C~CMTGTCTCGACGACrnCTCTTG~ 

mCGCGAGmAAGGTG~~GAGTGCA.IGTCCWTGCT!CGTGWA.IG~T!CWareTGTGTGGCTWCTCAGAW~ 

T!C~A.IG~GGA~GCG~CTCTGCAGA~AACTGCT!CmAACGAGGACTTCGTGTGGTGTGTG~GCT~GAGCGGTCC 

WCGG~~GGA~~~rnTGCAGAA.IGGACTGTT!CmAACGAGGACTTCCTGTGGTGTGTGCGCGCT~GAGCGG~ 

MT GTr GTr GAC GAG TAC are TCC GGC are CM ATT are GGC A.IG ··- --- ··- TAA ••••••• Pbr 
GAT GTG ATC GAC GAG TAC GTC TCC AAC are CAG ATG are GGC A.IG --- --· ••• TAA -··-·-· HoaA 
GTC AGC CGC m CTG ~ ATG GCT AAT TCT GCG CTA TCC --- -·· --· -·· ··- TAA ---···- Pev 
GAA GAG CTG AGA GAT TTG GAA GAG TGG GTr GGC ATT rn GGG GCT GGC CGG GAC TGA -----·· Cam 
GAA GAC CTG GCA CAG TTG ~ CM TGG GTC ACG ATC rn GGG ~ GGT CGG ATC TGA • •• • •• • Caa 

Fig. 23. Comparación de las setuencils nucleotidicas de la HIM entre cútiltu especies de austialos deQpodos. Pbr- P. botMtti, 

HoaA=H. americanus, Pev=P. vannamei, Cam= C. maenas, Gas= C. sapidus. Lis lens llbayldls indicln llS bms conserVlliv11. 

111 
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DISCUSION 

A principio• del sig:to 20, KoUer (108) y Perkins (109) moatrmron que en cmm•ronea, 

lo• movimientos pigmentario• de loa crom•tóforoa eran control8doa por honno"8a 

deriv•d•• dell taillo ocul•r4 Durante este mismo tiempo, H•natrOm (110, 111) describió un 

compfejo endocrino en el t.llo ocular de crust6ceos, el órgano-X y I• gl•ndula ainu .. 1, y 

sugirió que este complejo endocrino podría jugar un papel en varias funcione• fiaiológic8a 

del animal. Además, I• eliminación del t.llo ocular condujo a conocer nWa acerca de 

eatoa órganos en varios procesos fisiológicos como: el depósito de calcio en la cuticule 

(112), la acelef'8ción del ciclo c.rdiaco (113), la contracción muscular (114), la inhibición 

de la vitelogéneaia (115), la glicemia (116) y la osmoregulaci~n (117) entrw otr8a. 

Loa estudios más recientas en el área de neurohormonaa y au aecteCió desde el 

sistema órgano-X • gl•ndula slnusal, se han enfocado principalmente • la car-.cteriz•ción 

de •atoa neuropéptidos por métodos bloqufmicos. Durante loa últimos at'los, se ha dado 

m.fl• atención a ta HHG, HIM y• la HJV. Estas tres hormonas pertenecen • una f•mili• de 

péptidos que hasta ahora sólo han sido encontradas en crua~ceos. La HHG h• sido 

secuenciada en una especie da cangrejo (90). en una espacie de langosta (•unque 

también tiene actividad da HIM) (94), en un isópodo (118) y en t,..a especie• de 

langostinos (87,98,119). La HIM ha sido descrita en dos ~speci•• de cangrejos (93,92), 

en una especie d• camarón (91) y la HIV (o HIG) sólo ha sido reportada en la langoam 

(120). 

En México, los primeros reportes sobre la caracteriz•ción de una hormona 

neurodepresora en la glándula sinusal de P.bouvieri fue eri 1977 (121) y no fue haat. 

1986 que se desctibió una familia de neurohonnonas en este aeocil mexicano. Esto .. 

•poyaba en la .. mejanza en hidrofobicidad de estos neuro~tidoa, los bioen .. yos 

homólogos y heterólogoa in vivo • in vitm, la semejanza de sus ma .. a molecu'-irea, los 

datos de compasición d• amlno4tcidoa y la praaencia de parws de Isomorfos (122). 

Los p6ptidos d9 HHG, HIM, y HIV constituyen no sólo una familia a nivel de las 

distintais especies. sino también dentro d• una sola especie, como •• el caso de 

P.bouvieiff. 

,· 
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El conocimiento de I•• secuencias •mino•cido• de I•• honnonaa •nte• 
mendonadma h• contribuido enormemente •I estudio de las misma• a nivel molecutair 

pmra I• lnveatig•ción neuroendocrina en crustáceos. Las eatructu,..a primarias de ••t.• 
preprohonnone• han sido deducidas a partir de la obtención de DNAc del tallo ocular y Ja 

Cf9ación de bibliotecas de ONAc. La selección de estas bibliotec.-a ha •ido por hibridación 

usando como sonda oligonucleótidos degenerados (90), ·o por la t6cnica de PCR. 

util~ndo oligonucleótidos degenerados para una primera amplific.ción, diaet'iados con 

ba .. en una secuencia reportada para el mismo gen en otra especie. Con base en ta 

secuencia obtenldat ae llevó a cabo una segunda amplificación con oligonucleótidos 

eopeclfico• (123, 124, 125, 126). 

Otrai eah'altegia de PCR fue con el uso de dos pares de oligonudeótidoa 

dege,,.,..dos con base en la secuencia amino terminal y carboxilo terminal del mismo 

péptic:lo. Con est.ms sond•s o productos de PCR se hizo una selección de una biblioteca. 

Lm útima estrmtegia de cion•ci6n fue por el m•tocto de RACE (rmpid •mplificmtion of cONA 

ends) (91). 

En este trab•jo se aprovechó la alta similitud entre la secuencia de aminoáicid'o• 

de las distint•s hormon•s reportadas en Procambarus, así como la cercani• evolutiva que 

existe entre eshl especie mexicana y el acocil On::onecte!f limosus. La estrategi• de 

donación que se siguió en este trabajo, fue a partir de PCR usando oligonucleótidos 

disenados con base en una secuencia de un gen que pertenece a la misma f•milia 

peptfdica y en una especie muy cercan• filogen•ticamente. 

A P9Sar de que el péptido (85) más abundante encontrado en I• gJ*ndula ainu .. 1 

de Procambarus es la HHG (mas del 64% ). del alto grado de similitud de las dlstinhls 

hormonas en el acocil y de haberse realizado la clonación en dos ocasiones dlstinbls 

utilizando dos lotes diferentes de RNA total, solamente se encontró I• secuenci• de DNAc 

que codifica la HIM en las distintas clonas recombinantes secuenci•das. Esto nos podrf• 

indicar que I• expresión de la HIM es mayor que la de cualquiera de los otros ~ptidos. 

P•ra la HHG, en un estudio realizado en Holanda (24), se vió qua I• expresión del 

RNA mensajero v•rfa a Jo largo de todo un día, lo cual coincidi• con I• abundancia 

encontnlda con respecto a la cantidad de protefna (24). Para la HIM •ún no se ha 

reportado nada aJ respecto. Quizá la expresión del RNA mensajero de la HIM ... 

constante a to largo del periodo de intermuda. Para C. maaf18s H ha visto que I• 

expresión de HHG y de HIM no se lleva a cabo en las mismas células y tampoco coincide 
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su libentd6n de .. ghllndule aJnu-1 (128). Mlentr-.• que HHG p•rece ••tar lnvolr.ac:racl• en 

rwgulacionea • corto t6rmino y au liberación puad• reapander • v•rioa ••tfmuloa 

•l"ntMentalea (127.128). I• aecreci6n de I• HIM paree. .. r •ctiv• •n procesos • corto y 

.. rgo Mnnino, como I• prolOng•ción de I• lntennuda y h•y avidenciaa de rwgulaci6n 

dur8ftte I• premud• (129). S. h• demostrado en C. tn9•n•s. qua Wnto I• I~ como 

.. loc.91iu1ción de 1• HIM difiere conaide111blemente de .. HHG (126). S.rl• lnte,._ 

••tudier .. ~ción y •xpreaión de estos ~· ~o diatlntaa condicione• natu,..._. 
y ·~•. aar como ver el nivel de transcripción de la HIM en distinto• eat8dioa del 

ciclo de ,. mude 

O. Kleijn et al. h•n visto qua I• •ctividad de HHG c..mbla bajo condicione• como 

el eatr9a, la temperatura. el fotoperiodo y tmmbien durante loa distintos cidoa de la muc:t. 

(1215). 

P•,.. la realización de este trabajo loa anima .. • utilizados fueron aduttoa y todos 

.. t8b911 _, periodo de intermuc::a.. Qu~ taa concficion.• Uti~• perm el mmnejo, 

b'W1apOrte y rnantenimeinto d9 estas Oro-'liamoa en el laboratorio, ••f como otroa factorwa 

como el totoperiodo y al ••tnll• ... n condiaon.a prwdominantea a tomar en cuent. P8dl 

.. clOn8dón de .. HHG y I• HIV. 

Con respecto a I• edad. •• ha visto que ctesde •I primer estadio a.rval de las 

langOStas (130), varia el nivel de ecdlateroidea •n a. hemollnfa durante el ciclo de a. 

mudm. Hay cambios tanto en Ja ecdiaona como en la 20-hidrmdecdiaona, aunq..,. estos 

canbk>a no .. explican todevla. S. pien .. que i.a larvas de ptJslKeo• po...,, óro-"O• -
X y -Y muy rucfimenlario• (131) y que qulz.6 u-n el mismo alatema de regulac::ión 

endOCl'ina para et control de la muda el cual •• aparwntemente deUNTOllado 

temptanament• en la vida de Jos artrópodos. Este proceso ha sido ampliamente 

••tudledo en animales adultos (&e). 

Aunque a. secuencia que se reporta en este trab9jo solo corT9Sponde a la rwgión 

de a. hormona madura, la .. mej•nza tan g,..nde que guarda con la HHG del mismo 

Procamberus y de otras especies como Ote0nectt1s, nos muestra que este neu~ptido 

parace pertenecer mas al grupo de HHG/HIM que al de la HIV. Pa,.. confinnar esto haría 

falta conocer la estructura completa de HIM incluyendo a la secuencia del ptptido .. .,., y 

qulz.6. si lo pre .. nta, algún p6ptido relacionado con el precursor (PRP). que aún no hm 

•k:to demostrado en otras HIM1, y ni en ta HIG (133). Se p~pone que el PRP eaUi de un 

modo ubicuo en la estructura de toda• las HHG de crust6ceoa. Hasta el momento no se 
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conoce la •ctividad biológic. del PRP. Eattla ••tructurm• canMtV•daa sugieren que: a) 

aseguran el conwcto plegamiento de Ja proteína, •JCPOniendo lo• sitios apropiado• para eJ 

proce .. mJento por enzimas, b) ••9Quran la cort'aCW aaignaclón de loa puentea dlaulfuro 

y e) pueden jugar un papel •n ra sfnt••I• de difarentaa· iaoformaa de loa ~tidoa 

(132, 133). 

Eato noa daría un acercamiento mayor a la relación que guarde ••18 familia 

peptlelicm no aólo dentro de Pracembatus, aino dentro et. loa cruatáceoa y en aen-,..J en 

loa artrópodos. 

Se .ncontró recientemente la presena. d9 do• iaomorfo• para ,. HHG. Eatoa 

iaoformoa tienen Ja miama aecuenc:i9 aminoacldica y la dif.,.,,cia - debe • que en el 

terc9r residuo existe un aminoácido L o o. Eat. caracterfatiell - observó en especies 

como H. emedcanua (133). Proca-rus C/11-(119). y P. boutMld (IM,85). En P. -

tm Fen en la tercera poaJción •• la que c.mmbia de L-Fen en HHG-1. a O.F4tn en HHG-11. 

p.,. el caso de HIM, .. encontró lo mismo. 

OtMw1te la eecuenciación, .,, unmi de aaa clona• .. ·encontró un C8mblo de una 
ba ... fuet'a de fa región cte loa Oligonua.ótidoa (Fig. 18). Esta cmmbio .. tocaliul dentro 

del COdón 18 en la -.cuancia nucleotfdicm • implica un cambio de une guanina por una 

edenina (AAG -. AAA) sin •Iterar el •millOecido codificado. Esto noa podri• indicmr i. 

prwaenc:i9 d9 algún isomorfo o 81gún ~ptido n1141cionedo • HIM. H••'- este momento no 

•• paaible decir cum •• •I origen et. •• diferencie de eatma cfonaa o si hay otro miembro 

de .. ,.,,..... de neurohonnonaa o si ••to ... el resultmdo de otro gen. Aunque •ate 
cambio solo - encontró en una SOW d• I•• don .. •naliz•d••· t.mpoco .. d9ac11rt8 I• 

poafbUid8d de un error de I• Taq polimerm ... Pe,.. explicar esto, .. ,,. neceaarto •xpr9sar 

ambO• DNAc dtt HIM con y ain I• austituciOn pre .. nte en el codón 18 y •naffzer e.de 

hormona en bioen .. yos in vitro sobre Ja síntesis d• ecdiesterokSes, y qUida conocer si 

tambittn existe •lguna locaflzltción en la glalndula ainua•r en ronn• aefectiv• de tos 

dl-• ptptidoa. 

Las diteranci•• encontrad8ia entre fa HHG y I• HIM •n P. boUW.rl podrt.n lndic8r 

que son productos de diferentes genes y q\MI estos pudieran estar e.xpnaaac:loa 

dlferWneialr'nent como .. h• visto en otros cruaUlceoa (123). 

Loa velcxwa de similitud entre las HIMa de Jos distintos c:tu•t.6cea• conct.Mll"daln con 

las diai.nctaa tnogen•tiea• entrw ellos, establecidos de acuerdo a Cf'iteñoa morfológico• 

(3). H .... 8honl, no .. h• reportedo la pre .. ncia de intronea en eatoa Q9ne•. 



60 

Et anMal• d9 eatoa neuroptpticloa •n crustáceos •at8 muy fajo• de comptet.mrse. 

Aún - ,...,...... trmblljalr en loa neuropéptido• que son sintetizados en otrma regiol"Mta 

endc>Cttnaa. edem4ia de I• ge.ndula alnuaal en el tallo ocular. Laa t16cnica1• de biología 

recomblnante no sólo ••tan dkigld•• •I estudio del modo de •cddn y loa aitios blaineo de 

... nonnonaa rwapectiv••· afno qu• también podrf•n permitir ••tudio• d• •• rwlación --· Lai combinaci6n de ttknicma de biología molecular _con "'*lodo• bioqufmicoa • 

irvnunoqulmic:o9 provee una elegante herramienta para el ••tucfio de loa neurop6ptido• • 

nivel de RNA men..;ero y pliptidoa 90 anim•I•• indiviciu.•a en dlfetwnte• condicione& 

118iol6glca•. 

El conocimiento de i.a secuencUI• aminoaddba cM .. toa neul'Op6ptidoa he 

coe1bit:Wdo •tanne1m.nra a la Introducción de t.tcnica1a de btOIOgla mol9Cu..,. en ,. 

in11 Ulga:iOn endOc:rin9 de cruat*=eoa. ~ aecuenciacit>n y Ja c:IOnación de loa DNAa 

coc11pN:mee1&afo9 ,..~. hac:e posible deducir lea eatructum prim.,...a et. verlo• 

~·~·y prov..,. henw.mientas t6cnic8a •~ficaa pe,.. eatudlmr 
au ~- Adem.lia, ••tas ~k:ea eaf.6n diapcnit>Ma parm la pcoducción de honnorwa 

pmpc:fdicaa recornbinanta de cruaUtceoa en aiatemaa eue11rióticoa, pudiendo producir aal 

v.na. de a.a neurohonnon8a d9acrttaa en C8ntidad•• gr8nde~ y puras. 

El conocimiento fundatn4tnr.I de Jaa eatructu,..a y funcione• d9 eatoa 

nM#'Dplpddo• de c:ruat.K.eoa putKSe d•r indicios interesantes para Ja cti•OZ9 de •nim•le• 

bajo wnbientea ..utic::iale• de •c:uacultura. 
Seri• interw~ I• aplicación def control de I• mud• en .cuacuttura. El g,.n 

wm.fto y v.aar nutritivo y comerci•I de eatoa organismo• puede ser un• posibJe 

propo81clónv-. 
No My que ohfidalr que el pmoaso de la muda e• un evento muy critico 9" la vk:t• 

dll lo9 .cod .. •. Y• que el •nimal, durante este i>ttriodo. ea susceptible • I• exposición • 

c.1ibaliamo y •taque por depredadores. Se tiene que tomar en cuenr. la Importancia de 

.. te fenómeno •n el cultivo de acocifes, fo cuaf afecta todos los •apedoa de 1• vida d9I -· 
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CONCLUSIONES 

- S. clonó el ONAc que codlflcm la honnon• inhibido,.. de ta mud• en el acocil 

PtocambatU• bout/'Jetl. E• el primer neuroP*Ptido donado ~ ui. eapecie de 

cru.-~mexicano. 

- E- ONAc .. un "8gmento de 225 pb que codiflc.m a. región de a. ,_,._,., -
Ea ..- -. -... _.idlc:a conatitufde por 74 ...,¡no*:Ídos ,.,.a el codón --· 
- COntiene loa codone• respectivos ~ seis residuos de ciatefna. loa cuales son 

caracterfsticoa de eatm familial de neuro~a. El COdón 1 COdlfic8 un• Qlut.amlnm, ,_ 

cu.i coincide con el piroglutámlco reportado. El eodón 73 COd- une gl-.a a. "'-181 

ea el -del grupo IUnlda donad<>< PM8 a. v.irna termln81 (V•NHz). 

- lAI aecuena. de amfnoKidoa y el peso molecu .. r deducido• del DNAc donado. 

con.apanden a k> reportedo previamente. 

- Por ••IUdio• pr9vioa .. demostró que esta ttonnona s6lo tl9ne 8Ctividltd inhibkior'm 

de a. mude y no -ed hfperglk:emfllnte. F•ltarl• COfTObOrmr otras ,,.,_. 
f&.rac::iclne• fialo66gicma de este hormona. 

- Se encomr.ron dos isomorfos de I• HIM. Pan1 entender I• importmnci• de eatoa 

laomortoa. .. rwquieren otros estudio• pa,.. corrobo,..r este dato en la filogenia de 

eat.enitnm. 

- La m.llla altll similitud a nivel de secuencias de nucleótidoa se encontró al compaf8r 

la HIM con la HHG (93%) del acocil O. /imosus. Lo• g,..doa de similitud fueron 

diaminuyendo al com~ con la HIM de la langoatai H. amerlc:anus (79%), con la 

HIM del c.mmmrón P. v.nn•mel (50%). con a. HIM de loa c.mrigr9joa C. sapidua y C. 

tneenas (46%), lo cual concuerda con sus distanclms filogen6tic.s. 

- LA mas - simiNtud • nivel de secuencias de amino•cidos se encontró al compermr 

a. HIM con r. HHG de Proc.mbatus (90%). Loa grados de aimilltud fueron 
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-----con .. HHG del-· o. llmoau• (8-), con •• HIM de 
i. ...__ H. _,,_ (711%), con i. HIM del c.m•rón P. ""n"8m91 (44%), con .. 

HIM ele - --io• C • .-p/dus y C. ,,__. (32%), lo CU8I - con aua 
di...a.. fUagee ...... 

• Se c::onflnnO que a. HIM en P. boUllied •• un. rnol6c:ula con-.rvad9 .. nto en au 

----mmoden.--a. 

- Par .., - -.d, - plen- - .. HIM, HHG y HIV .., P. l>o4nnen fofm8n un• 
,...... de rwM"ll$ lpll:t a intnleapecie. Eatll aimilitud ea m.yor que ,_ encontrwda 

llii ... 11$ ICU. 
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Abtltnet 

The cruatacean molt-inhibiting honnone ~ is a neuropeptide produced in the ainu• gland 

which inhibir. the biosynthesia of ecdysteroids in the Y -organ. In ttüs worlt we describe the 

complete nucleotide MC¡uence of' the mature re¡pon oC f\.flll from the Mexican crayfish Praa.11banls 

bouvieri. which was cloned usina revene transcription and polymer&se chain rcaction. The cloned 

cDNA encocles a region conaisúna of 22S bp includina the stop codon. The sequencc indicates the 

preaence of Rx cys1eines in conservcd positions suggesting the presence of' three disulfide brid¡¡es. 

Thc Mlll nucleotide .equence shares 110mc degrcc of" idcntity to thoae reported for H. Oll!fericantLT, 

P • ._,,C. noaenas - C. sapld>u. 

o 
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Crustaceans possess a neurosecretory system. analogous to the vertebrate hypothalamua-

neu.rohypophysia axis and to the inaect cerebral ganglion-corpus cardiacum - corpus allatum mystcm. 

The cruatacean neuroendocrine systcm synthesizcs diversc regulatory ncuropeptides and is the most 

imponant regulation and integration center or the animal. It consista of neurosccretory ceJJ somua 

named the X-organ. whose clustered axon endings form a neurohaemal organ. the sinus gland (SG) 

(1.2). 

Extcrnal color changcs. molt c:yclc. gonadal devclopment. light adaptation and glucose levels 

in thc hcmolymph. among others. are regulatcd by hormonal f"actors rele.ased by exocytosis from thc 

SG. situatcd in thc optic ganglia of the eyestalk of decapod crustaceans (3 ). 

The SG of' the Mexican crayfish Procambarus bouvieri (Ortmann) contains a family of four 

neuropeptide honnoncs (4). One ofthese peptides has been shown to have molt-inhibiting hormone 

activity, which exerts ita inhibitory eff'cct 1n vitro upon ecdysteroid synthcsis in Y-organs (S). 

Thc MIH primary structures of' thc lobster (Homarus americanus) (6. 7), the crab (Carcinus 

maenas) (8), thc whitc shrimp (Penaeus va11namei) (9), the blue crab (Cal/inectes sapidus) (1 O) and 

thc Mex.ican crayfish (Procambarus bouvieri) ( 11) have bcen detcnnincd. Comparisons betwccn the 

pcptide scqucnces and dcducal protein products f'rom cDNAs indicate a high degrec of" similarity to 

thc crustaccan hypcrg)ycem.ic hormone (CHH) from severa! cn.astaceans (12) and belong to the same 

neuropcptide fantily. The similarity in amino acid scqucnces of MIH. VIll (vitcllogenesis-inhibiting 

honnone) and CHH suggcst that these ncuropcptides originated from thc same gene f"arnily (13,14). 

Dcspite rapid progress in molecular biology, inf'onnation on the gene structure of thesc 

ncuropeptides and thcir prccursors is still very limited, specifically for 1"Ill from P. bouvieri. 

In th.is work. we isolatcd a cDNA that encodcs the comple~c nuclcotide sequence of the 

maturc region ofthe Mlll from the crayfish P. bouvieri. 
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P. bouvlerl were collected in Uruapan. state of' Michoacin, México (S). Animal• in the 

intermolt stage were anesthetized with crushed ice. A total of 200 eyeatalks werc pooled and 

bomogenized. Total RNA was prepared with Trizol according to the manufacturer·s instructions 

(G11>co. BRL). The total RNA recovered was disolved in diethyt pyrocarbonate-treated water. 

Thc revene transcription rcaction was carried out according to the protocol of' Gibco. BRL. 

Oligonucleotides for the PCR amplifications were dcsigned based on the homologous regions 

between Cml.. tdlH and Vllf peptide sequcnccs described previously by our group in P. bouvieri 

(J t.lS.16) and the publiahed irúonnation ofthc cDNA of"CHH from the crayfish Orconectes lilflOSUs 

(17). Thc oligonucleotide scnse strand was 5'-CAGGTGTTCGACCAGG-3' and the antisensc 

strand was s·- CACCTTACTTGCCGAC-3.(see legend figure 1). 

A PCR produc:t of" 225 bp was detcctcd and cloncd into pMOSB/ue vector (Amersham). 

uansf"ormed and propagated in DHSa. cclls. Recombinants were screened by PCR-SSCP (polymerase 

chain rcaction-single strand conformation polymorphism) analysis (18). The selected clones were 

sequenced using the AmpliCycle Sequencing J(jt (Perkin-Elmer. Cetus). 

Figure 1 shows the complete sequence of" two different clones f"ound to encode thc mature 

region of" PdIJI (GcnBank U79764). Thc differcnce betwcen these clones was a single nuclcotide 

change at position 54 (G-.A). This change does not modify the encoded amino acid. Whether thcsc 

two clones rcpresent gene isof"onns rcquires funhcr investigation. The possibility that this differcnce 

could be a cloning anüa~ such as an error introduced by thc Taq polymerasc. cannot be cxcluded. 

The cDNA of" Mlll includes a rcgion of" 225 bp. with an open reading frame coding for a 

protcin of 74 a.mino acids. plus a stop codon (Fig. 1). This confinns our previous results that J\.fili is 

a peptide with a molecular mass of 8322 Da. containing six cysteinc residues. in a similar manner to 

those of" the CHH peptide f"amily and probably f"orming three disulphide bridges in thc mature 

peptidc. as previously reponed f"or C. maenas (19) and P. houvieri (11.15,16). 
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Comparison of the ami.no acid sequence of" Mill with ClD-1 from P. />mnlieri revealed a hiah 

dqpee of aimilarity (909/e) (Fig.2). Theae hormones ditrer in seven anüno acid reaidua; ftve 

diffen:nces are due to poi.nt mutations, whereas two of the seven are due to a double mutation. The 

nucleotide scquence of O. IJlffOSllS CHH is 93% idcntical with ?dlH from P. bottvieri and shows 

fifteen base ditf'el'"Cflces. Seven of' these changcs are due to point mutations that change the amino 

acid, two are due to doublc mutations which also change the amino acid and six are due to point 

mutations synonymous. 

The nuclcotide aequence of' MIH from P. bouvieri shares 79°/o identity with MIH/CHH 

reponed for H. anrericanu.s, SO % with the MIH-like gene in P. va11namei, 46% with Mlll of C. 

maenas and C . .sapidlls. Ali thesc values are very close to those reponed prcviously f"or thcir amino 

acid scquences (Fig.3) (7,8,9,10). 

It is intercsting to note that the MIH sequences, previousty reported. lack precursor-related 

peptides. In contrast, C~ a very closely-rclatcd ncuropeptide, possess a precursor peptide, and for 

this rcason it is imponant to funhcr clucidatc thc complete gene sequence of thc preprohonnonc 

structurc of' P. bouvler/ Mlli. 

It has bccn reported that thc Miii from H. america11us also exhibits hypcrglyccmic activity 

(6). In spite of'thc fact that ?dlH of P. bouvleri is very closcly related with Clill in this spccies, it did 

not present any hypcrglycemic activity (11,20,21). 

In our experimental conditions. only cON As cncoding :Mll-1 wcrc dctected. This finding was 

surprising because in our prcvious studies the most abundant neuropeptide of the eyestalk was Cllll 

(22). This sugsests that possiblc postranscriptional mechanisms are involved in thc synthesis of" 

neuropcptides in P. bouvieri and dcscrve invcstigation. 
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G1n vai Phe Asp Gln A1a Cya t.ya G1y ne Tyr Aap Arg A1a 
CAG GTG TI"C GAC CAG o= TGT AAA GGA ATA TAC GAC AGA GCC 42 

ne Phe X.ya Lya t.eu G1u t.eu Va1 Cys Aap Aap Cys Tyr Aan 
ATC TTC AAG AAG CTT GAA =A GTG TGT GAT GAT TGT TAC AAC •• 

Leu Tyr Ar9 X.ya Pro X.ya Val A1a Thr Thr Cya Ar9 G1u A&n 
CTG TAC CGT AAA ccc AAG GTG GCC A= ACC TGC AGG GAA AAC 126 

Cys Tyr Ala Aan Ser Val Phe Arg Gln Cys I.eu ABP Aap t.eu 
TGC TAT GCC AAT TCC GTC TTT CGT CAA TGC CTT GAC GAC CTT 168 

Leu t.eu ne Aan Val Va1 Aap Glu Tyr ne Ser Gly Va1 Gln 
CTC TTG ATA AAT GTT GTT GAC GAG TAC ATC TCC GGC GTC CAA 210 

:Ue vai Gly X.ya End 
ATT GTC GGC AAG TAA 225 

Figure l. Nucleotidc and dcduccd amino acid scqucnccs from a cDNA cncoding tbe marurc rcgion of P. bowvierl 

MJH.. Tbc cDNA nuc:leolide 9ClqUCDCC was obtaincd from a RT·PCR product. BricOy, 3 µg ofeyestalk toul RNA was 

revene tramctibcd with 100 ng Oligo d<T.lu (Gibco. BRL) using 200 U Moloney murinc leukcmia virus RYCr9C 

uamcripla.e (Gibco. BRL), far 1 hr at 37° C, in a flnal reaction volumc of 20 µL., conaainin& SO mM Tris-HCI. pH 

8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCJ2, .500 µM cach dNl'Ps and 10 mM 1,-t-dithiot.hrcitol. Ten microllten oftotal revene 

tranacripta8c: rcac:Uon mixture ,,.'Crc addcd to -40 µL. of' PCR rcaction solution containing a final conccnu.tion of" 20 

mM Tri ... HCI, pH 8.3. SO mM KCl. l.S mM M&Ch. 500 pM of cach primer ~nsc and anliac:ble. 200 µM of cach 5·. 

nudemide tripbai9pbale, Utd 2.S U T.-q DNA polymcrasc (AmpliTaq. Pcrttin-Elmcr. Celua). Amplificalion wu 

pcrformcd i.n a DNA '1lacnnal C)·clcr (Pcrtdn-Elmcr 9600). far 2S cyc:lcs as follo\11>'5: denanuation at 9Sº C. l min; 

anncaling at S2ª C, 1 min; C"1cnsion at 72º C, 1 min; with S min of initial denatunttion at 95º C and final extcnaion 

for " min at 72º C. Tbc pCR pRJduc:t was sc:qucnccd as indicatcd in lhc tcXtc. AD aSleri.ske indicatcs a nuclcotidc 

changc CG-+A) found in onc oCthc seqQCllCCd clones 
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pE VFDQAC KGIYDRAIFKK~VC~DC YNLY 
pE VFDQAC KGIYDRAIFKK ELVCDDC YNLY 

R KfüAT TCR~NCYANS VF RQCLDDL LL~ R K K AT TCRENCYANS VF RQCLDDL LL N 

V VDE y s GV~V-NH, CHH 
V VDE y s GV IV-NH, MIH 

Figure 2. Comparison betwcen the CHH and MIH ofthe Mcxican crayfish P. bouvieri. Thc 

diíercnccs are shown in boxcs. 



c. sapidu.a 
C. in.e.nas 
H. arnericanua 
P. bouvieri 
P. vannamai 
Consensus 

c. •Apidwl 
c. maenaa 
H. arner.icanus 
P. bouv.ieri 
P. v.ansuunei 
con.s.rusus 

RVXNDDCPNL IGNRDLYKKV EWICOOCANI: YRS"l'GMASLC RICDCF"F'NEOF 
RVDIDECPNL :IGNRDLYKKV EWICEDCSNX FRKTCiMASLC RRNCFFNEDF 
QVFt:QACKGV Y-CRNLFXKL DRVCEDC"YNL YRKPFVATTC RENCYSNWVF 
EVFDQACJtGZ Y-I>RlüFKKL ELVCDOCYNI. YRKPKVA'M'C RQ«::YANSVF 
DTFOHSCKGZ Y-DRELFRICL DRVCEOCY.NV FREPKVATEC KSNCF\INKRF 

.VFO •• CKG. Y-DR.LF'KICL E.VCECCYN. YRKP.VAT.C R.NCF.N •• F 

LNC:'VRATERS EDLAQLJ<t;/i#IV TILGAGRI 
vwc:v.ffATERS .EELRDt..EEWV GILGAGRD 
RQC."LDDLU.S O-- -Vl"DEYV SNVt.ft\fOK 
RQCt.tELLL:r N---VVDEYr SGVQrvGK 
~--R H---DVSRf'L l<MANSALS 

•• CV'.OL •• S .--- ••• E.V •••••••• 

Fig. 3. Comparison among MIH of lhc craytish P. bouvieri. from thc Jobsrcr H. americanus. rhc 
shrimp P. vannamei. lhc shorc crab C. maenas and r.hc bJuc crab C. sapidus. 
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