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RESUMEN

En los crustaceos, muchos procesos fisioldgicos como la muda, la madurez
sexudl, la o

6n, & reg 6n de los niveles de glucosa, mantenimiento
de ritmo ci o y \a ividad

. entre otros. son reguiados por
por del si de la gléndula

jante al si ,

factores hormonales que son lib
sinusal-érgano-X, un &rganc neurot
hipoéfisis en los v iferos. Se han

varios pépti activos de la glandula
sinusal; entre elios se encuentran |la hormona inhibi de la vi Yesis (HIV), 1a

hormmona hiperglicemiante (HHG) y |a hormona inhibidora de !a muda (HM). EI
efecto que tisne esta ultima honmona es la inhibicién de! proceso de muds
que estos animales pusden incrementar de tamaio

hasta
do et isieto. La
similitud entre cualquiera de los péptidos antes mencionados varia de un 61 % a un
99 %. El objeti de este

hormona inhibidora de

jo fue la clonacién del gen que codifica para ia
la muda de la glandula sinusal del acocil mexicano
Procambarus bouvieri como una primera etapa en la clonacibén de otros genes de

estas neurohormonas de la glandula sinusal, con el objeto de poder usar estos
genes en el entendimiento de

la fisiologia, pero ademas,
biotecnologicas.

en aplicaciones
Se extrajo RNA total del tallo ocular. Se prepararon dos lotes en dos
ocasiones distintas. Se disefaron dos pares de oligonucledtidos con base en la
secuancia de aminoacidos de ia HHG de los acociles P. bouven y O. limosus por la
aita similitud entre ellos (89%). Cada par se usé en cada uno de los lotes de RNA.
Despues de llevar a cabo una reaccién de transcripciéon reversa acoplada a
una de PCR, el producto se identificd por electroforesis en gel de agarosa, como
una banda de 225 pares de bases. £l producto del PCR se subclond en el vector
PMOSB/ue. Las clonas obtenidas se seleccionaron usando la técnica de SSCP-
PCR. Se identificaron dos patrones de movilidad. Dos clonas distintas fueron
identi d y ar para confirmar su secuencia por el método de
Sanger. Se extrajo RNA en dos experimentos distintos y la secuencia nucieotidica
obtenida coincidit con la secuencia de aminoacidos parcial reportada para |a HIM.

También se confinmé que esta hormona tiene un aito grado de identidad con
la misma hormona de otros crustiiceos decapodos (48-79%), pero es mas aita ia
‘dentidad (90%) al ser comparada con i@ HHG del mismo animal. Esto demuestra
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que estas hormonas estén muy conservadas dentro de este grupo de los
artropodos. Por otro lado, estudios sobre el sistema endocrino pueden pemitimos
tener la capacidad de manipular el cicio de la muda de estos animales y, por lo
tanto, producir un crecimiento mas acelerado en elios. Estudios mas recisntes en
eostas dreas podrian dar como resultado un maejor entendimiento de estos animales
y también como resultado un beneficio a Ia acuacultura de crusticeos.



SUMMARY

The crustacean neurocendocrine sy synthesi; i reguilatory
newopeptides. it consists of neL y cell named the X-organ, whose
clustered axon endings form a neurchasemal organ, the sinus gland (SG) and is the

most important regulation and integration center of the animal.

Extemnal color changes, molt cycle, gonadal p t, light )
and giucose levels in the hemolymph, among others, are regulated by hormonal
by Y from the SG, situated in the optic ganglia of the

y of cap cn 1s. The SG of the A 1 " P
bouvieri (O W) s & family of four neuropeptide hormmones. One of thess

peptides has been shown to have molit-inhibiting hormone activity, which exerts its
inhibitory effect /in vitro upon ecdysteroid synthesis in Y-organs.

In this work, we isolatad a cONA that er the n
sequencs of the mature region of the MIH from the crayfish P. bouvier.

P. bouvieri were collected in Uruapan, state of Michoacén, México. Animals
in the intermoit stage were anesthetized with crushed ice. A total of 200 eyestalks
Vized. Total RNA was prepared with Trizol according to

were ang ¢
the manufacturer's instructions. The total RNA r d was disobh in diethy!
pyrocarbonate-treated water. :

The reverse transcription reaction was carried out 19 to the pi

of Gibco, BRL. Otligonuciectides for the PCR amplifications wers designed based on
the h gous regions 1 en 1 hypergly hormone (CHH), molt-
inhibiting hormone (MIH) and vitellogenesis-inhibiting hormone (ViIH) peptide
sequences described previously by our group in P. bouvienr and the published
information of the cONA of CHH from the crayfish Orconectes /imosus. The
oligonuciectide sense strand was 5-CAGGTGTTCGACCAGG-3° and the antisense
strand was 5- CACCTTACTTGCCGAC-3". A PCR product of 225 bp was detected
and cloned into pMOSB8/ue vector, transformed and propagated in DHSa cells.
Recombinants were screened by PCR-SSCP (polymerase chain reaction-single
strand conformation polymorphism) analysis. The selected ciones were sequenced
using the AmpliCycle Sequencing Kit. We found the complete sequence of two
differant clones to encode the mature region of MIH (GenBank U799684). The
differsnce between these ciones was a single nucieotide change at position 54
{G—A). This change does not modify the encoded amino acid. Whether thass two
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ility that

clones 't gene 's requires further i v. The
this difference could be a cloning artifact, such as an error introduced by the Taq
polymerase, cannot be excluded. :

The cDNA of MIH includes a region of 225 bp, with an open reading frame
coding for a protein of 74 amino acids, plus a stop codon. This confirms our
previous results that MIH is a P with a 1] Jlar mass of 8322 Da, containing
six cysteine residues, in a similar manner to those of the CHH peptide family and
probably forming three disulphide bridges in the mature peptide, as previously
reported for C. and P. “

Comparison of the amino acid sequence of MIH with CHH from ~. bouvieri

jed & high deg of y (90%). The nuciecotide sequence of O. /imosus
CHH is 93% identical with MIH from P. b e The nt tide sequence of MIH
from P. bouvien' shares 79% identity with MIH/CHH reported for H. amernicanus,
509% with the MiH-like gene in P. vannamei, 48% with MIH of C. meenas and C.
sapidus. All these values are very close to those reported previously for their amino
acid sequences. In spite of the fact that MIH of 2. b e is very ly
with CHH in this species, it did not present any hyperglycemic activity.




INTRODUCCION

GENERALIDADES

Los langostinos pertenscen ai orden Decidpoda. Este orden es el grupo mas
grande de los crusticeos, pues tiene aproximadamente 1,200 géneros y unas 1,000
especies (1,2). Se conocsn doce géneros de langostinos que pertenecen a la familia
Cambaridae; once de ellos se encuentran naturalmente en América del Norte y i
América central (3). El género mas prominente es Procambarus el cual cuenta con
mas de la mitad de las 300 especies de langostinos cambarinos. Estos ocupan
diversos hébitats como: lugares subterdneos, campos humedos, lugares pantanosos
y fangosos, lagos y comrientes permanentes (4). Muchos de elios tishen hidbitos
noctumos. Durante el dia se ocultan debajo de piedras o en io mas profundo de
escombros, o dentro de tunsles que elios mismos hacen para vivir.

Los cambarinos ocupan toda |a parte Este de ios Estados Unidos, desde ias
montafias Rocaliosas hasta ia vertiente del Atldntico, siguiendo todo el territorio de la
Repuablica Mexicana, Guatemala, Honduras y Cuba (5).

El primer estudio de langostinos 0s fué r por Erichson en 1846
(8). En 1955 se lievo a cabo un trabajo titulado “Cambarinos de Ils Fauna Mexicana:
Crustéceos Decspodos” (7). Estos se encuentran ampliamente distribuidos por casi
toda la Republica Mexicana (Fig. 1). Se han encontrado en zonas montafosas i
especiaimente en |a Siarra Madre Oriental y en la Cordillera Volcénica Transversai.

Unicamente dos espacies se encuentran en la vertiente del Pacifico, en los
estados de Jalisco y Michoacan. En este ultimo estado se encuentra la especie
Procambarus bouvieri, la cual fue descrita por primera vez por Ortmann en 1909 (8)
como Cambarus bouvieri, y en 1946 Villalobos (S) reporta a esta especie con el
de Pr .7 7 {Ortmann). Este langostino es conocido

r
vulgarmente como acocil, por lo que en adelante se usard este nombre para
identificar a |a icana P. b ierf del de Michoacén. i




Fig. 1.- Distribucién de los cambarinos en la Republica Mexicana (7).

1 NEUROEN RINO EN_ CRUSTACE:

1 1a b de p a en

Los cn para W F
su ambiente intemo y externo. Para ello, dos sistemas importantes, los cuales estin

relacionados con la regulacién, son el sistema nervioso y el sistema endocrino (10).
Los crustéceos tienen un sistema nervioso central el cual consta de un doble

cordén ventral y una serie de ganglios. Muchos de elios dan origen a tres pares de

nervios con funciones principaimente motoras (Fig. 2). El carebro (Fig. 3) esta dividido

en tres regiones de acuerdo con la evolucidn de ios érganos sensoriales anteriores,
opti un det 0 que inerva ias

@n un protocerebro que inerva la region
anténulas, y un tritocerebro que inerva a las antenas y al aparato digestivo (nervios

estomatogéstricos) (10).

El sisterna neuroendocrino es el centro mas importante de regulacién e
integracion del animal y es el sitio de sintesis de diversos niurop‘ptidos con funcién
regulatoria. Muchos de los procesos fisioldgicos y de desarrolic en ios crustéceos
estén bajo el control de hormonas. Las hormonas controlan procesos a largo término

y actuan mas lentamente que el sistema nervioso (11).



A ae arieen

B

N R

Fig. 2.- Estructura interna de un iangostino de rio, mostrando la posicién del cordén
nervioso central (17).

ratoLermns

Fig. 3. Cerebros presentes en un crustaceo (17).
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Tres principales tipos de homonas se producen en @l sistema endocrind en
crustéceos decipodos: (8) naurchormonas que se liberan desde el sistema nervioso,
(b) hormonas que se liberan desde las glandulas epiteliales, como las glandulas-Y vy
el i y (c) as (12).

Las neuronas que producen hormonas se
neurcendocrinas © peptidérgicas. Al micr i

conocen como células

Vico estas células se
caracterizan por |a presencia de muchos grénulos de neurosecrecion, los cuales son

particulas esféricas, cuyo contenido e@s caracteristicamente denso. Estos grénulos

tisnen generaimente de 100-300 pum de diametro y estén rodeados por una
membrana simpie (13).

El p de neL

1 puede ser dividido en varias etapas: sintesis de
neurchormonas, formacion de los gréinulos de neurosecrecion, transporte a lo largo

de ios axones hacia las terminaciones axénicas, aimacenamiento de los grénulos y
libe on de ias

e Para permitir una descarga rdpida de
la secrecion y a fin de que se alcancen las concentraciones hormonaies requeridas
que son del orden nar

adaptaciones:

aiail

. las [, presentan varias
a) hay un aumento en el numero de céiulas que interviensn en Ia
secrecion; b) cada célula tiene un NuMero muy grande de terminacionas axénicas; c)
fas hormonas estan muy concentradas en los granulos neurosecrstores; d) las

terminaciones axonicas se ensanchan (2-30 um de didmetro), se ramifican, y estén
en contacto intimo con el fluldo circy

P e de & por una
'a basal (sep de 1-4 um) (12,13).

Las homonas peptidicas producidas por células endocrinas neurosecratoras
en el sistema nervioso central de

1os crustiiceos ejercen un efectc bicldgico =
distancia, semsjantes al encontrado en otras especies animales como ios mamiferos.
En los cn decdpod L]

neur esthd formado por

(peptidérg ) y tienen la capacidad de
transmitir impulsos nerviosos. Difieren de otras neurcnas en dos aspectos principales:

a) sus axones no inervan a 6rganos efectores tales como Musculos ¥y tampoco hacen

conexiones sinapticas con otras neuronas y b) producen hormonas peptidicas que
son liberadas de las terminaciones axénicas.

células que son neuronas dificad;

Estas células neurosecrstoras se encuentran agrupadas y forman una sola

estructura, el dorgano-X de la médula terminal. Estéan intimamente asociadas al

sistema circulatorio que transporta las hormonas neurosecretadas a todo el
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organismo. Estas estructuras combinadas con el sistema circulatorio reciben el

r de org: neurohémi: (14).

Existen tres princi @ neurché en los crusth 1) los
organcs p irales, detras de la comisura tritocerebral; liberan
varios net f P (15,18) que son producidos por somas

on el ganglio cerebroide (17); 2) los 4rganos pericardicos,
an la vecindad del corazén (18,19), y algunas neuronas localizadas en los ganglios
y sub o liberan aminas y péptidos (20,21,22). Y 3) e! complejo
organo-X de I1a médula terminal y la gléndula sinusal, localizada en los tallos oculares
an los crustéceos con ojos pedunculados, y dentro de la cabezs en las formas con
ojos sésik Este sir y libera un gran nimero de péptidos que reguian
muchos procasos fisiologicos.
El principal sitio de produccion de neurohormmonas (neuropéptidos) ss ol tallo
ocular y la ablacion de esta estructura tisne un efecto muy mMarcado en muchos
de la fisiologia y tamiento de estos ar
El sistema de érgano X-gliéndula sinusal (OX-GS) es el principal centro de
control neurcendocnno de procesos tales como ia muda, e! crecimiento, la madurez
seaxual y |8 reg i6n del entre otros. Las hormonas peptidicas que
pasan a la circulacién actGan sobre 6rg: blanco te asi como sobre
otras estructuras endocrinas.

Por estudios histolégicos, se ha observado que e! &rgano-X es un
agrupamiento de 150-200 somas neuronaies en donde se sintetizan las
neurohormonas. Estas células estén situadas en e! margen ventral y medio de la
médula terminal (MT), sus axones forman un tracto nervioso a o largo del cual se
transportan estas neurchormmonas y cuyas teminales constituyen la glandula sinusal,
Ia cual se encusntra expuesta a la hemolinfa. (Fig.4), (23,24).

i
|
|
|
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Fig. 4. TaNo occular de [ de y de custro ganglios: 1a
1a mé a y la lamina ganglionar. El sistema
ostd POr somas en la
-] X: sus estén Yy SO agrupan
a gl 24).

En 1931, se descubrid¢ el sistema OXMT-GS como el primer érgano
neuwrohémico encontrado en los cn. por tener agrupaciones de
terminales axénicas enssnchadas adyacentes a senos circulatorios, sugiriendo una
funcion endocrina. La giéndula sinusal @s el punto de aimacenamisnto y salida de
varias homonas que median adaptaciones entre funciones metabdlicas y

s Entre algunas de sus funciones se incluyen a
migracion de pigmentos del exoesqueleto y del ©jo, -la regensracion de las
extremidades dafiadas o pe . la di n, la reg 1 de los niveles de
glucosa en la t ifa, la osmoreg: 1 la 1 a luz, el desarrolio
gonadal, la muda, y el mantenimiento del ritmo circadiano y la actividad locomotora
(25.20).

El sistema OXMT-GS es un an#logo funcional al eje hip 1eurohi
de los ver ¥ del si: ganglio cer Hati
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de los insectos (27.28), Que SON CENros regL de pri P cia en
dichos organismos.

Se han varios i i de la glandula sinusal de algunos
crusticeos y entre alios se encuentran:

#) Hormona Concentradora del Pigmento Rojo (HCPR)

Fue la primera neurohormona i de crusta i y sect
on e 1 F . el cual es un octapéptido neutro que tiene sus
extremos bloqueados (28). Controla el to del pig o rojo de los

cromatoforos presentes en el tejido subhipodérmico.

b) Hormona de Adaptacion a la Lug (HAL)

También llamada hormona del pigmento distal retiniano encontrada en los
Uca /7 vy Pi is. Es un péptido con su
y se porque fo ol 1to de los
P en a la luz, bajo control de un ritmo diumo persistents.
Controla los pigmentos retinianos que permiten la dispersién y la concentracion de
grénulos de pigmento dentro de las células retinianas y epidérmmicas (30).

<€) Hormona Nsurodepresora (HND)

Es un péptido pequefio (1200 Da) que tien® una accién directa sobre las
células nerviosas (31). Por experimentos de eliminacion del tallo ocular, se han visto
cambios cualitativos y cuanti on la ivi de estos organismos.
Se sugiere también que regula la ivi a i a que se han
encontrado cambios ciclicos en el contenido de la HND en el tallo ocular de
crustéceos (32,33,34,35,38).
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d) ) Vitel

i 1) Hormmo Inhi de las
HGY.

La vitelogénesis es |a Gitima fase para formar un huevo maduro y comprende
Ia sintesis y/o captacion, de la yama o vitelo, que es @ material nutritivo para e futuro

embrion (37). El components principal del vitelo es la lipoproteina vitelina (38,39) que

se geners a partir de su p ol k ina, 1a cusl puede ser producida en los
ovarios (40) o en otros tejidos como e! hepatopéncreas (41).

Diversos estudios han confirmado (a presencia de la hormona inhibidora de ia
vitelogénasis (HIV) en el sistema neurosecretor del tallo ocular de los crusthceos: el
desarrolico gonadal precoz resuftante de la ablacion de 10s tallos oculares se observd
por primera vez en el . Se ha encontrado en una variedad
de crustbceos que la eliminacién bilateral! de los tallos oculares indujo un
hip de rios y testiculos (42).

La inhibicién de la sintesis de proteinas oviricas /in vitro por parte de extractos
de tallos oculares demostré que la HIV pueds actuar directaments en ias génadas de
Uca pugiator (43): por otra parte, la HIV tiene también un efecto inhibidor sobre la

union de Ia o - a su P en las membranas de los ovocitos del
langostit Qii (44).
Cabe mencionar que como la HIV puede otros p P
de la b tanto en las hembras como en ios machos, esta hormona
se como ¢

inhil de tas gonadas (HIG) (45).

@) Hormons Hipenlicemignte de log Grugticeocs (HHG)

La hormona hiperglicemiante es conocida como “factor diabetégenc”. Esta
actividad hiperglicemiants fue descrita hace 47 afios, cuando s® sncontrd un factor
i o en

crudos de la gldndula sinusal del cangrejo Caliinectes
sspidus. Se observé que la inyeccidn de extractos de tallos oculares de este

cangrejo, en animales destallados de la misma especie, producia un efecto

Este factor se [lamd posteriormente como |la Hormona
Hiperglicemiante (HHG) de los crustaceos (46). Este neuropéptido esté involucrado
en |a regulacion de los niveles de glucosa y en el

hipergii iants v

de glucégeno, asi
como en |a secrecion de ila amilasa del hepatopancreas (10,47).
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Se ha encontrado que la ablacion de los tallos oculares o de las glandulas
sinusales conduce a una gran disminucién en la concentracién de glucoss en la
hemolinfa. En el acocil mexicano Procambarus bouvieri, \a glucosa practicamente no
se pusde detectar después de una semana de haber amputado l0s tallos oculares
(48).

Se ha encontrado que ia HHG puede intervenir en el metabolismo de los
carbohidratos ite |a regL i6n de er

extracelulares. El hepatopéncreas
que poses receptorss para la horrmona, interviene en |a secrecion del fluido digestivo,
en la absorcion del alimento digerido y en el

almacenamiento de lipidos y
carbohidratos (49).

Se han observado cambios en las idad,

amil Yy P del
hepatopéncreas como consecuencia de la inyeccién de extractos de talios oculares,
inclusive en animales en ayuno (50) y tambien por la extirpacién de los tallos

oculares, asi como durants las diferentes etapas del cicio de |a muda (51). La HHG
purificada aumenta r e la Jon T de (52).
Hasta la fecha se cree que la secreciébn de amilasa es mediada por un
aumento de !a concentracion
intarvencion de nt ot i

caimodulina (52).

intema de calcio intracelular y que es posible la

ger por cick dependientes de calcio

e) Hormaona Inhibidora de 1a Muda (HIM)

El proceso designado como muda o ecdisis es el desprendimiento periédico
del excesqueleto que recubre todo el cuerpo de! animal y permite su crecimiento.
Este proceso es continuo en la vida de los crustaceos (y de todos los artropodos); es
factible que un 90 % o Mas del tiempo que transcurre entre las mudas, esté
destinado a la conclusién o preparacion asociada con la muda anterior y 1a siguiente.

En muchos crustaceos como el langostino de rio y la langosta Homarus, las
mudas se van espaciando con el tiempo cada vez mas. Estos animales pueden llegar
a ser muy viejos y pueden alcanzar tamafos considerabies. En otros, por ejemplo, en
algunos cangrejos. !a muda y el crecimiento cesan al aicanzar la madurez sexuat o
determinado tamafio, o después de determinado numero de periodos (1, 5$3,54).
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El exocesqueleto se secreta por una capa de células epiteliales llamada
hipodermis. Esta capa esta compuesta de una delgada epicuticuia exterior y de una
procuticula mas gruesa.

La epicuticula esta compuesta de proteinas. La procuticuia ya desarrollada
consta de una exocuticula extema y una endocuticula intermna. Ambas estan
compuesta de quitina y proteinas ligadas para formar una glicoproteina compieja. La
exocuticula esta ausente en las articulaciones y a lo largo de las iineas por las que el
exoesqueleto se abrira durante la muda. En general, se reconocen cuatro fases
difsrentes en un ciclo de muda: proecdisis, ecdisis, posecdisis e intermuda (Fig. 5).

. Proecaisis,
515 |

' ! il uga Ut

Teso tumedo

Horarmaca ul

ntermuga t
Se come e

rerSsCaeRie vier

Fig. 5. Cambios de peso durante los estadios secuenciales en el ciclo de mudas en crustaceos.
de ja 1 de agua y que se pierde

viejo. D del desprendimiento se

E! peso la pr como r
temporalmente cuando se desprende el q!
comen el exoesqueleto como fuente de calcio. Gran parte de la endocuticula es secretada

despues de la ecdisis (49).
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La fase pi o P (premuda), se destaca por una continua
acumulacion de reservas y un Wo en los de calcio en la
hemolinfa, quizé como Itado de I ividad del b creas y la de
calcio de la cuticuia. En algunos crusti como el de rio y los cangrejos

ol | " 3 on: ,
que funcionan como de amiento de caicio. Las capas membranosa y
caicificada del viejo esqueleto se eliminan s | La
resorcion de calcio y ia digestion de Ila capa calcificada son parti o
on los lugeres donde donde ocurird mas a irma © ol

esqueisto viejo ha de extenderse O romperse Para pemitir |a salida de una parte
torminal grande de un apéndice, COMO una pinza (1,53,54).

D de la ion de la cuticula vieja de la ydela on
de epicuticula y exocuticula nuevas, el animal esta listo para @l proceso real de
wcdisis, que @3 muy breve y para el cual busca aigun refugio protector o permanece
dentro de su agujerc. El cuerpo se hincha debido a ia absorcion de gases y agua a
través de las branquias y sale ripidaments del sntiguc esqueieto que, por reglas
genaeral, s# come para obtener sales de calcio. La sb
resultado de un aL de la

6n de agua p ser el
= J de la sangre, que pusde
relacionarse a su vez con &l aumento de calcio en eilla. Durante la posecdisis o
7 a icula y tiene lugar la cakificacién y endurecimiento
del El [ on rep Yy no se o te ia pri
parte de esta fase. La intermuda os breve o prolongada, segun si el animat muda
estacionsiments o no, y aunque el ' asth

acumulan reservas slimenticias para ia siguiente muda (1, 53, 54).

E! iempo del ciclo de Ia muda estd bajo el i del endocrino, y

estén relacionadas los drganos -X y -Y,y la 1 de a cn, o
ecdisona (55).

La ecdisona (Fig.6) es el esteroide més estudiado de (08 MtrépOdos, sunque

se ha on p L ' dos (58,57), los

crustéceos obtienen e! colesterol de Ia dieta bido & que no la idad de
sir El os @l precursor de la ecdisona.
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comemre: R: H
20-hisromtecdisera: R: OH

y 20 (58).

El sitic activo para ia de 'a son los 6rgencs-Y (53,54,58), los
ostén cerca de la base de cads maxila. (Fig. 7). La ecdisona o0 a-

@ (Que no de tener rales por s se - 20-

* 18) en varios tejidos como et =

s y otros p Lagp se ser la forma activa
de la hormona de la muda (59,60.61). Como muchas hormonas estercides, la
ecdisona se une a receptores nuciearss y puede af ta on y/o la
traduccion (02,63,84,65). El nivel circutante de este oS ol
on y en ir 1te de una pequefia cantidad
(10-S0 ng/mi) de ecdisona aumenta (150-350 ng/mi) al final del ciclo de ia muda. La
total de ciculants durants el ciclo, parece ser variable en los

CIUStACHOS, 2UNQUEe SCtuaIMenNts @sto aun No ha sido explicado (62,66,67,68,89).

Fig. 7. Localizscidn del drganc-Y en O. Smosus. AN: antena; DA: musculo ventral dorsal anterior; EM:
LY M: ma dela MA:
g ductor oo la (58).
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¥ de 8 muda surgié de la

La idea de la de un
observacion en de i de que la . extirpacion de los tallos
. producia una 1 on @l ciclo de & muda. Muchos experimentos han
oste ia eliminaciéon de los talios oculares produjo aumentos
b on los nivek de circulantes y los animales entraron en la
otapa de pf a iny de de talios on
destaliados condujo a concentraciones bajas de " -n Ia wa, la

secrecion de ecdisona a partir de los érganos Y /n vitro se inhibié en un medio de
cultive que habies sido incubado con gléndulas sinusales, ios organos-Y de los
animeies a los que se les habia inyectado extractos de glindulas sinusales
Mostraron, en cullivo, una produccids ida de . (53.56,70,71,72).

La estercidogénesis de los Srganos-Y se suprime por (a hormona inhibidora de
ia muda, durants el p de sda. Esta tiene un efecto significativo

on ol ciclo de la muda por ir Y de la ion de a por o Y
(73.74). El complejo proceso de la muds de los crustéceos (v de los insectos)
a p on de disons en bien definidas del cicio de la muda

(67.53).
Los efectos sgudo (en minutos) y crénico (en dias) de ia HIM, no se conocen

con axactitud. La sslida de esta o8 p lada por una gran
i de y extemos, incluyendo el estrés, el fotoperiodo, la

b 4 serctonindrgicas que median a respuesta de la HIM
(75.76,77).

Los efectos cronicos de ia HIM se hacen evidentss por la sintesis de
estarcides /7 Wro por 6rgancs-Y de animales en intermuda queda muy por abajo de
ia produccion de animales en premuda.

Estudios in wiro han demostrado que durants la sintesis de ecdisteroides, hay
sintesis de proteinas de novo en la premuda (78,79,80).

Varias pe par mis on la ir da. La
HIiM de O. actua p e por un ir de GMPc, por lo que se
ha propuastc que .loun.s proteinas reguladoras, como cCiciasas y cinasas, estén
relacionadas en la transduccion de sefiales de la accitn de HIM (79).

Con respecto a la regulacion a corto término de la de i , 8@

ol de la ciciot en la idogénesis, sugirlendo que proteinas

de cons vidas se requieran para la produccion de ecdisteroides (77.79).
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E£n otro estudio, en cangrejos, se cbservé que la inhibicion de ia sintesis de

ecdistercides por HIM es por un ir to en los niveles de AMPc. Este
efecto se vid usando agentes que ir tan los niveles de AMPC en &rgsnos-Y
@n.

Trabajos recientes en el cultivo de d4rganos-Y han conducido a la

L} ion de la ividad de ia HIM en |a esteroidogénesis, y en la identificacion
de sistemas de segundos mensajeros mediando la sccién de la HIM. En anganos-Y,
ol AMPc parece ser el reguiador critico de |a esteroidogénesis y ei calcio antagonizs
ol efecto del AMPc, i do una fosf: de AMPc dependients de csaicio y
calmoduline. Ademas se ha sugerido que el sitio principal de Ia accion de HIM
mediado por AMPC @3 un la sintesis de proteinas a nivel de la traduccion. Se cree

que alguna p cinasa pendi de AMPc maedia la inhibicién inducida por
HIM. Esto ha sido d do por el ef de |la ci il qQque ol
efecto de la HIM 0 AMPCc sobre la eateroidogénesis (77).

£l efecto de (a HIM sobre la sintesis de proteinas ha sido

por cambios ultraestructuraies en las células de los 4rganos-Y en diferentes estadios
del ciclo de la muda (81,82).

Los érganos-Y son r para el desamolic del ovario y las
caracteristicas sexuales femeninas. Tanto los ovarios como ios testiculos producen
hormonas sexuales estercideas qQue regulan el ciclo reproductivo. Los machos
poseen una gléndula androgénica localizads en los vasa y las
producidas controlan el de las ! y
secundarias (53,57).

Hay evidencia de la relacién sntre la muda y Ia reproduccion, aunque los
mecanismos endocrinos de control que generan estos patrones son comMpiejos como
S@ reporna enir En decap los i s& han encontrade en tejido
gonadal, pero su paspel en ia reg 17 de ia P iccion no esté
documentado (53,57).
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ANTECEDENTES

[0 y car P - la
a la de

En Mé se han identi P
HIV o F. bouvier’, Se demostrd que la HIV pi

neuropdpticdos que, en P. bouvier, incluye a ta HIM y a dos isomorfos de la HHG
HHG-II). Con respecto a las HHGS, no s®& esncontrd

Y , HHG-L, ¥
diferencia significativa entre ios dos i fos &n to & su perg! te
a la gh enel y en of musculo (83,84,85,86),

Se M de de & HHG-I (85)y de

1a HHG-II (80), parciaimants la HIV (83), y actuaimente se® conoce la de la HIM (87),
mostand® que todas las homonas coagisten de una sola cadena polipeptidica
tormada por 72 b de hCi Las estructuras incluyen seis cisteinas
carscwristicas de estos newopdptidos. Todas las hormonas tienen un residuc de
&Cico pirogh como el es un e de

Las moleculares de ias estan [+
de nel é no tiene

entre 8,300 y 85,400 Da, y se ocbservd que esta
parecido con ninguna protaina conocida.

La similitud en Lo entre ier par de jos neuropéptidos (HHG,
HIM y HIV) antes entre las de cr ‘
1z signiti con

varia desde un 25 % hasta un 99 % y no T una !
Por ia sacuencia de amino#cidos de la HIM del

otros g
cangrejo C. meenss (88) comparta un 25 % de similitud con (a HIM de la langosta M.
(89), que esta yitima muestra un 54 % de similitud con ia HHG

del cangrejo (90). De esta forma se considera que @stas hormonas constituyen una
(103).

daer e
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A pesar de la exitosa introducciéon de de bi [ slar on Ia
i ne o&n cn Ia infor ' sobre la estructura de
®stos NeUropéptidos y sus precursores es todavis muy para
ias hormonas en de ‘08 COMO Pro

Hasta shora se ha ia -doleAcquocodmcann
r a HIM on @ Y (91), un

DONAc que codifica para un precursor putativo de HIM del cangrejo terrestre Carcinus
maeaenas (92), et DNAc de la HIM del cangrejo azul Calinectes sapidus (93) y ol gen
para un péptido que tiene ivi nipery! e @ int de a muda
HIMHHG de la langosta Momarus americanus (94).
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OBJETIVO

Clonacion y secusnciacién del DNAC que codifica para la hormona inhibidora
de t1a muda en el allo ocular de! acocil mexicano Procambarus bouvier.

METAS

En este trabajo se clonard 1a HIM como una primera etapa en ¢ aisiamiento y
cionacién de otras neurchormonas del tallo oculsr de crusticeas mexicanos, entre
elias 1a HHG, la HIV o HIG, con el objeto de podar usar estos genes en la

rdels im neL

de cn asi como en aplicaciones
bictscnologicas.

JUSTIFICACION

La informacion sobre la estructura de estos neuropéptidos y sus precursores

o8 todavia muy imitada, especialmente para las hornMOnNas en GSPacies de Crusticeos
como F

Dbouvier, por lo que, con el presente trabajo se espera
que ia clonacion de la HIM sea un inicio en la obtencion de
de \a er !

ion en el ol
o de crusté

El conocimiento obtenido acerca de la estrctura del gen que codifica para la

HIM tendra aplicaciones diversas, por un lado nos dard informacién acerca de como
oste NeL esth

de

ado en la i6N de &ste crusticeo a un amplio

naturales y por otro lado en la aplicaciones acuicolas.

HIPOTESIS

Conociendo ia estructura y sécuencia de aminodcidos de algunas hormonas
sisiadas en la glandula sinusal de Procambarus bouvier, sdemis ia secusncia
n de éstas 83 en otras especies relacionadas de crusthiceos, se
permitith dise? oligor que servirhn en la clonaciéon y secuenciacion Jde

HIM 1a cual presentard un alto grado de identidad con los neuropéptidos antes
mencionados.




MATERIAL Y METODOS

Animaliee

fue por ®n rios y isgos
alrededor de Uruapan, estado de Michoacén, México (7). Se utilizaron animales de
ambos sexos, aduitos, con un tamafico de 7 + 1 cm, con un peso de 20+ 5 g, ¥ en
estado de intermuda. Los ar s@ ar » con hisio y los talios oculares se
conarmn segun procedimiento descrito previamente (95). El RNA tota! se extrajo
inmedistamente después de ia ablacion de todo el tallo ocular.

Extraceion de IRNA togat
Todo e material utilizado fue esterilizado p y las jiones

preparadas con agua ftratada con DEPC (dietilpirocarbonato) al 0.1 % para |a
eliminacion de las RNAsas.

El RNA total fue aislado de acuerdo al étod: i de Ch veki
and Sacchi (Trizol, Gibco, BRL) (96), ef cual ss basa en ia extraccién por una solucién
de guar i fenok mo.

Se disecaron 200 talios oculares para llevar a cabo la extracciéon del RNA totsl

siguiendo Ias ir vas dei pr

El RNA fué resuspendido en agua tratada con DEPC. La concentracion del

RNA se W0 & . POT SU ia a 260 nm, teniendo

N cuenta QUe Aze = 40 Ug/ml.

La integridad del RNA se confimé por electroforesis en gel de agarosas-
formaldehido desr e, al 1% ( en 20 mM de MOPS [3-(N-morfolino)

#cido propanosulfénico), 8 mM de acetato de sodio, 1 MM EDTA, pH 7, y 8 9%
formaidehido (97).
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lar de RINA (0.24-0.95

Las muestras, asi como e! de psso
KB, Gibco, BRL), fueron tratadas de ia siguients forma, antes de ser colocadas en el

ool desnaturalizants: .
A 3 g da RNA total se les adiciond [o siguiente pars obtener una
concentracion final de:
S % de formaidehido
50 % de formamida

1 X de MOFPS
1X de smortigusdor de carge para RNA (5 % de glicerol, 0.2 mM de EDTA pH
8, 0.05 % de arwu de bromofendc!, 0.05 % de Xilén-Cianol FF)

para eliminar posibies estructuras

Se estos tes ¥y
secundarias en ol RNA, ias muestras se incubsron a 70°C por 15 minutos e

& 4° C por 5 minutos.

Una vez desr las ™ de RNA totel, se les adicioné 2.5
ug/mlL de bromuro de etidic y se colocsron en el gel.

Pars un gel de agsrosa desnaturalizante con un volumen de

e izd & un taje de 60 voits por 2

Wnom. S50 mL, la
horas.

DNA compismentario (DNAS) Comntrol

El DNAC de la ¢ 9! ite del acocil Orconectes Mmosus fue
donado por e Dr. Dominique De Kieijn de ia Facultad de Ciencias de la Universidad

de Nijmegen, Holanda (98).
Este DNAC s usé como control positivo durante ia ampilificaciones por PCR.

Sivtesle de Oligonyciedtidos

Los cligonuciedtidos para ser usados en ia reaccién de PCR, se disediaron

con base en la secuencia reportacda del DNAc de la HHG en O. #mosus, (98) y en ia
de amir reportada, de la regién conservada de la HHG en A~.

bouwvier (8S). Ver figura 8.
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Las wcias de los 9 S s ™ an en la figurs @ y su
localizacion dentro de la secuencia de ia HHG de O. ¥imosus se Mmuestra en la figura
10.

Cabe war que @l oli i 1t es aquel que s& une a ia
cadena de DNA que dirige la sintesis del RNAmM via de B
oligonuciedtido antisentido es aquel que se une a la cadena de DNA que tene la
misma secuancia del RNAmM porque on lugar de uracios).

4
1 2 3 4 L] L] 7 8 2

Gin Vsl Phe Asp Gin Ala Cys Lys Gly

3% CAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT AAA GG -3
2
k4] 74 73 T2 ksl 70

L e Fin Lys Gy Val Thr Gin

5 cc TTA CTT GCC GAC AGT TTG -3

1 2 3 -4 s L.}
Gin Vat Phe Asp Gin Ala .
5 CAG GTG TIC GAC CAG G -3
L]
75 74 73 T2
B eerrrrenenananens, . Fin Lys Gly vai
$- " C ACC TTA cTT GCC GAC -3
Fig. 9. Secuencias de o3 custro cOmo o on las
reacciones de PCR y secuenciacion. En
.ﬂeomom W.mmoubnwmhmmo.m.n

partir de
miyzmdmwpod.mm ¥y 3y 4 para ol segundo grupo de RINA otal. Le
localizacion sxacta se Mmuestra on Ia figura +
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LY TCTTCAGTGGTGCTGGTCTGTGTCAGTTCAGAGACTCGTCCCCCTCCAGCA 108
Péptido Sefal
I‘-R—’ -zo
Met VM Ser Phe Arg Tp Ser Leu vai val Val Vval
ATG TCC TYC AGA ACG ATG TGG TCG TT1G GTG GTG GTA GTG 147
Val Val Ala Ser Leu Ala Ser Ser Gly Vat Gin I Ser

GTG GTG GCG AGT CTG GCC TCG TCT GGT GTC CAA GG CGG TCC 189

Vat Glu Gly Ser Ser Amp Met Gilu Arg Leu Leu Ser Ser Gly
GTA GAA GGG TCG TCG AGG ATG GAG CGA CTG TIG TCG TCT GGG 23

Ser Ser Ser Ser Glu Pro Leu Ser Phe Leu Ser Gin Asp Gin

TCG TCA TCT TCG GAA CCT CTC AGC TIC CTC TCC CAA GAC CAG 273
Ser Val Ser Gin  val Phe Asp Gin Ala Cys Lys Gly

AGC GTC AG CAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT 315

4 pe

10 20

e Tyr Asp Ag Ala tle Phe Lys Lys Leu Asp Arg Val Cys

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

30
Glu Asp Cys Tyr Asn lLeu Tyr Arg Lys #Pro Tyr Val Ala Thr
GAA GAT TGT TAC AAC TIG TAC CGT AAA CCC TAC GTC GCC ACC 399
40 S0
The Cys AQ Gin Asn Cys Tyr Ala Asn Ser Val Phe Arg Gin
ACC TGC AGA CAA AAC TGC TAT GCC AAT TCC GTC TTIT CGT CAA 441
80 82
Cys Lsu Asp Asp Leu 1eu Leu lie Asp Vsl Leu* Asp Giu Tyr
TGC CTT GAC GAC CTT CTC TTG ATA GAC GTT CTT A GAG TAC 483

Vval

70
e Ser Gly val Gin Thr val Gly Lys Fin
ATC TCC GGC GTC CAA ACT GTC GGC AAG TAA GGTGACAGATCTGTCAC 530

Fig. 8. y ar compietas de {a HHG del acocil Orconectes imosus. E!
™). indica la di:;?r)nnd. (LeuB2-»Vaitl) entre esta secuencia y la

con
PO para P, en esla




1 10

Gin Vat Phe Asp Gin Ala Cys Lys Giy lle Tyr AsSp Arg Ala
CAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT AAA GGA ATA TAC GAC AGA GCC 42

L
3
[[L] Phe Lys Lys Leu Asp Arg Val Cys Gilu Asp Cys Tyr Asn
ATC TTC AAG AAG CTT GAC CGA GTG TGT GAA GAT TGT TAC AAC a4
30 40
Leu Tyr An Lys Pro Tyr Val Ala Thr The Cys Amg Gin Asn
TTG TAC CGT AMA CCC TAC GTC GCC ACC ACC TGC AGA CAA AAC 126
50
Cys Ser Phe Amng Gin Cys Leu Asp Asp
TGC TA‘I’ GOC MT TCC GTC TTT CGT CAA TGC CTT GAC GAC 185
ao
Leu Leu Leu [ Asp val {teu Asp Giu Tyr lle Ser Gly
cTT CTC hag-d ATA GAC GTT CTTr GAC GAG TAC ATC TCC GGC 204
70 75
Vat Gin The Vsl Gily Lys Fin
GTC CAA ACT GTC GGC AAG TAA GGTGACAGATCTGTCAC 225
2
4
Fig.10. v de la regitn de la hormona madura de ia HHG del acocil
[+ Se ta de jos oligont enla de PCR, SSCP y
Con se ol par t y 2. y con flechas gruesas se indicaelpar3 y 4.

Arriba de Ia v se a de los Los que estén & Ia

al final de cada renglén,
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Sireesis det DNA complementsrio (DNAc)
La sintesis de DNAC se llevé a cabo por una
(TR) con base en e} protocoio reportado por Gibco BRL.

Yolumen fingl ge resccion 20 yi:

s
3 ug de RNA total

1X amortiguador (SmM Tris-HC!, pH 8.3, 7.5 mM KCI, 0.8 mM MgCh,).
10 mM 1.4 - ditiotreitol (DTT).

100 ng de oligonuciedttido d(T)r

500 M de cada ANTPs
800 U de transcriptass reverss MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus)

ién de ipcién

Tiempo da incubacidén: 1 hra 37°C e inmediatamente después & 4° C.
10 pl de & reaccion de TR se usaron directamente para la amplificacion por PCR.

Ameificasiones del DNAc.
final

Concentracionas finales:

1 X amortiguador (20 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, Gibco, BRL)
1.5 mM MgClL (Gibco,BRL)

SO0 pM de cada iniciador 1y2 6 3y4.

200 pM de cada dNTP (Gibco,BRL)

2.5 U de Taq polimerass ( AmpliTaq, Perkin-Eimer, Cetus).

10 pl de ia mezcia de reaccién de la transcriptasa reversa
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La amplificacién se realizé en un DNA Thermal Cycier (Perkin-Eimer 8800). El
programa usado con el par de iniciadores 1 y 2 fue el siguiente: 25 ciclos de
desnaturalizacién 8 95°C, 1 min; hibridacion a 52°C, 1 min; extensiéon at 72°C 1 min.

Con Smin de Y P ia 2 95°C y una extension final por 5 min a 72°C.
El programa usado con eof par de iniciadores 3 y 4 fue el mismo, excepto que la
ira e hibr \ fue de 50° C.

Estrateqia de clonscion del producto de PCR

El DNAc se % con base en su tamafio por electroforesis
on gel de agarosa al 1.8 %, usando como amortiguador, TBE 1X ( 0.09 M Tris-Borato,
0.002M EDTA). La clonacion se llevd acabo a partir de todo el producto de PCR, en el
VeCctor de expresion pMOSB/uve (Amersham), t las cof por el
proveedor. Este vector de expresion tiene extremos cohesivos con timidinas
compatibles para los productos de PCR que presentan extremos cohesivos con
adenosinas en su region 3°. Las caracteristicas de este vector se muestran sn la
Fig. 11. Las clonas se obtuvieron y purificaron en céluias competentes DH5a (Gibco,

BRL.). Siguiendo las del p 3
Las cionas conteniendo los antes (clonas positivas) fueron
identificadas usando como a eciline (50 pg/mi) y la a-

complementacion (97).
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T
iﬁ;ii!gigg

{
)

i
H

eMOSBlue
128870p)

Fig. 11. Vector de exprasion pMOSS/ve (2887 pb) usado para Ia clonacion del producto de
PCR.

Exiraccion de DA pigsmigico en peqyuefiy ascels

Sa hizo

de DNA p! i en pequefia escala de cada una de las
©n. ) ’

Para confumar 18 presencia del inserto, es decir @i producto de PCR de 225

pares de bases, i0s DASMIGOS 58 COMIAON &n UN gal de agarcsa al 1 % y s comparnd
- con resp aun

de peso molecular ( A -/Hind Ill..Glbco. BRL).



30

Un total de 82 clonas obtenidas de dos lotes distintos de RNA total extraido
del talio ocular de P. bouvieri, se analizaron por PCR-SSCP (99).
Los plasmidos obtenidos despues de llevar a cabo las minipreparaciones, se

on 1ente por PCR-SSCP usando los oligor que se

utilizaron para la TR-PCR, en cada uno de los iotes de RNA total.

30 ciclos de PCR, cads uno consistiendo de: 95°C, 30 segundos de
desnaturalizacién; 52° C, 30 segundos de hibridacién; a 72° C, 30 ssgundos como
extension, y 4° C indefinidamente.

m a aropl r fus arada en_un volul de reaccién de 1 cOMmo
cign cribe;

Concentracion final de cada uno de 108 reactivos:

1 ug de pidsmido

1X amortiguador [10 mM Tris-HCI, pH 8.3; 50 mM KCI; 0.001 % (p/v) geiatina)
1.5 mM MgCil;;

0.1 mM de una maezcia de dCTP, dGTP, dTTP

0.08 mM dATP

10 pmol de cada iniciador

1 unidad de Taq polimerasa (Perkin Eimer-Cetus)

2 WCi de [ “PPIdATP (6000 CV/mmol, Amersham)

Después de la amplificacién, cada producto de PCR de cada muestra se
prepard de |s siguients manera, antes de ser colocado en el gel:
Por cada 1 u de cada reaccion de PCR de cada muestra se adicionaron 24 pl de
amortiguador de carga (95% formamida, 20 mM EDTA, 0.05% de azul de bromofenol,
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0.02 % Xién-Cianol FF). Se desnaturalizaron 15 minutos a 95°C e inmediataments a
4°cC.
De asta $0l0 3@

v 3ul para ser colocados en el gel.

ias muestras baj dicién no de ralizada:

Brevements, a un 1 ¥l de muestra se adicionaron 24ul de amortiguador TE (10
mM Tris-HC! pH 8, EDTA

1 mM, pHB). De estos 25 ul, se tomaron 2 W y se
aon 2 ul de amort

de carga (0.25 % azu! de bromofenol, 0.25 % xikén-
cianot FF, 30 % glicero) en agua). De esta uitima mezcia, 3 yl fueron usados para
colocarse en &l gel.

Los productos e PCR se analizaron en ge! de poli
N,N-metilbisacriamida. 19:1) al 8% , sin glicerol. La corrida del ge! se lievé a cabo
usando amartiguador TBE 1X, & 10 watts cor

(A

vy a ira

Secysnciacion

Las

on

usando el Mmétado de terminacion con didesoxinuciedtidos (100) La secuenciacion se
llevd a cabo usando ef kit AmpiiCycle Sequencing Kit de Perkin-Eimer. Ss siguieron
as ir iones del pr

Brevements a continuacion se muestran las concentraciones finales de cada
reactivo utilizado:
- 200 ng de tempiado (pusmld_o)
- 100 ilas del oligor
- 1X de Ia mezcia Cycling mix (10U AmpliTaq DNA polimerasa, CS, en 50 mM
Tris-HCI, pH 8.9, 10 MM KCI, 2.5 MM MgClz, 0.025% (v/v) Twenn 20).
-2 uCi de [ “SP)ATP (3000 Ci/mmol, Amersham) ’

Las condiciones de amplificacion fusron las siguientes:
30 ciclos de amplificacion de:
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Desnaturalizacion a 95°C 30 segundos
Alineamiento a S0°C 30 segundos
Extension a 72°C 1 minuto

Cabe mencionar que las condiciones de amplificacion fueron las sefialadas
porelp ¥ que se hizo un ciclo extra con las siguientes condiciones:
Un minuto de desnaturalizacion a 95°C, un minuto de hibrdacion a S0°C y un minuto
de extension a 72°C. Se dejé una ultima extensién durants 5 minutos a 75°C. Se dejb
ol final que |la temperatura bajara a 4°C.

El gei de secuencia fue 7 M de urea, 8 % de - bi (29:1),
todos ias soid utilizi para la p 6n del get, asi como el persuifato de
amonio y el TEMED fueron de Bio-Rad. Las muestras se comieron a 70 watts
constantes y & una temperatura aproximada de S0* C.
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DISECCION DE TALLOS OCULARES EN DOS OCASIONES DIFERENTES
EXTRACCION DE RNA TOTAL

TRANSCRIPCION REVERSA - REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (OLIGONUCLEOTIDOS 1-2.Y 3-4)

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1.8 %
CLONACION EN EL VECTOR pMOSS/ue (TA-CLONING)

TRANSFORMACION BACTERIANA

SELECCION DE CLONAS POSITIVAS POR RESISTENCIA A
ANTIBIOTICO Y ALFA COMPLEMENTACION

MINIPREPARACIONES DE CADA CLONA

CONFIRMACION DE LA PRESENCIA DEL INSERTO
POR ELECTROFORESIS IN GEL DE AGAROSA AL 1%

SELECCION DE LAS CLONAS POR ANALISIS DE POLIMORFISMOS
CONFORMACIONALES DE UNA SOLA CADENA (SSCP)

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

Fig. 12. Se muestra un diagrama de flujo de ia metodologia seguida durante este trabajo.



RESULTADOS

El uso de PCR con oligor ) deri de las cias reportadas de &
HHG de P. bouvieni y la HHG de O. limosus, mostr6é ser una técnica exitosa, no solo
despues de |a trar P sino ' despuds de lievar a cabo o andiisis de

ionales de una soia cadena o SSCP (09,101,102).
Se usd la reaccion de PCR pars la ampiificacion de DNAc. En este caso no se
usaron oligonuciedtidos degenerados debido al alto grado de similitud ( 90 %) entre las
dos especies de acocilas.

Esta técnica se utilizd en una secuencia de dos para ia
compieta del DNAc que codifica ia HIM de P. bouviern.

Dentro de un primer paso, se dissfiaron un par de oligonuciedtidos 1y 2 (Fig. 8y
10). La secuencia de los oligonuciedtidos usados en e PCR fueron disefiados con base

on lo siguiente:

a.- Previamente se habis reportado las secuencias parciales deducidas de las HIM, HHG
y HIV en P. bouvieri (83,84,85,88). En estos trabajos se muestra Que existe una alta
imilitud & nivel de & entre las tres ! P on los
ino y on esta ie de acocil.

b.- De Kieiin et al. (98) por medio de la estrategia de PCR, reportaron ia clonacion y
expresion de dos RNA mensajeros de la HHG en O. /imosus.

c-.La aita similitud aminoacidica (99%) entre las HHGs de los acaciles P. bouvieri y O.
limosus. Ambas HHGs difieren ani e en un de i Leut2 —
Va2, (Fig.13).




35

PE AlI1LFK LDRVCEDCYNLY

pE A1FK LERVCEDCYNLY

R YANS FRQCLDOLLL!'D

R YANS FRQCLDDLLL IO

v N H Pbr

v NH; o1 m

Fig. 13 de las de entre las HHGs de P. bowvier (Pbr) y O.
(Oim). La Onica on o Usnen un

Scido [~ amino y en el

de valinsmide (V-N#H;).

Con base en estos

tes, la
que si & nivel d& aminoécidos, 1a HHG entre _

de
¥ , las n i
|G P

seguida durante Ia clonacion, fus

o muy
tendrian una similitud Muy alta también y mas

als famitia.
Pubm.umumnmwlmmumcmmummqm
para smplificar ol DNAC, on la ion de i secuencia de aminodcidos as
un gen v QO U6 UNE SSPEC oM.

Esta sstrategia se pansé con vists en el posibie sisiamiento no sdlo de una
nomona, SN quizéd de al menos tres horMmonas, es decir, qQue
CIONAr I0s OTOR GENes POr Ser

de una

familia génica.
Durants el primer paso de la clonacién, se obtuvo un fragmento de 225 pb, e
cusl s& INToULO BN UN VeCctor de exp! 1y s@ aron aqueliss

que
wvieran ol inserto. Algunas de estas cionas fueron sSecCueNCIadas para Conocer su

identicad. La secusncia de amino#cidos se dedujo apartir del DNAcC obtenido y se vid

que coincidis en su Mayoria con la secusencia parcial reportada previaments para la HiMW.
El peso lar de Ia p

deducida era de 8330 Da, y el reporiadc ers de
8320 Da (84). Al hacer la comparacién de las secuencias de amir entre

proteinas, se encontrd que 1a difersncia de pesos se debia a un solo aminodcido en la
posicion 71. Aunque para entoncss no se sabia con

itud @ amir ido en esta
posicitn, se reportaba que podia ser una leucina o una isoleucina (84), y en éste trabajo
S8 ENCONo UNE TVONINS.
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Al anakizar los resultados, se vié que |a treonina deducida, era resultado de una
“me ) O que i introducida debido al disefio de los
oligonuciedtidos usados durante Ila amplificacion.

Por lo qgue como un segundo paso con base en lo obtenido anteriormente, se
llevé a cabo de nuevo Ia clonacion, pero esta vez se disef'é un nuevo par de
oligonucledtidos, el 3 y ¢l 4. El oligonuciedtido 4 antisentido ocupd Ia misma posicion
que @ oligonuciedtido 2. El tamafio fue de 16 mer y la secuencia no incluia la treonina
71, sino que fue sintetizado a partir de Val 73 y ocupando unas bases del extremo 3° no

E\ oligor o 3. fue disefiado para unirse a |a cadena sentido del DNA y
ocupd la misma posicion. Se disefid con un tamafio de 186 mer para igusisr la
det 6n (Tm) durante la amplificacion por PCR (Fig. 8 y 10).

La estrategia seguida, como se muestra en la figura 12, durante la primers y Ia
segunds ' fue la y ain cuando en cada uns, el RNA utilizado fue
extraido de animales distintos en cada ocasion, el resultado, bajo estas condicionss fue
ia obtencion del DNAC que codifica la region de ia hormona madura de Ia HIM.

En ambas ocasiones 3¢ siguidé la misma metodologia de clionacién, y los
resuitados que a continuacion se presentan son los obtenidos despues de lievar a cabo
las ampiificaciones con los oligonuciedtidos 3 y 4.

Diseccion de taNos ocuisres.

Acocil

b}
y
3
L
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Extraccion de RNA total,

Fig. 14. Se muestra ei RNA total extraido del tallo ocular de P. bouvieri. 1.-marcador de peso

molecular de RNA (Gibco, BRL) 2.- RNA total de mamifero (rata, cepa Long-Evans), usada como

T ia para la de los RNA ribosomales. 3.- RNA total de P. bouvieri. Las flechas
la de las correspondiente a los RNAs ribosomales.

Transcripcién reversa - reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

600

300
200

100

Flg. 15. DNAc obtenido por transcripcion reversa apartir de RNA total extraido del talio ocular de

us. Las se llevaron a cabo usando el par de iniciadores 3 y 4. En el
caml no. 1.- marcador de peso meolecular de RNA (Gibco). 2.- producto de TR-PCR con un
tamano de aproximadamente 225 pb. 3.- producto de amptificaciéon del DNAc control,
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Transformacion v seleccién de clonas

Se obtuvo un total de B2 clonas que tenian el plasmido con el fragmento de 225 pb
(colonias transformadas). Treints en la primera y 50 en ia segunda clonaciéon.

de sitiva: r andlisi =]

De Ias cionas que se confimndé que tenian el inserto, se analizaron por
[ cor ‘ales de una sola cadena (SSCP). Este meétodo fue
aprovechado, a su i para la deteccion de cambios de bases en
secuencias dadas del DNA, siendo dos y por PCR. Este andlisis se
hizo pensando en separar y diferenciar, en forma muy general, aquellas cionas que
tuvieran ef DNAC esperado y qQuizas aigun otro DNACc relacionado, pensando en e! aito
grado de similitud reportado (83,84,65,68) para e3tos neuropéptidos.

Como se muestra en la figura 16, se pueden observar dos distintos patrones de
movilidad obtenidos por SSCP: a).- el primer patrén se muestra en |0s carriles 3, 4, 5,
8, 8, 10, 11, y 12. Dentro de estas clonas $e sncontré una banda mayoritaria y varias

mir © cor do ia mi i 3 b).- @l segundo patrdn se
muestra en los camiles 1, 2, 7 y 9. Dentro de estas clonas er una
mayoritaria y varias minoritarias. Dentro de estas dlti se er

distintos corrimientos entre ia clona del carril 7 al compararse con ias cionas de los
carriies 1,2y 9.

Por o tanto, las clonas que presentaron patrones de movilidad parecidos a Ia de
las clonas de los carriles 3, 7 y 9 fueron sect i dir te para su
identidad. -
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ND

: , * o
Le .y . “I'*I

Fig. 16. Andliisis de SSCP de las clonas recombinantes obtenidas. Se muestran dos patrones de
movilidad. El patrén A: en los carriles 3, 4, 5. 6, 8, 11 y 12. El patrén B: se muestra en |os carriles
1, 2, 7 y 9. Dentro de estas Gltimas clonas se muestran las diferencias encontradas en agunas
bandas minoritarias, como lo sefjalan las flechas en el carril 7, con respecto a los carriles 1, 2y 9.
ND = a No D




Saecuenclacién

La clona del carril 3, mostré que era un producto de amplificacion incompleto de
la HIM. Las clonas que presentaron un patron de movilidad semejante al de los carriles 7
vy 9 revelaron, de igual forma, la presencia de la secuencia completa que codifica para la
regién madura de la hormona de HIM. La secuencia nucleotidica del DNAc que codifica

ia HIM en P. bouvier se muestra en la figura 17.
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Fig. 17. Secuenciacién de las clonas que presentaron distintos patrones de maovilidad despues de!
analisis de SSCP. S6lo se muestra una parte de una de las clonas que contenia la secuencia
completa de la regién madura de la HIM de P. bouvieri.
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Se ciond el DNAc que codifica la HIM en el acocil mexicano P. bouvieri. Este es
ol DNAc de una i icana. Este DNAC tiene un tamafioc de 225
pb y codifica para I region de ia hormona madura, |a cual consta de 74 aminoécidos
mas el codén de terminacion, dando un peso molecular de 8320 + 3 Da. (Fig. 18).

La secuencia aminoacidica deducida de ia HIM contiene seis cisteinas,
posiblemente formando tres puentes disulfuro entre los residuos -V, -1V, Ili-Vi, como se
ha d para @ grejo de tierra C. maenas. Estos residuos son caracteristicos de
la familia de péptidos de Ia HHG (103).

Este péptido se encuentra flanqueado an su extremo amino por un residuc de
glutamina, el cual se encuentra en el precursor y es consistente con el PiroGlu en el
neuropéptido maduro. En su extremo carboxiio. @ residuc deducido Gli73 es e! donador
esperado del grupo amida para la valina72 terminal (Val-NH;). Séio hay un residuc
basico entre la Gli73 y el coddn de terminacién, y es una lisina74. La secuencia de HIM
no tiene residuos de triptofano, histidina o metionina, un 13.5 % de (a secuencia
aminoacidica contiene residuos basicos, otro 13.5 % contiene residuos dcidos, un 31 %
son residuos polares, y el 42 % esta por i no p , lo que indica que
esta Jjia o de r nente t

Entre el andlisis de secuencia de otras cionas recombinantes, sélo en una de
ellas se encontrd una diferencia de una sola base (Tyr11) fuera de la regiéon de (os

QO sin g0, esta sustitucion pudiera indicar la aparicion de otra HIM o
algun péptido relacionado, aungue no se descarta la posibm&.d de un eror de ia Taq
poiimerasa. Por o tanto, la secuencia peptidica deducida y las composiciones
aminoacidicas coinciden completamentes con o reportado previamente, en cuanto a la
caracterizaciéon quimica de Ia HIM de P. bouviern (87).
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10
Gin val Phe Asp GIn Ala Cys Lys Gly e Tyr Asp Arg Ala
CAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT AAA GGA ATA TAC GAC AGA GCC a2
20
e Phe Lys Lys Leu Giu Leu Val Cys Asp Asp Cys Tyr Asn
ATC TTC AAG AAG CTT GAA CTA GTG TGT GAT GAT TGT TAC AAC B84
A
30 40
Leu Tyr Arg Lys Pro Lys Val Ala Thr Thr Cys Arg Glu Asn
TTG TAC CGT AAA CCC AAG GTG GCC ACT ACC TGC AGG GAA AAC 126
50
Cys Tyr Ala Asn Ser Val Phe Arg Glin Cys Leu Asp Asp
TGC TAT GCC AAT TCC GTC TIT CGT CAA TGT CTC GAC GAC 165
80
Leu Leu Lou e Asn Val Val Asp Glu Tyr lle Ser Gly
CTT CTC TIG ATA AAT GTT GYI GAC GAG TAC ATC TCC GGC 204
70 75
Val Gin (7] Val Gly Lys Fin
GTC CAA ATT GTC GGC AAG TAA 225
Fig. 18. ' it del DNAC que codifica para |a regién de |a hormona
madura de |a HIM dei scocil mexicano P. bouvieri. La secuencia de en ol amino
terminal y se muestra por amriba de ia La entre dos clonas
se por abajo de la tJn sitio de ! es en la Gly73
COMo SO indica (—-).
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Al compararse |a secuencia sminoacidica de 1a HHG y la HIM de P. bouvieri (Fig.
19), se encontré Que comparten un 90 % de similitud, el 10 % de diferencia es debido a
que hay siete oS entre pépti COMO $& Muesira en |as tablas 1y 2.

Hay dos cambios conservativos, hay un a Qque de polaridad

{Thr71 — le71), y otros custro cambian un residuo o-rgldo. @s decir, el codon 21 y el
80 ian de un inoé& & ¥ uno écido por aminodci
polares. Mientras que 10s codones 34 y 41 v dOos samir
cargados, un basico y un &cido.

sin carga por dos

Quizés estos cambios de residuos sean importantes para la interaccién con el

de HIM, és de darle especificidad y tener un efecto exclusivo sobre el

receptor, debido a Que se ha demostrado en bicensayos de inhibicion de Ia sintesis de

ecdisteroides in vitro, en 6rganos-Y , que ia HIM no presenta actividad hip

a pesar del 90 % de similitud entre la HHG y |a HIM en este acocil
P otras p & de éste pé

) te,

(87). No se han




1 10
HHG Gin Val Phe Asp Gin Ala Cys Lys Gly lle
[ ] Gin Val Phe Asp Gin Ala Cys Lys Gly lie
20
HHG Tyr Asp Arg Ala lle Phe Lys Lys Leu Asp
i Tyr Asp Arg Ala e Phe Lys Lys Leu Gluy
30
HHG Arg Val Cys Ghu Asp Cys Tyr Asn Leu Tyr
o Loy Vsl Cys Asp Asp Cys Tyr Asn Leu Tyr
40
HHG Amg Lys Pro Tyr Val Ala Thr Thr Cys Arg
[, ] Arg tys Pro Lys Val Ala Thr Thr Cys Arg
50
HHG Gin Asn Cys Tyr Ala Asn Ser Val Phe Arg
HiM Glu Asn Cys Tyr Ala Asn Ser Val Phe Arg
80
HHG Gin Cys Leu Asp Asp Leu Leu Leu lle Asp
HiM Gin Cys Leu Asp Asp Leu Leu Leu lie Asn
70
HHG Val Val Asp Glu Tyr lle Ser Gly Val Gin
HiM Val Val Asp Glu  Tyr lle Ser Gly val Gin
75
HHG Thre Val Gly Lys Fin
HiM lle Val Gly Lys Fin

Fig. 19. Comparacién de las secuencias de aminoidcidos de la HHG y la HIM de
Procambarus bouvieri. Las diferencias estan subrayadas.



Tabla 1. Se mu

de
nNnuciedtidos entre ia HIM o. P. bouvieriy |a HHG de O. Ilmosus yP. bouvien.
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ir do las secuencia de

C enla { C en | Posicion | C de Caracteristica del Tipo de cambio
HHG de O. a HIM de del (O. it —P, ) .
lmosus P.bouvieri Codén cambiado
CAC GAA 20 Asp —» Gilu fcido —» acido conservativo
CGA cia zi Arg —» teu basico —» no polar cambia carga
GAA GAT 24 Glu _—»_Ap: acido —» #cido conservativo
e CTC 29 Leu —» Leu conservativa
TAC AAC 34 Tyr —» Lys polar —» bésico cambia carga
GTC GTC S Val _—» Val ——— conservativo
ACC ACT 7 Thr  —» Thr conservativo
AGA AGG 40 Arg — Arg conservativo
CAA GAA 41 Gin _— Glu polar —» #cido cambia carga
GTC GTA 48 val_ _—» Val e e— conservativo
TGC TGT 52 Cys —» Cys conservativo
CTT cYC 53 Leu —» Lley conservativo
GAC AAT 60 Asp —» Asn dcido —» lar cambia cargs
CcTT GTT 682 Lteu — Val no polar —» no pol conservativo
ACT ATT 1 Thr_— lle polar_—» no pol cambia poilaridad
Se ra la de ta HHG en O.

los

en Ia secuencia de Ia HIM de P. bouvbﬂ Se indica la posicién del codén y el umbio de amino#cido al que da
origen. La comparaciéon entre (a HIM y la HHG en P. bouwieri solo se puede hacer a nivel de aminoécidos. Son los

mismo cambios, excepto Va2 que s

en ambas

Al compararse la secuencia nucieotidica encontrada de la HIM con |a reportads
para HHG de O. limosus (Fig. 20), se encontré que éstas comparten un 93 % de
similitud, 10 cual concuerda bastante bien con el 89 % de similitud que presentan a nivel
de aminoécidos. Se encontraron 15 cambios de bases entre ambas secuencias. De
estas 15, siete son cambios puntuales conservativos, es decir, que no se origina un
nuevo aminodcido. De los ocho restantes, seis son cambios puntuales en donde cambia
ol sentido de! coddn por otro aminodcido. Los dos ultimos cambios son cambios de dos
bases en el coddn, dando lugar a cambio de aminoacido también.
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Con resp & las dif se eor y ocho (Ver
tabla. 2), estas son e las que se sncontraron entre HHG y la HIM de
Procamberus, ia octava diferencia fue en el coddn 62, es un cambio de LeuS2 — Vals2.
Aunque esta cambio fue por otro ino se cor como un cambio

vativo, es decir, amir sont (Fig.21).

Tabia 2. Se muestran las catorce diferencias encontradas a nivel de secuencia
nuciectidica, entre ia HHG de O. /imosus y la HIM de P. bouwverr.

Codones en | Codones en ia Posicion del Tipo de cambio Posicion del
ta HHG de O. HIM de Codén cambio en el
Amosus P.bowuvieri
CAC GAA 0 __puntual 3a.
CGA CTA 1 puntual 2a.
GAA GAT 4 _puntual 3a.
ha{<] 16 20 puntust 1a.
TJAC AAG 34 dobie mutacién lay 3a
GTC GTG 35 puntual 3a
ACC ACT 37 __puntual 3a
AGA AGG 40 puntual 3a
CAA GAA 41 _puntual 1a
GTC GTA 48 puntual 3a
TGC IGT 52 _puntusi 3a
[“3nd cTC 53 puntual 3a
GAC AAT (] doble mutacion tayla
CTT GTT a2 puntusi 18
ACT ATT 71 puntuat 28
Se o en ia la de P. Las bases nucieotidicas
an tos que se al con la de




ot 5 —— CAG GTG TTC GAC

P 5

Ont GAC AGA GCC ATC
Prb GAC AGA GCC ATC

-GAA GAT TGT TAC AAC
GA,

Ort
Prd J GAT TGT TAC AAC

Ol ACC TGC AGA CAA AAC TGC TAT GCC
AAC TGC TAT GCC AAT TCC GTA 71T CGT

Prb ACC TGC AGG GAA

CAG GTG TTC GAC

T7C
T7C

TG
CcTG
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CAG GCT 7TGT GGA ATA TAC
ATA TAC

CAG GCT TGT

3
$

AAG AAG CTY GAC CGA GTG TGT
AAG AAG CTT GAA CIA GTG TGT

TAC CGT AAA CCC TAC GTC GCC ACC
TAC CGT AAA CCC AAG GTG GCC ACY

AAT TCC GTC TTT CGT CAA
CAA

TAC

O TGC CTT GAC GAC CTT CTC TTG ATA GAC GTT CTT GAC GAG
CTT CTC TTG ATA AAT GTT QTT GAC GAG TAC

Pb TGT CTC GAC GAC

O ATC TCC GGC GTC CAA ACT GTC GGC AAG TAA — 3°
CAA AJT GTC GGC AAG TAA — 3°

P ATC TCC GGC GTC

Fig. 20. Comparaciéon de secuencias nuciectidicas entrs (s HHG de O. imosus

111

141

183

On) y la HM de FP.

bouviern (Pbr). Las bases subrayadas indican las difereancias entre ambas secuencias. Las bases

submayadas y sn negrilla indican cambios que originan

de amir

estan en ia indican

que las que no
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1
O.limoeus Gin Val Phe Asp Gin Ala Cys Lys Gly lle
P. bouvier! Gin Val Phe Asp Gin Ala Cys Lys Gly lle

O. limosus Tyr Asp Arg Ala lle Phe Lys Lys Leu Asp
P.bouvier! Tyr Asp Arg Ala fle Phe Lys Lys Leu Gy

O. Imosus Arg Val Cys Glu Asp Cys Tyr Asn Leu Tyr
P.bouvier! Lagy Val Cys Asp Asp Cys Tyr Asn Leu Tyr

40
O. Hmoeus Arg Lys Pro Tyr val Ala The The Cys Arg
P. bouvier! Arg Lys Pro LYS Val Ala IThr Thr Cys Am
S0
O. Nmosus Gin Asn Cys Tyr Ala Asn Ser Val Phe Arg
P. bouviers GQly Asn Cys Tyr Ala Asn Ser Val Phe Ang
(]
O.Nmosus Gin Cys Leu Asp Asp Leu Lteu Leu e Asp
P.bouvieri Gin Cys Leu Asp Asp Leu Lleu Leu lie Asn
70
O. Newosus Val Leu Asp Gilu Tyr lle Ser Gly val Gin
P. bouvieri Val ¥Yal Asp Giu Tyr lle Ser Gly val Gin
75
O. fimoeus Thw Vval Gly Lys Fin
P. bouvier! He Vval Gly Lys Fin
Fig.21.C de las de la HHG de O. imosus y Ia HIM en P. bouvieri.
Los —ch los & nivel de secuenciss nucleotidicas. En

son NO Conser Sin son conservativos.
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La estructura de la HIM en distintas ies de cr d P ha sido

determinada en la langosta H. amerncanus (54), el cangrejo de tiera C. maenas (92), e!
camarén blanco P. vannamei (91), y el cangrejo azul C. sapidus (93). Todas ellas
comparten un aito grado de similitud y son muy parecidas a las HHGs de ios mismos

crustéceos.

E) angiisis de alineamisnto (104) fue hecho bji un eon o
residuc de la secuencia, excepto para las dos ies de grej para al los
residucs de cisteina. En este caso, una e entre todas las

molécula muy

secuencias. (Fig.22). Como se puede observar, ia HIM es una
conservada. Catorce de setenta y ocho residuos ¢ 18 % (bassdo en la HIM m4as larga)
son idénticos entre todas las HIM. Tomando en cuenta las sustit conser el
grado de similitud alcanza un 38 % ( 30 de 78 residuos) y la regién mas consefvada
comprende de los residuos 13-53. Como se muestra en la tabla 3, los distintos
porcentsajes de similitud entre cusiquier par de organismos, coincide con sus distancias
filogendéticas calculadas con bases en criterio morfoldgico (3).

dos de la HIM en distintas sspecies de

Tabila 3. Secuencias de n y de amir
Crusticeos decipodos.
Pbe Hoa Pev Cam Cas
Por 100 79.3 50 48 48
Hos 79.2 100 53 48 45
Pev 44 4 49 100 39 34
cam 32 30 27 100 82
Cas a2 30 25 79 100
En ia parte sup.nor derecha de la tabla ssta cl de de cada par
neuropéptidos. En [a parte el po de
A, Pov=F. vannemel,

d. c-’. par de genes, Pbe=pP, HolA-H
. SEMpITus.



Los posibies puentes disulfuro estan localizados en las mismas regiones entrs
los residuos 7-43, 23-29, 26-52 y estin incluidos dentro de los amino#écidos

conser Al p . 1| i es del mi tipo que en C. maenas y en |a
HHG de P. bouvier. Quizh esta topologia sea un rasgo comun a toda esta familia de
hormonas (90).

El extremo carboxilo, de ios residuos 54 a 78, es una region con muy poca
similitud, quizé estos residuos estén involt an la P de cada i®e O
QPO de especies.

Por otro ledo, a pesar de que el mas ailto porcantaje de similitud fue alcanzado
entre P. b orf y H. entre ias HIM, |la similitud encontrada, al compararse

con la HHG de O. imosus y mas aun con la HHG del mismo Procambarus fue mas
grande, 10 que nos indica que No sdlo estas hormonas son muy conservadas entre ias
de crusti sino i sntre las distinas hormonas de una

misma especie. La HHG de O. imosus estéd muy relacionada con la de P. bouvien, en
organizacién estructural, en tamafio y tambien en |a faita de los residuos Trp, His y Met.

En esta especie mexicana, a pesar de la naturaleza conservada de la HHG y Ia
HIM, su actividad biologica es diferents. como fus demostrado por biocensayos
homdlogos. (105,108,107).

Por comparacion se vié que estas hormonas, HHG, HIM y HIV no revelaron
ninguna similitud con cualiquier otro pé conoci Al p son propi de ios
crusthceocs.

El alineamiento de las secuencias nucleotidicas de astas mismas especies de
crustéceos descritas anteriormente, se llevd con cabo base en el alineamiento de las
secuencias peptidicas, obteniéndose de igual forma ia mas aita similitug. Como
pOodemos observar en ia figura 23, ests similitud es de un 25 %. Los porcentajes de ias
similitudes encontradas entre las HIM de !os distintos organismos, se muestra en |la tabla
3 {tomando en cuanta la secuencia mas larga).



brtb pEVFDOQA|C|-KGYYDIRIAYF

Cy TT
Hoah pEVFDQAICI- KGVYDIRINLF cyY TT
Pev. DTFDHS|C|-KGIYD|RIELF cjy TE
Cam RVINDE|CIPNLIGNRDLY s S L
Cas RVINDDCIPNLIGHNRIDDLY Cl A SL

Pev KS F VIN]K R VADLRHDVSRFLKMANSALS
Cam RR F FINIE D VEATERSEELRDLEEWVGILGAGRD

Prb RE YANSVIFRQCILDDLLLYNVVDEYISGVQYV-NH
Hoah RE YSINWVFRQCLDDLLLSNVIDEYVSRVQN
Cas RK FFINIEDF] VRATERSEDLAQLKQWVTILGAGRI

Fig. 22. Comparacibn de las secuencias de aminoacidos de la HIM en distintas especies
de crustdceos decdpodos.Los recuadros indican aminofcidos conservados. Pbr= P. bouvier,
HoaAzH. americanus, Pev=P. vannamei, Cam= C. maenas, Cas= C. sapidus, V-Ni,= valina amidada.

(1
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El analisis de alineamiento fue hecho de la misma manera, dejando un espacio en
el codén ocho. en la secuencia, excepio para las dos especies de cangrejos, para alinear
los codones de los residucs de cisteina. En este caso, una méxima similitud se alcanzé
entre todas las secuencias. Como se puede observar en la figura 23, is HIM es una
molécula muy conservada. Sélo 58 de 234 nucledtidos 6 25 % (basado en Ia HIM més
larga) son idénticos entre todas las HIM, siendo este valor muy parecido al encontrado al

los pépti La regién mas conservada comprende de los codones 3-53.
Como se muestra en la tabla 3, los distintos porcantajes de similitud entre cualquier par
de organismos, coincide con sus distancias filogenéticas caiculasdas en base a un critenio

mortolégico (3).
El extremo 3°-, a partir de los codones 54 a 78, se puede observar que es una

regién muy poco conservada.
A pesar de que e mas alto porcentaje de similitud fue aicanzado entre 2. bouvieri

y H. americanwus en las secuencias nuclieotidicas de HIM, la similitud encontrada, al
compararse con la HHG de O. /imosus, y mas aun, con la HHG de! mismo FProcambarus
fue ia mas alta, lo que nos indica que también a nivel de nucledtidos, Nno sdéio estas

homonas son Mmuy conservadas entre las distintas de crustd sino 1
entre las distinas as de una mi
un isis de co! 1 de la hor HHG, HIM y HIV en distintas especies

de crustéceos decspodos MOostré que esta familia de neuropéptidos puede ser dividida en

dos subgrupos © subfamilias.
Por un iado el grupo de la HHG guarda un 55 % de similitud entre ilas distintas

especies. El otro subgrupo es el formado por ia HIM y ia HIV, Ias cuales guardan un 53 %
de similitud tambien entre las distintas i Pero al @l parecido entre estos
dos subgrupos el porcentaje encontrado es de 19%._

En |a tsbla no. 4 se muestra un analisis del uso de codones. Esta es no
significativa debido a que no se han reportado otros genes en A. bouvier.



GAG GTG TTC GAC CAG GCT TGT -- AMA GGA ATA TAC GAC AGA GCC ATC TTC AAG AAG CTT GAA CTA GTG TGT GAT GAT TGT TAC AAC CTG
CAG GTG TTC GAC CAG GCG TGT -- AAG GGC GTG TAT GAC CGC AAC CTC TTC ARG ARG CTG GAC CGT GTG TGT GAG GAC TGT TAC AAC CTC
GAC ACC TTC GAC CAC TCC TGC -- AAG GGC ATC TAC GAC CGG GAG CTC TTC AGA ARG CTG GAC CGC GTC TGT GAG GAT TGC TAC AAC GTG
AGA GTT ATC AAC GAC GAG TGT CCA AAC CTT ATC GGC AAC AGA GAC CTT TAT AAG AMA GTA GAA TGG ATC TGC GAA GAC TGT TCA AAC ATC
AGA GTT ATC MAT GAT GAT TGT CCA AAC CTT ATA GGA AAC AGA GAC CTT TAC AAA AMA GTA GAA TGG ATC TGC GAC GAC TGT GCA AAT ATC

TAC CGT AAA CCC AAG GTG GCC ACT ACC TGC AGG GAA AAC TGC TAT GCC AAT TCC GTA TTT CGT CAA TGT CTC GAC GAC CTT CTC TTG ATA
TAC CGC AAR CCT TTC GTC GCC ACC ACC TGC AGG GAG AAC TGC TAC AGT AAT TGG GTG TTC CGT CAA TGT CTC GAC GAC CTA CTC TTG AGT
TTT CGC GAG CCC ARG GTG GCC ACG GAG TGC AAG TCC AAT TGC TTC GTG AAT AAG AGG TTC AAT GTC TGT GIG GCT GAT CTC AGA CAT GAT
TTC CGC AAG ACA GGA ATG GCG AGT CTC TGC AGA AGG AAC TGC TTC TTT AAC GAG GAC TIC GTG TGG TGT GTG CAC GCT ACC GAG (GG TCC
TAC CGG AGC ACA GGA ATG GCC AGT CTT TGC AGA AAG GAC TGT TTC TIT AAC GAG GAC TTC CTG TGG TGT GTG CGC GCT ACA GAG CGG AGT

AAT GTT GTT GAC GAG TAC GTC TCC GGC GTC CAA ATT GTC GGC AAG --- --- --- TAA
GAT GTG ATC GAC GAG TAC GTC TCC AAC GTC CAG ATG GTC GGC AAG «-- --- === TAA
GTC AGC CGC TTT CTG AAA ATG GCT AAT TCT GCG CTA TCC --- --- --- --- --- TAA

GRA GAG CTG AGA GAT TTG GAA GAG TGG GTT GGC ATT CTT GGG GCT GGC GG GAC TGA
GAA GAC CTG GCA CAG TTG AAA CAA TGG GTC ACG ATC CTT GGG GCC GGT CGG ATC TGA ------- Cas

Fig. 23. Comparacion de las secuencias nucleotidicas de |2 HiM entre distintas especies de Crustdceos decdpodos. Pbr= P. bouvied,
HoaA=H. americanus, Pev=P. vannamei, Cam= C, maenas, Cas= C. sapidus. Las letras subrayadas indican las bases conservativas.
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T.bll4.F,‘anndldouwdoeodorn-.nP.boumﬂ.samlwh..cuond-d-

mucledtidos (225 pb) de HiM.

aly oG Q.00 0.00 ©.00
aly OGA 1.Q0 13.3%¥ 0.33
Gly ocT 0.00 ©.00 0.00
Gly aac 2.00 26.67 0.67
alu aaG 1.00 23.33 ©.33
Giu GAR 2.00 26.67 ©.67
Avp GAT 2.00 26.67 0.3%
A aac s.00 66.67 o.72
val I 3.00 40.00 0.38
val ara v.00 0.00 0.00
val crT 2.00 26.€7.., ©0-35
val oTC 3. 40.Q0 0.38
Ale oce ©9.00 )
Ale cea 0.00

Ala acT

Als ace 3.

Arg Ao

AXQ AGA

Bex ACT

Ser acc a.00

Ty= anc 4.00

Lys AAR 2.00

Asn AAT 2.00

awn Arc 3.

e -



contimmcion Tabls 4.

Serx
Ser

Bex

arg

Arg
Gln

Him
His

3438 4333 REEE R 1383 4394

26.67

“38.67

"- 0.29

0.33
0.67

0.00




DISCUSION

A principios del sigio 20, Koller (108) y Perkins (109) mostraron que en camarones,
ios movimientos pigmentarios de los eran cof por hor
derivadas dell tallo ocular. Durante este mismo tiempo, Hanstrdm (110,111) describié un
complejo endocrino en el talio ocular de crusticeos, el organo-X y |a gléndula sinusal, y
sugirié que este complejo endocrino podria jugar un papel en varias funciones fisioiGgicas
del animal. Ademas, |a esliminacion del tallo ocular condujo a conocer miés acerca de
estos 6rganos en varios procesos fisioldgicos como: el depdsito de calcio en la cuticule
(112), |a aceleraciéon del ciclo cardiaco (113), la contracciéon muscular (114), la inhibicion
de Ia vitel resis (115), la gli ia (116) y la osmoregulacion (117) entre otras.

Los estudios més recientes en e! irea de nourohormbnls y Su secrecié desde el

sistema Srgano-X - glandula sinusal, se han er princip ala
de estos neuropé por métod: bioquimicos. Durante los ultimos afios, se ha dado
mas atencién a la HHG, HIM y a ia HIV. Estas tres hormonas pertenecen a una familia de
péptidos que hasta ahora sélo han sido encor an crusté La HHG ha sido
secuenciada en una especie de cangrejo (90), en una especie de langosta (aunque
también tiene actividad de HIM) (94), en un isdépodo (118) y en tres especies de
langostinos (87,68,119). La HIM ha sido descrita en dos especies de cangrejos (93.692),
en una especie de camarén (91) y la HIV (o HIG) sélo ha sido reportada en |la langosta

(120).
En México, los primeros reportes sobre ia caracterizaciéon de una hormona

neurodepresora en la glandula sinusal de P.bouvien fue eﬁ 1977 (121) y no fue hasta
1888 que se describié una familia de neurohormonas en este acocil mexicano. Esto se

P on la janza en hidr ici de estos neuropéptidos, los bicensayos
gos y | gos in vivo @ in witro, la janza de sus b i los

datos de ion de a ' vy la presencia de pares de isomorfos (122).
Los péptidos de HHG, HIM, y HIV constituyen no sélo una familia & nivel de las
distintas peCH sino ién dentro de una sola especie, como es el caso de

P.bouviein.
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El conocimiento de Ilas secuencias aminodcidos de s hormonas antes
mencionadas ha contribuido enormements al estudio de (as mismas a nivel molecular
para Ia investigaciéon neuroendocrina en crusticeos. Las estructuras primarias de estas
preprohormonas han sido deducidas a partir de la obtencién de DNAc del tallo ocular y Ia
creacién de bibliotecas de DNAc. La seleccion de estas bibliotecas ha sido por hibridacion
usando como sonda ofigonucledtidos degenerados (80), o por ia técnica de PCR,
utilizando oligonucledtidos degenerados para una primera amplificacion, diseflados con
base en una secuencia reportada para el mismo gbn en otra especie. Con base an |a
secuencia obtenida se llevd a cabo una segunda ar 1 con oligor

especificos (123,124,125,128).
Otra estrategia de PCR fue con el uso de dos pares de oligonuciettidos

degenerados con base en Ia secuencia amino terminal y carboxilo terminal dal mismo
leccion de una

péptido. Con estas sondas o productos de PCR se hizo una
La utima estrategia de clonacion fue por el método de RACE (rapid amplification of CONA
ends) (91).

En este trabajo se aprovechd la alta similitud entre ia secuencia de aminoscidos

de las distintas hormonas reportadas en Procambarus, asi como la cercania evolutiva que
i La gia de

oxiste entre estm aspecie mexicana y el acocill O
clionacién que se siguid en este trabajo, fue a partir de PCR usando oligonucleédtidos
disefados con base en una secuencia de un gen que pertenece a |la misma familia
peptidica y en una especie muy cercana filogenéticamente.

A pesar de que el péptido (85) mas abundante encontrado en la glandula sinusal
de Procambarus es ia HHG (mas del 864% ), del aito grado de similitud de las distintas
hormonas en el acocil y de haberse realizado la clonacion en dos ocasiones distintas
utilizando dos [otes diferentes de RNA total, solamente se encontrt la secuencia de DNAc
que codifica la HIM en ias distintas clonas recombinantes secuenciadas. Esto nos podria
indicar que |a expresion de la HIM es mayor que la de cualquiera de los otros péptidos.

Para la HHG, en un estudio realizado en Holanda (24), se vié que la expresion del
RNA mensajero varia a lo iargo de todo un dia, lo cual coincidie con ia abundancia
encontrada con respecto a la cantidad de proteina (24). Para la HIM aJun no se ha
reportado nada al respecto. Quiza la expresion del RNA mensajerc de ia HIM sea
constante a lo largo del periodo de intermuda. Para C. msenas se ha visto que la
expresién de HHG y de HIM no se leva a cabo en las mismas células y tampoco coincide
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su liberacion de la glénduls sinusal (128). Mientras que HHG p. estar invol on
regulaciones a corto témino y su i Y pusde @a varios estimulos
ambisntales (127,128), |a secrecién de la HIM parece ser activa en procesos & corto y

largo térmmino, como Ia prolongacién de la intermuds y hay i de reg. O
durante |a premuda (129). Se ha do en C. que tanto ia liberacién como

ta localizacion de |la HIM difiere considerablements de la HHG (126). Seria interesants
diar la ) ¥ @xp 6n de estos péptidos bajo distintas condiciones naturales

y experimentales, asi como ver el nivel de transcripcion de Ia HIM en distintos estadios del
cicio de la muda

De Kleijn et al. han visto que ia ividad de HHG bajo condi como

ol estrés, |a , @l f iodo y 1 durante los distintos ciclios de la muda
(128).

Para |a realizacion de este los ar uti fueron aduitos y todos

on de ir ida. Quizé las condiciones utiizadas psra e! manejo,

transporte y mantenimeinto de @stos organi: on el asi como otros factores

como ef fotoperniodo y el estrés sean condiciones predominantes a tomar en cuenta pam
la clonacion de ia HHG y la HIV.

Con respecto a Ia edad, se ha visto que desde el primer estadio larval de las
langostas (130), varia el nivel de en lat fa durante el ciclo de ia
muda. Hay cambios tanto en |la ecdisona como en la 20-hidroxiecdisona, aunque estos

no se ] Sep que las larvas de Crustéceos poseen 6Iganos -
X y -Y muy rudimentarios (131) y que quizé usen el mismo sistema de regulacion
endocrina para e control de a muda e cual es aparentementes desamroliado
tempranamente en (a vida de los artrdpodos. Este proceso ha sido ampliamente
estudiado en animaies adultos (84).

Aunque la secuencia que se reporta en este trabajo solo corresponde a la region
de la hormona madura, la ssmejanza tan grande que guarda con ia HHG del mismo
Procambarus y de otras i como O nos Mmuestra que este neuropéptido
parece peftenecsr mas al grupo de HHG/HIM que al de la HIV. Para confirmar esto haria
falta conocer |a estructura completa de HIM incluyendo a la secuencia del péptido sefial y
Quizs&, silo presenta, algun péptido relacionado con el precursor (PRP), que aun no ha
sicdo demostrado en otras HIMs, y ni en la HIG (133). Se propone que s! PRP astad de un
modo ubicuo en la estructura de todas las HHG de crusti: Hasta of o No se
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ia ividad bi del PRP. Estas estructuras conservadas sugieren que: a)
aseguran el cofrecto piegamiento de la proteina, exponiendo los sitios apropiados para el

b) aseguran la corrects asignacién de ios pusntes disulfuro

P por
Y ) pueden jugar un pspel en la sintesis de diferantes isoforrmas de los péptidos

(132,133).
Esto nos daria un acercsmiento mayor a la relacién que guards esta familia

peptidgica no sdlo dentro de FProcambarus, sino dentro de [os crusticeos y en general en

los artrépodos.
Se encontrd recientements la p in de dos i para la HHG. Estos
isoformos tienen la misma secuencia aminoscidica y la diferencia se debe a que en &f

tercer residuc existe un aminodcido L o D. Esta caracteristica se observé en especies
como H. (133). F clarkii (119), y P. bouvien (84,85). En P. bouvier

ia Fen en la tercers posicién es Ia que cambia de L-Fen en HHG-I, a D-Fen en HHG-II.

Para ol caso de HIM, se encontrd Io misma,
Dursnte ia secuenciacién, en uns de las cionas se encontird un cambio de una
ot (Fig.18). Este cambio se localiza dentro

de una guanina por una
Esto nos podria indicar la
ado a HIM. Hasta esate momento no

base, fuera de Ia reg de los olig
del codén 18 en Ia secuencia nu
adeaning (AAG — AAA) sin alt @l amir

P de algun i o algan
o8 posible decir cual es el origen de ls diferencia de estas clonas o si hay oro miembro

de la familia de neurchormMmonsas o si @sto sea el resultado de otro gen. Aunque este
t e ta Ia

L d un

cambio solo se encontrd en una sola de las clonas ar
posibilidad de un emor de Ia Taqg polimerasa. Para explicar esto, seria NEcCesanc expresar

ambos DNAcC de HIM con y sin la sustitucion presente en el codén 18 y anslizar cada
¥ , ¥ qQuizés conocer si

hommona en bicensayos /in vitro sobre la sintesis de
también existe alguna locaiizacidn en ia gléndule sinusal en forma selectiva de ios
distintos péptidos.

Las diferencias encontradas entre ia HHG y Ia HIM en P. bouvieri podrian indicar
que estos p 1 estar exp

que son productos de diferentes genes y

diferencialments como se ha visto en otros crusticeos (123).
Los vailores de similitud entre ias HiMs de jos distintos crustéceos concuerdan con

ias distancias filogenéticas entre ellos, establecidos de acuerdo a criterios morfoldgicos
(3). Hasta ahora, no s# ha reportado ja presencia de intrones en estos genNes.



E! andlisis de estos neurop an cn esté muy lejos de completarse.
en otras regiones

Aun se requiere jar en los é que son sir
endocrinas, sdemas de Ia glénduls sinusal en el tallo ocular. Las técnicas de biologia
recombinants no séio estan dirigidas al estudio de! modo de accidn y jos sitios blanco de
ias hormonas respectivas, sino que ién podrian p i i de la On
esstructhura-funcion.

La combinacion de técnicas de bioclogi iar con biog i -
inmunoquimicos provees una elegants jienta para ei ctio de los neurop ik a
nival de RNA mensajero y pépti en anii individush on diferentes condicionas
fisioldgicas.

[ =] de las sect de estos neuropéptidos ha
cor a la i6n de técni de biologl jiar en ia
i or de crusté La y la ' de los DNAs

0 hace p deducir las estructuras primarias de varios
[ neuwroh ¥ p H nas técni i para estudiar
SU expresion. Ademiis, estas técnicas estdn disponibles para ia produccion de hormonas
P antes de en si ot ISt pudiendo producir asi
varias de las neurot en car grandes y puras.

El irni fur /| de las .stml:turl'l y funciones de estos

o de & de dar indicios interesantes pars ia crianzs de animailes
bajo ambientes artificisles de acuacuitura.

Seria il 1a apli y del control de la muda en acuacultura. E! gran

tamafico y valor nutritivo y comercial de estos organismos puede ser una posiblie

proposicion viable.
No hay que olvidar que el proceso de la muda es un evento muy critico en ia vida
iodo, es si ails ion a

de jos ya que el i , durante este
canibalismo y ataque por depredadores. Se tisne que tomar en cuenta la importancia de

aste fendmeno en ef cultivo de acociies, io cual afecta todos los aspectos de la vida del

animal.
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CONCLUSIONES

- Se clond el DNAc que codifica la hormona inhibidora de la muda en el acocil
Procembarus bouvieri. Es el primer neuropéptido clionado en una especie de

- Este DNAC @3 un fragmento de 225 pb que codifica ia regién de ia hormona madura.
Es una sola cadena J cor ids por 74 amir i mas el codén de

terminacion.

- Contiane los codones respeclivos para seis rasiduos de cisteina, los cuasles son

de esta de ned E) coddn 1 codifica una glutamina, ia
cual ide con el pii k o El on 73 iffi una glicing la cuat
@3 ol donador del grupo amida donador para la valina terminal (Val-NH2).

- La secuencia de aminoicidos y e! peso molecular deducidos del DNAC cionado,

' & lo rep P te.

- Por estudios previos s demostré que esta hormona sélo tiene actividad inhibidora

de la muda y no activided hipergl te. Faltaria otras p

funcionas fisioldgicas de esta hormona.
fos de la HIM. Para entender la importancia de estos

- Se eor dos
isomorfos, se requiersn otros estudios para corroborar este dato en ia filogenia de
este animal.
- La mas alta similitud a nivel de secuencias de nL i se or al

de si fueron

ia HIM con la HHG (93%) del acocil O. /i Los g
yendo al s® con la HIM de la langosta H. amerncanus (79%), con ia

HIM del camarén P. vannamei (50%), con la HIM de ios cangrejos C. sepidus y C.
meenas (48%), |o cual concuerda con sus distancias filogendéticas.

- La mas alts similitud a nivel de secuencias de aminodcidos se encontré al comparar
ia HIM con ia HHG de Procambsrus (90%). Los grados de similitud fueron
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do at con la HHG de! acocil O. limosus (89%), con la HIM de
(79%), con la HIM de! camardn P. vannamei (44%), con ia
(32%), lo cual concuerda con sus

HIM de los ore) C. dus y C.

- Se confirmdé que la HIM en P. bouwvier/ es una molécula conservads tanto en su
de como de nuciedtidos.

- Por su aita similitud, se piensa que la HIM, HHG y HIV en P. bouvieri forman una
de o Esta similitud es mayor que (a encontreda

imersepecie.
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AMPc
Cam
Cas
°C

dATP-*2p

dCTP
DEPC
dGTP
DNA
DNAc
aTTP

EDTA

HCPR
HHG
HIG
HIM

o s s s ot e 1 e e 5 b
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Carcinus maenas

Callinactes sapidus
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Hormona neurodepresora
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Kilo bases
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Oligo d(T)
Olm
OXMT-GS
pb

Pbr

PCR

pE

Pev
Piro-glu
pM

RNA
RNAM
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Transcriptasa reversa (Moloney murine leukemia virus)
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3-(N-morfolino) écido propanosulfénico

nanogramo .
Oligonucledtido formado por desoxitimidinas

Orconectes limosus
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Procambarus bouviern
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Abcgviaciones de 108 L-aminogcigos

Aminoécido Simbolo de Simbolo de
tros letras una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagine Asn N
Acido sspértico Asp D
Cistelna Cis [
Glutamina Gin Q
Acido glutémico Glu E
Glicina Gli G
Histidina His H
Isoleucina le ]
Leucina Leu L
Lisina Lis w
Metionina Met M
Fenilalanina Fen F
Prolina Pro P
Serina Ser s
Treonina Thr T
Triptofano Trp w
Tirosina Tir Y
Valina Val v
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Abstract
The molt-inhibiting h (MIE) is a neuropeptide produced in the sinus gland
which inhibits the biosy is of y ids in the Y-organ. In this work we describe the
)! teotid: of the region of MIH from the Mexi crayfish Pi barus

bouvieri, which was cloned using reverse transcription and polymerase chain reaction. The cloned

cDNA des a region isti of 225 bp including the stop codon. The sequence indicates the
p of six cystei in ved positi ing the p of three disulfide bridges.
The MIH leotid: q h some degree of identity to those reported for H. americarnmus,
P C. and C. sapids
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Crustaceans possess a neurosecretory sy log: to the ver hypothalamus-
neurohypophysis axis and to the insect cercbral li orpus di - corpus ail Yy
‘The crustacean neuroendocrine h diverse r 1 y neuropeptides and is the most
important lation and integrati center of the animal. It consists of neurosecretory cell somata

named the X-organ, whose clustered axon endings form a neurohaemal organ, the sinus gland (SG)

(1,2).

External color changes, molt cycle, dal d. lop light ion and gl levels

in the hemolymph, among others, are regulated by hormonal factors released by exocytosis from the

SG, situated in the optic ganglia of the ey Ik of decapod cr 3).

The SG of the Mexi yfish Pr barus bouvieri (Ortmann) contains a family of four
neuropeptide hormones (4). One of these peptides has been shown to have molt-inhibiting hormone
activity, which exerts its inhibitory effect in vitro upon ecdysteroid synthesis in Y-organs (5).

The MIH primary structures of the lobster (Homarus americarus) (6,7), the crab (Carcinus

maenas) (8), the white shrimp (Penaeus vannamei) (9), the blue crab (Callinectes sapidus) (10) and

the Mexi crayfish (Pr barus bowuvieri) (11) have been determined. Comparisons between the
peptid and ded: d p in prod from cDNAs indicate a high degree of similarity to
the crustacean hyperglycemic hormone (CHH) from several cn (12) and belong to the same

neuropeptide family. The similarity in amino acid sequences of MIH, VIH (viteliogenesis-inhibiting
hormone) and CHH suggest that these neuropeptides originated from the same gene family (13,14).

Despite rapid progress in lecular biol infor i on the gene structure of these

neuropeptides and their precursors is still very limited, specifically for MIH from P. bowvieri.

In this work, we isolated a cDNA that encodes the let leotid of the

mature region of the MIH from the crayfish P. bouvieri.
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P. bouvieri were 11 d in Ur state of Mich &n, Méxi (5). Ani in the

hetized with hed ice. A total of 200 eyestalks were pooled and

intermolt stage were

homogenized. Total RNA was prepared with Trizo! according to the er’s instr
(Gibco, BRL). The total RNA recovered was disolved in diethyl pyrocarbonate-treated water.
The reverse transcription reaction was casried out according t<-> the protocol of Gibco, BRL.

desi, d based on the homologous regions

Oligonucleotides for the PCR i i were

between CHH, MIH and VIH peptide sequences described previously by our group in P. bowvieri

(11,15,16) and the published information of the cDNA of CHH from the yfish Or Ji
(17). The oligonucleotide sense strand was 5'-CAGGTGTTCGACCAGG-3" and the antisense
strand was 5°- CACCTTACTTGCCGAC-3‘(sce legend figure 1).

A PCR product of 225 bp was detected and cloned into pMOSBlue vector (Amersham),
wransformed and propagated in DHS5ax cells. Recombinants were screened by PCR-SSCP (polymerase
polymorphism) analysis (18). The sclected clones were

chain r i ingle strand confor
sequenced using the AmpliCycle Sequencing Kit (Perkin-Elmer, Cetus).

Figure 1 shows the complete sequence of two different clones found to encode the mature
region of MIH (GenBank U79764). The difference between these clones was a single nucleotide
change at position 54 (G—A). This change does not modify the encoded amino acid. Whether these

two clones represent gene isoforms requires further investigation. The possibility that this difference

could be a cloning artifact, such as an error introduced by the Taq poly be luded
The cDNA of MIH includes a region of 225 bp, with an open reading frame coding for a
protein of 74 amino acids, plus a stop codon (Fig. 1). This confirms our previous results that MIH is

id in a similar manner to

a peptide with a molecular mass of 8322 Da, ining six ine r
those of the CHH peptide family and probably forming three disulphide bridges in the mature

peptide, as previously reported for C. maenas (19) and P. bouvieri (11,15,16).
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Comparison of the amino acid sequence of MIH with CHH from P. bouvieri revealed a high

degree of similarity (90%) (Fig.2). These hormones differ in seven amino acid residucs; five
differences are due 1o point mutations, whereas two of the seven are due to a double mutation. The

leotid of O. 4 CHH is 93% identical with MIH from P. bowvieri and shows

fiteen base differences. Seven of these changes are due to point mutations that change the amino
acid, rwo are due to double mutations which also change the amino acid and six are due to point
mutations synonymous.

The nucleotide sequence of MIH from P. bouvieri shares 79% identity with MIH/CHH
reported for H. americanus, 50 % with the MIH-like gene in P. vannamei, 46% with MIH of C.
maenas and C. sapidus. All these values are very close to those reported previously for their amino
acid sequences (Fig.3) (7,8,9,10).

It is interesting to note that the MIH sequences, previously reported, lack precursor-related

peptides. In contrast, CHH, a very closely-related neuropeptide, possess a precursor peptide, and for

this reason it is imponant to further elucid. the 1 gene e of the preprohormone
structure of P. bouvieri MIH.

It has been reported that the MIH from H. americanus also exhibits hyperglycemic activity
(6). In spite of the fact that MIH of P. bouvieri is very closely related with CHH in this species, it did
not present any hyperglycemic activity (11,20,21).

In our experimental conditions, only cDNAs encoding MIH were detected. This finding was
surprising because in our previous studies the most abundant neuropeptide of the cyestalk was CHH

(22). This suggests that possible postranscriptional mechanisms are involved in the synthesis of

neuropeptides in P. b ieri and deserve investigation.
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Gln Val Phe ABp Gln Ala Cys Lys Gly 1Ile Tyr

Asp Arg Ala
CAG OTG TTC GAC CAG GCT TGT AAA GGA ATA TAC

GAC AGA GCC 42

Ile Phe Lys Lys Leu Glu Leu Val Cys Asp AsSp

Cys Tyr Asn
ATC TTC ARG AAG CIT GAARA CTA GTG TGT GAT GAT TGT TAC AAC 84
-
Leu Tyx Arg Lys Pro Lys Val Ala Thr Thr Cys Arg Glu Asn
CTG TAC CGT AARA CCC ARG GTG GCC ACT ACC TGC AGG GAA AARC 126

Cys Tyr Ala Asn Ser Vval Phe Arxrg Gln Cys

Leu Asp Asp Leu
TGC TAT GCC AAT TCC GTC TIT CGT CAR TGC

Leu Leu Ile AsSn Val Val Asp Glu Tyr Ile Ser Gly Val Gln
CTC TTG ATA AAT GTT GTT GAC GAG TAC ATC TCC GGC GTC CAR 210

Ile Val Gly Lys End
ATT GTC GGC ARG TAA

Figure 1. Nucleotide and deduced amino acid sequences from a cDNA encoding the mature region of P. bowvieri
MIH.. The cDNA

was from a RT-PCR product. Briefly, 3 ug of cyestalk total RNA was

reverse tranacribed with 100 ng Oligo d(T),» (Gibco, BRL) using 200 U Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (Gibco, BRL). for 1 hr at 37° C, in a final

of 20 ul., i 30 mM Tris-HCL, pH
8.3, 7S mM KCl. 3 mM MgCl;, 500 uM cach ANTFs and 10 mM 1.4 Ten of total reverse
i were added to 40 ul. of PCR a final i of 20

mM Tris-HCl, pH 8.3, S0 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, S00 pM of cach primer sense and antisense, 200 uM of each 5°-
nucheoside tripbosphate, and 2.5 U Tagq DNA polymecrase (AmpliTaq, Perkin-Elmer, Cetus). Amplification was
performed in a DNA Thermal Cycler (Perkin-Elmer 9600), for 25 cycles as follows: denaturation at 95° C, 1 min;

anncaling at 52° C. 1 min; extension at 72° C, 1 min. with $ min of initial denatration at 95° C and final extension
for $ min at 72° C, The PCR was d

as indi in the wxte. An iske i a

change (G—A) found in one of the sequenced clones
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between the CHH and MIH of the Mexican crayfish P. bowvieri. The

arison

Figure 2. Comp.

diferences are shown in boxes.



C. sapidus RVINDDCPNL IGNRDLYKKYV EWICDDCANI
C. maenas RVINDECPNL IGNRDLYKKV EWICEDCSNI FRKTGMASLC RRNCFFNEDF
Y-DRNLFKKL DRVCEDCYNL YRKPFVATTC RENCYSNWVF

H. americanus
P. bouvieri
P. vannamei

Conasensus

R.NCF.N. .

C. sapidus

H. amexricanus
P. bouvieri
P. vannamei

Consensus

Fig. 3. Comparison among MIH of the crayfish P. bouvieri, from the lobster H. americanus , the
shrimp P. vannarmei, the shore crab C. maenas and the blue crab C. sapidus.
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