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Resumen

Desde el punto de vista molecular, la hormona concentradora de pigmentos (HCP), pertenece a la

familia hormona adipocinética/hormona concentradora de pigmentos (HAC/HCP) de la cual no se

conocen sus relaciones evolutivas.

En el acocil la concentración protéica del precursor de la HCP presenta un ritmo circadiano en

periodos de luz-oscuridad y en oscuridad constante. No se ha determinado si estos cambios ocurren

también en su RNAm. Por ello , mediante la técnica de RACE fueron clonados los cDNAs de la HCP, de

la beta actina y -de la G3PDH del pedúnculo ocular del acocil Cherax quadricarinatus. Por RT-PCR

semicuantitativa se determinó que la concentración del RNAm de la HCP en ciclos de luz-oscuridad fué

unimodal con un máximo a las 14.00 h. El ritmo de expresión cambió a bimodal a lo largo de cuatro

meses de oscuridad constante; el segundo pico de expresión fué a las 20.00 h del día . La concentración

del RNAm de la G3PDH y del RNA total fué multimodal en ciclos de luz-oscuridad y unimodal en

oscuridad constante para G3PDH mientras que el RNA total presentó un desfasamiento de 3 H con

respecto al ciclo de luz-oscuridad. La concentración del RNAr 18S fué unimodal en ciclos de luz­

oscuridad.

La posible relación evolutiva entre los genes HCP y HAC se estableció mediante un modelo de

pérdida de nucleótidos en diferentes regiones del precursor de la APGWamida de los moluscos. Se

demostró que el gen de la APGWamida pudo originar al gen de la HCP.
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Abstraet

The red pigment concentrating hormone (PCH) is a member of the adipokinetic/pigment

concentrating hormone (AKH/PCH). It evolutionary relationships is not known.

In the crayfish, the protcin concentration ofthe PCH precursor is present in circadian rhythms on

light-dark schedules and constant darkness. However, it has not been determined if these changes occur

also in the PCH mRNA. 1'0 this end, the cDNAs of PCH , beta-actin and G3PDH of the eyestalk of the

red claw crayfish Cherax quadricarinatus were cloned by means of RACE. Semiquantitative RT-PCR

showed that the rhythm of PCH mRNA concentration in light-dark periods were unimodal with a

maximum concentration at 14.00 h. The rhythm changed to bimodal in periods of four months of

constant darkness.

The G3PDH mRNA and total RNA concentration had multimodal rhythms in light-dark

schedules. In constant darkness the G3PDH rhythm was unirnodal , while the total RNA rhythm continue

to be multimodal with a phase difference of 3 h when compared to the light-dark cycle. rRNA 1SS was

unimodal in light-dark cycles.

A possible evolutionary relationship among the PCH and AKH genes was established with a

model of nucleotide losses in several region of the APGWamide precursor of thc mollusk. It was

demonstrated that the APGWam ide gene could have originated from the PCH gene.
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Introducción.

La Hormona Concentradora de Pigmentos (HCP) es un neuropéptido de los crustáceos que

controla; la agregación del pigmento distal en la retina y la concentración de los pigmentos en los

cromatóforos (Fernlund y Josefson, 1972). Esta formada por 8 aminoácidos cuya secuencia es pGlu­

Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH2 . La HCP presenta identidad en las posiciones 1,4, 7 Y 8, además de

una alta homología en el resto de las posiciones con un neuropéptido de insectos constituido por ocho a

once aminoácidos llamado Hormona Adipocinética (HAC) encargada de regular la oxidación de los

Jípidos y de los carbohidratos (Gade, 1997).

Estudios fisiológicos de la HCP y de la HAC han demostrado que al inyectar a la HAC a los

crustáceos, ocurre la concentración de los pigmentos en los cromatóforos. Así mismo, la HCP puede

producir hipoglucemia cuando se aplica de la misma forma a los insectos (Dallman el al ., 1991; Van

Norstrand el al. , 1980; Mordue y Stone, 1977; Mordue y Stone, 1976). Lo anterior ha sugerido que los

receptores a estos péptidos reconocen una estructura muy similar que pudiese explicar está respuesta

fisiológica cruzada. Por lo anterior se postuló que la HCP y la HAC pudiesen tener el mismo origen

evolutivo mientras que los receptores de su órgano blanco presentaron una evolución independiente

(Mordue y Stone 1976, Mart ínez-Pérez el al ., 2002).

Actualmente, en base a la homología que tienen las secuencias de ácidos nuc1éicos y de los

aminoácidos de la HCP y de las HAC , por sus propiedades bioquímicas y moleculares; así como por los

efectos fisiológicos ínter especies que presentan, se les a agrupado en una sola familia de neuropéptidos

de invertebrados que forma coloquial es denominada: "Familia Hormona Adipocinética / Hormona

Concentradora de Pigmentos" (HAC/HCP). De la cual la HCP es exclusiva de crustáceos y

concomitantemente la HAC únicamente se ha encontrado en los insectos (Martínez-Pérez el al. , 2002;

Gade el al. , 1997; Dallman et al., 1991; Mordue y Stone 1976).
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En los insectos, la biosíntesis de la HAC ocurre en el cuerpo cardiaco (CC) (Gade, 1997; O'Shea

y Rayne, 1992) y la HCP se da principalmente en las neuronas neuroendócrinas que forman al complejo

órgano X glándula sinusal (COXGS) de los crustáceos (Rodríguez-Sosa el al. , 1994). Al igual que otros

neuropéptidos, la HAC y la HCP se sintetizan a part ir de la transcripción de los genes correspondientes.

El RNAm se traduce en un precursor protéico llamado prepropéptido el cual presenta en el extremo

amino terminal la señal que dirige su traducción vía retículo endoplásmatico rugoso. Posteriormente el

propéptido se modifica en las cisternas del aparato de Golgi y es transportado al axón por medio de

vesículas que contienen a las enzimas que realizan la proteólisis y las que modifican los extremos amino

y carboxilo terminales. Por último, en la terminal axónica, el neuropéptido activo se libera al espacio

extracelular (Kriger el al., 1983).

El estudio molecular de la HCP y de la HAC es interesante por diferentes razones. Primero, la

homología que tienen los péptidos de esta familia brinda una excelente oportunidad para investigar la

evolución de neuropéptidos. Segundo, actualmente se cuenta con un modelo que permite tener en cultivo

neuronas del COXGS del acocil , lo que permite estudiar la posible biosíntesis de esta hormona y de que

manera ocurre su liberación al espacio extracelular (Alvarado-Alvarez el al., 1999). Por último, se han

determinado diferentes procesos fisiológicos que son regulados por la HCP; por ejemplo, la liberación

de la HCP regula la actividad de otras neuronas (Dickinson el al. , 1993) así como la de las células

cardiacas, del intestino y del músculo esquelético (Sherff el al., 1995; Nusbaum el al., 1988). Se ha

demostrado en los crustáceos la participación de la HCP en la pigmentación de los eritróforos y del

pigmento distal de la retina (Aréchiga el al., 1993). Al respecto, diversos estudios han sugerido que el

movimiento de pigmentos producido por la HCP está regulado por un ritmo circadiano (García y

Aréchiga, 1998; Rodríguez-Sosa el al ., 1994), pero aún no se ha determinado cuales son los elementos

moleculares necesarios para producir la oscilación.
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Se han propuesto cinco criterios para considerar que una molécula esté controlada por un ritmo

circadiano en el núcleo supraquiasmático de los mamíferos, a saber: A) debe ser secretada; B) su

producción y/o liberación debe ser controlada por los genes reloj que codifican para las proteínas que

componen al reloj biológico; C) la producción y/o liberación de la molécula de salida debe responder a

un entrenamiento por luz; O) el receptor de la molécula de salida puede estar en el núcleo

supraquiasmático o en otras áreas del organismo; E) la administración de la molécula de salida pudiera

dar como resultado cambios en el ritmo circadiano (Cheng el al., 2002). Si tomamos los criterios

anteriores como una directriz para clasificar a la HCP como una molécula que forma parte de un sistema

circadiano en los crustáceos, encontraremos que se han realizado estudios que pudieran cumplir con

algunos de estos criterios anteriores : A) por inmunohistoquímica se han identificado que algunas las

neuronas del COXGS que presentan HCP (Rodríguez-Sosa el al., 1994; Alvarado-Alvarez el al ., 1999;

Aréchiga el al., 1993); B) se ha demostrado que el contenido de la HCP en el tallo ocular, su liberación

y su actividad eléctrica en las neuronas del COXGS presentan un comportamiento de ritmo circadiano

(Uribe el al. , 1998; Rodríguez-Sosa el al ., 1994); C) se ha propuesto que la HCP tenga la función de

neurotransmisor o de neuromodulador, ya que se ha encontrado actividad fisiológica en otros tejidos del

acocil (Dickinson el al ., 1993; Sherff el al. , 1991; Nusbaum el al ., 1988) . Por lo anterior y para

demostrar que la HCP es una molécula que participa en un ritmo circadiano se necesita completar los

criterios antes mencionados, que incluye: A) la cuantificación de la cantidad del RNAm de la HCP en

ciclos circadianos de luz-oscuridad; B) la determinación de que el promotor del gen que transcribe para

el precursor de la HCP tiene los elementos necesarios presentes en los genes reloj y genes regulados por

genes reloj para un ritmo circadiano (Muñoz y Baler 2003; Panda el al., 2002); C) la localización de las

neuronas del COXGS que expresan al RNAm de la HCP.

Para cumplir los objetivos anteriores es nece sario disponer de una herramienta molecular que

permita detectar y cuantificar al RNAm del precursor de la HCP en el acocil. Por lo que se requiere
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conocer la secuencia de ácidos nuC\éicos, y concomitantemente de aminoácidos, del precursor de la HCP

ya sea en forma genómica o en forma de cDNA .

En el acocil se desconoce la secuencia de nucleótidos del precursor de la HCP. Las principales

limitantes para su clonación son: A) no se ha determinado la secuencia de aminoácidos del péptido

activo de la HCP en el acocil. Unicamente se ha clonado el precursor de la HCP en los cangrejos

Carcinus maenas y Callinectes sapidus (Linck el al. , 1993; Klcin el al., 1995) ; B) por la degeneración

que presentan los codones que codifican para cada aminoácido de la HCP de los cangrejos, se tiene

1.2x 108 posibilidades para obtener la secuencia de los codones que traducen para la HCP; C) se ha

determinado, por inmunohistoquímica, que la HCP se localiza en un grupo de lOa 14 neuronas del tallo

ocular (Linck el al. , 1993 ; Alvarado-Alvarez el al. , 1999; Rodríguez-Sosa el al. , 1994), por lo que se

requiere gran cantidad de tejido para hacer un banco de cDNA; D) no se ha desarrollado una

metodología eficiente de extracción para los ácidos nucléicos del tallo ocular del acocil; E) se desconoce

si la transcripción del RNAm precursor de la HCP es constitutiva o no; F) a pesar de que la HCP está

evolutivamente relacionada a la familia de la Hormona Adipocinética de insectos, de la cual se han

clonado 10 cDNAs para los precursores protéicos de 5 especies, entre los genes de los miembros de esa

familia se sabe que existe un movimiento de intrones (Martínez-Pérez el al .,2002), por lo que se ha

propuesto que la estructura del gen de la HCP en el aco cil pudiera ser diferente a la del cangrejo o de los

insectos (Martínez-Pérez el al .,2002).

En este trabajo se presenta la clonación y la caracterización del cDNA de la HCP en el tallo

ocular del acocil Cherax quadricarinatus. Se logró por primera vez determinar que el cDNA de la HCP

se expresa en el pedúnculo ocular y no cn otros tejidos. Además se demuestra que la HCP tiene cambios

rítmicos en la concentración de su cONA en ciclos de 12 h de luz-oscuridad y de oscuridad constante.

También se incluye la caracterización y cuantificación de los cONAs de los genes constitutivos de la

beta Actina y de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y del cDNA del RNA ribosomal 18S, los
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cuales sirvieron como controles internos para comparar los cambios en la concentración de cONA de la

HCP .

Por ultimo para tratar de establecer el posible origen de la familia de la hormona concentradora

de pigmentos de crustáceos y de la hormona adipocinética de insectos, se desarrollo, junto con la

secuencia del precursor de la HCP del acocil , un modelo evolutivo de origen de genes por pérdida y

ganancia de ONA. Según este modelo, el precursor del nueropéptido APGWamida de los moluscos, o de

un posible gen ancestral, la HCP y la HAC pudieron originarse por perdida de ONA en el gen original.
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Miembros de la familia Hormona Adipocinética/Hormona Concentradora

de Pigmentos (HAC/HCP).

La secuencia de aminoácidos determinada, del primer miembro de la familia HAC/HCP fue la de

la HCP del langostino Leander adpersus (Fern lund y Josefson, 1972) y cuatro años después se

caracterizó la HAC de la langosta Locusta sp. (Stone et al ., 1976) . Actualmente, la familia está

compuesta por péptidos de 8 a 11 aminoácidos con los extremos amino y carboxilo terminales

modificados (Tabla 1).

Se ha propuesto que la familia HAC/HCP pudiese estar presente en otros invertebrados, ya que

se ha demostrado la presencia de un péptido, no secuenciado, estructuralmente relacionado a la familia

HAC/HCP en el nemátodo Panagreffus redivivus (Davenport el al ., 1991). Adicionalmente en los

moluscos existe el tetrapéptido APGWamida cuyos últimos tres aminoácidos y el extremo carboxilo

terminal es idéntico a los tres últimos residuos de la HCP, de la Taa-HAC y de la Psi-HAC de los

ordenes Decapoda, Diptera y Odonata respectivamente, y a las posiciones 6-9 de la Lem-HrTH del

orden Blataria (Tabla 1).

Actualmente se conoce la secuencia de aminoácidos de 32 miembros de la familia HAC/HCP

distribuidos en 77 especies. De ellas, La HCP se encuentra en la clase Malaco straca y recientemente en

el insecto Nezara viridula en el cual se desconoce su función (Gade el al. , 2003) . En la clase Insecta 31

HACs pueden ser octa, nona, deca y undecapéptidos. Su distribución con respecto al número de

aminoácidos, es muy variada ya que una especie puede presentar una HA C, mientras que en otras se

puede tener combinaciones de: 8-8, 8-10, 9-10, 10-10 Y8-8-10 aminoácidos. (Tabla 1).

Los órdenes Mantodea, Isoptera. Odonata y Phasmalodea presentan dos HAC, una en forma de

octapéptido y la otra de decapéptido. Solamente en el orden Lepidoptera se encuentran especies que
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Miembros de la familia Hormona Adipocinética / Hormona Concentradora de pigmentos y APGWamida.

· Péptido Organi smo Orden Secuencia Tamaño Referencia
Mytilus edulis Myto loida Ala-Pro-G Ii-T r i-NH2 4 Fabrel el al ., 1996

APGWamid Aplysia ca /iforni ca Anaspidea Ala- P ro-Gli-Tri-NH2 4 Fan el al. , 1997
Lymnaea s tag na lis Basommatophera Ala- Pro-G li-T ri-NH2 4 Smith el a l., 1992

Fus inus fe rrugine us Neogas tropoda Ala- Pro-G Ii-Tri-NH 2 4 Kuroki el a l., 1990

l.eander adspersus Decapoda pGlu-Lcu-Asp-Fcn-Scr-Pro-G li-T r i-N112 8 Carlscn el al.. 1976
Panda /lis borealis Decapada pGlu-Lcu-Asp-Fcn-Scr-Pro-G li-Tri-NH! 8 Fernlund y Josefsson 1972
Carcinus ntaenas Decapada pGlu -Leu-Asp-Fcn-Ser-Pro-G li-T r i-N H2 8 L. ink el al., 1992.

RPCH Ca llinectes sap idus Decapada pGlu- Leu-Asp-Fen-Scr- Pro-GIi-T ri -N H2 8 Klcin el al. , 1995 .
Penaeus japonicus Decapada pGlu-Le u-Asp-Fcn-Ser- Pro -G li-Tri-NH: 8 Yang el a l., 1999

Caneer magister Decapoda pGlu-Lcu-Asp-Fen-Ser- Pro-G Ii-T ri -NI1: 8 Gaus el a /., 1990
Orconectes limosus Decapada pGlu- l.cu-Asp-Fcn-Scr-Pro-G Ii-Tri-N lh 8 Gaus el al. , 1990

Nezara virid ula llenupt era pGlu -Leu-Asp -Fen-Scr -Pro-G Ii-T ri- NH! 8 Gade el a l., 2003

Aeshna subp upillata Odonata pGlu-Val-Asp-F cn-Tre-I' ro-G Ii-T r i-NH: 8 Gadc el al ., 1997
Psi-AKfI Pseudag rion inscompicuum Odonata pGlu- Val-Asp -Fen-Tre-Pro-G li-Tri-N H2 8 Gade el al ., 1997

lschnura senega lensis Odonata pGlu-Val-Asp-Fen-Trc-Pro-G Ii-T r i-NH2 8 Gade el a/ .,1997
Lia-AKfI Libellula au rip ennis Odonata pGlu-Val-Asp-Fcn -'r re-Pro-Scr- 'rri-NI'I! 8 Gade el a/.. 1997

Ce ratogomphus pictus Odo nata pGlu-Val-Asp-Fe n-'rrc-Pro-Ser-Tri-Nlh 8 Gade el al.,1997
Pantala flavescens OdO/IQla pGlu-Val-Asp-Fen-Tre- Pro-Ser-Tr i-NH! 8 Gadc el al .,1997

Alli-AK H Ano togaster sieboldii Odonata pGlu- Val-Asp- Fen-Ser-Pro-Ser-Tri-NH! 8 Gade el a l., 1997
Anax imp era tor Odo nata pGlu-Val-Asp-FCIl-Scr-Pro-Se r-Tri-NH! 8 Gade el a /.,1997

L.em-HrTH Na uphoeta cinera Balattaria pGlu-Val-Asp-Fcn-Scr-Pro-Gli-T r t-C ti-Tre-NH! 10 Gade el al.,1997
l.em-HrTH Leu cophaea madera e Bala ttaria pGlu -Val-Asp -Fen-Scr- Pro-G li-T ri-Gl i-Tre-NH! 10 Gade el al.,1997
Lem-HrTfI Gromphadorhina portentosa Bala ttaria pGlu-Val -Asp-Fcn-Scr-Pro-Gli-T r i-Gli-Trc-NH2 10 Gade el a l.,1997
Lem-HrTH Blatte lla germaniaca Balattaria pGlu -Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-T r i-GIi-Tre-NIh 10 Gade el a/., I997
lem-HrTH • Blab ersus dis coidalis Balat taria pGlu-V al-Asp -Fen-Ser- Pro -G Ii-T r i-G li-Tre-NH2 10 Gade el al ., 1997

I.om-AK H-I • B/abe rus dis coidalis Bala ttaria pGlu-Leu-Asp -Fell-Trc-Pro-Asp-Tri -Gli-Trc-N H! 10 Gade el al ., 1997
Poa-HrTH • Polyphaga aegyptiaca Blattaria pGlu- lle-Trc -Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-N H2 8 Gade el a l..l997

Te m-HrTH • Po lyphaga aegyptiaca Blattana pGlu-Leu· Asp-Fell-Ser-P ro-Asp-Tr i-NH! 8 Gade el al.,1997
I":a-CAH-I * Periplaneta am er icana Blattaria pGlu-Val-Asp-Fcll-Scr -Pro-Asp-Tri· NH! 8 Gadc el al. ,1997
Pea-CAH -II * Periplaneta americana Blattaria pGlu-Leu-Trc-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH~ 8 Gade el al.. 1997
Pea-CAH- I • B/alla orie ntalis Ha/al/aria pGlu- Val-Asp-Fcn -Ser- Pro-Asp-Tri-N H! 8 Gade el a/.. 1997
Pea-CAH- II • Blatta orientalis Bala ttaria pGlu-I.cu-Tre -Fcn-Tre -Pro-Asp-Tri-NH ~ 8 Gade el al.. 1997

Pya-AK H Pyrrhocoris apterus llemiptera pGlu-Leu-A sp-Fen-Tre -Pro-A sp-Tri-NH! 8 Kodr ik el a/ .. 200 0
Mcsp-AKH Magicicada SI'. Hemiptera pGlu-l _cu-Asp-Fcll -Tre -Pro-A sp-Tri -NH! 8 Gade el al. , 1997

Dice roprocta semicincta l lemip tera pGlu-Le u-Asp-fen-'I're-Pro -Asp-Tri-NH 2 8 Gade el a/., 1997
Cacama valavata Hemiptera pGlu-Val-Asp-Fcn-Scr-Pro-Ser -Tri-G li-Asp-Nl l, 10 Gade el al ., 1997

Pla typleura cape ns is llennptera pGlu-Val-Asp-Fcn- Ser-Pro-Ser-Tri-G li-Asp-Nlh 10 Gade el a/., 1997
Munza trim eni Hemiptera pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Scr-Tri-G1i-Asp-N Ih 10 Gade el a l. , 1997

Hom-AKH Bombyx 1II0ri l.ep idoptera pGlu-L.cu-Tre -Fen-Tre-Ser-Ser-Tri-NH! 8 Gade el a /.. 1997
I:::mp-AKII Emp usa pennata Lepidoptera pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH2 8 Gade el al. , 1997

as-AKH Manduca sexta Lep idoptera pGlu -Lcu·Tre-Fell-Trc-Scr-Scr-Tri-N H2 8 Gade el a/ ..I 99 '/
lIez-HrTI I Helioth is zea Lepidoptera pGlu-Leu-Trc-Fcn-Scr-Scr-Gli-Tri -Gli-Asp-NH! 10 Gade el a /., 1997
Yac AKH Vanessa cardui Lepidoptera pGlu-I,eu-Tre-Fen-Tre-Ser-Scr-Tri-Gl i-Gli-Lys-Nlh 11 Kollisch el a/., 2000

Ernp-AKH Sp ho dromantis sp. Mant odea pGlu-Val-Asp-Fen-Trc-Pro-Asp-Tri -N H: 8 Gade el a /.. 1997

C~ lI1- l l rTH - 1 Carausius morosus Phasmatodea pGlu- L.eu-Trc-Fen-Trc-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre -NH, 10 Gade el a/., 1997
Sipy/oidea s ipylus Phasmatodea pGlu-Leu-Tre-F en-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre- NI12 10 Gade el al. , 1997

Extatosoma tiara tum Phasmatodea pGlu-Leu-Tre-Fcll-Trc-Pro-A sp-Tri -Gli-T rc-NH! 10 Gade el a/.. 1997

Ped-CAIl- I Mastotermes darwinienses lsoptera pGlu-Val-Asp-Fen-Scr-Pro-Asp-Tri-NII~ 8 Gade el a /.. 1997
Trinervitermes trinervoides lsoptera pGlu- Val-Asp-Fcn- Ser-Pro-Asp-Tr i-N H! 8

Mlv-CC Micro hodotermes viator lsop tera pGlu-llc-Asp-Fen -Tre -Pro-A sp-Tri -N H! 8 Licbrich el o/ .. 1995

Taa -/\ KII • Tabam ts atratus Diptero pGlu- l.cu-Tre- Fen-Tre-Pro-GIi-Tr i-NH! 8 (Jade el at.. 1997
Taa-ll oTII • Tabanu s atratus Diplera pGlu-L eu-T rc-Fen-Tre-Pro-Gl i--"ri-Gli-T ir-NIl ! 10 Gadc el a l., 1997
Pht·HrTlI Protophor",i a lerra enO\'ll e Diplera pGlu-Lcu-Trc-Fcll-Ser-Pro-Asp--I'ri-NII! 8 Gadc el a /., 1997

Dra sop hi /a lIIe/anoKasler D¡plera pGlu-Lcu-Tre-l'cll-Ser-Pro-Asp ·Tri-N I I! 8 Gade el a l., 1997

Grb-/\ KII Gry //us bimaclI/allls On hop lera pGlu-Val-Asp-Fell-Ser-Trc-G li-Tri-NH! 8 Gadc el al. , 1997
Grb-AKII Ache la dom esl ic/ls Orlhoplera pGlu- Val-/\ sp-Fen-Ser-Tre-GIi-Tri-NIh 8 Gade el al .,1997
Grb-AK H Gryllodes sig il/allls Orlhop lera pGlu- Val-Asp-Fell -Scr -Trc -Gli-Tri-NH2 8 Gade el al. ,1997

Scg.-AKH-II Libanas idlls villallls OrlhOplera pGlu-Leu-Asp- Fen-Scr-Tre -Gli-Tr i-NH, 8 Gade el a /., 1997
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Shg-AKH-II
Shg-AKH-II
Sh g-AKII-II
l.o m-A KII- I

Grb-AKH
Rom -CC-I

Shg-AKII-II
Lom -AKH-I
Shg-AKH-II
Lom-AKH-I
Shg-AKH-II

Phl-AKH
Shg-AKH-II

Pmo -AKH
l.om -AKH-II

Lom-AKH-III
l.om- AKH-I

Heterodes nantaqua
Acanthoproc tus cervinus

Anabrus simp lex
Melanopus sa ngu inip es

"Rama lea microptera
"Romalea mircoptera

*Schistocerca g regaria
* Schistocerca g regaria

* Shistocerca nitans
*Shistocerca nitans

"Phymatteus Ieprosus
"Phymateus leprosus

"Phymatteus morbillosus
* Phym atteus morbillosus

* * Locusta migratoria
** l.ocusta migratoria
** Locusta migratoria

Orthoptera
Orthoptera
Orth optera
Orthop tera
Orthop tera
Orthop tera
Orthoptera
Orth opt era
Orthopt era
Orthop tera
Orthop tera
Orthoptera
Orthoptera
Orth optera
Orthopte ra
Orth opt era
Orthoptera

pGlu -L.cu-Asp- Fcn-Scr-Tre-G1i-T ri-NH~

pGlu- Lcu-Asp-Fen-Ser-Trc-Gli-Tr i-NH~

pGl u-Leu -Asp-Fen-Ser-Tre-GIi-T ri-N I-I ~

pG lu- Leu- Asp-Fen-T rc-Pro-Asp-Tr i-GIi-Tre-NH~

pGl u- Val -Asp-Fen-Ser-T re-GI i-Tri-NH~

pG lu-VaI-Asp -Fen-Trc-Pro-Asp-Tri-Gli-T re-NH¡
pGlu -L.cu -Asp-Fen-Ser-Trc-Gli -Tri -NI-I¡

pGlu-l _cu-Asp- Fen-Trc-Pro-Asp-Tr i -Gli -Trc-Nfl~

pG lu-Lcu -Asp-Fen- Ser-Trc-G Ii-T ri-N H,
pG lu-l .eu -Asp -Fen -T rc-Pro-As p-Tri- GI j -Tre-N H~

pGlu-Leu-As p-Fen-Scr-T rc-G li-Tri-N H¡
pGlu-Lcu-Trc- Fcn-Trc-Pro-Asp-Tr i-Gli-Ser-NH~

pGlu-Lcu- Asp-Fcn-Scr-Tre-Gli-Tri-Nlb
pGlu-Leu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gl i-Scr-NH~

pGl u-Leu-Asp-Fcn-Ser-Ala-Gli-T ri-N II~

pGlu-Lcu-Asp-Fcn-Tre-Pro-Tri-Tri-NH~

pGlu-l .eu-A sp -Fen- T re -Pro-Asp-T ri-GI i-T re-NH~

8 Gadc el a/.,l997
8 Ga de el al. ,1997
8 Ga de el al .,1997
10 Ta ub- Mo ntemayo r el al. , 1997
8 Ga de el al ., 1997
10 Gade el al., 1997
8 Gade el al ., 1997
10 Gade el al ., 1997
8 Gade el al., 1997
10 Ga de el al ., I997
8 Gade el al. , 1997
10 Gade el at o, 1997
8 Gade el al. , 1997
10 Ga de el al ..I 997
8 Gade el al. , 1997
8 Gade el a/., 1997

Gade el a/ .. 1997

Pea-CAH- 1
Pea- CAH-II
Tem-HrTH

Del-CC
Sed-CC-I

Sed -CC -II
Sed-CC-I

Sed -CC-lI
Sed -CC- I

On a-CC
Sed-ce_"-I

Ona -CC
Tem-HrTII
Tem-l-I rT II
Tem-HrTII
Tem-HrTH
Tem-IIrTI-I

Mem -CC
Mem-CC
Mem-CC
Mcm-CC
Mern-CC
Mem -CC
Mem -CC

* Leptinotarsa decemlineata
• Leptinotarsa decemlineata

"Decapotoma lunata
"Decapotoma lunata

"Scarabaeus deldunes
"Scarabaeus deldunes

"Ga reta nitens
"Gareta nitens

"Onitis aygulus
* Onitis aygulus .

"Onttis pecuarius
"Onitis precarius
Tenebrio motilar

Zop ho bas rugipes
Onymacris plana

Onymacris rugatipennis
Physadesmia globosa

Melolontha melolontha
Geotrupes stercorosus

Pachnoda marg inata
Pachnoda sinuata

Pachnoda aemuloe
Trichostetha fascu laris
Trich ostetha albopicta

Coleoptera
Coleoptera
Coleop tera
Ca/cop lero
Co leop tera
Coleoptera
Coleop tera
Ca/cop lera
Coleop tera
Co leop tera
Co leop tera
Ca /coplera
Co leop tera
Co leop tera
Coleop tera
Co leop tera
Ca/coplera
Ca /cop lera
Ca /cop lera
Co leop tera
Ca /cop lera
Coleop tera
Ca/cop lera
Coleop tera

pGlu- Va l-Asp-Fen-Ser-Pro-A sp-Tr i-NH~

pGlu - Leu-' rre-Fen-Tre- Pro-Asp-Tri-NH~

pG lu-Leu-Asp-Fen-Se r-Pro-Asp-Tri-N H,
pGlu-Val-Asp-Fen-Scr-Pro-A sp-Tri-Gl i -Asp-NH~

pG lu-Fcn-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp- T ri-N11,
pGlu -Fen-Asp-Tir-Ser-Pro-Val-Tri-N II ~

pG lu- Fen- Asp-Ti r-Se r-Pro-Asp-Tri-N I , ~

pG lu-Fen-Asp-T ir-Scr-Pro-Val -Tri-NH~

pGllI - Fcn-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp-Tri-NH~

pGl u-r ir-Asp- Fen-Scr-Tre-Gli-Tri -N I b
pGlu -Fen-Asp '-r,r-Scr-Pro-Asp -T ri-NH¡
pGlu -T ir-Asp-Fen-Ser-Trc-Gli-Tri-NI1 ~

pGlu- Leu -Asp-Fen -Scr-Pr o-Asp-T ri-N H,
pGlu-Leu-As p-Fen-Ser-Pro -Asp-Tr i-NH~

pG lu- l.eu-As p- Fen-Se r-Pro-Asp-T ri-N H,
pGlu -Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NI 'h
pG lu- Lcu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH,
pG lu-Leu -Asp -Fen-Scr-Pro -Asp-T ri-N fh
pG l u - l.eu-Asp-Fcn-Ser-Pro-Asp-Tr i-NH~

pG lu -Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH~

pGlu-l .cu -Asp -Tir -Ser-Pro-Asp- Tr i-NH ,
pG lu- l. eu-Asp-T ir-Se r-Pro- Asp-Tri-N fh
pG lu-Leu-As p-T ir-Se r-Pro-As p-Tr i-N H,
pG lu- Leu -Asp -Tir -Scr-Pro-Asp- Tri -N l b

8
8
8
10
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

Gade el a /..I997
Ga deelal. ,199 7
Gade el al. , 1997
Gade el ato, 1997
Ga de el al. ,1997
Ga de el al., 1997
Gade el al..1 997
Gade el at o, 1997
Gad e el a l., I99 7
Gade el a/ .,1997
Gade el a/..I 99 7
Ga dc el al. , 1997
Gadc el a/ ., 1997
Gade el a/.,1997
Gade el al.,J997
Gade el al. ,1997
Gade el al .,199 7
Gade el al..1997
Gade el a/.. 1997
Gade el al ., 1997
Ga de el al.. 1997
Gade el al, 1997
Gade el al ., 1997
Gade el al ., 1997

Tabla 1.- Secuencia de aminoácidos de los miembros de la Famil ias Hormona Concentradora de
Pigmentos/Hormona Adipocinética y Hormona APGWamida. La primera columna corresponde a la
nomenclatura para cada una de las hormonas propuesta por Gade (1997) . Los péptidos HCP y HAC que
presentan la secuencia de ami noácidos Ala-Pro-Gli-Trp-Nl-l- de los molu scos están en negritas y
subrayados. Las especies de la clase que tienen más de una HAC se indican con un asterisco.

tienen HAC pueden ser de 8, 9 Y 11 aminoácidos. Las especies que presentan dos HAC con el mismo

número de am inoácidos, están en los órdenes Coleoptera y Balattaria, en donde el primero tiene ocho

especies con un par de octapéptidos y el segundo tiene dos decapéptidos respectivamente. Cinco

especies del orden Orthoptera presentan HAC de un octap éptido y un decapéptido y 5010 una especie en

los órdenes Coleoptera y Diptera. Por último, la ún ica especie de insectos que tiene tres HAC, dos

octapéptidos y un decapeptido, es Locusta migratoria que pertenece al orden Orth optera (Tabla 1).
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En la clase Malacostraca el panorama es diferente al de la clase Insecta, ya que todas las HCP se

son octapéptidos con la misma secuencia de aminoácidos (Keller, 1992). Se conoce la secuencia de

aminoácidos de la HCP en los camarones Pandalus borealis (Fernlund y Josefsson, 1972) y Peneus

japonicus (Yang el al. , 1999), en los cangrejos Carcinus maenas (Gaus el al., 1990) Callinectes sapidus,

(K1ein el al., 1995) y Cancer magíster y en el acocil Orconectes limosus (Gaus el al., 1990) (Tabla 1).

Mientras que solamente se ha determinado la composición de aminoácidos de la HCP en los cangrejos

Cardisoma y Liocarcinus puber (Gaus el al., 1990) , en las langostas Nephrops norvegicus y Homarus

americanus (Gaus el al., 1990; Jaffe el al., 1984), en los acoci1es Pacifastacus leniusculus (Gaus el al.,

1990), Leander adspersus (Carlsen el al., 1976) y en el langostino Palaeamonles pugio. Debido a la

inmunoreactividad del COXGS ante la HCP del acocil Procambarus clarkii se ha propuesto que tiene la

misma secuencia de aminoácidos de los demás miembros de la HCP (Rodríguez-Sosa el al., 1994;

Preciado el al., 1994).

Relación: Posición-función de los aminoácidos que conforman a la familia

HAC/HCP.

Con las secuencias de aminoácidos conocidas de las distintas HACs y HCPs se ha propuesto la

secuencia consenso, para la familia mostrada en la Tabla 2. Se han realizados diversos estudios para

determinar el papel que desempeña cada aminoácido en la estructura secundaria de la HAC y de la HCP.

La piroglutamina en la HAC 1 es necesaria para que el péptido no sea degradado por las

aminopeptidasas (Goldsworthy el al., 1997; Ziegler el al.. 1997; Lee el al., 1997). Este residuo se

conserva en todas las HAC y HCP; sin embargo, se ha demostrado que no es absolutamente esencial

para la actividad. Cuando el piroglutamil de la HAC I se elimina o se sustituye por Gli , Ala o Pro se

pierde la actividad, pero cuando se bloquea el grupo amino de estos aminoácidos con un acetilo se

restablece la actividad biológica.
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I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12
32 pGlu 18 Leu 22 Asp 29 Fen 16 Ser 25 Pro 15 Asp 32 Tr p 32 Gli 4 Tre 9Gli IGli

9 Val 10 Trc 3 Tir 16 Tre 3 Tre 10Gl i 2 Asp I Lys
2 He 3 Se r 5 Se r 2 Ser
2 Fen 1 Ala I Val I Ti r
I Tir I Tr p 1 Gli

pGlu No polar polar Fen Polar Polar Variable Trp Gli Polar Gh Gli

No polar

Tabla 2.- Secuencia de aminoácidos consenso de la familia Hormona Concentradora de Pigmentos /
Hormona Adipocinética. El número a la izquierda de cada aminoácido corresponde al número de veces
que está en las secuencias.

Lo anterior indica que el grupo ammo del aminoácido que ocupe la posición 1 debe estar

protegido, como ocurre en la pGlu de la familia HAC/HCP. Se ha sugerido la participación de la

piroglutamina en la formación del agrupamiento hidrofóbico de la estructura secundaria ya que cuando

se inserta una o dos Gli antes de la Leu' en la HAC I se pierde la actividad (Goldsworthy el al. , 1990;

Ziegler el al., 1997; Lee el al., 1997).

La posición 2 ha sido relacionada con el establecimiento del núcleo hidrofóbico. En esta posición

se encuentran aminoácidos no polares de cadena lateral alifática, principalmente Leu o Val, y con menos

frecuencia residuos con cadena lateral aromática como Fen . El carácter no polar de esta posición es

necesario para la interacción con los residuos Fen4 y Trp8. Las posiciones 1, 4 Y 8 son las más

conservadas. Están ocupadas por aminoácidos que presentan propiedades aromáticas como Fen4
, Tir4 y

Trp8 respectivamente. Se ha demostrado un aumento en la actividad de concentrar pigmentos mediante

la sustitución de la Fen4 de la HCP por Tir (Christensen el al, 1978; 1979). Al sustituir la misma

posición en la HAC por Ala se produce una pérdida dramática de la actividad la cual comienza a

restablece cuando es sustituida con un aminoácido de carácter aromático (Trp). Lo anterior indica que en

la posición 4 se requiere una cadena lateral aromática (Valentza el al., 2000; Christensen el al, 1978).

Otro residuo relacionado con la estabilidad de la estructura secundaria es el de la posición 5. La

ocupan Ser o Tre, aminoácidos con grupos hidroxilo alifáticos capaces de establecer puentes de

hidrógeno. En la HAC I la sustitución de Tre 5 por Ala y Tre (But) produce una baja considerable de la
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actividad biológica lo que ha sugerido que el grupo hidroxilo debe de estar disponible para establecer un

puente de hidrógeno intramolecular con el receptor y/o con la señal de transducción (Valentza el al.,

2000). Además, se ha propuesto que la baja actividad puede ser debida a que la Alas no favorece el giro­

13 en la región 5-8. Esto ha indicado que este giro podría ser un prerrequisito para que la HAC-I conserve

su actividad biológica (Ziegler el al., 1997; Lee el al., 1996; Valentza el al. , 2000).

El aminoácido postulado como mejor candidato para establecer el giro-B tipo 1 es la Pro6
. Este

aminoácido alifático con cadena lateral cíclica, interrumpe la organización habitual de la cadena

peptídica y hace que la dirección de la cadena cambie bruscamente. Cuando la posición 6 es ocupada por

Ala6 en la HAC -I no se permite la formación del giro beta, pero sorpresivamente la perdida de la

actividad es muy baja; hasta ahora se desconoce si el giro beta es un requisito absoluto para la actividad

de la HAC (Lee el al., 1996; Christensen el al, 1978).

La posición 7 es hipervariable; puede estar ocupada por aminoácidos polares, no polares y con

menos frecuencia, un residuo con carga negativa. Estudios en los cuales se sustituye el residuo de ASp7

de la HAC-I por Asp (GBzl) indican que el grupo 13-carboxamida del residuo Asp7 no es un participante

esencial en la formación de un puente de hidrógeno o en la interacción de la HAC-l con el receptor (Lee

el al., 1996; Valentza el al., 2000). La carga negativa en la posición 7 de los péptidos modificados los

hace totalmente inactivos. Sin embargo se ha encontrado ASp7 en las HACs PhT-HrTH de Dípteros y

Mem-CC, Scd-CC-I, Scd-CC-I en Coleópteros, lo que sugiere que el receptor para estas HAC es

diferente al de las otras HAC (Tabla 2) .

Todos los neuropéptidos HAC/HCP descritos hasta ahora presentan triptofano en la posición 8.

Se ha demostrado que este residuo es invariable y es esencial para la actividad de estas hormonas.

Cuando este es eliminado el péptido es totalmente inactivo y al sustituirlo por otro residuo que difiera

notablemente en estructura, y por lo tanto en sus propiedades químicas, genera una pérdida drástica en la
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actividad. Por ejemplo cuando el Trp8 es sustituido por Ala (Lee el al., 1996; Ziegler el al. , 1997;

Christensen el al, 1978).

Debido a que la eliminación de Fen4 y Trp8, o su cambio por aminoácidos con cadena lateral

alifática (Ala), producen inactivación o un cambio drástico en la potencia de la HAC/HCP

respectivamente, se ha sugerido que en la posición 4 se requiere el anillo fenólico y en la posición 8 el

anillo indo/. Probablemente la función de estos residuos en la cadena de las hormonas sea la de

estabilizar la conformación del giro-B agrupando al grupo hidrofóbico que se forma por la interacción de

estos residuos apolares con la Leu' (Valentza el al., 2000).

Se han realizado otros estudios modificando el tamaño y el residuo pGlu de la HCP . Christensen

y colaboradores (1979) mostraron que los dipéptidos sintéticos pGlu-Trp-NH2 y Gli-Trp NH2 tienen

baja actividad para concentrar los pigmentos en el camarón Leander adspersus. Cuando emplearon el

tetrapéptido pGlu-Pro-Gli-Trp-NH2 se comenzó a restablecer la actividad biológica. Un aspecto a

resaltar en este tipo de estudios es el hecho de que las construcciones empleadas presentan similitud con

la secuencia del tetrapéptido APGWamida de los moluscos (Smith el al., 1992; Favrel y Mathieu, 1996;

Fan el al., 1997), en donde el cambio está en el primer aminoácido del extremo carboxilo. La actividad

de concentrar los pigmentos por los tetrapéptidos utilizados en vez de la HCP sugiere que los péptidos

de la familia APGWamida pudi eran estar relacionados evolutivamente con los miembros de la familia

HAC/HCP.

Por ultimo todos los neu ropéptidos de la familia HAC/HCP tienen en el extremo carboxilo una

glicina amidada. La eliminación de este residuo tanto en la HC}' y en la HAC produce una perdida

drástica de la actividad , demostrando que este residuo es invariable en ambos neuropéptidos (Lee el al.,

1996; Ziegler el al., 1997; Christensen el al , 1978).
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Precursores de lafamilia HAC/HCP.

Aún cuando el número de miembros de la familia HAC/HCP es muy alto solamente se conocen

los precursores protéicos de dos HCP, la de los cangrejos Carcinus maenas (Link el al ., 1993) y

Callinectes sapidus (Klein el al. , 1995). En insectos se ha demostrado que hay polimorfismo para la

HAC, ya que en los grillos Shistocerca gregaria y Shistocerca nitans se presentan dos cONAs del

precursor para la HAC l y II (Schulz-Allen el al ., 1989; Fisher-Lougheed el al ., 1993; Noyes y Schaffer,

1990) , mientras que en la langosta Locusta Migratoria hay 3 cONAs (Bogerd el al., ]995). En la

cucaracha Blaberus discoidalis (Lewis el al. , 1997) , en la palomilla Manduca sexta (Bradfield y Keeley,

1989) y en la mosca Drosophila melanogaster (No yes el al. , 1995) solo hay un cONA para la

prohormona.

Por hibridación in silu se ha demostrado que en el tallo ocular de Carcinus maenas la síntesis del

RNAm de la HCP la llevan a cabo dos grupos celulares, uno de veinte células en la medula terminal del

órgano X, y otro de tres células en la parte proximal de la medula terminal (Link el al ., ]993). Trabajos

similares se han realizado para determinar los grupos neuronales que realizan la síntesis de la HAC. Se

ha demostrado que en L. migratoria los tres RNAm colocalizan en los cuerpos celulares del cuerpo

cardiaco (Bogred el al. , 1995), y que las tres prohormonas HAC 1, HAC 11 y HAC 111 están en la misma

vesícula (Harthonn el al., 1999).

Todos los precursores de la familia HAC/HCP se traducen a partir de RNAms independientes.

En los insectos el cONA del precursor de la HAC tiene un tamaño promedio de 350 pb, mientras que en

los crustáceos el cONA es de 650 pb en promedio. El marco abierto de lectura (ORF) de la HA C está

constituido de 183 a 247 pb, dependiendo de la especie, mientras que en los crustáceos es de 330 pb

(Fig. 1). Los ensayos de traducción in vitro en el grillo Shistocerca gregaria han demostrado que el

RNAm de la HAC 1 produce un prepropéptido de 6.8 kOa. Sin embargo, cuando se bloquea la

traducción del RNAm de la J-IAC II con oligodesoxinucleótidos específicos se ob tiene una proteína de
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5.7 kDa. Se ha propuesto que la diferencia en el peso molecular se deba a la presencia de un segundo

codón de inicio de la traducción, el cual está a 27 pb del sitio de unión al ribosoma. Aún cuando este

codón se encuentra en la misma posición en la HAC 11 de S. gregaria (Fig. 1), no se ha demostrado, in

vivo, que este sitio de inicio de la traducción se utilice (Fischer-Lougheed el al., 1992).

Todas las prohormonas de la familia HAC/HCP tienen una organización idéntica. En el extremo

ammo del pre-pro-HAC o pre-pro-HCP se encuentra el péptido señal de 19 a 25 aminoácidos

hidrofóbicos, el cual dirige la síntesis del prepropéptido al retículo endoplásmico rugoso, a semejanza de
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Figura 1.- Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de los precursores de la familia HAC/HCP. La
secuencia de direccionamiento al lumen del retículo endoplásmico rugoso se indica en itálicas (aa 1-28).
La secuencia de la HAC y HPC se indica en negritas. Los aminoácidos básicos para el corte por
endopeptidasas se muestran subrayados. El péptido relacionado a la HAC o de la HCP está en letra
normal. Las cisteina involucrada en la dimerización del propéptido está en negritas y subrayada (aa
107), mientras que las cisteinas intramoleculares están en negritas e itálicas. En mayúsculas se indica
cuando no hay cambio en la posición y en minúsculas cuando solo se presenta el cambio de un o dos
aminoácidos en esa posición.
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lo reportado para otros precursores de neuropéptidos (Kriger et al., 1983). Inmediatamente después del

péptido señal se encuentra la secuencia de la HCP o de la HAC, seguida por un par de aminoácidos

básicos que son el sitio de reconocimiento para endopeptidasas. Para los precursores de la HCP , de las

HAC 1 y 111, la secuencia del corte es Lis-Arg. Para los precursores de la HAC JI de S. gregaria, S.

nitans y L. migratoria se encuentran dos sitios de corte, el primero está después de la HAC 11 con la

secuencia Arg-Arg y el segundo se encuentra antes de la Cis 59 del péptido relacionado a la HAC, con la

secuencia Arg-Lis. Sin embargo, no se ha determinado si esta secuencia está sujeta a un proceso

proteolítico (Fig. 1).

La reconstrucción in vitro del procesamiento del precursor de la HAC 1 ha mostrado que el corte

del propéptido se realiza por una enzima con actividad similar a la carboxipeptidasa H. Además, un

requisito para el procesamiento del precursor de la HAC 1, es la formación de una orquilla tipo omega

entre la Tré de la HAC y la Arg del sitio de corte dibásico . Por lo que la señal para el procesamiento del

precursor es la estructura secundaria que forma la secuencia de la HAC con los aminoácidos básicos del

sitio de corte. La gran similitud que presentan los precursores de la familia HAC/HCP sugiere que el

procesamiento del precursor de la HCP tendrá un comportamiento como el propuesto (Rayne y O'shea

1993; 1994).

Con la escisión del propéptido de la HAC o de la HCP , se obtienen dos productos protéicos: 1) la

hormona que es modificada en la Gli del extremo carboxilo por una enzima que presenta actividad de

peptidilglicina-alpha-monooxigenasa amidante (Rayne y O'shea, 1994); 2) un péptido de 72

aminoácidos en los crustáceos y de 32 aminoácidos en los insectos que se ha denominado péptido

relacionado a la HAC (RP-HAC) o a la HCP (RP-HCP). Se han propuesto diferentes funciones para el

RP-HAC en el metabolismo de los insectos, como son la hiperliplemia o la hipertrehalosemia, entre

otras. Sin embargo, se demostró que estas atribuciones son falsas (Hatle y Spring, 1999) y aún se

desconoce si el RP-HAC o PR-HCP tienen alguna función extracelular.



18

Existen diferencias en el tamaño y en la composición de aminoácidos entre el RP-HAC y el RP­

HCP. Sin embargo se encuentran regiones conservadas al final del extremo carboxilo: todos los

precursores tienen una cisteina antes de los últimos 3 o 9 aminoácidos. Esta Cis es necesaria para el

procesamiento de las HAC 1 y 11, debido a que el precursor debe estar en forma de dímero formado por

puentes disulfuro en el extremo carboxilo. (Fischer-Lougheed et al., 1992). Además esta Cis pudiese

formar un puente disulfuro intramolecular con otra cisteína localizada en otra parte del péptido

relacionado a la HAC, o en algunos casos en el péptido señal , pero estos enlaces intramoleculares no se

han demostrado (Fig. 1).

Genes de la familia HACIBCP.

Los estudios concernientes a los genes que codifican para los precursores de la HAC y HCP son

escasos. Sólo se han clonado las HAC en la palomilla Manduca sexta (Bradfield y Keeley, 1989), en la

mosca Drosophila melanogaster (Noyes et al., 1995) y en el grillo Shistocerca nitans (Noyes y Schaffer,

1993). Para la HCP solamente se conoce en la jaiba Callinectes sapidus (Martínez-Pérez et al ., 2002).

La estructura del gen, al nivel de exones e intrones, varía de acuerdo a la especie. En el caso de M. sexta

el gen carece de intrones y el precursor se encuentra en un sólo exón . Para Drosophila melanogaster el

gen tiene un intrón de 68 pb entre los dos primeros codones de la HAC (Noyes et al., 1995) .

Shistocerca nitans tiene duplicado al gen que codifica para el precursor de la HAC. La estructura

del precursor de la HAC 1 tiene tres pequeños exones separados por dos intrónes de 3.8 y 2.1 kb. El

primer intrón está en la región no traducida del extremo 5' y el segundo en la parte final de péptido

relacionado a la HAC. El gen para la HAC 11 presenta la misma estructura que el gen de la HAC ] pero

los tamaños de los intrónes son de 3.3 kb Yde 15 kb (Noyes y Schaffer, 1993) . La estructura del marco

abierto de lectura del gen de la HC? en la jaiba Callinectes sapidus tiene un intrón de 275 pb,

localizado, al igual que en las HAC de S. nitans, en la parte final del péptido relacionado a la HC? Las



19

diferencias entre el tamaño y la posición de los intrónes sugiere la participación de diferentes elementos

intrónicos y exónicos que participan en el procesamiento del pre-RNAm del precursor de cada

neuropéptido (Martínez-Pérez el al., 2002).

Los intrones de la familia HAC/HCP presentan todos los elementos en cis y están en fase cero

(Patthy, 1996) ya que están localizados entre él ultimo codón del primer exón y el primer codón del

segundo exón. Además los intrónes de la familia HAC/HCP están en la categoría de los intrones

clásicos, ya que los sitios aceptar, donador y de rami ficación, están conservados en todas las especies.

Existen dos diferencias discretas en la estructura de los intrones de los genes de la familia HAC/HCP. El

segmento de polipirimidinas no está tan definido en C. sapidus como en D. melanogasler y S. nitans.

Concomitantemente en C. sapidus, la secuencia entre el sitio de ramificación y el segmento de

polipirimidinas tiene menos nucleótidos y el contenido de guaninas y citosinas es del 50%, mientras que

los genes HAC son mayores y son más ricos en adenina y timina como ocurre en los intrónes tipo 111

(Rogers, 1990).

La región promotora de los genes de la familia HAC/HCP solo se ha caracterizado en los cuatro

genes HAC y para la HCP no se ha caracterizado ninguna. Todos los promotores HAC presentan cajas

TATA flanqueadas por regiones ricas en GC y en el caso de los genes de S. nitans también se han

encontrado cajas CAAT. Además se han determinado distintos elementos de regulación entre los genes

HAC 1 y HAC JI. Por ejemplo la secuencia TCCCTTCGA está presente en el gen HAC 1 de S. nitans y

D. melanogaster pero no en el gen HAC 11. Una situación similar ocurre con un elemento homólogo que

flanquea las regiones 5' de los genes de gastrina y colecistoquinina. Se ha encontrado una secuencia

similar a los potenciadores de la transcripción en el gen de la insulina de S. nitans y D. melanogaster

(Noyes el al., 1995).
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Hasta la fecha no se ha determinado la actividad de las posibles regiones promotoras de los

genes HAC y por lo tanto se conoce muy poco acerca de los mecanismos que intervienen en su

regulación.

Ritmos circadianos.

En nuestro planeta existen cambios geofísicos que se repiten a intervalos constantes de tiempo

denominados ciclos geológicos como por ejemplo los cambios de luz y oscuridad y la translación de la

tierra alrededor del sol (Shweiki , 2001 ; Brown, 1976). Esta repetición de eventos periódicos se refleja

también en los seres vivos en los que se les conoce como ritmos biológicos. Pueden ser propios del

organismo (ritmo endógeno), o estar regulados por algún ritmo geológico (Brown, 1976; Stupfel y

Pavely, 1990).

Los ritmos biológicos se clasifican de acuerdo a su duración . Los ritmos de aproximadamente

una hora se denominan circahoral, los menores a 20 horas ultradianos, los cercanos a 24 horas

circadianos y los mayores a un día infradianos (Stupfel y Pavely, 1990). Los ritmos circadianos (dellatin

circo» cerca y dies= día) son oscilaciones en las funciones bioquímicas, fisiológicas y de

comportamiento en un organismo durante un período de aproximadamente 24 horas, por lo que son

considerados una adaptación al ciclo de luz-oscuridad producido por la rotación de la tierra (Pya el al.,

2002; Loros y Dunlap, 2001 ; Dunlap, 1999).

Todos los sistemas circadianos tienen diferentes propiedades básicas, a saber: A) pueden ser

sincronizados por ciclos geológicos y por estímulos ambientales, también llamados sincronizadores

(zeitgebers), como son : la luz, la temperatura, la humedad, las condiciones meteorológicas, la presión

barométrica, las condiciones meteorológicas, la disponibilidad de alimento y posiblemente el

magnetismo (Aréchiga, 1996; Sanear, 2000; Williams y Sehgal, 200 1); B) persisten bajo condiciones

ambientales constantes, al estar en ausencia del sincronizador la longitud del ciclo completo (período)
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usualmente es menor a 24 horas. En esta condición se dice que el ritmo circadiano está en corrimiento

espontáneo (Aréchiga, 1996 ; Williams y Sehgal, 200 1) Y fue la demostración de que los organismos

tienen un mecanismo endógeno que mide el tiempo (Aréchiga, 1996; Williams y Sehgal, 2001); C) el

periodo del ritmo circadiano es compensado por la temperatura y éste no cambia en un amplio rango de

(Aréchiga, 1996; Williams y Sehgal , 2001); D) están bajo control genético ya que una mutación en

alguno de los genes que codifican para los elementos positivos y/o negativos afecta el periodo del ritmo

circadiano (Dunlap, 1999).

Los ritmos circadianos se generan en diferentes estructuras celulares dependiendo de la especie.

Por ejemplo, en el núcleo supraquiasmático del hipotálamo de los mamíferos, en la glándula pineal en

las aves, en el ojo en los gasterópodos, en el tallo ocular de los crustáceos y en diversas estructuras en

los insectos (Aréchiga, 1996). Inclusive en procariontes existen especies que generan ritmos circadianos

como las cianobacterias que tienen las proteínas kai A, B YC, que participan en la generación del ritmo

circadiano (Johnson y Golden, 1999). Pero no todos los organismos unicelulares presentan algún ritmo

circadiano como es el caso de las arqueobacterias y muchas eubacterias (Loros y Dunlap, 2001; Dunlap

lC, 1999; Johnson y Golden, 1999). La conservación de los ritmos circadianos durante la evolución

sugiere una ventaja selectiva para los organismos, ya que permiten que el individuo organice su

fisiología y su comportamiento en horas determinadas del día, por lo que estará adaptado previamente a

situaciones ambientales establecidas por el ritmo geológico (Panda el al ., 2002) .

Los ritmos circadianos están formados por tres elementos: A) una o varias rutas de entrada que

transmiten la información ambiental al reloj biológico para su sincronización; B) un reloj biológico o

marcapasos circadiano que genera la oscilación y C) una o varias rutas de salida, mediante las cuales la

información del marcapasos genera cambios rítmicos en una actividad o en algún proceso fisiológico

(Takahashi, 1995; Williams y Sehgal, 2001; Panda el al., 2002).
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Análisis de los Ritmos Biológicos.

Otro aspecto para el estudio de los ritmos biológicos, es la capacidad de estimar y cuantificar

satisfactoriamente las anormalidades o perturbaciones que puede tener un ritmo. Todos difieren de

forma, de amplitud y de su valor en el tiempo, por lo que, la descripción de un ritmo circadiano requiere

de la obtención de datos de una variable rítmica en un lapso de tiempo (Dunlap, 1999; Friesen y Block,

1984; Vega, 1993; Minors y Waterhouse, 1988). Como se muestra en la figura 3 con los datos obtenidos

de una serie de eventos, dentro de un periodo de tiempo, la variable rítmica se puede analizar mediante

una función cosenoidal , en donde los parámetros fundamentales de la función son: a) el período, el cual

es el intervalo entre dos puntos de referencia idénticos sobre la onda; b) el mesor definido como el valor

medio de la variable en estudio calculado a lo largo de un período completo; e) la amplitud que es la

diferencia entre el mesor y el valor máximo alcanzado por la variable durante el periodo; d) la fase , que

es el valor instantáneo de una variable biológica en un momento dado (Golombek, 1997).

La representación grafica de las fases permite observar el comportamiento del ritmo circadiano

en el tiempo, por lo cual se han empleado diferentes métodos estadísticos, por ejemplo, la forma más

sencilla es mediante una gráfica de variable dependiente-independiente (X Y) (Fig.2). Otro método para

representar la actividad es el actograma consiste en el ordenamiento consecutivo de gráficas de

ocurrencia de eventos (Friesen y Block, 1984 ; Vega, 1993; Dunlap, 1996; Minors y Waterhouse, 1988).

Uno de los datos más importantes para el análisis de los ritmos circadianos es el período ya que indica la

duración del ritmo circadiano; se puede obtener de varias formas, ya sea bien con la estimación gráfica

del periodo y de la fase (Fig. 2), o con análisis matemáticos como son: el cosinor que es un método de

ajuste por mínimos cuadrados; el periodograma que permite estimar el período de los componentes

responsables del ritmo circadiano; la demodulación compleja, que es análoga a los mínimos cuadrados

pero utiliza la suma de funciones trigonométricas (Vega, 1993 ). Se han diseñado diversos modelos

matemáticos para representar el periodo de ritmos circadianos con la opción de ser utilizados para medir
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Figura 2.- Representación gráfica de un ritmo circadiano. El período es el tiempo desde el

comienzo al final del ciclo circadiano. El mesor es la media entre el valor máximo y mínimo. La

amplitud es la distancia entre el mesar y el punto máximo. La fase es un valor que se le asigna a un

evento en un momento determinado.

otros ritmos circadianos. Por ejemplo, el urinario de humanos (Minors y Waterhouse, 1990) y los niveles

de RNAm y de la proteína de per y de tim en Neurospora crassa y en Drosophila melanogaster (Smolen

el al., 200 1; Leloup y Goldbeter, 1998). Cuando usamos al método de Cosinor éste asume que los datos

son normalmente distribuidos alrededor de cada uno de los tiempos de muestreo. Además una de las

principales ventajas del cosinor es que permite tener una prueba objetiva de la hipótesis es decir el ritmo

es valido para un periodo considerado. Usualmente la evidencia para la decisión de aceptación del ritmo

es cuando la probabilidad (p S 0.05) de que A sea cero. Otra ventaja del método de cosinor con respecto

a otros es que, los de la serie de tiempo no necesitan estar igualmente espaciados y tolera bastante bien

el caso de los datos perdidos o faltantes (Vega, 1993; Minors y Waterhouse, 1988). El análisis de

Cosinor parte de la fórmula Y= M+A cos (ffit¡+<j» en donde: ti es el tiempo de los puntos; M es el valor

medio (mesor); A corresponde a la amplitud de la curva; co es la frecuencia angular de la curva y <j> es el

ángulo de fase del valor máximo de la curva (acrofase) (Vega, 1993) .
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Ritmo del movimiento de los pigmentos en los crustáceos.

Diferentes estudios han demostrado que en los crustáceos hay un ritmo diario en el cambio de

color de los cromatóforos (células epiteliales distribuidas en todo el organismo), y en los pigmentos de

la retina (Porras el al ., 200 1; Ranga, 1985; Ranga y Finguerman, 1983). En los primeros estudios para

determinar si este movimiento intracelular de pigmentos era propio de las células mencionadas, o si era

regulado por otro factor extracelular, se eliminó el pedúnculo ocular, con lo que se perdió el ritmo en los

cromatóforos. Posteriormente se demostró que los neuropéptidos Hormona Concentradora de Pigmentos

(HC?) y Hormona Dispersora de Pigmentos (HD?), que se sintetizan en el complejo órgano-X-glándula

sinusal (COXGS) en el pedúnculo ocular, eran las principales hormonas involucradas en la migración de

los pigmentos en los cromatóforos y en la retina (Aréchiga el al. , 1993, 1997; Gárfias el al. , 1995;

Fingerman y Fingerman, 1977) .

El ritmo de la retina consiste en el movimiento de tres de tipos pigmentos accesorios (Aréchiga el

al. , 1993, 1997; Gárfias el al., 1995 Frixione, 1983). El primero es periférico y se denomina pigmento

distal; se encuentra en gránulos oscuros que están localizados en las células alargadas que se extienden a

lo largo del eje mayor del omatídio de la córnea hasta la membrana basal (Fig. 3). El segundo tipo de

gránulos pigmentarios es el proximal, que se ubica dentro de los fotorreceptores de la retina (Fig. 3). El

tercer tipo de pigmentos accesorios se llama pigmento reflejante, el cual tiene la función de reflejar la

luz. En la oscuridad el pigmento distal se dirige hacia el final de la córnea, mientras que el pigmento

proximal se mueve en dirección opuesta a lo largo de los axones de las células retinulares. Como se

muestra en la figura 4 la consecuencia de ambos eventos es que la zona y el área que rodea al rabdomo

queda totalmente expuesta a la luz (Aréchiga el al. , 1993; 1997) . Bajo iluminación ambos pigmentos se

expanden, dependiendo de la intensidad de la luz, y por lo tanto, ocupan la mayor parte de la extensión

de las células. Esta dispersión pigmentaria tiene la función de proteger de la luz tangencial (Fig . 3)

(Aréchiga el al., 1997).
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Figura 3.- Ritmo circadiano del movimiento de pigmentos en la retina de los crustáceos. En el día
el pigmento distal y el pigmento proximal se distribuyen en toda la retina por acción de la Hormona
Dispersora de Pigmentos. Por la noche la Hormona Concentradora de Pigmentos estimula la entrada de
calcio, y el pigmento distal migra hacia la cornea. Cornea co, pigmento distal dp, membrana de
basamento bm.

Existen diferencias entre los estímulos que producen el movimiento de los pigmentos proximal y

distal. En el pigmento proximal la migración- responde directamente al estímulo de los fotoreceptores de

luz-oscuridad. Mientras que las células que tienen al pigmento distal no responden a la luz directamente,

ya que su regulación es por fotorreccptores extraretinianos y por neurohormonas liberadas por el tallo

ocular en respuesta a la luz - oscuridad (Aréchiga el al., 1997; Gárfias el al., 1995; de Kleijn el al.,

1993).

El ritmo circadiano del movimiento de pigmentos en la retina consiste en que los pigmentos

están dispersos durante el día, mientras que en la noche existe una agregación de los mismos. El ritmo

persiste aún bajo condiciones constantes de oscuridad (Aréchiga el al., 1993; 1997).

La HCP promueve la agregación del pigmento distal , según se demostró al interferir el ciclo

circadiano impidiendo la actividad de la HCP por medio de un anticuerpo específico contra ésta (Gárfias

el al., 1995). En resumen: a) el cambio en la posición del pigmento distal en la retina por luz-oscuridad

es producto de la unión de la HCP con su receptor, y de la elevación ulterior de la concentración del
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Figura 4.- Ritmo circadiano de la concentración de la HCP en el pedúnculo ocular del acocil en
ciclos: de luz-oscuridad, de oscuridad y de luz constante. En ciclos de luz oscuridad la concentración de
HCP es a la 12.00 h del día y por la noche comienza a disminuir para regresar a sus niveles matutinos.
En ausencia o presencia de la luz existe un desaj uste del ciclo circadiano pero continua con su origen
endógeno (Tomado de Rodríguez-Sosa el al, 1994).

calcio intracelular; b) los cambios en la posición del pigmento distal , modifican la cantidad de fotones

que pudieran participar en la regulación del o de los relojes biológicos que producen los ritmos

circadianos del tallo ocular de crustáceos.

La participación de la HCP en el ritmo circadiano del movimiento de pigmentos en los

cromatóforos es a diferentes niveles. Por ejemplo, en los cocultivos de neuronas del pedúnculo ocular

del acocil, que realizan la biosíntesis de la HCP, con cromatóforos la neurona aledaña al cromatóforo

tiene la capacidad de concentrar los pigmentos de éste cuando se estimula con corrientes eléctricas cuyo

voltaje depende de la concentración del calcio, o con HCP sintética. Más aún, cuando se retira el medio

de cultivo, los cromató~oros comienzan a dispersar los pigmentos (Alvarado-Alvarez el al., 1999).

Los estudios concernientes a las neuronas que realizan la biosíntesis de la HCP, y su relación con

los ritmos circadianos del movimiento de pigmentos en la retina y en los cromatóforos, han sido de

diversos tipos. Se ha demostrado que el contenido de la HCP de las neuronas que la producen oscila en
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forma circadiana (Aréchiga el al., 1993; Rodríguez-Sosa el al., 1994; Uribe el al., 1998). La

concentración mínima se detecta en las primeras horas del día; alcanza su máxima concentración 12

horas después de iniciada la exposición a la luz, para después descender durante la noche (Rodríguez­

Sosa el al., 1994). El contenido de la HCP continúa presentando el mismo patrón de comportamiento

rítmico aún en oscuridad o en luz constante, indicando la naturaleza endógena del ritmo (Fig. 4).

Además, las neuronas productoras de HCP también presentan un ritmo circadiano en la actividad

eléctrica, el cual tiene un patrón similar al ritmo del contenido de la HCP (Uribe el al., 1998). En otros

estudios, el contenido de la HCP presenta un patrón específico a lo largo del año , en donde en primavera

comienza el aumento, para tener su punto máximo en el verano, comienza a descender en el otoño y en

invierno es el punto mínimo (Rodríguez-Sosa el al., 1997).

Aún cuando se ha demostrado la participación directa de la HCP en el ritmo de movimiento de

pigmentos de los cromatóforos y del pigmento distal de la retina, no se han determinado ni los

mecanismos moleculares de la biosíntesis del precursor de la HCP y si éstos también presentan un ritmo

circadiano, ni la presencia de los elementos característicos de genes regulados por genes reloj en su

promotor para ser considerada como una molécula de salida del reloj biológico.



28

Justijicación y Planteamiento del problema.

Se ha propuesto que el movimiento de los pigmentos en las células epiteliales y en las células de

la retina de los crustáceos está regulado por un ritmo circadiano producto de la acción de la Hormona

Concentradora de Pigmentos y de la Hormona Dispersora de Pigmentos. Los elementos moleculares y

tisulares que regulan la biosíntesis, el procesamiento y la liberación de ambos neuropéptidos se

desconocen a la fecha. Es necesario conocerlos para aceptar o rechazar que la HCP y la HDP sean parte

del grupo de genes que participan en los ritmos circadianos.

Hay que resaltar de la Hormona Concentradora de Pigmentos que aun cuando se la ha agrupado

con la Hormona Adipocinética de los insectos , en función de la sustitución de la actividad fisiológica, su

secuencia de aminoácidos y por las características moleculares de sus precursores, no se ha propuesto

ningún modelo evolutivo que explique si ambos neuropéptidos tuvieron un origen común o si provienen

de genes independientes.

De lo anterior se plantean tres preguntas que pudieran responderse a nivel molecular de la HCP:

¿La expresión del RNAm de la HCP se efectúa en el pedúnculo ocular?

¿El RNAm de la HCP tendrá el mismo patrón rítmico de comportamiento que el de su precursor

protéico en el pedúnculo ocular del acocil en ciclos de luz oscuridad?

¿La HCP de los crustáceos y la HAC de los insectos. en base a la similitud molecular que presentan,

podrían provenir de un gen ancestral común o provienen de genes independientes?

Para poder contestar estas preguntas es indispensable solucionar distintos aspectos, a saber: 1)

determinar la secuencia del cDNA de la HCP en el acocil donde ya se conocen algunos aspectos

fisiológicos de su participación en el ritmo circadiano de pigmentos (Aréchiga el al., 1998; Aréchiga

1996; Garfias el al ., 1995) y la presencia de proteínas del reloj biológico (Fanjul-Moles el al., 2004;

Fanjul-Moles y Prieto-Sagredo 2003 ; Arechiga y Rodr íguez-Sosa 1998). 2) desarrollar una metodología

que permita obtener el RNA total de pedúnculo ocular del acocil C. quadricarinatus libre de pigmentos
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de pigmentos y de compuestos fenólicos, debido a que este tipo de moléculas interfieren en la

cuantificación de los ácidos nucléicos y en algunas reacciones enzimáticas como la de RT-PCR

(Manning 1991). 3) Establecer si existen cambios en la concentración del RNAm de la HCP en ciclos

de luz-oscuridad o por acción de los ritmos endógenos; 4) establecer los controles necesarios para poder

comparar los cambios en la concentración del RNAm de la HCP. En este sentido es condición

indispensable determinar la expresión de genes constitutivos en el pedúnculo ocular. Para el acocil C.

quadricarinatus se desconoce la secuencia de los cDNAs de los genes constitutivos mas empleados

como controles en los estudios de cuantificación del RNAm , a saber, el de la beta actina y el de la

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Bustin, 2000), por lo que también se requiere caracterizarlos y

clonarlos y después cuantificarlos. 5) la secuencia del cDNA del precursor de la HCP del acocil se podrá

comparar y analizar evolutivamente a la de los cDNA de los precursores de HCP y de la HAC de los

cangrejos y de los insectos. Este tipo de análisis se podrá realizar con neuropéptidos de otro phy/um,

como el de los moluscos, en los cuales se ha demostrado la presencia de hormonas que presentan

secuencias de aminoácidos homólogas a la HCP y HAC como es el caso de la APGWamida. 6) con la

secuencia del cDNA de la HCP del acocil se facilitara el modclaje entre las secuencias que conforman a

los miembros de la familia HAC/I-ICP y ayudará ha tener un panorama mas amplio de los procesos

evolutivos que influyeron en los genes que codifican para la HCP y la HAC.

Para resolver los aspectos antes mencionados, en este trabajo se plantearon las siguientes

hipótesis y objetivos que se indican a continuación.
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Hipótesis.

1.- El cDNA de la Hormona Concentradora de Pigmentos, en el acocil Cherax

quadricarinatus, oscila en periodos circadianos en el pedúnculo ocular.

2.- La similitud que presentan los miembros de la familia HACIHCP sugiere que éstos

pudieran tener un gen ancestral común, el cual se formó por eventos de recombinación

de DNA.

Objetivo General.

Estudiar la transcripción del gen de la Hormona Concentradora de Pigmentos (HCP) en el

pedúnculo ocular del acocil Cherax quadricarinatus.

Objetivos Particulares.

A) Clonar y secuenciar al gen y al cDNA de la Hormona Concentradora de

Pigmentos del acocil Cherax quadricarinatus,

B) Cuantificar los cambios en el nivel del cDNA de la HCP en el tallo ocular a lo largo

de ciclos de luz oscuridad y como a la actividad de ritmos endógenos.

C) Establecer algunas relaciones evolutivas entre la secuencia del precursor de la HCP

del acocil Cherax quadricarinatus y los miembros de la familia HCPIHAC.
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Metodología.

Extracción de los ácidos nuc/éicos del músculo, del hepatopáncreas, de las branquias

y de los tal/os oculares del acocil C. quadricarinatus.

Un aspecto básico en las metodologías de la Biología Molecular es la pureza de los ácidos

nucléicos para realizar reacciones enzimáticas. La mayoría de los protocolos reportados en la

bibliografía, o por las casas comerciales, están diseñados para las plantas, los mamíferos y, en el caso de

los insectos, para Drosophila melanogaster. Por lo anterior fue necesario implementar una nueva

metodología para la obtención de ácidos nucléicos diseñada para los crustáceos decápodos. Previo a

cada extracción, y para causar el menor dolor a los acociles, se aletargaron colocándolos en hielo

durante 5 mino Este simple tratamiento ayudó a mantener la integridad del tejido y facilitó el manejo del

animal.

Extracción del DNA.

Para extraer el DNA del músculo del acocil , se diseñó un nuevo protocolo adaptado para los

crustáceos, con el cual se eliminan las proteínas y las moléculas orgánicas e inorgánicas del DNA

cromosoma\. El protocolo consta de tres etapas. La primera etapa consiste en romper las células que

componen al tejido celular y en degradar una parte de las proteínas y al RNA por acción enzimática (Wu

el al., 1995). La segunda etapa, termina por separar las proteínas asociadas al DNA, mediante un método

químico con el reactivo DNAsol (Invitrogene). La tercera etapa separa al DNA de los restos orgánicos e

inorgánicos mediante un gradiente continuo de Cloruro de Cesio (Ausebel el al. , 1985).

El músculo se maceró después de congelado en nitrógeno líquido. Por cada 0.1 g de tejido se

adicionó 2 mI de amortiguador de lisis (100 mM Tris HCI pH 8.5; EDTA 5 mM pH 8; SDS 0.2 %;

NaCl 400 mM). A la reacción se le añadió 500 ug/rn] de Proteinasa K y 20 ug/rnl de RNasa A. Se
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incubó por 4 h a 3rc. El DNA se precipitó con 1 volumen de isopropanól y se resuspendió en 4 mI de

amortiguador TE (Tris-HCI 100 mM pH 8.5, EDTA 1 mM pH 8).

Al DNA se le agregó 6 volúmenes de DNA sol (Invitrogene) y se precipitó con 4 volúmenes de

etanol absoluto. El DNA se retiró de la solución y se lavó 2 veces con 4 mi de etanol al 95 %. Se

resuspendió nuevamente en 4 mI de amortiguador TE. Posteriormente, para la formación del gradiente

continuo, se agregó el Cloruro de Cesio (1 g/rnl) más 0.320 mi de bromuro de etidió (1O ug/rnl en agua).

El DNA fue colocado en tubos para el rotor Ti70.1 (Beckman) y se centrifugó a 60 ,000 rpm por 6 h a 20

oc. El DNA cromosomal , localizado en la parte superior del gradiente, se recuperó con una jeringa (a

veces se observó una línea de color visible a la luz ultravioleta). Para retirar el bromuro de etidió se

agregó un volumen de alcohol isoamílico y se mezcló suavemente. En este paso se forman dos fases; la

fase orgánica (inferior) es de color rosa. Se centrifugó a 14,000 rpm por l min a temperatura ambiente y

se retiró la fase orgánica. El procedimiento anterior se repitió cinco veces hasta que se eliminó el color

rosa de las dos fases. Para eliminar el Cloruro de Cesio, el DNA se diluyó con 3 volúmenes de agua y se

precipitó con 2 volúmenes de etanol absoluto a 4°C por 15 mino Por ultimo, la solución se decantó y el

DNA se lavó con 2 mi de etanol al 70%. Se dejó secar a temperatura ambiente y se resuspendió en 2 mI

de agua estéril.

Extracción del RNA.

La extracción del RNA total de los tejidos del acocil se realizó con algunas modificaciones al

método propuesto por Chomczynski y Sacchi (1985) con dos pasos adicionales para disminuir la

cantidad de DNA gcnómico contaminante, y para eliminar la coprecipitación del RNA con los

carbohidratos, con los pigmentos y con los compuestos fcnólicos (Sewall y McRae, 1998). Lo anterior

se logró agregando perlas de vidrio, para unir al DNA y la precipitación del RNA en presencia de un

amortiguador de alta sal que mantuvo en solución a los carbohidratos y a los compuestos fenólicos . El
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método se puede utilizar para cualquier órgano o tejido; las únicas diferencias que presenta son: A) la

forma de obtención del tejido y B) la manera en que se realizó la lisis la cuál esta en función del peso del

tejido. Los tejidos con un peso mayor a 300 mg se maceraron en nitrógeno líquido, y con un peso menor

a 200 mg por ruptura mecánica con perlas de vidrio que previamente se incluyeron en la solución de

lisis.

Para la extracción del RNA total del músculo, del hepatopáncreas y de las branquias, los tejidos

se maceraron en nitrógeno liquido y se les adicionó 2 mi de solución de lisis por cada O. J g de tejido, en

tanto que a ]O tallos oculares se les retiro la retina y el exo-esqueleto del pedúnculo ocular y se

colocaron directamente en 4 mi de la misma solución.

La solución de lisis esta formada por 1 volumen de solución O (4 M de Tiocianato de guanidina

para desnaturalizar proteínas; 0.5 % p/v de detergente sarcosil para favorecer la desnaturalización de

complejos proteicos; O.]5 M de rJ-mercaptoetanol que es un agente reductor de puentes de di-sulfuro

que son indispensable en la actividad de las RNasas;· 25 mM de citrato de sodio pH 7.0 como

amortiguador); 0.1 volumen de acetato de sodio 2M pH 4.0 ajustado con ácido acético, el cual mantiene

el pH ácido para estabilizar al RNA e hidrolizar al DNA ; I volumen de fenol saturado en agua, para

extraer poli-péptidos; ] g/mi de perlas de vidrio, para romper las membranas y facilitar la extracción del

DNA .

Se aplicaron 5 pulsos de ] min de agitación al máximo en el vortex y 10 minutos de incubación

en agua hielo para después adicionar 0.4 volúmenes de cloroformo, alcohol-isoamílico (48:2).

Los restos celulares de la fase acuosa se centrifugaron a 15,000 rpm por 50 min a 4°C en el rotor

.IA-20 (Beckman) para separar al DNA. A la fase acuosa se le adicionó un volumen igual de isopropanol

mas 0.1 volumenes del amortiguador de alta sal (NaCI 1.2 M Ycitrato de sodio 0.8 M) para precipitar al

RNA. La mezcla se incubó a - 20°C durante 1 h Yse centrifugó a 14,000 rpm a 4°C por 20 mino El RNA

se resuspendió en 2.] mi de solución PCNS y se dividió en alícuotas de 700 ~I cada una; se precipito
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nuevamente con l volumen de isopropanol a - 20°C durante l hora. El RNA se recuperó por

centrifugación a 14,000 rpm por 20 min a 4°C. La pastilla se lavó con etanol al 75 % Y se centrifugó

nuevamente bajo las condiciones anteriores. Por último , el RNA se secó a temperatura ambiente y se

almacenó a - 70°C hasta su empleó. Para resuspenderlo se le agregó 200 ,.tI de agua esterilizada al

autoclave y filtrada a través de membranas de 0.22 um de diámetro.

Calidad y cuantificación del DNA y del RNA .

La calidad del ONA y del RNA se valoró por espectrofotometría a densidades ópticas de 260 y

280 nanómetros. Cuando el coc iente de ambas lecturas es entre 1.8 y 2.0 la pureza del ONA y del RNA

es buena . En el caso de que el cociente esté cercano a 1.5 la calidad de los ácidos nucleicos es mala por

presentar alto contenido protéico, y si es mayor de 2 el DNA y el RNA tienen restos fenólicos (Ausebel

el al.. 1985).

Para determinar la concentración de los ácidos nucléicos se emplearon las relaciones propuestas

por Sambrook el al., (1985) donde 1 OD a 260 nm= 50 ug/rnl para el DNA y 1 00 a 260 nm = 40 ug/ml

para el RNA. La concentración e integridad de los ácidos nucléicos fueron verificadas por electroforésis

en gel de agarosa.

Para el ONA la electroforésis se efectuó en un gel de agarosa al 1% disuelta en amortiguador

TAE IX (50X 242 g de Tris-Base, 57.1 mI de ácido acético, 100 mi de 0.5 M de EDTA) y bromuro de

etidió 1X (0.5 ug/rnl). La muestra se disolvió en el amortiguador indicado (sacarosa al 40%, xyleno­

cyanol al 0.25 %, azul de bromofenol al 0.25%, 0.001 M de EDTA) a una relación 1:5 del volumen

final. La muestra se corrió a 100 volts . La concentración del DNA se verificó con marcadores

moleculares de concentración conocida (High Mass Ladder Stratagen; DNA del bacteriófago A cortado

con la enzima Hind 111).
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La electroforesis para el RNA se realizó en un gel desnaturalizante de agarosa al 1.5 %, para lo

cual la agarosa fue disuelta en formaldehído 2.2 M Yamortiguador MOPS IX (0.2 M de MOPS pH 7.0,

0.05 M de acetato de sodio, 0.005 M de EDTA pH 8.0). Las muestras de RNA se calentaron a 90°C por

2 min e inmediatamente se colocaron en hielo. Se adicionó el amortiguador de precorrida (glicerol 50%,

formaldehído 3.5 %, formamida 10 %, EDTA 1 mM pH 8). Por ultimo se agregó el colorante de corrida

(glicerol al 50 %, xyleno-cyanol al 0.25 %, azul de bromofenol al 0.25%,0.001 M de EDTA pH 8.0).

Antes de colocar las muestras, el gel se precorrió a 100 volts por 15 mino

Clonación de los DNAs complementarios de la HCP, de la beta-Actina y de la

gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa.

Para la clonación de los DNA complementarios (cDNA) de la HCP, de la beta-Actina y de la

G3PDH se utilizó la misma estrategia. El primer paso consistió en la amplificación y secuenciación de

un segmento del gen por medio de la reacción de polimerización en cadena (PCR). Para determinar la

secuencia de los extremos de cada cDNA, se diseñaron oligodesoxinucleótidos específicos para cada

gen. Para amplificar los extremos 5' Y 3' del cDNA se empleó el protocolo de amplificación rápida de

transcritos raros también llamada RACE (Shaefer, 1995).

Clonación parcial de los genes de la HCP. de la beta-Actina y de la G3PDH.

Para la reacción de PCR con DNA genómico de C. quadricarinatus se diseñaron diferentes

juegos de oligodesoxinucleótidos con los siguientes criterios:

1.- El uso preferencial de codones.

2.- La región mas conservada en la escala filogenética.

3.- La cercanía con especi es del mismo Philum.

4.- La posible posición de los intrónes.
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La temperatura media del punto de fusión (Tm) de cada oligodesoxinucleótido y su estructura

secundaria se determinó con el programa computacional aLIGO. A continuación se indican las

características de los oligodesoxinucleótidos empleados en la clonación por medio de ensayos tipo PCR

y RACE 3' Y5'. Además se especifican las condiciones de amplificación para cada cONA.

Oligodesoxinucleotidos para la Hep.

Para la clonación parcial del gen de la HCP los oligodesoxinucleótidos se diseñaron con base a la

secuencia del cONA y del gen de la jaiba C. sapidus (Klein el al. , 1995; Martínez-Pérez el al., 2001).

Los oligodesoxinucleótidos en dirección sentido fueron : la región del sitio de inicio de la transcripción

(Uf); los desoxinucleótidos que contienen a los codones que codifican para los tres últimos aminoácidos

del péptido señal y los cuatro primeros aminoácidos de la HCP (Nl). De esta misma región se empleó un

oligodesoxinucleótido degenerado que contenía todas las posibles combinaciones para la HCP (01). Los

oligodesoxinucleótidos antisentido fueron para los desoxinuc1eótidos que contienen a los codones de la

región de la unión exón-exón (IJ) y la región del codón de paro de la traducción (Ll). Estas secuencias

se describen en la Tabla lA (ver apéndices).

Se realizaron diferentes combinaciones con los cuatro oligodesoxinucleótidos; Para amplificar

todo el marco abierto de lectura se utilizaron los oligodesoxinuc1eótidos Ul -Ll; para la región entre el

péptido activo y el codón de paro, los oligodesoxinucleótidos NJ-LJ y Dl-LJ. Para determinar la

fidelidad de los productos obtenidos se realizó una reacción de PCR anidada utilizando a los

oligodesoxinucleótidos Nl-IJ (Tabla lA apéndices).

Oligodesoxinucleotidos para la beta-Actina.

Para la clonación del gen de la beta-Actina la secuencia de los oligodesoxinucleótidos fue con

base al cONA de la Actina del acocil Procambarus clarkii (Kang y Naya, 1993); Se empleó a los

desoxinucleótidos mas conservados de la molécula (Tabla 1A). El oligodesoxinucleótido en dirección
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sentido fue (UACT) y en dirección antisentido (LACT) . Las condiciones de amplificación se encuentran

en la Tabla A2 (Apéndices).

Oligodesoxinucleáüdos para gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa.

Para la clonación parcial del gen de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa se utilizaron

cuatro diferentes juegos de oligodesoxinucleótidos. Dos pares consistieron en oligodesoxinucleótidos

degenerados que contienen todas las opciones para los desoxinucleótidos que codifican a los

aminoácidos mas conservados de la región del sitio activo UDEG3PDH- LDEG3PDH (Markos el al.,

1993). Así mismo, se consideró la posición de los intrónes en diferentes especies (Kersanach el al.,

1994), en especial los genes de Drosophila hydei y D. melanogaster (Wojtas el al. , 1992, Tso el al.,

1985). El nombre de estos oligodesoxinucleótidos es UDEG3PDH2-LDEG3PDH2 (Tabla Al

Apéndices). El tercer juego de oligodesoxinucleótidos contienen a la misma región pero con la

secuencia de los codones para la G3PDH de Drosophila melanogaster (UG3Dme-LG3Dme; Tabla 3A).

Por último, cuatro oligodesoxinucleótidos tienen diferentes regiones del cDNA de la G3PDH de

Daphnia pulex (GeneBank AJ289783); el primero tiene como oligodesoxinucleótidos sentido los que

comprenden a los 15 aminoácidos adelante del sitio del inicio de la traducción (U 1G3Dpu); el segundo

está dentro de la región del sitio activo de la enzima (U2G3Dpu); los oligodesoxinucleótidos antisentido

fueron: uno, contra la parte final del sitio activo de la enzima (Ll G3Dpu), y el otro, dirigido a los

codones previos al codón de paro (L2G3Dpu). Se realizaron diferentes combinaciones: para la

amplificación completa del marco abierto de lectura (ORF) U1G3Dpu-L2G3Opu, del inicio del ORF al

sitio activo de la enzima U1G3Dpu-Ll G3Dpu, del inicio del sitio activo hasta la parte final del ORF

U2G3Dpu-L2G30pu, y por ultimo, únicamente el sitio activo de la enzima U2G30pu-LlG3Dpu (Tabla

Al; Apéndices).
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Reacción de PCR

Los componentes en todas las reacciones de PCR de este trabajo fueron 100 ng de DNA

cromosomal de C. quadricarinatus en 20mM de Tris-HCl (pH 9.4), 50 mM de KC1, 1.5 mM de MgCh,

0.2 mM de los dNTPs, 5 U de Taq platinum DNA polymerasa (Invitrogene) y 100 pmol de cada

oligonucleótido. Las condiciones de cada reacción se muestran en la Tabla A2 (Apéndices).

Los productos de las reacciones de PCR fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa

al 1.5 % en amortiguador TAE 1X. El DNA fue visualizado al teñir el gel con bromuro de elidió. La

imagen se digitalizó en un tranasiluminador (Eagleye Stratagene).

Clonación y análisis de las secuencia de los productos de peRo

Para la clonación, la secuenciación y el análisis de la secuencia de los productos de PCR se

realizaron 6 pasos: A) los productos de la reacción de PCR fueron purificados por columnas acopladas a

silica gel; B) la ligación del producto de PCR a un plásmido por medio de la enzima topoisomerasa 1del

virus Vaccinia; C) la transformación de las bacterias competentes de Escherichia coli y la selección de

las clonas positivas; D) la purificación de los plásmidos; E) la secuenciación de los plásmidos positivos.

F) el análisis de las secuencias.

A) Purificación de los productos de peRo

Los productos de PCR fueron purificados por columnas acopladas a silica gel. La propiedad

funcional de este tipo de columnas es que, en presencia de sales caotrópicas unen al DNA de doble

cadena o de cadena sencilla (Quiagene PCR). Lo anterior permite la separación de los componentes

empleados en las reacciones de PCR, RT-PCR, en la síntesis del cDNA y los productos de enzimas de

restricción. Debido a que el protocolo se encuentra patentado (QUIAGENE) no se indica la composición

de los amortiguadores.

Se agregó a la reacción 5 volúmenes del amortiguador de unión y se colocó en la columna. Se

centrifugó a 14,000 rpm por l mino La columna se lavó con 700 /-l~ de la solución de lavado por 5 min,
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para nuevamente centrifugar como se indico anteriormente. Para secar la columna se realizó una última

centrifugación. El producto de PCR se eluyó de la columna por centrifugación bajo las condiciones

iniciales en un volumen final de 45 111 de agua.

B) Ligación del producto de PCR al plásmido pCR4-TOPo.

Una vez purificado el producto de PCR se realizó la ligación al plásmido pCR4-TOPO por medio

de la enzima topoisomerasa 1del virus Vaccinia. 10% del producto purificado de PCR se resuspendió en

el amortiguador de ligación (lOmM de Tris-HCI a pH 8.3; 50mM de KCI; 2.5 mM de MgCh, gelatina al

0.01%) se le agregó 1 mi de solución de alta sal (1.2M de NaCI y 0.06 M de MgCh) mas 1 111 del vector

TOPO en un volumen final de 6 ul. La reacción se efectuó a temperatura ambiente por 10 mino

e) Transformacián de las bacterias competentes de Eschericha coli DH5a.

Previo al paso de transformación se prepararon bacterias competentes de E. coli cepa DH5~ con

el siguiente protocolo: se inocularon 500 111 de bacterias a 50 mI de medio de cultivo SOB (20% de

Bactotriptona; 5% de extracto de levadura, 0.5% de NaCl a pH 7.5 con KOH) complementado con 10

mM de MgS04. El cultivo se creció a 37°C hasta obtener una densidad óptica de 0.5 a 550 nm. Las

bacterias se mantuvieron en hielo durante 10 min para después colectadas por centrifugación a 2,500

rpm por 10 min a 4°C. El medio de cultivo se decantó y las bacterias se resuspendieron en 16 mi de

amortiguador 1 (30 mM de KOH; 100 mM de KCI; 10 mM de CaCh; 10 mM de MnCI2 ; glicerol al 15

%; la solución se ajustó a pH 5.8 con KOH). Se mantuvieron durante 15 min en hielo.

Las bacterias se colectaron nuevamente mediante centrifugación como se indicó anteriormente.

El medio se decantó y las bacterias se resuspendieron en 4 mi del amortiguador 2 (lO mM de MOPS; 75

mM de CaCh; 10 mM de KCI; glicerol al 15 %; la solución se ajustó a pH 6.5 con KOH) y nuevamente

se mantuvieron en hielo durante 15 mino Por último, se hicieron alícuotas de 300 111 cada una y se

almacenaron a - 70°C. Para la transformación, 3 III de la reacción de ligación se mezcló con 100 111 de

las bacterias competentes durante 20 min en hielo. Posteriormente se le aplico un pulsó a 42°C durante 5
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min para inmediatamente colocarlas nuevamente en hielo por 5 min; Se les adicionó I mi de medio

Luriá para incubarlas a 37°C durante 35 mino Para seleccionar a las bacterias transformadas, se crecieron

en cajas de medio Luria ampicilina (lOO mg/ml). Además, para seleccionar a las bacterias que tenían

plásmido con el producto de PCR se seleccionó por a-complementación para lo cual, a cada caja de

cultivo se le colocó un césped de 30 ug/rnl de X-Gal con 3 mg/ml de IPTG como inductor del gen de la

p-galactosidasa (Ausbel el al., 1994). Por último se seccionaron las colonias que presentaron coloración

blanca lo que indicó que estas colonias tenían una mutación o que tenían al inserto, en tanto que las

colonias de color azul estaban sin inserto.

D) Purificación de los plásmidos.

Las colonias blancas de E. coli se expandieron en cajas de medio Luria ampicilina (100 mg/ml)

dejándolas crecer durante 12 horas. Se tomó un poco de la colonia expandida para resuspenderla en 200

~l de amortiguador de lisis (lO mM de Tris-HCl a pH 8.5, 5 mM de EDTA a pH 8, 100 mM de NaCl),

mas 1 vol de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24: 1). Las bacterias se rompieron mediante

agitación en el vórtex durante 3 min oLa fase acuosa se obtuvo, se centrifugó a 14,000 rpm por 15 min a

temperatura ambiente y se le agregó 100 ng de RNasa A a temperatura ambiente durante 5 mino El

plásmido se recuperó por precipitación con 10 % de acetato de sodio 3 M Y2.5 volúmenes de etanol al

95 %. Se mantuvo a 4"C durante 15 min para después centrifugarlo a 14,000 rpm durante 15 min a 4 oc.

La pastilla se lavó con 500 ~I de etanol al 70 % Yse volvió a centrifugar durante 5 mino El plásmido se

dejó secar a temperatura ambiente durante 10 min y se resuspendió en 200 ~I de agua esterilizada en

autoclave y filtrada a través de filtros de poro de 0.22 urn.

Para identificar a los plásmidos que insertaron al producto de PCR se realizaron 2 métodos, en

función del número de pares de bases del inserto. Para insertos menores a 500 pb se amplificó por PCR

la región del polilinker con los oligodesoxinuc1eótidos que contiene las secuencias M 13 Y T7 presentes

en el plásmido (Tabla 1; apéndice). Se colocó 2 ul del plásmido en los mismos componentes que el de
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las reacciones de PCR genómico. Las condiciones de la amplificación fueron 25 ciclos de: 96 "C durante

10 seg; 55 -c durante 10 seg y 72 -c durante 25 seg.

Para fragmentos mayores a 600 pb se liberó el inserto del plásmido por medio de enzimas de restricción

se utilizo la enzima Eco RI. A 18 ul del plásmido se le agregó 2 ul del amortiguador 10X y 2 U de la

enzima. La ración se mantuvo a 37 "C durante 30 mino

Los productos de las reacciones de PCR y de la restricción del plásmido fueron separados por

electroforesis en gel de agarosa al 2 % en amortiguador TAE 1X. El ONA fue visualizado después de

teñir el gel con bromuro de etidió y la imagen se digitali zó en un transiluminador (Eagleye, Stratagene).

E) Secuencia de los plásmidos y de los productos de peRo

Las clonas se secuenciaron con el kit Applied Biosystem Prism Oye deoxy Sequencing en un

secuenciador automático Mod. ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para la

reacción se usaron lOng de producto de PCR o 400 ng para el caso de los plásmidos junto con 8 pmol

de oligonucleótido M13, para la cadena sentido, y M7 para la cadena antisentido y 8 ¡.tI de la mezcla de

terminación. El volumen de la reacción fue de 20 ul. Las condiciones de incubación fueron 25 ciclos a

96 -c durante 10 seg; 50 -c durante 10 scg y 60 oC durante 4 mino

Los productos de la reacción se purificaron por precipitación. La reacción se llevó a un volumen

final de 40 ¡.tI y se le adicionó 60 ¡.tI de isopropanol al 100%. Se mantuvo a temperatura ambiente y en

oscuridad durante 30 min Los productos se recuperaron mediante centrifugación durante 30 min a

14,000 rpm y temperatura ambiente. La pastilla se lavó con 250 ¡.tI de isopropanol al 75% y se volvió a

centrifugar por 10 minoPor último se dejo secar a temperatura ambiente antes de ser secuenciarla.

F) Análisis de las secuencias de los ácido s nucléicos.

Las secuencias de los ácidos nucléicos de las clonas se compararon con las de otros genes

reportados en el GeneBank, con los programas BLAST y FASTA. Para la traducción conceptual, se

utilizó el programa Translate de la base de datos del EMBL.
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RACE 3' para los RNAm de la HCP, de la beta-Actina y de la G3PDH.

El ensayo se dividió en tres pasos: A) la síntesis del cONA, B) la purificación del cONA y C) la

amplificación del cONA por RT-PCR. Para la síntesis del cONA de la beta-Actina y de la G3POH se

utilizó RNA total del músculo y para el cONA de la HCP, se empleó RNA total de los tallos oculares.

Síntesis del cDNA

Para la reacción de síntesis del cONA se empleó como iniciador al oligodesoxinucIeótido

POLTCUTRACE3, cuya secuencia es de 21 timinas y la secuencia de oligodesoxinucleótidos que

reconocen las enzimas de restricción: Not 1, Sph 1, Pis 1, Vsp 1 y Ase 1 (5' GCG GCC GCA TGC TTA

l'AA 1'1'A ATC 1'1'1' TT1' '1'1'1' 1'1'1' 1'1''1' 1'1'1' T1'T 3') . Se emplearon 5 ug del RNA total de músculo y

de los tallos oculares de las muestras de un ciclo de 24 horas , en donde cada 3 horas se tomo una

muestra. Al RNA total se le adicionó 500 ng de oligodesoxinucleótido POLTCUTRACE3, y 4 f..I.l de 10

mM de dN1'Ps. La mezcla se desnaturalizó a 95°C durante 1 min, en seguida se incubó a 75°C durante 5

min e inmediatamente se colocó en hielo. Se agregó el amortiguador de la enzima a una concentración

final 50 mM de Tris-HCl a pH 8.3; 75 mM de KCL; 3 mM de MgCb mas, 0.01 M de DTT y 300 U de la

enzima SuperScript n. La reacción se llevó a cabo a 42 "C durante 50 min y se finalizó calentándola a

85°C durante 5 mino

Para eliminar al RNA de la reacción, el cONA fué tratado con una mezcla de RNasas a 37 "C

durante 20 mino La mezcla estuvo formada por 1U de RNasa H para el híbrido RNA-ONA; 5U de

RNasa TI , 10 U de RNasa 1'2 y 2 ng de RNasa A las cuales hidrolizan preferentemente al RNA de

cadena sencilla, que en el extremo 3' presenten residuos de guanina y adenina, respectivamente.
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Purificación del cDNA

Por ultimo el cONA se purificó por columnas acopladas a silica gel (ver purificación de

productos de PCR) para retirar al oligodesoxinucleótido POLTCUTRACE3, a los restos del RNA, a las

sales de los nucleótidos no incorporados y a todas las enzimas.

Reacción de RT-PCR

La reacción de RT-PCR del cONA de la HCP se llevó a cabo con el oligodesoxinucleótido

RA3HCECqu que contiene los codones de la secuencia de los aminoácidos de la HCP (secuencia

obtenida en este trabajo; Tabla 2A; Apéndice). Para la beta-Actina y la G3POH se utilizaron los

oligodesoxinucleótidos UACT y U2G30pu, respectivamente. En todas las reacciones se empleó, como

oligodesoxinucleótido antisentido, la secuencia de los sitios de restricción del POLCOTRACE3 '

(CUTRACE3 ' ; Tabla 4A; Apéndice). La composición del amortiguador, la concentración de los

oligodesoxinucleótidos y del MgCh, fueron las empleadas para las reacciones de RT-PCR del RNA

ribosomal. En estas reacciones de RT-PCR se incluyó una variante en la composición de las ONA

polimeriazas ya que para amplificar fragmentos mayores a 1,000 pb se utilizó 2.5 U de Taq polimerasa y

1.5 U de Depp Vento Las condiciones de incubación fueron 32 ciclos a 96 "C durante 15 seg; 62 "C

durante 15 seg y 72 "C durante 90 seg.

Los productos obtenidos se clonaron, se secuenciaron, y se analizaron con el mismo protocolo

empleado para los productos de las reacciones de PCR genómico.

RACE 5' para el RNAm de la HCE, de la beta-Actina y de la G3PDH.

El ensayo de RACE 5' puede realizarse por dos procedimientos, el primero consiste en formar

una región de adeninas en el extremo 3' de un cONA con la enzima polinucleótido transferasa terminal ;

esta nueva región en el cONA permite formar la cadena complementaria al cONA con un

oligodesoxinucleótido para RACE 3' (Frohman el al., 1998). La segunda manera de hacer el RACE 5'

consiste en unir un riboligonucleótido al extremo 5' del RNA mensajero, para lo cual, el grupo metilo
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del CAP de los RNAs mensajeros se elimina con la enzima pirofosfatasa ácida del tabaco.

Posteriormente se une el oligoribonucleótido a los RNAm con la enzima RNA ligasa. Al realizar la

síntesis de cDNA se copia el oligoribonucleótido que esta unido al RNA y ahora funciona como

oligodesoxinucleótido sentido en una reacción de RT-PCR (Schaefer, 1995). La diferencia principal

entre ambos protocolos radica en que la adición de adeninas en el cONA produce un alto número de

productos inespecíficos por lo que la clonación de cONA de bajo número de copias es más difícil. Pero

con el método de ligación de riboligonucleótido de RNA se anula la cantidad de falsos positivos y

permite obtener los cDNAs a partir de RNAm activos en traducción ya que únicamente se amplifican

por RT-PCR las moléculas completas (Schaefer, 1995).

Se ha demostrado por inrnunohistoquímica que la HCP esta en un grupo de 8 a 10 neuronas del

pedúnculo ocular del acocil (Rodríguez-Sosa et al., 1994; Alvarado-Alvarez et al., 1999) por lo que,

para asegurar la presencia e integridad del RNAm de la HCP, de la beta-Actina y de la G3POH, para

caracterizar el extremo 5' de cada cDNA se empleó el método de ligación de oligoribonucleótido al

RNAm. La reacción consistió de 5 pasos: A) la desfosforilación del RNA ribosomales, RNAs pequeños

y de transferencia; B) la eliminación del grupo metilo del CAP del RNAm; C) la ligación del

oligoribonucleótido al extremo 5' de los RNA mensajeros; O) la síntesis del cONA; E) la amplificación

del cDNA por RT-PCR.

A) Desfosforilación del RNA de los tallos oculares.

La desfosforilación del RNA resulta en la eliminación dirigida del fosfato del extremo 5' de los

RNA mensajeros truncados y de las moléculas que no sean RNA mensajeros, por lo que, al unir el

oligoribonucleótido con los RNAm, a los cuales se les elimino el CAP, sólo se amplificaran por RT­

PCR los cDNAs producto de los RNAm maduros y activos en la traducción. Se desfosforilaron 5 ug de

RNA total de un ciclo de 24 horas (ver RACE 3') , con la enzima fosfatasa intestinal de camero
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(lnvitrogen). El RNA se colocó en O.OS mM de Tris HCl a pH 8.S; 0.01 mM de EDTA ; 40 unidades de

RNasaOut y 10 unidades de fosfatasa intestinal de carnero. La reacción se incubó a 50 oC durante 1 h.

Para precipitar al RNA, se adicionó l volumen de una mezcla de fenol, cloroformo, alcohol

isoamílico (50:48 :2) y se agitó en el vortex durante 30 seg. Para separar la fase acuosa, se centrifugó a

14000 rpm durante S minoEl RNA se precipitó agregándole 20 ug de glucógeno, 10% de 3 M de acetato

de sodio a pH 5.2 Y2.5 volúmenes de etanol al 95%. La reacción se mantuvo durante 10 min en hielo

seco o a -70 "C por el mismo tiempo . Para recuperar al RNA se centrifugó a 14,000 rpm durante 2S min;

la pastilla fue lavada con SOO ul de etanol al 70% agitándola al vortex. Por último, la pastilla se

centrífugo a 14 rpm durante S mino El etanol se decantó para dejar secar la pastilla del RNA a

temperatura ambiente durante 20 mino

B) Eliminación de la 7-meti/- guanosina (CAP) del RNA mensajero.

El RNA mensajero desfosforilado se resuspendió en 10 ¡..tI de amortiguador (O.OS M de acetato de

sodio a pH 6.0; 0.1 mM de EDTA; 0.1 % de beta-mercaptoetanol; 0.01% de Triton X-lOO) y se le

adicionó 40 unidades de RNasaOut y O.S unidades de pirofosfatasa ácida de tabaco. La reacción se

incubó a 37 "C durante 1 h. El RNA se recuperó como se indicó en la reacción de desfosforilación.

C) Ligación del oligoribonucleotido al RNAm sin CAP.

El RNA del paso anterior se resuspendió en 8 ul del amortiguador de ligación (0.0330 mM de

Tris-acetato a pH 7.8; 0.660 mM de acetato de potasio; 0.100 mM de acetato de magnesio; O.S mM de

DTT). El RNA se mezcló con 1 ul de 10 mM de ATP, 40 unidades de RnasaOut, 5 unidades de T4 RNA

ligasa y 0.25 ng del oligoribonucleótido liofilizado GeneRacer (S' CGA CUG GAG CAC GAG GAC

ACU GAC AUG GAC UGA AGG AGU AGA AA 3'). La reacción se incubó a 37°C durante I h. El

RNA fue recuperó como se indicó en la reacción de desfosforilación.
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D) Síntesis del cDNA.

El RNA del paso anterior se resuspendió en 40 ul de agua filtrada por una membrana de 0.22 um

de poro y esterilizada por autoclave. Para aumentar la especificidad de la reacción y evitar la formación

de estructuras secundarias del RNA la síntesis de cada cONA fue con oligodesoxinucleótidos

específicos para cada RNAm; Todas las temperaturas de las reacciones fueron a 60 oc. Para la HCP se

empleo el oligodesoxinucleótido antisentido LOWHCPCqu que tiene la secuencia de la parte final del

extremo 3' UTR. Para la beta-Actina se utilizó el oligodesoxinucleótido LPACCqu, localizado en la

parte final del producto genómico. Por último para la G3POH se utilizó el oligodesoxinucleótido

antisentido LG3Pcqu, que esta en la parte final del ORF (Tabla A3 Apéndices). Todas las reacciones

fueron con la enzima Termo SuperScript (Stratagene) la cual tiene actividad a 65 oc. Se mezclaron 20%

de la reacción de ligación, 500 ng del oligodesoxinucleótido para cada RNA mensajero y 3 III de dNTPs

a una concentración de 10 mM. El RNA se desnaturalizó durante 2 min a 95 "C y después a 75 oc. Por

último se incubó inmediatamente en hielo y se agregó la mezcla del amortiguador (50 mM de Tris­

acetato a pH 8.4; 75 mM de acetato de potasio y 8 mM de acetato de magnesio), 10 mM de OTT, 40U

de RNasaOUT y 15 U de Termo SuperScript (Invitrogene). La reacción se incubó a 60 "C durante 55

mino La purificación de los cONAs fue con el mismo método que se indica en los ensayos de RACE 3'.

E) Amplificación de los extremos 5 ' del cDNA por RT-PCR.

Se realizó la reacción de RT-PCR para amplificar el extremo 5' de cada cONA. Se utilizó el

oligodesoxinucleótido sentido GENERACE 5' para los tres cDNAs. El oligodesoxinucleótido

antisentido para la HCP fue RA5HCPCqu que corresponde a los desoxinucleótido que contiene a los

codones del péptido activo. Para la beta-Actina fué el oligodesoxinucleótido RA5ACCqu , que está en la

parte inicial del producto de RACE 3'. Para la G3POH el mismo oligodesoxinucleótido LG3Pcqu que

corresponde a la parte final del marco abierto de lectura (Tabla A3; apéndice).
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Los componentes de cada reacción fueron : 20% del cONA, 100 pmol de cada

oligodesoxinucleótido con 20 mM de Tris-HCI a pH 9.4, 50 mM de KC1, 1.5 mM de MgCb, 0.2 mM de

cada uno de los dNTP y 5 U de Taq platinum DNA polimerasa (Invitrogene). Las condiciones de

incubación de las tres reacciones fueron 35 ciclos a 96 "C durante 30 seg, 55 "C durante 20 segundos y

72 "C durante 1 mino Los productos obtenidos se clonaron, se secuenciaron y se analizaron con el mismo

protocolo empleado para los productos de las reacciones de PCR genómico.

Expresión del RNAm de la HCP, de la beta-Actina y de la G3PDH en diferentes tejidos

del acocil.

Para verificar la expresión del producto genómico, de RACE 5' y 3' de cada molécula de este

estudio, se realizó el empalme de los productos obtenidos para obtener el posible marco abierto de

lectura. Los sitios de empalme y el tamaño del üRF se comprobaron con la amplificación, por RT-PCR,

de todo el marco abierto de lectura del cONA utilizando diferentes tejidos del acoci1. Para cada RNAm

se diseñaron un juego de oligodesoxinucleótidos que incluyeron desde el sitio de inicio de la traducción

en dirección sentido, al codón de paro en dirección antisentido. La obtención del RNA total se realizó

con la sumatoria del RNA total de un ciclo de 24 horas tomando muestras durante intervalos de 3 horas

del tallo ocular, del hepatopáncreas, de las branquias y del músculo Se empleó el mismo método de

extracción para el RNA empleado en los ensayos de clonación.

Las condiciones de síntesis del cONA fueron las mismas para todos los tejidos. Se empleó 500

ng de un oligodesoxinucleótido de 24 timinas (poli'T), 5 ug de RNA total y 4 ul de 10 mM de dNTPs. La

mezcla se desnaturalizó a 95 "C durante 1 min, posteriormente a 75°C durante 5 min e inmediatamente

se colocó en hielo. Se agregó el amortiguador (50 mM de Tris-HCI a pH 8.3; 75 mM de KCL; 3 mM de

MgCb) mas 0.01 M de DTT y 300 U de la enzima SuperScript lI. La reacción se incubó a 42 "C durante

50 min y se finalizó calentándola a 85 "C por 5 mino Como control de la integridad del RNA de cada
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tejido se amplifico el cDNA del ribosomal 18S del acocil C. quadricarinatus (Crandall et al., 2000). Las

únicas diferencias con la reacción anterior fueron: A) el oligodcsoxinucleótido empleado para la síntesis

de cONA correspondió a la parte final del RNAr 18S (LPRNArl8; apéndice); B) la temperatura de la

reacción fue a 52 "C; C) se utilizó 1 mg de RNA total para la síntesis del cONA. La purificación de

todos los cONAs de todos los tejidos fue con el mismo método que se indica en los ensayos de PCR.

Para asegurar la amplificación de los productos obtenidos se empleó una mezcla de las ONA

polimerasas Taq y Deep Vento Los oligodesoxinucleótidos utilizados para la HCP fueron

UORFHCPCqul-LORFHCPCqul; para la beta-Actina fueron UORFACCqu-LORFACCqu; para la

G3POH fueron UORFG3Cqu-LORFG3Cqu y para el RNAr 18S fueron URNArl8-LRNAr18. Los

componentes de la reacción fueron los mismos que los que se emplearon en la amplificación por RT-

PCR mediante RACE3'. Las secuencia de cada oligodesoxinucleótido y condiciones de amplificación,

se encuentran en el las Tablas A4 y A5. respectivamente (ver apéndices) . Los productos de cada

reacción se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.9% en amortiguador TAE 1 X Y las

bandas se visualizaron con bromuro de etidió . Por ultimo se comparó las secuencias de ácidos nucléicos

y de aminoácidos de cada cONA con las secuencias reportadas en el GeneBank mediante los programas

BLAST y FASTA los cuales dan un porcentaje de homología y de identidad con las secuencias de las

bases de datos.

Determinación y cuantificación de los cDNAs de la HCP, de la beta-

Actina y de la G3PDH en ciclos luz-oscuridad por .reacctones

semicuantitativas tipo RT-PCR.

Para las reacciones de RT-PCR semicuantitativas del RNAm de la beta-Actina, de la HCP. de la

G3POH y del RNA ribosomal 18S de los tallos oculares de C. quadricarinatus acondicionados a ciclos

de luz-oscuridad y en oscuridad constante, se realizaron 3 pasos : A) el acondicionamiento de los

acociles a ciclos de luz-oscuridad y oscuridad constante; B) la determinación del punto medio de la fase
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logarítmica de la reacción de RT-PCR para cada RNAm; C) la cuantificación de cada uno de los cDNAs

y el análisis estadístico de los productos de RT-PCR.

A) Acondicionamiento de los acociles.

Los acociles juveniles Cherax quadricarinatus en estadio de intermuda de un tamaño promedio

de 12 cm fueron obtenidos del Centro Piscícola El Higuerón, localizado en el municipio de El Higuerón

en el Estado de Morelos, México. Los acociles se dividieron en lotes de 15 a 20 animales por tina. Se

acondicionaron durante 3 semanas a ciclos de luz-oscuridad de 24 h cada uno (luz 12 - oscuridad 12; la

luz se prendía a las 8.00 de la mañana y se apagaba las 8.00 de la noche). Otro lote de animales estuvo

en oscuridad constante por periodos de 3 semanas a 4 meses. Los acociles fueron alimentados ad libitum

con alimento comercial (Camaronina, Purina). La temperatura del agua fue constante durante todo el

periodo de aclimatación.

Cada punto de un ciclo de 24 h consistió de 10 tallos oculares que fueron recolectados a

intervalos de 3 horas durante los ciclos de luz-oscuridad u oscuridad constante por 36 y 48 h.

Consideramos como punto cero al momento en que se prendió la luz (8.00 de la mañana del día normal).

La extracción del RNA total, así como la concentración en cada muestra fueron obtenidas y

determinadas por los métodos indicados anteriormente.

B) Determinación del punto medio de lafase logarítmica del ensayo del RT-PCR.

El primer paso para determinar el punto medio de la fase exponencial de la reacción de RT-PCR

de la HCP; de la beta-Actina; de la G3PDH y del RNAr 18S fue la síntesis del cDNA a partir de

concentraciones de 0.75, 2 Y3 ug de RNA total. mientras que para el RNAr 18S, fué a partir de 0.05. 0.1

y 0.5 /-lg de RNA total. En todos los casos el RNA utilizado fue el de la sumatoria de las muestras del

ciclo de luz-oscuridad de 24 h.

Para la síntesis de cONA, se utilizó 200 U de la enzima Superscript, en su respectivo

amortiguador, con 10 mM de dNTPs y 0.01 mM de OTT. Para la copia del RNAm se utilizó el
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oligodesoxinucleótido poly T con una temperatura de polimerización de 42°C; mientras que, para el

RNA ribosomal 18S se utilizó al oligodesoxinucleótido LPRNAr18 ; en este caso la polimerización fue a

50 "C. Por ultimo el cDNA fue tratado con la mezcla de RNasas.

Para la reacción de RT-PCR de la HCP se amplificó desde la posición 124 (UCHCPcq) hasta la

posición 365 (UCHCPcq). Para la beta-Actina se amplifico desde la pos ición 597 (UACcq) a la posición

1,112 (LACcq). Para la G3PDH la amplificación fué de la posición 537 (UCG3Cqu) hasta la posición

922 (LCG3Cqu) (Tabla A6; apéndice). Para todas las reacciones se empleó una mezcla de 2 U de la

enzima Taq polimerasa, 10% de la reacción del cONA y el amortiguador como se indicó anteriormente.

Las condiciones de incubación de ambas reacciones fueron 35 ciclos de 30 seg a 96 "C, 20 seg a 60 "C y

25 seg a 72 oc. Para el RNAr 18S (Crandall el al., 2000) se amplificó desde la posición 59 hasta la

posición 1791 (UPRNAr18-LPRNAr18 Tabla A6; apéndice). En este caso se empleó 2 U de Taq

polimerasa y 0.25 U de Oeep Vent en el amortiguador de la Taq ONA polimerasa, como se indicó

previamente. Las condiciones de la incubación de la reacción fueron 25 ciclos de 30 seg a 96 "C, 20 seg

a 62 -c y 2 min a 72 -c.

Para determinar la fase exponencial de la reacción de RT-PCR, de cada uno de los cONA, se

comenzó a monitorear el producto esperado recolectando las muestras cada 5 ciclos. Establecido el

inicio y la parte final de la fase exponencial, se tomaron muestras después de cada ciclo para establecer

en que ciclo de la curva estab a el punto medio de la fase exponencial , independientemente de la

concentración del RNA empleado en la síntesis del cONA. Por ultimo, para verificar la fidelidad de la

amplificación, los productos de la reacciones de RT-PCR los productos se secuenciaron como se indicó

previamente.
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C) Cuantificación y análisis de los productos de RT-PCR.

Los productos de cada reacción fueron separados por elcctroforesis en gel de agarosa al 2 % en

amortiguador TAE 1X. La cuantificación de cada producto fue en función del número de pixeles

digitalizados en la computadora (Eagle Eye Stratagene).

Para determinar la concentración del cDNA de la HCP, de la beta-Actina, de la G3PDH y del

RNAr 18S de los diferentes grupos de acociles, los valores digitalizados de cada reacción de RT-PCR

fueron normalizados y el valor máximo en el ciclo de 24 horas fue considerado como el 100 %. Las

variaciones obtenidas para cada muestra fueron ajustadas a este valor. Se utilizó la función de

COSfNOR por el método de mínimos cuadrados; Este análisis, ajusta los datos a una función cosenoidal

y provee una prueba objetiva de la amplitud de un ritmo que es diferente a cero. La función de coseno

utilizada fue: y = M+Acos(x+ rjJ) . En donde: y es la media de la variable; M corresponde al valor medio

del perfil del ritmo; A es la amplitud del ritmo. la cual es la diferencia entre el punto mayor y el punto

menor ; x es el tiempo del día expresado en radianes. El coeficiente de determinación r2 para la función

no linear, fue utilizado como un índice de la ritmicidad. Cuando el valor de r2 es menor a 0.4 los valores

de la curva no son estadísticamente significativos y se considera que los cambios entre los datos , en un

periodo de 24 h, son constantes (Vega, 1993). En caso de que el valor de r2 sea de 0.5 se considera que

existe la posibilidad de un ritmo. Si el valor de la r2 es mayor a 0.6 se considera que los valores de la

curva se ajustan a una función cosenoidal por lo que estadísticamente son rítmicos. Todos los análisis

estadísticos se realizaron con los programas computacionales del paquete ORIGIN.

Análisis evolutivo y relaciones filogenéticas del precursor de la Hep.

Para determinar la relación filogenética del cDNA del precursor del la HCP del acocil C.

quadricarinatus se realizaron análisis comparativos entre los genes y los cDNAs de crustáceos con otras

familias de neuropéptidos.
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La secuencia de ácidos nucléicos y de aminoácidos de la HCP fue alineada con otros precursores

neuropeptídicos que presentan homología e identidad en su composición de aminoácidos.

Principalmente con los cONAs de los precursores de la hormona adipocinética (HAC), la cual, regula el

metabolismo de lípidos y azúcares durante el vuelo de los insectos. Además se incluyo al cONA del

precursor para la APGW amida, que regula la espermatogénesis en los moluscos. Las secuencias de los

cDNAs de los precursores de la HCP fueron de los cangrejos Carcinus maenas (Link et al., 1993) y

Callinectes sapidus (Klein et al ., 1994). Las secuencias de los cONAs de los precursores de la HAC

fueron de las HAC 1, 11 y III de los grillos Locusta migratoria (Bogerd et al ., 1995), la HAC 11 de

Shistocerca gregaria (Fischer-Lougheed el al. , 1993), las HAC 1 y 11 de Schistocerca nitans (Noyes y

Schaffer, 1990), la HTH de la cucaracha Blaberus discoidalis (Lewis et al. , 1997). Los cONAs de las

APGWamidas de la babosa marina Aplysia californica (Fan et al ., 1997), del mejillón azul Mytilus

edulis (Favrel y Mathieu, 1996) y del caracol Lymnaea stagnalis (Smit et al., 1992). Los genes

utilizados fueron, el gen de la HCP de la jaiba Callinectes sapidus (Martínez-Pérez et al., 2000) y los

genes HAC de la palomilla Manduca sexta (Bradfield y Keeley, 1989), de la mosca Drosophila

melanogasler (Noyes el al., 1995) y del grillo Shistocerca nitans (Noyes y Schaffer, 1993).

Los alineamientos de los precursores se hicieron con el programa ClustalW. Los resultados de

los alineamientos fueron editados y analizados con el programa GeneDco (Nicholas et al., 1997). Los

árboles filogenéticos se obtuvieron con el método del promedio en distancia en los árboles filogenéticos,

para después ser editados con el programa Component, v. 2.0 (Slowinski, 1993). La determinación de la

estructura secundaria fue por los métodos propuestos por Gibralt et al., (1984) y Geourjon, y Oeléage

(1994).
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Resultados

Obtención de ácidos nucléicos.

La pureza de los ácidos nucléicos en Biología Molecular es básica para poder realizar cualquier

experimento. Para el caso del acocil Cherax quadricarinatus no existía una metodología que permitiera

obtener el DNA y el RNA total del pedúnculo ocular, libre de los pigmentos, de los compuestos

fenólicos y de los carbohidratos, que coprecipitan con los métodos desarrollados a la fecha

(Chomczynski y Sacchi, 1985; Sewall y McRae, 1998). Además, el protocolo debía de tener una alta

eficiencia en la obtención del RNA; facilitar el manejo de un alto número de muestras en poco tiempo.

Con las modificaciones efectuadas al protocolo de obtención selectiva del DNA del músculo del

acocil , se obtuvo un cociente promedio de absorción de la luz U.V. de 1.9 en la relación 260/280 nm y

una concentración de 500 ug/g de tejido lo que indicó que el DNA no tuvo contaminantes protéicos. El

criterio para determinar la integridad del DNA fue el tamaño de los fragmentos , mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1%. Se demostró que todos los fragmentos migraron por arriba del marcador de 23.1

kb del DNA del fago A cortado con la enzima Hind III. Por otra parte no se detectó RNA en las

muestras (Fig. 5A). En cuanto al RNA total, con las modificaciones realizadas al método propuesto por

Chomzynski y Sacchi (1987), y el uso de las perlas de vidrio y la precipitación con alta sal, se logró

reducir hasta un 99% la cantidad de los pigmentos que coprecipitan con el RNA de los pedúnculos

oculares, del músculo, de las branquias y del hepatopáncreas.

Como criterio de pureza del RNA, se calculó el cociente promedio de absorción a la luz U.V. ,

que fué de 1.9 en la relación 260/280 nm para todos los tejidos, en los que no se observó degradación

molecular a juzgar por la integridad del tamaño de los RNA ribosomales después de la electroforesis en

gel desnaturalizante de agarosa al 1.5% en formaldehído 2.2 M. Otro control para corroborar la

integridad del RNA obtenido por este nuevo método , fué la amplificación por RT-PCR del RNA

ribosomal 18S de los pedúnculos oculares, del músculo, de las branquias y del hepatopáncreas,
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utilizando las Taq y Oeep Vent DNA polirne rasas en el mismo tubo de reacción. En todos tos casos se

obtuvieron los productos esperados de 1732 pb, lo que comprobó que el RNA obtenido por el método

desarrollado en este trabajo, es el adecu ado para ampli ficar productos de cONA de más de las 2,000 pb

(Fig.58).

Para determinar la tasa de mutación de la mezcla de polirnerasa se secuenció el producto de RT-

PCR. La secuencia de los cONAs del RN¡\r I8 S en los pedúnculos oculares (Fig. 5, carriI2), fué idéntica

a la secuencia reportada en el GENEBANK (AF235966). Este resultado demostró la fidelidad de ambas

enzimas al copiar las cadenas compl ementarias en la reacción de RT-PCR, lo cual era una condición

necesaria en la clonación y caracterización de la secuencia de los cONA.

A kl3 M C.'111 e B kB M Ta Bra Hep Mus Con bp

ADN 4.0
23 rRN A IXS

9 2.0 .... 1,732
6 1.6
4 1.0

2 05

1 2 3 2 3 4 5 6

Figura 5.- Identificación del ONA. genómico y de los productos de RT-PCR del RNAr I8S del
acocil C quadricarinatus (C qu). A) El ONA genorn ico del músculo, obtenido por el método propuesto
en este trabajo, se separó por elcctroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (flecha). B) El producto de 1,732
pb de la reacción de RT-PCR, que corresponde al RNAr 18S de los pedúnculos oculares (Ta) , de las
branquias (Bra), del hepatopáncreas (Hep) y del músculo (Mus), se indica con una flecha. Las
reacciones se separaron por electroforcsis en gel de agaro sa al 1%. Los marcadores de pesos
moleculares (M) fueron: ONA del bacteriófago 'Acortado con la enzima Hind rrr (A) y escalera de DNA
de l kb (lnvitrogene) (B).
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Clonación y caracterización del cDNA del precursor de ItI HCP, de la beta-Actina y de

la G3PDH.

Para poder realizar la cuantificación del RNAm de la HCP era necesario tener los elementos

moleculares para determinar los cambios en su concentración por ciclos de luz-oscuridad y en oscuridad

constante. Además era necesario determinar la concentración de genes constitutivos en el tallo ocular.

Debido a que en el acocil C. quadricarinatus se desconocía la secuencias del cDNA de la beta actina y de

la G3PDH en el acocil C. quadricarinatus que serian utilizados como control en los experimentos de

ritmo circadiano fue necesaria también su clonación. La secuencia del cDNA también fue utilizada en

los análisis evolutivos con los cDNAs de los miembros de la familia HCP/HAC.

La clonación de los tres cDNAs consistió de 2 pasos : primero se clono una región conservada de

cada gen y son la secuencia obtenida se realizo ensayos de RACE para conocer la secuencia de cada

RNAm.

Clonación del cDNA de la beta-Actina.

Para clonar el cDNA de la beta-Actina se utilizó la reacción de PCR con los

oligodesoxinucleótidos UACT-LACT. Se obtuvo el producto genómico de 160 pb aproximadamente

(Fig. 6A carril 2) cuya secuencia mostró un 92% de identidad con la secuencia de P. clarkii. Al utilizar

los oligodesoxinucleótidos race5ACcq y UACT en los ensayos de RACE 5' y 3' respectivamente, con

R..l\fA total de pedúnculos oculares, se obtuvieron productos de 650 y 300 pb aproximadamente para el

extremo 5' y de 800 pb aproximadamente para el extremo 3' (Fig. 68 Y C carril 2 respectivamente).

Al empalmar las secuencias del producto genómico y del RACE 5' y 3' se obtiene un cONA de L 193

pb. Los 13 primeros nucleótidos forman parte del extremo 5' UTR. El üRF está formado por 378

codones. En el extremo 3' UTR hay dos posibles sitios de poliadenilación en las posiciones 1150-1165 y

1172-1177 (GeneBank AY430093; Fig. 7).
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Figura 6.- Productos de las reacciones de PCR y RT-PCR para la clonación del cONA de la beta-Actina.
A) producto de la reacción ele PCR con ONA genómico del acocil C. quadricarinatus con los
oligodesoxinucleótidos uACpc-IACpc específicos de la beta-Acuna del acocil P. clarkii (Gp carril 2). B)
Producto de RACE 5' (R5') a partir de RNA total de los pedúnculos oculares; la amplificación se realizó
con el oligodesoxinucleótido antisentido IACRACE5 (Apéndice 1A) eliseñado a partir de la secuencia
del producto genómico (Fig . A carril 2) . C) Produc to de la reacción de RACE 3' (R3 ' ). Los productos
que corresponden a la secuencia de la beta-Actina y el producto secundario de aproximadamente 300 pb
se indican con una flecha negra. Todas las reacciones se separaron por electroforesis en gel de agaro sa
al 1.8 %. Los marcadores de pesos moleculares (M) fueron : esca lera de DNA de 100 pb Y de 1 kb (A, C
y B respectivamente; lnvitrogene).

Al empalmar las secuencias del producto gcnóm ico y del RACE 5' y 3' se obtiene un cONA de 1,193

pb. Los 13 primeros nucleótidos forman parte del extremo 5' UTR. El üRF está formado por 378

codones. En el extremo 3' UTR hay dos posib les sitios de poliadenilación en las posici ones 1150-1 165 Y

1172-1177 (GeneBank AY430093; Fig. 7).

La traducción conceptual del RNAm de la beta-Actina codifica para una . proteína de 377

aminoácidos y W1 peso molecular teórico de 41,925.99 daltones, en dond e las firmas protéicas

universales de Actina (Pollard, 1990) Actina 1 «FY)-(LIV)-G-(DE)-E-A-Q-x-(RKQ)(2)-G), proteína s
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Gl y As p Gly Va l Thr Hi s Met Val P ro Val Tyr Glu Gly Phe Al a Le u Pro Hi s Ala I le
GGT GAT GGT GTC ACT CAC ATG GTC CCC GTG TAT GAA GGT TTC GCC CT T CCT CAT GCC ATC

Leu Arg Leu Asp Le u Ala Gly Ar g Asp Le u Thr Gln T yr Leu Me t L y s Il e Me t Thr Glu
CTT CGT CTT GAC CTT GCT GGT CGT GAC CTG ACC CAG TAT CTC AT G AAG ATC AT G ACT GAG

Ar g Gly T y r S er Ph e Th r T h r Thr Al a Gl u Ar g Glu Il e Val Arg As p I l e L y s Gl u L ys
CGT GGC T AC T CC TTC ACC ACC ACA GCT GAG CGT GAG ATT GTC CGT GAC ATC AAG GAG AAG

Le u Cy s t y r Il e Ala Le u As p Ph e Gl u As n Glu Met As n Val Se r Al a Ala Ser Se r Se r
CTT T GC TAC ATT GCC CTT GAC TT C GAG AAT GAG ATG AAT GTA TCT GCA GCT T CT TCG T CT

I l e As p Ly s S e r Tyr Gl u Le u Pr o Asp Gl y Gl n Va l I le Th r Il e Gl y Asn Glu Ar g Phe
ATT GAC AAG TCC TAC GAG CTT CCC GAC GGT CAG GTC ATC ACC ATT GGT AAT GAA CGC TTC

Ar g Cy s Pr o G1 u Al a Leu Phe Gl n P r o Se r Ph e Le u Gly Me t Glu S e r Al a Gl y Val Hi s
CGT T GC CCC GAG GCT CT G TTC CAG CCT TCC TT C CTT CGT ATG GAA TCT GCT GGT GTT CAT

Gl u Thr Va l Hi s Se r Se r Tl e Me t Arg Cy s Asp Ile Asp Tl e Ar g L y s As p Leu Ph e Ala
GAA ACC GTC CAC AGC TCC ATC ATG AGG TC C GAC ATT GAC ATC AGG AAG GAC CT C TT C GCC

As n Tl e Val Me t Se r Gl y Gly T h r Th r Me t T y r P r o Gl y I l e Al a As p Arg Met Gl n Lys
AAC ATT GTC ATG TCT GGT GGT ACC ACC ATG TAC CCT GGT ATT GCT GAC CGC AT G CAG AAG

Gl u Tl e Th r Ala Le u Ala P ro Al a Th r Tle Lys Tl e Lys I l e I l e Al a P ro Pr o Glu Ar g
GAA AT C ACT GCT CTG GCT CCT GCT ACC ATC AAG ATC AAG ATC ATT GCT CCT CCC GAG CGT
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8 31
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Tyr
TAC

9
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S e r Va l
T CC GTC
3 60 l
Thr Lys
ACC AAG

Trp
TGG

2
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GAG

T l e
ATC

3
Glu
GAG

Gly
GGT

4
Tyr
TAC

C l y
GGT

5
Asp
GAC

Ser
TCC

6
Glu
GAG

Tle Leu Ala Se r Leu S e r T h r Ph e Gln Thr Met
ATC CTG GCC TCT CTG TC C ACC TTC CAG ACC ATG

Se r Gly P ro Gly I l e Va l Hi s Arg Ly s Cy s Phe
TC C GGC CCA GGC ATC GTC CAC CCC AAG TGC TTC

3 5 7
10 7 1

37 7
113 1

TAA a t a ct c ga t c gg a a t a a atg t t t t a a t a a a c t g tt t t c gaa t a cg a
378

1 1 8 o

Figura 7.- Secuencia del cDNA y de los aminoácidos de la beta-Actina. Los extremos 5' y 3' no
traducidos se indican con minúsculas (nc -1-1 2; 1147-1192 , respectivamente) . Los posibles sitios de
pol iadeni1ación se encuentran subrayados. en itálicas y negritas (nc 1146-11 51 y 1158-1163). Los
codones del üRF se muestran con mayúsculas (aa 13-1146). Las firmas universales de Actina1 (55-65);
proteínas relacionadas a Actina (aa 106-118) y Actina2 (aa 358-366) se muestran subrayadas y en
negritas. Los oligodesoxinucleótidos utilizados para la cuantificación del cDNA se indican subrayados.
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Figura 8.- Filograma de la beta-Actina de invertebrados. La secuencia de aminoácidos de la beta-Actina
del acocil C. quadricarinatus (en negritas) se encuentra en el mismo nodo (flecha) que en el camarón P.
monodon 2.

relacionadas a Actina «LM)-(LIVM)-T-E-(GAPQ)-x-(LIVMFYWHQ)-N-(PSTAQ)-x(2)-N-(KR)) y

Actina2 (W-(lV)-(STA)-(RK)-x-(DE)-Y-(DNE)-(DE)) , están en las posiciones: 55-65, 106-118 Y 358-

366 respectivamente (Fig. 7). La beta-Actina del acocil mostró una identidad del 94, 88, Y 87 % con el

camarón Peneus monodon, con la langosta Homarus americanus y con la pulga de agua Daphnia magna

respectivamente (Fig. 8).

Clonación del cDNA de la Gliceraldehido-i-fosfato deshidrogenasa.

Para la clonación del RNAm de la G3PDH se decidió utilizar la misma estrategia de clonación

que para el gen de la beta-Actina, empleando la secuencia de nucleótidos de una especie más cercana,

filogenéticamente, al acocil como Daphnia pulex (GeneBank AJ289783) . Los oligodesoxinucleótidos

fueron diseñados con base a los codones más cercanos al sitio de inicio y terminación de la traducción

(24-48 U l G3DPU y 924-948 L2G3DPU). Ademas se incluyo un juego de oligodesoxinucleótidos

internos que reconocen el sitio activo de la enzima (447-471 U2G3DPU y 626-652 LlG3DPU). Al

emplear la combinación de oligodesoxinucleótidos que reconocen adelante del sitio de inicio de la

traducción, con el oligodesoxinucleótido de la parte final del sitio activo de la enzima, se obtuvo un
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producto de 600 pb aproximadamente. Con el oligodesoxinucleótido que reconoce la parte final del

ORF, no se obtuvo algún producto de amplificación. La situación anterior también se presentó al

emplear como iniciador al oligodesoxinucle ótido que reconoce el principio del sitio activo de la enzima

y con el oligodesoxinucleótido específico para la parte final de la misma región con lo que se obtuvo un

producto de 200 pb aproximadamente. mientras que con el oligodesoxinucleótido dirigido hacia el final

del ORF no hay amplificación (Fig. 9A) . Para verificar que el producto de 600 pb correspondía a la parte

del gen de la G3PDH se realizó una reacción de PCR anidada, empleando los oligodcsoxinucleótidos

pb

32

e
pb pb M R3' e

2 3

M R5 ' e
B

pb pb

234 5

UI U2
I Ii

- N - 01
M.....l.....l.....l.....lKb

4.07

1,100 900 900
1.63 900 900 600
1.01 700 400600

300
600 4000.50 200

0.29 200
0.22 200 100
0.20

A

Figura 9.- Productos de las reacciones de PCR y RT-PCR para la clonación de la gliceraldehído-3­
fosfato deshidrogenasa. A) Producto de la reacción de PCR con DNA genómico del acociJ C.
quadricarinalus con los oligodcsoxinucleótidos específicos para el cDNA de la G3PDH de D. pulex
(l! l -L1 Y U2-L1, carriles 2 y 4 respectivamente; apéndice 1A). B) Producto de RACE 5' (R5'). La
amplificación del extremo 5' del cDNA se realizó a partir de RNA total de los pedúnculos oculares con
el oligodesoxinucleótido antisentido lG3race5 , cuyo diseño fue a partir de la secuencia de
desoxinucleótidos del producto genómico (apéndice l A, carriles 2 y 4). C) Producto de la reacción de
RACE 3' (R3 '). Los productos que corresponden a la secuencia de la G3PDI-1 se indican con una flecha
negra. Todas las reacciones se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Los marcadores
de pesos moleculares (M) fueron de escalera de DNA de I kb Yde 100 pb (A; B Y C respectivamente;
Invitrogene).
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que reconocen el sitio activo de la enzima, obteniendo un producto 200 pb aproximadamente. La

secuencia de este producto mostró un 77.9 y 77.4 % de identidad con el cONA de Drosophila hydei y

Daphnia pulex respectivamente. Al comparar el producto de la traducción conceptual, se obtuvo un

100% de identidad con el cONA de las langostas marinas Palinurus versicolor y Homarus americanus.

La secuencia de nucleótidos del producto de 600 pb presentó un 73 % de identidad con la G3POH de

Drosophila hydei mientras que en D. pulex fue del 70.9%. Aún cuando la identidad en ácidos nucléicos

es baja; la traducción conceptual presentó una identidad del 95.6 % Y 94 % con la G3POH de las

langostas Palinurus versicolor y Homarus americanus respectivamente.

A partir del fragmento genómico de la G3POH obtenido se diseñaron los oligodesoxinucleótidos para la

clonación de los extremos 5' y 3' del RNAm por medio de la técnica de RACE 5' y 3'. Se obtuvieron

productos de 900 pb aproximadamente en ambos casos (Fig. 9B YC). Al empalmar las secuencias de los

extremos 5' y 3' con el producto genómico, se observa que el cONA de la G3PDH está formado por

1081 pb, en donde el extremo 5' UTR tiene 41 pb, el üRF está formado por 335 codones incluyendo al

codón de paro. Por último en el extremo 3' no traducido, la posible señal de poliadenilación (AATAAA)

está en los nucleótidos 1096 a 1102 (GeneBank AY430092; Fig. 10).

La traducción conceptual del üRF del RNAm de la G3POH de C. quadricarinatus, da una

proteína de 334 aminoácidos con un peso molecular teórico de 35,681.84 Da. Contiene los dos dominios

funcionales para G3POH, el dominio de unión a NAO·, de la posición 5 a la posición 33, y el dominio

universal, que contiene la cisteína del sitio catalítico (ASCTTNCL) de la posición 147 a la 154. Además

contiene los residuos Fen, His, Tre y Asp que son necesarios para la actividad enzimática de la G3PDH

(Huang el al., 1989), que se encuentran en las posiciones 99, 176, 179 Y 192 respectivamente (Fig.1 O).

Por último, la secuencia de aminoácidos de la G3POH tiene un 92 % de identidad con la del acocil

Procambarus clarkii y del 88 % con la de las langostas Palinurus versicolor y Homarus americanus

(Fig. 11).
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- 41 Met Ser Lys Ile G~y I~e Ans G~y Phe 9

gaatcctctct gaaca c ctcgccaccatcac taccac ca t a ATG TCG AAG ATT GGT ATT AAT GGA TTC 27

G~y Arg I~e Gl.y: Arg Leu Va~ Leu Arg Ala A la Leu Gln Ans Gly Ala Glu Val Va l Ala 29
GGC CGC ATC GGT CGC CTT GTT CTG CGT GCC GCT CTT CAA AAT GGC GCA GAG GTG GTG GCA 87

Val Ans Asp Pro Phe Il e Ala Le u Asp tyr Met Va l Tyr Met Phe Lys Tyr Asp Ser Th r 49
GTG AAT GAC CCC TTC ATT GCT CTT GAC TAC ATG GTG TAC ATG TTC AAG TAC GAC TCT ACC 147

Hi s G1y Arg Phe Lys Gly Glu Va l Lys Glu Glu As p Gly Al a Le u Val Val Asn Gl y Hi s 69
CAT GGC CCC TTC AAG GGG GAG GTG AAG GAA GAG GAT GGA GCT CTG GTG GTC AAT GGC CAC 20 7

Ans Ile Gln Val Phe Asn Glu Met Lys Pro Gl u Ans I le Pr o Trp Ser Lys Ala Gl y Ala 89
AAC ATT CAG GTC TTC AAT GAG ATG AAA CCA GAA AAC ATT CCA TGG AGC AAG GCT GGT GCA 267

Glu Tyr I l e Val Lys Se r Thr Gly Va l Phe Th r Thr I le Asp Lys Ala Gln Ala Hi s Ile 109
GAA TAC ATT GTC AAG TCC ACT GGT GTG TTC ACC ACT ATT GAC AAG GCC CAG GCT CAC ATT 327

As p Gly Gly Al a Lys Lys Va l I l e I l e Ser Ala Pro Se r Al a Asp Ala Pro Met Phe Val 129
GAT GGA GGA GCC AAG AAA GTT ATC ATC TCT CCC CCA TCT GCT GAT GCC CCC ATG TTT GTT 387

Val Gly Va l Ans Le u Glu Ala Ty r As p Pr o Ser Met Lys Ile Val Se r Ans Ala Ser Cys 1 49

GTT GGA GTC AAC CTT GAA GCA TAT GAT CCA TCC ATG AAG ATT GTT TCC AAT GCT TCT TGC 447

Thr Th r Ans cys Leu Ala Pro Leu Ala Lys Val I l e Ans As p Ans Leu Glu Il e Val Glu 169
ACC ACC AAC TGC CTG GCT CCT CTG GCT AAA GTC ATC AAT GAC AAC CTT GAA ATT GTT GAG 548

Gly Leu Me t Th r Thr Val His Ala Val T.hr Ala Thr Gln Lys Thr Val Asp Gly Pro Ser 189
GGC TTG ATG ACC ACA GTA CAT GCT GTT ACT GCT ACC CAG AAG ACT GTA GAT GGT CCC TCT 507

Ala Lys Asp Trp Arg Gly Gl y Arg Gly Ala Ala Gl n Ans Il e I l e Pro Se r Se r Thr Gly 209
GCC AAG GAT TGG CGT GGT GGC CGT GGT GCT GCC CAA AAC ATC ATC CCA TCA TCC ACT GGT 567

Ala Ala Lys Ala Val Gl y Lys Val I l e Pro Glu Leu Ans Gl y Lys Le u Thr Gl y Met Al a 22 9
GCT GCT AAG GCT GTT GGC AAG GTC ATT CCA GAA CTC AAT GGA AAA TTG ACA GGC ATG GCC 627

Phe Arg Val Pro Thr Pro A_sp Val Ser Val Va l Asp Leu T.hr Val Arg Leu Gly Ans G~n 249
TTC CGT GTA CCC ACT CCA GAC GTC TCT GTT GTA GAT CTG ACA GTC CGG CTT GGT AAC CAA 68 7

Cys Ser xyr Asp Asp Ile Lys Ala Ala Met Lys Ala Al a Ser Gl n Gly Pro Leu Lys Gly 269
TGT TCT TAT GAT GAC ATT AAG GCA GCG ATG AAG GCT GCT TCA CAG GGA CCC CTC AAG GGT 747

Val Leu Gly Tyr Th r Glu Asp Asp Va l Val Ser Thr Asp Phe Thr Gly Asp Val Ar g Ser 28 9
GTC CTG GGT TAC ACC GAG GAT GAC GTT GTA TCC ACT GAC TTC ACT GGT GAT GTA CGA TCC 80 7

Ser I le Phe As p Ala Lys Ala Gly I le Gl n ~eu Se r Lys Th r Phe Val Lys Val Val Se r 309
TCT ATC TTT GAT GCA AAA GCT GGT ATC CAG CTG AGC AAG ACC TTC GTA AAG GTA GTC TCT 86 7

Tr p Tyr As p Ans Glu Phe Gly Tyr Se r Thr Arg Va l Il e Asp Leu Le u Lys His Met Gl n 329
TGG TAT GAT AAC GAG TTT GGC TAT TCT ACC CGT GTA ATA GAT CTC CTC AAG CAC ATG CAG 927

Ly s Va l As p Gly Al a 33 5
AAG GTG GAT GGT GCC TAA t a tgtct ggat t gg t t c c a gctga a a g t a cg t gaaggc a c t gg t gga t ga a t ga a 100 5
a ga t ggg t a aaaaa a a a aa 1024

Figura 10.- Secuencia del cDNA y de los aminoácidos de la gliceraldehído-3-fosfato dcshidrogenasa.
Los extremos 5' y 3' no traducidos se indican con minúscul as. El posible sitio de poliadenilación se
encuentra subrayado, en itálicas y negritas (nc 1000-1006). Los codones del üRF se muestran con
mayúsculas. El dominio de unión a NA O+ (aa 5-33), el sitio activo de la enzima (aa 147-154), el
dominio de dimerización simil ar a la Gtsp l de S. ce re vis iae (aa 235-255) y los aminoácidos Fen, His,
Tre , Asp necesarios para la acti vidad de la enzima se muestran subrayadas y en negritas (aa 99,
176,179 y 192). Los oligodesoxinucleótidos utili zado s para la cuantificación del cDNA se indican
subrayados.
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Figura 11.- Filograma de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa en eucariontes. La secuencia de
aminoácidos de la G3POH del acocil C. quadricarinatus (en negritas) se encuentra en el mismo nodo
(flecha) del acocil P. clarkii y de las langostas H. americanus y P. versicolor,

Clonación del cDNA del precursor de la HC?

De la misma manera que se clonó el cONA de la beta-Actina y de la G3PDH, como primer paso

para la clonación del cDNA del precursor de la HCP se amplificó por PCR parte del gen de la HCP con

diferentes combinaciones de los oligodesoxinucleótidos cuya secuencia correspondió a los codones del

precursor de la HCP de la jaiba Callinectes sapidus (Apéndice A). Con los oligodesoxinucleótidos que

amplifican todo el marco abierto de lectura o con el oligodesoxinucl eótido degenerado para la secuencia

de la HCP (UJ-LJ; DP-LJ ; Apéndice) no se obtuvo algún producto de amplificación. Sin embargo con la

combinación del oligodesoxinucleótido formado por los 4 primeros codones de la HCP hasta el codón

de término (NJ-LJ , apéndice lA) se obtuvieron productos de 100 a 1500 pb aproximadamente (datos no

mostrados).

Para poder discernir cual de los productos obtenidos era el específico para el precursor de la

HCP, se realizó una PCR anidada empleando los oligodesoxinucleótidos que reconocen la HC? y el sitio

de la unión de los exones en el RNAm del precursor de C. sapidus (NJ-lJ, apéndice 1A). Como control
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de la integridad del DNA y de los oligodesoxinucle ótidos , se amplificó parte del gen de la beta-Acuna

de C. quadricarinatus y del gen de la HCP de la jaiba C. sapidus. En esta reacción se obtuvieron dos

productos de 150 y de 650 pb aproximadamente para la HCP del acocil, mientras que en la jaiba

únicamente se obtuvo el producto de 150 pb aproximadamente (Fig . l2A). La secuencia de ácidos

nucléicos del producto de 177 pb mostró una identidad del 98 % con los codones que codifican para la

HCP y parte del péptido relacionado con la HCP (RP-HCP) de la jaiba Callinectes sapidus y Carcinus

A
bp M Ac e s Cq bp

B ucr
bp ¡'vl RS' C bp

e HCI'
bp M RT R3' bp

1,353

603 900

600 *560/90
194 177 900

400 *400
600

300
'100 3S0
300 300 l OO

100

lOO

1 23 4 2 3 I 2 .'

Figura 12.- Productos de las reacciones de PCR y RT-PCR para la clonación de la hormona
concentradora de pigmentos. A) PCR anidada con UNA genómico del acocil C. quadricarinatus (carril
3) utilizando los oligodesoxinucleótidos específicos para el cONA de la HCP de la jaiba C. sapidus
(carril 4). Control de la integridad del ONA de una parte del gen de la beta-Actina (A carriles 2). B)

RACE 5' (R5'). La amplificación se realizó a partir de, RNA total de los pedúnculos oculares con el
oligodesoxinucleótidos antisentido race5RPCHcq . C) RACE 3' (R3 "), Los productos que corresponden
a la secuencia de la HCP se indican con una flecha negra y los falsos positivos con un asterisco. Todas
las reacciones se separaron por electroforesis en gel de agarosa a! 1.5 %. Los marcadores de pesos
moleculares (M): DNA del <j>X 174RF cortado con la enzima Hae 1 (A; carril 1) Y escalera de DNA de
100 pb (B YC; carril 1).
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maenans respectivamente. El producto de 650 pb rué inespecífico. Al conocer una parte de la secuencia

del gen de la HCP se pudieron diseñar los oligodesoxinucleótidos para la caracterización de los

extremos 5' y 3' del RNAm de la HCP (Apéndice Tabla 1). Con el oligodesoxinucleótido race5RPCHcq

se obtienen dos productos de 300 y 380 pb aproximadamente (Fig.12B). Este último presentó un 92%

de identidad con la secuencia de direccionamiento al retículo endoplásmico rugoso del precursor de la

HCP de los cangrejos C. sapidus y C. maenans.

El ensayo de RACE3' con el oligodesoxinucleótido race3RPCHcq dió 3 productos de 400 pb, 560 pb Y

590 pb aproximadamente (Fig. 12C). El producto de 400 pb tiene una identidad del 98 % con la proteína

ribosomal L-23 de H. sapiens (Banckit 633162). La secuencia de nucleótidos del producto de 560 pb

presentó una homología del 60 % al 57.3 % con el precursor de la hormona dispersora de pigmentos de

los camarones M japonicus (GeneBank: AB073369.1) y P. vanamei (GeneBank: YII723.1). Sin

embargo la traducción conceptual generó una proteína que tiene una identidad del 50 % con el precursor

de la Hormona Hipertrealosémica de la cucaracha B. Discoidalis (GeneBank: AAA79691). Este

resultado sugiere que el cDNA del producto de 560 pb es un nuevo miembro de la familia HAC-/HCP

(Banckit 633102). Finalmente el producto de 590 pares de bases es 88% idéntico al péptido activo y al

péptido relacionado al precursor de la HCP de C. sapidus y C. maenans (Fig. 12C). Al empalmar la

secuencia del producto geonómico y del RACE 5' y 3' se observa que el cDNA de la HCP está formado

por 646 pb, en donde los primeros 87 pb corresponden al extremo 5' UTR; los siguientes 273 pb son el

üRF y los últimos 286 pb son el extremo 3' UTR. La traducción conceptual del üRF da un pre­

propéptido de 90 aminoácidos. Los primeros 21 aminoácidos son la señal de direccionamiento al lumen

del retículo endoplásmico rugoso; inmediatamente después están los 8 aminoácidos de la HCP seguidos

por el sitio de corte para la endopeptidasa KR. Los últimos 60 aminoácidos son el péptido relacionado a

la HCP.
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ctc tgca ggcagcat ccagcgtggtccag caacaggcagcatcgactgcactcccttcgttaccacacactc - 7 2

Me t Val Arg Gly Se r Va l Ala Leu Le u Leu Val Val Leu Va l 1 4
acccagag tccaaga ATG GTC CGC GGC AGT GTA GCC CTC CTG CTG GTG GTA CTG GTG 4 2

Al a Se r Se r Cys Val Ser Ala Gln Leu Ans Phe Ser Pro Gly Trp Gly Lys Arg 3 2
GCC TCC TCC TGC GTC TCC GCC CAG C1'T AAC 1'1'C TCC cec GGC TGG GGC AAA CGG 96

Thr Gl y Thr Al a Al a G1y G1 y Pro As p Gl n Thr Ile Leu His Se r Ser Ser Pro 50
ACC GGT ACC GCG GCT GGG GGA CCT GAC CAG ACC ATC CTC CAC TCA TCC TCT CCC 1 5 0

Al a Al a Val Al a Ser Asp Asn Cys Gly Thr I l e Pro Val Se r Ala Val Me t His 68
GCA GCC GTA GCC AGC GAC AAC TGC GGC ACA ATC CCC GTC TCA GCC GTC ATG CAC 2 04

Il e Tyr Ar g Leu Il e Arg Thr Gle Ala Al a Arg Leu Va l Gln Cys Gln Glu Gl u 8 6
ATC TAC AGG CTT ATT AGG ACT GAA GC A GCG AGP.. CTT GTA CAG TGT CAG GAA GAA 258

Gl u T y r Met Gl y 9 1
GAA TAC ATG GGT TAA atgc gacacccccacca cta c ca cta c cagca accaccatcaccaccact a 338
c c ac tac ca g c a ac cactc tcgtcttagctacca gctgtga cagt cacactgctg tgttag ttccccaggtc 4 10
tt c c c c t g a a c a c a a g a g a t g t c t c c c a t c g t c t t c c t c t c c c c t t c t g g c c c a g t g gt g g g ct g g g g t t t a 4 8 2
g cc tctcct gg a a ttcatatat tttt ctcgt ctttcggaaact cg tggggtgga caac tggaatcagaagtg 5 5 4
t tgg aa tga tga ataacat 573

Figura 13.- Secuencia del cDNA y de los aminoácidos de la Hormona Concentradora de Pigmentos. Los
extremos 5' Y 3' no traducidos se indican con minúsculas. El posible sitio de poliadenilación se
encuentra subrayado, en itálicas y negritas. Los codones del üRF se muestran con mayúsculas. Se
muestra el péptido señal; la HCP (aa 22-31, en itálicas y negritas), los aminoácidos de corte Lis-Arg (aa
30-32) y el péptido relacionado (aa 33-91). Los codone s de los oligodesoxinucleótidos utilizados para la
cuantificación del RNAm están subrayados.

Por último las cisteinas intramoleculares y la necesaria para la dimerización del precursor en la familia

HAC/HCP están en las posiciones 18, 58 y 83 respectivamente (Fig. 13 y 14).

La secuencia de aminoácidos del precursor de la HCP del acocil C. quadricarinatus muestra una

identidad del 57.14 % con la HCP de los cangrejos C. sapidus y C. maenas . Esta baja identidad entre las

HCP se debe a que el precursor en el acocil tiene 20 aminoácidos menos con respecto a los cangrejos: 3

en el péptido señal y 17 en el RP-HCP. Además la HCP del acocil presentó el 30.65 % de identidad con

respecto al precursor de la HAC III de L. migratoria (Fig. 14).
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MRQSCALTLMLW AVCA-- - ALSAAQLNFSTGWG- - - - - - - - --RRyADPNA- - -- - - - - 39
MRQG~LTLMLLWVCA---ALSAAQLNFSTGWG------- - - -RRYADPNA------- - 3 9
MTQSCTLTLVLWAVLA-- - ALATAQLNFSAGWG- - - - --- - - -RRyADPNA- - - - - -- - 39
MVQRCLW ALLVW VAA-- - ALCSAQLNFTPNWGT-- - -- - - -G KRDAADFG- - ------ 41
MVQRCLWALLVWVAA-- -A LCSAQLNFTPNWGT- - - - - ---GKR DAGDYG-------- 4 1
MVQR~LWLLWAVAA---ALCSAQLNFTPNWGT- - - - - - --GKRDAADFA- -·- - - - -- 41
MVRRTGVTLLVVALVW ALVSSVSAQLNFSPGWG---------- KRAAAGSGSSGGVGEA 5 0
MVRRSGVTLLVVALLWT LMSSVSAQLNFSPGWG- - - - - - - - --KRAAGASGSNGGVGEA 50
MVRGS-VALLLVVLVAS- --SfVSAQLNFSPGWG----------KRTGTAAG-----GPD 41
MYKLT-V FLMFIAFVII - - ---AEAQLTFTSSWG--- - - - - -- - GKRAMTNS-- -- - - -- 36
MQVRAVLVLAVVALVAV- - -ATSRAQLNFTPWWGK- - ----- - RALGAPAAG- --- --- - 41
MNHLVKVLIWVAIALVLC- -- - EAQVNFSPGWG-- - - - - --TGKRSAVQNS- - -- ---- 4 0
MNPKSEVLl AAVLFMLLACV-- - QCQLTFSPDWGKRSVGGAGPGTFFETQQG- - - - - - -- 4 9
M v v aQlnF WG
-- -- - - ----- - - --- - -- - --- ---- --- --- D PMAFLYKLIQIEARKLSG~SN - -- - -- 61
- ---------- - - - - - - - ---- - - - - - - - - - - - DPMAFLYKLIQ I EARKLAG~SN- --- --- 61
- - - - - - - - - - - - - - --- - - --- - - - - - ---- - -DPMAFLYRLIQIEARKLAG~S D- - - - - - - 61
------ -- - --- -- - - - - - - --- - - ------ - -D PYS FLYRL IQAEARKMSG~SN- -- ---- 63
- - ------ -- - - - - - - - - --- - - - ----- --- - DPYS FLYRLIQAEARKMSG~SN---- -- - 63
- ------------- --- - - - -- - - --- -- - -- - DPYSFLYRLIQAEARKMSG~SN- --- --- 63
VSALHHSVGGAPGGWPPGSSSSSGDS CGPI PVSAVMHIYRLI RNEAVRLVQ~QDEEYLG- 1 1 0
VSGLHPSVGGAPGGWPPGSSS P-GDS CGPIPVSAVMHIYRLIRSEAVRLVQ~QDEEYLG- 10 9
QTILHSSS---------PAAVAS--DNQGTIPVSAVMHIYRLIRTEAARLVQ~QEEEYMG-- 90
- ----- -- ------ - -- - ------ - I S CRND- -EAl AAI YKAIQNEAERFIM~QKN----- - 65
---------- - - -- - - - - ------ - - DCVSAS PQALLS I LNAAQ.~VQKLI D~S RFTSEANS 7 5
- - - - - - -- - -- - - - -- - - - - - --- --PCKGS-AESLMYIYKLVQNEAQKILE~EKFSSN-- - 72
-- -- --- - - - ---- - - - - - ---- - - -NCKTS-NEMLLE I FR FVQSQAQL FL~KHRE- - - - - 7 9

i q ~

Figura 14.- Comparación de la secuencia de aminoácidos de la Hormona Concentradora de Pigmentos
del acocil e. quadricarinatus con los miembros de la familia HAC/HCP . La secuencia de aminoácidos
de la HCP en el acocil e. quadricarinatus se indica en negritas Ce. qua). La cisteinas intramoleculares y
la necesaria para la dimerización del precursor se indica en negritas y subrayada respectivamente. En
mayúsculas se muestra el aminoácido idéntico en cada posición y en minúsculas cuando se tiene una
identidad mayor del 90 % en la misma posición.



67

Expresión de los RNAm del precursor de la HCP, de la beta-Actina y de la G3PDH.

Para determinar la expres ión del RNAm del precursor de la HCP , de la beta -Actina y de la

G3POH se amplificó por RT-P CR todo el ORF de cada uno de los RNAm extraídos del pedúnculo

ocular, del hepatopáncreas, de las branquias y del múscul o. Por razones desconocidas, no se logró la

amplificaci ón de todo el ORF del precursor del cONA de la HCP ; sin embargo, al amplificar desde el

codón 13, que corresponde a la parte final de la secuencia de direccionamiento al retículo endoplásmico

rugoso, al codón de paro (Fig. 13), se obtiene L1n producto de 242 pb Y L1n segundo producto de 100 pb,

únicamente en el pedúnculo ocul ar, mientras que en el hepatop áncreas, en las branquias y en el músculo

no se obtuvo producto alguno aún , en ensayos de RT-PCR de 35 ciclos (Fig. 15A).

El producto de 1,13 5 pb de la beta-Actina se obtuvo en todos los tej idos, pero en el

hepatopáncreas se obtuvo un segundo producto de 800 pb (Fig. 15B carril 4) . Por último para la G3POH

todos los tejidos presentaron el producto de 1086 pb (F ig. 15C). Todos los productos obtenidos fueron

secuenciados, confirmando los empalmes del producto de PCR y de RACE5 ' y 3' para cada cONA.
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Figura 15.- Amplificación del marco abierto de lectu ra del precursor de la HCP (A), de la beta-Actina
(B) y de la G3POH (C) en el pedúnculo ocular (P O), en el hepatopáncreas (Hep), en las branquias (Bra )
y en el músculo (Mus). Los productos que corresponden al ORF se indican con una flecha y con * las
reacciones de 35 ciclóstomas las reacciones se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 {Yo.
Los marcadores de pesos moleculares (M) fueron escal era de ONA de 50 pb Yde 1 kb (A, B YC) .
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Cuantificación del cDNA del precursor de la HCP, de la beta-Actina, de la G3PDH, y

del RNAr lBS RNA en el pedúnculo ocular en un periodo de 24 h.

Para colocar la misma cantidad de RNA para la síntesis de cDNA de cada punto del ciclo se

midió la cantidad del RNA total del pedúnculo ocular en muestras de cada tres horas en periodos de 24

h. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16. La cantidad del RNA total siempre presentó un

comportamiento trimodal en el ciclo de luz-oscuridad, es decir, se observaron tres puntos máximos a las

5, 9 Y15 h de comenzado el ciclo de 24 h (5.00 h, 11.00 h Y 20 h del tiempo real).
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Figura 16.- Concentración del RNA total en el pedúnculo ocular del acocil en ciclos de 12 h de luz­
oscuridad (A) y cuatro meses de oscuridad constante (B). El desplazamiento de la acrofase entre el ciclo
de luz-oscuridad y oscuridad constante se indica con flechas . En las abscisas, está el tiempo en horas
reales (superior), a partir del tiempo cero experimental (inferior). Los rectángulos vacíos representan a
los periodos de luz y los negros a los de oscuridad. Los cuadrados en cada grafica son el cociente del
valor de la concentración del RNA total y peso del tejido unido por una línea gruesa. La línea delgada
corresponde a la resultante del análisis de Cosinor y la punteada al mesor.
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Este comportamiento también se presentó en los acociles acondicionados a 4 meses de oscuridad

constante. El análisis de cosinor mostró que en los ciclos de luz-oscuridad el periodo del RNA total es

de 8.1 h, con una amplitud de 24.61, la acrofase fue a las 9.08 h de comenzado el ciclo, el mesor fue de

74.13 Yla r2 fue de un valor de 0.74. Lo anterior indica que. estadísticamente. la concentración del RNA

en el pedúnculo ocular presenta un comportamiento trimodal , en donde la mayor cantidad de RNA en el

pedúnculo ocular es a las 14.00 h, la segunda a las 20.00 hrs y la tercera que es la menor a las 5.00 h

(Fig. 16A; Tabla 3).

En los acociles acondicionados a 4 meses de oscuridad constante el periodo fué mas largo por 0.4

h (8.5 h), con un mesor de 64.29 . La acrofase se recorrió al segundo punto a las 14.28 h de iniciado el

ciclo (20.00 h del tiempo real), mientras que el punto de las 14.00 h se movió tres horas antes, es decir, a

RNA Condición 2 Mesor Amplitud Acrofase Periodor
(horas) (horas)

RNA Total Luz-oscuridad 0.74 74.13 24.61 9.08 8.1
RNA Total Oscuridad 0.67 64.29 26.05 14.28 8.5

constante
G3PDH Luz-oscuridad 0.24 65.08 10.27 14.98 8.8
G3POH Oscuridad 0.59 69.95 14.07 29.59 21.5

constante
RNAr 18S Luz-oscuridad 0.65 71.41 24.76 18.45 24
f3-Actina Luz-oscuridad 0.08 94.14 -1.01 14.28
f3-Actina Oscuridad 0.048 82.65 2.85 O

constante
HCP Luz-oscuridad 0.49 82.24 11.75 9.57 23.68
HCP Oscuridad 0.59 63.30 28.83 15.9 7.26

constante

Tabla 3.- Valores del análisis de Cosinor de la concentración del RNA total , del cONA , de la G3POH,
de la beta-Actina, de la HCP y del RNAr 18S en el tallo ocular de los acociles acondicionados a ciclos
de luz-oscuridad (12:12 h) Y 4 meses de oscuridad constante. r2 coefici ente de determinación. La
acrofase es en horas.
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las 6 h de comenzado el ciclo (11.00 h del tiempo real). Por ultimo el punto de las 5.00 h del tiempo real

fue mas evidente (Fig. 16B). La r2 tuvo un valor de 0.67. Por todo lo anterior se concluye, que en el

pedúnculo ocular del acocil existe un cambio rítmico en la cantidad del RNA total y un desfasamiento

en ausencia de luz (Fig.16; Tabla 3). Los cambios en el RNA total sugirieron fuertemente que los RNAs

constitutivos pudieran tener algún tipo de ritmo, por lo que, antes de establecer el patrón de la

concentración en el RNAm de la HCP fue necesario determinar si existía o no algún cambio en los

RNAs de la beta-Actina, de la G3PDH y del RNAr 18S. Se juntaron muestras de cada uno de los puntos

de un ciclo de 24 h para determinar el número de ciclos necesarios para alcanzar la mitad de la fase

exponencial en las reacciones de RT-PCR semicuantitativa. Para los cDNAs de la beta-Actina y del

RNA 18S se emplearon diluciones de cDNA 1:100 mientras que para el de la HCP y de la G3PDH se

empleó la concentración original.

Las curvas de RT-PCR semicuantitativas mostraron que la fase exponencial para el RNAr 18S, la

beta-Actina, la G3PDH y la HCP fué a los: 16, 20, 24 Y27 ciclos respectivamente. En todos los casos se

obtuvo , únicamente, a los productos esperados de 242 pb para el precursor de la HCP, de 515 pb para la

beta-Actina, de 386 pb para la G3PDH y de 1.732 pb para el RNAr 18S. Estos experimentos

demostraron que no existieron productos secundarios para la beta-Actina, para la G3PDH y para el

RNAr 18S, y solo con el üRF de la HCP so obtuvo un producto de aproximadamente de 100 pb (Figura

17). Los cronogramas de las reacciones de RT-PCR semi-cuantitativa mostraron que existen cambios en

la concentración relativa del cONA del precursor de la HCP, de la beta-Actina, de la G3PDH y del

RNAr 18S en el pedúnculo ocular en un periodo de 24 horas de luz-oscuridad (12:12) y en los 4 meses

de oscuridad constante (Figs. 18, y 19). El cONA de la G3PDH presentó un comportamiento bimodal ,

en ciclos de luz-oscuridad (12: 12) con el primer pico a las 9 h, el segundo pico, con mayor

concentración relativa de cDNA, a las 15 h de comenzado el ciclo. El análisis de cosinor indicó que el
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Figura 17.- Productos de la reacción de RT-PCR semi-cuantitativa del precursor de la HCP (A), de la
beta-Actina (B), de la G3PDH (C) y del RNAr 18S (D) . Todos los productos esperados se señalan con
una tlecha. La HCP, la beta-Acuna y la G3PDH se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.8
% Y el RNAr 18S al 0.9%. Los marcadores de pesos moleculares (M) fueron escalera de DNA de 50
(A) , de 100 pb (B) , Yde 1 kb (e y O).

periodo es de 8.8 h, la amplitud de 10.27, el mesor fue de 65 .08 , y la acrofase es a las 14.98 h

(aproximadamente a las 20 .00 tiempo rea l). La r~ present ó un valor de 0.24 (Fig. 18A Tabla3) . Con los

acociles acondicionados a cuatro meses de oscuridad constante, el ritm o del cONA de la G3POH deja de

tener una forma bimodal, en donde, el primer pico se encuentra a las 6 h del inicio, es decir, se atrasa 3 h

y el pico a las 15 h tiende a desaparecer con respecto al ciclo de luz-oscuridad (Fig. 18B) . El análisis de

cosinor comprobó los datos anteriores ya que la 1'2 tiene un valor de 0.59, con un periodo de 21.5 h Yel

punto máximo es a las 11.00 h del tiempo real (29 .59 h del ciclo). Además. se observa un incremento en

el cONA de la G3POH con resp ecto al ciclo de luz-oscu ridad , con una amplitud de 14.7 y un mesar de

69 .95 (Fig. 18B; Tab. 3) . Sorprendentemente. el RNAr ISS tiene un comportamiento rítm ico en

periodos de luz-oscuridad (12:12) con una 1'2 de 0.65. la acrofase es a las 18.45 h aproximadamente

( 11.00 de la noche tiempo rea l), la amplitud y e l mesar tuvieron valores de 24.76 y 71.41

respectivamente (Fig. 18C; Tabla 3).
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Figura 18.- Concentración del cDNA de la G3PDH (A YB) Ydel RNAr 18S (C) en el pedúnculo ocular
del acocil en ciclos de 12 h de luz-oscuridad (A y C) y de la G3 PDH por cuatro meses de oscuridad
constante (B). El desplazamiento de la acrofase entre el ciclo de luz-oscuridad y oscuridad constante del
cDNA de la G3PDH se indica con una flecha (A y B). En las abscisas está el tiempo en horas de la
duración del ciclo y en la parte superior se indica la hora del día . Los rectángulos vacíos representan a
los periodos de luz y los negras a los de oscuridad. Los cuadros negros en las gráficas corresponden al
cociente del producto de RT-PCR de la G3PDH y del RNAr 18S entre el peso del tejido unidos por la
línea gruesa. La línea delgada y la punteada corresponden a la resultante del análisis de Cosinor y al
mesor. La parte superior de las gráficas muestra el patrón de bandas de las reacciones de RT-PCR
separadas por gel de agarosa al 2 % para la G3PDH (A YB) Yal 1% para el RNAr ¡8S.
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El análisis por Cosinor de los valores del cONA de la beta-Actina en periodos de luz-oscuridad

mostró que la r2 es de 0.08. Tiene un periodo de 24 h, un mesor de 94.14, una amplitud de -1.01 Y la

acrofase es a las 14.28 h. Este comportamiento también ocurre en acociles acondicionados a 4 meses de

oscuridad constante en donde la r2 es de 0.048, mesor es de 82.65, la amplitud es de 2.85 y la acrofase es

cero en un periodo de 24 h. (Fig. 19 A YB, Tabla 3).

Los valores de los productos de las reacciones de RT-PCR del precursor de la HCP muestran un

ritmo en el periodo de luz oscuridad (12 :12). con una r2 de 0.49, una amplitud es de 11.75 y un mesor de

82.24, en un periodo de 23.68 h; la acrofase es a las 9.57 h. (14.00 h del tiempo real) (Fig. 19C; Tabla3).

Sin embargo, en los acociles acondicionados a la oscuridad constante la concentración del precursor

tiene una forma bimodal, el primer pico es a las 9 h mientras que el segundo pico, (muy discreto en el

ciclo de luz-oscuridad), es evidente a las 15 h de comenzado el ciclo (Fig. 190; Tabla 3). El análisis de

cosinor da una r2 de 0.59; el periodo es corto de 7.26 h. En este caso la acrofase está en el segundo pico

a las 15.9 h (20.00 h del tiempo real; Fig. 190). Claramente se observa que en los acociles

acondicionados a la oscuridad constante existe un incremento de 2.1 veces en el periodo, ya que el valor

obtenido es de 42.24 y concomitantemente el valor del mesor cambió a 62.24 (Fig. 19C y O; Tabla3).
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Figura 19.- Concentración del cONA de la beta-Actina y de la HCP en el pedúnculo ocular del acocil en
ciclos de 24 h de luz-o scuridad ( 12: l 2 h) (A Y C) y cuatro meses de osc uridad constante (B y O). El
aumento de la acrofase entre el ciclo de luz-oscuridad y oscuri dad constante del cON A de la HCP se
indica con una flecha (C y O). En las abscisas, está el tiempo en horas de la duración del ciclo y en la
parte superior se indica la hora del día . Los rectángulos vacíos representan a los perio dos de luz y los
negras a los de oscuridad. Los cuadros negros en las gráficas corresponden al coc iente del produ cto de
RT-PCR de la HCP y entre el peso del tej ido unidos por la línea grues a. La línea delgada y la punteada
corresponden a la resultan te del análisis de Cosinor y al mesor. La parte superio r de las gráficas muestra
el patrón de bandas de las reacciones de RT-PCR separadas por gel de agarosa al 2 %.
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Modelo del posible origen de la Familia HAC/HCP.

Desarrollo del modelo.

Una de las formas de explorar el posible origen de la familia HAC/HCP fué comparándola con el

precursor de la familia del neuropéptido APGWamida de los moluscos. Las razones para utilizar a esta

familia son: A) el hecho de que los tres últimos residuos de aminoácidos son idénticos a la secuencia

Pro6-Gli7-Tri8-NH2 de la HCP y de las HACs Taa-HAC. Psi-HAC y Blataria de los ordenes Diptera,

Odonata y Lem-HrTH respectivamente (Tabla 1) Y B) que esos tres últimos aminoácidos, por si solos,

tienen actividad de HCE (Christcnsen el al .. 1978: 1979; Lee el al.,1996; Velenetza el al., 2000).

El alineamiento de los precursores de la familia HAC/HCP y APGWamida mostró que existen

cuatro regiones de homología. La región 1 corresponde al péptido señal aminoácidos (AA 1-85); en los

moluscos esta región es de un tamaño mayor de 43 a 57 aminoácidos que la de los insectos y a la de los

crustáceos e incluye la primera copia de la APGWamida (Fig . 20) . La región 2 está formada por la

secuencia que codifica para el péptido activo de la HAC y de la HCP y para la segunda copia de la

APGWamida (AA 86-94). seguida por los aminoácidos básicos que son el sitio de corte para el

procesamiento de la prohormona (AA 94-96 Y 109-110). Además. contiene la mitad del péptido

relacionado de la HAC y los primeros 22 aminoácidos del péptido relacionado de la HCP . Esta región es

la que presenta más variación en tamaño entre los precursores de la HAC : en insectos, en general es de

lOa 23 aminoácidos, y específicamente en Drosophila melanogaster es de 31 aminoácidos. En los

crustáceos y en los moluscos el tamaño es similar: entre 31 a 35 aminoácidos (AA 86-120; Fig. 20). La

región 3 corresponde a las copias de la hormona APGWamida. En los crustáceos esta región es de 20

aminoácidos que corresponden al péptido relacionado de la HCP. En los precursores de la HAC, todo

este dominio está ausente (AA 121-205; Fig. 20).
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Figura 20.- Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de los precursores de las familias HAC/HCP y APGWamida. En los puntos unidos
por las líneas se indica los diferentes motivos que forman a cada precursor (parte superior). Las cuatro regiones son indicadas por una línea
unida por diamantes (parte inferior) . Los asteriscos y los números de lOen 10 indican el número de aminoácidos. La secuencia del péptido
activo se indica con negritas. Los aminoácidos básicos para el corte de las endopeptidasas se encuentran subrayados. La cisteina para la
dimerisaci ón del péptido y las intramoleculares se indican en negritas, itálicas, subrayada y con una flecha en la parte superior. HAC : S.
gregaria (Sgr), S. nitans (Sin) , L. migratoria (Lmi) , B. discoidalis (Bdi), D. melanogaster (Dm e) y Msexta (Mse). HCP: C. maenans (Cma¡ y
Csapidus iCsa) . APGWamida: A. californica (Aca) , L. stagnalis (Lst) y M edulis (Med).
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Figura 21.- Alineamiento de la posible estructura secundaria protéica de los precursores de las famil ias HAC/HCP y APGWamida. La región 1
está formada por tres alfa hélices (h,) separadas por dos giros "random coi},' (c). La región 2 la forma dos giros "randam coi!" separado s por
una alfa hélice . Las regiones 3 y 4 están form adas por una alfa hélice y un giro "random coil ". Las abreviaturas de las especies son iguales a las
de la figura 20.
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La región 4 contiene los últimos 20 aminoácidos del péptido relacionado de la HAC y HCP; este

dominio también está presente en la APGWamida. Todos los precursores contienen conservada la

cisteína (AA 226) que se requiere para la formación de los dímeros HAC-HAC, que es un

requerimiento previo al procesamiento del pro-HAC de Loeusta migratoria (Fisher-Lougheed et al.,

1993). Además, esta cisteína pudiese formar puentes de disulfuro intramoleculares con una cisteina del

domino 3 en los crustáceos, en los moluscos (AA 201) Yen las HACs de: Manduca sexta, Drosophila

melanogaster, Blabe/us discordalis y en la HAC 111 de Locusta migratoria (AA 113 Y 118) . La

formación de enlaces disulfuro intramoleculares pudiera ocurrir. aparentemente, con la región 1 de las

HAC del género Shistocerca y en las HAC 1 y II de Locusta migratoria pero estas cisteinas se

encuentran en el péptido señal, región que se elimina en el proceso de internalización de la

prohormona al lumen del retículo endoplasmatico rugoso (Fig. 20).

Se analizó la posible estructura secundaria que tienen los precursores de la familia HAC/HCP

por dos métodos (Gibrat et al., 1987; Geourjon y Del éage, 1994). Se encontró, con ambos métodos,

que la estructura de todos los precursores es la misma, independientemente de la especie (Fig. 18). La

región 1 tiene una alfa hélice, sin embargo en los moluscos la alfa hélice se interrumpe por estructuras

del tipo "random coil" (AA 20-44 Y 54-74 en A. callfornica, AA 31-77 en L. stagnalis y AA 15-28 en

NI edulis). La región 2 está formada por un "randorn coil" en todas las especies salvo en los moluscos

que se interrumpe por una alfa hélice (AA 99-111). La estructura "random coil" se mantiene en la

región 3 de los crustáceos, pero en los moluscos se encuentra una alfa hélice al principio del dominio

(AA 121-134 en A. californica y L. stagnalis y aminoácidos 141-154 en M edulis). Por ultimo, la

región 4 presenta una alfa hélice y termina con una estructura "random coil" (Fig. 21) .

Alineamientos de los precursores a nivel de los ácidos nucléicos.

Los alineamientos de los precursores de las tres familias con los ácidos nucléicos mostraron,

que los codones que codifican para el péptido señal están en tres regiones (nucleótidos (nc) 1-223);

inmediatamente después, se encuentran los codones que codifican para el último codón del péptido
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señal y los dos primeros aminoácidos de la HAC y de la HCP (nc 224-232; Fig. 22) . Esta región

también está presente en el precursor de las tres especies de moluscos (Motivo 1) Y su secuencia

consenso es CAGBTB (B = sin adenina; Fig.22) . Los codones que codifican para los aminoácidos 3, 4

y el primer nucleótido del codón 5 en la HAC y en la HCP (nc 274-280) están separados por 45

nucleótidos de los precursores de Aplysia y Mytilus edulis. En esta región, el consenso en el precursor

de los moluscos, de los insectos y de los crustáceos es AACTTCW (W= A/T; Motivo 2; Fig.22). Por

último, los codones que codifican para las posiciones 6 a 8 (nc 375-387), están separados por 94

nucleótidos en los precursores de Aplysia y L stagnalis. Está región tiene los dos nucleótidos de la

posición 6, los codones 7 y 8 Y los dos primeros nucleótidos del codón 9 de la HAC y HCP (Motivo

3). La secuencia consenso de todo el motivo es CYCCBDRNTGGGGN (R = A/T, N = cualquiera B.

D, Y, no A, C, y T) e incluye la tercera y la primera copia de la APGWamida de Aplasia y de Mytilus

edulis (Fig. 22) . Después del motivo 3 se encuentran dos regiones homólogas que codifican para los

PR-HAC/HCP y la mayoría de los repetidos de la APGWamida (nc 429-455 y 621-662). La última

región es la que presenta mayor homología entre todas las especies; corresponde a la parte final de los

codones del extremo 3' de los precursores. Está formada por las regiones 6, 7 Y 8 (nt 680-689, 701-719

y 737-776). La región 6 contiene al intrón de la HCP en C. sapidus y las HAC 1 y II de Shistocerca

nitans, así como el codón que codifica para la cisteína que participa en la dimerización del péptido (nc

730; Fig. 22).

Nuestros análisis sugieren fuertemente que los péptidos de la familia HAC-HCP pudieron

originarse por arreglo de los nucleótidos del gen del precursor APGWamida de los moluscos. En

donde, el origen del la HAC de los insectos y de la HCP en los crustáceos es por la unión de
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HAC2Sgr
HAC2Snl
HAC2Ü7l1
HACSgr
HACSnl
HACÜ7l1
HAC3Ü7l1
HCPCsa
HCPOM
APa"¡Aca
APG'A!'...e
HACEdl
W,C.em.
RAeN,!"
APc;~\;..d
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--------AACAGAAGCAGG-----ATGA--------------GGCAAGGCTGTGCGCTAACTC T-------GATGCTGCTGGTGGTG-------------------------------------------------GTGT~GTCTGC---------------------------
--------ACCACAAACAGG-----ATGA--------------CGCAAAGTTGCACGCTGACGCT-------GGTGCTGGTGGTGGCG-------------------------------------------------GTGTT~CTGGCCAC---------------------------
-----------GGCCAACAGG-----ATGG--------------TGCAGCGGTGCCTGGTGGTAGC-------CTTGCTGGTGGTGGTG-------------------------------------------------~CTATGCTC--------------------------
--------CCAGCGAACAGG-----ATGG--------------TGCAGCGGTGCCTGGTGGTAGT-------CTTGCTGGTGGTGGTG-------------------------------------------------G~CTATGCTC--------- ---------------- --
--------CCAGAGAACAGG-----ATGG--------------TGCAGCGTTGCGCCCT&~TGG1_------OCTCCTGGTGGTGGCG-------------------------------------------------GTGGOGGCaaCGCTGTGCTC---------------------------
--------ATCAACAACAGG-----AT-----------------~:AGGTCCGCGCGGTGCTGGT-------GCTGr~GGTGGTGr~GCTG----------------------------------------------GTGr~GAcaAQCCG---------------------------
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ATTTCC~~GATGAAATTCTAC~GTTATACAAATTACT~""'CG~GGCTGAGAAATTACATAGTGAATGTGAAGCTCTCAATATATGA

~ ~ -

Figura 22.- Alineamiento de la secuencia de ácidos nucléicos de los precursores de las familias HAC/HCP y APGWamida. Las diferentes
partes que forman a cada precursor se indican con líneas unidas por círculos (parte superior). Las regiones homólogas se indican con una
línea unida por diamantes . Note que el motivo uno tiene los codones que codifican para los primeros dos aminoácidos para la HCP; el
motivo 2 para los codones 3 y 4, Yel motivo 3 tiene una de las copias de APGWamida y los últimos cuatro codones de la HAC y de la
HCP (Los motivos 1-3 se indican con una línea con diamantes nc en negritas) . Con flechas se indican la posición de los intrones de los
genes HAC y de la HCP. Debajo de las mismas los consensos para los sitios IBS 1 y 2. Los posibles sitios de procesamiento del pre­
RNAm se indican en negritas, itálicas, subrayadas y en cajas amarillas. Los codones que codifican para los péptidos activos se indican en
cajas de color verde , Los codones que codifican para la ciste ína necesaria para la dimerización (nc 730-732) se muestran subrayados. La
abreviatura de las especies es igual a la de la figura 20.
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nucleótidos que están entre la primera y segunda copia de la APGWamida que a su vez , se fusionaron

con la tercer copia del mismo precursor. Una segunda posibilidad es que existió un gen similar a la

APGWamida y otro similar a la HAC/HCP los cuales recombinaron para formar a la HCP de los

crustáceos y de los insectos.

Estas hipótesis se pusieron a prueba uniendo los tres motivos que se obtienen en los

alineamientos de los cONAs de las diferentes HAC, HCP y APGWamida. La traducción conceptual de

la unión de las posiciones 378-383, 425-431 Y 524-536 del precursor APGWamida de Aplysia y las

posiciones 277-282; 321-327 Y354-366 en Lymnaea stagnalis origina la secuencia de la HAC y de la

HCP. La única diferencia está en la posición 2 que puede estar ocupada por Fen en Aplysia o por Val o

Leu en Lymnaea stagnalis, yen los crustáceos y los insectos (Fig. 23). En Mytilus edulis el panorama

es similar; al unir las posiciones 176-181 , 191-197 Y232-244 del precursor se obtiene la secuencia de

Lymnaea stagnalis pero el üRF es interrumpido en la posición 5 por un codón de paro. En Aplysia y

Lymnaea stagnalis esta posición es ocupada por el codón TCG que codifica para Ser; pero si hay una

mutación en la segunda posición del codón por guanina se obtiene el codón de paro TGA que está en

Mytilus edulis (Fig . 23).

La segunda evidencia de que la familia HAC-HCP posiblemente proviene de arreglos génicos

del precursor de la APGWamida, es la posición que ocupan los intrones en el gen de la HAC. En

Drosophila melanogaster el gen tiene un intrón entre el primero y el segundo codones del péptido

activo. Mientras que en Shistocerca nitans el intrón en el gene de la HAC 1 está entre los codones 20 y

21; de igual manera, para la HAC JI está entre el codón 52-53, que codifica para el PR-HAC. Por

último el gen de la HAC de Manduca sexta carece de intrones. En el caso del gen de la Hep de e

sapidus el intrón está entre los codones 92 y 93 del PR-HAC (Fig . 22).

Al respecto se han propuesto dos hipótesis del mecanismo de inserción de intrones. Una es por

procesamiento reverso de un intrón escindido dentro de un pre-mRNA no homólogo, seguido por
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Figura 230- Alineamiento de la secuencia de la HCP y HAC con la secuencia del precursor de la
APGWamida. Al unir los tres motivos de ácidos nucleicos de las tres familias (indicados con flechas) ,
en moluscos se obtienen los codones de la HCP (en negritas). La traducción conceptual de la
APGWamida de A. californica y L. stagnalis muestran un 91% de identidad con las HAC y HCP . La
única diferencia es en codón 20 En M edulis se presenta un codón de paro en el codón 5 (en *).

transcripción reversa y recombinación homóloga. El otro posible mecanismo involucra la invasión de

intrones tipo Il (de organelos) al genoma nuclear seguido por una mutación, la cual transforma al

intrón 11 a intrón nucleosomal. En este sentido so lo se requiere una mutación en la secuencia que

flanquea a los intrones tipo 11 (U/C) A.. oGU) para obtener la secuencia canónica de los intrones

nucleares (Rzhetsk el al., 1997).

Un aspecto sobresaliente de los alineamientos con ácidos nucl eicos es que las regiones en

donde se encuentran los intrones de los genes HAC de D. melanogaster, S. nitans y de la HCP de C.
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sapidus comparten identidad con el motivo IBS2 (nc 225-231 , 681-689 Y 276-281 , respectivamente en

la Fig . 22) el cual a sido demostrado que es una región de inserción o eliminación de intrones tipo 11

(Morl y Schmelzer 1990, Yang el al.. 1996). Al util izar como directriz la hipótesis de que , estas

regiones son sitios de inserción o eliminación de intrones tipo 11 y que mutaciones en esta región los

convierte a intrones nucleares, nos permite explicar que , aún cuando el sitio de unión exón-exón no

presenta un 100% de identidad con el motivo IBS2 las pocas regiones que lo comparten se pueden

considera como ecos de la eliminación o inserción de ambos intrones en los precursores APGWamida

I-IAC y HCP.

La hipótesis anterior sugiere que en los exones de los genes HAC, que actualmente carecen de

alguno o de ambos intrones, y en el gen de la HCP deben de existir sitios potenciadores del

procesamiento del pre-RNAm (PP-RNA) y/o dominios de unión para factores auxiliares del

procesamiento del pre-RNAm, los cuales participaron en el procesamiento del pre-mRNA de la

molécula ancestral. Aún cuando estos motivos ya no son activos en algún proceso del procesamiento

de pre-RNAm, por la carencia del intrón, su presencia es una evidencia indirecta de su función en el

procesamiento del intrón que fue eliminado.

En este sentido todos los posibles exones tienen los consensos propuestos por Schaal y

Maniatis (1999) Y Liu el al. , (1998). En el primer exón de Drosophila melanogaster se encuentra la

secuencia AGAGC (nc 56-60) que es similar al motivo de unión para proteínas SRp-40 (secuencia

consenso ACDGS, donde S = G/C y O sin T) y un motivo F clase 1I (65-76) característicos de los

potenciadóres ricos en pirimidinas (TCCTC). Este motivo también esta en la misma posición de la

HAC de Locusta migratoria, mientras que Mandu ca sexta presenta un motivo E cla se II (TCTTC) en

la misma posición aunque el gen carece de exones (regiones 1 y 2 en la Fig. 19). Cerca de la parte final

del extremo 3' del primer exón del precursor de la HAC de Drosophila melanogaster (región 3), el gen

de S. nitans, que no tiene intrón, presenta un motivo SRSASGA (ne 142-148) similar para el sit io de

unión a proteínas SF2/AFS. Este motivo se encuentra en la misma región de los precursores de:
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Shistocerca gregaria. Locusta migratoria y Carcinus maenas. En esta misma región los precursores de

Callinectes sapidus, Lymnaea stagnalis, Mytilus edulis y la HAC III de L. migratoria tienen motivos

para proteínas SRp40. En los moluscos los únicos precursores que presentan secuencias de

potenciadores para el procesamiento del pre RNAm son Aplysia y Mytilus edulis, que tienen un motivo

E clase II (Fig. 22).

En el segundo exón de las HAC y de la HCP ocurre una situación similar a la del primer exón

ya que en el extremo 3' de las HAC 1y Il de S. nitans (nc 683-684) hay un motivo F clase JI (nc 629­

656) antes del intrón. Este motivo también está presente en los cONA de las HAC I y JI de S. gregaria

y L. migratoria (Fig. 22). En la región 5 está un motivo de unión de SRp40 y un motivo O clase JI

(TCTCC) en el precursor de M sexta y D. melanogaster respectivamente. Pero en estas especies el

gen carece de intrón en esta posición. La región 5 también presenta una alta homología con los

precursores de la HAC de B. discoidalis. con la HAC III de L. migratoria, con la HCP de C. sapidus y

C. maenans y con las APGWamida de A. californica y L. stagnalis, en donde el motivo SRp40

también está presente. Por último posibles motivos A clase I (GGGGA) y motivo F clase Il se

encuentran en M edulis, en la HAC I y JI de S. gragaria y L. migratoria respectivamente (Fig. 22).

Los resultados anteriores se corroboraron con el árbol filogenético obtenido de la secuencia de

aminoácidos de los precursores de las familias APGWamida y HAC/HCP, el cual esta de acuerdo con

trabajos previos (Gade et al .. 1997; Bogred el al.. 1995). El árbol filogenético muestra claramente, que

el precursor de APGWamide de los moluscos es más antiguo que la HCP de los crustáceos y de los

insectos (Fig. 24A).
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Figura 24.- Filogramas de las familias Hormona Adipocinética (HAC), Hormona Concentradora de
Pigmentos (HCP) y APGWamida. A) la flecha indica el nodo de ramificación entre la HAC y la HCP.
B) al incluir en el modelo la secuencia de la HCP del acocil C. quadricarinatus se presenta un nuevo
arreglo entre los miembros de la familia HAC /I-ICP sin que se rompa la relación con la familia
APGWamida. El origen del nodo entre los miembros de la HAC y la HCP se indica con una flecha y
las ramas de la HCP del acocil se indican con una línea gruesa.
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Aplicación del modelo del posible origen de la familia HACIHCP a la secuencia del

mRNA de la HCP del acocil C. quadricarinatus.

El modelo propuesto para el posible origen de la familia HAC/HCP propone que la .HCP proviene

de arreglos en los nucleótidos del precursor de la APGWamida. Lo anterior, sugiere que otros RNAm

que se postulen que sean de estas familias deberán de presentar:

1.- Homología dentro del mismo grupo taxonómico.

2.- El pre-propéptido debe tener una organización similar a las familias HAC/HCP y APGWamida.

3.- Su secuencia de RNAm presentará los motivos para el procesamiento de su pre-RNAm en

posiciones similares a los miembros de las dos familias.

4.- Los posibles sitios de inserción de intrones deben de estar en una ubicación similar a los miembros

de las familias .

Al incluir la secuencia del cONA del precursor de la HCP del acocil C. ouadricarinatus se

observa claramente que se localiza dentro del mismo nodo de las HCP. además de que , aparentemente,

es mas antigua que la de los cangrejos. Otro aspecto a resaltar es que los miembros de la familia

HACIHCP presentan un nuevo arreglo en comparación con el modelo propuesto (Fig. 24A) , en donde

la HCP se origina en el mismo nodo de las HAC de S. nitans, S gregaria y L. migratoria 1 y Il. A su

vez las HAC de M sexta, D. melanogaster, B. discoidalis y L. migratoria 1, se encuentran en nodos

anteriores al de la HCP, los cuales se originan de un nodo común (Fig. 24B). Este nuevo arreglo no

afecta el modelo original ya que se mantiene el origen entre los miembros de la familia HAC/HCP de

los insectos y crustáceos a partir de la familia APGWamida de los moluscos.

Este nuevo arreglo entre los miembros de la familia HAC/HCP no afectó la composición de los

tres motivos que posiblemente dieron origen a la familia HAC/HCP a partir del precursor de la

APGWamida de los moluscos. Mas aún las secuencias consenso IBS 1 y mS2 de inserción de intrones

no cambian de posición, por lo que se continúa validando el modelo (Fig. 25).
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Figura 25.- Alineamiento parcial de la secuencia de ácidos nucléicos de los precursores de las familias HACIHCP y APGWamida.
La secuencia de la HCP del acocil se indica en negritas. Note que los codones de los tres motivos no se modifican al incluir la
secuencia del acocil (en cajas verdes). Los sitios de inserción de los intrones y la posición de los mismos en los genes de la HAC y
HCP se indican con flechas. Los nucleótidos consenso IBS1 y 2 se muestran con negritas y subrayados . La cisteína para la
dimerización del precursor se indica en negritas.
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Por último se identificaron diferentes regiones potenciadores del procesamiento del preRNAm que

codifica para el precursor de la HCP del acocil. En las posiciones previas al primer codón del la HCP

se encuentran potenciadores ricos en pirimidinas, (nc 46-50 y 56-60). Mientras que en los codones que

codifican para la Asrr' Fen4 y Ser) de la HCP se localizan potenciadores clase 11, con motivos E y F

(nc 72-78). 10 codones adelante se encuentran potcnciadores clase 1 y Il, con motivos A, y dos mas,

ricos en pirimidinas (112-117, 121-125 Y 132-137 respectivamente). Finalmente dentro de la segunda

secuencia IBS2 en la que esta el intrón del gen de la HCP de la jaiba C. sapidus (Fig . 26), se encuentra

la secuencia que corresponde a los sitios de unión para proteínas SF2/AFS.

ctctg ca g g c a gc a tcc a gc g tg g tccagcaacaggcagcatcg actgcactcccttcgtt ac c ac acac tc - 1 6

Met Va l A r g Gly S e r Val Ala Leu Le u L e u Va l Va l Leu Va l 14
acccagagt ccaaga AT G GTC CGC GGC AGT GTA GCC CTC CTG CTC GT G GTA CTG GTG 4 2

Dm-l. .l-
Al a S e r Se r Cy s Val S er x i a Gln Leu Ans Phe Ser Pro Gly Trp Gly Lys Arg 32
GCC TCC TC C TGC GTC TCC GCC Cl>.G CTC: AAC TTC Tee cee GGC TGG GGC AAA CGG 96

Thr Gl y Thr Ala Ala Gly Gly Pro As~ Gln Thr Ile Leu His Se r Ser Ser Pro 5 0
ACC GGT ACC GCG GCT GGG GGA CCT GAC CAG ACC ATC CTC CAC TCA TCC TCT CCC 1 1 9

Al a Ala Va l Ala Se r As p Asn Cys G:v T~r Ile Pro Va l Ser Ala Val Me t Hi s 68
GCA GCC GTA GCC AGC GAC AAC T GC GGC ACl1. ATC CCC GTC TCA Gce GTC AT G CAC 203

cs -l. -l.
J l e T yr Al' g Le u JI e Arg Th r Gle Ala Ala J.. y 9 Len Va l Gl n Cys Gl n Gl u Glu 86
ATC TA e AGG CTT ATT AGG AeT GAA GC}\ GCG AGA CTT GTA CAG TGT CAG GAA GAA 257

Glu Tyr Me t Gl y * 91
GAA TAC AT G GGT TAA atgc gacaccccca ccactaccactaccagcaaccaccatcaccaccacta 320
cc a cta cc agca accact ctcgtcttagctaccagctgtgacagtcacactgctgtgttagt tc cccaggtc 393
tt c c cc tg a a c a ca a g a g a tg t c t c c c a t c g t c t t c c t c t c c c c t t c t g g c c c a g t g g t ggg c t gg g g t t t a 4 6 6
gcct ctc ctgg aattca ta t a t tt t t c t c g t c t t t c g g a a a c t c g t g g g g t g g a c a a c t g gaa t c a g a a g t g 539
ttggaa tg at gaataa ca t 558

Figura 26.- Identificación de los sitios potenciales para el procesamiento del preRNAm del precursor
de la HCP. Se indican las secuencias que corresponden a los potenciadores ricos en pirimidinas (en
negritas) , los clase Il con motivos E y F (en negritas y itálicas), los clase 1y II motivo A (en itálicas y
subrayado) y el sitio de unión para proteínas SF2/AFS (en negrita s, itálicas y subrayado) para el
procesamiento del preRNAm. La posición de los intrones del gen de la HAC y HCP de D.
melanogaster (Dm) y de C. sap idus (es), respectivamente, se indican con flechas.
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Discusión

Se ha propuesto que el pedúnculo ocular de los crustáceos es una de las principales estructuras

en donde ocurre la generación de los ritmos circadianos (Moreno-Sáenz el al, 1989), dentro de los

cuales se encuentra el movimiento de los pigmentos en la retina y en los cromatóforos tegumentarios.

Uno de los componentes de este ritmo son las hormonas dispersora y concentradora de pigmentos

(Aréchiga el al., 1997) . En este sentido se ha determinado que la concentración de la HCP en el

pedúnculo ocular presenta ritmos circadianos endógenos y anuales (Aréchiga el al., 1997; Gárfias el

al., 1995; de Kleijn el al., 1993; Rodríguez-Sosa el al., 1997). Además se presenta una correlación

entre la actividad eléctrica de las neuronas del pedúnculo ocular, que producen a la HCP con su

concentración en ciclos circadianos (Uribe el al.. 1998). Sin embargo, se desconocía si los eventos

celulares antes mencionados tienen su origen desde la transcripción del gen de la HCP en las células

del pedúnculo ocular. Por lo que, un objetivo fundamental para concluir la participación de la HCP en

el ritmo circadiano en la migración del pigmento distal en la retina y en los pigmentos de los

cromatóforos, era la cuantificación de la concentración de su RNAm en periodos de luz oscuridad y la

sincronización en la actividad del reloj biológico bajo condiciones de oscuridad constante en el

pedúnculo ocular.

La principal limitante para alcanzar el objetivo anterior en el acocil era la falta de una

metodología que permitiera obtener el DNA y el RNA total del pedúnculo ocular, libre de los

pigmentos, de los compuestos fenólicos y de los carbohidratos que coprecipitan con los métodos

desarrollados a la fecha (Chomczynski y Sacchi, 1985; Sewall y McRae, 1998). El protocolo debía de

tener una alta eficiencia en la obtención del RNA y de facilitar el manejo de un alto número de

muestras en poco tiempo. Se ha demostrado, por inmunohistoquímica, que la HCP esta en un grupo de

10 a 14 neuronas en el tallo ocular (Rodríguez-Sosa el al., 199R; Preciado el al., 1998; Alvarado­

Alvarez el al., 1999). De estas células había que purificar, secuenciar y cuantificar a los RNAm de la

HCP y la de un gen cuya expresión fuera constitutiva para después amplificarlo por ensayos de RT-
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PCR semi-cuantitativa, ya que, por otros métodos hubiera sido imposible la cuantificación. Así mismo,

se desconocía el patrón de la expresión de los genes constitutivos como el de la beta-Actina, el de la

G3PDH y el del rRNA 18S en el pedúnculo ocular del acocil C. quadricarinatus, que son utilizados

como control de la integridad y del patrón de expresión en los estudios de cuantificación (Bustin,

2000).

Los métodos de extracción de los ácidos nucléicos del pedúnculo ocular del acocil que en este

trabajo se desarrollaron, cumplieron con todos los requerimientos necesarios para la obtención del

DNA Ydel RNA, libres de compuestos que interfieren en las reacciones enzimáticas (Sewall y McRae,

1998). Lo anterior fue un factor determinante para conocer por primera vez la secuencia de los ácidos

nucléicos de la HCP y de la G3PDH en el acocil. ya que únicamente se conocían en los cangrejos C.

sapidus y C. maenans (Link el al.. 1993; Klein el al.. 1995) así como en Dapnia pulex y en las

langostas Palinurus versicolor y Homarus americanus respectivamente (Genebank; Lin el al., 1993;

Moras el al., 1975). Además se completó la secuencia del cDNA de la beta-Actina en el acocil ya que

no se conocía el extremo 5' UTR incluyendo a la región del codón de inicio de la traducción (Kang y

Naya, 1993).

Debido a que la caracterización de cada cDNA fue por segmentos empleando métodos

diferentes para cada segmento fue necesario corroborar la unión de cada cDNA. Los marcos abiertos

de lectura de los RNAm de la beta-Actina. de la G3PDH y del RNAr 18S pudieron ser amplificados en

su totalidad, siempre y cuando se empleara una mezcla de DNA polimerizas como para las

amplificaciones de mas de 1000 pb (Barnes, 1994; Cheng el al., 1994; Wang el al., 1989), (Figs. 5 y

15). Sin embargo para la HCP no se logró la amplificación de todo el ORF por RT-PCR, lo cual puede

ser en parte, por la estabilidad de las posibles estructuras secundarias que adquiere su RNAm en

solución, tal como ocurre en los genomas ricos en guanina y en citosina, por lo que la actividad de la

transcriptasa reversa a 42 grados centígrados produce productos incompletos con este tipo de RNAs

(Ausebel el al., 1994).
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El cDNA de la HCP del acocil tuvo todos lo elementos de los precursores de la familia

HAC/HCP, a saber: la secuencia para la intemalización al lumen del retículo endoplásmico rugoso, el

péptido activo, los aminoácidos de corte y el péptido relacionado a la HCP (Figs. 13 y 14). La

expresión de su RNAm fue únicamente en el pedúnculo ocular, tal como había sido determinado

(Rodríguez-Sosa el al ., 1994; Alvarado-Alvarez el al., 1999: Aréchiga el al ., 1993). Sin embargo no se

descarta la posibilidad de que pudieran existir otros grupos neuronales en el acocil que realizan la

biosíntes de la HCP, ya que se ha encontrado actividad de neurotransmisor o neuro modulador en otros

órganos nerviosos (Dickinson el al ., 1993; Sherff el al ., 1991; Nusbaum el al ., 1988; Sarojini el al. ,

1995).

Un aspecto a resaltar en la clonación del precursor de la HCP es el hecho de que en los ensayos

de RACE 3' se encontrara la secuencia de codones de un neuropéptido con secuencia similar al

precursor de la HCP, sugiriendo fuertemente que pudiera existir un nuevo gen relacionado con la HCP,

tal como ocurre el los miembros de la HAC (Fig. I Y Tabla 1). Además, esta nueva secuencia se

encuentra dentro del cromosoma 1 del genoma humano, pero se desconoce si es un nuevo

neuropéptido así como su posible función (GeneBank 15131847).

La clonación y caracterización del cDNA de la beta-Actina y de la G3PDH, indicaron que

ambas proteínas tenían los dominios universales necesarios para su actividad (Figs. 7 y 10). Además se

expresaron como cualquier gen constitutivo en el pedúnculo ocular, en las branquias en el

hepatopáncreas y en el músculo, tal como ocurre con el RNAr 18S (Fig . 15).

Desde un principio, al determinar la concentración del RNA total del pedúnculo ocular a

diferentes horas del día, se observó que siempre hay un ritmo trimodal. en un periodo de 24 h, en

donde los puntos máximos son a las 5.00, a las 14.00 y a las 20.00 h del día. Considerando que del

conjunto de RNA total únicamente el 2 % es RNAm (Ausebel el al; 1994) el ritmo indicaba que

posiblemente la mayoría del RNAm también podría estar presentando algún ritmo lo cual fue

verificado con la cuantificación del RNAm de la HCP, del RNAr 18S y de la G3PDH que presentaron
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tanto ritmos unimodales y bimodales respectivamente (Figs . 16, 18 Y 19). Al igual que para el RNA

total, para el cONA de la G3PDH las horas de mayor concentración son a las 14.00 y 20.00 h, mientras

que para el ritmo del cONA de la HCP el punto máximo es a las 14.00 h Ypara el cONA del RNAr

l8S es a las 20.00 h. Este patrón de comportamiento en los RNAs y que se reportan como

constitutivos, se ha demostrado que no necesariamente es igual en todos los organismos ya que en el

hongo Neurospora crasa la G3POH presenta un ritmo unimodal (Iwasaki el al., 2004; Fagan el al.,

1999; Shinohara el al., 1998) así como el patrón de la actividad de las RNA polimerasas de eucariotes

también presenta ritmos (Onai el al., 1998: Millington el al., 1986: Gabú, 1976). Solamente el cONA

de la beta-Actina en todos los ensayos realizados no presento un patrón rítmico.

Con los valores de la concentración del cONA de la HCP se demostró, por primera vez, que C.

quadricarinatus presenta un ritmo en el pedúnculo ocular, con un periodo de 23.68 h, cuyo punto

máximo es a las 9.57 h después del comienzo del ciclo (aproximadamente 14.00 h del día) . El aumento

en la amplitud de la concentración del cONA de la HCP, de 11.00 de la mañana a las 14.00 h, pudiera

ser un reflejo de la actividad de los genes reloj sobre el promotor del gen Hep (Fig . 19C; Tabla 3), tal

como ocurre en D. Melanogasler (Dunlap, 1999; Merrow y Roenneberg, 2001; Stanewsky, 2002;

Williams y Sehgal, 2001; Wang y Sehgal, 2002; Panda el al., 2002).

En este sentido una condición fundamental para demostrar que un gen forma parte de un ritmo

circadiano es que por la ausencia de algún sincronizador (Zeitgeber) se provocan cambios en la

oscilación, además de tender a desparecer y/o a desintegrarse para pasar a ser un ciclo ultradiano

(Stupfel y Pavely 1990; Panda el al., 2002). Este comportamiento circadiano de la I-1CP ya había sido

determinado para la concentración del precursor de la HCP del acocil P. Clarkii que tiene un periodo

de 25 h (Rodríguez-Sosa el al., 1994) y para la actividad en el ciclo del movimiento distal y de las

ínter neuronas visuales de los acocilcs P. clarkii, P. bouvieri y del cangrejo C. maenans con un

periodo de 22.5 h en oscuridad constante (Aréchiga el al.. 1993). En los acociles acondicionados a 4

meses de oscuridad la concentración del cONA de la HCP cambia de una forma uní modal a una
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bimodal, con una amplitud de 2.45 veces con respecto al ciclo de luz-día (Tabla 3). Este resultado

podría considerase una evidencia indirecta de la acción de los genes reloj sobre el promotor de la HCP,

sugiriendo que la biosíntesis comienza por la mañana con un punto máximo al medio día,

procesándose el precursor a lo largo del axón y estar listo para su liberación en la tarde-noche. Otra

explicación posibles es que a tiempos largos el cambio de un ritmo unimodal a bimodal pudiera

deberse a un desacoplamiento del reloj biológico del acocil tal como se ha propuesto para estos

organismos (Fanjul-Moles y Prieto-Sagredo 2003). Faltaría determinar el patrón de la concentración

de la HCP en periodos de 5 días de oscuridad constante como se ha descrito en la literatura (Fanjul­

Moles y Prieto-Sagredo 2003), para optar por un modelo .

Por ultimo faltaría por demostrar cual es la naturaleza de la molécula que participa en mantener

el ritmo de la concentración del precursor de la HCf' en forma unimodal en condiciones naturales y

como es el efecto de los genes reloj sobre el promotor del gen Htl]', La clonación, la caracterización

de los genes reloj, y la interacción entre ellos ayudarán a responder cómo es la regulación de los genes

regulados por genes reloj en crustáceos decápodos. En este sentido se ha demostrado la existencia de

elementos inmunopositivos similares a PER en los fotorreceptores del tallo ocular y en la lamina del

pedúnculo ocular del acocil P. clarkii (Aréchiga y Rodríguez-Sosa 1998), y el criptocromo esta

presente en el protocerebro (Fanjul-Moles el al.. 2004), como indicación de la presencia del reloj

biológico. En otro sentido se ha demostrado la presencia del precursor de la HCP en alguna de las

neuronas del COXGS, así como de otros grupos de neuronas del tallo ocular de crustáceos. Nuestros

resultados muestran que la expresión rítmica del RNAm del precursor de la HCP en su forma de

cONA se lleva a cabo en el tallo ocular y no en otros tejidos, probablemente como efecto de la

actividad de los genes reloj.

Faltaría por demostrar los grupos celulares que generan la oscilación del reloj biológico en el tallo

ocular y si estas células realizan también la biosíntesis del precursor de la HCP, tal como ocurre para

el factor dispersor de pigmentos en D. Melanogater (Lin el al., 2004).
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Otro objetivo planteado para este trabajo fue desarrollar un posible modelo para el posible

origen de la familia de la hormona AdipocinéticalHormona Concentradora de pigmentos, debido a la

similitud que presentan tanto a nivel de ácidos nucleicos como de aminoácidos entre los precursores de

las familias.

Se ha sugerido que los neuropéptidos HAC/HCP y APGWamida pudieran tener un ongen

común (Klein el al., 1995; Fan el al., 1997; Smit el al., 1996; Favrel y Mathieu, 1996). En este

sentido, los genes ortólogos son definidos como secuencias de ácidos nucléicos que se originan de un

ancestro común, pero cuyo producto protéico no conserva la función original (Fitch, 1970).

Claramente podemos observar que los precursores de los neuropéptidos HAC, HCP, y APGWamida se

encuentran dentro de está clasificación, ya que la función de la APGWamida es la de modular el

movimiento de varios músculos así como la de regular la producción de espermatozoides (Fan el al.,

1997; Smit el al., 1996; Favrel y Mathieu, 1996), la de la HCP es regular el movimiento de pigmentos,

tanto en la retina como en los eritroforos de crustáceos (Fernlund y Josefsson, 1972), mientras que la

de la HAC es la de regular el metabolismo de lípidos y de los azucares en el vuelo de los insectos

(Stone el al., 1976).

Nuestros análisis muestran que los péptidos de la familia HAC-HCP pudieran provenir del

precursor APGWamide de los moluscos, en donde el origen de la familia en los crustáceos e insectos

sería por la perdida de regiones del precursor APGWamida y no por eventos de arreglo de exones

como ha sido demostrado para otros genes que codifican para otras hormonas como el factor hormonal

de crecimiento tipo 1 y el factor de crecimiento similar a la insulina, entre otros (Theill el al., 1992;

Hwa el al., 1999; Patthy, 1996).

Esta hipótesis se confirmó al unir los tres motivos que se obtienen de los alineamientos de los

cDNAs de las diferentes APGWamidas y cuya traducción conceptual da como resultado una secuencia

similar a la HCP (Fig. 23). También se confirmó al analizar los sitios de inserción de intrones lBS 1 Y2

que están en los genes HAC y HCP, así como las secuencias potenciadoras del procesamiento del pre
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mRNA en los exones de las dos familias (Figs. 22 y 25) . Por ultimo se ha reportado que al inyectar los

últimos cuatro aminoácidos que son comunes entre la APGWamida, la HCP y la HAC (Tabla 1) al

camarón, se produce la concentración de los pigmentos (Christensen el al., 1978; 1979). Experimentos

similares se han realizado al inyectar HAC de L. migratoria a diferentes crustáceos ya que se produce

la respuesta fisiológica de concentrar los pigmentos; mientras que la HCP produce la movilización de

lípidos en L. migratoria, y en la mariposa Danaus plexippus (Mordue y Stone 1976, Mordue 1977;

Dallmann et al., 1981). Estos resultados sugieren que los receptores de los tres neuropéptidos

reconocen a los aminoácidos que son necesarios para la actividad de cada hormona, como ha sido

demostrado para la HAC (Lee et al 1994; Valentza e/ al.. 2000)

Con las evidencias anteriores se propone que el origen de la familia HAC/HCP fue por eventos

de perdida y ganancia de DNA en los exones del gen ancestral, el cual estaba constituido por tres

exones y dos intrones: la pérdida de dominios del primer exón formó lo que ahora conocemos como el

péptido señal y el primer codón que codifica para el Glu de la HCP . En el segundo exón, la pérdida de

dominios en el gen, ocasionó la unión de los nucleótidos que forman las posiciones 2 a 5 con la

siguiente copia de APGWamida con lo que se obtuvieron los aminoácidos que forman la HCP. El

tercer exón fue el que tuvo menos variación y existió una presión selectiva para mantener el dominio

protéico que ahora conocemos. Lo anterior es congruente con el hecho de que la cisteína que es

necesaria para formar los dímeros HAC, que es un requisito previo para el procesamiento de la

prohormona (Fischer-Lougheed et al, 1993), está conservada en todas las moléculas de este estudio.

Una vez formado el precursor de la HCP el gen se pudo heredar al orden insecta en donde algunas

especies perdieron alguno de los exones (D melanogaster o S nttansy mientras que otras eliminaron a

ambos (M sexta) para formar a la HAC.

Con la clonación de los genes HCP y APGWamida en más especies de invertebrados se podrá

conocer más acerca del movimiento de intrones que componen a la familia HAC/HCP. Un aspecto

importante en la caracterización de los genes HAC, HCP y APGWamida es encontrar
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experimentalmente al gen ancestral. Esto puede intentarse clonando otros órdenes de moluscos como

Polyplacophora y determinar si es que hay genes similares en otros órdenes de invertebrados. Estudios

realizados en el nemátodo Panagrellus redivivus (Devenport el al., 1991) han confirmado la presencia

de un péptido con actividad similar a los miembros de la familia HAC/HCP. Sin embargo, no se

conoce su secuencia de aminoácidos o el gen que lo codifica.
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Conclusiones

1.- La expresión del RNAm precursor de la HCP tiene lugar únicamente en los tallos oculares, en tanto

que el RNAm de la beta-Actina y de la G3PDH tiene lugar en el tallo ocular, en el hepatopáncreas, en

las branquias y en el músculo.

2.- En ciclos de luz-oscuridad (12: 12) la concentración del RNA total en el tallo ocular presenta un

ritmo unimodal con un periodo de 24 horas . En oscuridad constante el ritmo cambia su amplitud, su

periodo y su mesor a una forma bimodal .

3.- El cDNA del RNAr l8S del tallos oculares presenta un ritmo en periodos de 12:12 h de luz­

oscuridad.

4.- El cDNA de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa tiene un ritmo bimodal en el tallo ocular, el

cual pasa a ritmo unimodal en periodos de 4 meses de oscuridad.

5.- En el acocil C. quadricarinatus el cDNA de la beta-Actina presenta cambios discretos en su

concentración en periodos de 12 h de luz-oscuridad y oscuridad constante. Por lo que se sugiere que su

expresión es constitutiva.

6.- El cDNA de la Hormona Concentradora de Pigmentos presenta un ritmo unimodal en periodos de

12: h de luz-oscuridad, el cual, pasa a ser bimodal en periodos de 4 meses de oscuridad constante.

7.- El cDNA de la Hormona Concentradora de Pigmentos en el acocil C. quadricarinatus tiene todos

los elementos que forman a los precursores de la familia de neuropéptidos HAC/HCP, pero tiene

menos aminoácidos que en los cangrejos C. sapidus y C. maenans.

8.- El RNAm de la APGWamida de los moluscos presenta secuencias de ácidos nucleicos que al

unirse producen un RNAm cuya traducción conceptual origina a la HCP.

9.-Los genes de las familias HAC/HCP y APGWamida pudieron originarse por procesos de ganancia y

pérdida de DNA en un gen ancestral , formado por dos intrónes y tres exones.
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Perspectivas

La siguiente parte del proyecto a mediano plazo es caracterizar y determinar la actividad de las

regiones promotoras de los genes de la He? y de la G3PDH. e identificar a las secuencias

regulatorias. En el caso de la HCP aquellas que identifican directa o indirectamente a las de los genes

reloj y en el caso de G3PDH aquellas que posiblemente le confieren propiedades regulatorias. Lo

anterior ampliara el conocimiento de la participación de las proteínas reloj sobre genes

neuroendocrinos. Así mismo es necesario medir la vida media de cada uno de los RNAs descritos en

este trabajo para establecer que mecanismos moleculares están influyendo en los cambios de un ciclo

unimodal a bimodal en ausencia de luz a tiempos prolongados. En este sentido es importante conocer

que tipo de ribonucleasas están participando en el procesamiento del RNAm de la HCP y si éstas

también se pueden considerar como moléculas de salida en el ritmo circadiano. Como objetivo a largo

plazo es caracterizar que mecanismos están participando en la regulación del RNA ribosomal, pues

difiere de los mecanismos de regulación que se han descrito para otras células eucarionticas, para que

tenga el comportamiento circadiano que se observo en el pedúnculo ocular del acocil.

Otro objetivo a largo plazo es la clonación, caracterización del gen y RNAm de la hormona

dispersora de pigmentos (HDP) lo cual ayudara a comprender cual es mecanismo de regulación de

genes antagonistas. En este sentido es necesario determinar si las neuronas productoras de HCP son las

mismas que las de la HDP y en caso de que no sea así es necesario el determinar cuales son los

mecanismos moleculares fisiológicos y bioquímicos que están involucrados en la sincronización de

neuronas neuroendocrinas.

Otro aspecto que se tiene que considerar es determinar los grupos celulares implicados en la

biosíntesis del precursor de la HCP esto ayudara a determinar cuales estructuras celulares del
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pedúnculo ocular podrían contener al reloj biológico. Sin embargo es condición indispensable que las

células implicadas en la biosíntesis de la HCP expresen los genes reloj para poder concluir lo anterior.

Se ha determinado que la HCP también actúa como neurotransmisor y/o neurornodulador, por

lo que requiere establecer si existen otros grupos neuronales implicados en la biosíntesis de la HCP ,

por ejemplo el protocerebro o la cadena abdominal. Por último se tiene que determinar si existen otros

órganos blanco para la acción de la HCP en este sentido es necesario conocer si únicamente su sitio de

acción es a nivel de los cromatóforos o hay otros órganos en el acocil que respondan a la HCP.

Con respecto a el modelo propuesto para el posible ongen de la familia HAC/HCP el modelo

propuesto de perdida de regiones del cONA de la APGWamida de los moluscos solo contempla a la

región del péptido activo es necesario corroborar el modelo con todo el precursor para determinar

desde que momento en la escala evolutiva. Así mismo es necesario establecer la estructura del gen de

la APGWamida en los moluscos utilizados en este trabajo así como de otros más primitivos. Lo

anterior ayudara a establecer el posible origen de los genes neuroendócrinos.
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Tabla l. Clonación de los genes : de la HCP, de la beta-Actina y de la G3PDH.

Nombre Secuencia Posición Gen GeneBanck

UJ 5 ' ATG GT'l' CGC AGA TCT GGA G'I'G 3 ' 65-86 HCP
NJ 5 ' GTC TCG GCT CAG CTT AAC TTC TC 3 ' 132-155 HCP AF031654
DJ
IJ 5' GGC CTC GCT e CT GAT AAG TCG 3 ' 332-352 HCP AF031654
W 5 ' CTC AGC CCA GGT ACT CCT CAT C 3 ' 374-394 HCP AF031654

UACT 5 ' GCT GTG CTG TCC CTG TAC G 3 ' 26 1-2 80 I3-Ac tin a D14612
LACT 5 ' GAT CTT CAT G.l\G GT.Z\ ST T GG 3 ' 407-426 I3-Actina D14612

UDEG3PDH 5 ' SAT YG'l' NGA RGG :--'r~ ~AT
,... .~ , *** G3PDH ***L; .... _ " ~

LDEG3PDH 5 ' CCR TTN AGN NCN GGD .n.TN AC 3 ' *** G3PDH ***

UDEG3PDH2 5 ' YTT YGG NAT YGT NGA RG G NCT NAT G 3 ' *** G3PDH ***

LDEG3PDH2 5 ' CCR TTN ARY TCN GGD JI.TN ACN ARN C 3 ' *** G3PDH ***

UG3Dme 5 ' CGA GAT CGT CGA GGG TCT GAT G 3 ' 495-516 G3PDH
LG3Dme 5 ' GTT GAG GGC GGG GAT MC CTT ro 3 ' 645-666 G3PDH\.;J

U1G3Dpu 5 ' CGG TAT TAA CGG AT'l' TGG TCG TP.T C 3 ' 24-48 G3PDH AJ289783
U2G3Dpu 5 ' CAA TGC TTC TTG CAe CAC CAA C'l'G C 3 ' 447-474 G3PDH AJ289783
LlG3Dpu 5 ' CGG CCT TGG CAG CAC CAG TAG AG 3 ' 628-652 G3PDH AJ289783
L2G3Dpu 5 ' GTC GTA CCA TGA AA": CAA CTT GAC G 3 ' 924-948 G3PD H AJ289783

T7 5 ' GTA ATA CGG ACT CJI.C TA':' AGG GCG 3 ' *** UnivPrim
M 13REVERSE 5 ' CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG 3 ' *** Un ivPr im

Con un asterisco se indican las secuencias diseñadas en este trabajo .
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Tabla 2 . Combinaciones para la clonación por pCRa.

--_.~-~_._.~-----_.:_ -_.-"'-:,~

-- _ .__ .

Gene 5'-3' 3 '-5' bAlín- tie m po <Exten s i ón No de ciclos

HCP UJ W 55 30 45 seg 35
HCP NJ W 55 30 30 seg 35
HCP DJ W 55 30 30 seg 35
HCP NJ IJ 55 30 20 seg 35

~-Actina UACT LACT 55 30 20 seg 27
G3PDH UDEG3PDH LDEG3PDH 50 30 90 seg 30
G3PDH UDEG3PDH2 LDEG3PDH2 50 30 90 seg 30
G3PDH UG3Dme LG3Dme 50 30 90 seg 30
G3PDH UIG3Dpu L2G3Dpu 55 30 80 seg 35
G3PDH UIG3Dpu LIG3Dpu 55 30 60 seg 35
G3PDH U2G3Dpu L2G3Dpu 55 30 60 seg 35
G3PDH U2G3Dpu LG3DElU 55 30 30 seg 35

a Todas las reacciones se incubaron a 95 "C por l mino

b Alin-tiempo = temperatura y tiempo en segundos.

e72 oc.



Tabla 3. Reacciones de RACE 5' y 3'.

Nombre Secuencia mRNA

RA3HCPCqu S' CAG CTT MC T':'C TCC e c c GGC TGG GG 3 ' HCP
RA5HCPCqu S' ACC CCT GCC GGG GGA GM GTT AAG CTG 3 '
LOWHCPCqu 5 ' ACG MG GAT GGC ATG J\GG AAG GGC 3 ' HCP

LPACCqu S' GAC TCG TCG TAe TCC TCC TTG GTG 3 ' I3 -Actina
RA5ACCqu S' ACG MG GAT GGC ATG Jl.GG MG GGC 3 ' I3 -Actina

LG3PCqu S' GCA TCA AP.G ATA GAG GAT CGT ACA TeA 3 ' G3PDH

RACE 3'POLI T S' GCG GCC GCA TGC TTI\ 1M TTA ATC (T) " 3 '
CUTRACE3' S' GCG GCC GCA TGC TTA TM TTA ATC 3 '

GENERACE 5 ' S' CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA 3 ' INVITROGENE

11 1



Tabla 4. Amplificación del marco abierto de lectura por RT-PCR.

Nombre Secuenc ia Posición mRNA

UORFHCPCqu1 5 ' CCA AGA ATG GTC CGC GGC AGT 3 ' 82-102 HCP
UORFHCPCqu2 5 ' CTG GTG GCC ~cc '¡'CC TGC GTC TC 3 ' 124-1 46 HCP
LORFHCPCqu 5 ' CGC ATT TAA cce iHG TAT TCT TCT TCC 3 ' 340-365 HCP

UORFACCqu S ' CAl' GTG TGA CGA P..GA GGJI. GCT G 3 ' 13-34 I3-Actina
LORFACCqu 5 ' TTA GAA GCA CTT GCG GTG GAC G 3 ' 1126-1147 I3-Actina

UORFG3Cqu S ' CTA CCA CCA TAA TGT CGA AGA TTG G 3 ' 36-54 G3PDH
LORFG3Cqu S ' ATC CAG ACA TAT TAG GCA CCA TCC 3 ' 994-1017 G3PDH

URNA18 S ' CGA AAe CGC AAlJ,. e TG eTC ATT AAA ce 3 ' 59 -84 rRNA18S
LRNA 18 S ' CAG GTT 'TGA Ace F.GT Ji.AJ'.. TCT CCT TC 3 ' 1766-1791 rRNA I8 S

POLlT 5 ' TTT TT'T 1'':'1' T~T 11'1' TTT 1'TT TTT 3 '

112
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Ta b la 5 . Combinaciones para la amplificación del marco abierto de lectura por RT­
pCRa.

Gene 5'-3 ' 3'-5' bAlin -t iem po <Exten s i ón No de
ciclos

HCP UORFHCPCqu 1 LORFHCPCqu 1

p-Actina UO RFACCqu LORFACCqu

G3PDH UORFG3Cqu LORFG3Cqu

RNAr URNA18 LRNA18
18S

62

60

6 3

62

20

30

30

30

45 seg

90 seg

90 seg

120 seg

35

2

30

18

a Todas las reacciones se incubaron a 95 "C por 1 mino

b Alin-tiempo = temperatura y tiempo en segundos.

e 72 "C. .



Tabla 6. Oligodesoxinucleótidos utilizados para la cuantificación por RT-PCR.

Nombre Secuencia Posición mRNA

UCHCPcq S' CTG GTG GCC TCC Tec TGC GTC TC 3 ' 124-365 HCP
LCHCPcq S' CGC ATT TAA CCC ATG TAí' Te!' TCT TCC 3 ' 340-365 HCP

UACcq S' GAC TGA GCG TGG CT.;; CTC C'i T CAC 3 ' 597-620 ~-Actina

LACcq S' GAC TCG TCG TAe TCC TCC TTG GTG 3 ' 1089-1112 ~-Actina

UCG3Cqu 5 ' GAA ATT GTT GAG GGC TTG J1.'i'G ACC AC 3 ' 537-562 G3PDH
LCG3Cqu 5 ' GCA TCA AAG ATA GAG GAT CGT ACA TCA 3 ' 896-920 G3PDH

URNA18 S' CGA AAC CGC P.AA CTG CTC ATT AAA CC 3 ' 59-84 rRNAI8S
LRNA18 5 ' CAG GTT TGA ACC AG T AAA TCT CCT TC 3 ' 1766-1791 rRNA18S
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Abstract. Precursor structures of variou s members of
the neuropeptide family adipok inetic hormonelred pig­
ment concentrating hormone (AKHIRPCH) of mandibu­
lar arthropods and the APGWamide family of mollusks
were compared. Amino acid alignments showed a com­
mon overall architecture (signal peptide, active peptide .
related peptide), with a similar o. helix-random coil sec­
ondary structure. DNA sequence al ignments revealed
close similarities between the genes encodin g for the
peptides of the two familie s. The APGWamide genes are
larger than the AKHIRPCH genes. The sequence envi­
ronment occupied by intron s is similar in AKHIRPCH
and APGWamide genes . Such similar ities suggest that
these peptide familie s might have been originated by
gene rearrangements from a common ancestor having
either an AKHIRPCH/APGWamide·l ike structure 01'

both an AKH/RPCH-like and an APGWamide-l ike
structures. In the former model , DNA fragments could
have been gained when the ancestor evolved to mollu sks
and it could have lost nucleotides when the progres sion
lo mandibular arthropods took place , In the second
model , AKH/RPCH-like struc tures could have been
fused during evolution toward mandibul ar arthropods.
whereas in mollusks they could have been lost with the
possible amplification of the APGWamide-like structure.
Loss of domain s in exon 1 may have originated the sig-

Correspondence 10: Hugo Aréchiga, Ciudad Universitaria, México,
D.F. 04510 , México : email: arechiga ws ervidnr.unam.rnx

nal peptide and the first codon of the active RPCH. In
exo n 2, loss of domains possibly determined the jun c­
tions of codons 2 to 5 with the loss of a APGWamide
copy: exon 3 underwent fewer variations. The sirnilarity
of the mollusk APGWamide precursors is closer to that
of the RPCH family than the insecl AKH family, indi­
cating an earlier evolutionary departure.

Key words: Adipokinetic hormone - APGWamide
- Crustacea ns - Peptid e evolution - Insects - Mol­
lusks - Ncuropeptides - Red pigment concentrating
hormonc

Introduction

Elucidation of the chemical slructure of bioactive pep­
tides disclosed the existence of slructurally related fami­
líes, sorne members of which are present in a wide va­
riety of zoological groups while other members appear lo
be unique lo a given group. For instance, while peptides
sueh as enkephalins have been ident ified in many spe­
cies, from unicellu lars to humans (Le Roith el al. 1982;
O'Neill et al. 1988), the crustacea n hyperglycemic hor­
mone retai ns this denom ination because it has been
found only in crustaceans (Lacornbe et al. 1999). Char­
acterizatio n of the peptide precursors, and more recently
cloning of the genes encoding thern. allows us to explo re
sorne molecular mechanisms underlying evolutionary
trends (Cer ff 1995).
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Fig. l. Alignments of lhe amino acid sequences 01' the precursors of the AKHlRPCH and
APGWamide families. A The four regions are indicated by lines witlt diamonds (bottorn). The
different motifs 01' each precursor are indicated by tilles with circles (top) . All active peptides
are indicated in botdface. Sequences corresponding lo the signal peptide are residues 1-85 in
AKHJRPCH and residues 1-54 in APGWamide. The basic amino acid s that serve as proteolytic
sites are underlined. The Cys participating in precursor dimerizution is common to all species
(urruw at residuc) (226) and may form disulfidc bonds with othcr cysteines in the related pcptide

or in the signal peptid e iitalic». boklfucei iunderlined) . B AlI precursors show similar possible
secondary struc tures , with an o. helix (h) (region 1) followed by a random coil (e) (regions 2-3)
up lo the end 01' the related peptide, which shows an o. helix followed by a randorn coil in the
carboxyl terminus (region 4) (e, extended strand), Sgr, Schi stocerca gregaria: Sin , Schisto­

cerca nitans; Lmi. Locusta migratoria; Bdi, Blab erus discoidalis; Dme, Drosophila metano­

gaster; Cmu . Carcinlls muenus: Csa, Callinectes supidus; Mse , Manduca sexta ; Aca, Aplvsia
culifornicu; !-I'/, Lytnneu stugnulis; Med, Mvtilus edulis.



B

AKH2Sgr
AKH2Sni
AKH 2Lmi
AKHSgr
AKHSni
AKHLmi
AKH3Lmi
HTHBdi
AKH Dme
RPCiiCma
RPCHCsa
AKHMse
APGWAca
APGWLst
APGWMed

AKH25gr
AKH25ni
AKH2Lmi
AKH5gr
AKH5n i
AKHLmi
AKH3Lm i
HTHBdi
AKHDme
RPCHCma
RPCHCsa
AKHMse
APGWAca
APGWLst
APGWMed

Signal Pepti de AKH /RPCH Rel ated pept ide• •••
Region 1 Region 2• ••

20 * 40 * 60 * 80 * 100 * 12 0
--hhhh---hhhchhhehhhh hhhh------ -- - - - - - --- - - --------- - ------- - - ------------------ - --hheeeeeec ee---- - - ------ --eeccccccc---
--hhhh---hhhc hhhehhhhhhhh- ----- -- ---- - --- - - - -- -------------------------------------hheee eeec ee - - --- - -- - --- --eeccccccc---
- - eccc---ccchhhhhhhhhhhhh--- -- - - - - -- - - - - - -------------------- --------------- ---- ---hhhhhhhccee----- - --------eecc ccccc---
- - hhhh---hhhhhhhhehhhh hhh - - - - --- - - -- - - - ---- ------- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- -- - - - --- ----hhhhcccccccc - - - -- - - - - ---cccccccccc - - -
- - hhhh- - - hhhhhhhhehhhhhhh- - - - - - - - - - - - - - - - - -- - --- - - - - ----- - ---- -- - - - - - - - - -- - - - - - - - - - hhhhcccccccc - - - - - -- - - - - - ecec cccccc- - -
--hhhh---hhhhhhhhhhh hhhhh--- -- ---- - - - - -- -- ---------- - - ----- - - - -------------- ----- --hhhhc ccccccc-- - - - - - - - - - -cccchhchhc---
- -hhhh--- hhhhhhhhhhhhhhhh----- - --- - ---- - - - - - - - - -------- -------------- - ----- - -- - -- --hhhhecchhhhh- - - -- - - - --- -hhcccccccce ec
--hhhh-- - hhhhhhhhhhhhhhh--- - - - - - - - - - - - -- -- - - - - --- ------ - --- - ------- - -------- - - - - -- - hhceccccc cc - - - - - - -- - - - - eecee eeccccccc
--cccc- - - hhhhhhhhhhhhhhhh- - - - - -- - - - - - - - - - -- - - -- - - --- ------ -- - - --- --- - --- - - - --- - - - - - ccecccccc cceeeeccee - - - - cce eeeeccccc cc
--eeeeccheeehhheheheehhch-- -- -- - -- - -- --- --- - ----------- - -- - -- -- ---- ------------ - ---hheeeccccceeee eeccccccceeeeeeeeeeeccc
- -eeeeccceeehhhhheheehhch-------------- --- - ----- - ---- - - - - --- ----- - - - ------ - ------- -cceeeccccceeeeececccccceeeeeeeccccccc

hhh- ---- - hhhhhhhhhhhhhh- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ---- - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - hhheeeecchcceceeec - - - - - - - - cccccch- - - ­
--------- -hhhhhhhhhheeeeecccccccceeeee eecccchhhhhhhhhhccccc eee cc cccccccccchhhhhhhhh hhhhhhcccccccccceccccchhhhhhccccccccc
eeecccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheeee- - - ecccce eeeeee eeheeccc ce eec cccc - ceeehcccchhhhhhhhhhhhccc cccccchhhhhhhhhhhhhccccccc ch
--hhhhhhhhehh hhc ceeeeecccccchhhhhhh---echhhhchhhhhhhhhccccccceccchh---- --------hhhhhh--hccccccccc-chhhhhh-hhhhcccccceeee

a He1i x Random coil a Helix Random coi l a He1ix Random co i l a Hel ix Random Coil
• ------- • ------..------ y •• • • •

APGWamide Repea ts RP -AKH / RP -RPCH• ••
• Region 3 • Regi on 4 •

140 * 160 * 180 * 20 0 * 220
- - - - - -- - -- - -- - - - - - - - - - - - - - - -- -- - - - - -- - - ---- - ---- -- - ---------------- -- - ----- - - - - - - - - - -hhhhhhhh--hhhhhhecccccc--- - - - - -- -
- - - -- --- - ----- - ---- - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - --- -- - - - ------ - - - - - - - -- - - - - - - - - - - ---hhhhhhhh--hhhhhhh hc cccc---- - - - ---
-- ---- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - --- -- - ---- --- - - -- --- -- - ---- - -- - - - - - - - -- - - - - - hhhhhhhh- - hhhhh hhhccccc - - - - - --- - -
- -- - --- - --- - - - - - - -- -- - - - -- - - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - -------- - - - - - - - - ------ - - - --- - - - - - - --- - chhhhhhh- -hhhhhhecc cccc- --- - - --- -
---- - - - -- ---- - - - - - - -- - -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ---- ------ - - - - - -- - - -- - - - - - - - - - - - - cchehhhh- - hhhhhhe cc cccc - - - - - - - - - -

hhhhhhh h--hhhhhheeccccc----- - -- -­
c----------------------------------------------------- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - cchhhhhhhhhhhhhhhheehhceecccccc - - -
-- ----- - --- - --- ---- - --- ------- - --- - --- ------ ------- - ------------ - - - -------------- ---cccchhhhhhhhhchhhhhhhhhhcccc--- ---
- --- -- - - --- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- -- - ---- --- - - -- ---- - - - - - - - - - - - ccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh- - -----
ccceeee- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - c ccccccecccccccceeeheheeehhcchhheheccchhhec - -- - ­
cc ceeec -- - ----- -------------- - - -------- -- -- - --- - ---------------- ------cecccc-c cecccccceeeeeeeeehhchhhheeeccchhhec-----
-- - -- - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - ---- -- - - - - - - - - ---- - -- - - - - - - --- - - - - - - - hhhhhhhhhhhch hhhhhhhhcc - - - -- - --··
eeeehhccchhhhhcccceeeccccc- --- --- - - - eeccccceeccccc--eeccccceecc - ------ccceecccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheeecccccccccheee
hhchhh hhhhhhhh ccceceeccccc--- -- - -- - - eeccecceeccccc--eeccccceecccc cee ccccceeccccccheehh hhhh hhhhhhhhhhhhececc-cccccccc-­
- - Cccch··- - - hhccccccehchhhhhhhhhhcheeeecccccccccceeeeeeccccccecc - -- - - - - cccccccccccecchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh- - - - - - - -

a he l i x Random coi 1 a he 1ix Random Coil

• • •••

a



706

In the present work, we have taken as a model a
neuropeptide family to date ascribed only to mandibular
arthropods, particularly crustaceans and insects, with
sorne differential features in each group . The crustacean
member of the family is the red pigment concentrating
hormone (RPCH), an octapeptide with the sequence
pGlu-Leu-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-NH1 (Femlund
and Josefsson 1972). This structure is common to all
crustacean species in which it has been identified (Gauss
et al. 1990). The initial physiologic effect it was known
to exert, as indicated by its narne, is the aggregation of
pigment granules in the tegurnentary erythrophores, thus
regulating their color intensity. Other physiologic func­
tions for RPCH have been described, such as the aggre­
gation of pigments in retinal cells, thus participating in
the control of photon flow to the retinal photoreceptors
(Garfias et al. 1995), as well as in direct influences on the
excitability of central neurons and the control of motor
pattems (Swensen and Marder 2000).

In insects, a very similar peptide has been amply char­
acterized, i.e., adipokinetic hormone (AKH). It has a pri­
mary structure varying from 8 to 10 amino acid residues,
depending on the species. The most commonly identified
physiologic effect of AKH is the control of lipid and
carbohydrate metabolism, although it has sorne other
functions (Gade et al. 1997). The first described structure
(AKH 1) is pGlu-Leu-Asn-Phe- Thr-Pro-Asn-Trp­
Gly-Thr-NH2 (Stone et al. 1976), thus having the first
four and the last amino acids in common with RPCH. Up
to two other distinct sequences have been found in a
single species, for example, AKH II (pGlu-Leu-Asn­
Phe-Ser-Ala-Gly-Trp-NH1 ) and AKH III (pGlu-Lcu­
Asn-Phe-Thr-Pro-Trp-Trp-NH1 ) from Locusta migra ­
toria . At present, the primary structures of 34 members
of the family havc becn e1ucidated in 75 species. Thirty­
three AKHs of the three varieties have been identified in
insects, and only one RPCH structure in crustaceans
(Gade et al. 1997; Lee et al. 2000) . Of particular interest
is that biological cross-reactivity has been demonstrated
between members of these two groups; thus, AKH may
induce pigment aggregation in crustaceans and RPCH
elicits adipokinetic effects in insects (Mordue and Stone
1977). These structural and functional similarities be­
tween RPCH and AKH led to the notion of an RPCHI
AKH family (Gade et al. 1997). Not all members appear
to raise blood lipid levels in their native species; others,
called hypertrehalosemic hormones (HTHs), stimulate
the synthesis of trehalose, the main blood carbohydrate
in many insect species. An example from the cockroach
is a decapeptide with the following structure: pGlu-Val­
Asp-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Thr-NH 2 (Hayes el al.
1986). Other varieties have been identified (Gade et al.
1997).

Study of the primary structure of peptides has proven
useful for diselosing structural-functional relationships
and phylogenetic analyses of peptide hormones. Among

other spectroscopical techniques, circular dichroism
(Paolillo et al. 1992; Brakeh et al. 1993; Goldsworthy
1994; Goldsworthy et al. 1997) has been used to deter­
mine the amino acid secondary structure exposed to the
surface of prohormones, such as p-tum promoting se­
quences (Rholam et al. 1986, 1990; Paolillo et al. 1992;
Brakch el al. 1993) and 11 loops (Leszczynsky and Rose
1986; Bek and Berry 1990; Rayne and O'Shea 1993).
Comparisons of peptide hormone secondary structure
among distant zoological groups have been used in at­
tempts to diselose similar functional activity (Golds­
worthy 1994) or the ultimate localization of signal pep­
tide amino acid sequences in Escherichia co/i (Sjostrom
et al. 1987). Mathematical models have been put forward
to predict the relationships between hormone structures
and their potencies (Lee et al. 2000). Physiological and
biochemical assays inelude trehalose mobilization (Mi­
chalik el al. 1998). activation of glycogen phosphorylase
in Manduca (Ziegler et al. 1998) lipid mobilization
(Gade 1993), and acetate uptake into fat bodies in locusts
(Lee and Goldworthy 1995). Finally, comparison ofpep­
tide hormone primary and secondary structures among
distant zoological groups has provided information for
constructing phylogenetic trees (Gade et al. 1994; Bo­
gerd et al. 1995) and on evolutionary trends (Hoy le
1999).

A tetrapeptide has been identified in various mollus­
can species with the structure APGWamide, that is, with
its last three residues in common with those in the C
terminus of RPCH (Kuroki et al. 1990; Croll et al. 1991).
It appears to play an irnportant role in reproductive be­
havior. Its precursor has been sequenced (Smit et al.
1992; Favrel and Mathieu 1996; Fan et al. 1997) and
bears interesting similarities to those of RPCH and AKH,
which are discussed later.

In the search for a possible common ancestor of the
AKHlRPCH and APGWamide peptide families, amino
acid primary and secondary structures and the DNA se­
quences of the genes coding for these peptides were
compared. Whether the sequence environments occupied
by introns in the AKH genes were conserved in the
RPCH and in the APGWamide genes was considered as
an additional comparative criterion.

The structure of the precursors of these peptides has
revealed a common overall architecture, with an initial
signal peptide followed by the sequence of the active
peptide and ending in thc related peptide (see Fig. 1).
However, a great diversity of structures was apparent,
and between them and the RPCH precursors, thus sug­
gesting a great genetic diversity (Linck et al. 1993).
Sorne of the genes encoding for the precursors of the
three AKHs have been cloned, and their architecture is
quite similar (Bogerd et al. 1995).

The AKHfRPCH and APGWamide families are there ­
fore a good model system to pose questions such as, Are
these genes only present in arthropods or are there any
similar genes in other zoological groups? In particular, it



is ternpting to search for the possible existence of a com­
mon ancestor within earlier phylogenetic groups . This
possibility has been suggested (Noyes and Schaffer
1993), as well as the likelihood that the two families have
been derived from separate but convergent evolutionary
lines (Smit et al. 1992).

In this paper, we presenl a comparative analysis of the
structure of the precursors of the members of these three
peptide families and their similarities and propose pos­
sible routes for their diversification.

MateriaIs and Methods

For structural analysis comparisons were made for the cDNA se­
quences of AKH \, 11, and III of Locusta migratoria (Bogerd et al.
1995), AKH I and 11 of Schistocerca gregaria (Schulz -Allen el al.
1989; Fisher -Lougheed et al. 1993), AKH \ and 11 of Schistocerca
nitans (Noyes and Schaffer 1990), and HTH from Blaberus discoidalis
(Lewis el al. 1997). Comparisons were made to the only availab1e
cDNA sequence of RPCH precursors, Carcinus maenas (Linck el al.
1993) and that of Callinectes sapidus (Klein et al. 1995). Sequences
containing APGWamide were from Limnea stagnalis (Srnit el al.
1992), Mvtilus edulis (Favrel and Mathieu 1996), and Aplvsia califor­

nica (Fan et al. !997). The AKH gene structures considered were those
from Manduca sexta (Bradfield and Keeley 1989). Schistoccrca nituns
(Noyes and Schaffer 1993), and Drosophila melanogaster (Noycs el al.
1995).

The alignments of the precursors were carried out using the pro­
gram CLUSTAL W (Thompson et al. 1994) with a 0.05 gap station and
gap window p 9. Phylogenetic trees were made with the a\'erage dis­
tanccs tree, using PID (from CLUSTAL W). Thc secondary structure
was determined following the methods devised by Gibrat el al. (1987)
and Geourjon and Deléage (1994) .

Results and Discussion

Alignment of the Amino Acid Structures of AKHIRPCH
and APGWamide Precursors

As shown in Fig . 1A, the alignment shows the existence
of the foIlowing four domains: the signal peptide (region
1, residues 1-85), the active peptide (region 2. residues
86-120), the APGWamide repeats (region 3. residues
121-205), and the carboxyl terminus (region 4).

In mollusks, the region of the signal peptide includes
the first copy of the APGWamide; it is 43 to 57 residues
longer than those of insects and crustaceans. which are
more alike in this regard.

The second region contains the sequence coding for
the active peptide of AKH and RPCH and the second
APGWamide copy (residues 86-94). This is followed by
the basic amino acids (residues 95-96 and 109-110).
which are the c1eavage sites for the processing of the
prohormones. In addition, it contains 7-9 residues of the
AKH-related peptide and the first 24 residues of the
RPCH-related peptide. Among the AKH precursors, this
region shows the greatest variations in size. While in D.
melanogaster it is made up of 31 residues (including the
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active peptide) , in other insects it contains only 18-23
residues. In this regard, crustaceans are more similar to
mollusks, with 31-35 residues.

The third region shows the greatest differences among
the three groups . While it contains most of the copies of
the APGWamide stretch, only 20 amino acids corre­
spond to the RPCH-related peptide in crustaceans and
the whole region is absent in insects.

The fourth region contains the last amino acids of the
AKH and RPCH-related peptides, and a similar domain
is present in APGWamide. It contains the cysteine (resi­
due 226), which has been shown to be necessary for
AKH-AKH dimerization, a prerequisite for the process ­
ing of the pro-AKH in L. migratoria (Fisher-Lougheed et
al. 1993). Additionally, Cys 226 may form a disulfide
bond with another Cys in the third domain of crustaceans
and mollusks (residue 20 I) and in the AKHs of M. sexta,
D. melanogaster, and B. discoidalis and the AKH III of
L. migratoria (residues 113 and 118, respectively).

To validate the aforementioned domains, an analysis
was made of the possible secondary structure of the pre­
cursors of the AKHIRPCH family, following the meth­
ods devised by Geourjon and Deléage (1994) and Gibrat
el al. (1987); both methods yielded the same results. As
shown in Fig. 1S, the structure of all precursors is quite
similar in all the species analyzed. Actually, the common
structure is an o. helix comprising region 1; however, the
o. helix in the mollusk is interrupted by a random coil
structure (residues 20-44 and 54-74 in A. californica,
residues 31-77 in L. stagnalis, and residues 15-28 and
44-65 in M. edulis). Region 2 forms a random coil in all
species but in mollusks the structure is interrupted by an
o. helix formed by residues 99-111. The random coil
structure is maintained in region 3 in crustaceans but at
the beginning of the region in rnollusks an o. helix exists
(residues 121- 134 in A. californica and L. stagnalis and
residues 141-154 in M. edulis). Finally, region 4 presents
one o. helix and ends with a random coil structure in all
precursors.

As reported previously (Kuroki et al. 1990; Croll et al.
1991). both analyses showed good primary and second­
ary structural conservation of the signal peptide, active
peptide. and C-terminus regions. In particular, the last
three amino acids of the physiologically active AKH/
RPCH peptide are well conserved with the second repeat
of the APGWamide peptides in all species studied (Figs.
1A and S l. For this reason, it was investigated whether
this conservation is maintained at gene level.

DNA Sequence Alignments of the Precursors

Figure 2 shows that the codons for the signal peptide
consist of three regions [nucleotides (nt), 1-223]: an im­
mediate one, with those encoding for the last codon of
the signal peptide, and the first two amino acids of AKH
and RPCH (nt 224-232). This region is also present in
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Fig. 2. Alignrnent 01' the nucleotide sequence precursors 01' the AKHIRPCH and APGWamide
families. The homologous rcgions among hormones AKH. RPCH, and APGWamide are indicated
hclow the alignrncnts (fi lies with fi lled dia mondsi . Note that motif 1 corrcsponds to the first two
codons of AKH and RPCH, while motif 2 contains codons 3 and 4 and the Iirst nucleotide of codon
5. Finally, motif 3 contains the remaining two nuclcotides of codon 5 and codons 6- 8 of AKH.
RPCH, und APGWamide tboxed) . Motifs 1 lo 3 are indicated by opcn diamonds. The urrows
underneath indicate the nucleotides in which introns are localized in the AKH genes (asterisks

indicare the reported seq uences for precursor genes). Imrnediatcl y upstream of thesc exon-exon j unc ­

tions are located the possihle SR protein-binding and splicing-enhancer motifs (itulics. holdjuce . und
Ul1d" ,./;II"d) . Motifs I and 2 also correspond lo two possible consensus sequences IBS2 and lBS 1 1'01
insertion or elimination a l' group lT self-splicing introns, Codons for the active peptides are bosed . The
Cys codon for precursor dimcrizatiun (nucleotides 730-73 2) is well conserved, Spccies ubbrcviations
are as indicated in the legcnd to Fig. l.
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G1n - Leu-Asn- Ph e - Se r-Thr-Gly-Trp-G l y- Ar g-Ar g
Gln-Leu-Asn- Phe-Ser-Thr-Gl y-Trp-G l y- Ar g- Ar g
Gln-Leu-Asn- Phe-Se r-Ala - Gl y-Trp- Gl y- Ar g - Ar g
Gln-Leu-Asn-Phe -Th r - Pro -As n - Trp- Gl y-Thr-Gl y-Lys-Ar g
Gln-Leu-As n - Phe-Thr-Pr o -Asn-Trp-Gl y-Th r - Gl y- Lys-Arg
Gl n-Le u-Asn-Phe - Th r - Pro -As n -Trp-Gly-Thr-Gly-Lys -Arg
Gl n - Le u -Asn-Phe- Thr-Pro-Trp-Trp -Gly-Lys -Arg
Gln-Leu-Asn-Phe-Scr-Pro-Gly-Trp-Gly-~ys-Arg

Gln-Leu- As n-Phe -Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg
Gln-Phe-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arq
Gln-Val-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arq
Gl n -Val -Asn-Phe-Seé-Pro-Gly-Trp-Gly-Thr-Gly-Lys -Arg
Gln-Leu-Thr-Phe-Ser-Pro-Asp-Trp-Gly-Lys-Arg
Gln-Leu-Thr- Ph e - Th r - Se r- Se r-Tr p-Gl y-Gl y- Lys - Ar g
Gly-Val-Lys-Phe-***-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arq

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 I I 12 13

AKH2Sgr
AKH?Sni
AKH2Lm.i
AKHSgr
AKHSni
AKHLm i
AKH3Lmi
RPCHCsa
RPCHCma
APGWAca
APGWLs t
HTHBdi
AKHDme
AKHMs e
APGWMed

AKH 2Sgr
AKH 2Sni
AKII2Lmi
AKHSgr
AKHSn i
AKHLm i
AKH3Lmi
RPCHCsa
RPCHCma
APGWAca
P.PGWLst
HT H8di
AKH Dme
AKHMse
APGWMed

Moti f 1 Mot i f 2
~ ~ ~ ~~

CAG CTC AAC TTC TCA
CAG CTC AAC TTC TCA
CAG CTC AAC TTC TCG
CAG CTC AAC TTC ACC
CAG CTC AAC TTC ACC
CAG CTC AAC TTC ACC
CAG CTC AAC TTC ACG
CAG CTT AAC TTC TCC
CAG CTT AAC TTC TCC
CAG TCT AAC TTC TCG
CAG TTT AAC TTT TCG
CAG GTG A~C TTC TCA
CAA TTG ACC TTC TCG
CAG CTG ACC TTC ACC
GGG TTG AAG TTT TGA

1 2 3 45

Motif 1 Motif 2
~ ~ ~ ~~

Mot if 3

ACC GGT TGG
ACC GGT TGG
GCG GGG TGG
CCC AAC TGG
CCC AAC TGG
CCC AAC TGG
CCG TGG TGG
CCC GGC TGG
CCT GGC TGG
CCT GGA TGG
CCC GGA TGG
CCT GGC TGG
CCG GAT TGG
7CG AGC TGG
CCT GGC TGG

6 7 8

Mot if 3

H
GGT
GGT
GGG
GGC
GGC
GGG
GGC
GGT
GGT
GGC
GGC
GGT
GGC
GGA
GGC

9

Cut region

CGG CGC
CGG CGC
CGG CGC
ACC GGC AAA CGG
ACC GGC AAA CGG
ACT GGC AAG CGA
AAG AGG
AAG AGG
AAG AGG
AAG AGA
MG AGA
ACT GGC AAG CGA
AAG CGT
GGG AAG AGG
AAA AGA
10 11 12 13

Cut region

Fig. 3. Sequence alignrnent of the regions
encoding for AKH and RPCH with the
precursors of the APGWarnide. When linking
the three rnotifs of nucleic acids conserved
between the AKH/RPCH farnily and
APGWarnide (indicated by arraws), it can be
seen that the three rnollusk species (boldf ace)
contain the sequenced encoding AKH and
RPCH . The conceptual translation of the
APGWarnide of A. californica and L
stagnalis (in boldf ace) shows 9 1% ident ity
with RPCH and AKH . The only difference is
in codon 2 of A. califo mica, in which a
cytosine substitutes for a thymine (see Fig.
2). In the APGWarni de precu rsor of M.
edulis, the union of the three rnotifs results
in a stop codon TG A (codon 5, labeled ***)
Species abbreviati ons are as indicatcd in thc
legend to Fig. l .

the precursor of the three molluscan species (motif 1)
and its consensus is CAGBTB (B = no adenine). The
codons for amino acids 3 and 4 and the first nucleotide of
codon 5 in AKH and RPCH (nt 274-280) are separated
by 45 nt in the precursors of A. californica and M. edulis.
In this region, the consensus in the precursors of mol­
lusks, crustaceans, and insects is AACTTCW (W =

Aff) (motif 2). Finally, the codons for ami no acids 6-8
(nt 375-387) are separated by 94 nt in A. californica and
L stagnalis. This region contains the two nucleotides of
amino acid 6 and the first two nucleotides coding for
ami no acid 9 of AKH and RPCH (motif 3). The whole
motif has the consensus CVCCBDRNTGGGGN (R =

Aff; N = any ; B. O, and V = not A, C, and T, respec­
tively) and ineludes the first copy of APGWamide of M .
edulis and the third copy of APGWamide of A. califor­
nica and L. stagnalis. After motif 3, there are two ho­
mologous regions (nt 429-455 and 621-662) coding for
the RP-AKHIRPCH amino acids and most of the repeats
of APGWamide. The final portion of the nueleotide se­
quencc of the precursors is a region encoding for the
termination site, which show clo se similarities among all
species. Regions 6, 7, and 8 (nt 680-689, 701-719. and
737-776, respectively) show the greatest homology at
the 3' end of the precursor, in particular, region 6. which
contains the intron of AKH 1 and II of S. nitans and the

codon for the Cys (nt 730) which participates in peptide
dimerization.

The analysis we have presented thus far raises the
issue of the origin of these genomic structures. At least
two possibilities can be considered: (1) a common an­
cestor that could have had an AKHIRPCHJAPGWamide­
like structure, which possibly could have gained DNA
fragments in the evolution to the molluscan lineage and
could have lost nucleotides when the progression to in­
sec ts and crustaceans occurred; and (2) a common an­
ces tor that poss ibly had separate APGWamide-like and
AKHIRPCH-like structures , which possibly cuuld have
fused during lhe evolutionary steps toward insects and
crustaceans, whereas in mollu sks the former might have
been amplified, losing the majority of the AKH/RPCH­
like fragments.

These possibilities are further supported when joining
the three motifs obtained from the alignment of the
cDNAs of the various AKH. RPCH, and APGWamides
(nt 227-232. 274-280. and 374-387 in Fig . 2). Figure 3
shows the concep tual lranslation of this union, in which
the APGWamide precursors in A. californica and L.
stagnalis initiate the AKHIRPCH sequence. Two differ­
ences were observed: (1) codon 2 is occupied by Phe in
A. californica, while in L. stagnalis, crustaceans, and
insects a Valor Leu is substituted instead; and (2) in A.
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Molluska

Insecta

ICrustacea

APGWAca

APGWLst

APGWMed

0.84
AKH2S'gr

AKH2Sni

AKH2Lmi

0.42
AKHSgr

.J4 AKHSni

AKHLmi

-AKH3Lmi

AKHMse

HTHBdi

AKHDme

2.52 RPCHCma
.52

RPCHCsa

L1J
1.38

10.57
0.54

140

11 13

4.97

15.91

5.95 11.97'----------

lJO

11.45

2308

r--------;L.:2:,:;1..:,:85 _

,..-------1
8.25

21.85

Fig. 4. Phylogenetic tree of the AKH/RPCH and APGWamide families . The amino acid phylogenetic tree shows that moJluscan APGWariúde
precursors are closer lO the possible ancestor than crustacean RPCH and insect AKH.

californica and L. stagnalis, codon 5 is occupied by the
TCG codon for Ser. A similar result can be obtained by
repeating the operation for M. edulis. The sequence for L.
stagnalis is obtained, except for codon l (Gly) and the
interruption of the open reading frame by a TGA stop
codon in position 5.

The phylogenetic tree obtained from the amino acid
primary sequences of the precursors of the APGWamide
and RPCH/AKH families agrees with our results and
previous findings (Gade et al. 1994; Bogerd et al. 1995).
The tree shows that the APGWamide precursor of mol ­
lusks , although similar, appeared earlier than those of
crustacean RPCH and insect AKH precursors (Fig . 4 l.

A second feature that allows us to think about DNA
rearrangements for the AKH/RPCH family and the
APGWamide precursors of any possible ancestor is the
position of the introns in the AKH gene. In D. melan o­
gas ter , the gene has an intron between the first and
the second codons of the active peptide, while in the
AKH genes of S. nitans, the intron is between codon
20 and codon 21 (AKH 1) and between codon 52 and
codon 53 (AKH 1I) of the AKH-related peptide (Noye s
and Schaffer 1993); the AKH gene of M. sexta has no
introns. Furthermore, AKH and APGWamide precursor
alignments showed that the nucleotide environrnent oc­
cupied by introns is preserved in mollusks and crusta­
ceans (Fig. 2) .

Intron insertion rnight have occurred by reverse spli c­
ing of an excised intron (within a nonhomologous
mRNA) followed by reverse transcription and homolo­
gous recombination; in addition , it could have occurred
by invasion of self-splicing Group II introns (from or-

ganelles) into the nuclear genome followed by muta ­
tion, tran sforrning intron 1I into a nuclear intron. A sin­
gle mutation of the sequence f1anking Group II introns
(U/CA. ..GU ) is required to produce the canonic se­
quence of nuclear introns (Rzhetsky et al. 1997).

A remarkable feature of the arrangement revealed by
the nucleotide alignments is that the regions containing
the AKH genes in D. tnelanogaster and S. nitans share an
identity with the IBS2 motif (nt 225 -231 and 681--ó89 in
Fig. 2), which appears to be a region for insertion or
climination of self-splicing Group II introns (Morl and
Schmelzer 1990; Yang et al. 1996) . By assuming such a
function for these regions, and the fact that they have
become nuclear introns, it is possible that even when the
exon-exon junction site does not show 100% identity
with the IBS2 motif, regions sharing similarities may be
con sidered echoes of the insertion or elimination of both
introns in the precursors of APGWamide, AKH, and
RPCH .

Acc ording to this assumption, the exons of AKH
genes lacking one or both introns might have contained
sites for splicing enhancers and/or binding domains for
splicing auxiliary factors , which may have participated
in the processing of the pre-mRNA of the ancestral
molecule . Although such motifs no longer participate in
a splicing process due to the lack of an intron, their
presence could reflect indirect evidence of their role in
the proce ssing of the eliminated intron. In this regard.
all possible exons have the consensus proposed by Liu et
al. (1998) and by Schaal and Maniatis (1999). The se­
quence AGAGC (nt 56-60) is present in the first exon (nt
9-229) of D. melanogaster. This is similar to the binding
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motif for SRp40 proteins (sequence consensus ACDGS,
where S = G/C and D = not T) and a c1ass 11 motif F
(nt 65-76), characteristic of pyrimidine-rich enhancers
(TCCTC) . This motif is also in the same position in the
AKH of L. migratoria, whereas M. sexta has a c1ass JI
motif E (TCrrC) in the same position, but the gene lacks
exons (regions 1 and 2 in Fig. 2). Near the 3' end of the
first exon in the D. melanogaster AKH precursor (region
3), the S. nitans gene, which lacks an intron, has the
motif SRSASGA (nt 142-148), similar to the binding
site for SF2IAFS protein. This motif is also present in
region 3 of the precursors of S. gregaria. L. migratoria.
and C. maenas. In this region, precursors of C. sapidus,
L. stagnalis, M. edulis, and AKH III of L. migratoria
have motifs similar to those recognized by SRp40 pro­
teins . A. californica and M. edulis precursors have se­
quences resembling those of splicing enhancers, that is,
c1ass II motif E (Fig. 2).

In a similar fashion, at the 3' end of the second exon
of AKH 1 and II of S. nitans (nt 683-684). what could be
a c1ass II motif F (nt 629-656) precedes the intron. This
motif is also prescnt in AKH I and II of S. gregaria and
L. migratoria.

In region 5, motifs similar to the binding site of
SRp40 and c1ass II motif D (TCTCC) are present in thc
precursors of M. sexta and D. melanogaster. respec­
tively. Neither species has introns in this position. Re­
gion 5 bears homology with the AKH precursors of B.
disco idalis , AKH III of L. migratoria, the RPCH precur­
sors of C. sapidus and C. maenas, and the APGWamide
precursors of A. californica and L. stagnalis, in which a
possible SRp40 motif is also present. Additionally, in M.
edulis and in AKH 1 and II of S. gregaria and L. migra­
toria, possible c1ass I (GGGGA) and class 11 A motifs are
presento respectively (Fig . 2).

Although no motif mentioned thu s far has been tested
experimentally, these features might suggest that the
ORF in the ancestral gene could possibly have been con­
stituted by three exons separated by two introns . Ir so,
the first exon could have contained part of the 5'UTR
end, the start codon, the nucleotides encoding the signal
peptide, and the first codon for RPCH. The second exon
could have encoded the APGWamide copies. It might
have been localized between the nucleotides coding for
amino acid residues 2-4 of RPCH, preceding one of the
APGWamide copies. Finally , the third exon might have
contained the last codons of the related peptide and the
3'UTR.

From our analyses, we propose that the AKHJRPCH
family could have originated from rearrangements of one
ancestral gene (AKHIRPC/APGWamide-like) or by re­
combination of two ancestral genes (AKHlRPCH-like
and APGWamide-like) . In any event, loss of domains in
the first exon might have formed what later became the
signal peptide and the first codon for the Glu residue in
RPCH. In the second exon, this loss of domains could

result in the union of the nucleotides forming amino acid
residues 2-5 with the subsequent copy of APGWamide,
írorn which the ami no acids forming RPCH are derived.
The third exon possibly underwent fewer variations in all
molecular species considered in this study . Selection pres­
sure acted to maintain the peptidic domain con serving

the required Cys for AKH dimerization and for the pro­
cessing of the prohorrnone (Fischer-Lougheed et al. 1993).

Once the RPCH precursor was formed, the gene was
inherited in crustaceans and preserved in insects, in
which more variations have appeared; in sorne species,
an intron was lost , as is the case for D. melanogaster and
S. nitans, while in others, such as M. sexta , both introns
were lost to forrn AKH. Future cloning of RPCH and
APGWamide genes will allow a more precise under­

standing of intron rnovements in the AKHIRPCH family .
The search for the ances tral gene of AKHlRPCH and

APGWamide ma y be conductcd in other mollusks, as
well as in other invertebrates , In the nematode Panagrel­
lus redvivus . a peptide has been identified with physi­
ological acti vity similar to that of the AKHIRPCH pep­
tide s (Dave nport et al. 1991); however, its structure is
still unknown. To interpret these physiologic similarities,
one must bear in mind that, although orthologous struc­
tures or sequences may correspond to homogeneous
molecules stemming from a common molecular ances­
tor. they do not necessarily retain the original func­
tion(s) (Fitch 1970; Goldsworthy 1994). The neuropep­
tides AKH, RPCH, and APGWamide are a good
example of this functional diversification, because while
APGWamide's main known function appears to be the
regulation of reproductive behavior and muscle control
(Favrel and Mathieu 1996 ; Smit et al. 1992; Fan et al.
1997) . RPCH regulates pigment position and neuronal
activity (Garfias et al. 1995; Swensen and Marder 2000)
and A KH eontrols lipid and carbohydrate metabolism
(Stone et al. 1976). This functional diversity suggests an
independent evolution of the receptors to these peptides
and has becn documented (Goldsworthy 1994; Hoyle
1999 ): the same bioactive molecule carries out entirely
different functions in various phyl a. The evidence of bio­
logical cross-reactivity between these peptides suggests
that sorne molecular similarities may be found among
reeeptors (Mordue and Stone 1976, 1977; Dallman et al.
1981). Sorne structure-function correlations have been
reported for members of the AKHIRPCH family (Lec et
al. 20(0), but to date sufficient information on receptor
structure is still lacking.

Given the fast rate at which information on the ge ­
nomic structure of vari ous species is being accrued, our
scope for future comparisons wilI widen and more de­
tailed result s will be produced.

Acknowledgments . We thank Ma . Tere sa Pachec o Reyes for her ex­
pert secretaria! assistancc. Thi s work was supported by Grants 30595-N
(to J.V.) and 28089 -N from the Consejo Nacional de Ciencia y Tec­
nología. México.



References

Bek E, BeITY R ( 1990) Prohormonal cleavage sites are associated with
n loops. Biochemistry 29:178-183

Bogerd J. Kooiman FP. Pijnenburg MAP. Hekking LHP, Oudejans
RCHM , Van der Horst DJ (1995) Molecular cloning of the threc
distinct cDNAs, each encoding a different adipokinetic hormone
precursor of the migratory locust , Locusta migratoria. J Biol Chem
270:23038-23043

Bradficld JY, Keeley LL (1989) Adipokinetic hormone gene sequencc
from Manduca sexta . J Biol Chem 264:12791-12793

Brakch N, Rholam M, Boussetta H. Cohen P (1993) Rolc of ¡3-turn in
proteolytic processing of pcptide hormone precursors al dibasic
sites. Biochemistry 32:4925-4930

Cerff R (1995) In: Gü M. Schimmel P (eds) Tracing biological evolu­
tion in protein and gene structures. Elsevier, New York. pp 205­
227

Croll RP, Van Minnen J, Smit AB, Kits KS (1991) APGWamide:
Molecular, histological and physiological examination of a novel
neuropeptide . In: Kitts KS, Bocr HH, Joosc J (eds). Molluscan
neurobiology. North-Holland, Amsterdam , pp 248-254

Dallmann SH, Herman WS, Carlsen J, Josefsson L (1981) Adipokinetic
activity of shrimp and locust peptide hormones in butterflies. Gene
Comp Endocrinol 43:256-258

Davenport TRB , Isaac RE, Lee DL (199 1) The presence of peptidcs
related to the adipokinetic hormonelred pigment -concentrating hor­
mone family in the nematode , Panugrellus redivivus. Gen Comp
EndocrinoI81:419--425

Fan X, Croll RP, Wu B, Fang L, Shen Q. Painter SD, Nagle GT ( 1997)
Molecular cloning of a cDNA encoding the neuropeptidcs
APGWamide and cerebral peptide 1: Localization of APGWamid c­
like imrnunoreactivity in the central nervous systern and male re­
productive organs of Aplysia . J Comp Neurol 387:5J-ó2

Favrel P, Mathieu M (1996) Molecular cloning of a cDNA encoding
the precursor of Ala-Pro-Gly-Trp amide-related neuropeptides from
the bivalve mollusk Mytilus edilus . Neurosci Len 205:210-214

Fernlund P, Josefsson L (1972) Crustacean color change hormone :
Amino acid sequence and chemical synthesis. Science 177:173­
175

Fischer-Lougheed J, O'Shea M, Cornish 1, Losberger C. Roluet E,
Schulz-Allen MF (1993) AKH biosynthesis : Transcriptional and
translational control of two co-localized prohormoncs. 1 Exp Biol
177:223-241

Fitch WM (1970) Distinguishing homologous from analogous proteins.
Syst zeot 19:99-113

Gade G (1993) Structure-activity-relationships for the lipid-mobiliza­
tion action of further bioanalogs of the adipokinetic hormone red
pigment-concentrating hormonc family 01'pept ides. J lnscct Physiol
39:375-383

Gade G. Reynolds SE. Beeehing JR (1994) Molccufar evohuiou of
peptides ofthe AKH/RPCH family. In: Davey KG, Peter RE, Tobe
SS (eds). Perspectives in cornparative endocrinology. National Re­
search 01'Canada, Ortawa, pp 486-492

Gade G, Hoffmann KH, Spring lH (1997) Hormonal regutation in
insects: Facts, gaps, and future directions, Physiol Rev 77:963­
1032

Garfias A, Rodríguez-Sosa L, Aréchiga H (1995) Modulation of cray­
fish retinal function by red pigmem concentrating hormone . J Exp
Biol 198: 1447-1454

Gauss G, Kleinho1z LH, Kegel G, Kcllcr R (1990) Isolation and char­
actcrization 01' red pigment-concentrating hormone (RPCH) from
six crustacean species. J Comp Physiol 160B:373-379

Geourjon C, Deléage G (1994) SPOM : A self-optimized method for
prOlein secondary strueture prediction. Protei.. Eng 7:157-164

Gibrat JF, Garnier J, Robson B (1987) Further developments of prolein
secondary strueture prcdiction using information theory. J Mol Biol
198:425-443

713

Goldsworthy GJ (1994) Adipokinetic hormones of insects: Are they
insect glucagons? In: Davey KG, Peter RE, Tobe SS (eds). Pcr­
spectivcs in comparative endocrinology. National Research 01'
Cunada. Ouawa, pp 486-492

Goldsworthy GJ. Lec MJ. Luswata R, Drake AF, Hyde D (1997) Struc­
tures, assays and receptors for Locust adipokinetic hormones.
Comp Biochern Physiol 117:483-496

Hayes TK, Keeley LL, Knight DW (1986) lnsect hypertrehalosemic
hormone: Isolation and primary structure from Blaberus discoidalis
cockroachc s, Biochem Biophys Res Cornmun 140:674-678

Hoyle CH ( 1999) Neuropeptide families and their reccptors: Evolu­
tionary perspectivos. Brain Res 848:1-25

Klcin JM, Mohrher CJ, Sleutels F. Janeke N, Riehm JP. Rao R (1995 )
A highly conserved red pigment conccntrating hormone precursor
in the blue crab Callinectes sapidus . Biochem Biophys Res Com­
mun 212:151-158

Kuroki Y, Kanda T, Kubota l. Fujisawa Y, Ikeda T, Miura A, Mina­
mitake Y, Muneoka YA ( 1990) Molluscan neuropeptide related lO

the crustacean hormone RPCH. Biochem Biophys Res Cornmun
167:273-279

Lacombc C, Greve P, Martin G (1999) Overview on the sub-grouping
[O the crustacean hyperglyccmic hormone family. Neuropeptides
33:71-80

Lee MJ, Goldsworthy GJ (J 995) Acetate uptakc assay: Thc basis for a
rapid method for determining potencies of adipokinetic pcptides for
structure -activity studies , J lnsect Physio1 41:163-170

Lec MJ, dc long S, Gade G, Poulus C, Goldsworthy GJ (2000) Math­
crnatical modeling of insect neuropeptides potencies: Are quanti­
tatively predictive models possible? lnsect Biochem Mol Biol 30:
899-907

Le Roith D. Shiloach J. Roth J (1982) ls there an earlier phylogenetic
precursor that is common lO both the nervous and endocrine sys­
tems? Peptides 3:211-215

Leszczynsky Jf', Rose GD (1986) Loops in globular proteins : A novel
category of secondary structure. Science 234:849-855

Lewis DK, Jezierski MK. Keeley LL. Bradfield JY (1997) Hypcrtre­
halosemic hormone in a cockroach : Molecular cloning and expres­
sion , Mol Cell Endocrinol 130:101-108

Linck B, Kelin JM, Mangerich S, Keller R, Weidemann WM (1993)
Molecular cloning of crustacean red pigment concentrating hor­
mone precursor. Biochem Biophys Res Commun 195:807-813

Liu HX. Zhang M, Krainer A (1998) Identification 01' functional exonic
splicing enhancer motifs recognized by individual SR proteins .
Genes Dev 12:1998-2012

Michalik J. Szolajska E. Lombarska-Sliwinska D, Rosinski G, Ko­
nopinnska D (1998 ) Hypertrehalosemic insect peptide periplanetin
CC-2 and its analogues : Synthesis and biological evaluation. Eur J
Enlomol 95: 1-7

Mordue W. Stonc JY (1976) Compari son of the biological activities of
an inseci and crustacean neurohormone that are structunally similar.
Naturc 264:287-289

Mordue W, Stone JY (1977) Relativo potencies 01'locust adipokinetic
hormone and prawn red pigment-concentrating hormone in insect
and crustaccan systems. Gen Comp Endocrinol 33: I03-IOR

Mor! M. Schrnelzer C (1990) Integration of group 11 intron bll into a
foreign RNA by reversal of the self-splicing reaction in vitro. Cell
60:629--636

Noyes BE. Schaffer MH (1990) The structurally similar neuropeptides
adipokinetic hormone 1and 11 are derived from similar, very small
niRNAs. J Biol Chem 265:483-489

Noyes BE, Schaffer MH (1993) The closely relalcd neuropeplide genes
encoding adipokinetic hormones 1 and 11 have very different 5' ­
flanking regions. DNA Cell Biol 12:509-516

Noyes BE. Katz FN, Schaffer MH (1995) Identification and exprcssion
01'the Dro .wpllíla adipokinelic hormone gene . Mol Cell Endoerinol
109:133-141

O'Neill lB, Pcrt CB, Ruff MR, Smith CC, Higgins WJ, Zipser B (1988)



714

Idcntification and charac terization of the opiate receplor in the cili­
ated protozoan, Tetrahymena . Brain Res 450:303-315

Paolillo L, Simonctti M, Brakch N. D' Auria G. Saviano M. Dettin M.
Rholam M, Scatturin A, Di Bello C. Cohen P (1992) Evidence for
the presence of a secondary structure al the dibasic processing site
of prohormone: lOe pro-oxytocin model. EMBO J 11:2399- 2405

Rayne RC, O'Shea M (1993) Structural requiremen ts of pro ­
adipoki netic hormone 1. FEBS Lett 217:905-911

Rholam M, Nicolas P. Cohe n P ( 1986) Precursors for pcptide hormo nes
share common secon dary struct ures forming features al the proteo­
lytic processing sitcs . fEBS Len 207: l-{i

Rholam M, Cohen P. Brakch N, Paolillo L. Scauurin A. Di Bello C
(1990) Evidence for l3-turn structure in model peptides reproducing
pro-oxytocin/neurophysin proteolytic processing site, Biochem
Biophys Res Commun 168:1066-1073

Rzhetsky A. Aya la FJ, Hsu LC. Chang C. Yoshida A (1997) Exonf
intron struct ure of aldehyde dehydrogenase genes supports the "in­
trons-late" theory. Proc Natl Acad Sei USA 94:682()-{i825

Schaal TM. Maniatis T ( 1999) Sclection and charactcrization of pre­
mRNA splicing enhancers: ldentification of novel SR protcin­
specific enhancers sequences. Mol Cell Biol 19:1705-1719

Schulz-Allen MF, Roulet E. Fischer-Lougheed J, O'Shea M (1989)
Synthesis of a homod imer neurohormone precursor of locus adipo ­
kinetic hormone studied by in vitre translation and cONA cloning ,
Neuron 2:1369-1 373

Sjostrorn M. Wold S. Wieslander A, Rilfors L ( 1987) Signa l peptide
amino acid sequences in Escherichia coli contain inforrnation re­
lated lO final prorein localization . A rnultivariate data analysis.
EMBO J 6:823-831

Smit AB, Jimenez CR, Dirks RW, Croll RP, Geraerts PM (1992) Char­
acterization of a cDNA clone encoding multiple copies of the neu­
ropeptide APGWamide in the mollusk Lymnaea stagnalis. J Neu­
rosci 12:1709-1 7 15

Stone JV. Mordue W. Batley KE. Morris HR (1976) Struct ure of locust
adipokinetic hormone . a neurohonnone that regulares lipid utiliza­
tion during flight . Nature 263 :207-211

Swensen A, Marder E (2000) Multiple peptides conve rge to activa te the
samc voltage-depcndem current in a central pattern generating cir­
cuit . J Neurnsci 20:6752-{i759

Thomp son JD. Higgins OG. Gibson TJ (1994) CLUSTAL W: Improv­
ing the sensitivity of progressive multiple sequence alig nmen t
through sequence weighting, position specific gap penalties and
weighting matrix choice . Nucleic Acids Res 22:4673-4680

Yang J. Zimmerly S, Perlman PS, Lambowitz AM (1996) Efficient
integration of an intron RNA into double-stranded DNA by reverse
splicing . Nature 381:332-335

Ziegler R, Cushing AS. Walpole p. Janensky RO, Morirnoto H (1998)
Analogs of Manduca adipokinetic hormone tested in bioassay and
in a receptor-binding assay . Peptides 19:48 1-486



. MSN Hotmail- Mensaje Página 1 de 3

. ~

.. __._- '~ Hotmail Hoy ICorreo ICalendario IContactos I
szruzal@hotmail.com Boletines gratuitos I (

@ Responder I @,J Responder a todos I~ Reenviar I )< Eliminar I 0 Bloquear I~ No deseado ... I~ Colocar en carpeta ...

De:

Enviado el:

Para:

Asunto:

<peptldes@pbrc.edu>

Miércoles, 10 de Noviembre de 2004 09:11:59 p.m.

szruzal@hotmail.com

PEP, Editor's decision: revise, zinker, szruzaL20041015/2,
Circadian osclllatlo...

4- I~ I )< I ~ Bandeja de entrada

Oear Or zinker,

On 22-0ct-2004 you submitted a revised paper
number PEP szruzal 20041015/ 2 to Peptides enti tle d :

'Circadian oscillations of RPCH gene e xpression in the eyestalk of the crayfish
Cherax quadricarinatus'

Your paper has been reviewed and requires revi s ion before it can be considered
further .
Please revise your paper according to the following comments:

1 believe that we may eventually be able to publish your manuscript, but not in
its present formo The comments of our editorial consultants are included below.
I t will be necessary fo r you to revise your man uscr i p t to incorporate the
recommendations and criticisms of our referees where appropriate.

If you choose to revise your manuscript, please include a d etailed cover letter
outlining the specifi c modif ications you have made . We look forward t o receiving
your revision in the near fu ture.

Sincerely,

ABBA J . KASTIN, M.O

REFEREE #1:

Thank you for sending us the manuscript "Circadian oscillations of RPCH
gene expression in the eyestalk of the crayfish *Che r a x quadricarinatus*"
by Francisco Martinez-Perez et al. Hugo Arechiga, to whom this paper is
dedicated, president of his National Academy of science, was a dear
friend, and 1 am certainly in favor of seeing any paper published that
honors his memory, as I should have done before now, if 1 c ould sleep less.
But I do have a problem which 1 formulate as the need for methodologic
clarification and quantificat ion.
The authors may wish to amp l ify on the beta-act in mRNA cosino r rhythmic
i nd e x which "tend[ sl to give a straight line in periods of 48 h" (non
seq ue t u r ) . Equally, they should provide numerical values fo r a mpl i tud e
when "the same index for the mRNA of RPCH gives a sinusoidal f u n c t i on " .

The amplitudes, preferably
with uncertainties, should be tested for the d i f f erence impli ed . "A cosinor
method is a procedure providing parameters with t heir uncertain t ies."
There are also parameter tests f o r comparisons (1 ) . We shal1 gladly help
them if they s end us numerica l data - doubly in Hugo's memory and, of
course, 1 wave anonimity, if you want to send t hem a copy o f this letter .
With very best regards, Franz

Franz Halberg, M.O .
Dr. h .c. (Montpel1ier),
Dr . h .c. (Ferrara),



- MSN Hotmail - Mensaje

Dr. h.c. (Tyumen),
Dr. h.c , (Brno)
Dr. h.c . (L'Aquila)
Professor of Laboratory Medicine and Pathology,
Physiology, Biology, Bioengineering and Oral Medicine

Director, Halberg Chronobiology Center
University of Minnesota
Mayo Mail Code B609

Dept of Laboratory Medicine
Minneapo lis Camp u s
420 Delaware Street SE
Minneapolis, MN 55455, USA
TEL (651) 45 4- 633 4 or 4B4-3160

(612) 624-6976 or 624 -3144 or 245-7930
FAX (612) 624-99B9
E-MAIL halbeOOl@tc.umn.edu
WEB SI TE http ://revilla.mac.cie.uva.es/chrono

1 Bingham C, Arbogast B, Corn "":lissen Gui l l a ume G, Lee JK, Halberg F.
Inferential statistical methods fo r estimating and comparing cosinor
parameters. Chronobiologia 19B2; 9: 397-439.

REFEREE 112:

Página 2 de 3

Review: ¡®Circadian oscillations of RPCH gene express ion in the eyestalk of the
crayfish Cherax quadricarinatus¡-. Martinez-Perez et al.

In the manuscript by Martinez-Perez, the authors describe for the first time the
primary sequences o f the cDNA for the neuropeptide hormone RPCH and for :A-actin
in a species o f crayfish (in t h i s case Cherax quadricarinatus), and specifically
compare the RPCH sequences with other crustaceans and insects . Of greatest
interest , while previous evidence s up po r t e d the concept that RPCH levels vary
according to a circadian rhythm and are associated with the regulation of
movement of retinal pigmentation, the authors provide evidence at the DNA/RNA
level that RPCH synthesis follows a circadian rhythm when animal~ are exposed to
a 12:12 h light/dark cycle and a bimodal ultradian rhythm during constant
darkness . The manuscript adds significantly to our understanding of the r ole of
RPCH in the regulation of important physiological cycles in crustaceans and
should be of interest to the general readership of Peptides .

p . 2, line 5: Replace ¡®tend¡ - with ¡®tends¡-
p . 3, line 12: Change ¡®immunocitochemistry¡- with ¡®immunocytochemistry¡
p . 3, line 16: Replace ¡®The¡- with ¡®Two¡-, add ¡®have been¡- after
¡®mechanisms¡-, and move ¡®proposed¡- to a position between ¡®have been¡ and
¡®to explain¡-
p. 3, line lB : Replace ¡®: ¡- with ¡®. ¡- And ¡®the¡- with j®The¡-, and add
¡®and¡- after ¡®[2B ,2 3] ¡-. Change ¡®[2B,23] ¡- to [23,2B] ¡-
p. 3, line 20: Ch a n g e j®mOvements ¡- to ¡®mOVement¡-
p. 4, l ine 9: Insert j®a¡- between ¡®as¡- and ¡®r e c o gn i t i o n site¡
p. 4 , line 12: Replace ¡®have¡- with ¡®adopt¡--
p. 4 , l i ne 13 and line 15: Replace ¡®cisteine¡- with ¡®cysteine¡ and
¡®cistine¡- with ¡®cystine¡-
p . 5, line 4 : Replace j®s ub j e c t e d ¡- with ¡®subject¡-
p. 5, line 15: Remove ¡®, ¡- after ¡®hemolymph¡- and add ¡®all¡- before
¡®change¡ as well as ¡®according to a¡- ·after ¡®change¡-
p . 5, line 16: Replace ¡®circadianly¡- with ¡®circadian rhythm¡-
p. 5, line lB : Replace ¡®it¡ - with ¡®the circadian¡- and ¡®exposition¡ with
¡®exposure¡
p. 15, line 12: Replace ¡®s earch¡- with ¡®searched¡­
p . lB, line B: Replace ¡®mean ¡ with ¡®meanS¡-
p . lB, line 13: Remove ¡®an¡
p. 19, line 11: Insert ¡®in a¡- between ¡®behaves¡- and ¡®circadian¡-; change
¡®circadianly with ¡®circadian fashion¡-
p. 30, line 2 : Change ¡®cisteine¡- with ¡®cysteine¡-
p . 30, Fig. 5 caption, line 6 and 7: Replace ¡®daytime¡- with ¡®Daytime¡-;
change ¡®Depict¡- to ¡®depicted¡- and move it after ¡®Daytime is¡-; replace
¡®in¡- with ¡®by¡- on lines 6 and 7



http://www.elsubmit.com/esubmit/pep/szruzaI/20041o15/

Kind regards,

Professor and Endowed Chair
Pennington Biomedical Research Center
6400 Perkins Road
Baton Rouge, LA 70808-4124
Tel: (225) 763-0266
Fax: (225) 763-0265

Peptides: E-submission
For queries about the E-submission website please contact
authorsupport@elsevier.com

For queries specific to this submission please contact: peptides@pbrc.edu

,1- I <~ I >~ I ,:~ Bandeja de entrada

...: . _ L o _ • ...i..."." ~ •.• _ .. '- . _ ~. ..~ ~ • . ' ''''- - . '

l. /~~S ~.,d 0', ( .?h'yl. •/e.J<!L.:..~~2!j&'<hu-l-' C;; ¿~/

JI'. '%~ F. .
\Á~.L<~ rf:.~a.I.?> LC.~"¿~~..¿~·~J7a~M(
~)-rr~d~~. :" . ~~uk-jo

e)!,~~~3 " " ~;~i'?; J9~ - # 1



Circadian oscillations of RPCH gene expression in the eyestalk of the crayfish

Cherax quadricarinatus.

Francisco Martínez-Pérez"' b, Samuel Zinker", Guadalupe Aquilar", Jesús Valdés'' and

Hugo Aréchiqa": 1.

a, "Posqraduate School of Biological Sciences. Facultad de Ciencias. Universidad

Nacional Autónoma de México. México, D. F. 04510. México. bDepartment of

Genetics and Molecular Biology and 'Department of Biochemistry. Centro de

Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. Apartado

Postal 14-740. México, D. F. 07000. México. 'Division of Research and Postgraduate

Studies. Facultad de Medicina. Universidad Nacional Autónoma de México. México,

D. F. 04510. México.

Corresponding Author:

Dr. Samuel Zinker.

Departamento de Genética y Biología Molecular. CINVESTAV-IPN. Apartado Postal

14-740. México, D. F. 07000. México.

Tel: (55) 5061-3800 ext. 5322.

Fax: (55) 5061-3931.

E-mail address:szruzal@hotmail.com.

1



1. INTRODUCTION

Migration of crustacean pigment granules in the tegumentary chromatophores

and in the retinal cells is modulated by circadian oscillations as a result of the action

of c1assical neurotransmiters like 5-hydroxytryptamine, norepinefrine and dopamine.

The former two promote the action of the Pigment Dispersing Hormone (PDH) and

the later one promotes the action of the Red Pigment Concentrating Hormone

(RPCH) [1-2]. The neuropeptides PDH and RPCH are members of the

chromatophorotropic hormones and are synthesized by the X organ-sinus gland

system located in the optic peduncle of crustaceans [3-4]. RPCH is also synthesized

by neural groups of the medulla interna, the medulla externa and the medulla

terminalis of the crustacean eyestalk [4-6]. The concentration of RPCH in the lamina

ganglionaris plus the X organ-sinus gland system, as shown by immunocitochemistry

measurements, is the highest [5]. RPCH is an octapeptide [7-9] that induces

retraction of pigment granules from the pigment tegumentary chromatophores [5-6]

and from the distal segment of retinal cells [10]. In contrast, PDH is an

octadecapeptide with an opposite functional role since it elicits dispersion of pigment

granules in the same target cells [2-3]. The proposed mechanisms to explain granule

distribution after RPCH and PDH interaction with their receptors comprise: the

intracellular increase of Ca+2 concentration [11-12] , the regulation of cyclic nucleotide

concentration by increased biosynthesis or by degradation and movements along the

cytoskeleton microtubules [13]. PDH is released also by a neural reflex, triggered by

light acting on extra-retinal photoreceptors [2].
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The structure of RPCH is closely related to the neuropeptide family known as

Adipokinetic Hormone (AKH) . This hormone controls lipid and carbohydrate

metabolism in insects [14]. Since AKH induces pigment concentration in crustacean

chromatophores, as RPCH does, and RPCH induces hypoglycemia in insects [15],

as AKH does, they are considered as a single RPCH/AKH family, probably sharing a

common origin [16]. The amino acid alignment of the RPCH/AKH peptides has

revealed a common overall architecture. The hormones start at the signal peptide of

19 to 25 amino acid residues [22], followed by the RPCH or AKH active peptide

sequence, then the 2 basic amino acids Lys-Arg, serving as recognition site for

protease activity [17] and ending at the related peptide, that has 72 amino acid

residues in crustaceans and 32 amino acid residues in several insect species. These

peptides have similar a-helix and random coil secondary structures [16] . The

precursors of the propeptides form disulfide bonds between 2 cisteines: one located

in the related peptide and the other one located either in the related peptide, or in a

few cases , in the signal peptide. The cistine produced, is essential for dimmer

prohormone c1eavage at the Lys-Arg peptide bond [18]. In all crustacean species

studied, the RPCH primary structure is: pGlu-Leu-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-NH2 [8].

It was assumed that RPCH was present exclusively, in crustaceans, but recently a

similar peptide, with lIe as the amino residue in position 2, which functions as a Iipid­

mobilizing hormone, was recently found in the corpora cardiaca of the stinkbug

Nezara víridu/a [16].

Numerous members of the RPCH/AKH family are known, but only two cDNAs

from crustaceans, those from the crabs Carcínus maenas [7] and Cal/mee/es sapídus

[9] have been reported . In contrast, cDNAs from 10 insect precursor peptides that

3



belong to Locasta mlgratona[20] , Sc!7is'/ocercagregana[18, 21], Sc!7ístocerca nítans

[22] , B/abelZ/s díscorda/ís [23] , Mandl/ca sexta [24] and Drosop!711a me/anogaster[25]

are known.

The movement of retinal pigments is subjected to circadian cycles in the crayfish.

The pigments are dispersed during the day and they concentrate during the night,

even in animals which were kept in constant darkness [26-27]. In the dark, the

movement of the distal pigment is toward the corneal end of the compound eye,

whereas the proximal pigment moves in the opposite direction, toward the

photoreceptor axons in the proximal part of the retinal cells [10, 26-27]. As a

consequence of both events, the rabdhom area is widely exposed to light.

Crustacean neurohormones, like RPCH, playa role in altering the output of rhythmic

pattern generators. RPCH concentration in the crayfish shows seasonal changes

with maximum values in the summer months and minimum values during winter time

[28]. The RPCH synthesizing neurons electrical activity of [29] , as well as the RPCH

release to the hemolymph, and the amount of this peptidic hormone [3D], change

circadianly. Modulation of retinal pigment distribution in P c/arkli'related to RPCH has

been described also [10,31] ; its minimal concentration is detected early during the

daytime and it increases to a maximum after 12 h of Iight exposition, decreasing

afterwards throughout the night. Circadian rhythms of this hormone have been

detected by immunological measurements in the same experimental animal [30].

In this work we asked whether the oscillations of RPCH detected by

immunochemistry, are reflected or not, at more basic molecular levels, like the

transcription of genes, and if they are sensed or not as 24 h rhythmic circadian

oscillations. To that end 12:12 h lightldark experiments were carried out to measure
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the amount of mRNA for RPCH and for f3-actin . The results show relatively constant

levels of f3-actin mRNA in lighUdark or dark/dark schedules and circadian or ultradian

oscillations of the mRNA for RPCH in lighUdark or dark/dark schedules, respectively.
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2. MATERIALS ANO METHOOS

2 1. Expenmentalanlmals

The crayfish ClJerax quadn"can"natuswas bought from a local fishery supplier.

Adult specimens were used, without distinction of sex, in intermolt at the time of the

experiment and with food ad libitum. The animals were kept at constant temperature

in a 12:12 h IighUdark program for at least 2 weeks before the experiment. Light was

on from 8.00 to 20.00 h daily . A separate group of animals was kept in darkness from

3 weeks up to 4 months.

221solation 01DNA andRNA from C. quadncarínatus

Genomic DNA was extracted from muscular tissue [32], then purified , firstly

using a DNAzol kit (Stratagene; instructions given by the supplier) and secondly by

centrifugation through a CsCI density gradient. DNA was dissolved in buffer TE and

kept frozen at -70 oC. RNA was extracted from the eyestalks, the hepatopancreas,

the gallnuts and the muscle. Every 3 h the organs were obtained and immediately

dropped into liquid nitrogen. For eaeh time point 10 organs were pooled. RNA

extraction from the eyestalks was problematic since polysaccharides, phenolic

compounds, carotenes and retinal pigments interfere with its obtention. Therefore,

we followed the modified method here described. Total RNA was extracted from the

medulla after removal of the exoskeleton, the fat, the connective tissue and the

dissection of the retina [33-34] . The medulla was immersed in 3 mi of Iysis buffer (4

M guanidine thiocyanate, 25 mM sodium citrate , 0.5% sarcosyl, 0.1 M 2­

mercaptoethanol, pH 7.0) plus 1 vol of water-saturated phenol and was mechanically

disrupted, in the presence of 100 mg/ml of glass-beads (0.5 IJ in diameter), by 5
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alternate periods of 1 min highest speed vortexing and 1 min cooling in ice-water at 4

"C. The tissue Iysate was mixed with 0.4 vol of a chloroform-isoamyl alcohol (24:1)

solution and centrifuged at 17 600 9 for 45 min at 4 oC. The upper phase layer was

saved, mixed with 0.1 vol of high salt solution (1.2 M NaCl, 0.8 M Sodiurn acetate),

0.9 vol of isopropanol and incubated at -20 "C. The precipitated RNA was

centrifuged, dissolved in 700 ~ of Iysis buffer, precipitated with 1 vol of isopropanol at

-20 "C for 1 h and washed with 75% ethanol. The purified RNA was dissolved in

water and its concentration was calculated by absorbance measurements at 260 nm.

Total RNA integrity was tested as the absence of rRNA degradation by

electrophoresis in 1% agarose gels [35]. Total RNA was kept in water at -70 "C until

use.

The RNA extracted from the eyestalks, the hepatopancreas, the gallnuts and

the muscle was tested by RT-PCR (8uperscript 11 ; Invitrogen) monitoring the 188

rRNA [36] cONA synthesis from each organ tissue. The primer numbers, their names,

their sequences, and the RNA they belong to are given in Table 1. 500 ng of primer

adaptor #17 were added to 500 ng of total RNA (3:1 ratio of primer to RNA) in a final

volume of 20 od of RT-reaction mixture and incubated at 52 oC for 55 minoThe RNA

was hydrolyzed with a mixture of 0.25 U of RNAse H, 0.5 U of RNAse T2 and 0.5 ng

of RNase A (Invitrogen) for 20 min at 37 "C. The reaction mixture was diluted to 100

<Xl with sterile water and stored at -20 "C. The 188 RNA was amplified using 50 ng of

cONA stock, 0.2 mM each of the 4 dNTPs, 0.5 U of OeepVent ONA polymerase (New

England Biolabs), 5 U Taq ONA polymerase and 100 pM of primers #17 and #18,

dissolved in 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2and 20 mM Tris-HCI (pH 9.4) in 50 od of

reaction mixture and incubated for 27 cycles at 95 oc for 20 sec, 62 oc for 20 sec and
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72 oC for 2 minoThe amplified cONA products were separated by 1% agarose gel

electroforesis and analysed .

2.J C/onlÍlg oílIJe cONAs íor lIJe RPCHprecllrsorandíor lIJe{3-acIlÍl

The cONAs for RPCH and p-actin were cloned by a two step procedure.

Firstly,_partial gene sequences were amplified by PCR to choose a consensus

internal ONA stretch fragment. Secondly, 5' and 3' RACE were performed to

determine the primary sequence of the two ends of the mRNAs.

23. 10esIgn oíoltgonllcleolideprimers íorRPCHorecorsorand{3-acIIÍl clonalion

A consensus sequence stretch for RPCH was selected after alignment of the

cONAs for Ca/ltÍleclessapldlls[9] and Carc/Ílllsmaenas[7]; the intron gene position

for RPCH in C. seo/ous [37] and other introns for the AKH/RPCH family [16] were

taken also into account. The sense primer was #1 containing the last three codons of

the signal peptide and the first four codons plus the two first nucleotides of the fifth

codon of the active peptide. The two anti-sense primers #2 and #3 were targeted to

the exon-exon unión of C. sapidlls and the end of the ORF segment of the two

mentioned crabs, respectively. Primers for p-actin cloninq were synthesized

according to the homologous sequence of the cONA from Procambarlls clarktl[38].

The upper primer was #10 and encompassed nucleotides 263-280; the lower primer

was #11 and comprised nucleotides 407-426 .

23. 1.2 Polymerase CIJalÍl Reaclion. NesledPCR

Reaction mixtures in 50 od contained 100 ng of C. qlladricarínallls

chromosomal ONA, 0.2 mM each of the 4 dNTPs , 0.5 U of Oeep Vent ONA

polymerase (New England Biolabs) and 100 pM of sense and anti-sense primers,

either for p-actin or for RPCH, dissolved in 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 20 mM Tris-
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HCI, pH 9.4. A nested PCR reaction for RPCH was performed, also. The products of

the first PCR reaction were purified by silica-gel columns (Quiagen; as recommended

by the supplier). Incubation was with 5% of PCR products and primers #1 and #3.

Samples were incubated at 95 "C for 20 sec, 50 "C for 20 sec and 72 oC for 30 sec

for 25 cycles.

2.J. 1.3DNA cloning andseouence analysis

Amplification products were separated by agarose gel electrophoresis. They

were excised and eluted from the agarose gels and they were subcloned in plasmid

PCR 3.1 with TOPO isomerase (Invitrogen) as recommended by the supplier. The

products were transformed into E coú·competent cells. DNA nucleotide sequences

were determined by a deoxi sequencing kit (Biosystem Prysm Oye) using an ABI

PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) automatic sequencer. Primary

sequences were compared to other Gene Bank reported sequen ces by BLAST

program o

24RPCHand¡J-actin 5 'and3'endmRNA ampúlicaú"on

The 5' RACE reactions were performed with a Gene Racer kit (Invitrogen) as

recommended by the supplier. mRNA amplification for cONA synthesis was

performed with the Thermosuper Script kit (Invitrogene). Primer adaptors were #4

and #14 for RPCH and p-actin , respectively. The cONA was RNase treated as above

and purified by silica gel columns (Quiagen) as recommended by the supplier. The

anti-sense primer #4 for the RPCH precursor was complementary to the cONA

codons and the primer for p-actin was #12 . Samples were incubated for 35 cycles at

95 oC for 20 sec, 65 oC tor 20 sec and 72 oC for 30 seco The PCR products were

subcloned and sequenced as in 2.J. 1. .J.

9



For 3' RACE reactions the anchor primer was #19, an oligonucleotide of 24

thymines with a S' poly-linker to restriction enzymes Notl, SplJ 1, Pis 1, Vsp 1, and Ase

1. For cONA synthesis Superscript " (Stratagene) was used, as recommended by the

supplier, at 42 "C for 55 minocONA purification was as described for 5' RACE. The

PCR mix reaction was the same as for 18S RT-PCR. Single stranded cONA was

purified using silica-gel columns as suggested by the supplier. The sense primers #6

and #10 were used to amplify RPCH and f3-actin, respectively. The anti-sense for

both reactions was the poly-linker bound to #20. Amplification was for 35 cycles at 96

oC for 30 sec, 65 "C for 20 sec (RPCH) or 50 oC for 20 sec (f3-actin) and 72 oC for 1

mino Analysis of PCR products was as described above.

25Semi-quantitative RT- peR.

RT-PCR semi-quantitative measurement of RPCH and f3-actin were carried

out with their amplified cONA products . For RT-PCR of RPCH and l3-actin, 0.75, 2,

and 3 <XQ of total RNA were added to the reaction mixture. The expected products

were monitored every 3 other cycles beginning at cycle 5. They were visualized in

1% agarose gels and their concentration was measured in pixels (Eagle Eye

Stratagene). The RPCH segment amplified by RT-PCR was from position 124

(primer #8) to position 365 (primer #9) and that for f3-actin was amplified from position

597 (primer #15) to position 1112 (primer #16). In both cases 2 U of Taq polymerase

was used and cycles were for 30 sec at 96 "C, 20 sec at 60 "C and 25 sec at 72 oC.

18S rRNA amplification was from position 59 (primer #17) to position 1791 (primer

#18) [36]. The cONAs relative concentration was calculated at exponential phase of

synthesis using the l3-actin curve as reference . The cONA sequence was confirmed

as in 2.J. 1. .J.
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2 (J Phy/ogene/ic analysis ofihe RPCHprecursorand¡J-acbn.

The C. quaddcadna/us RPCH cONA primary structure sequence alignment

was compared with the cONA sequences of AKH 1, 11, and 111 of Locosta migra/oda

[20], the AKH I and 11 of SclJis/ocerca gregana [18,21], the AKH I and 11 of

Schis/ocerca mlans [22] and the HTH from B/abe/Z/sdiscoida/is [23] , Manduca sexta

[24], Drosophlla me/anogas/er[25] and with the two available cONA sequences of

RPCH precursors from Carcinus maenas [7] and Cal!lnec/es sapidus [9].

The f3-actin gene structures considered were those from cONA primary

structure sequence alignment and were compared with the shrimp Peneus monodon

1 and 2 "GeneBank accession nos. AAC78682, AAC78681", the lobster Homarus

amen'canus "GeneBank accession no. AAK84871", Ar/emla sp. "GeneBank

accession no. X52602" and DaplJnia magna"Gene Bank accession no. CAB99474" .

The precursor alignments were carried out using the program CLUSTAL W [39] with

a 0.05 gap station and gap window p 9.

27S/a/isb'ca/analysis

The calculated cONAs values in each group were normalized to the highest

number of the set. Results were assessed by fitting a single cosine function to the

meted least squares; this analysis adjusts the data to a sinusoidal function and

provides an objective test of whether the amplitude of the rhythm differs from zero.

The cosine function used was: y= M+Acos(xt-f), where yis the variable measured, M

;5 the mesor (mean value of the rhythmic profile), A is the amplitude of the rhythm, x

is the time of the day (expressed in radians , where 24 h = P rad) and f is the phase

angle. A coefficient of determination (¡2) for nonlinear functions was used as an index

of cosinor rhythmicity. Analysis of the data was done using the software ORIGIN.
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3. RESULTS

3. 1Produc/olDNA amplifica/ion

The RPCH gene from C. quadricadna/uswas amplified with primers #1 and #2

(Table 1). The range of sizes covered by the amplification products was between 100

bp to 1500 bp. With these substrates, a nested PCR of RPCH was performed

utilizing the primers #1 and #3. This new PCR reaction gave two well defined ONA

bands with lenghts of 177 bp, for both C. sapidus (Fig 1A,lane 3; control) and C.

quadricadna/us(Fig 1A, lane 4) and 650 bp for the cryfish (Fig 1A, lane 4). The

primary sequence of the C. quaddcadna/us 177 pb RPCH fragment has 98% identity

to the C. sapidus RPCH ONA "Bankit accession no. AF031654". The 650 bp ONA

fragment was non-specific. A sample mixture of total RNA plus primers #4 and #5

was made and an aliquot was used for 5' RACE. The cONA reaction product has 380

bp in length (Fig 1B), and it is 92% identical to the C. sapidus ONA primary sequence

for the pre-pro-peptide of the RPCH endoplasmic reticulum signal structure (Fig 2A).

For 3' RACE primer #6 was used. Three ONA fragments of 400 bp, 560 bp and 590

bp were obtained (Fig 1C). The first two fragments do not correspond to RPCH; the

400 bp cONA fragment is 98% identical to ribosomal protein L-23 from H sapiens

"Bankit accession no. 633162" and the 560 bp cONA is 60% and 57.3% identical to

the POH mRNA of the shrimps M japonicus "GeneBank accession no. AB073367"

and P. vannamei "GeneBank accession no. Y117231" , respective/y. Surprisingly, the

conceptual translation of this fragment is identical to a human ONA sequence located

in chromosome 1 "GeneBank access ion no. 15131847", and 50% homologous to the

Hipertrehalosemic hormone of the cockroach B discoldaús, "GeneBank accession
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no. Q17128", suggesting that the 560 bp fragment may represent a new member of

the RPCH/AKH family "Bankit accession no. 633102". The third 590 bp fragment is

88% identical to the active peptide and to the last portion of the related peptide

cONAs of the RPCH from C. sapidus [9] and C. maenans [7] (Fig 2A; Fig 3). Its

conceptual translation gives rise to the 8 amino acids of the RPCH, followed by the

endopeptidase-sensitive KR dipeptide, the RPCH related peptide and the cisteine in

position 83 (Fig 2A) involved in dimerization and common to all precursors of the

AKH/RPCH family. When all sequences are joined, an mRNA of 645 bp is obtained,

"Banckit accession no. 625501 ", in which the first 111 bp belong to the 5'-UTR,

followed by the 210 bp of the ORF and ending at the 300 bp of the 3'-UTR (Fig 2A). It

should be pointed out that for unclear reasons, amplification of the complete ORF of

the RPCH was not possible, but amplification from codon 13 to the stop codon,

renders the expected 242 bp cONA product (Fig 4). The conceptual translation of this

cONA fragment corresponds to the amino acid primary sequence of the C.

quaddcadnatus RPCH precursor which is 70% homologous to that of C. sapidus [9]

and C.maenas [7].

The l3-actin primers #10 and #11 (Table 1) amplified a ONA segment of 165 bp

(Fig 1, lane 2) that is 92% homologous to the P. c/ark/lprotein sequence. With the

primers for 5' and 3' RACE reactions (#12 and #10, respectively) two PCR products

were obtained: the first one of 515 bp for the 5' end , and the second one of 748 bp

for the 3' end (results not shown). The primers #13 and #14 were used to amplify the

1135 bp l3-actin ORF (Fig 4A) . The first 13 nucleotides correspond to the 5'-UTR

region, the nucleotides 10-12 are the AUG translation initiation codon and the
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conceptual ORF has 378 codons in length (Fig 2B). The ORF conceptual translation

reveals a protein of 377 amino acids with the 3 universal actin proteic signs, namely,

actin1, the actin-related protein sequence, and actin2 , in positions 55-65 , 106-118

and 358-366, respectively (Fig 2B). Two possible sites of polyadenilation are

detected, in positions 1159 - 1165 and 1171 - 1177 (Fig 2B) , "GeneBank accession

no. AY430093".

3.2 ClJanges in RPCHand{J-ac/in mRNA concentra/ion.

The presence of RPCH and p-actin mRNAs was searched for by RT-PCR

amplification in different organs like the medulla, the hepatopancreas, the gallnuts

and the muscle of C. qlladncanna/lIs. It was important to verify our method of RNA

extraction by detecting those mRNAs in the 3h RNA samples. Since by chance, in

anyone time point, the amount of these mRNAs could be normal, low or absent, we

first search for them in a 24 h small pool mixture of the 3h RNA sample collection of

each organ. As expected, the results show cONA fragments of 242 and 1135 bp for

RPCH and p-actin, respectively (Figs 4A and 4B). The specificity of the assay is

shown in the same figures: the RPCH mRNA is detected, exclusively, in the ocular

eyestalk, even after 35 cycles of amplification (Fig 4A), whereas the p-actin mRNA is

present in all organs. On the other hand, it was important for the semi-quantitative

RT-PCR measurements to determine the number of rounds needed for the

quantification curve to reach the midpoint of the exponential phase. They were 27

and 20 for the RPCH and p-actin mRNAs , respectively. The eyestalk chronograms of

the amount of mRNA after normalization are shown in Fig 5. For p-actin, the

coefficient of determination of non-linear functions (r2) by Cosinor analysis indicates

a non-sigmoidal distribution that has a value of 0.080, in animals exposed to 12:12 h
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cycles of IighUdark (Table 11; Figs 5A and 58). A similar analysis of p-actin mRNA, for

animals kept in continuous darkness, is 0.048. Since It is considered that Cosinor

values below 0.05 are not significant, it can be concluded that the p-actin mRNA

does not have significant cyclic modifications throughout the lighUdark schedules or

in continuous darkness. On the other hand, Cosinor analysis of the experimental

mRNA data for RPCH gives an r2 of 0.49, a period value of 23.68 h, amplitude of

11.75 an acrophase length of 9.57 h and its minimal point was at 21 h (Table 11). This

numbers are consistent with the notion of circadian rhythmic cycles of 12:12

lighUdark (Table 11; Fig 5C). In contrast, when the animals were kept in continuous

darkness the mRNA concentration for RPCH was bimodal (Table 11; Fig 5D) with an

r2 value of 0.59 and periods every 7.26 h that reach maximum values at 9 h (14.00 h

real time) and 15 h (20.00 real time) after the initiation of the cycle. The acrophase

and the minimal point were at 15.9 h and 21 h respectively. The amplitude was

28.83 and shows an increment of 2.46 compared to the lighUdark cycle (Table 11).

Therefore in continuous darkness a pattern of ultradian cycles, instead of circadian

cycles, is obtained.
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4. DlSCUSSION

Experimental evidence has been gathered on the association between RPCH

and its rhythmical concentration oscillations in the eyestalk peduncle of the crayfish

[28,30], its circadian clock function [31], its regional distribution and immunolog ical

localization [4], its content in the sinus gland from which it is released to the

hemolymph [30], and its liberation by single XO peptidergic neurons co-cultured with

tegumentary erythrophores [5]. However, little is known on the regulation and

biosynthesis of RPCH at the ONAlRNA level, mainly , because primary sequences of

these nucleic acids in the crayfish are largely unknown. In fact , the ~actin and RPCH

cONA sequences described in this paper are the first ones, as far as we know, to be

reported for the crayfish C. quadn"carinatus and many other crustacean species.

The nucleic acid similitude between C. quadlicaniJatus and other crustaceans and

insects can be established after comparison of the RPCH and p-actin cONA

sequences to those of the AKH/RPCH family. 80, primary cONA sequence

comparison of the p-actin of C. quadricarinatusto the same molecule of the shrimp

Penaeus monodon "GeneBank accesion no. AAC78682.1" , the lobster Homarus

americanus "GeneBank accession no. AAK84871 .1", Dap/mia magna "GeneBank

accession no. CAB99474.1 " and Anemia sp. "BeneBank accession no. 811450"

gave identities of 94%,87%,88%,86%, respectively (Fig 3). In the same context, the

estimated identity of the C. quadn"caniJatus RPCH precursor to that of the AKH I and

11 of the crickets S gregana and S nitans, the AKH I of L. m{qratona and the AKH 111

of L. migratoria and D. me/anogaster, is about 61.7 %, 48 % , 41% and 36 %

respectively (Fig 3). Interestingly, the predicted peptide of the C. quadn"caniJatus590
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bp cONA RPCH fragment (Fig 3D) has 50% homology to the Hypertrehalosemic

hormone ofthe cockroach B. discoida/is, "Banckit accession no. 633102". In contrast,

the RPCH translatable product of the 242 bp cONA fragment from C. quadricanilatus,

shows low homology to the crab RPCH from C. sapidus and C. maenas, which can

be explained by the fact that the former has 20 amino acids less, 7 in the signal

peptide and 17 in the related peptide (Figs 2A and 3).

Altogether, the release of RPCH from the sinus gland to the hemolimph [30], the

activity of this neurohormone, tested by bioassay, as a mean to identify RPCH

secreting neurons responsible for inducing retraction of erithrophores [5] and the

oscillations of the RPCH mRNA (Fig 5C and 50), indicate RPCH secretion. Although

we have no experimental evidence on the inf!uence of E boxes in the

transcription/translation RPCH mRNA control mechanisms, as evidence for

neuropeptide regulation by means of the main clock genes, an indirect evidence of

this inf!uence is the expression of the RPCH mRNA molecule that changes from

lightldark circadian cycles to bimodal dark ultradian cycles (Fig 5C and 50).

Therefore, RPCH is entrained by light since the cells have not been exposed to

another Zeitgeber. The electroretinogram response is dose-dependent in RPCH

injected P. c/ark/7crayfish, where the threshold dose of the neurohormone is 5 times

higher than that for Iight adapted animals [10). Accordingly, the results of this work

show that the amplitude of this change in C. quadricarinatus is 2.45 greater in the

dark than in the Iight (Fig 5C and 50), similar to the response of P. c/ark/7whose

period length is also larger in the dark [30]. At the molecular level, the RPCH content

is around 2 times higher in animals kept in constant darkness than in animals

exposed to lightldark cycles (Fig 5A and B), similar to previous findings of this
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- - - - - - --

laboratory [30-31]. In summary, the role so far demonstrated for RPCH in the

circadian cycle is of an output molecule [40].

In the basal membrane of the ocular peduncle of the crayfish P. c/arkú,'

immunopositive molecules similar to PER have been recently reported [31]. Although

the PER protein itself must be demonstrated, it is very likely that the main

pacemakers of the circadian clock are present not only in P.c/ark/lbut also in C.

quadncarinatusand in all crustacean decapods .

The timing schedule for tissue sample collection is important. We found that 4

h schedules for tissue sampling, instead of every 3 h, results in patterns of circadian

cycles, both in lightldark schedules and in total dark schedules (results not shown).

The RPCH mRNA is not the only one that behaves circadianly in C. quadricarinatus.

Modulation of 18S rRNA and G3PDH mRNA, which change from ultradian to

circadian cycles, has been recently detected in our laboratory (Martinez-Perez et al.

manuscript in preparation). It will be interesting to correlate which neurons generate

the circadian oscillation and if they are the same ones that control RPCH

biosynthesis.
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SUMMARY

The cDNAs of the RPCH and p-actin from the crayfish ClJerax qlladricarinatllswere

amplified, cloned and sequenced. The primary structure sequences of the cDNAs

were compared to other members of the AKH/RPCH family . Fluctuations in the

amount of each one of the messengers were quantified by RT-PCR. The cosinor

rhythms index of the p-actin mRNA tend to give a straight line in periods of 48 h. In

contrast, the same index for the mRNA of RPCH gives a sinusoidal function

indicating circadian rhythmical cycles of 12:12 h lightldark and ultradian cycles in

constant darkness.

KEYWORDS

Crayfish; crustacean; ClJerax qlladncarinatlls, RPCH gene; p-actin gene;

neurohormone; neuropeptide; circadian rhythm; ultradian rhythm.
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LEGENDS ro FIGURES

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of DNA products. A. Control of genomic DNA

amplification for p-actin (Iane 2) and RPCH from Ca!linectes sapidus (Iane 3) and

nested DNA stretch for ClJeraxquaddcarinatus(lane 4). B. 5' RACE (Iane 2) and C 3'

RACE (Iane 2) reactions of the 177 bp RPCH producto Numbers at left are lambda

HlÍldlll (A) and DNA ladder length markers (B and C) and at right are DNA base

pairs (bp). m =marker; pA =p-actin; e =control.

Fig. 2. A. RPCH e quaddcarinatuscDNA prímary structure. The first 87 nucleotides

correspond to the 5' UTR sequence. Signal peptide, (nucleotides 88-150), active

peptide (nucleotides 151-177) and related peptide (nucleotides 184-357). The

underlined letters indicate the upper #8 and lower #9 primers. The italic underlined

letters denote the polyadenilation signal. The conceptual translation amino acids are

indicated and the neuropeptide hormone is in bold italic letters. B. p-actin. The first 12

nucleotides are the 5' UTR sequence. Nucleotides in capital letters show the ATG

initiation codon followed by the rest of the primary sequence up to the stop codon in

nucleotide 1144. The 3' non-translated region (nucleotide 1145 and thereafter) is in

small letters. The two possible sites of polyadenilation (nucleotides 1159-1164 and

1171-1176) are shown in underlined-italic small letters. The upper #15 and lower #16

primers are in capital letters and underlinelined. The universal actin proteic signs of

the conceptual translation polypeptide: actin1 (amino acids 55-65), actine-related

protein sequence (amino acids 96-119) and actin2 (amino acids 357-365), are in

bold-underlined letters.
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Fig. 3. The C. quadncannatus RPCH-precursor amino acid composition (in bold

letters) and other known AKH/RPCH tamily members are compared. The cisteine

needed tor dimmer tormation is in italics and underlined. * stands tor conserved

amino acids.

Fig. 4. Agarose gel electrophoresis ot the ORF regíon ter the RPCH-precursor and J3­

actin. A. C. quadricarínatus RT-PCR amplification ot the eyestalk (E), the gallnuts

(G), the hepatopancreas (H) and the muscle (M) substrates tor 27 (Ianes 2, 4, 7) or

35 cicles (Ianes 3, 5,6) (primers #8 and #9). B. RT-PCR amplification tor 27cycles

(primers #13 and #14). Left side numbers are ONA ladder markers (m) and at the

right side are base pairs (bp).

Fig. 5. J3-actin (A, B) and RPCH precursor (C, O) cONA relative concentration . C.

quadricannatusexposed to 12:12 h cycles of lightldark tor 2 days (A and C) or to

absolute darkness tor 3 (B) and 16 (O) weeks. The intensity and length size (bp) ot

each one of the experimental cONA bands in the gel is shown above each graph.

Numbers above the gel photograph stand tor real time and numbers in the abscissa

stand tor time after the experiment began. Oepict daytime is in c1ear rectangles and

absolute darkness in black rectangles. Lines between squares are experimental data.

Continuous Iines are the calculated cosinor values .
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Table 1

Primer Name Sequence mRNA GeneBank
1 upRPCHcs 5' GTC TCG GCT CAG CTT AAC TTC TC 3' RPCH AF031654
2 lpRPCHcs 5 ' GGC CTC GCT CCT GAT AAG TCG 3 ' RPCH AF031654
3 lpipRPCHcs 5' CTC AGC CCA GGT ACT CCT CAT C 3' RPCH AF031654
4 lprace5RPCHcq 5' ACG AAG GAT GGC ATG AGG AAG GGC 3' RPCH This work
5 1p 5RPCHc q 5' ACC CCT GCC GGG GGA GAA GTT AAG CTG 3 ' RPCH This work
6 uprace3RPCHcq 5' CAG CTT AAC TTC TCC CCC GGC TGG GG 3 ' RPCH This work
7 uporfRPCHcq1 5' CCA AGA ATG GTC CGC GGC AGT 3 ' RPCH Th i s work
8 up o r f RPCHcq 2 5 ' CTG GTG GCC TCC TCC TGC GTC TC 3' RPCH This work
9 lporfRPCHcq 5' CGC ATT TAA CCC ATG TAT TCT TCT TCC 3' RPCH This work

10 upACpc 5' GCT GTG CTG TCC CTG TAC G 3 ' 13-Actin D14612
11 lpACpc 5' GAT CTT CAT GAG GTA GTT GG 3' 13-Ac tin D14612
12 uprace5ACcq 5 ' ACG AAG GAT GGC ATG AGG AAG GGC 3' ¡3-Act in This work
13 uporfACcq 5 ' CAT GTG TGA CGA AGA GGA GCT G 3' 13-Ac tin This work
14 l porfACcq 5' TTA GAA GCA CTT GCG GTG GAC G 3' 13-Ac t in This work

15 upACcq 5' GAC TGA GCG TGG CTA CTC CTT CAC 3' 13-Act i n This work

16 lpACcq 5' GAC TCG TCG TAC TCC TCC TTG GTG 3 ' 13-Act in This work
17 uprRNA18 5 ' CGA AAC CGC AAA CTG CTC ATT AAA CC 3 ' rRNA 18S AF235966
18 lprRNA18 5' CTT CCT CTA AAT GAC CAA GTT TGG AC 3' r RNA 18S AF235966
19 lprace3polit 5 ' GCG GCC GCA TGC TTA TAA TTA ATC (T ) 24 3 ' This work
20 lpoltcutrace3 5 ' GCG GCC GCA TGC TTA TAA TTA ATC 3' This wor k
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Table II

r2RNA CONDITION MESOR AMPLITUDE ACROPHASE PERIOD
RPCH LIGHTIDARK 0.49 82.24 11.75 9.57 23.68
RPCH DARK 0.59 63.30 28.83 15.9 7.26

f3-ACTIN LIGHTIDARK 0.08 94.14 -1.01 14.28

f3-ACTIN DARK 0.048 82.65 2.85 O
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A
ctctgcaggcagcatccagcgtggtccagcaacaggcagcatcgactgcactcccttcgttaccacacactc 72

Met Val Arg Gly Ser Val Ala Leu Leu Leu Val Val Leu Val 14
acccagagtccaaga ATG GTC CGC GGC AGT GTA GCC CTC CTG CTG GTG GTA CTG GTG 129

Ala Ser Ser Cys Val Ser Ala G~n Leu Ans Phe Ser Pro G~y Trp G~y Lys Arg 32
GCC TCC TCC TGC GTC TCC GCC CAG CTT AAC TTC TCC CCC GGC TGG GGC AAA CGG 183

Thr Gly Thr Ala Ala G1y Gly Pro Asp Gln Thr He Leu His Ser Ser Ser Pro 50
ACC GGT ACC GCG GCT GGG GGA CCT GAC CAG ACC ATC CTC CAC TCA TCC TCT CCC 237

Ala Ala Val Ala Ser Asp Asn Cys Gly Thr Ile Pro Val Ser Ala Val Met His 68
GCA GCC GTA GCC AGC GAC AAC TGC GGC ACA ATC CCC GTC TCA GCC GTC ATG CAC 291

Ile Tyr Arg Leu He Arg Thr Gle Ala Ala Arg Leu Val Gln Cys Gln Glu G1u 86
ATC TAC AGG CTT ATT AGG ACT GAA GCA GCG AGA CTT GTA CAG TGT CAG GAA GAA 345

Glu Tyr Met Gly * 91
GAA TAC ATG GGT TAA atgcgacacccccaccactaccactaccagcaaccaccatcaccaccacta 411
ccactaccagcaaccactctcgtcttagctaccagctgtgacagtcacactgctgtgttagttccccaggtc 483
ttcccctgaacacaagagatgtctcccatcgtcttcctctccccttctggcccagtggtgggctggggttta 555
gcctctcctggaattcatatatttttctcgtctttcggaaactcgtggggtggacaactggaatcagaagtg 627
ttggaatgatgaataacat 6

Figure 2A.

TOP t

Francisco Martinez-Perez et al.
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B
Met Cys ASp Glu Glu Glu Leu Thr Ala Leu Val Val Asp Asn Gly Ser Gly

cgaactaccatc ATG TGT GAC GAA GAG GAG CTG ACT GCC CTT GTG GTC GAC AAT GGC TCC GGC

Leu Cys Lys Ala Gly Phe Ala Gly Asp Asp Ala Pro Arg Ser Val Phe Pro Ser I le Val
CTT TGC AAG GCC GGC TTC GCC GGA GAC GAC GCT CCC CGT TCT GTC TTC CCC TCC ATC GTC

Gly Arg Ala Arg His Gln Gly Val Met Val Gly Met Gly Gln Lys Asp Ala Tyr Va1 G1y
GGC CGC GCC CGT CAC CAG GGT GTG ATG GTC GGT ATG GGT CAG AAG GAC GCC TAT GTT GGC

Asp G1u A1a G1n Ser Lys Arg G1y Ile Leu Thr Le u Asn Tyr Pro Ile Glu His Gly Ile
GAT GAG GCC CAG AGC AAG CGT GGT ATC CTC ACC CTC AAC TAC CCC ATT GAA CAC GGT ATC

I l e Thr As n Trp Asp ASp Me t Glu Ly s Ile Trp Tyr His Thr Phe Tyr Asn Glu Leu Ar g
ATC ACC AAC TGG GAT GAC ATG GAG AAG ATC TGG TAC CAT ACT TTC TAC AAT GAG CTC CGT

Va l Ala Pro Glu Glu Ser Pro Thr Leu Leu Thr G1u A1a Pro Leu Asn Pro Lys A1a Asn
GTT GCC CCC GAG GAG TCC CCC ACA CTT CTC ACT GAG GCT CCC CTC AAC CCC AAG GCC AAC

Arg Glu Lys Met Thr Gln Ile Met Ph e Glu S Phe Asn Va l Pro Ala Thr Tyr Ile Thr
CGT GAG AAG ATG ACT CAG ATC ATG TTC GAG TCC TTC AAT GTA CCT GCC ACT TAC ATT ACC

Ile Gln Ala Val Leu Ser Leu Tyr Ala Ser Gly Arg Thr Thr Val Leu Val Cys Asp Ser
ATC CAG GCT GTG CTC TCC CTC TAC GCC TCT GGT CGT ACC ACT GTT CTG GTG TGC GAC TCT

Gly Asp Gly Val Thr His Met Val Pro Val Tyr Glu Gly Ph e Ala Leu Pro His Ala Ile
GGT GAT GGT GTC ACT CAC ATG GTC CCC GTG TAT GAA GGT TTC GCC CTT CCT CAT GCC ATC

Leu Arg Leu Asp Leu Ala Gly Arg Asp Leu Thr Gln Tyr Leu Met Lys Ile Met Thr Glu
CTT CGT CTT GAC CTT GCT GGT CGT GAC CTG ACC CAG TAT CTC ATG AAG ATC ATG ACT GAG

Arg Gly Tyr Ser Phe Thr Th r Thr Ala Glu Arg Glu Il e Val Arg Asp Ile Lys Glu Lys
CGT GGC TAC TCC TTC ACC ACC ACA GCT GAG CGT GAG ATT GTC CGT GAC ATC AAG GAG AAG

Leu Cys tyr I le Ala Le u Asp Phe Glu Asn Glu Met Asn Val Ser Ala Ala Ser Ser Ser
CTT TGC TAC ATT GCC CTT GAC TTC GAG AAT GAG ATG AAT GTA TCT GCA GCT TCT TCG TCT

Ile As p Lys Ser Tyr Gl u Leu Pro Asp Gly Gl n Val Ile Thr Ile Gly As n Glu Arg Phe
ATT GAC AAG TCC TAC GAG CTT CCC GAC GGT CAG GTC ATC ACC ATT GGT AAT GAA CGC TTC

Ar g Cys Pro Glu Ala Le u Phe Gln Pro Ser Phe Le u Gly Met Glu Ser Al a Gly Val His
CGT TGC CCC GAG GCT CTG TTC CAG CCT TCC TTC CTT GGT ATG GAA TCT GCT GGT GTT CAT

Glu Thr Va l His Ser Se r Ile Met Arg Cys Asp Ile Asp Ile Arg Lys Asp Leu Phe Ala
GAA ACC GTC CAC AGC TCC ATC ATG AGG TGC GAC ATT GAC ATC AGG AAG GAC CTG TTC GCC

Asn Ile Val Met Ser Gly Gl y Thr Thr Met Tyr Pro Gly Il e Ala Asp Arg Met Gln Lys
AAC ATT GTC ATG TCT GGT GGT ACC ACC ATG TAC CCT GGT ATT GCT GAC CGC ATG CAG AAG

Glu Ile Thr Ala Leu Ala Pro Ala Thr Ile Lys I l e Lys Ile I le Ala Pro Pro Glu Arg
GAA ATC ACT GCT CTG GCT CCT GCT ACC ATC AAG ATC AAG ATC ATT GCT CCT CCC GAG CGT

Lys Tyr Ser Val Trp Ile Gly Gly Ser I l e Leu Ala Ser Le u Ser Thr Phe Gln Thr Met
AAG TAC TCC GTC TGG ATC GGT GGT TCC ATC CTG GCC TCT CTG TCC ACC TTC CAG ACC ATG

Trp 11e Thr Lys G1u G1u Tyr Asp G1u Ser Gly Pro Gly Ile Val His Arg Lys Cys Phe
TGG ATC ACC AAG GAG GAG TAC GAC GAG TCC GGC CCA GGC ATC GTC CAC CGC AAG TGC TTC

TAA atactcgatcgga a t a a atgtttt a a t a a actgttttcgaatacga
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MRQSCALTLMLVVAVCA-- -ALSAAQLNFSTGWG----------RRyADPNA------- - 39
MRQGCALTLMLLVVVCA---ALSAAQLNFSTGWG----- ---- -RRyADPNA- - - - ---- 39
MTQSCTLTLVLVVAVLA---ALATAQLNFSAGWG----------RRyADPNA---- - - -- 39
MVQRCLVVALLVVVVAA---ALCSAQLNFTPNWGT- --- ----GKRDAADFG--- - ---- 41
MVQRCLVVALLVVVVAA- --ALCSAQLNFTPNWGT---- ----GKRDAGDyG-------- 41
MVQRCALVVLLVVAVAA---ALCSAQLNFTPNWGT------- -GKRDAADFA- - ------ 41
MVRRTGVTLLVVALVVVALVSSVSAQLNFSPGWG-- - --- ----KRAAAGSGSSGGVGEA 50
MVRRSGVTLLVVALLVVTLMSSVSAQLNFSPGWG------ ----KRAAGASGSNGGVGEA 50
MVRGS-VALLLVVLVAS - - -SCVSAQLNFSPGWG- -- -------KRTGTAAG--- --GPD 4 1
MYKLT- VFLMFIA FVI I - - - - - AEAQLTFTSSWG- - - - - - --- - GKRAMTNS---- - - -- 36
MQVRAVLVLAVVALVAV- - - ATSRAQLNFTPWWGK- ------- RALGAPAAG----- - - - 41
MNHLVKVLIVVVAIALVLC- - - - EAQVNFSPGWG- - - - ----TGKRSAVQNS-------- 40
MNPKSEVLl AAVLFMLLACV- --QCQLTFSPDWGKRSVGGAGPGTFFETQQG- ------- 49

- - --- - - ------- - - --- ----- - - ---- ---DPMAFLyKLIQIEARKLSGfS N- - - - - - 61
------------ - ------ - - - - - -- -------DPMAFLYKLIQIEARKLAGf SN------- 61
- - ------- - - - - ---------- - -------- -DPMAFLYRLIQIEARKLAGfSD-- - ---- 61
-- - --- - ------ - - - - - ---- - - - - - - - - - - - DPYSFLYRLI QAEARKMSGf SN-- - - --- 63
- - - --- - ---- - ----------- - -- - - -----DPYSFLYRLIQAEARKMSGfSN- - ----- 63
- -- - -- - - - - - - - ---- - - - - - - - -- - - - - - - - DPYSFLYRLI QAEARKMSGf SN- - --- - - 63
VSALHHSVGGAPGGVVPPGSSSSSGDSCGPIPVSAVMHIYRLIRNEAVRLVQfQDEEYLG- 110
VSGLHPSVGGAPGGVVPPGSSSP-GDSCGPIPVSAVMHIYRLIRSEAVRLVQfQDEEYLG- 109
QTILHSSS - ----- ---PAAVAS--DNCGTIPVSAVMHI YRLI RTEAARLVQQQEEEYMG-- 90
---------------- - - -------ISCRND--EAIAAlyKAIQNEAERFIMfQKN---- -- 65
- ---------------- ---------DCVSASPQALLSILNAAQAEVQKLIDfSRFTSEANS 75
--- - -------------- ----- ---PCKGS-AESLMYIYKLVQNEAQKILEfEKFSSN--- 72
---------------------- - - - -NCKTS-NEMLLEIFRFVQSQAQLFLDfKHRE- - --- 79

*

AKH2 S.gre
AKH2 S.nit
AKH2 L.mig
AKH S.gre
AKH S nit
AKH L .mig
RPCH C.mae
RPCH C.sap
RPCH C.qua
AKH M.sex
AKH 3 L.mig
AKH B.dis
AKH D.mel

AKH2 S . gre
AKH2 S. nit
AKH2 L . mig
AKH S.gre
AKH S.nit
AKH L .mig
RPCH C.mae
RPCH C.sap
RPCH C.qua
AKH M.sex
AKH3 L.mig
AKH B.dis
AKH D.mel

* * * **
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121 g t c gg c c gc g cccq t e a cea qq q t.q t o a t q qt.cqqtatg(J q::cagaaqqa egcctatqtt
181 ggcgat gagg cccagagcaa gcgtggLatc ctca l;C- tc-::¿ actaccccaL tgaacacggt
24 1 a tca t cacca actgggatga r:a ggagaaq a t:e Lqg tace atactttcta ca atgagctc
301 cgt gt tgccc ccgaqqaqt c ccccacactL cLcactyi:lqg ctcccctcaa ccccaaggcc
%1 aaccgtgaga agatqactca qa tc a t q t; Le gagt c ctlca a t q t acc t qc cacttacatt
421 a c c a t c c a g g c-t:gtgctctc ce -Ct¿1CgCC tc-tggt cgta coa c t q t t c t ggtgtqcgac
481 t c t gg t g a t g qtgtcacLca catggLcccc gtgtatgaag gtttcqccct tcc t.r:atgec
5 4 1 a tcet tcgtc ctgacctLg(: tc¡e]Lcgtgac ctqacccaqt atctcatgaa gat aLgacL
601 g a g cg tgg c t dctcctLcac: caecacagc.t gagcgtgat]c1 tr.gtccqtga catcaaggag
66] a a gc t t tgct acattgccr:t: tgactt.cgaq ¿¡ a t 9 a q a t gd atgtatctgc agcttctt. cg
/7.1 tctat tgacd agLcctacqi1 qc1_tC:CCgéiC gu t "dqqtca tcaccattgg taatgaacgc
78 1 tt c cg t t gc c ccgagc¡ctct q t. t cc a q c c t t.c c L t c c t.t.q qtat ggaatc tgct:gqt gtt:
8 41 ca t gaa accg tccacagctc ca tea l~Fl(Fl tgcgacattg acúteaggaa gqaectgtte
901 g c caaca l t g tca t q t. c t qq tggrac:cAcc a.Lgta ccclq gti.1ttqctga ccgcatgca g
96 1 aaggaaa t ca ctgc tctggc tcctgctacc atcaaga r.c a agatcatu:¡c LccL:cccgag

] 021 cgtaagtact ccgLcLggaL cggt gqttcc atcctqCjcct ctctg tceélc c t t cc e qa c c
1 081 atgtggatca ccaagga yg a q l:a cy a c gaq t cCggCCCé,g qca Lc qtcca ccqca a g t qc
1 1 4 1 t t.c t a a a t a c l c ga Lcg'::]aa taaaLqLttt aataaactgt tttc:gaatac CJél

j/



LOCUS
DEFI NITION

ACCESS TON
VERSION
KEYWORDS
SOURCE

ORGANI SM

EEE'ERENCE
{\U T HOES

TITLE

JOURNA L

EF.FERENCE
J\UTHORS
TITLE
,TOUENAL

F'Er""I' URr:S
sou rce

5 'UTR
D~)

AY43009 2 ]]20 bp mRNA linear I NV Ol -JUN- 2004
Checax q uad r i c a r l n ó t u s gly=erald0hyde-3-phospha t e deh ydroge n ase
mRNA, comple t e cds .
AY4 30092
AY43 00 92 . 1 GI :4 088706 0

Che r a x quadr i c Qr i n a t u s

~h_e r ax.~9~r:.iE~ina_~..u_:='.

Eu karyota ; Me t Qz o a; Arthropoda; Crustacea ; Malacostraca ;
Eumala c os tra c a ; Eucarida ; De c a pod a ; Pl e ocyemata ; As t a c i d ea ;
Para stacoide a ; Parastacidae ; Chcrax .
1 (bas e s 1 to 1120)
Martjne z- ?e re z/ ~·., ~~inker ,S . , AC} lJ i l ar , G. , Val.des ,tJ . and Are~higa /li .

Diurna l cha nges o f gene e x p r e s s i o r, in e- ye s c a U: neurons o f the
crayf isb Che r a x qua d r i.ca ri na t u s
Unpublis h ed
2 (bases 1 to 11 20 )
Ma r t inez- Pe r e z , F . , Zin ke r ,S . , Aguilar ,G . , VaJ d e s , J . and Arechlga ,H .
Direct Su~niss i o n

Sub mi t t e d ( 0 8 - 0 CT- 2 0 0 3 ) Ge netlc s a n d Mol e cular Bi ology, Cent ro de
I n v e t i g a c i o n y d e Estudias Avanzados del. I .P. N. Posgrado en
Ciencias Bio l og l c a s Facultad de Ciencias Uni ve r s i d a d Aut onoma de
Mexico , Av . Ln s t L t u t o Po Lite c n i.r -o Naciona l ?S08 , ivJ e x.ico Crity , D .F' .
07 3 60 , He xi c o

Location/Qualifiers
1 .. 1 1/.0
/or ganism= "Chera x quadri carinatus "
/ mol type= "mRNl\ "
/db x r e f = " t a x o n: 2 7 4 0 6"
1. . 4 1

/produ c t = "9 1. ''l· ·-.:e ra J. d eLyc:e- ;' - ph 0S !-;!1.:J te:JehyctrogeIla se "
/p roteir: i_d'= " .L0\R 9ti iJ ~ 8 . J H

/db x-;.ef ;:: ;: "G l : (j 028 7 06 1 1f

! t ra n s La t i on= " r"1S KI G 1 NG FGE IGRLVLRAJI.LQNG1, EVVAVNDP F LZ\LDYMV't"MF
KYDS TIl GR F'KGEVKE EDGALVVNGH NIOVFNEt-'lK PSN1P~~S KAGAEY1VK STGVFTT I
DKAQAI II DGGl'.KKV TI S)\ PSl\Dl\ l'f'í FVVCVNLEl\YD?St,i KI V SNl\SC'l'TNCLA PLAKV

1 NUNLE 1VE:GU'iTTV¡¡;\VTJ\TQKTVDG PSl\KD\-JRGG¡<.G AJI.QN l l P SSTGf-V\ KAVC KV 1

P ELNGKLTG[vlAFRVPTPDVSVVD:.TVR:.GNQC::SYDDT KAl \ lV¡ [\ AAS QCP L KGVLGY TE D

DVVS TDFT GD'JRSE; 1 ~-DAK1\C; H)L.SFTE'VKVVS í'V YDNE F'GYS TEVI DLLI<HtJlQ[\VDG!,

3 'U TR

[',-~~l.:i{\ s1.9!~~.~
ORTGI N

1047 . . l J 2 0
1096, . 11 0 2

1 gaatcctctc tgaacacct c c]ccaccatca CLacc a c c a t aatgtcg a a g a t t g g t a tt a
61 atggattcgg c oqca t cqqt; cqcc t t q ~ tc L9<:9 t g c c g c t c t t c a a a a t ggcg cagagq

12 1 tqgtgqcagt g a atga c c c c tt catlqcLc tt qac:t.aca t q(]tgta.catg ttcaa q tacq
18 1 actct a c cca t ggccg c tt c aagJgggagg t q aaqg aaqa g g a t g g a g c t ctggtggtca
2 4 1 a t gggca caa c a ttcaggtc t t caa t:gag a tq ¿; aa c caga daacatt.c c a tggagcaagg
301 c tggt g caga a tacat .q t c: a aq t c c a c t q g tgtqt t c ac cact attgac a aggcccagg
36 1 ctcacat t g a t9gaqqag cc aaqLla aq t ta t c at c t.ctgc cccatcLgct gatgccccca
421 tgtttg t tg t tggagtca i1 c cttq -3 aqca t a t g a t c cat.c r:-: a t q a a g a t t gt tt:ccaatg
481 cttcttgcac caccaactgc c:t gqctcc lc t q g c l i'ia ¿¡gl C () t e cl éJ r.q a o aaccttgaaa
5 4 1 ttgttgag g g cttgatgacc aca q t acat g c::Jt t actge t a c c c a q a a q actqtagatg

01 gtccctctgc c aagga t tgg cstqy~gqc c: qrg ..;! q;--t.gc ccaaaacatc a t ceca t:c a t
661 ccac tgg t:gc t g c t a riq q ( 'L q í, tqqca ctqq t c a t.Le ..: a qa .r c t.c a a t.qqe aaatt gacag
721 YCd Ly gccLl ccy L CJ Lct C C C dC L CCd ~J d C ~J Le í CUJ 1' l 9 l aqaLCL ':J ctCd ljLCCygl..:lly
781 gtaaccaa t g t.tcttatgat gacatt.aagg cagcg a t g a a ggc tgc ttca c agg c¡a c c c c
8 41 t caagggtgt c ctgqg ttac accgaggatg a cgttgtatc cactgac t t c a ctgg tga t:g
90 1 t a c g a t e c t c t atc tttqat qcaaaaqctq q t.a tccagct gagc a a g a c c t Lcgtaaag g
961 t a g t c t ct t g gta tgat a a c g aglt t CJ CJ c t a t.t.c t a c cc q tg La a t a g a t c tcctca a gc

102J acat gca g a a ggtggat ggt g cc la a t a t:q t c t:~FJil t. t q g t tc c a g c t g a aagt a cgtga
1081 aggca c t g g t qga t q a a t ~Fl aaSVl tgq g l:a ¿J a a aa a a a a a
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Cherax quadricar i natus .
Che r a x quadr i car inatus
Eukaryo t a¡ Meta zoa ¡ Arthrapoda ¡ Crustacea ¡ Malacostraca ¡
Euma lac os t r a c a¡ Eucarida ¡ Decapoda ¡ Pl eocye ma t a ¡ Astacidea ¡
Pa ra s tacoidea ¡ Parastacidae ¡ Cherax .
1 (b a s e s 1 to 646)
Mart i nez-Pe r e z ,F . , Zi n ke r ,S . , Agu i l a r , G. , Valde s , J . and Arach i g a , H.
unpubl i s he d
Unpubli shed
2 (ba s e s 1 to 646 )
Martine z - Pe r e z , F . , Zinker ,S . , Ag~i lar ,G . , Valdes ,J . a nd Ara c higa ,H .
Di r e ct Submi s s i o n
Submi tt ed (31 -MAY- 2004 ) Po s g r a d o e n Ci e nc i a s Bi l og i c a s Fac ult a d d e
Ciencias ¡ Depa r t ame nt o de Genet i c a y Biolog i a Mo l e c ul a r,
Un i versi dad Autonoma de Mexico ¡ Cent ro de I nves tigacion y de
Estudios Avan za do s del I. P . N. , Av . Ins t ituto Pa li t e cn i c o Naciona l
2508 , Mex i c o , Dis tri to Fe de r a l 07 36 0 , Mexico
Bankit Commen t: The mRNA sequ e nc e of red pigment concentrat i ng
hormane precursor wa s obtained b y RACE 5 ' and 3 ' from e ye s t a l k af
c r ay f ish , Cherax quadrica rina t us. The mRNA is fram 12h l i ght - da r k
c ycle . Sampl e s were taken ea ch 3 hours .

LOCUS
DE FI NI TI ON

ACCESSION
KEYWORDS
SOlJRCE

ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TIT LE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JO URNAL

COMMENT

bankit 62 5 501
Cherax quadricarina tus
mRNA.
bankit 62 550 1

646 bp RNA lin e ar INV 31 - MAY- 200 4
Red Pigmen t Ca ncen t r a t i ng Hormone precursor

FEATURES
source

mRNA

gene

CDS

Precursor "

Locat ion/Qualifiers
1. . 6 46
/organism= "Cherax quadri carinatus "
/db xref="taxon :27406 "
88 . . 36 0
/ ge n e = "Re d Pigment Conc en t r a t ing Hormone "
<88 . . 3 60
/gene = "Red Pigme nt Conc en trating Hormo ne "
<88 .. 3 60
/gene = "Red Pigmen! Conc ent ra t ing Hormone "
/ note="Pre-pro- neurope p tide f r om t he red p igment
concentrating hormo ne ¡ SI GNAL PEPTI DE 88-150 RED PIGMENT
CONCE NTRAT I NG HO RMONE 15:-177 RZ LATED ~EPT I DE FROM RED
PIGME NT CONCENTRATING HORMON:: 18 4- 360 "
/ cadon start=1
/produc t= "Red Pigmen t Conce n t r a t i ng Ho rmone

141 tBASE COUNT
ORIG IN

/t rans la t i on= "MVRGSVALLLVVLVASSCVSAQLNFSPGWGKRTGTAAGGPDQTI
LHSSSPAAVASDNCGTI PVSAVMHI YRLI RTEAARLVQCQEEEYMG"
639 . . 643
/note= "Putative palyA site "

143 a 21 6 c 14 6 9

1 c tctgcaggc agcatccagc gtggtccagc aacaggcag c atcgactgca ctcccttcgt
61 t a ccacac a c tcacccagag t c c a a ga a t g g t c c gcggca gtgtagccct cctgctggtg

121 gt a c t ggtgg cctcctc ctg cgtc tccgcc c agc t t a act tctcccccgg c t g gg gc a a a
18 1 c ggaccggta ccgcggc tgg ggga cctga c ca gac cat c c tccactcatc ctctcccgca
241 gccgt agcca gcgacaac tg c ggc a c a atc c c cgt c tcag ccg t c a t gca c a tc taca gg
30 1 c t t a t t a gga c tgaagcagc gagacttg t a cag tgtcagg aagaagaata catgggttaa
36 1 a t gcga cacc cccaccact a ccactaccag c a a c c a c cat cacca c cact accactacca
42 1 g caac cac t c tcgtc ttagc t a c c a gc t g t ga c a gt c a ca ctgctgtg tt agtt ccccag
48 1 g tcttcc c c t gaacacaaga gatgtc t c c c a t cg tct tcc tct ccccttc tggcccag t g
5 41 g t gggctggg gtt t a g cct c t c c tgga a t t catatatttt t ctcgt c t tt c g ga a a c t c g
601 tggggtgga c aactggaa t c agaagtg t t g gaa tgatgaa t a aca t

I I



LOCUS
DEFINITION

ACCESSIO N
KEYWORDS
SOURCE

ORGANISM

REFERENCE
AU THORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AU THORS
TI TLE
JOURNAL

COMMENT

bankit633102 3 59 bp RNA l inea r INV 31- MAY-20 0 4
Cherax quadricarinatus mRNA fr om Hypo thet ica l Neuropeptide
p r e c u r s o r from Hypertreha 10saemi c ne uropept ide .

Cherax quadricarinatus .
Cherax quadr icarinatus
Eukaryo ta; Meta zoa; Arthropoda; Crus ta c e a ; Ma1 a costraca ;
Euma1acos traca; Euca r i da ; Decapoda ¡ P1eocye mata ¡ Astacide a ¡
Parast a c oidea¡ Pa r as t a c idae¡ Cherax.
1 (ba s es 1 to 359 )
Ma r t i n e z- Pe r e z, F . , Zinker ,S ., Aguil a r,G., Va 1de s ,J . and Arachiga ,H.
Unp ub l i s h e d
Unp ub l i s he d
2 (ba s es 1 to 35 9)
Martine z- Pere z ,F . , Zin ke r , S . , Agu i 1a r , G. , Va1 d e s ,J . and Ara chiga ,H.
Direct Submi ss ion
Submitted (31 -MAY- 2 J04 ) Posgrado en Ciencia s 8i10gicas Facu l t ad de
Ciencias¡ Departame~to de Gen e t i c a y Bio10gia Molecular,
Universidad Nacional Autonoma de Mexico ¡ Centro de investigacion y
de Es tudios Avan zado s del I . P . N. , Av. Institut o Poli tecnico
Na c i o n a l 25 08 , Mexi c o, Distrito Fe der a l 07 36 0 , Mexico
Bankit Cornment: The sequence wa s obt a i ne d by RACE 3' f rom eyestal k
of c rayfish , Cherax quadricar inatus. The mRNA is from 12h
l ight-dark cycl e . Samples were taken each 3 hours .

FEATURES
sou r c e

CDS

to

Location /Qua1ifiers
1. .359
/ o r gan ism= "Che r a x quadr i carina t u s "
/ db xre f= " t a xon:2 740 6 "
<1. .162
/codon s t a~t= l

/product ="Hypot he-:ica1 neu r opept ide precur s o r simil a r

Hyp e rtreha10sa emi c n e Cl r c pep t ide"

66 t125 9BASE CO UNT
ORIGIN

/t ran s1ation="ALQLN FSPGWGHTGRRGLPCSQLTSGSCRGRKGPPGGRDPGLLS
WVHPAHGRI"

57 a 11 1 c

1 g c c c t t c a g c t taact t ct c ccc c ggc t gg ggg c acacag gaaggagggg cctgccctgc
61 t c a c a gc t ga catctgggag c t gc a ggggc agaaaggg cc c gcc t gggg g tcgggac cct

12 1 gggctcttgt c c t gggtcca ccca gccc a t gg tcgca t a t gactctt t c c ct c cctgggg
18 1 c ccagt t cat aactgca c tg ggaggggga g gaga tggtga tgtc tcaagg ggga c t cagg
24 1 t a t g a c a a gg ggcccct c c t atc t t agcca t c a c t ccatg c c c gggggcg cgtgg c tggt
30 1 cagcctcggg ccgcct c g t g c agctgtggc cgggga ca gg a g c catgctg a tggg c c ag

/ /



LOCUS
DEFI NITION
ACCESSION
KEYWORDS
SOURCE

ORGANISM

REFERENCE
AU THORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

banki t633 162 32 2 bp RNA linear I NV 31 -MAY - 2004
Hypothetical protein s i mi l a r to ri b os oma l pro t e i n L23.

Cherax quadri c ar inatus.
Cherax quadri c ar ina tu s
Eukaryota; Me t a zoa ; Arthropod a; Crus tacea ; Malacos t raca ;
Euma lacostra ca; Eucarida; ~ecapoda; Pleocye mata ; Astacidea;
Parastacoidea; Para s t acidae; Che r ax.
1 (bases 1 to 322 )
Mar tinez-Pere z,F ., Zinker,S., Aguil a r,G., Valde s,J. and Arachiga,H.
Unpublish
Unpublished
2 (b a s e s 1 t o 322)
Martinez-Pere z ,F ., Zinker,S., Aguil a r, G., Valde s , J. and Arachiga,H .
Direct Submission
Submitted (3 1-MAY- 2 004 ) Pos gra d o e n Cienc i as Bi logica s Faculta d de
Ciencias; Dep a r t ament o de Gene t i c a y Bi o l ogi a Mol e cu l ar,
Universidad Na c i o na l Autonoma de Mexico ; Centro de Inves tigaci on y
de Estudios Ava n za d os del I.P .N., Av . I ns t i t uto Politecni c o
Naciona l 25 08 , Me x i c o, Di s~rito Fede ral 07360 , Mexico
Bankit Cornment: This s e qu ence was obtai ned b y RACE 3 ' from eyes talk
of crayfish, Chera x q u a d r icarina tus . The mRNA is f r om 12h
lig h t - d a r k c ycl e . Samp l e s we re taken each 3 ho urs .

FEATURES
source

CDS

Locat i on/Qualifie r s
1 .. 32 2
lorganism="Cherax quadr i c a r inatus"
I db xref= "taxon : 27 406 "
<3 . . 302
I codon start = l
I produc t = " Hypothetical protei n s im i lar t o r ibosomal
prot ein L23 "

4 othersBAS E COUNT
ORI GI N

I t r a n s l a t i o n= " PFGVRGRLDRLPAAAVGDIVAATVKKG KPELRKKVHPAVVVRQRKPYRRKDGVFI YFEDNAGVI
VNNKGEMKGSAITGPVAKECADLWPRIASNAGSIA"

88 a 62 c 97 9 7~ t

1 cgccctttgg ggtaagaggg cggc t ggatc gtttgcc tgc tgctgctgtt ggcg a cattg
61 tggc agc cac agtaaagaag ggaaagccgg agctcaggaa a a aagt gc a t c c t g ccg t a g

12 1 ttgtgaggca gaggaagcct tacc gtagga a gga c ggggt g t t c a t c t a c t t t ga a gata
181 atgctggggt c atag ttaac aataaa ggag aaatgaaagg ctcagcca tc ac tggccc ag
241 t ggc t a a gg a gtgtgct ga c t tgtggc c c a ggattgcttc a a a t gct ggn tcaattgcat
301 aaattnacca ntnagaaaa a a c
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