00337

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

“ESTUDIO ACERCA DE LOS CAMBIOS EN LA TRANSCRIPCION
DEL GEN DE LA HORMONA CONCENTRADORA DE PIGMENTOS
EN EL ACOCIL Cherax quadricarinatus”

T E ) I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS
P R E S E N T A
M. en. C. FRANCISCO JOSE MARTINEZ PEREZ

\ER My

AT Ll o

5 PIRECTOR DEYESIS:

-
) =
- i

(&= 253 " .
MEXICO, D.F., i s FEBRERO, 2005
COORDINACION

o DT




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



4

%5

’@\M AR

VKMMDAD NACIONAL

AVERMA DE
Mrexico

fng. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administracion Escolar, UNAM

Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Biologicas, celebrada el dia 6 de diciembre del 2004, se acordd poner a su
consideracion el siguiente jurado para el examen de DOCTOR EN CIENCIAS def alumno MARTINEZ PEREZ

FRANCISCO JOSE con numero de cuenta 500083725, con la tesis titulada:

“Estudio acerca de los

cambios en la transcripcidon del gen de la Hormona Concentradora de pigmentos en el acocil Cherax
quadricarinatus”, bajo |a direccion del Dr. Samuel Zinker Ruzal .

Presidente: Dra. Maria Luisa Fanjul Pefia de Moles
Vocal: Dr. Luis Camilo Rics Castafieda

Vocal: Dr. Roberto Coria Ortega

Vocal: Dr. Luis Yoshio Kameyama Kawabe
Secretario; Dr. Samuel Zinker Ruzal

Suplente: Dr. Antonio Eusebio Lazcano-Araujo Reyes
Suplente: Dr. Leobardo Rodriguez Sosa

e

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Cd. Universitaria, D.F., a 23 de febrero del 2005.

B osé Morrone Lupi
w difador del Programa

c.c.p. Expediente del interesado

FOSBRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
COORDINAC

iON



Esta tesis fue realizada en La Unidad de la Divisién de Estudios de Posgrado de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México y en
el Departamento de Genética y Biologia Molecular del Centro de Investigacién
y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, bajo la tutoria de
los Doctores Hugo Aréchiga Urtuzuastegui (q.e.p.d.), Samuel Zinker Ruzal,
Jesis Valdés Flores, y la accesoria de los Doctores Maria Luisa Fanjul Moles y
Antonio Lazcano Araujo. Con el apoyo econoémico de los donativos 39691-M
(Jesus Valdés Flores); 38645-N (Hugo Aréchiga.) del Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia y del donativo de la Universidad Auténoma de México

PAPIIT/UNAM/IN200701-3 (Hugo Aréchiga y Leonardo Rodriguez Sosa).



La Biologia Molecular es similar a la mujer mas hermosa de la
historia, es: bella, elegante, inteligente, delicada, exigente,
posesiva, dificil de entender y celosa. Pero cuando te besa, es de

por vida.

Dr. Hugo Aréchiga Urtuzudstegui.

1940-2003



Dedicatoria.

A mi Padre Jests y a mi Madre Maria Guadalupe que siempre me han llevado
de su mano y que me han protegido con su manto.

A mis Padres Susana y Francisco quienes me ensafiaron el respeto, el valor y el
amor al projimo y al trabajo.

A mi Hijo Luis Alberto, alin en la distancia siempre estas y estards en mi
corazon.

A mis Hermanos Marcela, Juan Carlos, Luis Ulloa Pizarro, Gustavo, Hortensia
y Karina. Siempre estan conmigo.

A mi Tia Lilia y a mi Tio Carlos, siempre estan a mi lado.
A mi Tia Lupe, a mi Tio Manuel y mi Tio José, Gracias por su carifio.
A mis sobrinas Debora y Karla, gracias por su alegria.

A Lupita Barrera. Gracias amiga, los Angeles siempre regresan a su lugar de
origen.

A Adriana Murillo, Jesis Santa Olalla, Rogelio Cruz Vera, Carlos Vasquez y
Luis Kameyama. Gracias por su amistad.

A los Doctores Samuel Zinker, Hugo Aréchiga (q.e.p.d.) y Jesus Valdés.
Gracias por confiar en mi en todo momento.

A Irma y Ignacio Gracias por su ayuda y su confianza.

A Maria Teresa, Martha Ligia y Giovanna. Gracias por su amistad y su alegria
incondicional en todo momento.



Agradecimientos:

Durante el desarrollo de este trabajo hubieron personas que en todo momento me

apoyaron en mi formacion personal y académica. Quiero expresar de manera particular mi
infinito agradecimiento a:
La Sefiorita. Rosalba Cruz Dominguez, a los Doctores Jaime Garcia Mena y Luis Felipe
Jiménez por la ayuda que me brindaron para el cumplimiento de las Actividades
Académicas Complementarias, al Dr. Luis Miguel Salgado por el soporte técnico, a la M.
en C. Guadalupe Aguilar Gonzalez por la excelente produccion de los oligonucleotidos y
secuenciacion de todas las clonas que se obtuvieron en este trabajo, a los pescadores de la
Laguna de Mandinga en la obtencién de las jaibas Callinectes sapidus. De igual manera
agradezco a Don Pedro por su ayuda en la obtencion de los acociles Cherax
quadricarinatus y al Dr. Ramoén Alvarado por su amistad consejos y observaciones en la
escritura de los articulos que emanaron de este trabajo.

A la M. en C. Karina Pasten Hidalgo, al Dr. Arturo Becerra y al Dr. Antonio Lazcano
por todo su apoyo en la escritura y observaciones que hicieron posible el desarrollo del
modelo del origen de la Hormona Concentradora de Pigmentos.

Por Gltimo, al Dr. Leonardo Rodriguez Sosa, al Ing. José Francisco Vazquez, al M. en
C. Julio Prieto Sagredo por su ayuda en el analisis estadistico de los ritmos descritos en
esta tesis, asi como al Dr. Luis Kameyama por sus observaciones al articulo del ritmo
circadiano de la Hormona Concentradora de Pigmentos y a las sefioritas Teresa Pacheco,
Renata Izazola , Maria Luisa Arauz y Lupita Barrera (q.e.p.d.) por su excelente asistencia

secretarial.



INDICE

Resumen 1
1 Introduccion 3
1.1 Miembros de la familia Hormona Adipocinética /Hormona Concentradora de pigmentos
(HAC/HCP). 8
1.2 Relacion entre la posicion y la funcion de los aminoacidos que conforman a la familia
HAC/HCP. 11
1.3 Precursores de la familia HAC/HCP. 15
1.4 Genes de la familia HAC/HCP. 18
1.5 Ritmos circadianos. 20
1.6 Analisis de los ritmos biologicos. 22
1.7 Ritmo circadiano del movimiento de los pigmentos en los crustaceos. 25
2. Justificacion y Planteamiento del problema. 28
3. Hipotesis y Objetivos. 30
4. Metodologia.
4.1 Extraccion de los acidos nucléicos del musculo, del hepatopancreas, de las branquias y de los
tallos oculares de los acociles C. quadricarinatus. 31
4.2 Clonacion de los DNAs complementarios de 1a HCP, de la beta-actina y de la gliceraldeldo-3-
fosfato deshidrogenasa (G3PDH). 35
4.3 Expresion del RNAm de la HCP, de la beta-actina y de la G3PDH en diferentes tejidos del
acocil. 47
4 4 Determinacion y cuantificacion de los RNAm de la de ta HCP, de la beta-actina y de la
G3PDH en ciclos circadianos por RT-PCR semi-cuantitativa. 48
4.5 Analisis evolutivo del RNAm de la de la HCP. 51
5. Resultados.
5.1 Obtencién de acidos nuclé€icos. 53
5.2 Clonacion y caracterizacion del cDNA del la HCP, de la beta-actina y de la G3PDH. 55
5.3 Expresion de los RNAms del precursor de la HCP, de la beta-actina y de 1a G3PDH. 67
5.4 Cuantificacion del RNAm del precursor de la HCP, de la beta-actina, de la G3PDH y del RNAr
18S en el pediinculo ocular en un periodo de 24 h. 68
5.5 Modelo del posible origen de la familia HAC/HCP. 75
5.6 Aplicacion del modelo del posible origen de la familia HAC/HCP a la secuencia del RNAm de
la HCP del acocil C. quadricarinatus. 87
6. Discusion. 90
7. Conclusiones. 98
8. Perspectivas. 99
9. Bibliografia. 101

10. Apéndices. 108




Indice de figuras y tablas

Figuras

Figura 1.- Alincamiento de la secuencia de aminoacidos de los precursores de la familia HAC/HCP. 16
Figura 2.- Representacion grafica de un ritmo circadiano. 23
Figura 3.- Ritmo circadiano del movimiento de pigmentos en la retina de los crustaceos. 25

Figura 4.- Ritmo circadiano de la concentracion de 1a HCP en el pedianculo ocular del acocil en ciclos

de luz-oscuridad, de oscuridad y de luz constante. 26
Figura 5.-Identificacion del DNA, genoémico y de los productos de RT-PCR del RNAr 188 del acocil

C. quadricarinatus. 54
Figura 6.- Productos de las reacciones de PCR y RT-PCR para la clonacion del cDNA de la beta-Actina. 56
Figura 7.- Secuencia del cDNA y de los aminoacidos de la beta-Actina. 57
Figura 8.- Filograma de la beta-Actina de invertebrados. 58
Figura 9.- Productos de las reacciones de PCR y RT-PCR para la clonacion de la gliceraldehido-3-

Fosfato deshidrogenasa. 59
Figura 10.- Secuencia del cDNA y de los aminodcidos de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. 61
Figura 11.- Filograma de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en eucariontes. 62
Figura 12 .- Productos de las reacciones de PCR y RT-PCR para la clonacion de la hormona concentradora

de pigmentos. 63
Figura 13.- Secuencia del cDNA y de los aminoacidos de la Hormona Concentradora de Pigmentos. 65

Figura 14.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la Hormona Concentradora de Pigmentos del
acocil C. quadricarinatus con los miembros de la familia HAC/HCP. 66

Figura 15.- Amplificacion del marco abierto de lectura del precursor de la HCP, de la beta-Actina y de la

G3PDH en el pedinculo ocular, en el hepatopancreas, en las branquias y en el misculo. 67
Figura 16.- Concentracion del RNA total en el pedinculo ocular del acocil en ciclos de 12 h de luz-

oscuridad y cuatro meses de oscuridad constante. 68
Figura 17.- Productos de la reaccion de RT-PCR semi-cuantitativa del precursor de la HCP, de la beta-

Actina, de la G3PDH y del RNATr 18S. 71

Figura 18.- Concentracion del RNAm de la G3PDH (A y B) y del RNATr 18S en el pedinculo ocular del

acocil en ciclos de 12 h de luz-oscuridad y de la G3PDH por cuatro meses de oscuridad

constante. 72
Figura 19.- Concentracion relativa del RNAm de la beta-Actina y de la HCP en el pedunculo ocular del
acocil en ciclos de 24 h de luz-oscuridad (12:12 h) y cuatro meses de oscuridad constante. 74

Figura 20.- Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los precursores de las familias HAC/HCP
y APGWamida. 76




Figura 21.- Alinecamiento de la posible estructura secundaria protéica de los precursores de las familias
HAC/HCP y APGWamida.

Figura 22 - Alineamiento de la secuencia de acidos nucléicos de los precursores de las familias
HAC/HCP y APGWamida.

Figura 23.- Alineamiento de la secuencia de la HCP y HAC con la secuencia del precursor de la
APGWamida.

Figura 24 - Filogramas de las familias Hormona Adipocinética (HAC), Hormona Concentradora de
Pigmentos (HCP) y APGWamida.

Figura 25.- Alineamiento parcial de la secuencia de acidos nucléicos de los precursores de las famihias
HAC/HCP y APGWamida.

Figura 26.- Identificacion de los sitios potenciales para el procesamiento del preRNAm del precursor de
la HCP.

Tablas

Tabla 1.- Miembros de la familia Hormona Adipocinética / Hormona Concentradora de pigmentos
y APGWamida.

Tabla 2.- Secuencia de aminoacidos consenso de la familia Hormona Concentradora de Pigmentos
/ Hormona Adipocinética.

Tabla 3.- Valores del analisis de Cosinor de la concentracion del RNA total, del RNAm, de la G3PDH,
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.

77

81

83

86

88

89

12

69




Resumen

Desde el punto de vista molecular, la hormona concentradora de pigmentos (HCP), pertenece a la
familia hormona adipocinética/lhormona concentradora de pigmentos (HAC/HCP) de la cual no se
conocen sus relaciones evolutivas.

En el acocil la concentracion 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 pedunculo ocular del acocil Cherax quadricarinatus. Por RT-PCR
semicuantitativa se determiné que la concentracion det RNAm de la HCP en ciclos de luz-oscuridad fué
unimodal con un maximo a las 14.00 h. El ritmo de expresion cambi6 a bimodal a lo largo de cuatro
meses de oscuridad constante; el segundo pico de expresion fué a las 20.00 h del dia. La concentracion
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 presenté un desfasamiento de 3 H con
respecto al ciclo de luz-oscuridad. La concentracion del RNAr 18S fué unimodal en ciclos de Juz-
oscuridad.

La posible relacion evolutiva entre los genes HCP y HAC se establecio mediante un modelo de
pérdida de nucleétidos en diferentes regiones del precursor de la APGWamida de los moluscos. Se

demostré que el gen de la APGWamida pudo originar al gen de la HCP.



Abstract

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 protein concentration of the 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. To 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 unimodal, while the total RNA rhythm continue
to be multimodal with a phase difference of 3 h when compared to the light-dark cycle. rRNA 18S 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 the mollusk. It was

demonstrated that the APGWamide gene could have originated from the PCH gene.




Introduccion.

La Hormona Concentradora de Pigmentos (HCP) es un neuropéptido de los crustiaceos que
controla; la agregacion del pigmento distal en la retina y la concentracion de los pigmentos en los
cromatéforos (Fernlund y Josefson, 1972). Esta formada por 8 aminoacidos cuya secuencia es pGlu-
Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH, . LLa HCP presenta identidad en las posiciones 1, 4, 7 y 8, ademas de
una alta homologia en el resto de las posiciones con un neuropéptido de insectos constituido por ocho a
once aminoacidos llamado Hormona Adipocinética (HAC) encargada de regular la oxidaciéon de los
lipidos y de los carbohidratos (Gade, 1997).

Estudios fisiologicos de la HCP y de la HAC han demostrado que al inyectar a la HAC a los
crustaceos, ocurre la concentracion de los pigmentos en los cromatéforos. Asi mismo, la HCP puede
producir hipoglucemia cuando se aplica de la misma forma a los insectos (Dallman et al., 1991; Van
Norstrand ef 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 esta respuesta
fisiologica cruzada. Por lo anterior se postuld que la HCP y la HAC pudiesen tener el mismo origen
evolutivo mientras que los receptores de su 6rgano blanco presentaron una evolucién independiente
(Mordue y Stone 1976, Martinez-Pérez et al., 2002).

Actualmente, en base a la homologia que tienen las secuencias de acidos nucléicos y de los
aminoécidos de la HCP y de las HAC, por sus propiedades bioquimicas y moleculares; asi como por los
efectos fisiologicos inter 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 crusticeos y

concomitantemente la HAC Gnicamente se ha encontrado en los insectos (Martinez-Pérez et al., 2002;

Gade ef al., 1997; Dallman et al., 1991; Mordue y Stone 1976).
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En los insectos, la biosintesis 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 neuroenddcrinas que forman al complejo
organo X glandula sinusal (COXGS) de los crustaceos (Rodriguez-Sosa et al., 1994). Al igual que otros
neuropéptidos, la HAC y la HCP se sintetizan a partir de la transcripcion de los genes correspondientes.
El RNAm se traduce en un precursor protéico llamado prepropéptido el cual presenta en el extremo
amino terminal la sefial que dirige su traduccion via reticulo endoplasmatico rugoso. Posteriormente el
propéptido se modifica en las cisternas del aparato de Golgi y es transportado al axén por medio de
vesiculas que contienen a las enzimas que realizan la protedlisis y las que modifican los extremos amino
y carboxilo terminales. Por altimo, en la terminal axdnica, el neuropéptido activo se libera al espacio
extracelular (Kriger et al., 1983).

El estudio molecular de la HCP y de la HAC es interesante por diferentes razones. Primero, la
homologia que tienen los péptidos de esta familia brinda una excelente oportunidad para investigar la
evolucion 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 biosintesis de esta hormona y de que
manera ocurre su liberacion al espacio extracelular (Alvarado-Alvarez et al., 1999). Por altimo, se han
determinado diferentes procesos fisiologicos que son regulados por la HCP; por ejemplo, la liberacion
de la HCP regula la actividad de otras neuronas (Dickinson et al.. 1993) asi como la de las células
cardiacas, del intestino y del musculo esquelético (Sherff er al., 1995; Nusbaum et al., 1988). Se ha
demostrado en los crusticeos la participacion de la HCP en la pigmentacion de los eritroforos y del
pigmento distal de la retina (Aréchiga er al., 1993). Al respecto, diversos estudios han sugerido que el
movimiento de pigmentos producido por la HCP esta regulado por un ritmo circadiano (Garcia y
Aréchiga, 1998; Rodriguez-Sosa et al., 1994), pero alin no se ha determinado cuales son los elementos

moleculares necesarios para producir la oscilacion.




Se han propuesto cinco criterios para considerar que una molécula esté controlada por un ritmo
circadiano en el nicleo supraquiasmatico de los mamiferos, a saber: A) debe ser secretada; B) su
produccion y/o liberacion debe ser controlada por los genes reloj que codifican para las proteinas que
componen al reloj bioldgico; C) la produccién y/o liberacion de la molécula de salida debe responder a
un entrenamiento por luz; D) el receptor de la molécula de salida puede estar en el nicleo
supraquiasmatico o en otras areas del organismo; E) la administracion de la molécula de salida pudiera
dar como resultado cambios en el ritmo circadiano (Cheng et 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 crusticeos, encontraremos que se han realizado estudios que pudieran cumplir con
algunos de estos criterios anteriores: A) por inmunohistoquimica se han identificado que algunas las
neuronas del COXGS que presentan HCP (Rodriguez-Sosa et al., 1994; Alvarado-Alvarez et al., 1999;
Aréchiga et al., 1993); B) se ha demostrado que el contenido de la HCP en el tallo ocular, su liberacion
y su actividad eléctrica en las neuronas del COXGS presentan un comportamiento de ritmo circadiano
(Uribe er al., 1998; Rodriguez-Sosa ef al., 1994); C) se ha propuesto que la HCP tenga la funcion de
neurotransmisor o de neuromodulador, ya que se ha encontrado actividad fisiologica en otros tejidos del
acocil (Dickinson et al., 1993; Sherff et al., 1991; Nusbaum et 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 cuantificacion de la cantidad del RNAm de la HCP en
ciclos circadianos de luz-oscuridad; B) la determinacion 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 (Mufioz y Baler 2003; Panda et al., 2002); C) la localizacion de las
neuronas del COXGS que expresan al RNAm de la HCP.

Para cumplir los objetivos anteriores es necesario 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 acidos nucléicos, y concomitantemente de aminoacidos, del precursor de la HCP
ya sea en forma gendmica o en forma de cDNA.

En el acocil se desconoce la secuencia de nucledtidos del precursor de la HCP. Las principales
limitantes para su clonacion son: A) no se ha determinado la secuencia de aminoacidos 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 et al., 1993; Klein ef al., 1995); B) por la degeneracion
que presentan los codones que codifican para cada aminoacido de la HCP de los cangrejos, se tiene
1.2x10® posibilidades para obtener la secuencia de los codones que traducen para la HCP; C) se ha
determinado, por inmunohistoquimica, que la HCP se localiza en un grupo de 10 a 14 neuronas del tallo
ocular (Linck et al., 1993; Alvarado-Alvarez et al., 1999; Rodriguez-Sosa et al., 1994), por lo que se
requiere gran cantidad de tejido para hacer un banco de ¢cDNA; D) no se ha desarrollado una
metodologia eficiente de extraccion para los acidos nucléicos del tallo ocular del acocil; E) se desconoce
si la transcripcion del RNAm precursor de la HCP es constitutiva o no; F) a pesar de que la HCP esta
evolutivamente relacionada a la familia de la Hormona Adipocinética de insectos, de la cual se han
clonado 10 cDNAs para los precursores protéicos de S especies, entre los genes de los miembros de esa
familia se sabe que existe un movimiento de intrones (Martinez-Pérez et al .,2002), por lo que se ha
propuesto que la estructura del gen de la HCP en el acocil pudiera ser diferente a la del cangrejo o de los
insectos (Martinez-Pérez et al .,2002).

En este trabajo se presenta la clonacion y la caracterizacion del cDNA de la HCP en el tallo
ocular del acocil Cherax quadricarinatus. Se logré por primera vez determinar que el cDNA de la HCP
se expresa en el pedunculo ocular y no en otros tejidos. Ademas se demuestra que la HCP tiene cambios
ritmicos en la concentracion de su cDNA en ciclos de 12 h de luz-oscuridad y de oscuridad constante.
También se incluye la caracterizacion y cuantificacion de los cDNAs de los genes constitutivos de la

beta Actina y de la gliceraldehido-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 concentracion de cDNA de la
HCP.

Por ultimo para tratar de establecer el posible origen de la familia de la hormona concentradora
de pigmentos de crustdceos 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 DNA. Segun 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 DNA en el gen original.




Miembros de la familia Hormona Adipocinética/Hormona Concentradora

de Pigmentos (HAC/HCP).

La secuencia de aminoacidos determinada, del primer miembro de la familia HAC/HCP fue la de
la HCP del langostino Leander adpersus (Fernlund y Josefson, 1972) y cuatro afios después se
caracterizo la HAC de la langosta Locusta sp. (Stone et al., 1976). Actualmente, la familia esta
compuesta por péptidos de 8 a 11 aminoacidos con los extremos amino y carboxilo terminales
modificados (Tabla I).

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 nematodo Panagrellus redivivus (Davenport et al., 1991). Adicionalmente en los
moluscos existe el tetrapéptido APGWamida cuyos ultimos tres aminoécidos y el extremo carboxilo
terminal es idéntico a los tres altimos 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 aminoacidos de 32 miembros de la familia HAC/HCP
distribuidos en 77 especies. De ellas, .a HCP se encuentra en la clase Malacostraca y recientemente en
el insecto Nezara viridula en el cual se desconoce su funcién (Gade er al., 2003). En la clase /nsecta 31
HACs pueden ser octa, nona, deca y undecapéptidos. Su distribucion con respecto al nimero de
aminoacidos, es muy variada ya que una especie puede presentar una HAC, mientras que en otras se
puede tener combinaciones de: 8-8, 8-10, 9-10, 10-10 y 8-8-10 aminoacidos. (Tabla 1).

Los 6rdenes Mantodea, Isoptera, Odonata y Phasmatodea 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.

*Peptido Organismo Orden Secuencia Tamario Referencia
Mytilus edulis Mytoloida Ala-Pro-Gli-Tri-NH, q Fabrel et al., 1996
APGWamid Aplysia californica Anaspidea Ala-Pro-Gli-Tri-NH, B Fan et al., 1997
Lymnaea stagnalis Basommatophera Ala-Pro-Gli-Tri-NH; 4 Smith et al., 1992
Fusinus ferrugineus Neogastropoda Ala-Pro-Gli-Tri-NH, 4 Kuroki et al., 1990
lLeander adspersus Decapoda pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH, 8 Carlsen ef al . 1976
Pandalus borealis Decapoda pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH; 8 Fernlund y Josefsson 1972
Carcinus maenas Decapoda pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH, 8 Link et al , 1992
RPCH Callinecies sapidus Decapoda pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH, 8 Klein et al, 1995
Penaeus japonicus Decapoda pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH, 8 Yang etal.. 1999
Cancer magister Decapoda pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH; 8 Gaus eral., 1990
Orconectes limosus Decapoda pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH; 8 Gaus etal., 1990
Nezara viridula Henuptera pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-NH, 8 Gade er al,, 2003
Aeshna subpupillata Odonata pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Gl-Tri-NH; 8 Gade et al 1997
Psi-AKH Pseudagrion inscompicutm Odonata pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Gli-Tri-NH 8 Gade e al 1997
Ischnura senegalensis Odonata pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Gli-Tri-NH; 8 Gade er af 1997
Lia-AKH Libellula auripennis Odonata pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Ser-Tri-NH, 8 Gade et al 1997
Ceratogomphus pictus Odonata pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Ser-Tri-NHa 8 Gade er al 1997
Pantala flavescens Odonata pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Ser-Tri-NHa 8 Gade et al 1997
Ani-AKH Anotogaster sieboldii Odonata pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Ser-Tri-NH, 8 Gade et al.,1997
Anax imperator Odonata pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Ser-Tri-NH. 8 Gade et al 1997
Lem-HrTH Nauphoeta cinera Balattaria pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-Gli-Tre-NH, 10 Gade et al 1997
Lem-HrTH Leucophaea maderae Balauaria pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-Gli- Tre-NHa 10 Gade eral 1997
Lem-HrTH Gromphadorhina porientosa Balattaria pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli- Tri-Gli- Tre-NH, 10 Gade et al 1997
Lem-HrTH Blattella germaniaca Balattaria pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-Gli-Tre-NHa 10 Gade eral ,1997
Lem-HrTH * Blabersus discoidalis Balanaria pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Gli-Tri-Gli- Tre-NH: 10 Gade et al , 1997
Lom-AKH-1 * Blaberus discoidalis Balanaria pGlu-Leu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre-NHa 10 Gade et al , 1997
Poa-HrTH * Polyphaga aegyptiaca Blattaria pGlu-lle-Tre-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH; 8 Gade et al 1997
Tem-HrTH * Polyphaga aegyptiaca Blattaria pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NHa 8 Gade et al 1997
Pea-CAH- 1 * Periplaneta americana Blanaria pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH. 8 Gade eral 1997
Pea-CAH-11 * Periplaneta americana Blanaria pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH: 8 Gade et al 1997
Pea-CAH- | * Blatia orientalis Balanaria pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH, 8 Gade er al 1997
Pea-CAH-II * Blatta orientalis Balanaria pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH- 8 Gade eral 1997
Pya-AKH Pyrrhocoris apterus Henuptera pGlu-Leu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH. 8 Kodrik er al.. 2000
Mesp-AKH Magicicada sp. Henuptera pGlu-Leu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NHa 8 Gade et al ., 1997
Diceroprocia semicincla Hemiptera pGlu-Leu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NHa 8 Gade er al., 1997
Cacama valavata Hemiprera pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Ser-Tri-Gli-Asp-NI 10 Gade er al 1997
Platypleura capensis Hemiprera pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Ser-Tri-Gli-Asp-NH; 10 Gade er al 1997
Munza trimeni Hemiptera pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Ser-Tri-Gli-Asp-NH, 10 Gade eral 1997
Bom-AKH Bombyx mori Lepidoptera pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Ser-Ser-Tri-NHa 8 Gade et al 1997
Emp-AKH Empusa pennata Lepidoptera pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH. 8 Gade et al 1997
as-AKH Manduca sexia Lepidopiera pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Ser-Ser-Tri-NH» 8 Gade eral, 1997
Hez-HrTH Heliothis zea Lepidoptera pGlu-Leu-Tre-Fen-Ser-Ser-Gli-Tri-Gli-Asp-NH, 10 Gadeetal.. 1997
Vac AKH Vanessa cardui Lepidoptera pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Ser-Ser-Tri-Gli-Gli-Lys-NHa 11 Kolhsch et al., 2000
Emp-AKH Sphadromantis sp. Mantodea pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH; 8 Gade et al., 1997
Cam-HrTH-1 Carausius morosus Phasmatodea pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre-NH; 10 Gade et al , 1997
Sipyloidea sipylus Phasmatodea pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre-NH, 10 Gade et al , 1997
Extatosoma tiaratum Phasmatodea pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre-NH., 10 Gade et al.. 1997
Pea-CAH- | Mastotermes dar Isoptera pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH. 8 Gade et al ., 1997
Trinervitermes trinervoides Isoptera pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NHa 8
Miv-CC Microhodotermes viator Isoptera pGlu-lle-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH. 8 Licbrich et al . 1995
Taa-AKII * Tabanus atratus Diptera pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Pro-Gli-Tri-NH: 8 Gade eral., 1997
Taa-HoTH * Tabanus atratus Diptera pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Pro-Gli-Tri-Gli-Tir-NHz 10 Gade et al , 1997
Pht-Hr'TH Protophormia terraenovae Diptera pGlu-Leu-Tre-Fen-Ser-Pro-Asp-1Ti-NH: 8 Gade et al., 1997
Drosophila melanogaster Diptera pGlu-Leu-Tre-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH: 8 Gade eral , 1997
Grb-AKH Gryllus bimaculatus Orthoptera pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli- Tri-NH» 8 Gade et al 1997
irb-AKH Acheta domesticus Orthoptera pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NH: 8 Gade er al 1997
Grb-AKH Gryllodes sigillatus Orthoptera pGlu-Vaul-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NH; 8 Gade er al ,1997
Sce-AKH-1I Libanasidus vittatus Orthoptera pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NH. 8 Gade et al., 1997
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Shg-AKH-II
Shg-AKH-II
Shg-AKH-II
Lom-AKH-1
Grb-AKH
Rom-CC-1
Shg-AKH-11
Lom-AKH-I
Shg-AKH-II
Lom-AKH-1
Shg-AKH-I1
Phl-AKH
Shg-AKH-II
Pmo-AKH
Lom-AKH-11
Lom-AKH-II
Lom-AKH-1

Pea-CAH-1
Pea-CAH-II
Tem-HrTH
Del-CC
Sed-CC-1
Sed-CC-1
Sed-CC-1
Scd-CC-11
Sed-CC-1
Ona-CC
Sed-CC-1
Ona-CC
Tem-HrT11
Tem-HrTH
Tem-HrTH
Tem-HrTH
Tem-HrTH
Mem-CC
Mem-CC
Mem-CC
Mem-CC
Mem-CC
Mem-CC
Mem-CC

Heterodes namaqua
Acanthoproctus cervinus
Anabrus simplex

Al

s 34 pes
*Romalea microptera
*Romalea mircoplera

* Schistocerca gregaria
* Schistocerca gregaria
* Shistocerca nitans

* Shistocerca nitans
*Phvmatteus leprosus
*Phymateus leprosus
*Phymatteus morbillosus
* Phymatteus morbillosus
* * Locusta migratoria
** Locusta migratoria
** Locusta migratoria

* Leptinotarsa decemlineata
* Leptinotarsa decemlineata
*Decapotoma lunata
*Decapotoma lunata
*Scarabaeus deldunes
*Scarabaeus deldunes
*Gareta nitens

*Gareta nitens

*Onins avgulus

* Onitis aygulus.
*Onitis pecuarivs
*Onitis precarius
Tenebrio molitor
Zophobas rugipes
Onymacris plana
Onymacris rugatipennis
Physadesmia globosa
Melolontha melolontha
Geotrupes stercorosus
Pachnoda marginata
Pachnoda sinuata
Pachnoda aemulae
Trichostetha fascularis
Trichostetha albopicta

Orthoptera
Orthoptera
Orthoptera
Orthoptera
Orthoptera
Orthaptera
Orthoptera
Orthoplera
Orthoptera
Orthoptera
Orthoptera
Orthoptera
Orthoplera
Orthoptera
Orthoptera
Orthoptera
Orthoprera

Coleoptera
Coleoptera
Coleaptera
Coleaprera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Caoleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleaptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera

pGlu-Leu-Asp-Fen-Scr-Tre-Gli-Tri-NH-
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NH:
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NH:
pGlu-Leu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre-NH:
pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NHa
pGlu-Val-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre-NH;
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NH.
pGlu-lLeu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre-NH;
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NH;
pGlu-l.eu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre-NH:
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NH;
pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Ser-NHa
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Tre-Gli-Tri-NH;
pGlu-Leu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Ser-NH:
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Ala-Gli-Tri-NH;
pGlu-Leu-Asp-Fen-Tre-Pro-Tri-Tri-NH;
pGlu-l.eu-Asp-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-Gli-Tre-NH-

pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NHa
pGlu-Leu-Tre-Fen-Tre-Pro-Asp-Tri-NH.
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH;
pGlu-Val-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-Gli-Asp-NH:
pGlu-Fen-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp-Tri-NH;
pGlu-Fen-Asp-Tir-Ser-Pro-Val-Tri-NH.
pGlu-Fen-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp-Tri-NH-
pGlu-Fen-Asp-Tir-Ser-Pro-Val-Tri-NHa
pGlu-Fen-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp-Tri-NHs
pGlu-Tir-Asp-Fen-5er-Tre-Gh-Tri-N11»
pGlu-Fen-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp-Tri-NH:
pGlu-Tir-Asp-Fen-Ser-Tre-Ghi-Tri-NHa
pGlu-Leu-Asp-Fen-§er-Pro-Asp-Tri-NH:
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NHa
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH;
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH,
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NHa
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH,
pGlu-l.eu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NHa
pGlu-Leu-Asp-Fen-Ser-Pro-Asp-Tri-NH-
pGlu-Leu-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp-Tri-NHa
pGlu-Leu-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp-Tri-NH;
pGlu-Leu-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp-Tri-NH:
pGlu-Leu-Asp-Tir-Ser-Pro-Asp-Tri-NH.
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8
8

8

wwmwmmwwmmwmmmwmwwwm‘ammm

Gadc et al 1997
Gade et al 1597
Gade et al 1997

0 Taub-Montemayor et al ,

Gade et al , 1997
Gade eral,, 1997
Gade eral ., 1997
Gade et al, 1997
Gade et al,, 1997
Gade et al., 1997
Gade et al., 1997
Gade er al., 1997
Gade et al 1997

Gade et al ,1997

Gade et al., 1997
Gade et al 1997
Gade et al 1997

Gade et al 1997
Gade et al 1997
Gade et al 1997
Gade et al 1997

Gade et al 1997

Gade et al ,1997

Gade et al 1997
Gade eral 1997
Gade eral 1997
Gade er al 1997
Gade et al..1997
Gade et al 1997
Gade et al.,1997
Gade er al 1997
Gade et al ,1997
Gade et al ,1997
Gade er al 1997
Gade et al 1997
Gade et al 1997
Gade eral .. 1997
Gade et al 1997
Gade et al 1997
Gade et al . 1997
Gade et al , 1997

Tabla 1.- Secuencia de aminoacidos de los miembros de la Familias 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 aminoacidos Ala-Pro-Gli-Trp-NH- de los moluscos estan en negritas y

subrayados. Las especies de la clase que tienen mas de una HAC se indican con un asterisco.

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

nimero de aminodcidos, estan en los 6rdenes 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 octapéptido y un decapéptido y solo una especie en

los ordenes Coleoptera y Diptera. Por qltimo, la Gnica especie de insectos que tiene tres HAC, dos

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

son octapéptidos con la misma secuencia de aminoécidos (Keller, 1992). Se conoce la secuencia de
aminoacidos de la HCP en los camarones Pandalus borealis (Fernlund y Josefsson, 1972) y Peneus
Jjaponicus (Yang et al., 1999), en los cangrejos Carcinus maenas (Gaus et al., 1990) Callinectes sapidus,
(Klein et al., 1995) y Cancer magister y en el acocil Orconectes limosus (Gaus et al., 1990) (Tabla 1).
Mientras que solamente se ha determinado la composicién de aminoécidos de la HCP en los cangrejos
Cardisoma y Liocarcinus puber (Gaus ef al., 1990), en las langostas Nephrops norvegicus y Homarus
americanus (Gaus el al., 1990; Jaffe et al., 1984), en los acociles Pacifastacus leniusculus (Gaus et al.,
1990), Leander adspersus (Carlsen et al., 1976) y en el langostino Palaeamontes pugio. Debido a la
inmunoreactividad del COXGS ante la HCP del acocil Procambarus clarkii se ha propuesto que tiene la
misma secuencia de aminoacidos de los demas miembros de la HCP (Rodriguez-Sosa et al., 1994;

Preciado ef al., 1994).

Relacion: Posicion-funcion de los aminodcidos que conforman a la familia

HAC/HCP.

Con las secuencias de aminoacidos 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 desempeiia cada aminoacido 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 et al., 1997; Ziegler et al., 1997; Lee et 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 | se elimina o se sustituye por Gli, Ala o Pro se
pierde la actividad, pero cuando se bloquea el grupo amino de estos aminoacidos con un acetilo se

restablece la actividad biologica.




| 2 3 4 - 5 6 7 8 9 10 11 12
32 pGlu 18 Leu 22 Asp 29 Fen 16 Ser 25 Pro 15 Asp 32 Trp 32Gh 4 Tre 9Gli I Gh
9 Val 10 Tre 3 Tir 16 Tre 3Tre 10 Gl 2 Asp I Lys
2 lle 3 Ser 5 Ser 2 Ser
2 Fen 1 Ala I Val 1 Tir
I Tir I Trp 1 Gh
pGlu Nopolar  polar Fen Polar Polar Variable Trp Gli Polar Glhi Gli
No polar

Tabla 2.- Secuencia de aminoécidos consenso de la familia Hormona Concentradora de Pigmentos /
Hormona Adipocinética. El nimero a la izquierda de cada aminoacido corresponde al nimero de veces
que esta en las secuencias.

Lo anterior indica que el grupo amino del aminoacido que ocupe la posicion 1 debe estar
protegido, como ocurre en la pGlu de la familia HAC/HCP. Se ha sugerido la participacion de la
piroglutamina en la formacion del agrupamiento hidrofébico de la estructura secundaria ya que cuando
se inserta una o dos Gli antes de la Leu” en la HAC | se pierde la actividad (Goldsworthy et al., 1990;
Ziegler et al., 1997; Lee et al., 1997).

La posicion 2 ha sido relacionada con el establecimiento del nicleo hidrofébico. En esta posicion
se encuentran aminoacidos no polares de cadena lateral alifatica, principalmente Leu o Val, y con menos
frecuencia residuos con cadena lateral aromatica como Fen. El caracter no polar de esta posicion es
necesario para la interaccion con los residuos Fen' y Trp®. Las posiciones 1, 4 y 8 son las mas
conservadas. Estan ocupadas por aminoéacidos que presentan propiedades aromaticas como Fen®, Tir' y
Trp® respectivamente. Se ha demostrado un aumento en la actividad de concentrar pigmentos mediante
la sustitucion de la Fen* de la HCP por Tir (Christensen et al, 1978; 1979). Al sustituir la misma
posicion en la HAC por Ala se produce una pérdida dramatica de la actividad la cual comienza a
restablece cuando es sustituida con un aminoacido de caracter aromatico (Trp). Lo anterior indica que en
la posicion 4 se requiere una cadena lateral aromatica (Valentza et al., 2000; Christensen ef al, 1978).

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

ocupan Ser o Tre, aminoacidos con grupos hidroxilo alifaticos capaces de establecer puentes de

hidrégeno. En la HAC I la sustitucion de Tre’ por Ala y Tre (But) produce una baja considerable de la
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actividad biologica lo que ha sugerido que el grupo hidroxilo debe de estar disponible para establecer un
puente de hidrogeno intramolecular con el receptor y/o con la sefial de transduccion (Valentza et al.,
2000). Ademas, se ha propuesto que la baja actividad puede ser debida a que la Ala’ no favorece el giro-
B en la region 5-8. Esto ha indicado que este giro podria ser un prerrequisito para que la HAC-1 conserve
su actividad biologica (Ziegler et al., 1997; Lee et al., 1996; Valentza et al., 2000).

El aminoéacido postulado como mejor candidato para establecer el giro-f3 tipo 1 es la Pro®. Este
aminoacido alifatico con cadena lateral ciclica, interrumpe la organizacion habitual de la cadena
peptidica y hace que la direccion de la cadena cambie bruscamente. Cuando la posicioén 6 es ocupada por
Ala® en la HAC-I no se permite la formacion 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 et al., 1996; Christensen et al, 1978).

La posicion 7 es hipervariable; puede estar ocupada por aminoacidos polares, no polares y con
menos frecuencia, un residuo con carga negativa. Estudios en los cuales se sustituye el residuo de Asp’
de la HAC-I por Asp (OBzl) indican que el grupo [B-carboxamida del residuo Asp7 no es un participante
esencial en la formacién de un puente de hidrogeno o en la interaccion de la HAC-I con el receptor (Lee
et al., 1996; Valentza et al., 2000). La carga negativa en la posicion 7 de los péptidos modificados los
hace totalmente inactivos. Sin embargo se ha encontrado Asp’ en las HACs PhT-HrTH de Dipteros y
Mem-CC, Scd-CC-I, Scd-CC-l en Coleopteros, lo que sugiere que ¢l 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 posicién 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 quc dificra

notablemente en estructura, y por lo tanto en sus propiedades quimicas, genera una pérdida drastica en la
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actividad. Por ejemplo cuando el Trp® es sustituido por Ala (Lee et al., 1996; Ziegler et al., 1997;
Christensen et al, 1978).

Debido a que la eliminacion de Fen® y Trp®, o su cambio por aminoacidos con cadena lateral
alifatica (Ala), producen inactivacion o un cambio drastico en la potencia de la HAC/HCP
respectivamente, se ha sugerido que en la posicion 4 se requiere el anillo fendlico y en la posicion 8 el
anillo indol. Probablemente la funcion de estos residuos en la cadena de las hormonas sea la de
estabilizar la conformacion del giro-f agrupando al grupo hidrofébico que se forma por la interaccion de
estos residuos apolares con la Leu” (Valentza et al., 2000).

Se han realizado otros estudios modificando el tamafio y el residuo pGlu de la HCP. Christensen
y colaboradores (1979) mostraron que los dipéptidos sintéticos pGlu-Trp-NH2 y Gli-Trp NH; tienen
baja actividad para concentrar los pigmentos en el camarén Leander adspersus. Cuando emplearon el
tetrapéptido pGlu-Pro-Gli-Trp-NH2 se comenz6 a restablecer la actividad biolégica. 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 ef al., 1992; Favrel y Mathieu, 1996;
Fan et al., 1997), en donde el cambio esta en el primer aminoacido 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 pudieran estar relacionados evolutivamente con los miembros de la familia
HAC/HCP.

Por ultimo todos los neuropéptidos de la familia HAC/HCP tienen en el extremo carboxilo una
glicina amidada. La eliminacion de este residuo tanto en la HCP y en la HAC produce una perdida

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

1996; Ziegler et al., 1997; Christensen ef al, 1978).




Precursores de la familia HAC/HCP.

Aun cuando el nimero 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 et al., 1993) y
Callinectes sapidus (Klein et 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 cDNAs del
precursor para la HAC | y Il (Schulz-Allen et al., 1989; Fisher-Lougheed et al., 1993; Noyes y Schaffer,
1990), mientras que en la langosta Locusta Migratoria hay 3 ¢cDNAs (Bogerd et al., 1995). En la
cucaracha Blaberus discoidalis (Lewis et al., 1997), en la palomilla Manduca sexta (Bradfield y Keeley,
1989) y en la mosca Drosophila melanogaster (Noyes et al., 1995) solo hay un cDNA para la
prohormona.

Por hibridacion in situ se ha demostrado que en el tallo ocular de Carcinus maenas la sintesis del
RNAm de la HCP la llevan a cabo dos grupos celulares, uno de veinte células en la medula terminal del
6rgano X, y otro de tres células en la parte proximal de la medula terminal (Link et a@l., 1993). Trabajos
similares se han realizado para determinar los grupos neuronales que realizan la sintesis de la HAC. Se
ha demostrado que en L. migratoria los tres RNAm colocalizan en los cuerpos celulares del cuerpo
cardiaco (Bogred ef al., 1995), y que las tres prohormonas HAC I, HAC Il y HAC 1lI estan en la misma
vesicula (Harthonn et al., 1999).

Todos los precursores de la familia HAC/HCP se traducen a partir d¢ RNAms independientes.
En los insectos el cDNA del precursor de la HAC tiene un tamano promedio de 350 pb, mientras que en
los crustaceos el cDNA es de 650 pb en promedio. El marco abierto de lectura (ORF) de la HAC esta
constituido de 183 a 247 pb, dependiendo de la especie, mientras que en los crusticeos es de 330 pb
(Fig. 1). Los ensayos de traduccion in vitro en el grillo Shistocerca gregaria han demostrado que el
RNAm de la HAC | produce un prepropéptido de 6.8 kDa. Sin embargo, cuando se bloquea la

traduccion del RNAm de la HAC Il con oligodesoxinucleotidos especificos se obtiene una proteina 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

codén de inicio de la traduccion, el cual esta a 27 pb del sitio de union al ribosoma. Aln cuando este

codon se encuentra en la misma posicion en la HAC 11 de S. gregaria (Fig. 1), no se ha demostrado, in
vivo, que este sitio de inicio de la traduccion se utilice (Fischer-Lougheed et al., 1992).

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

amino del pre-pro-HAC o pre-pro-HCP se encuentra el péptido sefial de 19 a 25 aminoacidos

hidrofobicos, el cual dirige la sintesis del prepropéptido al reticulo endoplasmico rugoso, a semejanza de

¥ 20 * 40 a3 60
HAC2 S.gregaria : MRQSC---ALTLMLVVAVCAALSAAQINFSTGWG-—————————————===— RRYADPNA- : 39
HAC2 S.nitans : MROGC---ALTLMLLVVVCAALSAAQINFSTGWG————————————————— RRYADPNA- : 39
HAC2 L.migratoria 1 MTQSC---TLTLVLVVAVLAALATAQINFSAGWG-————————————==== RRYADPNA- : 39
HAC S.gregaria : MVORC---LVVALLVVVVAAALCSAQINFTPNWGT-——————————————| GKRDAADFG- : 41
HAC S.nitans : MVODRC---LVVALLVVVVAAALCSAQLNFTPNWGT-——————————————| GKRDAGDYG- : 41
HAC L.migratoria 1 MVQRC---ALVVLLVVAVAAALCSAQINFTPNWGT-—————————————— GKRDAADFA- : 41
HAC B.discoidalis : MNHLV---KVLIVVVAIALVLC-EAQVNFSPGWG--—————~— TGKRSAVQONSPCKGSA-- : 46
HAC D.melanogaster : MNPKS---EVLIAAVLFMLLACVQOQLTFSPDWGKRSVGGAGPGTFFETQQOGNCKTSN-- : 55
HAC3 L.migratoria : MOVRA---VLVLAVVALVAVATSRAQILNFTPWAG—————-—— KRALGAPAAGDCVSASP- : 48
HCP C.maenans : MVRRTGVTLLVVALVVVALVSSVSAQLNFSPGWGKRAAAGSGSSG-GVGEAVSALHHSVG : 59
HCP C.sapidus : MVRRSGVTLLVVALLVVTLMSSVSAQLNFSPGWGKRAAGASGSNG-GVGEAVSGLHPSVG 59
HAC M.sexesta 1 MYR=m—e LTVFLMFIAFVIIAEAQLTFTSSWGGKRAMTN —————~~~— SISCRND-—- : 42
M aQlnF WG
* 80 * 100 *
HAC2 S.gregaria I S e e e DPMAFLYKLIQIEARKLSGCSN—-~—~--~— : 61
HAC2 S.nitans i DPMAFLYKLIQIEARKLAGCSN-~——--—- : 61
HACZ L.migratoria WS DPMAFLYRLIQIEARKLAGCSD-—-———— : 61
HAC S.gregaria T R T e DPYSFLYRLIQAEARKMSGCSN—~—=—== . 63
HAC S.nitans f ST oS TmmE T oo T e DPYSFLYRLIQAEARKMSGCSN—-=——=== & 163
HAC L.migratoria Y ST R e e R i DPYSFLYRLIQAEARKMSGCSN-—————— i B3
BAC: Badiscoddalis 5 —s=———c——=———tc——w—iaie ESLMYIYKLVONEAQKILECEKFSSN--- : 72
HAC P.melanogaster : ——=———mresmee—— oo oo EMLLEIFRFVQSQAQLFLDCKHRE-———- : 79
HAC3 L.migratoria D e OALLSILNAAQAEVQKLIDCSRFTSEANS : 77
HCP C.maenans : GAPGGVVPPGSSSESGDSCGPIPVSAVMHIYRLIRNEAVRLVQCQODEEYLG-- : 110
HCP C.sapidus : GAPGGVVPPGSSSP-GDSCGPIPVSAVMHIYRLIRSEAVRLVQCODEEYLG-- : 109
HAC M.sexta P eSS e e EATAAIYRAIQNEAERFIMCOKN-————-— 3 65
q a c

Figura 1.- Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los precursores de la familia HAC/HCP. La
secuencia de direccionamiento al lumen del reticulo endoplasmico rugoso se indica en italicas (aa 1-28).
La secuencia de la HAC y HPC se indica en negritas. Los aminoacidos basicos para el corte por
endopeptidasas se muestran subrayados. El péptido relacionado a la HAC o de la HCP esta en letra
normal. Las cisteina involucrada en la dimerizacion del propéptido esta en negritas y subrayada (aa
107), mientras que las cisteinas intramoleculares estan en negritas e italicas. En mayuasculas se indica
cuando no hay cambio en la posicién y en minusculas cuando solo se presenta el cambio de un o dos
aminoacidos en esa posicion.
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lo reportado para otros precursores de neuropéptidos (Kriger et al., 1983). Inmediatamente después del
péptido sefial se encuentra la secuencia de la HCP o de la HAC, seguida por un par de aminoécidos
basicos que son el sitio de reconocimiento para endopeptidasas. Para los precursores de la HCP, de las
HAC I y 111, la secuencia del corte es Lis-Arg. Para los precursores de la HAC II de S. gregaria, S.
nitans y L. migratoria se encuentran dos sitios de corte, el primero esta después de la HAC II con la
secuencia Arg-Arg y el segundo se encuentra antes de la Cis’’ del péptido relacionado a la HAC, con la
secuencia Arg-Lis. Sin embargo, no se ha determinado si esta secuencia estd sujeta a un proceso
proteolitico (Fig. 1).

La reconstruccion in vitro del procesamiento del precursor de la HAC | ha mostrado que el corte
del propéptido se realiza por una enzima con actividad similar a la carboxipeptidasa H. Ademas, un
requisito para el procesamiento del precursor de la HAC 1, es la formacion de una orquilla tipo omega
entre la Tre® de la HAC y la Arg del sitio de corte dibasico. Por lo que la sefial para el procesamiento del
precursor es la estructura secundaria que forma la secuencia de la HAC con los aminoacidos basicos 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 tendra un comportamiento como el propuesto (Rayne y O’shea
1993; 1994).

Con la escision 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
aminoacidos en los crusticeos y de 32 aminoécidos 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 demostré que estas atribuciones son falsas (Hatle y Spring, 1999) y aln se

desconoce si el RP-HAC o PR-HCP tienen alguna funcién extracelular.
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Existen diferencias en el tamafio y en la composicion de aminoacidos 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 ultimos 3 o 9 aminoacidos. Esta Cis es necesaria para el
procesamiento de las HAC [ y 11, debido a que el precursor debe estar en forma de dimero formado por
puentes disulfuro en el extremo carboxilo. (Fischer-Lougheed er al., 1992). Ademas esta Cis pudiese
formar un puente disulfuro intramolecular con otra cisteina localizada en otra parte del péptido
relacionado a la HAC, o en algunos casos en el péptido seiial, pero estos enlaces intramoleculares no se

han demostrado (Fig. 1).

Genes de la familia HAC/HCP.

Los estudios concernientes a los genes que codifican para los precursores de la HAC y HCP son
escasos. Solo 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 (Martinez-Pérez et al., 2002).
La estructura del gen, al nivel de exones e intrones, varia de acuerdo a la especie. En el caso de M. sexta
el gen carece de intrones y el precursor se encuentra en un solo exon. Para Drosophila melanogaster el
gen tiene un intrén 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 | tiene tres pequefios exones separados por dos intrones de 3.8 y 2.1 kb. El
primer intron esta en la regién no traducida del extremo 5’ y el segundo en la parte final de péptido

relacionado a la HAC. El gen para la HAC II presenta la misma estructura que el gen de la HAC I pero

los tamafios de los intrénes son de 3.3 kb y de 15 kb (Noyes y Schaffer, 1993). La estructura del marco
abierto de lectura del gen de la HCP en la jaiba Callinectes sapidus tiene un intron de 275 pb,

localizado, al igual que en las HAC de S. nitans, en la parte final del péptido relacionado a la HCP. Las
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diferencias entre el tamaiio y la posicion de los intrones sugiere la participacion de diferentes elementos
intrénicos y exonicos que participan en el procesamiento del pre-RNAm del precursor de cada
neuropéptido (Martinez-Pérez et al., 2002).

Los intrones de la familia HAC/HCP presentan todos los elementos en cis y estan en fase cero
(Patthy, 1996) ya que estan localizados entre €l ultimo codon del primer exén y el primer coddn del
segundo exon. Ademas los intrones de la familia HAC/HCP estan en la categoria de los intrones
clasicos, ya que los sitios aceptor, donador y de ramificacion, estan 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 esta tan definido en C. sapidus como en D. melanogaster y S. nitans.
Concomitantemente en C. sapidus, la secuencia entre el sitio de ramificacion y el segmento de
polipirimidinas tiene menos nucledtidos y el contenido de guaninas y citosinas es del 50%, mientras que
los genes HAC son mayores y son mas ricos en adenina y timina como ocurre en los intrones tipo 111

(Rogers, 1990).

La region 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. nifans también se han
encontrado cajas CAAT. Ademads se han determinado distintos elementos de regulacion entre los genes
HAC I y HAC II. Por ejemplo la secuencia TCCCTTCGA esta presente en el gen HAC 1 de S. nitans y
D. melanogaster pero no en el gen HAC Il. Una situacion similar ocurre con un elemento homdlogo que
flanquea las regiones 5° de los genes de gastrina y colecistoquinina. Se ha encontrado una secuencia

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

(Noyes et 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

regulacion.

Ritmos circadianos.

En nuestro planeta existen cambios geofisicos que se repiten a intervalos constantes de tiempo
denominados ciclos geolégicos como por ejemplo los cambios de luz y oscuridad y la translacion de la
tierra alrededor del sol (Shweiki, 2001; Brown, 1976). Esta repeticion de eventos periddicos se refleja
también en los seres vivos en los que se les conoce como ritmos biologicos. Pueden ser propios del
organismo (ritmo enddégeno), o estar regulados por algin ritmo geoldgico (Brown, 1976; Stupfel y
Pavely, 1990).

Los ritmos biologicos se clasifican de acuerdo a su duracion. 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 dia infradianos (Stupfel y Pavely, 1990). Los ritmos circadianos (del latin
circa= cerca y dies= dia) son oscilaciones en las funciones bioquimicas, fisiologicas y de
comportamiento en un organismo durante un periodo de aproximadamente 24 horas, por lo que son
considerados una adaptacion al ciclo de luz-oscuridad producido por la rotacion de la tierra (Pya et al.,
2002; Loros y Dunlap, 2001; Dunlap, 1999).

Todos los sistemas circadianos tienen diferentes propiedades basicas, a saber: A) pueden ser
sincronizados por ciclos geoldgicos y por estimulos ambientales, también llamados sincronizadores
(zeitgebers), como son: la luz, la temperatura, la humedad, las condiciones meteoroldgicas, la presion
barométrica, las condiciones meteoroldgicas, la disponibilidad de alimento y posiblemente el
magnetismo (Aréchiga, 1996; Sancar, 2000; Williams y Sehgal, 2001); B) persisten bajo condiciones

ambientales constantes, al estar en ausencia del sincronizador la longitud del ciclo completo (periodo)
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usualmente es menor a 24 horas. En esta condicion se dice que el ritmo circadiano esta en corrimiento
espontaneo (Aréchiga, 1996; Williams y Sehgal, 2001) y fue la demostracion de que los organismos
tienen un mecanismo endégeno 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) estan bajo control genético ya que una mutacion 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 nacleo supraquiasmatico del hipotalamo de los mamiferos, en la glandula pineal en
las aves, en el 0jo en los gasteropodos, en el tallo ocular de los crustaceos y en diversas estructuras en
los insectos (Aréchiga, 1996). Inclusive en procariontes existen especies que generan ritmos circadianos
como las cianobacterias que tienen las proteinas kai A, B y C, que participan en la generacion del ritmo
circadiano (Johnson y Golden, 1999). Pero no todos los organismos unicelulares presentan algun ritmo
circadiano como es el caso de las arqueobacterias y muchas eubacterias (Loros y Dunlap, 2001; Dunlap
JC, 1999; Johnson y Golden, 1999). La conservacion de los ritmos circadianos durante la evolucion
sugiere una ventaja selectiva para los organismos, ya que permiten que el individuo organice su
fisiologia y su comportamiento en horas determinadas del dia, por lo que estarad adaptado previamente a
situaciones ambientales establecidas por el ritmo geolégico (Panda et al., 2002).
Los ritmos circadianos estdn formados por tres elementos: A) una o varias rutas de entrada que
transmiten la informacion ambiental al reloj biologico para su sincronizacion; B) un reloj biologico o
marcapasos circadiano que genera la oscilacion y C) una o varias rutas de salida, mediante las cuales la

informacion del marcapasos genera cambios ritmicos en una actividad o en algin proceso fisioldgico

(Takahashi, 1995; Williams y Sehgal, 2001; Panda e al., 2002).
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Andlisis de los Ritmos Biologicos.

Otro aspecto para el estudio de los ritmos bioldgicos, 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 descripcion de un ritmo circadiano requiere
de la obtencion de datos de una variable ritmica 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 ritmica se puede analizar mediante
una funcion cosenoidal, en donde los parametros fundamentales de la funcion son: a) el periodo, 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 periodo completo; ¢) la amplitud que es la
diferencia entre el mesor y el valor maximo alcanzado por la variable durante el periodo; d) la fase, que
es el valor instantaneo de una variable biologica en un momento dado (Golombek, 1997).

La representacion grafica de las fases permite observar el comportamiento del ritmo circadiano
en el tiempo, por lo cual se han empleado diferentes métodos estadisticos, por ejemplo, la forma mas
sencilla es mediante una grafica de variable dependiente—independiente (XY) (Fig.2). Otro método para
representar la actividad es el actograma consiste en el ordenamiento consecutivo de graficas de
ocurrencia de eventos (Friesen y Block, 1984; Vega, 1993; Dunlap, 1996; Minors y Waterhouse, 1988).
Uno de los datos mas importantes para el analisis de los ritmos circadianos es el periodo ya que indica la
duracion del ritmo circadiano; se puede obtener de varias formas, ya sea bien con la estimacion grafica
del periodo y de la fase (Fig. 2), o con analisis matematicos como son: el cosinor que es un método de
ajuste por minimos cuadrados; el periodograma que permite estimar el periodo de los componentes
responsables del ritmo circadiano; la demodulacién compleja, que es analoga a los minimos cuadrados
pero utiliza la suma de funciones trigonométricas (Vega, 1993). Se han disefiado diversos modelos

matematicos para representar el periodo de ritmos circadianos con la opcién de ser utilizados para medir
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Figura 2.- Representacion grafica de un ritmo circadiano. El periodo es el tiempo desde el
comienzo al final del ciclo circadiano. El mesor es la media entre el valor maximo y minimo. La
amplitud es la distancia entre el mesor y el punto maximo. 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 proteina de per y de tim en Ne;xros‘pora crassa y en Drosophila melanogaster (Smolen
et al., 2001; 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. Ademas una de las
principales ventajas del cosinor es que permite tener una prueba objetiva de la hipétesis es decir el ritmo
es valido para un periodo considerado. Usualmente la evidencia para la decision de aceptacion del ritmo
es cuando la probabilidad (p < 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 analisis de
Cosinor parte de la formula Y= M+A cos (oti+4) en donde: t; es el tiempo de los puntos; M es el valor
medio (mesor); A corresponde a la amplitud de la curva; o es la frecuencia angular de la curva y ¢ es el

angulo de fase del valor maximo de la curva (acrofase) (Vega, 1993).
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Ritmo del movimiento de los pigmentos en los crustdceos.

Diferentes estudios han demostrado que en los crustaceos hay un ritmo diario en el cambio de
color de los cromatéforos (células epiteliales distribuidas en todo el organismo), y en los pigmentos de
la retina (Porras ef al., 2001; 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 eliminé el pedinculo ocular, con lo que se perdi6 el ritmo en los
cromatéforos. Posteriormente se demostro que los neuropéptidos Hormona Concentradora de Pigmentos
(HCP) y Hormona Dispersora de Pigmentos (HDP), que se sintetizan en el complejo érgano-X-glandula
sinusal (COXGS) en el pedinculo ocular, eran las principales hormonas involucradas en la migracion de
los pigmentos en los cromatéforos y en la retina (Aréchiga et al., 1993, 1997; Garfias et al., 1995;
Fingerman y Fingerman, 1977).

El ritmo de la retina consiste en el movimiento de tres de tipos pigmentos accesorios (Aréchiga et
al., 1993, 1997; Garfias et al., 1995 Frixione, 1983). El primero es periférico y se denomina pigmento
distal; se encuentra en granulos oscuros que estan localizados en las células alargadas que se extienden a
lo largo del eje mayor del omatidio de la cornea hasta la membrana basal (Fig. 3). El segundo tipo de
granulos 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 funcion de reflejar la
luz. En la oscuridad el pigmento distal se dirige hacia el final de la cornea, mientras que el pigmento
proximal se mueve en direccion 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 area que rodea al rabdomo
queda totalmente expuesta a la luz (Aréchiga er al., 1993; 1997). Bajo iluminacion ambos pigmentos se
expanden, dependiendo de la intensidad de la luz, y por lo tanto, ocupan la mayor parte de la extension
de las células. Esta dispersion pigmentaria tiene la funcion de proteger de la luz tangencial (Fig. 3)

(Aréchiga et al., 1997).
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Figura 3.- Ritmo circadiano del movimiento de pigmentos en la retina de los crustaceos. En el dia
el pigmento distal y el pigmento proximal se distribuyen en toda la retina por accion 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 estimulos que producen el movimiento de los pigmentos proximal y
distal. En el pigmento proximal la migracion responde directamente al estimulo de los fotoreceptores de
luz-oscuridad. Mientras que las células que tienen al pigmento distal no responden a la luz directamente,
ya que su regulacion es por fotorreceptores extraretinianos y por neurohormonas liberadas por el tallo
ocular en respuesta a la luz - oscuridad (Aréchiga er al., 1997; Garfias et al., 1995; de Kleijn et al.,
1993).

El ritmo circadiano del movimiento de pigmentos en la retina consiste en que los pigmentos
estan dispersos durante el dia, mientras que en la noche existe una agregacion de los mismos. El ritmo
persiste atin bajo condiciones constantes de oscuridad (Aréchiga et al., 1993; 1997).

La HCP promueve la agregacion del pigmento distal, segun se demostré al interferir el ciclo
circadiano impidiendo la actividad de la HCP por medio de un anticuerpo especifico contra ésta (Garfias

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

es producto de la union de la HCP con su receptor, y de la elevacion ulterior de la concentracion del
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Figura 4.- Ritmo circadiano de la concentracion de la HCP en el pedinculo ocular del acocil en
ciclos: de luz-oscuridad, de oscuridad y de luz constante. En ciclos de luz oscuridad la concentracion de
HCP es a la 12.00 h del dia y por la noche comienza a disminuir para regresar a sus niveles matutinos.
En ausencia o presencia de la luz existe un desajuste del ciclo circadiano pero continua con su origen

enddogeno (Tomado de Rodriguez-Sosa et al, 1994).

calcio intracelular; b) los cambios en la posicion del pigmento distal, modifican la cantidad de fotones
que pudieran participar en la regulacion del o de los relojes bioldgicos que producen los ritmos
circadianos del tallo ocular de crustaceos.

La participacion de la HCP en el ritmo circadiano del movimiento de pigmentos en los
cromatoforos es a diferentes niveles. Por ejemplo, en los cocultivos de neuronas del pedGnculo ocular
del acocil, que realizan la biosintesis de la HCP, con cromatoforos la neurona aledaria al cromatéforo
tiene la capacidad de concentrar los pigmentos de éste cuando se estimula con corrientes eléctricas cuyo
voltaje depende de la concentracion del calcio, o con HCP sintética. Mas ain, cuando se retira el medio
de cultivo, los cromatéforos comienzan a dispersar los pigmentos (Alvarado-Alvarez et al., 1999).

Los estudios concernientes a las neuronas que realizan la biosintesis de la HCP, y su relacion con
los ritmos circadianos del movimiento de pigmentos en la retina y en los cromatoforos, 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 et al., 1993; Rodriguez-Sosa et al., 1994; Uribe et al., 1998). La
concentracion minima se detecta en las primeras horas del dia; alcanza su maxima concentracion 12
horas después de iniciada la exposicion a la luz, para después descender durante la noche (Rodriguez-
Sosa ef al., 1994). El contenido de la HCP contintia presentando el mismo patréon de comportamiento
ritmico aun en oscuridad o en luz constante, indicando la naturaleza endégena del ritmo (Fig. 4).
Ademas, las neuronas productoras de HCP también presentan un ritmo circadiano en la actividad
eléctrica, el cual tiene un patron similar al ritmo del contenido de la HCP (Uribe ez al., 1998). En otros
estudios, el contenido de la HCP presenta un patrén especifico a lo largo del afo, en donde en primavera
comienza el aumento, para tener su punto maximo en el verano, comienza a descender en el otofio y en
invierno es el punto minimo (Rodriguez-Sosa ef al., 1997).

Aun cuando se ha demostrado la participacion directa de la HCP en el ritmo de movimiento de
pigmentos de los cromatoforos y del pigmento distal de la retina, no se han determinado ni los
mecanismos moleculares de la biosintesis del precursor de la HCP y si éstos también presentan un ritmo
circadiano, ni la presencia de los elementos caracteristicos de genes regulados por genes reloj en su

promotor para ser considerada como una molécula de salida del reloj biolégico.
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Justificacion 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 crustaceos esta regulado por un ritmo circadiano producto de la accion de la Hormona
Concentradora de Pigmentos y de la Hormona Dispersora de Pigmentos. Los elementos moleculares y
tisulares que regulan la biosintesis, el procesamiento y la liberacion 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 funcién de la sustitucion de la actividad fisiolégica, su
secuencia de aminoacidos y por las caracteristicas moleculares de sus precursores, no se ha propuesto
ningun modelo evolutivo que explique si ambos neuropéptidos tuvieron un origen comun o si provienen
de genes independientes.

De lo anterior se plantean tres preguntas que pudieran responderse a nivel molecular de la HCP:
;La expresion del RNAm de la HCP se efectua en el pedanculo ocular?

(El RNAm de la HCP tendra el mismo patrén ritmico de comportamiento que el de su precursor
protéico en el pedianculo ocular del acocil en ciclos de luz oscuridad?

(La HCP de los crustaceos y la HAC de los insectos. en base a la similitud molecular que presentan,
podrian provenir de un gen ancestral comin 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
fisiolégicos de su participacién en el ritmo circadiano de pigmentos (Aréchiga et al., 1998; Aréchiga
1996; Garfias et al., 1995) y la presencia de proteinas del reloj bioldgico (Fanjul-Moles et al., 2004,
Fanjul-Moles y Prieto-Sagredo 2003; Arechiga y Rodriguez-Sosa 1998). 2) desarrollar una mictodologia

que permita obtener el RNA total de pedunculo ocular del acocil C. quadricarinatus libre de pigmentos
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de pigmentos y de compuestos fenolicos, debido a que este tipo de moléculas interfieren en la
cuantificacion de los acidos nucléicos y en algunas reacciones enzimaticas como la de RT-PCR
(Manning 1991). 3) Establecer si existen cambios en la concentracion del RNAm de la HCP en ciclos
de luz-oscuridad o por accion de los ritmos endogenos; 4) establecer los controles necesarios para poder
comparar los cambios en la concentracion del RNAm de la HCP. En este sentido es condicion
indispensable determinar la expresion de genes constitutivos en el pedinculo ocular. Para el acocil (.
quadricarinatus se desconoce la secuencia de los cDNAs de los genes constitutivos mas empleados
como controles en los estudios de cuantificaciéon del RNAm, a saber, el de la beta actina y el de la
gliceraldehido-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 podra
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 analisis se podra realizar con neuropéptidos de otro phylum,
como el de los moluscos, en los cuales se ha demostrado la presencia de hormonas que presentan
secuencias de aminoacidos homologas 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 modelaje entre las secuencias que conforman a
los miembros de la familia HAC/HCP y ayudara 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

hipotesis y objetivos que se indican a continuacion.
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Hipdotesis.

1.- El ¢cDNA de la Hormona Concentradora de Pigmentos, en el acocil Cherax
quadricarinatus, oscila en periodos circadianos en el pedinculo ocular.

2.- La similitud que presentan los miembros de la familia HAC/HCP sugiere que éstos

pudieran tener un gen ancestral comun, el cual se formo6 por eventos de recombinacion

de DNA.

Objetivo General.

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

pedinculo 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 endogenos.

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

del acocil Cherax quadricarinatus y los miembros de la familia HCP/HAC.
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Metodologia.

Extraccion de los dacidos nucléicos del masculo, del hepatopdncreas, de las branquias

y de los tallos oculares del acocil C. quadricarinatus.

Un aspecto basico en las metodologias de la Biologia Molecular es la pureza de los 4cidos
nucléicos para realizar reacciones enzimaticas. La mayoria de los protocolos reportados en la
bibliografia, o por }as casas comerciales, estan disefiados para las plantas, los mamiferos y, en el caso de
los insectos, para Drosophila melanogaster. Por lo anterior fue nccesario implementar una nueva
metodologia para la obtencidn de acidos nucléicos disefiada para los crustaceos decapodos. Previo a
cada extraccidn, y para causar el menor dolor a los acociles, se aletargaron colocandolos en htelo
durante S min. Este simple tratamiento ayudd a mantener la integridad del tejido y facilité el manejo del

animal.

Extraccion del DNA.

Para extraer el DNA del muisculo del acocil, se disefio un nuevo protocolo adaptado para los
crustaceos, con el cual se eliminan las proteinas y las moléculas organicas € inorganicas del DNA
cromosomal. 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 proteinas y al RNA por accion enzimatica (Wu
et al., 1995). La segunda etapa, termina por separar las proteinas asociadas al DNA, mediante un método
quimico con el reactivo DNAsol (Invitrogene). La tercera etapa separa al DNA de los restos organicos e
inorganicos mediante un gradiente continuo de Cloruro de Cesio (Ausebel ef al., 1985).

El musculo se macerd después de congelado en nitrogeno liquido. Por cada 0.1 g de tejido se
adiciond 2 ml de amortiguador de lisis (100 mM Tris HCI pH 8.5; EDTA 5 mM pH 8; SDS 0.2 %,

NaCl 400 mM). A la reaccion se le afiadié 500 pg/ml de Proteinasa K y 20 pg/ml de RNasa A. Se
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incubd por 4 h a2 37°C. El DNA se precipitd con | volumen de isopropandl y se resuspendio en 4 ml de
amortiguador TE (Tris-HCI 100 mM pH 8.5. EDTA 1 mM pH 8).

Al DNA se le agregd 6 volamenes de DNAsol (Invitrogene) y se precipité con 4 volimenes de
etanol absoluto. El DNA se retird de la solucion y se lavd 2 veces con 4 ml de etanol al 95 %. Se
resuspendio nuevamente en 4 ml de amortiguador TE. Posteriormente, para la formacion del gradiente
continuo, se agregd el Cloruro de Cesio (1 g/ml) mas 0.320 ml de bromuro de etidié (10 pg/ml en agua).
El DNA fue colocado en tubos para el rotor Ti70.1 (Beckman) y se centrifugd a 60,000 rpm por 6 b a 20
°C. Ei DNA cromosomal, Jocalizado en la parte superior del gradiente, se recuperd con una jeringa (a
veces se observo una linea de color visible a la luz ultravioleta). Para retirar €] bromuro de etidid se
agregd un volumen de alcohol isoamilico y se mezcld suavemente. En este paso se forman dos fases; la
fase organica (inferior) es de color rosa. Se centrifugd a 14,000 rpm por | min a temperatura ambiente y
se retird la fase organica. El procedimiento anterior se repitié cinco veces hasta que se eliminé el color
rosa de las dos fases. Para eliminar el Cloruro de Cesio, el DNA se diluyd con 3 volomenes de agua y se
precipito con 2 voliamenes de etanol absoluto a 4°C por |5 min, Por ultimo, la solucion se decantd y el
DNA se lavé con 2 mi de etanol al 70%. Se dejd secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 2 ml

de agua estéril.

Extraccion del RNA.

La extraccion del RNA total de los tejidos del acocil se realizd con algunas modificaciones al
método propuesto por Chomczynski y Sacchi (1985) con dos pasos adicionales para disminuir la
cantidad de DNA gendmico contaminante, y para eliminar la coprecipitacion del RNA con los
carbohidratos, con los pigmentos y con los compuestos fendlicos (Sewall y McRae, [998). Lo anterior
se logré agregando perlas de vidrio, para unir al DNA vy la precipitacion del RNA en presencia de un

amortiguador de alta sal que mantuvo en solucién a los carbohidratos y a los compuestos fenélicos. El
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método se puede utilizar para cualquier 6rgano o tejido; las Unicas diferencias que presenta son: A) la
forma de obtencién del tejido y B) la manera en que se realizé Ja lisis Ja cual esta en funcién del peso del
tejido. Los tejidos con un peso mayor a 300 mg se maceraron en nitrégeno liquido, y con un peso menor
a 200 mg por ruptura mecanica con perlas de vidrio que previamente se incluyeron en la solucion de
lisis.

Para la extraccidn del RNA total del musculo, del hepatopancreas y de las branquias, los tejidos
se maceraron en nitrégeno liquido y se les adiciond 2 ml de solucidn de lisis por cada 0.1 g de tejido, en
tanto que a 10 tallos oculares se les retiro la retina y el exo-esqueleto del pedunculo ocular y se
colocaron directamente en 4 ml de la misma solucién.

La solucion de lisis esta formada por | volumen de solucion D (4 M de Tiocianato de guanidina
para desnaturalizar proteinas; 0.5 % p/v de detergente sarcosil para favorecer Ja desnaturalizacion de
complejos proteicos; 0.15 M de B—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 acido acético, el cual mantiene
el pH acido para estabilizar al RNA e hidrolizar a] DNA; | volumen de fenol saturado en agua, para
extraer poli-péptidos; 1 g/ml de perlas de vidrio, para romper las membranas y facilitar la extraccion del
DNA.

Se aplicaron 5 pulsos de |1 min de agitacion al maximo en el vortex y [0 minutos de incubacion
en agua hielo para después adicionar 0.4 volimenes de cloroformo, alcohol-isoamilico (48:2).

Los restos celulares de |a fase acuosa se centrifugaron a 15,000 rpm por 50 min a 4°C en el rotor
JA-20 (Beckman) para separar al DNA. A la fase acuosa se le adicioné un volumen igual de isopropanol
mas 0.] volumenes del amortiguador de alta sal (NaCl 1.2 M y citrato de sodio 0.8 M) para precipitar al
RNA. La mezcla se incubd a ~20°C durante 1 h y se centrifugd a 14,000 rpm a 4°C por 20 min. El RNA

se resuspendio en 2.1 ml de solucidn PCNS y se dividio en alicuotas de 700 ul cada una; se precipito
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nuevamente con | volumen de isopropanol a —20°C durante | hora. El RNA se recuperd por
centrifugacién a 14,000 rpm por 20 min a 4°C. La pastilla se lavd con etanol al 75 % y se centrifugd
nuevamente bajo las condiciones anteriores. Por Gltimo, ¢l RNA se secd a temperatura ambiente y se

almacend a —70°C hasta su empled. Para resuspenderlo se le agregé 200 pi de agua esterilizada al

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

Calidad y cuantificacion del DNA y del RNA.

La calidad del DNA y del RNA se valord por espectrofotometria a densidades opticas de 260 y
280 nandmetros. Cuando el cociente de ambas lecturas es entre 1.8 y 2.0 la pureza del DNA y del RNA
es buena. En el caso de que el cociente esté cercano a 1.5 la calidad de los 4cidos nucleicos es mala por
presentar alto contenido protéico, y si es mayor de 2 el DNA y el RNA tienen restos fendlicos (Ausebel
et al., 1985).

Para determinar la concentracion de los acidos nucléicos se emplearon las relaciones propuestas
por Sambrook ef al., (1985) donde 1 OD a 260 nm= 50 pg/ml para el DNA y 1 OD a 260 nm = 40 pg/ml
para el RNA. La concentracion e integridad de tos acidos nucléicos fueron verificadas por electroforésis
en gel de agarosa.

Para el DNA la electroforésis se efectué en un gel de agarosa al 1% disuelta en amortiguador
TAE 1X (50X 242 g de Tris-Base, 57.1 ml de 4cido acético, 100 ml de 0.5 M de EDTA) y bromuro de
etidio 1X (0.5 pg/ml). La muestra se disolvié 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 relacion 1:5 del volumen
final. La muestra se corrio a 100 volts. La concentracion del DNA se verificé con marcadores
moleculares de concentracién conocida (High Mass Ladder Stratagen; DNA del bacteri6fago A cortado

con Ja enzima Hind II1).
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La electroforesis para el RNA se realiz6 en un gel desnaturalizante de agarosa al 1.5 %, para lo

cual la agarosa fue disuelta en formaldehido 2.2 M y amortiguador MOPS 1X (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 adicioné el amortiguador de precorrida (glicerol 50%,
formaldehido 3.5 %, formamtida 10 %, EDTA 1 mM pH 8). Por ultimo sc¢ agrego 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 precorrié a 100 volts por 1S min.

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

gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa.

Para la clonacién de los DNA complementarios (cDNA) de la HCP, de la beta-Actina y de la
G3PDH se utilizé la misma estrategia. El primer paso consistié en la amplificacién y secuenciacion de
un segmento del gen por medio de la reaccidon de polimerizacion en cadena (PCR). Para determinar la
secuencia de los extremos de cada cDNA, se disenaron oligodesoxinucledtidos especificos para cada
gen. Para amplificar los extremos 5’ y 3’ del cDNA se empled el protocolo de amplificacion rdapida de
transcritos raros también llamada RACE (Shaefer, 1995).

Clonacion parcial de los genes de la HCP, de la beta-Actinay de la G3PDH.

Para Ja reaccion de PCR con DNA gendmico de C. quadricarinatus se disefiaron diferentes
juegos de oligodesoxinucledtidos con los siguientes criterios:

l.- El uso preferencial de codones.

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

3.- La cercania con especies del mismo Philum.

4.- La posible posicion de los intrones.
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La temperatura media del punto de fusion (Tm) de cada oligodesoxinucledtido y su estructura
secundaria se determiné con el programa computacional OLIGO. A continuacién se indican las
caracteristicas de los oligodesoxinucleotidos empleados en la clonacion por medio de ensayos tipo PCR
y RACE 3’ y 5°. Ademas se especifican las condiciones de amplfificacion para cada cDNA.

Oligodesoxinucleotidos para la HCP.

Para la clonacion parcial del gen de Ja HCP los oligodesoxinucledtidos se disefiaron con base a la
secuencia del ¢cDNA y del gen de la jaiba C. sapidus (Klein ef al.. 1995, Martinez-Pérez er al.. 2001).
Los oligodesoxinucle6tidos en direccion sentido fueron: la region del sitio de inicio de la transcripcion
(UJ); los desoxinucledtidos que contienen a los codones que codifican para los tres Gltimos aminoacidos
del péptido sefial y los cuatro primeros aminoacidos de la HCP (NJ). De esta misma region se empleé un
oligodesoxinucleotido degenerado que contenia todas Jas posibles combinaciones para la HCP (DJ). Los
oligodesoxinucledtidos antisentido fueron para los desoxinucleétidos que contienen a los codones de la
region de la unién exon-exon (1) y la region del codon de paro de la traduccion (LJ). Estas secuencias
se describen en la Tabla 1A (ver apéndices).

Se realizaron diferentes combinaciones con los cuatro oligodesoxinucledtidos; Para amplificar
todo el marco abierto de lectura se utilizaron los oligodesoxinucledtidos UJ-LJ; para la regién entre el
péptido activo y el codén de paro, los oligodesoxinucledtidos NJ-LJ v DJ-LJ. Para determinar la
fidelidad de los productos obtenidos se realizdé una reaccion de PCR anidada utilizando a los
oligodesoxinucleotidos NJ-1J (Tabla 1A apéndices).

Oligodesoxinucledtidos para la beta-Actina.

Para la clonacién del gen de la beta-Actina la secuencia de los oligodesoxinucledtidos fue con
base al cDNA de la Actina del acocil Procambarus clarkii (Kang y Naya, [993); Se emple6 a los

desoxinucledtidos mas conservados de la motécula (Tabla 1A). El oligodesoxinucie6tido en direccion
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sentido fue (UACT) y en direccion antisentido (LACT). Las condiciones de amplificacion se encuentran
en la Tabla A2 (Apéndices).

Oligodesoxinucledtidos para gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa.

Para la clonacion parcial del gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa se¢ utilizaron
cuatro diferentes juegos de oligodesoxinucledtidos. Dos pares consistieron en oligodesoxinucleétidos
degenerados que contienen todas las opciones para los desoxinucleétidos que codifican a los
aminoacidos mas conservados de la region del sitio activo UDEG3PDH- LDEG3PDH (Markos ef al,,
1993). Asi musmo, se considerd la posicidn de los intrones en diferentes especies (Kersanach et al,,
1994), en especial los genes de Drosophila hydei y D. melanogaster (Wojtas et al.. 1992, Tso ef al,
1985). El nombre de estos oligodesoxinucledtidos es UDEG3PDH2-LDEG3PDH2 (Tabla Al
Apéndices). El tercer juego de oligodesoxinucledtidos contienen a la misma regidn pero con la
secuencia de los codones para la G3PDH de Drosophila melanoguster (UG3Dme-LG3Dme; Tabla 3A).
Por dltimo, cuatro oligodesoxinucledtidos tienen diferentes regiones del ¢cDNA de la G3PDH de
Daphnia pulex (GeneBank AJ289783); €l primero tiene como oligodesoxinucledtidos sentido los que
comprenden a los 15 aminoacidos adelante del sitio del inicto de la traduccién (U1G3Dpu); el segundo
esta dentro de la regidn det sitio activo de la enzima (U2G3Dpu); los oligodesoxinucledtidos antisentido
fueron: uno, contra la parte final del sitio activo de la enzima (L1G3Dpu), y el otro, dirigido a los
codones previos al codon de paro (L2G3Dpu). Se realizaron diferentes combinaciones: para la
amplificacion completa del marco abierto de lectura (ORF) Ul G3Dpu-L2G3Dpu, del inicio del ORF al
sitio activo de la enzima U1G3Dpu-L1G3Dpu, del inicio del sitio activo hasta la parte final del ORF
U2G3Dpu-L2G3Dpu, y por ultimo, tinicamente el sitio activo de la enzima U2G3Dpu-L1G3Dpu (Tabla

Al, Apéndices).




Reaccion de PCR

Los componentes en todas las reacciones de PCR de este trabajo fueron 100 ng de DNA
cromosomal de C. guadricarinatus en 20mM de Tris-HCI (pH 9.4), 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCl,,
0.2 mM de los dNTPs, 5 U de 7Tag platinum DNA polymerasa (Invitrogene) y 100 pmol de cada
oligonucledtido. Las condiciones de cada reaccion se¢ muestran en la Tabla A2 (Apéndices).

Los productos de las reacciones de PCR fueron separados por electroforests en un gel de agarosa
al 1.5 % en amortiguador TAE 1X. El DNA fue visualizado al teiiir el gel con bromuro de elidié. La
imagen se digitaliz en un tranasiluminador (Eagleye Stratagene).

Clonacion y analisis de las secuencia de los productos de PCR.

Para la clonacidn, la secuenciacion y el analisis de la secuencia de los productos de PCR se
realizaron 6 pasos: A) los productos de la reaccion de PCR fueron purificados por columnas acopladas a
silica gel; B) la ligacién del producto de PCR a un plasmido por medio de la enzima topoisomerasa | del
virus Vaccinia; C) la transformacion de las bacterias competentes de Escherichia coli y la seleccion de
las clonas positivas; D) la purificacién de los plasmidos; E) la secuenciacion de los plasmidos positivos.
F) el analisis de las secuencias.

A) Purificacion de los productos de PCR.

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 caotropicas unen al DNA de doble
cadena o de cadena sencilla (Quiagene PCR). Lo anlerior permite la separacion de los componentes
empleados en las reacciones de PCR, RT-PCR, en la sintesis del cDNA y los productos de enzimas de
restriccion. Debido a que el protocolo se encuentra patentado (QUIAGENE) no se indica la composicion
de los amortiguadores.

Se agregd a la reaccion 5 volimencs del amortiguador de unién y se coloco en la columna. Se

centrifugd a 14,000 rpm por | min. La columna se Javé con 700 pl de la solucion de lavado por 5 min,
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para nuevamente centrifugar como se indico anteriormente. Para secar la columna se realizé una ultima
centrifugacion. El producto de PCR se cluyé de la columna por centrifugacion bajo las condiciones
iniciales en un volumen final de 45 pl de agua.

B) Ligacion del producto de PCR ul plasmido pCR4-TOPO.

Una vez purificado el producto de PCR se realizé la ligacidn al plasmido pCR4-TOPO por medio
de Ja enzima topoisomerasa I del virus Vaccinia. 10% del producto purificado de PCR se resuspendio en
el amortiguador de ligacién (10mM de Tris-HCI a pH 8.3; SO0mM de KCl; 2.5 mM de MgCls, gelatina al
0.01%) se le agregd | ml de solucion de alta sal (1.2M de NaCl y 0.06 M de MgCl,) mas | pl del vector
TOPO en un volumen final de 6 pl. La reaccidn se efectud a temperatura ambiente por 10 min.

C) Transformacion de las bacterias competentes de Eschericha coli DH5 o

Previo al paso de transformacion se prepararon bacterias competentes de £. coli cepa DHSa con
el siguiente protocolo: se mocularon 500 ul de bacterias a 50 ml 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 MgSO,. El cultivo se crecio a 37°C hasta obtener una densidad optica de 0.5 a 550 nm. Las
bacterias se mantuvieron en hielo durante 10 min para después colectarlas por centrifugacién a 2,500
rpm por 10 min a 4°C. El medio de cullivo se decantd y las bacterias se resuspendicron en 16 ml de
amortiguador 1 (30 mM de KOH; 100 mM de KCI; 10 mM de CaCl,; 10 mM de MnCl,; glicerol al 15
%; la solucion se ajusto a2 pH 5.8 con KOH). Se mantuvieron durante 15 min en hielo.

Las bacterias se colectaron nuevamente mediante centrifugacion como se indicé anteriormente.
El medio se decanto y las bacterias se resuspendieron en 4 ml del amortiguador 2 (10 mM de MOPS; 75
mM de CaCly; 10 mM de KCI; glicerol al 15 %: la solucién se ajusté a pH 6.5 con KOH) y nuevamente
se mantuvieron en hielo durantel5 min. Por ultimo. se hicieron alicuotas de 300 pl cada una y se
almacenaron a —70°C. Para la transformacion, 3 1l de la reaccién de ligacidn se mezclé con 100 pt de

las bacterias competentes durante 20 min en hielo. Posteriormente se le aplico un pulsé a 42°C durante S
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min para inmediatamente colocarlas nuevamente en hielo por 5 min: Se les adiciond 1 ml de medio
Luria para incubarlas a 37°C durante 35 min. Para seleccionar a las bacterias (ransformadas, se crecieron
en cajas de medio Luria arapicilina (100 mg/ml). Ademas. para seleccionar a las bacterias que tenian
plasmido con el producto de PCR se selecciond por a-complementacion para lo cual, a cada caja de
cultivo se le coloco un césped de 30 ug/ml de X-Gal con 3 mg/ml de IPTG como inductor del gen de Ja
B-galactosidasa (Ausbel er al., 1994). Por altimo se seccionaron las colonias que presentaron coloracién
blanca lo que indicé que estas colonias tenian una mutacién o que tenian al inserto, en tanto que las
colonias de color azul estaban sin inserto.

D) Purificacion de los plasmidos.

Las colonias blancas de £. coli se expandieron en cajas de medio Luria ampicilina (100 mg/mi)
dejandolas crecer durante 12 horas. Se tomo un poco de la colonia expandida para resuspenderla en 200
pl de amortiguador de lisis (10 mM de Tris-HCl a pH 8.5, S mM de EDTA a pH 8, 100 mM de NaCl),
mas | vol de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). Las bacterias se rompieron mediante
agitacion en el vortex durante 3 min. La fase acuosa se obtuvo, se centrifugé a 14,000 rpm por 15 min a
temperatura ambiente y se le agregd 100 ng de RNasa A a temperatura ambiente durante 5 min. El
plasmido se recuperd por precipitacion con 10 % de acetato de sodio 3 M y 2.5 volumenes de etanol al
95 %. Se mantuvo a 4°C durantel5 min para después centrifugarlo a 14,000 rpm durante 15 min a 4 °C.
La pastilla se lavo con 500 pl de ctanol al 70 % y se volvié a centrifugar durante 5 min. E] plasmido s¢
dejbd secar a temperatura ambiente durante 10 min y se resuspendié en 200 pl de agua esterilizada en
autoclave y filtrada a través de filtros de poro de 0.22 pm.

Para identificar a Jos pldsmidos que insertaron al producto de PCR se realizaron 2 métodos, en

funcién del nimero de pares de bases del inserto. Para insertos menores a 500 pb se amplificé por PCR

la regidn del polilinker con los oligodesoxinucleétidos que contiene las secuencias M13 y T7 presentes

en el plasmido (Tabla 1; apéndice). Se colocd 2 ul del ptasmido en los mismos componentes que el de
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fas reacciones de PCR gendmico. Las condiciones de la amplificacién fueron 25 ciclos de: 96 °C durante
10 seg; S5 °C durante 10 seg y 72 °C durante 25 seg.

Para fragmentos mayores a 600 pb se liberd el inserto del plasmido por medio de enzimas de restriccion
se utilizo la enzima Fco RI. A 18 ul del pldsmido se le agregd 2 pl del amortiguador 10X y 2 U de la
enzima. La racién se mantuvo a 37 °C durante 30 min.

Los productos de las reacciones de PCR y de la restriccion del plasmido fueron separados por
electroforests en gel de agarosa al 2 % en amortiguador TAE 1X. El DNA fue visualizado después de
tefiir el gel con bromuro de etidio y la imagen se digitalizd en un transiluminador (Eagleye, Stratagene).

E) Secuencia de los plasmidos y de los productos de PCR.

Las clonas se secuenciaron con el kit Applied Biosystem Prism Dye deoxy Sequencing en un
secuenciador automiatico Mod. ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para la
reaccion se usaron 10 ng de producto de PCR o 400 ng para el caso de los pldsmidos junto con 8 pmol
de oligonucledtido M13, para la cadena sentido, y M7 para la cadena antisentido y 8 ul de la mezcla de
terminacion. El volumen de la reaccion fue de 20 pl. Las condiciones de incubacidn fueron 25 ciclos a
96 °C durante 10 seg; 50 °C durante 10 seg y 60 °C durante 4 min.

Los productos de la reaccion se purificaron por precipitacién. La reaccidn se llevéd a un volumen
final de 40 pl y se le adicioné 60 pl de isopropanol al 100%. Se mantuvo a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 30 min Los productos se recuperaron mediante centrifugacién durante 30 min a
14,000 rpm y temperatura ambiente. La pastilla se lavé con 250 pl de isopropanol al 75% y se volvié a
centrifugar por 10 min. Por Gltimo se dejo secar a temperatura ambiente antes de ser secuenciarla.

F) Andlisis de las secuencius de los dcidas nucléicos.

Las secuencias de los 4cidos nucléicos de las clonas se compararon con {as de otros genes

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

utilizé 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.
[l ensayo se dividi6 en tres pasos: A) la sintesis de]l cDNA, B) la purificacién del cDNA y C) la
amplificacidén del cDNA por RT-PCR. Para la sintesis del ¢cDNA de la beta-Actina y de la G3PDH se

utilizd RNA total de]l musculo y para e! ¢cDNA de 1a HCP, se empled RNA total de los tallos oculares.

Sintesis del cDNA

Para la reaccion de sintesis del cDNA se empleé como iniciador al oligodesoxinucledtido
POLTCUTRACES3, cuya secuencia es de 21 Uiminas y la secuencia de oligodesoxinucledtidos que
reconocen las enzimas de restriccion: Not 1, Sph 1, Pis 1, Vsp 1y Ase 1 (5° GCG GCC GCA TGC TTA
TAATTAATCTITTTT TTTTTT TTT TTT TTT 3%). Se emplearon 5 pg del RNA total de musculo y
de los tallos oculares de las muestras de un ciclo de 24 horas. en dondc cada 3 horas se tomo una
muestra. Al RNA total se le adicioné 500 ng de oligodesoxinucledtido POLTCUTRACE3, y 4 nul de 10
mM de dNTPs. La mezcla se desnaturalizé a 95°C durante 1 min, en seguida se incubd a 75°C durante 5
min e inmediatamente se coloco en hielo. Se agregd el amortiguador de la enzima a una concentracion
final 50 mM de Tris-HCl a pH 8.3; 75 mM de KCL; 3 mM de MgCl; mas, 0.01 M de DTT y 300 U de la
enzima SuperScript II. La reaccion se }levo a cabo a 42 °C durante SO min y se finalizo calentandola a
85°C durante 5 min.

Para eliminar al RNA de la reaccion, el cDNA fué tratado con una mezcla de RNasas a 37 °C
durante 20 min. La mezcla estuvo formada por 1U de RNasa H para el hibrido RNA-DNA; 5U de
RNasa T1, 10 U de RNasa T2 y 2 ng de RNasa A las cuales hidrolizan preferentemente al RNA de

cadena senciifa, que en el extremo 3’ presenten residuos de guanina y adenina, respectivamente.
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Purificacion del cDNA

Por ultimo el ¢cDNA se purificé por columnas acopladas a silica gel (ver purificacion de
productos de PCR) para retirar al oligodesoxinucledstido POLTCUTRACE3, a los restos def RNA, a las
sales de los nucledtidos no mcorporados y a todas las enzimas.

Reaccion de RT-PCR

La reacciéon de RT-PCR del cDNA de la HCP se llevé a cabo con el oligodesoxinucleétido
RA3HCECqu que contiene los codones de Ja secuencia de los aminodcidos de la HCP (secuencia
obtenida en este trabajo; Tabla 2A; Apéndice). Para la beta-Actina y la G3PDH se utilizaron los
oligodesoxinucledtidos UACT y U2G3Dpu, respectivamente. En todas las reacciones se empled, como
oligodesoxinucledtido antisentido, la secuencia de los sitios de restriccion del POLCOTRACE3’
(CUTRACE3’; Tabla 4A; Apéndice). La composicion del amortiguador, la concentracion de los
oligodesoxinucleotidos y del MgCl,, fueron las empleadas para las reacciones de RT-PCR de] RNA
ribosomal. En estas reacciones de RT-PCR se incluyé una variante en la composicion de las DNA
polimeriazas ya que para amplificar fragmentos mayores a 1,000 pb se utilizd 2.5 U de Tag polimerasa y
1.5 U de Depp Vent. Las condiciones de incubacién fueron 32 ciclos a 96 °C durante 15 seg;, 62 °C
durante 15 segy 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 genémico.
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 region de adeninas en el extremo 3" de un ¢cDNA con la enzima polinucledtido transferasa terminal;
esta nueva region en el cDNA permite formar la cadena complementaria al ¢cDNA con un
oligodesoxinucledtido para RACE 3’ (Frohman ¢/ al., 1998). La scgunda manera de hacer ¢l RACE 5°

consiste en unir un riboligonucleétido 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 é&cida del tabaco.
Posteriormente se une el oligoribonucledtido a los RNAm con la enzima RNA ligasa. Al realizar la
sintesis de cDNA se copia el oligoribonucledtido que esta unido al RNA y ahora funciona como
oligodesoxinucledtido sentido en una reaccion de RT-PCR (Schaefer, 1995). La diferencia principal
entre ambos protocolos radica en que la adicion de adeninas en el cDNA produce un aito nimero de
productos inespecificos por lo que la clonacion de cDNA de bajo nimero de copias es mas dificil. Pero
con el método de ligacién de riboligonucleétido de RNA se anula la cantidad de falsos positivos y
permite obtener los cDNAs a partir de RNAm activos en traduccion ya que tnicamente se amplifican
por RT-PCR las moléculas completas (Schaefer, 1995).

Se ha demostrado por inmunohistoquimica que la HCP esta en un grupo de 8 a 10 neuronas del
pediinculo ocular del acocil (Rodriguez-Sosa er 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 G3PDH, para
caracterizar el extremo 5’ de cada cDNA se empled el método de ligacion de oligoribonucledtido al
RNAm. La reaccidn consistié de S pasos: A) la desfosforilacion del RNA ribosomales, RNAs pequefios
y de transferencia; B) la eliminaciéon del grupo metilo del CAP del RNAm; C) la ligacion del
oligoribonucleétido al extremo 5° de los RNA mensajeros; D) la sintesis del cDNA; E) Ja amplificacién
de] cDNA por RT-PCR.

A) Desfosforilacion del RNA de los 1allos oculares.

La desfosforilacion del RNA resulta en la eliminacion 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
oligoribonucledtido con los RNAm, a los cuales se les elimino el CAP. sélo se amplificaran por RT-
PCR los ¢cDNAs producto de los RNAm maduros y activos en la traduccidn. Se desfosforilaron 5 ug de

RNA total de un ciclo de 24 horas (ver RACE 3’), con la enzima fosfatasa intestinal de carnero
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(Invitrogen). El RNA se coloco en 0.05 mM de Tris HC! a pH 8.5; 0.01 mM de EDTA; 40 unidades de
RNasaOut y 10 unidades de fosfalasa intestinal de carnero. La reaccion se incubd a 50 °C durante 1 h.

Para precipitar al RNA, se adicioné 1 volumen de una mezcla de fenol, cloroformo, alcohol
isoamilico (50:48:2) y se agitd en ¢l vortex durante 30 seg. Para separar la fase acuosa, se centrifugd a
14000 rpm durante 5 min. El RNA se precipité agregandole 20 pg de glucogeno, 10% de 3 M de acetato
de sodio a pH 5.2 y 2.5 volmenes de etanol al 95%. La reaccién se mantuvo durante 10 min en hielo
seco 0 a -70 °C por el mismo tiempo. Para recuperar al RNA se centrifugd a 14,000 rpm durante 25 min;
la pastilla fue lavada con 500 pl de etanol al 70% agitandola al vortex. Por dltimo, la pastilla se
centrifugo a 14 rpm durante 5 min. El etanol se decantd para dejar secar la pastilla del RNA a
temperatura ambiente durante 20 min.

B) Eliminacion de la 7-metil- guanosina (CAP) del RNA mensajero.

El RNA mensajero desfosforilado se resuspendi6 en 10 ul de amortiguador (0.05 M de acetato de
sodio a pH 6.0; 0.1 mM de EDTA; 0.1 % de beta-mercaptoetanol; 0.0[% de Triton X-100) y se le
adiciond 40 unidades de RNasaOut y 0.5 unidades de pirofosfatasa acida de tabaco. La reaccidn se
incub6 a 37 °C durante | h. El RNA se recuperd como se indico en la reaccion de desfosforilacion.

C) Ligacion del oligoribonucledtido al RNAm sin CAP.

El RNA del paso anterior se resuspendio en 8 pul del amortiguador de ligacién (0.0330 mM de
Tris-acetato a pH 7.8; 0.660 mM de acetato de potasio; 0.100 mM de acetato de magnesio; 0.5 mM de
DTT). El RNA se mezcld con | pl de 10 mM de ATP, 40 unidades de RnasaOut, 5 unidades de T4 RNA
ligasa y 0.25 ng del oligoribonucledtido liofilizado GeneRacer (5° CGA CUG GAG CAC GAG GAC

ACU GAC AUG GAC UGA AGG AGU AGA AA 37). La reaccién se incubd a 37°C durante 1 h. E]

RNA fue recuperé como se indicd en la reaccion de desfosforilacion.
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D) Sintesis del cDNA.

El RNA del paso anterior se resuspendio en 40 ul de agua filtrada por una membrana de 0.22 pm
de poro y estenilizada por autoclave. Para aumentar la especificidad de la reaccion y evitar la formacién
de estructuras secundarias del RNA la sintesis de cada cDNA fue con oligodesoxinucledtidos
especificos para cada RNAm; Todas las temperaturas de las reacciones fueron a 60 °C. Para la HCP se
empleo el oligodesoxinucleotido antisentido LOWHCPCqu que tiene la secuencia de la parte final del
extremo 3° UTR. Para la beta-Actina se utilizo el oligodesoxinucledtido LPACCqu, localizado en la
parte final del producto genomico. Por Gltimo para la G3PDH se utilizo el oligodesoxinucleétido
antisentido LG3Pcqu, que csta en la parte final de] ORF (Tabla A3 Apéndices). Todas las reacciones
fueron con la enzima Termo SuperScript (Stratagene) la cual tiene actividad a 65 °C. Se mezclaron 20%
de la reaccion de ligacidn, 500 ng del oligodesoxinucledtido para cada RNA mensajero y 3 pl de dNTPs
a una concentracion de 10 mM. El RNA se desnaturalizo durante 2 min a 95 °C y después a 75 °C. Por
ultimo se incubé inmediatamente en hielo y se agregd 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 DTT, 40U
de RNasaOUT y 15 U de Termo SuperScript (Invitrogene). La reaccion se incubd a 60 °C durante S5
min. La purificacion de los cDNAs fue con el mismo método que se indica en Jos ensayos de RACE 3°.

E) Amplificacion de los extremos 5" del cDNA por RT-PCR.

Se realizé la reaccion de RT-PCR para amplificar el extremo 5° de cada ¢cDNA. Se utilizd ¢l
oligodesoxinucledtido sentido GENERACE 57 para los tres ¢DNAs.  El oligodesoxinucleétido
antisentido para la HCP fue RASHCPCqu que corresponde a los desoxinucledtido que contiene a los
codones det péptido activo. Para la beta-Actina fué e] oligodesoxinucledtido RASACCqu, que estd en la
parte inicial del producto de RACE 3’. Para la G3PDH el mismo oligodesoxinucleétido LG3Pcqu que

corresponde a la parte final del marco abierto de lectura (Tabla A3; apéndice).
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Los componentes de cada rcaccion fueron: 20% del cDNA, 100 pmol de cada
oligodesoxinucledtido con 20 mM de Tris-HCl a pH 9.4, S0 mM de KCl, 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de
cada uno de los dNTP y 5 U de Tag platinum DNA polimerasa (Invitrogene). Las condiciones de
incubacién de las tres reacciones fueron 35 ciclos a 96 °C durante 30 seg, 55 °C durante 20 segundos y
72 °C durante 1 min. Los productos obtenidos se clonaron, se secuenciaron y se analizaron con el mismo

protocolo empleado para los productos de las reacciones de PCR gendmico.

Expresion del RNAm de la HCP, de la beta-Actina y de la G3PDH en diferentes tejidos

del acocil.

Para verificar Ja expresion del producto gendmico, de RACE 5’ y 3’ de cada molécula de este
estudio, se realizo el empalme de los productos obtenidos para obtener el posible marco abierto de
lectura. Los sitios de empalme y el tamanio del ORF se comprobaron con la amplificacién, por RT-PCR,
de todo el marco abierto de lectura del cDNA utilizando diferentes tejidos del acocil. Para cada RNAm
se disefiaron un juego de oligodesoxinucledtidos que incluyeron desde el sitio de inicio de la traduccion
en direcciéon sentido, al codén de paro en direccion antisentido. La obtencién del RNA total se realizd
con Jla sumatoria de) RNA total de un ciclo de 24 horas tomando muestras durante intervalos de 3 horas
del tallo ocular, del hepatopancreas, de las branquias v del musculo Se¢ empled el mismo método de
extraccion para el RNA empleado en los ensayos de clonacion.

Las condiciones de sintesis del cDNA fuercn las mismas para todos los tejidos. Se empled 500
ng de un oligodesoxinucledtido de 24 timinas (poliT), 5 g de RNA total y 4 pul de 10 mM de dNTPs. La
mezcla se desnaturalizo a 95 °C durante | min, posteriormente a 75°C durante S min e inmediatamente
se coloco en hieto. Se agregd el amortiguador (50 mM de Tris-HCl a pH 8.3; 75 mM de KCL; 3 mM de
MgCl,) mas 0.01 M de DTT y 300 U de la enzima SuperScript [l. La reaccidn se incubd a 42 °C durante

50 min y se finaliz6 calentandola a 85 °C por S min. 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
unicas diferencias con la reaccion anterior fueron: A) el oligodesoxinucledtido empleado para la sintesis
de cDNA correspondié a la parte final del RNAr 18S (LPRNATrI8; apéndice); B) la temperatura de la
reaccion fue a 52 °C; C) se utihizé 1| mg de RNA total para la sintesis del cDNA. La purificacion de
todos los cDNAs de todos los tejidos [ue con el mismo método que se indica en los ensayos de PCR.

Para asegurar la amplificacion de los productos obtenidos se empled una mezcla de las DNA
polimerasas 7ag y Deep Vent. Los oligodesoxinucledtidos utilizados para la HCP fueron
UORFHCPCqul-LORFHCPCqul; para la beta-Actina fueron UORFACCqu-LORFACCqu; para la
G3PDH fueron UORFG3Cqu-LORFG3Cqgu y para el RNAr 18S fueron URNArI8-LRNAr18. Los
componentes de la reaccion fueron los mismos que Jos que se emplearon en ta amplificacién por RT-
PCR mediante RACE3’. Las secuencia de cada oligodesoxinucledtido y condiciones de amplificacion,
se encuentran en el las Tablas A4 y AS. respectivamente (ver apéndices). Los productos de cada
reaccion se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.9% en amortiguador TAE | X y las
bandas se visualizaron con bromuro de etidjé. Por ultimo se comparé las secuencias de acidos nucléicos
y de aminoacidos de cada cDNA con las secuencias reportadas en el GeneBank mediante los programas
BLAST y FASTA los cuales dan un porcentaje de homologia y de identidad con las secuencias de las

bases de datos.

Determinacion y cuantificacion de los cDNAs de la HCP, de la beta-
Actina y de la G3PDH en ciclos luz-oscuridad por reacciones

semicuantitativas tipo RT-PCR.

Para las reacciones de RT-PCR semicuantitativas del RNAm de la beta-Actina, de la HCP, de la
G3PDH y del RNA ribosomal 18S de los tallos oculares de (' quadricarinaius 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 determinacién del punto medio de la fase
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logaritmica de la reaccién de RT-PCR para cada RNAm; C) la cuantificacion de cada uno de los cDNAs
y el anélisis estadistico de los productos de RT-PCR.

A) Acondicionamiento de los ucociles.

Los acociles juveniles Cherax quudricarinatus en estadio de intermuda de un tamafio promedio
de 12 cm fueron obtenidos del Centro Piscicola El Higuerdn, localizado en el municipio de El Higuerén
en el Estado de Morelos, México. Los acociles se dividieron en lotes de !5 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 prendia a las 8.00 de la manana 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 /ibitum
con alimento comercial (Camaronina, Purina). La temperatura del agua fue constante durante todo el
periodo de aclimatacion.

Cada punto de un ciclo de 24 h consistié 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 prendio la Juz (8.00 de la mafiana del dia normal).
La extraccion del RNA total, asi como la concentracién en cada muestra fueron obtenidas y
determinadas por fos métodos indicados anteriormente.

B) Determinacion del punto medio de la fase logaritmica del ensuyo de! RT-PCR.

El primer paso para determinar el punto medio de la fase exponencial de la reaccion de RT-PCR
de la HCP, de la beta-Actina; de la G3PDH y del RNAr 18S fue la sintesis del cDNA a partir de
concentraciones de 0.75, 2 y 3 pg de RNA total. mientras que para el RNAr 18S, fué a partir de 0.05. 0.1
y 0.5 pg de RNA total. En todos los casos el RNA utilizado fue el de la sumatoria de las muestras del
ciclo de Juz-oscuridad de 24 h.

Para la sintesis de cDNA, se utilizd 200 U de la enzima Superscript, en su respectivo

amortiguador, con 10 mM de dNTPs y 0.01 mM de DTT. Para la copia del RNAm se uulizé el
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oligodesoxinucledtido poly T con una temperatura de polimerizacién de 42°C; mientras que, para el
RNA ribosomal 18S se utilizé al oligodesoxinucledtido LPRNAr18; en este caso la polimerizacién fue a
50 °C. Por ultimo el cDNA fue tratado con la mezcla de RNasas.

Para la reacciéon de RT-PCR de la HCP se amplifico desde la posicidn 124 (UCHCPcq) hasta la
posicion 365 (UCHCPcq). Para la beta-Actina se amplifico desde la posicion 597 (UACcq) a la posicion
1,112 (LACcq). Para la G3PDH la amplificacién fué de la posicion 537 (UCG3Cqu) hasta la posicién
922 (LCG3Cqu) (Tabla A6; apéndice). Para todas las reacciones se empled una mezcla de 2 U de la
enzima Jag polimerasa, 10% de la reaccion del cDNA y el amortiguador como se indicd anteriormente.
Las condiciones'de incubacidn de ambas reacciones fueron 35 ciclos de 30 seg a 96 °C, 20 sega 60 °Cy
25 seg a 72 °C. Para el RNAr 18S (Crandall ef al., 2000) se amplifico desde la posicién 59 hasta la
posicion 1791 (UPRNArl8-LPRNAri8 Tabla A6; apéndice). En este caso se empled 2 U de Tay
polimerasa y 0.25 U de Deep Vent en e) amortiguador de la Tag DNA polimerasa, como se indicéd
previamente. Las condiciones de la incubacién de la reaccion fueron 25 ciclos de 30 seg a 96 °C, 20 seg
2a62°Cy2mina72°C.

Para determinar la fase exponencial de la reaccion de RT-PCR, de cada uno de los cDNA, se
comenzd 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 dc la curva estaba el punto medio de la fase exponencial, independientemente dc la
concentracion del RNA empleado en la sintesis del cDNA. Por ultimo, para verificar la fidelidad de la
amplificacién, los productos de la reacciones de RT-PCR los productos se secuenciaron como se indico

previamente.
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C) Cuantificacion y andlisis de los productos de RT-PCR.

Los productos de cada reaccion fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2 % en
amortiguador TAE 1X. La cuantificaciéon de cada producto fue en funciéon del numero de pixeles
digitalizados en la computadora (Eagle Eye Stratagene).

Para determinar la concentracion del cDNA de la HCP, de la beta-Actina, de la G3PDH vy del
RNAr 18S de los diferentes grupos de acociles, los valores digitalizados de cada reaccion de RT-PCR
fueron normalizados y el valor maximo en el ciclo de 24 horas fue considerado como el 100 %. Las
variaciones obtenidas para cada muestra fueron ajustadas a este valor. Se utilizo la funcién de
COSINOR por el método de minimos cuadrados; Este analisis, ajusta los datos a una funcién cosenoidal
y provee una prueba objetiva de la amplitud de un ritmo que es diferente a cero. La funcién de coseno
utilizada fue: y = M+Acos(x+¢). En donde: y es la media de la variable, M corresponde al valor medio
del perfil del ritmo; A es la amplitud de] ritmo. la cual es la diferencia entre el punto mayor y €] punto
menor; x ¢s el tiempo del dia expresado en radianes. El coeficiente de determinacién r* para la funcion
no linear, fue utilizado como un indice de la ritmicidad. Cuando el valor de r’ es menor a 0.4 los valores
de la curva no son estadisticamente significativos y se considera que los cambios entre los datos, en un
periodo de 24 h, son constantes (Vega, 1993). En caso de que e] valor de r? sea de 0.5 se considera que
existe la posibilidad de un ritmo. Si el valor de la r* es mayor a 0.6 se considera que los valores de la
curva se ajustan a una funcion cosenoidal por lo que estadisticamente son ritmicos. Todos los analisis

estadisticos se realizaron con los programas computacionales del paquete ORIGIN.

Andlisis evolutivo y relaciones filogenéticas del precursor de la HCP.

Para determinar la relacion filogenética del ¢cDNA del precursor del la HCP del acocil C.
quadricarinalus se realizaron analisis comparativos entre los genes y los cDNAs de crustaceos con otras

familias de neuropéptidos.
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La secuencia de acidos nucléicos y de aminoacidos de la HCP fue alineada con otros precursores
neuropeptidicos que presentan homologia e identidad en su composicion de aminoacidos.
Principalmente con los cDNAs de los precursores de la hormona adipocinética (HAC), la cual, regula el
metabohismo de lipidos y azicares durante el vuelo de los insectos. Ademas se incluyo al cDNA del
precursor para la APGW amida, que regula la espermatogénesis en los moluscos. Las secuencias de los
¢DNAs de los precursorcs de la HCP fueron de los cangrejos Carcinus maenas (Link ef al., 1993) y
Callinectes sapidus (Klein ef al., 1994). Las secuencias de los cDNAs de los precursores de la HAC
fueron de las HAC I, 11 y 11l de los grillos Locusta migratoria (Bogerd et al., 1995), la HAC II de
Shistocerca gregaria (Fischer-Lougheed er al., 1993), las HAC 1 y Il de Schistocerca nitans (Noyes y
Schaffer, 1990), la HTH de la cucaracha Blaberus discoidalis (ILewis ef al., 1997). Los cDNAs de las
APGWamidas de la babosa marina Aplysia californica (Fan et al., 1997). del mejillon azul Myrilus
edulis (Favrel y Mathieu, 1996) y del caracol Lymnaea stagralis (Smit et al., 1992). Los genes
utilizados fueron, el gen de la HCP de la jaiba Callinectes sapidus (Martinez-Pérez et al., 2000) y los
genes HAC de la palomitla Manduca sexta (Bradfield y Keeley. 1989), de la mosca Drosophila
melanogaster (Noyes el al., 1995) y del gritlo Shistocercu nitans (Noyes y Schaffer, 1993).

Los alineamientos de los precursores se hicieron con el programa ClustalW. Los resuitados de
los alineamientos fueron editados y analizados con el programa GeneDco (Nicholas et al., 1997). Los
arboles filogenéticos se obtuvieron con el método del promedio en distancia en los arboles filogenéticos.
para después ser editados con el programa Component. v. 2.0 (Slowinski, 1993). La detcrminacion de la
estructura secundaria fue por los métodos propuestos por Gibralt et al., (1984) y Geourjon, y Deléage

(1994),
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Resultados

Obtencion de dacidos nucléicos.

La pureza de los acidos nucléicos en Biologia Molecular es basica para poder realizar cualquier
experimento. Para el caso del acocil Cherax quadricarinatus no existia una metodologia que permitiera
obtener el DNA y el RNA total del pedunculo ocular, libre de los pigmentos, de los compuestos
fenolicos y de los carbohidratos, que coprecipitan con los métodos desarrollados a la fecha
(Chomczynski y Sacchi, 1985; Sewall y McRae, 1998). Ademas, el protocolo debia de tener una alta
eficiencia en la obtencion del RNA; facilitar el manejo de un alto numero de muestras en poco tiempo.

Con las modificaciones efectuadas al protocolo de obtencion selectiva del DNA del musculo del
acocil, se obtuvo un cociente promedio de absorcion de la luz U.V. de 1.9 en la relacion 260/280 nm y
una concentracion de 500 pg/g de tejido lo que indico que el DNA no tuvo contaminantes protéicos. El
criterio para determinar la integridad del DNA fue el tamafio de los fragmentos, mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%. Se demostro que todos los fragmentos migraron por arriba del marcador de 23.1
kb del DNA del fago A cortado con la enzima Hind IIl. Por otra parte no se detecté RNA en las
muestras (Fig. 5SA). 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 precipitacion con alta sal, se logré
reducir hasta un 99% la cantidad de los pigmentos que coprecipitan con el RNA de los pedunculos
oculares, del muasculo, de las branquias y del hepatopancreas.

Como criterio de pureza del RNA, se calcul6 el cociente promedio de absorcién a la luz U.V.,
que fué de 1.9 en la relacion 260/280 nm para todos los tejidos, en los que no se observo degradacion
molecular a juzgar por la integridad del tamafio de los RNA ribosomales después de la electroforesis en
gel desnaturalizante de agarosa al 1.5% en formaldehido 2.2 M. Otro control para corroborar la
integridad del RNA obtenido por este nuevo método, fué la amplificacién por RT-PCR del RNA

ribosomal 18S de los pedinculos oculares, del musculo, de las branquias y del hepatopancreas,
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utilizando las 7aq y Deep Vent DNA polimerasas en ¢l mismo tubo de reaccion. En todos los casos se
obtuvieron los productos esperados de 1732 pb. lo que comprobd que el RNA obtenido por el método
desarrollado en este trabajo, es el adecuado para amplificar productos de cDNA de mas de las 2,000 pb
(Fig. 5B).

Para determinar la tasa de mutacion de la mezcla de polimerasa se secuencio el producto de RT-
PCR. La secuencia de los cDNAs del RNAr 18S en los pedinculos oculares (Fig. 5, carril2), fué idéntica
a la secuencia reportada en el GENEBANK (AF235966). Este resultado demostro la fidelidad de ambas
enzimas al copiar las cadenas complementarias en la reaccion de RT-PCR, lo cual era una condicién

necesaria en la clonacion y caracterizacion de la secuencia de los cDNA.

A kB M Cyu ¢ B kB M Ta Bra Hep Mus Con bp
AN
23 Genomico rRNAISRS
2 <+ 732
6
4

Figura 5.- Identificacion del DNA. genomico y de los productos de RT-PCR del RNAr 18S del
acocil C. quadricarinatus (C.qu). A) El DNA genomico del musculo, obtenido por el método propuesto
en este trabajo, se separo por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (flecha). B) El producto de 1.732
pb de la reaccion de RT-PCR, que corresponde al RNAr 18S de los pedunculos oculares (Ta), de las
branquias (Bra), del hepatopancreas (Hep) y del musculo (Mus), se indica con una flecha. Las
reacciones se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los marcadores de pesos
moleculares (M) fueron: DNA del bacteriofago A cortado con la enzima Hind 111 (A) y escalera de DNA
de 1 kb (Invitrogene) (B).
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Clonacion y caracterizacion del cDNA del precursor de la HCP, de la beta-Actina y de

la G3PDH.

Para poder realizar la cuantificacion del RNAm de la HCP era necesario tener los elementos
moleculares para determinar los cambios en su concentracion por ciclos de luz-oscuridad y en oscuridad
constante. Ademds era necesario determinar la concentracion de genes constitutivos en el tallo ocular.
Debido a que en el acocil C. quadricarinatus se desconocia 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 clonacion. La secuencia del cDNA también fue utilizada en
los analisis evolutivos con los cDNAs de los miembros de la familia HCP/HAC.

La clonacion de los tres cDNAs consistio de 2 pasos: primero se clono una region conservada de
cada gen y son la secuencia obtenida se realizo ensayos de RACE para conocer la secuencia de cada
RNAm.

Clonacion del cDNA de la beta-Actina.

Para clonar el cDNA de la beta-Actina se utilizo la reaccion de PCR con los
oligodesoxinucleotidos UACT-LACT. Se obtuvo el producto genomico de 160 pb aproximadamente
(Fig. 6A carril 2) cuya secuencia mostrd un 92% de identidad con la secuencia de P. clarkii. Al utilizar
los oligodesoxinucledtidos race5ACcq y UACT en los ensayos de RACE 57 y 3" respectivamente, con
RNA total de pediinculos oculares, se obtuvieron productos de 650 y 300 pb aproximadamente para el
extremo 5” y de 800 pb aproximadamente para el extremo 3’ (Fig. 6B y C carril 2 respectivamente ).
Al empalmar las secuencias del producto genémico y del RACE 5" y 3" se obtiene un cDNA de 1.193
pb. Los 13 primeros nucledtidos forman parte del extremo 5° UTR. El ORF esta formado por 378
codones. En el extremo 3” UTR hay dos posibles sitios de poliadenilacion 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 clonacion del cDNA de la beta-Actina.
A) producto de la reaccion de PCR con DNA genomico del acocil C. quadricarinatus con los
oligodesoxinucledtidos uACpce-IACpce especificos de la beta-Actina del acocil P. clarkii (Gp carril 2). B)
Producto de RACE 5° (R57) a partir de RNA total de los pedinculos oculares; la amplificacion se realizo
con el oligodesoxinucledtido antisentido IACRACES (Apéndice 1A) disefiado a partir de la secuencia
del producto genémico (Fig. A carril 2). C) Producto de la reaccion de RACE 37 (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 agarosa
al 1.8 %. Los marcadores de pesos moleculares (M) fueron: escalera de DNA de 100 pb y de 1 kb (A, C
y B respectivamente: Invitrogene).

Al empalmar las secuencias del producto genémico y del RACE 57 y 37 se obtiene un ¢cDNA de 1,193
pb. Los 13 primeros nucledtidos forman parte del extremo 5° UTR. EI ORF esta formado por 378
codones. En el extremo 3” UTR hay dos posibles sitios de poliadenilacion en las posiciones 1150-1165 y
1172-1177 (GeneBank AY430093; Fig. 7).

La traducciéon conceptual del RNAm de la beta-Actina codifica para una proteina de 377
aminoacidos y un peso molecular teérico de 41,925.99 daltones, en donde las firmas protéicas

universales de Actina (Pollard. 1990) Actina 1 ((FY)-(LIV)-G-(DE)-E-A-Q-x-(RKQ)(2)-G). proteinas
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Figura 7.- Secuencia del cDNA y de los aminoécidos de la beta-Actina. Los extremos 5" y 3™ no
traducidos se indican con minusculas (nc -1-12; 1147-1192, respectivamente). Los posibles sitios de
poliadenilacion se encuentran subrayados. en italicas y negritas (nc 1146-1151 y 1158-1163). Los
codones del ORF se muestran con mayusculas (aa 13-1146). Las firmas universales de Actinal (55-65);
proteinas relacionadas a Actina (aa 106-118) y Actina2 (aa 358-366) se muestran subrayadas y en
negritas. Los oligodesoxinucleoétidos utilizados para la cuantificacion del cDNA se indican subrayados.
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Figura 8.- Filograma de la beta-Actina de invertebrados. La secuencia de aminoécidos de la beta-Actina
del acocil C. quadricarinatus (en negritas) se encuentra en el mismo nodo (flecha) que en el camaré6n P.
monodon 2.

relacionadas a Actina ((LM)-(LIVM)-T-E-(GAPQ)-x-(LIVMFYWHQ)-N-(PSTAQ)-x(2)-N-(KR)) y
Actina2 (W-(IV)-(STA)-(RK)-x-(DE)-Y-(DNE)-(DE)), estan en las posiciones: 55-65, 106-118 y 358-
366 respectivamente (Fig. 7). La beta-Actina del acocil mostré una identidad del 94, 88, y 87 % con el
camaron Peneus monodon, con la langosta Homarus americanus y con la pulga de agua Daphnia magna
respectivamente (Fig. 8).

Clonacion del cDNA de la Gliceraldehido-3-fosfuato deshidrogenasa.

Para la clonacion del RNAm de la G3PDH se decidi6 utilizar la misma estrategia de clonacion
que para el gen de la beta-Actina, empleando la secuencia de nucledtidos de una especie mas cercana,
filogenéticamente, al acocil como Daphnia pulex (GeneBank AJ289783). Los oligodesoxinucledtidos
fueron disefiados con base a los codones mas cercanos al sitio de inicio y terminacién de la traduccion
(24-48 UIG3DPU y 924-948 1L.2G3DPU). Ademas se incluyo un juego de oligodesoxinucledtidos
internos que reconocen el sitio activo de la enzima (447-471 U2G3DPU y 626-652 L1G3DPU). Al
emplear la combinacién de oligodesoxinucledtidos que reconocen adelante del sitio de inicio de la

traduccion, con el oligodesoxinucledtido de la parte final del sitio activo de la enzima, se obtuvo un
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producto de 600 pb aproximadamente. Con el oligodesoxinucleétido que reconoce la parte final del
ORF, no se obtuvo algin producto de amplificacion. La situacion anterior también se presento al
emplear como iniciador al oligodesoxinucledtido que reconoce el principio del sitio activo de la enzima
y con el oligodesoxinucledtido especifico para la parte final de la misma region con lo que se obtuvo un
producto de 200 pb aproximadamente. mientras que con el oligodesoxinucledtido dirigido hacia el final
del ORF no hay amplificacion (Fig. 9A). Para verificar que el producto de 600 pb correspondia a la parte

del gen de la G3PDH se realizé una reaccion de PCR anidada, empleando los oligodesoxinucleotidos
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Figura 9.- Productos de las reacciones de PCR y RT-PCR para la clonacion de la gliceraldehido-3-
fostato deshidrogenasa. A) Producto de la reaccion de PCR con DNA gendmico del acocil C.
quadricarinatus con los oligodesoxinucleotidos especificos para el cDNA de la G3PDH de D. pulex
(UI-L1 y U2-L1, carriles 2 y 4 respectivamente; apéndice 1A). B) Producto de RACE 5° (R57). La
amplificacion del extremo 5° del cDNA se realizé a partir de RNA total de los pedinculos oculares con
el oligodesoxinucledtido antisentido 1G3raceS, cuyo diseno fue a partir de la secuencia de
desoxinucle6tidos del producto genomico (apéndice 1A, carriles 2 y 4). C) Producto de la reaccion de
RACE 3° (R3"). Los productos que corresponden a la secuencia de la G3PDH sc 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 1 kb y de 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 mostré un 77.9 y 77.4 % de identidad con el cDNA de Drosophila hydei y
Daphnia pulex respectivamente. Al comparar el producto de la traduccion conceptual, se obtuvo un
100% de identidad con el cDNA de las langostas marinas Palinurus versicolor y Homarus americanus.
La secuencia de nucledtidos del producto de 600 pb present6d un 73 % de identidad con la G3PDH de
Drosophila hydei mientras que en D. pulex fue del 70.9%. Aun cuando la identidad en acidos nucléicos
es baja; la traduccion conceptual presenté una identidad del 95.6 % y 94 % con la G3PDH de las
langostas Palinurus versicolor y Homarus americanus respectivamente.
A partir del fragmento genémico de la G3PDH obtenido se disefiaron los oligodesoxinucledtidos para la
clonacion 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 y C). Al empalmar las secuencias de los
extremos 5 y 3’ con el producto genomico, se observa que el cDNA de la G3PDH esta formado por
1081 pb, en donde el extremo 5 UTR tiene 41 pb, el ORF esta formado por 335 codones incluyendo al
codén de paro. Por altimo en el extremo 3° no traducido, la posible sefial de poliadenilacion (AATAAA)
esta en los nucledtidos 1096 a 1102 (GeneBank AY430092; Fig. 10).

La traduccion conceptual del ORF del RNAm de la G3PDH de C. quadricarinatus, da una
proteina de 334 aminoacidos con un peso molecular teérico de 35.681.84 Da. Contiene los dos dominios
funcionales para G3PDH, el dominio de union a NAD'. de la posicion 5 a la posicion 33, y el dominio
universal, que contiene la cisteina del sitio catalitico (ASCTTNCL) de la posicién 147 a la 154. Ademas
contiene los residuos Fen, His, Tre y Asp que son necesarios para la actividad enzimatica de la G3PDH
(Huang ef al., 1989), que se encuentran en las posiciones 99, 176, 179 y 192 respectivamente (Fig.10).
Por ultimo, la secuencia de aminoacidos de la G3PDH 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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Figura 10.- Secuencia del cDNA y de los aminoacidos de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
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Los extremos 5’ y 3" no traducidos se indican con minusculas. El posible sitio de poliadenilacion se
encuentra subrayado, en italicas y negritas (nc 1000-1006). Los codones del ORF se muestran con

mayusculas. El dominio de union a NAD" (aa 5-33). el sitio activo de la enzima (aa 147-154), el

dominio de dimerizacion similar a la Gtspl de S. cerevisiae (aa 235-255) y los aminoacidos Fen, His,
Tre, Asp necesarios para

subrayados.

la actividad de la enzima se muestran subrayadas y en negritas (aa 99,
176,179 y 192). Los oligodesoxinucledtidos utilizados para la cuantificacion del ¢cDNA se indican
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Figura 11.- Filograma de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en eucariontes. La secuencia de
aminoacidos de la G3PDH del acocil C. quadricarinatus (en negritas) se encuentra en ¢l mismo nodo
(flecha) del acocil P. clarkii y de las langostas H. americanus y P. versicolor.

Clonacion del cDNA del precursor de la HCP.

De la misma manera que se clono el cDNA de la beta-Actina y de la G3PDH, como primer paso
para la clonacion del cDNA del precursor de la HCP se amplifico por PCR parte del gen de la HCP con
diferentes combinaciones de los oligodesoxinucledtidos cuya secuencia correspondié a los codones del
precursor de la HCP de la jaiba Callinectes sapidus (Apéndice A). Con los oligodesoxinucledtidos que
amplifican todo el marco abierto de lectura o con el oligodesoxinucleétido degenerado para la secuencia
de la HCP (UJ-LJ; DP-LJ; Apéndice) no se obtuvo algun producto de amplificacion. Sin embargo con la
combinacion del oligodesoxinucledtido formado por los 4 primeros codones de la HCP hasta el codon
de término (NJ-LJ, apéndice 1A) se obtuvieron productos de 100 a 1500 pb aproximadamente (datos no
mostrados).

Para poder discernir cual de los productos obtenidos era el especifico para el precursor de la
HCP, se realizé una PCR anidada empleando los oligodesoxinucleotidos que reconocen la HCP y el sitio

de la union de los exones en el RNAm del precursor de C. sapidus (NJ-1J, apéndice 1A). Como control




-

6.5
de la integridad del DNA y de los oligodesoxinucleotidos, se amplifico parte del gen de la beta-Actina
de C. quadricarinatus y del gen de la HCP de la jaiba . sapidus. En esta reaccion se obtuvieron dos
productos de 150 y de 650 pb aproximadamente para la HCP del acocil. mientras que en la jaiba
Gnicamente se obtuvo el producto de 150 pb aproximadamente (Fig. 12A). La secuencia de acidos
nucléicos del producto de 177 pb mostré 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 B HCP c HCP

bp bp MRS C bp bp M R3R3 bp
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Figura 12.- Productos de las reacciones de PCR y RT-PCR para la clonacion de la hormona
concentradora de pigmentos. A) PCR anidada con DNA genomico del acocil C. quadricarinatus (carril
3) utilizando los oligodesoxinucledtidos especificos para el ¢cDNA de la HCP de la jaiba C. sapidus
(carril 4). Control de la integridad del DNA de una parte del gen de la beta-Actina (A carriles 2). B)
RACE 5’ (R5%). La amplificacion se realizd a partir de. RNA total de los pedunculos oculares con el
oligodesoxinucledtidos antisentido raceSRPCHeq. C) RACE 37 (R3"). Los productos que corresponden
a la secuencia de la HCP se indican con una flecha negra v los falsos positivos con un asterisco. Todas
las reacciones se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Los marcadores de pesos
moleculares (M): DNA del $X174RF cortado con la enzima Hae 1 (A; carril 1) y escalera de DNA de
100 pb (B y C: carril 1).
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maenans respectivamente. El producto de 650 pb fué inespecifico. Al conocer una parte de la secuencia
del gen de la HCP se pudieron disefiar los oligodesoxinucledtidos para la caracterizacion de los
extremos 5’ y 3’ del RNAm de la HCP (Apéndice Tabla 1). Con el oligodesoxinucleotido raceSRPCHcq
se obtienen dos productos de 300 y 380 pb aproximadamente (Fig. 12B). Este tltimo presenté un 92%
de identidad con la secuencia de direccionamiento al reticulo endoplasmico rugoso del precursor de la
HCP de los cangrejos C. sapidus y C. maenans.

El ensayo de RACE3’ con el oligodesoxinucle6tido race3RPCHeq di6 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 proteina
ribosomal L-23 de H. sapiens (Banckit 633162). La secuencia de nucledtidos del producto de 560 pb
present6 una homologia 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: Y11723.1). Sin
embargo la traduccion conceptual gener6 una proteina que tiene una identidad del 50 % con el precursor
de la Hormona Hipertrealosémica de la cucaracha B. Discoidulis (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 geonémico y del RACE 5° y 3° se observa que el cDNA de la HCP esta formado
por 646 pb, en donde los primeros 87 pb corresponden al extremo 5° UTR; los siguientes 273 pb son el
ORF y los ultimos 286 pb son el extremo 3 UTR. La traduccion conceptual del ORF da un pre-
propéptido de 90 aminoacidos. Los primeros 21 aminoacidos son la sefial de direccionarniento al lumen
del reticulo endoplasmico rugoso; inmediatamente después estan los 8 aminoacidos de la HCP seguidos
por el sitio de corte para la endopeptidasa KR. Los tltimos 60 aminoacidos son el péptido relacionado a

la HCP.
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ctctgecaggcagcatccagegtggtccagcaacaggcagcatcgactgecactcecttegttaccacacacte =il

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 42
Ala Ser Ser Cys Val Ser Ala Gln Leu Ans Phe Ser Pro Gly Trp Gly Lys Arg 32
GCC TCC TCC TGC GTC TCC GCC CAG CTT AAC TTC TCC CCC GGC TGG GGC AAA CGG 96
Thr Gly Thr Ala Ala Gly Gly Pro Asp Gln Thr Ile 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 150
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 204
Ile Tyr Arg Leu Ile Arg Thr Gle Ala Ala Arg Leu Val Gln Cys Gln Glu Glu 86
ATC TAC AGG CTT ATT AGG ACT GAA GCA GCG AGA CTT GTA CAG TGT CAG GAA GAA 258
Glu Tyr Met Gly * a1
GAA TAC ATG GGT TAA atgcgacacccccaccactaccactaccagcaaccaccatcaccaccacta 338
ccactaccagcaaccactctcgtcttagectaccagctgtgacagtcacactgetgtgttagttcecccaggte 410

ttccccectgaacacaagagatgtctceccategtcecttectectecccttetggecccagtggtgggetggggttta 482
gcctctcctggaattcatatatttttctcgtectttcggaaactcgtggggtggacaactggaatcagaagtg 554
ttggaatgatgaataacat 573

Figura 13.- Secuencia del cDNA y de los aminoéacidos de la Hormona Concentradora de Pigmentos. Los
extremos 5° y 3’ no traducidos se indican con minusculas. El posible sitio de poliadenilacion se
encuentra subrayado, en itdlicas y negritas. Los codones del ORF se muestran con mayusculas. Se
muestra el péptido sefial; la HCP (aa 22-31, en italicas y negritas), los aminoacidos de corte Lis-Arg (aa
30-32) y el péptido relacionado (aa 33-91). Los codones de los oligodesoxinucleétidos utilizados para la
cuantificacion del RNAm estan subrayados.
Por altimo las cisteinas intramoleculares y la necesaria para la dimerizacion del precursor en la familia
HAC/HCP estan en las posiciones 18, 58 y 83 respectivamente (Fig. 13 y 14).

La secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos menos con respecto a los cangrejos: 3

en el péptido sefal y 17 en el RP-HCP. Ademas la HCP del acocil presento el 30.65 % de identidad con

respecto al precursor de la HAC Il de L. migratoria (Fig. 14).




HAC2
HAC2
HAC2
HAC
HAC
HAC
HCP
HCP
HCP
HAC
HAC3
HAC
HAC

HAC2
HAC?2
HAC2
HAC
HAC
HAC
HCP
HCP
HCP
HAC
HAC3
HAC
HAC

SEEza0obG

DI OOOBFOLLELL

MRQSCALTLMLVVAVCA---ALSAAQLNFSTGWG-~——————-— RRYADPNA-————-—— 39
MROGCALTLMLLVVVCA---ALSAAQLNFSTGWG———~-~ e RRYADPNA—-=-==————— 35
MTOSCTLTLVLVVAVLA---ALATAQLNFSAGWG———=—————— RRYADPNA----———- 39
MVORCLVVALLVVVVAA---ALCSAQLNFTPNWGT-~——--——— GKRDAADFG———-———— 41
MVOQRCLVVALLVVVVAA---ALCSAQLNFTPNWGT---~--~-GKRDAGDYG-——=—-——— 41
MVORCALVVLLVVAVAA---ALCSAQLNFTPNWGT———=——=~ GKRDAADFA-—-————- 41
MVRRTGVTLLVVALVVVALVSSVSAQLNFSPGWG—=————==——— KRAAAGSGSSGGVGEA 50
MVRRSGVTLLVVALLVVTLMSSVSAQLNFSPOWG—————-——— KRAAGASGSNGGVGEA 50
HVRGS—VBLLLVVLVBS—'—SQVSAQ&NWSPGNG —————————— KRTGTAAG——----GPD 41
MYKLT-VFLMFIAFVII-——-— AEAQLTFTSSWG—————————— GEKRAMTNS—=—————— 36
MOVRAVLVLAVVALVAV---ATSRAQLNFTPWWGK-—-———-— RALGAPAAG-——=-———— 41
MNHLVKVLIVVVAIALVLC-——--EAQVNFSPGWG—-————-TGKRSAVONS———————- 40
MNPKSEVLIAAVLFMLLACV-—-QCQLTFSPDWGKRSVGGAGPGTFFETQQG——~————— 49

M v v aQlnF WG
————————————————————————————————— DPMAFLYKLIQIEARKLSGCSN------ 61
————————————————————————————————— DPMAFLYKLIQIEARKLAGESN——————~ 61
———————————————————————————————— DPMAFLYRLIQIEARKLAGCSD---—-—-= 6l
————————————————————————————————— DPYSFLYRLIQAEARKMSGCSN------- 63
————————————————————————————————— DPYSFLYRLIQAEARKMSGCSN-~————= 63
————————————————————————————————— DPYSFLYRLIQAEARKMSGCSN-----—— 63

VSALHHSVGGAPGGVVPPGSSESSGDSCGPIPVSAVMHIYRLIRNEAVRLVQCODEEYLG- 110
VSGLHPSVGGAPGGVVPPGSSSP-GDSCGPIPVSAVMHIYRLIRSEAVRLVQCQODEEYLG~ 109
QTILHSSS————-————— PAAVAS—DNCGTIPVSAVMHIYRLIRTEAARLVQCQEEEYMG-—- S0
------------------------- ISCRND—-EAIAAIYKAIQNEAERFIMEQKN—————— 65
—————————————————————————— DCVSASPQALLSILNAAQAEVOKLIDCSRFTSEANS 75
-------------------------- PCKGS-AESLMYIYKLVONEAQKILECEKFSSN-— 72
-------------------------- NCKTS-NEMLLEIFRFVQSQAQLFLDCKHRE-——-- 79

i q C

66

Figura 14.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la Hormona Concentradora de Pigmentos
del acocil C. quadricarinatus con los miembros de la familia HAC/HCP. La secuencia de aminoécidos
de la HCP en el acocil C. quadricarinatus se indica en negritas (C. qua). La cisteinas intramoleculares y
la necesaria para la dimerizacion del precursor se indica en negritas y subrayada respectivamente. En
mayusculas se muestra el aminoacido idéntico en cada posicion y en minusculas cuando se tiene una
identidad mayor del 90 % en la misma posicion.
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Expresion de los RNAm del precursor de la HCP, de la beta-Actina y de la G3PDH.

Para determinar la expresion del RNAm del precursor de la HCP, de la beta-Actina y de la
G3PDH se amplifico por RT-PCR todo el ORF de cada uno de los RNAm extraidos del pedunculo
ocular, del hepatopancreas, de las branquias y del musculo. Por razones desconocidas, no se logro la
amplificacion de todo el ORF del precursor del cDNA de la HCP; sin embargo. al amplificar desde el
codon 13, que corresponde a la parte final de la secuencia de direccionamiento al reticulo endoplasmico
rugoso, al codon de paro (Fig. 13), se obtiene un producto de 242 pb y un segundo producto de 100 pb,
anicamente en el pedinculo ocular, mientras que en el hepatopancreas, en las branquias y en el musculo
no se obtuvo producto alguno aun, en ensayos de RT-PCR de 35 ciclos (Fig. 15A).

El producto de 1,135 pb de la beta-Actina se obtuvo en todos los tejidos, pero en el
hepatopancreas se obtuvo un segundo producto de 800 pb (Fig. 15B carril 4). Por ultimo para la G3PDH
todos los tejidos presentaron el producto de 1086 pb (Fig. 15C). Todos los productos obtenidos fueron
secuenciados, confirmando los empalmes del producto de PCR y de RACES™ y 3” para cada cDNA.
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Figura 15.- Amplificacion del marco abierto de lectura del precursor de la HCP (A). de la beta-Actina
(B) v de la G3PDH (C) en el pedunculo ocular (PO). en el hepatopancreas (Hep). en las branquias (Bra)
y en el musculo (Mus). Los productos que corresponden al ORF se indican con una flecha y con * las
reacciones de 35 ciclostomas las reacciones se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %.
Los marcadores de pesos moleculares (M) fueron escalera de DNA de 50 pbyde 1 kb (A, B y C).
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Cuantificacion del cDNA del precursor de la HCP, de la beta-Actina, de la G3PDH, y

del RNAr 185 RNA en el pedunculo ocular en un periodo de 24 h.

Para colocar la misma cantidad de RNA para la sintesis de cDNA de cada punto del ciclo se
midi6 la cantidad del RNA total del pedunculo 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 present6 un
comportamiento trimodal en el ciclo de luz-oscuridad, es decir, se observaron tres puntos maximos a las
5,9y 15 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.- Concentracion del RNA total en el pedinculo 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, esta el tiempo en horas
reales (superior), a partir del tiempo cero experimental (inferior). Los rectangulos vacios 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 concentracion del RNA total y peso del tejido unido por una linea gruesa. La linea delgada
corresponde a la resultante del analisis de Cosinor y la punteada al mesor.
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Este comportamiento también se presenté en los acociles acondicionados a 4 meses de oscuridad

constante. El analisis de cosinor mostré 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 y la 1’ fue de un valor de 0.74. Lo anterior indica que. estadisticamente, la concentracion del RNA

en el pedunculo ocular presenta un comportamiento trimodal, en donde la mayor cantidad de RNA en el

pedinculo 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 recorrié 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 movio tres horas antes, es decir, a

RNA Condicion r’  Mesor Amplitud Acrofase Periodo
(horas) (horas)
RNA Total Luz-oscuridad 0.74 74.13 24.61 9.08 8.1
RNA Total Oscuridad 0.67 6429  26.05 14.28 8.5
constante
G3PDH Luz-oscuridad 0.24 65.08 10.27 14.98 8.8
G3PDH Oscuridad 0.59 69.95 14.07 29.59 21.5
constante
RNATr 18S Luz-oscuridad 0.65 7141 24.76 18.45 24
B-Actina Luz-oscuridad 0.08 94.14 -1.01 14.28 e
B-Actina Oscuridad 0.048 82.65 2.85 0 ---
constante
HCP Luz-oscuridad 0.49 8224 11.75 9.57 23.68
HCP Oscuridad 0.59 6330  28.83 15.9 7.26
constante

Tabla 3.- Valores del analisis de Cosinor de la concentracion del RNA total, del cDNA, de la G3PDH,
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. r* coeficiente de determinacion. 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 r’ tuvo un valor de 0.67. Por todo lo anterior se concluye, que en el
pedinculo ocular del acocil existe un cambio ritmico 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 algin tipo de ritmo, por lo que, antes de establecer el patron de la
concentracion en el RNAm de la HCP fue necesario determinar si existia o no algiin 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 nimero 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
empled la concentracion original.

Las curvas de RT-PCR semicuantitativas mostraron que la fase exponencial para el RNAr 188, la
beta-Actina, la G3PDH y la HCP fué a los: 16, 20, 24 y 27 ciclos respectivamente. En todos los casos se
obtuvo, Unicamente, 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
RNATr 188, y solo con el ORF 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 concentracion relativa del cDNA del precursor de la HCP. de la beta-Actina, de la G3PDH vy del
RNATr 188 en el pedinculo 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 cDNA de la G3PDH presenté6 un comportamiento bimodal,

en ciclos de luz-oscuridad (12:12) con el primer pico a las 9 h, el segundo pico, con mayor

concentracion relativa de cDNA, a las 15 h de comenzado el ciclo. El analisis de cosinor indic6 que el
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Figura 17.- Productos de la reaccion 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 sefialan con
una flecha. La HCP, la beta-Actina 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 (Cy D).

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 real). La r~ presento un valor de 0.24 (Fig. 18A Tabla3). Con los
acoctiles acondicionados a cuatro meses de oscuridad constante, el ritmo del cDNA de la G3PDH 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 analisis de
cosinor comprobd los datos anteriores ya que la r” tiene un valor de 0.59, con un periodo de 21.5 h y el
punto maximo es a las 11.00 h del tiempo real (29.59 h del ciclo). Ademas. se observa un incremento en
el cDNA de la G3PDH con respecto al ciclo de luz-oscuridad. con una amplitud de 14.7 y un mesor de
6995 (Fig. 18B; Tab. 3). Sorprendentemente. el RNAr 18S tiene un comportamiento ritmico en
periodos de luz-oscuridad (12:12) con una r* de 0.65. la acrofase es a las 18.45 h aproximadamente
(11.00 de la noche tiempo real), la amplitud y el mesor tuvieron valores de 24.76 y 71.41

respectivamente (Fig. 18C: Tabla 3).
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Figura 18.- Concentracion del cDNA de la G3PDH (A y B) y del RNAr 18S (C) en el pedianculo ocular
del acocil en ciclos de 12 h de luz-oscuridad (A y C) y de la G3PDH 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 esta el tiempo en horas de la
duracion del ciclo y en la parte superior se indica la hora del dia. Los rectangulos vacios representan a
los periodos de luz y los negras a los de oscuridad. Los cuadros negros en las graficas corresponden al
cociente del producto de RT-PCR de la G3PDH y del RNAr 18S entre ¢l peso del tejido unidos por la
linca gruesa. La linea delgada y la punteada corresponden a la resultante del analisis de Cosinor y al
mesor. La parte superior de las graficas muestra el patron de bandas de las reacciones de RT-PCR
separadas por gel de agarosa al 2 % para la G3PDH (A y B) y al 1% para el RNAr 18S.
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El analisis por Cosinor de los valores del cDNA de la beta-Actina en periodos de luz-oscuridad
mostré que la r’ 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 r* 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 y B. 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 > 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 concentracion 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. 19D; Tabla 3). El analisis de
cosinor da una r” de 0.59; el periodo es corto de 7.26 h. En este caso la acrofase esta en el segundo pico
a las 159 h (20.00 h del tiempo real; Fig. 19D). 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 cambio6 a 62.24 (Fig. 19C y D; Tabla3).
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Figura 19.- Concentracion del cDNA de la beta-Actina y de la HCP en el pedinculo ocular del acocil en
ciclos de 24 h de luz-oscuridad (12:12 h) (A y C) y cuatro meses de oscuridad constante (B y D). El
aumento de la acrofase entre el ciclo de luz-oscuridad y oscuridad constante del ¢cDNA de la HCP se
indica con una flecha (C y D). En las abscisas. esta el tiempo en horas de la duracion del ciclo y en la
parte superior se indica la hora del dia. Los rectangulos vacios representan a los periodos de luz y los
negras a los de oscuridad. Los cuadros negros en las graficas corresponden al cociente del producto de
RT-PCR de la HCP y entre el peso del tejido unidos por la linea gruesa. La linea delgada y la punteada
corresponden a la resultante del analisis de Cosinor y al mesor. La parte superior de las graficas muestra
el patron 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 comparandola 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 tltimos residuos de aminoacidos son idénticos a la secuencia
Pro®-Gli’-Tri®*-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 altimos aminoacidos, por si solos,
tienen actividad de HCE (Christensen et al .. 1978: 1979; Lee et al.,1996; Velenetza et al., 2000).

El alineamiento de los precursores de la familia HAC/HCP y APGWamida mostré que existen
cuatro regiones de homologia. La region 1 corresponde al péptido sefial aminoacidos (AA 1-85); en los
moluscos esta region es de un tamafio mayor de 43 a 57 aminoacidos que la de los insectos y a la de los
crustaceos e incluye la primera copia de la APGWamida (Fig. 20). La region 2 esta 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 aminoacidos basicos que son el sitio de corte para el
procesamiento de la prohormona (AA 94-96 y 109-110). Ademas, contiene la mitad del péptido
relacionado de la HAC y los primeros 22 aminoacidos del péptido relacionado de la HCP. Esta region es
la que presenta mas variacion en tamaio entre los precursores de la HAC: en insectos, en general es de
10 a 23 aminodacidos, y especificamente en Drosophila melanogaster es de 31 aminoacidos. En los
crustdccos y en los moluscos el tamaiio cs similar: entre 31 a 35 aminoacidos (AA 86-120; Fig. 20). La
region 3 corresponde a las copias de la hormona APGWamida. En los crustaceos esta region es de 20
aminoécidos que corresponden al péptido relacionado de la HCP. En los precursores de la HAC, todo

este dominio esta ausente (AA 121-205; Fig. 20).
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Figura 20.- Alineamiento de la secuencia de aminoécidos de los precursores de las familias HAC/HCP y APGWamida. En los puntos unidos
por las lineas se indica los diferentes motivos que forman a cada precursor (parte superior). Las cuatro regiones son indicadas por una linea
unida por diamantes (parte inferior). Los asteriscos y los nimeros de 10 en 10 indican el nimero de aminoacidos. La secuencia del péptido
activo se indica con negritas. Los aminoacidos bésicos para el corte de las endopeptidasas se encuentran subrayados. La cisteina para la
dimerisacion del péptido y las intramoleculares se indican en negritas, itdlicas, subrayada y con una flecha en la parte superior. HAC: S.
gregaria (Sgr), S. nitans (Sin), L. migratoria (Lmi), B. discoidalis (Bdi), D. melanogaster (Dme) y M.sexta (Mse). HCP: C. maenans (Cma) y
C.sapidus (Csa). APGWamida: 4. 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 familias HAC/HCP y APGWamida. La region 1
esta formada por tres alfa hélices (h.) separadas por dos giros “random coil” (). La region 2 la forma dos giros “random coil™ separados por
una alfa hélice. Las regiones 3 y 4 estan formadas 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 region 4 contiene los ultimos 20 aminoacidos del péptido relacionado de la HAC y HCP; este
dominio también esta presente en la APGWamida. Todos los precursores contienen conservada la
cisteina (AA 226) que se requiere para la formacion de los dimeros HAC-HAC, que es un
requerimiento previo al procesamiento del pro-HAC de Locusta migratoria (Fisher—Lougheed et al.,
1993). Ademas, esta cisteina pudiese formar puentes de disulfuro intramoleculares con una cisteina del
domino 3 en los crustaceos, en los moluscos (AA 201) y en las HACs de: Manduca sexta, Drosophila
melanogaster, Blabelus discordalis y en la HAC 1l de Locusta migratoria (AA 113 y 118). La
formacion de enlaces disulfuro intramoleculares pudiera ocurrir, aparentemente, con la region 1 de las
HAC del género Shistocerca y en las HAC 1 y Il de Locusta migratoria pero estas cisteinas se
encuentran en el péptido sefial, region que se elimina en el proceso de internalizacion de la
prohormona al lumen del reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 20).

Se analizo la posible estructura secundaria que tienen los precursores de la familia HAC/HCP
por dos métodos (Gibrat et al., 1987; Geourjon y Deléage, 1994). Se encontrd, con ambos métodos,
que la estructura de todos los precursores es la misma, independientemente de la especie (Fig. 18). La
region 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. californica, AA 31-77 en L. stagnalis y AA 15-28 en
M. edulis). La region 2 esta formada por un “random 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
region 3 de los crustaceos, pero en los moluscos se encuentra una alfa hélice al principio del dominio
(AA 121-134 en A. californica y L. stagnalis y aminoacidos 141-154 en M. edulis). Por ultimo, la
region 4 presenta una alfa hélice y termina con una estructura “random coil” (Fig. 21).

Alineamientos de los precursores a nivel de los acidos nucléicos.

Los alineamientos de los precursores de las tres familias con los acidos nucléicos mostraron,

que los codones que codifican para el péptido sefnal estan en tres regiones (nucledtidos (nc) 1-223):

inmediatamente después, se encuentran los codones que codifican para el Gltimo codon del péptido




mve RICY QAL }_
coTA TESIS NU SaL
B i

DELA BIBL IOTECA

79
sefial y los dos primeros aminoéacidos de la HAC y de la HCP (nc 224-232; Fig. 22). Esta region

también esta 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 aminoacidos 3, 4
y el primer nucleotido del codon 5 en la HAC y en la HCP (nc 274-280) estan separados por 45
nucleétidos de los precursores de Aplysia y Mytilus edulis. En esta region, el consenso en el precursor
de los moluscos, de los insectos y de los crustaceos es AACTTCW (W= A/T; Motivo 2; Fig.22). Por
ultimo, los codones que codifican para las posiciones 6 a 8 (nc 375-387), estan separados por 94
nucleotidos en los precursores de Aplysia y L stagnalis. Esta region tiene los dos nucledtidos de la
posicion 6, los codones 7 y 8 y los dos primeros nucleétidos del codon 9 de la HAC y HCP (Motivo
3). La secuencia consenso de todo el motivo es CVCCBDRNTGGGGN (R = A/T, N = cualquiera B,
D, V,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 homologas que codifican para los
PR-HAC/HCP y la mayoria de los repetidos de la APGWamida (nc 429-455 y 621-662). La ultima
region es la que presenta mayor homologia entre todas las especies; corresponde a la parte final de los
codones del extremo 3’ de los precursores. Esta formada por las regiones 6, 7 y 8 (nt 680-689, 701-719
y 737-776). La region 6 contiene al intrén de la HCP en C. sapidus y las HAC 1 y 1l de Shistocerca
nitans, asi como el codén que codifica para la cisteina que participa en la dimerizacion del péptido (nc
730; Fig. 22).

Nuestros analisis sugieren fuertemente que los péptidos de la familia HAC-HCP pudieron
originarse por arreglo de los nucledtidos del gen del precursor APGWamida de los moluscos. En

donde, el origen del la HAC de los insectos y de la HCP en los crusticeos es por la union de
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Figura 22.- Alineamiento de la secuencia de acidos nucléicos de los precursores de las familias HAC/HCP y APGWamida. Las diferentes
partes que forman a cada precursor se indican con lineas unidas por circulos (parte superior). Las regiones homdlogas se indican con una
linea unida por diamantes. Note que el motivo uno tiene los codones que codifican para los primeros dos aminoacidos para la HCP; el
motivo 2 para los codones 3 y 4, y el motivo 3 tiene una de las copias de APGWamida y los tltimos cuatro codones de la HAC y de la
HCP (Los motivos 1-3 se indican con una linea con diamantes nc en negritas). Con flechas se indican la posicion 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, itdlicas, 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 cisteina necesaria para la dimerizacion (nc 730-732) se muestran subrayados. La
abreviatura de las especies es igual a la de la figura 20.
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nucledtidos que estan 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 existié un gen similar a la
APGWamida y otro similar a la HAC/HCP los cuales recombinaron para formar a la HCP de los
crustaceos y de los insectos.

Estas hipotesis se pusieron a prueba uniendo los tres motivos que se obtienen en los
alineamientos de los cDNAs de las diferentes HAC, HCP y APGWamida. La traduccion conceptual de
la union de las posiciones 378-383, 425-431 y 524-536 del precursor APGWamida de Aplysia y las
posiciones 277-282; 321-327 y 354-366 en Lymnaeua stagnalis origina la secuencia de la HAC y de la
HCP. La tnica diferencia esta en la posicion 2 que puede estar ocupada por Fen en Aplysia o por Val o
Leu en Lymnaea stagnalis, y en los crustaceos y los insectos (Fig. 23). En Mytilus edulis el panorama
es similar; al unir las posiciones 176-181, 191-197 y 232-244 del precursor se obtiene la secuencia de
Lymnaea stagnalis pero el ORF es interrumpido en la posicion 5 por un codoén de paro. En Aplysia y
Lymnaea stagnalis esta posicion es ocupada por el codon TCG que codifica para Ser; pero si hay una
mutacion en la segunda posicion del coddn por guanina se obtiene el codén de paro TGA que esta 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 posicion que ocupan los intrones en el gen de la HAC. En
Drosophila melanogaster ¢l gen tiene un intron entre el primero y el segundo codones del péptido
activo. Mientras que en Shistocerca nitans el intrén en el gene de la HAC 1 esté entre los codones 20 y
21; de igual manera, para la HAC II esta entre el codon 52-53, que codifica para el PR-HAC. Por
altimo el gen de la HAC de Manduca sexta carece de intrones. En el caso del gen de la HCP de C.
sapidus el intron estd entre los codones 92 y 93 del PR-HAC (Fig. 22).

Al respecto se han propuesto dos hipotesis del mecanismo de insercion de intrones. Una es por

procesamiento reverso de un intrén escindido dentro de un pre-mRNA no homoélogo, seguido por
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Motivo 1 Motivo Z Motivo 3 Regién de corte

0 Vi A W
HAC2 S.gregaria CAG CTC AAC TTC TCA ACC GGT TGG GGT CGG CGC
HAC2 S.nitans CAG CTC AAC TTC TCA ACC GGT TGG GGT CGG CGC
HACZ L.migratoria CAG CTC BAAC TTC TCG GCG GGG TGG GGG CGG CGC
HAC S.gregaria CAG CTC AAC TTC ACC CCC AAC TGG GGC ACC GGC AAA CGG
HAC S.nitans CAG CTC AAC TTC ACC CCC AAC TGG GGC ACC GGC ARA CGG
HAC L.migratoria CAG CTC AAC TTC ACC CCC AAC TGG GGG ACT GGC AAG CGA
HAC3 L.migatoria CAG CTC AAC TTC ACG CCG TGG TGG GGC AAG AGG
HCP C.sapidus CAG CTT AAC TTC TCC CCC GGC TGG GGT AAG AGG
HCP C.maenans CAG CTT AAC TTC TCC CCT GGC TGG GGT AAG AGG
APGW A.californica CAG TCT RAC TTC TCG CCT GGA TGG GGC AAG AGA
APGW L.stagnalis CAG TTT AAC TTT TCG CCC GGA TGG GGC AAG AGA
HAC B.discoidalis CAG GTG AAC TTC TCA CCT GGC TGG GGT ACT GGC AAG CGA
HAC D.melanogaster CAA TTG ACC TTC TCG CCG GAT TGG GGC AAG CGT
HAC M.sexta CAG CTG ACC TTC ACC TCG AGC TGG GGA GGG AAG AGG
APGW M.edulis GGG TTG AAG TTT TGA CCT GGC TGG GGC AAA AGA

1 2 3 4 5 6 7 8 9, 10 11 27 I3

Motive 1 HMotivo 2 Motivo 3 Regidn de corte

1 11 . W
HAC2 S.gregaria Gln-Leu-Asn-Phe-Ser-Thr-Gly-Trp-Gly-Arg-Arg
HAC2 S.nitans Gln-Leu-Asn-Phe-Ser-Thr-Gly-Trp-Gly-Arg-Arg
HAC2 L.migratoria Gln-Leu-Asn-Phe-Ser-Ala-Gly-Trp-Gly-Arg-Arg
HAC S.gregaria Gln-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-Gly-Thr-Gly-Lys-Arg
HAC S.nitans Gln-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-Gly-Thr-Gly-Lys-Arg
HAC L.migratoria Gln-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-Gly-Thr-Gly-Lys-Arg

Gln-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Trp-Trp-Gly-Lys-Arg
Gln-Leu-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg
Gln-Leu-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg
Gln-Phe-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg
Gln-Val-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg

HAC3 L.migratoria
HCP C.sapidus

HCP C.maenans
APGW A.californica
APGW L.stagnalis

HAC B.discoidalis Gln-Val-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Thr-Gly-Lys-Arg
HAC D.melanogaster Gln-Leu-Thr-Phe-Ser-Pro-Asp-Trp-Gly-Lys-Arg
HAC M.sexta Gln-Leu-Thr-Phe-Thr-Ser-Ser-Trp-Gly-Gly-Lys-Arg

APGW M.edulis Gly-Val-Lys-Phe-***-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg

1 2 3 4 5 6 71 8 9 10 11 12 13

Figura 23.- Alineamiento de la secuencia de la HCP y HAC con la secuencia del precursor de la
APGWamida. Al unir los tres motivos de acidos nucleicos de las tres familias (indicados con flechas),
en moluscos se obtienen los codones de la HCP (en negritas). La traduccion conceptual de la
APGWamida de 4. californica y L. stagnalis muestran un 91% de identidad con las HAC y HCP. La
unica diferencia es en codén 2. En M. edulis se presenta un codén de paro en el codon 5 (en *).
transcripcion reversa y recombinacion homéloga. El otro posible mecanismo involucra la invasiéon de
intrones tipo II (de organelos) al genoma nuclear seguido por una mutacion, la cual transforma al
intron 11 a intrén nucleosomal. En este sentido solo se requiere una mutacion en la secuencia que
flanquea a los intrones tipo II ((U/C) A..GU) para obtener la secuencia canonica de los intrones
nucleares (Rzhetsk ef al., 1997).

Un aspecto sobresaliente de los alineamientos con acidos nucleicos 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 region de insercion o eliminacion de intrones tipo 11
(Morl y Schmelzer 1990, Yang er al.. 1996). Al utilizar como directriz la hipdtesis de que. estas
regiones son sitios de insercion o eliminacion de intrones tipo Il y que mutaciones en esta region los
convierte a intrones nucleares, nos permite explicar que. atin cuando el sitio de unién exén-exon no
presenta un 100% de identidad con el motivo IBS2 las pocas regiones que lo comparten se pueden
considera como ecos de la eliminacion o insercion de ambos intrones en los precursores APGWamida
HAC y HCP.

La hipotesis 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 union para factores auxiliares del
procesamiento del pre-RNAm, los cuales participaron en el procesamiento del pre-mRNA de la
molécula ancestral. Aun cuando estos motivos ya no son activos en algin proceso del procesamiento
de pre-RNAm, por la carencia del introén, su presencia es una evidencia indirecta de su funcion en el
procesamiento del intrén que fue eliminado.

En este sentido todos los posibles exones tienen los consensos propuestos por Schaal y
Maniatis (1999) y Liu er al., (1998). En el primer exon de Drosophila melanogaster se encuentra la
secuencia AGAGC (nc 56-60) que es similar al motivo de union para proteinas SRp-40 (secuencia
consenso ACDGS, donde S = G/C y D sin T) y un motivo F clase Il (65-76) caracteristicos de los
potenciadéres ricos en pirimidinas (TCCTC). Este motivo también esta en la misma posiciéon de la
HAC de Locusta migratoria, mientras que Manduca sexta presenta un motivo E clase I (TCTTC) en
la misma posicion aunque el gen carece de exones (regiones | y 2 en la Fig. 19). Cerca de la parte final

del extremo 3 del primer exon del precursor de la HAC de Drosophila melanogaster (region 3), el gen

de S. nitans, que no tiene intrén, presenta un motivo SRSASGA (nc 142-148) similar para el sitio de

union a proteinas SF2/AFS. Este motivo se encuentra en la misma region de los precursores de:
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Shistocerca gregaria, Locusta migratoria 'y Carcinus maenas. En esta misma region los precursores de
Callinectes sapidus, Lymnaea stagnalis, Mytilus edulis y la HAC 1l de L. migratoria tienen motivos
para proteinas SRp40. En los moluscos los tnicos 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 exon de las HAC y de la HCP ocurre una situacion similar a la del primer exén
ya que en el extremo 3° de las HAC 1y Il de S. nitans (nc 683-684) hay un motivo F clase Il (nc 629-
656) antes del intron. Este motivo también esta presente en los cDNA de las HAC [ y [l de S. gregaria
y L. migratoria (Fig. 22).  En la region 5 esta un motivo de union de SRp40 y un motivo D clase 11
(TCTCC) en el precursor de M. sexta y D. melanogaster respectivamente. Pero en estas especies el
gen carece de intron en esta posicion. La region 5 también presenta una alta homologia con los
precursores de la HAC de B. discoidalis. con la HAC 11l 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 esta presente. Por ultimo posibles motivos A clase | (GGGGA) y motivo F clase Il se
encuentran en M. edulis, en la HAC 1 y 1l de S. gragaria y L. migratoria respectivamente (Fig. 22).

Los resultados anteriores se corroboraron con el arbol filogenético obtenido de la secuencia de
aminoacidos de los precursores de las familias APGWamida y HAC/HCP, el cual esta de acuerdo con
trabajos previos (Gade et al.. 1997; Bogred et «l.. 1995). El arbol filogenético muestra claramente, que

el precursor de APGWamide de los moluscos es mas antiguo que la HCP de los crustaceos 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 ramificacion 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/HCP sin que se rompa la relacion 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 linea gruesa.
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Aplicacion del modelo del posible origen de la familia HAC/HCP 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 nucleotidos del precursor de la APGWamida. Lo anterior, sugiere que otros RNAm
que se postulen que sean de estas familias deberan de presentar:

1.- Homologia dentro del mismo grupo taxondmico.

2.- El pre-propéptido debe tener una organizacion similar a las familias HAC/HCP y APGWamida.

3.- Su secuencia de RNAm presentara los motivos para el procesamiento de su pre-RNAm en
posiciones similares a los miembros de las dos familias.

4 .- Los posibles sitios de insercion de intrones deben de estar en una ubicacion similar a los miembros
de las familias.

Al incluir la secuencia del cDNA del precursor de la HCP del acocil C. quadricarinatus se
observa claramente que se localiza dentro del mismo nodo de las HCP. ademas de que, aparentemente,
es mas antigua que la de los cangrejos. Otro aspecto a resaltar es que los miembros de la familia
HAC/HCP presentan un nuevo arreglo en comparacion 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 l y 11. 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 comun (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 crustaceos a partir de la familia APGWamida de los moluscos.

Este nuevo arreglo entre los miembros de la familia HAC/HCP no afecto la composicion de los
tres motivos que posiblemente dieron origen a la familia HAC/HCP a partir del precursor de la
APGWamida de los moluscos. Mas atin las secuencias consenso IBS1 y IBS2 de insercion de intrones

no cambian de posicion, por lo que se continia validando el modelo (Fig. 25).
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APGWAca : AACGACGAAGATCTTTTCGCCGACTCRAGACAGTGCCCAA GACAGTGTGGCAGCCTTGAMACG.
APGWLst : CGA-GGAGATCCTT-~GAAGAGTCTGATAACTCGCAG
HACMse :
APGWMed :--CTGACAARRGACGACC
Consenso CACAGAT TATT T
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605 * 620 * 640
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HAC2Sgr : TACAGATIGA---=--==-= GGCGAGGAAGTTATCCGGL ~ === == m === TGC :
HAC25ni : TACAGATTGA-~~~~==~~ GGCGAGGAAGTTAGCCGGL ~ == === m === TGC :
HACZ2Lmi : TACAGATTGA-------== GGCGAGGARGCTGGCCEEL~ == mmmmmmm = TGC :
HACSgr : TACLGGCTG& ————————— AGCCAGGAAGATGTCTGGEG~ ==~ ==~ === TGC :
HACSni ‘I‘AC.RGGC!G;_ ————————— AGCCAGGAAGATGTCTGGG~ === === == TGC @
HACLmi TACNIGC‘!G& ————————— AGCCAGGAAGATGTCTGGG = = == === = TGT :
HAC3Lmi : CCCAGGCTIGA-~=~===~= GGTGCAGAAGCTTATCGAC-======mewn= TGC :
HCPCsa : TWG& --------- GGCCGTGAGEGTTGGTACAG= === === = —m—- TGT :
HCPCma TCAGGAACG_& --------- GGCCGTGAGGTTGGTGCAG= == ==~ = == —m= TGT :
HCPCqu : TTAGGACTGA--------= AGCAGCGAGACTTATACAG~ === =====w=~TGT
HACDme : TGCAATCTCA--==~=~-=== GGCACAGCTCTTTCTGGAC- === ==m===m— TGC :
HACBdi : TACAGAATGA--------= GGCCCAGARGATACTGGAR -~~~ = === == —mm TGT
APGWAca @ T}\GA,GG‘!GG& --------- CTCGCGGAGGCTCGCAGAC- === ====——=m TGC :
APGWLst : TA-AGATCGA------=-=-= AGAACAGAGAGCGGCCGAC-======mm—=m TGC :
HACMse : -rmcc;& ————————— AGCCGAAAGGTTCATTATG~=========== TGC :
APGWMed :

GATGGGGCAAACGAACACCAGGATGGGGAAAGCGCTCAGGACCAAATATGTGC

Consenso CAGATT A
IBS2

Figura 25.- Alineamiento parcial de la secuencia de 4cidos nucléicos de los precursores de las familias HAC/HCP 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 insercion de los intrones y la posicion de los mismos en los genes de la HAC y
HCP se indican con flechas. Los nucledtidos consenso IBS1 y 2 se muestran con negritas y subrayados. La cisteina para la
dimerizacion del precursor se indica en negritas.

88




89

Por altimo 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 codon del la HCP
se encuentran potenciadores ricos en pirimidinas, (nc 46-50 y 56-60). Mientras que en los codones que
codifican para la Asn® Fen® y Ser® de la HCP se localizan potenciadores clase II. con motivos E y F
(nc 72-78). 10 codones adelante se encuentran potenciadores clase I y II, 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 intron del gen de la HCP de la jaiba C'. sapidus (Fig. 26), se encuentra

la secuencia que corresponde a los sitios de unién para proteinas SF2/AFS.

ctctgcaggcagcatccagcgtggtccagcaacaggcagcatcgactgecacteccecttecgttaccacacacte -16

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 42

pmd L
Ala Ser Ser Cys Val Ser Ala Gln Leu Ans Phe Ser Pro Gly Trp Gly Lys Arg 32
GCC TCC TCC TGC GTC TCC GCC CAG CTT AAC TTC TCC CCC GGC TGG GGC AAA CGG 96
Thr Gly Thr Ala Ala Gly Gly Pro Asvp Gln Thr Ile Leu His Ser Ser Ser Pro 50
ACC GGT ACC GCG GCT GGG GGA CCT GAC CAG RCC ATC CTC CAC TCA TCC TCT CcCC 149
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 203
csd

Tle Tyr Arg Leu Ile Arg Thr Gle Ala Ala Arg Leu Val Gln Cys Gln Glu Glu 86
ATC TAC AGG CTT ATT AGG ACT GAA GCA GCG AGA CTT GTA CAG TGT CAG GAA GAA 257
Glu Tyr Met Gly * 91
GAA TAC ATG GGT TAA atgcgacacccccaccactaccactaccagcaaccaccatcaccaccacta 320
ccactaccagcaaccactctcgtcttagctaccagctgtgacagtcacactgectgtgttagttccccaggtc 393
ttcccctgaacacaagagatgtctcccatcgtcttoctotccccttctggecccagtggtgggectggggttta 4686
gcctctcectggaattcatatatttttctecgtetttecguaaactcgtgggatggacaactggaatcagaagtg 539
ttggaatgatgaataacat 558

Figura 26.- Identificacion 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 II con motivos E y F (en negritas y italicas), los clase I y II motivo A (en italicas y
subrayado) y el sitio de unién para proteinas SF2/AFS (en negritas, itdlicas y subrayado) para el
procesamiento del preRNAm. La posicion de los intrones del gen de la HAC y HCP de D.
melanogaster (Dm) y de C. sapidus (Cs), respectivamente, se indican con flechas.
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Discusion

Se ha propuesto que el pedinculo ocular de los crustdceos es una de las principales estructuras
en donde ocurre la generacion de los ritmos circadianos (Moreno-Saenz et al, 1989), dentro de los
cuales se encuentra el movimiento de los pigmentos en la retina y en los cromatéforos tegumentarios.
Uno de los componentes de este ritmo son las hormonas dispersora y concentradora de pigmentos
(Aréchiga et al., 1997). En este sentido se ha determinado que la concentracion de la HCP en el
pedinculo ocular presenta ritmos circadianos endogenos y anuales (Aréchiga et al., 1997; Garfas et
al., 1995; de Kleyn er al., 1993; Rodriguez-Sosa et al., 1997). Ademas se presenta una correlacion
entre la actividad eléctrica de las neuronas del pedinculo ocular, que producen a la HCP con su
concentracién en ciclos circadianos (Uribe ef a/.. 1998). Sin embargo, se desconocia si los eventos
celulares antes mencionados tienen su origen desde la transcripcion del gen de la HCP en las células
del pedunculo ocular. Por lo que, un objetivo tundamental para concluir la participacion de la HCP en
el ritmo circadiano en la migracion del pigmento distal en la retina y en los pigmentos de los
cromatéforos, era la cuantificacion de la concentracion de su RNAm en periodos de luz oscuridad y la
sincronizaciéon en la actividad del reloj biologico bajo condiciones de oscuridad constante en el
pedunculo ocular.

La principal limitante para alcanzar el objetivo anterior en el acocil era la falta de una
metodologia que permitiera obtener el DNA y el RNA total del pedunculo ocular, libre de los
pigmentos, de los compuestos fenolicos y de los carbohidratos que coprecipitan con los métodos
desarrollados a la fecha (Chomczynski y Sacchi. 1985; Sewall y McRae, 1998). El protocolo debia de
tener una alta eficiencia en la obtencion del RNA y de facilitar el manejo de un alto numero de
muestras en poco tiempo. Se ha demostrado, por inmunohistoquimica, que la HCP esta en un grupo de
10 a 14 neuronas en el tallo ocular (Rodriguez-Sosa ef a/., 1998; Preciado ef al., 1998; Alvarado-
Alvarez et al., 1999). De estas c€lulas habia que purificar, secuenciar y cuantificar a los RNAm de la

HCP y la de un gen cuya expresion 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 cuantificacién. Asi mismo,
se desconocia el patron de la expresion de los genes constitutivos como el de la beta-Actina, el de la
G3PDH vy el del rRNA 18S en el pedinculo ocular del acocil C. quadricarinatus, que son utilizados
como control de la integridad y del patron de expresion en los estudios de cuantificacion (Bustin,
2000).

Los métodos de extraccion de los dcidos nucléicos del pedunculo ocular del acocil que en este
trabajo se desarrollaron, cumplieron con todos los requerimientos necesarios para la obtencién del
DNA y del RNA, libres de compuestos que interfieren en las reacciones enzimaticas (Sewall y McRae,
1998). Lo anterior fue un factor determinante para conocer por primera vez la secuencia de los &cidos
nucléicos de la HCP y de la G3PDH en el acocil. ya que unicamente se conocian en los cangrejos C.
sapidus 'y C. maenans (Link et al.. 1993; Klein e al.. 1995) asi como en Dapnia pulex y en las
langostas Palinurus versicolor y Homarus americanus respectivamente (Genebank; Lin et al., 1993;
Moras et al., 1975). Ademas se completd la secuencia del cDNA de la beta-Actina en el acocil ya que
no se conocia el extremo 5° UTR incluyendo a la region del codon de inici‘o de la traduccién (Kang y
Naya, 1993).

Debido a que la caracterizacién de cada ¢cDNA fue por segmentos empleando métodos
diferentes para cada segmento fue necesario corroborar la unién 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 ef al., 1994; Wang et al., 1989), (Figs. 5 y
15). Sin embargo para la HCP no se logré la amplificacion 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
solucioén, tal como ocurre en los genomas ricos en guanina y en citosina, por lo que la actividad de la
transcriptasa reversa a 42 grados centigrados produce productos incompletos con este tipo de RNAs

(Ausebel et 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 internalizacion al lumen del reticulo endoplasmico rugoso, el
péptido activo, los aminoacidos de corte y el péptido relacionado a la HCP (Figs. 13 y 14). La
expresion de su RNAm fue unicamente en el pedinculo ocular, tal como habia sido determinado
(Rodriguez-Sosa ef al., 1994; Alvarado-Alvarez ef al., 1999: Aréchiga ef al., 1993). Sin embargo no se
descarta la posibilidad de que pudieran existir otros grupos neuronales en el acocil que realizan la
biosintes de la HCP, ya que se ha encontrado actividad de neurotransmisor o neuro modulador en otros
organos nerviosos (Dickinson et al., 1993; Sherff et al., 1991; Nusbaum e/ al., 1988; Sarojini et al.,
1995).

Un aspecto a resaltar en la clonacion 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). Ademas. esta nueva secuencia se
encuentra dentro del cromosoma | del genoma humano, pero se desconoce si €s un nuevo
neuropéptido asi como su posible funcion (GeneBank 15131847).

La clonacion y caracterizacion del ¢cDNA de la beta-Actina y de la G3PDH, indicaron que
ambas proteinas tenian los dominios universales necesarios para su actividad (Figs. 7 y 10). Ademas se
expresaron como cualquier gen constitutivo en el pedunculo ocular. en las branquias en el
hepatopancreas y en el musculo, tal como ocurre con el RNAr 18S (Fig. 15).

Desde un principio, al determinar la concentraciéon del RNA total del pedinculo ocular a
diferentes horas del dia, se observd que siempre hay un ritmo trimodal. en un periodo de 24 h, en
donde los puntos maximos son a las 5.00, a las 14.00 y a las 20.00 h del dia. Considerando que del
conjunto de RNA total unicamente el 2 % es RNAm (Ausebel er al; 1994) el ritmo indicaba que
posiblemente Ja mayoria del RNAm también podria estar presentando algin ritmo lo cual fue

verificado con la cuantificacion 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 cDNA de la G5PDH las horas de mayor concentracion son a las 14.00 y 20.00 h, mientras
que para el ritmo del cDNA de la HCP el punto maximo es a las 14.00 h y para el cDNA del RNAr
18S es a las 20.00 h. Este patron 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 G3PDH presenta un ritmo unimodal (Iwasaki et al., 2004; Fagan et al.,
1999; Shinohara et al.,, 1998) asi como el patron de la actividad de las RNA polimerasas de eucariotes
también presenta ritmos (Onai ef al., 1998; Millington e/ al., 1986; Gabu, 1976). Solamente el cDNA
de la beta-Actina en todos los ensayos realizados no presento un patrén ritmico.

Con los valores de la concentracion del cDNA de la HCP se demostro, por primera vez, que C.
quadricarinatus presenta un ritmo c¢n el pedanculo ocular, con un periodo de 23.68 h, cuyo punto
maximo es a las 9.57 h después del comienzo del ciclo (aproximadamente 14.00 h del dia). El aumento
en la amplitud de la concentracion del cDNA de la HCP, de 11.00 de la mafana a las 14.00 h, pudiera
ser un reflejo de la actividad de los genes reloj sobre el promotor del gen HCP (Fig. 19C; Tabla 3), tal
como ocurre en D. Melanogaster (Dunlap, 1999; Merrow y Roenneberg, 2001; Stanewsky, 2002;
Williams y Sehgal, 2001; Wang y Sehgal. 2002; Panda ef «l., 2002).

En este sentido una condicién fundamental para demostrar que un gen forma parte de un ritmo
circadiano es que por la ausencia de algun sincronizador (Zeitgeber) se provocan cambios en la
oscilacion, ademas de tender a desparecer y/o a desintegrarse para pasar a ser un ciclo ultradiano
(Stupfel y Pavely 1990; Panda et «/., 2002). Este comportamiento circadiano de la HCP ya habia sido
determinado para la concentracién del precursor de la HCP del acocil P. Clarkii que tiene un periodo
de 25 h (Rodriguez-Sosa et al., 1994) y para la actividad en el ciclo del movimiento distal y de las

inter neuronas visuales de los acociles P. clarkii, P. bouvieri y del cangrejo C. maenans con un

periodo de 22.5 h en oscuridad constante (Aréchiga e/ al., 1993). En los acociles acondicionados a 4

meses de oscuridad la concentracion del ¢cDNA de la HCP cambia de una forma uni modal a una
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bimodal, con uﬁa amplitud de 2.45 veces con respecto al ciclo de luz-dia (Tabla 3). Este resultado
podria considerase una evidencia indirecta de la accion de los genes reloj sobre el promotor de la HCP.
sugiriendo que la biosintesis comienza por la mafiana con un punto maximo al medio dia,
procesandose el precursor a lo largo del axén y estar listo para su liberacion en la tarde-noche. Otra
explicacién posibles es que a tiempos largos el cambio de un ritmo unimodal a bimodal pudiera
deberse a un desacoplamiento del] reloj bioldgico del acocil tal como se ha propuesto para estos
organismos (Fanjul-Moles y Prieto-Sagredo 2003). Faltaria determinar el patrén de la concentracion
de la HCP en periodos de 5 dias de oscuridad constante como se ha descrito en la literatura (Fanjul-
Moles y Prieto-Sagredo 2003), para optar por un modelo.

Por ultimo faltaria por demostrar cual es la naturaleza de la molécula que participa en mantener
el ritmo de la concentracion del precursor de la HCP en forma unimodal en condiciones naturales y
como es el efecto de los genes reloj sobre el promotor del gen HCP. La clonacién, la caracterizacion
de los genes reloj, y la interaccién entre ellos ayudaran a responder como es la regulacion de los genes
regulados por genes reloj en crustaceos decapodos. 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
pedunculo ocular del acocil P. clarkii (Aréchiga y Rodriguez-Sosa 1998), y el criptocromo esta
presente en el protocerebro (Fanjul-Moles er a/.. 2004), como indicacion de la presencia del reloj
biolégico. En otro sentido se ha demostrado la presencia del precursor de la HCP en alguna de las
neuronas del COXGS, asi como de otros grupos de neuronas del tallo ocular de crustaceos. Nuestros
resultados muestran que la expresion ritmica del RNAm del precursor de la HCP en su forma de
cDNA se lleva a cabo en el tallo ocular y no en otros tejidos, probablemente como efecto de la
actividad de los genes reloj.
Faltaria por demostrar los grupos celulares que generan la oscilacion del reloj biologico en el tallo
ocular y si estas células realizan también la biosintesis del precursor de la HCP, tal como ocurre para

el factor dispersor de pigmentos en D. Melanogater (Lin ef 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 Adipocinética/Hormona Concentradora de pigmentos, debido a la
similitud que presentan tanto a nivel de acidos nucleicos como de aminoacidos entre los precursores de
las familias.

Se ha sugerido que los neuropéptidos HAC/HCP y APGWamida pudieran tener un origen
comun (Klein et al., 1995; Fan et al., 1997; Smit ¢/ al., 1996; Favrel y Mathieu, 1996). En este
sentido, los genes ortdlogos son definidos como secuencias de acidos nucléicos que se originan de un
ancestro comun, pero cuyo producto protéico no conserva la funcion original (Fitch, 1970).
Claramente podemos observar que los precursores de los neuropéptidos HAC, HCP, y APGWamida se
encuentran dentro de esta clasificacion, ya que la funcién de la APGWamida es la de modular el
movimiento de varios musculos asi como la de regular la produccién de espermatozoides (Fan ef al.,
1997, Smit ef 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 crustaceos (Fernlund y Josefsson, 1972), mientras que la
de la HAC es la de regular el metabolismo de lipidos y de los azucares en el vuelo de los insectos
(Stone et al., 1976).

Nuestros analisis 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 crustaceos e insectos
seria 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 et al., 1992;
Hwa et al., 1999; Patthy, 1996).

Esta hipotesis se confirmo6 al unir los tres motivos que se obtienen de los alineamientos de los
¢DNAs de las diferentes APGWamidas y cuya traduccién conceptual da como resultado una secuencia
similar a la HCP (Fig. 23). También se confirmo al analizar los sitios de insercion de intrones IBS1y 2

que estan en los genes HAC y HCP, asi como las secuencias potenciadoras del procesamiento del pre



96
mRNA en los exones de las dos familias (Figs. 22 y 25). Por ultimo se ha reportado que al inyectar Jos

ltimos cuatro aminodcidos que son comunes entre la APGWamida, la HCP y la HAC (Tabla 1) al
camaron, se produce la concentracion de los pigmentos (Christensen et al., 1978; 1979). Experimentos
similares se han realizado al inyectar HAC de L. migratoria a diferentes crustaceos ya que se produce
la respuesta tisioldégica de concentrar los pigmentos; mientras que la HCP produce la movilizacién de
lipidos 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 aminoacidos que son necesarios para la actividad de cada hormona, como ha sido
demostrado para la HAC (Lee er al 1994; Valentza et 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 Jos exones del gen ancestral, el cual estaba constituido por tres
exones y dos intrones: la pérdida de dominios del primer exén formo lo que ahora conocemos como el
péptido sefial y el primer codon que codifica para el Glu de la HCP. En el segundo exon, la pérdida de
dominios en el gen, ocasiond la union de los nucledtidos que forman las posiciones 2 a 5 con la
siguiente copia de APGWamida con lo que se obtuvieron los aminoacidos que forman la HCP. El
tercer exdn fue el que tuvo menos variacion y existid una presion selectiva para mantener el dominio
protéico que ahora conocemos. Lo anterior es congruente con el hecho de que la cisteina que es
necesaria para formar los dimeros HAC. que es un requisito previo para el procesamiento de la
prohormona (Fischer-Lougheed ef al, 1993), esta 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 nitans) mientras que otras eliminaron a
ambos (M. sexta) para formar a la HAC.

Con la clonacion de los genes HCP y APGWamida en mas especies de invertebrados se podré
conocer mas acerca del movimiento de intrones que componen a la familia HAC/HCP. Un aspecto

importante en la caracterizacion de los genes HAC, HCP y APGWamida es encontrar
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experimentalmente al gen ancestral. Esto puede intentarse clonando otros érdenes de moluscos como
Polyplacophora y determinar si es que hay genes similares en otros érdenes de invertebrados. Estudios
realizados en el nematodo Panagrellus redivivus (Devenport et 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 aminoacidos o el gen que lo codifica.
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Conclusiones

1.- La expresion del RNAm precursor de la HCP tiene lugar unicamente 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 hepatopéancreas, en
las branquias y en el musculo.

2.- En ciclos de luz-oscuridad (12:12) la concentracion 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 18S del tallos oculares presenta un ritmo en periodos de 12:12 h de luz-
oscuridad.

4 - El cDNA de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa tiene un ritmo bitmodal 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
concentracion en periodos de 12 h de luz-oscuridad y oscuridad constante. Por lo que se sugiere que su
expresién es constitutiva.

6.- El cDNA de la Hormona Concentradora de Pigmentos presenta un ritmo unimodal en pertodos 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 aminoacidos que en los cangrejos C. supidus y C. maenans.

8.- El RNAm de la APGWamida de los moluscos presenta secuencias de 4cidos nucleicos que al
unirse producen un RNAm cuya traduccion conceptual origina a la HCP.

9.-Los genes de las familias HAC/HCP y APGWamida pudieron originarse por procesos de gananciay

pérdida de DNA en un gen ancestral, formado por dos intrones 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 HCP 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 participacion de las proteinas reloj sobre genes
neuroendocrinos. Asi mismo es necesario medir la vida media de cada uno de los RNAs descritos en
este trabajo para establecer que mecanismos moleculares estan 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 estan 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 estan participando en la regulacion del RNA ribosomal, pues
difiere de los mecanismos de regulaciéon que se han descrito para otras células eucarionticas, para que

tenga el comportamiento circadiano que se observo en el pediunculo ocular del acocil.

Otro objetivo a largo plazo es la clonacion, caracterizacion del gen y RNAm de la hormona
dispersora de pigmentos (HDP) lo cual ayudara a comprender cual es mecanismo de regulacion 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 asi es necesario el determinar cuales son los
mecanismos moleculares fisiolégicos y bioquimicos que estan involucrados en la sincronizaciéon de

neuronas neuroendocrinas.

Otro aspecto que se tiene que considerar es determinar los grupos celulares implicados en la

biosintesis del precursor de la HCP esto ayudara a determinar cuales estructuras celulares del
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pedinculo ocular podrian contener al reloj biolégico. Sin embargo es condicién indispensable que las

células implicadas en la biosintesis de la HCP expresen los genes reloj para poder concluir lo anterior.

Se ha determinado que la HCP también actiia como neurotransmisor y/o neuromodulador, por
lo que requiere establecer s1 existen otros grupos neuronales implicados en la biosintesis de la HCP,
por ejemplo el protocerebro o la cadena abdominal. Por tltimo se tiene que determinar si existen otros
organos blanco para la accion de la HCP en este sentido es necesario conocer si Gnicamente su sitio de

accidn es a nivel de los cromatoforos o hay otros 6rganos en el acocil que respondan a la HCP.

Con respecto a el modelo propuesto para el posible origen de la familia HAC/HCP el modelo
propuesto de perdida de regiones del cDNA de la APGWamida de los moluscos solo contempla a la
region del péptido activo es necesario corroborar el modelo con todo el precursor para determinar
desde que momento en la escala evolutiva. Asi mismo es necesario establecer la estructura del gen de
la APGWamida en los moluscos utilizados en este trabajo asi como de otros més primitivos. Lo

anterior ayudara a establecer ¢l posible origen de los genes neuroenddcrinos.
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Apéndices

Tabla (. Clonacién de los genes: de Ja HCP, de la beta-Actina y de la G3PDH.

109

Nombre Secuencia Posicion Gen GeneBanck
uJ 5" ATG GTT CGC AGA TCT GGA G766 37 65-86 HCP
NJ 5’ GTC TCG GCT CAG CTI AAC T'*C TC 3’ 132-155 HCP AF031654
DJ
IJ S’ GGC CTC GCT CCT GAT AAG TCG 3¢ 332-352 HCP AF031654
LJ 5’ CTC AGC CCA GGT ACT CCT CAT C 3’ 374-394 HCP AF031654
UACT 5' GCT GTG CTG TCC CTS 1TAC G 2 261-280 pB-Actina D14612
LACT 5 GAT CTT CAT GAG GTA CGT7T GG 3’ 407-426 B-Actina D146172
UDEG3PDH 5/ SAT YGT1 NGA RSGG NCT NAT G 2 o G3PDH b
LDEG3PDH &' CCR TiN AGN NCN G5D BTN AC 37 hdca G3PDH X
UDEG3PDB2 5’ YTT YGG NAT YGT NGA RGG NCT NAT G 3/ e G3PDH bl
LDEG3PDH2 5’ CCR TTN ARY TCN GGD ATN ACN ARN C 3’ X G3PDH el
UG3Dme 5’ CGA GAT CGT CGA GGG 7CT GAT G 3 405-516 G3PDH
LG3Dme 5" GTT GAG GGC GGG CAT AAC CTT G 3° 645-666 G3PDH
U1G3Dpu 5’ CGG TAT TAA CGG ATYT 746G TCG TAT C 3¢ 24-48 G3PDH AJ288783
UQGSDpu 5’ CPA TGC TTC TTG CAZ CAC CAA CTG C 3 447-474 G3PDH AJ289783
L1G3Dpu S5’ CGG CCT TGG CAG CAC CAGC TAGS AG 3 628-652 G3PDH AJ289783
L2G3Dpu 5’ GTC GTA CCA TGA AAT CRA CTT GAC G 3¢ 924-948 G3PDH AJ289783
T7 57 GTA ATA CGG ACT CAT TAT MGG GCG 37 A UnivPrim
MI3REVERSE 5’ CAG GAA ACA CCT ATG ACC ATS 3F *hx UmvPrim

Con un asterisco se indican {as secuencias disenadas en este trabajo.



Tabla 2. Combinaciones para la clonacién por PCRa.

HCP
HCP
HCP
HCFP
B-Actina
G3PDH
G3PDH
G3PDH
G3PDH
G3PDH
G3PDH
G3PDH

Gene

5-3 3-5
uJ LJ
NJ LJ
bJ LJ
N.J LJ
UACT LACT
UDEG3PDH LDEG3PDH
UDEG3PDH2 LDEG3FPDH2
UG3Dme LG3Dme
U1G3Dpu L2G3Dpu
U1G3Dpu L1G3Dpu
U2G3Dpu L2G3Dpu
U2G3Dpu __LG3Dpu

* Todas las reacciones se incubaron a 95 °C por I min.

® Alin-tiempo = temperatura y tiempo en segundos.

“72°C.

bAn-tiempo

55
55
55
55
S5
50
50
50
39
35
35

55 _

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

30

45 seg
30 seg
30 seg
20 seg
20 seg
90 seg
90 seg
90 seg
80 seg
60 seg
60 seg
30 seg

35
35
35
35
27
30
30
30
35
35
35
35

[10

tExtension No de ciclos



Tabla 3. Reacciones de RACE 5’ y 3°.

Nombre Secuencia mRNA
RA3HCPCqu 5% CAG CTT AAC 77C TCC CCC GGC TGG GG 37 HCP
RASHCPCqu S’ ACC CCT GCC GGG GGA GAA CTT AAGC CTG 3’

LOWHCPCqu 5’ ACG RAG GAT GGC ATG AGG AAG GGC 37 HCP
LPACCqu 5 GAC TCG TCG TAC TCC TCC TTG GTG 3’ B-Actina
RAS5ACCqu 5 ACG AAG GAT GGTC ATG RGG 2AG GGC 37 f-Actina
LG3PCqu 5’ GCA TCA ARG ATA GAG GAT CGT ACA TCA 3’ G3PDH

RACE 3'POLIT 5’ GCG GCC GCA TGC TTA Tar TTA ATC (T) 4 37
CUTRACEZ3’ 5’ GCG GCC GCA TGC TTA TBA TTA &ATC 3 s
GENERACE 5’ 5’ CGA CTG CGAG CAC GAG GAC ACT GA 3’ INVITROGENE

111



Tabla 4. Amplificacion del marco abierto de lectura por RT-PCR.

112

Nombre Secuencia - o
UORFHCPCqul S’ CCA AGA ATG G1C CGC GGG AGT 3
UORFHCPCqu2 5' C7G GTG GCC TCC ¥#CC TGC GTC TC 37
LORFHCPCqu 5’ CGC ATT TAA CCC ATG TAT TCT TCT TCC 3!
UORFACCqu 5' CAT GTG TGA CGA AGA GGR GCT G 3’
LORFACCqu 5’ TTA GAA GCA CTT CGUG GVG GAC G 3°
UORKFG3Caqu 5’ CTA CCA CCA TAA TGT CGA AGA TTG G 3’
LORFG3Cqu 5’ ATC CAG ACTA TAT TAG GCA CCA TiC 3’

URNA18 5’ CGA AAC CGC AAR CTG CTC ATT AAA CC 37

LRNA18 5' CAG GTT TGA AZC 231 AAR TCT CCT rc 3’

POLIT 5 TTT TTTITT TTT 4TT TTT TTT TTT 37

Posicién _mRNA
82-102 HCP
124-146 HCP
340-365 HCP
13-34 B-Actina
1126-1147 (-Actina
36-54 G3PDH
994-1017  G3PDH
59-84 rRNA18S
1766-1791 rRNAISS
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Tabla 5. Combinaciones para la amplificacion del marco abierto de lectura por RT-
PCRa.

Gene 5-3’ 3-5° bAlin-tiempo tExtension No de
N ciclos
HCP UORFHCPCqul LORFHCPCqul 62 20 45 seg 35
B-Actina UORFACCqu LORFACCqu 60 30 90 seg 2
G3PDH UORFG3Cqu LORFG3Cqu 63 30 90 seg 30
Rl’gﬂér URNA18 LRNAIB 62 30 120 seg 18
1

® Todas las reacciones se incubaron a 95 °C por 1 min.
b Alin-tiempo = temperatura y tiempo en segundos.

“72°C. .



Tabla 6. Oligodesoxinucledtidos utilizados para la cuantificacion por RT-PCR.
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Nombre

UCHCPcq
LCHCPcq

UACcq
LACcq

UCG3Cqu
LCG3Caqu

URNA18
LRNA18

Secuencia Posicion ~ mRNA
CTG GTG GCC TCC TCC "GC CTC TC 37 124-365 HCP
CGC AT™ TAA CCC ATG TAT TCT TCT TCC 37 340-365 HCP
GAC "GA GCG GG CTA CTC CTT CAC 3/ 597-620 B-Actina
GAC TCG TCG TAC TCC TCC TTG GTG 3/ 1089-1112 p-Actina
GAA ATT GTT CAG GGC TTZ ATG ACC AC 37 537-562 G3PDH
GCA TCA ARG ATA GAG GAT CGT ACA 7TCA 3° 896-920 G3PDH
CGA AAC CGC AAA CTG CTC ATT BAAL CC 3’ 59-84 TRNAISS
CAG GTT TGA ACC AGT AARA CT CCrv TC 37 1766-1791 rRNA18S
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Abstract. Precursor structures of various members of
the neuropeptide family adipokinetic hormone/red pig-
ment concentrating hormone (AKH/RPCH) 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 alignments revealed
close similarities between the genes encoding for the
peptides of the two families. The APGWamide genes are
larger than the AKH/RPCH genes. The sequence envi-
ronment occupied by introns is similar in AKH/RPCH
and APGWamide genes. Such similarities suggest that
these peptide families might have been originated by
gene rearrangements from a common ancestor having
either an AKH/RPCH/APGWamide-like structure or
both an AKH/RPCH-like and an APGWamide-like
structures. In the former model, DNA fragments could
have been gained when the ancestor evolved to mollusks
and it could have lost nucleotides when the progression
to mandibular arthropods took place. In the second
model. AKH/RPCH-like structures could have been
fused during evolution toward mandibular arthropods.
whereas in mollusks they could have been lost with the
possible amplification of the APGWamide-like structure.
Loss of domains in exon | may have originated the sig-

Correspondence 1o: Hugo Aréchiga, Ciudad Universitaria, México,
D.F. 04510. México: email: arechiga@servidor.unam.mx

nal peptide and the first codon of the active RPCH. In
exon 2, loss of domains possibly determined the junc-
tions of codons 2 to 5 with the loss of a APGWamide
copy: exon 3 underwent fewer variations. The similarity
of the mollusk APGWamide precursors is closer to that
of the RPCH family than the insect AKH family, indi-
cating an earlier evolutionary departure.

Key words: Adipokinetic hormone — APGWamide
— Cruslaceans — Peptide evolution — Insects — Mol-
lusks — Neuropeplides — Red pigment concentrating
hormone

Introduction

Elucidation of the chemical structure of bioactive pep-
tides disclosed the existence of structurally related fami-
lies. some members of which are present in a wide va-
riety of zoological groups while other members appear to
be unique to a given group. For instance, while peptides
such as enkephalins have been identified in many spe-
cies. from unicellulars to humans (Le Roith et al. 1982;
O'Neill et al. 1988), the crustacean hyperglycemic hor-
mone retains this denomination because it has been
found only in crusiaceans (Lacombe et al. 1999). Char-
acterization of the peptide precursors. and more recently
cloning of the genes encoding them. allows us to explore
some molecular mechanisms underlying evolutionary
trends (Cerff 1995).
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Fig. L.

Alignments of the amino acid sequences of the precursors of the AKH/RPCH and
APGWamide families, A The four regions are indicated by lines with diamonds (bottom). The
different motifs of each precursor are indicated by flines with circles (top). All active peptides
are indicated in holdface. Sequences corresponding to the signal peptide are residues 1-85 in
AKH/RPCH and residues 1-54 in APGWamide. The basic amino acids that serve as proteolylic
sites are underlined. The Cys participating in precursor dimerization is common {o all species
larrow at residue) (226) und may form disullide bonds with other cysteines in the related peptide
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------------------------------------------------------------------------------------- PVSFLYEL—-IOAEn?(HS’CS}—--—~—————
————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— SFLY RL-—IQAEA&!CGQS} LT L
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— PYSFLYRL——IQAEAgngGgsn——~—~————-
b el b bbbt e e e S POALLS T LNARQARVQKL ICCSRFTSEAUS - - -
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— SAESLMYIYKLVQNIAQKILECEKFEsN-~-~-~
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— SNEMLLIIFREVOSGAQLELCCKHPE -~ ==~~~ ~
P PGS P = = = = o = e e e e 2053555650805 PIPVSAVMIL YRLIKNTAVRLVQEQDEE Y Lik-- - -~

Y e e it i FE3330-G S_OGPZP'\’SAVMHI‘!RLIRSZAVRLVQ__@DEEYL_, ----
—————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— EATARIVKATQNEAERF IMEQP -~~~ -~ -~
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N Region 3 N Perinn 4 n
A v v

californica: Lst. Lymnea stagnalis;

Med, Mytilus edulis.

or in the signal peptide (irulics, boldfuce) (underlined). B All precursors show similar possible
secondary structures, with an o helix (h) (region 1) followed by a random coil (¢) (regions 2-3)
up to the end of the related peptide, which shows an « helix followed by a random coil in the
carboxyl terminus (region 4) (e, extended swrand). Sgr, Schistocerca gregaria; Sin, Schisto-
cerca nitans; Lmi, Locusta nugraioria; Bdi, Blaberus discoidalis; Dme, Drosophila nielano-
gaster; Cmu. Carcinus maenas; Csa, Callinectes sapidus; Mse, Manduca sexta; Aca, Aplysia
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AKH2Sgr
AKH2Sni
AKH2Lmi
AKHSgr
AKHSn1
AKHLmi
AKH3Lmi
HTHBJI
AKHDme
RPCHCma
RPCHCsa
AKHMse
APGWAca
APGWLst
APGWMed

AKH25gr
AKH2S5n1
AKH2Lmi
AKHSgr
AKRSni
AKHLmi
AKH3Lm1
HTHBd1
AKHDme
RPCHCma
RPCHCsa
AKHMse
APGWAca
APGWLst
APGWMed

_ Signal Peptide _AKH/RPCH _ Related peptide
_ Region 1 _ Region 2 _
- - -
* 20 * 40 * 60 * 80 * 100 * 120
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--cccc---hhhhhhhhhhhhhhhhe-=-------- - o e e e e - ccecccccccceeeecccCc-———CCeeeeeccccecce
--eeeeccheeehhheheheehhch----~--~----=--=-~--cm oo e hheeeccccceeeeeeccccccceeeeeeegeeecce
--eeeeccceeenhhhheheehhch--~--~--v-"o--o--om e e CcceeeccccCeeeeeCecccccceeeeeeeccccccee
hhh-~-~-~ hhhhhhhhnhhhhh-=-=----~c-- e e e e e e - nhheeeecchcceceeec-------~ ccccecch----
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--hhhhhhhhehhhhcceeeeecccccchhhhhhh-~-echhhhchhhhhhhhhccccccceccchh-= ==~ == ==ww- hhhhhh—-hcccccccecec-chhhhhh-hhhhcccccceecc
a Hellx Random coll a Helix Random coil o Helix Random coil a Helix Random Coil
L 4 & L 4 4 4 4 L 4 ¢ -
_ APGWamide Repeats » RP-AKH/RP-RPCH .
. Region 3 ° Region 4 °
* 140 * 160 * 180 * 200 * 220 *
—————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— hhhhhhhh--hhhhhhecccccec-=~-------
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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
some differential features in each group. The crustacean
member of the family is the red pigment concentrating
hormone (RPCH), an oclapeptide with the sequence
pGlu-Leu-Asn—Phe-Ser—Pro-Gly-Trp-NH, (Fernlund
and Josefsson 1972). This structure i1s common to all
crustacean species in which it has been identified (Gauss
el al. 1990). The initial physiologic effect it was known
to exert, as indicated by its name, is the aggregation of
pigment granules in the tegumentary erythrophores, thus
regulating their color intensity. Other physiologic func-
tions for RPCH have been described, such as lhe aggre-
gation of pigments in retinal cells, thus participating in
the control of photon flow o the retinal photoreceptors
(Garfias et al. 1995), as well as in direct influences on the
excilability of central neurons and the conirol of motor
patterns (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 some other
functions (Giade et al. 1997). The first described structure
(AKH 1) is pGlu-Leu—-Asn—-Phe-Thr—Pro—-Asn-Trp-
Gly-Thr-NH, (Stone et al. 1976), thus having the first
four and the last amino acids in common with RPCH. Up
1o two other distinct sequences have been found in a
single species, for example, AKH Il (pGlu-Leu—Asn-
Phe-Ser-Ala-Gly-Trp~NH,) and AKH III (pGiu-Leu—
Asn—Phe-Thr-Pro-Trp-Trp—NH,) from Locusta migra-
toria. At presenl, the primary structures of 34 members
of the family have been elucidated in 75 species. Thirty-
three AKHs of the three varieties have been identified in
insects, and only one RPCH structure in crustaceans
(Gide et al. 1997; Lee et al. 2000). Of particular interest
is that biological cross-reaclivily 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 RPCH/
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, (Hayes et al.
1986). Other varieties have been identified (Gade et al.
1997).

Study of the primary structure of peptides has proven
useful for disclosing structural—functional relationships
and phylogenetic analyses of peptide hormones. Among

other spectroscopical lechniques, circular dichroism
(Paolitlo et al. 1992; Brakch 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 B-turn promoting se-
quences (Rholam et al. 1986, 1990; Paolilio et al. 1992;
Brakch et al. 1993) and (1 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-
templs to disclose similar functional activity (Golds-
worthy 1994) or the ultimate localization of signal pep-
tide amino acid sequences in Escherichia coli (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 include trehalose mobihization (Mi-
chalik et al. 1998), activation of glycogen phosphorylase
in Manduca (Ziegler et al. 1998) lipid mobilization
(Gide 1993), and acetate uptake into fat bodies in locusts
(Lee and Goldworthy 1995). Finally, comparison of pep-
tide hormone primary and secondary structures among
distant zoological groups has provided information for
constructing phylogenetic trees (Gide et al. 1994; Bo-
gerd et al. 1995) and on evolutionary trends (Hoyle
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 important role in reproductive be-
havior. Its precursor has been sequenced (Smil 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
AKH/RPCH 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 the related peptide (see Fig. 1).
However. a great diversily of structures was apparent,
and between them and the RPCH precursors, thus sug-
gesting a great genetic diversity (Linck et al. 1993).
Some 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 AKH/RPCH 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 tempting 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 diversificanon.

Materials and Methods

For struclural analysis comparisens werc made lor the cDNA se-
quences of AKH 111, and I of Locusta migraroria (Bogerd et al.
1995y, AKH 1 and 1 of Schistecerca gregaria (Schulz-Allen e al,
1989: Fisher-Lougheed el al. 1993), AKH | and 1l of Schistocerca
nitans (Noyes and Schafler 1990), and HTH from Blaberus discowudalis
(Lewis et al. 1997). Comparisens were made Lo the only available
cDNA sequenee of RPCH precursers, Carcirus maenas (Linck et al.
1993) and thal of Callinectes sapidus (Klein et al. 1995} Sequences
conlaining APGWamide were from Linuiea stagnalis [Sml et al.
1992), Myrilies edulis {Favrel and Mathieu 1996). and Aph sia calyjor-
wica (Fan el al. £997). The AKH gene structures, considered were Lthose
lrom Manduca sexte (Bradlield and Keeley 1989), Schustocerca mirasns
{Nayes and Schaffer 1993), and Drosophila melaogasier (Noves eLal,
1995).

The alignmeats of 1the precursors were carried oul using the pro-
gram CLUSTAL W (Thompson et al. 1994) with a 0.05 gap stauon and
gap window p 9. Phylogenelic rees were made wilh the average dis-
tances tree, using PID (from CLUSTAL W), The secondary structure
was determined following lhe methods devised by Gibrat et al (1987
and Geourjon ard Deléape (1994).

Results and Discussion

Alignment of the Amino Acid Structures of AKH/RPCH
and APGWamide Precursors

As shown in Fig. 1A, the alignment shows the existence
of the following four domains: the signal peptide (region
1. residues 1-85), the active pepude (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; 11 1s 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 15 followed by
the basic amino acids (residues 95-96 and [09-110),
which are the cleavage sites for the pracessing of the
prehormones. In addition, it contains 7-9 residues of the
AKH-related peptide and the first 24 residues of the
RPCH-related peplide. 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 insecls it contains only 18-23
residues. In this regard, crustaceans are more similar (o
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 tw the RPCH-related peptide in crustaceans and
the whole region ts absent in insects.

The fourth region conlains 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 Lo 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 motlusks {residue 201) and in the AKHs of M. sexta,
D. melanogaster, and B. discoidalis and the AKH 11 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 AKH/RPCH family. following Lhe melh-
ods devised by Geourjon and Deléage {1994) and Gibrat
et al. (1987); both methods yielded the same resulls. As
shown in Fig. 1B. the suucture of all precursors is quite
similar in all the species analyzed. Actually, the common
structure is an o helix comprising region |; however, the
a 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
4465 in M. edulis). Region 2 forms a random coil in all
species but in mollusks the structure is inlerrupled by an
a helix formed by residues 99-111. The random coil
structure is maintained in region 3 in cruslaceans but at
the beginning of the region in mollusks an o helix exists
(residues 121-134 in A. californica and L. stagnalis and
residues 141-154 in M. edulis). Finally, region 4 presenis
one o helix and ends with a random coil struclure in all
precursors.

As reported previously (Kuroki et al. 1990; Croll et al.
1991}, bolh analyses showed good primary and second-
ary structural conservation of the signal peptide, active
peptide, and C-lerminus 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.
I A and B). For this reason, it was investigated whether
this conservalion is maintained at genc level.

DNA Sequence Atignmenis of the Precursors

Figure 2 shows that the codons for the signal peplide
consist of Lhree regions [nucleotides (nt), }—-2233: 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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Motif 1 Motif 2 Morif 3
1

AKH2S5gr CAG CTC AAC TTC TCA ACC GGT TGG GGT

BKH2Sni CAG CTC AAC TTC TCA ACC GGT TGG GGT
RKRZ Lmi CAG CTC AAC TTC TCG GCG GGG TGG GGG
RKHSgr CAG CTC AAL TTC ACC CCC AAC TGG GGC

RKHSRI ChG CTC AAC TTC ACC CCC AAC TGG GGC
AKHLmI CAG CTC AAC TTC ACC CCC AAC TGG GGG
AKWH3ILmi CAG CTC ARC TTC ACG CCG TGG TGG GGC
RPCHCsAa CAG CTT ARC TTC TCC CCC GGC TGG GGT
RPCHCma CAG CTT AAC TTC TCC CCT GGC TGG GGT

APGWACa CAG TCT AAC TTC TCG CCT GGA TGG GGC
APGWLsE CAG TTT AAC TTT TCG CCC GGA TGG GGC
HTHBd L CAG GTG AAC TTC TCA CCT GGC TGG GGT
AKHADme CAA TTG ACC TTC TCG CCG GAT TGG GGC
AKHMse CAG CTG ACC TTC ACC TCG AGC TGG GGA

APGWMed GGG TTCG ARG TTT TGA CCT GGC TGG GGC
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Motif 1 Motif 2 Motif 3 Cut region

1 AN S )
BKH2Sgr Gln-Leu-Asn-Phe-Ser~Thr-Gly-Trp-Gly-Arg-Rrg
AKHZ2SNn1 Gln-Leu-Asn~-Phe-Ser-Thr-Gly-Trp-Gly-Arg-Arg
AKNZLmi Gln-Leu-Asn-Phe-Ser-Ala-Gly-Trp-Gly-Arg-Arg
AKHSgr Gln-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-Gly-Thr-Gly-Lys-Arg
AKHSn i Gln-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-Gly-Thr-Gly-Lys-Arg
AKHLmL Gln-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-Gly-Thr-Gly-Lys-Arg
AKH3ILmi Gln-Leuw-Asn-Phe-Thr-Pro-Trp-Trp~-Gly-Lys-Arg
RPCHCsa Gin-Leu-Asn-Phe-Scr-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg
RPCHCma Gln-Leu-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg
RPGWACaA Gln-Phe-Asn-Phe-Sar-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg
BPGWLSE Gln-val-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg
ATHBd1 Gln-Val-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-Gly-Thr-Gly-Lys~Arg
AKHDme Gln~Leu-Thr-Phe-Ser-Pro-Asp-Tre-Gly-Lys-Arg
AKHMse Gln-Leu-Thr-Phe-Thr-Ser-Ser-Trp-Gly~-Gly-Lys-Arg
APGUMed Gly-Val-Lys-Phe-***-Pro-Gly-Trp-Gly-Lys-Arg

1 2 3 4 5 & 7 8 9

the precursor of the three molluscan species (moltif 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-
fusks. crustaceans, and insects is AACTTCW (W =
AST) {molif 2). Finally, the codons for amino acids 6-8
(nt 375-387) are separated by 94 nt in A. californico and
L. stagnalis. This region contains the two nucleotides of
ammino acid 6 and the first two nucleotides coding for
amino actd 9 of AKH and RPCH (meotif 3). The whole
moti{ has the consensus CVCCBDRNTGGGON (R =
A/T; N = any; B. D, and V = nat A, C, and T. respec-
tively) and includes the first copy of APGWamide of M.
edulis and Lhe 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-AKH/RPCH amino acids and most of the repeats
of APGWamide. The final portion of the nucleolide se-
quence of the precursors is a region encoding for the
termination site, which show close 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 lhe intron of AKH 1 and 1] of §, nitans and the

Cut region

CGG CiC

CGG CGC

CGG CGC

ACC GO Aan GG
ACC GGC AAA CGG
ACT GGC AAG CGA
ARG AGG

ARAG AGG

AAG AGG

AAG AGH

AAG AGH

ACT GGC AAG CGA
ARG CGT

GGG AAG AGG
ARD AGA

11 12 13 Fig. 3. Scquence alignment of the regions

encoding for AKH and RPCH with the
precursors of the APGWamide. When linking
the three molifs of nucleic acids conserved
belween the AKH/RPCH family and
APGWamide (indicaled by arrows), il can be
seen Lhat the three mollusk species (boldfuce)
contain the sequenced encoding AKH and
RPCH. The concepiual translation of the
APGWamide of A. califormica and L.
stagnatis (in boldface) shows 91% identily
with RPCH and AKH. The only dilference is
in codon 2 of A californica, in which a
cylosine substilutes for a thymine (sec Fip.
2). In the APGWamide precursor of M.
eduliy, the union of the three motifs resulis
in a stop codon TGA (codon 5, labeled **#)
Species abbrevialions are as indicated n the

i1 12 13 legend 10 Fig. 1.

codon for the Cys (nt 730) which pariicipates in peptide
dimerization.

The analysis we have presented thus far raises the
issue of the origin of these genomic struclures. Al least
lwo possibilities can be considered: (/) a common an-
cestor that could have had an AKH/RPCH/APGWamude-
like structure, which possibly could have gained DNA
fragments in the evolution o the molluscan hineage and
could have lost nucleotides when the progression 10 in-
secls and crustaceans occurred; and (2) a common an-
ceslor that possibly had scparate APGWamide-like and
AKH/RPCH-like struclurcs, which possibly could have
fused during the cvolutionary steps toward insects and
crustaceans, whereas in mollusks the former might have
been umplified, losing the majority of the AKH/RPCH-
like fragments.

These possibtlities are further supported when joining
the three motifs obtained from the alignment of the
cDNAs of the various AKH, RPCH, and APGWamides
{(n1 227-232, 274-280, and 374-387 in Fig. 2). Figure 3
shows the conceptual translation of this union, in which
the APGWamide precursors in A. californica and L.
sragnalis initiate the AKH/RPCH sequence. Two differ-
ences were observed: (1) codon 2 is occupied by Phe in
A. californica, while in L. stagnalis, crustaceans, and
insects a Val or Leu is substituted instead; and (2) in A.



711

21.85
11.45 - APGWAca
825 128 APGWLst Molluska
B3.30 APGWMed
0.84
l"ﬂ AKHZSgr
329 08 AKH2Sni
23! AKH2Lmi
497
0384 — AKHSgr
-‘ a2 Insecta
| 40 l4 34 . AKHSni
L AKHLmi
0.54
— 1057
AKH3Lmi
5.95 1197
AKHMse
s .
38 HTHBdi
23 08 113
AKHDme
2.52
- RPCHCma
155 E 5 Crustacea
- RPCHCsa
Fig. 4. Phylogeneiic tree of the AKH/RPCH and APGWamide families. ‘The amino acid phylogenetic tree shows that molluscan APGWamide

precursors are closer to 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 1s obtained, except for codon | (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).

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. melano-
gaster, the gene has an intron between the first and
the second codons of the active peptide, while in (he
AKH genes of S. nitans, the intron is between codon
20 and codon 21 (AKH 1) and between codon 52 and
codon 53 (AKH I1) of the AKH-related peptide (Noyes
and Schaffer 1993); the AKH gene of M. sexta has no
introns. Furthermore, AKH and APGWamide precursor
alignments showed that the nucleotide environment oc-
cupied by introns is preserved in mollusks and crusta-
ceans (Fig. 2).

Intron insertion might have occurred by reverse splic-
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 Il introns (from or-

ganelles) into the nuclear genome followed by muta-
tion, transforming intron II into a nuclear intron. A sin-
gle mutation of the sequence flanking 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. melanogaster and S. nitans share an
identity with the IBS2 motif (nt 225-231 and 681689 in
Fig. 2), which appears to be a region for insertion or
elimination 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
considered echoes of the insertion or elimination of both
introns in the precursors of APGWamide, AKH, and
RPCH.

According 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 processing 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 class Il 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 class [1
motif E (TCTTC) in the same position, but the gene lacks
exons (regions | and 2 in Fig. 2). Near the 3’ end of the
first exon in the D. melanogaster AKH precursor (region
3), the §. nitans gene, which lacks an intron, has the
motif SRSASGA (nt 142-148), similar to the binding
site for SF2/AFS protein. This motif is also present in
region 3 of the precursors of 8. gregaria. L. migratoria,
and C. maenas. In this region, precursors of C. sapidus,
L. stagnalis, M. edulis, and AKH 11l of L. migratoria
have motifs similar to those recognized by SRp4Q pro-
teins. A. californica and M. edulis precursors have se-
quences resembling those of splicing enhancers, that is,
class II motif E (Fig. 2).

In a sirmlar fashion, at the 3’ end of the second exon
of AKH I and Il of §. nitans (nt 683-684). what could be
a class I motif F (nt 629-656) precedes the intron. This
motif is also present in AKH I and Il of S. gregaria and
L. migratoria.

In region 5, motifs similar to the binding site of
SRp40 and class II motif D (TCTCC) are present in the
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.
discoidalis, AKH Il 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 I and Il of 8. gregaria and L. migra-
toria, possible class 1 (GGGGA) and class II A motifs are
present. respectively (Fig. 2).

Although no motif mentioned thus far has been tested
experimentally, these features might suggest that the
OREF in the ancestral gene could possibly have been con-
stituted by three exons separated by two introns. If so.
the first exon could have contained part of the 5S'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
3J'UTR.

From our analyses, we propose that the AKH/RPCH
family could have originated from rearrangements of one
ancestral gene (AKH/RPC/APGWamide-like) or by re-
combination of two ancestral genes (AKH/RPCH-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,
from which the amino 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 conserving
the required Cys for AKH dimerization and for the pro-
cessing of the prohormone (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 some 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 Jost to form AKH. Future cloning of RPCH and
APGWamide genes will allow a more precise under-
standing of intron movements in the AKH/RPCH family.

The search for the ancestral gene of AKH/RPCH and
APGWamide may be conducted in other mollusks, as
well as in other invertebrates. In the nematode Panagrel-
lus redvivas. a peptide has been identified with physi-
ological activity similar to that of the AKH/RPCH pep-
tides (Davenport 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 1o be the
regulation of reproductive behavior and muscle contro!
(Favre] 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 AKH controls lipid and carbohydrate metabolism
(Stone et al. 1976). This functional diversity suggests an
independent evolution of the receptors to these peptides
and has been documented (Goldsworthy 1994; Hoyle
1999): the same bioactive molecule carries out entirely
different functions in various phyla. The evidence of bio-
logical cross-reactivity between these peptides suggests
that some molecular similarities may be found among
receptors (Mordue and Stone 1976, 1977; Dallman et al.
1981). Some structure—function correlations have been
reported for members of the AKH/RPCH family (Lee et
al. 2000). but to date sufficient information on receptor
structure is still lacking.

Given the fast rate at which information on the ge-
nomic structure of various species is being accrued, our
scope for future comparisons will widen and more de-
tatled results will be produced.
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when "the same index for the mRNA of RPCH gives a sinusoidal function'.

The amplitudes, preferably

with uncertainties, should be tested for the difference implied. "A cosinor
method is a procedure providing parameters with their uncertainties."”

There are also parameter tests for comparisons (1). We shall gladly help
them 1f they send us numerical data - doubly in Hugo's memory and, of
course, 1 wave ancnimity, if you want to send them a copy of this letter.
With very best regards, Franz

Franz Halberg, M.D.
Dr. h.c. (Montpellier),

Dr. h.c. (Ferctara},
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REFEREE #2:

Review: (®Circadian oscillations of RPCH gene expressicn 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 of the cDNA for the neuropeptide hormone RPCH and for }A-actin
in a species of crayfish {(in this case Cherax quadricarinatus), and specifically
compare the RPCH sequences with other crustaceans and insects. Of greatest
interest, while previous evidence supported the concept that RPCH levels vary
according to a circadian rhythm and are associated with the regulaticn of
movement of retinal pigmentation, the authors provide evidence at the DNA/RNA
level that RPCH synthesis follows a circadian rhythm when animalsg are exposed to
a 12:12 h light/dark cycle and a bimocdal ultradian rhythm during constant
darkness. The manuscript adds significantly to our understanding of the role of
RPCH in the regulation of important physiological cycles in crustaceans and
should be of interest to the general readership of Peptides.
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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 classical 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* 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].



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, orin a
few cases, in the signal peptide. The cistine produced, is essential for dimmer
prohormone cleavage 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-NH; [8].
It was assumed that RPCH was present exclusively, in crustaceans, but recently a
similar peptide, with lle as the amino residue in position 2, which functions as a lipid-
mobilizing hormone, was recently found in the corpora cardiaca of the stinkbug
Nezara viridu/a [16].

Numerous members of the RPCH/AKH family are known, but only two cDNAs
from crustaceans, those from the crabs Carcinus maenas|[7] and Calinectes saprot/s

[9] have been reported. In contrast, cDNAs from 10 insect precursor peptides that



belong to Locusta migraltoria [20], Schistocerca gregarna[18, 21], Schisfocerca nitans
[22], Blaberus discordals 23], Manduca sexta[24] and Drosophia melanogaster[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, play a 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 [30], change
circadianly. Modulation of retinal pigment distribution in 2. c/as4s/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 light exposition, decreasing
afterwards throughout the night. Circadian rhythms of this hormone have been
detected by immunological measurements in the same experimental animai [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 light/dark experiments were carried out to measure



the amount of mMRNA for RPCH and for 3-actin. The results show relatively constant

levels of 3-actin mMRNA in light/dark or dark/dark schedules and circadian or ultradian

oscillations of the mRNA for RPCH in light/dark or dark/dark schedules, respectively.



2. MATERIALS AND METHODS

2. 7. Experimental anmma/s

The crayfish Cherax quadricarnnatus was 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 light/dark 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.
2.2 [so/ation of ODNA and RNA rrom C. quadiicannatil/s

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 CsCl density gradient. DNA was dissolved in buffer TE and
kept frozen at -70 °C. 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 each 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 ml of lysis 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 p in diameter), by 5



alternate periods of 1 min highest speed vortexing and 1 min cooling in ice-water at 4
°C. The tissue lysate was mixed with 0.4 vol of a chloroform-isoamyl alcohol (24:1)
solution and centrifuged at 17 600 g for 45 min at 4 °C. The upper phase layer was
saved, mixed with 0.1 vol of high salt solution (1.2 M NaCl, 0.8 M Sodium acetate),
0.9 vol of isopropanol and incubated at -20 °C. The precipitated RNA was
centrifuged, dissolved in 700 « of lysis 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 (Superscript Il; Invitrogen) monitoring the 18S
rRNA [36] cDNA synthesis from each organ tissue. The primer numbers, their names,
their sequences, and the RNA they belong to are given in Table I. 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 «d of RT-reaction mixture and incubated at 52 °C for 55 min. The RNA
was hydrolyzed with a mixture of 0.25 U of RNAse H, 0.5 U of RNAse T, and 0.5 ng
of RNase A (Invitrogen) for 20 min at 37 °C. The reaction mixture was diluted to 100
od with sterile water and stored at -20 °C. The 185 RNA was amplified using 50 ng of
cDNA stock, 0.2 mM each of the 4 dNTPs, 0.5 U of DeepVent DNA polymerase (New
England Biolabs), 5 U 729 DNA polymerase and 100 pM of primers #17 and #18,
dissolved in 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl, and 20 mM Tris-HCI (pH 9.4) in 50 « of

reaction mixture and incubated for 27 cycles at 95 °C for 20 sec, 62 °C for 20 sec and



72 °C for 2 min. The amplified cDNA products were separated by 1% agarose gel
electroforesis and analysed.
2.3 Cloning of the cONAs for the RPCH precursor and for the B-actin

The cDNAs 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 DNA stretch fragment. Secondly, 5’ and 3' RACE were performed to
determine the primary sequence of the two ends of the mRNAs.
2.3.7 Design of oligontcleotive primers for RPCH precursor and B-actin clonation

A consensus sequence stretch for RPCH was selected after alignment of the
cDNAs for Catlinectes saplous (9] and Carcinus /maenas [7]; the intron gene position
for RPCH in C. sgpsows[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 union of C. sgpro/s and the end of the ORF segment of the two
mentioned crabs, respectively. Primers for B-actin cloning were synthesized
according to the homologous sequence of the cDNA from Frocambarus clarkn[38).
The upper primer was #10 and encompassed nucleotides 263-280; the lower primer
was #11 and comprised nucleotides 407-426.
2.3.7.2. Polymerase Cham Reaction. Nested PCR

Reaction mixtures in 50 «d contained 100 ng of C. gquadricarnnatiss

chromosomal DNA, 0.2 mM each of the 4 dNTPs, 0.5 U of Deep Vent DNA

polymerase (New England Biolabs) and 100 pM of sense and anti-sense primers,

either for 3-actin or for RPCH, dissolved in 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 20 mM Tris-



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 °C for 30 sec
for 25 cycles.
2.3. 7.3 DNA cloring and sequence analysss

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 £ co/competent cells. DNA nucleotide sequences
were determined by a deoxi sequencing kit (Biosystem Prysm Dye) using an ABI
PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) automatic sequencer. Primary
sequences were compared to other Gene Bank reported sequences by BLAST
program.
2.4 RPCH and B-actin 5’ and 3’ end mRNA amplification

The 5’ RACE reactions were performed with a Gene Racer kit (Invitrogen) as
recommended by the supplier. mMRNA amplification for cDNA synthesis was
performed with the Thermosuper Script kit (Invitrogene). Primer adaptors were #4
and #14 for RPCH and B-actin, respectively. The cDNA 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 cDNA
codons and the primer for -actin was #12. Samples were incubated for 35 cycles at
95 °C for 20 sec, 65 °C for 20 sec and 72 °C for 30 sec. The PCR products were

subcloned and sequenced asin 2.3 7.3
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For 3" RACE reactions the anchor primer was #19, an oligonucleotide of 24
thymines with a 5" poly-linker to restriction enzymes AMof1, Sp/# ), Ais|, Vspl, and Ase
|. For cDNA synthesis Superscript Il (Stratagene) was used, as recommended by the
supplier, at 42 °C for 55 min. cDNA purification was as described for 5° RACE. The
PCR mix reaction was the same as for 185 RT-PCR. Single stranded cDNA was
purified using silica-gel columns as suggested by the supplier. The sense primers #6
and #10 were used to amplify RPCH and [-actin, respectively. The anti-sense for
both reactions was the poly-linker bound to #20. Amplification was for 35 cycles at 96
°C for 30 sec, 65 °C for 20 sec (RPCH) or 50 °C for 20 sec ($-actin) and 72 °C for 1
min. Analysis of PCR products was as described above.

2.5 Sen-guantiative K7- PCK.

RT-PCR semi-quantitative measurement of RPCH and B-actin were carried
out with their amplified cDNA preducts. For RT-PCR of RPCH and p-actin, 0.75, 2,
and 3 og 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 B-actin was amplified from position
597 (primer #15) to position 1112 (primer #16). in both cases 2 U of 7&¢ polymerase
was used and cycles were for 30 sec at 96 °C, 20 sec at 60 °C and 25 sec at 72 °C.
18S rRNA amplification was from position 59 (primer #17) to position 1791 (primer
#18) [36]. The cDNAs relative concentration was calculated at exponentiat phase of
synthesis using the p-actin curve as reference. The ¢cDNA sequence was confirmed

asin 2373




2.6 Phylogenelic analysis of the RPCH precursor and [-actin.

The C. quadrcannafus RPCH cDNA primary structure sequence alignment
was compared with the cDNA sequences of AKH |, ll, and lll of Locusta migratons
[20], the AKH | and |l of Schistocerca gregana (18, 21, the AKH | and |f of
Sctustocerca nifans [22] and the HTH from Blaberiss discoroalis [23], Manaucsa sexta
[24], Drosgphiia melanogaster|25] and with the two available cDNA sequences of
RPCH precursors from Carcmius maenas [7) and Callinecles saporous [9].

The B-actin gene structures considered were those from cDNA primary
structure sequence alignment and were compared with the shrimp Perrewus monodorn
1 and 2 “GeneBank accession nos. AAC786882, AAC78681", the lobster Homarirs
amescarnts "GeneBank accession no. AAK84871", Arfermia sp. "GeneBank
accession no. X52602" and Dap/firiia 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.

2.7 Statistical analysss

The calculated cDNAs 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(x+f), where yis the variable measured, M
is 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 (r*) 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 7 Proouct of DNA amplification

The RPCH gene from C. guaadiicarinatus was 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 DNA
bands with lenghts of 177 bp, for both C. sgosus (Fig 1A, lane 3; control) and C.
quadricarnmatus (Fig 1A, lane 4) and 650 bp for the cryfish (Fig 1A, lane 4). The
primary sequence of the C. guadricarnatus 177 pb RPCH fragment has 98% identity
to the C. sgp/dus RPCH DNA “Bankit accession no. AF031654”. The 650 bp DNA
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 cDNA reaction product has 380
bp in length (Fig 1B), and it is 92% identical to the C. sgp/zs DNA primary sequence
for the pre-pro-peptide of the RPCH endoplasmic reticulum signal structure (Fig 2A).
For 3’ RACE primer #6 was used. Three DNA 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 cDNA fragment is 98% identical to ribosomal protein L-23 from /. sgorens
“Bankit accession no. 633162" and the 560 bp cDNA is 60% and 57.3% identical to
the PDH mRNA of the shrimps A/ jgporn/icus “GeneBank accession no. AB073367”
and ~. vannames “GeneBank accession no. Y117231”, respectively. Surprisingly, the
conceptual translation of this fragment is identical to a human DNA sequence located
in chromosome 1 “GeneBank accession no. 15131847”, and 50% homologous to the

Hipertrehalosemic hormone of the cockroach & aiscosida/ss, "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
c¢DNAs of the RPCH from C. sgproiss (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 cDNA product (Fig 4). The conceptual translation of this
cDNA fragment corresponds to the amino acid primary sequence of the €
guadrrearnnalus RPCH precursor which is 70% homologous to that of C sap/iois[9]

and C/maenas|7].

The B-actin primers #10 and #11 (Table 1) amplified a DNA segment of 165 bp
(Fig 1, lane 2) that is 92% homologous to the 2 c/arkz/protein 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 B-actin ORF (Fig 4A). The first 13 nucleotides correspond to the 5-UTR

region, the nucleoctides 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 transiation
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 1158 - 1165 and 1171 - 1177 (Fig 2B}, “GeneBank accession
no. AY430093".

3.2 Changes in RPCH and p-actin mRNA concentralion.

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 £ guaoricannatus. 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 poot mixture of the 3h RNA sample collection of
each organ. As expected, the results show cDNA fragments of 242 and 1135 bp for
RPCH and (3-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 (3-actin mMRNA 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 B-actin mRNAs, respectively. The eyestalk chronograms of
the amount of mMRNA after normalization are shown in Fig 5. For $3-actin, the

coefficient of determination of non-linear functions (r?) by Cosinor analysis indicates

a non-sigmoidal distribution that has a value of 0.080, in animals exposed to 12:12 h



cycles of light/dark (Table ll; Figs 5A and 5B). A similar analysis of B-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 B-actin mRNA
does not have significant cyclic modifications throughout the light/dark schedules or
in continuous darkness, On the other hand, Cosinor analysis of the experimental
mRNA data for RPCH gives an r* 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 I1). This
numbers are consistent with the notion of circadian rhythmic cycles of 12:12
light/dark (Table II; Fig 5C). In contrast, when the animals were kept in continuous
darkness the mRNA concentration for RPCH was bimodal (Table Il; Fig 5D) with an
r’ 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 light/dark cycle (Table I1}.
Therefore in continuous darkness a pattern of ultradian cycles, instead of circadian

cycles, is obtained.
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4. DISCUSSION

Experimental evidence has been gathered on the association between RPCH
and its rhythmical concentration osciilations in the eyestalk peduncle of the crayfish
[28, 30], its circadian clock function [31], its regional distribution and immunological
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 DNA/RNA level, mainly, because primary sequences of
these nucleic acids in the crayfish are largely unknown. In fact, the B-actin and RPCH
cDNA sequences described in this paper are the first ones, as far as we know, to be
reported for the crayfish C. guacdiricannalus and many other crustacean species.

The nucleic acid similitude between C. guzoricannalis and other crustaceans and
insects can be established after comparison of the RPCH and B-actin cDNA
sequences to those of the AKH/RPCH family. So, primary cDNA sequence
comparison of the B-actin of €. guaaricarnnatus to the same molecule of the shrimp
Penaeus monodorn “GeneBank accesion no. AAC78682.1", the lobster Aormarus
ammericanus *GeneBank accession no. AAKB4871.1", Daphinia magna “‘GeneBank
accession no. CAB99474.1" and Arfermna sp. “BeneBank accession no. 511450”
gave identities of 94%, 87%, 88%, 86%, respectively (Fig 3). In the same context, the
estimated identity of the C. guaaricarmnalrs RPCH precursor to that of the AKH | and
Il of the crickets S gregarmaand S. n/tans, the AKH | of L. migrafona and the AKH il
of £. rmygratorra and D. me/arnogaster, is about 61.7 %, 48 %, 41% and 36 %

respectively (Fig 3). Interestingly, the predicted peptide of the C. guaoiicarnnslys S90




bp cDNA RPCH fragment (Fig 3D) has 50% homology to the Hypertrehalosemic
hormone of the cockroach £. discorda/is, “Banckit accession no. 633102". in contrast,
the RPCH translatable product of the 242 bp cDNA fragment from C. guaaricarinatus,
shows low homology to the crab RPCH from C. sgprousand 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 5D), indicate RPCH secretion. Although
we have no experimental evidence on the influence 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 influence is the expression of the RPCH mRNA molecule that changes from
light/dark circadian cycles to bimodal dark ultradian cycles (Fig 5C and 5D).
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 ~. c/arki/ crayfish, 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. guadrmcarinatusis 2.45 greater in the
dark than in the light (Fig 5C and 5D), similar to the response of 2. c/ark7whose
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 light/dark cycles (Fig 5A and B), similar to previous findings of this



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 2. c/arki
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 2 c/as4/but also in C.
quadarncannalus and 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, resuits in patterns of circadian
cycles, both in light/dark schedules and in total dark schedules (results not shown).
The RPCH mRNA is not the only one that behaves circadianly in C. guadricannalus.
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.

18
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SUMMARY

The cDNAs of the RPCH and B-actin from the crayfish Cherax quadricannatus were
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 B-actin mMRNA tend to give a straight line in periods of 48 h. In
contrast, the same index for the mRNA of RPCH gives a sinusoidal ftinction
indicating circadian rhythmical cycles of 12:12 h light/dark and ultradian cycles in

constant darkness.

KEYWORDS
Crayfish; crustacean, Cherax quadricaninatus, RPCH gene, B-actin gene;

neurohormone; neuropeptide; circadian rhythm; ultradian rhythm.
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LEGENDS TO FIGURES

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of DNA products. A. Control of genomic DNA
amplification for B-actin (lane 2) and RPCH from Calinectes sapius (lane 3) and
nested DNA stretch for Cherax guadrcannatus (lane 4). B. 5' RACE (lane 2) and C 3'
RACE (lane 2) reactions of the 177 bp RPCH product. Numbers at left are lambda
A\l (A) and DNA ladder length markers (B and C) and at right are DNA base

pairs (bp). m = marker; BA = B-actin; ¢ = control.

Fig. 2. A. RPCH C. gquadiicarinafus cDNA primary 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. 3-actin. The first 12
nuclectides 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 1158-1164 and
1171-1178} 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 € guadrcannaivs RPCH-precursor amino acid composition (in bold
letters) and other known AKH/RPCH family members are compared. The cisteine
needed for dimmer formation is in italics and underlined. * stands for conserved

amino acids.

Fig. 4. Agarose gel electrophoresis of the ORF region for the RPCH-precursor and B-
actin. A. C. quaadiicarnatus RT-PCR amplification of the eyestalk (E), the gallnuts
{G), the hepatopancreas (H) and the muscle (M) substrates for 27 (lanes 2, 4, 7) or
35 cicles (lanes 3, 5, 6) (primers #8 and #9). B. RT-PCR amplification for 27cycles
(primers #13 and #14). Left side numbers are DNA ladder markers (m) and at the

right side are base pairs (bp).

Fig. 5. B-actin (A, B) and RPCH precursor (C, D) cDNA relative concentration. C.
quadricannatus exposed to 12:12 h cycles of light/dark for 2 days (A and C) or to
absolute darkness for 3 (B} and 16 (D) weeks. The intensity and length size (bp) of
each one of the experimental cDNA bands in the gel is shown above each graph.
Numbers above the gel photograph stand for real time and numbers in the abscissa
stand for time after the experiment began. Depict daytime is in clear rectangles and
absolute darkness in black rectangles. Lines between squares are experimental data.

Continuous lines are the calculated cosinor values.




Table 1
Primer Name Sequence mRNA GeneBank

1 upRPCHcs 5’ GTC TCG GCT CAG CTT AAC TTC TC 3’ RPCH AF031654

2 1pRPCHcs 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 lprace5RPCHcqg 5’ ACG AAG GAT GGC ATG AGG AAG GGC 3’ RPCH This work
5 1p5RPCHcqg 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 upor fRPCHcqgl 5’ CCA AGA ATG GTC CGC GGC AGT 3’ RPCH This work
8 upor fRPCHcq2 5’ CTG GTG GCC TCC TCC TGC GTC TC 3’ RPCH This work
9 lporfRPCHcqg 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’ B-Actin D14612

11 lpACpc 5’ GAT CTT CAT GAG GTA GTT GG 3’ B-Actin D14612

12 upracebACcqg 5’ ACG AAG GAT GGC ATG AGG AAG GGC 37 B-Actin This work
13 uporfACcq 5’ CAT GTG TGA CGA AGA GGA GCT G 3’ B-Actin This work
14 lporfACcq 5’ TTA GAA GCA CTT GCG GTG GAC G 3’ B-Actin This work
15 upACcqg 5’ GAC TGA GCG TGG CTA CTC CTT CAC 3’ B-Actin This work
16 1pACcq 5’ GAC TCG TCG TAC TCC TCC TTG GTG 3' B-Actin This work
17 uprRNA1lS8 5’ CGA AAC CGC AAA CTG CTC ATT AAA CC 3’ rRNA 18S AF235366

18 1prRNALS 5’ CTT CCT CTA AAT GAC CAA GTT TGG AC 3’ rRNA 18S AF235966

19 lprace3polit 5’ GCG GCC GCA TGC TTA TAA TTA ATC (T),q 3’ ~-—--—-- This work
20 lpoltcutrace3 5’ GCG GCC GCA TGC TTA TAA TTA ATC 3’ = —-—=-- This work
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Table I1
RNA CONDITION r’ MESOR AMPLITUDE ACROPHASE PERIOD
RPCH LIGHT/DARK 0.49 82.24 11.75 9.57 23.68
RPCH DARK 0.59 63.30 28.83 15.9 7.26
B-ACTIN LIGHT/DARK 0.08 94.14 -1.01 14.28 -
B-ACTIN DARK 0.048 82.65 2.85 0 -—
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Met Cys Asp Glu Glu Glu Leu Thr Ala Leu Val Val Asp Asn Gly Ser Gly 17
cgaactaccatc ATG TGT GAC GAAR GAG GAG CTG ACT GCC CTT GTG GTC GAC AAT GGC TCC GGC 63
Leu Cys Lys Ala Gly Phe Ala Gly Asp Asp Ala Pro Arg Ser Val Phe Pro Ser Ile Val 37
CTT TGC AAG GCC GGC TTC GCC GGA GAC GAC GCT CCC CGT TCT GTC TTC CCC TCC ATC GTC 123
Gly Arg Ala Arg His Gln Gly Val Met Val Gly Met Gly Gln Lys Asp Ala Tyr Val Gly 57
GGC CGC GCC CGT CAC CAG GGT GTG ATG GTC GGT ATG GGT CAG AAG GAC GCC TAT GTT GGC 183
Asp Glu Ala Gln Ser Lys Arg Gly Ile Leu Thr Leu Asn Tyr Pro Ile Glu His Gly Ile 77
GAT GAG GCC CAG AGC AAG CGT GGT ATC CTC ACC CTC AAC TAC CCC ATT GAA CAC GGT ATC 243
Ile Thr Asn Trp Asp Asp Met Glu Lys Ile Trp Tyr His Thr Phe Tyr Asn Glu Leu Arg 97
ATC ACC AAC TGG GAT GAC ATG GAG AAG ATC TGG TAC CAT ACT TTC TAC AAT GAG CTC CGT 303
Val Ala Pro Glu Glu Ser Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn Prxo Lys Ala Asn 117
GTT GCC CCC GAG GAG TCC CCC ACA CTT CTC ACT GAG GCT CCC CTC AAC CCC AAG GCC AAC 363
Arg Glu Lys Met Thr Gln Ile Met Phe Glu S Phe Asn Val Pro Ala Thr Tyr Ile Thr 137
CGT GAG AAG ATG ACT CAG ATC ATG TTC GAG TCC TTC AAT GTA CCT GCC ACT TAC ATT ACC 423
Ile Gln Ala Val Leu Ser Leu Tyr Ala Ser Gly Arg Thr Thr val Leu Val Cys Asp Ser 157
ATC CAG GCT GTG CTC TCC CTC TAC GCC TCT GGT CGT ACC ACT GTT CTG GTG TGC GAC TCT 483
Gly Asp Gly Val Thr His Met Val Pro Val Tyr Glu Gly Phe Ala Leu Pro His Ala Ile 177
GGT GAT GGT GTC ACT CAC ATG GTC CCC GTG TAT GAA GGT TTC GCC CTT CCT CAT GCC ATC 543
Leu Arg Leu Asp Leu Ala Gly Arg Asp Leu Thr Gln Tyr Leu Met Lys Ile Met Thr Glu 197
CTT CGT CTT GAC CTT GCT GGT CGT GAC CTG ACC CAG TAT CTC ATG AAG ATC ATG ACT GAG 603
Arg Gly Tyr Ser Phe Thr Thr Thr Ala Glu Arg Glu Ile Val Arg Asp Ile Lys Glu Lys 217
CGT GGC TAC TCC TTC ACC ACC ACA GCT GAG CGT GAG ATT GTC CGT GAC ATC AAG GAG AAG 663
Leu Cys tyr Ile Ala Leu Asp Phe Glu Asn Glu Met Asn Val Ser Ala Ala Ser Ser Ser 237
CTT TGC TAC ATT GCC CTT GAC TTC GAG AAT GAG ATG AAT GTA TCT GCA GCT TCT TCG TCT 723
Ile Asp Lys Ser Tyr Glu Leu Pro Asp Gly Gln Val Ile Thr Ile Gly Asn Glu Arg Phe 257
ATT GAC AAG TCC TAC GAG CTT CCC GAC GGT CAG GTC ATC ACC ATT GGT AAT GAA CGC TTC 783
Arg Cys Pro Glu Ala Leu Phe Gln Pro Ser Phe Leu Gly Met Glu Ser Ala Gly Val His 277
CGT TGC CCC GAG GCT CTG TTC CAG CCT TCC TTC CTT GGT ATG GAA TCT GCT GGT GTT CAT 843
Glu Thr Val His Ser Ser Ile Met Arg Cys Asp Ile Asp Ile Arg Lys Asp Leu Phe Ala 297
GAA ACC GTC CAC AGC TCC ATC ATG AGG TGC GAC ATT GAC ATC AGG AAG GAC CTG TTC GCC 903
Asn Ile val Met Ser Gly Gly Thr Thr Met Tyr Pro Gly Ile Ala Asp Arg Met Gln Lys 317
AAC ATT GTC ATG TCT GGT GGT ACC ACC ATG TAC CCT GGT ATT GCT GAC CGC ATG CAG AAG 963
Glu Ile Thr Ala Leu Ala Pro Ala Thr Ile Lys Ile Lys Ile Ile Ala Pro Pro Glu Arg 337

GAA ATC ACT GCT CTG GCT CCT GCT ACC ATC AAG ATC AAG ATC ATT GCT CCT CCC GAG CGT 1023

Lys Tyr Ser Val Trp Ile Gly Gly Ser Ile Leu Ala Ser Leu Ser Thr Phe Gln Thr Met 357
AAG TAC TCC GTC TGG ATC GGT GGT TCC ATC CTG GCC TCT CTG TCC ACC TTC CAG ACC ATG 1083
Trp Ile Thr Lys Glu Glu Tyxr Asp Glu Ser Gly Pro Gly Ile val His Arg Lys Cys Phe 377
TGG ATC ACC AAG GAG GAG TAC GAC GAG TCC GGC CCA GGC ATC GTC CAC CGC AAG TGC TTC 1143

* 378
TAA atactcgatcggaataaatgttttaataaactgttttcgaatacga 1192

Figure 2B. TOP T Francisco Martinez-Perez et al.
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Figure 3

TOP T

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--—~--—~~~~ KRABAGSGSSGGVGEA 50
MVRRSGVTLLVVALLVVTLMSSVSAQLNFSPGWG-~—=——=—~~ KRAAGASGSNGGVGEA 50
MVRGS-VALLLVVLVAS - —-SCVSAQLNFSPGWG—~-~—~~—~-~ KRTGTAAG----- GPD 41
MYKLT~VFLMFIAFVII-~~~~ AEAQLTFTSSWG-~—--~---~ GKRAMTNS=~——=-——~— 36
MQVRAVLVLAVVALVAV---ATSRAQLNFTPWWGK-=-~~~=-~ RALGAPAAG--—-~—~~~ 41
MNBLVKVLIVVVAIALVLC-~--EAQVNFSPGWG-~~~-~=~ TGKRSAVQNS-~=~~=~~ 40
MNPKSEVLIAAVLFMLLACV---QCQLTFSPDWGKRSVGGAGPGTFFETQQG——~ =~~~ 49

* * * * %
————————————————————————————————— DPMAFLYKLIQIEARKLSGCSN------ 61
————————————————————————————————— DPMAFLYKLIQIEARKLAGCSN---—--~ 61
————————————————————————————————— DPMAFLYRLIQIEARKLAGCSD---—---- 61
————————————————————————————————— DPYSFLYRLIQAEARKMSGCSN-—----- 63
————————————————————————————————— DPYSFLYRLIQAEARKMSGCSN---~--~ 63
————————————————————————————————— DPYSFLYRLIQAEARKMSGCSN------~ 63

VSALHHSVGGAPGGVVPPGSSSSSGDSCGPIPVSAVMHIYRLIRNEAVRLVQCQDEEYLG- 110
VSGLHPSVGGAPGGVVPPGSSSP-GDSCGPIPVSAVMHIYRLIRSEAVRLVQCQODEEYLG- 109

QTILHSSS-—--—--~-- PAAVAS—-DNCGTIPVSAVMHIYRLIRTEAARLVQCQEEEYMG-- 90
————————————————————————— ISCRND--EATAATYKATQNEAERFIMCQKN-—=-~~- 65
—————————————————————————— DCVSASPQALLSTLNAAQAEVQKLIDCSRFTSEANS 75
—————————————————————————— PCKGS-AESLMYIYKLVONEAQKILECEKFSSN--— 72
—————————————————————————— NCKTS-NEMLLEIFRFVQSQAQLFLDCKHRE--~-- 79

*

Francisco Martinez-Perez et al.
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LOCUS
DEZINITION

bankit625501 €4% bp RNA ~ineax INV 31-MAY-2004
Cherax quadricarinatus Red Pigment Concentrating flormone precursor
mRNA.

ACCESSION bankit625501
KEYWORDS
SOURCE Cherax guadricar.natus.,
ORGANISM Cherax quadricarinatus
Eukaryota; Metazoa; Arthropocda; Crustacea; Malacostraca;
Fumalacostraca; Eucarida; Decapoda. Pleocyemata; Astacidea;
Parastaco:dea; Parastacidae; Cherax.
REFERENCE 1 (bases 1 to 646)
AUTHORS Martinez-Perez,I'., 2inker,S., Aguilar,G., Valdes,J. and Arachiga, .
TITLE unpublished
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases . to 646)
AUTHORS Martinez-Perez,F., Zirker,S., Aguilaxr,G., Valdes,J. and Arachiga,f.
TITLE Direct Submissicn
JOURNAL Submitted (31 MAY 2004) Posgrado en Ciencilas Bilogicas Facultad de
Cienclas; Deparftamento de Genetica y Biologia Molecular,
Universida«d nutonoma de Mexico; Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del T.P.N., Av. Instituro Politecrnico Nacional
2508, Mexico, Distrito Federal 07360, Mexico
COMMENT Rar.xit Comment: The mRNA sequence of red pigment concentrating
hormone precursor was obtained by RACE 5' and 3' from eyestalk of
crayfish, Cherax gquadricarirarus. The @wRBNA is from 12h light-dazx
cycle. Samples were taken each 3 hours.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..646
/organism="Cherax quadricarinatus"
/db_xref="‘axon:27406"
mMRNA 88..360
/gene-"Red Pigmen: Concentratirg Hormone"
gene <B88..36¢0
/gene="Red Pigment Concentrating Hormone"
CDS <B88..360
/gene="Red Pigment Concentrating Hormone"”
/note="Pre-pro— neuropeptide jrom the red plgment
concerntrating hormone; SIGNAL EB&PTIDE £88~150 RED PIGMENT
CONCENTRATING HORMONE 157-1%77 RTLATED PEPTIDE FROM REOD
PIGMENT CONCENTRATING HORMON:Z 185 360"
/codon _starc=l1
/product="Red Pigment Corcentrating Hormone
Precursor”

/translation="MVRGSVALLLVVLVASSCVSAQLNEFSPCWGEKRTGTAAGGPDQTL

LHSSSPAAVASDNCGTIPVSAVMIYRLIRTEAARLVQCOEEEYMGY

polyA site 639..643
/ncte "Putative polyA site”
BASE COUNT 143 a 2.5 ¢ 1i6 g 141 ¢
ORIGID
. ctctgcaggce agcatccagc grtggtccagc aacaggcagc atcgactgca ctceecctrzgt
6. taccacacac tcacccagag tccaagaatg gteccgcggca gtgtagcecect cctgatggtg
120 gtecigglyg cctoctectg cgtctceccgec cagcttaact tetcceccecgg ctguyggaaaa
B. cggaccggta ccgeggectgg gggacctgac cagaccatcc tccactcatc ctcotcocgcd
241 gccgrtagceca gcgacaactg <ggcacaatc cocgtaetoug ccgtcatgca catctacagg
30° ctcattagga ctgaaqcagc gacgacttgta cagtgtcugg aagasgnata catgggttaa
36. atgcgacacc cccaccacra ccactaccag casccaccat cacoaccact accactacca
427 gcaaccactc tcgtcecttage taccagcelgt gacagtcaca ctgergtgtt agttcceccagq
48: gtcttcccect gaacacaaga gatgtctccce atcgtcecttec tcectcececcctic tggcccagig
541 gtgggctggg gtttagcctce tcctggaatt catatatttt tctcgtctrt cggaaactcg
601 tggggtggac aactggaatc agaagtgttg gaatgatgaa raacat

//



LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

KEYWORDS

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHCRS
TITLE
JCURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
source

CcD5

to

bankit633102 359 bp RNA linear INV 31-MAY-2004
Cherax quadricarinatus mRNA from Hypothetical Neuropeptide
precursor from Hypertrehalosaemic neuropeptide.

‘

Cherax guadricarinatus.
Cherax guadricarinatus

Eukaryota; Metazoa,; Arthropoda; Crustacea; Malacostraca;
Eumalaceostraca; Eucarida; Decapoda; Pleocyemata; Astacidea;
Parastacolidea; Parastacidae; Cherax.

1 (hbases 1 to 359)

Martinez-Perez,F., Zinker,S., Aguilar,G., Valdes,J. and Arachiga,H.
Unpublished

Unpublished

Z (bases 1 to 359)

Martinez—-Perez,F., Zinker,S., Aguilar,G., Valdes,J. and Arachiga,H.

Direct Submissicon

Submitted (31-MAY-2J04) Posgrado en Ciencias Bilogicas Facultad de
Ciencias; Departamente de Genetica y Biclcgia Mclecular,
Universidad Nacional Autonoma de Mexico; Centro de investigacion y
de Estudics Avanzades del T.P.N., Av. Instituto Politecnico
Nacicnal 2508, Mexico, Distrite Federal 07360, Mexico

Bankit Comment: The seguence was cbtained by RACE 3' from eyestalk
of crayfish, Cherax guadricarinatus. The mRN2 is from 12h
light-dark c¢ycle. Samples were taken each 3 hours.

Lecation/Qualifiers

1..359

/organism="Cherax quadricarinatus”

/db xref="taxon:27406"

<l..162

/codon_start=l

/product="Hypothetical neuropeptide precursor similar

Hypertrehalcsaemic neurcpeptide”

/translation="ALQLNFSPGWGHTGRRGLPCSQLTSGSCRGRKGPPGGRDPGLLS

BASE COUNT
CRIGIN

61
121
181
241
301
/7

WVHPAHGRI"

57 a 111 ¢ 125 g 66 t©

gcccttcage
tcacagctga
gggctcttgt
cccagttcat
tatgacaagg
cagceetcyggg

ttaacttctc
catctgggag
cckgggtcca
aactgcactg
ggcccctect
ccgectegtg

cccecggetgy
ctgcaggggc
cccagceccat
ggagggygag
atcttagcca
cagctgtgge

gggcacaceag
agaaagggcc
gygtcgcatat
gagatggtga
tcactccatg
cggggacagg

gaadgagggg
cgeatggggyg
gactctttee

tgtctcaagg

cccgggggeg
agccatgectg

cctgeectge
tcgggaccct
ctccctgggg
gggactcagg
cgtggcetggt
atgggccaqg



LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
source

CDS

bankit633162 322 bp RNA linear INV 31-MAY-2004
Hypothetical protein similar to ribosomal protein L23.

’

Cherax quadricarinatus.
Cherax quadricarinatus

Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Crustacea; Malacostraca;
Eumalacostraca; Eucarida; DJecapoda; Pleocyemata; Astacidea;
Parastacoidea; Parastacidae; Cherax.

1 (bases 1 to 322)

Martinez-Perez,F., Zinker,S., Aguilar,G., Valdes,J. and Arachiga, H.
Unpublish

Unpublished

2 (bases 1 to 322)

Martinez-Perez,F., Zinker,S., Aguilar,G., Valdes,J. and Arachiga, H.

Direct Submission

Submitted (31-MAY-2004) Posgrado en Ciencias Bilogicas Facultad de
Ciencias; Departamento de Genetica y Biologia Molecular,
Universidad Nacional Autonoma de Mexico; Centro de Investigacion vy
de Estudios Avanzados del I.P.N., Av. Instituto Politecnico
Nacional 2508, Mexico, Disztrito Federal 07360, Mexico

Bankit Comment: This sequence was obtained by RACE 3' from eyestalk
of <crayfish, Cherax quadricarinatus. The mRNA is from 12h
light-dark cycle. Samples were taken each 3 hours.

Location/Qualifiers

1..322

/organism="Cherax quadricarinatus"”

/db xref="taxon:27406"

<3..302

/codon_start=1

/product="Hypothetical protein similar to ribosomal
protein L23"

/translation="PFGVRGRLDRLPAAAVGDIVAATVKKGKPELRKKVHPAVVVRQRKPYRRKDGVEFIYFEDNAGVI

BASE COUNT
ORIGIN

VNNKGEMKGSAITGPVAKECADLWPRIASNAGSIA™

88 a 62 c 97 g 710t 4 others

ggtaagaggg

1 cgccectttgg

61
121
181
241
301
//

tggcagccac
ttgtgaggca
atgctggggt
tggctaagga
aaattnacca

agtaaagaag
gaggaagcct
catagttaac
gtgtgctgac
ntnagaaaaa

cggctggatc
ggaaagccgg
taccgtagga
aataaaggag
ttgtggccca
ac

gtttgcctgce
agctcaggaa
aggacgggge
aaatgaaagg
ggattgcttc

tgctgctgtt
aaaagtgcat
gttcatctac
ctcagccatc
aaatgctggn

ggcgacattg
cctgccgtag
tttgaagata
actggcccag
tcaattgcat
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