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RESUMEN

En la hemolinfa del camarén blanco Penaeus vannamei, existe una lipoproteina de alta densidad
(HDL) que participa en el transporte de lipidos y en el reconocimiento de B-glucanos (BG), activando asi, al
sistema de defensa de este organismo, realizando una doble funcion con implicaciones en nutricion y defensa.
La HDL-BGBP, ha sido estudiada ampliamente; en este trabajo se caracterizo el cDNA que codifica para esta
proteina. Se obtuvo la secuencia completa del cDNA que tiene un tamailo de 6.3 Kb y un marco de lectura
continuo de 4.4 Kb, con dos sitios ATG (MET) en las posiciones 49 y 625, y un codon de terminacion TGA en
la posicion 4,412 nt; posee una larga extension en el extremo 3’UTR con secuencias repetidas, incluyendo la

sefial de poliadenilacion AATTAAA y la cola de poli A+.

La secuencia de aminoacidos deducida a partir del cDNA, tiene una identidad del 50 % con la BGBP
del langostino de agua dulce Pacifastacus leniusculus, y esta similitud aumenta al 70% considerando los
aminodcidos conservados. El cuadro de lectura continuo tiene 1454 aminoécidos formando el precursor de la
proteina que presenta un tamafo teorico de 165.8 kDa. Solo 1257 aminodcidos corresponden a la proteina
madura, con un tamaio de 141.8 kDa. La secuencia de 1.2_1 propteina madura tiene sitios consenso de corte (R(K)/
X/X/R(K)) para enzimas del tipo subtilisina, que han sido. reportadas como responsables del procesamiento
post-traduccional de las proteinas y que predice la generacion de la HDL-BGBP procesada, con un tamafio de
123.8 kDa, similar al de 125 kDa que se ha determinado por espectroscopia de masas para la proteina
purificada. En la secuencia deducida se encontraron regiones caracteristicas como sitios potenciales de

glicosilacion, fosoforilacion y la region RGD (caracteristica de integrinas).
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INTRODUCCION

Sonora es un estado altamente productive en panaderia, agricultura, mineria v
pesca, La gran extension de litorales, hacen posible In captura de especies marinas de
alo valor comercial entre lag que destaca ¢l camardn; a nivel nacional, Sonora ocupa ¢l
2 tugar en capiura con una participacion del 38% y el Ter lugar en cullivo con una
participacidn del 60% (SAGARPA, 2002). Bl cultive de camardn cobra cada dia mas
tmportancia, ¥ para el éxito de esta actividad es necesarto tener el control de
enfermedades  gue se presentan por estrés v debitithmiento debido o que a
intensificacidn de toy cultivos favorece el atague oportunista de organismos palogenos.

Lin factor importante a considerar para Torlalecer a los organismos en cultivo son
bas dietas, en donde los componentes mas abundantes son proleinas, carbobidralos vy
lipidos, Los ipidos son indispensables en Ia dicta de crustdceos, ya gue estin
involucrados en procesos esenciles tales come ef erecimienio y T reproduccion y son
transportados por las lipoproteinas de a hemolinfa (Lee, 1991), Los lipidos esenciales
conto ¢l colesterol (fos crustaceos no Benen fa capacidad de simetizar de nove el anithy
estern), asi como I exacta proporcion de deidos grasos polingaturados como e n-3 v n-
O difteren entre las especies de camarones y esth relacionady con la capacidad de clongar
y desaturar tos dcidos grasos de 18 carbonos de cualguiera de las series de n-3 0 n-6 en
Acidos prasos de cadens Targa altamente insaturados (Xu y cols., 1984). Sin embargo, a
pesar de que el colesterol digtano vy los dcidos grasos son importantes para ¢
crecintiento de fos camarones, existe también ana refacidn divecta entre los diveles
dictarios de fosfatidicoling y colesterol parn la sobrevivencia, anngue esto no parece
peurrir en Pomanodon (Chen, 1993, Yepiz-Plascencia y cols,, 2000b},

Las lipoproteinas de Tn homolinfa son fas responsables del transporte de Joy

Los principales Hpidos reportados para las lpoproteinas plasmdticas de camarones y



alros crusticeos son los (osfolipidos, esteroles, avileficoroles v dcidos grasos libres
(Citado por Yepiz-PMascencia y cols, 20000).

La lipoproteing de ala densidad-proteing enlazadora de B-glucanos (14D~
BB ba stdo estudiads por su deble Tuncidn come ansportadora de Tipidos v comn
una proteing de reconpcimisnto, emendo mphcaciones en oulricion y oo el sistems do
defonsa del camardn blanco £, virmemed (Yepiz-Plascencia v cols, 1998), Fsta es una
lipoglicoproteing con peso molecular aparente de 100 k1, con glucosa v mmss on s
estractura y aproxomadamente 50% de fipidos, donde los priveipales componeites son
los fosfolipidos (Roiz-Verdugo y cols, TOXT), La estruclo seeundarty esd compuesis
principalmente por hojas 3, fas conles ugron determinadas mediante dicroismo ¢iveular
wswdo la prateina purificada, toubidn se sabe gque Torma agregados eamndo interacion
con vesiculas fosfolipidicas (Vargas-Regquena y caols., 2002), poro hasts el momento se
desconoeen los mecanismos de da carpa y desearga de os Hipidos necesarios par realizar
fa Hincion Nsiolbaiea..

Lainica proteina homdlows a b HDL-BGB de camardo Tasta abora reportida,
an olros organismos es o encontrada en el Taigosting 22 Tesdinsewduy, en dongde se ha
deserite un eDMNA codificante para 1330 anminodeidos y con un peso molecular estimado
dob precarsor de 1518 kKDa (Cerenius y cols, 1994), Debndo ol wrap tamabe de fa
protefsa, kxestrategin para detertinar fa estructura primarin (aminodcidos) por los
métodos tradicionales seria muy laboriosa por o goe ebener o sconencia deducida o
partiv del cDNA - resulta una metodotogia mas viable,

Por o antertor y destacando (2 imporiancin de la profeing en crusticens, o
presente trabiajo tene como objetivo principal el camcterizar el ¢DNA de ls HDL-BOBP
del camardn blanco P vaonemed, dentilicar tos sittos expresion del mRNA - que codilics
pars esta protelng y estimar el anana del mensige; con estos resultados se pretends

feper w primer acercamianlo al conoctmiento del gen y su regulacion,



ANTECEDENTES

Lipidos en a Rieta de Crusticeos

Sonora estd rodeado por usa extensa zona de Hlovales, en donde fa captura del
camaran bluneo Penaens vannamed, vepresenta una actividad econdmica importante parg
México, En afios recientes Ia captura de esle erusticeo ha disminuide considerablernente
por fa solveexplotacidn y malas  condiciones de los barcos  pesqueros,  como
consecuencia se ha inerementado el interdés por fomentar programas encaminados ol
fortalecimiento de la acuacultura, Uno de los principales retos para Hevar a caly ests
actividad, es establecer dietay adecuadas que permitan ef crecimiento v optimo

desarrollo de tos camarones en cultivo.

Dentro de los principales constituyentes de las dietas para camarones se
encuentran  tas  prolefnas, carbolidratos v los  Hpidos;  estos dltimos  son
considerablemente importanies ya que alpunos son esenciales encontriindose entre los
mas  tmportantes los dcidos linoleico, Hinolénico, araguidinicn, cicosapentanoico,
docosahexanoico y el colesterol {(Dall v cols,, 1990, Yepiz-Plascencin y cols., 1995), La
inportancia de bos lipidos como constituyentes dietarios radica en la participacidn de
¢stos en procesos esenciales tales como crecimicnto, maduracion vy reproduccion,
dwrante los cuales son wlilizados como fuente de energia y para formar niembranas
celulares ademids de ser precursores de bormonas; también se han encontrade diferenciss
en concentracton y distribueion de lipidos e camarones silvestres y cultivados, lo gue
sugiere que estas diferencias son debidas al tipo de alimento que consumen (Yepiz-
Plascencia y cols, 2000b),

Diferencias en concentracion de los lipidos s observaron en nulseulo y
hepatopdnereas de animales silvestres y de cubivo, Bspecificamente en Penacns

monodon, se observd que Ta concentracidon de fosfatiditcoling fue mas alta on organismos



silvestres, mieniras gque la del colesterol fue mas baja, confimmando asi la importancia
del aporte lipidico en Ta diety. Los lipidos provenientes de la ingesty dietaria son
transportados en medio acuose sanguineo o hemolinfay hacia los diferentes tefidos
mediante proteinas plasmiaticas desde los sitos de absorcion o sintesis hasta fos sitios de
almacenaniento v utifizacion formando complejos de  proteinas-tipidos, hmadas

lpoproteinas (Lee, 1991 Yepiz-Plascencia y cols, 2000Db),

Lipoproteinas de Transporie

Las hipoproteinas plasniticas de artrdpodos, al igual que las de mamiferos, se
han clasificado de acuerdo o su densidad como lipoproteinas de baja densidad (LDL),
lipoprodeinas de alta denyidad (HIDL) y lipoproteinas de muy alta densidad (VDL Lus
Hpoproteinas de imsectos, Hamadas Hpoforinng, son las mas estudiadas debido a que log
organtsmos son de Fcil mangjo, cuidado, alta reproduccion y bajo costo (Kanost y cols,,
1994),

Con respecto 2 las tipoprotelnas de crustdceos, la mayoria de 1os estudios se
orientaron a las lipoproteinas especificas de lag hembras (viteling y vitelogenina), Ias
cuales se encuentran volucradas en 1o vielogénests, un proceso esencial para a
reproduccion, Sin embargo, estudios en la Gltima déeada han reporado HDL y VHIL
plasmiticas que podrian ser mas importantes para ¢l transporte de lipidos en todos los
esladios de deswrollo, mdependientemente del sexo (YVepiz-Plascencia y cols., 20000,
Yepiz-Plascencla vy cols, 2002). En pencidos, los reportes mas complelos sobre
lipoproteinas son los estudios realizados en Penaews japonicus (Teshima y Kanazawa,
1979, Penacus sendisulcarus (Tomv y cols, 1993) v P.ovannamed (Yepiz-Plascencia y

cols,, 1995, Yepiz-Plascencia y cols., 2000b).



Lipoproteina de Alta Densidad (HDL) de P, vannamei

La primer lipoproteina plasmatica reportada en el camardn blanco 77 vannamet
es una ML no asociada con el sexo, que tiene una densidad Dotante entre 1110117
giml, To cual la clasifics como una Hpoproteina de alta densidad y contiene una
apolipoprotedna con una masa motecular esthnada por SDS-PAGHE de 100 kDa (Yepiz-
Plascenctn ¥ cols,, T995) aunque recienlemente se deternind por espectroscopin de
miagas un peso de 125 kD (Varpag-Reguena y Sotelo-Mundo, comunicacion personal),
Fs ademis una proteina ghicosilada que contiene oligosacdridos det tipo alto en manosa
{high mannose) y presenta un punto isoeléetrico de 5.8, similar a la HDL de Potameon
pofaminy (Stratakis y cols,, 1992),

0.7

Loy Hpidos constituyen el 537% (p/p) de la B, de los cuales of 43% son
fosfoliptdos, 9.5% acilglicervles, 4.8% volesterol y pequeias cantidades de dcidoes
grasos Hbres (Rutz-Verdugo y cols, 1997). Los fosfolipidos son 1a elase mayoritaria de
Hpidos, stmitlar a lo reportado en olros crustaceos como el canprejo Coneer mczister, 1

’ ’u- C v.l.r L
langosta espinosa Pamadivus inferruptus, ef cangrejo Cancer antenariuns, ¥ 105 crusticcos

de apun dulee Poramon poramins y P lenfusendus (Yepiz-Plascencia y cols,, 2000b),

Estudios antertores reporiaron que en fa composicion de aminodeidos de fa ML
destava la proporeidn de asparaginaZicido aspirtice v glutaminaficido  glutamico;
caracleristica también encontrada en las lipoproteinas plasméaticas de 2. potaming, e
pusano del tabaco: Manduca sexta y en Ja Apo A-l de humano. Bn contraste, la
secuencia amino terminal de la HDL de Poovannemed solo es similar a Ta vegion del
terminal amino de fa BOBP de P calijorniensis (Yepiz-Phascencia y cols, 1998) v de Ja
BGRE de 2 fenfusondny Ruiz-Verdugo v cols,, 1997),

Ei estudio de la DL de camaron usando dicroisme cireular, mostrd un allo
contenido de hojas fi, v este arveglo secundario es simitlar al encontrado en Hpoproteinas
plasmiticas de los insectos M. sexta, Locusta migrateria y Triatoma Infextans, a pesar

de existir diferencias en el ndmero y tamaiio de las apolipoproteinas, ast como en el tipo
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de Hpidos predominantes (Vargas-Reqguena y cols., 2002). De forma interesante, Virgas-
Requena y colaboradores (2002), reportaron que fa HDL forma agregados de alto peso
molecutar al interaccionar con hiposomas fosfohipidicos vy esle comportamiento es
simitar nb observado en la LDL humana cuando se encuentya en contaclo con dimiristoil
fosfatidit plicerol debide o las interacciones Jipido-proteina con Tag vesiculas; sin
embargo, Vargas-Requena y colaboradores no pudieron distinguir enire estos dos
modelos: si hay agregacion o fusion de membranas mediadas por la HDEL-BGRP de 2
vannaned, pero st hay evidencia de fa interaceion de fa HDL-BGBE con las membranas

Tipidicas,

Lipoproteina de Muy Alta Densidad (VHDL) de P vannamed

Estudios recientes en P vannamed reportaron una lipoproteina de muy alta
densidad, con ung densidad Notante entre 1.15-1.21 g/l 1o cual la elastfica dentrg de las
VHDL s, Bsta es una glicoproteing homodimérica de aproximadamente 400 kD
formads por dos subunidades unidas por puentes disubfure (Yepiz-Plascencia y cols,,
2002), y previamente earacterizada como la proteina de coagulactin (CP) en 2
vantamel (Montafio-Pérez y cols,, 1999, La evidencia presentada para argumentar gue
bn VHIDL-CP son fa misma proteina se basd en la comparacion de aminodeidos de Jas
secuencias idémicas del terminat smine (15 residuos para ta VHDL-CP de Povannamed

y 10 residuos paga Ta CP de Poovannamer (Yepiz-Plascenein y cols,, 2002},

La VHDL-CP de P vanngmed contiene lipidos que fueron identificados por
tincidn con negro de sudan vy rojo oleoso, corrgspondiendo al 9-15 % (p/p) cuantificados
mediante ¢ mélodo de la sullofosfovainillina. Mstos datos son similares a Jos reportados
para log lipidos de ln VHDL-CP del langosting de agua dulee, P fenfuscnlus (11 %)
(Hall y cols, 1995) v para la VHDL del cangrejo de arena,  hacuy offians (6 %)
(lomatsu y Ando, 1998),

lin contraste con ta HDL-B3OBP, en ly VHIRL-CP Ly estructurs seeundarta estd

conformada por 32 % de hélices alla y 33 % de hojas beta, pero esto Altimo similar a los



resultados reportados para by proteing de coagutacidn del cmmardn tigre P manodon v

lipoforing de muy alla dengidad de M sexea (Yepiz-Plascencia y cols,, 2002),

Lipoproteinms v el Sistema de Defensa

A pesar de gue bos artrdpodos carccen de tmmuneglobulinas, poseen un sistoma
muy eficiente gue los protege de pardsitos y que remucve fas particulas no propias de la
cireulacion, Fntre las proleinas de la hemolinfa se encuentran ks proteinas de
reconocimiento, que tienen la capacidad de reconocer estructuras on microorganismos
ivasores y activir o incrementar Ja respuesta de defensa (Vargas-Albores v Yepize
Plascencia, 2000), Una de estas proteinas reconove P-glucanos de origen microbiang
formando un complejo gque es capas de activar el sistema de s profenoloxidasa, por lo
que se le ha llamade BGBP (Vargas-Albores y  Yepiz-Plascencia, 2000, Yepiz-
Plascencia y cols, 1998), La HDL y Ta BGBEP es la misma proteina tanlo en camardn
(Yepiz-Plascencia y cols,, 1998) como en el langosting P lenivseuduy en donde fue

descrita por primera vez (Hall v cols,, 19935).

La bifuncionalidad de Jas bpoproteinas plasmaticas estd presente también en la
lipoproteina de muy alta densidad (VHDL) de P fentuscnius (Hall y cols,, 1995} y de P,
varianted ya que transporta lipidos (Yepiz-Plascencia v cols,, 2002), y es la proteina
responsable de Ja formaciom de un codgulo gue evita la pérdida de bemobinla tray un
dano, es decir, participa en el proceso de coapgulacidn. En camardn blanco se describid
primeramente esta proteina como s proteina de coamiacion (CPYy (Montlaio-Pérez y
cobs., 19949, que estd formada por dos subunidades idénticas de 180-200 kDa y forma
bargos polimeros por uba reaccion catabizada por la tansplutaminess de hensogilos,

ademas  contiene lipidos en sy oestructura, Esta bifuncionalidad e observada



primeramente en P, feninsenlus (Hall y eols., 1995) v en ol canprejo de arena, facns
ciliory (Komitsu y Ando, 1998),

Recientenente se demostrd en larvas de palomilla de o cera, Galleria
mellonetia, que la inmunoestimulacion del insecto con bacteriag induce cambios en la
gomposicidn Hpldica de las lipoproteinas de ta hemolinfa (Dettholf y cols, 2001,
Después de tas primeras cuatro horas de Ja inmunoestiondacidn, una parte de las
tipoproteinas farvales de alta denstdad (HDLp) se convierten a hipoproteinas de baja
denstdad (LDLp). Fste fue el primer reporte en insectos de la aetivacion direeta del
metabolismo de tos Hpidos v las reacciones inmunes, Mo obstante, tog detaltes de los

mecanisnos de T estimulacion mmune por ks Hpoforinas ne se conoven todavia,

Para la formacion de ta LDLp, la proteina Heva a una reasociacton lipidica
después de 1 infeecion bacterinng, por fo que Detttolt y cols (2001) concluyen gue el
proceso de respuesta requiere el ransporte de lipidos para oblener energia, permitiendo
o tormacion de la LDLp, Bsta Lp puede actuar enlonces como un estimulador,
activando a los hemoeilos y # su vez induciendo ¢l sistema de defensa del insecio
concomitante con ly movilacion de los lipidos para la formacidn de tas LDLp, Si el
metabolismo de Hpidos vy el sistema inmune estin relacionados en este mecinismo,

ambos pueden influenctarse uno a ptro (DetttofTy cots,, 2001).

Ademis de las proteinas bifuncionales gue participan activamente en el sistema
de defensy de fos inverdebrados, mecientemende se ban estudiado  proteinas de
recomocimiente  que estin anvolueradas en fa activacion de Ta cascada de Ia
profenoloxidasa que no son Jipoproteinag, 1al es el caso de Ja proteina que une plucanos
y lpopolisacdridos de el gusano de terrra Risenfo foetida, esta cs una proteina de 42
k¥ que se encuentra en el fuido celdmico y es llamada e factor 1 eilolitico celdmicn
(CCP-1), anteriprmente descrito por su participscion en fa opsonizacion y por sus
propredades hemoliticas del fluido celdomico. La clonacidn y secuenciacion de este

factor, mostrd una homologia con la regidn de fas beta-1,3 v beta-1 4-plucanasas, asi



como con ¢l factor G de coapulacion de Limulus polyphenies y con la proteina umdor
de bacterias Gram {-) de B, mori (Beschin y cols,, 1998).

En el langostino, P fenfusciduy (Lee v cols,, 20000, se caracterizd a una profeing
unidora de Hipopelisacaridos y beta-1,3-glucanos (L.GBP) a partir de bemocitos, La
LGIE tene wni mass molecular de 36-40 kB y tene fa capacidad de anir faminaring,
curdlan, pero no bene capacidad de unir peptidoglicano. La clonacton y seeuenciacion
de fa LGB demostrd que a secuencia tiene regiones simifares o fa proteina unidors de
bacterias Gram (<) asl como g fas beta P3-plucanasas, La LGBP también mostrd
stmibtud en estructira vy uncion con el factor citolitico celomico 1 (CCPF-1) de £
Joetida (Beschin y cols,, 1998 Lee y cols, 20000, In ef camardn tigre, P monadan, se
carpcterizd una proteina que une bota 13-glucanos (GIP), ésta tiene ung s
molecular de 31 kDa v a partir del banco de genes de hemocitos se togrd aislar of cIINA
gue codifica para ln GBP, La secuencia deducida obtenida presentd una identidad del 67
oy una similitud del 76 % al comparida con a secvencia deducida det la LGEBP de
Fangostino), sin embargo fa GIBP no tene fa capacidad de wunir lipopolisaciridos
(Sritunyalucksana v cols,, 2002),

Los andlisis de alimeamientos de QBP de P menodon con proteinas de
reconocimienio de otros invertebrados que conlienen regiones del tipp glucanasa
revelaron una alty homoelogia de ta regidn del terminal amino en lodas las secuencias,
sugirtendo que esta regidn esti involucrada cn la unidn a la pared celutar de fos
nicroorganismos, 1o cual ha sido demostrado para o proteina de reconocimiento de
beta- 1, 3-plucanos (BGRPY de Bombyy mord (Sritunyalucksang y cols,, 2002, Ochigi y
Ashida, 2000), La comparacion de la secuencia deducida de aminodeidos demostrd gque
fa BGRE contiene una region gue va desde Ia Thr 204 2 Ia Pro 386, similar al sitio
catalitico de lay -1, 3-glucanasas, sin cmburgo, se demostrd que no tene afbidad
constderable por fos beta-1,3-glueanos, y que medisne un péptido recombinante de la
region comprendida enee Ja Tyr 1 a fa Al 102 de la BGRP de &, maord, unid fuertemente
a los beta-glucanos demostrando de esta manera gue la regidn del terminal amino ey fa

involucrada en el reconocimiento (Cchial y Ashida, 2000},
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Cienes de Lipoproteinas

La mayoria de los estudios de lipoproteinas se han enfocado a la purificagion y
caracterizacion bioguimica, asi como 2 estudiar ¢ papel que desemperian en ka fistolopia
de los diferentes organismos, Las apolipoproteinas, son moléeulas de gran tamafio 1o que
dificulta determinar la secuencia de aminodeidos en forma direeta, B acercamiento al
conocimiento de la secuencia primaria es téernicamente mas convenienie a traveés de fa
raduecion det ¢INA, 1o que ha sido posible con el avance de fas téenicas de biolopia

molecutar.

Genes de Lipoproteinas de Inseetos

Apoli-ll de AL yexta, Bl transporie de tipidos en msectos difiere de los fos mamiferos,
La principal lipoproteina plasmdtica en insectos, llamada Hpoloring actia como un
vehiculo reciclabe gue acarvea Hpidos principalmente diacilpliceroles, colesterol y
carolenoides, Lin el pusapo del tabaco, M. sexta, ta Hpoforing larval contiene dos
apolipoforinas: ta apolipoforina 1y la apolipoforing 11, y se sintetiza en el cuerpo graso
para acarrear los fipidos ingeridos hacia los wyidos y tos depdsitos de almacenamiento,
En el adulto, el ansporte de Bpidos s muy importante ya gue sieven de contbustible
para el vuelo; la principal forma de 1a Hpoforina en adultos es del tipo de alta densidad y
estd compuesta por by apol.p-l, apolp-1l ast como también de dos molécwas de wna
tercera apoprofeing Damada apolp-11y un 50 % de lipidos (Cole y cols., 1987),

La apolp-T11 es una proteina pegueia que une lipidos, no contiene carbohidratos
en su estructura, La primera seeuencia reportada para una lipolorina de insecto fue s
apolp-NIT de M. sexra que se determind por secuenciacion def ¢DNA v In de la proteing

(mediamte degradacion de Edman). La proteing madura tene 166 aminodeidos y el



cPNA codifien ademds 23 aminodcrdos que no estin presentes en fa proteinn maduora
que seencuentra en fa hemolinfa, por 1o que se supicre procesamiento ebiraduccional y
proteoliticn en la proteina secretada (Cole y cols., T19R7),

Los resullados derivados de los andlisis computacionales de la apol.p-lil
revelmron que 1o profeing deducida estd conformada por unidades repetidas de
tetradecapéptidos,  las que  potencialmente  forman  las  hélices  amiiphicas;  fas
lipoproteinas  bumangs se componen de secuencias repatidas en tandem de 11
aminodeidos y aungue presentan similitud en ciertos residuos de estos tandems con s
apol.p-11) de msecto, ef grado de identidad entre secuencias ¢ muy bajo, La secuencia
tiene similitud con algunas de las apolipoproteinas humanas (apol, AV y C1), en
contraste, no presenta homologia con las proteinas unidoras de deidos prasos y retinel,

(Cole y vols,, TRETY.

Apolp-ly Apolp:-1d de M. sevig. A partie de un banco de genes de cDNA del cuerpo

graso del gusano del tabaco, se obtuvo el cDNA que codifica para el precorsor de a
apolipoforing Iy 11 (ApoLp-ly ApoLp-11}, La secuencia del ¢DNA tiene 10,138 ply, de
log cuales 9,914 conforman ¢f marco de lectura abicrto y o partiv de osta secuencia se
deducen 3,305 aminodeidos de In protefna incluyendo 1os 23 residuos del péptido sefial,
s claro idemtificar en ¢l ¢IINA la seftal consenso de poliadenifacion AATAAA {10,122
nty aungue I cola de poliA” se perdio durante la estratepia de clonacion. 13 arveplo del
precursor ¢ apoyd con los resultados de b secuencia aminoacidica de fos péptidos
tripticos de la ApoLp-l y de la Apolp-11 obtenidos previamente, posicionando a la
Apolp-IT hacia el extremo amino terminal v a la ApoLp-l hacia el extremo carbuoxilo
{Sundermeyer y cols,, 1996),

L precursor de a proteina contiene dos sitios de plicosilacion (NNT/S), uno en
b apolp-1 (residyos 643-645) y uno en kb apolp-l (residuss 2769-2771), 1o cual o
consistente para las apolipoproteinas purificadns que son plicosiladas, piros sitios de
modificacion postraduccional no se observa en Ja secuencia, Los andlisis de homologia

indican gue el precursor de fa proteina Apol.p-T y 11 presenta ona identidad del 19.8 % y



una similitud dub 42,9 % con la apolipoproteina 13 humana, estos porcentajes son debidos
a pegueiias regiones de simihtud o identidad mas que g la wdentidad de toda L secuencia,
y s enconpiraron pequeiias similitudes con vitelogeninas de rana y pollo pero ninguna

significancia con las de insectos (Sundermeyer y cols,, 19946).

ApoLp 1A de L. migrarorie. B cDNA de la Apolp 11 (GenBank AJ130944) tiene un

tnanio de 10,706 pb, con un marco de Jectura grande que inicia con eb ATG en la
posicion 8 nl oy finaliza con el codin de terminacion TGA en Ja posicion 10,148 nl
seguido de la senal de poliadenilacion caracteristica en [y posicion 10,720 at, B mareo
de Jecturs abierta predice una proteina de 3,380 amineodcidos, BF péptido  sefial
comprende fos primeros 21 residoos de ta secuencia y el terminal amivo para fa Apolp |
se Jocalizd en los residuos 720737 v opara la Apolp-ll en los residuos 22433
confirmados por ln sccuencias obtenidas de las proteinas purificadas, Bl precursor
presenta seis sitos potenciales de glicostlacion (NXT/S, en donde X es cualguier
ahodeids), dos en b apolp-1l vy cuatro en la Apolp-l vy dos sitios “débiles” de
plicosttacion (NXT78, en donde X e 1D, W, 1Py en la ApoLp-1 (Bogerd y cols,, 2000),
Los andlisis de homologia mostraron que s Apolp 1/ de langosts es 27 9%
idénticn y 43 % sindlar a la Apolp 1/1 de M. sexta (Sundermeyer y cols,, 1996), v 35 %
idéntica y 52 % similar a la Apol.p-1 de Aedes gegypti (Van Heusden y cols,, 1998) v
simifitudes significativas se encontraron con la particuta grande transporadora de
tipidos, el precursor del factor von Willebrand v fa mucina 2 intestinal de humano
(Babin vy cols, 1999) Bl tanserito  de Apolp-l-l, mostrd un fanafio de
aproximadamente 10.8 Kb y s expresado fueclemente en cuerpo praso de organismos
adullos mayores (langosta) asl como en adultos javenes, una sefial Tuerte se observad en
corebro, una sefial débil en muscuto de vueto y 1o se observd expresidn en vocttos,

musceulo de ta pierna y glindula media (Bogerd y cols,, 20003,

Apol.p-1 de O mellonella. Vstudios recientes con ta Apolp-H1 vativa de G, mellonella

mdicaron Ia relacidn mesperada de fa proteina en la activacion del sistema innune del
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msccto y la correlacion con o fisiotogia del transporte de lipidos (Wewsner v eols,,
1997) BT eDINA que eodifica para o Apolp-111 de . mellonellu, tiene una secuencia de
699 pl que produce un precursor de 186 aminodcidos, de fos cuales 23 aminodcidos
corresponden al péptido sefial y 163 aminodcidos a ba proteina madura, La comparacion
de hy secuencin deb eDNA de G mellonella con ¢DNA de ApolLp-111 de insectos
Jepidipteros mostraron altas shimilitudes, por ejemplo con M. sexta (65 "), v Bombyy
mowl (6308 %), mientras que para insecltos no lepiddpteros estas resularon bajas: L.
migratorie (30 %), Acheta domesticus (10 %) v Derobrachus germinars {4 %), 1in
cuanto a la similitud de o secuencia deducida los resultados fueron los siguientes; M.
sexta (00 M), Bomori (60-04 90), A, domesticus (20 %)Y, D0 perminans (19 %) y para £,

migratoria {12 %) (Niere y eols., 1999),

Apolp-111 de B mori v 8, mandaring, La secuencia del cDNA para la apolp-31 de dos

cepas de Bomord (N4 y PBOY v de Ias cepas Japonesn y china de B, mandaring fueron
determinadas, al ser deducidas y analizodas se encontrd ung aha similitud enire ellas
(D5-9% %) Las cuatro secuencias de Bombyx mostraron una similitud importante al ser
comparada con la secuencia de la apoLp-111 de otro insecto lepidiptero, M, sexra ( 83-84
) (Cole v cobs,, T987); partienlarmente esta simititud se observd en las cinco hélices
amfipalicas, de las cuales se mflere su participacion en la union de la apolp-11T o Ja
hipoforing (Yamaueht y cols,, 2000),

Lo secuencia nueleotidica que corresponde a la region codilicante ey idéntica en
ba cepa ching de B mandaring y ta cepa PS5O de 8. mopd, 1o cual confirma la suposicidn
de gque Ta cepa mas relacionsda con Ja cepa original domestidada es 1a PS0O. La cepa N4
de B meri cstd mas relactonada con éstas secuencias que con la cepa japonesa de 1.
mantdaring, sugiiendo de esty manera gque la cepa japonesa de B, nandaring se separd
de Ta cepa china de B, mandaring mites de la domesticacidn de fa B, maorf (Yamauehi y

cols., 20003,



Genes de Lipoproteinas de Cruosticeos

Hasta ¢l momento, los reportes gue se tienen sobre penes de lipoproteinas en
crustaceos son esciasos, solo se han reportade las secuencias obtenidas a partir deb cIDNA
de la BGBP (Cerentus y cols, 1994) v de la VHDL-CP de P fenfusculus (Hall y ool
1999, asi como la del cDNA de fa proteina de coagulacion de 2 monodon (Yeh y cols,,

1999). A continuacion so describirin las principales caracteristicas de estos clINAS,

BGRP de P feajusenius, B eDNAde la BGRP de P lenivsculis (Genl3ank XBO867)

tiene 4079 pb, ¢f primer codon ATG se encientra en la posieion 154 pb, ¢ cual es
seguido por un marco de lectura abierta de 4,017 ph seguido de un codon de terminacion
TAG vy una regiton 3'no codilicante de 506 ply; en esta region codificante no se encontrd
la sefal caracleristics de poliadenitacion ni Ia cola de poli A", El wareo de feclura
abierto codifica para uma proteing deducida de 1339 amimodeidos, v Cerenius vy cols

(1994) proponen gque sulve procesamiento postraduceional,

La secuenehn deducida del cDNA de la BGBP fue confirmada mediante fos datos
obtenidos o partir de Ja secuencia de aminodeidos de péptidos obtenidos por digestiones
proteaiiticas de la proteina puritivada asi como la comparacidon con la secuencia del
terminal amimo obtenido de la proteing madura. B carboxilo ternminal de ta proteina
madura se delermind mediante hidrozindlisis, y el Glimo amincdeido de la proteing ey
Histidina, mientras que el dltimo aminodeidn deducido a partir det clINA, s Isoleucing,
Los awtores de nueva cuenla proponen que la proteina sufre también procesamicento del

carboxilo terminal (Cerenius y cols., 1994),

f.as caracteristicas mas importantes de Ja proteina deducida son: carece de
A R PO g ] . Ay IR T Ut e . seaptyyesp et s prayvgat sl awe £ -
péptide sefal, ausencia de residuos de cisteina y presenta secuencias repetidas Glu-Asn-
Phe-Glu-Thr, Asp-Ile-Asn-de-Ser, Glu-Gly-Lys-Leu-Val vy Asp-Lys-Val-X-Thr-Leu,
eslas secuencias se presentan dos veces a lo largo del marco de lectura abierta de la
BGBP de £ feninsenins, ademis de encontrar la secuencia Arp-Gly-Asp (RGID)
involuerada en interacctones celulares, A la fecha no se tiene otro reporte de ta secueneia

de un cINA para proteings bifuncionales de este tipo en olros organismoes, en particular



la secuencia ded langostino no presenta similitud con las secuencias reportadas para
Hipoproteinas de humanos y de insectos,

CGP de P enfuscidug, La sceuencia reportadas del cIINA que codifican para fa proteina

de coagulacion, Genlank (AFTO2208), tiene un imafio de 0,390 pb el cual es sinntar al
tamafio de 7 Kb que presentod el transertto de hepatopancreas de &2, fenfuscwhe (Norvthern
blot). Bl ¢cDNA tene una extension de 158 nt en la regidn 3'UTR v se encontraron
secuencins repetidas formadas por HO nueledtidos, tas cuales se repiten 3 veces; ostas
repetivioncs se observaron también en la region 3'UTR (1072 nb), en donde secuencias
de 49 nucledtidos se repiten ocho veces. Ademids se encontraron dos sefiales de
poliadenilacion y la cola de poliA" (Malt y cols., 1999), 12 marco de lectura de 5,166 n
gue codifica para una proteina de 1,721 aminodeidos, presenta un péptido sefial de 15
residuns seguido por el terminal amino, el cuwal realirma tos datos obtenidos con Ia
protefna madura.

La secuencia del terminal amine de fa VHDL-CP, es muy sinilar a las CP's de
olros crustaceos, al fibrindgens de b tangosta y a ta VDL del cangrejo de arena, La
secuencia completa deducida tiene similitud con fay vitelogeninas de insectos, aungue la
similitud es baja, hay algunas caracteristivas similares como ¢l sitio de procesamiento
profeolitico RXRR presente on vitelogeninas v agi como fas cistednas presentes en ef
termiinal carboxito que timbién estdn presentes en fa CP Jas cuales presentan similitud

con el dominio I del factor von Willebrand en mamiferos (Hall y cols., 1999),

CP de £ monodon. En Pomonodon {GenBank AFOS9EG7), 1o secuencia del cIONA es de

6124 pb, meduyendo 502 ph de la regidn STUTR, donde se cncontraron reglones
repetidas (CCACCACC, CTTCTTCCTY y un marco de lectura abierto de 5010 pb y una
region 3JUTR de 612 pby en esta region se encontraron dos sitios de polisdenilacidn
(AATAAA) v secuencias repelidas (AATAT, ATTTCTT, TTTCTGY. La proteina
deducida es de 1670 aminodcidos vy posce un péptido sefial de 14 residuos, La
autenticidad de la secuencia del ¢DNA fue confirmada por lag secuencias aminoacidicas

de Tos diferentes fragmentos obtenidos de ta hidrolisis con CNBr y con da digestion
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proteolitica de la proteina de congulactdn purificada (Yeh v cols,, 19993, Ista seouencia
presentd una similitud del 36% con la proteina deducida de P fendusenduy Oall v cols,,
1R99) v destaca Ja similitud que estas dos secuencigs presentaron al ser compivadas con
fa secuencia de vilelogeninas de insectos, la apolipoprotelna By el factor de la

coagulaeitn von Willebrand de mamiferos (Yeh y cols,, 1999}

A diferencia de otros miembros de da fanuhia de las vitelopeninas, las
caracteristicas estructurales mas importantes de Ia proteing deducida del camardn son;
un dommio e en Lys, cineo repeticiones de I secuencia Ser-Lys-Thr-Ser v otra repiin
riea en Ser/Thr y una regidn rica en Gln y upa repion poliglutamina en el extremo del
terminal carboxilo de QQQAQQUQQQQVQGTQ. Exceptiando esta tltima region, tas
domis caracteristicas se conservan en la CP de Tangosting, pero Ja de langosting posee
menos SKTS pero mas repeficiones de la secuencia TKTTG que ta de camardn (Halt y

cols., 1999, Yeh y cols,, 1999).



ORBIETIVOS

Objetivo General

Caracterizar ef cDNA de la MDL-BOBE de camardn blanco Penaeus vannamel y

evualuar su expresion

Obietivos Particulares

o Adslary purificar ef ¢lon de ¢cDNA de la HDL-BOBE de camardn.

¢  Obtener fa secuencia nucleotidica del cDNA y de aminodeidos deductda completa
»  Determinar e tamafio del mRBNA v evaluar Ta expresion en diferentes tegidos.

«  Mapear lag regiones 37y 3 del cDNA.

i



MATERIALES ¥ METODOR

Tales v eactivos

Los reactivos v omateriales wlilizados pars esta investigacion Qeron de alu
calidad, prade biologin molecular, Dibres de vibonueleasas, deoxivibonucleasas
pivdpenos, esterilizades por autoelave de acuerdo a fas necesidades, Bl agua utilizada fue

aradeo destilada, bidestiiada y Mills Q) (18€2).

Animales

B este trabajo se utilizaron cimarenes P vemnamed juveniles (10-12 g de paso)
yoadullos (15 a 18 o de peso), los cuales se mantuyicran en un acuario experimental del
CIBNOR, Guaymas y del FTESM caopuy Guiymias bajo condiciones conproladas (24
47C, salinidad de 36 partes por oul) hasta que foeron transportados o CTAL v se

utilizaron para estracr ke hemolinfa y diseetar los tejidas parn Jos difcrentes auiligis,

Para determamgr Ta secuencia de aminodcidos de Lo reglon amimo teennnal e la
HIDL-BGEP, Tn proteing puntlicada se separd por o electoforesis en geles de
polinerilandda del 7.5% en condiciones desnaturalizantes v reductorns vy e ansforida
a membrana de Immobilon 1P, La membrana se 1id con azul de Coomassie al 0.1%, se
Livd exhaustivimente con agia destiladi v (ue sometida o depradacion de Edman como
se deseribe en (Ruiz-Verdugo y cols, 1997 Yepie-Plascencin vy cols., T998) enoan
secoenchpdor  Applied  Bilosystem Protein Sequencer 477A  do o Pivigion  de
Blotecnoloels de Ta Universidad de Avizona. Para determingar T secuenein de péptidos

Dilerios, la proteing seosometid o digestidn con tipsinn Jos péptides resuliantes s¢



analizaron por espectrototomeltria de masas  (MALEL TOF MEY desarollads enoun
aparato Perseptive Biosystems Voyager-BE STR (Hurviod Microchemistry Favility,

Cimbridge, MA USAY v se someticron tambien a degradacion de Fdman.

Basados  en 1o secuencia  de a;munodcidos  del amine  ternmina
(DAGRASLAGNENSLRY v dos  sccuenchis  inlermasg UDINLADINP TSy
SDGFETLEGNIEAK) de la HDL-BGEP, se diseharon aliconucledtidos (primers)
degenerados correspondientes o log aminodctdos setalados on cursivias vy negritas:
SGCCOGCTCOACUONCARGCRYSIVTIOCNGONAAYTTYAA 37 (HIDLNTA),
GTTTIATRTONGCIATRTTIATRTC 3 (M5 A ¥
JAGOUYTCIATRTINCCOYTONARIGTYTCR (HDLOAY que Tueron

sintetbzados por Siema-Genosys (The Woodlands, TR, USA), ademas se les adiciond
umit extension de 10 bases 1a cual inchive el sitio de cone para la enzinmn Yo ]
(subrayado) v un st estabilizador para Ty ez al inicio del primer (4 bases) v fucron
utibzados on dos combinaciones HDLNTS-HDLIA v HDELNTS-HILOA,

Para by amplificacion se atlizg eBNA de hepatopancreas de canidn blanco v
bineo de genes de cDNA de hepatopinereas de canurdn blanco como DNA templido
(st obtencidon se deseribe detalladmmente en o pag. 303 ¥ un programa de PR poco
astringente, que consistio en 3 min o 94°C, T mina 55°C, 3 min a 72°C por un ciclo; 3
i a 94°C T min a 4270, 3 min a 72°C por an ciclo, 3 min 94N 1 min $2°C, 3 wmin
T2'C por 33 ciclos v finalmente una extenston de 1O min o 72'C y 4°C por tienmpo
indelinido, La PCR se hizo on un termociclador Perkin Elmer 480 (Perkin Elmer Corp,,
Novwalk CT, USAY siguiendo las condiciones deseritas on la Talla §

Los productes de PCR fueron separados por clectroforests en geles de apgarosa al
Py se clonaron inmediatamente en el vector pCR 20T TOPOSTA de 3.9 Kb (Invitrogen,
Curlsbad, CAL USA)Y stpuiendo Jas vecomendaciones del proveedor: se atilizaron 4 pl. de
la eenecion de PCR, T pd, de sotueion salima (MaCH L2 Moy MaCl 0,00 M) v 1ol de

PUICZT TOPO-TA (10 ne/pl). Basta ceaceidn se ineudsd a tamperatura ambicnte (25°)



por 30 ming Se wmaron 2 plode st reaceidn v se realizd b ansfomacion guimica on
30 b de eélulas One Shot™ TOP 10 B £ cofi campetentes (las cunles se descongelaron
i hieto) yose mezelaron suavemente con Jog dedos, Se incubsaron en bicks 30 min, se los
dig un chogue térmico de 30 s en bato de agua a 42°C sin agitr v se anslivieron
medintamente a hielo poar o menos 2 min, se les adiciond 250 . de medio SOUC
(triptona 2%, extracto de levadura O0.8%, NaCT 10 mb, KO 208 md, MeCly 10 ni,
NSO, 10 mM, ghucosa 200 mM ). Brespués se ineabaron homzontalmente cooun agitidor
Lah-Ling 3527 (Lab-line, Mehose Park, 15, USA) & 250 pmopor 1 hoa 37°C, sc

colocaron 130, 100 v 30 1. en placas Pewd con medio L3 con 100 ay/ml, de ampiciling

yue fneubaron a 377C hasta el dia siguiente,

Tabia 1. Condiciones para as reacciones de amplificacion por PCR, ulilizamdo

Reactivo Cantidad Concemtyacion Final

TGN POR Buffer 4+ Mgtll, 5l X"

PO mb dNTP s 5l I A [n‘h‘.:m.i‘lazl)“‘
g PINA Polimerasa (5 U/ull) 0.4 1. 2

LINA templadn® 4 .

cDMNA de Hep, de O beo 2 pl -

Primer HIDL-NTS 2.5 M At 1) el 0.5 1M

Privser HIDLSA-HDLOA 28 g W14 ), 0.5 1M

H,0 Ajustar Vol, Final

EIO M, KOTS0 mM, Myl 15 md, pll 833,

e (dATY 0,25 i, dTTE Q25 mM, dOCTE 025 mid v JGTE .25 mM),
" Ciepotecy de eDINA de Hepatopdocrens Tirmlo L1 s 0% aljid .
Ao boadimente 200 g de e A,

e Primer Benrdido y U Prepmer Antisenticdo,
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Las coloning oblenidas seocontaron v se caleuld Ja eficienciy de transformagion
denndo come plismido contrat 10 ng de ptJCTS (Sambrook v cals, 1989, Lag colonias
blancas {(potenciales recombinantes) se moculbaron en medio lguide L3 con ampieiling y
fucton incubadas a 37°C toda 1a noche y se extrajo el DNA plasmidico por ol métndo de
lisis alealina (Sambrook y cols., 1989) v tos recombinantes potenciales se digiricron con
enzimag de restriceion Eee BRI Bam By Pse) parac determingr el iamano det imserto, Los
productos oblenidos se llamaron pPvBDLT vy pPeHDLZ {de Tus combinaciones
HDLNTA-BDLEA v HDLNTA-HDLGA respectivimente) y se envinran a secucniay al
Laboratory of Molecular Systematic Evolution (LMSE) de by Universidul de Artzona;
pard esle andlisis se atilizaron muestras de DNA de dobie cadena on una concentraciin
do 0.2 pedpl v se analizaron en un equipo automatico 2 AR 337 secucnciindose con fos

primers universales T3 y 17,

Ehtsqueda en ln Genotecs de cINA de Hepatopianereas de 2 vanienne!

Seconstruyd una genoleck de oDNA de hepatopdnereas (ZAP Express clINA
Synthesis it Steatogene, La Jolla, CA) da cual presento on titnle de 41 x T uipdpl.
(unidades formadores de placis de lisig) y se vealizd o hisgueds primana uilizandn uy
fragmento de HDL-BOBY proximadamente 20 WD), ef cond se genend del clon
pPYHILD por digestidn con el Ty fue puriticado por GeneClean 11 (BIOTOT, La
Jolls, CAY, ste fragmento seomared yiilizando ING-AUTP v ool sistena PIG-labeled
(Bochringer-Mannheim-Roche, Indianapolis, IN), se determind o eficiencia del mareaje

y In sonda se atitizd para el sereening de 250,000 ulp de Ta genoteea.

Se atilizaron membranas Hybond A™ {Amersham Parmacia Biolech, Soecia) y se
cortaron Tos diseos del tmano de ng placas Patri 150 < 15 pim, Tis cuales se cotocaron
sobro Tus placas y &¢ nsfind of DINA por eapilaridiad por 200 min, s¢ mared con 1inta
china I orientacion de lus membranas y so procedsd o desoaturalizarias con ung solucion

de 15 M ONaCH y .5 M ONatH por 2 min a temperatura ambients, ¢ neutralizaron con



wat solucian de 13 M NaChy 0,5 M de ris-HOT (i 8.0 por 3 min a lemperatura
ambiente, fnalmente se equillraron en una solueidn de 02 M Tris-HCT (pH 7.8) v 2N
S5C por un tiempo no mayor a 30 s Las membranas se colocaron sobre un papel oo
para retivar el exceso de Hguido y se fes did dos veees of trtamienty entreeruzader en ¢l

1% Gene Linker"™ DV Chambaer (IRIORAL) CF, 30 500 130 mlk

Hevd o cabo upa prehibridizacion o o8°C por 30 min en solucidn de
hibridizacion estandar (3% SSC, 0.1% N-laurylsarcosing, 0,02% S8, V4 soloerdn de
blaquen (Bochringer-Manvheim-Roche, Indtanapolis, IN)Y tomando on constderacidn 10
Ml de solucion por cadi membromt (50wl pare 5 membesoag) v las hibndizaciones se
Hevaron a cabo toda la noche (16 ) a 63°C en solucidn de hibridizacion estdndar
futilizando Jos mismos volimenes que en la prehibridizacion) v se fe adicions Iz sonda
mareada, atilizandn 1,39 0y de sonda/ mk de soluerdn de hibridizacisn, Las mombranss
so Javaran dos veces con 2N SSC, O0% SDS a temperatura ambieme por 3 mn v dos
veees cont 0,0 XSSOy O, 1% 818 0 687C por 15 min en agitacion,

Las membranss se enjuagaron brevemente con buffer de lavade (0.1 M deido
maleieo, 045 M NaCl, pld 7.8 y 0.3% Tween 200 (v/v)) posteriormente se ineubaron
con sofucion de blogqueo 1X por 2D, después de esto s incubaron con el antivuerywy
conjugadn  Anti-DIG-AP - {Boehringer-Mannheim-Roche,  Todianapolis, 1N) en ana
conecntracion de 150 mtiml en selacidn de Mogueo par 2 Iy se realizaron dos favidos
con buffer de favado, Las membranas se equilibraron por 5 min con bufler de detegeion
(0.0 M Tris-HOE 0.0 M Nach, 50 mM MpCly, pH 9.5 y se colocaron en una solucidn de
deteecion recién preparada con bulfer de deteccion y los substratos ad de tetrazolinds.
bromo-d-clore-3  indotlfvsfo (NBT/BCIP, por sus siglas en woglds), coande se
phservaron zobas de colovacivn azul morade se detuve la reaceidn de o foslansa

aleating sumergiendo las membpranss en agua destilada limpia,

Soreadizaron dos sereening mas (secundario v rerciariod hasta purificar o

hanogeneidad los positivos potenciales, Los fgemidos se obtuvieron por excision i
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vive slilzando un fage ol ¢ FxAssist Helper Bhage, Shratagene) con by ¢epa de /2
cofi SOLR (Sratagenc), posteriommente se abtuve ¢l DNA plasmidico de estos elones y
secsectencipron wlilizando Las Gcihdades del LMSE de ta Universidad de Arzona, como
e describio anteriormente; de esta bisqueds se obtuve un clon de aprosomadamente de

4.5 Kb, el cual se Hland pPyHIDDL

Las secunncins oblentdas de los clones pPyvIHDLY, pPyHDLZ v pPvBHIELA se
anilizaron y una vez que se depuraron y s alinearon eoire si, sirvieron como molde parn
digehar nuevos primers, siguiendo uba estrategia Hamada Primer Walking, Lstos primers
se disedaron en base o lag seeuencias parcipdes v fueron evaluadas con el progras Oligo

aleonlyexe) v

=i o

Caleulator de To compaiia Genosys

AR R NIV PRI RAS

considerando las carpeteristicas de longitud, Tm (lemperatury de fusion), formacion de
por PCR s productos intermos del ¢DNA de HDL-BGBP de camaedn se ulilizd un
programa Hamado HIDL gue consiste en 3 min a 24°C, 1 min 2 60°C, 3 mina 72°C por
an eielos 3 min a 94°C 1 min a 82°C, 3 min a 72°C por un cicley, 3 min 0 1 min
55°C, 3 min 72'C por 30 ciclos y fnalmente una extension de 10 min a 727C y 4°C par
Hempo indefinido, y estas amplificaciones se Hevaron a cabo enoun termociclador PTC-
200 PDNA Engine (M3 Research, MA, LISA). Los Dagmentos Tueron punficadas por
columnas de Qiagen (IAGEN, CA, USA) v secucnciados direclamente con kg

especi ficaciones pard productos de PCR de doble cadens,

La estrategis de subelonacion se ulilizd pava obtoner tas regiones del cIXNA
Mltantes v ensmnblar lag secuencias obienidas de Jos 0.3 Ky esta subclonacion se Hevd
i cabo utitizando of clon pPyHIDLI, ef eual Toe utilizado como malde pavi amplificar por
PCR un Dagmento de 4.5 Kb outilizando  los primers especifieos HEL) Py
HDLAAMIBus (5 COT TGO TUA GAA TOA AAT CAC Ty 5710 AT CTE TG
AAG TCT TCG 3, respectivamente) v po tener Ja interfereneia ded vector, este produocto
fe digerido con las enzimas SeoR 1 Xho | Hind W Saf 1 (Gibeo BRL) y se analiziaron

los productos de dizestion en gel de agarosa al 1%, Las reacciones de digestion se
b Dy [ !



purificaron por columnas de Qiagen y s eluyeron con 30 ul de Tris-HOT 10 mid, pH
8.5, 8¢ evapord ol volinen a e mitud y se vealizo madicidn de A colgante: 15 pll de o
digestidn (purificada), Ul de Bufler PCR TN (Treis-HCD 100 s, Mgl T30 M,
KO SO0 mM, pH 830 1 pd de dATE 225 ub oy 1 s de BINA polimerasa recombimante
producida en el laboratorio (k7g), s¢ ineubd esta reaccidn a 70°C por 20 min y se

calowd e nelo,

Para Ia iaesdn seoutibizd 10 plode By reaceidn anterior, 3 . de BadTer heasa 2X
CTris- 1T 00 mM, pH 708, MyCly 20 mM, DT 20 mh, ATP DM, PECG 0%, b ol
{30 ) el veetor p(f}lﬂif\l T !Ff:.n.ay Sj,s'xaln:rl11 Pele 2015 Kb (Peomega, Maidison, W USA)Y,
20 Se prepavaron eélulas DH3 00 quimicamente comperentes {Yc&pi2.‘--!"I;it:;ccm:'.in (1.
20000y se mantuyvieron a4 -80"C eo stocks de glicerol hasty suouso. Una vez que
wanseurriad el tempo de Hgacion, las alicuetas de las céluls se descongelaron en hielo y
se UL lzaron parst s foroar s productos de i Higacidn stilizando 210 pl de edlutas a
ls que se des adiciomd of DNA Tigado y se mantuvicron en ticlo por 60 min. se les dio
n shock termico de 2 min a 42°C, se colocaron en higlo al menos 2 min y se les
adigionaron 800 pk de medio SOC (Uiptona 2%, extracto de Jovadura 0,5%, NaCl 1)
mM, KCT 2.8 mM, MpOl,, MeSOq, elucosa 20 mM) y se incubiron con aghiacion (250
Fpmdaind s 37°C por 60 min. Se colocaran 4000y 600 pl, de cada reaceidn en placys 113
con OO g/ ml de ampiciling v 40 pu/ml de XGAL (3-bromo-d-clora-3-tndall-[3-12
palactdsido) y 100 mM de PTG (sopropil-B-D-togalactisido) v se ineubaron a 37°C en
estufit durante toda 1 noche. Se anabizaron tas colonias posstivas vy se realizd a
extraceion del DNA plasmidico por el método slealing {Yepia-Plascencia, 2000,
Birnbotn vy Dully, 1979 Bimboin, 1983, Sambroek y cols,, T8 pard arslizarse on
cleptroforests on poles do sgaresa y seouenchirse.,

Con el o de oblener el extrenio 57 del ¢BNA de s HDL-BGBEE se utilizd Ja

mformacian depositada en el GenBank para un EST (Gliguety de secueneia expresada} de



camntrdn blaneo similar a la BOBI de P20 denivsenloy (PP 352 L9929 Penacis
(Litopenseds) vernoamel cIINA similar o 1 3-Beta-D2-Clocan-Binding Protein, mRNA
dBEST 6347782, GenlBank BFO2409T v GenBank @i TIO3R221Y et cual corresponde o la
repidn del extremuo faltante y se diseharon dos primors espeei fieos sentido HILSUTRa
HIDLSUTRE (57 TAT GOA AAC AGA TOT GUA AU AG 3Ty 57 GAL ATT GAT
AAC AGA GAG GAG C 37, respectivamente) v ose ulidizd el primer especifico
HDLAMinus (37 COA GTA AGA GUC AAG ATCTC 37, con los caales se wmplhilicd
PIINA (600 ny de RNA wal, es decir, 30 ng equivalentes de Poli A sintotizados o
clINAY v senateca de ¢DNA de hepatopiancreas (2 ply con las combinaciones

HDL AL

PCR v ool programa bisico anteriormiente descritos. Lo productos oblenidos se
analizaron electraforébommente en geles de agarosa al 1%, sopuorilicaron con columnas

de Qiagen para prodoctos de PCR y se secucenctaron en ta Dniversidad e Arizona,

Anilisis de Secuenciade Nueledtidos v Peducidn de A

Vg ver que se obluvieron las secuenciag nueleotidicas, seexamimaron  par
depurar Iy secuencia que pertencee al veetor de elomacion y inicamente se trabajd con la
repidn que pertencee al inserto, Ya depurada, se procedio a busear la identidad con s
secucieias veportadas en bis diferentes bases de datos v se wilizaron las factlidades de
mternel  delf  sitio NCBL (National - Center for Biotechnofogy  Information

(hugosdawavae nebi i ooly/blast) y BLAST (Altschul y cols,, 1990), on esle programa se

wuede analizar fa sceuencin de interés (Query) contiay las seenencias depositadas en
GenBank (Subjeet). Ademads se atitizwon tos programas DNASIS v 2.5 (Hitachi
Software Hngineering Amertea, Ltd, Alameda CA, USA) BIOEDPT (Hall, 199w},
Clustal X U8 (Higuing, 1992), LaserCane-DDNASTAR (Dnastar, MO, WE USA)

Para by caractertzacion de o sceuencia deducida de aomnodedos de Ty HIDL-

BCGRP se realizd wan andlisis biomlormdtico utthzando diferentes sitios en INTERNET,



20

eomo el sitio (hitpeaexpasy.orgiools/protparam.hinn) - para oblenar aimero  de
aminedeidos, masa molecalin, ply composicidn de aminodcidos, prediceion del péprido

el (hitp; wwswestepe-gr/synaplic/sisnfind.honl), presencia de sitios de glicosilacion,

fslirlacian, indice hidropatico, parfil highroyntice
(httpAfiomformatics weiznnnn ae ildnad-binfemp 2 prots.pl), urdlivags do
hidrofobicidad, hea (hiyydiwaway lmep jussied, f7-soyer/www-hevhica-seg. i,

Ll psitormy, bunly,

prediccion de Ia estruetura secandaria PSIPIRED Qmpsonse bisin)

cstos analisis ambian e Hevaron o cabo con ln secuencin de BGEE de 2 fenius ety
(Cereniug v eols, 1994) con el lin de comparar 51 el comportimmento teoren de st

proteina cra similar con la de camaron,

Northern v BINA Blos

ELRNA tolal de hepatopitnereas, misculs, pleapodos v branguias de camardn
Blanea se aisld utitizands Trizol (solucidn monofisica de fenol o isoliocianato de
ptaniding Chibeo, BREL Life Technologist, Gaithersburg MDY, LISA) fa cual o una
modilicaeion de las téenicas clagicas veportadas por (Chirwing v oeods, 1979
Chomezynsky v Sacehi, T987) v de un solo orgmiismo de 15 »ose disectaron Jos wejidos
hepatopancreas (1,13 2y, musculo(h 15 @), pledpodos vy branguias (0.24 2) whitizando
jeras v phizas estériles, Los tejidos se cologaron punmediatamente en 1.5 mb de Trizol
en w tabo Cdeon 2059 (14 il de capacidad) v se hamogenizaron en cama de hiclo con
ol homosenizador autontitico Pelidn PEMRI 2100 (Kinematica AG, Suizg), s
homogencizaron g 19,000 mpm por 1 omin y se ineabaron por 5 min a lemperatyr
ambiente {13°C-30°C) con el fin de permitiv Ia digociacion completa de grasa,
polisaciridos v material extracetular, Be adiciond 200 pl. de cloreforme v se agitaron
con vortex por 13 s v se dejaron reposar a temperaturs ambiente por > min, después se
centrifugaron 3 12,000 & g por 15 min a 4°C, se recuperd el sobrenadimte y se colocd en
tlos fimpios a los que se Tes ndiciond 500 k. de isopropanal, seincubaron las muestyas

a temperatura mnbiente por 15 min y se centrifugaron a 1200005 g por 15 min a 4°C,



precipitado se lave con T mb de etanol al 73% vy se mozeld rdpidamente en el vortex para
centrifugarse a 7,500 & g por & min a 4°C B pellet se seed al vacio en o) Speed Vac
(ONA Speed Vae, SAVANT AES2010, Hollrook MY, LAY, con ealor bajo por 10 min
yoel pellet se oresuspendid con agua tratadas con DEPC v ose obluvicron  [as
comeenitaciones por absorbancia a4 200y a 280 am oasando up espectiofotdmetro
Fambda 3o 20 (Perkin Elmer, Morwalk, C7, USA),

acinbegridid de Tag mnestras de RNA total de tos diforentes twejidos fue evaloada
por clectrotoresis on geles de agarosa ad 19 con formaldehido (1 M) (Yepiz-Plaseencia,
2000; Sambrook y cols, T9SH en bulfer MOPS X (MOPS 0.02 M, acetito de sodio 3
mM, ERDTA T mM, pH 7.0 preporado en agua DEPC) v ose depd reposar 1 0 antes de
usarlo. Lag muestras se descongelaon en hielo v se les adweiond wms volinmen feaal de
bulTer carge pura RNA (078 ml de Tormamida desionizada, 015 mlL de MOPS 10 X,
0.24 mb de formaldehido, U1 mb. de agua DEPC, 00 b de ghcerol, 0.08 miL de eyl
de bromaofenol al TO%) se calemaron las mucstras a 75°C por 20 min en bato de agua v
ge calocaron e biele al menos dos minwios, Después se fes adiciond 0.5 plde bromure
de etfdio T ug/mb v se corgaron fas muestras encel el al que provianiente se lavivon los
pozos con el bulfer de comida, ta clectroforests se Hevd o cabo o 30 volls constantes

hasts que ta migracidn det azut de bromolenet Hegd a 95 partes del el

Vointe pg de BNA ol de hepatopincreas se analizaron en uel de aparos
desnaturalizante con M de formaldebido (Fourney v cols, T988) v fue transforido o
membranas de nylon (Seguenase hnages, Unites States Fiochemioal CORP, Clevebd
OHY mediante vacio (VacuCGene XL, Amershani-Pharmacia-Bloteeh, Suecia) siguiendo
fas tnstrucciones del proveedor y se 16 por tatmniento con UV {302 nn) por 5 min,
como estitndnr de RNA se outilizd RNA Tadder (Gibeo BELY. ED dot blot de RNA se
prepard utilizando 4 pg de RNA tolal de hepatopinereas, musculo, pledpodos y
branguiss. Para marcar las sondas s amplilied por PCRO un fragmento de
aproximadamente 700 pb wtilizando 1os primers HDLPPLOs-HDL2minus (1270-1995 1)

y los primers HDLSUTRa-HDESMInus (1-885 nt, descritos on pig. 243, s purilicaron



whilizando Tas columnas de QLAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Valenela CA
LSAY Se utilizaron 25 ny de estos productos v ose marcaen por Random Prmer
Labeling System (Gibeo, BRL) atihzando I‘c‘x.--"” P ACTP (Amersham-Pharmacia-Bialech,
Sweeden), Como control de gen constitutivo ge wilizo ¢f producto amplificade por PCR

de T proteivg vibosomal L21 de 524 phy ¢ 608 proteing nbosomal 1,21, GF 5888

CAG O3 Iy LATAS (57 AGA GCO AGG COA GOA TGO AGE 3T,

Para tos marcajes de las somdas se utthizaron 2 ple de Tos primers HIETPlos,
HDLIMinug, HDLSUTRa y HODLAMings (23 ph) g Las sondag de HIDL v 25 pl, de
L2105y L2TAS (20 pM) para L sonda de B21, 2 ol de dATP O3 M, 2 gl de d0TP 005
mhd, 2 pd dTTP 0.5 mM, 5l del l.(';r."-i‘?])] JCTP con i actividad de T mCimmal, 15
ple de random primers (.00 260 nm T3 Udmbs ey FEPES .07 M, Tris-HOT 017 M,
MpCLy 17 mM, Zavercaptoeting) 33 mM, BSA 133 mg/mb, pi 830 25 plode DNA
(25 wg de los productes de PCR amplificado con primers de ML desnaturalizados
previamente por calor g 100°C por 5 min, 1 ul de Klenow (Fragmente Blenow de la
PINA polimerasa) 2 U/ud, (Boehringer Munhemn, Indianapotis, TN LISA), agua pars
ajustar un volumen e 30 ploy oscoincubd por 60 min a 23" o bapo de sgus,
Transeurrida el tempo se pard Ja reaccidn con solucion stop, EL DNA marcado se
precipitd con ctanol absoluto y se lavd el pellet dos veees con etanol al 70%, se secd con
vagio y se resuspendio en 50wl de agua esteril, Seotomd T pads dwe cada ana de Tas sondas
yose aplicd en Glros Whitman OF/A (VWR), se adiciond 5 mi, de liguide de centelleo v
se tomaron las lecturas en el contador de centelleo (B Analyzer, v 31 A, 1988

Beckman Instuments),

La membrana de RNA se prehibridizd por 1 ha 653°C enouna solucion 3N §5¢C
(20X 8SC stock (3 M NaCh 0.3 M oeieats de sodio dibidmlado pH 7.0)), 3X soluciin de
Denhardt (100X solucidn de Denhardt: G99 (p/v) albiming deseers bovita, 2% (p/v)

Fieoll y 2% polivinipiralidona), O.0% 5105 v 100 pgimb de IDNA de esperma e
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arengue, Parn ln hibridizacion se atilizaron las sondas de ML v L2110 marcadas
rivdionetivamente recien desnatiralizadas y se hivridizgron Tas membranas por 24 h a
65'C. Las membranas se Lavaron con 2X SSC. 0N SDS por 15 min o temperatura

ambiente, 2X 85C, 0.5% SDS por 15 min a GO, DN SSC, O ST por 30 nin o

HOPCy OUIX SSC, 0% 508 por 1 hoa 68°C L Se colocaron las membranas sobre papel
filtro para retivar el exceso de liguido, se fes envolvid en plistico auloadberente v se
expusicron g peliculs BIOMAX  films  (Kodak)  atilizands un cassetle con

intensieadores (Cronex Eighining Plas T, Pupont, USA)Y a =807,

Aabisis de Expreston del mRNA ¢

(RI-PCI

Seoulilizaran 20 py o de RNA o) Gyrosinudieente 1 opg de mRNA) de
hepatopdncreas, homochos, musewo, pledpodos vy hrmguins de camardn blanco, Tos
cusles Tueron aislados como s deseribe antertormente solo gqoe on este caso s aisld
tarnbién RINA tolal de hemocitos ¢l cual se obtuvo de 5 organismos (15 g) o los coales se
les extrajo 1o hemolinf usando aproximadamente boml de hemolinla por 2 partes de
anticongubante STCEDTA (NaCH 430 mM, KO 1O mM, HEPES 1O mM, EDTA-Na 10
mM, pH 7.3, en agua tratada con DEPC sl 0.5%) seein Ja tdenica desenta por (Vargas-
Albores y cols,, 1993) v se colocd la hemaolinfa en tubos de ensays de vidria libres de
RNasas y pirdgenos, secentrifigaron 2 8008 g pur 10 min a 4"C, se recuperd el paguere
celuliar y se Tavd con 300 ph de solucidn SIC-EDTA v se contrifugaron de mievo por §
i,

Ui ver lvados se homogenizaron con Lmlb de Trizol v se obtuve ol —RINA ozl
siguiendo el protocoly para Ly extraceion de RNA en otroy tefidos (ver seccion Narthermn
y RNA Blot), BF RNA tolal de los diferentes tejidus (e vratpde con DNase b (Gibew
PBRL, b Ui de RNA)Y siguiendo Jas indicactones de CLONTECH (Palo Alio, CA,

LSAY T omp/ml de RNA wad (aproximadamente 30 nyg de Poli A se Hevd o oun



valumen de 25 plo con agua iada con DEPC v se fe adiciond an volumen iguad de la

psteriby bl de BNasa b hbre de RNasy (8 UAub) v oseoimeubd 30 minoa 37°C0 Dospiids
de la incubacion, se le adicionaron 2,5 phode EDTA 0.2 M v 2 pl de acetato da sodio 3
M, phHo 52 pua defener o repecidn, se le agregd un volumen dgual de
lenolelorolormonteohe) fsoamilice (232473 se aeitd on vortes ¥ se centrilgd
F2,000 % g opor 10 min, separando fa fase acuosa o ta coal seo e adiciond 1710 del

volumen daacetato de sodio 3 M, pH 5.2y 208 veees el volimen de elane! absoluso,

y se desechd Ta fase acuosa, el peliet se Iavd dos veces con 200 . de cranol al 80% v se
seed en calor medio por 1O min en ¢ SpeedVac, EERNA fibre de DNA conlaminapie se
unilizd pava sintetizar of cDNA sigwiondo las indicaciones del fabricame (Giheo BRL).
BT RINA 1otal se vesuspendid en 23 . de 10 DEPC y se be adiciond 4 ul, de Oligo d'T
SO N (Perkin Emer) v 1 ul de HaO DEPC (volumen final 30 plly v se incubaron o
7UUC poe 10 min, posteriormente se colocaron en hiclo al menos 2 min, A esta reaceion
se te adictonaron 2 pl de SuperSeript 30 G200 U7pla, 10 pb de 53X Boller de primers
cadena G150 mM Fris-HCT pH 8.3, 375 mh KCL ES mdM MpCla, 8 o DTT 000 M, 2
PLAANTP s 1O mM oy |k die L0 DEPC v se incubaron a 427C por 530 min (volunien
firal 50 pl). Se adicionaron 2 . de RNasa (10 mg/mb) y se incubd a 37°C por 20 min,
EF eDNA se ponficd utlizando 172 del volumen final de acetaty de amonio 10 M y 2
volimenes de elanol absohulo, se precipitd el DNA a -20°C por 2 0y se contrifugd o 12,
D00 x g por 30 min, se realizaron dos lsvados con etanal al 70% y 50 secd con vacio, Bl
CIONA se resuspendid en 23 pll (20 pg equivilentes de mINA sintetizado a eDNAMLLY.
Los cDNA de fos diferentes tefidos se utilizaron par hacer las amplificaciones
utihzando ef programa HDL ameriommente deserilo v log primers espegilicos de HIDL-
BOGRP HIDLOPTus-HDLIIMinug (57 TCA ATA TGG AAA TGA GCA TG 37 v &

OOA AGE TGT AAT CCA CAT O 3 respectivamented, los cuales weneran un



fragmento de 730 pho Ademis se utilizaron come control de gen constitutivo primers
eapeciiicos de pcting-R (CenBank AF300705) sentido (85) 3 TAC CTG ATG AAG ATC
CTGOAC 30y antisentido (AS) 37 TAG AAG CAC TTC OTG TUA AL 3 {Acis-
ACtAS), Tox cuades tueron disenados por el M.C Artw Sanchoz, CIBNOR, La Pag,
BOS v producen un agmento de 504 pb. En esta amplificiaeidn se ulilizd también los
RMA CRTY de cada une de dos tejidos para catejar con f amplilicacion det ¢DNA v
descartar aulguier producto de contammacion residual de DNA gendmico on ¢l matesinl
injctal, Los productos de amplifieacion se analizaron por clecirolvresis oo pebes de
agarosa ab 1 %, v se olifczd ef sistema EDAS (Eastnian Kodak Company, Rochester, MY,
USA) para cstimar Ia iniensidad de Tas bandas y realizar un wadlists semicuamitalive de

bas Dandas amplificadas,

xtension del Pricoer 37 (Primoer Extension)

Para identificar el tamade oxacto del mensage de o HDL-BOBRP se empled ia
téenica Hamada Primer Lxtension (Sambrook y cols,, 1989 Se ulilizinran 3 primers
antisentido de Ta HRL-BORP corespondientes o HI-RvO (133158 ), HDE-Rvt
(329550 uy y MIL-ReR20070-700 ot} v se ulilizaron mRINA (SO0 ned y RNA wtal (5 1)
de hepatopipercas, Se probaren oz 3 primers antisemido con mBNA v solo of HIXL-Rv2
con RMA total, Primeramente se efeciod el marcaje de los privvers con |"(f§--‘:"?l“f] ATP
{5,000 Cmmaol) en a reaccion: 1 pl. de primer antisentide 20 L4 i de SX bufler
atirasa (300 mM Tris-HCL pld 7.8, SGmM MeChL, VM ECH 5 gl de T polinucledtide
cingsa (1 Uy, 105 pk de agua, 3 ul, de |‘Eiv-'$;5'l"jt ATE QO mCiimmal), 37°C por | b, se
pard o resecidn con SO0 pb de TE oy ose procedid aoadicionar 800 pl de
fenoleloralormomleohol soamibico (25:24:1) y se meseld vigorosamente por vorlex 20
5o 8e centrifigd por 2 oun oo 12, Q00 x w, se sepid Do fage acuosn y se realiza ana
extracotdn con 800 pl. de cloroformomlcohaol isoamilica (24:1), se mesld por vortes v de

t

nueve se o osepard ln fase acoosas be leoadicionaron de vaeve 8000 plh de



fenolelorolormealenliol fsoamidico (25:34:0) v se ezl por vortex: 20 5, Se
centrilugd por 2 min i 12, 000 8 g, se separd i fse aouosa v s realizd una estraccion
con 800 pl. de elorelormomleohol sowmilico (241}, luego se mezdd por vorles v e
nueve se separd la fase acuosy,

Seagreparon a la fase acuosa, 35 pb de acetito de sodio 3 MA(pH 5.2 v T b de
etanod alisolalo y se agitaren en vortex y se preeipitd T hva -80°C, Seeblovo ¢f pellet por
centrifugacion a 12,000 5 g por 15 min o £°C. Se descartd ¢f sobrenadante radioactivo y
se lavd ed peller con etanal ol 70 %, se desechd of sobrenailante, se seed ol pellel al vacio
yose resuspendio en 500 pd, de TE Se tomd 1 pl y se coloed en Tiros Whatman GE/A
(VYWR) se adiviond 3 ml de liguido de centelleo y se tomaren tas lecturas en ol contador
doe centellen, En unmtcrotubo se mezclaron 2.5 plo de RNA G5 pg) 1O pl de mezel sde
ANTPR O mM, 10 ul de primer mveado (20 0dY v 805 gl de HL0 para lener un
volumen final de 10 pl. se calenid a 85°C por 3 min ¢ inmedialamente se colocd en
hiclo ol menos 1 omin, La reaccion se incubd o 55°C por 1 by st que aleanzd

fentamente la lemperatur ambienta (2570,

Se agregaron a fa reaccion 2 pl de TOX bulTer de vaseripeidn veversa (R, 200
mM Tris-HCT pH 8.4, 500 mM IKCT, 4 b de MpCly 25 mM, 2 e de DTT O My |l
de inhibidor de RNasa recombinante y se mezeld suavermente oo Jos dedes, se
centrifugd brevemente, Seineubd o 42°C por 2 min y se adiciond | ul. de Superscript 1

AN, s

(S0 LAY se incabd o 42°C por 60 min, se inactivd kenzima a 70°C por |
centrilugd brevemente v ose adicionaran |k de o nbonucleasas: RMNase H (2 Ui,
nvitrogen} y de RNase A (10 mg/nl, SIGMA) y s¢ incubd o reaccidn 4 37°C por 20
min poara chunar ol BRNA v Hovar & on volunmren de 200 pl. con TE y realizar una
extraceon con 2K pl de fenolcloroformoialeohol soamilico (25:34:1), s¢ mezxid por
vorfex 20 s, se contrilagd 5 min a femperalura ambiente, Lo fse acuosa lue colocada on

Wl mierolube buevo yose precipitd of ¢DNA con 30 pl de acetato de amonio TNy 700
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il de aleoho) absoluto al menas T ha -8O7CT Se coentrifugd o LZUO0 g por 13 i a
°C, se lavd dog veces con 400 pl de etamal al 70U v 5o seed oo el SpeedVac,

BE pellet seoresuspendié en 20 gl de buffer de carga con formanuda (95%
formarda, 20 M BRTA, 0.05% axul de bromofencl, O.05% xilene cianal FF,
Amersham Pharmacia Bioteeh, Sweeden) y seomantavieron en oguesdores de radiaeion
a =80 hasta suulidizacion. bas muaestras fueron analizadas en yeles de paliaerilamida
natives b 7.8% wlilizando TIE 05X CTBE TOX: Trivma Base 39 mM, doido bdrien 8%
My EDTA 2 mM, pH 8.3) come hafler de corrida (orecorridos tada [ noche a § mA).
Antes de cargar Tas muestras se ealentaron a 95"C por 8 min incloyvends [ KD Plug DNA
Ladder (Gibeo BRLY como estandar el cual seingluyd con tatamiento desnataradizante
con calor y st calentamiento, ademds de incluivse el estndar con bufler de carga 31
(0.25% azu! de bromotenol, 0.25%% sileno cianot FE y 30% gliceral onaghas (Sambroolk,
PORDY sin formantida,

L electroloresis se Hlovd w cabo por 1.5 hoa 335 mA hasta gue salid el calornle
apnt de bromatenol, e gel seoretied de T cdimara v se (3 por T min con deido acdéticn
slacial al 10% vy por 5 nin con deido acético glaciad al 1%, Sc retivd el deido vy se lavi
rapidaments con agua destiluda vy ose retivd conomavaga el carril con loy mareadores de
DINA pativos, fos cuales se tnoron con una seducidn de bromuro Jde etidio on agun
destilada (1 poimb) B ogel seosecd por 2 h a 65°C en un seeador de geles con vl
GHORAD) y se dejd aleanzar Tentamente fa temperatura ambiente, se expusa s pelicola
BIOMAN (Kaodak films) utilizando un casselle con intensilleadores a -80°C, Se reveld
alilizando reactivos KODAK una de las pelioulas a las 24 b ¢ inmedintmmente se coloed
otra pelicala, Ty cual se reveld a los 30 dias v da olra pelicula se revetd o los 00 ding de
exposicion. Las condiciones de vevelado Tueron las siguientes: revelado 10 min, livado

con agtit 30 s, ado 3 min y lavado 1O min con dos recambios de agua,
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IINA Cenonien v cliss

Con e finalidad de identifear fa existeneia de posibles imtrones en ¢l gen que
codilica para la proteing HDE-I3GRP, so realizd un exparimento comparative onte lis
amplificaciones espeeilicas vtilizando diferentes combinaciones de primers wtilizando
PNA gendmico obtenide de nisculo de camardn asi como RNA de camardn blanco
abtenido de hepmtopincreas ¥ utilizondn tambidn el clon de ¢DNA pVHIDLE, Las
veaceiones de amplificacion se Hevaron o eabo wtilizando la reaceon hase de POR
(deserita anteriormente) wiitizando solo 2 pl de genoteca, 06 v del plisnido pPyHIILS
y 100 g de DINA gendmico, Las combinaciones de primers y DMNA templade uulizadas

soomuestian on la Talsla 2

Los productos de amplificacion Tueron anatizados en geles de agaross al T.2% de
PS 15 ey, con el fin de comparay con la mayor resofucion pogible ¢l tamano de s

bandas smplilicadas con INA y IINA genomico,

Tabla 2, Combinacion de primers v tpe de templado atihzados on e bosgueda de
intrones en ¢l wene que codifica HDL-BGBP de camardn blanco, Tamano del Tragmento

esperado expresado en pares de basaes (pb) seglin T Tongitud ehtenida det cIXNA

Combinacion de primers Templado de DNA Tamaio fragments (ph)

HILAUTRa-HDLIM s Cenoteca 500
{1-806 nl)a DINA gendmico
HIDESUTRB-HDLIOMInus Cienotecn 1376
(2991675 01) b PNA gendmico
HDL P os-HD LT M inug plPvHIDELS [Eht
(1290-2778 m) e PINA gendmico
P3P Ts-HEL T 2M inus plvHINS 870
(23252195 nly d PNA pendmico
FIYLO Tus-HED LT AMinus Crenofeca 7
(3025-3755 n) ¢ DNA sendmico
HIDLEPTus-HDLTAmm Lienote 495
CRTO1-5200 0y PNA genomico
HDL B us-1 D4 A minus Cienotecd 1370
(442-5818 nl) o IDINA genomico




RESULTALROS Y DISCLISION

5

Clones de HIL-I3GEP en el Baneo de € SENA de Hepalopangreas

L

Con el fin de enconbiar los clones potenciales e HIDL-BORD se disenaron
primers especilieos a panie de tres secuencias de Ta proteina: una cortespondiente al
aming lerminal (DAGOASLAGNENSLR) v dos secoencias intermas (MMNLAIINPT S
SOCGFETLEGNTEAR) HDLNTY 5 QUL CUNCARGOTWSTY TIGONGUN
AA YTTYAY, HDESA 57GCCH SOGTETTATRYCNGCIATRTTIATR IO,
HDLGA 5'GOCK IGCYTCIATRTTNCCOY TONARMGTYTCR, Estos primers

gt

nfchlmente se disefaron mas sencillos, no se incluyd la base Inosina y ern menos
larges, sin embiargoe Jos resubados no fueron exilosos, por o que fue pecesario

rediseiinrios adiciondndoles las bases de anclaje de la enzima (GCOOY v el sido de la
evaima Mo TECTCOAG) v Ia extensian de bases gue provenisn de traduceidn roversa i
clertas regiones de los péptidos wmino terminal y dos internos de By proteing madara, Tos
cuales sesefalan en cursivas y negritas, B sitio de Yo bse inchuyd pensando en oblener

los fravmentos amplilicados por PCR, digerirlos con estp enzima, de igual forma digerir
- i e

el vector que seria utilizado para la clonacion y ligar log insertos con Ta Torma tradicional
de clonacidn, pero nalmente se optd por elonar en el vector TOPO comn se deseribid
ennateriales y métodos,

Se wilizaron dos combinaciones de primers HDENTS-HDLSA v HDLNTS.
HDLoA, fas reacciones de POR se Hevaron a cabo onoun fermecichador Perkin Blmer
480, En estas reaceiones se probaron dos templadog de DINA, ¢DNA de hepatopdnereas
y Lambién banco de genes de cDNA de hepitopdnerens en concentraciones ya descrlas
en o Tabla b Las repcctones seosometioron a andlisis cloctrolordlicns o geles de
agarosy al 1% para ver los productos amplificados, o L Py T ose observaron dos
bandas, una de ellas de aproximadomente 1.6 Ky (HDENTS-HDLIA) v una banda de
DA KD (HDINTS-HDLOA) Se observan otras bandas pero de menor intensidad, debido

g oque el programta utilizado es de baga astringencin (congiderando las Tm do Loy

15
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Fig 1. Apdlisis electroforético en gel de agarosa al 1% de tos productos de amplificacion
por PCR. Carn} |, Estandares T Kb DNA Ladder; Carril 2, producto amplificado
con la combinaeion de primers HDLNTS-HBLSA; Camil 3, producto ampliticado

con ta combinacidn de primers HDL-NTS-HDLOA,

36
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primers degenerados de HDL utilizados). Agui cabe hacer fa aclaracion que el patrén de
bandas oblenido fue constante cuando se utilizd como DINA molde ef baneo de genes de
¢PDNA  de  hepatopdnereas  asi como  eDNA  de hepmlopincreas  preparado
independientemente, Por cuestiones de cantidad de muestra se ulilizaron vnicamente las
reavciones provenientes de Ly amplificacion del banco de genes,

Lina vez analizadas las reacciones por electroforests, los fragmentos de DINA se

uthzaron para clonar en el veelor plasmidico ;";(ITI{@;z.l TOPO™Y TA V ector (Inviirogen)
sigwiendo Tas instruccinnes del fabricante, La efiviencia de tansformacion (plismido
contral pUCTR 10 np/pl) fue de 6,54 x 107 v se resembraron lag colonias blancas
(recombinamies polenciales) a medio liguido LI3 con ampiciling v se extrajo of DNA
plasmidico por el mélodo de lisis alcalinag (Sambrook y cols, F989), pusteriormente se
digirieron con Feo RI, Bam WDy Per [ opava determinar el tamafio ded inserto, y sc
secuenciaron en LMSIE de Ja Universidad de Arvizona. Al analizar las secuencias y
realizar una busqueda en las bases de datos NCBI (National Center for Bioteclmology
Information con el algoritmo BLAST (Altschul y cols., 1990) s¢ cncontrd stmilitudd con
wn fragmento de kb proteina BGBP de P fenfuscutns (No. de aeceso XS0687) Los
clones oblenidos fucron lHamados pPvHDL {(fragmento de 1.6 Kb) y pPvHDILZ
(fragmento de 1.8 Kb), estos clones transtapan en su regidn 57 va gue ambos tienen ¢l
mismio primer sentido, ambos tienen la sccueneia nucleotlidica que al ser traducida
corresponde al N-Terminal de Ia proteina madura,

Al analizarlos en escala con el eDNA de P Jenfuscifus pudimos aprecinr que os
elones de camardn eran parciales, no coptendan fa repidn 37 v no presentaban ka seial de
peliadenilacton por to gue se decidid utilizar ¢l clon pPvHBL2 como sonda debido a su
mayor tamafio, 13 clon fue diperido con la enzima Feo BRI para Hiberar el inserto, so

separd por electroforesis en peles de agarosa ab 1% v Tue purificado uslizandoe Gene

wlitizando primers arbitrarios como se deseribio anteriormente y se utilizd como sonda
de DNA para realizar una Disqueda en el banco de penes de ¢DNA de hepatopinereas

de camaron, con la finalidac de encontrar ¢l elon completo de la HDL-I3GIP,
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La biiscueda se inicid usando 250,000 wfp (50,000 wip/placa peted de E350 mm »

[ b b -+
15 mm), estas placas de Hsis se trapsfivieron a membranss Hybond  y fucron
hibridizadas cop Ja sonda marcada con DIG, obtentendose 32 clones potenciales de 1y

HIDL-B3GET distribuidos como se desertben en la Tabla 3,

Tabla 3. Clones potenciales de HDL-BGBP del banco de genes de cDDNA de

hepatopdncereas de camardn blanco

Placa Clones Postlivos T Clones ﬂ&upumd 05
2 B 21,022,233, 24y 2.5
3 5 30,32, 33y 34

4 3 4.1y 4.2

) I P D R R

Los clones recuperados se colocaron en microtubos estériles conteniendo 1 ml.
de SM para cluir tos fagos al lguide v se les adiciond 40 k. de cloroformo con el fin de
evitar ¢l crecimiento bacteriano, Para realizar una segunda bisqueda, se utilizaron los
clones que presentaron mayor intensidad en fas membranas y dnicamente se tomarom
LA, 12,0200 202, 300, 3.2, 40, 4.2, 5.1, 5.2, se siguid el protocolo antertormente descrito
¥ s¢ obluvieron tos siguientes clones potenciales: 11T, 2000, 2220, 301 3012, 3200,
322,420, y 5.1, los cuales se recuperaron y se wlilizaron dndeamente: 1,10, 201,
220 300,320, 420,y 5000 para ba basqueda terciara, de b cual se obluvieron Jos
sipuwientes positivos 111 (8 positivos), 2,10 (10 postivas), 2.2.1 (negatvos), 311 (1
posilivo),  3.2.1 (negativos), 4.2.0 () positive), v 501 {3 positives) atslados y
purificadoes.

Con tos positivos potencinles 1.1 11, 2.0 0L 2002 300,420y 5000100 se
ulthizd a téenica ecision fn wive para obtener eolonias de las cuales se extrajo el DNA
plasmidico (Yepiz-Plascencia y cols, 2000) que se caracterizaron mediante digestion

doble con  fico Rl y Xho 1 (Boberinger-Mannheim), estas enzimas dethnitan ¢} sitio
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rbtiple de clonacidn del vector pBR-CMY en el cual se construyd el banco de genes en
el sistema ZAP Lxpress. Las muestras se analizaron en pgelos de agarosa al [ (g 2),
en donde los clones presentaron el mismo patran de restriccion con pequefias diferencing
en la migracion eo una de las bandas, Claramente se aprecia 1a banda correspondiente i
vector (4.3 Kb) y otras bandag de 3 Kb (que vasia de 3 Kb a 3.5 Kb), una banda
constanie de 1.2 Kb y otra de 0.8 Kb,

Con este patrdm se dedujo que todos Jos clones son iguasles en el extremo 37 y
difieren en ¢l extremo 87, aqui hay que mencionar que la construccion deb banco de
penes e dircecional con respecto o la orientacion del gen insertado, de 57 a 3 y el sitio
de restriceiin de Feo RI queda orientado al 57y el de vestriceion de Mo 1 estd orientado
aE 37 Se digivieron por separado los clones provenientes de da ecision i vive con Eeo 11
y Nto 1 pars confirmar los resultados obtenidos con fa digestion doble y efectivamente
b clones difieren en fongitud delb extremo 5°. Se decidio seguir trabajando con e clon
2012 que presenta la o mayor fongitad, el cual fue también diperido con otras dos
enzimas Xba Ty Pee T (datos no mostrados). Este clon Tue purificado, secuenciado y
analizado con respecto d loy clones pPvHIDLY y pPYIIL2 asi como con la secnencia de

CDINA de BGIP de P lenivsendus, el cual se Hamd pPyvHDILS.

Analisis de Seeuencia de Nucledtidos v Peducida de Aminodeidos de I

BCBE de Camaron Blanco

Caracterizacion Nucleotidicea del ¢DNA de RINL-BGBP

Para el andlisis del cDNA de la HDL-BGRP se wilizd el algoritmo de BLASYT
{Alschul y cols., 19903 incluyendo todas sus varfantes y Ta alineacion de lus secuenciag
parciales oblentdas deb cDNA se realizd a vavés de Blast 2 Seq (log traslapes u

overlapping) (hitpy/www.neibinbm.nib.gov/blast2seq/whlast2 epty agl comu del uso del

programa Dnastar (SeqMan) de Lasergene mediante el cual se loprd oblener una
secuencia consenso; principahnente se alinearon los cuatro fragmentos prandes de cste

cDNAS B region Hamada HDLSUTR, pPyHDLI, pP'vHIDLZ v pPyIIL3 como se
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Fig 2, Andlisis electroforético en geles de agarosa al 1 % de los productos de digestion
doble Feo RIXAo T de los clones potenciales del banco de penes de hepatopdndreas.
Camil St, Bstandar 1 Kb DNA Ladder, Cariles §, 3,5, 7,9, V1L 13, 15, 17,19 ¢ 21,
clones potenciates sin digerir; Caviles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 10, 185, 20 y 22 Clones
potenciales digeridos con Koo RENo L Los caniles denotados como 9y 10
corresponden al clon 2.1.1.2 (pPvHIDL3}

deeeneenenn Clon potencial sin digerir,

A == Panda perteneciente al veclor pBK-CMV,

e Bandas de digestion producidas por fice Ry Mo 1.



muestra en ta Fig 3, La vegion HDLSUTR se obtuve a partr de fas amplificaciones de
banco de genes de hepatopdnereas y de ¢IDNA de bepatopdncreas wtilizndo as
combinaciones de primers HDLSUTRa y HDLSUTRE con ¢l primer HDL3Minus coma
se describid anteriormente en materiales y métodoes, Iin la Fig 4, se observa en ¢l canril 2
la amplisicacion de una banda de 800 pb que corvesponde a2 la combinacion
FIDLAUTRa-HDL Minus, en o cunl se usd como DNA molde ¢DNA  de
hepatopancreas, esta repion corresponde al extremo 57 del cDNA de Ta HDL-BGRP y
e el carril 3, se encuentra representada 1 misma combmacion de primers vsando como
DNA molde ¢f banco de genes de hepatopdnereas v no se observa la banda de 800 ph,
por fo gque concluimos que esta region no se encuentra representada en ¢ hanco de
zenes,

La eficiencia de la enzima SuperSeript 11 (ranseriptasa reversa) decrece con ¢l
tamano del fragmento copiado, por to que para este CONA de Ja HDL-BGRP (6,38 Kb),
et regtdn en particular pudo quedar runcada, que es 1o gue se observa en 1a Pig 4. Sin
eibargo, se observd la amphiltcacion de un fragmento de 500 pb, que corresponde
también al extremo 57 (300 pb corviente abajo) wilizando la combinacion de primers
HDLSUTRD-HDLSMinus en cIDNA de hepatopineress (carril 4) y banco de penes
(earnib 5), BEstos fragmentos amplificados por PCR fueron purilicados por columnas
QIAGEN i(para productos de PCR) v secuenciados directamente.

La secueneia consenso de) eDNA de la HIDL-BGBP tiene 6379 nucledtidos (nt),
con dos sitios potenciales de iniciscion (ATG) gue corresponde al aminodcido MET en
lns posiciones 4% y 025 nt; una region codificante que corresponde o ta proteing madur
de 3771 ot sepuido del codion de terminacidn TGA, adenuts presenta una regidn larps
FUTR de 1907 nt con la sefial de poliadenilacion AATAAA a 12 nt corvieme areiba
(upstrearn) de la cola de poli A'; ambidn  se epcontraron dos  sefinles de
desestabilizacion del mRNA caracterizados con fa secuencia ATTTA en fas posiciones
6142 v 6153 0t (Bernard y cols., 2001; Zhang y cols,, 1999},

Especificamente esta region 3'UTR tiene una similitud a2 nivel de nucledtidos

deb 94% (346/578 nl) con una sccuencia que corresponde a un EST (Bxpression
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Fig 4. Andlisis electroforético en gel de aparosa al 1% de productos de PCR, Caril
U, Bstandar 1 Kb DNA Ladder; Carril 2, ¢IDNA de Plepatopinereas con fa
combinacion de primers HDLAUTRa-HDLEMIinus; Carril 3, baneo de genes
de ¢DNA de hepatopincreas con la combinacion HIPLAUTRA-MIL5Mimuy;
Carril 4, cDNA de Hep con b combinacidn de primers HDLIUTRb-

HIDLAMinus y Carril 3, banco de gepnes con la combinacidn de primers

HDLAUTRL-HDLSMinus.
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Sequence Tags, etiquetas de secuencig exprosadas) PP 471 L99-05 de eDINA e
Litopenaews seliferey {(Gen)ank BIO24578.1) depositada por Gross, La repion 37UTR
que seoreportd pars P fenduserduy no s tan extensa (Cereniug y cols,, 19943 v no hay
similttud con b repion 3UTR de P vannamed v L setiferus por o que se infiore que
puede ser una regidn paricudar del pénero peneidos, También se  wdentificaron  fay
seeuencias consenso repetidas (Tandem Repeats) o o largo del cDNA (Benson, 1994%)
que posiblemente estin relacionados con microsatélites espectficos de ciertos péneras
(analisis poblacional), como los que se han reportado para 22 vanngmed, en donde se ha
reportado que e 7% de este genoma, consiste en tandem repeats (Bagshaw y Buckholt,
1997y v eslog elementos repetidos se ensimblan a su ver on olras sceueneias saléhies y
microsalélies, especificamente para M vannamed se reportd Ja prosencia deoun
pentanucledtide CCTAA, ¢ cual estd internamente meluido en la secuencis repetida, En
la secuencia deb cDNA de la HIDL-BORP, encontramos este pentanueledtido en las
posteiones HES3, 1738, 6204 nt, Own caracterfstion que encontiamos ¢n estin 5ecuendia ¢
que e pentanuckedtido no se encuentra seguido por oiro pentanucledtido camo 1oy casos
reportados por Bagshaw y Buckholt (1997),

In b osecuencia del DNA de Raoprofeing widory de LPS en Poriploneta
antericang, se observd una larga extension de 1503 nt en el extremo 3'UTR, presente
antre el coddn de ferminacion y el sitio de ln cola de poli A Bsta region presentd ciertas
peculiiedades, contiene tres sittos de poliadenitacidn, supiviendo mBNA s de diferentes
amaios. Bntre Jas dos primeras seiales de poliadentlacion existen 15 “tandent repeats”
sin ninguna substitueidn y los avtores no encontraron significado bioldpico. Ademis,
region contiens fa seeuencin TTATTTAT, y se encuentra conservada en fas regiones
JUTR  de muchos cDNA que codifican parn proteinas mediadoras relacionadas a
respuestas inflamatorias en mamiferos, ademdis se encontraron cineo regiones ATTTA,
que estian involucradas en la desestabilizacion del mRNA (Tufail v cols,, 20019, en 2
vitnemed se enconird ta secuencia TATTTAT en las posiciones (614D y 0151 nt) v
oMo e menciond  anterivrmente  también  ose cocontraron s repiones de

desestabilizacidn deb mINA,



Caracterizacion de Ja Secuencia Deducida de Aminoidcidos de HDE-BGRP

La secuencia deducida de aminodeidos (aa) de Ja HDL-BGRP se obtuvo
wiltzando los programas DNAsis y DNASTAR asi como fas Tacilidades de algunos
stiios en Internet (deserilos en materiales y métodos). Esta secuencia (Fig 5), consiste de
P34 aminoderdos  con un pl de 6,25 v un tamaio de 165,847 kIa (edricos) para 1a
proteing completa y de 1257 aminodeidos con un pl de 6.22 ¥ un tamaio de 141,811
kDa (tedricos) para la proteina madura, tomando como referencia del aminodeido
nimero | al deido aspivtico (1) del werminal amino de la proteing madura segin datos
experimentales ya repovtados (Ruiz-Verdugo v cols., 1997, Yepiz-Plascencia y cols.,
1998), Esta prediceion del amafio molecular de ta HDL-BGBRP contrasta con el dato
obenide experimentalemente, de ~100 kDa (Yepiz-Plascencia y cols., 1995, Yepiz-
Plascencia y cols, 1998, Yepiz-Plascencia vy cols,, 20003, Yepiz-Pliscencia v cols,,
20000, Ruz-Verdugo y cols,, 1997 y Vargas-Requena y cols,, 20025 estimado por S1DS-
PAGE, mientras gue por espectrolotomeiria de masas se estimd un peso de 1235 kba
(Vargas-Requena y Sotelo-Mundo, comunicacion personal),

Esta diferencia poede deberse o modificaciones postradeceionales que sufie la
proteina desde que e sindetizada hasta que es secremda a hemoling, sdemds de Ja
presencia de lipidos ¥ carbohidratos (Yepiz-Plascencia y cols., 1995Y que pudicran
afterar Ja migracion de la proteing en 1a electroforesis. Por otro lado, ta identificacion de
bandas polipeptidicas de dilerentes twmatos utilizando anticucrpos policlonales contra
HDL-BOBP en extractos proteicos de hepatopdnereas de camardn blancy (Yepiz-
Plascencia y cols,, 2000a), entre los gue destacan una banda muy fuerte de 40 ke y
bandas mas tenues de 140, 60 y 43 kDa supiere también que existe up procesamiento en
el hepatopdnereas antes de Ja secrecion de la HDL-BGBP a hemolinfa, La deteceion de
ub polipéptido de 60 kDa por especirascopia de masas ademis de la de 125 kDa en la
profeina purilicada, dalo que concuerdi con los de inmunodeteceidn (Yepiz-Plascencia y
cols., 2000a), podrly sugerir un procesamiento adicional del péptide mayor, sin

embarpo, se ignora a que repton corresponde este ragmento,
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ACTACCCTGO ARG TAG OO TGO TR TGO TERAA T ACC AT TARIACCCOCAMBRGLALA
OSSO AGCT T AG T GROGCAGAC T T AGAN GO T O TG A AT DG T

A TGA T TGO T A TGO NG AGAACTACC T T T ARG T TAN CT TGO ARG

GOOARCTTTIGRCAACACTGTCAATTCD TTCCGATTCAAT T TG ATARGIAALACAGEAAR
TICETCAGUATTETAEAATCTCCATACOG T TCCAACAGGAATCGCTCARGC TOARGC TAT
GUTCACACEAM TACARAGAALATGCARATEAAGATSCUATTGARGAA TGO TEAAGACAL
CATOTCTGGAATCOTOAAAY TAAGRTCOAATCT I CACAGAN T T CAGTAL CAACTTCAA
CTPCT T ACGCTAT PEAAGGGT T ACAAGAAGA TGAAC T PCOG THCCUGOTAL T TARAGA
TGAGGTGALAACRTTTCCGE TG TATGCCGALARGCCTOTC ARG T ARG CARGAAL T
CAGBTTTGUARACA GEATGCOGTOECAGIARC TTEETTHTTGAALCT COCATOGAA
SACTTOGAGAGTATUGARGOUCARATOAAGE TCCCC TG TACAGGT T TG CTCOCAMIGTAM
TEOTGACTCTCCLTCALAAC CGOTACGE TT I TACCGCAGA T TATGACAGRGACTCTTTCT
CTOABAAGT TGO TECTGECAETACGETEARCGAACAGT OO TATGAEGATACTACT T
TOAGARACABAGICACCTIACG AR TGBUTTACTGUIACGACTTCBU TEAL T TGACAAGCA
OO TOCAT O TAGRC A OGP CAT T C TP OO NI RaCATAAR LT IC TGATY
TOTTTAAAGACACTGATG TG TAT T LA TORGTARTTTACTAACTACATTCACOGCATCTAC
TCAGATCGARBICAT TATACARTATGACAT GRS CANARCCATTOCAAATERTATT AR CH
AT TACCANGAATETHRARACTH TR \GUCTCRAC

ACCTTATATGTATATAGATATTCA
ACAAAAADAANAAAAARAD +4 4 o

)

Secuencia de nucléotidos y deducida de aminodcidos del cDNA de la HDL-BGI3P
de Povanpamed, la secuencia del terminal amino y las regiones intermas de la
proteina madura oblenidas por protedlisis se denotan en negritas, cursivas y doble
subrayado. Los sitios polenciales de intcio se denotan con M, v My, Los sitiog de
glivosilacion estin en nepritas y subrayados, Los potenciales sitios de fosforilacion
(poliserina) estin denotados con asteriscos.  Los sitios polenciates de corte para
procesamiento postradiccional estin subrayados. La regidn ROGD estd en negritas y
entre parénlesis, Los sitios similares a region glucanasa estl sulvayado vy en
negritas, La sefisl de desestabilizacion se denota subrayado punteado, fa sefial de

polisdentlactdn se denota con () y la poli A+ se denota con italicas y (1),



Ademis de las Hipoproteings plasmdaticas no asociadps al sexo, se han reportado
lag Hipoproteinas especificas de hembras reprodoctoras y que son Hamadas vitelogeninas
{Vp's) Las Vg's, las cuales son los precursores de ta protetna del huevo, vitellina (Vi)
en la mayorfa de los animales oviparos invertebrados vy verlebrados es sintetizada
extraovariamente y secretada 1 la hemotinfa para incorporarse a los vocitos. Durante este
proceso, las Vi's y Vo's son modificadas por ghcosilacion, lipidacion, losforitacion y
digestion proteolitica {Tufai, 20005 Chen v cobs., 19949 Hirat y cols, F998). s posible
que en la HIDL-BCGBRP ocurran procesos similares a s de las vitelogeninas, ya que
tambidn es una proteina que contiene lipidos, carbohidratos (principalmente glucosa y
manosa) (Ruiz-Verdugo y cols, 1997, Yepiz-Plascencia y cols., 19935, Yepiz-Plascencia
y eols,, 1998) asi como sitos polenciales de phicostlacion, fosforilacidn, miristoacion
encontrados en la secuencia deducida,

En el andlisis de da secuencia deducida de las vitelogeninas en la cucaracha,
Periplaneta americana, se reportd que existed siete stios polenciales de sittos de corte
post-aduccionales RICY XX (Tufal] y cols,, 2000}, mientras que para ta chinche
det fvijol, Réptortus clavains, se reportaron cualro sitios de reconocimiento para
endoproteasas dibdsicas como los de la familia de la subtitisina, También en mosquito,
Avdes aegyyd, se ha observado este procesamiento de fa pro-Vpg el cual es inducido
durante b vitelogénesis (Mirai y cols,, 1998).

La VU det langostino, Muacrobrachinum rosenfergii, esth constituida por dos
polipéptidos A y 3, los cuales son producto de una modificacion post-traduccional del
misme gen y por consiguiente derivan del polipéptido comin, 312 en donde se enconird un
sitio BQRR justo antes del sitio de iniciacion del polipéplido B3 cerca del terminal
carboxilo {(Chen y cols,, 1999), In la sccuencia deducida de HIDL-BGRP de 2
vannamed, se encontraron dos posibles silios de hidrdlisis postraduceional: el primero
situado en fa posicion de los aminodeidos 12 al -9 (RSKI), el cual es sepuido por una
secuencia de SLEMRMMND (-8 al 1) Bl deido aspirtico es el prinser aminodcido del
aming terminal determinado experimentabmente (Roiz-Verdugo y vols, 1997 y Yepiz-

Plascencia y cols,, 1998) ya que esta secuencia (-8 ab -1} despies del sitio de core no



aparcce en la secuencin del extremo aming, s probable que estos residuos sean
remaovidos por otro tpo de procesamiento coma se observd en Bombyx mord, en el cual
se removieron cuatro residuos despuds ded sitio de corte RXXR (Tufhil v cols,, 2001 y
Yano y eols., 1994), El segundo sitio s¢ encontrd en la posicion  de los aminnicidos
10914094 (RVRR) cercano a la regivn del terminal carboxilo v st tomamos en
consideracion el sitio altimo de corte, ¢l tamafio estimado de la proteina modificada ey
de 123,54 kDa, o cual concuerda con los datos de espectroscopia de magas,

Claramente se observa una extension de 197 aminodcidos previa ab primer
aminodeido de fa proteina madura, en la cual s¢ presentan dos sitios polenciales de
inieineion correspondientes o fa Met, ((197) v Mety (-5). B esta secuencin no se
encontrd la region caracterislics ¢ un péptido sefial: Met inicial, aminodcido basico (Arg
o Lys) y aminogcido del tipo hidrofhico (principalmente Val v Leu) v ab ser analizada
utthzando el programa SIGFIND, no s¢ encontrd una region que pudiera ser identificada
como peptido sefial, lo cual ¢s contradictorio para una lipoproteina que se sintetiza y
seeréta hacia otros tejidos, que debe de tener este tpo de sefializacion. Fn
ciraeterizacion del ¢cINA de BGBP de P Jeniusenlus, Cerenius vy cols, (1994) no
lograron identificar la region del péptido seftal y asignan la Met injicial a Ja Met que esta
mas cercana al Asp del terminal amino y tene una secuencia clreundante MMN,
lambién encontrada en P vannamed; en P, fenfusenluns exisie otn Met (<109 en la
secuencia previa al amino lerminal como se observa en 22 vannamei y hasta ¢l momento
estas dos secuencias son Jas tnicas reportadas para protefnas del tipo HDL-BGBP,

Siose anabizan las secuencias reportadas para otro tipo de proteinas de
reconocimiento de 1,3-B-plucanos (FGRP), el ¢eDNA  del pusano de la seda, Bombyy
morf,  {Ochiat y  Ashida,  2000)  tiene un péptido  senal  caracterisiticy:
MYKRCVWVLLDKIDLAC asi como ka sefial tipica previa at amino terminal del pusano
del tabaco, Manduca sexta, (Ma y Kanost, 2000 MLKSVIVLFLYVNYLNSVRC,
mietras que para las proteinas unidoras de lipopolisaciridos v 1 3Peplucanos
(LGP s), caracterizadas a partiv del cINA de hemuocitos de 2. feniusenfuy (Lee y cols,,

2000), 1a sccuencia péptido sefinl es: MRALCFLLLACGALA v en el camardn ligre,
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Penaews monedon, (Srilunyalucksana y cols,, 2002) se reportd como péptido sehal;
LGB que su sintesis en hepatopdnerens se ve aumentada on respucesta a la infeceion del
virus de la mancha blanca en Penacus stlirostriz (Roux y cols,, 2002} y la secuencia
sefial es fa caracteristicar METVLLSLSTMKGEVASVVLLACGALA.

La secuencia deducida Jde Ja HDL-BOBRP se analizd usando los diferentes

propramas accesados a Infernet, ya deseritos anteriormente, y se predijo fa composicion
de aminoicidos de la proteinag madura, a cual resultd similar s ta reportada por (Ruiz-
Verdugo y cols., 1997) donde se observiron 189 residuos cargados nepativamente {Asp
1 Glu) y 175 residuos cargados positiviamente (Arg + Lys), se estimo upa vida media de
A0 1y wnindice de estabilidad de 29.33 1a cual la cataloga como una proteina estable,
presenta un indice alifitico de 73.96 y un promedio de hidropaticidad (GRAVY, por sus
siglas en inglés Grand Average of Hydropathicity) de -0.534, Se encontraron diferentes
sitios potenciates de ghicosilacion: O-glicosilacion en tas posiciones 187 (19, 980 (T,
13 (8) y B9 (S) Neglivosilacion concenso tipico N{I(STHP)Y, en las posiciones
aminoacidicas de 374 (NISG), 395 (NVTY), 628 (NRSD), 685 (NWTR) v 956 (NVSN),

También fue posible identtficar 23 sitios polenciales de fosforilacion con una
probubilidad de confianza mayor al 90%, lo cual fa hace potencialmenle una
fosfolipoglicoproteina, aunque esto no se ha demostrade experimentalmente, olras
lipoproteinas como las Ve's de inscetos son secretadag como fostolipoplicoproteinas
despucs de sufriv modilicaciones postraduceionales. BEn el muosquito, Adedes avgypud,
existen regiones poliserinas que son fosforilables, se a reportado ademds que, Ia
remosion de los grupos fosfatos reduce la afinidad de la Vi a su receptor (Hirai y cols.,
I998). En fa fosviting de vertebrados, una Vi, también contiene una repion polisering
con Ja mayoria de los residuos fosforilados; y la defosforilacion de la fosvitina
disminuye Ja enlradn a los oocitos (Hirai y cols,, 1998). En P vanuamed se logrd
identtficar una region polisering KLEASSSSSD) (144.152) en In cual tres serinas son

potencialmente fosforifadas con una confiabilidad arriba del 95%,



Iin la comparacion de I sceuencin deducida del elINA de WDL-BGEP de 2
vansamed con fa secuencia deductda det eDNA de la BGBP de 2 leninsculus {XBO6GST),
s¢ encontrd una Kdentidad del 34% y este valor aumenta a 73% s se consideran los
residuos conservados (Fig 6). Masta el momento, esta ¢s fa tnica proteing de este tipo
reportada, y tiene otras regiones hnportantes como las regiones del tipo ghucanasa y una
region del tipo integring  conformada por los aminodcidos arginina-ghicina-ieido
aspartico (RGD); Ta regiom RGD esld involuerada en las actividades de union celular y
csta region consenso inicialmente se propusa como arginina-glicina-aspirtico-sering
(RGIXS), sin embargo s¢ observd que el residuo serina jugaba un mininto papel —si ey
que alguno- en la union con las células asi que dnicamente se asi gnd a ta secuencia RGD
como sitio activo (Ouaissi, 1988),

in P, fenfusculus, Ta presencia del triptete RGY no fue suficiente para la union
te BGBP al receptor de hemocilos y se ha propuesto que se requicren ofros dominios de
fa proteing para estabilizar fa union y activar al sistema de la profenoloxidasa (Cereniug
y cols,, 1994). Recientemente se publicd que Ta region RGID no s necesaria para Ja
aspeiacion con las membranas plasmiticns, cuando se estudid fa asociacion i vive de
proteina unidora del factor de crecindento similar a insulina-2 (JGFRP-2, por sus siplas
en inglés) wtilizando ratones transpénicos que presentaban la region Arginina-Glicina-
Glutdmico (RGE) en lugar de fa normal RGD y no se modificaron los efectoy

inhibitorios de crecimiento por el IGFBP-2 (Hoeflich y cots., 2002).

Prediceion. de la estrugtura secundaria de la HDL-BGBP. La secuencia peptidica

deducida de ko HDL-BGBP de P vamnamei (proleiny madura) fue analizada para
predecir 1a compuosicion estructural, La proteina presenta 10.5 % de hélices alfh, 50.2 %,
de hojas beta y un 393 % de voeltas, estos resultados son similares o los datos
reportados por Vargas-Requena y cols,, (2002); 20 % de hélices alfa, 53 % de hojas beta
y 27 % de otras estruciuras, Ademds el andlisis comparativo con HDL's de olros
invertebrados indica que estas proporciones se mantienen; HDLp (Lipoforing  de  alta

densidad) de Manduca sextar 34 % de hélices alla, 47 % de hojas
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Fig 0. Alineamiento de las proteinas de reconocimiento de beta glucanos del
camiaron Penaens vanpamed (MDL-BOGBE) v del fangosting de agus dulee
Pacifastacns feniuseules (BGBPY (GenBank No. de Ace.XR0687). Residuos
idéntivoy se muestran en letra blanca y fondo nepro y los residuoy conservados se

abservan en letra blanca y fondo gris.



beta y 31 % de otras (Ryan y cols,, 1992), MDLp de Locusta migratoria; 30 % de hélices
alfa, 60 % de hojas beta (Kashiwazaki ¢ Tkai, 1985) y 10 % de otras y HIDL de Triatoma
infestany, 43 % de hojas bets (Rimeldi y cols., 1999). Bstos resultados se esquematizan
en la Fig 7, donde se aprecia la estructura probable segiin fa secuencia de aminodcidos,
que se realizo tomando en consideracion by confianza de probabilidad de la prediceisn
(PSTPRIED).

El analisis de los dominios hidrofdbicos (Hydrophobic Cluster Analysis HOA,
por sus siglas en mglés) de las estructuras secundaring de HDL-BCGBP de /2 vatame!,
ast coma BUBPE de P fenfusenlus, se aprecian regiones hidrofébicas muy similares,
come se muestra en la Fig 8; enconlramos al menos 1) regiones simifares entre estas
dos proteinas. La regidn previa al amino terminal y la region carboxi teminal son nmuy
similares en ambas proleinas, asi como Ja regidén que contiene ab wipéptide RGD, en el
caso de Povannamed y Ta vegion RGE y RGYY de 2, fenivsonduy, forman o que se Hama
una vuelta o giro, se ha reportado mediante estudios eristalogrilicos v de resonancis
magnética nuclear (NMR) para proteinas involucradas en la unidn celular, que en lag
vieltas RGD, los residuos Ry 1D estan expuestos hacia fuers v que Ta rigidez de gsta
viiehta o de la region cercana a la estructurn del tripéptido es esencial para fa union
{(PMapadopoutos v cols, 199%),

Los andlisis de HCA han sido una herramienta utilizads para estudios de
comparacion de proteinas que que realizan una funcion similar pero que a nivel de
aminodeidos no mostraron similitud, como I vitelogenina de la bamprea, Petomyzon
marimus, apolipolorina de Locwsta migratorfa, apolipoproteina-B3 de humanos ¥ parg la
subunidad grande de la proteing transportadora de triplicéridos de mamiferos, en los
cuales se encontraron dominios conservados en los alincamientos de estas proteinas, asi
come fa conservacion de upa region de hélices alfa en particalar, de la cual se supiere
adopta una estructura plobular de baja afinidad por los lipidos y que incluye a esta
region amiipdtica de hélices alfa (Babin y cols,, 1999,

También se analizaron los perfiles hidropéticos de HDL-BGRP y BORP de 7,

vitnnamet y P, leniusenlus vespectivamente y resultaron muy similares (Fig 9) a pesar de
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tener 5O % de identidad entre ellas, La similaridad awmenta @ mas del 70 % coando sc
congideran los residuos conservados por lo que le permite tener un comportamicnto
hidropatico muy similar, ya que los aminodcidos gue son veemplazados por oltos con lag
mismas caraeteristicas, Cuando fa HDL-BGBP del camardn se compard con la
apolipoproteina de M. sexva (UST631, Sundermeyer y cols,, 1996) no se observaron
repiones similares en el perfil hidropdtico, por lo que se asume que esta similitud

solamente se mantiene entre lipoproteinas de crusticeos,
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Tamaiio v Expresion del Mensaye de D -BOBRP

Norihern blot
La determinacion del tunaio del mRNA que eoditica para la MDL-BGIEP del

camardn blanco se efectud en RINA total extraido deb hepatopdnereas, Este se efectud
utilizando dos sondas marcadas radioactivamente (como se deseribi anterioriente)
para HIDL. y la sonda DLy comprende casi todo ¢l cDNA, LI lamaio esperado para
HDL-BOBP es de 0.3 Kb como minime, segin fos datos obtenidos de ba secoencia del
CINA, al utitizar ta sonda HDLy que corresponde a la region 57 del cDNA se de HIDLER
la, se observaron dos bandas con un barrido de londo desde 2.37 Kb hasta los 7.40 Kb
(Frg 10, panel A) mientras que ubitizando la sonda HIDLZ, se observd una banda de alto
peso moleculay (Fip 1O, panel 13)

Este resultado Tue consistente en todos los ensavos que se realizaron para estimar
el tamao del mRNA y puede deberse a una fuerle estructura secundaria del mRRNA de
HDL-BGIP para evitar Iy desestabilizacion v Ja depgradacion, 1o que leva a una
migracion andmala en el gel. En los resultados obtenidos de los autoradiogramas, se
observaron dos bandas (mayor a 2.37 Kb y 4.40 Kb), este elecio no se presentd en la

determinacidn del tamafio de mensaje para la BGBP de P lenivsculus, en b cual se

Extension del Primaer de In Region 5°

Con el fin de estimar con mayor precision ¢l tamafio del mRNA de la HDL.-
BGBP de camaron, se utilizd la téenica de la extension del primer de la regidn 37, Como
se describio en materiales y mélodos se utilizaron tres primers antisentido especificos
para HDL-BGREP vy se wlitizaron dos tipos de templado: mRNA vy RNA total de
hepatopincreas, ol cual es el drgano experimentalmente determinado como sitio de

sintesis de In HDL-BGBRP (Yepiz-Plascencia y cols,, 2000a).



HDL  L21

Kb

9,49
746

4.4

2.37

Fig 10, Autoradiografia de un Northern blot para estimar ¢l tamaino del mRNA
de BDL (HDL-BGBP) v el mRNA de L21 (control constitwtivo) en 2.
vanname! atilizando un fragmento interno de HIDEL (generado von
HDLMus-HIL4Aminus) y para L21 (generado con 121 Pw vy L21RV)

marcades radioaciivamente.
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Para Ta reaceidn mRNA de hepatopanereas y el primer HIDLRv-0 se oltuvieron 3
bandas de aproximadamente 20, 40 y 100 pb, en cuanto a la posicion del primer en ¢l
eDNA v el tamafio esperado para el coddn que codifica a la My son 83 pb, las bandas
obtenidas de extengion estdn en el vango como se observi en la Fig 11, Carril 1,

Para ta reacctdn mRNA de hepatopdnereas primer JIDLRv-1 (Carril 2, se
obtuvo un barrido muy lgero, no se pudicron estimar banduas y para la reaccion mRNA
de hepatopanereas y el primer HDLRV-2 (Carid 3), se obtuvo claramente una bandy de
aproximadamente 40 pb, este dlinmo resultado es consistente con ta reaceion en 1a cual
se utilizd como templado RNA total de bepatopancreas y el primer HIDLRv-2 (Carril 4).
Ademids se observd una banda de aproximadamente 200 pb; la posicion del primer
HIDLRy-2 al coddn que codifica para ta My potencial son 49 pb Lo cual e sinvlar a la
banda oblenida para ¢l mRNA y el RNA wtal, Estas bandas confinnan Tos sitios
potenciales de inicio de a profeina y sin embargo fa banda mas abundante es la gue
corresponde a Ja My, lo cual coincide con lo establecido por Cerenius y cols,, (1994)

para la BGBP de P, feniuscidus.

Expresian del mRNA de la HDL-BGBEP

lejidos, se utlizd RNA total de hepatopinereas, hemocitos, miscido, pledpodos vy
branquing de camirdn blanco. Una vez obtenido ¢l RNA tofal,  se delerming la
conceniracion de as preparaciones mediante la Agg v el grado de pureza se estimd
utilizando h relacion de 1o lectura Asgpase. Los valores obienidos asi como el
rendimiento de RNA total aislado por gramo de fejido utilizado se muestran en la Tabla
4. La integridad y calidad de las preparaciones de RNA de los diferentes tejidos se
analizd electroforéticamente en gel de agarosa desnaturalizante con formaldebido, e toy
cuales se aplicaron 5 pg de RNA total de hepatopdnereas (Cueril 1), hemocitos {Carril

2), musedto (Carrtl 3), pledpodos  (Carrll )y branguias (Carril - 5),



e 200 P

FOD pb

= A0 ph

fig 11, Autoradiografia de los productos de la extension del primer en Ta region 57, Caril |,
mRNA de Hep extendido con el primer HDLRv-0, Carrt] 2, mRNA de Hep
extendido con el primer HDLRv-1, Carrdl 3, mRNA de Hep extendido con ¢ primer
HIDLRv-2y Carril 4, RNA total de Hep extendido con el primer HDLRv-2; Carril §,

RNA total de Hep extendido con el primer L21 Ry,



Fo ta Fig 12, se observa el patron del RNA con a banda predominante correspondiente
al RNA ribosomal de aproximadamente 2 Kby su presencia indica que no bhay
depradacidn del mmerial otal,

Tabla 4. Calidad, concentracion y rendimdento del BNA 1otal de diferentes tejidos del

W

camardn blanco

Tejido T A Concenfracion  RNA totsl extraido Rendimiento
e (1) mg BNA/g tejido

Hepalopdncreas® 1,75 2.68 24T A 69

Hemogitos 1,582 F 16 232 3,012

Muasculo 221 0.6 272 0,236

Pledpodos 1.94 .4 560 0,727

Branguing 183 Y 445 1.800

Se procedid a realizar un RNA blot, en el cual se aplicaron 4 pg de RNA de
hepatopancreas, musculo, pledpodos v branguias, Para este experimento se wilizd una
sonda marcada radioaciivamente gue corresponde a un fragmento interny det ¢DNA de
la HIML-BGBP (producido por os primers HDLIPluy y HDL2ZMinug, 1270-1995 mt,
generando un frapgmento de aproximadamente 700 pb) vy se procedié a analizar por
autoradiografa ¢l RNA blot,

La intensidad del mensaje de HDL-BGBE estd en relacién a la cantidad de
MRENA por 1o que se interpreld de ta siguiente manera; de mayor a menor expresion en
hepatopdnereas, musceulo, branquias y pledpodos. listos resultados fueron b primera
evidencia de la existencia del mRNA para HDL-BGBP en otros tejidos diferentes a
hepatopincreas (Fig 13, panel A). Para confirmar fos resultados obtenidos en ¢l RNA
blot, se decidié ulilizar 1o téeniea de RT-PCR para veadizar fa idemtificacion y

semicuantilicacion del mensaye de HDL-13G13P,



.49
740

4,48
131
135

.24

Fig 12, Calidad del RNA total aislado de diferemtes tejidos del
camardn blanco, Carril STRNA ladder; Caretd 1, RNA total
de hepatopdnereas; Carril 2, hemoutilos; Caral 3, miseulo;
Carril 4, pledpodos y Carril 5, branguias, En todos los

armles hay 5 g de RNA total,
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RT-PCR, Con el fin de identificar Ja presencia del mRNA de HDL-BGBP en otros
fejidos y vealizar una semicuantificacion ded mismo, se wilizo la téenfca de RT-POR
(eomo se deseribid anteriormente). Ista féenica permite realizar un experimento mas
controlado vy sobre todo con pequefias canlidades de RNA total, en osta neasion se
wibizaron los tejidos hepatopdnereas, hemocitos, musculo, pledpodos y branguias, con
primers especifico para HDL-BGRP (MDL6PHs-HDLI 3MIinus, Tos cuales generan un
fragmento de 730 pbYy comespondientes a lag posiciones 3000-3773 del cBNA
(ingluyendo ta repidn de Jos primers) y también se ubilizaron primers especificos para la
B-acting, Tog coales se widlizaron como control de gen constitutive (ACT-5 vy ACT-AS,
los cuales peneran un fragmento de 4350 ph), Los productos de amplilicacton fueron
resubtado de wilizar cantidades iguales de cDNA (se utilizaron 1.2 pp de RNA total, es
decir, 60 np equivalentes de Poli A’ fugron convertidos a cDNA/ pl en una reaccion
total de PCR de 30 pl) y se analizaron mediante electroforests en geles de agarosa
tefitdos con una solucion de browuwre de etidio de 1 pg/mb v sometide a andlisis
densitomérico wtibizando el sistema EDAS (KODAK),

Como se observa en la Fig 13, panel 13, existe una correspondencia de los
resubtados para HDL-BGBP del RT-PCR con los resublados del RNA blot y en
hemoeilos no se encontrd fa bandn correspondiente o HDL-BGBRE, Por otro Jado se
obtuvieron los valores de intensidad de las banday (expresadas como pixeles) y a
continuacion se muestran en la Tabla 5, en donde se comparsn Tos niveles de expresion
de HDL-BGBP con respecto a Actina, En la Fig 13, panel C) se observa un andlisis en
geles de agarosa de las muestras de RNA que fueron utilizadas para ¢l RT-PCR. Aqui se
wtitizaron RNA (-RT) v cDNA (#RT) vy se levd a cabo la amplificacion por PCR
utitizando tos primers especificos para Acting, wtilizando tas condiciones deseritas para
el RT-PCR, Los resultados demostraron gue en las muestras de RNA no presentalan

DNA, a partir del cual se pudicran generar resubtados falsos,



- F ettt

M P B

H Hc

|

70



T

TN 00 UORBHIERTGS BAIISH0 35 0U (- [} [00U00 YN £ {VN2 +1H) 1 T opnswos 12101 VNN

CPUEZINN PULIE 2D ¥Dd-LH D PURd "SY-10V £ §- L0V samnd sof nomzin a5 zunoy op ofesu 19 zied £ snErNCI TN
P o

-SaldeTaH sexpoadsa sawnd so] mormziun os JOIH ARsOO {2 =BG T ¢ 9D UCIOOBAI BUM U2 YN T SOPEZRAIUIS
{,¥ ned =p samspeainba Su (g} o1 yNW 2p 86 71 3p Iumd e sepesindwe sepueq {sembueig) g £ (sopedoag) g

.

{omasaiN) W (sonnoumnpy) off Yseaougdoreday) H S0Pl SARIAND 3p ¥OG-1N ' Pued {94 002 “SNUNT TSN 1 TaH)

— .

dHDHHIH 3P Oloul OURWERY IR 2ANOROIPEl BPUOS OWIOD OpHEZHNn (Semburig) g A {sopododid) 4 “{o[nosnp)

)

W (seanuedoeday) H oD (2101 VaRS 20 51 5 1019 WNY Y PURJ omouuns  2p JENG-TAH 90 VAN [op worsasdyy g1 Big



H

Tabla 8. Densttometria expresada como intensidad neta (pxl)

Tejido Int. Neta  (PxI's)HDL- Int, Neta (Px's) Acting  Act vs HDL-BGBP
BGRP

363,93 69 339 45 18N
Hemovcitos .00 75,563,006 {)
Miseuln A92.02 T0,176.42 F42.0 X
Pledpodos 7,347.29 47,604.28 647 N
Branguias 3,369.33 57,125,52 16.9 X

Como puede apreciarse en la Tabla 5, los resultados de RT-PCR conflirman los
resubados oblenidos con ¢l RNA blot y se muestra al hepatopiinereas como el tejido mas
petive en la expresion del mRNA de HDL-BGBP, ademis de que se observa el
comportimienty  del mRNA  de acting, utilizado  como  un contol  constitutivo
compataive en cada tejido, Bsto es completamente opuesto o los resultados obtenidos
por Cerenius y cols (1994) para fo expresion ded mRNA de BGBP de P feniusculus, va

que unicamente reportan la expreston hepatopincreas,

Estructura del Gepe de HIDE-BGERP

La presencia de intrones se investigd por PCR comparando et ¢lINA de [a HDIL-
BGBP (Fig 14) con DNA gendmico total usando diferentes combinaciones de priners
especileos y estimando los tamuiios para cada combinacion, Inictabmente se probaron
tas amplificaciones wilizando como templado de DNA; 1) penoteca de ¢DNA de
hepatopinereas, 2) plismido pPvHDL3 (aislado del baneo de penes de cDNA de
hepatopincreas) y 3) IINA gendmico de mosculo de camardn blanco, Bstag reacciones
se Hevaron a cabo segin la reaceion base de PCR (deserita anteriormente) whilizando
solo 2 pl, de genoteca, 60 ng del plismido v 100 np de DNA gendmico. Las
combinaciones de los primers se presentan en b Tabla 2y en s Fig 14 s¢ muestra un

esquema de o focalizacion y Fagmento producido con tas diferentes combinaciones
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cDNA de ta HDL-BGBY de P vannamei
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Frg 14, Bsquema del cDNA de la HIDL-BGEP de comardn blance representando
diferentes combinaciones de primers. a) HDLSUTRa-HDL Minus, b)
HILSUTRB-HDL1OMinus, ©) HDLIPlus-HDLT7Minus, d) HDL3Phus-
HMDELI2Minus, ¢) WDLO6Ps-MDL) 3Minus, O HDLAPus-11DLT Aminus
y @) MDLIAPus-DEAAminus, Estos fragmentos fucron amplificados
ulilizando ¢INA (banco de gepes de hepatopinereas y pPyHDL3) y

[INA gendmico de camaron.



1)

teniendo come base ¢l cDNA de la HDL-BGIEP de camardn, En Ta Fig F5 se muestran
tos fragmentos obtenidos de las diferentes veacciones utilizando cDNA v de DNA
pendmico, los cuales se analizaron en un gel de agarosa w) 1.2%, donde no se observan
diferencias entre kas bandas provenientes de clINA y gendmico, por lo que se infiere que

no hay intrones en el pen de la HDL-BGRP,
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Fig 15, Andlists electrofbrético en geles de agarosa al 1.2% de log productos
amphiicados con los diferentes combinaciones de primers. St Estandar |
Kb DNA ladder, Carniles 1, 3, 5, 7,9, 11 y 13 cDNA de hepatopinereas
(4 partir del baneo de genes y del pPvHDL3), Carniles 2, 4, 6, 8, 10, 12 v
14 DNA gendmico de misculo de camardn, Carvtles 1y 2 HDL3UTRa-
HDLSMinus, 3y 4 HDLSUTRb-HINLAMinug, 5 y 6 HDLIPlus-
HDLI7Minus, 7 y 8 HDL3Phs-HDLI2ZMinus, 9 y 10 HDLOPus-
HDLI3Minus, 11 y 12 HDLSPlus-HIDL7Aminus y 13 y 14 HIDLIAPhus.
HDL4AMiInus.
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CONCLUSH)ONES

La secuencia completa del cDNA de fa HDL-BGBP del camardn blanco Pengens
vannmed, se obtuvo secuenciando clones aislados del banco de genes de hepatopinereas
de camaron blanco utilizando cribado del banco de genes asi como amplificaciones por
PCR. Ista secuencia tiene un tamadio de 6.3 Kb, de los cuales 3.7 Kb corresponden
marco de lectura gue codifica para fa proteing madura y también posee una larga
extension en el extremo 3'UTR de 1.9 Kb en donde se aprecia la sefal de

poliadentlacion asi como la cola de Poli A+

La secuenciz deducida de aminodeidos del precursor, olnenida & partir del cDNA
es de 1438 aminodeidos y 1257 aminodeidos corresponden a la proteinag madura. En la
secuencin deducida se localizaron los péptidos obtenidos por digestion con Lys-C de I
proteina purificada, asi come stios potenciates de glicostlacton, fosforilacion y la vegion
RO (infegrinas). La secuencia mostrd un 0% de identidad con la secuencia deducida
det cDNA de la BGRP del tangostino de agua dulee P, feniusenlns y una similitud del
70% si se consideran los reemplazos conservados, Ademds se obluvieron prediceiones
estructurales con fas secuencins deducidas v las regiones hidrofdhicas v perfiles

hidropiticos de ambas, son similares,

Bl mRNA que codilica para 4 HDL-BGBEP presentd un tamadio beleropéneo
entre 4.4 y 7.4 Kby utilizando ta téenica RNA blot se detectd la presencia del mRNA en;
hepatopancreas, misculo, pledpodos y branguias; en hepatopdnereas se delectd la mayor
cantidud de mRNA y estog resultados fueron confirmados v semi-cuantificados por RT-

PCR y comparados con el mRNA de Acting como control constiutive,

§a
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