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Introduccion. Los péptidos antibacterianos han sido
considerados como componentes importantes del sistema de
inmunidad innata, principalmente en invertebrados donde la
presencia de inmunidad adquirida no ha podido ser
demostrada 1].

En agunos artrépodos, principalmente, se ha demostrado
gue los péptidos antibacterianos pueden ser inducidos por
inoculacién de bacterias o sus componentes.

En camardn se han reportado dos familias de antibacterianos:
las peneidinas [2] y las crustinas [3], sin embargo en ningun
caso se ha podido demostrar su estimulacion. En este trabajo
se reporta la secuencia completa de las crustinas, se detectan
dos grupos diferentes y se analizan las variaciones en la
expresion de cada una de ellas, cuando los camarones son
inocul ados con bacterias.

Metodologia. Los clones correspondientes a las crustinas
fueron aislados de un banco de genes de cDNA de
hemocitos. Seis clones fueron secuenciados, en ambas
cadenas, y comparados.

Se disefiaron y evaluaron oligonucledtidos especificos
capaces de reconocer a cada grupo. Para evaluar laexpresion
de las crustinas se usaron camarones juveniles (10-12 g) que
fueron inmunizados con 10° bacterias (Vibrio alginolyticus)
y sangrados a diferentes tiempos (L5, 3, 6, 12y 24 h). B
cDNA fue sintetizado utilizando RNA tota y se utiliz6 como
templado en las reacciones de PCR. Se utilizaron los
oligonucledtidos GG y AT los cuales identifican a cada
grupo de crustina. El PCR se llevo a cabo a la temperatura
adecuada para cada oligonucleétido, durante 30 ciclosy los
productos se separaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1.5%, tefiidos con bromuro de etidio.

Resultados y discusion. Seis clones codificantes de crustina
fueron d@slados del banco de genes de cDNA de hemocitos
del camaron blanco. Todos contienen la region traducida
(750 pb) con un marco de lectura completo para 163
aminoécidos, la Met inicial, asi como € codén de
terminacion, la sefial de poliadenilacion y e polyA. La
proteina traducida contiene secuencias (VGGGLG) repetidas
en la regién N-terminal. Las dos crustinas, solamente
difieren en un aminoacido. Los oligonucledtidos AT y GG
pudieron  amplificar  especificamente los  clones
correspondientes. Los mismos oligonucleétidos se probaron
utilizando cDNA de hemocitos como templado y ambas
forma de la crustina fueron encontradas. Sin embargo,
cuando se utilizaron cDNA de hemocitos de camarones

estimulados con bacterias, se observé que mientras la forma
GG permanece sin cambios, el mRNA de la crustina AT se
incrementaalas 3y 6 horas.
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Fig. 1. Diferencias en la expresion de las crustinas en respuesta a la
inoculacion de bacterias.

Conclusiones. En e camardn, existen a menos, dos forma
secuencial 'y funcionamente diferentes de crustinas. La
diferencia en la secuencia esta dada por dos bases (GG / AT)
que repercuten en un cambio de e residuo 108 (I/P).
Funcionalmente, la crustina GG aparentemente no se modifica
en respuesta a la presencia de bacterias. Por su parte, laforma
AT esinducida, observandose una elevacion de los niveles de
MRNA a las 3 y 6 horas post-inoculacion. Esta es la primera
evidencia de unarespuestainmune estimulada en el camaron.
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