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Caracterizacion de la secuencia del gen de la protein transporta-
dora de péptidos (PepT1) en alevines de paiche Arapaima gigas

Characterization of the gene sequence of the peptide transport protein (PepT1) in
paiche Arapaima gigas fingerlings

Odalis E. Toledo'**, Arnaldo E. Castafieda'?, Manuel A. Feria'?,
Pedro Masias?, Mario Cueva®, Emmerik Motte?

RESUMEN

El objetivo del estudio fue caracterizar el PepT1 del paiche Arapaima gigas mediante
herramientas gendmicas y protedmicas. Se realiz6 un analisis transcriptémico y proteémico
a partir de secciones del intestino, bazo, higado y rifidén de alevines. El analisis
transcriptomico permitié obtener dos secuencias consenso de 357 y 459 pb. Ambos
fragmentos presentaron un alto grado de homologia (78 y 80%), principalmente con
secuencias de nucleétidos codificantes del PepT1 de Scleropages formosus del mismo
Orden que el paiche. El andlisis protedmico por espectrometria de doble masa MALDI
TOF/TOF permiti6 identificar quince secuencias peptidicas del PepT1 en paiche. Como
conclusion se logrd caracterizar parcialmente el PepT1 en el intestino del paiche, las
cuales podran ser usadas para posteriores estudios sobre la evaluacion de su expresion.

Palabras clave: Arapaima gigas; proteina transportadora de péptido; PepT1; protedmica;
espectrometria de masas; MALDI TOF/TOF

The aim of this study was to characterize the PepT1 of pirarucu Arapaima gigas
through genomic and proteomic tools. A transcriptomic and proteomic analysis was
made from sections of the intestine, spleen, liver and kidney of fingerlings. The
transcriptomic analysis allowed obtaining two consensus sequences of 357 and 459 bp.
Both fragments showed a high degree of homology (78 and 80%), mainly with nucleotide
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sequences coding for the PepT1 of Scleropages formosus of the same Order as A. gigas.
The proteomic analysis by double mass spectrometry MALDI TOF/TOF allowed to
identify 15 peptide sequences of PepT1 in pirarucu. In conclusion, PepT1 was partially
characterized in the intestine of pirarucu, which could be used for further studies on the

evaluation of its expression.
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MALDI TOF/TOF

INTRODUCCION

El paiche Arapaima gigas (Cuvier,
1829), es una especie importante de la
ictiofauna amazonica que pertenece a la fa-
milia Osteoglossidae. Se caracteriza por su
elevada tasa de crecimiento (10-15 kg por
afo) y excelente sabor de su carne (Rebaza
et al., 2010), convirtiéndose en una especie
con gran potencial en la acuicultura peruana.
No obstante, una de las principales limitantes
para su produccion sostenible e intensiva es
la nutricion (Oeda et al., 2015), de alli que se
realizan estudios sobre la tasa de ingestion y
digestion para el desarrollo y formulacion de
dietas, utilizando fuentes alternas de nutrientes
(DIDIT, 2017).

Los peces, en especial los alevinos, re-
quieren de altas cantidades de proteinas que,
asimiladas de manera eficiente una vez re-
ducidas a dipéptidos y tripéptidos, son em-
pleados para su crecimiento y fuente de ener-
gia(Gatlinetal.,2007; Verri et al., 2011; Liu
et al., 2013). Las proteinas son sometidas a
un proceso de digestion en el estdmago, cu-
yos productos ingresan al intestino delgado
para ser degradados por las enzimas
pancreaticas generando productos como
aminoacidos, oligopéptidos absorbibles y di-
tri péptidos (Kiela y Grishan, 2016), que son
llevados por proteinas transportadores de
péptidos (Verri et al., 2011) a través de la
membrana celular de los enterocitos (Gilbert
et al., 2008).
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El péptido transportador 1 (PepTl),
categorizado como miembro de la familia 15,
portadoras de soluto A1 (SLCI15A1), es el
principal conductor de nutrientes debido a su
transporte no selectivo y alta capacidad de
funcion para tri y di péptidos a partir del lumen
intestinal hacia el interior de los enterocitos
(Segura et al., 2010). El PepT1 se localiza
principalmente en el borde de cepillo de las
células epiteliales del intestino (Wang et al.,
2017), posee un tamafio de aproximadamen-
te 700 aminoacidos (<2100 nucleétidos) en
vertebrados superiores, mientras que en la
mayoria de los vertebrados inferiores es
usualmente mas grande (Ostaszewska ef al.,
2010). Sin embargo, la secuencia de
aminoacidos como de nucledtidos son alta-
mente conservadas en comparacion con los
vertebrados superiores (Ronnestad et al.,
2014). Ademas, posee 12 dominios
transmembrana, con los terminales carboxilo
y amino en el sitio citoplasmatico (Daniel,
2004), y dos isoformas: PepTla y PepTlb
(Bucking y Schulte, 2012).

El PepT1 se expresa principalmente en
el intestino anterior (Ronnestad et al., 2007,
Bakke et al., 2010), pero también ha sido
detectado en otros tejidos como branquias,
cerebro, corazon, higado, bazo y rifién en ni-
veles muy bajos (Wang, 2017). Ademas, es
regulada por una variedad de hormonas como
factores de crecimiento epidermal, ritmo diur-
no y principalmente por el contenido de pro-
teina en la dieta (Liu et al., 2013). Estudios
sobre el Pept1 se han dirigido principalmente
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a su secuencia, estructura, funcién, expre-
sion, lugar de distribucion (tejido/6rgano), y
factores ambientales en diferentes varieda-
des de especies de peces (Bakke et al., 2010),
tales como Anguilla anguilla (Storelli et al.,
1989; Thamotharan et al., 1996), pez zebra
Danio rerio (Verri et al., 2003), carpa co-
mun Cyprinus carpio (Ostaszewska et al.,
2009), salmon del atlantico Salmo salar
(Ronnestad et al., 2010) y trucha
Oncorhynchus mykiss (Ostaszewska et al.,
2010). Sin embargo, hasta la fecha, no existe
investigaciones sobre la caracterizacion del
PepT1 en el tracto gastrointestinal del paiche
A. gigas.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue caracterizar molecularmente la proteina
transportadora de péptidos (PepT1) del in-
testino de paiche 4. gigas mediante técnicas
gendmicas y protedmicas, para generar una
base de datos para posteriores estudios so-
bre laregulacion de su expresion, y el poten-
cial en la formulacion de alimentos para el
paiche.

MATERIALES Y METODOS

Alineamiento de Secuencias y Disefio de
Cebadores

Se recopilaron 16 secuencias de ADNc
del PepT1 de teledsteos evolutivamente cer-
canos con el paiche (Cuadro 1), a partir de la
base de datos del Centro Nacional de Infor-
macion Biotecnoldgica NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). La homologia en-
tre secuencias se analiz6 mediante Basic
Local Aligment Search Tool (BLAST) y el
alineamiento multiple mediante el programa
Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tolls/msa/
clustalw2/). A partir de la secuencia conser-
vada se realizo el disefio de los iniciadores
degenerados (Cuadro 2), los cuales fueron
sintetizados por la empresa Integrated DNA
Technologies (IDT, USA).
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Muestras y Preparacion de Tejidos

Se utilizaron 15 alevines de paiche de
aproximadamente 15 cm de longitud, obteni-
dos de una empresa local, ubicada en el de-
partamento de Tumbes, Peru. Los peces fue-
ron eutanasiados, previa sedacion con eugenol
(Acuestrol®) en solucion al 1% del stock. Se
realiz6 una apertura en la cavidad abdominal
y se hizo un raspado del epitelio intestinal de
las regiones anterior, medio y posterior. Ade-
mas, se colectaron muestras de rifion, higado
y bazo (<0.5 cm). Los tejidos fueron preser-
vados en RNAlater (Ambion, Austin, TX,
USA) y se almacenaron a -20 °C hasta su
analisis.

Extraccion de ARN Total y Sintesis de
ADN¢

La extraccion de ARN total de los teji-
dos se realizé con el kit GeneJET RNA
Purification (Thermo Fisher Scientific, USA)
de acuerdo a las instrucciones del fabrican-
te. La cadena de ADNCc fue sintetizada utili-
zando el kit ReverdtAid™ Reverse
Transcriptase (Fermentas®) en presencia del
iniciador Oligo dT18 en una reaccion de 20
ul, siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante y sujeto a tratamiento con DNase
(DNase I, Thermo Fisher Scientific).

Optimizacion de PCR para Iniciadores
Degenerados

El ADNc fue amplificado en volume-
nes de 25 pl, conteniendo 0.04 Unidades de
Hot Start Taqg DNA polimerasa (Thermo
Fischer Scientific), solucion de tampon de la
polimerasaa 1X,2 mM de MgCl, 0.2 mM de
cada dNTPs, 0.6 y 1.2 pM para los iniciado-
res degenerados y el control interno 18S
TRNA, respectivamente, ADNc y agua libre
de nucleasas (AUP). Se determino la tem-
peratura de hibridacion 6ptima para cada juego
de iniciadores de acuerdo con las temperatu-
ras de fusion (melting) (Cuadro 3) y los pro-
ductos amplificados fueron separados por
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Cuadro 1. Numero de acceso de las secuencias del ADNc del PepT1 de peces

N° de accesion Especie ARNm (pb)  Aminoacidos (aa)
EU160494.1 Sebastes nebulosus 2640 742
NM_198064.1 Danio rerio 2637 718
JN896885.1 Cyprinus carpio 3118 723
JN088166.1 Ctenopharyngodon idella 2761 713
AB762417.1 Anguilla japonica 2952 723
AB455540.1 Salmo salar 2629 734
JN615007.1 Fundulus heteroclitus 2807 722
KC476396.1 Cynoglossus semilaevis 2684 729
LC167343.1 Oreochromis mossambicus 2787 727
AY170828.2 Chionodraco hamatus 2845 757
KC485004.1 Larimichthys crocea 2923 726
GQ906471.2 Perca flavescens 2956 729
XM 018729534.1  Scleropages formosus 2046 676
FJ237043.2 Dientrarchus labrax 2184 728
AY921634.1 Gadus morhua 3014 727
JX177494.1 Tetraodon nigroviridis 2328 725

paiche (Arapaima gigas)

Cuadro 2. Iniciadores usados para la transcriptasa inversa-PCR del ADNc del PepT1 en

.. . s s o Tamaino
Iniciador Secuencia 5°-3 Tm (°C) (pb)
18S rRNA F! TACCACATCCAAAGAAGGCAG 54.9 200
18S rRNA R! TCGATCCCGAGATCCAACTAC 57.5
PepTI F2? TCCCHCTHCCIATGTTCTGG 58.6 914
PepTI R3? GCCTGTGARTAIGMGAACTCCA 62
Peptl F3* TTCTCCTACTATGGCATGMRAGC 61 697
PepTl RI? IGCCCAGTCCATCCAGT 59
Peptl F4 TGGCTSGGIAAGTTCAAGAC 59
PepTI RI? IGCCCAGTCCATCCAGT 59 330

! Referencia: Regina et al. (2014)
2 Referencia: este estudio
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Cuadro 3. Perfil térmico para la amplificacion de regiones del PepT 1

5
Q =
» 2 £ 5 3 85
2 2 = k= 5 5
£ < o T S &
Ciclos 35
A Temp. 95 °C 95°C 54 °C 72 °C 72°C
55°C
56°C
57°C
Tiempo 5 min 45's 30s 45 s 5 min
B Ciclos 35
Temp. 95°C 95°C 54 °C 72°C 72°C
55°C
56°C
57°C
Tiempo 5 min 45's 45s 1 min 30s 5 min
C Ciclos 35
Temp. 95°C 95 °C 55°C 72 °C 72 °C
56°C
57°C
58°C
Tiempo 5 min 30s 45 s 1 min 5 min

A: Ciclos térmicos para amplificar de 18 sRNA F, R (200 pb); B: Ciclos térmicos para amplificar Peptl
F2, R3 (914 pb); C: Ciclos térmicos para amplificar Peptl F3, R1 (697)

migracion electroforética en gel de agarosa
al 2%, tefiido con bromuro de etidio y sumer-
gido en una solucion TAE 1X, para ser reve-
lado en un transluminador. Los productos
amplificados fueron secuenciados por la
empresa Macrogen (USA).

Analisis in silico
Las secuencias de nucledtidos se anali-
zaron con el programa CodonCode Aligner.

Las secuencias de aminoacidos fueron pre-
dichas utilizando lo programas ExPASy
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Translate Tool (http://web.expasy.org/
translate/).

Extraccion de Proteinas y Migracion en
Gel de Poliacrilamida

En la extraccion de proteinas intestina-
les se utilizo el reactivo Trizol® (Invitrogen,
Carlsbad, USA), siguiendo el protocolo del
fabricante. Las proteinas extraidas fueron
separadas por electroforesis en gel de dodecil
sulfato de sodio y policrilamida (SDS-PAGE)
mediante un sistema vertical mini OmniPAGE
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(Cleaver Scientific®, Wrwickshire, UK) du-
rante 3 h a 90v al 12% de gel.

Purificacion y Digestion de Péptidos

Las bandas fueron extraidas y digeri-
das siguiendo el protocolo descrito por
Shevchenko et. al. (2007) modificado. Las
muestras fueron hidratadas con agua grado
HPLC con TFA y se les adicion6 el mismo
volumen de matriz R-cyano-4 hydroxycyn-
namic (a-CHCA, Sigma Aldrich) (10 mg/ml)
(V/V), se homogenizaron cuidadosamente y
fueron colocadas en el spot de la Opti TOF®
placa MALDI.

Analisis por MALDI TOF/TOF

Laidentificacion de los péptidos se rea-
liz6 con un espectrometro de masas MALDI
TOF/TOF 5800 (Applied Biosystems,
SCIEX) en modo ion reflector positivo, con
una intensidad de laser Nd: YAG de A a 335
nm, frecuencia 200 Hz, 750 disparos por es-
pectro y analizados dentro de un rango de
masas entre 800 a 4000 m/z. Los péptidos
obtenidos del procesamiento por doble frag-
mentacion (MS/MS) fueron analizados me-
diante el software ProteinPilot 4.0. Las se-
cuencias obtenidas fueron alineadas utilizan-
do la base de dato libre NCBI Blast a través
de la plataforma protien blast.

RESULTADOS

PCR del PepT1 de Paiche

Todas las temperaturas de hibridacion
y los ciclos térmicos utilizados resultaron en
productos del tamafio esperado para cada
juego de iniciadores, excepto el Gltimo inicia-
dor (Cuadro 2). Se observaron bandas defi-
nidas de 200 pb para los iniciadores controles
18S ARNr F y 18S ARNr R (Figura 1a). Se
observaron bandas definidas de 697 pb para
los iniciadores degenerados PepTl1 F3 y
PepT1 R1 en todas las temperaturas hibrida-
cion probadas (Figura 1b). También se ob-
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servo hibridacion para los iniciadores dege-
nerados PepT1 F2 y PepT1 R3 mostrando
un producto de 914 pb (Figura 1c¢).

Identificacion del PepT1 en Tejidos

Se observaron bandas definidas corres-
pondientes a productos de 914 pb, que fue-
ron amplificados a partir del aislamiento de
ARNmMm del intestino anterior, medio y poste-
rior. No hubo presencia del producto en bazo,
higado y rifién (Figura 2).

Analisis Bioinformatico de las Secuen-
cias

Los fragmentos de ADNc del PepT1
del paiche fueron secuenciados, analizados y
traducidos en sus secuencias de aminoacidos
potenciales. Se determinaron dos secuencias
consenso de tamafio de 357 pb (118 aa) y 459
pb (152 aa), como se muestra en la Figura 3.

Las secuencias parciales de nucledtidos
exhibieron una alta similitud de secuencia con
el PepT1 del Scleropages formosus
(GenBank XM 018729534.1). En particular,
el primer fragmento del gen de ADNc del
PepT1 que exhibio un 84% de similitud con
el sfPepT1, y de aproximadamente 78% de
similitud con los demas teledsteos.
Similarmente, el segundo fragmento exhibid
un 73% de similitud con el sfPepT1. Ade-
mas, las secuencias de aminoacidos predi-
chas a partir de los fragmentos exhibieron
una similitud de 81% con la secuencia de
aminoacido del sfPepT1 (Cuadro 4).

Identificaciéon por MALDI TOF/TOF
PepT1

El analisis por MALDI TOF/TOF mos-
tr6 un total de 15 secuencias correspondien-
tes al Peptl, en particular las secuencias
IRNIKFGDVVAKPEEGANAIR,
NVISYGNETTNELLNVMGK y TYEI-
FKDIKTKPEEGANAIR por el nivel de iden-
tidad 100% y un valor de E. de 3 e'2, al ser
comparada con la secuencia de Poecilia

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(3): 1129-1142
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Cuadro 4. Similitud de las secuencias del gen del PepT1 del paiche frente a otras secuencias
del gen de PepT1 de peces con respecto a los nucledtidos y aminoacidos que
codifican la proteina del PepT1 (Blast)

Fragmento 1 del PepT1 de

Fragmento 2 del PepT1 de

paiche paiche
Especies Similitud de  Similitud de  Similitud de  Similitud de
nucledtidos  aminoacidos nucledtidos aminoacidos
(%) (%) (%) (%)
Scleropages formosus 84 81 73 55
Anguilla japonica 77 78 -—-- 42
Oncorhynchus tshawytscha 79 83 —- 44
Lates calcarifer 80 83 --- 39
Ictalurus punctatus 75 82 - 42
Larimichthys crocea 76 80 -—-- 44
Esox lucius 77 82 — 43
Oreochromis mossambicus 77 80 —- 42
Oreochromis niloticus 76 80 — 42
Danio rerio — — 42
Cyprinus carpio -—- 74 — 41
Salmo salar 79 &3 -—-- 44
Tetraodon nigroviridis 75 e — —

reticulata, Pelodiscus sinensis y Paralichthys
olivaceus, respectivamente, de la base de da-
tos de Protein BLAST. Los resultados resumi-
dos se presentan en el Cuadro 5.

DiscusioN

La proteina transportadora de péptidos
(PepT1) es responsable de la absorcion de
aminoacidos y oligopéptidos en el intestino,
siendo importante en el crecimiento de peces
(Verrietal.,2011; Romano et al.,2014); ade-
mas de ser confirmada como marcador del
metabolismo, especialmente de las proteinas
(Liu, 2014), habiendo sido identificada en va-
rias especies; sin embargo, su presencia en
el paiche 4. gigas era desconocida. En el
presente estudio se logré identificar por pri-
mera vez las secuencias nucleotidicas par-
ciales de la proteina transportadora PepT]1
del intestino de esta especie.
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En el presente estudio, se optimizaron
los iniciadores degenerados PepT1 F3, PepT1
R1 y PepT1 F2, PepT1 R3, aprecidndose
bandas definidas a todas las temperaturas
probadas. Esto se explica porque las tempe-
raturas escogidas se encontraban 5 °C por
encima o debajo de la temperatura de fusion
(Tm). Asi mismo, se sabe que temperaturas
muy altas causan un mal alineamiento entre
iniciadores provocando poco ADN amplifi-
cado y temperaturas muy bajas causan la
amplificacion de ADN inespecifico (Sambrook
y Russell, 2001). Por otro lado, se considerd
el uso de 18S ARNr como control interno para
asegurar la correcta extraccion de ARN y
PCR de la muestra y asi evitar los falsos ne-
gativos. Estudios indican que entre los con-
troles internos mas utilizados se encuentran
el EFA, B-actina, GAPDH y 18 S ARNr sien-
do este ultimo el menos variable (Fernandes
etal.,2008; Suet al., 2011).
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Cuadro 5. Secuencias de aminoacidos identificadas por MALDI TOF/TOF (Protein BLAST)

Prec MW  Prec MZ  Secuencia de aminoacido Especie Ident N° Accesion
1197.712  1198.712  AIKNRFRHR Poecilia 100  XP _008396824.
6 6 reticulata 1
1331.664  1332.664 LCRINFTPLR Danio rerio 100 NP _932330.1
7 7
999.4227  1000.422 TLAALGQKR Alligator 100  XP _014455978.
7 mississippiensis 1
1318.675 1319.675 CIGFAIKNRIR Poecilia 91 XP_008396824.
7 7 reticulata 1
1353.631 1354.631 DWAKEKYDKR Rhincodon 88 XP_020367844.
7 7 typus 1
1514.763 1515763 FCERFSYYGMR Esox lucius 100  XP 012993296.
7 7 1
1217.525  1218.525 AVALVVFISGSR Ictalurus 100  XP_017337526.
6 6 punctatus 1
1197.712  1198.712 AENGGTQTRPR Paralichthys 100  XP_019960053.
6 6 olivaceus 1
1633.763  1634.763 TQNQEFNITPVDVR Rhincodon 100  XP_020367844.
7 7 typus 1
1814.958 1815958 KNMEKDKMGMAIESR Nothobranchiu 100  XP_015807884.
6 6 S furzeri 1
1789.936  1790.936 WTLQATTMNGQIGLLK Labrus bergylta 100 XP_020500572.
6 6 1
2179.145  2180.145 QPEHGPERKRDQVEMER Salmo salar 100  NP_001140154.
8 8 1
2322.107  2323.107 TYEIFKDIKTKPEEGANAIR Paralichthys 100  XP_019960053.
7 7 olivaceus 1
2227.095  2228.095 NVIISYGNETTNELLNVMGK  Pelodiscus 100  XP 006128192.
7 7 sinensis 1
2322.107  2323.107 IRNIKFGDVVAKPEEGANAI  Poecilia 100  XP_007565446.
7 7 R formosa 1

Se determiné la presencia del ARN
mensajero del PepT1 en intestino (anterior,
medio y posterior) del paiche evidenciada en
bandas del tamaifio de 914 pb; sin embargo,
no se identifico en rifion, higado y bazo. Re-
sultados similares fueron presentados por
Verri et al. (2011), quienes indican que la dis-
tribucion del PepT1 en peces teleosteos se
da principalmente en el intestino y en menor
grado en rifion, higado, bazo y otros 6rganos
o tejidos, pudiendo diferir significativamente
de un grupo de peces a otro. Ademas, se pue-
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de observar una disminucion de intensidad de
bandas a lo largo del segmento del intestino
(del anterior al posterior), pudiendo diferir con
otros estudios que indican que la expresion
del PepT1 disminuye a lo largo del segmento
proximal al distal del lumen intestinal, repre-
sentando la diferencia entre los segmentos
en la absorcidén de proteinas (Shen et al.,
2001; Terova et al., 2009; Ostaszewska et
al.,2010). Sin embargo, estudios cuantitati-
vos basados en qPCR en tiempo real son
necesarios para completar el estudio.

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(3): 1129-1142



Caracterizacion del PepT1 en Arapaima gigas

2% wgarose stared n Bhidum Bromds
s

10000 30
BO0 30
6000

n— T na
= =

Figura 1. Migracion en gel de agarosa de los productos obtenidos por PCR. A. Productos de la
amplificacion con iniciadores 18s ARNr (F, R) para la determinacion de la temperatu-
ra de hibridacion. M: marcador de peso molecular de 50 pb (Invitrogen), 54, 55, 56 y
57: Muestras amplificadas a diferentes temperaturas de hibridacion, C-: control nega-
tivo. B. Productos de la amplificacion con iniciadores degenerados PepT1 F3 y PepT|1
R1. Crt: Control de la transcriptasa reversa; 54, 55, 56, 57: Muestras amplificadas a
diferentes temperaturas de hibridacion; M: Marcador de peso molecular de 50 pb
(Invitrogen), C: control negativo. C. Productos de amplificacion con los iniciadores
degenerados PepT1 F2 y PepT1 R3. 54, 55, 56, 57: Muestras amplificadas a diferen-
tes temperaturas de hibridacion; M: marcador de peso molecular de 1 Kb (Thermo

Fisher); C-: control negativo

Las secuencias consenso del fragmen-
to 1 y 2 mostraron una identidad con la se-
cuencia del ARNm del PepTl del
Scleropages formosus de 84 'y 73%, res-
pectivamente. Esto demuestra una alta simi-
litud de nucleotidos con el paiche, confirman-
do de esta manera su parentesco familiar
Osteoglossidae. Ademas, estos datos consti-

Rev Inv Vet Pert 2019; 30(3): 1129-1142

tuyen una primera evidencia de la presencia
del producto de ARNm relacionado con el
PepT1 en la mucosa intestinal en el paiche.

La protedmica busca estudiar las pro-
teinas totales presentes en una célula, tejido
o fluido corporal en un momento dado, ya sea
por abundancia, actividad, estructura, estado
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Figura 2. Distribucion del PepT1 en tejidos del paiche con los iniciadores F3, R1. M: Marcador
de peso molecular de 100 pb (Thermofisher); BA: Bazo; HI: Higado; IM: Intestino
medio; IP: Intestino posterior; IA: Intestino anterior; RI: Rifion; C-: Control negativo

de modificacion postraduccional o de otro tipo
(Kusman et al., 2006; Wright et al., 2011).
Los hallazgos del presente estudio a través
de la espectrometria de masas MALDI TOF/
TOF confirmaron la presencia de la proteina
transportadora de péptidos (PepT1) al obte-
ner secuencias peptidicas homologas al PepT1
de varias especies de peces. Esta técnica fue
utilizada por Zhang et al. (2016) quienes iden-
tificaron proteinas diferenciales en las
vellosidades y criptas del intestino entre rato-
nes knockout y wildtype para el PepT1. Por
otro lado, Cueva (2016) utiliz6 esta herramien-
ta, la que le permiti6 identificar neurohormonas
involucradas en la reproduccion, asi como
identificacion de proteinas asociadas a la in-
munidad y estrés en paiche, abriendo la via
para futuros trabajos de caracterizacion de
otras proteinas de interés.
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CONCLUSIONES

e Se logro identificar y caracterizar par-
cialmente la proteina transportadora de
péptidos PepT1 en el intestino de paiche
A. gigas.

e Laidentificacion del pept]l mediante la
espectrometria de masas MALDI TOF/
TOF puede ser una buena alternativa a
los métodos tradicionales, ya que es sen-
sible, y su alta precision en la medicion
de las masas y la secuenciacion masiva
de péptidos reduce los problemas de
identificacion de proteinas y péptidos.
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A. Fragmento 1

TGE GRS RGR CCR GTT TGR GGR CCR TCR GGR GRR GCR GCA GRE CRC CTT CTIT CTC TET 57
G &) O ! F E D H o] E E o 2

F
CTT CIR CCT GIC CRT CRA TeC AGE TAZ TCT CCT GIC CRC CAT CRT CRC TCC ART CCT 114
F Y L 5 I H & = s L L b= T I I T B I L
GEC

&G AGC CCR ARR ATG TGS GGC CRC CCR RCR GGR CIG TIR CCC RCT CIT Ce&E RET 171
E & 2 E C z L I o] Q D c T P L W
CCC C&C TAT CCT TAT GAT AGT TGC CCT CAT TGT GIT CRT CAT GBEG C

W& TeE CAT GIR 228
P & I L H I ¥ & L I 4

CRR CRR RRC TGR CCC GGR GGG RRR CAT CART GCT ARRR RGT CTCG TRR RTG CAT TGE ATT 285
H K T D P E G N I | L E WV C K c I =3 F
TGC ARCT GRA GAR CCG CTIT CARR GCA CRAE GAG CAG CAR GIA CCC GRA ARG GGAR GCR TG 342
5 L E H B F K H 2 s 5 E T P E E E H =

GEE GEE GGG GG CCC 357
G G G G

B. Fragmento 2

Cah RAC CCT GCC TARC ATT CCC ATC RGR ATC CCA ARG CCA GET AR GIT TIT GRAR CART 57
E T L p T F b -1 E 5 Q -] 2 T K F L N M

AC GAR TGR ACR CAT GTC AGT TAS AGT CAR TCA GGA TCC CGC TAT AGR AAT TGE GCC 114

R N E H M S ¥ R ¥ W ¢ D P A I E I & B

ATR TGA GGC XAC ACC TGA CTT CTT CAC TTT TGA CAR GAT GGSA AAT GAR TGT TGC TIT 171

= 5 F }T T

TAL CAR CGE TGC ACC AT GTT ATT CAGC TCT TEA ARA ARR AAT GAC GCA GAT GCT CTT 228

2G TEC ATR TTT GAT AGR GGA TIT ATC TAR ARR ACC AGA ARR 235

2G ATT TGT CAR TGGE TAT GOC TIT TCR 26T CAR CGT GRC 26T 342
F M v v v

AGE CTC ARR AGR CCT GGG CAT CAT TSA TCC TTC AGC TGC BAG CAR CTA CAC CAT GCT 339

TCE ZAR GGE AGR GGC TAR ATT TET CAT TAG CTA CCA TGR TGG RAG AR CTG TGR ATT 456

@ E €6 E 2 K F ¥ I 5 ¥ H D & R K C E F

CTC 455

Figura3. Secuencias de nucledtidos de los fragmentos del PepT1 de paiche divididos en codones,
con sus respectivas secuencias de aminoacidos predichos. A: Fragmento 1, amplificado
con los iniciadores degenerados PepT1 F3 y PepT1 R1. B: Fragmento 2, amplificado
con los iniciadores degenerados PepT1 F2 y PepT1 R3
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