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RESUMEN

El péptido transportador 1 (PepT1) es una proteina de membrana
que facilita la captacion de di/tri péptidos en el intestino. Estudios
funcionales y estructurales han proporcionado informaciéon detallada
sobre las caracteristicas del gen PepTl y varios aspectos de su
regulacion en vertebrados superiores, sin embargo, la informacion en
vertebrados inferiores, donde se incluyen los peces, es limitada. PepT1
juega una importante funcion en la absorcion de oligopéptidos y por
lo tanto en el crecimiento de los peces. Los resultados de alineacion
de secuencias, usando el programa ClustalW, mostraron que PepT1 en
tilapia (Oreochromis sp.) consiste de 21 exones, cubriendo una region
gendmica de unos 8 938 nucleodtidos; mientras, la region codificante
corresponde a 2 274 nucledtidos. Diferentes primers fueron disefiados
basados en las regiones mas homologas de los alineamientos ClustalW.
Seis pares de cebadores fueron seleccionados para el experimento de
RT-PCR y el ARN extrayéndolo del intestino de juveniles de tilapia. Los
amplicones esperados se obtuvieron por cada par de cebadores, en virtud
de diversas temperaturas de hibridacion y tiempo de amplificacion.

Palabras clave: PepTl; SLCI5A1; tilapia; Oreochromis niloticus;
primers;, RT-PCR.

ABSTRACT

The peptide transporter 1 (PepT1) is a membrane protein that facilitates
uptake of di/tri-peptides in the intestine. Structural and functional
studies have provided detailed information on the characteristics of
PepT1 gene and various aspects of its regulation in higher vertebrates,
however, the information in lower vertebrates, where fish are included,
is limited. PepT1 plays an important function in the oligopeptide
absorption and thus the growth of the fish. The results from
sequence alignment using the ClustalW program showed that tilapia
(Oreochromis sp.) PepT1 consists of 21 exons, covering a genomic
region of about 8938 nucleotides, while the coding region corresponds
to 2274 nucleotides. Different primers were designed based on the
most homologous regions in the ClustalW alignments. Six pairs of
primers were selected for RT-PCR experiment and RNA was extracted
from the intestine of juvenile tilapia. The expected amplicons were
obtained by each pair of primers, under various annealing temperature
and amplification time.

Key words: PepTi; SLCI5AI; tilapia; Oreochromis niloticus;
primers; RT-PCR.
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1. INTRODUCCION

a digestion y absorcion de proteinas
a través del lumen intestinal de
vertebrados, fueron pensadas
originalmente para exigir la hidrdlisis de proteinas
en aminoacidos individuales libres (FAAs), que
fueran posteriormente absorbidos desde el
lumen intestinal. Sin embargo, ahora esta claro
que di y tripéptidos cortos, asi como las FAAs,
se absorben a través de vias multiples y distintas
(Daniel, 2004; Thwaites y Anderson, 2007; Gilbert
et al., 2008b).

El transportador responsable de oligopéptidos que
absorbe el intestino ha sido identificado como
un miembro de la familia de transportadores
de soluto 15 (SLC15), por lo que se le conoce
también como SLC15A1, comunmente llamado
PepT1 (Meredith y Boyd, 2000; Daniel y Kottra,
2004; Ronnestad et al, 2007). Los estudios
fisioldgicos y moleculares han demostrado que el
oligopéptido transportador intestinal es exclusivo
del borde en cepillo de la membrana de la mucosa
intestinal (Bakke et al., 2010; Ronnestad et al.,
2007; Verri, et al., 2011).

Hay varios transportadores de aminodacidos
(AA) asociados con el borde en cepillo de
la membrana del tracto digestivo, pero sélo
un péptido transportador, PepT1, ha sido
identificado. Es una proteina unida ala membrana
plasmatica caracterizada por su baja afinidad,
alta capacidad de cotransportar protones en
combinacion con di y tripéptidos (pero no simples
aminoacidos o péptidos que contienen 4 0 mas
aminoécidos) para absorcion en la dieta. Se
expresa principalmente en el intestino, utilizando
el gradiente electroquimico de protones para
conducir transporte cuesta arriba, un proceso que
es independiente de Na+ y electrogénico (Leibach
y Ganapathy, 1996; Rubio-Aliaga y Daniel, 2002;
Daniel, 2004; Daniel y Kottra, 2004).

Diversos estudios han proporcionado informacion
detallada sobre las caracteristicas moleculares,
estructurales y funcionales de PepT1, asi
como diversos aspectos de su regulacion en
los vertebrados superiores. En cambio, la

informacion en los vertebrados inferiores donde
se incluyen los peces, es muy limitada. Para otras
especies no esta claro si PepT1 juega un papel
en aumento o disminucién del crecimiento del
animal, por ejemplo en Caenorhabditis elegans
la delecion de PepT1 resulté en una reduccion de
su tamafo corporal, mientras que en ratones la
falta del PepT1 anula las funciones de desarrollo
normal (Verri et al., 2011).

En los peces, los estudios se han dirigido a
la secuencia, estructura, funcién, expresion,
localizacion (tejido/érgano) y/o aspectos de
la regulacién de PepT1 por los tratamientos
dietéticos, hormonales y/o factores ambientales
(Bakke et al., 2010).

In vitro (Reshkin y Ahearn, 1991) e in vivo (Boge
et al., 1981; Dabrowski et al., 2003, 2005) se
evidencia el papel de soporte de oligopéptidos
en la digestion de proteinas en peces y como
pequefos péptidos son absorbidos mas
eficientemente que aminoacidos individuales
libres (FAAs) (Boge et al, 1981; Reshkin y
Ahearn, 1991). Los transportadores PepT1
son potencialmente una manera Optima para
absorber aminoacidos en peces. Conocida la
primera caracterizaciéon molecular en profundidad
de PepT1 en el pez cebra (Verri et al., 2003),
multiples estudios han confirmado muchas
similitudes entre transportadores de peces y
mamiferos. Curiosamente, una relacion entre el
aumento de pH y la tasa maxima de transporte de
dipéptidos se ha confirmado en varias especies
de peces de agua dulce (Verri et al., 2003;
Ronnestad et al., 2010), pero no tiene lugar para
los transportadores de mamiferos. Es posible
que esta caracteristica del transportador PepT1
en peces, haya evolucionado para permitir que
PepT1 funcione en un ambiente intestinal mas
basico, creado por un tracto gastrointestinal
agastrico (Verri et al., 2003) o generalmente un
intestino mas alcalino (Ronnestad et al., 2010)
que el de los mamiferos.

El ambiente alcalino intestinal en peces
aclimatados en agua de mar puede resultar
en un aumento aun mayor de la capacidad
méaxima de transporte, con el incremento
del pH, en comparacién con peces de agua
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dulce. Sin embargo, la evidencia sugiere que
transportadores PepT1 en peces de agua de mar
no aumentan la tasa maxima de transporte con el
aumento del pH (Sangaletti et al., 2009), lo que
expresa la posibilidad de variacion especifica
de la especie en las propiedades de transporte,
o la expresién de isoformas de transportadores
alternativos en aguas dulce y de mar.

Hasta donde se sabe, sélo un estudio ha
examinado el efecto de los cambios en la
salinidad del ambiente en la expresion de PepT1.
Kalujnaia et al. (2007) mostraron que la expresion
de PepT1 en el intestino de la anguila aclimatada
en agua dulce (Anguilla anguilla), disminuyo 70 %
en el momento de aclimatacion al agua de mar.
Esto podria reflejar la necesidad de un maximo
de regulacion de la expresion de PepT1 en un
ambiente de agua dulce para mantener un nivel
similar de la capacidad de transporte o un cambio
hacia el uso de una no identificada isomorfa
alternativa en agua de mar; sin embargo, los
efectos especificos de la salinidad externa sobre
las caracteristicas funcionales de PepT1 son
desconocidos en la actualidad.

En peces teledsteos y en vertebrados superiores,
PepT1 es fuertemente estimulado por un potencial
eléctrico transmembranal (Ostaszewska, et al,
2010), el cual se mantiene por el intercambiador
Na+/H+, que a su vez obtiene energia o depende
del gradiente electroquimico de protones
generado por la H+-ATPasa y/o Na+/K+-ATPasa
(Segura et al, 2010 y Ronnestad et al., 2007).

La absorcion de péptidos es energéticamente
costosa y podria predecirse que es regulado
descendentemente durante la inanicion. Sin
embargo, como la baja regulacion de este
transportador durante la hambruna se traduciria
en la asimilacion menos eficaz de las proteinas
con la realimentacion, la expresion de PepT1
podria ser mantenida o incluso aumentada
durante el ayuno, a la espera de volver a la
alimentacion. En efecto, la expresién de PepT1
aumenta con el ayuno (Thamotharan et al., 1999;
Ihara et al., 2000; Gilbert et al., 2008) en los
estudios de privacion a corto plazo en mamiferos.
También se ha observado sobrerregulacion de
PepT1 en peces, después de un corto periodo de
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ayuno (7 dias) (Hakim et al., 2009), aunque esto
no se ha observado permanentemente (Terova
et al., 2009). Independientemente, la privacion
prolongada de alimentos (20-35 dias) result6 en
una baja regulacion de la expresion de PepT1 en
peces (Hakim et al., 2009; Terova et al., 2009).
Curiosamente, se ha demostrado que los niveles
de RNAm de PepT1 aumentan mas alla de los
parametros de control tras la reanudacion de
la alimentacion, lo cual se correlaciona con un
periodo de crecimiento aumentado y de consumo
de alimento (Terova et al., 2009).

Datos actuales mencionan que se secuencio el
gen PepT1 en pez cebra Danio rerio, Chionodraco
hamatus y bacalao Gadus morhua (Verri et al.,
2003; Ronnestad et al., 2007b; Ostaszewska
et al.,, 2010). EI cDNA PepT1 del bacalao del
Atlantico tiene 2 838 pb de largo, que codifica una
proteina putativa de 729 aminoacidos (Ronnestad
et al., 2007b).

La expresion y funcion del oligopéptido
transportador PepT1, en respuesta a cambios
en la salinidad del medio ambiente, ha recibido
poco estudio a pesar del importante papel que
desempenan estos dipéptidos en la nutricién
en piscina. Se ha clonado y secuenciado
dos nuevos ADNc de longitud completa de la
especie Fundulus heteroclitus, que codifican
para el oligopéptido transportador de tipo PepT1
y examinaron su expresion y propiedades
funcionales en peces aclimatados en agua
dulce y agua de mar, en respuesta al ayuno y
a la realimentacion. El analisis filogenético de
secuencias de vertebrados SLC15A1 confirma
la presencia de dos isoformas de PepTi,
denominadas SLC15A1ay SLC15A1b, en peces.

Similar a otros vertebrados con SLC15A1s, estas
isoformas tienen 12 dominios transmembranales
y aminodcidos esenciales para la funcion de
PepT1 que estan conservados. El andlisis reveld
una nueva expresion especifica ambiental de las
isoformas SLC15A1 en F. heteroclitus, con sélo
SLC15A1b, expresado en peces aclimatados
al agua de mar, y ambas isoformas en peces
aclimatados al agua dulce.

ElayunoYy la realimentacion indujeron cambios en
la expresion de ARNm SLC15A1a y SLC15A1b.
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A corto plazo, el ayuno result6 en alta regulacion
de los niveles de RNAm PepT1, mientras que el
ayuno prolongado resulté en baja regulacion. La
reanudacion de la alimentacion resulté en alta
regulacién de niveles de PepT1 por encima del
pre ayuno. Los experimentos, al utilizar la técnica
in vitro en el saco intestinal, sugieren que las
isoformas de PepT1 difieren en caracteristicas
funcionales (Bucking y Schulte, 2011).

El presente documento, trata de mostrar un
estudio inicial del péptido transportador 1 (PepT1)
en tilapias, debido a que las investigaciones
a nivel mundial han sido dirigidas hacia otras
especies de peces, siendo entonces uno de los
primeros estudios de expresion del citado gen
en Oreochromis sp., utilizando la técnica de
extraccion de ARN de intestinos de juveniles del
citado pez y proceder a la RT-PCR.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Diseno de iniciadores (primers)

Basado en el alineamiento de las secuencias

codificantes del gen péptido transportador 1
(PepT1) de O. niloticus, se realizd el disefio
de iniciadores que cumplan los parametros
termodinamicos para que sean utilizados en PCR
convencional. Para el mismo gen se dispone de
dos secuencias de referencia (XM_003447363.1;
XM_003459630), las cuales se diferencian en
ciertas regiones. Por esta razén se disefid primers
con un minimo grado de degeneracion.

La secuencia XM_003459630 fue considerada para
labusquedade posibles primers usando el programa
Primer-BLAST, indicando como secuencias de
referencia al grupo teledsteos. Se obtuvo 25 pares
de primers, los cuales fueron analizados para
determinar la posicion con respecto a los exones
y su homologia entre las dos secuencias y la de
otras secuencias del gen PepT1, principalmente de
peces. El alineamiento de las secuencias, usando
el programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalw2), permitié establecer que el gen PepT1
en tilapia esta constituido por 21 exones, cubriendo
una regiéon gendémica de unos 8 938 nucledtidos;
la regién codificante corresponde a solo 2 274
nucleotidos (tabla 1).

Tabla 1. Lista de secuencias del gen PepT1 (scl15a1) utilizados para comparacion en el disefio de los primers degenerados.

Numero de accesion Descripcion de la secuencia Tamano (pb)
XM_003447363 >PREDICTED: Oreochromis niloticus slc15a1 mRNA 2223
EU160494 >Sebastes nebulosus intestinal (SLC15A1) mRNA 2640
JN615008 >Fundulus heteroclitus macrolepidotus PEPT1 (SLC15A1a) mRNA 2784
JX122768 >Epinephelus aeneus (PepT1) mRNA 2500
GQ906471 >Perca flavescens oligopeptide transporter 1 mRNA 2956
FJ237043 >Dicentrarchus labrax (Pept1) mRNA 3014
AY170828 >Chionodraco hamatus intestinal PEPT1 (slc15a1) mRNA 2845
XM_003459630 >PREDICTED: Oreochromis niloticus slc15a1 mRNA 2274
NM_001146682 >Salmo salar (slc15a1) mRNA 2629
AY921634 >Gadus morhua peptide transporter (PepT1) mRNA 2838
JN896885 >Cyprinus carpio PepT1 (pepT1) mRNA 3118
JQ411137 >Carassius auratus red var. slc15A1 protein mRNA 2640
JN088166 >Ctenopharyngodon idella (slc15A1) mRNA 2761
NM_198064 >Danio rerio slc15, member 1b (slc15a1b) mRNA 2637
AY300011 >Danio rerio (slc15a1) mRNA 2636
NM_204365 >@Gallus gallus slc15, member 1 (SLC15A1) mRNA 2914

Fuente: Dr. Emmerik Motte, PhD., 2012.
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Los diferentes iniciadores disefiados y las
secuencias seleccionadas mediante el analisis
de las regiones con mayor homologia en los
alineamientos ClustalW, permitieron seleccionar
varios juegos con la finalidad de amplificar
fragmentos, para el andlisis de la expresion en las
pruebas de RT-PCR. Cada primer fue evaluado en
términos de propiedades termodinamicas con el
programa OligoAnalizer de la pagina web de IDT
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/
OligoAnalyzer/). Los primers seleccionados para
el estudio se detallan en la tabla 2. Mediante el
andlisis en BLAST, los primers mantienen su
especificidad con el Gen PepT1.

2.2. Recoleccion y preservacion de muestras

Se trabajo con juveniles de tilapia (Oreochromis
sp.) de 3 a 5 gramos de peso. El experimento
fue efectuado con peces que permanecieron en
acuario y fueron alimentados con balanceado de
uso comercial (pellet 1/16 al 32 % de proteina);
después de una hora de haberlos alimentado se
procedio a sacrificar los especimenes mediante
diseccion, cortando el intestino desde el inicio
del ciego pildrico hasta la parte anterior al ano.
El intestino, vaciado de cualquier resto de
material alimenticio, fue lavando con solucion
salina al 0,85%. Se conservo el tejido de cada
pez en 500 uL de RNAlater conforme la cantidad
extraida (ca. 100 mg/150 pl) y se colocd en
refrigeracion por 2 horas aproximadamente;
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luego, fue guardado a -18°C hasta su andlisis.
Se utilizaron submuestras para la extraccion
posterior de ARN.

2.3. Extraccion de ARN

A los tubos que contienen la submuestra de
intestino, se anadié 1 000 pL de tampon de lisis
(TRIzol) y realizé el macerado sobre hielo seco.
Tras afadir 200 pyL de cloroformo, se mezcld
vigorosamente invirtiendo los tubos durante 1
minuto, luego de lo cual se los mantuvo en reposo
10 minutos a temperatura ambiente y 5 minutos
en hielo o a -20°C para que los tubos estén
bien frios. Se centrifugé a 12 000 rpm durante
15 minutos en frio, transfiriendo la fase superior
(250 a 300 pL) a un nuevo micro tubo libre de
ARNasa. Se agregé 500 pL de Isopropanol
(solucion de precipitacion), mezclando e
invirtiendo 10 veces los micro tubos y dejando
reposar 10 minutos a temperatura ambiente y
30 minutos en hielo. Se microcentrifugd a 12
000 rpm por 15 minutos, eliminando la solucion
de precipitacion sin desprender el sedimento
de ARN. Se agregé 1 000 pL de solucién de
lavado (etanol al 75 %) y se lavo las paredes
del tubo, microcentrifugando a 10 000 rpm por 5
minutos, se elimind completamente la solucién
de lavado, dejando secar durante 5 minutos. Se
resuspendid el sedimento en 20 pL de agua ultra
pura (solucion de resuspension), manteniendolo
sobre hielo.

Tabla 2. Lista de iniciadores disefiados y seleccionados para los estudios de la expresion del péptido

transportador 1.

Iniciador Secuencia # nt Tm Ubicacion
1 fw 5’-GGCTACCCACTSAGYATCT-3’ 19 54,9 Exén 2
Rev 1b 5-TCAGCCCAGTCCATCCAGT-3’ 19 58,4 Exo6n 9
Fw 2 5’-ACCACACAWTTGTGGCTCT-3’ 19 54,6 Exo6n 3
Rev 2 5-GGAGACCCACCATRGACA-3’ 18 55,0 Exo6n 5
Rev 3 5-CWACRTGWAAGGTCATGTTGTC-3" 22 52,8 Exo6n 4-5
22bfw 5’-CAGCCTGATCARATGCAGA-3’ 19 53,7 Exén 11-12
23brev 5"-CAGGCARKGTTTKATCRAT-3" 19 50,4 Exén 13-14
16fw 5-CTGGGCTTTGGCAGYTCWTA-3" 20 56,5 Exén 18
6brev 5"-TARGTGTARAAATAGSCCAT-3’ 20 48,3 Exén 21
11fw 5-TGCACATGGCCYKGCAGAT-3’ 19 60,3 Exo6n 19
5rev 5-GACTTGCTGGGTGCCTGTGA-3’ 20 60,2 Exén 19-20
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2.4. Tratamiento con DNasa |

En los microtubos libres de Rnasa colocados
sobre hielo, se ubicé 15 yL de ARN extraido, 2
pL de ADNasa buffer 10x, 1 uL de ADNasa | y 2
pL de agua ultrapura, incubando a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Luego se incubd a
65°C durante 10 minutos y fue conservado a -20°C
hasta realizar la retrotranscripcion (RT).

2.5. Protocolo de Retrotranscripcion (RT)

Para la preparacion de los mix de reaccion de la
RT se realizé una preparacion comun repartida
a cada muestra para el analisis. Los reactivos y
cantidades estan detallados en las tablas 3y 4.

Tabla 3. Reactivos del RT mix 1.

RT mix 1 1tubode N2tubos de

reaccion reaccion
H,O libre Rnasa 5L --- pL
Oligo d(T) 500 ng/uL 1L --- uL
Volumen final 6 ul/tubo

Se transfirié 6 pL del RT mix 1 a cada microtubo
de reaccién que contenia 8 pL de ARN total
extraido, incubando a 70°C durante 5 minutos y
luego se colocé inmediatamente los tubos sobre
hielo.

Tabla 4. Reactivos del RT mix 2.

RT mix 2 1 tubo_ ge N¢ tubo_s, de
reaccion reaccion

MMLYV 5X Buffer 5 L --- pL

dNTP’s mix 1,25 pL --- pL

Recomb. RNAsin 0,65 L ---pL

(25 U/reacc.)

MMLV-RT (200 U/reacc.) 1 pL --- uL

H20 libre Rnasa 3,1 L --- uL

Volumen final 11 yL

Transferido 11 pL del RT mix 2 a cada microtubo
de reaccion, se incubd en el termociclador a
40°C durante 60 minutos. Luego, se inactivo la
reaccion a 70°C por 15 minutos, utilizando 1 pL
de ADNc para la RT-PCR.

CIENCIAS DE LA VIDA

2.6. Amplificacion por PCR del ADNc de PepT1
(RT-PCR)

El ADNc obtenido fue amplificado por PCR
(RT-PCR) wusando los distintos iniciadores
seleccionados, indicados en la tabla 2. El volumen
final por tubo de reaccion de PCR alcanzé 25 uL
(Las condiciones de amplificacién se ubican en
la tabla 5). Los amplicones fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 2 %.

Tabla 5. Juegos de iniciadores y programas del termociclador.

Juego de Programa

Iniciadores termociclador
1 fw - Rev 1b Desnaturalizacion inicial: 94°C — 57
16fw - 6brev Amplificacién 35 ciclos: 94°C — 30"
55°C-30"
72°C -45"
Extension final amplicones: 72°C - 57
Fw 2 - Rev 2 Desnaturalizacion inicial: 94°C — 5°
Fw 2 - Rev 3 Amplificacion 35 ciclos: 94°C — 30"
58°C -30""
72°C-30"
Extensién final amplicones: 72°C — 5
11fw - 5rev Desnaturalizacion inicial: 94°C — 5°
Amplificacién 35 ciclos: 94°C — 30"
58°C -30"
72°C - 45"

Extension final amplicones: 72°C — 5~

22bfw - 23brev Desnaturalizacion inicial: 94°C — 5°
Amplificacion 35 ciclos: 94°C — 30"
58°C — 45"

72°C — 45~

Extensién final amplicones: 72°C — 5

3. RESULTADOS

3.1. Amplicones de PepT1 obtenidos por RT-
PCR

Realizada la RT-PCR de PepT1 usando los
diferentesjuegos de primers, se demuestraque los
iniciadores disenados funcionaron correctamente
al obtener los fragmentos esperados (tabla 7). La
eficacia radico en la determinacion idénea de la
temperatura y tiempo de hibridacion dentro de los
ciclos de amplificacion.
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Tabla 7. Tamano de los amplicones obtenidos.

Juego de iniciadores Tamafo amplicén (pb)

1 fw - Rev 1b 765
Fw 2 - Rev 2 223
Fw 2 - Rev 3 200
22bfw - 23brev 559
16fw - Bbrev 385
11fw - Grev 108

La figura 1 muestra el gel de agarosa donde
se migraron los amplicones resultantes de los
juegos de iniciadores 1fw-Revib y 16fw-6brev,
usando el mismo programa de amplificaciéon en
el termociclador para obtener dichos fragmentos.

500 pb

Figura 1. Par 1fw-Rev1b (765 pb), pozos 1 y 2; Control
negativo (C-), pozo 3; MPM (100 pb), pozo 4; Par 16fw-6brev
(385 pb), pozo 5.

Para los pares de iniciadores Fw2-Rev2 vy
Fw2-Rev3, la figura 2 muestra las bandas de
amplificacion en el gel de electroforesis segun los
tamanfos especificados, tomando en cuenta que
se uso el mismo programa en el termociclador.
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Figura 2. Par Fw2-Rev2 (223 pb), pozos 1 y 2; Control
negativo (C-), pozo 3; MPM (100 pb), pozo 4; Par Fw2-Rev3
(200 pb), pozos 5 y 6; Control negativo (C-), pozo 7.

Enlafigura 3 se observa los amplicones migrados
en el gel de agarosa, usando el par 11fw-5rev.

Figura 3. MPM (100 pb), pozo 1; Par 11fw-5rev (108 pb),
pozos 2 y 3; Control negativo (C-), pozo 4
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Para el juego de inciadores 22bfw-23brev, el
gel de electroforesis de la figura 4 muestra el
fragmento amplificado del tamafo especifico.

Figura 4. MPM (100 pb), pozo 1, Control negativo (C-), pozo
2; Par 22bfw-23brev (559 pb), pozo 3.

4. DISCUSION

En la investigacion con los juveniles de tilapia,
se determind la expresion de PepT1 en peces
alimentados normalmente mediante la técnica
de RT-PCR, haciendo la deteccidon una hora
después de haber sido nutridos; quedando
para experimentaciones posteriores evaluar
ayuno y realimentacion. Se establece que
los experimentos de evaluacion del péptido
transportador en Oreochromis sp., son de
los primeros realizados en esta especie en
el ambito mundial, ya que la mayoria de
investigaciones han sido dirigidas a otras
especies, tales como Gadus morhua o
Dicentrarchus labrax.

El trabajo de bioinformatica en el disefo de
los primers especificos, que funcionaron
adecuadamente en la amplificacion de los
fragmentos del gen PepT1 por RT-PCR, muestra
la eficacia de la técnica implementada, pudiendo

CIENCIAS DE LA VIDA

serreplicada, con la posibilidad de generar nuevos
resultados y discusiones sobre la expresion del
péptido transportador en tilapia.

Amberg et al. (2008) muestran el primer estudio
que analizé la expresion de PepT1 durante las
primeras semanas de alimentacién en larvas de
peces marinos, en el que observaron la expresion
de PepT1 antes de la eclosion del bacalao del
Atlantico (Gadus morhua).

Los resultados de Bakke et al. (2010) muestran
que PepT1 se expresa en todo el intestino de
juveniles de bacalao del Atlantico, lo que confirma
los resultados de estudios anteriores, tanto en
adultos (Ronnestad et al., 2007) como en larvas
(Amberg et al., 2008).

Al respecto, bajo condiciones experimentales,
peces lubina (Dicentrarchus labrax) mostraron
que la expresién de PepT1 en el intestino proximal
disminuy6é durante el ayuno y se incremento
durante la realimentacion (Verri et al., 2011;
Terova et al., 2009). Esta manifestacion es lo
contrario de lo que se observa en los mamiferos
y las aves (Ogihara et al., 1999; Gilbert et al.,
2008), lo que sugiere que PepT1 opera en apoyo
directo al crecimiento de los peces.

5. CONCLUSIONES

Se establecié que los seis pares de primers
disefiados funcionaron de manera adecuada
para la RT-PCR, teniendo en cuenta que, para los
juegos de iniciadores, la temperatura y tiempo de
hibridacién dentro de los ciclos de amplificacion
varié, por lo cual se realizaron varias pruebas
para optimizar los programas del termociclador,
de acuerdo a la combinaciéon de los pares de
primers, y asi obtener los amplicones especificos,
demostrando de esta manera la especificidad de
amplificar un gen de importancia en el crecimiento
de peces, en este caso tilapia.

Importante realizar pruebas de RT-gPCR con
los primers disehados y asi poder establecer la
cuantificacion en tiempo real de la expresién del
gen PepT1.
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