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Deteccion de transcritos
constitutivos relacionados
con estrés del reticulo
endoplasmico, autofagia
y apoptosis en Apis mellifera

Orozco-Lucero, E.,"”* Chavez-Solano, M.,? Beristain-Ruiz, D. M.,! Itza-Ortiz, M. F.,! Orta-Zavalza, E.,?
Plenge-Tellechea, L. F.,2 Baylon-Jaquez, D.! y Varela-Ramirez, A.?

RESUMEN

Se amplificaron transcritos tras retrotranscripcion de ArN intestinal de Apis mellifera y Pcr punto final. Se
comprob6 con secuenciacion que estos constituyen amplicones de Radla, RpS5a (constitutivos), grp78,
atf6, irel, eif2a, calr, grp94, Xbpl (estrés del reticulo endoplasmico/respuesta a proteinas mal plegadas,
ERE/RPMP), alg7 (autofagia), iap y buffy (apoptosis). Entre ellos, ocho potencialmente representarian los
primeros reportes experimentales de dichos transcritos en A. mellifera. Este trabajo ayudara a futuras
investigaciones de la regulacion molecular de ERE/RPMP y sus vias relacionadas en A. mellifera por medio
de pcr tiempo real.

1 Departamento de Ciencias Veterinarias, Instituto de Ciencias Biomédicas (icB), Universidad Auténoma de Ciudad Juarez (uacy).
Departamento de Ciencias Quimico Bioldgicas, 1cB, UAC].
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/ Beristain-Ruiz, D. M. ® 0000-0002-9189-3750 / Itza-Ortiz, M. F. ¢ 0000-0003-0313-586X / Orta-Zavalza, E. ® 0000-0001-5452-6049
/ Plenge-Tellechea, L. F. ¢ 0000-0002-1619-5004 / Varela-Ramirez, A. ¢ 0000-0002-2071-4874.
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INTRODUCCION

La poblacion mundial de abejas meliferas (Apis
mellifera) sufre estragos por factores medioam-
bientales que ocasionan estrés celular, el cual
puede manifestarse como estrés del reticulo endo-
plasmico (ERE), una relevante via molecular que in-
duce la respuesta a proteinas mal plegadas (RPMP;
Guan, Ge y Ma, 2024). La comprension del control
de ERE/RPMP y sus vias moleculares asociadas (por
ejemplo, autofagia y apoptosis) aun no es clara en
A. mellifera (Zhang et al., 2024).

Una forma de conocer la fisiologia molecu-
lar del estrés es mediante la Pcr tiempo real, que
utiliza la calibracion de los niveles de los transcri-
tos de interés al cuantificar transcritos constituti-
vos (Kim et al., 2022). Dicha técnica depende de
una exploracion previa por PCr punto final.

Cuadro 1. Amplicones generados

El objetivo fue amplificar, por Pcr punto final,
transcritos constitutivos y relacionados con ERE/
RPMP, autofagia y apoptosis de abejas meliferas.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ARN

El ArN total intestinal de cuatro obreras A. melli-
fera, se extrajo con fenol-guanidino y mortero; se
cuantificé y corroboro6 su pureza con espectrofo-
témetro.

Retrotranscripcion y pcr punto final

Se sintetizd ADN complementario (ADNc) con oligo
(dT). Algunos primers (doble propoésito: PCR pun-
to final; y tiempo real) se disenaron con Primer-
Quest. La especificidad teérica de los primers, se
verificd con BLASTNn/refseq_rna y bases de datos
de A. mellifera (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Otros primers provinieron de la literatura. Cada
PCR (20 uL; 35 ciclos; Tm en Cuadro 1) contuvo
75 ng de ADNC.

Via/Tipo Simbolo Acceso en GenBank Ft Tm (°C) T. obs. (pb)
ERE grp78 NM_001160072.2 N 57.5 256
ERE atfé XM_026439714.1 N 61.0 164
ERE iret XM_006565605.3 N 58.0 247
ERE eif2a XM_625140.6 N 58.0 329
ERE calr XM_006559506.3 N 58.0 199
ERE grp94 XM_395614.6 N 58.0 262
ERE Xbpt XM_392383.7 N 58.5 247

Aut. atg7 XM_001122360.5 N 58.0 231
Apo. iap XM_396819.4 N 58.5 210
Apo. buffy NC_007072.3 N 58.5 259
Co. Rad1a LOC102654987 1 55.0 101
Co. RpS5a XM_006570236.3 N 57.5 252

Apo.: apoptosis; Co.: constitutivo; ERE: estrés del reticulo endoplasmico/respuesta a proteinas mal plegadas; Ft: fuente; N: nuevo diseno; pb:
pares de bases; T. obs.: tamaifio observado; Tm: temperatura de fusion.
Fuente: Kim et al. (2022, p. 1).
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Deteccion y andlisis de amplicones

El tamano de fragmento se verificé por agarosa/
EtBr. Los amplicones se purificaron por colum-
na de silica y su ADN, se secuencid en el INMEGEN
(analisis: BLASTN/refseq_rna y bases de datos de
A. mellifera).

RESULTADOS

De acuerdo con los tamanos observados y los
resultados de secuenciacion, se amplificaron
fragmentos correspondientes a transcritos de A.
mellifera (Cuadro 1), tanto constitutivos como rela-
cionados con ERE/RPMP, autofagia y apoptosis.

Los siete amplicones de ERE/RPMP, y el de
autofagia (atg7), potencialmente representan los
primeros reportes experimentales de sus respec-
tivos transcritos en A. mellifera.

DISCUSION

La verificacion por peso molecular y secuencia es-
perados es una prueba satisfactoria de la amplifi-
cacioén especifica de los transcritos de interés. La
via ERE/RPMP, ¥ sus procesos asociados de autofa-
gia y apoptosis, requieren mayor entendimiento en
A. mellifera. Esto puede lograrse por medio de Pcr
tiempo real. Esta técnica requiere la calibracion de
los niveles de los transcritos problema por medio
de la cuantificacién de, preferentemente, mas de
un transcrito constitutivo estable entre distintas
muestras del tejido problema (Kim et al., 2022).
La amplificacion por pcr punto final de tran-
scritos constitutivos y asociados con ERE/RPMP en

abeja melifera, es un primer paso para dicho fin.
Se recomienda continuar explorando otros transcri-
tos constitutivos, para contar con mas calibrado-
res estables para futuros estudios con pcr tiempo
real en A. mellifera.

CONCLUSIONES

Esta investigacion sentara las bases para cuan-
tificar, por pcr tiempo real, los transcritos invo-
lucrados en ERE/RPMP, y sus vias moleculares
asociadas, en tejidos de A. mellifera. Esto podria
contribuir a una mayor comprension de ERE/RPMP
en esta especie.
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