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Glosario

Amplicén: Fragmento genémico que es amplificado por la reaccién de polimerizacién en cadena a
conveniencia del investigador.

ARN mensajero inmaduro: El ARN después de ser transcrito por la ARNpolimerasa pasa por un
proceso de modificacién de su tamafio, en la cual se eliminan las regiones no codificantes o
intrones para luego si ser traducido en proteina.

Espliceosoma: Complejo proteina-ARN que estd compuesta por mas de cien factores proteicos y
cinco pequefias proteinas ribonucleares nucleares.

Ribonucleoproteina: Proteinas que forman complejos oligoméricos con ARN, estan presentes en
el nucleo de la célula.

Elementos en cis: Secuencias de nucleotidos que estan conservadas evolutivamente, son
reconocidas por las ribonucleoproteinas para union y de esta forma se inicia el proceso de corte y
empalme, estas secuencias pueden mejorar o silenciar el reconocimiento de regiones consideras
exones e intrones.

Elementos en trans: Proteinas (ribonucleoproteinas) que reconocen los elementos cis.

RT-PCR: Transcriptasa reversa es una enzima que sintetiza hebras de ADN complementario a
partir de las hebras de ARN mensajero, para ser amplificado exponencialmente por la reaccién en

cadena de polimerizacion.
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Resumen

Titulo: Validacion de la expresion del Regulador de Informacion Silencioso 2 SIR2 en obreras y
zénganos de Apis mellifera”

Autor: Luis Ariel Pardo Diaz”™

Palabras Clave: Procesamiento del ARNm, Expresion de genes, Castas sociales de abejas,

Purificacion de acidos nucleicos, SIR2, Actina.

Descripcion: La especie de abejas Apis mellifera esta distribuida a nivel global, lo cual la convierte
en el insecto que mads participa en la polinizacion. Las diferencias en las esperanzas de vida de las
castas que componen las colonias de abejas son de gran interés cientifico, se ha hipotetizado que
estas diferencias pueden ser causa de factores asociados al comportamiento o a epigenética. La
familia de genes Sirtunas codifican proteinas desacetilasas de histonas dependientes de NAD+ y
estan implicadas en el silenciamiento de la transcripcién. El miembro de la familia SIR2 esta
asociado a la esperanza de vida en eucariotas. La secuencia de este gen se encuentra reportada en el
GenBank bajo el estatus predictivo, a su vez, tres posibles variantes de procesamiento del ARNm.
Se hipotetiza que puede existir expresion cualitativamente diferente entre las castas obreras y
zanganos de la especie A. mellifera asociada al procesamiento alternativo. El objetivo de esta
investigacion, es validar la expresion del SIR2 en obreras y zanganos. Se realizé un analisis in
silico de los exones de las tres posibles variantes para establecer exones comunes y unicos, se
disefiaron cebadores para recuperar el marco abierto de lectura por medio de RT-PCR y analizar los
amplicones por medio de electroforesis y patrones de restriccién. Se pudo amplificar un nuevo
patron de RT-PCR que fue expresado exclusivamente en zanganos cuyo tamafio no coincide con
secuencias anotadas en el Genbank para SIR2 de A. mellifera. Se sugiere que este nuevo patron
puede ser producto del procesamiento alternativo, dado que se ha reportado en humanos variantes
de tamafios similares en el homélogo SIRT1. Ademas, los insectos con una estructura social tan
compleja difieren entre ellos mismo por causa epigenéticas. Por lo tanto, validamos por medio de
RT-PCR que SIR?Z si tiene expresion diferencial entre las castas de estudio de esta investigacion.

“Trabajo de Grado
“Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: Francisco Martinez Pérez. Dr.
Ciencias. Codirector: Leonardo Avendafio Vasquez. Dr. Acuicultura
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Abstract

Title: Validation of Silent Information Regulator 2 SIR2 expression in Apis mellifera workers and
drones”

Author(s): Luis Ariel Pardo Diaz™

Key Words: mRNA processing, Gene expression, Bee social castes, Nucleic acid purification,

SIR2, Actin

Description: The bee species Apis mellifera is distributed globally, which makes it the insect that
participates most in pollination. The differences in the life expectancies of the castes that make up
the bee colonies are of great scientific interest, it has been hypothesized that these differences may
be caused by factors associated with behavior or epigenetics. The Sirtunas gene family encodes
NAD+-dependent histone deacetylase proteins and are involved in transcription silencing. The
SIR2 family member is associated with life expectancy in eukaryotes. The sequence of this gene is
reported in the GenBank under the predictive status, in turn, three possible variants of mRNA
processing. It is hypothesized that there may be qualitatively different expression between the
worker and drone castes of the A. mellifera species associated with alternative processing. The
objective of this research is to validate the expression of SIR2 in workers and drones. An in silico
analysis of the exons of the three possible variants was performed to establish common and unique
exons, primers were designed to recover the open reading frame by means of RT-PCR and
amplicons were analyzed by means of electrophoresis and restriction standards. It was possible to
amplify a new RT-PCR pattern that was expressed exclusively in drones whose size does not match
sequences annotated in the Genbank for A. mellifera SIR2. It is suggested that this new pattern may
be the product of alternative processing, since variants of similar sizes in the SIRT1 homolog have
been reported in humans. Moreover, insects with such a complex social structure differ from each
other by epigenetic causes. Therefore, we validated by RT-PCR that SIR2 does have differential
expression between the castes studied in this research.

"Degree Work
“Faculty of Basic Sciences. School of Biology. Biology. Director: Francisco Martinez Pérez. Dr.
Ciencias. Codirector: Leonardo Avendafio Vasquez. Dr. Acuicultura
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Introduccion

Las abejas son de vital importancia en la mayoria de los biomas de la tierra, ya que
participan en la recoleccion del polen, de néctar y resinas en las plantas con flores lo que da como
resultado la polinizacion; evento que sostiene la reproducciéon de las plantas angiospermas
(Danforth et al., 2006). Las abejas de la especie Apis mellifera estan distribuidas a nivel global y
participan en la polinizacién de la mayoria de los cultivos y bosques silvestres (Parrefio et al.,
2022). A su vez, es una de las especies de animales que hacen parte del conjunto de organismos
modelo para estudios en genémica (Toth y Zayed, 2021).

El ciclo de vida de las abejas estd influenciado por multiples factores como es su
organizacion social, la cual es de tipo castas sociales que son nombradas en obreras, zanganos y
reina (Johnson, 2010). Entre cada una de estas se presenta diferencias drasticas en sus ciclos de
vida; las obreras y zanganos (machos) tienen esperanza de vida menor en comparacién con la reina
(Rueppell et al., 2007). Estas castas tienen patrones de comportamiento determinado por la misma
divisién del trabajo (Kodrik et al., 2022). Las hipotesis que se han planteado sobre las diferencias
en el ciclo de vida estan relacionadas con: la actividad de colecta de polen, el mantenimiento de la
colmena, el estrés oxidativo, la composicion de la estructura celular y la expresion de genes
relacionados con la reparacién de ADN (Luna-Lucena et al., 2019). Es de resaltar que muchos
comportamientos de cada casta social de las abejas tienen una regulacién de la expresion de los
genes especifica, sin embargo, todos los organismos de las castas presentan la misma organizacion
gendmica.

Las Sirtuinas son una familia de genes que codifican para enzimas dependientes de
Nicotinamida Adenina Dinucle6tido (NAD o NAD+ en su forma oxidada) cuya funcién celular es
la desacetilacién de las histonas, y sus consecuencias son: el silenciamiento de la transcripcion,

prolongacion de ciclos de vida y patrones de metilacion (Mautone et al., 2020). Esta familia de
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genes estd ampliamente conservada en la naturaleza, ya que se han identificado desde las levaduras
hasta los mamiferos. Por lo tanto, los genes de esta familia son potenciales para estudio del
envejecimiento (Zietara et al., 2022; Bonkowski y Sinclair, 2016).

En investigaciones con organismos modelo, la sobreexpresion de la Sirtuina reguladora de
la informacion silenciosa 2 cuya nomenclatura en invertebrados es Silent Informtion regulation,
SIR2 o SIRT1 para vertebrados, se ha evidenciado que interviene en el aumento significativo en la
esperanza de vida en estos organismos (Banerjee et al., 2012). Ademas, en humanos y Sus scrofa
se ha reportado la presencia de multiples variantes de corte-empalme alternativas en el
procesamiento del pre ARN mensajero (ARNm) de SIRT1 (Deschénes y Chabot, 2017).

El desarrollo y masificacion de la tecnologia de secuenciacién de nueva generacién y la
RT-PCR han permitido ampliar el conocimiento de la regulacién genémica y el comportamiento de
la transcripcién (Angeli, 2024). En la actualidad, se conoce que el genoma humano posee
aproximadamente 20.000 genes, los cuales pueden dar origen a mas de 300.000 transcriptos por
efecto del procesamiento alternativo (Amaral et al., 2023). Este calculo también se ha realizado en
otros organismos modelos de la investigacion genomica; lo cual, sugiere que este comportamiento
es intrinseco en la regulacion de la expresion y procesamiento de ARN inmaduro en los organismos
vivos, ademas de plantear como afecta su fisiologia la transcripcion de una de las posibles variantes
de ARNm (Carrillo-Oesterreich et al., 2016).

El genoma de A. mellifera ha sido secuenciado en mas del 90%, pero un nimero
significativo de sus genes, y sus posibles variantes de procesamiento alternativo, estan anotados de
forma predictiva por métodos computacionales (Wallberg et al 2019). La secuencia nucleotidica
del gen SIR2 en A. mellifera ha sido reportada en el GenBank, pero estd bajo el estatus de

predictivo, con tres posibles variantes de ARNm. Experimentalmente, se conoce que la expresion
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de SIR2 en A. mellifera sufre cambios frente a la manipulacién de la dieta, lo que afecta la
esperanza de vida de las mismas (Paoli et al., 2014). También, se ha demostrado que la actividad de
SIR2 en trofocitos y células del tejido adiposo del abdomen de abejas obreras jovenes es menor
respecto a los adultos (Hsu y Chuang, 2014). Guan y colaboradores, realizaron una cuantificacién
de la expresion de SIR2 por RT-qPCR en A. mellifera en la cabeza de obreras y reinas, cuyos
resultados mostraron diferencias en la expresion, siendo las reinas las de mayor expresion (2013).
No obstante, el disefio experimental para los cebadores de tiempo real empleados no indica las
variables que fueron usadas y tampoco indica la existencia de procesamiento alternativo. Es decir,
no se ha confirmado de forma experimental el tamafio de alguna de las variables de ARNm SIR2 r
eportadas de forma computacional o si existen algunas nuevas. Ademas del desconocimiento de su
expresion entre las castas sociales de zanganos y obreras.

Las predicciones informaticas permiten identificar las regiones del genoma funcionales o
potencialmente transcritas, pero pueden o tienden a ignorar los factores de regulacién y
procesamiento alternativo, dejando intrones y exones fuera de entendimiento de los investigadores.
Es por ello, la necesidad de disefios experimentales para identificar y validar la expresion de los
genes y los elementos de su regulacion en genomas ensamblados por computacion (Bhat et al.,
2022). Para responder a estas preguntas es fundamental e invariante establecer de forma
experimental el gen SIR2 y su expresion en A. mellifera en las castas sociales, obreras y zanganos.
El objetivo de este estudio es validar experimentalmente predicciones ab initio de los tres posibles
marcos abiertos de lectura anotados en el GenBank a través de RT-PCR y patrones de restriccion.
El aporte de este conocimiento contribuird a determinar la participacién de SIR2 en efectos
ambientales y/o patdgenos que afectan la salud actual de las poblaciones de abejas y patrones de su

envejecimiento para, con ello, cooperar a afrontar la critica situacién de las abejas.
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1. MARCO TEORICO
1.1 GENERALIDADES DE LAS ABEJAS (A. mellifera)
1.1.1 Ecologia e importancia economica

Las especies de abejas son los insectos mas importantes en la polinizacion de las plantas
angiospermas, el 75 % de este proceso es obra de las abejas (Khalifa et al., 2021). Las plantas con
flores son mas del 80% de los cultivos de interés econémico para los humanos, ademas de su alta
representacion en la flora silvestre, implica que las abejas son un eje en el soporte de la agricultura
humana y la vida silvestre (Patricio-Roberto y Campos, 2014). La valoracion del servicio
ecosistémico de la polinizacion tiene un rango estimado de 300 a 500 mil millones de doélares
anuales (Potts et al., 2016). En este sentido, el crecimiento poblacional humano hace necesario el
incremento de la tierra usada para la agricultura lo que demanda mayores tasas de produccion y por
ende, el cumplimiento de esta meta es practicamente imposible de lograr sin el aumento de especies
polinizadoras como A. mellifera (Giannini et al., 2020; Phiri et al., 2022).

Se ha determinado desde 2006 una disminucion de individuos de A. mellifera, a lo que se ha
nombrado como el trastorno de colapso de las colmenas, para indicar el declive de la salud de las
abejas en el mundo, especialmente en A. mellifera (Williams et al., 2010). Es por ello que la
disminucién de las poblaciones de abejas, es un motivo de preocupacion gubernamental
internacional para todos paises (Wood et al., 2020; Staveley et al., 2014). Multiples factores estan
relacionados como posibles causas de dicha disminucion poblacional, algunas de estas son: pérdida
de biodiversidad floral que genera metabolitos secundarios, nutricién deficiente, pesticidas, endo y
ectoparasitos, aumento de las infecciones por bacterias y virus, cambio climatico, entre otras (van

Engelsdorp et al., 2017; IPBES, 2018).
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1.1.2 Taxonomia y generalidades

A. mellifera se encuentra al interior de la superfamilia Apoidea, con cerca de 20.000
especies de abejas, y que se originaron antes de la division de Gondwana en el Cretacico temprano
(Almeida et al., 2023; Zheng et al., 2018). Los caracteres taxonémicos mas usados para la
identificacion de la especie al interior del género estan relacionados con su morfometria de cuerpo
y alas, en estas a su vez se detallan los patrones de venacién (Kandemir et al., 2011). También, se
puede usar los tamafios de los individuos segtn la casta social a la que pertenecen (Ilyasov et al.,
2020).

1.1.3 Distribucion.

El género Apis surge en la region eurasiatica tropical, desde este punto de origen se disperso
por el norte y oeste hace aproximadamente 3000 afios, especialmente por la accién de los grupos
humanos, que la han domesticado para aprovechar la miel y la cera (Cridland et al., 2017). Las
abejas meliferas se encuentran distribuidas por los 5 continentes gracias a las constantes y grandes
migraciones humanas, en la actualidad la apicultura es una actividad de simbiosis entre agricultura
y ecologia (Ilyasov et al., 2020).

1.1.4 A. mellifera en Colombia.

Esta especie se introdujo en América hacia 1600 por los colonizadores espafioles, quienes
trajeron las variedades europeas, pero no prosperaron facilmente (Montoya-Pfeiffer et al., 2016).
La apicultura moderna en el continente inicia en 1956 en Brasil, con la introduccion de la variedad
africanizada A. mellifera scutellata, 1a cual, de forma natural, se ha dispersado por los campos y en
algunos casos en ciudades (Smith, 1991; Tibata et al., 2017). En Colombia, a inicios de la década
de los 80 empieza el proceso de introduccién de la variedad africanizada, y de esta forma se ha

conseguido un mejor rendimiento en la produccion de miel (Tibata et al., 2017). El impacto al
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sector agricola colombiano por parte de las abejas esta estimado en 643 mil millones de pesos
anuales, seguin datos de la Federacion colombiana de apicultores y criadores de abejas (Fedeabejas)
se contabilizan 4677 apiarios a nivel nacional que producen 7000 toneladas de miel anualmente
(Redagricola, 2022).

1.1.3 Ciclo de vida

Los insectos que han evolucionado en la estructuracion de castas sociales presentan
diferencias en la esperanza de vida entre los individuos que la componen (Miinch y Amdam, 2010).
La casta de obreras son la mayoritaria, pero su ciclo vital es drasticamente menor en comparacion a
la casta de hembras fértiles o reinas (Luna-Lucena et al., 2019). En abejas, las obreras realizan la
mayoria de los trabajos como lo son: cuidado de larvas, seguridad de la colmena y la colecta de
néctar (Remolina et al., 2007). Las castas de las abejas obreras y los zanganos presentan longevidad
promedio menor que la reina de la colmena. En este sistema de castas se posee el mismo genoma,
pero difieren radicalmente en su esperanza de vida. Los insectos que presentan estas condiciones
son modelos de interés para estudiar patrones de envejecimiento (Miinch y Amdam, 2010).

Las hipotesis que se han planteado en la investigacion para determinar las causas de las
diferencias en la esperanza de vida, en las castas de abejas, han transitado desde: tasas de estrés
oxidativo diferencial, composicién de membranas celulares, cantidad de vitelogeninas, entre otras
(Simone-Finstrom et al., 2016; Haddad et al., 2007; Martin et al., 2022). Se han aportado
evidencias, pero no han sido concluyentes para explicar este fendmeno. En la actualidad, la
regulacion de la transcripcion e identificacién de variantes de ARNSs plantean nuevas evidencias y

enfoques para resolver este enigma de la evolucién de los insectos sociales (Bataglia et al., 2021).
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1.2 Proyecto de secuenciacion del genoma

En el afio 2006, se publico el genoma total de la especie A. mellifera, con lo cual, se
convirtié en un recurso publico y de acceso libre para todos los investigadores (The Honeybee
Genome Sequencing Consortium, 2006). Lo anterior, proporcion6 informacion sobre la biologia
de la abeja, conocimientos mas profundos sobre la evolucion y desarrollo del comportamiento
eusocial, patrones de aprendizaje para forraje del néctar, regulacion hormonal y neuronal (Kaplan
y Linial 2006; Wilson, 2006). Hasta la fecha se han realizado varias secuenciaciones totales y
ensamblajes de novo del genoma de A. mellifera, la ltima realizada en el afio 2019 por Wallberg y
colaboradores, se aplico las ultimas técnicas de secuenciacion de nueva generacion y técnicas
computacionales de alto rendimiento. Lo antes indicado, se debe al gran interés cientifico de
responder preguntas celulares, por ejemplo: ¢ Como teniendo el mismo genoma, la reina tiene un
ciclo de vida decenas de veces mayor a las demas castas?
1.3 Procesamiento alternativo de corte y empalme del ARN mensajero Eucarionte

Los métodos modernos de la secuenciacion de alto rendimiento han repercutido en la
caracterizacion de genomas, aumentando de forma considerable la cantidad de secuencias
nucleotidicas, y a su vez, en el nimero de organismos secuenciados completamente (Hu et al.,
2021). En la actualidad, se conocen nuevas variantes de procesamiento alternativo gracias a las
técnicas de PCR y enzimas de retrotranscripcion que permiten la elaboracion de bibliotecas y la
caracterizacion de los ARNm expresados en intervalos de tiempo o condiciones fisiol6gicas
determinadas (Jalali et al., 2017). Ademas, es sabido que la mayoria de los genes presentes en
cualquier organismo tiene una alta probabilidad de expresar formas alternativas de ARNm, las

cuales tienen una implicacion en funcionalidad de la proteina expresada, siendo asi que varias
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enfermedades humanas de interés son causadas por proteinas defectuosas dadas por un marco
abierto de lectura irregular (Jakubauskiené y Kanopka, 2021).

El procesamiento post-transcripcional se basa en complejas reacciones bioquimicas entre
las secuencias de nucle6tidos que tienen una actividad en cis, estas secuencias aportan los sitios de
reconocimiento que potencia o inhibe el procesamiento del ARNm inmaduro y el corte-empalme.
Ademas, varios complejos de ribonucleoproteinas que estan encargadas del reconocimiento de los
sitios y posterior corte-empalme (elementos con actividad trans), estas reacciones se determinan
por la estructura secundaria de la secuencia sustrato (Shi, 2017).

En humanos se ha encontrado la relacion causal entre el envejecimiento y cambios en el
procesamiento de genes, personas en edad avanzada han mostrado procesamiento de ARNm
diferente a personas jovenes, y entre estas variantes halladas de procesamiento del ARNm
inmaduro, algunas fueron nuevas o completamente desconocidas, que no se tenian presupuestado
ni con los métodos bioinformaticos (Balliu et al., 2019). En el envejecimiento las condiciones
fisiol6gicas se alteran de forma paulatina, generando cambios drésticos a nivel; molecular, en los
patrones de metilacién, control de la actividad de las proteinas, entre otras (Bhadra et al., 2020;
Marasco y Kornblihtt, 2023).

1.4 Sirtuinas

Sirtuinas son una familia de genes que codifican proteinas desacetilasas de las histonas
(HDAC) tipo III dependientes de nicotina adenina dinucle6tido (+) (NAD+), las cuales catalizan
las reacciones para la eliminacién de los grupos funcionales de acetilo en los residuos de lisina y un
acetil ADP-ribosa, su sitio de catalisis esta ubicado en el dominio central (Min et al., 2001; Hong et
al., 2021). Estas proteinas se encuentran implicadas en procesos celulares como: reparacion de

ADN dafiado, gluconeogénesis, formacién de acidos grasos, mejorar la recepcion de la insulina,
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lipdlisis, formacién del tejido neuronal, retarda el proceso de envejecimiento, regulador de
homeostasis metabdlica, regulacion epigenética y procesos de inflamacion (Sutphin y Kaeberlein,
2011; Kotas et al., 2013; Zhang et al., 2021). En humanos y ratones se ha investigado la actividad
de la histona desacetilasa SIRT1 en las enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, en
las personas de la tercera edad, la activacién produce disminucién en el tejido que ha
experimentado envejecimiento (Kitada et al., 2016).

Esta familia de genes se encuentra en organismos eucariontes y multicelulares como
levaduras, invertebrados y vertebrados; en levaduras se ha encontrado un solo gen de Sirtuinas,
siendo este el primer reporte de genes de esta familia, mientras que en otros organismos modelo
como Caenorhabditis elegans se han reportado cuatro genes codificantes, en Drosophila
melanogaster se tiene reportado un total de 5 sirtuinas (dSir1-5) (Lee et al., 2019).

1.4.1 SIR2 y su homdlogo SIRT1

SIR2 se denomina al gen en invertebrados, mientras que en vertebrados su homologo se
nombra SIRT1. Involucrado directamente en el silenciamiento de la transcripcién, el desarrollo del
ciclo celular y la estabilidad estructural de los cromosomas (Tao et al., 2023). En D. melanogaster

y C. elegans se han realizado ensayos para sobreexpresar este gen y se ha evidenciado una
prolongacion del ciclo de vida (Banerjee et al., 2012). En crustaceos marinos se ha encontrado
relacion entre la expresion de este gen y regulacion de reloj circadiano (O’Grady et al., 2016). En
polillas tratadas con radiacion tipo gamma se ha evidenciado un aumento en la expresion de SIR2
como uno de los genes asociados a la reparacion del genoma (Vimal et al., 2022).

En A. mellifera se ha estudiado la relacion de las feromonas mandibulares de la reina en la
expresion de SIR2, por medio de cuantificacion, con los cambios y patrones de epigenéticos en la

metilacién de cromosomas de las obreras (Cardoso-Junior et al., 2020). Se ha comprobado que el
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aumento de la expresion de Sirtuinas en asociacion de una elevada concentracion en la célula de la
cinasa activada por AMP (AMPK) y NAD+, en las épocas de invierno, aumenta la tolerancia al frio
y prolongan los ciclos de vida de las abejas (Bonkowski y Sinclair, 2016). También, se encontro la
relacion de desintoxicacion de pesticidas por accién de la quercetina al fomentar la sobreexpresion
de SIR2 en las abejas (Liao et al., 2017). Por el contrario, al ser inhibida la expresion SIR2 por
medio de ARN de interferencia, el ciclo de vida de las abejas se acorta drasticamente (Paoli et al.,
2014). La expresion de SIRZ2 esta relacionada con la edad de las abejas obreras y el envejecimiento
de organulos como las mitocondrias, también se correlaciona con las concentraciones de NAD+
(Hsu y Chuang, 2014; Remolina et al., 2007).

No obstante, la secuencia reportada del gen SIR2 es por ensamblaje del genoma, ademas de
sus tres posibles variantes generadas por procesamiento alternativo de ARNm (Wallberg et al.,
2019). En los estudios aqui citados, no se indica cudl de estas posibles variantes fueron utilizadas
para el disefio de cebadores de cuantificacién por PCR en tiempo real. Tampoco, se ha evaluado si
existe entre las castas sociales de obreras, zdnganos y reinas posibles diferencias en el
procesamiento del ARNm inmaduro que implique nuevas variantes. Por lo tanto, esta investigacion
busca caracterizar las posibles variantes de procesamiento alternativo del ARNm de SIR2 en las

castas sociales de obreras y zanganos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Validar y establecer la expresion del gen SIR2 de obreras y zanganos de Apis mellifera.
2.2 Objetivos Especificos

Determinar in silico la organizacion de intrones y exones del gen SIR2 y su patrén de
expresion en forma de ARN mensajero.

Validar marco abierto de lectura del gen SIR2 de Apis mellifera por medio de su patrén de
restriccion.

Validar la presencia de variantes de ARNm producidas por el gen SIR2 en protocerebro,
térax y abdomen por RT-PCR en las castas obreras y zanganos de Apis mellifera.

Establecer el patron de restriccion de los ADNc generados por procesamiento alternativo

para establecer la presencia o ausencia de exones.
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3. METODOS

3.1 Recuperacion de secuencias del GenBank

La busqueda se realiz6 por medio de palabras clave en el GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Sayers et al., 2024) y su sistema ENTREZ (Maglott et al., 2011) con los
siguientes criterios: “SIR2 [gene] AND Apis mellifera [orgn]” y “SIR2/SIRT1 [gene]” este dltimo
criterio se utilizé para la exploracion de secuencias verificadas provenientes de otros organismos.
Se descargaron las secuencias de las tres posibles variantes de procesamiento del mensajero y la
secuencia predictiva del gen; ademas, las tablas de transcriptos y tabla del gen. Por medio de la
herramienta BLASTN (Camacho et al., 2023) se realizaron bisquedas con las secuencias del gen y
sus variantes contra las bases de datos nt/nr y marcadores de secuencias expresadas (ETS, por sus
siglas en inglés) las cuales fueron depuradas y se usaron las secuencias mayores a 120 nucleétidos,
con la finalidad de confirmar las anotaciones de estas secuencias. Posteriormente, se procedi6 a
descargar secuencias de ARNm confirmados de otros organismos. Periédicamente, se hizo la
vigilancia informatica del estado PREDICTIVO del gen y sus variantes.
3.2 Delimitacion de intrones y exones en SIR2

Con la informacion anotada para SIR2 de A. mellifera en el GenBank, se establecieron las
regiones consideradas como exones e intrones en la secuencia e identificar los sitios de corte de
donadores y aceptores del procesamiento del ARNm inmaduro, con los programas: Splice site
predictions (Reese et al.,, 1997) (https://www.fruitfly.org/seq_tools/), = FSPLICE
(http://www.softberry.com/berry.phtml) (Umarov y Solovyev, 2017), Alternative Splice Site
Predictor (ASSP) (Wang y Marin, 2006) (http://wangcomputing.com/assp/) y Spliceator (Scalzitti
et al., 2021). Posteriormente, se verificd y caracterizaron los puntos de corte-empalme anotados.
Igualmente, la secuencia de SIR2 fue evaluada para predecir la anotaciéon de sus regiones

codificantes y promotores a través de los programas FGENESH
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(http://www.softberry.com/berry.phtml) y ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/),
se buscaron marcos abiertos de lectura para confirmar los anotados o posibles nuevas variantes.
Ademas, se realizo la caracterizacion de los diferentes tipos de sitios consenso para los flancos 5’ —
3’ en intrones, sitio de ramificacién y tracto de polipirimidina en las regiones que se consideran
intrones. Los flancos intrénicos se caracterizados manualmente, se consideraron seis u ocho
nucleotidos rio arriba y rio abajo con relacion a los sitios de corte anotados dependiendo de la
consistencia del corte. Tales sitios fueron: la caja ACAGA, la posicion de ramificacion YURAY y
el tracto de polipirimidina. Estos sitios se localizaron en las secuencias manualmente y solo se
consideraron por su relacion con regiones intronicas.

Finalmente, usando las secuencias descargadas del gen SIR2/SIRT1 presentes en otros
organismos, se construyeron alineamientos contra las tres posibles variantes, con el fin de
identificar los exones mas conservados en estas tres, a través del servidor en linea de Kalign 3
(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/kalign) (Lassmann, 2020) se realizaron los alineamientos
con parametros ajustados en el modelo de perdida descrito por Martinez-Pérez y colaboradores
(2007). Mientras, que en MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh et al., 2019)
fueron combinados varios métodos de alineamientos: Global, Local y FFT-NS-1, ademés varias
penalizaciones de aperturas (3.0, 3.5, 4.0), siempre manteniendo la direccion del alineamiento en
funcién de la secuencia SIR2 para lograr una mayor fidelidad, la penalizacién por apertura de
espacio en 4.0 y valor de compensacion en 0.15.

3.3 Disefio de cebadores

Estos fueron disefiados con base en los resultados de los alineamientos de secuencias antes

mencionados, los algoritmos para las predicciones de marcos abiertos de lectura y la delimitacion

de exones e intrones segtin lo anotado en el GenBank, con el fin de determinar exones comunes a
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todas las posibles variantes y tnicos a estas. Los parametros de cebadores se evaluaron con la
herramienta OligoAnalyzer en el sitio web Integrated DNA Technologies (IDT)
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) (Owczarzy et al., 2008) con el
parametro “Oligo Conc” en 0.1, “Na+ Conc” en 0, y por dltimo, el parametro “Mg"™ Conc” en 3.0
mM. Tres cebadores especificos del gen SIR2 en A. mellifera fueron disefiados (Sentido, Anidado,
Reverso). El gen actina fue seleccionado como control constitutivo y positivo. Su disefio se
sustent6 en dos de sus tres dominios universales relacionados con otros invertebrados (M artinez-
Pérez et al., 2005). La sintesis de los cebadores y su purificacion por cartucho con fase inversa para
SIR2 y actina se realiz6 por Bioneer (Bioneer Corporation, Daejeon, Korea).
3.4 Prediccion de estructuras secundarias y tercerias

Por medio del software RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite)
(Gruber et al., 2008) se modelaron las estructuras secundarias 0ptimas con la minima energia libre
de la secuencia del gene SIR2 y las secuencias de los cebadores disefiados para la fase de RT-PCR,
los resultados se descargaron en el formato vienna de puntos y paréntesis, para ser visualizadas y
editadas en RNAcanvas (https://rna2drawer.app/) (Johnson y Simon, 2023)
3.5 Colecta de individuos

70 individuos de A. mellifera fueron obtenidos entre los meses de agosto y noviembre del
afio 2023, provenientes de los municipios de Santa Barbara y Malaga, por medio de donaciones de
apicultores locales, 20 zanganos y 50 obreras (Figura 1A), en edad adulta. Se dio un periodo de
aclimatacién de 48 horas, fueron separadas en tubos Falcén de 50 ml segtin la casta social,
siguiendo las pautas del manual de apicultura de la Corporaciéon Colombiana de Investigacion

Agropecuaria para diferenciar las castas (Martinez-Sarmiento et al., 2012). Se procedié a la
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eutanasia por medio de frio en ultracongelador de -80 °C en el Laboratorio Central de
Investigaciones ubicado en la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander.
3.6 Extraccion de acidos nucleicos
3.6.1 Extraccion y purificacion de ARN total

Con tres individuos de cada una de las castas sociales, obreras y zanganos, se realizaron
diseccion para retirar el tejido muscular, adiposo y proto-cerebro, procurando no contaminar
tejidos con superficie externa y fragmentos de cuticula, siguiendo el protocolo estandar para este
tipo de procedimientos (Carreck et al., 2013). Todos los implementos de diseccién fueron
debidamente esterilizados (Figura 1 B, D). Se realizaron tres réplicas de extraccion de ARN total
con el mismo protocolo para diseccién, inmediatamente retirado el tejido (Figura 2C) se trat6 con
el kit de aislamiento de ARN total viral MagMAX™-96 y el procesador de perlas magnéticas de
pozo profundo KingFisher MagMAX™ Express-96 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA). El
protocolo del fabricante fue ajustado para la implementacion en tejido y ARN de abejas. Se
afladieron 500 uL. de tampodn de lisis (tiocianato de guanidina4 M y EDTA 0.2 M) (Chomczynski y
Sacchi, 2006), las perlas magnéticas fueron disueltas en solucién de unién al 5 % “/, y agregadas en
proporcion 1:1 a los pozos profundos. Se usé el programa predeterminado del KingFisher
“AM1836_DW_50_V2” para la extraccién y purificacién del ARN viral. 50 ul. de tampén de
elucion fue agregado a las respectivas tiras para la recuperacion de ARN total de cada una de las
dos castas sociales de abejas, para comprobar la concentracién y pureza se cuantifico con el
espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) con la
relacion de absorbancia y longitud de onda 260/280 y 260/230 nm. Por ultimo, se almacenaron a -

80 °C.
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Figura 1.

Materiales y métodos

Zangano

Nota. (A) Los individuos colectados fueron separados segtn la casta social a la cual pertenecian,
esta se realiz6 teniendo en cuenta caracteristicas morfoldgicas, tamafio de los ojos, tamafio del
cuerpo y alas. (B) los instrumentos de diseccién fueron debidamente esterilizados en autoclave y
expuestos a luz UV. (C) todas las extracciones se realizaron en cabina de extraccién de
bioseguridad tipo 2. (D) las muestras extraidas se resuspendierén en tampon de lisis para la
extraccion de ARN viral adaptado para tejido de insectos.
3.6.2 Extraccion de ADN genémico

Tres individuos de la casta de obreras fueron empleados por réplica para esta extraccion.
Ademas, el mismo protocolo de diseccion e implementos fueron utilizados. Combinando el
protocolo de extraccion de Chelex-100 de Reyes-Escogido y colaboradores (2010), mas otros

métodos estandarizados de Salting-out para optimizar la purificacién y rendimiento de ADN
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genomico en tejido de abejas. Se maceré en mortero el tejido extraido mas tampon de lisis TES
(Tris- HC1 10mM, EDTA 10 mM y SDS 5 %"/y), seguidamente se adicion6 10 uL. de Proteinasa K
(20 mg/mL) (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) y 10 uL. de Ribonucleasa A (10 mg/uL)
(Monarch New England Biolabs, RU), se incub6 a 60 °C/30 minutos en bloque seco. El Chelex-
100 (Bio-Rad Laboratories, CA, EE. UU.) se calent6 a 100 °C en agua ultrapura en concentracion
de 5% P/, para ser agregado a la solucion de lisis de celular e incubar a 90 °C/7 minutos. Se retird del
bloque seco y se dejé a temperatura ambiente por 15 minutos (Soderstrom et al., 2007).

La fase acuosa se trasvas6 hacia otro tubo y se agregé acetato de amonio 3 M para realizar
la precipitacién de proteinas que pudieran mantenerse atin en la solucién, suavemente se agito y se
dejo6 incubar a -30 °C/20 minutos, luego se centrifugé a 12000 rpm en centrifuga de angulo fijo
(Singh et al., 2018). El sobrenadante se retir6 y se depositd en otro tubo, se procedio a la
precipitacion de ADN con acetato de sodio 3 M en proporcion 1:10, mas dos voltimenes de etanol
absoluto y 5 uL. de gluc6geno (20 mg/uL.), se procedi6 a la centrifugacion a 12.000 gravedades/15
minutos a 4 °C, el liquido se descarto, el sedimento fue lavado con etanol 70% a temperatura
ambiente, nuevamente se centrifugé a las mismas condiciones anteriores, durante 15 minutos se
dejo secar invirtiendo el tubo en una toalla de papel a temperatura ambiente, se agregd agua
ultrapura y se calenté a 55 °C/10 minutos para la disoluciéon del sedimento, se cuantifico la
absorbancia de la solucion de ADN gendmico obtenido, la relacion A 260/280 y A 260/230 > 1.8
fueron aceptadas para proceder a la amplificaciéon por PCR. Ademas, se verificé la integridad en
gel de agarosa 0.7 % */..

3.7 RT-PCR y PCR convencional
Los cebadores disefiados y sintetizados previamente fueron reconstituidos a concentracion

de 100 uM, las soluciones de trabajo se realizaron a concentracién de 10 pmol/uL.
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3.7.1 RT-PCR de un solo paso

El ensayo de RT-PCR se realizé en termociclador QuantStudio 1 Applied Biosystems™
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA). Se utilizé 8 uL del kit viral de mezcla maestra de un
paso 2019-nCoV TagMan RT-PCR (Norgen Biotek Corp., Thorold, ON) mas 8 uL. de muestra de
ARN purificado (286.1 + 25.78 ng/ul.). Dos tipos de amplificaciones se realizaron con los tres
cebadores disefiados para el gen SIR2, la primera de estas fue con los cebadores Sentido y Reverso,
la segunda con el Anidado y Reverso, los cebadores del gen actina fueron usados como control
positivo de las reacciones. Las condiciones para la amplificaciéon fueron las siguientes: La
retrotranscripcion fue a 50 °C/30 minutos, seguida de una etapa de desnaturalizacién a 94 °C/tres
minutos, la temperatura de hibridacion fue de 55 °C/30 segundos para los tres cebadores, la etapa
de elongacion se realiz6 a 72 °C/dos minutos y medio, para volver a la etapa de desnaturalizacion a
94 °C/30 segundos; 35 ciclos fueron utilizados para los ensayos de RT-PCR. La purificacién de
estos amplicones se realiz6 por medio de columnas de exclusién del kit QIAquick PCR
Purification (Qiagen, Redwood City, CA) siguiendo las indicaciones del fabricante, pero se agregd
10 uL de acetato de sodio 3M para mejor la union del material genomico a la membrana de la
columna.
3.7.2 PCR convencional

Con el ADN gendémico extraido anteriormente se realizé la amplificacién del gen SIR2 en
su forma nuclear, exones e intrones, se agreg6 5 uL. (183.65 + 16.51 ng/ulL) de muestras, 2 uL. de los
dos cebadores Sentido y Reverso, ademas de los cebadores de actina como control positivo de la
reaccion. La amplificacion se realizd de la siguiente manera: se inici6 con una fase de
desnaturalizacion de 94 °C/8 minutos, seguida de la hibridacion a 55 °C/30 segundos, y elongacion

a 72 °C/4 minutos, las condiciones de amplificacion se repitieron por 35 ciclos.
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3.8 Mapa de restriccion

Los productos obtenidos por RT-PCR fueron digeridos con la enzima de restriccion Dral y
el tampon de digestion Tango (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA), cuyos sitios especificos
reconocidos son TTTAAAA y extremos romos en cada uno de los fragmentos resultantes.
Siguiendo las indicaciones del fabricante se agregaron 10 uL. de muestra (25 + 1 ng/uL.) mas 0.5 uLL
de enzima (10 U/uL), se incub6 por 30 minutos en bloque seco a 37 °C. En las plataformas en linea
NEB cutter de New England biolabs (https://nc3.neb.com/NEBcutter/) y Restriction mapper
(https://www.restrictionmapper.org/) se hizo el analisis in silico para predecir los posibles
productos de la digestién y las bandas observables en el gel de electroforesis.
3.9 Visualizacion de productos de RT-PCR, mapa de restriccion y PCR

Los productos de los ensayos de RT-PCR de un solo paso, PCR convencional y mapas de
restricciones se resolvieron por medio de electroforesis en geles de agarosa de 2%, 0.7% /s, la
tincion se realizo con Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega, Woods Hollow Road, WI), y se
visualiz6 con el Sistema de imagenes ChemiDoc™ (Bio-Rad, Hercules, CA).
3.10 Secuenciacion de productos de RT-PCR

Los productos obtenidos en las RT-PCR de SIR2 y actina en zanganos fueron secuenciados
por medio del método Sanger, 30 uL. + 50ng/uL. de producto purificado de cada uno de los genes
amplificados, SIR2 y actina, 20 ul. + 10 pmol/uL. de cada uno de los cebadores usados para las
reacciones. A través del servicio SeqExpress de la empresa GenCell (Bogota, Colombia) con la
plataforma SeqStudio™ Flex system (Applied Biosystems™). Ademads, otra réplica de estos
productos de RT-PCR fue precipitado con glucégeno y liofilizada con etanol ultrapuro al 96% para

secuenciar en la ciudad de México en las instalaciones de la Universidad Auténoma de la Ciudad
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de México. Los resultados fueron analizados por el programa ugene v.49.1 y se report6 en el
GenBank.
4. RESULTADOS

4.1 Delimitacion de exones e intrones en el gen SIR2

En la base de datos del GenBank se encontr6 una sola secuencia anotada para el gen SIR2
en A. mellifera, de 7704 pares de bases (pb) con c6digo de identificaciéon fue LOC411917. Las tres
posibles variantes de procesamiento alternativo, se nombraron: Variante X1, Variante X2,
Variante X3, cuyos tamafios correspondieron a: 3849 pb, 3213 pb y 3392 pb; con cédigos de
acceso: XM_026440017.1, XM_026440018.1 y XM_395386.6 respectivamente. Las tres
variantes anotadas y derivadas de andlisis predictivos difirieron en los dos primeros exones y en la
cantidad de los mismos (Figura 2A). Las variantes X1 y X3 coincidieron en el inicio de la
transcripcion en el nucleétido 1, con respecto al gen, asi mismo, tuvieron en el sitio de inicio de la
traduccion en la posicion 147 del exén uno, comtn para estas dos, pero de tamafio diferente, ya que
el ex6n uno en la Variante X1 es de 937 nucle6tidos, mientras que la variante X3 es de 301
nucleotidos. Por el contrario, la variante X2 inici6 en la posicion 164, y el sitio de inicio de la
traduccion estuvo ubicado en su segundo exon. En cuanto a la cantidad de exones e intrones, la
variante X2 presentaron 10 exones y nueve intrones. Por su parte, las dos variantes restantes,
presentaron nueve y ocho exones (Apéndice A).
4.2 Prediccion ab initio

Las predicciones de las regiones que potencialmente codifican para las proteinas, siete y
nueve exones del gen SIR2 se determinaron en un marco de lectura sentido 5’ - 3’ con ORFfinder y
FGENESH se muestran en la Figura 2A. Los dos tltimos exones coincidieron con los anotados en

el GenBank, aunque ORFfinder retuvo 37 nucleétidos del dltimo intrén en el flanco 3’. Ademas,
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los exones cinco y cuatro se desplazaron rio arriba y se ubican en la zona del intrén mas largo que
tuvo la secuencia, el cual se ubicd entre los nucledtidos 1840 y 4562 (Figura 2A). Los
alineamientos de las secuencias de ARNm de SIR2 de A. mellifera contra 37 secuencias reportadas
y validadas de organismos vertebrados e invertebrados, ademas de ETS recuperadas a través de
BLASTnN, con los pardmetros de alta y media similitud, en las cuales mas del 60 % fueron
provenientes de insectos y entre estas el 50% eran de otras especies de la familia Apoidea. Se
determind que los dos exones ubicados en la parte final de las tres variantes predictivas de ARNm
eran conservados, por ende, con alta probabilidad de expresion en A. mellifera (Figura 2B). Asi

mismo, las ETS de media similitud provenientes de otros organismos también mostraron a estos

dos exones finales (Apéndices B y D).

Figura 2.

Estructura de exones y alineamientos multiples

SIR2
Variante X1
Variante X2
Variante X3
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Nota. (A) Cartografia de SIR2 y sus tres posibles variantes de procesamiento alternativo anotas en
el GenBank, ademas dos marcos abiertos de lectura recuperados por ORFfinder y FGENESH en

las predicciones ab initio. (B) Alineamientos multiples de 565 secuencias (ARNm y ETS)

provenientes de invertebrados y vertebrados contra las variantes de SIR2 y su ARNm.
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El uso de programas para caracterizar los sitios de corte y empalme de la secuencia del gen
SIR2 recuperaron un numero significativo de nuevos sitios predictivos. En la Tabla 1 se muestran
los sitios de corte y empalme o donador/aceptor anotados en el GenBank, contrastados con los
sitios/coincidencias encontrados con los programas usados para esta investigacion. Los softwares
Spliceator, Splite Site y ASSP fueron los que encontraron mayores puntos de corte alternativos, los
cuales se calificaron con las categorias: constitutivo y criptico/alternativo. Se encontré que siete de
los sitios donantes y dos sitios aceptores fueron clasificados como constitutivos y se clasificaron
como cripticos/alternativos de estos, dos correspondieron a donantes y seis a aceptores. Cabe
destacar que cuatro sitios de corte y empalme fueron localizados por los softwares por medio de la
configuracién de confianza o credibilidad baja o media, los cuales corresponden a dos constitutivos
y dos cripticos/alternativos.

En los 18 sitios de procesamiento alternativo anotados del ARNm, 10 de estos no
coincidieron exactamente en los sitios canénicos GT para el flanco 5’ del donante, y AG para el
sitio aceptor en 3’. En estos puntos de corte y empalme se encontré que no eran consistentes los
resultados de los softwares frente a lo reportado en el GenBank, algunos de ellos presentaron
extendido el sitio de corte/empalme en maximo tres nucleotidos rio arriba o abajo. Por otra parte,
en la caracterizacion de las secuencias consideradas intrones (Apéndice B), se observé que existe
sesgo hacia los nucleo6tidos Adenina y Timina en las secuencias consenso de las regiones o sitios
que potencializan el reconocimiento intréonico por parte de las ribonucleoproteinas nucleares

pequefias (snRNP, por sus siglas en inglés).
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Tabla 1.

Caracterizacion y comparacion de los sitios de corte y empalme anotados en el GenBank

Posicion
301
596
937
1018
1150
1284
1518
1628
1843
4563
4773
4866
5024
5521
5799
5898
6742
6864

Tipo de corte
Donante
Aceptor
Donante
Aceptor
Donante
Aceptor
Donante
Aceptor
Donante
Aceptor
Donante
Aceptor
Donante
Aceptor
Donante
Aceptor
Donante

Aceptor

Caracteristica
Constitutivo
Criptico/Alternativo
Criptico/Alternativo*
Criptico/Alternativo
Constitutivo
Constitutivo
Criptico/Alternativo.
Constitutivo*
Constitutivo*
Criptico/Alternativo
Constitutivo
Criptico/Alternativo
Constitutivo
Criptico/Alternativo
Constitutivo
Criptico/Alternativo*
Constitutivo

Constitutivo

Secuencia
CCGAAG_gtattt
ttatag AAGTGA

AAAAAA_gtacga
ttatag AGACAT
TTGCCT_gtaagt
tttcag AATTGA

TTTGGA_ag_gtatac**
tatttc. AG_ATTATA**
GATCCA_cag_gtgatg**
acattt. CAG_GCTATG**
TGTCAT_g_gtgaca**
atttaa._ G_ GCTCCT**
TTATAA_ag_gtaatt**
atttac_ AG_ATTTAG**
TCATTT_gtaagt
ttaaag AATGGA
GATTAC_cag_gtatat**
tttttg CAG_AAAATT**

Nota. En la columna de posicién se hace referencia a los sitos anotados en el GenBank. (*) estos

sitios fueron recuperados con los softwares de prediccién con las configuraciones de media y baja

confianza, la categoria Constitutivo hacen referencia a los sitios canénicos de corte-empalme en

los flancos de ex6n-intrén o intron-exon, mientras Criptico/Alternativo son los sitios no canénicos.

(**) Los nucledtidos en mayuscula pertenecen a la region tomada como exonica, mientras que los

nucleo6tidos en mindscula hacen parte de la regién intrénica, los nucle6tidos en cursiva y entre las

lineas son que no coinciden con lo reportado en el GenBank y lo analizado con los softwares para
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predecir sitios potenciales de corte y empalme, si estos nucle6tidos estan en minuscula o
mayuscula se pueden considerar como sitios extendidos.
4.3 Diseiio y sintesis de cebadores

Los cebadores disefiados y sintetizados se muestran en la Tabla 2, las posiciones de estos
con respecto a los exones de cada una de las variantes anotadas en el GenBank, la Variante X2 no
sera amplificada por el cebador Sentido, ya que inicia con desplazamiento rio abajo respecto a las
dos restantes; el cebador Anidado y Reverso fueron ubicados en los dos tltimos exones, se
seleccionaron estos exones con relacion a los resultados de los alineamientos y la prediccion de los

sitios potenciales para codificar proteina antes mencionados (Apéndice C).
Tabla 2.

Cebadores disefiados para este ensayo

Genes Secuencia y nombre de los cebadores Coordenadas (nt)

Variante X1 Variante X2  Variante X3
Sentido

- ] ¥ -
5° GAAAATGGCGTCAGGCTCG 3’ 150-168 No aplica 150-168
Anidado
SIR2Z o, oA GAGAGTOCAAAAAGAAG 3 24762495 20192038 1840-1859
Reverso

5 CAGATGCTAATACGTAACGTG 3° 3555-3575 3098-3118 2919-2939

Sentido

5’ GACGAGGCTCAAAGTAAAAG 3’ 335-354
Actina R
everso
5 GATGTGGATCTCGAAACAGG 3’ 1231-1250
Tamaiio esperado de los amplicones
Sentido - Reverso .
SIR2 3425 pb 2789 pb
Anidado - Reverso 1099 pb 1099 pb 1099 pb
Actina 915 pb

Nota* El cebador Sentido no hibrida con la secuencia de la variante 2
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4. 4 Prediccion de conjuntos termodinamicos

La energia libre del conjunto termodindmico fue de -1526.60 kcal/mol para SIR2, se
encontro que la estructura predictiva de la secuencia completa de del ARNm se distribuy6 en dos
regiones (Figura 3). La region 1 comprende entre los nucledtidos 1 - 1860 y 7400 — 7704, se
caracterizo por contener el inicio y el final de la secuencia y el sitio de hibridacién de los cebadores
Sentido y Reverso, los cuales coincidieron en un tallo y tallo-burbuja (Figura 3B), pero la
secuencia del ultimo exdn esta ubicada en su gran mayoria en la region dos esta region. La region
dos y uno se unen por tallo de gran tamafio que se forma por la hibridacion del intr6n cuatro y el
ultimo exdn. Por su parte, el cebador Anidado se ubica en la region dos, y esta contiene gran parte
de la secuencia del gen SIR2 (Apéndice E).
4.2 Extraccion de acidos nucleicos

La concentraciéon del ARN total fue en promedio de 286,1 + 25,78 ng/uL, la relacion
260/280 en ARN fue de 1,96 + 0,06 en promedio entre las tres réplicas de extraccién que se
realizaron, lo que indica una pureza 6ptima; la segunda relacion 260/230, para el ARN total, fue en
promedio de 2,31 + 0,08 este valor evidencia alta pureza y casi nula contaminacion por sales. Por
su parte, el ADNg tuvo un valor de concentracion de 183,65 + 16,51 ng/ul. en promedio y su
relacion 260/280 fue de 1.82 + 0.07, los métodos empleados no fueron eficientes en la extraccién

de ADNg, lo cual se reflejé en los resultados de las aplicaciones posteriores.

Tabla 3.

Medidas de concentracion y pureza del material genomico extraido

ARN 286.10 25.78 1.93 0.06 2.31 0.08
ADN 183.65 16.51 1.82 0.07 2.14 0.29
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Nota. Cada una de las medidas se realiz6 por triplicado

Figura 3.
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Nota. (A) La estructura 2D del gen se distribuye en dos regiones, la region 1 abarca los primeros

cuatro o cinco exones, segln la variante; mientras, la region 2 inicia en el intrén 4 (mayor tamafio)
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y finaliza en el dltimo exén. (B) los cebadores Sentido y Reverso coinciden en un tallo y burbuja,
resaltados en azul y verde respectivamente.
4.3 RT-PCR de un paso y PCR convencional

La amplificacion del ADNc diana SIR2 por medio de los cebadores Sentido y Reverso,
present6 un amplicén adicional respecto a las predicciones de los softwares y anotaciones del
GenBank que no estaba detallada, por lo que se hipotetiz6 como una posible variante de
procesamiento alternativo de SIR2 atin no descrita. Ademas, este nuevo amplicon solo fue visible
en las muestras de zanganos con un tamafio de 500-600 pb aproximadamente (Figura 4A, carril 2).
Por su parte, las muestras de obreras no amplificaron con el mismo conjunto de cebadores, por
ende, no se visualizo ningiin amplicon en todo el carril (Figura 4A, carril 1).

Por otro lado, al realizar RT-PCR con los cebadores Anidado y Reverso, fue posible
visualizar un amplicon de 1000-1100 pb aproximadamente, este resultado también se visualiz6 en
las muestras de zangano (Figura 4A, carriles 3 y 4 respectivamente). El control positivo, actina
generd el amplicon esperado de 900 pb (Figura 4A, carril 5). Al cambiar de la RT-PCR anterior
algunas condiciones como: temperaturas de hibridacion, concentraciones de muestras y cebadores;
no gener6 algiin amplicén en obrera, pero en zdngano si se observd amplificacion para los
cebadores antes mencionados (Apéndice H). Las amplificaciones por PCR correspondientes a
SIR2 con el ADNg extraido por medio de la combinacion de métodos (Chelex-100 y Salting-out)
no fue positiva, al no visualizarse los amplicones esperados, no obstante el gen actina si generé el

amplicon esperado (Figura 4B).
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Figura 4.

Patron de RT-PCR de un paso.

Nota. Electroforesis en gel de agarosa (2 % y 0.7 % respectivamente) para la separacion y
visualizacion de los amplicones generados por RT-PCR y PCR para SIR2 y actina. (A) M,
marcador GeneRuler 1 kb (ThermoFisher). Carriles 1 y 2, los productos amplificados con los
cebadores Sentido y Reverso de SIR2, para las castas obreras y zanganos respectivamente. Se
destaca que en la casta de las obreras no revelo expresion del gen para SIR2. Carriles 3 y 4,
contienen los amplicones de con los cebadores Anidado y Reverso en las dos castas de estudio.
Carril 5, control positivo de las reacciones con el gen actina, para esta corrida se emple6 ARN de
obrera. (B) PCR con los cebadores de SIR2 en muestras de obreras. M, Marcador Lambda
DNA/HindIII (ThermoFisher). Carril 1, ADN extraido, Carril 2, producto de PCR con los

cebadores del gen actina. Carril 3 y 4, el conjunto de cebadores del gen SIR2 no amplificaron.
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4.5 Mapas de restriccion

El anélisis in silico para la secuencia del gen SIR2 para identificar los sitios de digestion
especificos Dral evidencio 15 sitios especificos, pero ninguno de estos coincide con el primero o el
ultimo exdn de las variantes predictivas (Figura 5B), lo cual sugiri6 que el nuevo amplicon
obtenido no seria reconocido por la enzima. Por su parte, el fragmento que es amplificado por los
cebadores Anidado y Reverso que comprende el pentltimo y ultimo exon contiene dos sitios
especificos Dral, lo cual da origen a tres fragmentos de restriccion (Figura 5B).

Como se observa en la Figura 5A, la actividad de la enzima Dra I en los amplicones de RT-
PCR para este fragmento en obreras y zanganos, se determin6 que los tres patrones de restriccion
difieren en tamario con el analisis in silico, no obstante, se mantuvieron dos sitios de restriccién
reconocidos por la enzima. Finalmente, la variante de SIR2 de zangano y actina no se observo
ninguna digestion.
Figura 5.

Patron de restriccion en los amplicones de SIR2.

Dra 1 RT-PCR
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Nota. (A) Gel de electroforesis al 2.5 % de agarosa con los productos de digestion de la enzima de
restriccion Dral (Izquierda) y los productos de RT-PCR que fueron sometidos a digestion. M y M2,
marcadores 50 pb GeneRuler (ThermoFisher) y 1 kb respectivamente. Los carriles 1 (obreras) y 2
(zanganos) contienen los productos de RT-PCR con los cebadores Anidado y Reverso, los cuales
se pueden contrastar con carriles 7 y 8. Carriles 3 y 6, la nueva variante de procesamiento
alternativo hallada en esta investigacion, este producto no fue digerido por la enzima. Carril 4 es el
control negativo de la digestion. 5 y 9 el amplicon de la actina. (B) patrén de electroforesis
predictivo por medio de la plataforma NEB cutter de New England Biolabs. (C) mapa de
restricciones de la secuencia completa de SIR2, se destaca que entre las primeras 1500 posiciones y
las ultimas 800 no existe sitios de corte especificos para la enzima Dral cuya secuencia

palindromica es TTT AAA

4.6 Secuenciacion

La pureza e integridad de los amplicones de SIR2 y actina fueron pertinentes para su
secuenciacion, sin embargo, el amplicon de SIR2 generado en obrera y zangano mostraron dos
amplicones adicionales lo que requiri6 su clonacién en plasmido para su secuenciacion tipo
Sanger, mientras los otros dos amplicones fueron secuenciados directamente (Figura 6). De este
proceso no se obtuvo buenas lecturas para el nuevo patrén de amplificacién de SIR2 obtenido en
este ensayo, el mismo resultado negativo coincidié para los dos servicios de secuenciacion
mencionados en la seccion de métodos. Por su parte, los resultados de secuenciacion tipo Sanger
para el amplicon actina, género en direccion sentido una lectura de 900 pb y el reverso 500 pb. El
solapamiento de ambas lecturas e identificacién con la base de datos del GenBank indic6 que

corresponde a la secuencia determinada por métodos computacionales con una identidad del 98%,
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lo cual se corroboré con una biisqueda en BLASTn y posterior andlisis filogenético con secuencias
de organismos modelo. La secuencia fue reportada en el GenBank, pero atin no estara disponible al

publico (Figura 6, Apéndice F).
Figura 6.

Secuencia actina en sentido 5’ — 3.
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Nota. (A) los productos de RT-PCR fueron resueltos en gel de agarosa al 3 % para confirmar la
concentracion y la integridad de los mismos, los circulos negros fueron burbujas de aire al
momento de revelar el gel en el fotoducumentador. (B) Lectura en sentido 5’ — 3’ del gen actina pa

ra muestra de zangano con el método de secuenciacion Sanger.



CARACTERIZACION DEL GEN SIR2 EN A. MELLIFERA 43

5. DISCUSION

En la actualidad las abejas han ganado un papel protagénico por causa de la muerte en
masa, perdida de colonias y bajo rendimiento en los cultivos. Asi mismo, el interés cientifico por la
dréastica diferencia en la esperanza de vida entre las castas sociales ha motivado a realizar
investigaciones para explicar este fenémeno biologico. En esta investigacion validamos la
transcripcion del gen SIR2 en dos castas sociales de Apis mellifera (obreras y zanganos) por medio
de RT-PCR. Se descubrié un nuevo patron de PCR que puede estar asociado al procesamiento
alternativo de corte y empalme de ARNm inmaduro, que a su vez, es exclusivo para la casta de los
zanganos.

Los resultados de buisqueda de sitios de empalme con otros algoritmos arrojo una gran
cantidad de sitios posibles en las configuraciones alta y media credibilidad en cuanto a la
aceptacion, frente a los anotados por el GenBank, asi mismo, el uso de programas para obtener un
nuevo analisis de marcos abiertos de lectura recupero algunos exones en regiones consideradas
intrones. Qu y colaboradores, plantearon que los sitios de corte y empalme alternativo se pueden
interpretar como el codigo genético, las secuencias que flanquean a los sitios, tanto en intrones
como en exones, siguen una composicion biol6gicamente ordenada (2017). Los algoritmos con los
cuales GenBank predice o anota genes y variantes de procesamiento usan la probabilidad de que
una secuencia dada sea un gen al identificar regiones o sitios: donador aceptor, homologias,
promotores, potenciadores, codones de inicio y parada, longitud de los posibles exones e intrones,
pero es sabido que estos programas no son efectivos en 20% de los casos de estudio (Brzoska et al.,
2006; Jian et al., 2014). El usar nuevos programas de prediccion de sitios de corte pretende reducir

los sesgos por falsos negativos, los cuales equivalen a sitios de corte o flancos 5’ y 3’ no canénicos
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que ademas tienen internamente elementos cis de reconocimiento de las snRNP (Leung et al.,
2014; Li et al., 2020).

Algunos de los programas que se han empleado para esta investigacién fueron
desarrollados en funcién de aprendizaje automatico, profundo y supervisado; entre ellos se pueden
diferenciar en la cantidad de secuencias nucleotidicas empleadas para entrenar los modelos, y los
elementos de busqueda, ademas la cantidad y calidad misma de los datos (Wang y Marin, 2006;
Scalzitti et al.,, 2021). Sumado a lo anterior, algoritmos anteriores empleaban secuencias de
organismos modelo, ejemplo: humano, D. melanogaster y A. thaliana, entre otras, para entrenar y
predecir (Jian et al., 2014). Por lo tanto, es incorrecto asumir que el genoma de las abejas, su
expresion y regulacion sean idénticos a estos, y que las predicciones anotadas en las bases de datos
no puedan tener estar sujetas al error o la exclusion de nuevas variantes.

Es sabido que el reconocimiento de sitios de corte y empalme cripticos o alternativos
depende de la cantidad de contenido de GC en la regién intrénica, y el flanco 3’ o aceptor de esta
region, sera diferente al constitutivo AG|H, no depende de la unién del factor de corte y empalme
U2AF35. Los sitios considerados constitutivos son aquellos que se acomodan a una definicion
canénica de corte y empalme (contenido de GC > 50%, flancos 5’ -AG|GT y 3’ YAG|N) (Wang y
Marin, 2006). Los genomas ricos en Adenina y Timina como las abejas pueden ser mas propensos
a tener mayores variables de procesamiento alternativo, dado que al poseer menor contenido en
Guanina y Citocina este no estara distribuido, de tal forma que se ajusten las secuencias
polinucleotidicas consenso que reconocen las snRNP (Amit et al., 2012).

La prediccion de la estructura secundaria es una buena herramienta para interpretar los
resultados del procesamiento alternativo, en investigaciones anteriores se ha informado de la

conexion entre las conformaciones geometrias que toma el ARNm inmaduro y la posibilidad de
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reconocimiento por parte de las proteinas snRINP hacia los sitios cis (potencializadores de exones e
intrones) (Warf y Berglund, 2010; Rangan et al., 2022; Yadav et al., 2023); los tallos pueden
inhibir o mejorar el corte y empalme dependiendo de las secuencias que se ubique en estos, al igual
que las burbujas que mejoran el reconocimiento de los sitios cis por parte de las proteinas snRNP
(Jones et al., 2022). El tamafio del amplicon de esta nueva posible variante de SIR2 sugiere el
silenciamiento de algunos exones, por lo cual se puede plantear que la geometria que adquiere el
ARNm al momento de ser transcrito juega en favor de esta hip6tesis. La estructura predictiva tiene
la unién parte del primer y dltimo exén, ademas que los sitios de hibridacion de los cebadores
coinciden en tallo, lo cual podria explicar el porqué del tamafio de esta variante, y el
comportamiento regulador del espliceosoma en el procesamiento. Sin embargo, la falta de una
secuencia de esta variante no nos permite dar mas insumos para una mejor interpretacion.

La implementacién del kit de perlas magnéticas y el extractor automatizado Kingfisher
reducen la contaminacién cruzada y mejora la eficiencia de la cantidad y calidad del ARN total;
ademas, la efectiva conservacion y manipulacion de las muestras han sido determinantes para los
resultados en las aplicaciones posteriores, dado que se han seguido estandares y protocolos en
investigacion molecular de abejas y otro tipo de insectos (Dainat et al., 2011; Evans et al., 2013).
La adicion extra de reactivos al protocolo de extraccion repercute en optimizacion de la calidad y
cantidad de ARN recuperado. Igualmente, la correcta interpretacion del tejido, dado que algunos
autores sugieren la extraccion de acidos nucleicos con protocolos similares a los de plantas, ya que
estas ultimas tienen un alto contenido de metabolitos secundarios, que son adquiridas por las abejas
mientras forrajean el polen (Hunt, 1997; Soares et al., 2023). El rendimiento y purificacién del
ARN total ha sido bueno en comparacioén a otros protocolos que utilizan reactivos organicos

(Forsgren et al., 2017), bajo la salvedad que para este ensayo se utilizé menos cantidad de abejas o
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muestra. Adicionalmente, no se han encontrado implementaciones anteriores de este tipo de kit
viral para extraccion y purificacién de ARN en abejas, sin embargo, se tiene reporte de uso para la
extraccion en virus de plantas (Dang et al., 2022; Sun et al., 2014).

En cuanto a la extraccion de ADNg se puede determinar que los protocolos usados no han
sido suficientemente efectivos para tal propésito, probablemente a la prevalencia de compuestos y
rastros de celulares que no han sido plenamente removidos de la solucién, dado que los valores
reportados en la concentracion y pureza, relacion 260/280 y 260/230, indican contaminacion con
proteina de restos celulares y sales utilizadas en la extraccion (Lucena-Aguilar et al., 2016;
Gallagher, 2017). Tal complejidad también ha sido reportada en el procesamiento de muestras de
Espodopteros o en insectos xil6fagos (Marin et al., 2021), ya que las dietas y las etapas de vida
generan metabolitos secundarios. Por su parte, las abejas y su actividad de colecta de polen y néctar
generan la constante exposicion a todos estos compuestos de las plantas, fenoles y taninos, los
cuales tienen un comportamiento de acidos organicos y pueden degradar el ADN o inhibir
exonucleasas como la proteinasa K (Calderon-Cortés et al., 2010; Hybl et al., 2021). el resultado
negativo para la amplificacion del SIR2 en la muestra de ADNg puede tener varias
interpretaciones, sin embargo, el gen de actina si tuvo amplificacién, ya que es un gen constitutivo,
abundante en las células del tejido muscular e implicado en la armazoén del citoesqueleto (Banerjee
et al., 2020). Ademas, su nivel de expresion no es afectado por factores externos, solo depende de
la cantidad de muestra utilizada en los ensayos de PCR; de ahi, que sea un buen candidato a genes
de referencia en trabajos posteriores en genémica de abejas (Kozera y Rapacz, 2013). Ademas, la
secuencia de actina utiliza en esta investiga esta bajo el estatus de predictiva en el GenBank. Por lo
cual, la primera validacion experimental de esta secuencia parcial de CDS reportada es una

contribucion al desarrollo de marcadores fiables para investigacion genémica de abejas.
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El patron de RT-PCR de SIR2 hallado en esta investigacion asociado a los zanganos, puede
tener diversas interpretaciones. Dentro de las principales es considerarlo como una nueva variante
de corte y empalme alternativo de ARNm de aproximadamente 600 pb, ya que en las réplicas de
RT-PCR se realizaron cambios en: las temperaturas de hibridacion de cebadores, en las
concentraciones de muestra y cebadores diferentes a las indicadas en la metodologia: donde se
obtuvo el mismo tamafio de banda en el gel de electroforesis, lo anterior permite dar soporte a la
hip6tesis para considerar que este patron es estructural y biolégico, y no un artefacto de PCR.

En este sentido, en la actualidad se ha identificado que los ARN cortos pueden tener
tamafios superiores a 200 nucledtidos y cercanos a los 500 pb (Chen y Carmichael, 2010). Este tipo
de ARN puede tener variadas funciones celulares, como sefalizadores, represores, esponjas de
micro ARN, relacionado con modulaciones epigenéticas, determinacion de la identidad celular,
entre otras (Yin et al., 2021). En el genoma humano, se han identificado aproximadamente 16.000
ARN largos que no codifican, y una proporcién importante de estos, tienen tamaifios similares a los
antes mencionados, los cuales comparten con los codificantes ser transcritos por la ARN-
polimerasa II, colas poli a en el extremo 3’ y cap en 5’ (Sun et al., 2018). Ademas, algunos derivan
del directamente del procesamiento alternativo del ARNm inmaduro; por lo tanto, pueden estar
constituidos de las regiones exdnicas, intronicas y ser sentido 5’ - 3’ o antisentido (Yao et al., 2019;
Connerty y Lock. 2023).

El homologo en vertebrados, SIRT1, también ha presentado nuevas variantes de
procesamiento alternativo de tipo ARN largos no codificantes, en humanos una variante de
aproximadamente 266 pb fue caracterizada y relacionada con la miogénesis (Wang-Yu et al.,

2014). Los micro ARN que estan relacionados con la expresion de SIRT1 en humanos e implicados
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en enfermedades como cancer han sido caracterizados, algunos de ellos son micro ARN producto
del mismo gen (Yamakuchi et al., 2012; Salman et al., 2022).

Las abejas son insectos que se organizan en castas sociales, y estas determinan el trabajo al
interior de la colmena, el cual influye en la expresion de genes, asi mismo las condiciones
climaticas o la estacion del afio en la que se colecta los individuos afectan directamente la
genomica de estos insectos (Moon et al., 2018). En general, los avances en transcriptomica ha
permitido la identificaciéon de ARN largos no codificantes en los insectos (Choudhary et al., 2021).
Se ha reportado la interaccion de este tipo de ARN en el proceso de desarrollo y epigenética en las
abejas obreras meliferas, el gen Nb-1 (gen selectivo del cerebro de la abeja nodriza-1) presenta
expresion de ARN no codificante en las nodrizas de la colonia, abejas jévenes, en tejido neuronal,
en comparacioén con la reina y las obreras mas adultas o recolectoras, lo cual indica que interviene
en la regulacion hormonal (Tadano et al., 2009). Asi mismo, AncR-1 y Ks-1 son otros genes que ha
reportado la expresién de ARN no codificantes dependientes del sexo y etapa de desarrollo, estos
genes se expresan en neuronas y organos sensitivos (Sawata et al., 2004; Kiya et al., 2008). No
obstante, se reconoce la ausencia de la secuenciacién para certificar que este patron de PCR nuevo
es producto del corte y empalme alternativo, posiblemente que el primer exén y ultimo fueron
empalmados.

El genoma de A. mellifera concomitantemente los genes amplificados en este ensayo son
ricos en A-T, por tal motivo se us6 la enzima Dral que reconoce sitios especificos de digestion
exclusivos para estos dos nucleotidos. No obstante, los fragmentos de restricciéon no coinciden con
lo predicho por las herramientas bioinformaticas usadas en el andlisis in silico, lo cual nos indica la
variabilidad genética en el gen SIR2 via polimorfismo de restriccién (Hudson, 1982). Si bien es

cierto que la familia de las Sirtuinas tiene dominios conservados entre los eucariotas unicelulares y
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pluricelulares, también posee sus sitios variables (Buck et al., 2004; Greiss y Gartner, 2009), los
cuales pueden presentar polimorfismo entre poblaciones aisladas geograficamente, como es el caso
de la secuencia de referencia que pertenece a individuos del norte de Europa y Norteamérica
(Wallberg et al., 2019). Es de resaltar la coincidencia en el patrén de los fragmentos entre las dos
castas sociales aqui estudiadas. Por su parte, el producto de RT-PCR de los cebadores Anidado y
Reverso muestran que los dos ultimos exones predictivos si estan siendo expresados en las dos
castas sociales, ademas de indicar que la expresion de una variante de mayor tamafio, la cual puede

tener el sitio de inicio de la traduccion en posicién diferente a la anotada en el GenBank.
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6. CONCLUSION

El gen y los ARN mensajeros de SIR2 y actina indicados en el genoma internacional de la
abeja A. mellifera contienen secuencias para su amplificacion por medio de ADN polimerasas

termoestables

El uso del kit de extraccion de perlas magnéticas es una buena opcion para la purificacion
del ARN total proveniente de insectos como las abejas, asi mismo el empleo de mezcla maestra de
RT-PCR de un paso agiliza los resultados, lo cual permite identificar y discriminar la expresion de
genes en organismo de estudio.

El gen SIR2 esta presente en las abejas y se expresa en tejidos de abdomen, térax y
protocerebro. No obstante, su expresién entre las castas de estudio fue diferente, este hecho nos
sugiere que la secuencia de SIR2 reportada para A. mellifera posiblemente sea mas compleja y
pueda tener mas regiones que no estén detalladas.

El patrén de RT-PCR hallado en esta investigacion, y que probablemente sea una nueva
variante de procesamiento alternativo, esta asociado a la expresion que ocurre en la fisiologia de las
castas de abejas.

El patron de restriccion de los productos de RT-PCR evidencia que existe variabilidad entre

los individuos colectados en Malaga y la secuencia reportada en el GenBank.
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