)

A

.
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan A.C.

Posgrado en Ciencias Biologicas

Influencia nutricional en el sistema de defensa de

Apis mellifera

Proyecto que presenta

Elma Cristina Pech Jiménez

En opcion al titulo de
MAESTRO EN CIENCIAS
(Ciencias Biologicas: Opcion Bioguimica y Biologia

Molecular)

Mérida, Yucatan, México
2019




CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN, A. C.
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis de ELMA
CRISTINA PECH JIMENEZ titulado INFLUENCIA NUTRICIONAL EN LA
SISTEMA DE DEFENSA DE Apis mellifera fue realizado en la UNIDAD DE
BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR y en la UNIDAD DE RECURSOS
NATURALES, del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. bajo la
direccion de los Dres. SOLEDAD MARIA TERESA HERNANDEZ SOTOMAYOR
y MARIA AZUCENA CANTO AGUILAR, dentro de la opcion de BIOQUIMICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR, perteneciente al Programa de Posgrado en Ciencias
Bioldgicas de este Centro.

Atentamente.

Dra. Clelia de la Pefia Seaman

Director de Docencia

Mérida, Yucatan, México, a 28 de Enero del 2019




DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacion contenida en la seccion de Materiales y Métodos
Experimentales, los Resultados y Discusion de este documento proviene de las
actividades de experimentacion realizadas durante el periodo que se me asigno
para desarrollar mi trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., y que a razon de lo anterior y en
contraprestacion de los servicios educativos o de apoyo que me fueron brindados,
dicha informacion, en términos de la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de
la Propiedad Industrial, le pertenece patrimonialmente a dicho Centro de
Investigacion. Por otra parte, en virtud de lo ya manifestado, reconozco que de
igual manera los productos intelectuales o desarrollos tecnolégicos que deriven o
pudieran derivar de lo correspondiente a dicha informacion, le pertenecen
patrimonialmente al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., y en el
mismo tenor, reconozco que si derivaren de este trabajo productos intelectuales o
desarrollos tecnoldgicos, en lo especial, estos se regiran en todo caso por lo
dispuesto por la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad

Industrial, en el tenor de lo expuesto en la presente Declaracion.

Firma:

LN. Elma Cristina Pech Jiménez




Este trabajo se llevo a cabo en la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular y en la
Unidad de Recursos Naturales del Centro de Investigacidén Cientifica de Yucatan, y forma
parte del proyecto titulado “Nutricion y sanidad de las colonias de Apis mellifera a través
de aceites de la flora nativa y levaduras simbiéticas” (Clave 219922), en el que participe
bajo la direccién de la Dra. Maria Azucena Canto Aguilar.




AGRADECIMIENTOS

Al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan A. C. por todas las facilidades brindadas
para la realizacion de este trabajo. En especial, a la Unidad de Bioguimica y Biologia
Molecular de Plantas y a la Unidad de Recursos Naturales por facilitarme material, equipo
y laboratorios.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada

N0.618989 para realizar la Maestria en Ciencias Bioldgicas.

Al proyecto CONACYT “Nutricion y sanidad de las colonias de Apis mellifera a través de
aceites de la flora nativa y levaduras simbioéticas” (Clave 219922) a cargo de la Dr. Maria

Azucena Canto Aguilar.

A Dr. Luis Medina Medina y M. en C. Humberto Moo Valle del Departamento de Apicultura
de la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY) por sus valiosas aportaciones en los
bioensayos con Apis mellifera, por proporcionar acceso a los apiarios de la UADY y

proporcionar el material biolégico para la tesis.

A la Biol. Elisa Chan Vivas, la M. en C. Rosalina Rodriguez Roméan y el M. en C. César

Canché Colli, por su apoyo durante los bioensayos.

Al Laboratorio de Fisiologia Ambiental de Plantas, que nos permiti6 utilizar sus
instalaciones para los bioensayos, y al técnico responsable M. en C. Rober Us

Santamaria.

Al Laboratorio numero 10, de la unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas,
por permitirme utilizar sus instalaciones, y al técnico a cargo M. en C. Armando Mufioz

Sanchez.

Al proyecto CONACYT “Liberacién controlada de farmacos antidiabéticos mediante
nanoesferas de polimeros biodegradables” (Clave 248378), por permitirme el uso del
espectro Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (BioTek), y la Dra. Nayeli Rodriguez

por su tiempo y disposicion.




A la Universidad Nacional Autonoma de México, en especial al Instituto de Ecologia y al
Laboratorio de Ecologia de Parésitos, por facilitarme material, equipo y laboratorios,

durante la estancia realizada.

Al Colegio de Posgraduados, Unidad Motensillo, en especial al Dr. Gabriel Otero por su
disponibilidad para facilitar material biolégico, durante la estancia realizada.

A los integrantes de mi comité de evaluacién: Dra. Teresa Hernandez Sotomayor, Dra.
Maria Azucena Canto Aguilar, Dr. Efrain Ramirez Benitez, Dr. Alex Cérdoba Aguilar, y Dr.

José Luis Andrade Torres.







INDICE

INTRODUGCCION .....oiiiiite it ete ettt e ettt e e ae et e et e e et e et e eteeseseaeatesteseeetestesteareanens 1
(07X =1t 011X 1 R 2
ANTECEDENTES. ...ttt e e ettt e ettt e e e e et e e e ett e e e eaea s 2
1.1 APIS MEIITEIA ... 2
1.1.IGENERALIDADES ... .ttt e et e e et e e e et e e e era e eee 3
1.1.2 NUTRICION APICOLA.......coooieete ettt re et ete e 4
1.1.3 SUPLEMENTOS ALIMENTICIOS ... .ttt a e 5
L1131 LEVADURAS .ttt e et e e et e e e e et e e e et e aaee 6
1.1.4 NUTRICION APICOLA E INMUNIDAD ......ocviieieeiteieeeeieee et ave s 6
1.1.5 SISTEMA DE DEFENSA ...ttt ettt e et eear e aeees 7
1.1.5.1 SISTEMA DE DEFENSA SOCIAL.. .ottt 8
1.1.5.2 SISTEMA INMUNE INDIVIDUAL .....coottiiiiiiie ettt 9
1.2 LA ENZIMA FENOLOXIDASA (EC 1.14.18.1) ...uciiiieeeieeeiiiieee et e e 11
1.2 1 LAPOY LAMETALOGENESIS .....oooiiieeite ettt aae e, 13
1.2.2 A. mellifera’ Y LA PRESENCIA DE LA PO...oouiiiiiiiieee e 16
1.3 LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA (EC 1.1.3.4) ittt 17
1.3.1 CARACTERISTICAS DE LA GOX ...eouviieeieieeeee ettt aae e 18
1.3.2 A. mellifera’ Y LA PRESENCIA DE LA GOX....uiiiiiiiiieeiieee e 19
JUSTIFICACION. ...ttt ettt e et ettt e et et e e e et e eteeteeaeentesteareareanes 19
HIPOTESIS ..ottt ettt ettt ettt e b ettt e et e et e e ae et et e et e saeeseeaesseereenens 20




PREGUNTA DE INVESTIGACION ......ouviuiiiitecieeeeeee ettt 20

OBJETIVO GENERAL ..ot 20
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....coiiiuiiteiteeieteeste ettt ae e 20
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL....ccoeeeiiiei et e e e 21
CAPITULO 1 ettt ettt ettt sttt et re ettt enseneare e 22

ESTANDARIZACION DE TECNICAS PARA LA CUANTIFICACION DE LA

CONCENTRACION DE PROTEINA Y LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE LAS ENZIMAS PO Y GOXu..ovveueieeeeeeeeeeeeeee e e ees e s 22
2.1 INTRODUGCCION .....viuiiteeeteeeeeeeeteeeteee ettt ee et es et n st en s eae e 22
2.2 MATERIAL BIOLOGICO ......ooueiieeeieeeteeeteeeeeeeeee ettt 22
2.2.1 TECNICA DE DISECCION ......ooouiiieeeceeeeeeeee e, 22
2.2.2 HOMOGENIZACION DEL TEJIDO Y EXTRACCION DE PROTEINAS.................... 23
2.2.3 CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA .......ccccovevevereiee. 25
2.2.4 PERFIL PROTEICO......coiiiiteeeteee ettt ea et en et s en e aaenn e 27
2.2.5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAPO .....c.cooovveeeeeeeeeeeeeee, 28
2.2.5.1 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA proPO ........ccccceeeveverenennne. 28
2.2.5.2 CUANTIFICACION DEL OXIDO NITRICO ......ciiuecieieeeeeeeteee e 29
2.2.6 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GOX...ovoveeveeeveeeeeeeeeeeeeeee 30
2.3 RESULTADOS ..ottt n et en et en et an s eanaeen e, 31

2.3.1 HOMOGENIZACION DEL TEJIDO Y CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION

DE PROTEINAS ..ottt ettt ettt sttt be bt s e reane s 31




2.3.3 PERFIL PROTEICO .. ..ttt e e e e e e 32

2.3.4 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PO ...cocoeveieiceeececeeee 33
2.3.5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ProPO .......cccocvveveeveieiireannn, 34
2.3.6 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GOX....coooveveneereeeeeeveeeeana 34
2.4 DISCUSION ..ottt ettt ettt ettt e et et e s neeteeteete et e s ereane s 35
(07N 2 1 10 1@ 1 [ OO ORPR 38

EFECTO DE DIFERENTES DIETAS EN LA DEFENSA SOCIAL Y SISTEMA INMUNE DE

N 0 0= 11 (=T = VRS 38
3.1 INTRODUGCCION ...ttt ettt sseaeen e an e eaenens 38
3.2 METODOLOGIA ..ottt en e an e eaene s 40
3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO ..ot 40
3.2.2 TRATAMIENTOS ...ttt ettt se e se et se s ese e an s e e eneneas 40
3.2.3 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS........cooeeieeeeeeeeeeeeee, 40
3.2.4 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PO ..o, 41
3.2.5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ProPO .......c.cccoveveveeeeerennnne. 41
3.2.6 CUANTIFICACION DEL NO ....ooiiuiieieeeeeeeeeee et enene 41
3.2.7 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GOX...ovoveeveeeveeeeeeeeeeeeeeene 42
3.2.8 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS ....cuviuiiieeieeeeeeeeee e 42
3.3 RESULTADOS ...ttt ettt ae e e e e ese e eseesesseaesneaesssaennannneas 43

3.3.1 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN LA ACTIVIDAD DE LA

PO, EN ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. mellifera. ..........cc.occoevvevieiiiiesecieieean 43




3.3.2 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN LA ACTIVIDAD DE LA
PROPO, EN ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. mellifera. .............cccoooveevevevveeirnannnn. 46
3.3.3 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN LA PRODUCCION DEL
NO, EN ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. Mellifera..........c..ccovrerviervieriiesiserieveans 50
3.3.4 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN LA ACTIVIDAD DE LA
GOX, EN ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. mellifera. ..........c.cccccevveveiieeresieiereenens 54

3.3.5 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN EL PERFIL PROTEICO,

DE ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. MEllifera. ........cccc.cveviueeeeereieeeeeeeeeveeeveens 58
B3 DISCUSION ... .ottt ettt ettt ettt et e et e et e e aeeaeeteete s ensareaeens 59
CAPITULOD TV et e e e et e e 66
DISCUSION GENERAL ......cviiiueite ettt ettt ettt ettt ettt aeaaeane s 66
CAPITULOD V ettt e e e e et e e e et b e e e e e e e e e e ernb e e eeaes 69
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS . ...t 69
5.1 CONCLUSIONES GENERALES..... .o 69
5.2 PERSPECTIVAS ..ottt e e 70
ANEXOS e oot e e et — e e e ettt arb e e aaeeenree 71
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt ettt es s aneane s 73




LISTADO DE FIGURAS

Figura 1.1 La abeja ApIiS MEllifera. .......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeee 2
Figura 1.2 Organizacion de las colonias de A. mellifera.. ........cccccooiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 3
Figura 1.3 Sintesis de MelaniNa. ...........uiiiii i e e e 12
Figura 1.4 Intervencidn de PO en la melanogénesis. ...........uuuieiiieeeeiieeiiiiiiee e 13
Figura 1.5 Proceso de MelaniZacCiOon. ............ooiuuuiiiiiiieeeeiiiiieee e 14
Figura 1.6 Reaccion enzimatica catalizada por 1a GOX..........c.uevviiieiiiiiiiiiiiiiiiee e 17
Figura 1.7 Estructura molecular de [a GOX..........ouuiiiiiiiiiiiiece e 18
Figura 1.8. Estrategia experimental seguida en este trabajo. .............cccccceeeeeiiieniiiiiiinnnnnn. 21
Figura 2.1 Técnica de diSECCION. .........uuuuiii i e e e 23
Figura 2.2 Tejido de abdomen de A. mellifera. ..., 23
Figura 2.3 Estandarizacion del método de extraccion proteiCa...........occcvvvveeeeeeeeeiiiiiennne. 24
Figura 2.4. Homogenizacion del tejido de A. mellifera..........ccccceeeiiiiiiiiiiiii e, 25
Figura 2.5 Curva estandar de BSA, utilizando el método del BCA (Smith et al., 1985).....26

Figura 2.6 Curva estandar de la concentracion de proteinas, a partir del método de

BradfOrd. ... 26
Figura 2.7 Curva estandar de melanina. ..............iieiiiiii e 28
Figura 2.8 Curva estandar de la concentracion de NaNOa. ......cccooeeeiiiiiiiiiiieiieeeecceeiiiinnn, 29
Figura 2.9 Curva estandar de HaoOz. .......coiiiiiiiiiiiiiiiiiice e 30
Figura 2.10 Analisis obtenido del extracto total de cabeza de A. mellifera. ...................... 32
Figura 2.11 Andlisis obtenido del extracto total de abdomen de A. mellifera. ................... 32

\"



Figura 2.12 Actividad enzimatica de la PO, en funcion de la concentracién de proteina. .33
Figura 2.13 Normalizacién de la actividad especifica de la enzima PO a un mg de
010 11= ] = VUSSP 33

Figura 2.14 Actividad enzimatica de la proPO, en funcién de la concentracion de proteina

Figura 2.15 Normalizacion de la actividad especifica de la enzima proPO a un mg de
o101 1= ] = VSRR 34
Figura 2.16 Actividad enzimatica de la GOX, en funcién de la concentracion de protein .35
Figura 2.17 Normalizacion de la actividad especifica de la enzima GOX a un mg de
[S1£0] (11T PP PPPPTPPPP 35

Figura 3.1 Efecto de la dieta adicionada con S. bombicola, en la actividad de la PO. ...... 43

Figura 3.2 Efecto de la dieta adicionada con C. versatilis, en la actividad de la PO. ........ 44
Figura 3.3 Efecto de la dieta adicionada con C. apicola, en la actividad de la PO............ 45
Figura 3.4 Efecto de la dieta adicionada con Z. mellis, en la actividad de la PO. ............. 45

Figura 3.5 Efecto de la dieta adicionada con S. cerevisiae, en la actividad de la PO. ...... 46
Figura 3.6 Efecto de la dieta adicionada con S. bombicola, en la actividad de la proPO. .47
Figura 3.7 Efecto de la dieta adicionada con C. versatilis, en la actividad de la proPO. ...48
Figura 3.8 Efecto de la dieta adicionada con C. apicola, en la actividad de la proPO....... 48
Figura 3.9 Efecto de la dieta adicionada con Z. mellis, en la actividad de la proPO. ........ 49
Figura 3.10 Efecto de la dieta adicionada con S. cerevisiae, en la actividad de la proPO 50

Figura 3.11 Efecto de la dieta adicionada con S. bombicola, los niveles del NO.............. 51

vi



Figura 3.12 Efecto de la dieta adicionada con C.
Figura 3.13 Efecto de la dieta adicionada con C.
Figura 3.14 Efecto de la dieta adicionada con Z.
Figura 3.15 Efecto de la dieta adicionada con S.
Figura 3.16 Efecto de la dieta adicionada con S.
Figura 3.17 Efecto de la dieta adicionada con C.
Figura 3.18 Efecto de la dieta adicionada con C.
Figura 3.19 Efecto de la dieta adicionada con Z.

Figura 3.20 Efecto de la dieta adicionada con S.

versatilis, en los niveles del NO. .......... 52

apicola, en los niveles de NO............... 52

mellis, en los niveles de NO. ................ 53

cerevisiae, en los niveles del NO. ........ 54

bombicola, en la actividad de la GOX ..55

versatilis, en la actividad de la GOX.....55

apicola, en la actividad de la GOX. ...... 56

mellis, en la actividad de la GOX.......... 57

cerevisiae, en la actividad de la GOX...57

Figura 3.21 Andlisis del perfil proteico obtenido del extracto total de cabeza de A.

MEIIEIA ... e

Figura 3.22 Analisis del perfil proteico obtenido del extracto total de abdomen de A.

MEIITEIA. ..o

............................................................. 59

Vii



LISTADO DE CUADROS

Cuadro 2.1 composicién de las diferentes soluciones amortiguadoras. .............c..cccuveee. 24
Cuadro 2.2 Rendimiento y cuantificacion de proteina ............cccceevveeeeiiiiiiiiieieeeee e 31
Cuadro 3.1 Composicion de la dieta base, modificado de Williams et al., (2013).............. 40
Cuadro 3.2 Disefio de las dietas modifiCadas.............euveeiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieee e 41

viii



ABREVIATURAS

AME
PAM’s
GOX
HPGs
proPO
PO
L-dopa
DHI
PSP
NADA
NBAD
NBANE
DOPAC
FAD
BCA
BSA
NO
H-0>
SDS-PAGE

KDa

Abejas meliferas europeas

Péptidos antimicrobianos

Glucosa oxidasa

Glandulas hipofarigeas
Profenoloxidasa

Fenoloxidasa

3,4-dihidroxifenilanina

5-6, dihidroxiindol

Péptidos de dispersion de plasmocitos
N -acetyldopamine
N-B-alanildopamina

N -acetilnonepinefrina

Acido 3,4-dihidroxifenilacético

Flavin adenin dinucledtido

Acido bincinconinico

Albumina de Suero Bovino

Oxido Nitrico

Peroxido de hidrogeno

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

Kilodalton




RESUMEN

El sistema de defensa de Apis mellifera estd integrado por un componente social y un
sistema inmune individual. En el componente de defensa social, la enzima glucosa
oxidasa (GOX) destaca como un indicador clave en este sistema de defensa; mientras
gue la enzima fenoloxidasa (PO) y sus componentes de la cascada de sefalizaciéon

representan a los marcadores del sistema inmune individual.

La nutricibn es fundamental para las funciones inmunes de los organismos, ya que
permite respuestas naturales para reaccionar hacia los téxicos, patdégenos o cualquier otro
elemento extrafio. En el caso de las abejas, se sugiere que la adicion de levaduras en
calidad de probiéticos en su dieta puede ser una estrategia importante para mantener a
las colonias saludables y con una buena inmunocompetencia. Por lo anterior, abejas
recién emergidas tuvieron dietas suplementadas con levaduras simbiontes, con el objetivo
de evaluar la influencia nutricional de estas levaduras en el sistema inmune de A.

mellifera, a través de las actividades enzimaticas de la GOX y la PO.

Para alcanzar este objetivo, en el sistema de defensa A. mellifera, fue fundamental
estandarizar y optimizar la metodologia para medir los marcadores del sistema de
defensa. Esto implicé el establecimiento de un protocolo homogéneo, tanto para la
extraccion proteica y cuantificacion como para la medicion de las actividades enziméaticas
de la GOXy la PO.

Los resultados obtenidos indican que existe un ligero efecto de las dietas sobre los
marcadores bioquimicos del sistema de defensa de la abeja. En particular, el uso de la
levadura Saccharomyces cerevisiae en la alimentacion de A. mellifera indujo un efecto
significativo sobre la actividad enzimatica de la PO. En cuanto al indicador del sistema de
defensa social, se encontr6 que las levaduras, Candida versatilis y Candida apicola,
tuvieron un leve efecto sobre la actividad de la enzima GOX, con respecto al uso de la
dieta base. A partir de estos resultados, es posible sugerir que existe un vinculo entre la

nutricion y los componentes centrales del sistema de defensa de este organismo.




ABSTRACT

The defense system of Apis mellifera consists of a social component and of an individual
immune system. In the social omponent, the enzyme clucose oxidase (GOX) is the key
indicator of this defense system; on the other hand, the enzyme phenol oxidase (PO), and
its components of the signaling cascade, represent the markers of the individual immune

system.

Nutrition is fundamental for the immune function of the organisms, since it allows natural
responses towards toxic substances, pathogens or any other foreign element. For bees, it
has been suggested that the addition of yeasts as probiotics in their diet may be an
important strategy to keep colonies healthy and with good immunocompetence. In this
study, newly emerged bees had modified diets with symbiotic yeasts, in order to determine
the nutritional influence of yeasts in the immune system of A. mellifera, through the
enzymatic activities of GOX and PO.

To reach such objective, we standardized and optimized the methodology to measure the
markers of the defense system of A. mellifera. This allowed the establishment of a
homogeneous protocol, for protein extraction and quantification, as well as for the

measurement of the enzymatic activities of GOX and PO.

The obtained results indicate that there is a slight effect of the diets on the biochemical
markers of the bee's defense system. In particular, it was observed that the use of the
yeast Saccharomyces cerevisiae in the feeding of A. mellifera, induced a significant effect
on the enzymatic activity of the PO. Regarding the indicator of the social defense system,
we found that the yeasts, Candida versatilis and Candida apicola, had a slight effect on
the activity of the GOX enzyme, with respect to the use of the base diet. Our results
suggest that there is a link between nutrition and the central components of the defense

system of this organism.




INTRODUCCION

La abeja melifera (Apis mellifera) es un insecto social organizado en colonias con tres
tipos de jerarquias: la abeja reina que tiene la funciébn de poner huevos; las obreras
encargadas de recolectar el néctar y el polen, producir miel, jalea real y cera, limpiar, y
otras tareas; y los zanganos, quienes fecundan a la abeja reina (SAGARPA, 2015). La
apicultura es una actividad definida como la crianza y cuidado de las abejas, para la
obtencion de productos como la miel, la jalea real, el propdleo, la cera y el polen, que
representa un beneficio econémico, alimenticio y medicinal para el ser humano (Galindo y
Jose, 2016).

En la actualidad, la apicultura enfrenta peligros tales como la presencia de patégenos, el
uso de pesticidas, el mal manejo y nutricién de las colonias (Glemes et al., 2002). El
escaso recurso de la floracion hace mas dificil obtener suficientes fuentes de polen para
cubrir los requerimientos nutricionales de las abejas. En consecuencia, la colonia se hace
mas vulnerable a la presencia de patégenos debido a que la nutricion y el sistema inmune

estan infimamente ligados (Brodschneider y Crailsheim, 2010; Traynor, 2008).

El efecto alimentario sobre la capacidad inmune es la premisa de la presente tesis, ya que
se pretende estudiar el vinculo que poseen las dietas modificadas con el sistema inmune,
a través de marcadores bioquimicos de la inmunidad social e individual. ElI conocimiento
acerca de la capacidad de defensa de la abeja, por medio de las enzimas con
participacion inmunoldgica, permitird conocer si la nutricibn es un factor critico en la

respuesta inmune de las abejas.




CAPITULO |

CAPITULO |
ANTECEDENTES

1.1 Apis mellifera

Apis mellifera (Figura 1.1) es un insecto del orden Hymenoptera, familia Apidae,
subfamilia Apinae. Las abejas meliferas africanizadas son un hibrido entre las diferentes
subespecies de abejas meliferas europeas (AME) como: Apis mellifera, A. m. carnica o A.
m. ligustica, y la abeja melifera africana A. m. scutellata (Ojar, 2002; Hutchins et al.,2003).
El cuerpo de estas abejas esta cubierto con vellosidades color amarillO-marrén y con
lineas negras. Poseen cuatro alas y seis extremidades, todas unidas al segmento medio
del cuerpo (térax). El abdomen es mas largo que el térax y termina con un aguijon en las
hembras, que los zanganos no presentan (Woodward y Quinn, 2011). La cabeza es mas
pequefia que el térax y el abdomen (Ojar, 2002). Las abejas obreras miden de 9.5 a 15.8
mm de largo, los zanganos 15.8 mm mientras que la reina mide 19.5 mm. La cabeza, las
antenas y extremidades son negras, mientras que las alas son traslucidas (Hutchins et al.,
2003). Las abejas obreras poseen corbiculas, que son estructuras recolectoras de polen,
formadas por pelos curvados especializados que se encuentran en la tibia de las patas
traseras (Caccavari y Cilla, 2010).

Figura 1.1 La abeja Apis mellifera. La imagen muestra el modelo de estudio polinizando a una flor
(tomado de Kimber, 2014)
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1.1.1 GENERALIDADES

Las abejas meliferas son insectos sociales y viven en colonias perfectamente
organizadas, donde cada individuo cumple con una funcién determinada (SAGARPA,
2001). Una colonia de estas consiste en una reina, varios miles de obreras y algunos
cientos de zanganos (Figura 1.2), en general mas de 80,000 abejas pueden vivir en una
sola colonia (Hutchins et al.,2003).

La funcion principal de la reina es la produccion de huevos (Woodward y Quinn, 2011); la
tarea de los zdnganos es aparearse con la reina, los individuos que lo hacen mueren
después de esto. Las abejas obreras poseen érganos que no tienen la reina ni los
zanganos, estos les permiten realizar tareas relacionadas con la vida de la colonia,
ademas estan a cargo de realizar todos los trabajos dentro y fuera de la colmena, los
cuales realizan de acuerdo a su edad y desarrollo glandular. Entre estas actividades se
encuentran: limpiar los panales, dar calor a los huevos y larvas, alimentar a las larvas,
producir cera, construir panales, defender la colonia de la entrada de elementos extrafios,
recolectar néctar, polen, agua y todo lo necesario para cubrir las necesidades de la
colonia (SAGARPA, 2001).

Figura 1.2 Organizacion de las colonias de A. mellifera. La colmena esta compuesta por diferentes

individuos: abeja reina, abejas obreras y zanganos.
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1.1.2 NUTRICION APICOLA

Las abejas meliferas requieren una alimentacion adecuada para su crecimiento y
desarrollo, por ello su dieta debe contener sustancias que ayudan a un adecuado ciclo de
vida. La nutricion de las abejas se basa en la ingesta del néctar y el polen (Vaudo et al.,
2015).

El néctar es la fuente natural de carbohidratos de las abejas meliferas, es recolectado de
las plantas por las abejas obreras, posteriormente es llevado a la colmena y finalmente es
almacenado en las celdas como miel. La transformacién de néctar a miel comienza
durante el curso del vuelo de las abejas (Nicolson y Human, 2008). Ya en la colonia, el
contenido de agua se reduce de un 16 a un 20% aproximadamente, a este proceso se
incorporan enzimas para coadyuvar a la produccion de miel. Los carbohidratos
provenientes de la miel logran satisfacer las necesidades energéticas de las abejas

meliferas adultas (Kunert y Crailsheim, 1988; Hrassnigg y Crailsheim, 2005).

A partir del polen, las abejas obtienen la mayoria de sus proteinas, incluidos los
aminoacidos esenciales libres. Estos organismos necesitan ingerir aminoacidos que se
han descrito como esenciales para su dieta, como la leucina, la isoleucina y la valina (De
Groot, 1953). En la colonia, las abejas meliferas mezclan el polen con el néctar
regurgitado, la miel y las secreciones glandulares para producir “pan de abeja”, que difiere
del polen recién recolectado, ya que tiene un pH acido y contiene menos almidén (Herbert
y Shimanuki, 1978; Ellis y Hayes, 2009). El cambio en la calidad del polen almacenado en
la colonia (pan de abeja), se debe a los microorganismos simbiontes asociados con A.
mellifera (Gilliam, 1997).

Para la nutricion de A. mellifera también es importante el consumo de lipidos, vitaminas y
minerales (Haydak, 1970). Estos compuestos antes mencionados, se obtienen
exclusivamente del polen, y este contenido varia entre un 0.8% y un 18.9%, de acuerdo a
las especies de polen recolectado de los diferentes recursos florales (Roulston y Cane,
2000). Las vitaminas solubles en agua, a diferencia de las insolubles, son comunes en el
polen (Roulston y Cane, 2000), pero el contenido de vitamina C, por ejemplo, varia a lo

largo de las estaciones del afio de acuerdo con diferentes fuentes florales. Se ha
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estudiado que las abejas meliferas (y sus microorganismos simbioticos) son capaces de
sintetizar la vitamina C (Anderson y Dietz, 1976).

Por ultimo, el agua es indispensable para la supervivencia de las abejas, ya que ellas
recolectan agua por dos razones, relacionadas con diferentes tipos de clima: para enfriar
por evaporacion el area de cria en dias calurosos, y para alimentar a las larvas cuando la

alimentacién esta limitada en dias frios (Nicolson y Human, 2008).

Los suplementos de alimentacién pueden ayudar a las colonias con la adicién artificial de
grasas, vitaminas y minerales, y contenido de agua, para las épocas del afio donde el
néctar es escaso, con el objetivo de mantener la colonia con buenas poblaciones,
fortaleciéndolas y preparandolas para la época de mayor flujo de néctar (Brodschneider y
Crailsheim, 2010).

1.1.3 SUPLEMENTOS ALIMENTICIOS

En temporadas de invierno o de ausencia de floracion las abejas no disponen de recursos
suficientes para poder alimentarse y vivir en forma normal; por tanto, el apicultor debe
suministrar algun tipo de dieta artificial para evitar que las abejas mueran de hambre,
enfermen o enjambren (Montero et al.,, 2012; Prost, 2001), aunque los alimentos no
necesariamente tienen que ser artificiales, utilizando la miel de otras colonias o bien la
miel almacenada (SAGARPA, 2004).

Los alimentos que se pueden dar a las abejas son muy variables en sus contenidos
nutritivos, de acuerdo al tipo de preparacion, conservacion, calidad y regién donde se
consigan, y la dieta puede ser de sostén, estimulo o suplementaria. Como fuente de
energia se utilizan carbohidratos contenidos en alimentos como la sacarosa, la glucosa, la
fructosa o miel procedente de colonias sanas, sola o adicionada con un poco de agua.
Como fuente de proteina se puede emplear harina de soya, levadura de cerveza, y polen
procedente de colonias sanas (SAGARPA, 2004). Existe evidencia levaduras simbiontes
para la formulacion de dietas modificadas que mejoren la nutricion y supervivencia de las

abejas.
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1131 LEVADURAS

Las levaduras como la Candida magnoliae y C. bombicola (Starmerella bombicola) se
encuentran en una asociacidbn simbionte con las abejas, siendo esta Ultima
frecuentemente encontrada en el néctar y el polen (Rosa et al., 1999). Adicionalmente, se
ha aislado e identificado a un grupo significativo de especies de levaduras asociadas a
colmenas de abejas Melipona beecheii y Scaptotrigona pectoralis estrechamente
emparentadas a las encontradas en A. mellifera (Gilliam et al., 1990; Gilliam, 1997).

En el caso de las levaduras adicionadas a dietas modificadas para abejas, se han
utiizado a las levaduras “domésticas” Saccharomyces cerevisiae y S. boulardii en la
alimentacién animal (vertebrados; Gismondo et al., 1999) y en la comunidad apicultora su
uso es frecuente. Dentro de los diferentes suplementos utilizados para la nutricion de las
abejas, se usan los liofilizados de S. cerevisiae como ingrediente para elaborar jarabes,
pastas, y dulces que se suministran a las colonias como fuente de proteinas en las
épocas criticas en las que el néctar y el polen se encuentran escasos (Sammataro y
Avitabile, 1998).

Existe la evidencia que sugiere que la adicion de levaduras en calidad de probiéticos en la
dieta de las abejas puede ser una estrategia importante para mantener a las colonias
saludables y con buena capacidad de inmunocompetencia (Patruica y Mot, 2012). Se
utilizan bacterias de los grupos Lactobacillus y Bifidobacterium que han sido aisladas de
los buches de abejas meliferas; su efecto fisiolégico dispara respuestas humorales que
crean una barrera inmunolégica en el intestino, ademas estas, sirven como fuente de
vitaminas, proteinas y otros componentes esenciales en la dieta (Olofsson y Vasquez,
2008; Corcionivoschi et al., 2010).

1.1.4 NUTRICION APICOLA E INMUNIDAD

La nutricion es fundamental para las funciones inmunes de los organismos, ya que
permite respuestas naturales del organismo para reaccionar hacia los toxicos y parasitos.
Hay estudios donde se sugiere que la activacion de la respuesta inmune puede disminuir
la longevidad de una abeja, debido a que existe mayor utilizacion de los recursos
energéticos del organismo para iniciar la actividad inmunolégica. En las abejas meliferas,

los niveles nutricionales han demostrado que poseen un efecto en la longevidad de las
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abejas adultas, el desarrollo de las glandulas, y la sensibilidad a los patégenos y
pesticidas (Wahl y Ulm, 1983; Alaux et al., 2010; DeGrandi-Hoffman et al., 2010; Haydak,
1970).

La disponibilidad, la calidad y la diversidad de la dieta del polen, se traduce en los
nutrientes disponibles para la colonia y estos a su vez reflejan el estado de salud de las
abejas. La calidad del polen puede afectar a la longevidad de la abeja, la activacion del
ovario (Hoover et al., 2006; Human et al., 2007; Pirk et al., 2010) el tamafio del cuerpo
larvario (Tasei y Aupinel 2008) y las funciones del metabolismo (Alaux et al., 2011; Di
Pasquale et al., 2013). Mientras que la diversidad de polen probablemente también juega
un papel importante en la inmunidad (Alaux et al., 2010; Di Pasquale et al., 2013). Una
nutricibn adecuada permite a los organismos mayor resistencia y recursos suficientes
para responder al estrés, mientras que aquellos organismos sin una nutricibn adecuada
son mas propensos a sucumbir a los factores estresantes (DeGrandi-Hoffman et al., 2010;
Ponton et al., 2013).

1.1.5 SISTEMA DE DEFENSA

El sistema inmune es el encargado de identificar dentro del organismo sustancias y/o
elementos que le resulten extrafios para inhibirlos o destruirlos. Estos elementos extrafios
pueden ser pesticidas, bacterias, hongos, pardsitos y virus entre otros (Gillespi et al.,
1997). La reaccion inmunoldgica del organismo animal constituye el conjunto de procesos
gue se desencadenan a partir del contacto del cuerpo, el tejido o la célula blanco con un
agente extrafio. El objetivo de la respuesta inmune es proteger al organismo ante la
agresion de su integridad, pasando por fases que abarcan desde el reconocimiento y la
identificacion del agente nocivo, hasta la neutralizacion o la destruccion del elemento

agresor (Lavine y Strand, 2002).

El sistema inmune esta conformado, por dos mecanismos: a) el sistema inmune adquirido,
basado en respuestas de defensa mediadas por células que producen anticuerpos que les
permiten reconocer con gran especificidad a un antigeno y generar memoria mediante
exposiciones previas a éste, para asi responder con mayor eficacia ante una segunda
exposicion; y b) el sistema inmune innato constituido por 1) componentes celulares

representado por células fagociticas principalmente y 2) componentes humorales que
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estan mediados por la sintesis de moléculas secretadas o intracelulares denominados
péptidos antimicrobianos (PAM’s) (Jiravanichpaisal et al., 2006; Imller y Bullet, 2005; Siva-
Joty et al., 2005).

Los animales vertebrados cuentan con ambos tipos de sistemas inmunolégicos mientras
que los insectos solo poseen un sistema inmune de tipo innato, el cual se encuentra muy
evolucionado ya que es de accion inmediata y posee mecanismos de reconocimiento de
patdgenos inespecificos o desconocidos (Jiravanichpaisal et al.,2006; Imller y Bullet,
2005; Siva-Joty et al.,2005).

Los insectos cuentan con un sistema eficiente y complejo de defensa contra patégenos y
parasitos que involucra barreras fisicas como el integumento (corteza impermeable) y el
intestino; las reacciones coordinadas por poblaciones de hemocitos y la induccion de la
sintesis de péptidos antimicrobianos y proteinas, principalmente por el tejido graso
(Lavine y Strand, 2002). Las abejas son organismos vulnerables, cuando se encuentran
expuestos a distintos patdgenos debido a la enorme capacidad de transmision entre los
integrantes de la colmena. Por tal motivo han desarrollado mecanismos de defensa a nivel
individual y social (Evans y Spivak, 2009; Wilson-Rich et al., 2009). Por lo que el sistema
de defensa de A. mellifera se puede explicar desde dos perspectivas: la inmunidad

individual y el sistema de defensa social.

1.151 SISTEMA DE DEFENSA SOCIAL

Desde el punto de vista del patégeno, la competencia de este agente depende de su
capacidad de ingresar a la colmena, establecerse y por ultimo dispersarse (Cremer et
al.,2007). Por tal motivo, en primer lugar el ingreso de potenciales patdgenos esta limitado
por la presencia de una red de abejas guardianas y la encapsulacion de los mismos en
cubiertas de propdleos, los cuales son empleados en actividades de limpieza y aseo de la
colmena. Una vez que el patégeno ingresa a la colonia, se ponen en marcha mecanismos
para evitar su establecimiento y diseminacion, como el comportamiento higiénico y el

“grooming” (Cremer et al., 2007).

El comportamiento higiénico consiste en la capacidad que tienen las abejas obreras de

detectar y remover crias infectadas en las celdas operculadas (Invernizzi, 2001; Evans y
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Spivak, 2009). El grooming es la capacidad que tienen las abejas de remover al patégeno
de si mismo (autO-grooming) o de sus compafieras (allogrooming) y es especialmente
efectivo contra el &caro Varroa destructor (Rosenkranz et al., 2010). La remocion de
abejas muertas de la colmena, la muerte de las mismas en lugares alejados de la
colmena, el cuidado continuo de la reina de modo que la misma no se infecte y de esta
forma evitar la transmision vertical de la enfermedad, constituyen otros comportamientos

sociales para evitar el contagio de los patégenos (Cremer et al., 2007).

La enzima glucosa oxidasa (GOX), es un parametro bioquimico para conocer el nivel del
sistema de defensa social de las abejas. La actividad enzimatica de esta proteina se
encuentra principalmente en las glandulas hipofaringeas (HPGs) (Ohashi et al., 1999). La
GOX cataliza la oxidacion de la B-D-glucosa a acido glucénico y peréxido de hidrégeno,
estos Ultimos productos poseen propiedades antisépticas (White et al., 1963). Los
productos antisépticos se excretan hacia el alimento larval (Sano et al., 2004) y a la miel
(White et al., 1963; Ohashi et al., 1999), estos productos contribuyen a la esterilizacion del

y por lo tanto previenen enfermedades (Alaux et al.,2010).

1.15.2 SISTEMA INMUNE INDIVIDUAL

Una vez que el patdgeno traspasa las barreras de defensa social, se ponen en marcha los
mecanismos de defensa individual (Evans et al., 2006). La respuesta inmune innata de los
insectos esta integrada por el sistema celular y el humoral (Nappi et al.,, 2001). La
respuesta celular es mediada principalmente por los hemacitos, involucrados en funciones
como la fagocitosis, la formacién de agregados multicelulares, la nodulacion y la

encapsulacion de bacterias y parasitos (Eleftherianos y Revenis, 2011).

En el sistema inmune humoral existe una gran variedad de componentes, como son las
lisozimas, las defensinas, las atacinas y las cecropinas (Flores-Villegas et al., 2015), asi
también las lectinas, las especies reactivas de nitrégeno y oxigeno, y las cascadas
enzimaticas complejas como el sistema proFenoloxidasa (proPO). Una vez activado el
sistema proPO, éste genera factores que ayudan a estimular a los hemocitos para la
eliminacion del agente extrafio (Vargas-Albores y Ortega-Rubio, 1994). El sistema proPO
juega un papel fisiolégico muy importante durante el desarrollo del insecto como en el

caso de la esclerotizacion de la cuticula, la cicatrizacion de heridas (Daquinag et al., 1995)
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y como mecanismo de defensa, sobresaliendo el proceso de la melanogénesis (Nappi y
Christensen, 2005).

El oxido nitrico (NO) es una molécula efectora inmune y de sefializacion que se ha
propuesto como una molécula clave en la inmunidad de A. mellifera (Negri et al., 2014).

El NO es un radical libre multifuncional altamente reactivo generado durante la oxidacion
de L-arginina a L-citrulina por la enzima NO sintasa (NOS). Se ha descrito una amplia
gama de funciones fisiologicas controladas por la sefalizacién de NO que se rigen por la
activacion de diferentes isoformas NOS y por la rapida difusiéon de esta molécula a través
de las membranas celulares (Davies y Dow, 2009). En invertebrados, solo se detecté una
isoforma NOS con una funcidén constitutiva (sefializacion) o inducible (téxico). En algunos

casos, se ha encontrado que la misma isoforma tiene ambos roles (Rivero, 2006).

El NO actiia como una molécula citotéxica no especifica (Rivero 2006). La toxicidad
celular se debe a la oxidacion de grandes cantidades de NO en peréxido de nitrito y otras
moléculas inestables, que tienen como funciones dafiar el ADN, las proteinas y los lipidos
(Hillyer y Estévez-Lao, 2010). En los insectos, el NO se produce como una molécula
efectora inmune en respuesta a la infeccibn microbiana en varias especies de

lepidopteros, hemipteros y dipteros (Rivero, 2006).

En el modelo de A. mellifera, el NO se produce después de un reconocimiento de un
patogeno, y desempefia un papel en la propagacion de los hemocitos (Negri et al., 2013).
Dado que el NO participa en la respuesta inmune de A. mellifera (Negri et al., 2013),
también es participe en la respuesta de curacion, cuando se trata de confrontar a un
patdgeno como V. destructor (Negri et al., 2013). La investigacién de Negri et al., (2014)
sugiere que el NO desempefia un papel de sefializacién en la respuesta de herida y

encapsulacion en el modelo de A. mellifera.

Ciertos intermediarios de la sintesis de melanina interactian con las especies reactivas
de oxigeno (ROS) y con las especies reactivas de nitrogeno (RNS), todo esto para
mejorar la actividad citotoxica (Nappi y Christensen 2005). El ROS y el RNS que se
genera durante la melanogénesis, junto con los precursores de pigmentos, se han

implicado en la mortalidad de los patégenos que amenazan a los insectos (Nappi y
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Christensen 2005), por lo que la medicion de la produccién de NO, se ha propuesto
como un indicador para el sistema inmune (Negri et al., 2013).

Dentro del sistema la proPO, participa un zimégeno con el mismo nombre, el cual tiene un
peso de 70-80 KDa (Gonzélez-Santoyo y Cérdoba-Aguilar, 2012). La proPO es activada
por una serina proteasa para dar como resultado la enzima fenoloxidasa (PO) (Genta et
al., 2010), la cual tiene un peso de 50-60 KDa y forma parte del grupo de las tirosina-
cinasas que tienen como principal funcion la oxidacion de fenoles (Gonzalez-Santoyo y
Cérdoba-Aguilar, 2012).

En los insectos la PO cataliza la oxidacion de fenoles a quinonas, las cuales se
polimerizan espontdneamente para formar melanina insoluble; los fenoles son
compuestos organicos en cuyas estructuras moleculares contienen al menos un grupo
fenol, un anillo aromatico unido a un grupo hidroxilo, esto compuestos a su vez dan lugar
a las quinonas (Eleftherianos y Revenis, 2011). La melanina es un pigmento marrén
oscuro, presente en la respuesta de defensa de los insectos, una vez formada se deposita
en el sitio de la infeccion o dafio; también posee actividad citotdéxica contra los
microorganismos y contiene la invasién de patdgenos por medio de la encapsulacién de

éstos (Cerenius et al., 2008; Eleftherianos y Revenis, 2011).

1.2 LA ENZIMA FENOLOXIDASA (EC 1.14.18.1)

La proteina PO es una enzima dependiente de cobre, que cataliza la reaccién que
convierte sustancias fendlicas como la 3,4-dihidroxifenilanina (L-dopa) a quinonas
inestables como la dopaquinona. Los estudios quimicos y espectroscOpicos que se han
realizado en la PO han demostrado que se acopla binuclearmente a un sitio activo de
cobre (Mason, 1955, 1965). Esta enzima es importante para las funciones inmunes ya que
es responsable de la oxidacion de los derivados de tirosina para posteriormente lograr la

sintesis de melanina (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Sintesis de melanina. Es una reaccion catalizada por la enzima PO a partir de un
sustrato de L-DOPA (modificada de Kamkaen et al., 2007).

La PO es un miembro del grupo de las enzimas denominadas tirosinasas, cuya funcién
principal es la oxidacion de los fenoles, se han ampliamente descrito en animales, plantas
y hongos, estas estan involucradas en muchas funciones biolégicamente esenciales,
como la pigmentacion, la esclerotizacion, la respuesta inmune primaria y la defensa contra
el huésped. Debido a lo anterior las enzimas tirosinasas de diferentes especies tienen
diferentes propiedades estructurales, distribucién y localizacién celular. Las tirosinasas
utilizan el oxigeno molecular para catalizar dos reacciones enziméticas diferentes: la
hidroxilacion de O-monofenoles a O-difenoles (actividad monofenolasa y cresolasa); y la
oxidacion de O-difenoles a O-quinonas (actividad difenolasa y catecolasa). Esta enzima
pertenece a la familia de proteinas de cobre clase 3, ya que contiene dos atomos de

cobre en el sitio activo, cada uno estabilizado por tres de residuos de L-histidina.

La molécula de L-dopacromo es impresciendible para la sintesis de melanina. Esta
molécula esta sujeta a etapas tanto enzimaticas como no enzimaticas de oxidacion y
polimerizacion, que conducen a la formacién de los diversos tipos de melanina que se

encuentran en muchos organismos vivos (Jaenicke y Decker, 2003).
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1.2.1 LAPOY LA MELANOGENESIS

La melanizacion es efectuada por la enzima PO la cual convierte fenoles a quinonas que
posteriormente se polimerizan para formar melanina (Séderhéll y Cerenius, 1998.) La
melanina se forma a partir del amino&cido fenilalanina, que primero es hidroxilado y pasa
de tirosina a fenilalanina hidroxilada. La tirosina es entonces hidroxilada por la enzima PO
activa para producir L-dopa, que una vez oxidado, pasa a ser dopaquinona y se convierte
inmediatamente a dopacromo por una reaccion espontanea no enzimética (Gonzalez-

Santoyo y Cdrdoba-Aguilar, 2011).

La reorganizacion estructural no enzimatica del dopacromo, es seguido por la
descarboxilacion que genera el 5-6, dihidroxiindol (DHI). EI DHI es oxidado por la enzima
PO para formar 5-6, indolquinonas. Estas indolquinonas finalmente se polimerizan a
eumelanina en presencia de compuestos de tiolfeomelaninas (Nappi y Christensen, 2005)
(Figura 1.4).
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Figura 1.4 Intervencion de PO en la melanogénesis. Tipos de melanina y sus precursores.
Izquierda: La sintesis de eumelanina a partir de L- dopacromo. Derecha: La sintesis de
feomelanina a partir de benzotiazinilanina. (Modificado de Gonzéalez-Santoyo y Cérdova-Aguilar,
2011).
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El DHI puede ser producido por una ruta alterna donde la L-dopa descarboxilasa elimina
CO; de L-dopa para formar dopamina (Beerntsen et al., 2000; Christensen et al.,2005). La
via de melanizacion comunmente descrita (Figura 1.5), es el proceso de melanizacion
contra huevos de parasitoides en larvas de mosca de la fruta Drosophila melanogaster
(Nappi y Vass, 1993).

A. Reconocimiento

Activacién del
sistema de la

B. Reclutamiento
Lisis celular y
liberacion de la
melanizacion

C. Melanogénesis

D. Encapsulacién

Figura 1.5 Proceso de melanizacién. A) Reconocimiento del patégeno a través de moléculas
especificas. B) Movilizacién de hemocitos que rodean al cuerpo extrafio. C) Deposicion de grandes
cantidades de hemocitos sobre el cuerpo extrafio. D) Encapsulaciéon y muerte del patdégeno por

inanicion (modificado de Gonzalez- Santoyo y Cérdoba-Aguilar, 2011).

Los diferentes tipos de melanina se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza,
ya que la melanina es un compuesto quimico que tiene como una de sus funciones la
formacion de pigmento (Nappi y Christensen, 2005) Se encuentra en las plantas, los
animales y protistas. La melanina mas comun es la eumelanina que esta formada por un
polimero dihidroxindol que proviene de la descarboxilacion de la molécula dopaquinona
(dopacromo); este tipo de melanina tiene la caracteristica de producir un color marrén o
negruzco oscuro. Otro tipo comun de la melanina es la feomelanina, que se forma por la

polimerizacién de benzotiazina y produce el color rojizo o marrén (Napolitano et al., 2000).

La melanina, ademas de participar en la pigmentacion de los organismos invertebrados,
participa en varias funciones de éstos. Varios estudios han demostrado que la lesién

mecanica o la presencia de macro patégenos (por ejemplo, nematodos o parasitoides), da
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como resultado la sintesis de melanina alrededor del tejido dafiado u objeto extrafio. Este
proceso se conoce comunmente como melanizacion (Ashida y Brey, 1997; Sugumaran,
2002; Cerenius y Soderhall, 2004; Kanost et al., 2004; Nappi y Christensen, 2005). En los
artropodos, la melanizaciéon comienza cuando un objeto extrafio es reconocido por los
hemocitos a través de una cascada de sefalizacion, en la cual se hallan implicados los
lipopolisacéaridos, los peptidoglicanos, los glucanos, y las proteinas de reconocimiento
(Strand, 2008).

Los hemocitos rodean el cuerpo extrafio y liberan proteinas quimiotacticas (por ejemplo,
los péptidos de dispersién de plasmocitos o PSP). Estas proteinas atraen plasmocitos
(Lavine y Strand, 2002), que forman una pared multicelular (Wood et al., 2006). Las capas
internas de la pared del plasmatocito aumentan y se vuelven gruesas y oscuras debido a
la produccion de melanina. La melanina se almacena finalmente sobre la parte externa de
la pared. La capsula melanina previene el crecimiento y la reproduccién del patégeno v,
finalmente, por inanicién logra la muerte de este (Gillespie et al., 1997). La PO que se
encuentra en los insectos, cataliza tres tipos de reacciones en el proceso de la
melanogénesis: (1) la hidroxilacion de un monofenol, (2) la oxidacion del O-difenol y (3) la
deshidrogenacién de un dihidroxiindol (Korner y Pawelek, 1982).

Hay dos clases de compuestos que han sido documentados como sustratos para la PO
que se encuentran en los insectos, de los cuales se encuentran los monofenoles, tales
como tirosina o tiramina. (Zhao et al.,1995).También se encuentran los sustratos de
catecol, incluyendo el 1,2-dihidroxibenceno (catecol), catecol 4-metilo, L-dopa,
dopamina,N -acetyldopamine (NADA), N-B-alanildopamina (NBAD), N -acetilnonepinefrina
(NBANE), acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), norepinefrina, acido 3,4-
dihydroximandelico, y 3,4- &cido dihidroxibenzoico (Chase et al.,2000 ). De estos
catecoles, la L-dopa se ha utilizado con mayor frecuencia para analizar la actividad de PO
experimentalmente. En base a la solubilidad y las propiedades oxidativas, la dopamina,

NADA, o NBAD suelen ser los sustratos naturales para la PO (Sugumaran, 2002).

1.2.2 A. melliferaY LA PRESENCIA DE LA PO

En el modelo de estudio, A. mellifera, se identificé y se caracteriz6 la actividad PO en las

pupas. La melanogénesis de la cuticula se inicia en el medio de la fase de pupa, y se
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encuentra bajo unas condiciones endocrinas particulares. El inicio de la melanizacion
cuticular se va transformando progresivamente, en la cuticula clara y suave que sucede
en el exoesqueleto; y la cuticula oscura y dura en el organismo adulto emergente, esto
coincide con la decadencia posterior en los niveles ecdisteroides (Feldlaufer et al.,1985 ;
Zufelato et al., 2000 ; Pinto et al., 2002). Durante la melanizacion, la hemolinfa y
principalmente la epidermis son sitios propicios para buscar transcripciones de proPO.

La investigacion de Zufalato et al., en el 2004, refiere que la PO de la hemolinfa de las
abejas de la miel, posee una masa molecular aparente de 70 kilodaltons (KDa), segun lo
estimado por filtracién en gel y SDS-PAGE. Estos autores determinaron que el pH y la
temperatura Optima eran 6.5 y 20 °C, respectivamente. La actividad enzimética fue
completamente estable durante 30 minutos a 50 °C. Encontraron que esta enzima se
activd por la tripsina, y se inhibe por inhibidores de proteasas y por la feniltiourea. Al
utilizar altas concentraciones de azida de sodio, se inhibié por completo la actividad
detectada de la PO.

Para evaluar los efectos de las dietas modificadas en polen, en la capacidad de
resistencia a las enfermedades, se ha determinado empiricamente la concentracion de los
hemocitos y el contenido de grasa corporal, como evaluaciones indirectas de la inmunidad
celular y humoral, ya que la actividad de la PO participa en ambos procesos. Los
hemocitos participan en la fagocitosis y la encapsulacion de los parésitos, este Ultimo
proceso requiere actividad de PO, y la grasa corporal es el principal sitio de sintesis de
péptidos antimicrobianos. Como organismos sociales, las abejas dependen no sélo en la
inmunidad individual, sino también del buen funcionamiento de la colmena (Schmid-

Hempel y Schmid-Hempel 1998).

El efecto de la alimentacion sobre la actividad de la PO, no se ha definido claramente, ya
que existen datos encontrados en abejorros, donde la nutricion limitada no afect6 la
respuesta de encapsulacion mediada por la PO (Schmid-Hempel y Schmid-Hempel 1998).
Sin embargo, Alaux y colaboradores (2010) sugieren que los dafios inducidos por
patégenos revelan un papel fundamental de la dieta sobre la actividad de la PO. En su
investigacion determinaron la actividad de PO en hemolinfa, térax, abdomen y el abdomen

desprovisto de la zona digestiva, de las colonias de A. melllifera.
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13 LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA (EC 1.1.3.4)

La enzima GOX es una flavoproteina que cataliza la oxidacién del B-D-glucosa a D-
glucono-8-lactona y peréxido de hidrogeno (H.O.) mediante oxigeno como aceptor de
electrones (Pluschkell et al., 1996; Hatzinikolaou et al., 1996). La reaccion se puede dividir
en una fase reductiva y otra oxidativa (Figura 1.6). La GOX cataliza la oxidacién de la 3-D-
glucosa a D-glucono-8-lactona, posteriormente es hidrolizada por una reaccién no
enzimatica a acido glucoénico. Posteriormente el anillo de flavin adenin dinucle6tido (FAD),
donde la GOX reduce el FAD a FADH; (Witt et al. ,2000). En la reaccion de reduccion que
sufrié la GOX, de nuevo es oxidada para producir H2O-.

OH

OH

OH H COOH

H OH
B-D-glucosa D-5-lactona Acido glucénico
GOX-FADH. GOX-FAD

Y

0O;——» H:0:

Figura 1.6 Reaccién enzimatica catalizada por la GOX. A partir de un sustrato de B-D-glucosa, que

da lugar a dos productos, el acido glucénico y el peréxido de hidrogeno (H20x).

La GOX fue descubierta por primera vez por Muller (1928) en extractos Aspergillus niger.
En un trabajo posterior se publico la secuencia de ADN que codifica a la GOX
(Kriechbaum et al., 1989) asi como la estructura en 1.9 A (Wohlfahrt et al., 1999).
Estructuralmente, como se muestra en la figura 1.7, la GOX es un homodimero
compuesto por dos subunidades idénticas de 80 KDa y dos FAD no unidos
covalentemente. Las coenzimas FAD actiian como un transportador de electrones durante

la catdlisis enzimatica (Wilson y Turner 1992).

17



CAPITULO |

Figura 1.7. Estructura molecular de la GOX. Sus dos subunidades son representadas con el color

azul oscuro y claro, mientras que el coenzima FAD se representa de color rosa (Goodsell, 2006).
1.3.1 CARACTERISTICAS DE LA GOX

El peso molecular de la GOX es de aproximadamente 130 a 175 KDa (Kalisz et al., 1997).
Esta enzima es altamente especifica para el B-andémero de la D-glucosa. La actividad de
la GOX se observa cuando se utiliza un sustrato la como 2-deoxi-D-glucosa, la d-manosa
y la d-galactosa. Los inhibidores de la GOX incluyen el p-cloromercuribenzoato, el ion
plata, el ion mercurio, el ion cobre, la hidroxilamina, la hidracina, la fenilhidrazina, la

dimedona y el bisulfato de sodio (Kusai et al., 1960).

La GOX es altamente especifica para la B-D-glucosa y solo se han observado actividades
secundarias con otros azlcares. La 3-D-glucosa es oxidada en presencia de oxigeno en
la posicion carbono 1 A glucono-1, 5-lactona, que es, a su vez hidrolizado
espontaneamente al acido D-gluconico (Danneel et al., 1993; Hatzinikolaou et al.,1996;
Pluschkell et al.,1996).

La GOX es una enzima producida de forma natural por algunos hongos y los insectos que
se enumeran en el cuadro 1.1 Como era de esperar, su funciébn natural esta
estrechamente relacionada con su actividad catalitica. La funcién principal de la GOX es
actuar como anti-bacteriana y agente anti-hongos a través de la produccion de perdxido
de hidrégeno. Hay estudios que refieren que es muy eficaz contra el crecimiento

bacteriano o fangico, especialmente si el microorganismo no produce captadores de
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peroxido de hidrégeno, como la catalasa (Tiina y Sandholm 1989; Dobbenie et al., 1995;
Wu et al., 1995).

1.3.2 A.mellifera’Y LA PRESENCIA DE LA GOX

El mantenimiento del sistema inmunologico es uno de los sistemas fisiolégicos mas
costosos, en cuanto a la utilizaciébn de energia por parte del organismo (Lochmiller y
Deerenberg 2000, Schmid-Hempel 2005), y la nutricién deficiente puede provocar un dafio
a la funcién inmune y aumentar la susceptibilidad de los individuos a los patégenos. La
investigacion de Alaux et al., (2010), sefiala que el sistema de defensa de A. mellifera es
afectado por la cantidad de proteina y la diversidad de la dieta, por lo que estos autores
realizaron un experimento en el que, se suministraron dietas de polen mono y poliflorales

a las abejas para evaluar su efecto en el sistema inmune.

En ese estudio, se proporcion6 evidencia experimental de un vinculo entre la nutricién y la
inmunocompetencia en abejas. EI consumo de polen aumenté considerablemente la
actividad del GOX y, ademas, el tipo de dieta tuvo un efecto significativo sobre su
actividad (F 6446 = 19.9, p <0.001). Esto sugiere que las dietas poliflorales indujeron una
mayor actividad de la GOX, siendo esta enzima un marcador del sistema inmune social,
en comparacién con las mismas dietas monoflorales a nivel de proteina. Lo anterior,
sugiere que las abejas invierten mas recursos enzimaticos en la inmunidad social (Alaux
et al., 2010)

JUSTIFICACION

Existe evidencia que la adecuada nutricion en las abejas, deriva en una mejora del
sistema de defensa de este modelo, ya que se ha observado que la adicion de levaduras
en la alimentacion aumentan la capacidad inmune; y esto se logra observar a través del
aumento en los niveles de la actividad de la enzima PO y la produccion del NO, para

evaluar el sistema inmune individual, y la enzima GOX para el sistema de defensa social.

Por ello, para contrarrestar la mortalidad de A. mellifera, se ha iniciado la administracion
de dietas que incluyen el empleo de microorganismos en calidad de probidticos, que

sugieren la posibilidad que exista un efecto positivo en el sistema de defensa de este
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organismo. Por lo que el estudio de estos efectos, a través de las actividades enzimaticas
de la PO y la GOX, permitiria generar conocimientos acerca del impacto en el sistema de
defensa que pueden tener los diferentes tipos de nutricidbn suministrada a las abejas.

HIPOTESIS

Las levaduras simbiontes de abejas, en dietas suminitradas para la nutricibn de A.
mellifera, incrementaran la actividad enzimatica de la PO y la GOX.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto de la alimentacion suplementada con levaduras simbiontes, en las
actividades enziméticas de la GOX y la PO, como parte del sistema de defensa A.

mellifera?

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia nutricional de las levaduras en el sistema inmune de A. mellifera, a

través de las actividades enzimaticas de la GOX y la PO.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la actividad enzimatica de la PO, en abejas obreras sometidas a dietas
enriquecidas con levaduras.

e Determinar la actividad enzimatica de la GOX, en abejas obreras sometidas a
dietas enriguecidas con levaduras.

e Analizar el perfil proteico de las abejas obreras, sometidas a dietas enriquecidas

con levaduras.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para esta investigacion se utilizaron abejas obreras del modelo A. mellifera, ya que esta

tipo de casta posee funciones vitales dentro de la colmena, que van desde la recoleccion
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del alimento hasta la higiene, sanidad y defensa de la misma; lo que la hacen un elemento
importante para su estudio y analisis.

Se realizaron experimentos con abejas obreras alimentadas con distintas dietas, y para

cada uno de estos bioensayos se llevo a cabo la siguiente estrategia experimental.

Dietas
Dieta base enriquecidas
con levaduras
I |
v
Apis mellifera
|
v L 4
Cabeza Abdomen
Extraccion Extraccion
proteica proteica
| |
v v 4 v
Actividad Actividad
enzimatica de Perfil proteico enzimatica de Perfil proteico
la GOX la PO

Figura 1.8. Estrategia experimental seguida en este trabajo.
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CAPITULO Il

ESTANDARIZACION DE TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS ENZIMAS PO y GOX

2.1 INTRODUCCION

El trabajo referido en este capitulo, consisti6 en la optimizacion de los protocolos de
diseccion de los individuos de abejas obreras, la homogenizacién del tejido, y la
determinacion de las condiciones experimentales, para la medicibn de actividad

enzimatica de la PO y la GOX en A. mellifera.

2.2 MATERIAL BIOLOGICO

Se analizaron las muestras de abejas obreras, en particular abejas nodrizas que se hallan
en los marcos inferiores de la colmena, originarias del apiario ubicado en Kini, Motul,
Yucatan. Las muestras fueron recolectadas durante el mes de marzo de 2017, siguiendo

la metodologia que a continuacion se refiere.
2.2.1 TECNICA DE DISECCION

El cuerpo de las abejas se logra describir anatbmicamente a partir de tres secciones, en
las cuales se encuentra la cabeza, el térax y el abdomen. La diseccién es una técnica que
consiste en dividir las partes de un insecto, que son de interés para esta investigacion, por
medio del empleo de pinzas entomoldgicas, un bisturi y un microscopio estereoscopico.

De acuerdo a lo anterior, se estandariz6 la técnica de diseccion de los individuos de A.
mellifera. Para los propésitos de esta investigacion, se disecté cada abeja para separar la
cabeza y el abdomen, en los cuales se encuentra la mayor concentracion de la enzima
GOX (cabeza) y la enzima PO (abdomen), componentes bioquimicos de interés para el
estudio del sistema inmune (Alaux et al., 2010). Primero, se procedié a separar la union
de la cabeza con el térax, mediante el uso de un bisturi (Figura 2.1), después de esto la
cabeza es colocada en tubos de 1.5 ml de capacidad, y es resguardada en congelacion a

una temperatura de -20 °C, para su posterior empleo en las mediciones enziméticas.
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Figura 2.1 Técnica de diseccion. (A) Se muestra el uso de una pinza y un bisturi, para separar los
segmentos de térax y cabeza. (B) La cabeza y el abdomen son conservados en refrigeracion a una

temperatura de -20°C, para su consecuente homogenizacion.

Para la diseccion del abdomen, este segmento anatomico fue apartado de la unién con el
térax, por el empleo de un bisturi; con la utilizacion de las pinzas entomolégicas, se retird
el aparato digestivo contenido en el abdomen (Figura 2.2A), y consecutivamente se hizo
una limpieza con un papel filtro para evitar la menor cantidad de restos vicerales; logrando
asi que el interior de este componente anatomico se encuentre vacio y limpio de residuos
(2.2B). Es necesario que los abddmenes se encuentren en las condiciones antes
mencionadas, para lograr que la extraccion de proteinas no se contamine y/o degrade. El
tejido de abdomen es preservado en microtubos de 1.5 ml de capacidad, a una

temperatura de -20°C.

Figura 2.2 Tejido de abdomen de A. mellifera. (A) Se puede observar que el contenido digestivo
del abdomen de la abeja, es apartado de la estructura por medio del uso de pinzas entomologicas.
(B) Tejido de abdomen.

2.2.2 HOMOGENIZACION DEL TEJIDO Y EXTRACCION DE PROTEINAS

Se evaluaron dos soluciones de amortiguador de fosfatos para usarlo como parte de la

homogenizacion del tejido; la composicion de cada solucién se presenta en el cuadro 2.1.

Cuadro 2.1 Composicion de las diferentes soluciones amortiguadoras.
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Reactivos Amortiguador 1 Amortiguador 2
NaH2PO 80 mM 80 mM

NaCl 20 mM 20 mM

Triton X-100 0.05% (v/v) -

pH 7.4 7.4

Para la homogenizacion del tejido se utilizé el protocolo reportado por Alaux et al., (2010)
con modificaciones. Se utilizaron cuatro cabezas de A. mellifera, en cada microtubo, para
la determinacién de la actividad de la GOX; asi como cuatro abdémenes para la
determinacion de la actividad de la PO (Figura 2.3).

Al tejido, se le afiadié 470 pl del amortiguador 1 de fosfato o el amortiguador 2 de fosfato
(Cuadro 2.1). Ambos amortiguadores, contienen a su vez una mezcla de inhibidores de
proteasas (2 mg/ml de antipaina, leupeptina y pepstatina A, 1 mg/ml de aprotinina y 0.1

mg/ml de inhibidor de la tripsina).

Cabeza Abdomen Cabeza Abdomen

Amortiguador 1 Amortiguador 2

Figura 2.3 Estandarizacion del método de extraccion proteica. Este diagrama, muestra el uso y
distribucién de los dos amortiguadores de extraccion de proteinas, para dar paso a la

homogenizacién de los tejidos.

Se realiz6 la maceracion del tejido de forma manual con una pinza y posteriormente con
un pistilo (Sigma aldrich Z359947) para microtubos (Figura 2.4 A). Por Gltimo, se macer6

con el rotor para microtubos (Sigma aldrich Z359971) (Figura 2.4 B).
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Figura 2.4. Homogenizacion del tejido de A. mellifera, de forma manual con un pistilo (A) y

posteriormente con el rotor para pistilo (B).

Por ultimo, se centrifugd la muestra a 15,000 xg por 20 minutos a 4 °C, para recuperar el
extracto crudo (sobrenadante) de cada muestra con el uso de una micropipeta. Los
extractos crudos fueron conservados a -20 °C hasta su uso en la determinacion de la

concentracion proteica y la medicién de las actividades enzimaticas.

2.2.3 CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Las proteinas obtenidas con los diferentes amortiguadores de extraccién se cuantificaron
a través de dos métodos: el método del acido bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985) y el
de Bradford (1976).

El &cido bicinconinico, es una sal sodica capaz de formar un complejo purpura intenso
con iones Cu'* en un medio alcalino. Este reactivo forma la base de un método analitico
gue permite monitorizar el ibn cuproso producido en una reaccion entre las proteinas con
Cu?* en medio alcalino (reaccion de Biuret). Por lo que se empleé el reactivo comercial de
Thermo Scientific PIERCE BCATm Protein Assay Kit, midiendo la formacion del complejo
revelador a una longitud de onda de 562 nm vy utilizando la proteina albumina sérica
bovina (BSA) como estandar para preparar la curva patron de proteinas (Figura 2.5). La
curva fue disefiada con concentraciones crecientes de proteina que van desde 5 ug hasta
un punto méaximo de 25 ug de BSA.

020F  y=0.0074x +0.0082
R2 =0.9852 ¢

o
o
o

Absorbancia (562 nm)
°
5

0.05 Py

0 5 10 15 20 25
BSA (ug)

Figura 2.5 Curva estandar de BSA, utilizando el método del BCA (Smith et al., 1985). La
absorbancia se midi6é a 562 nm. En la curva se determind la ecuacioén de la recta (y) y el coeficiente

de correlacion (R?).
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La cuantificacion de proteina que se realizé en los extractos por el método de Bradford
(1976), el cual esta basado en la conversion de la forma leuco del colorante azul de
Coomasie brilliant blue G-250, a un color intensamente azul cuando los grupos aniénicos
del colorante interaccionan con los grupos amino de las proteinas. Para determinar la
cantidad de proteina por muestra, se usé una adaptacién del método para microplacas,
BIO-RAD Quick Start™ Bradford Protein Assay.

Se utiliz6 como referencia la proteina BSA para la elaboracion de la curva patron (Figura
2.6) y se determiné la ecuacién de la recta. Para la curva estandar se utilizaron
concentraciones crecientes de BSA, que van desde 0.5 pg hasta 10 pg. Para las lecturas
de las muestras se utilizaron microplacas de 96 pozos (Sigma aldrich CLS3995), y un
lector de Thermo Scientific Multiskan GO UV/Vis.

y =0.0561x +0.0128
R2=0.9941

S} o o
IS ) @

Absorbancia (595 nm)

o
o

008 . . . . .
0 2 4 6 8 10
BSA (ug)

Figura 2.6 Curva estandar de la concentracion de proteinas, a partir del método de Bradford. Se
emplea a la proteina BSA como estandar. La absorbancia se midid a 595 nm. En la curva se

determind la ecuacioén de la recta (y) y el coeficiente de determinacion (R?).

A través del andlisis de regresion lineal de las concentraciones de los estandares de BSA
para la elaboracién de la curva de calibracion, se establece que hay una linearidad
cercana a 1 (R = 0.9941), lo que sugiere la precision en la preparacion y dilucion de los
estandares utilizados.

2.2.4 PERFIL PROTEICO

Para el andlisis del perfil proteico de los tejidos utilizados, se realizé una electroforesis de
una dimensién, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE,

por sus siglas en inglés). Las proteinas obtenidas de los extractos totales del tejido de
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abdomen y el de cabeza respectivamente, se separaron por electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida, de acuerdo con Laemmli (1970), con

modificaciones.

Se utilizé el sistema de mini geles de BioRad, con geles de 1 mm de espesor con dos
fases. La fase inferior de separacion estd compuesta por el amortiguador Tris-HCI 0.75 M
pH 8.8, SDS al 10%, acrilamida/bisacrilamida 12%, TEMED y persulfato de amonio 10%;
y la fase superior de concentracién esta compuesta por el amortiguador Tris-HCI 0.25 M
pH 6.8, SDS al 10%, acrilamida/bisacrilamida 4%, TEMED vy persulfato de amonio al 10%.

Se determiné el uso de 10 ug de proteina de cada uno de los extractos totales de la
muestra de tejido de abdomen y de cabeza, y se mezclaron con la solucion de carga (Tris
0.5 M pH 6.8, SDS 2%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0.01% y p-mercaptoetanol 2%),
y se calentaron durante 5 min a 95°C previamente a ser cargadas en el gel. Para
determinar el peso molecular de las bandas obtenidas en la corrida del gel se utilizé un

marcador de peso molecular marca BioRad.

La separacion electroforética se realizé utilizando el amortiguador Tris-glicina 0.33 M pH

8.3, con una corriente de 150 V constantes por una hora. Al finalizar la electroforesis, los
geles se tifleron con una soluciébn de Coomassie R-250 al 0.1%, diluido en 50% de
metanol y 10% de &cido acético. Por ultimo, se procedi6é a destefiir los geles, con una

solucién que contenia 40% metanol y 10% acido acético.

2.2.5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PO

El ensayo de actividad enzimatica de la PO se determiné en el extracto total de proteina
de abdomen, por espectrofotometria a través de la conversion de L-dopa (3, 4-dihidroxi-L-
fenilalanina) a melanina, utilizando el método propuesto por Alaux et al., (2010), con

modificaciones.

Se realiz6 la curva estandar a partir de la melanina (Figura 2.7). Para el disefio de esta
curva, se colocaron concentraciones crecientes de melanina, que van desde 20 pg hasta
80 ug. Para las lecturas de las muestras se utilizaron microplacas de 96 pozos (Sigma
aldrich CLS3995), y un lector de Thermo Scientific Multiskan GO UV/Vis.
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Para el analisis de la actividad de la PO en muestras numerosas, se utilizé una microplaca
de 96 pozos (Sigma aldrich CLS3995) se agregaron 90 ul de agua destilada, 20 yl de
amortiguador de fosfato de sodio (100 mM NaH.PO4, 200 mM NaCl, pH 7.2) y se
adicionaron 50 pl de extracto total. La microplaca fue incubada 5 minutos a 37°C. Al
término de la incubacién, se agreg6 40 ul del sustrato enzimético L-dopa (2 mg/mL) a
cada reaccién. La lectura se realiz6 a una longitud de onda de 490 nm, después de 10

minutos de incubaciéon a 37°C en condiciones de oscuridad.
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Figura 2.7 Curva estandar de melanina. Se utilizé melanina como estandar. La absorbancia se
midié a 490 nm. En la curva se determind la ecuacion de la recta (y) y el coeficiente de

determinacion (R?).

2.2.5.1 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA proPO

Para el andlisis de la actividad de la proPO, se utlizé el método propuesto por Favila-Ruiz
et al., (2018). En una microplaca de 96 pozos, se colocé en cada pozo 10 ul de extracto,
65 ul de amortiguador de fosfato de sodio (100 mM NaH;PO., 200 mM NacCl, pH 7.2), y se
adicion6 5 pl de a-Quimiotripsina (1 mg/ml), posteriormente se incubé durante 20 minutos
a 37°C en condiciones de obscuridad. Por ultimo, se agregaron 130 ul de L-Dopa (4
mg/ml), y se incubé por 10 minutos a 37°C y las lecturas se tomaron a una longitud de
onda de 490 nm. Para determinar los ug de melanina producidos, se utilizé la ecuacién de

la recta generada a partir de la curva estandar de melanina.

2.2.5.2 CUANTIFICACION DEL OXIDO NiTRICO

La medicion del NO, se basa en una reaccion de diazotacion descrita originalmente por

Griess en 1879. El método de Griess es una reaccién quimica en donde se usa la

28



CAPITULO I

sulfanilamida, y el dihidrocloruro de N-1-naftiletiiendiamina (NED) en condiciones &cidas
(4cido fosforico) para detectar el NO..

Para determinar la cantidad de NO producido, se us6 como referencia la concentracion de
nitritos, para la elaboracién de la curva patrén (Figura 2.8). Se usaron concentraciones
crecientes de NaNO:.
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Figura 2.8 Curva estandar de la concentracion de NaNO.. Se utiliz6 NaNO2 como estandar, para
cuantificar la concentracion de NO por el método de Griess (1879). La absorbancia se midié a 540

nm. En la curva se indicé la ecuacion de la recta (y) y el coeficiente de determinacion (R?).

En una microplaca de 96 pozos (Sigma aldrich CLS3995), se realiz6 la cuantificaciéon de
NO en los extractos de abdomen, usando el paquete comercial de Griess Reagent
System (Promega G2930), donde en cada pozo se coloc6 50 ul de muestra, se agreg6 50
Ml de la solucién de sulfanilamida, y se incubé durante 20 minutos a 37 °C, en condiciones
de oscuridad. Después, se afadié 50 pl de la solucién NED a todos pozos y se realizé una
incubacion a 37 °C, protegiendo a la placa de la luz. Por ultimo, se midi6 el cambio de

coloracion, a una absorbancia a 540 nm.

2.2.6 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GOX

La GOX cataliza la conversion de la B-D-glucosa y el O, en la D-gluconolactona y el H,O-
(Bentley, 1963). El H.O., en presencia del sustrato O-dianisidina, puede a su vez ser
convertida, por la enzima peroxidasa, en O-dianisidina oxidada (Alaux et al., 2010), este
altimo producto que puede ser medido espectrofotométricamente (570 nm) para

determinar la actividad enziméatica de la GOX.
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De acuerdo al paquete comercial Glucose Oxidase Activity Assay Kit (Sigma aldrich
MAKO097), se realiz6 una curva estandar a partir del estandar de H,O, (Figura 2.9); para
obtener la ecuacién de la recta, se utilizaron concentraciones crecientes, que van desde
2, 4, 6, 8 y 10 nmoles como puntos estandar de la curva; para cuantificar los moles de

H20- producidos por la enzima GOX.
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Figura 2.9 Curva estandar de H202. La absorbancia se midié a 570 nm. En la curva se determiné

la ecuacion de la recta (y) y el coeficiente de determinacion (R2).

En una microplaca de 96 pozos (Sigma aldrich CLS3995), se realiz6 andlisis de la
actividad de la GOX en los extractos totales de tejido de cabeza, usando el paquete
comercial Glucose Oxidase Activity Assay Kit, donde en cada pozo se colocaron 5 ul de
muestra, se agregaron 50 ul de la mezcla de reaccion que indica las especificaciones del
producto antes mencionado. Después, se realizé una incubacién de 5 minutos a 37 °C,
protegiendo a la placa de la luz. Por ultimo, se midi6 el cambio de coloracién, a una

absorbancia a 570 nm.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 HOMOGENIZACION DEL TEJIDO Y CUANTIFICACION DE LA
CONCENTRACION DE PROTEINAS

A diferencia de los protocolos reportados por diversos autores, (Alaux et al., 2010;
Zufelato, 2004; DeGrandi-Hoffman et al.,2010; Laughton et al., 2011; Di pasquele et al.,
2013) en donde hacen uso desde tres a nueve individuos para la obtencién de extracto
crudo de los tejidos de abdomen y cabeza; para la determinacion de las actividades de la
PO y la GOX, se encontr6é que la diseccion de dos individuos para la homogenizacion de

tejidos, con el uso del mismo volumen de amortiguador (470 pl) que se habia utilizado
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para cuatro individuos, es suficiente para obtener la cantidad de extracto proteico
adecuado.

En cuanto al uso de amortiguadores de fosfato para la homogenizacion y la obtencion del
extracto crudo, se observé que la adicion de Tritbn X-100, un detergente no ionico,
favorece la solubilidad de las proteinas, eso a su vez permite que la mayor parte de las
enzimas presentes conserven su actividad catalitica; esto sugiere que para este estudio
es necesario la utilizacion del detergente para una mejor extraccién y rendimiento de

proteina (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2 Rendimiento y cuantificacion de proteina.

Concentracion de proteina total (ug/uL)
Método de Bradord Método de BCA
Numero de Amortiguador | Amortiguador | Amortiguador sin | Amortiguador
individuos sin Triton X-|con Triton X- | Triton X-100 con Triton X-
100 100 100
4 Abdémenes | ~ 8 ~ 10 pg/uL ~4 pg/uL ~6 pg/uL
Cabezas ~ 4 pg/uL ~ 6 pg/uL ~1 pg/uL ~3 pg/uL
2 Abdomenes | ~ 2 pug/uL ~ 4 pg/uL ~1 pg/uL ~3 pg/uL
Cabezas ~ 1 pg/uL ~ 3 ug/uL ~0.04 pg/uL ~1 pg/uL

Segun se evidencia en las curvas de calibracién de proteinas, de acuerdo al método del
BCA (Figura 2.5), o al método de Bradford (Figura 2.6), se obtuvieron modelos de
regresion lineal simple que describieron el comportamiento de la sefial en funcién de la
concentracion de proteina de manera lineal. A partir del andlisis de las curvas estandar y
los valores de la regresion, se decidi6 que el mejor método colorimétrico para la
cuantificacion es el protocolo de Bradford. Debido a que, el analisis de la sensibilidad se
emple6 como parametro de comparacion la pendiente de cada uno de los modelos de
regresion obtenidos, y se hizo evidente que quien presentd una menor sensibilidad es el
método de BCA (Cuadro 2.2).

2.3.3 PERFIL PROTEICO

En el perfil proteico del tejido de abdomen (Figura 2.10) y de cabeza (Figura 2.11) se
muestra la utilizacion de amortiguador de fosfato con Tritén X-100 y sin la presencia de

Tritébn X- 100; se evidencia que la colocacién dentro de los pozos del gel, de 10 ug de
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proteina fue adecuada para la visualizacion de patron de bandas proteicas. Bajo las
condiciones de extraccion, de acuerdo al uso de los amortiguadores, es evidente que hay
una mejor extraccion de proteinas en las muestras donde fue utilizado el amortiguador 2,

ya que las bandas que logran apreciar en el gel.
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Figura 2.10 Andlisis obtenido del extracto total de cabeza de A. mellifera. Se utilizé un SDS-PAGE
al 12%. En cada carril se utilizaron 10 pg de proteina total. Carriles: 1. Marcador molecular (MM);
2., 3., 4., y 5., extractos proteicos obtenidos con amortiguador sin Triton X-100; y 6., 7., 8., 9.,
extractos proteicos obtenidos a partir del amortiguador con Triton X-100.
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Figura 2.11 Analisis obtenido del extracto total de abdomen de A. mellifera. Se utilizé6 un SDS-
PAGE al 12%. En cada carril se utilizaron 10 pg de proteina total. Carriles: 1. Marcador molecular
(MM); 2., 3., 4., y 5., extractos proteicos obtenidos con amortiguador sin Triton X-100; y 6., 7., 8.,

9., extractos proteicos obtenidos a partir del amortiguador con Triton X-100.

2.3.4 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PO

Como se menciona en el apartado 2.2.5, en el presente trabajo se us6 una modificacion
del método reportado por Alaux et al., (2010). En la figura 2.12, se presenta la relacion de
la actividad de la PO, en funcion de la concentracion de proteina utilizada. Esto evidencia,
gue la actividad enzimatica se comporta de manera lineal ya que la actividad enzimatica

de la PO incrementa proporcionalmente con la cantidad de extracto utilizado.
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Figura 2.12 Actividad enzimética de la PO, en funcién de la concentracién de proteina.

En cuanto a la actividad especifica de la PO (Figura 2.13), se observa que es la misma
entre un rango de 50 a 200 ug de proteina, porque lo que el método utilizado es confiable
y replicable para el andlisis de la enzima PO.
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Figura 2.13 Normalizacién de la actividad especifica de la enzima PO a un mg de proteina.
2.3.5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA proPO

De acuerdo al apartado 2.2.5.1, en el presente trabajo se utiliz6 el método reportado por
Favila-Ruiz et al.,(2018), para la medicion de la actividad enzimética de la proPO. En la
figura 2.14, se observa que a concentraciones crecientes de proteina, que van desde 50 a

200 pg, aumenta a su vez la actividad enzimatica de esta proteina.
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Figura 2.14 Actividad enzimética de la proPO, en funcion de la concentracion de proteina.

En la determinacion de la actividad especifica de la proPO (Figura 2.15), se observa que
es la misma entre un rango de 50 a 200 pg de proteina, porque lo que el método utilizado
es confiable y replicable para el andlisis del zimégeno proPO.
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Figura 2.15 Normalizacién de la actividad especifica de la enzima proPO a un mg de proteina.

2.3.6 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GOX

De acuerdo a lo mencionado en la seccion 2.2.5 de este capitulo, donde se utilizé el
paquete comercial Glucose Oxidase Activity Assay Kit. En la figura 2.16, se observa la
relacion de la actividad de la GOX, en correlacién a la concentracién de proteina utilizada
para este ensayo.
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Figura 2.16 Actividad enzimética de la GOX, en funcién de la concentracion de proteina.

En cuanto a la actividad especifica de la GOX (Figura 2.17), se observa que es la misma
entre un rango de 50 a 200 ug de proteina, porque lo que el método utilizado es confiable

y replicable para el analisis de la enzima PO.
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Figura 2.17 Normalizacién de la actividad especifica de la enzima GOX a un mg de proteina.

2.4 DISCUSION

En este capitulo se han presentado las condiciones para las técnicas y el manejo
adecuado de las muestras, con el proposito de obtener los parametros adecuados para la
medicion de las actividades enzimaticas de las dos enzimas del sistema de defensa de A.
mellifera, asi como también para la cuantificacion del NO como molécula sefial de la

cascada de serina proteasas, que da lugar a la activacion de la proteina PO.

La estandarizacion de los ensayos para medir la actividad de la PO y la proPO, es de
suma importancia, ya que la variacién de individuo a individuo es factor muy frecuente en
el modelo (Laughton y Siva-Jothy, 2010). De acuerdo a estas variaciones bioldgicas,
estos métodos se han utilizado con éxito posteriormente, para analizar las actividades de

la PO y la proPO, en abejas obreras sometidas a diferentes dietas modificadas.

En la investigacion de Laughton y Siva-Jothy (2010), se utilizaron 10 abejas obreras para
la medicién enzimética de la PO y la proPO; mientras que, Alaux et al., (2010), emplearon
8 abejas obreras para la medicion de la PO y la GOX; a diferencia de los estudios antes
mencionados, en esta investigacion se adopté la estrategia de utilizar dos abejas obreras
para las mediciones enzimaticas, ya que se observo que a partir de la disminucién de

individuos, la correspondiente extraccidon proteica y las condiciones modificadas desde
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este trabajo, le dan a este ensayo la capacidad de percibir la actividad catalitica de las
proteinas de interés (Cuadro 2.2)

En esta investigacion se encontré que el mejor método para la obtencién de las proteinas
totales en tejido de abdomen y cabeza de A. mellifera, fue la extraccion a través del
amortiguador de fosfatos adicionado con detergente Triton X-100. La cuantificacion
espectrofotométrica de las proteinas totales presentes en muestras de tejido de abdomen
y de cabeza, fue mejor cuando se empled el reactivo de Bradford. Con este protocolo se

logré un andlisis confiable, sencillo, sensible y reproducible.

La medicion de la concentracién de proteina en el extracto total de cabeza y para tejido de
abdomen, se realiz6 a partir de diluciones 1:10, ya que el extracto puro excedia la
cantidad de proteina a cuantificar, de acuerdo a la curva estandar descrita anteriormente
(Figura 2.6). En cuanto a la cuantificacion de proteinas, se observd que el tejido de
abdomen tiene una concentracion de aproximadamente 4 ug/ul; y el tejido cabeza una

concentracion de aproximadamente 3 pg/ul (Cuadro 2.2).

De acuerdo al analisis del perfil proteico, es esperado que las proteinas se disocien en
subunidades (mondémeros) bajo las condiciones de SDS-PAGE (Zufelato et al., 2010).
Tanto en el perfil proteico del tejido de abdomen (Figura 2.10) y el de cabeza (Figura
2.11), al observar la presencia o ausencia de algunas bandas y la diferencia en la
intensidad, se puede sugerir que es debido a la composiciéon del amortiguador que fue
utilizado, donde la presencia del detergente estd actuando como un surfactante y
emulsionante no iénico, ya que logré solubilizar las proteinas, y por tanto se pueden
apreciar un mejor perfil proteico en las extracciones donde se utilizé el amortiguador con

detergente.

En la figura 2.10, se aprecia la presencia de diferentes bandas con masas moleculares
similares, a las reportadas para observar la proteina GOX, 130 a 175 KDa (Kalisz et
al.,1997), que se encuentra en las glandulas hipo faringeas ubicadas en la cabeza de este
organismo. De igual forma, debido a que este es un perfil proteico total, basado en el uso
de amortiguadores con o sin detergente para la extraccion proteica, se observa que los

carriles del 1 al 4 (Figura 2.11), donde se utiliz6 amortiguador con Triton X-100, hay una
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mayor integridad e intensidad de las bandas, lo que sugiere que el disefio y método de
extraccion logra obtener una suficiente calidad de proteina.

En el 2010, Laughton y Siva-Jothy, exponen que la reproducibilidad y la medicion
constante de la PO y proPO, es particularmente importante para obtener una comprension
del sistema inmune de A. mellifera, pero lo ideal es que estas mediciones sean
acompafiadas con otros indicadores del sistema de defensa, como el porcentaje de

cuerpos grasos o bien, la cuantificacion de hemocitos, entre otros.
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CAPITULO Il

EFECTO DE DIFERENTES DIETAS EN LA DEFENSA SOCIAL Y SISTEMA
INMUNE DE A. mellifera

3.1 INTRODUCCION

El sistema de defensa de los insectos, en particular de A. mellifera esté integrado por un
componente social y un componente individual. El sistema de defensa social esta formado
por respuestas conductuales (el grooming, la conducta higiénica, entre otros), barreras
fisicas (la colmena, el propdleo) y un elemento fisioldgico. EI mecanismo fisiol6gico
envuelto en este sistema social esta representado por la enzima GOX, la cual tiene entre
sus funciones esterilizar el alimento de la colonia y hacer de este, un producto inocuo para
los integrantes de la colonia. Esta proteina, cataliza una reaccion de 6xido reduccion, que
da lugar a productos como el H20,, que posee la caracteristica de lograr la asepsia del
alimento. Es por ello que este tipo de proceso se ha denominado por algunos autores,
como un procedimiento mas preventivo, que como una respuesta de defensa (Wahl y
Ulm,1983; Alaux et al., 2010; Degrandi-Hoffman et al., 2010; Haydak, 1970).

El sistema inmune individual esta organizado por una serie de sefiales, que incluyen en
simultdneo una respuesta humoral e innata; donde a partir de la presencia de un elemento
extrafio en el organismo, se activan una serie de patrones de reconocimiento que, de
acuerdo al tipo de elemento, se desencadenan las diferentes vias que van desde el

reconocimiento del patdgeno hasta el proceso de melanogénesis (James y Xu, 2012).

Una de estas rutas, y de interés para este estudio, es la via de la serina proteasas, ya que
dentro de la serie de pasos que ocurren durante este proceso, se producen moléculas
sefalizadoras como el NO, que dan paso al zimogeno llamado proPO, que precede a la
proteina con caracter catalitico, la PO. La proteina PO es el componente terminal de una
cascada inmune innata, esta enzima cataliza la oxidacion de fenoles a quinonas, que

luego se polimerizaran no enzimaticamente a melanina (Soderhall y Cerenius, 1998).

La melanizacién, es el proceso de polimerizacion de un primer mondmero de melanina,

que tiene por objetivo encapsular al elemento extrafio que amenace al organismo, y
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expulsarlo del mismo. Todo este proceso descrito anteriormente, se puede traducir como
una compleja red de sefales, que representan y activan al sistema inmune individual de
las abejas (James y Xiu, 2012; Gonzalez-Santoyo y Cérdoba-Aguilar, 2011; Alaux et al.,
2010). Los niveles del NO, la actividad del zimoégeno proPO, la enzima PO y la enzima
GOX, se han referido como los indicadores bioquimicos, para conocer cudl es la condicion
en que se encuentra el sistema de defensa de A. mellifera (James y Xiu, 2012; Alaux et
al.,2010; Di Pasquale et al.,2013; Negri et al.,2017).

La nutricibn es fundamental para las funciones inmunes de los organismos, ya que
permite desarrollar los mecanismos de defensa para reaccionar contra las patégenos
tanto bidticas como abidticas (Crailshem, 1990; Woodward y Quinn, 2011). Las abejas
requieren de una alimentaciéon completa, que sea apta para el adecuado funcionamiento
de su respuesta inmune. Para tener una alimentacion suficiente, se han empleado
estrategias que incluyen desde la adicién de polen modificado, asi como de levaduras,

para mejorar su asimilacion y nutricion (SAGARPA, 2004).

El empleo de levaduras en el disefio de las dietas utilizadas en este estudio, estd basado
en reportes donde se ha observado la presencia de levaduras en el néctar floral (Herrera
et al., 2009; Canto et al., 2017), en el cuerpo de las abejas (tracto digestivo) y en los
reservorios de los alimentos (miel y polen) asi como en el alimento larval (Lizama, 2011,
Rosa et al.,, 2003). Es probable que estos microorganismos asociados a las abejas,
sostengan una relacion simbionte que beneficie a la nutricién (Gilliam, 1997) del modelo
de estudio. Lo anterior coincide con el empleo de estos microorganismos como parte de
una alimentacion artificial (Williams et al., 2013), por ejemplo, la levadura Saccharomyces
cerevisiae es regularmente utilizada por los apicultores a modo de suplementos, ya que

son considerados inocuos para A. mellifera.

Por tanto, los analisis referidos en este capitulo, son el resultado de las determinaciones
bioquimicas, para evidenciar cémo la adicion de levaduras en la dieta de la abeja, puede
afectar a la inmunocompetencia. Entonces, se espera que al alimentarlas con una dieta
con levaduras, se observara un incremento en los indicadores de inmunocompetencia de

A. mellifera.
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3.2 METODOLOGIA
3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

El material biolégico utilizado para esta investigacion fueron abejas obreras recién
emergidas de A. mellifera, provenientes del laboratorio de apicultura a cargo de Dr. Luis
A. Medina del Cuerpo de Académicos de Apicultura Tropical de la Universidad Autonoma
de Yucatan (UADY). Los apiarios que se utilizaron para la colecta de abejas, se
encuentran rodeados de un continuo de vegetacion secundaria derivada de selva baja
caducifolia de donde principalmente las abejas extraen sus recursos alimenticios (Medina-
Medina y Martin, 1999; Medina-Medina, 2004; Martinez-Puc et al., 2011).

3.2.2 TRATAMIENTOS

Las abejas obreras recién emergidas, fueron colocadas en pequefias cajas, donde se les
fue administrado cada uno de los nueve tratamientos, en forma de alimento sélido.

En esta investigacion se han utilizado nueve dietas o tratamientos, en las cuales se
considera como punto de partida una dieta base o control, que ha sido modificada a partir
de la composicién propuesta por Williams et al., (2013) (Cuadro 3.1); a partir de esta dieta

base, se disefiaron las otras cinco dietas con la adicion de una levadura (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.1 Composicién de la dieta base, modificado de Williams et al., (2013).

Ingredientes Proporcién de la masa total
Harina de soja (desgrasada) 0.143
Harina de caseinato de calcio (proteina de la leche 90%) 0.152
Harina de proteina de suero (proteina de leche 80%) 0.038
Solucién de sacarosa (50% p/v) 0.476
Aceite de linaza 0.095

Cuadro 3.2 Diserio de las dietas modificadas.

Tratamientos

Dieta base
Dieta base + Starmerella bombicola
Dieta base + Candida versatilis
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Dieta base + Candida apicola
Dieta base + Zygosaccharomyces mellis
Dieta base + Saccharomyces cerevisiae

Los intervalos de tiempo de muestreo corresponden a las cuatro etapas de desarrollo
glandular y funcién de las abejas: incipiente, secretora de alimento larvario, secretora de
ceray secretora para la conversion del néctar (Seeley, 1995).Este experimento tuvo un
tiempo de duracion de seis dias; en donde todos los dias se evalud la supervivencia de
estos organismos; y cada tercer dia, se cosech6 un numero de cuatro abejas por cada
una de las nueve cajas, para la correspondiente extraccion de proteinas y las mediciones
de los indicadores bioquimicos a evaluar. Este ensayo se realizé tres veces, durante los

meses de junio y agosto del afio 2017.

3.2.3 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Se obtuvieron un total de 168 muestras, en donde el tejido de cada uno de los abdémenes
fue homogenizado con el amortiguador de extraccion, de acuerdo al protocolo descrito en
el Capitulo Il de esta tesis. A partir del extracto total de proteina obtenido, se procedi6 a la
cuantificaciéon de proteina por medio del método de Bradford (1976), utilizando de
referencia la curva estandar de BSA (Figura 2.6) descrita anteriormente. Para la medicién
espectrofotométrica, se usd el espectro Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader
(BioTek).

3.2.4 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PO

El ensayo de la actividad enzimatica de la PO se realizd por espectrofotometria a través
de la conversion de L-dopa (3, 4-dihidroxi-L-fenilalanina) a melanina, conforme a las

condiciones establecidas en el Capitulo II.

3.2.5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA proPO

La actividad de la proPO se determind por espectrofotometria a través de la conversion
catalitica de L-dopa a Dopacromo, adicionando previamente a-Quimiotripsina, como

activador artificial de la proPO. De acuerdo a lo referido en el capitulo .
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3.2.7 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GOX

El andlisis de la actividad enzimética de la GOX se realiz6 por espectrofotometria a través
de la medicibn de los moles de H»O; producidos por la enzima. Conforme a las

condiciones establecidas en el Capitulo Il.

3.2.8 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software estadistico R (Douglas Bates et al.,
2018), para detectar diferencias en el efecto debido a las distintas dietas utilizadas, en los
marcadores bioquimicos, como la actividad de la PO, la proPO y la GOX. A partir de los
datos obtenidos de los marcadores bioquimicos antes mencionados, se realizdé un analisis

exploratorio a cada uno de ellos.

Para examinar el tipo de distribucién estadistica de los datos y poder realizar las
comparaciones entre los tratamientos, se realizaron los histogramas de frecuencia y los
diagramas de cuantil-cuantil, para observar la simetria de cada uno de los conjuntos de
datos, y asi determinar qué tipo de distribucion tienen. Sumado a lo anterior, se les realizé
una prueba estadistica de Shapiro-Wilks, para conocer la naturaleza de las
observaciones; esta prueba plantea a la hipétesis de que el conjunto de datos provienen

de una distribucion normal, solo cuando el valor de significancia es mayor a 0.05.

En funcién de las pruebas realizadas, se transformaron los datos a través de las técnicas
de transformacion no lineales. Se probaron tres transformaciones, la transformacion
logaritmica, la transformacion de la raiz cuadrada del dato y la transformacion de la raiz
cubica del dato. Esta ultima, cumplié con las pruebas de normalidad. En el caso de los
datos obtenidos de la enzima GOX, se realiz6 una transformacion de Tukey, que se ajustd

a las condiciones de normalidad.

Para comparar el efecto que tienen las diferentes dietas sobre la actividad enzimética de
la PO, la proPO y la GOX, asi como también de la produccion de NO, se realiz6 un
andlisis de las varianzas (ANOVA) de medidas repetidas. Este tipo de analisis ANOVA
permite comparar la actividad enzimatica de la PO y de la proPO, en las abejas recién
emergidas, y respecto a su efecto a diferentes intervalos de tiempo, entre las diferentes

dietas.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN LA ACTIVIDAD DE LA
PO, EN ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. mellifera.

De acuerdo a lo planteado anteriormente, en este apartado se presentan los resultados
del efecto de la nutricion sobre la actividad enzimatica de la PO, en abejas recién

emergidas sujetas a dietas adicionadas con levaduras.

En la figura 3.1, se presenta el efecto que tiene la dieta base en contraste con la dieta
donde se afade la levadura Starmerella bombicola, sobre la actividad especifica de la
enzima PO, en abejas meliferas. En esta figura se puede observar que las abejas que
fueron alimentadas con S. bombicola, no hay efecto significativo (p = 0.4371). A lo largo
del tiempo, se observa como la dieta base tiene un aumento en el dia tres, mientras que

la dieta suplementada con la levadura S. bombicola, no reporta variacion en el tiempo.
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Figura 3.1 Efecto de la dieta adicionada con S. bombicola, en la actividad de la PO. Las abejas
recién emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (e), y con la dieta base
suplementada con S. bombicola (A). La actividad especifica de la PO fue determinada a diferentes

tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.

En las muestras donde se utilizo la levadura Candida versatilis en dietas modificadas para
la alimentacion de A. mellifera (Figura 3.2), se registré una actividad enzimatica similar

durante los tres primeros dias con respecto al conjunto de abejas que fue alimentado con
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la dieta base, pero en el dia seis se observa una menor actividad a lo observado en las

abejas alimentadas con la dieta base. Sin embargo no existe diferencia estadisticamente
significativa.

A partir del uso de la levadura de Candida apicola, en el trascurso de los dias de
experimentacion, se observa que las abejas que fueron alimentadas con esta levadura
(Figura 3.3), presentan una menor actividad enzimética con respecto al control, se aprecia

que no hay un efecto significativo de esta dieta en la actividad especifica de la proteina
PO.
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Figura 3.2 Efecto de la dieta adicionada con C. versatilis, en la actividad de la PO. Las abejas
recién emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (e), y con la dieta base
suplementada con C. versatilis (A). La actividad especifica de la PO fue determinada a diferentes

tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.
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Figura 3.3 Efecto de la dieta adicionada con C. apicola, en la actividad de la PO. Las abejas recién
emergidas de A. mellifera, fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base
suplementada con C. apicola (A). La actividad especifica de la PO fue determinada a diferentes

tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.

Con respecto a la administracion de la dieta modificada con Zygosaccharoyces mellis y la
dieta base (Figura 3.4), se observa que la actividad enzimética de las abejas alimentadas
con la levadura, tiene una tendencia por debajo a lo que registra la actividad de los
sujetos control, aunque se observa que en el dia seis parece elevarse el marcador al
mismo nivel que el control. De acuerdo a la prueba estadistica, no existen diferencias
significativas entre estos ensayos (ANOVA, p = 0.1673).
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Figura 3.4 Efecto de la dieta adicionada con Z. mellis, en la actividad de la PO. Las abejas recién

emergidas de A. mellifera, fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base
suplementada con Z. mellis (A). La actividad especifica de la PO fue determinada a diferentes

tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.

El uso de S. cerevisiae, como suplemento de la dieta base, es considerado como un
control interno, ya que el empleo de esta levadura es ampliamente utilizado en la actividad
apicola, al ser considerada como un sustituto de fuente de proteina (SAGARPA, 2004).
En esta investigacion, se observa que el dia tres la dieta suplementada con S. cerevisiae,
la actividad enzimatica es menor en contraste con la dieta base (Figura 3.5), pero con el
andlisis de ANOVA se encontré una diferencia significativa en el efecto de la actividad de
la PO (p = 0.04).
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Figura 3.5 Efecto de la dieta adicionada con S. cerevisiae, en la actividad de la PO. Las abejas
recién emergidas de A. mellifera, fueron alimentadas con la dieta base (e) y con la dieta base
suplementada con S. cerevisiae (A). La actividad especifica de la PO fue determinada a diferentes

tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.

3.3.2 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN LA ACTIVIDAD DE LA
proPO, EN ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. mellifera.

En esta seccién, se determiné la actividad enzimatica de la proPO, en abejas recién
emergidas sujetas a dietas adicionadas con levaduras. En la figura 3.6, a pesar de que se
observa que la dieta adicionada con la levadura S. bombicola, a lo largo del tiempo
presenta una tendencia al aumento de actividad enzimética después del dia 3, esta no es
mayor en comparacion de la actividad enzimética encontrada en las abejas alimentadas
con la dieta base; aunado a lo anterior, la prueba de ANOVA, no arroj6 una diferencia
significativa entre estos conjuntos (p= 0.2434).

46



CAPITULO 1l

=3
=)

Actividad especifica de la proPO
(nmol melanina/min/mg proteina)
T

-]
o

<7

y

.1

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

=

Figura 3.6 Efecto de la dieta adicionada con S. bombicola, en la actividad de la proPO. Las abejas

recién emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base
suplementada con S. bombicola (o). La actividad especifica de la proPO fue determinada a

diferentes tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos
repeticiones + ES.

Con el uso de la levadura de C. versatilis en dietas modificadas para su uso en el modelo
de A. mellifera, se observa que no hay una diferencia significativa de este tratamiento, con
lo que respecta a la actividad especifica de la proteina proPO (Figura 3.7). En el trascurso
de los dias de experimentacion, se observa que las abejas que fueron alimentadas con la
levadura, presentan una menor actividad enzimética con respecto al control, y la
produccién de esta proteina tiene un descenso importante después del dia tres. A través
del analisis de ANOVA, se obtuvo una p de 0.8789, por lo que se puede distinguir que no

existe un efecto positivo en el sistema inmune de las abejas meliferas, a partir de este -
tratamiento.
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Figura 3.7 Efecto de la dieta adicionada con C. versatilis, en la actividad de la proPO. Las abejas
recién emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (e) y con la dieta base
suplementada con C. versatilis (o). La actividad especifica de la proPO fue determinada a

diferentes tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos
repeticiones + ES.

La adicion de la levadura C. apicola en dietas modificadas para la alimentacién de A.
mellifera (Figura 3.8), mostré una tendencia menor en referencia al conjunto que fue
alimentado con la dieta base, pero en el dia seis se advierte como la tendencia disminuye
en comparacion a las abejas alimentadas con la dieta base. A partir de esto, se determind

gue este tratamiento no fue estadisticamente diferente a la dieta base (p = 0.516).
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Figura 3.8 Efecto de la dieta adicionada con C. apicola, en la actividad de la proPO. Las abejas
recién emergidas de A. mellifera, fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base

suplementada con C. apicola (o). La actividad especifica de la proPO fue determinada a diferentes
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tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.

En cuanto al uso de la levadura Z. mellis, es posible observar que la tendencia de la
actividad enzimatica de la proPO aumenta a partir del dia 3, pero aun asi presenta una
menor actividad a lo observado en las abejas alimentadas con la dieta base (Figura 3.9); y
al analizar estos efectos mediante la prueba de ANOVA, para determinar si existe un
efecto significativo sobre el indicador, se obtuvo una p de 0.4704 que indica que no existe
relacién entre la dieta y el efecto sobre la actividad de la enzima PO, en las abejas
meliferas.
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Figura 3.9 Efecto de la dieta adicionada con Z. mellis, en la actividad de la proPO. Las abejas
recién emergidas de A. mellifera, fueron alimentadas con la dieta base (e) y con la dieta base
suplementada con Z. mellis (o). La actividad especifica de la proPO fue determinada a diferentes

tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.

En la figura 3.10, se evalu6 el efecto que tiene la dieta base en contraste con la dieta
donde se adiciona la levadura S. cerevisiae, sobre la actividad especifica de la proteina
proPO, en abejas meliferas. En el diagrama se puede observar que las abejas que fueron
alimentadas con la dieta base, tienen una mayor actividad enzimatica que las abejas a las
gue se administré la dieta con la levadura. Después del dia tres, se puede apreciar un
aumento en la actividad enzimatica de las abejas alimentadas con la dieta modificada, con
respecto al control. Y en base a la prueba estadistica de ANOVA, que compara las

medias de la poblacion para determinar si existe una diferencia significativa entre ellas; se
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determiné que al observar el efecto de las dietas sobre este marcador del sistema inmune

de A. mellifera, no existe una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.2677).
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Figura 3.10 Efecto de la dieta adicionada con S. cerevisiae, en la actividad de la proPO. Las
abejas recién emergidas de A. mellifera, fueron alimentadas con la dieta base (e) y con la dieta
base suplementada con S. cerevisiae (o). La actividad especifica de la proPO fue determinada a
diferentes tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos
repeticiones + ES.

3.3.3 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN LA PRODUCCION DEL
NO, EN ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. mellifera.

El NO es un gas producido de forma intra y extracelular, ya sea por el intestino o bien por
los hemocitos de los insectos, como es el caso de la abeja, el cual traspasa la membrana
de los patégenos, dafiando tanto a algunas proteinas como a su ADN (MorenO-Garcia,
2010). Esta molécula por tanto, no solo es un molécula sefial sino también una parte
fundamental en el sistema de defensa de A. mellifera. En esta seccion, se determinaron

los niveles de NO, en abejas recién emergidas sometidas a dietas adicionadas con
levaduras.

El empleo de la levadura S. bombicola en la dieta modificada para la alimentacion de A.
mellifera (Figura 3.11), mostré una produccion del NO en ascenso, en los tres primeros
dias, con respecto conjunto que fue alimentado con la dieta base; y en el dia seis se
advierte como la tendencia sigue siendo mayor a lo observado en las abejas alimentadas

con la dieta base. Aunado esto, se determind que este tratamiento no fue significativo con
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respecto a la dieta base. Ya que, de acuerdo a la prueba de ANOVA, se encontré un valor
de p de 0.947.
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Figura 3.11 Efecto de la dieta adicionada con S. bombicola, los niveles del NO. Las abejas recién

emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (e) y con la dieta base
suplementada con S. bombicola (). Los niveles del NO fueron determinados a diferentes tiempos.

Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones + ES.

Con el propésito de evaluar el efecto que tiene la dieta donde se afiade la levadura C.
versatilis, sobre los niveles de NO, en abejas meliferas; en la figura 3.12 se puede
observar que, durante los primeros tres dias las abejas que fueron alimentadas con la
dieta base, tienen una mayor actividad enzimatica que la dieta con la levadura. Pero
después del dia tres, se puede apreciar una mayor produccion de esta molécula a partir
de la dieta modificada con respecto al control. Y en base a la prueba estadistica de
ANOVA, que compara las medias de la poblacion para determinar una diferencia
significativa entre ellas; se encontré6 que al observar el efecto de las dietas sobre el
sistema inmune de A. mellifera, no existe una diferencia estadisticamente significativa (p =
0.859).
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Figura 3.12 Efecto de la dieta adicionada con C. versatilis, en los niveles del NO. Las abejas recién

emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base

suplementada con C. versatilis ().Los niveles del NO fueron determinados a diferentes tiempos.

Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones * ES.

i30r lo que se refiere al disefio de la dieta modificada con C. apicola y la dieta base (Figura
3.13), se advierte que la produccion del NO en las abejas alimentadas con la levadura,
tiene un patréon similar a lo que registra la produccién de los sujetos control durante los
primeros tres dias; pero en el dia seis, parece disminuir este marcador por debajo del
nivel de produccién que tienen las abejas alimentadas con la dieta base. Y de acuerdo a
la prueba estadistica, no se encontrg diferencias significativas entre estos ensayos (p =
0.494).
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Figura 3.13 Efecto de la dieta adicionada con C. apicola, en los niveles de NO. Las abejas recién

emergidas de A. mellifera, fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base
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suplementada con C. apicola ({).Los niveles del NO fueron determinados a diferentes tiempos.

Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones + ES.

En cuanto al uso de Z. mellis en las dieta modificadas (Figura 3.14), se observa que la
produccién del NO, en las abejas alimentadas con esta levadura, tiene una similar
tendencia a lo que registra la produccién de los sujetos control; y esto se confirmé con el
resultado obtenido a partir de la prueba de ANOVA, donde no se encontrd diferencias

significativas entre estos ensayos (p = 0.998).

En la figura 3.15, se indica cual es la tendencia de produccion del NO, cuando se utiliza
una dieta adicionada con la levadura S. cerevisiae. En este diagrama, se percibe que a lo
largo del tiempo presenta una tendencia al aumento de la produccion de esta molécula,
sin embargo esta tendencia no es mayor en comparacion la produccion encontrada en las
abejas alimentadas con la dieta base; aunado a lo anterior, la prueba de ANOVA, no
arrojé una diferencia significativa entre estos conjuntos (p= 0.121).
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Figura 3.14 Efecto de la dieta adicionada con Z. mellis, en los niveles de NO. Las abejas recién

emergidas de A. mellifera, fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base

suplementada con Z. mellis (). Los niveles del NO fueron determinados a diferentes tiempos. Los

resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones + ES.
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Figura 3.15 Efecto de la dieta adicionada con S. cerevisiae, en los niveles del NO. Las abejas

recién emergidas de A. mellifera, fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base

suplementada con S. cerevisiae ({).Los niveles del NO fueron determinados a diferentes tiempos.

Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones + ES.

3.3.4 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN LA ACTIVIDAD DE LA
GOX, EN ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. mellifera.

La abeja A. mellifera, secreta la enzima GOX, a través de los alimentos de cria de sus
colonias y las reservas de miel, proporcionando asi una inmunidad social a sus
comparfieras de la colmena (Alaux et al., 2010; Bucekova et al,. 2014; Sano et al., 2004;
Santos et al.,, 2005; White et al.,, 1963). En este estudio se presentan los resultados
acerca del efecto de la nutricion sobre la actividad enzimatica de la GOX, en abejas recién

emergidas sujetas a dietas adicionadas con levaduras.

En la figura 3.16, se presenta el efecto que tiene la dieta base en comparacion con la
dieta donde se afiade la levadura S. bombicola, sobre la actividad especifica de la enzima
GOX, en abejas meliferas. En esta figura se puede observar que las abejas alimentadas
con S. bombicola, no hay un efecto significativo (p = 0.1713). A lo largo del tiempo, se
observa como la dieta base tiene un descenso en el dia seis, mientras que la dieta

suplementada con la levadura, evidencia un aumento en el dia tres.
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Figura 3.16 Efecto de la dieta adicionada con S. bombicola, en la actividad de la GOX. Las abejas
recién emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (e) y con la dieta base
suplementada con S. bombicola (V). La actividad especifica de la GOX fue determinada a
diferentes tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos
repeticiones + ES.

Con el uso de la levadura de C. versatilis en dietas modificadas para su uso en el modelo
de A. mellifera, se observa que hay una ligera diferencia de este tratamiento (p = 0.0656),
con lo que respecta a la actividad especifica de la proteina GOX observada en la dieta
base (Figura 3.17). En el trascurso de los dias de experimentacién, se percibe que las
abejas que fueron alimentadas con la levadura, presentan una mayor actividad enzimatica
con respecto al control en el dia seis.
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Figura 3.17 Efecto de la dieta adicionada con C. versatilis, en la actividad de la GOX. Las abejas

recién emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base
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suplementada con C. versatilis /). La actividad especifica de la GOX fue determinada a diferentes
tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.

En las muestras donde se utilizé la levadura C. apicola, en dietas modificadas para la
alimentacién de A. mellifera (Figura 3.18), se registré una actividad enziméatica menor
durante los tres primeros dias con respecto al conjunto de abejas que fue alimentado con
la dieta base, sin embargo en el dia seis se observa una mayor actividad a lo observado
en las abejas alimentadas con la dieta base. Este experimento refleja un leve efecto sobre
la actividad de la enzima GOX (p = 0.0592).
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Figura 3.18 Efecto de la dieta adicionada con C. apicola, en la actividad de la GOX. Las abejas
recién emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (e) y con la dieta base
suplementada con C. apicola (§/). La actividad especifica de la GOX fue determinada a diferentes
tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.

En cuanto al uso de la levadura Z. mellis, es posible observar que la tendencia de la
actividad enzimatica de la GOX aumenta a partir del dia 3, y a su vez presenta una mayor
actividad a lo observado en las abejas alimentadas con la dieta base en el dia seis (Figura
3.19). Al analizar estos efectos, no es posible sugerir si existe un efecto significativo sobre
el indicador (p = 0.0838).

En la figura 3.20, se indica cual es la tendencia de la actividad especifica de la GOX,
cuando se utiliza una dieta adicionada con la levadura S. cerevisiae. En esta figura, se

percibe que a lo largo del tiempo presenta una tendencia al aumento de la actividad
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catalitica, esta tendencia es aun mayor en el dia seis, en comparacion con los resultados
encontrados en las abejas alimentadas con la dieta base; a su vez, no se encontré un
efecto significativo entre estos conjuntos (p= 0.1887).
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Figura 3.19 Efecto de la dieta adicionada con Z. mellis, en la actividad de la GOX. Las abejas
recién emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (o) y con la dieta base
suplementada con z. mellis (V). La actividad especifica de la GOX fue determinada a diferentes
tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones +
ES.
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Figura 3.20 Efecto de la dieta adicionada con S. cerevisiae, en la actividad de la GOX. Las abejas

recién emergidas de A. mellifera fueron alimentadas con la dieta base (e) y con la dieta base
suplementada con S. cerevisiae (V). La actividad especifica de la GOX fue determinada a
diferentes tiempos. Los resultados son la media de tres experimentos independientes con dos
repeticiones + ES.
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3.3.5 EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS EN EL PERFIL PROTEICO,
DE ABEJAS RECIEN EMERGIDAS DE A. mellifera.

Se realiz6 un perfil proteico de los extractos totales provenientes de la homogenizacion
del tejido de cabeza (Figura 3.21), de abejas que fueron alimentadas con una dieta base y
con dietas modificadas en contenido de levadura. Se puede observar una gran cantidad
de proteinas, donde se encontré algunos cambios entre las abejas alimentadas con la
dieta base (carril 1), en comparacion con los extractos de las abejas alimentadas con
levaduras (carriles 2, 3, 4, 5y 6).

En el perfil proteico (Figura 3.21) se puede observar que los extractos totales obtenidos
de las abejas alimentadas con la dieta que contiene C. versatilis (carril 3) y con la
levadura C. apicola (carril 4), presentan un incremento en la intensidad de las bandas
proteicas, en contraste con los extractos de la dieta base (carril 1), esta presencia de
bandas de mayor intensidad se encuentran entre los pesos moleculares de 116 hasta 66
KDa. En las bandas del carril 6, que corresponde a los extractos de las abejas
alimentadas con la dieta que contiene la levadura S. cerevisiae, se nota que desaparecen
bandas que tienen una menor masa molecular.
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Figura 3.21 Analisis obtenido del extracto total de cabeza de A. mellifera. Se utilizé un SDS-PAGE
al 12%. En cada carril se utilizaron 10 pug de proteina total. Carriles: Marcador molecular (MM); 1.
Dieta base; 2. Dieta adicionada con S. bombicola; 3. Dieta adicionada con C. versatilis; y 4. Dieta

adicionada con C. apicola; 5. Dieta adicionada con Z. melis; 6. Dieta adicionada con S. cerevisiae.

Al analizar el perfil proteico correspondiente a las muestras obtenidas de tejido abdominal
(Figura 3.22), se observa que en el carril 1, es posible notar como las bandas que tienen
un menor peso molecular, no se logran del todo observar en este perfil. Por otro lado, en

las muestras obtenidas de abejas alimentadas con las levaduras S. bombicola (carril 2), Z.
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mellis (carril 5) y S. cerevisiae, (carril 6), existe una intensidad de bandas bastante notoria
a lo largo del perfil, de cada una de estas muestras.
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Figura 3.22 Andlisis obtenido del extracto total de abdomen de A. mellifera. Se utilizd6 un SDS-
PAGE al 12%. En cada carril se utilizaron ~10 ug de proteina total. Carriles: Marcador molecular
(MM); 1. Dieta base; 2. Dieta adicionada con S. bombicola; 3. Dieta adicionada con C. versatilis; y
4. Dieta adicionada con C. apicola; 5. Dieta adicionada con Z. melis; 6. Dieta adicionada con S.

cerevisiae.
3.3 DISCUSION

En los udltimos afios, ha existido un interés creciente por el estudio y conservacion de las
colonias de A. mellifera. Algunas interrogantes, han sido orientadas a la participacion que
tiene la nutricién en la capacidad de defensa de estos organismos ante las amenazas que
le acechan. Este trabajo incorporé diferentes elementos, que son las distintas levaduras
utilizadas, en la dieta de las abejas obreras, para observar las respuestas inmunitarias y

establecer una relacion entre la nutricién y el sistema de defensa de este modelo.

La enzima PO y el zimégeno proPO, juegan un papel importante en la inmunidad de los
insectos, ya que participan en varias de sus funciones fisiolégicas, por lo que su utilizacion
debe de estar bien regulada, no debe existir una activacion descontrolada de la proPO; ya
gue durante el proceso de melanogénesis, que es donde participa la PO, se producen
muchas moléculas toxicas, lo cual, podria ser letal para los insectos (Lu et al., 2014). En
los insectos, el NO se produce como una molécula efectora en la respuesta inmune,
provocada por la infeccion microbiana en varias especies, esta funciona como una
molécula de sefalizacién y un componente citotoxico. Por lo tanto, el NO se ha propuesto
como una molécula clave para hacer frente a los parésitos en invertebrados (Rivero,
2006). La enzima GOX, tiene funciones importantes de defensa social, para el equilibrio y

mantenimiento de la colonia (Alaux et al., 2010).
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En este estudio, las abejas obreras fueron alimentadas con las seis dietas modificadas
(Cuadro 3.2) pero no se observé un efecto sobre la actividad enzimética de la PO, la
proPO y la GOX, asi como tampoco de la produccién de NO. las actividades enzimaticas
encontradas en esta investigacion, se pueden comparar con lo reportado por Alaux et
al.,(2010), Degrandi-Hoffman et al.,(2010), Brodschneider y Crailsheim (2010) y Di
Pasquale et al.,(2013), ya que estos autores refieren que la calidad nutricional y la
diversidad de la composicién del polen pueden dar como resultado una mejora a la salud
de las abejas, y su vez un aumento en la actividad enzimatica en el sistema de defensa, lo

gue se define como un efecto positivo.

Hay evidencia que sostiene que, los valores de la PO solamente pueden aumentar
cuando se requiera para la melanizaciébn de la cuticula del insecto (Chmurzynska y
Wojtczak, 1963, Hopkins y Kramer, 1992). Por otro lado, Alaux et al., (2010) refieren que
la actividad GOX, que no proporciona una proteccién inmunolégica a la abeja en si misma
pero permite la prevencion de enfermedades infecciosas en la colonia, puede ser afectada
por la introduccion de dietas modificadas a su alimentacion, lo que sugiere que las abejas

invierten mas recursos en la inmunidad social que en la individual.

En cuanto de la dieta base suplementada con la levadura S. bombicola, se observo el
efecto de este tratamiento sobre la actividad de la PO (Figura 3.1), de la proPO (Figura
3.6) y de la GOX (Figura 3.16), se pudo valorar que no hay una diferencia significativa.
Esto puede indicar que se da lugar una respuesta de este organismo al sistema de
alimentacion al que se encuentra sometido, pero en el caso del tratamiento con S.
bombicola administrado a las abejas, la respuesta es menor en comparacion al efecto que
tiene la dieta base sobre la actividad de la PO y la proPO a lo largo de los dias. La
actividad de la enzima GOX muestra en el ultimo dia, un repunte de produccién de moles
de HO,. Esto puede aludir al tiempo como una determinante dentro de la relacion

nutricion y sistema inmune.

Laughton et al. (2011), refieren que la variacion en la actividad inmune se asocia con
diferentes fases del desarrollo de la abeja melifera. Ya que los hallazgos de la actividad
de PO (Figura 3.1) y la GOX (Figura 3.16), sugieren que en ciertas etapas de la vida, su

uso no puede relacionarse directamente con la respuesta inmune, sino que puede estar

60



CAPITULO 1l

relacionado con procesos fisiol6gicos alternativos relacionados con el crecimiento y el

desarrollo.

Se ha demostrado que al usar microrganismos simbiontes, como fuente de alimento
para los insectos del orden de los himendpteros, ha desencadenado una respuesta de
melanizacion, en el piloro de la abeja, lo que sugiere la activacién del sistema inmune
(Engel et al., 2015). Aungue no se observan efectos sobre los marcadores del sistema
de defensa, se sugiere que el efecto de las levaduras puede estar en otro sistema

fisiolégico de la abeja.

El estudio de Laughton et al., (2011), encontré que las abejas en estado larvario tienen
niveles bajos de actividad de PO, mientras que las abejas adultas produjeron respuestas
inmunitarias mas fuertes que los zanganos y una mayor plasticidad en la inversion
inmune. Las diferentes castas y etapas fisiologicas de A mellifera, alteran el manejo de su
sistema inmunitario basandose en los factores combinados de riesgo de enfermedad y de
historia de vida. Por lo que Laughton et al., (2011), proponen que el costo energetico de

esta respuesta prohibe su mantenimiento constante.

Al analizar la produccion del NO, en las abejas alimentadas con una dieta que contiene la
levadura S. bombicola (Figura 3.11), se distingue que la produccion de esta molécula
aumenta al transcurrir el tiempo de experimentacion, si se compara con la produccién que
tienen las abejas alimentadas con una dieta base, inclusive en el dia seis parece tener un
mayor nivel de produccion que el control. A pesar de esta tendencia, los resultados

presentados no son estadisticamente diferentes.

Las abejas que fueron alimentadas con la dieta que contenia la levadura C. versatilis, no
revelan tener una diferencia en la actividad enzimética de la proteina PO (Figura 3.2) y la
proPO (Figura 3.7), con respecto a los individuos alimentados con la dieta base. El efecto
de estos tratamientos muestra una diminucion en la actividad de ambos marcadores de
respuesta inmune, por lo tanto se sugiere que no hay un efecto positivo en el sistema
inmune de estos organismos. Por otra parte, los niveles de NO, que se evaluaron después
gue los organismos fueron alimentados con esta dieta (Figura 3.12), aumentan con el

paso del tiempo, ya que la produccion tiene un perfil de aumentar a lo largo de todo el
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tiempo de alimentacion; sin embargo, como en el caso anterior no se encontrd diferencia

significativa.

La actividad de la GOX (Figura 3.17), por su parte muestra una ligera diferencia con
respecto a la dieta base, en particular sobre el dia seis, donde es pronunciada la
diferencia en produccién de moles de H2O..

Las comunidades microbianas especificas (microbiota), que colonizan los huéspedes
animales son de naturaleza omnipresente y, pueden desempefiar funciones importantes,
como las funciones digestivas, la defensa inmune y la formacién de 6rganos (Fraune y
Bosch 2010). Para el tratamiento donde se utilizé la levadura C. apicola, de acuerdo al
tiempo en el que fue observado el efecto en la actividad de la PO (Figura 3.3) y la proPO
(Figura 3.8), se evidencia que no hay una diferencia importante durante el ensayo, ya que
la actividad de ade la dieta base. Cuando este sistema se examina, observando los
niveles de NO (Figura 3.13), permite establecer que no hay diferencia entre el efecto que
tiene la dieta con la levadura C. apicola y la dieta base, en las abejas recién emergidas de
las ya alimentadas.

Por otro lado, cuando se examiné la enzima GOX (Figura 3.18), como el marcador del
sistema de defensa social, se observé que el uso de la levadura C. apicola, presenta una
ligera diferencia con respecto a la dieta base, presentando un aumento a lo largo de los

dias de experimentacion.

El uso de la levadura Z. mellis en la alimentacion de A. mellifera, no refleja un efecto
positivo en los marcadores del sistema de defensa, como la proteina PO (Figura 3.4), el
zimégeno proPO (Figura 3.9), la produccion de NO (Figura 3.14) y la enzima GOX (Figura
3.19). El uso de esta levadura, se basa en la secuenciacion del metagenoma intestinal
de la abeja melifera, lo que reveld la existencia de levaduras de la familia
Saccharomycetaceae, tales como Saccharomyces y Zygosaccharomyces como parte
del microbioma (Cornman et al.,2012). Lo que sugiere que la capacidad protectora de un
trasplante de microbioma, puede tener un efecto protector sobre el sistema de defensa de

este insecto (Raymann, y Moran, 2018), que en el caso de este estudio no ocurrié.
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La levadura S. cerevisiae, es empleada por el sector apicola a lo largo del mundo, ya que
mejora la palatabilidad, y en consecuencia, evita que las abejas rechacen la alimentacion
artificial (SAGARPA, 2004). La respuesta de este modelo a la adicion de la dieta base con
S. cerevisiae (Figura 3.5), refleja que hay un efecto positivo, con un ligero aumento sobre
la actividad de PO. De acuerdo a la prueba estadistica, este tratamiento resulta
estadisticamente significativo, por lo que se sugiere que existe un efecto sobre el sistema
de defensa de la abeja. En relacién al efecto que tiene esta dieta suplementada con la
levadura, sobre la actividad de la proPO (Figura 3.10), la produccién del NO (Figura 3.15)
y la actividad de la GOX (Figura 3.20), no se percibe un efecto evidente para sugerir que

exista una diferencia significativa en estos marcadores bioquimicos.

Se ha sefalado que la microbiota del intestino de la abeja melifera es distinta de otros
insectos, ya que depende en gran medida de los factores ambientales en los que se
encuentra inmersa (Yun et al., 2012). Las comunidades intestinales fangicas de la
mayoria de las abejas obreras son altamente dominadas por el género Saccharomyces
(Yun et al., 2018). Lo que sugiere que el uso de S. cerevisiae como alimento, tiene un
efecto homeostatico, que podria ser de gran importancia para funciones biolégicas de
estos organismos, tales como la defensa contra patégenos naturales (Koch y Schmid-
Hempel 2011; Lazzaro y Rolff, 2011). También, existen estudios, donde se ha informado
que las levaduras asociadas a insectos, tales como Saccharomyces y Candida,
desempefian un papel en la digestién de sustratos por enzimas secretadas (tales como
B- glucosidasas, xilasas y celulasas) y en la desintoxicacion de metabolitos toxicos en

el insecto (Vega y Dowd, 2005).

En la investigacién de Alaux et al., (2010), donde se utiliz6 a las abejas meliferas sin un
reto inmunolégico, se observo que el efecto de las dietas modificadas en el contenido de
proteinas, sobre el marcador bioquimico del sistema inmune individual (PO) de A.
mellifera, es leve pero significativo. Es por ello que, estos autores sugieren que es
importante observar estos efectos en presencia de un patégeno, para conocer si la
activacion de la via de la serina proteasas, daria lugar a al proceso mediado por las

enzimas abordadas en este estudio.

La abeja A. mellifera, es un modelo particularmente Gtil, con una comunidad microbiana

intestinal adaptada al hospedador. La microbiota intestinal puede ser particularmente
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relevante para proteger a las abejas de los patdégenos que se sabe colonizan e invaden el
intestino, y para mejorar la disponibilidad de nutrimentos (Yun et al., 2018). La activacion
del sistema inmune innato, es una ruta a través de la cual la microbiota intestinal podria
afectar la susceptibilidad del huésped a los patégenos o parasitos (Schwarz et al.,
2015). Los experimentos con Frischella perrara indican que, al menos esta bacteria,
induce la melanizacién en la regién del piloro del intestino de las abejas (Engel et al.,
2015). La melanizacién es una respuesta inmune innata de los insectos que se asocia

tipicamente con el dafio tisular y la invasion de un patégeno (Yun et al., 2018).

Los resultados de GOX, en cuanto al uso de dietas modificadas con el contenido de
levadura, todas coinciden en el aumento a lo largo de los dias, esto es posible explicar
con lo reportado por Bucekova et al., (2014) y Traver et al., (2018), donde refieren que la
actividad de GOX parece aumentar progresivamente en las glandulas hipofaringeas con
la edad de las abejas obreras, alcanzando los niveles mas altos en abejas que son
responsables del procesamiento del néctar en la miel. Con lo que se sugiere, que la
ontogenia esta relacionada con el sistema de defensa de la abeja (Wilson-Rich et al.,
2008).

El consumo de una dieta modificada artificialemnte es un aspecto importante para la salud
general de las abejas (Haydak 1970, Brodschneider y Crailsheim 2010), especialmente
cuando las abejas estan infectadas con patégenos. Las investigaciones de Di Pasquale et
al., (2013) y de Alaux et al., (2010) encontraron que una dieta polifloral aumentaba la
actividad GOX, lo que indica un vinculo entre la diversidad de proteinas en la dieta de una

abeja, su inmunidad social y la actividad antiséptica en los alimentos de las colonias.

Por otro lado, Di Pasquale et al., (2013), sometieron a las abejas obreras de A. mellifera a
dietas modificadas en la calidad de proteina, utilizando el polen aislado de los géneros
Cistus, Erica, Castanea, Rubus y la mezcla de todos los anteriores. A su vez utilizaron
como patdgeno al microsporidio Nosema ceranae, para establecer la relacion entre las
dietas modificadas y el efecto sobre el sistema inmune de abejas sanas e infectadas; ellos
encontraron que si existe un aumento mayor en la actividad de la PO en abejas infectadas
con respecto a las abejas sanas, pero la probabilidad de supervivencia fue menor en las

abejas retadas con el microsporidio.
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En el estudio de Janashia y Alaux (2016), se demostré que las bacterias endégenas
pueden tener una funcién de refuerzo inmunitario en las abejas meliferas. Sin embargo,
este papel parece ser especifico para cada especie o cepa, esto también se observé en
un proceso similar para las bacterias exdgenas, descrito por Yoshiyama et al., (2013).
Todavia no se conocen los mecanismos subyacentes, pero es probable que el sistema
inmune del insecto sea capaz de detectar estructuras moleculares particulares de
microorganismos (ADN, componentes de la pared celular y metabolitos) y reaccione
especificamente (Medzhitov, 2007). Esto coincide con los resultados obtenidos en esta
investigacion, ya que el uso de levaduras desencadend tendencias particularmente
distintas entre los niveles de la PO, la proPO y el NO. Lo que sugieren un reconocimiento
y un efecto limitado de este tipo de alimentacién sobre el sistema de defensa de A.

mellifera.

La estimulacién inmune no es extensa sino limitada en el uso de microorganismos
relacionados al polen floral, como parte de una alimentacién artificial (Janashia y Alaux,
2016). Tal respuesta selectiva, también ha sido encontrada durante la exposicion a
patégenos naturales o bacterias exdégenas no patdégenas (Evans y LoOpez 2004
Yoshiyama et al., 2013), podria explicarse por el costo energético de desencadenar una
respuesta inmune. De hecho, en los insectos, una respuesta inmune relativamente simple,
como la encapsulacion, puede aumentar la tasa metabdlica hasta en un 28% (Freitak et
al., 2003; Ardia et al., 2012).

Las abejas poseen un sistema de defensa que puede ser analizado desde varios
aspectos; esto implica que estos insectos denominados sociales, poseen mas de una
linea de respuesta para la supervivencia y proteccibn de sus comunidades. Las
respuestas inmunitarias de A. mellifera, comprenden respuestas celulares que incluyen la
coagulacion, la fagocitosis, la formacién de ndédulos y la encapsulacion, y el sistema de
activacion de la ProPO (Gillespie et al., 1997). Estas respuestas inmunes estan siempre
presentes, aunque no se mantienen a niveles maximos (Siva-Jothy et al., 2005, Cerenius
et al., 2008). Por lo que, la diferencia encontrada en los marcadores bioquimicos del
sistema inmune, en las abejas alimentadas con dietas modificadas, puede representar un
esfuerzo compensatorio por parte del sistema inmunolégico una vez que se desencadena

un reconocimiento y sefializacion por parte de las levaduras utilizadas en las dietas.
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CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL

El desarrollo y la supervivencia de las colonias de A. mellifera, estan relacionados con la
disponibilidad de los nutrimentos que les proporciona el medio ambiente (Brodschneider
et al., 2010), lo que sugiere que la alteracién de los recursos que proveen de una
alimentacién adecuada, podria provocar una nutricion incompleta y, por lo tanto, afectar la
salud de las poblaciones de abejas meliferas (Naug, 2009). Una de las consecuencias de
la insuficiente nutricion, es el aumento en la mortalidad de este modelo (Keller et al.,
2005), ya que es probable que la salud deficiente de estos individuos, podria afectar al
sistema de defensa, cuando se encuentran ante la amenaza de patdgenos o pesticidas
(Le Conte et al., 2011).

Los resultados reportados en el capitulo I, acerca de las mediciones hechas en este
estudio, indicaron que la absorbancia puede ser un parametro confiable para estimar las
actividades enzimaticas de la proPO y la PO, asi como los niveles de NO y la
cuantificacion de proteina, ya que los resultados calculados con base en las curvas de
calibracion fueron similares en cada uno de los ensayos. La investigacion realizada por
Laughton y Siva-Jothy (2010), define las condiciones confiables para la medicién de PO y
proPO, asi como el nimero de individuos para medir estos marcadores bioquimicos. Sin
embargo en los resultados presentados en este trabajo, se puede apreciar que se logré
tener mejores condiciones para las actividades antes mencionadas, con la optimizaicion
del tiempo; los recursos quimicos, debido a la uniformidad de los volumenes empleados; y
los recursos bioldgicos, como el nimero de individuos a utilizar por ensayo; todo esto, en
contraste a lo reportado por Laughton y Siva-Jothy (2010), Alaux et al., (2010), Di

Pasquale et al., (2013), entre otros.

El efecto de diferentes dietas en la defensa social y sistema inmune de A. mellifera, fue
evaluado en el capitulo Ill. Al observar las actividades enzimaticas de la PO es posible
sugerir que el organismo reconoce a las levaduras, dentro de su alimentacion y su
posterior metabolismo. Aunque en un andlisis general para conocer el efecto de los
tratamientos en la respuesta inmune de las abejas, no se hallaron diferencias
significativas. En un panorama general, se encontré que existe una mayor actividad del

zimogeno proPO, si esta es comparada con la actividad de la enzima PO. Esto es posible
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de explicar, tomando en cuenta que el nivel de la PO solo puede aumentar cuando sea
necesario para el proceso de melanizacion de la cuticula del insecto (Chmurzynska y
Wojtczak, 1963; Hopkins y Kramer, 1992), lo que indica que es un proceso altamente
regulado.

En este estudio la produccion de NO es menor si se compara con la actividad enzimética
de la PO, debido a que el sistema inmune no estid reconociendo ningun patrén de
patdgenos, por tanto los actividades percibidas, son menores a lo detectado por el
sistema de la PO. Consecuentemente, se sugiere que la primera fase de la respuesta
inmune no se activd debido a que hay una baja produccién de NO. Estos resultados
logran coincidir con los datos reportados por Negri et al., (2014), donde revelan que el
NO participa en la respuesta de curacién y encapsulacion de la herida, por su funcion de

molécula sefalizadora.

De acuerdo con Lourengo et al., (2009), es probable que los recursos disponibles para la
biosintesis de proteinas de almacenamiento se redireccionan para sostener la demanda
del sistema inmune, es decir, la produccién de proteinas o péptidos inmunes. Por lo tanto,
la especificidad de respuesta observada con bacterias enddégenas, a nivel de cepa e
inmunidad, puede funcionar de manera adaptativa para ahorrar energia y evitar o limitar
los efectos perjudiciales sobre el huésped (Janashia y Alaux, 2016). Lo anterior, explica
porque muchos de los tratamientos donde se adicionaron microorganismos simbiontes,
tienen un menor nivel de PO, proPO y NO, con respecto a las abejas que fueron
alimentadas con la dieta base, que no contenia levadura. Al comprometer el sistema de
defensa de A. mellifera con un patégeno, es posible observar efectos significativos en la
via de sefalizacion de la PO, con respecto al uso de alimentacibn modificada (Di
Pasquale et al., 2013; Alaux et al., 2010).

Es probable que la activacion de sistema de defensa mediadio por la cascada de
sefalizacion de PO, esté estrechamente vinculado a la actividad de las abejas, que a su
vez se asocia con la edad de desarrollo. Las abejas obreras adultas exhiben un polietismo
de edad, una division temporal y dindmica del trabajo, con obreras mas jovenes (nodrizas)
gue permanecen dentro de la colmena; que se alimentan y tienden a desarrollar larvas, y

limpian o acicalan (Robinson, 1992). A las dos o tres semanas de edad, las abejas
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nodrizas, cambian de funciones dentro de la colmena, y salen para recolectar polen y
néctar (Hooper, 1997).

La transicion de abeja nodriza a forrajera se debe a cambios fisiolégicos y de
comportamiento (Robinson, 1992). Existe un aumento en la actividad de la PO en las
recolectoras en comparacion con las abejas nodrizas (Wilson-Rich et al., 2008). En este
estudio las abejas llegaron a la edad de seis dias, con lo que son consideradas nodrizas,
por lo que no estan invirtiendo en el sistema inmune indivual, sino en un sistema de

defensa social, que se desarrolla dentro de la colmena.

Por otro lado, la enzima GOX, muestra una tendencia positiva, al aumentar la actividad
especifica con respecto a los dias en los que fue obervado el efecto de las dietas

suplementadas con levaduras simbiontes.

Esta tendencia tiene una relacion estrecha con la ontogenia del insecto, que a su vez esta
conectado con el efecto que tiene la dieta sobre la inmunocompetencia del insecto (Hu et
al., 2018). Se ha estudiado que en el modelo de Helicoverpa armigera existe un aumento
de la actividad de la GOX, en las glandulas salivales de las larvas que son alimentadas
con una dieta artificial con respecto a una dieta natural. A lo largo del desarrollo larvario,
las actividades de la GOX detectadas en las orugas criadas con la dieta artificial, fueron
notablemente mas altas que las alimentadas con la planta. Por lo que el aumento de la
GOX se correlacion6 estrechamente con el tiempo empleado, para la alimentacion del

insecto con la dieta artificial (Hu et al., 2018).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES GENERALES

Se obtuvieron todas las condiciones biogumicas necesarias para la medicion de
los marcadores de inmunocompetencia.

La actividad especifica de la enzima PO, en las abejas meliferas alimentadas con
dietas suplementadas con levaduras simbiontes, no difii6 de las abejas
alimentadas con la dieta base.

El uso de levaduras simbiontes dentro de la alimentacién las abejas, no mostré un
efecto significativo en la actividad enzimatica de la GOX.

Aunque el efecto de la alimetacion con levaduras en los marcadores bioquimicos,
medidos en este estudio no resultaron significativos, existe una tendencia

favorable que pudiera significar un efecto bajo otro contexto de experimentacion
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5.2 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en esta investigacion representan una oportunidad, para

comprender el papel de la alimentacién en el comportamiento del sistema de defensa. El

uso de levaduras simbiontes y aceites esenciales es un enfoque prometedor para mejorar

la salud de las abejas. Por lo que, se proponen las siguientes perspectivas:

Incrementar el nimero de individuos para un futuro disefio experimental.

Evaluar los niveles de la inmunodeteccion de la proteina proPO, la proteina PO y
la GOX.

Evaluar los niveles de expresién de los genes de PO y GOX.

Evaluar el efecto de las dietas modificadas sobre el sistema de defensa de A.

mellifera, con la presencia de un patdgeno.

En futuros experimentos, tener en cuenta el costo de activar el sistema inmune, a

través de la medicion de los cuerpos grasos.
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ANEXOS
ANEXO I. Inmunodeteccion de la proteina HSP70

Se utilizo el sistema de mini geles de BioRad, con geles de 1 mm de espesor con dos
fases. Como se menciona en el capitulo Il, de esta tesis. Pero con la modificacién en el
contenido de proteina. Se determiné el uso de 40 ug de proteina de cada uno de los

extractos totales de la muestra de tejido de abdomen y de cabeza

El andlisis de transferencia Western por quimioluminiscencia. Para la inmunodeteccién se
utilizé el anticuerpo primario que reacciona de forma cruzada con Drosophila
melanogaster de HSP70 (Sigma-Aldrich, sab4700714; 1: 5000). El anticuerpo secundario
consiste en un policlonal anti-ratbn de la peroxidasa (Sigma-Aldrich, 1: 5000). Los
anticuerpos unidos se visualizaron utilizando el reactivo de deteccibn de
guimioluminiscenca ELC™ WesternBlot (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Las
bandas se revelaron utilizando un sistema de imagenes por el equipo BIO-RAD
ChemiDocTM. Por ultimo, se obtuvo la cuantificacion de cada westernblot utilizando el

software con el software ImageJ 1.6.
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ANEXO II

Andlisis de transferencia de Western de HSP70 contiene cantidades equivalentes de
proteina (40 pg) del tejido del abdomen representativo de seis muestras de tejido de
cabeza (A), y abdomen (B). C = Dieta Basica (DB), las graficas de barras cosisten en la
cuantificacién utilizando el software ImageJ. L1= DB + Starmerella bombicola; L2 = DB +
Candida versatilis; L3 = DB + Candida apicola; L4 = DB + Zygosaccharomyces mellis; L5

= DB + Saccharomyces cerevisiae.
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