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RESUMEN

El desarrollo de castas en insectos sociales representa una importante transicion de
organizacién y evolucion. Estas transiciones son criticas para el éxito ecoldgico de los
insectos sociales. Durante las ultimas décadas se ha documentado que los microARN
(miARN) de las secreciones de las abejas nodrizas en el alimento de las larvas constituyen
un elemento adicional en el control regulatorio de la determinacién de castas. Ademas, esta
diferenciacion de castas es un proceso de desarrollo complejo que esta influenciado por
factores genéticos, epigenéticos y ambientales. La evolucion y los elementos genéticos
para el desarrollo de castas son actualmente un rompecabezas en las abejas sin aguijon,
al igual que el impacto total que los elementos genéticos proporcionados en el alimento de
las larvas tienen en el desarrollo de las abejas. En este articulo examinamos un protocolo
para la obtencién de material reproductivo biolégico in vivo e in vitro y resumimos los miARN
como componente regulador del alimento larvario y su efecto sobre el desarrollo de castas

en abejas eusociales sin aguijon.




ABSTRAC

The development of castes in social insects represents an important transition of
organization and evolution. These transitions are critical to the ecological success of social
insects. During the last decades it has been documented that micro RNA (miRNA) from the
secretions of nurse bees in the food of the larvae constitute an additional element in the
regulatory control of caste determination. Furthermore, this caste differentiation is a complex
developmental process that is influenced by genetic, epigenetic, and environmental factors.
Evolution and genetic elements for caste development are currently a puzzle in stingless
bees, as is the full impact that genetic elements provided in larval food have on bee
development. In this article we examine a protocol for obtaining biological reproductive
material in vivo and in vitro and summarize miRNAs as a regulatory component of larval

food and their effect on caste development in eusocial stingless bees.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los insectos eusociales muestran un patrén de jerarquias y una distribucion ordenada del
trabajo, por lo que el éxito se refleja en sus comunidades donde la sociabilidad es la clave
para mejorar la actitud inclusiva de un individuo. En las colonias de insectos sociales es
clara la organizacién en la distribucion del trabajo, asi como fenotipos caracteristicos y
distintivos dentro del mismo sexo segun el rol desempefiado. Las especies altamente
eusociales (sociedad verdadera) ocurren y han evolucionado varias veces en insectos
himendpteros. Los analisis genéticos proporcionan una nueva linea de base empirica para
comprender esta evolucion y la definicion de castas de una manera mas compleja que la
que se maneja hoy al referirse a la casta de insectos sociales simplemente como "la divisién
reproductiva del trabajo" y como "la divisién del trabajo entre hembras en funcién de la
especializacion reproductiva" (Hughes et al., 2003; Michener, 1974; Sumner et al., 2018).
Los mecanismos epigenéticos que afectan a la expresion génica y, por tanto, a la funcion
biolégica ya han sido documentados en abejas eusociales, concretamente a través del
silenciamiento génico mediado por moléculas de ARN no codificante de cadena corta
(miARN) (Savik et al., 2015; Villagra; Ashby et al., 2016; y Frias-Lasserre, 2020; Yan et al.,
2014). Los microRNAs (miRNAs) pertenecen al grupo de los ncRNAs cuya funcion
documentada es la de regular la expresién génica (Djuranovic et al.,, 2011) miRNAs de 19-
24 nucleotidos de longitud, restringiendo la produccion de proteinas al degradar el mMRNA'y
por tanto inhibiendo la traduccion (Huntzinger and lzaurralde, 2011) y afectando multiples
caracteristicas fenotipicas y de desarrollo (Selbach et al., 2008). Se ha estudiado el papel
potencial de los miARN en el desarrollo de castas y se ha demostrado que los miARN se
expresan diferencialmente en diferentes etapas de desarrollo, la tribu meliponini no registra
hasta la fecha ningun estudio de este tipo, la diferenciacion morfolégica de castas es un
proceso diferente influenciado por el alimento provisto bajo un proceso altamente
organizado de abastecimiento de alimentos en células de cria y que da como resultado
diferentes fenotipos morfolégicos, fisioldgicos y de comportamiento en las castas.

Los componentes activos que determinan el destino del desarrollo de las abejas siguen
siendo esquivos e incluso controvertidos (Buttstedt et al., 2016). Segun (Solenn et al., 2015;
Sumner et al., 2006) la capacidad de un genotipo para alterar su ontogenia en respuesta a
un cambio ambiental se debe a su plasticidad fenotipica durante el desarrollo.

El presente trabajo tiene como objetivo presentar un protocolo para la crianza in vivo y

obtencion de castas in vitro de un genotipo modelo de abeja sin aguijon (Hymenoptera:
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Apidae:Meliponini) que permita generar la linea base para el estudio de mecanismos de
regulacion transcripcional que influyen en la morfogénesis y la determinacion de las castas
en éste grupo en particular de organismos.

Demostrar estos procesos que regulan la plasticidad fenotipica en insectos eusociales sera
relevante para comprender la manera en que la dieta y nutricién regulan la programacion,
la enfermedad fetal, el desarrollo y comportamiento en otros organismos, incluidos los seres
humanos.
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CAPITULO I. Antecedentes:
Segun Michener (2007), las abejas constituyen un grupo monofilético de Aculeata

Hymenoptera (Abejas, hormigas y avispas). Estas a la vez forman parte de la superfamilia
Apoidea antes llamada Sphecoidea, la cual incluye a las abejas y avispas esfeciformes.
Actualmente se reconocen siete familias de abejas en el mundo: cinco de lengua corta
(Stenotritidae,Colletidae, Andrenidae, Halictidae, Melittidae) y dos de lengua larga
(Megachilidae y Apidae) (Michener, 2000), de las cuales cinco estan presentes en
Honduras:(Colletidae, Andrenidae, Halictidae, Megachilidae y Apidae). EI comportamiento
social, primitivo o avanzado, se presenta en menos del 10% de las especies, originado
independientemente en dos familias: Halictidae y Apidae (Snelling, 1986).

Dentro de la familia Apidae, se encuentran cuatro tribus de abejas sociales con; dos
altamente sociales (eusociales: tribu Apini, que incluye a la abeja melifera el género Apis'y
a la tribu Meliponini llamadas “abejas sin aguijén”, que incluye el género Melipona), y otras
dos tribus: Bombini (abejorros, primitivamente sociales, género Bombus) y Euglossini
(abejas de las orquideas, solitarias y con algunas especies cuasisociales (Nates-Parra
2005). Las abejas eusociales se caracterizan: [viven en colonias permanentes (400-60,000
individuos por colonia); traslape de generaciones; sistema social de castas (una reina, por
colonia y el resto de las hembras obreras); construccion de un nido muy complejo, con
panales de cria y celdas o potes para almacenamiento de reservas alimenticias; division
marcada de las labores en la colmenal].

Los meliponinos se distribuyen principalmente en las regiones tropicales del mundo,
teniendo su centro de diversificacion en el Neotrépico Americano, distribuyéndose desde
México hasta Argentina (Roubik,1989; Ayala,1999), donde se encuentran 300 de las 400
especies identificadas, estas se destacan por ser excelentes polinizadores de la flora nativa
y cultivada en los ecosistemas donde habitan (Roubik, 1989; Bawa,1990).

La mayoria de las abejas sin aguijon visitan las flores para obtener néctar y polen para su
subsistencia; algunas especies colectan resinas, lodo o excremento que usan en la
construccion de los nidos, estableciendo de esta forma una interaccion positiva entre
insectos y vegetacion (Nogueira-Neto 1997; Biesmeijer, 1997).

Entre los habitantes de la colmena se observa una divisién segun la funcion reproductiva
que desempefian, cada uno de los individuos de la colonia presenta diferencias anatémicas:
reina, obreras y machos. La determinacién del sexo en la tribu Meliponini, al igual que los

demas Himendpteros es causada por un sistema de haplodiploidia, donde normalmente las
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hembras son diploides, al contrario de los machos que normalmente apenas tienen un juego
de cromosomas, por lo tanto, son haploides y cuya unica serie de cromosomas proviene de
la madre, por esta razén los machos de los Himendpteros no tienen padre, ya que ese juego
de cromosomas es recibido de su madre diploide. Este grupo también presenta diferentes
mecanismos como auto esterilidad y maduracién sexual diferenciada, que en muchos casos
impiden o dificultan la autofecundacion (Nogueira-Neto 1997).

El desarrollo de castas en los insectos sociales se cree que es fundamental para el éxito
ecologico. Las abejas eusociales tienen un sistema social de castas, es decir, que
individuos del mismo sexo generan fenotipos alternativos. Por lo tanto cada una de las
castas desempefna una funcion diferente. La abeja Apis mellifera representa el modelo
principal de desarrollo de castas. Las abejas hembras se desarrollan en dos castas, reinas
y obreras (Snodgrass, 1956; Gruter, 2020).

Las reinas no poseen estructuras para la colecta y manipulacion de polen, ni
comportamiento de forrajero. Son incapaces de sobrevivir por un largo periodo fuera de la
colonia y tampoco presentan comportamiento de defensa contra los enemigos, pero si
presentan ovarios desarrollados que les confiere la fertilidad. Este dimorfismo esta
determinado principalmente por la alimentacion de las larvas, donde las larvas destinadas
a reinas reciben una dieta rica en jalea real, mientras que las obreras se alimentan de "pan
de abeja"( Fo, 1821; Haydack, 1970).

Las obreras de la tribu Apini pueden desarrollar sus ovarios en una colmena huérfana
(ausencia de reina) o cuando la poblacién esta muy grande (Groot & Voogd, 1954). En
Meliponini, varias especies presentan ovarios desarrollados, al mismo tiempo en la colmena
con la reina (Sakagami et al., 1963).

En algunas especies, las obreras producen dos tipos de huevos (Staurengo da Cunha,
1978). Huevos que dan origen a machos, como es el caso de Friesella schrottkyi (Camillo-
Atique, 1977). Mientras que las obreras de algunas especies (aparentemente todas las
especies del género Frieseomelitta y Duckeolaghiliani) nunca desarrollan ovarios para la
ovoposicion (Sakagami et al., 1963).

En Apini, el control del desarrollo de los ovarios esta determinado por la cantidad y calidad
del alimento, siendo las obreras las que sufren una castracién mediante el alimento
(Michener, 1974). Por otro lado, en los Meliponini el mecanismo para la determinacion de

las castas parece ser una induccion del desarrollo de los ovarios en las larvas que reciben
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una cantidad extra de alimento, principalmente en las especies con determinacién de las
castas por via tréfica (Cruz- Landim, 1998).

La determinacién de la casta en la mayoria de las abejas es causada por distintos estimulos
en la cantidad y calidad del alimento larval (jalea real) (Apis mellifera, Apini, Apidae),
mientras que en (Meliponini, Apidae, excepto en el género Melipona), la casta esta
determinada por la cantidad de alimento larval, mientras en Melipona este estimulo esta
dado por genes y la cantidad de alimento larval. Casi todas las abejas de las tribus
Meliponini y Apini construyen sus celdas reales de un mayor tamafio, por lo que reciben
una mayor cantidad de alimento, con respecto a las celdas de las obreras y los machos.
Mientras en Melipona no existen celdas reales, por lo que las reinas son criadas en las
mismas celdas de obreras y machos (Nogueira-Neto 1997).

Para el desarrollo de larvas obreras de Apis mellifera, el alimento es una mezcla de polen
y miel, para larvas reinas es una secrecion glandular de las abejas nodrizas conformando
lo que se conoce como jalea real (Bolognesi ef al., 2012). Ya es sabido que los nutrientes
de esta jalea real (principalmente proteinas, azucares y acidos grasos) impulsan el
desarrollo de la reina (Maori et al., 2019). En comparacion con éstas, en las abejas sin
aguijon, los componentes principales del alimento larval son el polen y el néctar / miel;
mientras que las secreciones glandulares no se consideran que hacen una contribucion
significativa (Roulston y Cane, 2000; Velthuis et al., 2003).

Ademas, las abejas sin aguijon abastecen masivamente las celdas de cria, por lo que el
tamafo de las obreras adultas puede verse afectado directamente por la cantidad y
composicion de los recursos alimenticios en comparacion con la situacion de las abejas
meliferas.

Segun Kerr (1946, 1948), la determinacion de la casta en Melipona seria genética, derivada
de un ftriple heterocigoto. Pero mas tarde Kerr et al., (1966) afirman que una dupla
heterocigoto asociado a un factor tréfico (alimento), seria responsable de la determinacion
de las castas.

Segun Nogueira-Neto (1997) la produccion de reinas en Melipona, depende de una accién
compleja de genes y de una situacion fisiolégica-ambiental de la colonia, inclusive se puede
ver influenciado por la presencia o ausencia de un estrés continuo.

A partir de los trabajos de Kerr, et al., (1966), se corroboré que, en condiciones optimas,
cerca del 25% de los individuos diploides que nacen en una colonia normal son reinas y los

otros 75% son obreras. Las abejas pasan por una metamorfosis completa: huevo, larva,
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pupa y adulto. Este proceso de desarrollo hasta el nacimiento de la abeja, puede variar
entre 30 y 50 dias, dependiendo de la casta y especie (Biesmeijer, 1997).

Los meliponinos tienen una forma especial de criar sus huevos, que requiere de un ritual
especial en cada celda, este comportamiento se conoce como Proceso de
Aprovisionamiento y Oviposicion (POP por sus siglas en ingles); las obreras construyen
primero las celdas de cria y después las abastecen con alimento larval a través de su
aparato bucal y por regurgitado. La reina oviposita sobre el alimento larval, posterior a esto
las obreras cierran (operculan) la celda para iniciar el proceso de metamorfosis (Aguilera,
2004).

La especie Scaptotrigona pectoralis (Dalla Torre, 1896)(Meliponini, Apidae), se distribuye
desde la Region Neartica de las provincias de México ( Campeche, Chiapas, Distrito
Federal, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, Tabasco , Veracruz-Llave, Yucatan), hasta la
Regién Neotropical que abarcan desde Belize(Corozal), Guatemala ( Baja Verapaz,
Escuintla), Honduras( Cortés, Olancho), El Salvador, Nicaragua(Carazo) y Panama( Coclé)
y Zona del Canal de Panama(Camargo, 2013).

Segun Ayala (1999) en su ultima revision taxondmica de las abejas sin aguijén de México,
s6lo se reconocen tres especies de Scaptotrigona; Scaptotrigona. mexicana, Scaptotrigona
hellwegeri y Scaptotrigona pectoralis. Esta ultima no muestra una estructura genética entre
las poblaciones de la Peninsula de Yucatan, el Pacifico y las costas del Golfo y
aparentemente, la constituye una sola poblacion homogénea en todo México (Hurtado-
Burillo et al., 2017)

Segun Michener (2000) Contiene alrededor de 24 especies distribuidas desde México hasta
Argentina. S. pectoralis tiene una distribucién solapada con S. mexicana a lo largo de
Centroamérica, pero también se ha encontrado en Honduras, Nicaragua y Panama, desde
el nivel del mar hasta los 1200 m (Ayala, 1999).

Scaptotrigona es uno de los géneros mas robustos de la tribu Meliponini, la longitud de su
cuerpo es de 5 a 7 mm. Este grupo de abejas son agresivas y defienden su nido mordiendo
a los intrusos y soltando una feromona (Hurtado, 2015). Sus nidos se encuentran en
cavidades de troncos grandes y sus panales los conforman las celdas de Cria. La
determinacion de las castas es trofica y el tiempo de desarrollo de las reinas es mas largo;
al momento de emerger son de mayor tamafo que las obreras y los machos (Morales,
2018).
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Segun Roubik., (2005) en especies con determinacion de castas tréfica, las reinas se crian
en celdas reales (de mayor tamafo) y reciben mayor cantidad de alimento larval que
machos y obreras. En esta especie se ha documentado que el tamafio del abdomen
probablemente se encuentra asociado a la sintesis y secrecion de vitelogenina en la
hemolinfa por un incremento en el tamafo de los cuerpos grasos y/o de los ovarios. Se ha
observado en otras abejas, que el desarrollo ovarico depende de la sintesis y absorcion de
proteinas vitelogénicas que se sintetizan en los cuerpos grasos (Wasielewski et al., 2011).
Morales (2015) concluy6 después de criar in vitro reinas de S. pectoralis; que la cantidad
de alimento larval ocasiona diferencias en el tamafo corporal y en el tiempo de desarrollo
de reinas.

El potencial reproductivo de las castas parece estar determinados tanto por factores
genéticos como tréficos, pero el mecanismo que desencadena el desarrollo de las reina
aun no se ha resuelto en los géneros de Meliponini, excepto para Melipona. ( Harfelder et
al.,2006)

La integracion de sefiales ambientales y gendmicas dan forma a fenotipos condicionales y
comportamientos flexibles. EI conocimiento sobre la plasticidad de diferentes tipos de
células y sus firmas epigenéticas son necesarios para lograr una comprension profunda de
los nuevos resultados del desarrollo. La plasticidad fenotipica impulsada por el medio
ambiente en insectos sociales ayuda a comprender los aspectos nutricionales, base de la
reprogramacion epigenética en otros grupos sociales incluyendo humanos (Maleszka,
2008).

En eucariotas, las rutas de silenciamiento de genes denominadas ARN de interferencia
(ARNi), son inducidas y mantenidas por la presencia de dsARN (Fire et al., 1998). Estos
mecanismos regulan la expresion génica tanto en los niveles cotranscripcional como
postranscripcional (Bernstein et al., 2001).

En 1998, Timmons y Fire fueron los primeros en informar sobre el silenciamiento génico
desencadenado por dsRNA adquirido ambientalmente, a través de una via de transferencia
de ARN horizontal. Ademas, la transmision de ARNiI de plantas transgénicas que expresan
dsARN a herbivoros invertebrados (Mao et al., 2007, Zhang et al., 2015).

Se ha demostrado que la regulacion epigenética juega un papel en la diferenciacion de
castas de las abejas meliferas (Kucharski et al., 2008). Hartfelder y Engels, (1992) sugieren
que las diferencias en el tamano abdominal entre reinas y obreras, podrian estar indicando

rasgos funcionales de castas, como el estado de desarrollo de los 6rganos reproductores.
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En algunos insectos se ha demostrado que la fecundidad aumenta con respecto a la masa
corporal (Leather, 1988).

Los microARN (miARN) pertenecen al grupo de los ncRNA cuya funciéon documentada es
regular la expresion génica (Djuranovic et al., 2011), los miARN de 19-24 nucledtidos de
longitud se encuentran coartando la produccién de proteinas al degradar al ARNm y de esta
manera inhibiendo la traduccion (Huntzinger & Izaurralde, 2011). Los miARN pueden inhibir
la traduccién de muchos ARNm y afectar a multiples caracteristicas del desarrollo y del
fenotipo (Selbach et al., 2008).

La plasticidad fenotipica durante el desarrollo es definida por Zappala et al., (2017) como la
capacidad de un genotipo de alterar su ontogenia en respuesta a un cambio ambiental,
permitiéndole lidiar con condiciones variables o heterogéneas.

Las funciones de los miARN en la plasticidad fenotipica morfolégica estan bien
establecidas, sin embargo, hay poca informacion de como los miARN influyen en la
plasticidad fenotipica conductual, se requiere ademas de evidenciar su influencia en el
desarrollo de 6rganos sexuales y controlar la fertilidad, conocer ademas cémo esta
diferenciacion sexual de “castas “en abejas influira en su comportamiento y roles dentro de
una verdadera organizacion social “la colmena”. La plasticidad fenotipica del
comportamiento natural, debido a la division del trabajo (DOL) esta bien caracterizada en
Apis mellifera (modelo para comprender los mecanismos genéticos que afectan los
diferentes fenotipos conductuales). Los miARN funcionan como interruptores del desarrollo
(Stefani y Slack, 2008), regulan la expresion génica en el sistema nervioso y genera

fenotipos conductuales caracteristicos (Perkins et al., 2007).

Zhang et al., (2012), informaron que los miARN de plantas ingeridos por abejas y de fuentes
alimenticias vegetales, pueden atravesar el tracto gastrointestinal, ingresar a la sangre,
acumularse sistémicamente y regular la expresion génica en animales. Evidenciando que
la regulacion génica puede cruzarse entre reinos y ser mediada por miARN exégenos. Una
vez que un nuevo MIARN se integra a la red de regulacion génica de un animal,
generalmente se retiene y se vuelve dificil de perder durante la evolucion (Heimberg et al.,
2008).

Datos de secuencias de miARN tienen ventajas para la estimacién de relaciones
filogenéticas. Ademas de que rara vez se pierden en el curso de la evolucion, sus tasas de

mutacion son lentas en comparacion con muchos genes codificadores de proteinas por lo
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que Tarver et al., (2013) sugieren que podrian ser Utiles para recuperar las filogenias de
grupos problematicos de taxones, como las radiaciones de rapida evolucion, de igual
manera que las homologias se pueden identificar en conjuntos de datos de secuenciacion

de bibliotecas de ARN tanto gendmicos como pequefios.

En Apis mellifera, se ha estudiado la funciéon potencial de los miARN en el desarrollo de
castas, y se ha demostrado que los miARN se expresan diferencialmente en las diferentes
etapas del desarrollo, la tribu meliponini no registra a la fecha ningun estudio de este tipo,
la diferenciacion morfolégica de las castas es considerado como un proceso diferente e
influenciado por el alimento proporcionado bajo un proceso altamente organizado de
aprovisionamiento de alimento en celdas de cria y que resultan en diferentes fenotipos

morfoldgicos, fisioldgicos y conductuales de castas.




CAPITULO |

Justificacion

El desarrollo de castas en insectos sociales representa una transicién importante de un
nivel de organizacion a otro en la evolucién y se cree que es fundamental para el éxito
ecoldgico de los insectos sociales (Almeida y Allshire, 2005). Ademas ésta diferenciacion
de casta es un proceso de desarrollo complejo influenciado por variaciones genéticas,
epigenéticas y ambientales. (Zhu, et al., 2017)

El potencial reproductivo de las castas parecen estar determinados tanto por factores
genéticos como troficos, pero el mecanismo que desencadena el desarrollo de las reina
aun no se ha resuelto en los géneros de Meliponini, excepto para Melipona.( Harfelder et
al.2006). Debido a la importancia ecolédgica de las abejas sin aguijon, y a los grandes vacios
sobre procesos de desarrollo y diferenciacion, es necesario plantear técnicas que faciliten
el manejo y la disponibilidad de genotipos; ya sea para el que aumento en el numero de
colonias; necesarios para preservar la especie, para preservar la biodiversidad asociada y
principalmente para la comprension de mecanismos epigenéticos que puedan estar
influenciando en sus procesos de bioldgicos y fisiologicos.

El desarrollo de la Meliponicultura como practica y alternativa para conservar las especies
(Cortopasi-Laurino et al. 2006), para la obtencién de productos de la colmena (miel, polen,
propdleos), y la necesidad de polinizadores efectivos para los cultivos esta exigiendo una
mayor demanda de genotipos que aumenten la disponibilidad de recursos y que faciliten
procesos ecoldgicos. Plantear una técnica de crianza in vitro ayudara a la obtencion de
reinas y permitira responder incégnicas sobre la determinacion de la casta en las abejas sin
aguijon, y al a vez realizar la division artificial de colonias como un esfuerzo aunado en la
conservacion de este grupo.

Las principales fuentes de alimento de las larvas destinadas a obreras y reinas son, de
origen vegetal (néctar y polen) y animal (secreciones de glandulas hipofaringeas). Por esta
dualidad se podria suponer que diferentes miARN en alimentos larvarios pueden tener
influencia en el desarrollo de castas en abejas de la tribu Meliponini. De acuerdo con esta
hipétesis, estd bien establecido en la literatura que los insectos, incluidas las abejas
meliferas, pueden ingerir miIARN y que éstos pueden regular la expresion de genes de

insectos, modificando asi los fenotipos de estos (José, et al., 2007).
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Estos mecanismos no han sido estudiados en abejas de la tribu Meliponini, comprobar que
en el alimento larval de las Abejas sin aguijén hay miARNs exdgenos y que estos afectan
la fertilidad de la reina, contribuira al establecimiento de estrategias de conservacion planta-
abeja (especies sombrilla), ya que existe una relacion intima entre ambos grupos que se ha
generado a través de miles de afnos de coevolucién, estableciéndose una relacién muy
fuerte de interdependencia entre ambos en el ecosistema (Sanchez, 2001), de igual manera
comprobar que en el alimento larval hay miARNs de origen enddgeno permitira comprobar
que ademas de la cantidad del alimento larval como determinante de las castas en abejas
troficas “la calidad” de este, también ayuda a regular los fenotipos de castas.

La presente investigacion es de tipo proyectiva; tiene como objetivo presentar un protocolo
para la crianza in vivo y obtencion de castas in vitro de un genotipo modelo de abeja sin
aguijon (Hymenoptera: Apidae:Meliponini) que permita generar las bases experimentales
para el estudio de la determinacién de las castas y conforme a ello verificar aquellas
relaciones de causa-efecto , particularmente el efecto de los miARN sobre el desarrollo de
las castas. Demostrar estos procesos que regulan la plasticidad fenotipica en insectos
eusociales sera relevante para comprender la manera en que la dieta y nutricién regulan la
programacion, la enfermedad fetal, el desarrollo y comportamiento en otros organismos,

incluidos los seres humanos.
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Objetivos

Objetivo general

Generar las condiciones de referencia para la obtencion de castas de una especie de

abeja sin aguijon (Hymenoptera: Apidae:Meliponini)

Objetivos especificos

1.

Proponer un genotipo que sirva como modelo experimental en Honduras para
realizar estudios futuros de Regulaciéon de la Transcripcién y Morfogénesis de

abejas de la tribu Meliponini.

Adaptar los parametros requeridos para el desarrollo de colonias experimentales in

vivo del genotipo modelo.

Propiciar condiciones de crianza in vivo para la obtencién de crias mediante su

manejo en un Meliponario experimental del genotipo modelo.

Adaptar los parametros ambientales requeridos para el desarrollo de castas in vitro

del genotipo modelo.

Desarrollar un proceso experimental piloto que permita evidenciar el desarrollo in

vitro de castas del genotipo modelo.

Proponer segun revision de literatura y analisis in silico miRNA’s reguladores de la
transcripcion involucrados en la morfogénesis y determinacién de las castas en

abejas eusociales.

12



CAPITULO |

Estrategia Experimental

Se muestra a continuacion el diagrama general del proceso.

In silico

Seleccion de Estructura y funcién Al Representacion

; ? Homologias de 5
miRNAs de los miRNAs secuencias grafica

Ronda de
identificacion de Seleccion de
nidos de abejas  especie modelo
sin aguijon.

Identificacion y . : Control y manejo
movimiento de Tr?:éﬁ%%: dcaaéas de colmenas
nidos

Control y manejo Aprovisionamiento
de condiciones de alimento para la Traslarve
ambientales in vitro crianza in vitro.

Registro de datos
de supervivencia
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

1. Disponibilidad de Genotipos

Se realiz6é una ronda de identificacion de abejas nativas a 500-800 metros respetando el
rango de forrajeo o de vuelo de la especie para asegurar su alimentacion y adaptacion
(Nieuwstadt y Ruano-lraheta, 1996). Se establecié un meliponario con la especie mas
abundante evidenciada, éste fue ubicado en un predio del Municipio de Santa Maria del
Real que se localiza en la regién oriental de Honduras, en el departamento de Olancho,
colindante al norte con el municipio de Gualaco y San Francisco de la Paz, al sur los
municipios de Catacamas, San Francisco de Becerra y Juticalpa, al este con el municipio
de Catacamas y al oeste con los municipios de San Francisco de la Paz, San Francisco de
Becerra y Juticalpa. El meliponario se instalara en 14° 7 00” a 14° 45° 0” de latitud norte y
entre los 85° 03” a 86° 03” de longitud oeste, a una altitud de 843 metros sobre el nivel del
mar (UDEM, 2013), con el fin de tener accesible material bioldgico suficiente para la crianza
de castas in vitro.

1.1. Identificacion y Movimiento de Nidos

De acuerdo con la especie seleccionada se procedié a la identificacién de nidos en troncos
caidos y en cercas de madreado (Gliricidia sepium), éstos fueron removidos del area
natural durante la noche para asegurar el movimiento de la colonia completa. Para realizar
el movimiento se requirié uso de luz roja y sello de la entrada de la colmena, de manera

gue ninguna abeja se pudiera salir del tronco durante el movimiento hacia el meliponario.

1.2. Establecimiento del Meliponario Experimental

Una vez movidos al meliponario, estos fueron colocados en la misma posicion en que se
encontré en estado silvestre, esto con el fin de no afectar la ecolocalizacion de las abejas.
Las colmenas se conservaron de manera rustica “en tronco” durante 2 meses para facilitar
la adaptacion de la colmena al nuevo ambiente. El espacio destinado al meliponario fue un
sitio sombreado con acceso a luz solar pero no de manera directa (simulando la manera

natural en que establecen sus nidos en la naturaleza).

1.3. Tecnificado

Se elaboraron 8 cajas tecnificadas para los 8 nidos, el tipo de caja utilizada fue tipo
“Portugal Araujo” modificada para S. pectoralis, este modelo presenta una estructura

adaptada para simular de la mejor manera el nido en estado silvestre.
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Después de los 2 meses se realizaron los trasiegos de las colmenas desde los troncos a
cajas tecnificadas, esto con el fin manejar lo mas uniforme posible las condiciones dentro
de la colmena y tener disponible el material biolégico y alimenticio requerido para la crianza
in vitro.

El numero de colmenas que se ajustd, segun lo requerido para la obtencion de larvas y

alimento para el establecimiento del sistema de crianza in vitro.

1.4. Trasiego

Después de los 2 meses (periodo de adaptacion), los troncos fueron abiertos durante las
primeras horas del dia de acuerdo con la posicién de la entrada de la colmena y haciendo
uso de motosierra y barra de ufia. Una vez abiertos se procedié a a trasladar de manera
manual las celdas de cria junto con la reina a la caja tecnificada, asi como la colecta de
abejas jovenes (recién emergidas), haciendo uso de succionador entomoldégico. El resto de
los materiales del nido fueron guardados para la posterior alimentacion de las abejas (potes

de reserva de alimento y polen, involucros y ceras).

1.5. Crianza in Vivo y Manejo de Colmenas
Control de Parasitos

Inmediatamente después de realizar el trasiego, se limpié el area de trabajo, evitando
queden restos de miel para evitar atraer a otras abejas y/o moscas de la familia Phoridae.

(Las cajas fueron selladas con maskin tape para evitar cualquier ataque).

Alimentacion

Las colmenas fueron alimentadas con sus propias reservas de miel y polen (anteriormente
guardadas) pasados 30 dias después del trasiego. Y para aquellas colmenas con baja
poblacién en sus colonias, se procedié a alimentar mensualmente, para ello se introdujo
un bebedero plastico con orificios para asegurar la salida constante de miel (miel de potes

de reserva de alimento).
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1.6. Crianza in vitro

Colecta de alimento larval

El alimento para la crianza in vitro sera retirado de 2 colmenas con panales recientemente
construidos y con alrededor de 50 — 100 celdas de cria. Se extrajo el alimento de aquellas
celdas que contenia huevos y aquellas que contenian larvas fueron introducidas de nuevo
a las colmenas, para ello sera necesario el marcaje de la posicion en que se encuentre el
panal. Se abri6 las celdas haciendo uso de agujas entomoldgicas, para la extraccion del
alimento larvario se hizo uso de micropipetas y se agrego después en un tubo eppendorf
estéril, este fue homogeneizado por pipeteo para distribuirlo entre las células artificiales de

las placas de Elisa en volumenes requeridos para cada casta.

Colecta de larvas

Se establecié un sistema de crianza in vitro de abejas obreras y reinas, estas con su
régimen alimenticio “normal de crianza in vitro”. Se realizé mediante la técnica de traslarve,
utilizando larvas de 0 a 1 dias de edad, se seleccionaron por su tamafio y posicion en el
panal de cria ya que estas larvas recién eclosionadas estan cerca de las céldas que
contienen huevos, éstas fueron coladas en placas acrilicas tipo Elisa (cada placa con 96
pocillos de 1.08 cm de diametro y 0.7 cm de profundidad).

Las larvas que criadas in vitro se extrajeron de la manera siguiente: 1 panal joven por
colmena (de 2 colmenas) que contenian alrededor de 50-100 celdas de cria. El traslarve
consistid en mover las larvas haciendo uso de agujas de traslarve y colocarlas flotando
sobre la superficie del alimento larval dispuesto sobre las placas de Elisa en la misma
posicidbn como se encontraron en las celdas de cria y en los volumenes requeridos para
criar obreras y reinas (33 uL y 99 uL respectivamente).

Posteriormente, estas placas se colocaron sobre placas de Petri (150 x 30 mm) con 70ml
de agua pura para mantener la humedad requerida. Cada colmena fue utilizada de manera

rotativa para evitar dafarlas.

1.7. Control de variables ambientales

Las placas se colocaron en una camara de crecimiento a 28 ° C, temperatura recomendada
por Engels et al., (1995); éstas se observaron durante su estadio Larval 1 (6 dias). Todos

los materiales fueron esterilizados para evitar la contaminacién con organismos externos.
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La humedad se ajusté de acuerdo con 3 periodos criticos del desarrollo de la siguiente
manera:
e Estadio Larval 1: a partir del dia 1 al dia 6 / Humedad 90% (Morales, 2018)
e Estadio Larval 2: a partir del dia 7 al dia 12 / Humedad 85% (Menezes, 2013)
e Prepupa-Adulto: a partir del dia 13 hasta la emergencia/ Humedad 75% (Menezes,
2013)

Se registré el porcentaje de humedad con un higrémetro, para asegurar la supervivencia.

Tamano de la Muestra

Se destind a crianza a 44 abejas (reinas y obreras) en placas para Elisa. El tamafio de la
muestra se definié de acuerdo con la poblacion de abejas en la colmena y a la disponibilidad
de panales. Todos los materiales fueron esterilizados para evitar la contaminacion con

organismos externos.

Porcentaje de Supervivencia

Pasados los 6 dias del desarrollo larvario 1 de abejas destinadas a reinas y obreras criadas
in vitro, se prosiguié a contar el numero de larvas sobrevivientes y a calcular el % de

supervivencia y mortalidad.

1.8. Analisis in Silico

Se realiz6 ademas un analisis de bibliografia sobre reportes de miRNAs Endégenos y
Exdgenos expresados en abejas eusociales. Se selecciond aquellos con influencia en la

determinacion de la casta y en consecuencia en la fertilidad.

Obtencion de secuencias

Se obtuvo las secuencias de los miRNAs seleccionados haciendo uso de la base de datos
de miRBase.org, esta es una base de datos de busqueda de secuencias y anotaciones de

miARNSs publicadas.

Estructura y funcién de miRNAs

Se visualizé y documentd la estructura de los miRNAs usando la herramienta RNAstructure,

es un paquete completo para la prediccion y el analisis de estructuras secundarias de ARN.
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Las funciones de cada uno fueron analizados segun registros publicados en literatura, en
especifico de aquellos organismos modelos de miRNAs Exégeno (A. thaliana) y Endégenos

(D. melanogastery A. mellifera).

Anadlisis de conservacion de homologias de secuencia

Para la busqueda de homologias de secuencia se utilizar6é el BLAST de la plataforma de
miRBase, los alineamientos se realizaron usando el programa MUSCLE V.3 y las

correcciones de los alineamientos mediante Fast.Dist

Representacién grafica

La representacion grafica y edicién de los arboles filogenéticos se realizé con la herramienta
TreeDyn. Los programas utilizados fueron de libre acceso, la seleccién de estos es porque
permitieron visualizar de mejor manera las similitudes en las secuencias e indagar en las

funciones.
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CAPITULO lll. RESULTADOS

Resultados
3.1 Disponibilidad de Genotipos (Establecimiento de meliponario experimental)

Area de estudio e identificacion de nidos

Se trabajo con la especie Scaptotrigona pectoralis, ésta se escogid por la abundancia de
nidos identificados en la localidad donde se realiz6 el estudio. Este estudio se realizé en el
municipio de Santa Maria del Real, localizado en la regién oriental de Honduras, en el
departamento de Olancho.

Movimiento de Nidos

De acuerdo con la especie seleccionada se procedié al movimiento de nidos ubicados en
troncos caidos y en cercas de madreado (Gliricidia sepium), éstos fueron removidos durante
la noche para asegurar que todos los individuos estén dentro de la colmena. Para realizar
el movimiento se requirié uso de luz roja para evitar alterar la colmena; mientras se sell6 la
entrada de la colmena haciendo uso de engrapadora de pared y de tela de punto fino, de
manera que ninguna abeja pudiera salirse del tronco durante el movimiento hacia el

meliponario experimental (Fig.1).

Entrada, tela de punto fino
tapando.

Figura 15. Moimiento nocturno de troncos
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Establecimiento del Meliponario

Se establecié un meliponario en los 14° 7" 00” a 14° 45° 0” de latitud norte y entre los 85°
03” a 86° 03” de longitud oeste, a una altitud de 843 metros sobre el nivel del mar (UDEM,
2013), con el fin de tener accesible material biolégico suficiente para la crianza de abejas
obreras y reinas in vitro.

Los troncos movidos desde su estado silvestre hacia el meliponario fueron, colocados en la
misma posicion en que se encontré en estado natural, esto con el fin de no afectar la
ecolocalizacion de las abejas. Las colmenas se conservaron de manera rustica en tronco-
en el predio del meliponario durante 2 meses para facilitar la adaptacién de la colmena al

nuevo ambiente. (Fig.2)

Figura 16. a) Tronco en estado natural y b) Tronco
colocado en el meliponario.

Se considerd colocar los troncos en un sitio sombreado con acceso a luz solar pero no de

manera directa (simulando la manera natural en que establecen sus nidos en la naturaleza).
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3.2 Tecnificado y trasiego

Se elaboro 8 cajas tecnificadas (Tabla 1) para los 8 nidos, el modelo de caja utilizada fue
“tipo Portugal Araujo” modificada para S. pectoralis (éste modelo presenta una estructura

adaptada para simular de la mejor manera el nido en estado silvestre).(Fig.3)

Batumen

Reserva de alimento,
potes de miel y de
polen.

Entrada

Panales con celdas de cria

Involucro

Figura 17. Descripcion del Nido de manera
natural. M. Gallardo (2020)
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Tabla 1. Modelo de caja tipo Portugal Araujo modificada para S. pectoralis.

Orden y disposicion de las alzas en la

caja

Descripcion

N\

i ———

Tapadera: estructura utilizada para
proteger la colmena, con 2 sujetadores
para facilitar el agarre. Medidas de la
base 19 cm x 19 cm, altura de 2.5 cm.
Medidas de los sujetadores 2.5 cm x 2.5

cmx 19 cm

Alza de alimento: espacio utilizado para
incorporar potes de miel y de polen, con 3
reglas superiores espaciadoras que
evitan que se selle por completo la
tapaderay 2 reglas inferiores para facilitar
la comunicacién entre alzas. Medidas de
la base 19 cm x 19 cm, altura de 9 cm.
Medidas de las reglas superiores 3 cm X
16 cm.( Se elabora un borde donde
acostar las reglas para que engasen
perfecto con la tapadera. Medidas de las
reglas inferiores 5.5 cm x 16 cm, dejando

un espacio de comunicacion.

Alza secundaria de Crias: espacio
utilizado para incorporar panales cuando
la colmena es muy grande. Medidas de
tabla con circunferencia 12 cm x 16 cm,
diametro de la circunferencia 9 cm.
Espacio de la tabla con circunferencia con
los bordes de la caja 1cm para asegurar
la comunicacion de las abejas entre las

alzas.
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Alza primaria de Crias: espacio utilizado
para colocar los panales, en caso de
! -y panales poco numerosos se utiliza
Unicamente 1 alza, mientras crece la

colmena. Se incorporan reglas en la base,

para facilitar la comunicacion con la base
(basurero). Medidas de las reglas 5.5 cm
X 16 cm, dejando espacios de 1 cm. Se
perfora en el centro de la pared frontal del
alza un agujero de 1 cm de diametro(

espacio donde se colocara la entrada)

Base o basurero: espacio utilizado para
incorporar productos de desecho de la
colmena. La altura de las reglas de los

bordes es de 1 cm vy las dos bases al pie

1 “ del basurerode 2cm x 2 cm x 19 cm.

Pasados los 2 meses de adaptacion de los nidos en su tronco rustico y en el predio del
meliponario, se procedio a realizar los trasiegos de las colmenas desde los troncos a las
cajas tecnificadas, esto con el fin manejar lo mas uniforme posible las condiciones dentro
de la colmena y evitar sesgos en el estudio.

El nimero de colmenas utilizadas para alimento y para obtencién de larvas se planificé de
acuerdo al tamafio de la muestra.

Los troncos fueron abiertos durante las primeras horas del dia de acuerdo a la posicién de
la entrada de la colmena y haciendo uso de motosierra y barra de ufa. El trabajo se realizé
en el piso colocando el tronco sobre un manto plastico para facilitar la limpieza del area de
trabajo después de realizar el trasiego. Una vez abiertos se procedio a trasladar de manera
manual las celdas de cria junto con la reina a la caja tecnificada, asi como la colecta de
abejas jovenes (recién emergidas), haciendo uso de succionador. El resto de materiales del
nido fueron guardados como recursos de alimentacion y materia prima de las abejas ‘para
desarrollar estructuras dentro de la colmena (potes de reserva de alimento y polen e

involucros y ceras), los cuales fueron introducidos luego del control de parasitos.(Fig. 4)

23



CAPITULO Il

/ Tapadera

Alza de Alimento

/ Alza de Cria
® |

—— / Base o Basurero

Figura 18. Caja armada tipo Portugal
Araujo modificada.

3.3 Cria in vivo y Manejo de Colmenas

Control de Parasitos

Inmediatamente después de realizar el trasiego, se limpié completamente el area de trabajo
(guardando el manto plastico y lavando con abundante agua los restos de miel en el area,
para evitar atraer a otras abejas y/o moscas de la familia Phoridae, ademas las cajas fueron
selladas con maskin tape para evitar cualquier ataque. Las cajas fueron supervisadas cada
24 horas y limpiadas ante la presencia de moscas, se utilizé una trampa de sebo con una
solucion de vinagre de manzana como atrayente.

Alimentacion

Las colmenas fueron alimentadas con sus propias reservas de miel y polen, pasados 30
dias después del trasiego. A aquellas colmenas con baja poblaciéon en sus colonias, se
procedié a alimentar mensualmente, introduciendo en la cavidad destinada a reserva
alimenticia, un bebedero plastico con orificios para asegurar la salida constante de miel

(miel de potes de reserva de alimento) ( Fig.5).
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Orificios de salida de
alimento

Figura 19. Alimento introducido en

colmenas.

Para la disponibilidad de material biolégico para la crianza de abejas in vitro, se cuenta con
un Meliponario con 7 colmenas, el estado de éstas es el siguiente (Fig.6):

Colmena 1. Cuenta con una entrada prominente, con 3 alzas destinadas para celdas de
crias, de las cuales, acomodaron reservas de alimento en la primera alza y los panales en
las 2 alzas superiores, con aproximadamente 12 panales en los diferentes estadios de
formacion, su alza de reserva alimenticia con suficientes potes de miel y polen.

Colmena 2. Cuenta con una entrada prominente, con 2 alzas destinadas para celdas de
crias y reservas de alimento (potes de miel), con aproximadamente 15 panales en los
diferentes estadios de formacion. Su alza de reserva alimenticia con suficientes potes de
miel y polen.

Colmena 3. Cuenta con una entrada de mediano tamano, con dos alzas destinadas
Uunicamente para celdas de crias, con aproximadamente 5 panales en estadios de
formacion avanzado, su alza de reserva alimenticia con suficientes potes de miel y polen.
Colmena 4. Cuenta con una entrada de mediano tamano, con 1 alza destinada Unicamente
para celdas de cria, con aproximadamente 5 panales en diferentes estadios del desarrollo,
su alza de reserva alimenticia cuenta con suficientes potes de miel y polen.

Colmena 5. Cuenta con una entrada de tamano mediano, con 2 alzas destinadas
unicamente para celdas de cria, con aproximadamente 5 panales en estadios de formacion
avanzado, su alza de reserva alimenticia cuenta con suficientes potes de miel y polen.
Colmena 6. Cuenta con una entrada de tamafo mediano, con 2 alzas destinadas
Unicamente para celdas de cria, con aproximadamente 5 panales en estadios de formacién

avanzado, su alza de reserva alimenticia cuenta con suficientes potes de miel y polen.
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Colmena 7. Cuenta con una entrada de tamano pequefo, con 1 alzas destinadas
unicamente para celdas de cria, con aproximadamente 5 panales en estadios de formacion
avanzado, su alza de reserva alimenticia cuenta con pocos potes de miel y polen ( Requiere
introduccion de alimento).

Colmena 8. Pérdida (posible pérdida de la reina durante el trasiego)

Figura 20. Meliponario con sus 8 cajas tecnificadas.

3.4 Crianza in vitro

Colecta de alimento larval

Se estandarizdé la cria de abejas obreras y reinas controles mediante una prueba
experimental piloto in vitro. Para ello se selecciond 2 colmenas con panales recientemente
construidos (en estadio de huevo) con alrededor de 50 — 100 celdas de cria. Se extrajo el
alimento de aquellas celdas que contenia huevos y aquellas que contenian larvas (24 horas
de emergidas del huevo), estas fueron identificadas previamente al abrir el opérculo de la
celda y evidenciar la presencia de huevos en los bordes del panal y larvas de
aproximadamente 3mm de longitud identificadas ademas por su tamafio; por la presencia
de la vena roja a lo largo del cuerpo y pequenos bordes dorados brillantes. Los panales que
contenian larvas recién emergidas fueron introducidos de nuevo a las colmenas, segun el

marcaje de la posicién previa (Fig.7).

26



CAPITULOQO Il

Figura 21. Extraccion de panal para la obtencion de miel para cria in vitro. a) Apertura
de alza de cria, b) Sellado de espatula con aceite vegetal sin olor, c)) Extraccion de
panal con huevos en sus celdas, d) Limpieza de panal para incorporar las abejas
dentro del alza, e) Marcaje de panal extraido y posicién sobre el panal del alza, f)
panal extraido colocado en placa de Petri.

Las celdas de cria se abrieron, haciendo uso de agujas entomolégicas, y para la extraccion
del alimento larvario se hizo uso de micropipeta (graduadas de 20uL-100uL) y de tubos

eppendorf estéril(1.5ml), este fue refrigerado para su posterior uso. (Fig.8)
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Figura 22. Proceso de obtencion de alimento larval. a y b) Se retira el
opérculo, c) Se evidencia la presencia de huevo para hacer la extraccion de
la miel, d) extraccién de miel por micro succion, e) vista del panal vacio, f)
alimento larval obtenido de 2 panales.

Colecta de larvas

Para obtener el genotipo a criar in vitro, se seleccion6 1 colmena con panales recientemente
construidos (en estadio de huevo). Se dej6 incubar 24 horas a 28°C y al 90% de Humedad
para propiciar el desarrollo de larvas en estadio 1.

La colecta de las larvas se realizd, mediante la técnica de traslarve, utilizando larvas de O
a 1 dias de edad, éstas fueron colocadas sobre el alimento larval destinado a la crianza de
reinas y obreras (99 uL y 33 uL respectivamente) en placas acrilicas tipo Elisa (cada placa
con 96 pocillos de 1.08 cm de diametro y 0.7 cm de profundidad con fondo redondo).

El traslarve consistié en mover las larvas haciendo uso de agujas de traslarve y colocarlas
flotando sobre la superficie del alimento larval dispuesto sobre las placas de Elisa en la
misma posicion como se encuentran en las celdas de cria y en los volumenes requeridos

para criar obreras y reinas.
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Posteriormente, estas placas de ELISA fueron colocadas sobre placas de Petri (150 x 30
mm) con 70ml de agua pura para mantener la humedad requerida. Cada colmena sera

utilizada rotandola para evitar dafiarlas. (Fig.9)

N

Figura 23. Proceso de traslarve. a) Se quita el opérculo, b) se evidencia la presencia
de larva en estadio 1, c) Se extrae la larva con una aguja de traslarve, d) se prepara
la provision de alimento para desarrollarse como obrera, €) se incorpora dentro de
una placa de Petri con 70 ml de agua, f) se introduce en la camara de crecimiento a
la temperatura y humedad requerida

3.5 Control de variables ambientales
Las placas se colocaron en una camara de crecimiento a 28 ° C, temperatura recomendada
por Engels et al., (1995); éstas se observaron diariamente hasta la emergencia como adulto.
Todos los materiales fueron esterilizados para evitar la contaminacién con organismos
externos.
La humedad fue ajustada de acuerdo con lo reportado por Morales (2018) para el Primer
estadio:

o Estadio Larval 1: a partir del dia 1 al dia 6 / Humedad 90% (Morales, 2018)

Se registré el porcentaje de humedad con un termohigrémetro portatil (Fig.10) para

asegurar la supervivencia.
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Figura 24. Termohigrémetro digital.

Tamano de la Muestra

Se criaron In vitro 44 larvas (reinas y obreras). Se definié esta cantidad por las condiciones
de las colmenas (Se preparé los controles en época lluviosa, periodo de baja postura).

Se obtuvo un total de 6 ml de alimento larval de 2 celdas de cria (50-100 panales de obreras
en estadio de huevo) proveniente de 2 colmenas del meliponario experimental.

Se sometieron a crianza en una camara de crecimiento, la cual fue estabilizada para
mantener la humedad requerida, del proceso de estabilizacion se determind lo siguiente:
Para mantener la humedad al 90% durante los primeros 6 dias del desarrollo larval (Larva
1), es requerido incorporar a la cdmara de crecimiento 850ml de agua pura (ademas del
volumen proporcionado de manera automatizada) y distribuida en bandejas con suficiente
diametro para propiciar los procesos de evaporacién dentro de la camara. Se calculé el
volumen evaporado a las 24 horas después de estabilizada la temperatura y humedad
requerida, para incorporar y mantener a diario el agua necesaria para mantener dicha
humedad (aforar a 850ml). El volumen incorporado durante 6 dias fue de 295ml. Se registro
la temperatura y humedad en el interior de la camara y se programé la camara de
crecimiento a una humedad del 78% (requerida para aumentar a 90% la humedad en el
interior) (Fig.11).

102021 oMl EGCHS941HR B 234

i [

.| 61,2
28.0 X

ESTABLECER ESTABLECER
Figura 25. Estabilizado de la Temperatura y humedad dentro de la camara
de crecimiento.
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Porcentaje de Supervivencia

Se crié un total de 20 larvas obreras y 24 larvas reinas, de las cuales se registro la
supervivencia cada 24 horas. Después de monitorear su desarrollo durante su estadio larval
I, se evidencid segun la construcciéon de tablas de vida de cohortes (con datos de
sobrevivencia y mortalidad con grupos de individuos que comparten un mismo suceso
dentro de un periodo temporal), utilizada para comprender factores que causen cambios en
poblaciones con estructuras de edades, e informacién precisa sobre la estructura

poblacional, sobrevivencia, mortalidad, entre otros. (Tabla 2)

Tabla 2. Tabla de Vida larvas destinadas a obreras

. . Muertes | Mortalidad
] , | Cohorte | Sobrevivencia .
Estadio Larval/Dias . enla especifica
viva en la cohorte
cohorte | delaedad
X nx Ix dx gx
0 20 1 0.35 0.35
1 13 0.65 0 0
2 13 0.65 0 0
3 13 0.65 0.05 0.07692308
4 12 0.60 0.05 0.08333333
5 11 0.55 0 0
6 11 0.55 0.05 0.09090909

Se calculd segun la variable independiente “edad” (x), los nimeros de larvas que fueron
sobreviviendo a cada edad de desarrollo “cohorte viva” (nx) del estadio larval 1, y se pudo
obtener a partir del registro de datos la probabilidad que tiene un individuo al nacer de
sobrevivir hasta una edad concreta (Ix) y la tasa de Mortalidad especifica de cualquier edad
(ax).

De acuerdo a ello se pudo evidenciar que la sobrevivencia en las diferentes edades (dias
de desarrollo), se mantiene con las condiciones de temperatura y humedad previamente
acondicionoadas. En contraste se evidencia ademas una alta mortandad, correspondiente
aun 35% en el dia (0) del estadio larval 1, un 0% durante los dias (1), (2) y (5) y un promedio
de 8.4% durante (3), (4) y (6) (Ver grafica 1-3).
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COHORTE VIVA(nx)
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Figura 26. Grafica de Individuos vivos segun edad de desarrollo durante el
estadio larval 1.

CURVA DE SOBREVIVENCIA LARVAS
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Figura 27. Grafica de probabilidades expresadas en proporcion de
sobrevivir a esa edad en especifico.
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TASA DE MORTALIDAD(gx)
40
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% de Mortalidad

7.692307692

Edad

Figura 28. Grafico de tasas de mortalidad expresadas en porcentaje segun
edad en dias del desarrollo larvario 1.
En el caso de los controles (larvas alimentadas para ser reinas), se evidencia una
sobrevivencia del 100% durante los 6 dias de su estadio larval, por consiguiente, una tasa
de mortalidad del 0% (Ver Tabla 3).

Tabla 3. Datos larvas destinadas a Reinas (controles)

Muertes | Mortalidad
Estadio |Cohorte | Sobrevivencia en la especifica
Larval/Dias| viva en la cohorte | cohorte | dela edad
X nx Ix dx gx
0 24 1 0 0
1 24 1 0 0
2 24 1 0 0
3 24 1 0 0
4 24 1 0 0
5 24 1 0 0
6 24 1 0 0
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3.6 Analisis de miRNAs

3.6.1 Revision Bibliografica y Obtencion de secuencias

Para seleccionar los miRNAs se realizé un analisis de bibliografia sobre reportes de

miRNAs Enddgenos y Exdgenos expresados en abejas eusociales. Se seleccioné aquellos

con influencia en la determinacién de la casta y en consecuencia en la fertilidad.

Las secuencias de los miRNas seleccionados se obtuvieron de la base de datos de

miRBase.org, esta es una base de datos de busqueda de secuencias y anotaciones de
miARN publicadas (Tabla 4).

Tabla 4. Secuencias documentadas.

miARN

Secuencia

Reporte

ath-miR166a-5p

>ath-miR166a-5p MIMAT0031880
GGACUGUUGUCUGGCUCGAGG

ath-miR162a-5p

>ath-miR162a-5p MIMAT0031876
UGGAGGCAGCGGUUCAUCGAUC

ath-miR168a-5p

>ath-miR168a-5p MIMATO0000198
UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA

(Zhu et al., 2017)

ame-miR-14-3p

>ame-miR-14-3p MIMAT0004423
UCAGUCUUUUUCUCUCUCCUA

(Ashby et al.,, 2016)

ame-miR-6001-5p

>ame-miR-6001-5p MIMAT0023541
GUAGGUAACGACUGAUGGGAAC

ame-miR-6001-3p

>ame-miR-6001-3p MIMAT0023542
UUCUCUUUGGUUGUUACCACUA

(Collins et al., 2017)
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3.6.2 Revision In silicio

3.6.2.a Estructura y funcién de miRNAs

Se obtuvo la estructura de los miRNAs usando la herramienta RNAstructure, es un paquete
completo para la prediccion y el analisis de estructuras secundarias de ARN. Las funciones
de cada uno fueron tomadas segun reporte bibliografico de organismos modelos de
miRNAs Exégeno (A. thaliana) y Endogenos (D. melanogaster , A. mellifera y Bombus
terrestris). Se presenta a continuacion un resumen de las Funciones bioldgicas,

moleculares y estructura de los miRNAs propuestos.

35



CAPITULOQO Il

miRNAs Exdgenos:

Ath-miR-166a-5p
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Nombre: Ath-miR-166a-5p
Acceso : MIMATO0031880
Secuencia: GGACUGUUGUCUGGCUCGAGG

No. Nucleotidos:

21

Organismo:

Arabidopsis thaliana

Funcion Biologica:

Embriogénesis, inhibe la fertilidad
en larvas obreras de A. Mellifera

Funcion Molecular:

Regulacion transcripcional
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Ath-miR-162a-5p
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Nombre: Ath-miR-162a-5p
Acceso : MIMAT0031876
Secuencia: UGGAGGCAGCGGUUCAUCGAUC

No. Nucleotidos:

22

Organismo:

Arabidopsis thaliana

Funcion Biologica:

Embriogénesis y desarrollo,
Induce fenotipos de larvas
obreras de A. Mellifera

Funcion Molecular:

Inhibidor postranscripcional
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Ath-miR-168a-5p
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Nombre: Ath-miR-168a-5p
Acceso: MIMAT0000198
Secuencia: UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA

No. Nucleotidos:

22

Organismo:

Arabidopsis thaliana

Funcion Biologica:

Produccion de polen, fertilidad en
obreras de A. mellifera.

Funcion Molecular:

Regulacion transcripcional
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miRNAs Endégenos:

Ame-miR-14-3p
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Nombre: Ame-miR-14-3p
Acceso: MIMAT0004423
Secuencia: UCAGUCUUUUUCUCUCUCCUA

No. Nucleétidos:

21

Organismo:

Apis mellifera

Funcion Biologica:

Actividad hormona esteroide,
Morfogénesis, embriogénesis,
determinacion materna( eje
anterior y posterior), expresado

en abejas reinas de A. mellifera.

Funcion Molecular:

Represor transcripcional
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Ame-MiR-6001-5p

10
E A C 1] ,-’/ i}
6 ¢ ‘w.
] \ {
A \ /
u ® .
'FG" 20
G
G
S Probability »>= 99%
AE 99% > Probability >= 95%
u A 20 iR Sak s
G Cc 60% » Probanilicy o= 508
EMERGY = 1.7 07/01/21 17:34:20
Nombre: ame-miR-6001-5p
Acceso: MIMAT0023541
Secuencia: GUAGGUAACGACUGAUGGGAAC

No. Nucleodtidos:

22

Organismo:

Apis mellifera

Funcion Bioldgica:

Desarrollo y la diferenciacion
reproductiva en Apis mellifera y
Drosophila sp., desarrollo de ovocitos y
ovarios, neurodesarrollo, desarrollo
larvario y muda larvaria( expresado en
abejas reinas de A. mellifera) y en larvas
tardias y pupa primaria de reina de B.
terrestris

Funcion Molecular:

Sintesis de Vitelogenina, Ecdisona y
Ferredoxina.Reemplaza la escision de
Drosha con splicing para generar pre-
miRNA
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Ame-MiR-6001-3p
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Nombre: ame-miR-6001-3p
Acceso: MIMAT0023542
Secuencia: UUCUCUUUGGUUGUUACCACUA

No. Nucleotidos:

22

Organismo:

Apis mellifera

Funcion Biologica:

Desarrollo y la diferenciacion
reproductiva en Apis mellifera 'y
Drosophila sp., desarrollo de
ovocitos y ovarios,
neurodesarrollo, desarrollo
larvario y muda larvaria(
expresado en abejas reinas).

Funcion Molecular:

Sintesis de Vitelogenina, Ecdisona
y Ferredoxina. Reemplaza la
escision de Drosha con splicing
para generar pre-miRNA
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3.6.2. b Andlisis de conservaciéon de homologias de secuencia

Para la busqueda de homologias de secuencia se utilizé el BLAST de la plataforma de
miRBase, los alineamientos se realizaron usando el programa MUSCLE V.3 y las

correcciones del alineamiento mediante Fast.Dist.

3.6.2. c Representacion grafica

La representacion grafica y edicion de los arboles filogenéticos se realizaron con la
herramienta TreeDyn.

Los programas a utilizados son de libre acceso, la seleccion de estos es porque permitieron
visualizar de mejor manera las similitudes en las secuencias e indagar en las funciones.
De acuerdo con los analisis bioinformaticos se muestran las homologias de secuencia de
los miRNAs enddgenos seleccionados para este estudio. En la clase insecta 'y en el Orden
Himenodptera, se evidencia que los miRNAs reportados en estos insectos miR-14-3P, miR-
6001-5p y miR-6001-3p se conservan completamente en diferentes especies del mismo
orden.

De acuerdo con la filogenia, de la avispa N. vitripennis se obtuvo la secuencia de abeja
reina (Kent et al., 2015), estos resultados sugieren que durante la evolucion de la socialidad
los genes sometidos a seleccidén en antepasados solitarios fueron cooptados para su uso
en funciones especificas de castas. (Fig.15)

Estos resultados indican que esta similitud entre especies ortdlogas, estd asociada
probablemente a funciones especificas de castas, en lugar de grados de socialidad. Para
el caso de la hormiga D. cuédriceps, esta presenta una sociedad simple donde los
individuos conservan la capacidad de cambiar fenotipos; sin embargo, Patalano et al., 2015
evidenciaron en hormigas reproductoras y trabajadoras la homologia de secuencia.

Para el caso de los miR-6001-5p y miR-6001-3p, ambos comparten las mismas funciones
en A. mellifera, regulando procesos de diferenciaciéon reproductiva en abejas reinas; sin
embargo, en B. Terrestris el miR-6001-3p se diferencia por su expresién Unicamente en
cuticula de larvas destinadas a reinas (Collins et al., 2017)

De acuerdo a los analisis filogenéticos para miR-6001-5p, se evidencia que sus secuencias
se conservan en 4 especies de Himenopteros y en 1 especie de Diptero. Muestra mayor

similitud entre las secuencias de A. mellifera con D. cuadriceps. Esta similitud de secuencia
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y puntos en comun en la evolucién; posiblemente mantengan de manera compartida la
funcién de sus miRNAs. (Fig.16)

En cuanto a la homologia de miR-6001-3p con otros organismos de la clase insecta, éste
no muestra ninguna homologia, pero si con la avispa primitivamente eusocial P.

Canadensis, posiblemente compartiendo funciones en la diferenciacion de castas. (Fig. 17)

dqu-miR-14-3p_MIMATO045660 ~ Dinoponera quadriceps
ame-miR-14-3p_MIMATO0004423  Apis Mellifera
dme-miR-14-3p_MIMAT0000120
dps-miR-14_MIMAT0001219
aga-miR-14_MIMAT0001503
dan-miR-14_MIMAT0008460
der-miR-14_MIMAT0008498
dgr-miR-14_MIMAT0008602
dmo-miR-14_MIMAT0008632
dpe-miR-14_MIMATO0008703
dse-miR-14_MIMAT0008813
dsi-miR-14_MIMAT0008848
dwi-miR-14_MIMAT0009043
dya-miR-14_MIMAT0009076
aae-miR-14_MIMAT0014240
cqu-miR-14_MIMAT0014416

api-miR-14 MIMAT0014714 Acyrthosiphon pisum
nvi-miR-14 MIMAT0015655 Nasonia vitripennis
ngi-miR-14_MIMAT0018389 Nasonia giraulti
mse-miR-14 MIMAT0024463 Manduca sexta

hme-miR-14_MIMAT0024942 Heliconius mepomene
bdo-miR-14_MIMAT0045432
L pxy-miR-8511_MIMAT0033739  Pultellaxylostella

tca-miR-14-5p_MIMAT0019105 Tribolium castaneum
dvi-miR-14-5p_MIMAT0032092
LL‘—bmo—miR-ld-Sp_MIMATOUlSQQ? Bombyx mori
sfr-miR-14-5p_MIMAT0041943 Spodoptera frugiperda

Figura 15. Filogenia que muestra la homologia de miR-14-13p en especies
de la clase insecta y representando en azul al Orden Himenéptera en
especifico.
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https:/ fwww.ebi.ac.uk/Toolsfmsa/clustale

ame-miR-60€1-5p = ------ GUAGGUAACGACUGAUGGGAAC--

dqu-mirR-60061-5p = ------ GUAGGUAACGACUGAUGGGAAC--

aze-miR-2944b-5p ------- GAAGGAACUCCCGGUGUGAUAUA

pca-miR-6861-3p -UUCUCUUUGGUUGUUACCACUAG---~--~

ame-miR-2944-3p UAUCACAGCAGUAGUUACCUGGU-------
* #

ame-miR-6001-5p 0
I dqu-miR-6001-5p 0
aae-miR-2944b-5p 0.22421
pca-miR-6001-3p 0.26389
ame-miR-2944-3p 0.23611

22
22
23
23
23

Apis Mellifera
Dinoponera quadriceps

Polistes canadensis

Apis Mellifera

Figura 16. Filogenia que muestra la homologia de miR-6001-5p con otros

insectos y en su gran mayoria del Orden Himendptera.

ame-miR-6001-3p -UUCUCUUUGGUUGUUACCACUA-
pca-miR-6001-3p -UUCUCUUUGGUUGUUACCACUAG
dqu-miR-6001-5p GUAGGUAACGACUGAUGGGAAC--

X * X% X x

{pca-miR-6001-3p_MIMAT0045950 Aeiswelifero
1ame-miR-6001-3p_MIMAT0023542 polstes canadensis
dqu-miR-6001-5p_MIMAT0045793  Dinoponera quadriceps

Figura 17. Filogenia que muestra la homologia de miR-6001-3P con otras

especies del orden Himenéptera.
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Capitulo IV. Discusiéon General

El conocimiento de los principios que rigen la eusocialidad en colonias de insectos ha
impactado profundamente en las actividades comerciales, sanitarias y productivas de varias
civilizaciones humanas. Pero, aun asi, existe una falta de comprensiéon completa de como
se pueden reproducir in vivo e in vitro a ciertas especies de abejas nativas, con el propdsito
de mantener una comunidad saludable y en la que cada individuo y su funcién respectiva
mantengan el equilibrio y las condiciones dentro de la colmena para poder salir y continuar
sus roles ecoldgicos y sobre todo prestando sus servicios eco sistémicos y proveyendo de
recursos sanitarios y alimenticios a los humanos.

La eusocialidad ha sido descrita como un evento evolutivo que impacta a varias
comunidades de insectos, y su adopcidon generalmente se traduce en la segmentacion de
roles especificos en la colonia, ademas, estos organismos tienden a cambiar también su
morfologia para mantener un control estricto de cada tarea en la colonia.

Los cambios en la morfologia adoptada por los insectos eusociales se han asociado a varios
factores influyentes, entre ellos; la alimentacién, la secrecién hormonal y también sus
asociaciones simbidticas con otros grupos de organismos. De hecho, la alimentacion
particular en algunas castas de abejas eusociales esta fuertemente asociada a la
diferenciacion morfolégica, por ejemplo, en la tribu Meliponini. Las bases moleculares de
cémo la alimentacién y el crecimiento modulan la diferenciacion de castas para cumplir los
diferentes roles dentro de la colmena; aun son oscuras, pero se han planteado algunas
claves y se ha sefialado que los miARN son actores cruciales de la diferenciacion,
modulando no solo los cambios fisicos sino también el comportamiento.

Aqui, describimos y empleamos un método mejorado para impulsar la crianza y el manejo
de colmenas experimentales, del insecto eusocial Scaptotrigona pectoralis
(Hymenoptera:Apidae Meliponini), y también analizamos las relaciones evolutivas entre
miARNs clave asociados con la diferenciacion morfolégica de castas en insectos
eusociales.

Nuestro enfoque fue emplear colonias obtenidas de la vida silvestre, viviendo en arboles
alrededor de la ubicacion experimental en el Oriente de Honduras y manteniéndolas y
adaptandolas en un meliponario experimental haciendo uso del tecnificado de las colmenas
en cajas de tipo Portugal Araujo, un contenedor bien caracterizado para especies nativas
de talla media. También aprovechamos este enfoque para monitorear las posturas y el

crecimiento de la colmena como patrén para identificar colonias exitosas proveedoras de
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recursos para la experimentacién. Se trabajo in vitro teniendo control sobre dos parametros
especificos: a) temperatura y b) humedad.y obtener y registrar de manera dependiente a
dichos parametros: a) desarrollo larvario, b) tasa de supervivencia, c) tasa de mortalidad y
d) mortalidad por edad. Con este enfoque, pudimos informar una estrategia exitosa para
administrar, mantener y desarrollar abejas eusociales; ademas, nuestros datos sugirieron
que esta estrategia se puede adaptar facilmente a otras regiones de América, variando los
parametros de humedad y temperatura para desarrollo larvario de castas.

La humedad fue ajustada de acuerdo a 3 periodos criticos del desarrollo Adaptando el
protocolo sugerido por Morales (2018) para la cria de reinas de S. pectoralis de manera in
vitro y aclimatando entonces el desarrollo del Estadio Larval 1 a partir del dia 1 al dia 6 con
una Humedad al 90%. Independientemente la prueba piloto fue desarrollada hasta el
estadio larval 1; Se realiz6 los ajustes para la estudios posteriores donde se evidencie el
desarrollo completo de las diferentes castas siguiendo lo reportado por Menezes, (2013).
Para Aclimatar el desarrollo en Estadio Larval 2 a partir del dia 7 al dia 12 ajustando la
Humedad al 85% y para el desarrollo de Prepupa-Adulto a partir del dia 13 hasta la
emergencia una Humedad al 75%.

Para este estudio no se incorporaron sales como reguladores de la Humedad, ya que basto
con la incorporacion de humedad diaria segun aforos de evaporacion y de la manera
siguiente: Para mantener la humedad al 85% durante los 5 dias posteriores (Larva 2), se
programo la humedad de la cdmara de crecimiento a 76%, y se incorporé 325ml de agua
pura de acuerdo a registros de evaporacion luego de estabilizarse la humedad. El resto del
tiempo del desarrollo larval (prepupa-adulto) se programé la humedad de la camara de
crecimiento a 67% de humedad para mantener una humedad interior del 75%, se incorporo
a diario un volumen de 450ml de acuerdo a los registros de evaporacion.

La alta mortandad de larvas destinadas a obreras durante el dia (0) del desarrollo Larval 1,
es correspondida a la fase critica del desarrollo de la larva, a las 48 horas después de haber
emergido del huevo, ya que esta depende completamente del alimento suministrado y de
la superficie de aire sobre su cuerpo que le permita recibir el oxigeno para su correcta
respiracion por sus espiraculos, durante el proceso de traslarve la manipulacién
posiblemente bafd por completo el cuerpo de la larva cubriendo por completo sus
espiraculos y por consiguiente evitando su respiracién. Se recomienda hacer pruebas
preliminares de traslarve. En contraste con las larvas controles destinadas a reinas su

mortantad de 0% evidencia asi que las condiciones ambientales y la técnica se ajusta mejor
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a los controles ya que el protocolo utilizado usa voliumenes para la crianza de reinas ,
facilitando la superficie donde se posan las larvas para alimentarse y continuar su
desarrollo. Se inici6 el traslarve de las larvas destinadas a obreras haciendo uso del tamafio
estandar de agujas de traslarve (para Apis mellifera), en el proceso se adapt6é una aguja
segun el tamano de la especie modelo en este estudio lo que facilité la técnica de traslarve

y disminuy6 de manera considerable la mortandad en el dia (0)

Por otro lado, también aprovechamos las bases de datos que recopilan informacion
bibliografica y herramientas para el analisis in silico de miARN para impulsar un analisis
flogenético y la prediccion de la estructura secundaria de miARN asociados con el
desarrollo y la diferenciacion de insectos eusociales. Encontramos estructuras de bucle de
conservacion en todas las secuencias analizadas. Con esto, todavia tenemos que impulsar
la experimentacion a futuro que permita evidenciar los efectos influyentes de miRNA en la
morfogénesis de castas. Estudios recientes publicados por Rolle et al., (2016) plantean que
los miRNAs se conservan evolutivamente con las caracteristicas especificas de las
secuencia y que estas revelan la complejidad de su estructura molecular; determinando
procesos celulares especificos (Proliferacion, diferenciacién, regulacion) y trastornos
neurodegenerativos. Sugiriendo ademas que conociendo las caracteristicas de la
secuencia es posible mapear las vias y la identificacion tedrica de objetivos genéticos para
crear un marco bioldégico que permita explicar la relevancia de los miRNAs en la regulacién
de sus genes blanco ya que la complejidad de los procesos de regulacion se deden a que
1 s6lo miRNA maduro controla miles de mRNAs, y 1 solo Mrna es objetivo de multiples
miRNAS.

Collins et al., (2017) validaron dos miARN (Bte-miR-6001-5p y Bte-miR-6001-3p) que se
expresan mas en larvas de estadio tardio destinadas a reinas que a obreras en Bombus
terrestris( Meliponini, Apidae) estos miARN estan asociados con la determinacién y / o
diferenciacion de la casta, demostrando diferencias de expresion en estos miARN que
ocurren en larvas y en diferentes estadios larvales . Ademas, el papel en la determinacion
de casta para miR-6001-5p y miR-6001-3p regulando a Bte-miR-6001-5p ya que incluye a
la proteina inducida por ecdisona y ferredoxina, ambas asociadas con respuestas a la
ecdisona en Drosophila (Palandri, 2015). La ecdisona es un ecdiesteroide, que media

muchos procesos, incluida la determinacion de castas en abejas verdaderamente
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eusociales-A. mellifera(Rachinsky et et al., 1990) y primitivamente eusociales- B. terrestris
(Hartfelder et al., 2000).

De acuerdo a lo reportado por Collins et al., (2017), los miARN estan asociados con la
determinacion y diferenciacion de castas en un proceso relativamente temprano en la
evolucion eusocial, y el papel de los miARN individuales generalmente no se conserva a
medida que avanza la evolucion eusocial. Por lo anterior, se requiere hacer estudios
adicionales, que ademas de centrarse en como los miARN enddgenos afectan a la casta,
es de considerar también ;como se ha conservado su secuencia en los mecanismos que
explican la eusocialidad en las abejas? También Greenberg et al., (2012), encontraron que
ciertos loci de miARN son especificos de los himendpteros aculeatos, pero estan presentes
solo en los taxones eusociales, o al menos ausentes en las avispas no eusociales. Nasonia
longicornis y Nasonia vitripenni y plantean la posibilidad de que algunos de estos miARN
hayan estado involucrados en las multiples evoluciones de la eusocialidad en los
himendpteros al igual que lo plantean Bonasio et al., (2010) mostrando diferencias en la

expresion de miARN entre diferentes especies de hormigas eusociales.

Finalmente, proponemos aqui un método bien descrito para obtener y mantener colonias
de una abeja modelo sin aguijén comun y abundante en la Regién del Neo trdpico, y
planteamos la hipétesis de que la aclimatacion y el intento de mantener las condiciones

naturales en las colonias in vivo e in vitro son clave para la crianza de la especie.
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Capitulo V. Conclusiones y perspectivas

La especie para seleccionar como modelo experimental debe ser abundante y comudn en la
zona donde se establecera el meliponario experimental, y a consideracion debera ser
seleccionada por el rango de forrajeo o de vuelo de la especie y para asegurar su
alimentacion y adaptacion con la flora circundante (Nieuwstadt y Ruano-Iraheta, 1996).
Mediante el establecimiento y aplicacién de un protocolo y bajo las condiciones descritas
para la crianza in vivo de abejas de la especie S. pectoralis es posible la obtencion de
recursos alimenticios y bioldgicos para la crianza in vitro de larvas destinadas a obreras y
reinas.

La crianza in vitro de abejas reinas de la especie S. depilis segun el protocolo descrito por
Menezes C, en 2019 es aplicable para la crianza in vitro de castas de abejas de la especie
S. pectoralis con algunas modificaciones en las cantidades de alimento para las diferentes
castas y para las variables ambientales con un espacio no tan limitado de +/-5 °C de
Temperatura y Humedad sin repercutir en la tasa de supervivencia.

Segun la identificacion y caracterizacién de los miRNAs exdgenos provenientes de los
recursos vegetales que utilizan las abejas para alimentar a las obreras, estos estarian
causando la esterilizacién por via trofica. Y analogamente los miRNAs enddgenos
provenientes de secreciones hipofaringeas de las abejas nodrizas, estarian propiciando la
fertilidad en abejas destinadas a reinas en abejas eusociales.

Segun la revision de bibliografia de los miRNAs propuestos y sus secuencias fue posible
sentar las bases tedricas que permitan desarrollar otros analisis in silico a futuro haciendo
uso de herramientas bioinformaticas que generen informacion mas robusta y profunda
concerniente a caracteristicas especificas de la secuencia y por consiguiente de su
estructura molecular para el mapeo de los genes objetivo y evidenciar la funcién reguladora

en particular del miRNA en referencia.
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Abstract

Caste development in social insects represents an essential transition of organization and evolution.
These transitions are critical for the ecological success of social insects. During the last few decades,
micro RNAs (miRNAs) from nurse bee secretions in larval food constitute an additional element in
the regulatory control of caste determination. Furthermore, this caste differentiation is a complex
developmental process influenced by genetic, epigenetic, and environmental factors. The evolution
and genetic elements for caste development are an enigma in Hymenoptera, as well as the full impact
the genetic elements given in larval food have on the development of the bees. In this review, we
examine and summarize miRNAs as a regulatory component of larval food and their effect on caste
development in eusocial hymenoptera.

Keywords: eusociality, caste determination, microRNA, epigenetic regulation
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Introduction

Organized insect societies show a pattern of hierarchies and orderly distribution of work. Therefore,
success is reflected in their communities where sociability is key to improving the inclusive attitude
of an individual. In colonies of social insects, the organization in the distribution of work is clear, as
well as characteristic and distinctive phenotypes within the same sex according to the role played.
Highly eusocial (actual society) occurs and has evolved several times in Hymenoptera insects.
Genetic analyzes provide a new empirical baseline for understanding this evolution and the definition
of castes in a more complex way than is handled today by referring to the caste of social insects
merely as "the reproductive division of labor" and as "the division of labor among females based on
reproductive specialization" (Hughes et al., 2003; Michener, 1974; Sumner et al., 2018).

Epigenetic mechanisms that affect gene expression and biological function have already been
documented in eusocial bees, specifically through gene silencing mediated by short-chain non-coding
RNA (Ashby et al., 2016; Sevik et al., 2015; Villagra and Frias-Lasserre, 2020; Yan et al., 2014).
MicroRNAs (miRNAs) are ncRNAs whose documented function is to regulate gene expression
(Djuranovic et al., 2011). miRNAs of 19-24 nucleotides in length, restricting protein production by
degrading mRNA and inhibiting translation (Huntzinger and [zaurralde, 2011) and affecting multiple
developmental and phenotype characteristics (Selbach et al. 2008). The potential role of miRNAs in
caste development has been studied, and shown that miRNAs are expressed differentially during
development. The meliponini tribe does not record to date any such study. The morphological
differentiation of castes is a different process influenced by the food provided under a highly
organized process of sourcing food in brood cells, resulting in different morphological, physiological,
and behavioral phenotypes in the castes.

The active components that determine the fate of bee development remain elusive and even
controversial (Buttstedt et al., 2016). According to (Solenn et al., 2015; Sumner et al., 2006), the
ability of a genotype to alter its ontogeny in response to an environmental change is due to its
phenotypic plasticity during development. The roles of miRNAs in morphological and phenotypic
plasticity are now a focus of study. However, there needs to be more information on how this
influences behavioral phenotypic plasticity. The phenotypic plasticity of natural behavior due to the
division of labor (DOL) characterized in Apis mellifera has been the model for understanding the
genetic mechanisms that affect different behavioral phenotypes. Caste determination in most bees is
caused by different stimuli in the quantity and quality of larval food (royal jelly) (Apis mellifera,
Apini, Apidae).

In contrast, in (Meliponini, Apidae, except in the genus Melipona), the caste is determined by the
amount of larval food (Nogueira-Neto 1997). For this reason, it is important to show the regulatory
mechanisms of environmentally mediated gene expression in the development of the caste in stingless
bees, which is mainly attributed to the amount of food and not the components. Here we reviewed
the literature comprising the role of microRNAs on caste differentiation and regulation of
development in eusocial bees. The production of honey from stingless bees has been carried out since
ancient times. Maya used Melipona beecheii to obtain several products that have gained acceptance
in current times, therefore the production of queens to increase productions would welcome more
information for this process.

Biogenesis of microRNA

miRNAs are small molecules of non-coding RNA (ncRNA), consisting of around 20-24 nucleotides
and with a characteristic hairpin-shaped structure (Lee et al., 2004; Mohr & Mott, 2015; O’Brien et
al., 2018). With a phosphate group at the 5' end and a hydroxyl group at the 3' end, these are derived
from a process that arises in the nucleus and ends in the cytoplasm. Then ncRNA carries out their
function (Mohr and Mott, 2015); either in the development, apoptosis, cell differentiation,
reproduction, behavior, and physiology in eukaryotes, including plants and animals (Ledda et al.,
2020). They play a significant regulatory role in animals and plants by binding to messenger RNAs
(mRNA) and inhibiting their translation into protein.
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melanogaster. The microRNAs are transcribed by RNA Pol 1II first, and then a serial passage from
the nucleolus to the cytoplasm confers a mature set of microRNAs that, mediated by the RISC
complex and guided by AGO, inhibit gene expression either by repressing transcription or by
degradation of the transcript. (Created with BioRender.com)

1.1 MicroRNA gene transcription

The initial step in microRNA biogenesis is the transcription of miRNA genes. For example, in
Drosophila melanogaster, these are transcribed in the nucleus by RNA polymerase II, thus
facilitating the transcription of miRNA loci in these related species. RNA polymerase II
produces a long chain of RNA due to the transcript known as primary microRNA (primiRNA),
which is several kb long (Lucas & Raikhel, 2013; Schanen & Li, 2011; Ylla et al., 2016).
MicroRNA loci organization can be a single transcript unit containing a single miRNA gene
or, in some cases, organized as a polycistronic transcript unit containing more than one miRNA.
Though originally as RNA Pol III transcripts, miRNAs are loaded with the canonical 5’ 7-
methyl guanosine caps and 3’ polyadenylation, showing clear evidence of RNA Pol II-
mediated transcription (Lee et al., 2002; Lucas and Raikhel, 2013b; Rodriguez et al., 2004).
1.2 Processing of pri-miRNAs

The primiRNAs form hairpin-shaped structures with a double-stranded stem and a terminal
loop that must subsequently be processed to obtain the mature miRNA molecule. In D.
melanogaster, primiRNAs undergo site-specific processing mediated by the Microprocessor
complex, a multi-protein complex composed of an RNase III family and a double-strand RNA
binding protein, Drosha, and Pasha, respectively (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004). The
miRNA, after transcription, is end methylated before being exported from the nucleus to the
cytoplasm. This first step yields a 70 nt long microRNA. After their export to the cytoplasm,
the second processing step is mediated by another protein complex related to an RNase 111,
Dicer. Dicer requires another RNA binding protein in order to mediate the final processing step
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yielding a mature 22 nt long microRNA (Gyorgy et al., 2001; Ketting et al., 2001; W and L,
2001) (Figure 1).

1.3 microRISC Components

In order to be fully functional, mature microRNAs form part of the RNA-induced silencing complex (RISC). In
the cytoplasm, the miRNA-RISC (miRISC) protein Argonaute (AGO) selects one of the miRNA strands to
complete the gene silencing and degradation process. miRISC is a well-conserved complex ranging between 200
and 400 kDa depending on the organism (Lucas and Raikhel, 2013b; Santhekadur and Kumar, 2019). Argonaute
proteins are a well-documented family of RNA-binding proteins mediating the RNA silencing process, widely
disseminated to almost all organisms (Hutvagner and Simard, 2008). The miRISC acts recognizing and by a
complementary binding with the microRNA, an mRNA is degraded, or their protein translation is limited by this
process (Gu and Knipple, 2013; Santhekadur and Kumar, 2019; Tomoyasu et al., 2008). These processes in which
all these factors are affected by miRNA can be seen in figure 2, these factors affect in general in all multicellular
organisms.
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Figure 2. Functions of miRNAs in eukaryotes. The general aspects of microRNA regulation and

their implications on different developmental processes. (Created with BioRender.com )

Regulation of functions by microRNA in Hymenoptera

miRNAs function as developmental switches (Stefani and Slack, 2008), that regulate gene
expression in the nervous system and give rise to behavioral characteristic and phenotypes
(Greenberg et al., 2012; Perkins et al., 2007). One of the most exciting aspects of miRNA affecting
phenotypes are plant miRNAs. There are reports of plant miRNAs ingested from plant food sources
that can pass through the gastrointestinal tract, enter the blood, accumulate systemically, and
regulate gene expression in animals. The data shows gene regulation can be crossed between
kingdoms and mediated by exogenous miRNAs. Once a new microRNA integrates into an animal's
genetic regulatory network, it is usually retained and becomes challenging to lose during evolution
(Heimberg et al., 2008).

As reported by (Collins et al., 2017) miRNAs are associated with caste determination and
differentiation in a relatively early process in eusocial evolution, and the role of individual miRNAs
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is generally not preserved as eusocial evolution progresses. They validated two miRNAs (Bte-miR-
6001-5p and Bte-miR-6001-3p) expressed more in late-stage larvae intended for queens than in
workers. In addition, the role in caste determination for miR-6001-5p and miR-6001-3p plays a
regulatory role of Bte-miR-6001-5p as it includes the ecdysone-induced protein and ferredoxin.
These proteins are associated with ecdysone responses in Drosophila (Palandri et al., 2015). In Apis
mellifera the ecdysone is an ecdysteroid, that mediates several processes, including caste
determination in eusocial bees (Rachinsky et al., 1990) and primitively eusocial Bombus
terrestris (Hartfelder et al., 2000a). Therefore, it is necessary to do additional studies. To show how
endogenous miRNAs affect caste, it is also necessary to consider what mechanisms are conserved
that explain eusociality in some Hymenoptera.

Greenberg and collaborators found that certain miRNA loci are specific to Hymenoptera, but are
present only in eusocial taxa, or at least absent in non-eusocial wasps Niphona
longicornis and Nasonia vitripenni (Greenberg et al., 2012). Therefore, it raises the possibility that
some of these miRNAs are involved in the eusociality in Hymenoptera, as raised by (Bonasio et al.,
2010), where they show differences in the expression of miRNA between different species of
eusocial ants.

miRNA sequence data have advantages for estimating phylogenetic relationships.

In the Insecta class and the Order Hymenoptera specifically, it is evident that miRNAs miR-14-3P,
miR-6001-5p and miR-6001-3p are conserved.

The genome sequence of the wasp N. vitripennis (Kent et al., 2015), shows that during the evolution
of sociality, the genes that were subject to selection in solitary ancestors co-opted to its use in caste-
specific functions Figure 3. In the case of the ant D. quadriceps, it presents a simple society where
individuals retain the ability to change phenotypes; however, as reported by (Patalano et al., 2015)
evidenced sequence homology in reproductive and worker ants.

In the case of miR-6001-5p and miR-6001-3p, both share the same functions in 4.
mellifera, regulating reproductive differentiation processes in queen bees; however, in B. Terrestris,
miR-6001-3p differs by its expression only in the cuticle of larvae destined for queens (Collins et
al., 2017).

According to the phylogeny evidenced from miR-6001-5p, the sequences are conserved in 4 species
of Hymenoptera and one species of Diptera. It shows a more significant similarity between the
sequences of A. mellifera with Dinoponera quadriceps. This similarity of sequence and common
points in evolution may share their miRNAs' function Figure 4 and 5.

Regarding the homology of miR-6001-3p with other organisms of the Insecta class, it does not show
any homology. However, it does show homology with the primitively eusocial wasp Polistes
Canadensis, possibly sharing functions in caste differentiation (Figure 5).
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Dincponera quadriceps

dqu-miR-14-3p_MIMAT0045660
ame-miR-14-3p_MIMAT0004423 ~ APis Mellifera
dme-miR-14-3p_MIMAT0000120
dps-miR-14_MIMAT0001219
aga-miR-14_MIMAT0001503
dan-miR-14_MIMAT0008460
der-miR-14_MIMA T0008498
dgr-miR-14_MIMATO0008602
dmo-miR-14_MIMAT0008632
dpe-miR-14_MIMATO0008703
dse-miR-14_MIMAT0008813
dsi-miR-14_MIMAT0008848
dwi-miR-14_MIMAT0009043
dya-miR-14_MIMAT0009076
aae-miR-14_MIMAT0014240
cqu-miR-14_MIMATO0014416
api-miR-14 MIMAT0014714
nvi-miR-14_MIMATO0015655
ngi-miR-14_MIMAT0018389 Nasonia giraulfi
mse-miR-14 MIMAT0024463 Manduca sexta
hme-miR-14_MIMAT0024942 Heliconius mepomene
bdo-miR-14_MIMAT0045432
pxy-miR-8511_MIMAT0033739 ~ [vlfellaxylostela

Acyrthosiphon pisum
Nasonia vitripennis

tca-miR-14-5p_MIMAT0019105 Tribolium castaneum
dvi-miR-14-5p_MIMAT0032092
Lr_‘— bmo-miR-14-5_MIMAT0015227 Eombyx morf
sfr-miR-14-5p_MIMAT0041948 Spodopfera frugiperda

Figure 3. Phylogeny. Showing the homology of miR-14-13p in species of the Insecta class and
represented in  blue of the specific Order Hymenoptera. (Created  with
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

g Apis Mellifera
4'—: gg‘ue_;.mg_ ‘66000011 55pp 00 Dinoponera quadriceps
aae-miR-2944b-5p 0.22421
pca-miR-6001-3p 0.26389 Polistes canadensis
ame-miR-2944-3p 0.23611 Apis Mellifera

Figure 4. Phylogeny. Showing the homology of miR-6001-5p with other insects and the vast
majority of the Order Hymenoptera. (Created with https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

Apis Mellifera

—(—‘: g:}nue-l':‘::;? -66000011 .55pp 00 Dinoponera quadriceps
aae-miR-2944b-5p 0.22421

f pca-miR-6001-3p 0.26389 Polistes canadensis

‘ ame-miR-2944-3p 0.23611  Apis Melifera

Figure 5. Phylogeny. Showing the homology of miR-6001-3P with other species of the order
Hymenoptera. (Created with https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

Differentiation of castes in stingless bees: microRNAs and eusocial evolution
Insects provide an ideal model system to study the role of epigenetics in environmentally induced
phenotypic evolution, as they have conserved chromatin, a human-like modification system, and most
respond to environmental cues. The environment regulates epigenetic mechanisms and affects gene
expression, acting as a mediator of changes in the phenotype induced by diet, which in larval stages
changes gene expression, which in turn influences castes (Cridge et al., 2015). According to (Barchuk
et al., 2007; Collins et al., 2017; Hartfelder et al., 2000b; Sumner et al., 2006), in a colony of 4.
mellifera caste determination is a decisive factor in the regulation of social behavior, it was closely
related to the quality of honey. The food source thus affects gene expression together with epigenetic
factors. (Figure 2).
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Nectar and pollen phytochemicals on honeybees may be widespread among social Hymenoptera or
may be unique to the highly eusocial honeybee (Mao et al., 2015). Further increasing the controversy
over the impact of diet on the evolution of eusociality. Caste development in social insects represents
the most important evolutionary transition from one level of organization to another and is believed
to be critical to the ecological success of social insects (Zhu et al., 2017).

In highly eusocial bee colonies, there are two sexes (males and females) and two castes (workers and
queens). In social insects, the term caste is used more frequently to refer to the division of labor
between females, based on reproductive specialization (Michener, 2007, 1974). Reproductive
specialization is reflected in workers and queens being morphologically and physiologically
different. The queens are dedicated to reproduction, so they have lost all the structures for food
gathering and nest building. The workers dedicate themselves to collecting food and different
activities within the nest. In some species, the workers are capable of reproduction, but since they are
unable to mate, they are only capable of producing unfertilized (male) eggs.

Stingless bees present different mechanisms for caste determination; one of these is trophic
determination, which can be found in almost all genera except Melipona (Sakagami 1982). In this
type of determination, the fate of the larva depends on nutritional differentiation; the larva that
becomes the queen is placed in cells with more food than the workers. There are also two other
variants of the caste-determining trophic system. The first consists of the construction of queen cells
in advance. That is, the constructed cells are made exclusively to raise a queen. In these species, the
queen cells are normally located on the periphery (Smith et al., 2008; Smith and Suarez, 2010). In
the second variant of trophic determination, queens are created in worker cells through emergency
queen rearing; in this variant, enlarged queen cells are produced by the fusion of two adjoining worker
cells (Wei etal., 2019)). While in the Melipona genus, caste determination depends on the individual's
genotype, the effect of food is essential for its expression, defined as trophogenetics (Lisboa et al.,
2005; Lu et al., 2021) depicted in Figure 6.

3ordtimes
more larval
food +
MiRNAS +
Vitelogenin

£
o
o
o]
o
o
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o

Worker

1. Figure 6. Determination of trophic caste is present in the Meliponini tribe, except
Melipona. In this type of differentiation, the fate of the larva depends on conditional nutritional
feeding; the larva that becomes a queen is raised in cells with more food than the workers—
building queen cells and supplying them with the food necessary for their development. In these
species, the queen cells are normally located on the periphery (Smith et al., 2008; Smith and
Suarez, 2010). (Created with BioRender.com)

(Kerr, 1950) proposed the Melipona model of caste determination, in which two unrelated /oci, each
with a pair of alleles, interact to produce the specific genotype of a queen. Only when both loci are
in a heterozygous condition can the individual become a queen. But the expression of the queen
phenotype will require an adequate quantity and/or quality of food (Quezada-Euan, 2018). Due to the
evolutionary complexity of eusociality in insects, it is relevant to consider for its understanding in
addition to a consideration of caste determination by the amount of food ingested; the modification
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of molecular pathways related to development, behavior, neurobiology, physiology, and morphology
as well as those external routes that may affect (Figure 3) (Easter, 1978)

Conclusions microRNA biogenesis, regulation, and functions on Eukarya are still obscure. However,
some light has been shed on the molecular basis of caste differentiation in honeybees. The role of
feeding and the relationship with microRNAs caste differentiation and regulation can be part of a
general mechanism that involves selective plant genetic information needed for insect development.
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Caracteristicas de las abejas meliponas y su importancia en la medicina
tradicional maya.

e Este trabajo pretende ayudar a los alumnos a identificar las diferentes
estructuras internas de las abejas mediante la utilizacion de técnicas de
histologia y microscopia

.Qué vas a aprender?

(Se pueden identificar mediante la observacion al microscopio de las
estructuras de los tejidos a las abejas europeas, meliponas de México y de
Honduras?

Pregunta inicial
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CAPITULO V

1. PANORAMA GENERAL DEL TEMA
La abeja melipona es una especie sin aguijon que cultivan los pueblos mayas desde hace cientos de afios y la
denominan “abeja sagrada maya”, por la propiedad curativa que tiene su miel. Tal es la importancia de las
abejas que los mayas, en la época prehispanica, realizaban en su honor entre cuatro y seis ceremonias al afio.
La principal caracteristica de la abeja melipona es que no tiene aguijon, pero para defender su colonia “muerde”
todo aquello que represente una amenaza, se aferran de tal manera que mueren durante el combate.
Dentro de los productos que esta abejita produce se encuentran la miel, polen cera, propdleo, ademas de su
valioso servicio como polinizadoras. Una colmena de melipona produce litro y medio de miel al afo, su proceso
de produccion es mas tardado en comparacion con el de las abejas europeas que producen hasta 30 litros de
miel en un afio.
Diferentes reportes han evidenciado la riqueza nutricional de la miel melipona, la cual presenta altos contenidos
de potasio, asi como la presencia de los aminoacidos prolina y serina. Ademas de propiedades anti bacterianas
(Grajales, C. J. etal., 2018).

Melipona beecheii en el ecosistema
Estas abejas son muy importantes culturalmente pero también ecoldégicamente, al ser polinizadores de muchas
especies de plantas nativas. En realidad, son especializadas en visitar y polinizar arboles y arbustos, como el
chile habanero y el achiote, observandoseles muy poco forrajeando en hierbas.
En este sentido, al depender de los arboles para sus sitios de anidacion y para alimentarse, las hace muy
susceptibles a la deforestacion. De hecho, se ha documentado el declive de estas abejas debido a la
deforestacion, asi como por intoxicaciones causadas por plaguicidas que las intoxican (Cortopassi-Laurino, M.
et al., 2006)
En la actualidad se encuentra muy desarrollada la meliponicultura, la cual es la crianza de las abejas meliponas,
por lo que se han implantado programas de investigacion sobre meliponicultura en centros especializados: las
particularidades genéticas de los meliponidos permitirian adaptar la produccion de miel ante posibles cambios
climaticos.

2. PRESENTACION DEL PROYECTO
Este proyecto te dard un panorama general en la busqueda de conocimiento cientifico sobre las caracteristicas
y la importancia de las abejas meliponas y su uso en la medicina tradicional. Para lograrlo, haras uso de diversos
materiales que tenemos en casa o que les ensefiaremos de manera virtual y te adentraras en el mundo de los
microscopios y de las abejas. Durante el desarrollo de este proyecto conoceras aspectos relacionados con las
abejas y su importancia en la vida y por qué se utilizan en la medicina tradicional. Asi como, qué es un
microscopio, una lupa, una tincién y la anatomia general de las abejas; de igual manera, descubrirds
caracteristicas importantes sobre los partes y comprenderas la diferencia entre abeja mielera y abeja melipona,
entre muchos otros aspectos interesantes de las abejas en general. Ademas de ello, podras desarrollar actividades
experimentales basadas en el método cientifico que te permitirdn preparar muestras de laboratorio como si
estuvieran estudiando las abejas y sus caracteristicas, a la vez que refuerzas tus habilidades en la busqueda de
informacion, para finalmente poder responder a la pregunta: ;Se pueden identificar mediante la observacion al
microscopio de las estructuras o partes, a las abejas europeas, meliponas de México y de Honduras? Este manual
ha sido redactado por académicos y estudiantes de los laboratorios de regulacion génica, de histologia y de
microscopia de la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular del CICY, y se desarrollara aplicando el método
cientifico, implementando précticas simples con utensilios e insumos de facil acceso. Con todo lo anterior, las
y los jovenes podran desarrollar, a través de actividades sencillas, un proyecto que les permitira ampliar sus
conocimientos en el campo de la microscopia.

3. DESARROLLO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
o Titulo de la actividad: “Las abejas meliponas: de los saberes tradicionales a su anatomia interna”.
e Pregunta de investigacion:
(Se pueden identificar mediante la observacion al microscopio de las estructuras celulares a las abejas
europeas, meliponas de México y de Honduras?
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Objetivo:

Identificar las diferentes estructuras internas de las abejas Melipona beecheii mediante la utilizacion
de técnicas de histologia y microscopia.

Materiales:

2 abejas Melipona beecheii.

Un insecto del jardin o casa

5 hojas de plantas

Gradiente de 30 ml de sacarosa de 10, 20 y 30%.
Gel de congelacion.
Hematoxilina de Harris.

Eosina.

Azul de metileno

Alcohol etilico comercial

Agua destilada.

Esmalte transparente de uiias.
Tubos Falcén de 50 ml.

Tubos eppendoff de 1 ml
Portaobjetos con Poli-L-Lisina.
Cubreobjetos.

Pinzas histoldogicas.

Pinzas de depilacion

Molcajete de la cocina

Colador

Cutter

Vaso de vidrio

Paquetes de chicles o pastillas de medicamentos vacios.
Equipos: microscopio, criostato.

O 0O OO OO O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0oOOo

Desarrollo:

Decantar el liquido de la muestra pasar la muestra a una solucion de sacarosa 10% por 10 min.
Preparar la cama del gel de congelacion para poner la muestra en el criostato (dejarlo congelar en el
blister).

Decantar la sacarosa al 10% y pasar la muestra a una solucion de sacarosa al 20% junto con 1 gota
de Tissue Freezing Medium Leica por 10 minutos.

Decantar y pasar la muestra a una solucion de sacarosa al 30 % junto con 2 gotas de Tissue Freezing
Medium Leica por 10 minutos.

Colocar la muestra tratada encima de la cama de gel y rellenar el blister con Tissue Freezing
Medium. Luego, Colocar el blister dentro del criostato para su congelacion.

Una vez encapsuladas las muestras de forma individual se procede a cortar con el criostato.

Los cortes se adhieren a la superficie del portaobjetos con poli-L-lisina.

Tincion de Hematoxilina y eosina:
Lavado con agua destilada
Hematoxilina de Harris (1 min).
Lavado con agua destilada.

Eosina (30 segundos)

Lavado con agua destilada.
Observacion en el microscopio.
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Saberes de Melipona Beecheii: abeja sagrada maya o Xunan kab

En la actualidad, se han reportado que existen aproximadamente 20, 000 especies de abejas en todo el mundo.
Las diferentes especies de abejas varian en tamafio, forma, ubicacion geografica y en la forma de vida, sin
embargo, la caracteristica comun entre todas ellas es que dependen de las flores para abastecerse de energia
(néctar) y proteina (polen). Los meliponinos son abejas que, a diferencia de la mayoria de las especies que se
conocen, viven en colonias permanentes con una reina y varias docenas o miles de obreras (varia entre especies).
Son las tinicas abejas, junto con las abejas meliferas, que son altamente sociales (Escalante, 2011). La principal
caracteristica de la abeja Melipona Beecheii en comparacion a la abeja Apis Mellifera o mejor conocida como
abeja espaiiola es la carencia de un aguijon funcional, pero tienen otros métodos efectivos para defenderse de
sus enemigos como lo es el morder.

~

»(‘ -

- e V)
Figura 1. Abejas Melipona beechei (Canto y Pérez, 2021).

Melipona beecheii en la cultura maya

La Melipona beecheii la cultivan los pueblos mayas desde hace cientos de afios y la denominan “abeja sagrada
maya”, por las propiedades curativas que tiene su miel. Tal es la importancia de las abejas que los mayas, en la
época prehispanica, realizaban en su honor entre cuatro y seis ceremonias al afio. Los productos de las abejas
sin aguijon han sido ampliamente utilizados en la medicina tradicional maya. La miel se ha empleado para tratar
afecciones de los ojos, oidos, problemas respiratorios, digestivos y de la piel; y las mujeres reciben este tipo de
miel después del parto. Sin embargo, estas propiedades curativas y antibioticas de las mieles y resinas colectadas
por las abejas sin aguijon sélo recientemente se han comenzado a estudiar y a valorar fuera de las comunidades
campesinas, de manera que existe un potencial econdémico importante en esta area (Escalante, 2011).

Alimentacion

En Yucatan, se ha reportado que la familia de flores que mas frecuentemente visitan estas abejas es Fabaceae
mientras que, las especies en comun son: Gymnopodium floribundum Rolfe (Tsi’tsi’Iche), Mimosa bahamensis
Benth. (Sak katsin), Piscidia piscipula (L.) Sarg. (Ja’bin), Senna racemosa (Mill.) H.S. Irwin & Barneby (X-
k’anlol che) y Viguiera dentata (Cav.) Spreng. (Tah) (Canto y Pérez, 2021).

Habitat y distribucion Jamaica, y partes de Centroamérica, pero no existe
La distribucion de Melipona beecheii va desde La presencia Melipona fuera de América (Canto y
peninsula de Yucatdn en México, hasta Cuba y Pérez, 2021). Se pueden distribuir en ambientes
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con climas templados, tropicales y subtropicales
(Hammond y Blakenship, 2009).

Peculiaridades de las abejas

Su comportamiento es mas docil en comparacion a
Apis Mellifera, facilitando su cultivo y manejo sin
necesidad de equipo de proteccion, no tienen
aguijon funcional y son abejas resistentes a los
parasitos y enfermedades que atacan a Apis
Mellifera (Escalante, 2011) Figura 2.

Figura 2. Abejas mexicanas
informacién tomada de Universum,
UNAM
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La Microscopia y las proteinas fluorescentes

Desde el inicio de nuestra existencia, la humanidad nos hemos preguntado acerca de los organismos y
fenémenos que nos rodean. Esto nos ha llevado a imaginar, inventar, diseflar y construir instrumentos que nos
ayuden a contestar nuestras preguntas. En 1653 el bidlogo y también conocido como el “padre de la
microbiologia”, Anton Van Leeuwenhoek, disefio el primer microscopio simple con el que descubrié por
primera vez a los globulos de la sangre (1673), los protozoos (1675), las bacterias (1676), los espermatozoides
(1677) y la circulacion de la sangre a través de los capilares de la cola de un renacuajo (1688).

Los microscopios (del griego mikrds, «pequeiio», y skopéin, «observar») son instrumentos de Optica que nos
permiten ver objetos muy pequefios o detalles estructurales imposibles de distinguir a simple vista porque estan
por debajo del limite de resolucion del ojo humano.

Actualmente ha sido posible fabricar diferentes tipos de microscopios los cuales nos ayudan a ver una gran
infinidad de microorganismos. Existen Microscopio Optico, Microscopio de campo oscuro, Microscopios
invertidos, Estereoscopio, Microscopio electronico, Microscopio electronico de barrido, Microscopio de
fluorescencia y confocal.

Es muy comun ver en nuestras escuelas para la clase de biologia y microbiologia el Microscopio optico en cual
funciona mediante la iluminacion de la muestra con luz visible. Esto significa que existe un foco de luz
apuntando hacia la muestra. Esa misma luz es conducida a través del objetivo y del ocular hasta llegar a formar
la imagen en el ojo del observador.

El microscopio de fluorescencia es aquel que utiliza las propiedades de la luz para generar una imagen de la
muestra con diferentes longitudes de onda. Este microscopio permite observar moléculas que emiten luz propia
cuando son exitadas con una longitud de onda determinada. Este tipo de microscopios utilizan la luz UV-Vis
(radiacion con longitud de onda comprendida entre los 160 y 780 nm). La absorcién de la radiacion emitida en
una muestra causa la promocion de un electron a un estado excitado. Ademas, estos microscopios incorporan
filtros de luz para aislar la luz correspondiente a la muestra.

Por otro lado, el microscopio electronico de barrido (SEM, Scanning Electron Microscope en inglés) es un tipo
de microscopio electronico capaz de producir imagenes de alta resolucion de la superficie de una muestra
utilizando las interacciones electron-materia. Aplica un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar
una imagen. Cuando se utilizan plantas y animales pequefios como muestras, las imagenes que este microscopio
nos proporciona son un espectaculo visual debido a que agranda las estructuras. Con este microscopio nosotros
pudimos observar caracteristicas especificas de las abejas meliponas.

Figura 3. Abeja melipona vista en Microscopio electrénico de barrido (MEB)
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o Xz, 608 1Gim

Figura 5. Ojo de abeja melipona y detalles en varias magniﬁcacioes (MEB).
CORTES HISTOLOGICOS DE ABEJA VISTO EN MICROSCOPIO OPTICO

o

Figura 6. Ojo de abeja, visto en campo claro con tincion de hematoxilina-eosina.

Figura 7. Ovario de abeja melipona
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Figura 9. Cuerpo y ala de abeja melipona.

Actividad 1: Ahora tu, con la ayuda del internet investiga las caracteristicas de cada microscopio y
descubre como estan compuestos y para que se utilizan.

Alguna vez escuchaste la frase “Al final del tinel siempre hay una luz” asi le paso a los cientificos, los cuales
durante mucho tiempo buscaron la forma de ver procesos celulares que antes eran invisibles a nuestros ojos,
como era el desarrollo de neuronas, cdmo se diseminan las células cancerosas, el desarrollo de la enfermedad
de Alzheimer, el crecimiento de bacterias patogénicas, la proliferacion del virus, localizacion de un gen en el
nucleo o citoplasma de una célula vegetal o animal, entre otros. Al final del tinel los cientificos encontraron a
la proteina fluorescente GFP (por sus siglas en inglés, "green fluorescent protein"), la cual es producida por la
medusa Aequorea victoria. El gen que codifica esta proteina, que ya ha sido clonado, se utiliza como marcador
en biologia molecular. El descubrimiento y desarrollo de esta proteina les dio en el 2008 el Premio Nobel de
Quimica al japonés Osamu Shimomura y a los estadounidenses Martin Chalfie y Roger Y. Tsien.

Actividad 2: ;Sabes cuantas categorias tiene el Premio Nobel y porque se llama Nobel? Te toca investigar
y conocer mas acerca de este premio

Hoy en dia la curiosidad de Leeuwnhoek y la pericia de Shimomura y colaboradores ha dado a la ciencia y a

nosotros los cientificos dos herramientas extremadamente importantes para el estudio y conocimiento de
diversos procesos celulares no solo en humanos, sino también en animales como abejas, plantas y hongos.
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Actividad 3. Con la informacién que has aprendido resuelve el siguiente crucigrama, ;Exito!

9
4
11 1
3 | | 1
6
5
12 8
| | 2
7] |
13 | 1
o] || I
PREGUNTAS

1 y 2.- Especie marina de la cual se aislo el compuesto fluorescente?

3.- ;Coémo le llamo al compuesto fluorescente?

4.- ;Qué color emite la pretina GFP?

5.- ¢Uno de los organismos que fueron observados al microscopio por primera vez?
6.- ;Luz que utilizan el microscopio de fluorescencia?

7.- (Sitio donde se puede localizar un gen en la célula?

8.- ;Componente basico de todos los seres vivos?

9.- (El padre de la microbiologia?

10.- ;Invento que ayudo a observar organismos muy pequeiios?

11.- ;Galardon que le dieron a los cientificos que descubrieron la proteina GFP?
12.- ;Organismo en cual se puede usar la proteina GFP?

13.- Es el insecto polinizador y productor de miel.
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CONCLUSION GENERAL

Las diferentes disciplinas cientificas que abordamos durante el desarrollo de este proyecto, nos ayudan a
hacer una investigacion mas a fondo y nos dan una visiéon mas amplia del tema. Es asi como se realizan
las grandes investigaciones en este fascinante mundo de la investigacion para tener resultados importantes.
El trabajo en equipo es mucho mejor, y es algo que promovemos en estos eventos de divulgacion.

La microcopia es una herramienta importante para muchas disciplinas cientificas, por no decir todas. Nos
permite observar con detalle lo que nuestros ojos muchas veces no alcanzan a ver.

Y el cuidado de las abejas por el gran aporte al ecosistema del planeta es el mensaje que dejamos para este
proyecto.

SOBRE LOS AUTORES

Dra. Angela Ku Gonzalez

Soy Quimica Industrial egresada de la facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Auténoma de
Yucatan. Tengo una maestria en Energias Renovables y un doctorado en ciencias de la Educacion. Desde
la secundaria supe que queria ser quimica. Actualmente, soy responsable de los laboratorios de
microscopia y de histologia en CICY, donde tomo fotografias con los diferentes microscopios con varias
técnicas de iluminacién y también asesoro a los estudiantes para la preparacion y desarrollo de sus
experimentos.

Dr. Enrique Castaiio de la Serna

Estudié la carrera de Biologia en la Universidad auténoma de Baja California y me especialicé como
Doctor en Bioquimica y Biofisica en la Universidad de Rochester. Actualmente soy Investigador de la
Unida de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del CICY. Mi trabajo de investigacion se centra el
estudio de la estructura nuclear y su funcion en la regulacion genética.

Dra. Ileana Echeverria Machado

Estudie la licenciatura en Bioquimica en la Facultad de Biologia de la Universidad de la Habana. Me
especialice como Doctor en Biotecnologia Vegetal en el CICY. Actualmente mi trabajo de investigacion
se centra en la interaccion que existe entre las Planta y el ambiente que les rodea.

Dra. Alma Laura Rodriguez Pifia

Estudie la licenciatura de Quimico Farmacéutico Bidlogo en la Universidad Autéonoma de Zacatecas. Me
especialice como Doctor en Biologia Molecular de Plantas y Hongos en el Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnologica (IPICYT). Actualmente trabajo con el Hongo Ustilago maydis el
cual produce el muy conocido y delicioso “Huitlacoche”.

Biol. Delia Mariela Moreno

Trabajo como Docente investigador en el Departamento de Biologia de la Universidad Nacional autébnoma
de Honduras en el Valle de Sula UNAH-VS. Estudi¢ la Licenciatura en Ciencias Biologicas en la
Universidad Nacional Autéonoma de Honduras-UNAH. Actualmente estudio la maestria en Ciencias
Biologicas Opcion Bioquimica y Biologia Molecular en el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan.
Mi tesis de maestria se centra en evidenciar como influye la alimentacion sobre la fertilidad de abejas sin
aguijon(meliponas).

Br. Rodrigo Carrillo Solis

Soy de Mérida, Yucatan. Estoy estudiando el décimo semestre de la carrera de ingenieria en biotecnologia
en la Universidad Auténoma de Yucatin (UADY). Desde pequefio me ha gustado la biologia y la
medicina. Cuando era nifio me encantaba ver Discovery Chanel y mi padre me regalaba libros de
dinosaurios. Cuando inici€¢ la universidad me encantaba mucho la biologia y biologia celular, mis maestros
me ensefiaron las bases de todo. En mi servicio social me dedique a la extraccion de aceites esenciales con
propiedades antidiabéticas, utilizando métodos de laboratorio para su obtencion. Para mi fue muy
importante esto debido a que pude aportar a la biisqueda de un tratamiento alternativos para tratar esta
enfermedad. Actualmente me encuentro realizando mi trabajo de tesis, el cual estd enfocado a la
transformacion de las especies Arabidopsis thaliana y Nicotiana benthamiana en el Centro de
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Investigacion Cientifica de Yucatan. Siempre me han gustado las plantas y me gustaria siempre saber un
poco mas de ellas. Nunca se termina de aprender.

Br. Citlalli Salcedo Jiménez

Soy del estado de Tabasco y actualmente me encuentro estudiando el noveno semestre de la carrera de
Ingenieria en Biotecnologia en la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY). La Ingenieria en
Biotecnologia es una disciplina que combina los conocimientos desarrollados por ciencias como la fisica,
la quimica, la biologia, la bioquimica, la microbiologia, la genética, la bioinformatica. Su principal
enfoque es utilizar seres vivos para crear nuevos productos (medicinas, cosméticos, alimentos, etc.) o
mejorar procesos ya sean naturales o industriales. Desde muy pequeiia me interesé mucho en la ciencia,
especialmente en el area de la biologia y quimica. Siempre me ha gustado conocer acerca de los seres
vivos, asi como procesos relacionados con la vida. Ahora, me encuentro tomando un entrenamiento en el
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY). Estoy aprendiendo sobre técnicas de microscopia
y tinciones de tejidos vegetales y animales, de forma especifica, me encuentro trabajando con abejas de
las especies Mellifera y Melipona.

GLOSARIO

e Abeja: Insecto de unos 15 mm de largo, de color pardo oscuro y con vello rojizo, con dos pares de
alas transparentes cruzadas de nervios; vive en colonias. Produce la cera y la miel.

e Apis mellifera: Especie de abeja melifera originaria de Africa, Europa y del Medio Oriente. Las razas
europeas han sido ampliamente introducidas en las Américas, Asia, Australasia y el Pacifico. Las razas
africanas han sido introducidas en Sudamérica y se han expandido en toda Centroamérica y en los
Estados Unidos.

e Cera: Sustancia que segregan las obreras por unas de sus glandulas; la recogen, y las abejas cereras la
moldean con sus mandibulas y van construyendo el panal.

e Criostato: también conocido como criotomo, es un microtomo de congelacion que se utiliza para
cortar rebanadas de material congelado, se encuentra en el interior de una cdmara fria.

o Fluorescencia: La fluorescencia es el fenomeno donde la absorcion de luz de una longitud de onda
dada por una molécula es seguida por la emision a longitudes de onda mas largas (visible).

e  GFP: Green fluorescent Protein.

e Haz de electrones: Corriente de electrones (particulas pequefias con carga negativa que se encuentran
en los atomos).

e Hematoxilina y eosina: Método de tincion de rutina en histologia y citologia. Es una tinciéon basada
en dos etapas, la primera una tincioén nuclear por un colorante basico (hematoxilina y la segunda, una
tincidn citoplasmatica por un colorante xantenico acido (eosina).

o Lamelas: Es una capa muy delgada de la cuticula la cual tiene una forma parabdlica, esta forma parte
del integumento el cudl es el limite protectora.

e  MEB: Microscopio Electronico de Barrido.

e Melipona Beecheii: llamada en maya xunan kab (la sefiora abeja), también llamada jicote o jicota en
otras partes de Mesoamérica, es un insecto himenoptero, de la tribu Meliponini de abejas sin aguijon.
Esta especie fue cultivada en la peninsula de Yucatan desde la época precolombina por los mayas.

e  Microscopio: Instrumento que permite observar objetos demasiado pequefios para ser percibidos a
simple vista.

e  Miel: Es definida por el c6digo alimentario como la sustancia dulce, no fermentada, producida por las
abejas del néctar de las flores o de las secreciones sobre o de las plantas vivas; que ellas recolectan,
transforman y combinan con sustancias especificas y que finalmente almacenan y maduran en los
panales.

e Polen: Sustancia delicado en polvo que producen las células masculinas de las plantas en flor. Es
recogido por las abejas como fuente de alimento.

e Polinizacion: El traslado del polen de las anteras de una flor al estigma de la misma flor o de otras.

e Propdleo: Resina de la planta recogida por las abejas meliferas y usada para sellar las hendiduras y
brechas de sus colmenas.

e SEM: Scanning Electron Microscope.

e TFML: Tissue Freezing Medium Leica.
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e UV-vis: Ultra violeta visible.
e  Xunan kab: Abeja Melipona beecheii.
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