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Resumen

En abejas sin aguijon con determinacion trdéfica de la casta reina el tiempo de
desarrollo de las reinas es méas prolongado y al momento de emerger son de mayor
tamafo que las obreras. En insectos un factor proximal mediante el cual se producen
diferencias en el tiempo del desarrollo es la cantidad de alimento que reciben los
individuos durante su fase larvaria; sin embargo, esto aun no habia sido documentado
en abejas sin aguijon. Ademas, es posible que exista relacion entre el tamafio de las
reinas y su potencial reproductivo. El objetivo del trabajo fue determinar si la cantidad
de alimento larval es un factor causante de diferencias en el tiempo de desarrollo,
tamafo corporal y potencial reproductivo en reinas virgenes de S. pectoralis criadas in
vitro. En el presente estudio se criaron reinas in vitro utilizando como tratamientos 3
niveles de alimento larval (86, 94.6 y 98.9ul). Se evalué el tiempo de desarrollo en
dias a partir de la fecha del traslarve. El tamafio corporal se evalué considerando cinco
variables morfomeétricas. El potencial reproductivo fue evaluado de manera indirecta
comparando el tamafio y peso fresco del abdomen. Ademas, se utilizaron 20 reinas
virgenes de las que se colectd6 hemolinfa para la deteccion y evaluacion de la
concentracion relativa de vitelogenina; lo cual fue asociado al tamafio del abdomen de
las mismas. Se observaron diferencias significativas en el tiempo de desarrollo y
tamano corporal (P<0.05), lo cual coincide con lo reportado en trabajos previos, donde
se ha observado que las diferencias en el tiempo de desarrollo estan asociadas al
tamafo de los individuos y éste a su vez es mediado por la cantidad de alimento
durante la fase larval. En el tamafio abdominal se observaron dos patrones en las reinas
criadas in vitro (abdémenes pequefios y grandes). Ademas, en 4 reinas naturales se
observo que la concentracion relativa de vitelogenina se incrementé conforme al
tamafio abdominal. En conclusion, la cantidad de alimento larval tuvo en efecto sobre el
tamafio corporal y tiempo de desarrollo en reinas de S. pectoralis criadas in vitro. Sin
embargo, el efecto del alimento larval sobre el potencial reproductivo no fue

concluyente en este trabajo.

Palabras clave: Reina virgen, Alimento larval, Tiempo de desarrollo, Scaptotrigona

pectoralis, Reproduccion, Castas.



Summary

Development time on queen caste of stingless bees with trophic determination is
longer; at emergence the queens are bigger than workers. The differences on
development time could be generated by larval food on larval phase; however, this
aspect has not been documented on stingless bees yet. Furthermore, the possible the
relation between queen's body size and reproductive capacity has not been explored
yet. The aim of this study was to determine if larval food is a factor that induces
differences on development time in queens of Scaptotrigona pectoralis rearing in vitro.
In this study we used three treatments; the queens was rearing with three levels of
larval food (86, 94.6 y 98.9ul). Development time was evaluated in days since the
traslarve date. We determine the body size with 5 morphometric variables. In order to
evaluate the reproductive potential in queens reared in vitro we weigth the fresh
abdomens. In addition, 20 virgin queens were used, from which hemolymph was
collected for the detection and evaluation of the relative concentration of vitellogenin;
which was associated with abdominal size. Results on this study indicate significant
differences on development time and body size between treatments (P<0.05). Previous
studies agree with that; records indicate that body size and development time are
associated. The body size depends of amount of larval food. Also, we found two
patters of abdominal size (small and big abdomens). In addition we observed that
concentration of vitellogenin increased jointly to abdominal size in 4 natural queens. In
conjunct, our data suggest differences in development time and body size caused by

larval food. The effect of larval food on the reproductive potential is not clear.

Keywords: Gyne, Larval food, Development time, Scaptotrigona pectoralis,

Reproduction, Caste.
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1. Introduccién

En insectos, el tamafio corporal esta asociado al éxito reproductivo de las hembras
(fecundidad) mientras que, en machos se asocia a su capacidad de apareamiento
(Badyaev, 2002; Jarosik y Honek, 2007; Teder, 2014). Estudios realizados en insectos
demuestran que el tamarfio corporal de un individuo generalmente es proporcional a la
duracion de su desarrollo. Por otra parte, Blanckenhorn (2007), menciona que extender
el tiempo de desarrollo es una estrategia mediante la cual los individuos pueden

incrementar su tamarfio corporal y obtener ventajas reproductivas.

Un mecanismo proximal mediante el cual se producen diferencias en el tiempo de
desarrollo de insectos holometabolos es la cantidad de alimento que reciben los
individuos durante la fase larvaria (Aradjo et al., 2012). En abejas sin aguijon
pertenecientes a la tribu Meliponini, se ha observado que el sistema endocrino
reacciona a estimulos trofogénicos capaces de inducir diferencias durante el desarrollo
pre-imaginal (Hartfelder, 1987). Por ejemplo, la cantidad de alimento proporcionado a
larvas femeninas de Scaptotrigona depilis (que se desarrollan como obreras o reinas)
se asocia fuertemente con el tamafio corporal, aunque se desconoce su relacion con el

tiempo de desarrollo (Menezes et al., 2013).

En estudios previos se ha reportado que pueden surgir reinas de celdas de tamafio
normal, estas reinas ingieren menos alimento como larvas y son de menor tamafio
(Ribeiro et al., 2006). En algunas especies de meliponinos se ha demostrado que el
tamafo corporal de la reina es importante, ya que, reinas pequefias ponen menor
cantidad de huevos que reinas de mayor tamafio (Ribeiro y Alves, 2001). Por lo tanto,
es posible que exista algun tipo de compensacion (trade-off) entre tiempo de
desarrollo, tamafio corporal y capacidad reproductiva. De ser asi reinas que reciben
mayor cantidad de alimento larval, pueden tardar mas en desarrollarse, pero pueden
obtener la ventaja de una mayor capacidad reproductiva que reinas que reciben menos

alimento larval pero que se desarrollan a mayor velocidad.

Ademas, Gonzalez-Acereto (2008), reportd las reinas de S. pectoralis son de mayor
tamafo al momento de emerger que las obreras y tienen un tiempo de desarrollo méas

largo. En esta especie el destino de la casta de la larva se determina por la cantidad de



alimento que es proporcionado a las celdas reales por las obreras adultas (Michener,
2007). Por las consideraciones anteriores se asume que el alimento larval pudiera ser
un factor causante de las diferencias en el tiempo de desarrollo, tamafio corporal y

caracteristicas reproductivas de esta especie.

Por otra parte, las abejas sin aguijon constituyen el grupo méas diverso de abejas
eusociales y juegan un papel importante como polinizadoras de la vegetacion nativa.
Su funcidn ecoldgica es esencial para la existencia de plantas cultivables y silvestres en
regiones tropicales de América. Con la finalidad de desarrollar estrategias eficaces de
conservacion se han realizado estudios relacionados con la crianza de reinas in vitro
(Faustino et al., 2002; Menezes et al., 2013; Dos Santos et al., 2016). Sin embargo, se
necesita informacion adicional sobre los factores que afectan a la biologia reproductiva
de los individuos criados artificialmente. El presente trabajo tuvo como objetivo
evaluar el efecto de la cantidad de alimento larval proporcionado in vitro a larvas
femeninas de S. pectoralis sobre el tiempo de desarrollo, tamafio corporal y potencial

reproductivo.



2. Marco tedrico

2.1 Generalidades de la tribu Meliponini

De acuerdo a su clasificacion taxondmica, la Tribu Meliponini (abejas sin aguijén) se
ubica dentro de la familia Apidae, subfamilia Apinae. Con mas de 500 especies (y 100
probablemente que no han sido descritas), constituye el grupo méas grande y diverso de
abejas altamente eusociales (Michener, 2013). Los meliponinos se encuentran
distribuidos Unicamente en las zonas tropicales y subtropicales alrededor del mundo
(Nogueira-Neto, 1997; Rasmussen y Cameron, 2010). En é&reas tropicales los
meliponinos son las abejas mas comunes y juegan un papel importante como
polinizadores de la vegetacion nativa, lo cual, representa una funcidn ecoldgica
esencial para la existencia de plantas cultivables y silvestres (Roubik,1995; Slaa et al.,
2006).

Al igual que otras colonias de insectos eusociales, los meliponinos dependen de
actividades cooperativas y estdn conformadas en su mayoria por obreras que se
encargan del acopio de recursos, labores de construccion, alimentacion de la reina y
larvas; mientras que los machos cumplen la funcion reproductiva masculina. Las
abejas pertenecientes a la Tribu Meliponini tienen caracteristicas distintivas que
difieren de otras Apidae corbiculadas; el aguijon se encuentra atrofiado en reinas y
obreras, la venacion de las alas es reducida, el basitarso posterior es mas delgado en la
base, carece de auricula, y la tibia posterior de la obrera tiene un peine de setas rigidas

conocido como penicillum (Michener, 2007; Barth et al., 2008).

En colonias de abejas sin aguijon se ha observado que la produccion de reinas virgenes
se correlaciona positivamente con la cantidad de polen almacenado (Van Veen et al.,
2004). En los géneros con determinacion trofica de la casta reina el reemplazo de una
reina fisiogastrica (por pérdida) depende de la presencia de celdas reales o reinas
virgenes jovenes. Normalmente s6lo un nimero reducido de reinas virgenes son
viables. Es por ello que el sistema de produccion constate de reinas virgenes minimiza
el riesgo de la perdida irreversible de la reina (Engels et al., 1990). En ese sentido, la
crianza in vitro es forma eficiente de obtener un gran nimero de reinas virgenes en

abejas sin aguijon con determinacion tréfica de la casta reina. Ademas, bajo



condiciones adecuadas se pueden producir reinas de manera masiva; por lo que, la
produccion de reinas in vitro puede ser Util para los esfuerzos de multiplicacion de

colonias (Menezes et al., 2013).

2.2 Determinacion de castas

En la tribu Meliponini el aprovisionamiento de alimento para las larvas es de forma
masiva. El alimento larval consiste en provisiones semiliquidas, compuesta de polen,
secreciones de las glandulas hipofaringeas y néctar o miel (Menezes et al., 2007). Las
celdas de cria se construyen verticalmente y la reina oviposita encima del alimento
larval que las obreras aprovisionan previamente, posterior a la puesta del huevo las
obreras cierran las celdas de cria. En meliponinos no existe contacto entre larvas y
adultos; las celdas de cria sélo se abren cuando emergen las abejas al final de su
desarrollo (Hartfelder y Engels, 1989; Menezes et al., 2007; Michener, 2007). El
alimento se encuentra disponible para la larva después de que eclosiona; ésta flota
sobre el alimento, la capa liquida se consume antes de que la larva en desarrollo
alcance el material mas sélido. Por lo tanto, cualquier diferencia cuantitativa podria
estar relacionada con el desarrollo de los adultos emergentes, ya que, con mas alimento

la larva pasa mas tiempo en la capa liquida (Velthius, 1976; Michener, 2007).

Las colonias de abejas sin aguijon estan compuestas por individuos de ambos sexos
(machos y hembras) y de dos castas (reinas y obreras). Se conocen dos sistemas de
determinacion de castas en Meliponini; el primero dado por factores troficos y el
segundo por factores trofogenéticos (Michener, 2007). En el primer sistema se produce
un numero reducido de reinas y la arquitectura del nido de cria tiene panales
horizontales separados por pilares; en los margenes de estos, las obreras
ocasionalmente construyen celdas reales de mayor tamafio, y estas celdas se abastecen
con cantidades mas grandes de alimento larval, generalmente el doble o el triple de la
cantidad depositada en celdas normales. La larva femenina en una celda real puede
sobrealimentarse y desarrollarse como reina como consecuencia del consumo de

grandes cantidades de alimento. Hartfelder et al. (2006), menciona que el comienzo de



la metamorfosis es retrasado y el tiempo total de desarrollo de las reinas es mas largo

en comparacion con el de las obreras.

En especies cuya distribucion de celdas es en racimo, como el caso del género
Frieseomelitta, no hay construccién anticipada de celdas reales; en este caso, las
obreras fusionan dos celdas contiguas y una larva de mayor edad puede romper la
celda de otra e ingerir el alimento almacenado en esa celda y desarrollarse como reina.
Ademas, en este género las obreras pueden construir una celda auxiliar que contiene
Unicamente alimento larval. Las celdas entonces se unen y la larva consume las
provisiones en su propia celda asi como en la auxiliar, produciendo una reina (Faustino
et al., 2002; Michener, 2007).

El segundo sistema esta dado por factores trofogenéticos, y es encontrado en el género
Melipona. En este género todas las larvas reciben la misma cantidad de alimento larval
y se ha sugerido el control individual del destino de castas, esto basado en el hecho de
que las reinas y obreras son del mismo tamafio y son criadas a partir de celdas
idénticas (Wenseleers et al., 2004). Sin embargo, algunos autores han argumentado en
contra de la libre determinacién, y han sefialado posibles influencias sociales o
ambientales. La principal evidencia de tales influencias es que la produccion de reinas
en Melipona no es constante, sino que esta influenciado en cierta medida por factores
estacionales y la cantidad de alimentos introducidos en cada celda (Moo-Valle et al.,
2001; Wenseleers et al., 2004). Asimismo, Kerr (1950), sugirié que la determinacion
de castas en la Melipona se rige por un sistema de dos alelos de dos loci, en el que
solamente las hembras dobles heterocigotas se desarrollan como reinas; por lo que el
25% de las hembras en colonias de Melipona se podrian desarrollar como reinas. Sin
embargo, de forma natural la proporcion potencial de reinas rara vez se cumple
(Wenseleers et al., 2004).

De manera excepcional en algunas especies de abejas sin aguijon diferente a Melipona
pueden surgir reinas a partir de celdas de obrera. Estas reinas ingieren menos alimento
como larvas y son de menor tamafio por lo que son llamadas reinas "miniatura” o
"enanas". Aunque en algunas especies de abejas sin aguijén se produce una gran
cantidad de reinas miniatura, se ha reportado que solo un pequefio porcentaje de ellas

son capaces de aparearse y encabezar colonias (Ribeiro, 2004). En una revision sobre



reinas virgenes miniatura de Plebeia remota realizada por Ribeiro (2004), propuso que
las reinas virgenes miniatura eran menos exitosas que las normales, ya que, como
ocurre con Schwarciana quadripunctata existe la posibilidad de que sean eliminadas
"selectivamente” por las obreras, ademas de su menor probabilidad de apareamiento
inducido por machos discriminantes y su reducida capacidad para efectuar el vuelo
nupcial. Sin embargo, se observo que después del apareamiento, las reinas P. remota
normales y miniatura parecen tener las mismas oportunidades de reemplazar a las
reinas de una colonia. Esto indica que el tamafio, en esta especie, no esta relacionado

con la seleccién de la reina (Ribeiro et al., 2006).

También se han estudiado los aspectos de la capacidad de puesta de huevos y la
fecundidad. En el caso de S. quadripunctata, las reinas miniatura parecen tener una
menor capacidad para poner huevos, probablemente porque tienen una cantidad menor
de ovariolos que las reinas de tamafio normal. No obstante, en P. remota, las reinas
miniatura y normal ponen cantidades similares de huevos (Ribeiro et al., 2006). En ese
estudio no encontraron una correlacion significativa entre la tasa de oviposicion y las
variables morfométricas lo que demostré que en esa especie el tamafio de la reina
tampoco esta relacionado con su capacidad de postura. Esto se ve reforzado por el

hecho de que el nimero de ovariolos es el mismo en reinas de diferentes tamafos.

Por otra parte, en S. quadripunctata se ha reportado que existe una correlacion fuerte
entre el tamafio de las reinas y el tamafio de los huevos. Esto podria tener como
consecuencia la produccion de individuos mas pequefios, a menos que la cantidad de

alimento disponible para su desarrollo sea grande (Ribeiro y Alves, 2001).

2.3 Regulacién hormonal de la determinacion de castas

En meliponinos la cantidad y/o calidad de alimento larval se asocia a diferencias
fisioldgicas que afectan el desarrollo y morfologia de las larvas. El sistema enddcrino
desempefia una funcion integrativa y la informacion generada por una sefial quimica se
transmite a todos los tejidos y células de forma coordinada para sincronizar e integrar

el desarrollo de las estructuras morfolégicas segmentarias y los Organos internos



durante la metamorfosis. En insectos sociales, la expresion de las caracteristicas
especificas de cada casta estd controlada por la hormona juvenil (HJ) y los
ecdisteroides, que son producidos por la corpora allata y glandula protoracica
respectivamente (Hartfelder, 1987; Hartfelder et al., 2006).

En abejas sin aguijon el papel de la HJ ha sido ampliamente explorado en el desarrollo
de castas mediante la aplicacion de andlogos de HJ. En Scaptotrigona dichos
experimentos demuestran la existencia de un periodo de sensibilidad a la HJ en la fase
de hilado del capullo en el daltimo instar larval para el desarrollo de la casta reina u
obrera (Fig. 1) (Hartfelder, 1987; Hartfelder y Rembold, 1991; Hartfelder et al., 2006).

En S. postica, Hartfelder (1987), observo que la sintesis de HJ por la corpora allata
durante el pendltimo y Gltimo instar larvario es de 30 a 80% mayor en reinas que en
obreras. La sintesis tardia de HJ en larvas de S. postica demuestra un patron de
actividad de la corpora allata responsable de la regulacion de la metamorfosis. Al final
del periodo de alimentacion, las larvas destinadas a convertirse en reinas
aparentemente no disminuyen el nivel de actividad de la corpora allata tan
rigidamente como las larvas de las obreras. En la fase de hilado inicial, las larvas de
reina reanudan la sintesis de HJ mas rapidamente y con mayor frecuencia que las

larvas de las obreras.

La modulacién pronunciada a corto plazo resultante de la sintesis de HJ justo antes de
una ventana temporal de susceptibilidad a la HJ, muestra que se construye una sefal
hormonal, cuando se ha tomado una via de desarrollo polimorfico (obrera o reina)
(Hartfelder, 1987). Ademas, durante el estadio pre-pupal y pupal de S. postica el titulo
de ecdisteroides es mucho mas alto en reinas que en obreras. El titulo de ecdisteroides
en la fase de pupa, es un factor regulador importante para la pigmentacion de la
cuticula de la abeja adulta. Probablemente también para otros programas
morfogenéticos llevados a cabo en el periodo pupal de metamorfosis (Hartfelder et al.,
2006). En M. quadrifasciata, se observé que los ecdiesteroides juegan un papel en la
programacion especifica de casta en la fusion de los ganglios abdominales (Hartfelder
et al., 2006).
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Figura 1.- Efecto de la alimentacion larval en la sintesis de hormona juvenil (HJ) en periodos

de sensibilidad y después del 5° instar larval.

Ademas, Cardoso-Junior et al. (2017), identificaron una interaccién inhibitoria entre el
factor endocrino sistémico de la HJ y la vitelogenina, lo cual resulta fundamental para
la reproduccién de insectos; ya que la vitelogenina es una proteina que representa el
principal parametro de la fertilidad femenina (Engels y Engels, 1977).

El titulo de vitelogenina en la hemolinfa ha sido profundamente investigado en abejas
meliferas, pero s6lo preliminarmente en abejas sin aguijon. Estudios en S. postica y M.
quadrifasciata demuestran que las reinas adultas tienen un titulo de vitelogenina
mucho mayor que las obreras (Hartfelder et al., 2006). La hemolinfa de las abejas
recién emergidas (reinas y obreras) no contiene vitelogenina en esta etapa pueden ser
consideradas como infértiles. La sintesis de vitelogenina comienza en las hembras con
mas de cinco dias de edad. El titulo de vitelogenina luego aumenta rapidamente y se
puede decir que las abejas estan en una fase subfértil. La fase fértil comienza hacia el
final de la segunda semana de vida del imago y se caracteriza por un marcado aumento
en el tamafio de los ovarios. Las reinas se vuelven fisiogastricas y su peso corporal

aumenta considerablemente (Engels y Engels, 1977).

En otras abejas sociales se ha observado una relacion positiva entre la vitelogenina y la
longevidad en la casta de la reina. La fecundidad y longevidad de la reina permiten que
las colonias se desarrollen hasta un tamafio donde la produccion de individuos
reproductivos y la reproduccién de la colonia (enjambre) son posibles. Se ha

documentado que la vitelogenina afecta la longevidad de las abejas mediante la



captacion de radicales libres. De este modo, la resistencia al estrés oxidativo de una
abeja se asocia positivamente con su nivel de vitelogenina. El descubrimiento de esta
relacion sugirié que se podrian explicar los diferentes patrones de longevidad de las

abejas y de las castas (Harwood et al., 2017).

En insectos la vitelogenina es sintetizada por los ovarios y los cuerpos grasos. Los
cuerpos grasos funcionan principalmente en la inmunidad, sintesis de proteinas y
almacenamiento de nutrientes. Durante el ciclo reproductivo femenino la tasa de
produccion de vitelogenina por los cuerpos grasos es coordinada por los ecdisteroides
y la HJ. Se requiere una sefial ecdisteroide para que las células de los cuerpos grasos
puedan sintetizar la vitelogenina a niveles elevados, mientras que la HJ modula la
velocidad de produccion. La sintesis de vitelogenina, la captacion ovérica y la
maduracion de ovocitos, son procesos altamente condicionados a la disponibilidad
suficiente de nutrientes (Guidugli et al., 2005; Amdam et al., 2011; Harwood et al.,
2017).

2.4 Tiempo de desarrollo y aptitud reproductiva

La diferencia en el tiempo de desarrollo entre machos y hembras es uno de los
principales mecanismos proximales para producir el dimorfismo sexual del tamafio
(DST) en insectos (Teder, 2014). El fendmeno del DST se define como la diferencia en
tamafo corporal medio entre macho y hembra dentro de una misma especie.
Tipicamente se supone que el tiempo de desarrollo y el dimorfismo sexual son rasgos
que estan correlacionados positivamente. La fecundidad o éxito reproductivo femenino
en insectos se encuentra mas estrechamente relacionada con el tamafio corporal que los
componentes principales del éxito reproductivo masculino, en particular su capacidad
de apareamiento (Jarosik y Honek, 2007). Las hembras de la mayoria de las especies
de abejas estan adaptadas para la busqueda de alimento y cuidado de la cria; tienen
estructuras para la recoleccion y transporte de polen, ademas de adaptaciones
morfoldgicas para la construccion del nido. Los machos, por el contrario, contribuyen
muy poco, 0 nada, en la construccién del nido y cuidado de la cria. A su vez, carecen
de estructuras asociadas para la colecta de polen, y su morfologia y fisiologia esta

adaptada para detectar y asegurar hembras para el apareamiento (Stewart, 2016).



Un enfoque cuantitativo para evaluar la posible capacidad reproductiva de los
individuos, radica en comparar la masa o la dimension de los mismos, ya que, en
insectos el tamafio corporal es generalmente proporcional a la duracion del desarrollo
(Teder, 2014). En la abeja sin aguijon S. postica se realizaron analisis discriminantes
entre sexos y castas y se detectaron cuatro caracteres morfolégicos con un maximo
potencial distintivo para casta y sexo: longitud del escapo de la antena, ancho del
segundo tergito abdominal, longitud del mesonoto en el torax y ancho de la cabeza
(Hartfelder y Engels, 1992).

En las abejas sin aguijon los ciclos de desarrollo han sido poco estudiados. La duracion
total del desarrollo tan s6lo es conocida para pocas especies principalmente en obreras
pero no en individuos sexuados (Nates-Parra et al., 1989). Se ha observado que el
tiempo de desarrollo es variable entre especies; sin embargo, de manera generalizada
comprende los estadios de: huevo, larva, pre-pupa, pupa y adulto o imago (Michener,
2007). Como en la mayoria de los himendpteros, los huevos de abejas que se han
fertilizado se desarrollan en hembras; los que no se fertilizan se convierten en machos.
El sexo esta controlado por alelos principalmente el loci complementario de
determinacion sexual (CSD) del cual existen mdltiples alelos. La heterocigosis o

hemicigosis en el gen CSD determina la feminizacion de la larva (Michener, 2007).

En Scaptotrigona las reinas son criadas en celdas de cria mas grandes llamadas celdas
reales, mientras que los machos y las obreras se crian en celdas mas pequefas. Las
celdas reales se suministran con mas alimento larval que las celdas de obreras y
machos (Cruz-Alves y Cruz-Landim, 2002; Menezes et al., 2013). Gonzalez-Acereto
(2008), menciona que en S. pectoralis el tiempo de desarrollo de las reinas es mas
largo que el de obreras y machos y al momento de emerger las reinas son de mayor

tamafio que las obreras y que los machos (Fig. 2).
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Figura 2.- Obrera (izquierda) y reina (derecha) de S. pectoralis (Fotografia por Quezada-
Euén).

Ademas, en reinas de S. postica criadas in vitro se ha observado que el tamafio
corporal estd influenciado por la cantidad de alimento consumido por las larvas
(Menezes et al., 2013). Sin embargo, no se ha medido con exactitud el tiempo de
desarrollo de reinas respecto a obreras y machos en géeneros de meliponinos distintos a

Melipona, aungue se piensa que es mayor (Wille 1983; Gonzéalez-Acereto; 2008).

3. Hipotesis

La cantidad de alimento larval es un factor causante de diferencias en el tiempo de
desarrollo, el tamafio corporal y el potencial reproductivo en reinas de S. pectoralis

criadas in vitro.

4. Objetivo general

Evaluar el efecto de la cantidad de alimento larval proporcionado in vitro a larvas
femeninas de S. pectoralis sobre el tiempo de desarrollo, tamafio corporal y potencial

reproductivo.
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4.1 Obijetivos especificos

I. Determinar si la cantidad de alimento larval es un factor causante de
diferencias en el tiempo de desarrollo en reinas virgenes de S. pectoralis

criadas in vitro.

Il.  Establecer si hay efecto de la cantidad de alimento larval sobre el tamafio

corporal en reinas virgenes de S. pectoralis criadas in vitro.

I11.  Establecer si el tamafio del abdomen es una caracteristica asociada a la sintesis

de vitelogenina en reinas virgenes de S. pectoralis criadas in vitro.
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Resumen

En las reinas de abejas sin aguijon con determinacion trofica el tiempo de desarrollo es
prolongado y al momento de emerger son de mayor tamafio que las obreras; un factor
proximal es la cantidad de alimento que reciben los individuos durante su fase larvaria.
El objetivo del trabajo fue determinar si la cantidad de alimento larval es un factor
causante de diferencias en el tiempo de desarrollo, tamafo corporal y potencial
reproductivo en reinas virgenes de S. pectoralis criadas in vitro. Las reinas se criaron
utilizando 3 niveles de alimento larval (86, 94.6 y 98.9ul). Se evaluo el tiempo de
desarrollo en dias a partir del traslarve. El tamafio corporal se evalud utilizando 5
variables morfométricas. El potencial reproductivo fue evaluado de manera indirecta
comparando el tamafio y peso del abdomen. Ademas, se utilizaron 20 reinas virgenes
para evaluar la concentracion relativa de vitelogenina. Se observaron diferencias
significativas en el tiempo de desarrollo y tamafio corporal; lo cual coincide con
trabajos previos cantidad de alimento se asocid al tamafio corporal y este a su vez es
proporcional al tiempo de desarrollo. En relacién al tamafio abdominal encontramos
dos patrones en las reinas criadas in vitro. En 4 reinas naturales la concentracion de
vitelogenina se increment6 conforme al tamafio abdominal. En conclusién, la cantidad
de alimento larval tuvo en efecto sobre el tamario corporal y tiempo de desarrollo en
reinas de S. pectoralis criadas in vitro. El efecto del alimento larval sobre el potencial

reproductivo no fue concluyente en este trabajo.

Palabras clave: Reina virgen, Alimento larval, Tiempo de desarrollo, Scaptotrigona

pectoralis, Reproduccion, Castas.
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Summary

Queens with trophic determination of stingless bees has a longer development time and
bigger size than workers; larval food on larval phase could be a proximal factor, but
has not been documented yet. The aim of this study was to determinate if larval food is
a factor that induces differences on development time in queens of Scaptotrigona
pectoralis rearing in vitro. In this study we used three treatments; the queens was
rearing with three levels of larval food (86, 94.6 y 98.9ul). Development time was
evaluated in days since the traslarve date. We determine the body size with 5
morphometric variables. In order to evaluate the reproductive potential in queens
reared in vitro we weigth the fresh abdomens. In addition, 20 virgin queens were used,
from which hemolymph was collected for the detection and evaluation of the relative
concentration of vitellogenin; which was associated with abdominal size. Results on
this study indicate significant differences on development time and body size between
treatments. Previous studies agree with that; records indicate that body size and
development time are associated. The body size depends of amount of larval food.
Also, we found two patters of abdominal size. In addition we observed that
concentration of vitellogenin increased jointly to abdominal size in 4 natural queens. In
conjunct, our data suggest differences in development time and body size caused by
larval food. The effect of larval food on the reproductive potential is not clear.

Keywords: Gyne, Larval food, Development time, Scaptotrigona pectoralis,

Reproduction, Caste.
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Introduccion

El tamafio corporal de los insectos generalmente es proporcional a la duracion de su
desarrollo. Asimismo, en hembras el éxito reproductivo (fecundidad) estd mas
relacionado con el tamafio corporal, mientras que, en machos el éxito reproductivo se
asocia a su capacidad de apareamiento (Badyaev 2002; Jarosik y Honek 2007; Teder
2014). En insectos holometabolos, un mecanismo proximal mediante el cual se
generan estas diferencias en el desarrollo es la cantidad de alimento que reciben los

individuos durante la fase larvaria (Araujo et al. 2012).

En S. pectoralis la determinacion de castas es trofica y el tiempo de desarrollo de las
reinas es mas largo; al momento de emerger son de mayor tamarfio que las obreras y los
machos. En especies con determinacion de castas trofica, las reinas se crian en celdas
reales y reciben mayor cantidad de alimento larval que machos y obreras (Roubik
2005). De forma similar a como ocurre en otros insectos, es probable que en
meliponinos la cantidad de alimento larval que se proporciona a los individuos tenga
un efecto sobre el tiempo de desarrollo. Se ha observado que el sistema endocrino
reacciona a estimulos trofogénicos capaces de inducir diferencias durante el desarrollo
pre-imaginal (Hartfelder 1987). Por ejemplo, la cantidad de alimento proporcionado a
larvas femeninas (que se desarrollan como obreras o reinas) en S. depilis se asocia
fuertemente con el tamafio corporal aunque se desconoce su relacion con el tiempo de

desarrollo (Menezes et al. 2013).

En muchas especies de meliponinos el tamafio corporal de la reina es importante, ya
que, reinas pequefias pueden poner menor cantidad de huevos que reinas de mayor
tamafo (Ribeiro y Alves 2001). Por lo tanto, es posible que exista algun tipo de
compensacion (trade-off) entre tiempo de desarrollo, tamafio corporal y capacidad
reproductiva. De ser asi reinas que reciben mayor cantidad de alimento larval, pueden
tardar més en desarrollarse, pero pueden obtener la ventaja de una mayor capacidad
reproductiva que reinas que reciben menos alimento larval pero que se desarrollan a
mayor velocidad. Conocer estos aspectos de la biologia reproductiva de abejas sin
aguijon permitira elaborar estrategias que permitan entender los diferentes sistemas

reproductivos existentes en esta Tribu.
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El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la cantidad de alimento
larval proporcionado in vitro a larvas femeninas de S. pectoralis sobre el tiempo de

desarrollo, tamafio corporal y potencial reproductivo.

Materiales y métodos

Area de estudio

El trabajo se Ilevd a cabo en el Departamento de Apicultura del Campus de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad Auténoma de Yucatan (CCBA-UADY),
ubicada en el kilobmetro 15.5 de la carretera Mérida-Xmatkuil, México. El clima de la

region es tropical con una temperatura promedio anual de 26.2°C (Marin et al. 2000).

Cria de reinas in vitro

Se emplearon 10 colonias de S. pectoralis alojadas en colmenas tipo T.I.G.B.A de 38
cm de largo, 12 cm de altura y 12.5 cm de ancho, de las cuales se extrajeron los
panales para la obtencion del alimento larval y larvas. Para la cria de reinas in vitro se
tomo6 como base la metodologia desarrollada por Menezes et al. (2013). Las colonias
fueron inspeccionadas cada 24 horas para monitorear la construccion de nuevos
panales, los cuales fueron necesarios para la colecta del alimento larval. Se requiri6 de
panales recién construidos ya que en ese momento los individuos se encuentran en fase
de huevo y aln no han comenzado a consumir el alimento. El huevo se retird de cada
celda y el alimento larval fue colectado con una micropipeta de 100ul y colocado en
tubos de microcentrifuga de 1.5ml (Eppendorf); mismo que fue homogenizado con un
agitador vortex. El alimento larval se colocd 30 minutos en el equipo de esterilizacion

con rayos UV para evitar la contaminacion con microorganismos.

El alimento larval se depositd en placas de acrilico tipo ELISA con pocillos de 1.08 cm
de didmetro y 0.7 cm de profundidad y se dejo sedimentar durante 24 horas a una
temperatura de 28°C y una humedad del 100%. El volumen de alimento larval
depositado en los pocillos varié de acuerdo a cada tratamiento, como se describe a
continuacion. En trabajos previos con S. pectoralis observaron que las reinas reciben

alrededor de (86 pL) de alimento larval, lo cual corresponde a 3 veces la cantidad de
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alimento depositada en celdas de obreras (28uL) (Gutiérrez et al. 2016). En el presente

trabajo se produjeron reinas con tres niveles de alimento:

I.  Reinas criadas con 86puL de alimento larval (cantidad promedio de celdas
reales naturales).
Il.  Reinas criadas con 94.6uL de alimento larval (10% mas de la cantidad de
celdas reales naturales).
1. Reinas criadas con 98.9uL de alimento larval (15% mas de la cantidad de

celdas reales naturales).

El incremento del 10% y 15% de alimento larval se seleccion6 tomando como base un
trabajo previo de Menezes (2013), donde se observd que el incremento de alimento
larval en esa proporcion provocé diferencias en el tamafio de reinas de S. postica. Para
determinar la edad de las larvas fue necesario monitorear la construccion de panales
periddicamente. Para obtener las larvas se colectaron panales con larvas de 24 horas de
edad (en periodo de alimentacion). La fecha apropiada para la colecta de las larvas se
determind por medio de la evaluacion de 50 celdas de cria de 5 colonias. Las celdas
fueron identificadas con un marcador Sharpie a partir del dia que la reina oviposit el
huevo, posteriormente se abrieron las celdas cada 24 horas; se observo que el 98% se

encontraba en fase de larva a partir del cuarto dia de desarrollo.

Cuando se encontraron panales con larvas de 24 horas, estos fueron retirados
completos cortando los conectivos y pilares del panal contiguo. Posteriormente fueron
transportados al laboratorio, donde se retird el opérculo de las celdas de cria con una
pinza de diseccion y cada larva fue transferida a los pocillos preparados previamente
con la cantidad exacta de alimento requerida para su desarrollo. Las larvas fueron
colocadas en la superficie del alimento larval en posicion horizontal, teniendo cuidado
de mantener la orientacion original observada en las celdas de cria, es decir, con los
espiraculos en contacto con el aire, para ello fue necesario utilizar una aguja para
traslarve la cual se introdujo de manera vertical a la pared de cada celda procurando
que primero hiciera contacto con el alimento y posteriormente con la larva. Una vez
transferidas las larvas de las celdas de cria a los pocillos de la placa de ELISA, ésta se
colocd en un recipiente con 70 ml de agua dentro de una bolsa de plastico sellada

herméticamente con el fin de mantener una humedad relativa del 90%, durante los 6
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dias posteriores al traslarve. En el séptimo dia se redujo la humedad a un 75%, para
ello se colocé 40 mg de NaCl en 70 ml de agua destilada creando una solucion de
saturada de sal. Se realizaron ensayos previos donde se monitoreo la humedad y
temperatura se monitoreo dentro de las bolsas por medio de un registrador de datos
(datalogger) marca Extech RHT10®.

Tiempo de desarrollo

El tiempo de desarrollo se registrd en dias a partir de la fecha del traslarve hasta la
emergencia del imago. Se realizaron observaciones cada 24 horas durante el desarrollo

de los individuos.
Tamaiio corporal

El tamafio corporal de los individuos se determiné por medio de 5 variables: ancho de
la cabeza (AC), longitud del escapo (LE), distancia intertegular (DIT), longitud del
mesonoto (LM), ancho del segundo tergito abdominal (AT) y longitud de ala anterior
(LA). Las variables seleccionadas contienen el maximo potencial distintivo de tamafio
corporal entre reinas (Fig. 3) (Hartfelder y Engels 1992; Bullock 1998).

Figura 3.- Variables morfométricas (1= Ancho de la cabeza, 2= Distancia intertegular, 3=
Longitud del mesonoto, 4= Longitud del escapo, 5= Ancho del segundo tergito del abdomen,

6= Longitud del ala anterior) (Figura modificada de Hartfelder y Engels, 1992).
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Para el montaje de los individuos fue necesario colocar la cabeza, el torax y el segundo
tergito abdominal en un portaobjetos con plastilina con el fin de mantener cada

estructura en su posicion.

Cada estructura fue fotografiada a un aumento de 2x en un microscopio estereoscéopico
marca Leica®. Se utilizo el software Image J (Image Processing and Analysis in Java)
version 15.1r para marcar las distancias entre puntos de cada variable y posteriormente

obtener la medida en escala milimétrica.
Potencial reproductivo

La dimension del abdomen se seleccioné para evaluar el potencial reproductivo
mediante la medicion del ancho del segundo tergito del abdomen (AT) y peso fresco
del mismo. En trabajos previos se ha sugerido que las diferencias en el tamafio
abdominal entre reinas y obreras, podrian estar indicando rasgos funcionales de castas,
como el estado de desarrollo de los 6rganos reproductores (Hartfelder y Engels 1992).
En algunos insectos se ha demostrado que la fecundidad aumenta con respecto a la
masa corporal (Leather 1988). El peso del abdomen se registr6 en miligramos; las
abejas recién emergidas fueron colocadas individualmente dentro de un tubo
Eppendorf y posteriormente pesadas en una balanza electronica de laboratorio
previamente calibrada, el tubo se taro previo al pesaje de las abejas. Ademas, se realiz
un andlisis de electroforesis en gel de acrilamida (SDS-PAGE) para determinar si el

tamafio del abdomen se encontraba asociado a la sintesis de esta proteina.

SDS-PAGE (Vitelogenina)

Para la cuantificacion de vitelogenina se utilizaron 20 reinas virgenes de 5 dias de edad
las cuales emergieron de celdas reales naturales y se mantuvieron en cajas de petri a
una temperatura de 28°C; 10 de las reinas fueron alimentadas con jarabe de azucar en
una proporcion de 2:1, y 10 fueron alimentadas con miel y polen con la finalidad de
descartar que la alimentacion después del desarrollo fuera un factor de confusién. Las
reinas de 5 dias fueron colocadas a -10°C en un congelador horizontal durante 40
segundos con la finalidad de reducir su metabolismo, posteriormente se colecto la

hemolinfa por el método de muestreo por la antena (Anexo 1) propuesto por Borsuk et
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al. (2017). Se colocé a la abeja en una superficie plana y se sostuvo por el torax
haciendo una leve presion con el dedo indice y pulgar, posteriormente con unas pinzas
entomoldgicas se separd una antena con un movimiento enérgico. Con el dedo indice
se presionod el abdomen con la finalidad de aumentar la presion de la hemolinfa y
dando lugar a la aparicién de una gota, a continuacion se coloc6 un microcapilar con
capacidad de 1 microlitro. Inmediatamente después de colectar la hemolinfa fue
transferida a un tubo Eppendorf de 0.2 ml y congelada a -20°C. La electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) se llevo a cabo tomando como base la metodologia
(Anexo 2) propuesta por Hartfelder et al. (2013), los geles se tifieron con Coomassie
Brilliant Blue y fueron escaneados e importados a Image J version 15.1r (Anexo 3y
4).

La cuantificacion de vitelogenina fue relativa y se realizé dividiendo el valor de la
banda de vitelogenina entre el valor de la banda de apo-liproteina. La mitad de las
muestras se analizaron en el Departamento de biologia celular y molecular y agentes
biopatogénicos de la Facultad de Medicina de Universidad de So Paulo en Ribeirdo
Preto. Las 10 muestras restantes se analizaron en el Laboratorio de Apicultura Tropical
del CCBA-UADY.

Analisis estadistico

Se empled la prueba de Shapiro-Wilk (Royston 1992), para evaluar la normalidad de
los datos y el test de Levene (Nordstokke et al. 2010), para comprobar la
homogeneidad de la varianza, para ambas pruebas se utiliz6 el programa estadistico
PAST version 3.20. Debido a que los datos no tuvieron una distribucion normal y las
varianzas no eran iguales se utilizd un andlisis de modelos lineales generalizados
(MLG) (Kung-Yee et al. 1986), y posteriormente el método de la diferencia minima
significativa (DMS) de Fisher para las variables de tiempo de desarrollo y tamafio
corporal (Day y Quinn 1989). Los analisis se llevaron a cabo con el programa

estadistico Statgraphics.

Por otra parte, se llevo a cabo un Analisis de Componentes Principales (ACP) para las
variables de tamario corporal con la finalidad de detectar aquellas que tuvieran mayor
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peso en la variacion de los datos (Jolliffe 2002), en el programa estadistico PAST

version 3.20.

Resultados

En total se obtuvieron 89 reinas virgenes criadas in vitro de las cuales 27
correspondieron al tratamiento de 86ul de alimento de alimento larval, 24 a 94.6ul y
38 al de 98.9ul. Ademas, se colectaron en total 20 reinas virgenes de 5 dias de edad de

colonias naturales las cuales fueron utilizadas para el anélisis de vitelogenina.
Tiempo de desarrollo

De acuerdo al MLG la cantidad de alimento larval tuvo efecto significativo (P<0.001)
sobre el tiempo de desarrollo de las reinas criadas in vitro. De acuerdo, al método de
DMS de Fisher las reinas criadas con 86ul y 94.6ul tuvieron tiempos de desarrollos

similares entre si y diferente a las criadas con 98.9ul (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Tiempo de desarrollo de reinas de S. pectoralis criadas in vitro.

Tratamiento 86ul (n=27) 94.6ul (n=24) 98.9ul (n=38)

Tiempo (dias) 39.4 + 0.66° 36.69 + 1.25° 43.50 % 1.26°

Las literales diferentes por columna indican diferencias estadisticamente significativas a
P<0.05.

Tamario corporal

La cantidad de alimento larval tuvo efecto significativo sobre las variables
morfométricas AC, LM, LA, DIT y AT en reinas criadas in vitro (P<0.001). No se

encontro efecto de la cantidad de alimento larval sobre LE (Cuadro 2).

De acuerdo al método de DMS de Fisher, en los tres tratamientos se observo que el
AC, LM y LA fueron similares para el tratamiento de 86ul y 94.6 pl y estas a su vez
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fueron diferentes al tratamiento de 98.9ul; siendo estas ultimas las de mayor tamafio en

estas variables. Las variables DIT y AT fueron diferentes para las reinas de 86pl y

similares para para las reinas criadas con 94.6ul y 98.9ul; siendo estas las de mayor

tamafio en estas variables.

Cuadro 2.- Variables morfométricas representativas del tamafio corporal en reinas de S.

pectoralis criadas in vitro.

Variables 86ul (n=27) 94.6ul (n=24) 98.9ul (n=38) Razon-F  Valor-P
Media+D.E. Media+xD.E. Media+D.E.
AC (mm) 2.34+0.13? 2.30+£0.112 2.37 £0.07° 7.55 0.00
LM (mm) 1.30+0.162 1.23+£0.10% 1.32 + 0.09° 6.5 0.00
LA (mm) 4.74+0.232 4.85+0.18% 4,97 £0.19° 8.20 0.00
DIT (mm) 1.61+0.08°  1.69+0.09° 1.73+0.07° 505 0.00
AT (mm) 1.21+0.15°  144+012° 154+0.25°  12.67 0.00
LE(mm) 1.10+005*  1.12+001*  113+0.01*  0.68 0.52

AC: ancho de la cabeza, LM: longitud del mesonoto, LA: longitud del ala anterior, DIT:

distancia intertegular, AT: ancho del segundo tergito abdominal, LE: longitud del escapo. Las

literales diferentes por columna indican diferencias estadisticamente significativas a P<0.05.

El ACP de las variables morfométricas revel6 que el componente principal 1 (CP1) y

el componente principal 2 (CP2) explican el 87.76% de la variacion de los datos

(Cuadro 3). El coeficiente de asociacion indico que las variables que explican la

variacion agrupada en el CP1 son AC, LM y LA. Ademas, se observo que el

coeficiente de asociacion (peso) de las variables individuales fue similar y con valor

positivo, por lo que se asocio con el tamarfio corporal.
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En el CP2 se observd que AT fue la variable con mayor peso con signo positivo
seguida de LM y AC los cuales tuvieron signo negativo (Cuadro 4). Es probable que
exista relacion alométrica en las variables del CP2. En el grafico de dispersion se

muestra la distribucion de los tratamientos en cada componente (Fig. 4).

Cuadro 3.- Valores propios y porcentaje de la varianza explicada por los primeros dos

componentes principales obtenidos de cinco variables morfométricas.

i Porcentaje de Porcentaje
Componente  Valor propio .
la varianza acumulado
1 0.041 48.87% 48.8%
2 0.026 38.89% 87.76%
3 0.005 7.76% 95.5%
4 0.003 2.51% 98.06%
5 0.001 0.96% 100%

Cuadro 4.- Coeficientes de asociacion de las 5 variables morfométricas obtenidos

mediante el analisis de componentes principales.

Variables AC LA DIT LM AT
Componente 1 0.301 0.791 0.231 0.379 0.292
Componente 2 -0.320 -0.047 0.133 -0.385 0.853

AC: ancho de la cabeza, LM: longitud del mesonoto, LA: longitud del ala anterior, DIT:
distancia intertegular, AT: ancho del segundo tergito abdominal, LE: longitud del escapo. Los

nameros en negritas indican los coeficientes con peso més alto dentro de cada componente.
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Figura 4.- Distribucion de los valores propios del componente principal 1 y componente
principal 2. El porcentaje de la varianza se sefiala entre paréntesis.

Potencial reproductivo

El peso fresco del abdomen fue diferente entre tratamientos (P<0.0001) (Fig. 5). Del
mismo modo se observé efecto de la cantidad de alimento larval sobre el AT (P=
0.000) (Fig. 6). De acuerdo al método de DMS de Fisher, las reinas criadas con 86l
fueron diferentes a las de 94.6ul y 98.9ul para ambas variables; siendo estas ultimas

las mas grandes y pesadas.
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Figura 5. Peso fresco del abdomen (mg) en reinas criadas in vitro con 86 pl, 94.6 pl y 98.9 pl

de alimento larval. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
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Figura 6.- Ancho del segundo tergito del abdomen (AT) en reinas criadas in vitro con tres

niveles de alimento larval.

significativas.

Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
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Analisis de vitelogenina (SDS-PAGE)

Se detecto vitelogenina 4 de las 20 muestras de hemolinfa que se analizaron (Fig. 7 y
8). Se calculd la concentracion relativa y se observo si existia alguna asociacion con el

tamafo del abdomen (AT) (Fig. 9).
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Figura 7.- Patron de proteinas en la hemolinfa de reinas de S. pectoralis en gel de
poliacrilamida 5% (SDS-PAGE). Columna 1: marcador de peso molecular 70-250 kDa,
columna 2: nodriza de Apis mellifera (control), columna 3-10: reinas virgenes de S. pectoralis

de 5 dias.
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Figura 8.- Patron de proteinas en la hemolinfa de reinas de S. pectoralis en gel de

poliacrilamida 5% (SDS-PAGE). Columna 1: nodriza A. mellifera (control), columnas 2-10:

reinas virgenes de S. pectoralis de 5 dias.
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Figura 9.- Concentracion relativa de vitelogenina y ancho del segundo tergito (AT) en mm de
reinas virgenes de colonias naturales de S. pectoralis.

Discusion

Los resultados del presente trabajo mostraron que la cantidad de alimento larval
proporcionada in vitro es un factor que ocasiona diferencias en el tiempo del desarrollo
en reinas S. pectoralis. Los hallazgos encontrados, coinciden con trabajos previos
donde se ha sugerido que la duracién del desarrollo pre-imaginal en abejas sin aguijon
con determinacion trofica de la casta reina depende del mayor suministr6 de alimentos
durante la fase larval (Camargo 1992). Estas variaciones en el tiempo de desarrollo
estan reguladas por mecanismos complejos de control endocrino a nivel molecular,
celular y fisioldgico (Badyaev 2002). En Scaptotrigona se han observado periodos de
sensibilidad a la HJ, y similar a lo que ocurre en A. mellifera la HJ podria estar
ejerciendo su efecto a través de receptores de hormonas nucleares que influyen
directamente sobre la expresion génica diferencial del desarrollo de la casta reina
(Mirth y Riddiford 2007). Del mismo modo, en otras abejas eusociales, se ha sefialado
que las tasas de crecimiento son dependientes de la nutricién y a nivel celular son

reguladas por vias de sefializacion de la insulina (ISS) y el objetivo de la rapamicina
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(TOR) que interactian con la HJ para el control del crecimiento ((Mirth y Riddiford
2007; Wheeler et al. 2014).

Asimismo, se ha sefialado la presencia de un sensor de nutrientes mediado por TOR en
los cuerpos grasos que detecta la disponibilidad de nutrientes y regula la sefializacion
de la insulina en los tejidos periféricos, lo que a su vez controla las tasas de
crecimiento de las larvas. Después de que las larvas inician la metamorfosis, el
crecimiento se detiene. Para que el crecimiento se detenga en el momento correcto, las
larvas deben superar un peso critico. Por lo tanto, los mecanismos que controlan las
tasas de crecimiento convergen en aquellos que evalUan el tamafio para garantizar que
las larvas alcanzan el tamafio apropiado en la metamorfosis. Ademas, TOR parece
actuar en la promocion de la sintesis y transcripcion de proteinas los cuales son

procesos promotores del crecimiento (Mirth y Riddiford 2007).

En abejas sin aguijon, los patrones de expresion génica siguen sin estudiarse, pero es
posible que ocurra de manera similar a A. mellifera, ya que, los resultados obtenidos
sugieren que el tamafio de las reinas en S. pectoralis depende de la regulacion de la
tasa de crecimiento. En A. mellifera el tamafio corporal pequefio de las obreras y sus
ovarios rudimentarios llevan a la suposicion de que el déficit nutricional causa menos
cascadas de deteccion de nutrientes activadas que generan menores tasas de
crecimiento (Mirth y Riddiford 2007; Cardoen et al. 2012). Para comprender mejor el
complejo proceso de determinacion de castas en las abejas sin aguijon, es necesario
investigar los mecanismos reguladores endocrinos y genéticos que se desencadenan

por estimulos nutricionales.

En este trabajo, el alimento larval tuvo efecto sobre el tamafio corporal de las reinas
criadas in vitro. Los resultados obtenidos en el ACP, demostraron que el AC, LM y
LA, fueron las variables de mayor peso dentro del CP1 el cual agrupd la mayor
variacion de los datos, por lo que se asociaron al tamafio de los individuos. No se
encontro diferencias significativas en el tamafo corporal de las reinas criadas in vitro
con 86ul y 94.6ul, sin embargo, estas fueron diferentes a las criadas con 98.9ul de
alimento larval. Esto sugiere dos estrategias para la produccion de reinas; aquellas que
tienen un desarrollo corto (86ul y 94.6ul) y un tamafio pequefio y las que tienen un

desarrollo largo y son de tamafio grande (98.9ul). Lo anterior indica que se requiere de
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cierto umbral nutricional para que se desencadenen las diferencias en el tamafo
corporal de las reinas. Los resultados obtenidos son consistentes con lo que se ha
sugerido en trabajos previos en insectos, donde se ha reportado que el incremento en el
tamafo corporal es mediado por el tiempo de desarrollo de los individuos
(Blanckenhorn 2007). Por lo tanto, se sugiere una asociacion entre el tiempo de
desarrollo y el tamafio corporal en reinas de S. pectoralis. Por otra parte, en abejas del
mismo género se ha observado correlacion entre el tamafio corporal de las reinas y el
tamafo de sus huevos, lo cual podria tener como consecuencia la produccién de

individuos mas pequefios (Ribeiro y Alves 2001).

En relacion con el potencial reproductivo, el tamafio del AT y peso fresco del abdomen
mostraron diferencias significativas entre las reinas criadas in vitro con 86ul y las
criadas con 94.6ul y 98.9ul. Segun los resultados obtenidos, cuando las reinas se crian
con una cantidad intermedia es posible que exista una compensacion entre el tamafio
corporal y el tamafio del abdomen. Como resultado, las reinas tienen cuerpos
pequefios, pero abddémenes grandes. Aungue no se cuenta con datos disponibles, es
posible que estas variaciones en el tamafio también ocurran de manera natural cuando

las reinas reciben diferentes cantidades de alimento.

En reinas de colonias naturales se observd la concentracién de vitelogenina en la
hemolinfa incrementd conforme al tamafio del abdomen, lo que podria indicar un
desarrollo ovarico mayor (Engels y Engels 1977). Lo anterior es importante, ya que, la
vitelogenina es necesaria para la formacién de huevos y es considerada como el
principal pardmetro en la fertilidad; sin embargo, la cantidad de datos obtenidos en este
estudio fue insuficiente para establecer una asociacion (Engels y Engels 1977;
Hartfelder et. al. 2006). En A. melifera se ha observado que la alimentacion conduce al
desarrollo del cuerpo graso e influye en la fisiologia de las abejas recién emergidas
(Basualdo et al. 2013). Esta proteina es sintetizada en las células de los cuerpos grasos
y luego se secreta en la hemolinfa donde es absorbida por los ovocitos en el ovario a
través del epitelio folicular (Paes de Oliveira y Cruz-Landim, 2004). En abejas sin
aguijén los trabajos relacionados a la sintesis de vitelogenina en reinas aln son
escasos. En M. scutellaris, Friessomelita varia y S. postica observaron que las tres

especies de abejas sin aguijon difieren considerablemente en la modulacion y la
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expresion genica de la vitelogenina y su correspondiente nivel de proteina hemolinfa
durante el desarrollo. Ademas, la transcripcion de la vitelogenina y los niveles de
proteina son bastante dispares en las abejas sin aguijon, lo que indica un control
adicional a nivel de traduccion o en el proceso de secrecion. Esto podria estar
reflejando un cambio en la regulacion y la expresion génica de vitelogenina en cada
especie; sin embargo, no se establecid ninguna relacién con el tamafio de las
estructuras reproductivas (Hartfelder y Rembold 1991; Pinto et al. 2002; Hartfelder et
al. 2006).

A su vez, en S. pectoralis es probable el tamafio del abdomen se encuentre asociado a
la sintesis y secrecidn de vitelogenina en la hemolinfa por un incremento en el tamafio
de los cuerpos grasos y/o de los ovarios. Ya que, como se ha observado en otras abejas
el desarrollo ovarico depende de la sintesis y absorcion de proteinas vitelogénicas que se
sintetizan en los cuerpos grasos (Wasielewski et al. 2011). Sin embargo, con el nimero
limitado de datos generados en este trabajo, no es posible aseverar la participacion del
tamafo del abdomen en la sintesis de vitelogenina. Por lo que se recomienda la
realizacion de nuevos estudios para ampliar la informacion al respecto. Para concluir, la
cantidad de alimento larval ocasiona diferencias en el tamafio corporal y tiempo de
desarrollo en reinas de S. pectoralis criadas in vitro. Sin embargo, el efecto del alimento
larval sobre el potencial reproductivo no se pudo demostrar en este trabajo.
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Anexos

Anexo 1.- Método de colecta de hemolinfa en reina virgen de S. pectoralis.

Anexo 2.- Procedimiento para electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE).

Preparacion de soluciones para electroforesis:

I.  Buffer para electroforesis
Diluir en 1 litro de agua destilada:
3.03 g Tris
14.4 g de glicina
1 g de SDS

Il. 1.5 M Tris buffer con pH DE 8.8

9 g de Tris- base
40 ml H20 destilada
Usar 1N de HCI para ajustar pH a 8.8
Completar volumen para 50 ml
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I11.  0.25 m Tris buffer con pH de 6.8
1.5 g de Tris-base
40 ml H20O destilada
Usar 1N de HCI para ajustar pH a 6.8
Completar volumen para 50 ml
IV.  Solucion de Acrilamida
15¢g de acrilamida
0.4 bis acrilamida
50 ml H20 destilada
V. Buffer para muestras
Disolver 0.15g Tris, 2ml glicerol en 3.5 de H,O destilada
Ajustar pH para 6.75
Después adicionar:
0.4 g SDS
1 ml 2-mercaptoeptanol o ditiotreitol (dtt)
2 mg de bromofenol blue
Completar con H20O destilada para 100 ml
VI. Comassie Brilliant Blue

Disuelva 0.25% (p/v) de Coomassie Brilliant Blue R-250 en etanol, ddH20 y &cido
acético glacial [5: 5: 1 (v/Vv)].

Deje que la solucion se mueva durante la noche en la oscuridad.

Filtra la solucion

Mantener en una botella oscura

Preparacion de las muestras

a.- Preparar las muestras de proteinas (hemolinfa) agregando la muestra al buffer de
muestra en una relacién 1: 1 (v / v). Preparar una muestra que contenga los marcadores
de masa molecular, siguiendo las instrucciones del fabricante. Usar el mismo buffer de
muestra que el utilizado para sus muestras. Las muestras y el marcador de masa
molecular se calentaran en un punto de ebullicion a bafio maria durante 1 - 3 minutos
para desnaturalizar la estructura de la proteina. Posteriormente dejar enfriar en hielo

durante unos minutos.
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b.- Centrifugar las muestras durante 5 minutos. Utilizar el sobrenadante solo para la

aplicacion al gel, ya que, el precipitado puede contener agregados de proteinas y acidos

nucleicos que puede causar rayas a lo largo del camino de separacion.

Preparacion del gel de poliacrilamida

Agregar:

2.0 ml de la solucion de acrilamida

5 ml del buffer Tris pH 8.8

2.3 ml de ddH20

19 ul de Persulfato de amonio al 10%

40 pl de N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED)

Dejar polimerizar durante 10 minutos

Preparacion del gel de apilamiento

Agregar:

0.375 ml de la solucion de acrilamida

1.38 ml del buffer Tris pH 6.8

0.825 ml de ddH20

25 pl de Persulfato de amonio al 10%

10 pl de N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)

Colocar el peine para hacer los pocillos que contendran las muestras

Dejar polimerizar durante 10 min

Electroforesis

Preparar la camara de electroforesis

Colocar el buffer para electroforesis hasta que se cubra el gel

Retirar el peine cuidadosamente

Aplicar las muestras en cada pocillo

Cerrar la camara de electroforesis y aplicar una corrida constante de 15mA en

un cuarto frio.
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e Una vez terminada la electroforesis retirar el gel y tefiir con Comassie Brillant
Blue durante 3 horas. Posteriormente retirar el excedente de colorante con
acético glacial [5: 5: 1 (v/V)].

e Escanear el gel

Anexo 3.- Procedimiento de cuantificacion de vitelogenina mediante el programa

Image J version 15.1r.

1. Importar imagen escaneada del gel en escala de grises.

2. Seleccionar opcién de rectdngulo y trazar enzima de la banda de interés
(vitelogenina), posteriormente utilizar el comando Ctrl+1.

3. Seleccionar la segunda banda de interés y seleccionar comando Ctrl+2.
Inmediatamente seleccionar comando Ctrl+3.

4. Se crearan dos graficos que representan la intensidad y tamafio de la banda.

5. Delimitar el punto final del grafico trazando una linea en la parte inferior de este, y
con la herramienta de barita seleccionar el rea total.

6. EIl programa automaticamente arrojara correspondientes a cada banda.

7. Para obtener la concentracion relativa de la proteina, dividir el valor de la banda de

interés 2 (vitelogenina) entre el valor de la primera banda (apolipoproteina).
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Anexo 4.- Procedimiento de cuantificacion de vitelogenina mediante el programa

Image J version 15.1r.
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