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RESUMEN

Las abejas poseen gran capacidad de comunicacion entre ellas y poder discriminar
a otras abejas, insectos y olores; para interpretar estas sefales, los insectos utilizan
una variedad de componentes moleculares que se centran en varias familias de
proteinas receptoras quimiosensoriales que se encuentran en las neuronas olfativas
por lo cual la presente tesis busca identificar la presencia de los diferentes
guimiosensores y proteinas de odorantes relacionados a los receptores de olor
mediante técnicas moleculares. En este trabajo se realizaron extracciones de ARN
Y ADN, en subcastas, como guardianas, nodrizas y forrajeras, para identificar los
CSPs (proteinas quimiosensoras) y OBPs (proteinas de unién a los odorantes),
obteniendo variaciones en la cantidad de proteinas presentes en algunas
subcastas, sin embargo, para tener una idea clara sobre nuestros primers, se tiene
gue hacer un disefio especifico de primers para asi tener la certeza de que estamos
obteniendo el fragmento deseado, sin embargo, este trabajo nos da un
acercamiento para poder comprender molecularmente como esta orquestado el

sistema olfativo de Scaptotrigona mexicana.

Palabras clave: OBPs, CSPs, ADN, ARN.
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.  INTRODUCCION

El éxito de los insectos sobre otros animales se debe, en parte, a un elemento
fisiologico clave para su supervivencia y reproduccion: un sofisticado sistema
olfativo. El olfato se orquesta en varios niveles, comenzando con la recepcion de
olores en la periferia, el procesamiento de sefales en los I6bulos antenales, la
integracion del olfato y otras modalidades sensoriales en los centros de
procesamiento superiores del cerebro y, en ultima instancia, la traduccion de

sefiales olfativas en el comportamiento (Leal, 2013).

Para interpretar estas sefiales, los insectos utilizan una variedad de
componentes moleculares que se centran en varias familias de proteinas
receptoras quimiosensoriales que se encuentran en las neuronas olfativas. Estas
Ultimas se alojan en una variedad diversa de estructuras parecidas a pelos
llamadas sensilas, que se distribuyen de forma no aleatoria en las antenas, los
palpos maxilares y los labios. ElI nimero y el tipo de sensilas presentes en los
apeéndices quimiosensoriales varian segun la especie, asi como de la etapa de

desarrollo y el sexo (Suh et al., 2014).

Las familias de proteinas receptoras incluyen receptores de olores,
receptores ionotropicos Yy receptores gustativos sensibles al didxido de carbono.
Los insectos expresan familias divergentes de genes de receptores de olores,
aunque la cantidad de receptores diferentes en una especie determinada varia

entre los grupos de insectos, desde 10 hasta varios cientos (Fleischer et al., 2018).

Las proteinas ligadoras de odorantes (OBPs, odorant binding proteins)
(son proteinas solubles, las cuales se encuentran en el lumen de las sensilas
olfativas en donde se excretan a través de células auxiliares. Por otro lado, las
proteinas quimiosensoras (CSP, chemosensing proteins) pertenecen a otra
familia, las cuales estan involucradas en la deteccion de semioquimicos o

compuestos que afectan la fisiologia 0 comportamiento de los organismos (Zhang



et al., 2012).

Los receptores de olores funcionan junto con los correceptores de olores
para determinar la especificidad y la sensibilidad de la recepcidn olfativa. Asi, los
receptores de olores juegan un papel importante en el sistema olfativo de los
insectos. Por ejemplo, las abejas dependen en gran medida del olfato para varios
aspectos de su vida, incluida la busqueda de alimento, el apareamiento, la
navegacion y las interacciones sociales. Para ello, su sistema olfativo se ha
adaptado para detectar una gran cantidad de moléculas y mezclas complejas,
detectando asi muchos olores diferentes. Las abejas son recolectores
generalistas, es decir, no estan atadas a una sola especie de flor para sobrevivir.
En consecuencia, su circuito olfativo no esta optimizado para detectar la fragancia
de unas pocas flores especificas, sino para detectar, discriminar y aprender

practicamente un namero infinito de olores (Paoli y Galizia, 2021).

La abeja melifera europea, Apis mellifera, es uno de los animales mas
estudiados y utilizados por el ser humano; sin embargo, existen mas de 20 mil
especies de abejas productoras de miel. Cuando se habla de abejas y
polinizacién, la abeja melifera es un claro ejemplo y es la que se conoce, la que
esta mas monitoreada, pero las otras nos deben tener atentos porque son las que
van a cumplir estas funciones, principalmente en la gran variedad de ecosistemas

naturales (Anguiano, 2022).

Los meliponinos (Meliponini) son una tribu de abejas, himendpteros
apacritos de la familia Apidae; estas son conocidas vulgarmente como abejas sin
aguijon, pegones, aricas, guaro, matoa, matajey (en Venezuela), sefiago (en
Panama), angelitas (en Colombia) o Meliponas (Costa Rica, México). Son
abejas sociales que viven en colonias permanentes como las abejas europeas
(Gruter, 2020). Estas abejas sin aguijén se distribuyen a lo largo de las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, desde los 30° de latitud norte hasta los 30°

de latitud sur, en Centro y Sudamérica, Africa, Asia y Australia (Michener, 2000).
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Dentro de esta tribu podemos encontrar a Scaptotrigona mexicana, la cual
es una abeja pequefia, de color negro, que construye sus nidos en los huecos de
troncos o ramas, estos nidos se caracterizan por tener una entrada de cera en
forma de trompeta. Poseen comportamiento social. Carecen de aguijéon como
todos los miembros de la tribu Meliponini; sin embargo, tienen mandibulas
poderosas y pueden morder (Padilla-Vargas et al., 2014). No obstante, a pesar
de que Scaptotrigona mexicana es una especie estudiada en diferentes ambitos
de su historia natural, no se tiene un registro de la caracterizacion de los
receptores de olores. Por ello la importancia del presente trabajo radica en
determinar la presencia de genes de los receptores como un primer paso para
entender las bases moleculares de la recepcion olfativa de esta especie de abeja

sin aguijon.

Las abejas cumplen una de las tareas primordiales en el medio ambiente,
son uno de los polinizadores mas importantes ya que contribuyen a preservar la
biodiversidad en ecosistemas forestales y mantienen el equilibro de los mismos, ya
gue la pérdida de biodiversidad se veria afectada si las abejas desaparecieran o se
vieran minimizadas ocasionando una catastrofe ambiental. Las principales
amenazas de S. mexicana son el cambio climatico, cambio de uso de suelo, uso de
pesticidas, la falta de apoyo hacia a los meliponicultores y el desconocimiento del
valor comercial de su miel (Sanchez, 2024). Por consiguiente, estudiar la olfaccion
de esta especie es fundamental para entender su comportamiento y disefar
medidas para protegerlas. El comportamiento y por ende la olfaccién puede variar
entre las castas de esta especie de abeja. Sin embargo, se desconoce si hay una
variacion de OBPS y CSPs en esta especie con respecto a las castas que
conforman el nido; dado que esta especie ha sido poco estudiada y no se ha

reportado informacion molecular de este tipo.

Mucho del conocimiento sobre el sistema olfativo de las abejas viene de
estudios realizados en la abeja melifera y poco se conoce sobre el olfato de los otros

tipos de abejas. El presente trabajo busca identificar dos tipos de moléculas
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asociadas a los receptores de olores: OBPs y CSPs de las diferentes castas de la
abeja Scaptotrigona mexicana. Debido a la importancia biolégica y econémica que
tienen las abejas, es fundamental conocer un poco mas sobre su complejo sistema
olfativo; poco se ha estudiado sobre dichos mecanismos en todas las especies, y la
generacion de nuevo conocimiento puede sumar a los esfuerzos de conservacion

de Scaptotrigona mexicana y las demas especies pertenecientes a los meliponinos.
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. MARCO TEORICO

2.1 Abejas

De acuerdo con Miranda et al. (2014), se conocen como abejas a un grupo de
familias del orden Hymenoptera conocido como “Apiformes” o “Antophila”, estas se
diferencian de otros insectos del mismo orden por tener pelos ramificados o
plumosos en alguna parte de su cuerpo, y porque el basitarso de la pata posterior
es mas ancho que los tarsos que le siguen. Muchas de las abejas son mas
corpulentas y peludas que las avispas, esto hace que puedan diferenciarse
facilmente de éstas, aunque, algunas abejas parasitas son esbeltas y carecen de
pelos. Desde el punto de vista de comportamiento, las abejas difieren de otros
Himenopteros ya que éstos dependen del polen como fuente de proteina para
alimentar a sus crias, asi que se podran encontrar una avispa o una hormiga
alimentandose de néctar de una flor, pero no de su polen.

La palabra abeja como comUnmente se conoce, lo reciben los insectos que
son pertenecientes a la superfamilia Apoidea del orden Hymenoptera (alas
membranosas). En la actualidad, existen poco mas de 20 mil especies de abejas
en el mundo, estan clasificadas en nueve familias, dentro de las cuales seis estan
presentes en México, con mas de 1 800 especies descritas. Dentro de la familia
Apidae, se clasifican las abejas del género Bombus (abejorros), Melipona, Trigona,
Euglossa y Apis, siendo esta uUltima la mas conocida por sus caracteristicas de
produccion por medio de la abeja Apis mellifera (Novoa-Guzman y Correa-Benitez,
2012).

Las abejas son insectos importantes, ya que proveen multiples beneficios a
los humanos. Algunas producen miel y otros productos comercializables que
representan la actividad econdmica de un sector importante de la poblacion en este
pais. Sin embargo, su principal beneficio es intervenir en la reproduccién de las
plantas con flor y por eso son indispensables para mantener la salud de muchos
ecosistemas. En los ultimos afos, principalmente por acciones humanas, su
poblacion se ha visto diezmada, lo que representa una seria amenaza ecoldgica

global. Una legislacion adecuada puede ayudar a protegerlas, procurar el bienestar
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del medio ambiente y al mismo tiempo fomentar oportunidades de crecimiento

econdémico (Heiblum, 2019).

2.2 Abejas sin aguijon

La tribu Meliponini compete al grupo de abejas corbiculadas de la subfamilia Apinae
y agrupa todas aquellas abejas que son conocidas como “abejas sin aguijon”
encontradas en las areas tropicales y subtropicales del mundo (Roubik, 2010). El
tamano puede variar desde aproximadamente 2 mm (Leurotrigona pusilla, Moure et
al., 1988) hasta 1.5 cm (género Melipona, Michener, 2000). Junto a Apis mellifera,
son las Unicas que disponen de un comportamiento altamente social (eusocialidad).
Se pueden encontrar varios cientos de especies, sin embargo, el nimero real es
dificil de establecer debido a la abundancia de especies cripticas (Nates-Parra,
2001) y razas geogréficas; de las cuales muchas veces estas difieren entre si en

caracteres muy superficiales.

Las abejas sin aguijon estan caracterizadas principalmente por tener aguijon
reducido, alas con venacién débil o reducida y ojos desnudos (excepto en el género
Trichotrigona, Nates-Parra, 2001); ademas construyen nidos muy caracteristicos
para albergar a sus crias, cuentan con entradas generalmente conspicuas, las

cuales, en algunos casos, sirven para identificar especies.

2.3 Scaptotrigona mexicana

Scaptotrigona mexicana es una especie eusocial; esta abeja cuenta con
mecanismos sofisticados de comunicacion (Sanchez et al., 2007). Su distribucién
va desde Chiapas, la costa del Golfo de México, hasta Tamaulipas. Se pueden
encontrar tanto en tierras bajas con Bosque Tropical Perennifolio como en las
laderas de las montafias en Bosques de Pino y Meséfilo de Montafia, a una altitud
gue oscila alrededor de los 1 000 m sobre el nivel del mar. Se pueden encontrar en
forma discontinua al sur del Estado de México, en los alrededores de Ixtapan de la
Sal, y las montafias cercanas a Zihuatanejo en el extremo mas al Oeste de la Sierra
Madre del Sur en Guerrero (Ayala, 1999). La miel de las abejas meliponas es
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utilizada por los mayas debido a sus propiedades, la cual ayuda al fortalecimiento
del sistema inmunoldgico, la mejora digestiva, dolores de cabeza, quemaduras,

inflamacién de encias, entre otros padecimientos (Huicochea, 2011).

2.4 Nido

Quero (2004) menciona que el nido es el lugar del enjambre (abejas), es decir, la
"casa", la cual les da alojamiento y abrigo, manteniendo un ambiente interno aislado
del exterior. Por otro lado, sirve como lugar de cria y almacén donde se acumulan
los alimentos y reservas para el invierno. De manera natural el nido de las abejas
suele ser un agujero en arboles viejos, piedras, etc. Las propias abejas logran
acondicionarlo fabricando los panales de cera que utilizan tanto para la cria como
de almacén. El ser humano, para trabajar mejor las colonias de abejas y
considerando que la actividad de las abejas no se ve influida por el nido en el que
se aloje, fabricd nidos artificiales, denominados colmenas. Lo que distingue una
colmena domeéstica con otra silvestre se encuentra en la forma externa del nido,
siendo la estructura interna y la poblacién de insectos y su comportamiento idéntico

en ambas.

Para el desarrollo de la vida social, el primer elemento necesario es la
existencia de un nido, en el cual se aloje la colonia de insectos. En su interior el nido
esta constituido por laminas verticales de cera paralelas, llamadas panales. En los
nidos naturales, las abejas son capaces de crear estos panales y los pegan a la
parte superior del nido. En las colmenas artificiales, el ser humano proporciona
estos panales. Los panales mantienen una separacion entre si de forma constante,
e igual al grosor de dos abejas (paso de abejas), de forma que las abejas pueden

caminar por la superficie de estos sin estorbarse (Quero, 2004).

La naturaleza aislante e impermeable de la cera con la que estan fabricados
contribuye al aislamiento térmico y la humedad del nido, mientras que el conjunto
de panales paralelos, por su disposicion, se divide el nido en camaras de aire, que
logran un aislamiento térmico del exterior, y permiten el mantenimiento de una

temperatura constante en el centro (camara de cria) de 33 a 34 °C. De igual forma,
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sirven para acumular los alimentos: néctar y polen para la alimentacién de las larvas,
0 miel como reserva para el invierno. La estructura de los panales es compleja; ya
gue estan formados por una doble capa de celdillas opuestas, de forma de prisma

hexagonal cuya base es una pirdmide (Quero, 2004).

Las aperturas de los prismas se abren a ambos lados de cada panal, ya que
estos prismas estan ligeramente inclinados, de forma que su contenido no se
derrame cuando estén llenos de néctar. El perimetro hexagonal de las celdillas es
el que concede mayor ocupacion de superficie del panal, con el menor gasto de
material en la formacion de las paredes y formacién de estructura mas robusta
(Quero, 2004).

2.5 Castas
Las abejas de todas las razas poseen una jerarquia definida (Quero, 2004), todo
enjambre lo forman tres tipos de individuos o castas (Cepero, 2016), diferenciadas

por su morfologia y fisiologia y por su papel biolégico en la colmena (Zarco, 2014).

Estas castas tienen una poblacion cuya cantidad fluctia en dependencia de

las condiciones de alimentacion disponible (Lara, 2019).

Abeja reina: es la Unica hembra fértil y fecunda, por lo que se convierte en el
centro y vida de la colmena (Ruiz, 2003). La reina se distingue del resto por su
longitud, que es mayor al de las obreras, y por las alas, que a pesar de ser del
mismo tamafo que las de una obrera, se ven cortas con relacion al cuerpo (Lara,
2019). Poseen aguijon, pero solo lo usan para luchar contra otras reinas, cuando se
desarrollan las demas larvas reales, y si surgen dos reinas en el mismo momento,
se desarrolla un combate a muerte, donde la vencedora se convierte en la Unica
reina (Herrero-Garcia, 2004). La funcion bioldgica de la abeja reina en la colmena
es la reproduccion y cohesion del enjambre, controla a la poblacion mediante

feromonas, que también se usan para inhibir la fertilidad de las obreras (Lara, 2019).

Abeja obrera: son hembras que constituyen casi la totalidad de la poblacion
de la colmena y cumplen la mayoria de las funciones, son el elemento productor y
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directivo en el enjambre (Rubiano, 2016). Se nombran obreras, porque son las que

realizan el trabajo, producen miel y cera, fabrican panales, colectan polen, limpian

la colmena, mantienen el orden. Son infecundas y también son las mas pequefias

del enjambre (Rodriguez, 2012). Estas cumplen diferentes tareas en dependencia

de la edad. Por lo que segun la secretaria de Agricultura y Ganaderia (2005),

podemos encontrar a las obreras realizando diferentes tipos de tareas:

Nodrizas: Estas abejas alimentan a las larvas de la colmena, con una
sustancia glandular lechosa mejor conocida como jalea real y mas tarde con
una mezcla de miel y polen llamada sustancia blanca (Salas, 2000).
Aseadoras: cumplen con la funcién de limpiar la colmena, sacando las larvas
y abejas muertas, también eliminan de la colmena cualquier objeto o cuerpo
extrano (Salas, 2000).

Ventiladoras: se encargan de ventilar la colmena para mantener estable la
humedad y la temperatura interna. Las crias para poder desarrollarse
necesitan temperaturas entre 34y 36 °C y humedad de 65 a 75 %.
Constructoras: fabrican panales. La construccion de panales consta de dos
etapas: la primera etapa es el operculado a cargo de las obreras
constructoras jovenes y la segunda etapa consta de la construccion de
panales a cargo de las obreras mas viejas. La cera que se utiliza para la
construccion de estos panales es producida por el cuerpo de las abejas
(Salas, 2000).

Guardianas: protegen la colmena. Es un periodo previo al pecoreo, su funcién
es evitar la entrada de abejas de otras colmenas, insectos y otros animales
ajenos a la colmena.

Pecoreadoras: el pecoreo radica en salir de la colmena a colectar polen,
néctar, agua y propoleo. El polen y el propéleo lo acarrean en una cestilla
ubicada en las patas traseras y el néctar en su estbmago (Salas, 2000).
Exploradoras: exploran fuentes de alimento y nuevas casas, son las obreras
mas viejas de la colmena. Cuando localizan alimento, agua o nueva morada,

regresan a la colmena y avisan a sus semejantes por medio de danzas.
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e Abeja Zangano: son los machos de la colmena, nacen de un huevo no
fecundado. Cumplen una doble funcion, fecundar a la reina y proporcionar
calor al nido de cria (Herrero-Garcia, 2004). Su vida es efimera, estos
dependen en su totalidad de las obreras para su alimentacion, ademas de
depender del clima y la calidad del alimento para su desarrollo (Lara, 2019)
Viven aproximadamente tres meses, pero cuando la colonia no dispone de
un suministro adecuado de alimentos, son expulsados de la colmena y las
obreras van tras ellos, realizando la matanza masiva de los zdnganos, para

administrar las reservas (Lara, 2019).

2.6 Fisiologia olfativa

Padilla et al., (2007) mencionan la importancia de las antenas en las abejas, ya
gue estas juegan un papel muy importante en el papel de la comunicacion. En ellas
se localizan una gran parte de los receptores de olfato y gusto. El sentido del olfato
es fundamental en la busqueda de alimento. Por mencionar ejemplos se puede
decir que una planta en floracion puede producir como media entre 40 y 50
compuestos volatiles diferentes que determinan su “olor”.

Las sensilas son érganos receptores que se encuentran en la superficie de
las antenas, clasificandose en siete tipos diferentes. El grupo principal es el
formado por las sensilas tricoideas. Para hacer un simil podemos decir que son
estructuras muy parecidas a los pelos y en la antena de una obrera hay unas 3 000
sensilas de este tipo (Padilla et al, 2007).

El tamafio de las sensilas tricoideas permite realizar registros
electrofisiolégicos, los cuales han demostrado su papel como receptores olfativos.
Se ha demostrado que estos receptores son sensibles a diferentes componentes
producidos en las glandulas de Nasanov, asi como a un amplio rango de olores de
las plantas y flores (Galizia, 2021).

El sistema olfativo es una red neuronal compleja organizada en mdultiples
neuropilos altamente interconectados. Cada uno de ellos es un circuito neuronal
complejo en si mismo que comprende miles de neuronas con interacciones de

retroalimentacion y retroalimentacion dentro y entre los neuropilos. Asi, el correlato
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neural de un estimulo olfativo es el resultado del procesamiento local dentro de los
neuropilos olfativos y de las interacciones globales entre los neuropilos (Paoli y
Galizia, 2021).

Guidobaldi y Guerenstein (2012) explican que la funcion del sistema olfativo
a nivel periférico es informar al cerebro en fracciones de segundo, sobre la calidad,
cantidad y caracteristicas temporales del estimulo olfativo. Se debe informar sobre
la identidad del olor, si es un compuesto simple o una mezcla de olores, y en este
caso no solo las identidades de los componentes y las proporciones en los que se
encuentran. Por otro lado, se debe informar la concentracion absoluta de los
compuestos percibidos y finalmente si el estimulo se presenta en forma continua o

intermitentemente, y en este Ultimo caso, con qué frecuencia.

2.7 Clasificacion de moléculas asociadas a los receptores de olor
Cuando hablamos de OBPs y CSPs, nos referimos a los genes de proteinas
asociadas a los receptores de olor, estos receptores se encuentran en los seres
Vivos, los cuales ayudan a poder ejecutar acciones referentes a los olores, tales
como los insectos. Es muy importante saber que los insectos dependen mucho de
su sistema olfativo, en el cual los OBPs o0 CSPs, entregan una molécula hidrofébica
a los receptores de olor, no obstante, cuando el odorante entra al sistema olfativo,
el odorante es encapsulado por el OBPs o CSPs, este es hidrofilico con un centro
hidréfobo para asi poder llevar el odorante al receptor y enviar la sefial al cerebro.
Una vez haya llegado al receptor, esta es eliminada ya sea por una trampa
molecular o una reaccion quimica. Sin embargo, su expresion en tejidos no
olfativos nos da indicios que también pueden funcionar como portadores generales
de otros procesos fisioldgicos y de desarrollo (Forét y Maleszka, 2006).

Los CSPs regularmente se expresan en otras partes del cuerpo, sin
embargo, estan especializadas en las glandulas o células secretoras, los OBPs y
CSPs, se distribuyen en diferentes estructuras quimiosensoras y otras partes del
cuerpo. Su expresion es vital, durante el ciclo de vida en insectos sociales, debido

a que su presencia en las diferentes castas proporciona informacién de gran

19



utilidad para asi poder comprender los papeles fisiolégicos de estas proteinas

solubles en la comunicacion quimica (Calvello et al., 2005).

2.8 Genes que codifican para proteinas OBPs y CSPs

Calvello et al, (2005), nos dicen que hasta el momento se conocen pocas proteinas
gue han sido identificadas en insectos sociales, sin embargo, el estudio mas extenso
se ha realizado en la abeja Apis mellifera, en la cual se han reportado cinco genes
gue codifican para la familia de OBPs (ASP1: Danty et al., 1999; ASP2: Briand et
al., 2001; ASP4: AAL60417; ASP5: AAL60422; ASP6: AAL60421), en el caso de los
CSPs, existen seis genes que son codificantes (ASP3c: Briand et al., 2002; W-AP1.:
Kamikouchi et al., 2004; BB17:B1510373; AmelCG4, AmelCG5, AmelCG6: Wanner
et al., 2004). En la avispa Polistes dominilus se han identificado OBPs y CSPs, no
obstante, no se encontraron secuencias ortélogas de la abeja de la miel.
Curiosamente, la CSP de P. dominulus fue encontrada como especifica de antenas,
mientras que todos los estudios previos en otras especies de insectos habian
demostrado que las OBPs solo se encuentran en las antenas, mientras que los CSP

se habian detectado en diferentes érganos.

2.9 Métodos de estudio moleculares para identificacion de

receptores de olores

Se ha observado que en el sistema social de la colmena hay cambios hormonales
gue explican el por qué no todas las abejas se desarrollaran a través de las tareas
en el orden comun; por lo cual hacer un estudio molecular en los receptores de
olor es importante debido a que gracias a estas técnicas podemos ver si existe
alguna variacion entre los individuos que conforman un nido de abejas sin aguijon,
ya que al estudiar diferentes castas podemos identificar si las abejas tienen mas
sensibilidad a los odorantes en comparacién a otras por las actividades que

realizan (Mortensen et al., 2013).
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2.10 Extracciéon de ARN y Retrotranscripcion

La obtencion de ARN de calidad es la base para el desarrollo de técnicas
moleculares, si no, podria complicar seriamente los resultados de procedimientos
posteriores a la extraccion, que necesitan intensa labor, tiempo adicional y altos
costos. Extraer ARN no siempre es una tarea sencilla, esta molécula es menos
estable que el ADN y la presencia de contaminantes como ARNsas, proteinas,
polisacaridos y ADN genomico pueden desafiar su obtencion (Zakaria et al., 2013).
Se ha demostrado que la presencia de estos contaminantes puede interferir con la
amplificacion de los acidos nucleicos (Vermeulen et al., 2011).

A partir de la extraccion de ARN se logré sintetizar ADNc para buscar los
transcritos de OBPs y CSPs ligadas a los receptores de olor expresados en nuestro
sistema de estudio, ya que los cebadores utilizados fueron sintetizados de las

regiones codificantes de cada gen.

2.11 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN es una técnica con la cual se obtiene una muestra de ADN
gendémico de células nucleadas, preservando la integridad y obteniendo un
producto limpio de contaminantes, que permiten usarse para cualquiera de las
estrategias que se utilizaran para la secuenciacion de genes (Cruz-Enriquez et al.,
2021). Al obtener ADN, nos da el punto de partida para la mayoria de los analisis
genéticos; incluso obteniendo bajas cantidades de ADN, es posible amplificar
genes especificos in vitro por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR por sus siglas en inglés: Polymerase Chain Reaction) (Cervantes, 2003).

2.12 Reaccion de cadena polimerasa de punto final (PCR)

De acuerdo con Reece et al. (2011), la PCR es una técnica utilizada normalmente
en laboratorio, la cual tiene como objetivo hacer muchas copias de una region de
interés de ADN. El propoésito de la PCR es poder producir suficiente ADN de la
region blanco para que pueda examinarse o0 usarse de alguna otra manera. Un

ejemplo de esto es el ADN amplificado por PCR, este se puede secuenciar,
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visualizar por electroforesis en geloclonaren un plasmido para otros
experimentos. Los componentes indispensables para una reaccion de PCR son la
Taq polimerasa, cebadores o primers, ADN molde y nucleétidos (los bloques
basicos del ADN). Los reactivos se sitlan en un tubo, junto con los cofactores que
necesite la enzima, y se someten a ciclos repetidos de calentamiento y
enfriamiento que permiten la sintesis del ADN. La PCR se compone de tres pasos:
La desnaturalizacion que se eleva a una temperatura de 96 °C, en la cual la
reaccion se calienta bastante, a tal punto de poder separar, o desnaturalizar, las
cadenas de ADN. Esto proporciona los moldes de cadena sencilla para dar el
siguiente paso, el cual es el alineamiento, la temperatura oscila entre los 55-65 °C.
En este paso la reaccion se somete a un cambio de temperatura para que los
cebadores puedan unirse a sus secuencias complementarias en el molde de ADN
de cadena sencilla. Como ultimo paso, se hace una extensién final, en la cual la
temperatura de la reaccion se eleva a 72 °C con la finalidad de que la Taq

polimerasa extienda los cebadores y se sinteticen asi nuevas cadenas de ADN.

2.13 Identificacion a través del marcador Citocromo Oxidasa |
(COl)

Una de las principales problematicas con la que cuentan los biélogos son el
ndimero desconocido de especies alrededor del mundo y la extincion de varios
taxones, incluyendo los que no estan descritos (Frankham et al., 2004). Sin
embargo, estas problematicas han hecho que los investigadores busquen técnicas
fiables que sean de bajo costo para poder complementar la identificacion y
descubrimiento de especies basandose en las principales caracteristicas
morfolégicas. Se emplea una nueva técnica molecular, denominada cédigo de
barras, la cual se basa en la secuencia del gen mitocondrial del citocromo oxidasa
| (COI), (Hebert et al., 2003). Esta region se ha empleado con éxito ya que se ha
logrado identificar una gran variedad de taxones y esto se ha aplicado para todas
las formas de vida. Los cebadores universales o casi universales se disefiaron a

partir de secuencias de COI conservadas de taxones lejanamente relacionados.
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2.14 Andlisis filogenético

De acuerdo con Pefia (2011), la finalidad de realizar estos analisis filogenéticos es
estimar una filogenia (arbol filogenético) con esto se logra evidenciar la historia
evolutiva de un grupo taxondémico de interés. El objetivo final es un arbol
filogenético reflejo del proceso de evolucion donde las entidades biolégicas
resultan de "descendencia con modificacién" (Darwin, 1859) entre especies
ancestrales y descendientes. Una forma de cumplir con este objetivo es por medio
de la busqueda de indicios de descendencia con modificaciones en las especies,
ya sea caracteres morfolégicos o moleculares. Hablando de filogenética, el grupo
gue contiene la especie ancestral, donde se manifesto este estado de caracter, y
todas sus especies descendientes se denomina por clado o grupo monofilético,
igualmente, parte fundamental de las practicas filogenéticas son las relaciones
ancestro—descendientes la cual se estima a partir de los caracteres estudiados, y

cuya relacion se trata de representar en los arboles filogenéticos.
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IIl.  ANTECEDENTES

Suh et al. (2014) expresan que la sefializacion olfativa es un componente crucial
en la historia de vida de los insectos. El desarrollo de mecanismos precisos y
paralelos para analizar la enorme cantidad de informacion quimica del medio
ambiente y otras fuentes ha sido esencial para su éxito evolutivo. Son las neuronas
sensoriales olfativas las que reconocen y discriminan una amplia gama de
sustancias quimicas volatiles que se originan en presas, plantas huésped y
congéneres. Se encargan de transmitir informacién sobre las fuentes de alimentos,
sitios de oviposicion y parejas al cerebro, provocando comportamientos evocados
por olores distintos.

Sin embargo, se deben realizar estudios enfocados a otras ramas; por lo
cual Fleischer et al. (2018), consideran que las investigaciones de las ultimas
décadas han avanzado sobre el conocimiento de las bases moleculares que
subyacen en la recepcion de compuestos de olor y mecanismos de transduccion
de sefales en las neuronas sensoriales olfativas. Se ha logrado un gran progreso
en el estudio del olfato de insectos, impulsado por la gendmica basada en las

herramientas de bioinformatica y los rapidos avances en los analisis funcionales.

El lenguaje quimico en los insectos es muy influyente, ya que mediante esto
encuentran alimento, discriminan a sus depredadores y buscan el apareamiento con
otros ejemplares de su misma especie. Debido a esto, Balbuena et al. (2024),
mencionan que la captacion de informacion quimica del medio ambiente es crucial
para la supervivencia y reproduccion de los insectos; ademas de las interacciones
sociales (reina-obrera, interacciones huésped-parasito, procesamiento neuronal,
etc.). La recepcion quimiosensorial ocurre principalmente en las antenas y parte del
aparato bucal de los insectos, cuando el estimulo entra en contacto con los
guimiorreceptores ubicados dentro de las sensilas. Por ejemplo, los genes de
receptores quimiosensoriales han sido estudiados en himendpteros sociales como
hormigas, abejas y avispas. Sin embargo, aunque las abejas sin aguijén son un

grupo representativo de abejas eusociales, se desconoce sobre sus propiedades
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odoriferas, gustativas y ionotropicas.

El sistema olfativo de los insectos capta dos tipos de proteinas que estan
asociadas a este, los proteinas de unidon a los odorantes y las proteinas
guimisosensoras que se encargan de transportar los odorantes a los receptores de
olor; a lo cual, Calvello y colaboradores (2005), mencionan que la expresion de
proteinas quimiosensoras (CSPs) y las proteinas de unién a los odorantes (OBPSs)
en individuos de diferentes castas y edades se han monitoreado en tres especies
de himendpteros sociales, en los cuales se realizaron las PCR con cebadores
especificos y anticuerpos policlonales. En la avispa del papel, Polistes dominulus,
los OBPs se expresan en antenas, alas y patas en todas las castas. Mientras que
los CSPs se expresan constantemente en las antenas y en algunos casos también

en las patas.

La recepcion olfativa es fundamental para los insectos, ya que dependen en
gran medida de esta, no obstante, no se le ha dado mucha importancia a este tipo
de investigaciones en otros grupos. Paoli y Galizia, (2021) reportaron que, con
menos de un millon de neuronas, la abeja Apis mellifera es capaz de realizar
comportamientos complejos mediados por el olfato y proporciona un modelo ideal
para investigar la neurofisiologia del circuito olfativo y la base de la percepcion y el
aprendizaje olfativo. En ese trabajo, se revisaron los aspectos mas fundamentales
del olfato de la abeja: primero, se discutié qué olores dominan su entorno y cémo
las abejas los usan para comunicarse y regular la homeostasis de la colonia; luego,
se describi6 la neuroanatomia y la neurofisiologia del circuito olfativo; finalmente, se
exploraron los mecanismos celulares y moleculares que conducen a la formacién

de la memoria olfativa.

A pesar de la gran cantidad de estudios en A. mellifera, es poca la
informacion que se conoce sobre meliponinos; por lo que Carvalho et al. (2017)
realizaron un estudio con Melipona escutellaris, utilizando dos ejemplares de cada

casta (reina, obrera y macho recién emergido) y larvas predefecatorias. Se
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diseccioné la cabeza de todas las muestras para posicionar mejor las antenas en el
tubo del microscopio. En esta primera investigacion basada en microscopia
electronica de barrido de la morfologia, larvas y sensilas antenales en M. escutellaris
mostraron que, ademas de las diferencias entre machos, obreras y reinas en sus
sensilas antenales, las cabezas de las larvas tienen estructuras similares a las
sensilas inmaduras que posiblemente indican una puerta de entrada para las

feromonas y otras sustancias quimicas del alimento de las larvas.
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V. OBJETIVOS

4.1 General
e Determinar la presencia de genes (OBPs y CSPs) asociados a los receptores

de olores en las diferentes castas de Scaptotrigona mexicana.

4.2 Particulares

+Identificar los genes OBPs y CPSs expresados en las diferentes castas de
Scaptotrigona mexicana.

«Confirmar la identificacion de Scaptotrigona mexicana mediante el
marcador de citocromo oxidasa 1 (CO1).

*Analizar las diferencias entre las secuencias obtenidas de OBPs y CSPs

entre castas con secuencias de bases de datos.

V. HIPOTESIS

Los genes asociados a receptores de olores (OBPs y CSPs) se detectaran por rt-
PCR punto final, y estaran presentes de manera diferencial en las castas de

Scaptotrigona mexicana.
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VI. METODOS

6.1 Area de Estudio
El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental y
Agroecoldgica (LaBTAA), el cual pertenece a los laboratorios institucionales; en
este mismo se realizan investigaciones de diferentes indoles ya que es
multidisciplinario, este se ubica en las instalaciones de El Colegio de la Frontera

Sur, unidad Tapachula, Chiapas, México (Figura 1).

Figura 1. Mapa del estado de Chiapas en donde se encuentra ubicado El Colegio de la
Frontera Sur, Unidad Tapachula (Coneval, 2010).

6.2 Muestras de estudio

Se utilizaron ejemplares de la especie Scaptotrigona mexicana proporcionados por
el laboratorio de abejas de El Colegio de la Frontera Sur, con la finalidad de conocer
si existe variacion de las proteinas (OBPs y CSPs) asociadas a los receptores de
olor de las tres subcastas: guardianas, forrajeras y nodrizas. Para esto se empled
la metodologia de Carvalho et al. (2017), para lo cual se diseccionaron las abejas,
cortando tres cabezas de cada subcasta y guardandolas en tubos de 1.5 ml con
solucion RNA later (Thermo Fisher Scientific, Massachusets, USA) para

conservarlas a -80 °C.
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6.3 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

El ARN total se extrajo de las cabezas de las abejas por medio del kit de extraccién
Pure® Link RNA mini kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusets, USA). Se
maceraron las muestras con un pistilo agregando 300 pl de buffer de lisis a cada
tubo, posteriormente se centrifugé a 12 000 rpm por 2 minutos. Se recuperaron 300
ul de muestra y se transfirieron a un tubo limpio al cual se le agregaron 300 pl de
etanol frio. Se homogeniz6 la muestra por inversion y posteriormente se transfirieron
600 ul a la columna del kit. Se centrifugaron las muestras a 12 000 rpm por 30
segundos, se desecho el filtrado y se reinsertd la columna en el tubo de colecta, se
agregaron 700 pl del buffer wash |, para después centrifugar las muestras a 12 000
rpm por 30 segundos; se desechd el flujo y se reinsertd la columna en el tubo de
colecta. A continuacion, se agregaron 80 ul de DNAsa | para eliminar residuos de
ADN que puedan contener las muestras, se incubaron las muestras por 15 minutos
a temperatura ambiente; se agregé buffer wash |, posteriormente se centrifugaron
las muestras a 12 000 rpm por 30 segundos; se desechd el fluido de los tubos de
colecta y se reinsertaron las columnas en los tubos de colecta, seguidamente se
agregaron 500 pl de buffer wash 1l 'y se centrifugé a 12 000 rpm por 30 segundos.
Se desechd el fluido de los tubos de colecta y se insertaron las columnas en tubos
nuevos de 1.5 ml, se centrifugd a 12 000 rpm por dos minutos para eliminar el etanol
residual, seguidamente se agregaron 55 pl de agua libre de RNAsas, se incubaron
las muestras por cinco minutos a temperatura ambiente y se realiz6 una Ultima
centrifugacion a 14 000 rpm por 1 minuto para eluir el RNA de la columna. Este se
guardo a -80 °C.

El ARN aislado se transcribio inversamente a ADNc usando el kit de reactivos
de Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific),
agregando 4 pl de 5x reaction mix buffer, 2 pl de Maxima enzyme, 12 pl de agua
libre de nucleasas y 2 ul del templado de ARN, teniendo como volumen final 20 pl.
Posteriormente, las muestras se metieron al termociclador para llevar a cabo la
reaccion de la transcriptasa inversa (RT-PCR), se utilizé el programa del fabricante

con una temperatura de desnaturalizacion de 25 °C por 10 minutos, seguido de una
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temperatura de alineamiento de 50 °C por 15 minutos, posteriormente la reaccion
se detuvo a 85 °C de durante cinco minutos, y se conservo a -20 °C hasta su uso

posterior.

6.4 Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN de las abejas guardianas siguiendo el protocolo de DNeasy®
Blood & Tissue Handbook de Qiagen. Se maceraron las muestras con la ayuda de
un pistilo, posteriormente se agregdé 180 ul de buffer ATL, seguido de 20 ul de
proteinasa K, se le dio un pequefio vortex a la muestra para después incubarla por
una hora a 56 °C en un thermomixer, seguido de esto se agreg6 200 ul de buffer AL
a la muestra, se centrifug6 a 12 000 rpm por un minuto y se procedi6 a trasferir el
sobrenadante a un tubo nuevo y se agregaron 200 ul de etanol frio, se homogeniz6
por inversion y se transfirié a la columna del kit; como siguiente paso se coloco la
muestra en una centrifuga a 8 000 rpm por un minuto, se deseché el flujo y se
reinsertd la columna en un tubo nuevo de colecta, se realizé un primer lavado con
buffer AW1 agregando 500 pl, seguido a esto se centrifugo la muestra a 8 000 rpm
por 1 minuto, se desecho el flujo del tubo de colecta, se reinsertd la columna en un
tubo nuevo de colecta y se hizo otro lavado con el buffer AW2 agregando 500 pl.
Una vez agregado el buffer AW2 se centrifugd la muestra a 14 000 rpm por tres
minutos, se desecho el flujo y se reinsert6 en el tubo de colecta, consiguiente a esto
se volvié a centrifugar la muestra a 14 000 rpm por tres minutos para secar la
membrana; se insertd la columna en un tubo de 1.5 ml y se agregaron 55 ul de
buffer AE, se incub6 cinco minutos a temperatura ambiente. Como ultimo paso se
centrifugd la muestra a 8 000 rpm por un minuto para eluir el ADN y se guardo a -
80 °C.
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6.5 Electroforesis

Para verificar la calidad de la extraccion se visualizaron las muestras de ADN y ARN
en un gel de agarosa al 1.5%, una vez el gel polimerizado se coloco en la camara
de electroforesis y se agregd TBE 1X hasta cubrirlo por completo. Posteriormente,
al gel se le depositd en el primer carril 1.5 pl de marcador de peso molecular
OminMARK (BH OneMark) 100 RTU (100-3 000 bps). Por cada 1 pl de buffer de
carga (Blue/Orange loading dye), suplementado con Sybr Green |, se agregaron 5
pl de muestra. La mezcla homogenizada se coloco en diferentes pozos; el tiempo
de corrida del gel fue de 80V por 40 minutos en la fuente de poder Power pack™
HC de Bio-Rad. El gel se visualiz6 en el transiluminador Kodak Gel Logic 200

Imaging System

6.6 Reaccion en cadena de la polimerasa de punto final
Una vez teniendo el ADNCc listo de las muestras, se realizd una master mix con los
genes especificos de cada region a analizar, los cebadores son de origen de la
abeja europea (Apis melifera). Se utilizé un volumen final de 20 pl por muestra, la
master mix tenia una concentracion de 1x y los cebadores utilizados estaban a una
concentracion final de 0.2 pM, para la PCR con los cebadores, se utilizaron 2 ul de
ADNCc, de igual forma se utilizaron 2 pl de ADN para las PCR de citocromo oxidasa
I. En el siguiente cuadro se pueden ver los primers utilizados, secuencias, tamafio
del producto de PCR (pb) y temperatura de alineamiento (Cuadro 1). Los primers
para Csp y OBP utilizados fueron tomados del articulo Carvalho y colaboradores
(2017), mientras que los de COIl son los primers universales de Folmer y
colaboradores (1994). Se verificaron mediante PCR in silico con sus genes blancos

correspondientes utilizando el software SnapGene (www.snapgene.com).
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Cuadro 1. Primers utilizados en este estudio.

Secuencias Producto TaO
(Pb)

Csp2 Fw 5 GGAAACGGAAGAGACGCAAGCT 3’ 351 50 °C
Rv 5 TTACGAAACTCCGGCATACTGCT 3

Csp6 Fw 5’ATGAAGATTATACTACCAAATATGATGATATGGACA 3 375 50 °C
Rv 5 TTAATTATTTTTTGCAAATTGCAATCCAT 3’

OBP4 Fw 5 GACACGGTAGCAATTCTATGCTCG 3 408 51 °C
Rv 5 TTAATTTCCAGCAATCTTTTCTAATTCATC 3

OBPS8 Fw 5 ATGACGATTGAGGAGTTGAAGAAAAC 3 360 51°C
Rv 5 TTACGGAGCTAAGTAGAGCTCCTTATCG &

LCO1490/H Fw 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3 708 52 °C

C02198 Rv 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
TaO. - Temperatura de alineamiento 6ptima.

6.7 Clonacion de productos de PCR

La clonacion se efectud con el protocolo del kit CloneJet (Thermo-Fisher Scientific,
MA USA), que utliza el plasmido pJet 1.2 como vector, siguiendo las
especificaciones del fabricante.

6.8 Purificacion de Productos de PCR a partir de geles de

agarosa

Para el caso de algunas amplificaciones por PCR, los amplicones mostraron
algunas bandas inespecificas. Se selecciond y corté la banda correspondiente al
tamano del amplicon reportado en trabajos anteriores y verificado por PCR in silico
para cada juego de primers. Para la purificacion de las muestras se utilizé el
zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit, de la marca Zymo Research. Se seleccionaron
las muestras a las cuales se iba a cortar el fragmento del gel, posteriormente se
agregaron tres volumenes de buffer ADB a cada volumen de gel extirpado (ejemplo:
100 pl/mg, agregar 300 ul de buffer ADB), consiguientemente se incubaron los
fragmentos de gel a 55 °C hasta que quedara una mezcla homogénea, se le dio una

pequefia agitacion en el vortex y se agreg0 la agarosa derretida a una columna
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zymo-spin del kit y se centrifug6 a 10 000 rpm por un minuto, se desecho el flujo del
tubo de colecta, seguidamente, se agrego 200 pl de DNA Wash Buffer a la columna
y se centrifugd a 10 000 rpm por 30 segundos. Se repitié el lavado para eliminar
cualquier residuo a la muestra, se desecho el fluido del tubo de colecta. Después
se insert6 la columna en un tubo de recuperaciéon de 1.5 ml, se agreg6 30 ul de agua
libre de nucleasas (Promega) directo a la matriz de la columna, luego se incubo
durante cinco minutos a temperatura ambiente, a posteriori se centrifugé a 10 000

rpm por un minuto para eluir el DNA, listo para usar.

6.9 Purificacion de Productos de PCR con amplicones

especificos

En el caso de las muestras cuyas PCRs mostraron productos Unicos (sin bandas
inespecificas) se utilizd el sistema de purificacion GenElute™ PCR Clean-Up Kkit.
Primeramente, para el 6ptimo rendimiento se debe de preparar la columna en un
tubo de colecta, agregando 500 pl de Column preparation solution, luego se
centrifugaron las muestras a 12 000 rpm durante un minuto, a posteriori se deseché
la solucién. Se agrego tres volimenes de binding buffer a un volumen de la reaccion
de PCR y se mezclo; posteriormente se transfirio la solucién a una columna con su
respectivo tubo de colecta, se centrifugd a 12 000 rpm por un minuto y se desecho
el buffer. Se reemplazé la columna y se agregaron 500 pl de Wash solution,
seguidamente de una centrifugacion a 12 000 rpm por un minuto, se desecho el
buffer y se realizé una centrifugacion para secar la membrana a 12 000 rpm durante
dos minutos. Seguidamente se transfirid la columna a un tubo limpio de 1.5 ml, se
eluyo en 30 pl de agua libre de nucleasas (Promega) y se incubd por cinco minutos
a temperatura ambiente; a la postre, se hizo una centrifugacion a 12 000 rpm por un

minuto y se obtuvo el producto de PCR eluido y purificado.
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6.10 Secuenciacion y Anélisis Bioinformatico

El producto de PCR se envio a secuenciar a la empresa Macrogen, Inc. en Sedl,
Corea del Sur. Las secuencias obtenidas se revisaron, procesaron y compararon
con los electroferogramas obtenidos para determinar la limpieza y confiabilidad de
la lectura. Se alinearon las secuencias forward y reverse para generar una
secuencia consenso. Esto se realiz6 con el software Mega, version 11 (Tamura et
al., 2021). Posteriormente se analizaron por medio de los algoritmos tipo BLAST de
la base de Datos del National Center of Biotechnology Information (NCBI BLAST,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), y la base de datos BOLD Systems
(https://www.boldsystems.org/index.php) para el caso de la secuencia de COI. Los
alineamientos de las secuencias de proteinas también se realizaron en el software
Mega 11.

Después del analisis, si hubo algunas secuencias que no tenian la calidad
adecuada para depositarse en el Genebank, se repitieron los PCRs y su posterior
clonacion de acuerdo con el protocolo del Laboratorio de Biotecnologia Ambiental y
Agroecoldgica (LaBTAA). Los plasmidos obtenidos de esta manera se enviaron a
secuenciar como se explicd en el parrafo anterior y se analizaron de la misma

manera.

6.11 Realizacion de Dendrogramas

Se utilizé el algoritmo tipo BLASTX para localizar las secuencias de proteinas mas
parecidas a las que se obtuvieron, posteriormente se descargaron las secuencias y
se hicieron los alineamientos, pruebas de modelos de maxima verosimilitud y

generacion de dendrogramas con el software Mega 11.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Extraccion de Acidos Nucleicos (ARN y ADN)

De acuerdo con Cariaga-Martinez y Zapata (2007), para medir la calidad de las
extracciones se utilizd el indice 260/280 el cual mide la pureza de ARN y ADN de
las muestras donde 2.0 nos indica pureza aceptable en ARN, (Cuadro 2), en el caso
de ADN los indices de pureza son de 1.6 a 1.8 (Cuadro 3), por lo que las
extracciones estan dentro de los valores Optimos de calidad. De igual forma se
pueden observar las muestras correspondientes a Apis melifera como control
positivo de los cebadores previamente mencionados (OBPs y CSPs), y las
diferentes subcastas de Scaptotrigona mexicana; tales como guardianas, forrajeras
y nodrizas (Figura 2), donde “M”, representa el marcador de peso molecular y las
muestras bioldgicas estan representadas por letras.

Asimismo, se observan las muestras de ADN, en donde “M” esta
representando el marcador de peso molecular y las muestras son representadas
por letras (Figura 3).

Una vez corroborada la calidad de las muestras, con estos resultados

pudimos realizar las pruebas de PCR.

Cuadro 2. Parametros de pureza calidad de ARN de las diferentes muestras de

Scaptotrigona mexicana (guardianas, forrajeras, nodrizas) y de Apis mellifera.

Guardianas 2.18 79.0 ng/ul
Forrajeras F 214 39.4 ng/ul
Nodrizas N 2.18 159.4 ng/pl
Apis melifera A 2.08 217.2 ng/ul
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Figura 2. Extraccion de ARN en gel de agarosa 1.2%, TBE1X, 80V/40 min

Cuadro 3. Parametros de calidad de pureza de ADN de las diferentes muestras de

Scaptotrigona mexicana (guardianas, forrajeras, nodrizas).

Guardianas 1.99 156.8 ng/ul
Forrajeras F 2.03 191.8 ng/ul
Nodrizas N 2.10 210 ng/ul
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Figura 3. Extraccion de ADN en gel de agarosa 0.8%, TBE1X, 80V/40 min. Guardianas (G),
Forrajeras(F), Nodrizas(N).

7.2 ldentificacion de especie mediante citocromo oxidasa | (CO1)

Se obtuvo el ADN de la casta de guardianas. Los productos se visualizaron en gel
de agarosa obteniendo los siguientes resultados y seleccionando las ultimas dos
diluciones para su identificacion: 1:20 y 1:50 (Figura. 4). Después de la
secuenciacion se obtuvo en el electroferograma mas de una sefial, por lo cual no

se logran definir las bases nitrogenadas correspondientes.

L E'CP 1:20 1:20 1:20 1:20M1:50 1:50 &)MM

900
800
700 .
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:
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300
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100

-

48°C 48°C 44°C 46°C48°C 50°C 52°C 54°C  44°C46°C 48°C 50°C 52°C 54°C

Figura 4. Amplificaciones de ADN mediante citocromo oxidasa | a partir de ADN de
Guardianas. PCR con gradiente de temperatura indicado para cada amplicon.
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Se procedi6 a clonar el producto de PCR para poder obtener una secuencia clara
de cada casta. La secuencia perteneciente a la casta de Guardianas se deposito en
la base de datos del Genebank con el numero de acceso PQ480022.1,
posteriormente, se hizo una tabla evaluando el porcentaje de similitud con otras
especies, la cobertura y el e-value (Cuadro 4). Con los resultados de un andlisis
BLAST, el cual analiza las secuencias que se encuentran en el NCBI, dandonos las

especies con mayor similitud con relacion al citocromo oxidasa |.

Cuadro 4. Especies relacionadas con S. mexicana mediante cox1.

Especie Porcentaje de Cobertura

similitud
S. mexicana 100.00% 100% 0.0
Oxytrigona sp 97.72% 92% 0.0
Melipona 96.61% 87% 0.0
melanoventer
Scaptotrigona 96.82% 88% 0.0
pectoralis
Scaptotrigona 96.96% 74% 0.0
polysticta
Scaptotrigona 97.77% 88% 0.0
hellwegeri

7.3 Deteccion de genes OBPs y CSPs en ADNc y ADN gendmico
Se realizaron las PCR punto final tanto para ARN y ADN, en las cuales podemos
ver que para algunas muestras biolégicas no amplificaban para ambas moléculas
(Cuadro 5). En el caso del OBP8y CSP6, se realiz6 una PCR secundaria para poder
amplificar el producto, ya que en la primera PCR no se alcanzaba a visualizar el

amplicon.
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Cuadro 5. Amplificacion por PCR de cada muestra a partir de ADN y ARN.

Forrajeras Guardianas Nodrizas

DNA RNA DNA RNA DNA RNA
OBP4 v v v v v X
OBP8 v v v v v v

sec sec sec sec sec sec
Csp2 v v v v v v
Csp6 X X X V4 X X

sec sec sec sec sec sec
Sec= PCR Secundaria

v = Amplificacion positiva por PCR
X = Amplificacion negativa por PCR

Con la ayuda del software SnapGene, se realizé un alineamiento de los
diferentes genes. Posteriormente se diferenciaron por casta, gen y origen, con la
finalidad de realizar la secuenciacion de las mismas. Las muestras fueron enviadas

a la empresa Macrogen (Corea del sur), ver (Cuadro 6 y Figura 5).
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Cuadro 6. Muestras de Scaptotrigona mexicana seleccionadas para secuenciamiento.

Muestra Casta Gen Origen
C1 Forrajera Csp2 ADNc
C6 Guardiana Cspb6 ADNCc
C7 Nodriza OBP8 ADNc
Cc8 Nodriza OBPS8 ADNc
C4 Forrajera OBP4 ADNc
C10 Guardiana Cox1 ADN
C9 Guardiana Cox1 ADN
C2 Forrajera Csp2 ADN

M C1 C6 C7C8C4 C10C9 C2

Figura 5. Diferentes tamafios de amplicones obtenidos a partir de ARN y ADN, de las
diferentes castas.
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Asi mismo, se analizaron las secuencias obtenidas de los transcritos y se
subieron al GenBank con su correspondiente niumero de acceso, casta, gen y la
presencia de los transcritos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Secuencias obtenidas de los transcritos y nimero de acceso designado en el

GenBank. (- = no se obtuvo amplicon, += se obtuvo amplicén).

Casta GEN
Forrajera + (235 Pb) - + (285 Pb) + (364 Pb)
Acceso NCBI PP977266 PP977268 PP977270
Guardiana - + (327 Ph) - -
Acceso NCBI PP977267
Nodriza - - - + (282 Ph)
Acceso NCBI PP977269

Las secuencias de ADN obtenidas se tradujeron a la correspondiente
secuencia de proteina, esto nos permiti6 compararlas con otras secuencias de
meliponinos similares encontradas en el Genebank, y de este modo realizar los
arboles filogenéticos para ver la cercania entre las diferentes especies relacionadas
con los diferentes genes estudiados. Esto se realizé con la ayuda del software Mega
11. (Figura. 6), para la proteina Csp2 se utiliz6 a Eciton burchelli como especie
externa y se observa que Melipona bicolor y Melipona quadrifasciata estan
emparentada y Scaptotrigona mexicana (Forrajeras) presenta cercania con estas

especies.
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97

KAG9435462.1 Apis mellifera carnica

% NP 0010712781 Apis meliifera %

31

XP 006618295.1 Apis dorsata (ejaculatory bulb-specific protein 3-like)

———— KAH0955267.1 Eciton burchellii ‘“5 Eg :

Figura 6. Arbol filogenético CSP2 de la casta forrajera. Analisis filogenético realizado por el
método de Maxima Verosimilitud y el modelo JTT basado en la matriz de distancias. El arbol
consenso se infirio a partir de 1000 réplicas. Los analisis se realizaron en el software MEGA
11. Este analisis involucrd 7 secuencias con un total de 92 aminoacidos cada una.

Con respecto de CPS6, se observa una cercania mayor entre los ejemplares
Apis mellifera y Melipona scutellaris, seguida por Apis cerana cerana y a mayor
distancia Scaptotrigona mexicana. Nuestra especie de estudio muestra una mayor
relaciéon con A. cerana cerana como se puede ver en la (Figura 7), en el cual la

especie externa es Tropodothorax elegans.
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—— AFQO7771.1 Apis cerana cerana = <

NP 001071287.1 Apis meliifera %

ANW10208.1 Melipona scutellaris

] | PP977267 Scaptotrigona mexicana (guardiana)m

XP 006616151.1 Apis dorsata (ejaculatory bulb-specific protein 3-like)

AXB87340.1 Tropidothorax elegans

Figura 7. Arbol filogenético de CSP6 de la casta guardianas. Analisis filogenético realizado
por el método de Maxima Verosimilitud y el modelo JTT basado en la matriz de distancias.
El &rbol consenso se infiri6 a partir de 1000 réplicas. Los analisis se realizaron en el software
MEGA 11. Se analizaron 6 secuencias de 125 aminoacidos cada una.

Al analizar el OBP4 se observa una similitud con un 98% de confianza entre
Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana (Forrajeras), ver (Figura 8), usando como

especie externa a Megalopta genalis.
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[PP977268 Scaptotrigona mexicana (Forrajera)|
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o 98 L - >
XP 043789749.1 Apis laboriosa @
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XP 031775640.1 Apis florea

XP 033327935.1 Megalopta genalis n

Figura 8. Arbol filogenético OBP4 de la casta forrajeras. Analisis filogenético realizado por
el método de Maxima Verosimilitud y el modelo JTT basado en la matriz de distancias. Se
utilizaron 7 secuencias de 118 aminoacidos cada una. El &rbol consenso se infiri6 a partir
de 1000 réplicas. Los andlisis se realizaron en el software MEGA 11.

Para el OBP8 se analizaron dos castas (nodrizas y forrajeras), para esto se
utilizé a Meteorus pulchicornis como especie externa. De acuerdo con esto, la casta
de las forrajeras presentd una mayor cercania con Melipona scutelarris, a diferencia
de las nodrizas, las cuales estan mas cercanas con Apis mellifera, como se puede

observar en la (Figura 9).
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ANW10210.1 Melipona scutellaris
2

|PP977270 Scaptotrigona mexicana (Forrajera)|

84

|[PP977269 Scaptotrigona mexicana (Nodriza)|
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KAG9430903.1 Apis mellifera carnica ™ g

—

85 XP 043789740.1 Apis laboriosa m

XP 061935707.1 Apis cerana

AQNT8393.1 Meteorus pulchricornis

Figura 9. Arbol filogenético OBP8 de las castas forrajeras y guardianas. Analisis filogenético
realizado por el método de Maxima Verosimilitud y el modelo Whelan and Goldman basado
en la matriz de distancias. El arbol consenso se infirio a partir de 1000 réplicas, de 8
secuencias con 120 aminoacidos cada una. Los andlisis se realizaron en el software MEGA
11.
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VIIl. DISCUSION

Los insectos confian en gran parte en estimulos olfatorios para su reproduccion y
supervivencia. Para comprender la fisiologia y el papel comportamental y ecoldgico
del sistema olfativo, hay que conocer las sefiales detectadas en condiciones
naturales (Guidobaldi y Guerenstein, 2012). No se conoce mucho el aspecto
molecular de las abejas, y en especial de las meliponas. Sin embargo, se sabe que
los 6rganos olfatorios se encuentran en las antenas, especificamente en las
sensilas, las cuales captan los olores emitidos por diferentes floraciones. Una vez
captados estos olores se adentran en las sensilas, en las cuales se transportan por
un medio acuoso, la proteina es hidrofobica y el receptor es hidrofilico con un centro
hidrofobico para asi poder transportar el odorante a su receptor y emitir la sefal
hacia el cerebro y pueda ejecutar una accion. Se sabe que las proteinas receptoras
cumplen la funciéon de deteccién de olores y transduccion de sefial. Para poder
estudiar a estos receptores en su estructura molecular es importante conocer la
estructura de su genoma y transcriptoma por lo que una de las limitaciones en este
trabajo fue el no tener cebadores especificos provenientes del transcriptoma de S.
mexicana, por lo cual se utilizaron los cebadores reportados de la abeja de la miel
(Apis mellifera), cuyo genoma y transcriptoma han sido secuenciados (Webster,
Matthew, NCBI Project PRINA477511.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se demostré la presencia de OBPs
y CSPs en S. mexicana por medio de PCR punto final. Ademas, se demostré que
hay una variacién en la expresion de las proteinas estudiadas, ya que en algunas
subcastas se puede observar la presencia de algunos OBPs y CSPs y en otras no.
Sin embargo, esto no quiere decir gue no tengan estos genes, ya que, podrian estar
expresados, pero por debajo del limite de deteccion de la técnica utilizada. Por esto,
se recomienda usar cebadores especificos de las especies a analizar, para asi
observar diferencias en la expresion, sobre todo si éstas son sutiles. (Guidobaldiy
Guerenstein, 2012). La secuenciacion del transcriptoma permite obtener las
secuencias especificas de los genes de interés, sin embargo, alin con primers mas

especificos es necesaria la confirmacion de la secuencia por medio de la
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secuenciacion de los productos de PCR, tal como se comprobd en este caso y
nuestros productos amplificados se verificaron con la secuenciacion y se comprobo

gue pertenecian a los genes estudiados.

No obstante, ademéas de la PCR de punto final utilizada en este trabajo,
también existen otras técnicas que son utilizadas para replicar muchas veces los
fragmentos de ADN, como la RT-PCR, la cual se utiliza en diversas aplicaciones,
como el analisis de expresion génica, ya sea cuantitativa o cualitativa, utilizando
sondas Tagman, las cuales tienen fluoréforos unidos a su extremo 5’ y los extintores
o quencher unidos a su extremo 3’, las sondas TagMan mientras estén intactas, la
fluorescencia del colorante indicador tiende a extinguirse, gracias a esto podemos
detectar al amplicon a partir de cebadores especificos, asegurando que sea el
fragmento de interés a estudiar. En comparacién a la PCR punto final, la PCR
cuantitativa (QPCR) es superior ya que esta tiene mayor confiabilidad en los
resultados puesto que los cebadores ya han sido sintetizados de las regiones
especificas de estudio ubicadas en el transcriptoma. Otra aproximacion es el estudio
del proteoma, que en combinacion con la genémica permitio detectar una expresion
diferencial de las proteinas antenales expresadas entre las diferentes castas de A.
mellifera (Fang et al, 2010). Estas técnicas pueden utilizarse para estudios futuros

en Scaptotrigona mexicana.

Un aspecto importante es comprobar la identidad de la especie de estudio de
manera molecular como complemento a la taxonémica, para ir conformando un
perfil integrativo que posteriormente puede irse complementando con datos sobre
la ecologia, morfometria, nicho climéatico, actividad reproductiva, o comportamiento,
entre otras caracteristicas (Sukumaran y Gopalakrishnan, 2015) De acuerdo con
Daza (2018), el fragmento del gen mitocondrial citocromo oxidasa | es de
aproximadamente 648 pb en la region del gen mitocondrial, el cual nos sirve como
coédigo de barras para la identificacion taxonOmica, esta técnica nos ayudd a
corroborar que la especie que estdbamos trabajando es S. mexicana, dandonos
como resultado 100% de porcentaje de similitud. Debido a la importancia

socioecondmica de la especie, consideramos que el aporte de secuencias a las
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bases de datos incrementa el conocimiento a nivel mundial de esta especie de

importancia para nuestro pais.

Rios et al. (2009) nos dicen que los marcadores moleculares estan
considerados como estimadores de la vida evolutiva de los organismos, ya que se
evaluan las relaciones filogenéticas desde diferentes niveles jerarquicos. Crisci
(2002), menciona que los marcadores moleculares mayormente utilizados en la
sistematica son por la secuenciacion de ADN, el cual tiene una mayor ventaja sobre
otros marcadores. Por la comparacién de genes homologos de diferentes taxones,
esta relacion puede establecerse por el método de alineamiento mudultiple de
secuencias, ya sea de ADN o proteina en el caso de genes codificantes, tal como
se hizo en este estudio para generar los arboles filogenéticos y ver la cercania de
cada uno de los genes evaluados con los de otras especies. En algunos casos las
secuencias mas cercanas a nuestra especie eran provenientes de otras abejas,
tanto de la tribu meliponini: Melipona scutellaris, Apis cerana cerana, Melipona
bicolor y Melipona quadrifasciata; como de la tribu Apini, podemos suponer que esto
es debido a la poca informacion existente en las bases de datos sobre estas

secuencias para genes de otros géneros y otras especies.

Se realiz6 el alineamiento de secuencias de proteinas ya que mediante este
proceso se puede explorar las similitudes o diferencias entre los OBPs y CSPs de
las diferentes castas, 0 con otras especies de abejas e insectos, ya sea una parte
de la proteina o toda la proteina. En la siguiente figura (Figura 10) se muestra el
alineamiento de DNA de las secuencias de OBP8 obtenidas por PCR en Forrajeras
y nodrizas. Como podemos ver, las secuencias muestran un 100% de similitud en
ambas castas, lo cual nos habla del alto grado de conservacion de estos genes.
Cuando esta secuencia se traduce a proteina nos permite identificar si hay algunas
caracteristicas estructurales que puedan estar asociadas a la funcion, como
modificaciones post traduccionales (Edman y Begg, 1967). Sin embargo, no se
encontré una diferencia entre estos genes entre las castas estudiadas, tal como se
observa en la (Figura 11) en donde el alineamiento entre las secuencias de OBP8

entre forrajeras y nodrizas de S. mexicana no muestra diferencias entre si, ni con la
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secuencia de Apis mellifera, y tnicamente un aminoacido de diferencia con el OBP8
de S. scutellaris., esto nos indica también el alto grado de conservacion en la
estructura de estas moléculas, lo cual es esencial para el ejercicio de su funcion En
OBP mejor

caracterizado puede mejorar la sensibilidad en olores y feromonas, permitiendo la

este sentido, Scheuermann y Smith (2019), explican que el

deteccion de niveles fisiologicos de la feromona especifica, los olores que son
detectados por un mismo receptor pueden llegar a ser afectados por la pérdida de
OBPs. La caracterizacion futura de los odorantes que se unen a OBP4 y OBPS8
identificados en las castas de Scaptotrigona mexicana durante este estudio, seran
importantes para establecer quizas diferencias entre estas, y ayudaria a conocer

mejor la organizacion en la colmena.
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias de DNA del gen OBP8 en Nodrizas y Guardianas
de S. mexicana, con A. mellifera y M. scutellaris. Este alineamiento se generé con el
algoritmo clustal W en el software Snapgene v. 8.0.3 Con color rojo se resaltan las
diferencias entre las secuencias.
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Figura 11. Alineamiento de las secuencias de Proteina del gen OBP8 en Nodrizas y

Guardianas de S. mexicana, con Apis mellifera y M. scutellaris. Este alineamiento se gener6
con el algoritmo clustal W en el software Snapgene v. 8.0.3. Con color rojo se resaltan las

diferencias entre las secuencias.



IX. CONCLUSIONES

Scaptotrigona mexicana esta en el grupo de las abejas sociales, ya que su gran

capacidad de interactuar con ejemplares de su nido las hace trabajar de forma

efectiva para llevar a cabo tareas especificas dentro de este.

En este estudio, se confirmé mediante identificacion molecular con el
marcador mitocondrial CO1 que la abeja estudiada es Scaptotrigona
mexicana.

En esta especie se detectaron OBPs y CSPs en su material genético,
particularmente Se detectaron los genes de OBP4 y OBP8 en las castas de
forrajeras y nodrizas y CSP2 y 6 en guardianas y forrajeras mediante PCR
de punto final.

También se logré secuenciar por el método de Sanger los genes de OBPs y
CSPs en las castas de S. mexicana antes mencionadas.

Por su parte se encontrd una similitud entre las secuencias de Proteina de
OBPs y CSPs de S. mexicana con otras especies de meliponinos y A.
mellifera, por lo que son secuencias altamente conservadas entre estas
especies.

En cuanto a las castas de forrajeras y nodrizas, no se encontré una

diferencia significativa entre las secuencias de DNA y proteina de OBPS8.
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X.  RECOMENDACIONES

Para tener informacién molecular mas precisa sobre S. mexicana se necesita
secuenciar el transcriptoma, saber cuantas familias de OBPs y CSPs se encuentran
asociadas en los receptores de olor, de igual forma es importante sintetizar los
cebadores especificos para los genes seleccionados y asi poder evaluar la
expresion de los genes mediante gPCR en las diferentes castas: reina, forrajera,

nodrizas y zanganos.
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