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RESUMEN

Las diferencias morfolégicas de las abejas A. mellifera y G. acapulconis son
claramente visibles. Ademas, las proteinas de la jalea que secretan estos dos
géneros de abejas tienen diferente balance proteico. Asi, en este trabajo nos
enfocamos en conocer indirectamente la composicién proteica de ambas jaleas
mediante el analisis transcriptdmico de las proteinas expresadas por las glandulas
hipofaringeas (HG), las cuales son las productoras de la jalea. Nuestro estudio
demuestra que la jalea real contiene a las proteinas Yellow (por su color observado
al separar la Jalea Real) y a las MRJP (por sus siglas en Inglés significa; Major
Royal Jelly Proteins) que pertenecen a superfamilias de proteinas, las cuales aparte
del valor nutricional para las larvas en desarrollo, también tienen funciones
importantes para la fisiologia y defensa de las abejas. Las MRJP muestran una
amplia variedad de funciones. Sin embargo, no han sido totalmente caracterizadas.
En ambos géneros de abejas fueron identificadas proteinas de la familia Yellow. Por
el contrario, las MRJP solo fueron identificadas en A. mellifera. Cabe destacar que
en G. acapulconis fueron identificadas proteinas RJPL (por sus siglas en Inglés
significa; Royal Jelly Protein-Like), las cuales son proteinas evolucionadas de las

MRJP



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Planteamiento del problema

En México como en todo el mundo las A. mellifera son las principales abejas en la
produccion de miel. Cabe destacar, que existan otras especies de abejas en el pais
como la G. acapulconis. Sin embargo, estas abejas producen menos cantidad de
miel. Se piensa que su morfologia esta relacionada a su la baja produccion de miel,
ya que la A. mellifera es entre 12 a 15 veces mas grande que la G. acapulconis. Por
otra parte, se sabe que la jalea real es un alimento que tiene los componentes
nutricionales para que las abejas se desarrollen, y esta es producida por las
glandulas hipofaringeas (HG). Por lo que la composicién de las jaleas tendria un
impacto directo sobre el desarrollo de ambas abejas, y a su vez impactaria en las
diferencias morfoldgicas entre ambas. Es de nuestro interés conocer la composicion
de dichas jaleas y estudiar si las familias proteicas presentes en ambas jaleas son

expresadas en el transcriptoma de manera diferente.

Hipotesis

Sabemos que la jalea real esta relacionada con morfologia de las abejas, asi que,
dado que las abejas Apis mellifera y Geotrigona acapulconis son diferentes

morfoldégicamente, deberia de existir diferencia entre los perfiles transcriptomicas

codificantes de las proteinas de la jalea real.



Justificacion

La composicién proteica de la jalea real es bien conocida en A. mellifera. Sin
embargo, poco se sabe acerca de la composicién proteica de la especie G.
acapulconis. Por lo tanto, es de nuestro interés conocer las proteinas que se
expresan en la jalea de G. acapulconis, y que tan similares o diferentes son con
respecto a las que se expresan en A. mellifera. La secrecion de jalea real en G.
acapulconis es de dificil acceso, por lo que un andlisis transcriptomico de las
glandulas productoras permitird conocer de manera indirecta la composicion

proteica de la jalea en G. acapulconis y comparar estas dos especies de abejas.

Objetivo general

Identificar el perfil transcripcional de las proteinas de jalea real de G. acapulconis y

compararla con A. mellifera.

Objetivos particulares

1. Diseccionar las abejas G. acapulconis y A. mellifera para obtener las
glandulas hipofaringeas

2. Obtener RNA de glandulas hipofaringeas de G. acapulconis y A. mellifera
para secuenciar el RNA obtenido.

3. Generar el ensamble y realizar la anotacion de las secuencias obtenidas
anteriormente.

4. Identificar los transcritos de proteinas de las glandulas hipofaringeas de G.
acapulconis.

5. Comparar la diversidad de proteinas relacionadas a la jalea real expresadas
en las glandulas hipofaringeas por A. mellifera y G. acapulconis.



CAPITULO 2. FUNDAMENTACION TEORICA

Antecedentes

Jalea real

La jalea real estd conformada primordialmente de agua (50-70%), proteinas que
conforman del 12 al 18%, carbohidratos principalmente glucosa, fructosa y sacarosa
y son alrededor del 10 al 12%, lipidos y acidos grasos componen del 3 al 8%, y en
menor proporcion vitaminas hidrosolubles, nucleétidos, polifenoles, hormonas y
esteroles (Pina et al., 2018). Asimismo, es un alimento altamente energético que

contiene varias vitaminas del grupo B (Ramanathan et al., 2018).

En la jalea real, el conjunto de proteinas mayoritarias son las MRJP1-10 (por sus
siglas en ingles Mayor Royal Jelly Protein), las que representan alrededor del 90%
del contenido total de las proteinas por lo que se piensa que es el elemento activo
primordial de la jalea real (Ramanathan et al., 2018). La jalea real, ademas de
nutricional, se le atribuyen actividades anticancerigenas, antimicrobianas,
antiinflamatorias, hipocolesterolémicas, hipotensora, sanitizante, vasodilatadora e
inmunomoduladora (Nates-Parra, 2011). Cabe destacar, que la cantidad de jalea
real secretada por las HG dependen de la edad de las abejas obreras (Page et al.,

1998).

Compuestos segregados por las glandulas hipofaringeas
Algunos estudios han demostrado que las HG secretan la enzima invertasa, enzima
reductora lipasa, diastasa y glucosa-oxidasa (J. Li et al., 2008; Suwannapong et al.,

2010). Las enzimas mencionadas son termolabiles y su actividad reduce con el



envejecimiento, por lo cual su presencia sugiere la calidad de la jalea (Ramanathan
et al.,, 2018). Ademés, segregan acidos grasos, lipidos neutros, esteroides,

hidrocarburos y fenoles (Fratini et al., 2016).

Familia de genes yellow

La familia de genes yellow es quiz& una de las mas enigmaticas descubiertas hasta
ahora. El primer gen caracterizado ("yellow") se identificod por el fenotipo yellow
anormal de la cuticula adulta y de las piezas bucales de las larvas de Drosophila
melanogaster (Biessmann, 1985), lo que sugiere que el gen estd implicado en la
sintesis del pigmento melanico (Biessmann, 1985; Brehme, 1941.). Se han
identificado varios genes similares al yellow en la abeja melifera Apis mellifera
(Ferguson et al., 2011). En la actualidad se han identificado diez yellow-MRJP
(yellow-MRJP1-9, ademas un pseudogén) (Albert & Klaudiny, 2004; Drapeau et al.,
2006; Schmitzové et al., 1998). Sin embargo, los analisis filogenéticos muestran que
las proteinas yellow forman un grupo monofilético distante de las MRJP (Albert &

Klaudiny, 2004).

MRJP1-10

Las proteinas principales de la jalea real, las MRJP, constituyen una subfamilia de
proteinas estrechamente relacionadas que pertenecen a una superfamilia de
proteinas Yellow/MRJP (Radovic et al., 2002). Estas proteinas recibieron su nombre
tras su identificacion inicial como componente dominante de la jalea real de la abeja
melifera (Schmitzova et al., 1998). Debido a su ausencia en los genomas de otros
insectos, se penso que las MRJP se habian diversificado so6lo en el género Apis y

se convirtieron en un componente principal de la jalea real (Albert & Klaudiny, 2004;



Ferguson et al., 2011; Schmitzova et al., 1998). Sin embargo, la identificacion de
homélogos de MRJP en otros himendpteros cuestiond este escenario evolutivo
(Smith et al., 2011). Ademas, los avances en la bioquimica y la neuroanatomia de
las abejas meliferas revelaron que las MRJP también se expresan fuera de las HG,
como en el cerebro (MRJP1, 3y 9) (Kucharski et al., 1998) y en el veneno (MRJP8
y MRJP9). También se descubri6 que MRJP1 desempefia un papel central en el
polimorfismo reina-trabajador, en particular en la determinacion del desarrollo de las
reinas de las abejas meliferas (Kamakura, 2011). Recientemente se ha demostrado
que el fenotipo de la jalea real es probablemente el resultado de la reprogramacion
epigenética de todo el genoma a través de la metilacion del DNA, lo que conduce a
patrones divergentes de expresion de genes y desarrollo de tejidos (Kucharski et
al., 2008). Las Yellow/MRJP también se han aislado del cerebro de las abejas
meliferas, de las glandulas venenosas y de los tejidos de larvas, pupas y adultos.
Lo que sugiere que, al igual que los otros miembros de la familia yellow, las
Yellow/MRJP tienen papeles multifuncionales y dependientes del contexto en el
desarrollo (Drapeau et al., 2006; Peiren et al., 2005; Schmitzova et al., 1998).
Ademas de los MRJP, el genoma de A. mellifera comprende 10 genes yellow que
también tienen diversos patrones de expresion. Mientras que el yellow-g muestra
una expresion ovario especifico segun la reina, el yellow-h se expresa en las reinas
en desarrollo. El yellow-f se expresa en la fase embrionaria tardia, mientras que el
yellow-e3 afirma que es el progenitor de la familia mrjp, este ultimo muestra
expresion en la glandula hipofaringea (Ferguson et al., 2011; Qian et al., 2002;
Radovic et al., 2002). Por lo tanto, los genes yellow de Apis podrian estar asociados

al desarrollo (Hojo et al., 2010). Ademas, ha sido propuesto que MRJP pueden tener



funciones reguladoras en el desarrollo y comportamiento, ademas de su papel

nutricional en la jalea real (Albert et al., 1999.; Schmitzova et al., 1998).

RJPL

Las proteinas de la jalea real (MRJP) de la abeja melifera, no se presenta en todas
las abejas. Se ha encontrado un gen similar al MRJP en el abejorro, Bombus
terrestris conocido como RJPL (por sus siglas en Inglés significa Royal Jelly Protein-
Like). También se ha demostrado que comparten muchas caracteristicas con las
MRJP de las abejas meliferas. Ademas, al igual que las MRJP se expresan
principalmente en las glandulas hipofaringeas, aunque los abejorros no producen
alimento larvario similar a la jalea real de la abeja melifera (Albert & Klaudiny, 2004).
Se ha propuesto que la funcién digestiva/modificadora del alimento era la funcion
original de la proteina MRJP previo a la multiplicacion de su gen 'y la adaptacién de
una nueva funcién nutritiva (Kupke et al., 2012). Sin embargo, el RJPL también se
expresa en otros lugares diferentes de los HG, como se demostré en la abeja
melifera. Esta representa una etapa de prediversificacion de la evolucién del gen
MRJP en abejas. Los datos sugieren que una funcién glandular dual precedi6 a la
multiplicacion de las MRJP en el linaje de las abejas meliferas. En el curso de la
evolucion de la abeja melifera, las HG cambiaron drasticamente su morfologia para
cumplir una funcién de expresion de alimento (Albert & Klaudiny, 2004). La funciéon

mas similar de la RIJPL es la de MRJP1y 2 (Kupke et al., 2012).



Marco teoérico

Las abejas

La calidad de nuestra vida esta directamente relacionada con la salud de la tierra,
pues la poblacibn humana es dependiente en enorme proporcion de especies
animales y vegetales para su supervivencia (Charls. 1862). Un tercio de los
alimentos que consumimos esta disponible debido a la polinizacion, y alrededor de
la mitad de los animales que polinizan las plantas tropicales son abejas (Toole,
1993). Primero ¢Qué es una abeja? Segun Michener (1974), “Las abejas son un
conjunto de avispas visitantes de flores que abandonaron sus habitos de avispa de
abastecer sus nidos con insectos o arafias, y empezaron a alimentar a sus larvas
con polen y néctar, con secreciones glandulares, al final derivadas de la mismas
fuente”. Las abejas son, posiblemente, el conjunto de insectos mejor adaptado a la
visita floral y debido al enorme conjunto de especies y a la copiosidad de varias de
estas, se transforman en un conjunto importante para la polinizacion y la
reproduccion sexual de la mayor parte de las plantas con flores, en particular para

muchas plantas de interés agricola (Michener, 2000).

Tribus de abejas

Pese a su copiosidad y enorme conjunto de especies, para muchos el concepto
“abeja” solo se refiere a la abeja doméstica Apis mellifera. Por ello es fundamental
determinar que la designacion “abejas” (Pardo & Nates-Parra, 1994), tiene un
sentido mas extenso y tiene relacién con una cantidad enorme de especies que
generalmente pasan desapercibidas para el ser humano, al igual que sus aportes

en la polinizacion de cultivos y produccion de alimentos (Ollerton & Cranmer, 2002).



Hay cerca de 25 mil especies de abejas a nivel mundial (ANSA, 2013), donde se
reconocen 7 familias de abejas en el planeta: 5 de lengua corta (Stenotritidae,
Colletidae, Andrenidae, Halictidae, Melittidae) y 2 de lengua extensa (Megachilidae
y Apidae) (Michener, 2000). La conducta social, primigenia o avanzada, se muestra
en menos del 10% de las especies, originado independientemente en 2 familias:
Halictidae y Apidae (Snelling, 1981). El nucleo familiar Apidae tiene a la subfamilia
Apinae, en donde se hallan diferentes tribus de abejas tanto solitarias como
eusociales. Las abejas sociales con 4 tribus, 2 enormemente sociales: Apini (que
incluye el género Apis) y Meliponini (llamadas “abejas sin aguijén”) (ANSA, 2013).
Las 2 tribus restantes son: Bombini (llamados “abejorros del paramo”) y tribu
Euglossini (abejas de las orquideas). Las primeras son primitivamente sociales y
comprenden el género Bombus. Por el contrario, las Euglossini son
mayoritariamente solitarias (figura 1). Cuentan con multiples géneros Euglossa,

Eulaema, Eufriesea, Aglae y Exaerete que son cuasisociales (Nates-Parra, 2005).



TRIBU: Apini GENERO: Apis
ESPECIE: Apis mellifera

REINO: Animalia G

4’“

CLASE: Insecta .
TRIBU: Euglossini GENERO: Euglossa
ORDEN: Hymenoptera

FAMILIA: Apidae ﬁ

SUBFAMILIA: Apinae ¢ TRIBU: Bombini GENERO: Bombus

>
GENERO: Melipona e
T S GENERO: Geotrigona
TRIBU: Medlponinl ) ESPECIE: Geotrigona acapulconis
)

GENERO: Plebeia

Figura 1. Clasificacion taxondémica de las abejas. En esta figura modificado de
(Rogel, 2013), se pueden ver los diferentes tipos de abejas que hay en la subfamilia

Apinae.

Distribucion de las tribus Meliponini y Apini

La tribu Meliponini, es parte de la familia Meliponinae (Michener, 2000). También
conocidas como meliponinos. Se encuentran en las regiones tropicales y
subtropicales de Australia, América, Asia y Oceania (figura 2) (Quezada-Euan et al.,
2018). En Ameérica, estas abejas se encuentran desde México hasta Argentina
(Kilani, 1999). En este continente existe la mayor diversidad de meliponinos, con
mas de 400 especies descritas, mientras que en la region indo-australiana se
reportan cerca de 90 especies y en Africa casi 30 (Zimmerman et al., 1989). Dentro
de esta tribu se encuentra género Geotrigona. Por otro lado, los Apinos (Apini) con

un solo género y siete especies, donde una de ellas es la Apis mellifera (Inoue et
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al., 1984). Tienen una amplia area de distribucibn con diversas condiciones
climaticas y se subdividen en numerosas subespecies. Estas abejas proceden de
Asia, Europa y Africa (figura 2) (Wu et al., 2012), y fueron introducidas al continente
americano con la llegada de los conquistadores a estos territorios (Mendizabal,
2005). Desde esa época la especie se adapt6 a las nuevas condiciones y hoy en
dia se considera naturalizada, con poblaciones silvestres establecidas en todo el
territorio, y otras poblaciones criadas bajo condiciones de explotacion comercial

(Nates-Parra, 2005.; Quezada-Euan et al., 2018).

Origen de los Apinis

Il Origen de los Meliponinis

Figura 2. Origen de las tribus Apini y Meliponini. Esta figura, se puede observar
el origen de las tribus Apis y Meliponinis en el planeta tierra (modificado de Rogel,

V. 2013).
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Apis mellifera y Geotrigona acapulconis

La abeja més utilizada y practicamente cosmopolita es la A. mellifera (figura 3),
mientras que el género Geotrigona solo esta presente entre el centro de México y
norte de Argentina (Ala, 1999). En México la especie G. acapulconis (figura 3) es
endémica de la cuenca del Rio Balsas, con registros hasta el Istmo de Tehuantepec

(Ala, 1999).

4 o IR
= B ¢

Figura 3. Abejas utilizadas en este estudio. Esta figura se puede ver las
diferencias morfologicas de A) A. mellifera. y B) G. acapulconis (Foto tomado por

Corzo, E).

Ciclo bioldgico
La organizacion social de ambas especies A. melliferay G. acapulconis esta dirigida

por la reina, que se caracteriza por ser la hembra que puede poner huevos
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fecundados de la colonia. Su funcién principal es vigilar el buen funcionamiento de
la colonia a través de la liberacion de feromonas para facilitar una labor conjunta de
los individuos apoyando la supervivencia (Insuasty-Santacruz et al., 2017). Otra
funcion de la reina es rendir mas individuos (obreras, zdnganos y otras reinas). El
mayor conjunto de individuos que forma la colonia son obreras, que son las
encargadas de la construccion, acopio de recursos, alimentacion y defensa de la
colonia (Quezada-Euén et al., 2018). Los zanganos son los huevos no fecundados.
Ellos desempefian funciones como la produccién de calor en la zona de cria,

maduracion de la miel y el rendimiento de cera (Can-Alonzo et al., 2005).

Los meliponinos posen una forma especial de reproducir sus crias, las obreras
forman previamente las celdas de cria y posteriormente las abastecen de alimento
larval, la reina oviposita encima del alimento larval, mas adelante las obreras cierran
la celda para que la larva inicie el proceso de metamorfosis (Gracia & Dzid, 2008.).
Por otro lado, los Apinos mantienen abierta la celda de la cria, por lo que cada cierto
tiempo las obreras alimentan a la larva hasta que se vuelva pupa para cerrar la celda
y asi continuar con su desarrollo (Mistroni & Carvalho, 2006.). La obrera y el
zangano que conforman la colonia tienen una vida entre los 30 y 40 dias (Ala, 1999)
o incluso hasta mas de 50 dias (Can-Alonzo et al., 2005) dependiendo de la especie,

mientras que la reina vive entre 2-7 afios (Can-Alonzo et al., 2005).

Las glandulas hipofaringeas (HG)
Las HG (por sus siglas en inglés hypopharyngeal glands) (figura 4), son muy
rudimentarias en la reina y ausentes en el zangano, pero presentes en las obreras

(Li et al., 2008). Estan compuestas por un par de glandulas situadas en la cabeza
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que consta de un tubo largo y sinuoso, al que se adhieren I6bulos soélidos y
redondeados. Ademas, dos canales distintos que se abren por separado en la base
de la hipofaringe, y como su nombre lo indica, estan por debajo de la faringe; sus
conductos corren por debajo del cibario hasta la placa hipofaringea (Suwannapong
et al., 2010), mediante tubos cortos laterales y varios cientos de pequefios cuerpos
lobulares denominados acinos, los cuales entregan secreciones a un conducto
colector que va a las piezas bucales, cuyo tejido glandular produce el alimento larval
(Ilyasov et al., 2020), conocido como “jalea real”. Dicha secrecion es presentada
como alimento a las larvas y a la reina (Page et al., 1998.). La secrecién es lechosa
y pastosa, de color blanquecino (figura 5), con una acidez pronunciada (llyasov et
al., 2020). Esta sustancia se administra a todas las larvas durante los 3 primeros
dias de crecimiento, pero a partir del cuarto se agrega el polen y miel, para continuar
su crecimiento hacia las obreras (huevo fecundado) o los zanganos (huevo sin
fecundar) (Li et al., 2008). Mientras que a la reina en toda su vida se va a alimentar

de esta sustancia (Page et al., 1998).
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Cerebro

Glandulas
Hipo faringeas

Glandulas
Salivales

Figura 4. Sistema glandular en la cabeza de A. mellifera. Figura del sistema
glandular en A. mellifera disectado por un bisturi visto desde un estereoscopio. (Foto

tomada por Corzo, E) (Li et al., 2008).

Figura 5. Larva en celda real. Figura tomada en el apiario de la UAEM donde se
muestra A) Jalea real y B) larva de A. mellifera que absorbe la jalea real para su

desarrollo a abeja reina. (Foto tomada por Corzo, E).
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

Para el proceso de este proyecto, se emplearon tres &reas de conocimiento,

Biologia Experimental, Biologia Molecular y Bioinformética.

Biologia experimental

La metodologia usada en biologia experimental se puede ver en la figura 6

.Biologl'a Experimental | 2 Biologia Molecular | 3 'Andlisis Bioinformatico

Recoleccion de

muestras / N

Manejo de abejas

—— G. acapulconis
Identificaciéon de - oz i
abejas — . < Diseccion >
——— A mellifera

Identificacion de
6rganos

R ¥

Figura 6. Metodologia de biologia experimental. Diagrama para visualizar la
metodologia en biologia experimental, donde se va a realizar la identificacion de
abejas, manejo de abejas, diseccién e identificacion de 6rganos

Recoleccion

Para la obtencion del material biol6gico, se recolectaron ejemplares de G.
acapulconis en Xoxocotla, Morelos. Para A. mellifera se recolectaron en el apiario

de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM) en Cuernavaca,

Morelos.
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Identificacion de abejas

Para conocer el género y especie de G. acapulconis, se enviaron especimenes al
Dr. Ricardo Ayala Barajas del Instituto de Biologia perteneciente a la Universidad
Nacional Autonoma de México. El Dr. Ayala identifico el género y la especie para
Geotrigona acapulconis. Con respecto a A. mellifera ya se sabia de su especie y

género por lo que no hubo necesidad de enviar los especimenes a identificar.

Manejo de abejas

Para poder colectar a las A. mellifera se us6 un traje de apicultor, guantes y velo
para prevenir picaduras. También se us6é un ahumador para tranquilizar a las abejas
y facilitar su manejo. Con G. acapulconis no es necesario usar ningun equipo de

proteccion pues estas son inofensivas.

Diseccion e identificacion de érganos
Para identificar las HG en ambas abejas se realiz6 una diseccion en la cabeza
usando bisturi, pinzas y tijeras estériles y empleando un microscopio

estereoscopico.
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Biologia molecular

La metodologia usada en biologia molecular se puede ver en la figura 7.
1 Biologia Experimental .Biologia Molecular | 3 ) Analisis Bioinformatico

3. Paso: Secuenciacion Masiva

1.7 Paso: Extraccion de RNA 2.% Paso: Analisis de Calidad 2 G
por medio de ilumina
L‘ Protocolo de extraccion de || Espectrofotémetro UV-VIS de k— NextSeq 500
RNA por el método TRIzol® barrido espectral

‘ Electroforesis en gel de
agarosa

—‘ Electroforesis capilar

Figura 7. Metodologia de biologia molecular. Diagrama para visualizar la
metodologia de biologia molecular. Se divide en tres pasos, la extraccion de RNA,

andlisis de calidad y secuenciacién masiva.

Extraccion de RNA

Las cabezas se diseccionaron para la extraccion del RNA, de las especies G.
acapulconis y de A. mellifera. El material se colocé en TRIzol® y se almacené a -20
°C hasta su uso. Los érganos se maceraron en un homogeneizador previamente
esterilizado. EI RNA se extrajo utilizando el reactivo TRIzol®, método de
isotiocianato guanidina/fenol (Chomczynski & Sacchi, 1987). Todos los reactivos

utilizados eran libres de RNAsas, y el material que se utilizo era estéril.
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Protocolo de extraccion de RNA con TRIzol®
I.  Macerar las glandulas en un homogeneizador de vidrio con pistilo (Potter),
luego dejar 10 min en hielo y transferir a un tubo de microfuga de 1.5 mL
[I.  Adicionar 200 pL de cloroformo, dejar incubando por 10 min a temperatura
ambiente, centrifugar a 14,000 rpm por 10 min a 4 °C.
lll.  Pasar el sobrenadante a otro tubo de microfuga de 1.5 mL, agregar mismo
volumen de isopropanol y dejar 10 min a temperatura ambiente.
IV.  Volver a centrifugar 10 min a 4 °C 14,000 rpm, descartar el sobrenadante y
se lavar el pellet 2 veces con 500 L con etanol frio al 75%.
V. Dejar secar el pellet 5 min a temperatura ambiente y resuspender en

H20/Dpc.
Cuantificacion de RNA por espectrofotometria

El RNA se cuantificé en el equipo NanoDrop One™ Thermo Scientific a 260 nm.

Electroforesis de agarosa

Para el analisis del RNA se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%

usando el buffer TBE 1x, corrido a 100 V por 30 min.

Electroforesis capilar

Para medir el tamafio y la concentracién precisa de todos los fragmentos genéticos,
se solicitd el servicio de secuenciacion a la Unidad Universitaria de Secuenciacion
Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de Biotecnologia, de la Universidad
Nacional Autonoma de México (IBt-UNAM), donde se usé el equipo Bioanalyzer

Agilent 2100 con el protocolo ya establecido por la unidad de UUSMB, este
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protocolo se puede visualizar en el siguiente enlace:

http://www.uusmb.unam.mx/?page id=15.

Secuenciacion masiva
La secuenciacion masiva de RNAm fue realizada en la UUSMB del Instituto de
Biotecnologia-UNAM, usando su propio protocolo, el cual se puede visualizar en el

siguiente enlace: http://www.uusmb.unam.mx/?page id=15. Se uso el equipo

NextSeq 500 de la marca Illumina®.

Analisis bioinformatico

La metodologia que se usara en analisis bioinformatico se puede ver en la figura 8.

1 'Biologia Experimental | 2 Biologia Molecular ‘Anélisis Bioinformatico

1.* Paso: Analisis 2.2 Paso: Retirar secuencias no 3.*Paso: 4. Paso: 5.* Paso:
de Calidad deseadas y de baja calidad Ensamblaje Anotacion Cuantificacion
L FastQC \— Trinity ‘ Thblastn l— Salmon ‘
Cutadapt
Trinotate ‘
| Trimmomatic W‘

Figura 8. Metodologia de andlisis bioinformatico. Diagrama para visualizar la
metodologia de analisis bioinformatico. Se visualiza cuatro partes, analisis de
calidad, retirar secuencias no deseadas y de baja calidad, ensamblaje, anotacion y

cuantificacion.


http://www.uusmb.unam.mx/?page_id=15
http://www.uusmb.unam.mx/?page_id=15
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Analisis de calidad

El analisis bioinformatico se realizd en el cluster del IBt-UNAM Teopanzolco. El
Andlisis de calidad se realiz6 con el programa FastQC 1.11.4. El cual evalla si los
datos cumplen con los estandares de calidad (Brown et al., 2017). También puede
proporcionar el contenido de G/C, la calidad de los K-mers, si hay bases clasificadas
como N, o si hay una secuencia altamente representativa. Por lo tanto, segun los
datos del archivo en FastQC, es posible ver rdpidamente qué parametros pueden
ser problematicos a través de gréficos, y tablas de rapido acceso y faciles de

interpretar (Garcia-Martinez et al., 2016).

Retirar secuencias no deseadas y de baja calidad

A menudo es necesario limpiar los datos, como las lecturas de secuenciacion de los
RNA pequefios que contienen el adaptador de secuenciacion 3' porque la lectura es
mas larga que la molécula que se secuencia (Li et al., 2008). Las lecturas de
amplicones comienzan con una secuencia de cebadores. Las colas de poli-A son
Gtiles para extraer el RNA de la muestra, pero a menudo no se desea que estén en
las lecturas (Grabherr et al., 2011). Para retirar esas secuencias no deseadas y de
baja calidad se usaron los programas cutadapt 1.18 y trimmomatic 0.39. Para esto

se uso el siguiente comando.
Cutadapt 1.18:

cutadapt -b AGATGTGTATAAGAGACAG -B AGATGTGTATAAGAGACAG -b
CTGTCTCTTATACACATCT -B CTGTCTCTTATACACATCT -g 30,30 --minimum-
length 80 -0 SRR1984309 1 trimmed.fastq -p SRR1984309 2 trimmed.fastq

SRR1984309_1.fastq SRR1984309_2.fastq
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Esto realiza lo siguiente:

e -b AGATGTGTATAAGAGACAG -B AGATGTGTATAAGAGACAG -b
CTGTCTCTTATACACATCT -B CTGTCTCTTATACACATCT -recortara
los adaptadores de lllumina

e -0 30,30 -recortara las bases con calidad < 30

e -—-minimum-length 80 -recortara las lecturas con menos de 80 bases

e -0 SRR1984309 1 trimmed.fastg -titulo del nuevo archivo de salida ya
recortado

e SRR1984309 1.fastq SRR1984309 2 .fastq -archivos de entrada

Trimmomatic 0.39:

>> java -jar trimmomatic-0.39.jar PEs_1 1 sequence.txt.gzs 1 2 sequence.txt.gz

lanel_forward_paired.fq.gz lanel forward_unpaired.fg.gz
lanel_reverse paired.fq.gz lanel_reverse unpaired.fq.gz
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:3 TRAILING:3

SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36

Esto realiza lo siguiente:

o [LLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 -Corta el adaptador y otras

secuencias especificas de la marca lllumina®

e LEADING:3 -Corta las bases del inicio de una lectura, si esta por debajo de
3 de calidad

e TRAILING:3 -Corta las bases del final de la lectura, si esta por debajo de 3
de calidad

e SLIDINGWINDOW:4:15 -Realiza un recorte en la ventana deslizante de 4
bases, cortando una vez que la calidad media dentro de la ventana sea
inferior a 15

e MINLEN:36 -Elimina la lectura si esta por debajo de una longitud las 36 bases
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Ensamble

El proceso de descifrar la secuencia, junto con alguna informacién adicional
disponible, a partir de pequefios fragmentos de RNA o DNA se denomina
ensamblaje (Camargo-Vega et al., 2015). Para hacer el ensamblaje de novo se usé

el programa Trinity 3.4.

Este utiliza un algoritmo de Bruijn, un método de programacién dinamica. Ademas,
puede detectar isoformas, manejar lecturas de extremo pareado, multiples tamafios
de insercién y trenzado (Grabherr et al.,, 2011). El tiempo de ejecucién es
exponencial en relacion con el numero de ramas del gréfico (Grabherr et al., 2011).

Se uso el siguiente comando.
Trinity 3.4:

Trinity --seqType fq --max_memory 20G --left condA_1.fq --right condA_2.fq --
min_contig_length 80 --output --CPU 8 --max_memory 20G
Esto realiza lo siguiente:

e --seqType fq -Tipo de lecturas fq

e --max_memory 20G -Memoria maxima sugerida para ser utilizada por Trinity
donde se puede habilitar la limitacion. Proporcionada en Gb de RAM

e --left -Lecturas de la izquierda, uno o mas nombres de archivo

e --right -Lecturas de la derecha, uno o mas nombres de archivo

e --min_contig_length 80 -Longitud minima del contig ensamblado para
informar (def=200)

e --output -Nombre del directorio de salida

e --CPU 6 -NUumero de CPUs a utilizar
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Anotacion

Después de haber obtenido el ensamble, el siguiente paso consiste en realizar una
identificacion de las secuencias. Asi como realizar la prediccion y traduccion de
regiones codificantes con el programa TransDecoder. Posteriormente se asigna la
informacion biologica a los genes previamente predichos (Grabherr et al., 2011).
Los programas que se utilizaron para la anotacion son Trinotate v3.1.1, CD-HIT
18.04 y Tblastn 2.12.0. Los cuales hacen uso de una serie de base de datos
referenciadas. En el caso de Trinotate incluye la busqueda de homologia con bases
de datos de secuencias conocidas (BLAST+/SwissProt/Uniref90), la identificacion
de dominios de proteinas (HMMER/PFAM), la prediccion de péptido sefal y
dominios de transmembrana (signalP/tmHMM), y la comparacion con bases de
datos de anotacion actualmente curadas (bases de datos EMBL Uniprot
eggNOG/GO Pathways) (Tellez-Garcia et al., 2021). CD-HIT compara, agrupa y
anota las secuencias de proteinas (Fu et al., 2012). Por otra parte, Tblastn fue
utilizado para buscar homologos de una base de datos especializada en proteinas

de jalea real, que obtuvimos de UniProt.

Trinotate v3.1.1

--run Trinotate --run Trinotate _data

Esto realiza lo siguiente:

* --run Trinotate —Correr el programa Trinotate

« --run Trinotate data —Nombre del directorio que va a correr el programa
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CD-HIT 18.04

cd-hit -i archivo_proteinas.faa -T 8 -0 archivo_proteinas_ch100.faa -c 0.9 -singles

Esto realiza lo siguiente:

-l archivo_proteinas.faa -Es el nombre del archivo de entrada

-T 8 -Es el tamafio de la palabra

-0 archivo_proteinas_ch100.faa —Es el nombre del archivo de salida
-c 0.9 -Significa 90% de identidad, es el umbral de agrupacion

-single -Para ejecutarse en paralelo en un Unico ordenador

Tblastn 2.12.0

tblastn —db nt —query nt.fsa —out results.out -evalue 0.0001 -outfmt 6

Esto realiza lo siguiente:

-db nt —Es la base de datos

-query nt.fst —=Es el nombre del archivo que se va a buscar
-out results.out -Es el nombre del archivo de salida
-evalue 0.0001 -

-outfmt 6 —El nimero de formato de salida

Al obtener los resultados, solo fueron recuperados los transcritos pertenecientes a

la familia Yellow/MRJP y RJPL con un e-value minimo le-4, un 70% de homologia

y con un tamafio de minimo 200 aminoacidos. Estos criterios de seleccion fueron

obtenidos al analizar las secuencias depositadas en las bases de datos de las

proteinas de jalea real.

Cuantificar

Ya que obtuvimos los transcritos codificantes de proteinas de jalea real, se

cuantifico el nivel de la expresion utilizado el programa Salmon, el cual utiliza nuevos
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algoritmos (en concreto, acopla el concepto de cuasi-mapeo con un procedimiento
de inferencia en dos fases) para proporcionar estimaciones de expresion precisas
muy répidamente (es decir, wicked-fast) y utilizando poca memoria. Salmon realiza
su inferencia utilizando un modelo expresivo y realista de los datos de RNA-seq que
tiene en cuenta los atributos experimentales y los sesgos comunmente observados
en los datos reales de RNA-seq (Patro et al.,, 2017). Para realizar dicha

cuantificacion se usaron los siguientes comandos.

Para preparar el indice en Salmon

salmon index -t athal.fa.gz -i athal_index

Esto realiza lo siguiente:

e salmon index —Indicar a Salmon que va a realizar un indice
o -tathal.fa.gz —Archivo con el que va a construir el indice

e -iathal index —Nombre del archivo del indice realizado
Para realizar la cuantificacion

salmon quant -i athal_index -l Ul -1 samp.fastq.gz -2 samp.fastq.gz -o quants

Esto realiza lo siguiente:

salmon quant -Indicar a Salmon que va a realizar una cuantificacion

e -iathal index -Nombre del archivo del indice

e -/ Ul -Una biblioteca no trenzada de extremos pareados en la que las lecturas
se enfrentan entre si

e -1 samp.fastg.gz —Primer archivo donde se va a ser la cuantificacion

e -2 samp.fastg.gz -Segundo archivo donde se va a ser la cuantificacion

e -0 quants —=Nombre del archivo de salida
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CAPITULO 4. RESULTADOS

Recoleccion de muestras

En las siguientes figuras se pueden visualizar a las diferentes especies de abejas.
La G. acapulconis (figura 9) se encontraron en estado silvestre y fueron
recolectadas en Xoxocotla, Morelos. Mientras que la A. mellifera (figura 10), se
encontraban en colmenas en el apiario de la UAEM sede Cuernavaca. Se
recolectaron 30 individuos de manera aleatoria para cada especie. Ademas de las
diferencias mas notables en cuanto al tamafio (~ 30 um en G. acapulconis y ~ 200
um en A. mellifera), se observaron diferencias de color. Las HG de A. mellifera
tienen una tonalidad blanquecina con amarillo y acinos separados. Por el contrario,
las de G. acapulconis se les vio con un color café oscuro y con los acinos mas chicos

y mucho mas juntos que el de la abeja melifera.

Figura 9. G. acapulconis en su colmena. Estas
abejas se recolectaron en una colmena silvestre en

Xoxocotla, Morelos. (Foto tomada por Corzo, E).

Figura 10. A. mellifera en un bastidor. Estas
abejas se recolectaron en el apiario de la UAEM

sede Cuernavaca. (Foto tomada por Garcia, A).
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Diseccion y extraccion

Se diseccionaron 30 cabezas de ambas especies de abeja, debido a las
dimensiones de las Abejas se opt0 por cortar la cabeza, eliminando las antenas y la
lengua. El material extraido se almacend en TRIzol®. Para el proceso de extraccion
de RNA se siguio el protocolo descrito en la seccion Protocolo de extraccion de
RNA con TRIzol®. Al final el pellet obtenido se disolvio en 50 puL de H20/Dpc para

su cuantificacion.

Cuantificacion
El extracto de RNA se cuantificO para ambas especies de abejas en el equipo
NanoDrop One™. Se utilizaron 2 pL de muestra para medir la concentracion del

RNA. En la tabla 1 se muestran las concentraciones de RNA obtenidas.

Tabla 1. Medicién de concentracion de extracto de RNA. El extracto de RNA se
midio en el equipo NanoDrop One™, utilizando solo 2 pL de muestra en ambas

abejas.

G. acapulconis 157.7

A. mellifera 308.0

En la tabla 1 se observa que la especie A. mellifera obtuvo una concentracion de
308.0 ng/uL de RNA. Por otro lado, la especie G. acapulconis obtuvo una
concentracion de 157.7 ng/uL de RNA. La concentracion de RNA obtenida para A.

mellifera representa la concentracion promedio normalizada de los niveles de
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expresion de RNA para A. mellifera (Kim et al., 2022). En el caso de G. acapulconis
el dato es nuevo, ya que no hay reportes para esta especie, aun asi, esta

concentracion fue suficiente para crear nuevas librerias.

Electroforesis en gel de agarosa

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% usando el buffer TBE 1x,
corrido a 100 V por 30 min, para visualizar los pesos moleculares del RNA obtenido,
durante la electroforesis se utiliz6 el marcador de peso molecular 2-Log DNA Ladder
(0.1-10 kb) BioLabs, ver figura 11. Se puede apreciar en el carril 1 y en el carril 2
una banda con una alta intensidad, la cual se aproximada a la banda del marcador
de 1.0 kb; esto en ambas especies, lo cual demuestra indirectamente que el material

extraido es idéneo para iniciar el proceso de secuenciacién masiva.

Kilobases

1 M M 2

1. Carril de RNA G. acapulconis
M. Marcador de masa molecular
2. Carril de RNA A. mellifera
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa. Gel de electroforesis de RNA de las
especies de abeja. (Foto tomada Corzo, E). Se observa una intensa banda en
ambas especies A. melifera y G. acapulconis, estas corresponden al RNA

ribosomal, con un peso cercano a 1.0 kb

Electroforesis capilar

Se enviaron 10 pg de RNA de ambas especies de abejas a la Unidad de
Secuenciacion Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de Biotecnologia
UNAM. Las muestras fueron evaluadas en un chip Bioanalyzer Agilent 2100, el cual
es una electroforesis capilar. El resultado presenta una sefial claramente
correspondiente al RNA ribosémico 18S, pero una sefial muy baja al 28S. Al igual
que otras muestras de artrépodos no fue posible determinar el RIN (RNA Integrity
Number por sus siglas en inglés) debido a que ocurre una fractura en el 28S
ribosomal, que deriva en dos fragmentos del mismo tamario que el 18S ribosomal.
Este fenébmeno también ha sido observado durante el analisis del RNA de alacranes
(Cid-Uribe. Jimena, 2020). No se aprecia degradacion de las muestras. Las
muestras presentan una calidad adecuada, la cual se requiere para realizar el

proceso de secuenciacion masiva (figura 12).

A. mellifera G. acapulconis

|
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Figura 12. Integridad de RNA de obtenido de cabeza de A. mellifera y G.
acapulconis. Determinadas en un Bioanalyzer Agilent 2100. El pardmetro de RIN

no es aplicable en muestras de artropodos

Analisis de calidad y Ensamble

Las lecturas que entregaron la UUSMB fueron obtenidas por el equipo de la marca
lllumina®, NextSeq 500, de las cuales las lecturas primarias fueron de 11,684,728
con un tamafo de 76 pb y las lecturas consideradas limpias fueron de 10,492,794
con un tamafio de 36 a 76 pb para G. acapulconis, para A. mellifera las lecturas
primarias entregadas fueron de 13,209,338 con un tamafio de 76 pb y las lecturas

limpias fueron de 12,585,393 con un tamafo de 36 a 76 pd ver tabla 5.

Tabla 2. Comparacion de las lecturas de G. acapulconis y A. mellifera

obtenidas por UUSMA contra las secuencias limpias.

G. acapulconis R1
G. acapulconis R2
A. mellifera R1

A. mellifera R2

11,684,728 76 10,492,794 36-76 11,684,728
11,684,728 76 10,492,794 36-76 11,684,728
13,209,338 76 12,585,393 36-76 13,209,338
13,209,338 76 12,585,393 36-76 13,209,338

En latabla 2 se puede observar que para ambas especies la cantidad de secuencias
no deseadas y de baja calidad que se retiraron con los programas cutadapt 1.18 y
trimmomatic 0.39 fue de = 1,000,000 lecturas. Los datos obtenidos en los procesos

de limpieza cuentan con la calidad necesaria para iniciar el proceso de ensamblado.
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La cantidad de secuencias que se descifraron en la secuencia a partir de los
pequefios fragmentos de RNA con el programa Trinity 3.4 para G. acapulconis fue

de 88,510 secuencias y para A. mellifera fue de 68,721 secuencias.

Anotacion

Después de tener un exitoso ensamblaje, sigue la identificacion de las secuencias
y la traduccién de nucledtidos a aminoacidos, para eso se usaron los programas
TransDecoder v5.5.0, Trinotate v3.1.1, Thlastn 2.12.0 y CD-HIT 4.6.8. Los tres

programas se utilizaron para obtener el mayor niumero de datos.

Trinotate

Tabla 3. Transcritos anotados en Trinotate.

G. acapulconis 172,630 40,420 17,898 1,404 4,880 15,820

A. mellifera 132,832 41,503 14,816 1,832 4,915 13,406

La tabla 3 nos muestra las cantidades de transcritos en los que se identificaron
Dominios Pfam, COG, genes ontdlogos y homdlogos en las bases de datos. Las
cuales van a ayudar a reconocer y comprender las proteinas de jalea real. Cabe
destacar que observamos una mayor cantidad de transcritos en G. acapulconis. Sin
embargo, existen mas asignaciones en A. mellifera en COG y GO.

Los transcritos con anotacion COG y GO obtenidos en Trinotate fueron utilizados

para comparar de forma general ambos perfiles transcripcionales (figuras 13y 14).
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COG y GO.

COG (Por sus siglas en ingles Cluster of Orthologous Genes) Es una base de datos
de grupos de proteinas ortélogas es un intento de clasificacion filogenética de las
proteinas codificadas en genomas completos. Cada COG incluye proteinas que son

homdélogas.

A Procesamiento y modificacion
B Estructura y dindmica de la cromatina

Apis mellifera
. Geotrigona acapulconis

C Produccion y conversion de energia

D Control del ciclo celular y mitosis

E Metabolismo y transporte de aminoacidos

F Metabolismo y transporte de nucledtidos

G Metabolismo y transporte de carbohidratos

H Metabolismo de las coenzimas

1 Metabolismo de los lipidos

J Traduccion

K Transcripcion

L Replicacion y reparacion

M Biogénesis de la pared celular/membrana/envoltura
N Movilidad celular

0O Modificacién postraduccional, recambio de proteinas, funciones de las chaperonas
P Transporte y metabolismo de iones inorganicos

Q Estructura secundaria

S Funcién desconocida

T Transduccion de sefiales

U Tréfico intracelular y secrecion

V Mecanismo de defensa

Y Estructura nuclear

Z Citoesqueleto

9 10 20 piversidad % 30 40 50

Figura 13. Diversidad de COG de ambas abejas. La grafica muestra la
distribucion en diversidad de los tipos de proteinas que se encuentran en las
abejas.

En la figura 13 se puede observar que las de mayor diversidad son J, K, O, S, Ty
U, pero la categoria de interés es la G que son las de metabolismo y transporte de
carbohidratos, ya que en esa clasificacion se encuentran nuestras proteinas
Yellow/MRJP y RJPL porgue algunas de ella han sido clasificadas como proteinas

de transporte de carbohidratos. Cabe destacar que, a pesar de la diferencia entre el
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namero de transcritos entre los ensambles, los perfiles clasificados por COG, no

presentan diferencias evidentes.

GO (por sus siglas en ingles Gene Ontology) es una herramienta sencilla pero util

para comparar y trazar los resultados de las anotaciones por ontologia.

20000

15000

Apis mellifera
Wl Geotrigona acapuiconis

10000

Numero de transcritos

5000

Proceso biologico Funcion molecular Componente celular

Figura 14. Namero de transcritos de ambas abejas. Se muestra el niumero
de transcritos de las clasificaciones de proteinas que se encuentran en las

abejas.

En la figura 14 se observa, que en ambas abejas el mayor numero de transcritos
son de componentes celulares, después tenemos a los procesos bioldgicos y al final
las funciones moleculares. En los procesos bioldgicos es donde se encuentran los
transcritos de interés. Es importante notar que esta representacion corresponde al

namero de transcritos, debido a que Geotrigona obtuvo mas transcritos en su
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ensamble y anotacién se observa un mayor nimero de transcritos con respecto a
Apis. No obstante, a este fendmeno, el perfil transcripcional de ambas abejas se

comporta de manera similar.

CD-HIT

Tabla 4. Transcritos obtenidos en CD-HIT

Especie gene id sporotTop
BLASTPhit
G. acapulconis 15,521 14,473 13,018 4,300
A. mellifera 12,843 12,020 11,081 3,408

Al igual que en el analisis anterior (tabla 4) mostramos los transcritos agrupados e
identificados en CD-HIT. En ella nos ensefia las cantidades de transcritos
identificados, cuantos cuentan con un dominio pfam, proteinas homoélogas y genes
ortdlogos. Las cuales van a ayudar a reconocer y comprender las proteinas
Yellow/MRJP y RJPL. Si comparamos la tabla 3 con la tabla 4 se puede observar
que, para las identificaciones de genes, blastp, pfam y cog son diferentes es por
esto por lo que se utilizan diferentes programas, los cuales nos ayudan a recuperar

informacion faltante, o a reafirmar los datos ya obtenidos.
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Tblastn 2.12.0

Tabla 5. Transcritos identificados en Thlastn

G. acapulconis 214

A. mellifera 524

En la tabla 5 se observa que en G. acapulconis se obtuvieron 214 transcritos que
tienen similitud con proteinas de jalea real. Con respecto a A. mellifera fueron
identificados 524 transcritos. Con estos resultados podemos comprobar que la
cantidad de transcritos expresados para el complejo Yellow/MRJP para A. mellifera
es mayor al de G. acapulconis. Cabe destacar que la base de datos utilizada en

tblastn es especifica para proteinas de jalea real.

Al finalizar los analisis de Trinotate, CD-HIT y Tblastn obtuvimos un grupo de
secuencias codificantes de proteinas de jalea real de 105 para A. mellifera y solo de
22 para G. acapulconis. Al analizar la clasificacion de estas proteinas las diferencias

de las subfamilies entre ambas abejas es evidente.
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MRJP1 ) )
Apis mellifera
MRJP2 45 RJPL M Geotrigona acapulconis
30
2J
MRJP3 YELLOW

10

MRJP4 MRJP1VIT

MRJP5 MRJP1EGF
MRJP8 MRJP9

Figura 15. Diversidad de yellow, MRJP y RJPL de ambas abejas. La grafica
muestra la diferencia de diversidad de los yellow, MRJP y RJPL que se
encuentran en las dos abejas.

En la figura 15 se observa que evidentemente solo la A. mellifera contiene proteinas
MRJP, en especial la MRJPL1. A diferencia de A. mellifera, G. acapulconis presenta
una mayor diversidad de proteinas MRIP1EGF (por si siglas en Inglés Epidermal
Growth Factor) y MRJP1VIT (vitelogenina) con 27% y 23% respectivamente. Dichas
proteinas no son propiamente MRJP, son proteinas que se unen a MRJP1 y
permiten que dicha proteina desarrolle su funcién. De la misma forma, observamos
gue G. acapulconis tiene mayor cantidad transcritos de yellow que la A. mellifera 'y

sobre todo contiene la RIPL.
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Figura 16. TPM de los yellow, MRJP y RIJPL de ambas abejas. La figura muestra
los transcritos por millén de los yellow, MRJP y RJPL que se encontraron en ambas

abejas.

En la figura 16 se observa que en A. mellifera el transcrito mas representado
corresponde a MRJP1 de 37,018.18 TPM que es el transcrito de proteina mas
abundante de las MRJP (Kamakura, 2011). Por otro lado, el yellow fue de 439.91
TMP para G. acapulconis, este dato es novedoso, ya que no hay reportes para esta
especie, por lo que, este resultado es interesante para mantener la investigacion en

esta especie.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES
* Las proteinas MRJP estan ausentes en G. acapulconis.

* Se encontraron transcritos de proteinas MRJP1VIT, EGF y RJPL en G.

acapulconis.

+ Se observd mayor cantidad de transcritos de proteinas yellow en G.

acapulconis.

+ En A. mellifera los transcritos para proteina mas representaba es la MRJP1

y en G. acapulconis es la yellow.

CAPITULO 6 PERSPECTIVAS

e Hacer mas comparaciones transcriptomicos con abejas sin aguijon.

e Obtener jalea real de G. acapulconis para realizar un estudio proteico.
CAPITULO 7. DISCUSION

A diferencia de las otras dos especies de abejas, las glandulas hipo faringeas no
parecen estar restringidas a la casta de las obreras en los abejorros. Anteriormente,
las glandulas HG se describieron en las reinas de los abejorros, pero su presencia
en los machos seguia siendo objeto de controversia (Terzo et al., 2007), ya que se
ha identificado los HG en los machos de B. terrestres (Albert et al., 2014). Una
hipotesis a esto es por la diferencia de comportamiento social, las B. terrestres son
abejas solitarias, por lo que no tienen trabajos especificos mientras que las G.
acapulconis y A. mellifera tiene un comportamiento eusocial en donde hay castas y

trabajos especificos para las abejas, por lo que una diferencia de comportamiento
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social puede ser respuesta a un cambio evolutivo de la necesidad de que los
machos también pudieran alimentar a las larvas, si es que las obreras estuvieran
ausentes. Como se menciond en los resultados, las diferencias morfologicas entre
G. acapulconis y A. mellifera es muy evidente. Cabe destacar que también fueron
identificadas diferencias en los perfiles transcripcionales entre ambas abejas. Sin
embargo, aln no queda clara la funcién que desarrollan las subfamilias de proteinas

de jalea real.

Ademas de la expresion de MRJP en las HG de las abejas meliferas, varios estudios
independientes informaron sobre la expresion de MRJP en el cerebro (Hojo et al.,
2010; Kucharski et al., 1998; Peixoto et al., 2009). En patrticular, la expresion
selectiva de MRJP1 en las células de Kenyon de los cuerpos de los hongos (MBs)
puede indicar una importante funcién no nutritiva, ya que se demostrd que los MBs
estan asociados con la integracion sensorial y el aprendizaje y la memoria en las
abejas (Hourcade et al., 2010; Komischke et al., 2005; Menzel, 2001). Una proteina
similar a la MRJP de una sola copia en los abejorros, que posiblemente representa
un estado ancestral de la evolucion de la MRJP (Kupke et al., 2012), es un candidato
ideal para preguntarse por la funcion original y la localizacion de la MRJP tanto en

los tejidos secretores como en el cerebro.

Albert et al., 2014 pudieron demostrar que la expresién de RJPL se produce tanto
en los HG como en las células de Kenyon del cerebro, lo que indica que este tipo
de patron de expresion no es especifico de las abejas, sino que puede representar
un estado original en lugar de uno derivado. Ademas, la distinta localizacién de

RJPL en las células de Kenyon compactas internas se correlaciona con el hallazgo
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de Kucharski et al., 1998 obtenido mediante hibridacion in situ (Kucharski et al.,
1998). Las funciones multiples de las proteinas MRJP en las abejas, sugeridas por
el diverso patrén de expresion, no son infrecuentes. Por ejemplo, la proteina mas
antigua y caracterizada de la familia de proteinas Yellow/MRJP, Yellow, que forma
parte de la pigmentacion de la cuticula de los insectos, también se sintetiza en los
cerebros de Drosophila, donde regula decisivamente el comportamiento de cortejo
de los machos (Radovic et al., 2002). Por lo que, podria estar relacionada con la
diferencia de pigmentacion de las abejas. Actualmente, s6lo podemos especular
sobre una posible funcion de las proteinas MRJP en el cerebro de las abejas. Una
posibilidad podria ser una funcién como factor de crecimiento implicado en el
crecimiento o la plasticidad de las células de Kenyon. La actividad como factor de
crecimiento de MRJP1 en el cambio obrero/reina, documentada en detalle por
Kamakura (Kamakura, 2011). Otra posibilidad puede residir en la capacidad
intrinseca de varias proteinas pertenecientes a la familia Yellow/MRJP para unirse
y modificar aminas biégenas como la DOPA y la dopamina (Qian HAN et al., 2002;
Xu et al., 2011). Dado que la neuromodulacion y la transmision dopaminérgica son
comunes en el cerebro de los insectos (Blenau & Erber, 1998), es posible una
participacion directa o indirecta de las MRJP neuronales en este tipo de
comunicacién neuronal es posible, pero se necesitan mas estudios para poner a

prueba estas ideas (Albert et al., 2014).

Anteriormente se habl6 de las diferencias del desarrollo de las abejas. Después de
gue las obreras construyen las celdas de crias, los meliponios las abastecen de

alimento larval y cierran la celda, en cambio los Apinos, mantienen abierta la celda
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de la cria, por lo que cada cierto tiempo las obreras alimentan a las crias. Esta
diferencia de desarrollo hace que los Apinos sean mas vulnerables a enfermarse.
Hay estudios que analizaron los aspectos beneficiosos del MRJP3 (Kohno et al.,
2004; Okamoto et al., 2003), se ha descubierto que el MRJP3 influye en las
respuestas inmunitarias de las células T regulando la produccion de IL-4, IL-2 e IFN-
y (Kohno et al., 2004). También informan de que el MRJP3 somete la produccién de
Ig e 1gG1l, funcionando efectivamente como un agente antialérgico.
Adicionalmente, se sabe que MRJP3 funciona como agente antiinflamatorio tanto in
vitro como in vivo en macréfagos de raton activados al inhibir la obtencién de
citoquinas inflamatorias como el TNF-, la IL-6 y -1 (Qu et al., 2008). Por lo que se
espera que en A. mellifera haya una mayor cantidad de MRJP3 que en G.
acapulconis. Y asi fue, se obtuvo un 13% de MRJP3 en A. mellifera y una nula

cantidad en G. acapulconis.

Las MRJP1-5 tienen funcién nutricional, mientras que las MRJP6-10 no tienen
funcién nutricional (Schmitzova et al., 1998), por lo que se esperaba encontrar mas
MRJP1-5 que del 6-10 en ambas especies de abejas. En A. mellifera se encontraron
mayores cantidades de MRJP1-5, porque las MRJP6, 7 y 10 estuvieron ausentes
en ambas abejas y las MRJP8 y 9 se encontraron en pocas cantidades. Las MRJP8
y 9 estan relacionadas al veneno de la abeja melifera (Blank et al., 2012; Peiren et
al., 2008), por lo que era de esperarse que G. acapulconis careciera de ellas. Con
las MRJP6, 7 y 10 no se les ha encontrado aun una funcién especifica, no se tiene
una repercusion exacta para las especies de abejas. Por otra parte, las yellow estan

asociados al desarrollo y pueden tener funciones reguladoras en el desarrollo y
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comportamiento de las abejas (Buttstedt et al., 2014; Drapeau et al., 2006; Ferguson
et al., 2011). En G. acapulconis, esta podria tener mayor diversidad de yellow que
la A. mellifera para reforzar las proteinas MRJP restantes de la G. acapulconis. La
RJPL solo se ha reportado en abejorros (Albert et al., 2014; Kupke et al., 2012;
Terzo et al., 2007), si las proteinas MRJP estan ausentes en G. acapulconis se
esperaria una mayor cantidad de RJPL. Las proteinas predominantes encontradas
en G. acapulconis fueron las yellow y la RIJPL. Al ver los resultados del proyecto, se
observé que la G. acapulconis no contienen las proteinas MRJP, pero si tiene
proteinas que reaccionan con MRJP1 que son MRIJP1EGF y MRJP1VIT donde se
encontré una mayor diversidad con respecto a A. mellifera. De igual manera, las
proteinas yellow y RIPL se encuentran mas representadas en G. acapulconis. Cabe

destacar, que la RIPL est ausente en la A. mellifera.
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