Efecto del alimento larval en el perfil de
hidrocarburos cuticulares y reconocimiento de
reinas virgenes de abejas Scaptotrigona pectoralis
(Hymenoptera: Meliponini).

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO
PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

POR

Médica Veterinaria Zootecnista

Eva Yolotzin Gutiérrez Gamino

Asesor:

Dr. José Javier G. Quezada Euan

Mérida, Yuc., México, Enero de 2015



Hoja de votos aprobatorios



Declaratoria de originalidad

“El presente trabajo no ha sido aceptado o empleado para el otorgamiento de titulo o grado
diferente o adicional al actual. La tesis es resultado de las investigaciones del autor, excepto
donde se indican las fuentes de informacion consultadas. El autor otorga su consentimiento
a la UADY para la reproduccion del documento con el fin del intercambio bibliotecario

siempre y cuando se indique la fuente”.



Agradecimientos o dedicatorias

iA mi esposo Mario!

iA mis padres Evangelina y Daniel!
iA mis hermanos Daniela y Horacio!
jLos amo!

Agradezco a Mario, que desde que nos conocemos me ha demostrado un amor incondicional.

Gracias por todo el apoyo y paciencia en este proceso. jTe amo!

Muchas gracias a mis papas y a mis hermanos, que desde lejos me apoyan, los extrafio mucho.
A la familia Armenta que me acepto como parte de su familia y me apoya desde Orizaba.

A mi asesor, tutores y todos los miembros del departamento de Apicultura Tropical de la
UADY que me ayudaron, ensefiaron y aconsejaron a lo largo de la maestria. Con especial

mencion al Dr. William y Dr. Humberto.

A la FMVZ-UNAM vy al departamento de Abejas que si no hubiera sido por ellos, no habria

elegido esta especialidad.

A los miembros del sinodo que con sus opiniones se completo de manera exitosa esta

investigacion.

Gracias a todos ustedes por existir en mi vida. jjLos quiero mucho!!



Resumen

Al parecer, todos los sistemas de determinacién de castas en las abejas sin aguijon estan de
una forma u otra relacionada con la alimentacion larvaria. Estudios previos indican que en
Apis mellifera y especies del grupo Trigona, el Unico factor determinante para la
diferenciacion de castas y el tamafio final del individuo podria ser la cantidad de alimento
larval consumido. Uno de los mecanismos que desempefian un papel importante en el
reconocimiento de los comparieros del nido son los hidrocarburos cuticulares (CHC’s). La
cantidad y composicion de los alimentos ingeridos durante el estadio larval, podria influir en

dicho reconocimiento, asi como la aceptacion o rechazo de una nueva reina en la colonia.

En el presente estudio se criaron reinas in vitro de Scaptotrigona pectoralis, a las cuales se
les ofrecid alimento larval de la misma especie, pero de diferente o de la misma colonia, se
analizo cuantitativamente sus perfiles cuticulares para determinar la posible influencia del
factor alimentario en la determinacion de los CHC’s de los individuos. También se evalud la
agresion de las obreras hacia las reinas virgenes producidas en los diferentes tratamientos
mediante bioensayos de reconocimiento por obreras de la misma y diferente colonia de
origen. Nos basamos en el supuesto de que, asi como en el reconocimiento de comparieros
del nido, los CHC’s son las sefiales clave para la aceptacion o no de reinas nuevas en la

colonia.

En base a los resultados, se concluye que tanto el alimento como el origen de la larva influyen
en la expresion de hidrocarburos cuticulares. Lo anterior concuerda con otros estudios donde
se menciona que los hidrocarburos estdn determinados genéticamente y que el medio
ambiente (alimento), interfiere en la expresion de CHC’s. Por otro lado, la respuesta agresiva
de las obreras hacia las reinas parece no estar basada Unicamente en los hidrocarburos
presentes en la cuticula, sino que la relacion entre sefiales de reconocimiento y agresion

podria ser mas compleja.

Palabras clave: Hidrocarburos cuticulares, Scaptotrigona, abeja sin aguijon,

reconocimiento, cria de reinas



Summary

Apparently, all caste determination systems in stingless bees are related to larval feeding in
one way or another. Previous studies indicate that the sole determining factor in caste
differentiation and final size of an individual in Apis mellifera and Trigona species, could be
the amount of larval food consumed. Cuticular hydrocarbons (CHCs) are one of the
mechanisms that play an important role in nestmate recognition. The amount and
composition of the food ingested during larval stages may influence such recognition, as well

as the acceptance or rejection of a new queen in the colony.

In this study, Scaptotrigona pectoralis were bred in vitro, these were fed with larval food of
the same species, from either a different or the same colony. Their cuticular profiles were
quantitatively analyzed to determine the possible influence of the feeding factor in
determining an individual’s CHCs. Additionally, aggression was evaluated, from worker
bees towards virgin queens produced in different treatments through recognition bioassays
by worker bees of either a different or same origin colony. Based on the supposition that, just

like for nestmate recognition, CHCs are key signals to accept new queens in a colony or not.

Based on the results, both feeding and the larvae’s origin influence cuticular hydrocarbons’
expression. This matches other studies’ findings that mention hydrocarbons are genetically
determined, and the environment (feeding) interferes in CHCs expression. Moreover,
aggressive responses from worker beers towards queens does not appear to be based solely
on the hydrocarbons present in the cuticle, but the relationship between recognition and

aggression signals may be more complex.

Keywords: Cuticular hydrocarbons, Scaptotrigona, stingless bees, recognition, queen bee
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1. Introduccion General

Uno de los procesos esenciales para mantener la integridad de las sociedades de insectos es
el reconocimiento eficaz de los comparieros del nido de aquellos que no lo son (Liang y
Silverman 2000; Howard y Blomquist 2005). Sefiales quimicas que son comunes para los
miembros de la colonia (Sorvari et al. 2008) juegan un papel importante en el
comportamiento y evolucion de la capacidad de reconocimiento en los insectos (Liang y
Silverman 2000).

Existen mas de 50 estudios acerca del origen y la naturaleza de las sefiales utilizadas para
discriminar entre comparieros del nido en insectos sociales. Recientemente se ha demostrado
que los hidrocarburos cuticulares CHC’s son los principales compuestos responsables en el
proceso de discriminacion entre individuos de la colonia (Howard y Blomquist 1982; Lahav
et al. 1999; Thomas et al. 1999; Liang y Silverman 2000; Howard y Blomquist 2005; Le
Conte y Hefetz 2008; Nunes et al. 2009a, 2009b; Tannure-Nascimento et al. 2009). La
cuticula de cada individuo muestra un perfil quimico Unico (Howard y Blomquist 2005), pero
para poder reconocer a los compafieros del nido de los que no son, se cree que existe un perfil
de compuestos base que es comun para todos los miembros de la colonia (Crozier y Dix
1979; Richard et al. 2007). La variacion de estos compuestos cuticulares esta determinado
genéticamente (Arnold et al. 1996; Nunes et al. 2009b) y al parecer al mismo tiempo mediado
por el ambiente (Obin 1986; Crosland 1989, Richard et al. 2004, 2007). Dada la extensa
presencia de hidrocarburos en el ambiente y la enorme capacidad de un insecto para
adquirirlos y para perderlos, los hidrocarburos presentes en la cuticula del insecto puede
variar segun la temporada, su ubicacién geografica, material del nido, entre otros. (Vander
Meer et al.1989; Nowbahari et al. 1990; Nielsen et al. 1999). Aunado a esto también existe
la variacion ambiental intrinseca mediada por la alimentacion. (Jutsum et al. 1979; Obin y
Vander Meer 1988; Crosland 1989; Heinze et al. 1996; Nielsen et al. 1999; Silverman y
Liang 2001; Richard et al. 2004, Thomas et al. 2005; Sorvari et al. 2008).

Liang y Silverman (2000) demostraron que las hormigas (Linepithema humile), rechazan a

los individuos cuando los CHC’s presentes en su cuticula derivaron de fuentes de alimento



distintas a las consumidas por el nido receptor. Por su parte, Sorvari et al. (2008) trabajaron
con hormigas de la especie Formica aquilonia y mencionan que el comportamiento
discriminatorio se altera cuando la dieta y el tamario de las raciones es modificado, ya que el
perfil cuticular de estas hormigas cambia, lo que indica que la cantidad y composicion de los

alimentos influye en el reconocimiento de los comparieros del nido.

Hasta ahora, son realtivamente pocos los estudios realizados acerca de la composicion vy el
funcionamiento de los CHC’s en las abejas sin aguijon (Abdalla et al. 2003; Jungnickel et al.
2004; Buchwald y Breed 2005; Nunes et al. 2008, 2009a, 2009b, 2011; Ferreira-Caliman
2010; Jarau et al. 2010; Borges et al. 2012; Jones et al. 2012; Nascimento y Nascimento
2012; Septanil et al. 2012; Quezada-Euén et al. 2013). Se presume que existen variaciones
en los compuestos cuticulares entre especies, colonias, edades y entre castas que permiten el
reconocimiento de comparieras de nido (Abdalla et al. 2003; Nunes et al. 2008, 2009a,
2009b). En las abejas sin aguijén, los CHC’s insaturados (alcanos y alquinos), alquenos y
alcadienos figuran como los principales compuestos responsables de dicho reconocimiento
(Abdalla et al. 2003; Jungnickel et al. 2004; Buchwald y Breed 2005; Pianaro et al. 2007;
Nunes et al. 2008, 2009a; Nascimento y Nascimento 2012; Septanil et al. 2012, Quezada-

Euén et al. 2013,). Sin embargo su funcidn y origen no esta del todo esclarecido.

En esta tesis se analizé si el origen del alimento larval condiciona el perfil de CHC’s de las
reinas virgenes de abejas sin aguijon y si este puede relacionarse con la aceptacion de las

mismas por parte de las obreras de Scaptotrigona pectoralis.



2. Revision de Literatura
2.1 Importancia bioldgica y econémica de las abejas sin aguijon

Diversos factores han provocado una disminucién en el nimero de colonias de abejas
silvestres, causando gran preocupacion a nivel mundial por los servicios de polinizacién que
prestan (Gonzalez-Acereto et al. 2006; Slaa et al. 2006). Las abejas sin aguijon son insectos
eusociales que habitan en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Michener 2007,
Slaa et al. 2006).

El beneficio mas importante de las abejas sin aguijon es la contribucién a la polinizacion
(Quezada-Euén et al. 2001). Sin embargo, también se obtienen beneficios como las
propiedades medicinales atribuidas a los productos de las abejas sin aguijon (miel, resinas,
propdleos y polen) que le pueden conferir un valor comercial que podria llegar a ser mucho
mas alto que el de la miel de Apis mellifera (Quezada-Euéan et al. 2001; Gonzélez-Acereto et
al. 2006).

Este diverso grupo de insectos, juegan un papel ecoldgico importante como polinizadores de
muchas especies de plantas silvestres en el Neotrépico y parecen buenos candidatos para
futuras alternativas en la polinizacién comercial (Quezada-Euan et al. 2001; Gonzélez-
Acereto et al. 2006; Slaa et al. 2006).

Algunas de las ventajas de utilizar abejas sin aguijon son que una sola especie puede obtener
recompensas florales de hasta 100 especies de plantas de forma anual (Slaa et al. 2006); los
individuos tienden a especializarse en una sola especie floral durante un determinado tiempo,
y este comportamiento es conocido como constancia floral, lo que conlleva a una
polinizacion mas eficiente y especializada; en general, tienen menos enfermedades, parasitos
y plagas que las abejas meliferas, y varias especies de abejas sin aguijon han demostrado ser
eficientes en polinizar cultivos en areas cerradas y bajo condiciones climaticas adecuadas,

esto los hace aptos para polinizacion en invernaderos (Slaa et al. 2006).



En las zonas templadas, las abejas meliferas (A. mellifera) y abejorros (Bombus spp.) han
sido utilizados ampliamente para la polinizacion de cultivos en invernadero (Slaa et al. 2006).
Sin embargo, en el Neotropico, se ha utilizado mas ampliamente las abejas meliferas de
origen africano, pero su uso se ve restringido debido a su alta defensividad de la colonia y a
su frecuente evasion cuando se requiere su traslado (Rinderer 1986). La utilidad de los
abejorros como polinizadores se ve limitado porque no son colonias perennes y el nimero de
pecoreadoras es generalmente pequefio, lo que implica un reemplazo de colonias varias veces
al afio, aumentando los costos de produccion. Adicionalmente, si las colonias no son
manejadas adecuadamente, pueden invadir los habitats naturales y competir por los recursos
con la apifauna nativa (Slaa et al. 2006).

Con la expansion actual del uso de invernaderos para el cultivo comercial de especies
vegetales, el potencial de los Meliponinos como polinizadores se expande considerablemente
(Cauich et al. 2004), por lo que la produccion de colonias para este proposito puede

convertirse en una actividad altamente remunerable.

Para poder utilizar las colonias a este nivel es necesario inducir la tecnificacion de la
actividad, es decir, modernizarla, hacerla eficiente y crear un mercado para sus productos y

servicios (Quezada-Euan et al. 2001; Gonzalez-Acereto et al. 2006).

2.2 Caracteristicas del alimento larval y su relacion en la determinacion de castas

En A. mellifera, el alimento larval de las abejas obreras proviene principalmente de
secreciones glandulares y el suministro esta controlado por las abejas nodrizas, quienes
ofrecen pequefias cantidades de alimento progresivamente (Huang y Otis, 1991). A
diferencia de lo que ocurre en A. mellifera, el alimento larval en Meliponinos no es
completamente de origen glandular, de hecho parece que las secreciones glandulares de las
obreras nodrizas s6lo forman una pequefia porcién del alimento larval en este taxon (Roulston
y Cane 2002). En las abejas sin aguijon el alimento larval proviene de la mezcla que hacen
las abejas nodrizas de néctar y polen (este Gltimo como principal componente proteico)



incorporando secreciones provenientes de las glandulas hipofaringeas (Velthuis y Sommeijer
1991; Quezada-Euan et al. 2011).

El suministro de alimento larval en masa es el tipo de aprovisionamiento que realizan las
abejas sin aguijon, este es llevado a cabo por las nodrizas que proporcionan la cantidad
suficiente de alimento larval en las celdas de cria momentos antes de la postura de la reina, a
lo anterior se le denomina “proceso de aprovisionamiento y oviposicion” (POP, por sus siglas
en inglés) (Sakagami 1982). Inmediatamente después del POP, las celdas son operculadas
por las obreras, (Michener 2007), de esta forma no existe una alimentacién progresiva como
ocurre con las abejas meliferas en las cuales existe un contacto permanente de la cria y abejas
nodrizas durante toda la fase larval (Huang y Otis 1991). El alimento es consumido por las
larvas, hasta desarrollarse y convertirse en pupas, finalmente emerge como adulto. (Cruz-
Landim et al. 1966). En insectos holometabolos, el crecimiento se detiene a principios de la
metamorfosis, y el tamafio corporal en la ultima fase larval es crucial para determinar el

tamario del cuerpo adulto (Stieper et al. 2008).

Se ha observado que la nutricion proporcionada a los individuos, refiriéndose a la cantidad y
calidad (por ejemplo, contenido nutricional de polen) de los recursos utilizados para la
alimentacidn de las crias de insectos altamente sociales, repercute sobre el tamafio final del
insecto con variaciones en sus dimensiones (Roulston et al. 2000; Roulston y Cane 2002,
Quezada-Euan et al. 2011). En el orden Hymendptera, como por ejemplo en las hormigas,
las diferencias en el tamafio corporal de las obreras es una caracteristica comun en la colonia,
asociado a la division de labores entre los miembros de la colonia (Medan y Josens 2005).
Un fendmeno parecido dentro de la familia Apidae, se aprecia en abejorros eusociales, donde
se observa que existe un efecto de la frecuencia y duracién de los periodos de alimentacion
sobre el tamarfio de los individuos (Ribeiro et al. 1999; Goulson et al. 2002; Spaethe y
Weidenmuller 2002).

En abejas meliferas, ya que el alimento larval ofrecido a las crias proviene principalmente de
secreciones glandulares y el suministro es controlado por las abejas nodrizas, que se encargan

de proporcionarles pequerias cantidades de alimento (Huang y Otis 1991), los individuos son



de tamanio relativamente mas uniforme en comparacion con otros taxa. Sin embargo, se ha
documentado diferencias morfoldgicas en obreras presentandose tendencias estacionales en
el desarrollo del numero de ovariolos y tamarfio de las obreras (Roulston et al. 2000; Hoover
et al. 2006).

En abejas eusociales, la determinacion de castas esta dada por factores troficos o por factores
trofogenéticos (Hartfelder et al. 2006). En el primer caso, la reina 'y las obreras surgen a partir
de huevos fertilizados genéticamente idénticos y las larvas destinadas a convertirse en reinas
consumen una mayor cantidad de alimento, en comparacién con las que seran obreras que
consumen una cantidad inferior (Lisboa et al. 2005; Hartfelder et al. 2006). En esta
modalidad de determinacion de castas, las larvas son genéticamente iguales 6 totipotentes, si
reciben alimento en una cantidad por encima de un umbral determinado, se desarrolla una
abeja reina, situacion similar a lo que ocurre en A. mellifera y especies del grupo Trigona
(Hartfelder et al. 2006, Prato 2010, Baptistella et al. 2012). En las anteriores especies,
excepto abejas del género Frieseomelitta y Leurotrigona, las cuales consumen alimento extra
de la celda superior mas cercana (Faustino et al. 2002); las reinas son criadas en celdas de
mayor tamafo respecto a las de las obreras y machos, llamadas celdas reales, por lo tanto es
posible para las obreras depositar una mayor cantidad de alimento en las celdas reales (Engels
e Imperatriz-Fonseca 1990; Menezes et al. 2013). Al parecer, en Meliponini no existe
ninguna diferencia cualitativa entre el alimento que se ofrece a las larvas que dan origen a
las reinas y obreras, por lo que el Gnico factor determinante para la diferenciacion de castas
parece ser la cantidad de alimento que reciben las larvas (Engels e Imperatriz-Fonseca 1990,
Prato 2010, Baptistella et al. 2012, Menezes et al. 2013). Contrariamente al caso de las abejas
meliferas, donde el alimento larval contiene un compuesto especifico llamado “jalea real”
que favorece el desarrollo de una reina, y que recibe en abundancia durante todo su desarrollo
ontdgenico (Hartfelder y Engels 1989; Hartfelder et al. 2006).

En el caso de la determinacion de castas por factores trofogenéticos, primero influye el factor
genético y ocurre en abejas del género Melipona, si existe homocigosis para cualquiera de
los dos pares de alelos se produce obrera y cuando existe doble heterocigosis para ambos

pares de alelos se produce una reina. Influye como segundo factor, la alimentacién, aun



cuando un individuo sea genéticamente destinado a ser reina, s6lo lo sera si recibe suficiente
cantidad de alimento y de excelente calidad. En abejas Meliponas, las celdas de cria de todos
los individuos de la colonia son del mismo tamafio y las hembras obreras reciben un
suministro inferior de alimento que las abejas destinadas a ser reinas (Lisboa et al. 2005;
Hartfelder et al. 2006; Baptistella et al. 2012). El género Melipona presenta un alto porcentaje
(25%) en la frecuencia de reinas que emergen de las celdas de cria y Kerr (1950) menciona
que puede estar determinado por una predisposicion genética y propuso un modelo de dos
loci, cada uno con dos alelos, donde sélo hembras heterocigotos se convierten en reinas y
dado que la reina madre siempre es heterocigoto para ambos loci, con lo cual seran reinas

exactamente el 25% de todas las hembras.

Prato (2010) menciona que el tamafio final de la reina adulta esta relacionado con la cantidad
de alimento consumido y observo que en Tetragonisca angustula la diferencia en cuanto a la
cantidad de alimento ofrecido a las larvas hembras es muy grande, con una proporcion de
1:6.5 (obrera: reina) y se refleja en las dimensiones del adulto, por lo que las reinas de esta
especie son notoriamente mas grandes que las obreras, si se compara con otras especies como
Scaptotrigona aff depilis donde la proporcion es de 1:4 (Menezes 2010) y Frieseomelitta

varia donde la relacion es de 1:2 (Baptistella et al. 2012).

2.3 Produccidn in vitro de reinas en abejas sin aguijon

La cria artificial de reinas en abejas sin aguijon es un area relativamente nueva y por lo tanto
con escasa informacion. Recientemente Baptistella et al. (2012) sugieren que el momento
ideal para la transferencia de la celda natural a la celda artificial, es cuando la larva esta en
su ultimo periodo de alimentacidn, es decir, cuando la larva tiene un color blanco lechoso y
su intestino se observa lleno. Sin embargo, Prato (2010) obtuvo reinas con larvas mas jovenes
(5-7 dias después de la postura del huevo). Ambos mencionan que el factor responsable de
la alta mortalidad en la produccion de la cria artificial es la humedad, la cual debe estar al 75
% a una temperatura de 28° + 0.5°C. Un segundo factor a consideracion es la posicion de la

larva durante el traslarve, pues debe ser colocada cuidadosamente sobre la superficie del



alimento larval del mismo lado que se encontraba en la celda natural, dado que de esta manera
le permitira realizar el intercambio gaseoso a traves del tegumento que esta en contacto con
el aire, evitando asi su asfixia (Prato 2010; Baptistella et al. 2012). Por otro lado, Menezes et
al. (2013) implementaron una metodologia para la produccion in vitro de reinas en S. aff

depilis coincidiendo con Prato (2010) y Baptistella et al. (2012), respecto al factor humedad.

2.4 Reconocimiento de compafieros del nido en abejas sin aguijon.

El reconocimiento de los compafieros del nido es la capacidad de reconocer intrusos,
parasitos o ladrones de otras colonias de la misma o diferente especie utilizando sefiales
especificas de su colonia (Sorvari et al. 2008). Estas sefiales juegan un papel importante en
el comportamiento y evolucion de los insectos sociales (hormigas, avispas, abejas y termitas)
(Liang y Silverman 2000; Howard y Blomquist 2005), ya que la eficacia en este proceso es
esencial para mantener la integridad de sus sociedades (Liang y Silverman 2000). Para
lograrlo, existe un continuo intercambio de sefiales de reconocimiento a través de la trofolaxis
(es decir, el intercambio de alimento liquido de boca a boca) y alo-acicalamiento (Soroker et
al. 2003). Sin embargo, las principales sefiales de reconocimiento parecen estar mediadas a
través de olores presentados por compuestos quimicos (Liang y Silverman 2000; Buchwals
y Breed 2005), los cuales se cree que estan principalmente representados por los CHC’s
(Howard y Blomquist1982, Lahav et al. 1999 Thomas et al. 1999, Jungnickel et al. 2004,
Buchwals y Breed 2005; Pianaro et al. 2007, Nunes et al. 2008, Nascimento y Nascimento
2012; Septanil et al. 2012, Quezada-Euan et al.2013).

Los CHC’s en conjunto con &cidos grasos forman una capa fina impermeable cerosa que
consiste en compuestos de cadena larga que cubren la cuticula de los insectos (Sorvari et al.
2008). Segun Lockey (1988), estas sustancias sirvieron originalmente como una proteccion
contra la pérdida de agua y su funcién como feromonas evolucion6 mas tarde. La cuticula de
cada individuo muestra un perfil quimico anico, que lleva las sefiales especificas de la
especie, asi como indicaciones sobre su nido de origen, edad, origen genético, casta, sexo,

estado reproductivo y su funcién en la colonia (Breed et al. 1995; Arnold et al. 1996, 2000;



Howard y Blomquist 2005; Monnin 2006). Sin embargo, para poder discriminar entre
individuos del nido de los que no lo son, se cree que existe un perfil de compuestos base que
es comun para todos los miembros de la colonia y que difiere en la proporcion relativa de
dichos compuestos respecto a los individuos de otras colonias (Crozier y Dix 1979;
Jungnickel et al. 2004; Richard et al. 2007).

Un modelo de reconocimiento para compaferos del nido parece basarse en la abundancia
relativa de los componentes individuales en lugar de un modelo general basada en la
presencia o ausencia de sefiales independientes de reconocimiento (llamado “Indeseable-
Ausente”) (Akino et al. 2004). Este modelo se ha identificado en abejas sin aguijon,
Couvillon y Ratnieks (2008) estudiaron el comportamiento de reconocimiento de
compafieros del nido con F. varia y mencionan que las abejas guardianas son capaces de
discriminar a los individuos que son miembros de la colonia de los que no lo son, mediante
sefiales olfativas. Si un insecto pretende entrar a la colonia se le permitira ingresar a la colonia
si: 1) presenta sefiales deseables (D-presentes), aunque no sea compariero del nido; y 2) si el
ingresante no da sefiales indeseables (I-ausentes), aunque éste sea un intruso. La abeja F.
varia respondid agresivamente unicamente en situacion de l-ausentes y esto se explica ya
que en el caso del patron D-presentes, las guardianas tendrian mas errores al permitir la
entrada a intrusos, debido a la facilidad con que los intrusos se impregnan con el olor de la
colonia (Liang y Silverman 2000). En cambio, utilizando el modelo I-ausentes cometieron
menos errores al permitir la entrada a intrusos aunque mas errores al negarla a miembros de
la colonia, siendo este ultimo error el menos perjudicial para la colonia (Couvillon y Ratnieks
2008).

La variacion de estos compuestos cuticulares podria estar determinado genéticamente
(Arnold et al. 1996; Nunes et al. 2009b), pero al mismo tiempo mediado por el ambiente
(Obin 1986; Crosland 1989, Richard et al. 2004, 2007). Un aspecto no bien comprendido al
respecto es el efecto del alimento sobre el perfil de hidrocarburos de los individuos. Liang y
Silverman (2000) demostraron en hormigas argentinas (Linepithema humile), que los CHC’s
de esta especie al igual que en otros taxa eusociales son utilizados para el reconocimiento de

los miembros de la colonia pero que sin embargo, estos pueden ser adquiridos de sus presas



influyendo sobre el perfil de hidrocarburos entre colonias. En sus experimentos ofrecieron
dietas diferentes y encontraron que los hidrocarburos presentes en la cuticula de las obreras
L. humile, son los mismos que presentaba su alimento, por consiguiente, sugieren que la dieta
puede ser un importante factor que altera las sefiales de reconocimiento presentes en la
superficie cuticular y por lo tanto la respuesta de los comparfieros del nido a nuevos olores.
Esta hipdtesis se propone al observar que ocurre una respuesta de agresion a antiguos
compafieros del nido que no fueron alimentados con las mismas presas que el nido de origen
y por lo tanto los olores expresados eran diferentes, reafirmando la teoria de que los CHC’s

probablemente se derivan del medio ambiente (Jutsum et al. 1979; Heinze et al. 1996).

Sorvari et al. (2008) sefialaron que en hormigas de la especie F. aquilonia la discriminacion
de individuos que no son del nido se produce mas rapido y pronunciadamente cuando han
sido alimentados con dieta y cantidades diferentes. Los resultados sugieren que cuando
existen cambios en la disponibilidad y composicion en la dieta se puede interrumpir el
sistema de reconocimiento de los individuos de la colonia, al producirse cambios en el
equilibrio nutricional que modifican las sefiales quimicas de los individuos. Por medio de
bioensayos probaron que el estado nutricional también afecta la respuesta de agresion, pues
las hormigas hambrientas resultaron ser méas agresivas. Por su parte, Thomas et al. (2005)
realizaron una prueba de laboratorio similar, y mencionan que la disponibilidad de alimentos
no afecta a la agresividad entre los nidos de la hormiga L. humile. Esto puede indicar que
existen diferencias en los mecanismos de reconocimiento entre las dos especies. Pero ambos
estudios coinciden en sugerir que la composicion de la dieta determina el olor de la colonia

y que los cambios en ella detonan la agresion entre los insectos.

Otras posibles fuentes de sefiales quimicas usadas en el reconocimiento pueden provenir
también del material de nidificacion y el sustrato en el que se desplazan los insectos
modificando su perfil de CHC’s (Jutsum et al. 1979; Breed et al. 1995; Heinze et al. 1996;
Nunes et al. 2011).

Por otra parte, en abejas, el papel de los hidrocarburos en el reconocimiento del nido es méas

complicado (Arnold et al. 2000). Los perfiles de CHC’s pueden ser determinados
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genéticamente, la variabilidad de estos compuestos difieren entre subfamilias debido a la
poliandria de las reinas en abejas meliferas (Moritz y Heisler 1992; Nunnes et al. 2008). En
contraste, las abejas sin aguijon, en general son monoandricas (Strassmann 2001), lo que
sugiere que los perfiles de los CHC’s son genéticamente mas homogéneos (Nunes et al.
2008).

Varios estudios en abejas sin aguijén mencionan que algunas especies son capaces de
discriminar entre miembros de la colonia de los que no lo son y que dicho reconocimiento
esta mediado por sefiales olfativas presentados por los lipidos cuticulares (Jungnickel et al.
2004; Buchwals y Breed 2005; Pianaro et al. 2007; Nunes et al. 2008). Jungnickel et al.
(2004), Buchwals y Breed (2005), Pianaro et al. (2007) y Nunes et al. (2008) concuerdan en
que los principales compuestos de la superficie cuticular son alcanos y alquenos de cadena
larga (23 a 35 atomos de Carbono). Por su parte, Abdalla et al. (2003) reportaron que para
Melipona bicolor, existen diferencias cualitativas y cuantitativas en el perfil quimico de la
cuticula entre las diferentes castas y sexos. Aunque, no se encontraron diferencias entre las
obreras recien emergidas y las reinas virgenes, donde el perfil quimico cuticular cambio
conforme la edad del individuo. Lo anterior concuerda con lo reportado por Nunes et al.
(2008, 20094, 2009b).

Nunes et al. (2011) mencionan que al igual que en hormigas (Jutsum et al. 1979; Heinze et
al. 1996) y en abejas meliferas (Breed et al. 1995), en las abejas sin aguijon, el material con
que se construye el nido podria servir como una fuente de compuestos para el reconocimiento

de compafieros de la colonia, aunque esta vision ha sido desafiada por Jones et al. 2012

Recientemente, se ha encontrado que la similitud de CHC’s puede ser un mecanismo por el
que Meliponinos cleptobioticos pueden iniciar el ingreso a las colonias de sus hospederos
(Quezada-Euén et al. 2013).

La mayoria de los estudios de reconocimiento de compafieros de nido en abejas sin aguijon
estan dirigidos a obreras. Esto parece plausible porque las obreras son los individuos que
realizan el rechazo de los intrusos o aceptacion de sus comparieros del nido, mientras que los

individuos sexuales por lo general no participan en tales actividades. Sin embargo, el
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reconocimiento de comparieros del nido para los individuos reproductores de la colonia
puede ser igualmente importante que para las obreras, ya que la aceptacion de reinas no
emparentadas representa una desventaja genética para la colonia si la aceptara (Moritz y
Neumann 2004).

La informacion respecto al mecanismo con el cual las obreras eligen a una reina virgen
particular, como una reina nueva en la colonia, han sido discutidos; Jarau et al. (2009)
menciona que en Melipona beecheii, el comportamiento de la reina influye en el rechazo o
aceptacion de la misma, donde mencionan que si la hembra corre rapidamente, con
movimientos circulares y batiendo sus alas, desencadena ataques por parte de las obreras; por
el contrario, las reinas que se quedaban inmdviles en el panal evitaban la conducta agresiva
de las obreras. También observaron que una reina a la cual las obreras aceptaron, presento
un comportamiento donde su intencion era agredir a las obreras, sugiriendo que su conducta

es un modo de demostrar su dominancia ante las obreras.

Por su parte Van Oystaeyen et al. (2013) realizaron un estudio con Melipona scutellaris
donde sugieren que una reina que no pertenece a un nido, adopta estrategias de
comportamiento para ser aceptada en otro nido. Primeramente, identificaron que las reinas
son selectivas, ya que buscan nidos que no tengan reina. Ademas, eligen el atardecer para
intentar entrar en la colonia, pues es cuando las abejas guardianas reducen significativamente
su eficiencia para vigilar. Sugieren que quiza la reina busque el nido durante el dia cuando
hay suficiente luz y esperan hasta mas tarde para entrar a la colonia para asi aumentar sus
probabilidades de éxito. Sin embargo, no existe informacién sobre como ocurre el
reconocimiento quimico de reinas o zanganos emparentados 0 no emparentados en colonias

de abejas sin aguijon.

Es posible que el reconocimiento de una reina virgen, como una reina nueva, podria estar
determinado por sefiales olfativas (CHC’s), los cuales quiz4 podrian estar determinados por

el medio ambiente.
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3. Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto del alimento ofrecido a larvas de Scaptotrigona. pectoralis en el perfil
de hidrocarburos cuticulares (CHC’s) y reconocimiento de reinas de abejas virgenes en la

colonia.

Objetivos especificos

1. Determinar si existen diferencias en el perfil cuticular de las reinas virgenes de S.
pectoralis que se desarrollaron con el mismo o diferente alimento de acuerdo a si
estan emparentadas genéticamente o no lo estan.

2. Evaluar las respuestas agresivas de obreras hacia las reinas virgenes de S. pectoralis
de acuerdo con el alimento con que fueron desarrolladas y el origen genético al que

pertenecen.

4. Hipotesis

1. El perfil cuticular de las reinas de un mismo origen genético y criadas con alimento
de distinto origen es diferente que el de reinas de un mismo origen genético criadas

con alimento del mismo origen.

2. Larespuestaagresiva de obreras a reinas criadas de larvas y con alimento de su misma
colonia es diferente que la respuesta agresiva a reinas criadas de larvas de la misma

colonia y con alimento de una colonia distinta.
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6.1 Resumen

Hasta ahora, no se ha determinado el efecto que el alimento puede tener en el perfil de CHC’s
en abejas sin aguijon, sin embargo en otros hymendptera existe evidencia que parece indicar
un efecto del mismo y que al modificar la dieta, la expresion de hidrocarburos cuticulares
(CHC’s) también cambia. Asimismo, se evalud el perfil de CHC’s sobre el reconocimiento

de las reinas y la respuesta agresiva de obreras a reinas.

Para lo anterior, se criaron artificialmente abejas reinas de Scaptotrigona pectoralis con
tratamientos en los que se les suministré alimento larval de su misma o diferente colonia
teniendo: 1. Mismo origen genético y misma dieta (G=/A=); 2. Mismo origen genético y
diferente dieta (G=/A#); 3. Diferente origen genético y misma dieta (G#/A=); y 4. Diferente
origen genético y diferente dieta (G#/A#).

Extractos cuticulares de las reinas obtenidas en cada tratamiento se sometieron a
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Para determinar el efecto de
alimento larval y origen genético sobre la similitud de perfiles cuticulares, los valores de las
areas debajo de los picos de cada analito se sometieron a un analisis de componentes
principales (PCA) mediante el cual se calcularon scores para los componentes 1y 2 (PC1Y
PC2) mismos que se compararon entre tratamientos con un ANOVA. Asimismo, se
realizaron bioensayos de reconocimiento de reinas por obreras de su misma o diferente
colonia y se registro el tiempo de contacto agresivo (TCA), tiempo de contacto fisico (TCF)
y el indice de agresion (1A), con lo que fue posible calcular la respuesta agresiva (RA).
Ademas se calcul6 la cantidad de obreras que agredian a las reinas, numero de agresiones y
la latencia. Los resultados obtenidos se analizaron con un ANOVA. A partir de los anteriores
resultados se analizé el papel de los hidrocarburos en la aceptacion de las nuevas reinas

virgenes.

Los resultados muestran evidencias de que los CHC’s estan influenciados por el alimento
con que son criadas las reinas. Asi mismo se encontro que el origen de la larva participa en

la expresion de los hidrocarburos presentes en la cuticula de los insectos. Lo anterior
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concuerda con estudios previos donde se menciona que en otros insectos los CHC’s estan

determinados genéticamente y por la alimentacion.

Asi mismo se determind que la agresion de las obreras hacia las reinas virgenes no se basa
unicamente en los CHC’s y que por lo tanto la relacion entre el reconocimiento de las reinas

y la agresion es mas compleja.

Palabras clave: Hidrocarburo cuticular, Scaptotrigona, abeja sin aguijon, reconocimiento,

produccién de reinas.
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6.2 Introduccién

Los insectos sociales (hormigas, avispas, abejas y termitas) presentan un comportamiento
esencial para mantener la integridad de sus sociedades (Liang y Silverman 2000; Howard y
Blomquist 2005), el cual les permite reconocer intrusos (individuos que no pertenecen a su
nido), ladrones e inclusive parasitos que pueden ser de colonias de la misma o diferente
especie (Sorvari et al. 2008). Este reconocimiento se basa en la deteccion de sefales
especificas de su colonia mediante el intercambio continuo de sefiales de reconocimiento a
través de trofolaxis y alo-acicalamiento (Soroker et al. 2003). Sin embargo, parece que las
principales sefiales de reconocimiento son olfativas presentadas por compuestos quimicos
(Liang y Silverman 2000; Buchwals y Breed 2005), los cuales se cree que estan
principalmente representados por los hidrocarburos cuticulares (CHC’s) (Howard vy
Blomquist 1982, Lahav et al. 1999 Thomas et al. 1999, Jungnickel et al. 2004, Buchwals y
Breed 2005; Pianaro et al. 2007, Nunes et al. 2008, Nascimento y Nascimento 2012; Septanil
et al. 2012, Quezada-Euén et al. 2013).

La cuticula de cada individuo muestra un perfil quimico unico que lleva las sefiales
especificas de la especie, asi como indicaciones sobre su nido de origen, edad, origen
genético, casta, sexo, estado reproductivo y su funcion en la colonia (Breed et al. 1995;
Arnold et al. 1996, 2000; Howard y Blomquist 2005; Monnin 2006).

La variacion de los CHC’s podria estar determinado genéticamente (Arnold et al. 1996;
Nunes et al. 2009b), pero al mismo tiempo mediado por el ambiente (Obin 1986; Crosland
1989, Richard et al. 2004, 2007). Liang y Silverman (2000) demostraron en hormigas
(Linepithema humile), que los CHC’s de los insectos son utilizados para el reconocimiento
de los miembros de la colonia y que estos pueden ser adquiridos de sus presas. Por su parte,
Sorvari et al. (2008) sefialaron que en hormigas de la especie Formica aquilonia que la
discriminacion de individuos que no son del nido se produce mas rapido y pronunciadamente
cuando existen cambios en la cantidad y composicion de la dieta ya que se interrumpe el
sistema de reconocimiento de los individuos de la colonia. Thomas et al. (2005) realizaron

una prueba de laboratorio similar, mencionando que la disponibilidad de alimentos no afecta
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la agresividad entre los nidos de la hormiga L. humile. Estos autores coinciden en que la
composicion de la dieta determina el olor de la colonia y que los cambios en ella detonan la
agresion entre los insectos, reafirmando la teoria de que los CHC’s probablemente se derivan
del medio ambiente (Jutsum et al. 1979; Heinze et al. 1996).

Por otro lado, mencionan que el material de nidificacion y el sustrato en el que se desplazan
los insectos contribuyen también en la composicion de los CHC’s (Nunes et al. 2011), aunque
recientemente, Jones et al. 2012 cuestiona dicha suposicion, debido a que en Tetragonisca
angustula la resina utilizada por la colonia no funciona como una fuente primaria para el

reconocimiento de compafieros del nido.

El establecimiento natural de una nueva reina en las colonias de todas las abejas altamente
sociales se produce exclusivamente a través de “Enjambre” 0 la sustitucion de la reina madre
por una reina hija (Michener 2007). Melipona parece ser Unico en abejas eusociales ya que
normalmente presenta seleccion natural intra colonia, las reinas virgenes emergidas que no
fueron elegidas por las obreras mueren por agresion o algunas son capaces de salir de la
colonia y penetrar en colonias existentes (parasitismo intraespecifico) (Sommeijer et al.
2003). La seleccion intra colonia es hasta ahora desconocido, sin embargo Jarau et al. (2009)
mencionan que en Melipona beecheii, el comportamiento de la reina influye en el rechazo o
aceptacion de la misma. También observaron que una reina puede ser aceptada si presenta

un comportamiento de dominancia ante las obreras, mediante la agresion.

Por otro lado, las colonias son vulnerables al parasitismo social interespecifico e
intraespecifico, esto sucede porque los parasitos sociales pueden beneficiarse
nutricionalmente y también reproductivamente de los recursos de la colonia (Sommeijer et
al. 2003; Alves et al. 2009; Wenseleers et al. 2010). Van Oystaeyen et al. (2013) realizaron
un estudio con Melipona scutellaris donde encontraron que unareina virgen puede abandonar
su nido de origen y puede adoptar estrategias de comportamiento para ser aceptada en un
nido ajeno. Primeramente, identificaron que las reinas son selectivas, ya que buscan nidos
que no tengan reina. Ademas, eligen el atardecer para intentar entrar en la colonia, pues es

cuando las abejas guardianas reducen significativamente su eficiencia para vigilar.
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Aunado a lo anterior, en abejas meliferas se han encontrado mecanismos mediante los cuales
las obreras son capaces de discriminar entre reinas (Getz y Smith 1983; Moritz y Southwick
1986). Se menciona que existen sefiales volatiles determinadas genéticamente, las cuales

sirve a las abejas obreras como patron de reconocimiento (Moritz y Southwick 1986).

Varios estudios en abejas sin aguijéon mencionan que algunas especies son capaces de
discriminar entre miembros de la colonia de los que no lo son, y dicho reconocimiento esta
mediado por sefiales olfativas (Buchwals y Breed 2005), cuyos principales compuestos
quimicos son los hidrocarburos de cadena larga presentes en la cuticula (Jungnickel et al.
2004, Buchwals y Breed 2005; Nunes et al. 2008, Pianaro et al. 2007), representados, en su
mayoria por alcanos y alquenos de cadena larga (23 a 35 4&tomos de Carbono) (Jungnickel et
al. 2004; Buchwald y Breed 2005; Pianaro et al. 2007; Nunes et al. 2008; Nascimento y
Nascimento 2012; Septanil et al. 2012, Quezada-Euéan et al. 2013).

Las abejas obreras que cuidan la entrada a la colonia (abejas guardianas) representan la
primera barrera ante los posibles intrusos a la colonia, estas abejas guardianas comparan su
perfil de compuestos base (Richard et al. 2007), de no coincidir, provoca una reaccion de
ataque o agresion al posible invasor (Quezada-Euéan et al. 2013). Por lo tanto, la medicion de
las respuestas agresivas parece una buena aproximacion para evaluar la capacidad de
reconocimiento quimico en insectos sociales (Nascimento y Nascimento 2012).

En el presente estudio se produjeron abejas reinas in vitro de S. pectoralis. Las larvas
recibieron alimento larval de la misma especie, asi como de diferente o de la misma colonia
y se analizo cuantitativamente sus perfiles cuticulares y la agresion hacia las reinas por parte
de las abejas obreras mediante bioensayos de reconocimiento. Nos basamos en el supuesto
de que, la agresion a las reinas virgenes sera menor por obreras de colonias de donde se

obtuvo el alimento larval con que fueron criadas, asi como del mismo origen genético.
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6.3 Métodos
Localizacion del area de estudio y especie utilizada

El estudio se realizé en el Campus de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CCBA) de la
Universidad Autonoma de Yucatan en Xmatkuil, ubicado al norte de la Peninsula de Yucatan,
Meéxico. Se llevd a cabo en el periodo de Febrero a Mayo de 2014. Se utilizaron ocho colonias
(nombradas a, b, c, d, e, f, g y h) de abejas nativas de la especie S. pectoralis que se
encontraban alojadas en cajas colmenas en el meliponario. La abeja S. pectoralis (conocida
como Kantsac, en lengua Maya), se distribuye en regiones tropicales bajas a lo largo de la
vertiente del golfo de México (Ayala 1999). Es una especie de tamafio mediano (5mm) de
color dorado-rojizo con escasas vellosidades. La entrada de su nido se caracteriza por
presentar forma de trompeta hecha de cerumen (Gonzalez-Acereto 2008). Su poblacién va
de 800 hasta 5000 individuos, existe diferenciacion sexual y la reina fisiogastrica es mas
grande que la obrera (Génzalez-Acereto 2008). Es considerada potencialmente apta para ser
utilizada comercialmente en la produccion de miel (Gonzalez-Acereto et al. 2006).

Produccion de reinas in vitro

Para la produccion de reinas in vitro se tom6 como base la metodologia propuesta por
Baptistella et al. (2012) y Menezes et al. (2013). Se tomaron dos panales por colonia, uno
para colectar el alimento y otro para la colecta de larvas. Fue necesario monitorear las
colonias a partir del inicio del desarrollo de un nuevo panal para asegurar que la calidad del

alimento fuera similar y para que la edad de la larva fuera la idonea.
Se produjeron cuatro tratamientos:

I.  Reinas producidas con larvas de la misma colonia (mismo origen genético, G=) y
mismo origen del alimento (A=): reinas G=A=
Il.  Reinas producidas con larvas de diferente colonia (diferente origen genético G#) pero

criadas con alimento de la misma colonia (A=): reinas G£A=
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I1l.  Reinas producidas con larvas de la misma colonia (mismo origen genético G=) y
criadas con alimento de diferente colonia (A#): reinas G=A#

IV. Reinas producidas con larvas de diferente colonia (G#) y criadas con diferente
alimento (A#): reinas G#£A#. (Ver cuadro 1).

Por lo tanto se utilizan dos colonias por lote y en total se produjeron cuatro lotes de reinas

con los mismos tratamientos usando diferentes colonias en cada uno.

Unicamente se utilizaron las reinas de los primeros dos lotes para el anélisis de CHC’s. Las
reinas G=A= y G#A# explican el efecto de la genética y el alimento sobre los perfiles
cuticulares. Los individuos G#A= explican el efecto de la genética, mientras que las reinas
G=A+# explican el efecto del alimento sobre la expresion de los CHC's.

De esta manera se pudo agrupar los tratamientos en 1) Mismo origen del alimento,

genéticamente diferentes y, 2) Diferente origen del alimento, genéticamente iguales.

Para la coleccion del alimento larval se tom6 un panal de la colonia, el cual tuviera celdas
nuevas con cria (<2 dias de construidos), se llevaron los panales al laboratorio y se
desopercularon las celdas con un lapiz de punta fina, se retiré la larva con una aguja de
traslarve, enseguida se colecto todo el alimento larval de las celdas con una micropipeta. El
alimento se deposité en microtubos Eppendorf (capacidad de 1.5 mL), posteriormente fue
homogenizado con un agitador vértex (Thermolyne Maxi mis plus, 3200 rpm) de tal manera
que el contenido de proteinas, azicares y humedad fuera similar por individuos producidos
dentro de un mismo lote. Fue necesario colectar minimo 2.125 mL por tratamiento, que sirvio
para alimentar a las larvas. Se depositd 85 uL del alimento larval homogenizado en cada uno
de los pocillos de una placa rectangular de acrilico tipo ELISA marca Sarstedt (en un ensayo
preliminar se determino que es necesaria esa cantidad de alimento para desarrollar una abeja
reina de S. pectoralis). La placa tipo ELISA tiene 1.5 cm de espesor, con lados de 8.4 cm por
7.6 cm, con un total de 96 pocillos, cada uno de ellos tiene un diametro de 4 mmy 8 mm de
profundidad, con un volumen total de 100 ml cuyas dimensiones son aproximadas a las de

las celdas reales naturales. Todos los materiales a utilizar se lavaron con agua hirviendo y se
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esterilizaron bajo rayos UV durante 15 min para evitar la contaminacion con

microorganismos.

Las placas conteniendo el alimento se mantuvieron a una temperatura promedio de 28°C y
100% de humedad relativa durante 24 horas. Este procedimiento se realiz6 para conservar la
humedad y evitar que el alimento sufra desecacion y su consistencia liquida no se vea
alterada. Ademés fue necesario esperar un dia entre la transferencia de alimento y la
transferencia de larvas para que hubiera una estratificacion de los componentes del alimento
como ocurre de manera natural en las celdas de cria. Una condiciéon importante para los

huevos y las larvas es que requieren flotar sobre el alimento.

Para el traslarve se requeria que las larvas jovenes se encontraran en la primera etapa de
desarrollo (5-7 dias después de la puesta del huevo) cuando ya hubieran iniciado el periodo
de alimentacion, para lo cual fue necesario monitorear las colonias revisando diariamente el
panal que se iba a utilizar (a partir del inicio del desarrollo de un nuevo panal). Las larvas se
asignaron a los tratamientos previamente descritos (ver Cuadro 1). Las celdas se
deopercularon y las larvas con la edad adecuada se colocaron en los pocillos con alimento
preparados anteriormente. Para esta transferencia se requirio de extremo cuidado pues las
larvas no debian sumergirse en el alimento y debian ser colocadas lateralmente sobre la
superficie del alimento, es decir, con un lado hacia arriba (contacto con el aire) donde existe
un intercambio gaseoso y el otro lado hacia abajo (contacto con el alimento), por lo que es
importante que la larva se colocara en la misma posicion que como estaba naturalmente en
la celda, de lo contrario las larvas no podrian respirar y moririan. La aguja de traslarve debia
ser lisa, sin irregularidades en los bordes y ser manejada delicadamente por que las larvas

pueden sufrir lesiones en el tegumento larval lo que pondria en peligro su supervivencia.

Para el desarrollo artificial, las larvas se mantuvieron a una temperatura promedio de 28 +
2°C y a 100% de humedad relativa, durante cuatro dias mas. Para lograrlo se aislaron las
placas en una habitacion que conservaba la temperatura deseada. EI mantenimiento de la
humedad al 100% se logré colocando la placa en un recipiente plastico cuyas dimensiones

eran 128 x 86 x 15 mm vy llenando la parte inferior del recipiente con agua (50 mL),
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posteriormente se recubrid el recipiente con una pelicula plastica, logrando asi el aislamiento
de las larvas. ElI mantenimiento al 100% de humedad en los primeros cuatro dias fue
importante para evitar la desecacion del alimento y para mantener su consistencia liquida
porque si se deshidrataba se podria volver mas viscoso y las larvas no hubieran podido

ingerirlo.

Pasados los cuatro dias, la humedad se redujo a 75%, mediante la sustitucién del agua por
una solucion sobresaturada de NaCl (18 g de sal comun en 50 mL de agua), solo se verifico
la humedad por observacion, al notar que pocos granos de sal ya no eran disueltos. Al bajar
la humedad a 75% se evitd la proliferacion de hongos y ademas fue suficiente para evitar que
se secara el tegumento de las larvas y pupas. Finalmente, las larvas estuvieron en observacion
todos los dias hasta que se convirtieron en pupas, después se monitorearon cada tres dias

hasta la emergencia del adulto.

Al finalizar el desarrollo de las larvas se obtuvieron en promedio 28 reinas virgenes de S.
pectoralis para cada uno de los cuatro tratamientos, de los cuales Unicamente fueron

necesarios 25 por tratamiento.

Cuadro 1: Origen del alimento y genético de los cuatro individuos, para los cuatro lotes en
la produccion de reinas de Scaptotrigona pectoralis desarrolladas in vitro.

Tratamientos Simbologia
Mismo origen genético y del
) G=A=
alimento
Diferente origen genético y
. _ G#A=
mismo alimento
Mismo origen genético
_ J g / G=A+#
diferente alimento
Diferente origen genético y
G#A+#

diferente alimento

*La relacion de los individuos depende de la colonia de la cual se tomaron las obreras para

los bioensayos de reconocimiento, colonias “a, C, € y g respectivamente para los lotes 1, 2,
3y4.
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Estimacion de la calidad del alimento larval

De cada una de las 8 colonias se tomaron muestras del alimento larval homogenizado, el cual
nos sirvid para las estimaciones de la calidad del alimento. Se evalué la humedad, porcentaje

de azUcares y cantidad de proteina total.

La estimacion de la humedad del alimento larval se llevo a cabo por diferencia de pesos (peso
hdmedo - peso seco), para llevarlo a cabo se tomo una cantidad de la muestra del alimento
homogenizado y se depositd en un microtubo Eppendorf de 200 uL que también fue pesado.
Para obtener el peso seco, las muestras se sometieron a 60°C durante 24 h. Los pesos (mg)

se obtuvieron con la ayuda de una balanza electronica analitica (Mettler AC 100).

Para la estimacion de azUcares totales, se coloco en un refractometro (PDX-95 Refractometro
digital Brix 0-95%) una gota de la muestra del alimento larval homogenizado y se tomo
lectura del porcentaje de azUcares registrado en el refractometro.

Para la estimacion de proteinas, se tomaron 3 aliquotas (50 uL cada una) del alimento
homogenizado de cada colonia, se depositd en un microtubo eppendorf de 200 pL y se
remitié al Laboratorio de Genética Molecular en la Universidad Nacional Auténoma de
México. La estimacion se llevo a cabo mediante una deteccion fluorescente (Bio-Protein
assay®) utilizando un lector de microplacas (Beck-Man Coulter DTX 880 Detector
multimodo a 590 nm). La cantidad de proteinas en mg/mL para cada colonia se obtuvo
usando los calculos generales de Bradford (1976).

Para la comparaciéon de la calidad del alimento larval entre colonias se realizd un analisis de

varianza.
Determinacion del peso corporal de las reinas virgenes

Inmediatamente después de la emergencia de los insectos, aproximadamente 45 dias después
del traslarve, se tomaron al azar 10 reinas virgenes de las 25 que se obtuvieron por tratamiento
(quedando 15 individuos disponibles para el analisis de CHC’s), las cuales Se pesaron y

posteriormente éstas mismas fueron sometidas a los bioensayos de reconocimiento. Para la
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determinacion de su peso vivo, se introdujo cada reina en un microtubo Eppendorf y por
diferencia de pesos, utilizando una balanza electronica analitica (Mettler AC 100) se
obtuvieron los pesos de cada una. Los pesos de las reinas virgenes se compararon entre

tratamientos con un ANOVA.

Ademas, se colectaron diez celdas de reinas criadas naturalmente, las cuales se retiraron de
su panal, se incubaron en el Laboratorio del Departamento de Apicultura Tropical y se
mantuvieron a una temperatura de 28 + 2 °C a una humedad del 75-80 % hasta su emergencia
y se determind el peso de las mismas. Se realiz6 un ANOVA para comparar los pesos (mg)

de las reinas producidas in vitro y las reinas criadas naturalmente.
Analisis de compuestos cuticulares

Para la obtencidn de los extractos de compuestos cuticulares de las reinas se tomé como base

la metodologia propuesta por Quezada-Euan et al. (2013).

De cada lote, se tomaron las 15 reinas restantes después de seleccionar 10 para los
bioensayos. Estas reinas se sacrificaron sometiéndolas a congelacién a 4 °C por 15 min'y se
dejaron posteriormente secar durante dos minutos. Inmediatamente después se realizo la
extraccion de los compuestos cuticulares, para lo cual, el cuerpo de cada abeja fue sumergido
en 1 ml de hexano durante un minuto, contenido en un microtubo cilindrico con capacidad
de 2 mL con cuello y tapon de rosca marca Agilent Tecnologies. Después se retir6 el cuerpo
de la abeja reina y otra abeja fue sumergida en el mismo hexano durante un minuto, hasta
obtener el extracto de 5 reinas. EI mismo procedimiento se repitié con las 10 abejas reinas
restantes, cinco por extracto, con lo cual se obtuvieron 3 extractos de reinas por tratamiento.

En total se obtuvieron 12 extractos por lote.

Para la identificacion y cuantificacion de los analitos cuticulares se utilizé la cromatografia
de gases (GC) por medio de un equipo (Agilent Technologies 6890) acoplado a
espectrometria de masas (MS Agilent Technologies 5973N). La CG fue equipada con una
columna de HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25um) con un horno programado con una

temperatura inicial de 60 °C hasta llegar a 300 °C subiendo de 10 °C por minuto y un
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adicional de 15 minutos a la temperatura final. EI volumen de inyeccion fue de 1 mL, en
modo Splitless. En cuanto a las condiciones del detector selectivo de masas, la temperatura
de la cdmara de ionizacion fue de 230 °C y del cuadrupolo de 150 °C. La temperatura de la
linea de transferencia fue de 280 °C. La energia de ionizacion de 70 eV (electron voltio), con
un intervalo de adquisicién de 35 a 700 uma (unidades de masa atomica). El tiempo total de
andlisis fue de 39 minutos. La caracterizacion de los componentes se consiguié mediante la
comparacion de los espectros de las masas y tiempos de retencidn con las provistas por las
bibliotecas de espectros de masas disponibles en el mercado (NIST 98, Wiley 275 del
espectro de masas Biblioteca, J. Wiley, Nueva York, NY, .UU.). La posicién y configuracion
de los dobles enlaces de alquenos y alcadienos no fueron identificados. Si mas de un isomero
estaba presente, de acuerdo a su tiempo de retencién, fueron numerados por orden de
aparicion. Con la ayuda del programa Chemstation Integrator se cuantificaron los CHC’s y
se determiné de cada analito, la altura y area de los picos y los porcentajes relativos obtenidos
a partir de los cromatogramas. Para la comparacion entre tratamientos se tomo en cuenta las
areas de los picos, los cuales se estandarizaron por peso y para ello se tomé la media de los
pesos de las reinas y de las obreras, el valor mas elevado fue el 100% y a partir de porcentaje
se corrigieron los pesos de la media con el menor valor. Para facilitar el analisis de los datos

se obtuvo las raices cuadradas de cada compuesto.

Debido a la gran cantidad de analitos determinados, se realizé un andlisis de componentes
principales (PCA) para obtener un menor nimero de variables (los componentes principales)
que explican la similitud o diferencia entre individuos al agrupar la méxima variacion de los
datos. Los hidrocarburos saturados y los insaturados se analizaron por separado ya que
podrian tener un efecto diferente en el reconocimiento entre individuos (Nunes et al. 2008,
2009a, 2009h, 2011). Se obtuvieron los scores de seis compuestos principales (PC), pero sélo

se analizaron los primeros dos debido a que éstos concentran la mayor variacion en los datos.

Ademas, se tomaron 15 abejas obreras por cada colonia (N=120), las cuales se sacrificaron
sometiéndolas a congelacion. Para la extraccion de los compuestos cuticulares se realizo el
mismo método anteriormente mencionado, obteniéndose 3 repeticiones por colonia con un

total de ocho lotes (colonias).
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Los scores obtenidos de los PC1 de los hidrocarburos saturados e insaturados de las reinas
virgenes de cada lote, se compararon entre tratamientos con un ANOVA (ver Cuadro 2). De

igual manera se analizaron las diferencias existentes entre reinas y obreras.

Cuadro 2. Comparaciones realizadas entre tratamientos y los resultados esperados (segun
ANOVA) de acuerdo a la influencia del alimento y el origen de la larva en la expresion de

los hidrocarburos.

_ _ Esperado en origen de la
Tratamientos comparados Esperado en Alimento

larva
G=A=vs G£A= No diferentes Diferentes
G=A=vs G=A# Diferentes No diferentes
G=A=vs G£A+# Diferentes Diferentes
G#A=vs G=A+# Diferentes Diferentes
G#A= vs G£A# Diferentes No diferentes

Se compararon con un ANOVA los resultados de los scores obtenidos del PC1 de las obreras

de cada una de las colonias que se utilizaron para los lotes 1y 2.
Bioensayos de reconocimiento

Para los bioensayos de reconocimiento se tomé6 como base los trabajos realizados por Richard
et al. (2004) y Thomas et al. (2005), quienes midieron el nivel de agresion en obreras de
hormigas. Los tratamientos producidos para los bioensayos fueron los mismos que para el
andlisis de hidrocarburos, con la diferencia de que se analizaron los cuatro lotes. Cada
bioensayo evaluo la respuesta agresiva de las obreras hacia las reinas de cada uno de los
tratamientos. Las obreras se obtuvieron de la colonias “a, ¢, e y g” para los cuatro lotes
respectivamente. El bioensayo se llevo a cabo inmediatamente después de que las reinas
producidas fueron pesadas. Para llevarlo a cabo se obtuvieron obreras de cada colonia con la
ayuda de un aspirador entomoldgico. Se colectd un total de 100 abejas obreras para cada

tratamiento, mismas que se dividieron en 10 grupos con 10 abejas cada uno, cada grupo de
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obreras se coloco dentro de un matraz de 50 mL en una habitacion oscura durante 15 min
para tranquilizarlas. Posteriormente, en cada matraz se introdujo una reina virgen y se video
grabo el comportamiento agresivo de las obreras hacia la reina durante 5 min. El anterior
procedimiento se repitio con las 9 reinas restantes de cada tratamiento. En total se sometieron
a bioensayos 40 reinas por lote. Todos los individuos se utilizaron una sola vez en cada
ensayo. Al finalizar los bioensayos de cada tratamiento, las obreras utilizadas se liberaron

cerca de la entrada de su colonia.

Para medir la respuesta agresiva, se usaron las 4 categorias (indice de agresion) propuestas
por Errard y Hefetz (1997) y que son: 0 =Contacto no agresivo, 1 = Agresion (ataque fisico
por mordedura o tirar de las antenas o patas), 2 = Lucha (agresion prolongada), 3 = Lesion o
muerte de la reina. Se calculé una medida global de respuesta agresiva (AG) utilizando el
modelo de Errard y Hefetz (1997):

LAl -t

AG =
G T

Donde Ali es el indice de agresion, ti es la duracion del contacto agresivo para cadacasoy T
es el tiempo de contacto fisico entre las obreras y la reina virgen. Se obtuvieron las
medias+error estdndar de las respuestas agresivas para cada tratamiento y se realizé un

analisis de varianza para verificar si existen diferencias entre cada tratamiento.

Ademas se obtuvo el nUmero de obreras agresoras, numero de agresiones y el tiempo al
primer contacto agresivo (Latencia), se calcularon las medias + error estandar y se realizé un
ANOVA para verificar si existian diferencias entre cada tratamiento, para lo cual se
agruparon los tratamientos de las reinas virgenes que estaban emparentadas y las que no
estaban emparentadas con las obreras con quienes se enfrentaron en los bioensayos de

reconocimiento.

Por ultimo, con la prueba de ANOVA se compararon los pesos (mg) de las reinas que

recibieron respuesta agresiva con los pesos de aquellas que no.

Todos los andlisis se realizaron utilizando el paquete estadistico INFOSTAT/L version 2012.
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6.4 Resultados
Estimacion de la calidad del alimento larval

No se encontraron diferencias significativas entre las cuatro colonias utilizadas para obtener
el alimento larval para las variables analizadas para determinar su calidad (ver Cuadro 3).
Para el porcentaje de humedad se obtuvo una media de 78.46 +0.22 (E.E.) y un valor de
F(g.)=2.16(7,16); p=0.0952. Por otra parte, la media para el porcentaje de azlcares fue de 48.63
+0.2 (E.E.) un valor de F(g.)=2.08(716); p=0.1073 y finalmente se determind para las
proteinas totales (ug/uL) una media 13.89 +0.45 (E.E.) y un valor de Fgn=0.22(7,16);
p=0.9737.

Cuadro 3: Analisis de la calidad del alimento larval (media + E.E.)

Colonia % Humedad % Azucares Proteinas totales
(ug/uL)
a 78.67 +0.33 49+0.0 1294 +1.13
b 79.67 +0.33 49.67 +0.33 13.04 + 0.45
c 77.67 +1.20 47.67 +0.88 13.88 + 0.93
d 77.33+0.33 47.67 +0.33 13.93+1.1
e 79 + 0.58 49 + 0.58 14.29 + 0.27
f 78+0.0 48.33 + 0.67 13.67 + 3.53
g 79+0.0 49+0.0 15.06 + 0.82
h 78.33+0.33 48.67 +0.33 14.28 + 0.54
Global 78.46 +0.22 48.63 +0.20 13.89 + 0.45
Fw.n;p 2.16(7,16); 0.095 2.08(7,16); 0.107 0.22(7,16); 0.973

Analisis de compuestos cuticulares

El analisis de compuestos cuticulares mostro un total de 40 hidrocarburos (CHCs) alifaticos
(de los cuales 19 son saturados, donde se incluyen los ramificados y ciclicos) en el perfil

cuticular entre ambas castas (ver Cuadro 4). El compuesto mas abundante determinado en
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las obreras fue la 2-Tridecanona, que no se encontrd en las reinas virgenes. EI compuesto

mas abundante en las reinas virgenes fue el Nonacoseno.

Cuadro 4: Hidrocarburos cuticulares determinados en reinas virgenes y obreras de
Scaptotrigona pectoralis

Reinas virgenes Obreras
CHCs insaturados determinados 16 10
CHCs saturados determinados 13 10
Rango C14- C31 C14- C31

Pentadecadieno
Alcadienos NE )
Hexadecadieno

Metil docosano
. 11 pentil heneicosano .
Alcanos ramificados ; L Metil docosano
3 etil 5 (etilbutil) octadecano

11 metil heptacosano

o Ciclotetracosano _
CHCs saturado ciclicos _ Ciclotetracosano
Ciclooctacosano

CHCs insaturado mas abundante Nonacoseno Tricoseno

CHCs saturado mas abundante Heptacosano Tricosano

*CHCs = Hidrocarburos. NE= No encontrados
Analsis de CHC'’s saturados

La medida de la adecuacion muestral de Kaiser-Meyer-Olkin (Coeficiente KMO) mostr6 un
valor de 0.79 y 0.69 para hidrocarburos saturados e insaturados respectivamente lo que
significa que la matriz de datos es adecuada para el analisis de PCA.

Como se menciono anteriormente, se obtuvieron seis PC’s. Los dos primeros PCs explicaron
un 74% de la variacion, el PC1 explico el 56% de la variacién total en los datos y el PC2 el
18%. Los coeficientes de asociacion de las variables individuales con cada uno de los
componentes (valor de correlacion con las variables originales) indicaron que los analitos

qgue mejor explican la variacién agrupada en el PC1 son el Ciclooctacosano (0.98) y el
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Octacosano (0.97). Por el contrario el Pentacosano (0.01) practicamente no tuvo relacién con
el PC1. Para el caso del PC2, El Tricosano (0.66) es el analito que se relaciona mas con él y

el Octacosano (0.01) presentd una nula relacion con el mismo (Anexo: Cuadro 8).

Los resultados del analisis de varianza que se realizo a los scores CHC’s saturados del PC1
de los tratamientoss del lote 1 (Cuadro 5), muestran que existen diferencias significativas al
comparar G=A= vs G=A#: Fq1)= 27.471,4); p=0.0063 y G#£A= vs G#A#: F(g1)=9.81(14);
p=0.0351, lo que sugiere que el alimento puede tener un efecto sobre los perfiles cuticulares,
sin embargo, los grupos control, donde el alimento es el mismo en ambos tratamientos, es
decir G=A=vs G£A=y en G=A# vs G£A+ se encontrd que existen diferencias significativas:
F(g.1)=19.76(1,4); p=0.0113 y F(g.1)=10.25(1,4); p=0.0329, respectivamente, lo que indica que el

origen de la larva podria estar interviniendo en la expresion de CHC’s.

Para el lote 2 se observa que existen diferencias significativas al comparar G=A= vs G=A#:
Fc.L)=152.58(1,4); p=0.0002 y G=A= vs G£A#: F(g.1)=43.77(1,4); p=0.0027, lo que indica un
resultado similar del efecto del alimento, mientras que los resultados para G=A= vs G£A=:
F1)=25.76(1,4; p=0.0071, lo que indica que existen diferencias estadisticamente
significativas. Para los grupos control, en G=A= vs G#A= existieron diferencias
significativas: F(g.1)=25.76(1,4); p=0.0071, mostrando que el origen de la larva interfiere en los
CHC’s; mientras que en G=A# vs G£A#: F(g.1)=3.70(1,4); p=0.1266, no hubo evidencias de
diferencias estadisticas, lo que podria significar que la combinacion de criar reinas con el
mismo alimento y la variacion genética existente no fue lo suficientemente grande como para

marcar diferencias en el perfil cuticular.
Analisis de CH’s insaturados

Para el caso de los hidrocarburos insaturados los primeros dos PCs explicaron una variacion
del 68% de los datos, el PC1 explico el 56% y el PC2 el 12% de la variabilidad total en este
tipo de compuestos. Los coeficientes de asociacion de las variables individuales con cada
uno de los componentes (valor de correlacion con las variables originales) indicaron que los
analitos que mejor explican la variacion agrupada en el PC1 son el 3-Eicoseno (0.97) y el

Pentacoseno (-0.91). El Tetracoseno (0.04) practicamente no se relaciona con el PC1. EI 3
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etil 5 (etilbutil) octadeceno (0.62) y el Docoseno (-0.60) resultaron los analitos que explican
mejor el PC2. El Hexadecadieno (0.02) y el Triaconteno (-0.04) presentaron una nula relacion
con el PC2 (Anexo, Cuadro 8).

Los resultados del analisis de varianza que se realiz6 a los scores de CHC’s insaturados del
PC1 de los tratamientos del lote 1 (Cuadro 5), muestran que existen diferencias significativas
al comparar G=A= vs G=A#: F(.1)=14.59(1,4); p=0.0188 y G£A= vs G#A#: F(g.1)=9.35(14);
p=0.0377, concordando con los resultados esperados respecto al factor Alimento, sin
embargo, los grupos control donde el alimento es el mismo en ambos tratamientos, es decir
G=A= vs G#A= no existieron diferencias significativas (en la Figura 1 se observa la
semejanza entre ambos tratamientos ©®): Fgi)=0.001,4); p>0.9 y en G=A# vs G#A#:
F(g.1)=13.19(1,4; p=0.0221 encontrandose diferencias significativas, concordando con los
CHC’s saturados, donde también nos indica que el origen de la larva determina la expresion

de hidrocarburos presentes en la cuticula.

Para el lote 2 se observa que existen diferencias significativas al comparar G=A= vs G=A#:
F(g.1)=14.58(1,4); p=0.0188 y G=A= vs G#A+#: F(g.)=8.84(1,4); p=0.0410, concordando con los
resultados esperados respecto al factor Alimento, mientras que para los grupo control, en
G=A= vs G#A= existieron diferencias significativas (en la Figura 2 se observan las
diferencias entre los tratamientos o A): F.L)=15.04¢14);, p=0.0179, de igual manera se
observa como el origen de la larva influye en la expresién de hidrocarburos, y en G=A# vs
G#A#: Fg1)=0.50¢1,4); p=0.5171, donde no hubo evidencias de diferencias estadisticas, los
mismos resultados se pueden observar en este lote, tanto para hidrocarburos saturados como
insaturados corroborando que quiza la combinacién de criar reinas con el mismo alimento y
la variacion genética existente en este tratamiento no fue lo suficientemente grande como

para marcar diferencias en el perfil cuticular.
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Cuadro 5: Andlisis de las comparaciones entre tratamientos de los scores del PC1 de las
reinas virgenes de Scaptotrigona pectoralis que se desarrollaron in vitro (ANOVA)

Hidrocarburos insaturados  Hidrocarburos saturados

Lote Tratamiento I\(/IEe.(ga)s Fou: Medias (E.E) .
e R v R
o SHOI IS LR T
S T T
G#A=vs G=A# %5; ((%%i)) Ooog’éls‘g %232 ((%11%)) 001715(:447)
oo o om 1019 oo
T e )
e el
caaeh 000 oo 043000 00002
e R R
Heeh Ca0od oo osom 0
N Ul oms  osmom  oam
e (G0on ol oseom ot

Al comparar con un ANOVA los scores obtenidos de los PCA’s de los perfiles cuticulares
del Lote 1y Lote 2, se observé que no existieron diferencias significativas para el PC1 de los
CHC’s saturados: Fg1)=1.2E-03(122); p=0.9722, mientras que para los insaturados si
existieron diferencias significativas: F.1)=5.23(1,22); p=0.0321. Para los PC2’s si existieron
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diferencias significativas en los CHC’s saturados: Fg1)=16.02(1,22); p=0.0006 y para los
insaturados: Fg.1)=80.76(1,22); p<0.0001. En la Figura 1 y 2, se puede observar los resultados

anteriores.
2
1
[a\}
00
o
Gynes A=G=
Gynes A=G+#
-1 Gynes A#G=
Gynes A#G#
Workers "a"
Workers "b"
-2
-2 -1 0 1 2

PC1

Figura 1: Representacion grafica de los resultados de los componentes principales (PC1 vs
PC2) para reinas virgenes producidas in vitro y obreras de las colonias de Scaptotrigona
pectoralis derivados de hidrocarburos insaturados. El lote 1 se desarrollo con las colonias “a”

y ‘Gb’7.
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Figura 2: Representacion grafica de los resultados de los componentes principales (PC1 vs
PC2) para reinas virgenes producidas in vitro y obreras de las colonias de Scaptotrigona
pectoralis derivados de hidrocarburos insaturados. El lote 2 se desarrollo con las colonias “c”
y “d”.

Al comparar con un ANOVA los scores obtenidos de los PCA’s de los perfiles cuticulares
de las reinas virgenes y las obreras, se observé que existieron diferencias significativas entre
castas para los PC1’s tanto de hidrocarburos saturados e insaturados: Fg.1)=246.73(1,34);
p<0.0001 y Fq.)=646.70(1,34); p<0.0001, respectivamente. Contrariamente, los resultados de
los PC2’s para ambos tipos de hidrocarburos no mostraron diferencias significativas:
F.1)=1.68(1,34); p=0.2038 para saturados y Fg.1)=0.05(1,34); p=0.8296 para insaturados (Figura
1).

Al analizar las varianzas de los perfiles cuticulares de las obreras de las cuatro colonias
(Cuadro 6) que se utilizaron para desarrollar los lotes 1 y 2, se encontré que no existen
diferencias en los hidrocarburos saturados del PC1: Fg.1)=3.58¢); p=0.0661; ni en el PC2:

F@.1)=1.793,8); p=0.2263. Sin embargo, existen diferencias significativas en los scores de los
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hidrocarburos insaturados del PCl: F1)=6.19338); p=0.0176 y también para el PC2:
F.1)=6.40@8); p=0.0161 de igual manera, existieron diferencias significativas para los scores
del PC2 de los hidrocarburos insaturados: F.)=6.403s); p=0.0161, las colonias A y B

resultadon con medias estadisticamente diferentes a la colonia D.

Cuadro 6: Andlisis de varianza de los scores obtenidos a partir de los hidrocarburos
cuticulares de las obreras de las diferentes colonias de Scaptotrigona pectoralis.

PC1 PC2
Colonia Saturados Insaturados Saturados Insaturados
(medias + E.E) (medias + E.E) (medias + E.E)  (medias + E.E)

A -1.28 + 0.05 0.79 + 0.41a -1.22 +0.03 0.33 + 0.36¢
B -1.16 + 0.04 -0.65 + 0.26b -1.44 + 0.04 0.66 +0.2¢c
C -1.41 + 0.03 0.40 + 0.11ab -1.39 + 0.04 -0.03 + 0.07cd
D -1.38 £ 0.10 0.63+0.17a -1.39+0.13 -0.76 + 0.24d
P 0.0661 0.0176 00.2263 0.0161

F @l) 3.58 (3,8 6.19 3.9 1.79 39 6.40 38)

*Medias con una letra comun (comparacion entre columnas) no son significativamente
diferentes (p<0.05)

Bioensayos de reconocimiento

Al analizar con Kruskal Wallis los datos de las medias de los pardmetros de agresividad hacia
las reinas virgenes por parte de las obreras, se observd que no existen diferencias
significativas entre las medias obtenidas de las obreras que estan emparentas con las reinas
de las que si lo estan (ver Cuadro 7), para la respuesta agresiva, en el lote 1: F(g.1)=0.44(13s);
p=0.5134, para el lote 2: Fg.1)=0.14(1,38); p=0.7124, para el lote 3: Fg.1)=2.11(1,38); p=0.1543
y para el lote 4: F(g.1)=1.26(1,38); p=0.2693.
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Cuadro 7: Medias de pardmetros de agresividad en ensayos de reconocimiento de las reinas
virgenes de Scaptotrigona pectoralis desarrolladas in vitro por parte de obreras (media +

E.E).
Lote Parentesco 1A TCA TCF RA OA A L
0.35 8.85 29.7 0.19 0.40 0.40 249.55
Emparentadas
(+0.17) (+4.94) (+9.40) (+0.09) (+0.2) (+0.2) (+23.34)
) No 0.15 10.44 20.47 0.1 0.3 0.3 277.7
emparentadas (+11) (+9.94)  (+10.85)  (+0.09) (+0.21) (+0.21)  (+16.31)
= 0.32@38; 0.0201,38); 0.41@3s); 0.44@38); 0.12038); 0.12138); 0.98(1:38);
1))
B 0.35 0.88 0.52 0.51 0.72 0.72 0.32
0.32 6.58 16.84 0.15 0.53 0.53 253.74
Emparentadas
(+0.17) (+3.19) (+5.53) (+0.08) (+0.37) (+0.37)  (+24.26)
) No 0.38 13.84 23.15 0.21 0.67 0.67 246.67
emparentadas  (+0.18)  (+10.51) (+11.63) (+0.14) (+0.37) (+0.37)  (+23.51)
. 0.03(1,38); 0.4@38); 0.2238; 0.14(138); 0.07@38); 0.07@1,38); 0.04(1,38);
)5
o1 P 0.81 0.53 0.63 0.71 0.79 0.79 0.83
0.58 10.66 48.45 0.14 0.89 217.89
Emparentadas 1 (+0.37)
(+0.19) (+4.3) (+16.19)  (+0.06) (+0.23)  (+26.77)
5 No 0.86 20.63 64.54 0.36 1.71 1.24 212.48
emparentadas  (+0.23) (+6.81)  (+14.96) (+0.13) (+0.5) (+0.35)  (+23.52)
= 0.52,38); 1.46@38); 0.53@3s); 2.11@3s); 1.27@38); 0.491s38); 0.02(1,:38);
1)
L 0.42 0.23 0.46 0.15 0.26 0.48 0.87
0.79 23.51 68.3 0.35 1.89 1.47 200.47
Emparentadas
(+0.21) (+8) (+15.05) (+0.1) (+0.61) (+0.43)  (+27.40)
A No 0.52 16.06 55.02 0.2 1.29 1.1 223.19

emparentadas  (+0.19) (+6.07)  (+£16.39) (+0.09) (+0.57) (+0.45)  (+25.72)
0.77a38; 0.56(38); 0.35w3s); 1.26@3s); 0.53wss); 0.37@w3s); 0.37(138);
0.31 0.45 0.55 0.26 0.47 0.54 0.54

Feu;, p

Tx= Tratamiento; IA= indice de agresion, TCA= Tiempo de contacto agresivo, TCF=
Tiempo de contacto fisico, RA= respuesta agresiva, OA= NUmero de obreras agresoras, A=

Numero de agresiones y L= Latencia
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Al comparar los pesos (mg) de las reinas de S. pectoralis producidas in vitro que recibieron
respuesta agresiva (n=48, 30%) de las que no la recibieron (n=112, 70%) por parte de las
obreras en los bioensayos de reconocimiento, se obtuvo una media de 26.5+0.6 (E.E.) y
27.3+0.4 (E.E.) respectivamente. Al comparar ambos tipos de reina con ANOVA, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (F(g.1)=1.06(1,158); p=0.3042).
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6.5 Discusién

De acuerdo a los resultados obtenidos, existe evidencia suficiente de que el alimento afecta
en la expresion de hidrocarburos cuticulares en abejas sin aguijon, incluso se muestran
evidencias de que el origen de la larva también podria estar influyendo en la expresion de los
mismos. Se observa que el perfil cuticular de reinas de un mismo origen genético y criadas
con alimento de distinto origen es diferente. Para el Lote 1, tanto para CHC’s saturados como
insaturados, los resultados muestran que G=A= vs G=A+# y G#A= vs G#A+# concuerdan con
los resultados esperados para indicar que el alimento influye en la expresion de CHC’s, Para
los CHC’s insaturados también coinciden los resultados al comparar los tratamientos G=A=
vs G#A=. Sin embargo, seria recomendable que a futuro se verifique que tanto influye el
factor genético en la expresion de CHC’s ya que si el factor alimento participa en la expresion
de CHC'’s, en los resultados de G=A= vs G#A+# debieron existir diferencias, las cuales no se
presentaron, lo que nos daria evidencias de que quiza las colonias estaban emparentadas y
esta situacion podria estar opacando las diferencias que deberian de haberse mostrado debido

al factor alimento.

Para el Lote 2, tanto para saturados como insaturados, los resultados muestran que G=A= vs
G=A+# y G=A= vs G£A# también concuerdan con los resultados esperados para indicar que
el alimento influye en la expresion de CHC’s. Mientras que para G=A= vs G#A=y G#A=
vs G#A+# concuerdan con lo esperado de acuerdo al origen de las larvas lo que reforzaria la

aseveracion de que el alimento también podria estar influyendo en la expresion de CHC’s.

Los resultados de G#A= vs G=A# no mostraron diferencias significativas para ninguna de
las comparaciones realizadas (ni para lotes ni para saturados e insaturados), lo que nos podria
estar indicando que al criar reinas a partir de una colonia con el alimento de otra y viceversa,

los CHC’s resultantes de todas las reinas seran similares.

El presente estudio proporciona un vinculo entre estudios previos que discuten acerca de que
los perfiles cuticulares de los insectos podrian estar determinados por factores geneticos y
medio ambientales (Ilamese alimento) y que los hidrocarburos cuticulares interfieren en la

respuesta agresiva.
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En este sentido, Arnold et al (2000) menciona que en Apis mellifera, la cuticula de los
insectos se basa (en parte) por componentes genéticos y que difiere entre subfamilias, lo que
sugiere que podria ser utilizado por las obreras como “ctiquetas” para el reconocimiento de
compafieros del nido. Por su parte, Nunes et al (2008) mencionan que las abejas sin aguijon
deberian presentar una mayor homogeneidad en el perfil quimico intracolonial, esto debido
a que la reina (a diferencia de la reina de Apis) se aparea Unicamente con un sélo macho. Por
lo tanto, podriamos suponer que el perfil cuticular intercolonial deberia presentar una mayor

heterogeneidad, corroborando lo encontrado en los presentes resultados.

Por otro lado, los resultados obtenidos con Liang y Silverman (2000) muestran que en
hormigas argentinas (Linepithema humile), los CHC’s varian de acuerdo a la dieta con que
son alimentadas, puesto que los perfiles encontrados en la cuticula de los insectos revelaron
patrones similares a los presentes en la dieta con que fueron alimentados. Liang y Silverman
(2000) también mencionan que el cambio en los perfiles cuticulares de los comparieros de
nido deriva a una agresion intracolonial lo que podria indicar que los CHC’s son utilizados

para discriminar y reconocer a los individuos de su colonia.

Por su parte, los resultados presentados por Sorvari et al. (2008) muestran en hormigas de la
especie F. aquilonia que al producirse cambios en el equilibrio nutricional que modifique las
sefiales quimicas de los individuos, ya sea por cambios en la cantidad y composicién en la
dieta, puede interrumpir el sistema de reconocimiento de los individuos de la colonia.
Thomas et al. (2005) coincide con lo presentado por Sorvari et al (2008), pues sugieren que
la composicidn de la dieta en L. humile determina el olor de la colonia y que los cambios en
ella detonan la agresion entre los insectos. Lo anterior, en parte, coincide con nuestros
resultados, el medio ambiente (alimento), representa una fuente para la expresion de los
CHC'’s, pero difiere en las respuestas agresivas, ya que en nuestro estudio, la variacién en el

perfil cuticular no se reflej6 en la discriminacion de los compafieros del nido.

Si nuestro estudio mostré diferencias en los perfiles cuticulares tanto para el origen de la
larva como alimentario y dado que todos los analitos estan presentes en los cuatro

tratamientos, quiza esta variacién se deba a las diferencias existentes a la abundancia relativa,
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al respecto, Akino et al (2004) mencionan que el reconocimiento intracolonial de insectos
sociales parece basarse en la abundancia relativa de los componentes individuales en lugar
de un modelo general basado en la presencia o ausencia independientes de sefiales de
reconocimiento. Si en nuestro estudio no se present6 una conducta agresiva, ¢significa que
no hubo reconocimiento de los comparieros del nido? Estudios realizados por Martin et al.
(2008 y 2009) muestran que la falta de agresion no significa necesariamente falta de
reconocimiento, ya que la relacion entre las sefiales de reconocimiento y la agresion podria
ser mas compleja. Por ejemplo, Breed et al. (1995) demostraron que los adultos emergen con
su cuticula con lo que llaman “pizarra en blanco”, carente de cualquier sefial de
reconocimiento, mencionan que adquieren estas sefiales después de que se han expuesto al
sustrato de su panal (Breed et al. 1995), siguiendo estas aseveraciones, quiza “la pizarra en
blanco” para las reinas virgenes de S. pectoralis esta representada por los compuestos que se
muestran en los cuadros 9 y 10 (sin tomar en cuenta la abundancia relativa) y por lo tanto
este perfil base carece de sefiales de reconocimiento; o quiza, el comportamiento del
individuo influye en su discriminacion. Al respecto, Jarau et al. (2009) encontraron que en
M. beecheii, el comportamiento de la reina influye en el rechazo o aceptacién de la misma,
mencionan que si la hembra corre rapidamente, con movimientos circulares y abatiendo sus
alas, desencadena ataques por parte de las obreras, por el contrario, las reinas que se quedaban
inmoviles en el panal evitaban la conducta agresiva de las obreras. También observaron que
unareina a la cual las obreras aceptaron, presenté un comportamiento donde su intencién era
agredir a las obreras, ellos sugieren que su conducta es un modo de demostrar su dominancia
ante las obreras (Jarau et al. 2009), en el presente estudio ocurrié lo contrario que lo reportado
por Jarau et al. (2009), se observo que en las reinas donde predoming el contacto no agresivo
por parte de las obreras, las reinas movian el abdomen en circulos, mientras se frotaban torax,
abdomen y antenas con el primer par de patas. Este comportamiento podria deberse, segln
lo mencionado anteriormente, a dos posibles situaciones, una es que este ritual sea un
comportamiento de dominancia en la especie S. pectoralis, lo que nos indicaria que existen
diferencias en el comportamiento de dominancia entre las tribus Meliponini y Trigonini; y
dos, que quiza de esta manera las reinas logran disipar sus olores o feromonas de tal forma

que las obreras las puedan reconocer como reinas nuevas. La trofolaxis fue otro

51



comportamiento que se logré observar con frecuencia en este estudio, al ocurrir este
comportamiento, las obreras presentaban una conducta menos agresiva, Soroker et al. (2003)
mencionan que esta conducta permite el reconocimiento de los individuos por medio de

intercambio de sefiales, con la intencion de mantener la integridad de la colonia.

Los hidrocarburos que se encontraron para las obreras tales como el tricosano y el
pentacosano, concuerdan con los reportados para otras especies de abejas sin aguijon
(Abdalla et al. 2003, Jungnickel et al. 2004; Pianaro et al. 2007). Al igual que Nunes et al.
(2009b), nuestro estudio revela hidrocarburos con menos de 21 atomos de carbono, cuya

funcion es hasta ahora desconocida.

En el estudio que realizé6 Quezada-Euéan et al. (2013), la discriminacion se llevo a cabo
siguiendo el modelo de reconocimiento de compafieros del nido que parece basarse en la
abundancia relativa de los componentes individuales en lugar del modelo general basado en
la presencia o ausencia de sefiales independientes es el Ilamado indeseable-ausente (Akino et
al. 2004), el cual predice que los individuos seran aceptados sélo si su plantilla no presenta
compuestos indeseables es decir, diferentes a las de las abejas guardianas. Nuestro estudio
parece seguir el modelo Indeseable-ausente, ya que las obreras no encontraron un compuesto
indeseable que detonara una respuesta agresiva, por lo tanto, el modelo deseable-presente no
concuerda con el presente estudio ya que de haberlo hecho, las abejas guardianas hubieran
discriminado a las reinas virgenes, porque no hay modo de que detectaran los compuestos
deseables porque las reinas virgenes no estaban impregnadas con olores de la colonia por que
no estuvieron en ningn momento en contacto con ella. Con lo anterior podriamos suponer
que el medio ambiente extrinseco también influye en la expresion de CHC’s, concordando
con otros estudios (Obin 1986; Crosland 1989; Richard et al. 2004, 2007).

Podemos concluir que la expresién de los hidrocarburos cuticulares de las reinas virgenes de
S. pectoralis podria estar determinado tanto por el origen de la larva como por el medio
ambiente, en este caso el alimento. Sin embargo, hacen falta estudios mas profundos y

detallados para esclarecer la contribucion relativa de ambos.
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En lo que respecta al reconocimiento, la agresion de las obreras hacia las reinas virgenes de
S. pectoralis es un comportamiento que estd determinado por diversos factores y no

unicamente por los hidrocarburos cuticulares.
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7 Principales hallazgos o aportaciones

Este estudio demuestra que el alimento podria estar influyendo en la expresion de
hidrocarburos en el perfil cuticular de los individuos producidos en colonias de abejas sin

aguijon.

Este estudio es el primero en evaluar los CHC’s y reconocimiento de reinas virgenes,

producidas in vitro y para la especie S. pectoralis.

De igual manera es el primero en desarrollar abejas reinas de abejas sin aguijon bajo
condiciones artificiales en México y el primero a nivel mundial para la especie de S.

pectoralis.
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8 Implicaciones

Los resultados indican que el alimento puede tener influencia en la determinacion de los
perfiles de hidrocarburos de los individuos producidos en colonias de abejas sin aguijon, esto
implica que el reconocimiento de individuos de una colonia puede depender no solo de las
sefiales quimicas adquiridas en la etapa adulta cuando los individuos emergen sino también
de factores medio ambientales durante su desarrollo. Habria que considerar este hallazgo en
estudios futuros donde se analicen las fuentes que producen las sefiales quimicas para el

reconocimiento en este taxon.
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9 Conclusiones generales de la tesis

El alimento ofrecido a larvas de reinas de S. pectoralis influye en la expresion de
hidrocarburos cuticulares.

La respuesta agresiva de obreras hacia reinas virgenes de S. pectoralis podria estar

determinada por diversos factores y no solamente por los hidrocarburos cuticulares.
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10 Sugerencias

Realizar estudios donde esclarezcan la participacion de la genética y del alimento en la

expresion de CHC'’s.

Llevar a cabo un analisis méas profundo en la aceptacion de una nueva reina enfocado a su
comportamiento, ya que el mecanismo de reconocimiento parece ser mas complicado que

para el reconocimiento de los compafieros del nido.

Se sugiere llevar la técnica de cria de reinas al siguiente nivel, esto es, a la introduccion y

evaluacion de las reinas resultantes como reproductoras de la colonia.
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11. Anexos

Cuadro 8. Relacion de variables originales (hidrocarburos saturados e insaturados) con los factores principales 1y 2 (PC1 y PC2)

Variable Correlacion  Correlacion Variable Correlacion  Correlacion
(hidrocarburos saturados)  con PC1 con PC2 (hidrocarburos insaturados) con PC1 con PC2
Ciclooctacosano (C28) 0.98 0.10 Tetradeceno (C14) 0.57 -0.05
Octacosano (C28) 0.97 -0.01 Hexadeceno (C16) 0.38 -0.54
Nonadecano (C19) 0.96 0.15 Pentadecadieno (C15) -0.37 -0.24
Heneicosano (C21) 0.96 0.18 Octadeceno (C18) 0.66 -0.46
Heptadecano (C17) 0.94 0.15 Nonadeceno (C19) -0.77 -0.18
Heptacosano (C27) 0.91 0.15 Hexadecadieno (C16) -0.89 0.02
Pentacosano (C25) -0.01 0.60 3-Eicoseno (C20) 0.97 -0.05
Tricosano (C23) -0.43 0.66 Heneicoseno (C21) 0.90 -0.22
Tetracosano (C24) -0.45 0.65 Docoseno (C22) -0.67 -0.60
Pentacosano (C25) -0.01 0.60 Tricoseno (C23) -0.66 -0.12
Docosano metil (C23) -0.76 0.58 Tetracoseno (C24) 0.04 -0.33
Ciclotetracosano (C24) -0.80 0.57 Pentacoseno (C25) -0.91 -0.12
Eicosano (C20) 0.79 0.37 3 etil 5(etilbutil) octadeceno 0.58 0.62

(C26)
Docosano (C22) 0.74 0.35 Hexacoseno (C26) 0.83 -0.50
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11 pentil heneicosano 0.53 0.57 Heptacoseno (C27) 0.82 -0.12
(C26)

3 etil-5(2etilbutil) 0.50 -0.53 Octacoseno (C28) 0.82 -0.39
octadecano (C26)

Hexacosano (C26) 0.74 0.02 Nonacoseno (C29) 0.88 0.16
11 metil-heptacosano 0.73 0.54 Triaconteno (C30) 0.90 -0.04
(C18)

Nonacosano (C29) 0.81 -0.06 Hentriaconteno (C31) 0.57 0.59
Tetradecano (C14) -0.24 0.55

Cuadro 9: Proporciones relativas de hidrocarburos cuticulares (%) encontrados en reinas virgenes del lote 1 producidas in vitro de

Scaptotrigona pectoralis

Analito TR IR LOTE 1 (Reinas producidas con colonias A 'y B)
Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Tetradeceno 10.314 1383 051 052 071 163 088 1.00 181 283 154 048 0.49 0.99
Tetradecano 10.475 1400 0.19 024 025 1.08 053 057 037 036 020 027 031 0.84
Hexadeceno 12.860 1655 0.97 094 124 254 196 238 225 321 229 060 103 204
Heptadecano 14147 1793 0.12 0.16 027 028 025 028 033 055 036 030 032 0.37
Octadeceno 15113 1897 085 081 122 306 152 174 245 332 202 074 099 190
Nonadeceno 16.049 1997 0.12 0.14 018 0.16 013 0.18 038 0.28 037 019 025 0.29
Nonadecano 16.283 2022 141 170 244 147 165 242 281 370 324 266 288 349
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3-Eicoseno 17219 2122 062 053 105 216 129 143 179 275 153 049 085 159

Eicosano 17.307 2132 074 082 111 103 103 102 185 164 160 117 153 1.63
Heneicoseno 18.009 2207 0.48 066 068 038 038 032 163 160 1.13 058 058 0.63
Heneicosano 18.156 2223 582 793 981 709 831 990 963 12.78 1090 10.16 10.51 1257
Docoseno (1) 18.931 2306 0.38 0.40 060 061 059 068 1.18 1.04 0.78 0.49 061 0.72
Docosano 19.136 2328 039 051 066 066 075 080 141 147 090 065 0.69 0.96
Tricoseno (1) 19.663 2384 564 482 466 421 380 287 814 7.75 1322 540 509 4.75
Tricosano 19.941 2414 8.72 9.35 957 1097 9.88 10.35 7.58 11.25 11.15 10.09 11.16 12.09
Metil docosano 20.175 2439 0.14 012 022 016 008 006 024 015 032 020 031 0.14
Tetracoseno 20.292 2452 0.16 0.18 023 025 035 031 027 022 054 030 033 040
Ciclotetracosano 20.511 2475 025 020 0.13 036 017 028 027 049 029 023 023 034
Tetracosano 20.789 2505 030 028 029 046 036 034 035 069 034 044 043 0.56
Pentacoseno (2) 21.477 2578 052 046 060 041 046 034 062 060 096 070 058 0.57
Pentacosano 21594 2591 522 454 491 537 551 393 542 307 427 490 514 437
11 pentil heneicosano  21.857 2619 0.68 0.71 095 074 089 079 092 118 090 098 097 1.13
3-etil-5-etilbutil- 21974 2632 037 039 054 049 051 045 055 051 068 073 064 0.67
octadeceno

Hexacoseno (2) 22.047 2640 051 063 073 056 067 053 082 087 082 093 083 0.96
Hexacosano 22.369 2674 055 052 065 061 064 037 08 075 066 055 063 0.68
Heptacoseno (2) 22954 2737 751 780 769 743 761 626 752 585 6.78 930 9.03 6.56
Heptacosano 23.115 2754 1253 999 9.74 1001 1163 860 1108 506 6.76 8.73 9.63 7.68
11-metilheptacosano 23.335 2778 221 184 197 130 162 168 182 156 157 200 208 1.73
Octacoseno 23583 2804 0.19 028 053 028 029 028 025 043 046 059 026 0.38
Ciclooctacosano 23.744 2821 126 133 114 080 077 109 089 080 089 120 143 0.76
Octacosano 23905 2839 0.78 058 084 062 032 056 062 074 051 065 074 0.53
Nonacoseno (1) 24417 2893 30.35 31.96 26.20 27.46 26.65 31.15 17.38 17.79 16.28 25.04 20.63 20.04
Nonacoseno (2) 24549 2908 550 476 455 369 518 428 434 275 305 463 449 430
Nonacosano 24651 2918 138 142 158 079 135 150 0.87 080 157 140 165 1.81
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Triaconteno 25295 2987 099 098 09 039 111 061 031 050 049 101 121 0.82
Triacontano 25.412 3000 050 0.33 0.35 - - - - - - - - -
Hentriaconteno 26.012 Nc 096 103 058 034 071 048 080 051 046 103 131 056

TR: Tiempo de retencion; IR: Indice de retencion; “R”: repeticion; nc: no calculado. Un guidn indica que ese analito no fue

identificado para esa repeticion.

Cuadro 10: Proporciones relativas de hidrocarburos cuticulares (%) encontrados en reinas virgenes del lote 2 producidas in vitro

de Scaptotrigona pectoralis

Analito TR IR LOTE 2 (Reinas producidas con colonias C y D)

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Tetradeceno 10.314 1383 0.51 052 072 125 2.04 294 125 108 096 062 0.97 1.34

Tetradecano 10.475 1400 0.20 0.27 053 092 094 1.62 - - - - - -
Hexadeceno 12.860 1655 11.06 1.13 1.89 288 437 6.79 198 195 195 125 185 1.81
Heptadecano 14.147 1793 0.9 011 016 038 020 026 014 014 0.10 0.18 0.14 0.17
Octadeceno 15.113 1897 094 1.06 191 273 432 691 177 198 194 119 186 174
Nonadeceno 16.049 1997 022 019 037 050 012 040 026 012 019 029 024 0.23
Nonadecano 16.283 2022 147 116 165 305 172 263 206 144 085 152 138 174
3-Eicoseno 17.219 2122 069 0.79 116 196 259 439 1.11 1.15 124 081 123 132
Eicosano 17.307 2132 0.15 0.14 020 028 036 052 020 0.17 0.18 0.18 0.15 0.22
Heneicoseno 18.009 2207 0.91 0.73 1.04 092 048 081 132 072 085 176 0.79 0.58
Heneicosano 18.156 2223 6.42 535 7.30 1124 630 9.16 10.33 7.14 373 528 579 6.44
Docoseno (1) 18.931 2306 0.18 0.14 0.07 008 020 0.24 019 007 018 029 0.14 0.17
Docoseno (2) 19.092 2323 0.28 038 055 168 123 250 066 057 103 075 129 0.71
Docosano 19.136 2328 065 045 194 096 141 132 079 058 066 054 073 0381
Tricoseno (1) 19.663 2384 7.48 566 522 500 400 572 763 531 11.08 1583 554 3.72
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Tricosano 19.941 2414 11.62 12.05 998 10.01 857 9.36 1295 12.03 11.88 1042 8.15 7.36
Tetracoseno 20.292 2452 0.20 0.31 0.24 0.30 137 169 044 037 025 024 044 0.20
Tetracosano 20.789 2505 0.40 055 0.39 0.67 - - 049 043 048 031 046 041
Pentacoseno (2) 21477 2578 076 0.75 0.73 072 076 100 0.87 049 0.85 1.06 0.63 0.66
Pentacosano 21594 2591 513 571 450 519 637 510 489 551 640 590 7.60 7.86
Hexacoseno (1) 21930 2627 087 0.76 098 116 1.26 1.85 1.25 1.10 120 0.74 0.85 1.09
Hexacoseno (2) 22.047 2640 0.41 037 059 078 093 083 056 049 055 052 064 084
3 etil-5(2etilbutil) octadecano  22.296 2666 0.94 0.75 1.10 1.00 0.89 1.06 095 0.76 070 068 0.86 1.09
Hexacosano 22.369 2674 0.86 098 091 0.97 1.31 1.60 0.96 1.03 095 0.84 1.11 1.07
Heptacoseno (2) 22954 2737 554 670 7.06 856 988 631 658 628 7.73 995 11.13 12.28
Heptacosano 23.115 2754 11.75 15.97 11.69 9.44 10.64 7.87 8.80 1425 13.32 11.08 13.49 14.81
11-metilheptacosano 23.335 2778 189 251 3.12 - - - - - - - - -

Octacoseno 23.583 2804 0.63 0.97 0.98 0.68 3.66 1.56 1.66 1.84 2.23 0.31 2.27 0.89
Ciclooctacosano 23.744 2821 1.14 135 2.03 1.32 139 086 1.07 120 1.12 0.95 0.93 1.40
Octacosano 23905 2839 0.63 066 0.89 1.36 1.72 123 072 088 074 038 050 1.17
Nonacoseno (2) 24549 2908 22.05 26.96 24.08 19.31 15.76 10.57 24.67 27.04 22.24 2190 24.09 21.35
Nonacosano 24651 2918 2.79 338 428 394 424 216 292 331 380 373 417 5.30
Triaconteno 25.295 2987 0.74 0.89 1.09 047 056 043 040 042 042 049 057 1.24
Triacontano 25412 3000 0.29 032 068 030 044 032 017 014 0.19 - - -

TR: Tiempo de retencion; IR: Indice de retencion; “R”: repeticion; nc: no calculado. Un guion indica que ese analito no fue

identificado para esa repeticion.
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Cuadro 11: Proporciones relativas de hidrocarburos cuticulares (%) encontrados en obreras de Scaptotrigona pectoralis

Analito TR IR Colonias
A B C D
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

Tetradeceno 10.314 1383 1.03 068 0.77 0.68 1.19 0.73 0.84 095 095 0.89 0.96 0.76
Tetradecano 10.475 1400 0.56 0.17 - - - - 2.29 3.44 2.15 1.56 1.19 1.25
Hexadeceno 12.860 1655 1.18 1.23 1.62 1.71 0.00 2.05 1.65 1.25 1.35 1.40 1.58 1.12
Pentadecadieno 13.900 1767 - - - - - - - - - 1.22 - 0.60
Octadeceno 15.113 1897 1.09 1.10 1.21 1.36 0.78 1.67 1.30 1.46 1.48 1.87 1.67 1.75
Nonadeceno 16.049 1997 0.86 0.78 0.65 1.23 0.91 1.20 0.80 0.87 1.18 1.02 1.00 0.91
Nonadecano 16.283 2022 - - - - - - - - - - - -

Hexadecadieno 17.044 2104 045 0.09 0.25 0.46 024 0.19 0.29 0.15 0.27 0.40 0.00 0.19
Heneicosano 18.156 2223 0.40 0.41 0.44 - - - - - - - - -

Docoseno (1) 18.931 2306 025 0.33 0.22 0.60 0.59 0.58 0.47 0.53 0.49 0.58 0.46 0.62
Docoseno (2) 19.092 2323 0.68 0.76 042 1.19 1.14 1.29 0.95 0.81 0.95 091 0.90 1.12
Docosano 19.136 2328 0.58 0.69 0.57 064 061 0.54 0.51 044 055 055 0.31 0.42
Tricoseno (1) 19.663 2384 2752 29.14 2787 4296 4104 4435 3823 37.95 3893 3523 3514 3472
Tricoseno (2) 19.730 2391 1.27 1.55 1.38 2.14 2.79 2.48 2.82 3.01 2.94 2.63 2.76 2.73
Tricosano 19.941 2414 34.02 3571 3755 3203 2653 28.78 26.08 26.01 26.42 25.07 25.30 22.96
Metil docosano 20.175 2439 0.96 1.07 1.17 1.36 1.35 1.37 1.75 1.68 1.68 1.55 1.54 1.55
Tetracoseno 20.292 2452 030 0.32 038 038 036 046 054 052 054 045 0.41 0.38
Ciclotetracosano 20.511 2475 1.19 1.25 1.17 1.81 1.80 1.83 217 2.06 2.08 1.89 1.85 1.94
Tetracosano 20.789 2505 1.41 1.39 1.49 1.24 1.09 1.37 1.22 1.14 1.11 1.21 1.33 1.43
Pentacoseno (1) 21.331 2563 2.63 2.44 2.72 3.67 340 4.02 4,77 3.99 453  4.08 396 421
Pentacoseno (2) 21.477 2578 0.92 0.84 0.89 1.29 1.32 1.53 1.56 1.66 1.57 1.54 1.51 1.64
Pentacosano 21.594 2591 1453 1343 13.44 - 9.30 0.00 7.70 8.70 7.83 10.80 1356 15.80
Hexacosano 22.369 2674 055 044 083 070 084 082 0.51 - - 0.59 - 0.45
Heptacoseno (1) 22.867 2727 1.18 1.00 1.16 0.64 0.56 0.81 0.58 064 038 0.82 0.61 0.63
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Heptacoseno (2) 22.954 2737 0.47 0.47 0.53 0.51 0.35 0.52 0.36 0.38 - 0.54 0.34 0.42
Heptacosano 23.115 2754 2.11 191 1.68 1.44 1.44 1.82 121 1.40 1.20 1.71 1.97 0.26
Nonacoseno (2) 24.549 2908 1.40 0.96 0.53 0.85 0.84 0.77 0.52 0.47 0.44 0.80 0.49 0.51
Nonacosano 24651 2918 0.64 0.56 0.37 0.40 0.85 0.82 0.49 0.49 0.48 0.68 0.61 0.94
Hentriacontano 26.114 Nc 1.81 1.27 0.69 0.70 0.68 0.00 0.40 0.00 0.50 0.00 0.55 0.71

Tiempo de retencién; IR: indice de retencién; “R”: repeticién; Nc: no calculado. Un guién indica que ese analito no fue identificado para esa

repeticion.
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