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RESUMEN

Las proteinas constituyen es uno de los elementos mas importantes en la dieta de
las abejas. Un adecuado aporte proteico resulta indispensable para el buen
desarrollo fisiolégico de las abejas y por ende, para la productividad de la colmena.
El polen representa la principal fuente de proteina para las abejas en condiciones
naturales. Sin embargo, la disponibilidad del polen se ha visto reducida en multiples
regiones del mundo debido a factores tales como el cambio climético y la
deforestacion. Bajo estas circunstancias se hace necesario el suministro de
suplementos proteicos con el objeto de garantizar la salud de la colmena. El
desarrollo de suplementos alimenticios para uso apicola, con un adecuado perfil
nutricional y costo reducido es una necesidad apremiante para este sector de la
economia. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de un
suplemento proteico a base de Chaya (Cnidoscolus chayamansa) sobre el
desarrollo de la colmena y la presencia de vitelogenina en la hemolinfa de abejas
Apis mellifera L. Entre los resultados obtenidos se encontré que el suplemento
alimenticio basado en Chaya presentd un contenido de proteina total de 10.24 *
0.35 g/100g de base seca y un contenido de proteina soluble de 5.07 + 0.02 g/100g
de base seca. Se realizé la determinacién del contenido de aminoacidos presentes
en el alimento, encontrandose que esta dentro de los limites requeridos para la
alimentacion apicola; siendo comparables al ofrecido por productos presentes en el
mercado. Los perfiles electroforéticos del suplemento a base de harina de chaya
demostraron que es un alimento de buena calidad proteica. Por otro lado, también
se evalud la presencia de vitelogenina en la hemolinfa de las abejas alimentadas
con el suplemento a base de harina de chaya, cuyos resultados indicaron una
similitud con el control y los suplementos comerciales evaluados. El suplemento a
base de harina de chaya puede ser considerado como una alternativa en la
alimentacion artificial, siendo econdmica, importante y viable para el sector apicola

de la region de la peninsula de Yucatan.
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ABSTRACT

Proteins are one of the most important elements on a bee’s diet. An adequate protein
amount is essential for the physiological development of the bees, and therefore, the
beehive productivity in general.

Pollen represents the main source of protein for bees in natural conditions. However,
the availability of pollen has been reduced in several regions of the world due to
climate change and deforestation. Under these circumstances it's necessary to
provide protein supplements for apiarian use, with an adequate nutritional profile and
reduced cost as a necessity for this sector of the economy. Therefore, the object of
this work was to evaluate the effect of a protein supplement from Chaya plant
(Cnidoscolus chayamansa) on the development of a beehive, and the presence of
vitellogenin in Apis mellifera L. bees’ hemolymph. Among the results it was found
that the Chaya based supplement had a total protein content of 10.24 + 0.35 g/100g
of dry base and soluble protein of 5.07 £ 0.02 g/100g of dry base. Amino acids
presence was determined, results were comparable to products already present in
the market. The electrophoretic profiles of the Chaya based supplement
demonstrated that it is a high protein quality food. On the other hand, studies of the
vitellogenin in the bees’ hemolymph indicated similar presence between the control,

bees fed with Chaya plant supplement and other commercial supplements.

The Chaya based supplement can be considered as an artificial feed alternative,
with it being economical, important and viable to the apiarian sector of the Yucatan

peninsula region.
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l. INTRODUCCION

En México la apicultura es una actividad de gran trascendencia social y economica
pues representa una importante fuente de ingresos para las familias y la oportunidad
de conservar ecosistemas y biodiversidad de plantas endémicas en las diversas
regiones productoras; gracia al invaluable trabajo que llevan a cabo las abejas
llamada polinizacién. México ha sido reconocido en el mercado internacional por la
exportacion de miel de excelente calidad. Para mantenerse dentro en este estatus
es necesario cumplir con ciertos manejos en la produccién, entre lo mas importante

se encuentra el manejo de plagas y la alimentacion artificial (proteica y energética).

La nutricion juega un papel importante para la prevencion de ciertas enfermedades
transcendentales en el sector apicola, los cuales podrian perturbar la produccion de
miel. El presente estudio propone una alternativa de alimentacion artificial con un
suplemento proteico a base de Cnidoscolus chayamansa (chaya) una especie
botanica que se encuentra en la peninsula de Yucatan, por su alto contenido

proteico.

Por otro lado, se busca que el suplemento proteico cumpla con estandares de
inocuidad para evitar los riegos de contaminacion de los productos derivados de la
colmena, principalmente la miel; ademas de minimizar los costos de produccion a
los que se enfrentan los productores para mantener sus colmenas. Este suplemento
proteico a base de chaya contiene la cantidad de proteina y de aminoacidos
esenciales requeridos para un desarrollo de la colonia, y de esta manera, permite el
desarrollo morfolégico vy fisiologico de las abejas.

El 6rgano mas importante en las abejas obreras son las glandulas hipofaringeas, ya
que estas son las encargadas de la produccion de jalea real, que es el alimento para
la reina y las larvas menores de tres dias. Es importante que las glandulas
hipofaringeas se desarrollen de la mejor manera, pues es la fuente de inicio de la
nutricion de las abejas de la colmena y también se encuentra relacionada con la
produccion de proteinas que permiten el funcionamiento fisioldgico de la colmena,

una de las proteinas es la vitelogenina.
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ll.  MARCO TEORICO
1. Evolucion de las abejas

Las abejas evolucionaron a partir de las avispas, al desarrollar estructuras
morfolégicas que le permitieron obtener las proteinas de las flores. De ese modo
pudieron cambiar su comportamiento de insectos parasitos caracteristicos de sus
ancestros e iniciar la coevolucién con las angiospermas (plantas con flor) en uno de
los fendmenos mas trascendentes de la historia evolutiva de los ultimos
100.000.000 de afios, que dotd a las abejas de una extraordinaria adaptacion y
explica el éxito de estos insectos. Para el caso de Apis mellifera la dinamica de las
proteinas son las que juega un rol determinante en la vida de la colonia (Vidal y

Bedascarrasbure, 2009).

La Apis mellifera L. es un insecto social perteneciente a la familia Apidae. La abeja
doméstica, o abeja melifera, es la Unica especie que forma colonias capaces de
resistir el invierno, al contrario de las demas abejas, cuyos miembros mueren en
otofio, con la sola excepcidn de algunas hembras fecundadas, que hibernan para

reconstruir la colonia en la siguiente primavera (Rubilar, 2001; Olivos, 2010).

La colonia de abejas estd compuesta principalmente por miles de abejas obreras,
todas procedente de una solo reina, la cual es la Unica hembra fértil de la colonia y

su funcién principal es la puesta de huevos (Butler, 1975; Olivos, 2010).

2. Habitantes de la colmena

1. Ciclo biologico de las abejas

La reina deposita huevos en las celdas, a los tres dias eclosionan pequefias larvas
apodas, estas son alimentadas por abejas nodrizas durante las siguientes 48 horas
con un alimento proteico llamado jalea real, que ellas mismas producen. Después
la dieta cambia a una mezcla de polen y miel a partir del dia tres al siete, para el
caso de las abejas obreras, para luego entrar en una etapa de reposo dentro de su
celdilla cubierta con cera, en la cual la larva se transforma en ninfa, pasa al estado

juvenil y emerge rompiendo el opérculo (Crea, 1993; Olivos, 2010). El desarrollo de
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una abeja obrera es de 21 dias, zanganos 24 dias y en reina de 15 a 17 dias (Crea,
1993; Olivos, 2010).

3. Caracteristicas fisiol6gicas y morfolégicas de las castas

Dentro de la colmena se presenta un orden jerarquico entre las tres principales

castas: la reina, zanganos y obreras.

- Lareina

La reina, a diferencia de las obreras, recibe una alimentacion especial de jalea real,
desde sus primeros dias de larva y a lo largo de toda su vida, logrando asi su
desarrollo completo, lo cual le permite ser fecundada y contribuir a la conservacion
de la especie. Su metamorfosis es de 16 dias, a partir de la postura del huevo

fecundado que le dio origen. (BID, 2010).

La reina carece de las herramientas de trabajo que poseen las obreras, como cestas
para el polen, glandulas que producen cera, y el buche bien desarrollado para la
miel (Gould y Gould, 1998; BID, 2010).

Tiene un cuerpo mas alargado que las obreras, alas mas cortas y el abdomen en
estado de virginidad, es mas puntiagudo. Tiene un aguijon curvado y liso, que puede
usar una y otra vez sin poner en peligro su vida (Gould y Gould, 1998; BID, 2010).
La reina, una vez fecundada y desarrollado sus ovarios, su abdomen llega a ser casi
el doble de una obrera y no alcanza a ser cubierto por sus alas. Deposita los huevos

en cada una de las celdas hexagonales del panal (Crea, 1993; Olivos, 2010).

Dentro de la colonia, la reina es la Unica capaz de llevar a cabo la postura de huevos
fecundados (obreras) y sin fecundar (zanganos). Las celdas destinadas para las
reinas tienen posicion vertical, con un diametro de 0.8 cm y largo que oscila entre
1.5y 2.5 cm aproximadamente (Massaccesi, 2002). Se aparea con una cantidad de
machos (6 o mas), en vuelos de apareamiento que realiza a los pocos dias después
de emerger (BID, 2010). Alcanza la madurez sexual entre el quinto y décimo dia
después de su nacimiento, realiza sus primeros vuelos de orientacion, para llevar a

cabo el vuelo nupcial y la fecundacion (Massaccesi, 2002). Los espermatozoides
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son almacenados en la espermateca, y son usados durante toda su vida para
originar toda la descendencia. Su capacidad para poner huevos es alta: la

produccion diaria puede superar los 1,500 huevos (BID, 2010).

- Los zanganos

El zangano es el macho de la colonia, cuya unica funcién biologica es la fecundacion
de la reina, ya que no esta dotado para realizar otras funciones. Su ciclo biolégico
es de 24 dias, a partir de un huevo no fecundado (IICA, 2009).

Los zanganos pueden tener tres origenes segun su progenitora: ya sea una reina
fecundada, reina virgen o una obrera ponedora; la calidad reproductiva cambia
segun sea el origen, siendo la de menor calidad la de obrera ponedora (Nates, 1987;
BID, 2010).

La colonia en los meses de floracion existe un mayor nimero de zanganos,
conforme se acerca el otofio o temporada de lluvias en climas tropicales, estos son
expulsados de las colonias por las obreras, y los dejan morir en el exterior de la
colmena (Gould y Gould, 1988; BID, 2010). Los zanganos carecen de aguijén y no
tienen defensa alguna; no tienen cestilla para la recolectar polen ni glandulas
productoras de cera, y no producen jalea real. Su Unica pero primordial funcion es
aparearse con otras reinas virgenes, consumado el apareamiento, que siempre

tiene lugar durante el vuelo a cielo abierto, el zdngano muere de forma inmediata.

- Las obreras

Las obreras son mas pequefias que las reinas y los zanganos (Garau, 1990; BID,
2010). Son hembras infértiles y viven aproximadamente tres meses (Massaccesi,
2002). Su desarrollo es a partir de un huevo fecundado hasta 21 dias (Crea, 1993;
Olivos, 2010). Son las encargadas de la elaboracion de la miel, cuidar y atender la

alimentacion de las larvas (Rubilar, 2001; Olivos, 2010).

Las abejas obreras son las que constituyen casi toda la colonia y cumplen diversas
funciones en la colmena, pudiéndose encontrar mas de ochenta mil abejas en plena

temporada. Es el elemento productor y directivo de la colmena (Epinoza, 2004;
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Jiménez, 2013). Durante su vida adulta las abejas se dedican a una serie de tareas
que va ocurriendo en funcion de su edad y asociado al desarrollo glandular
(Massaccesi, 2002).

Durante los primeros cuatro dias de vida, las obreras limpian las celdas y la
colmena. De quinto a 11 dias, es una abeja nodriza y produce jalea real para las
larvas de las celdas reales. De 11 a 13 dias, se convierte en almacenadora: su papel
consiste en almacenar polen y néctar en las celdas, y ventilacién en la colmena,
agitando muy rapidamente sus alas, para mantener asi una temperatura y humedad
constante. De 14 a 17 dias las glandulas productoras de cera de su abdomen ya
estan desarrolladas, se vuelven constructoras del panal. De 18 a 21 dias son
centinelas y estan en guardia a la entrada de las colmenas para impedir la entrada
de intrusos como las avispas, mariposas e incluso a los zadnganos. A partir de 22
dias hasta su muerte iran de flor en flor a cosechar néctar, polen y propodleo (IICA,
2009).

Las futuras obreras reciben jalea real solo los primeros dos dias, lo que explica el
marcado contraste anatdomico y funcional entre éstas y la reina, asi entonces, la

metamorfosis de la obrera es de 20 a 21 dias.

3. Fisiologia de las abejas
1. Aparato digestivo

El sistema digestivo de los insectos esta formado de tubo digestivo y 6rganos
relacionados tales como: las glandulas salivales, ciegos gastricos y tubos de
Malpighi. Este sistema inicia desde la probdscide hasta el recto, con regiones muy
diferenciadas. Cuando las obreras liban el néctar, usan las estructuras de la lengua
haciendo un canal por el cual succiona el néctar, pasando por el eséfago que
atraviesa desde la cabeza hasta la parte anterior del abdomen, donde desemboca
en el buche melario; le sigue el proventriculo. El ventriculo o estbmago verdadero,
continda el intestino delgado, en el que se insertan numerosos tubos pequefios
llamados tubos de Malpighi. Al final, encontramos el colon o papila rectal
(Dustmann, 1993; BID, 2010).
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Entre los 6rganos anexos al aparato digestivo, se encuentran las glandulas
hipofaringeas y mandibulares, localizadas en la cabeza, estas son muy importantes
para la produccion de jalea real y feromonas, Util para la comunicacion de la colonia
(Duttmann et al., 2013).

Las glandulas hipofaringeas se encuentran presentes Unicamente en las abejas
obreras, es un par de estructuras localizadas en la parte media de la cabeza a cada
lado de la faringe, sus vueltas recubren totalmente la cara anterior del cerebro,
cuando se extienden llegan a sobrepasar un cm de longitud, su tamafio y actividad
varia conforme a la edad y funcion de las abejas obreras. Cada glandula consiste
en un racimo de pequefios circulos sujetos por delicados canales a un ducto
excretor, los ductos de estas glandulas desembocan separadamente en la parte

distal de la placa hipofaringea, donde se produce la jalea real (Argtello, 2010).

Las glandulas mandibulares estan presentes en todas las castas con la diferencia
de tamafio y funcién. En la reina son grandes por secretar la sustancia real, la cual
es distribuida por trofolaxis y responsable de la union de la colonia. En las obreras
son pequefas y en zanganos aun son mas pequefas. Son un par de estructuras
huecas que se encuentran en cada lado de la cabeza y el orificio excretor se abre
en la parte interna de la mandibula y la cabeza. La secrecion de las glandulas ayuda
a remover y a componer la cera, el propéleos y a disolver el revestimiento grasoso
del polen. También secreta la fraccion lipidica presente en la jalea real (Arguello,
2010).

Los tubos de Malpighi son aproximadamente 100 tubulos largos, sinuosos, que se
enrollan unos a otros sobre las visceras y desembocan independientemente en la
union entre el ventriculo y el intestino delgado. Son érganos excretores (Arguello,
2010).

2. Aparato respiratorio

Consiste en una red de tubos y sacos aéreos, encargados de absorber oxigeno y
desechar bioxido de carbono. Las trdqueas son los tubos primarios que luego se

ramifican, se insertan desde el térax y abdomen, dan al exterior por unos orificios
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llamados espiraculos. Los cuales son fuente de ingreso de acaros microscopicos al
tubo respiratorio, perjudiciales para las abejas. Estas no presentan pulmones, si no
que las traqueas y sus ramificaciones llevan el aire directamente a los tejidos y

células que lo requieren.

3. Sistema circulatorio
El sistema circulatorio provee una forma de intercambio quimico entre los 6rganos.

En los insectos estd compuesto de: liquidos y células sanguineas (hemolinfa), un
vaso dorsal que hace posible la circulacién y estructuras accesorias de pulsacion
que ayudan en la circulacion. En los insectos el vaso dorsal consiste de una parte

posterior llamada corazon y una anterior llamada aorta.

1. Sangre de los insectos

La sangre de los insectos comprende desde un 5-40% de su cuerpo. Carece de
glébulos rojos, por lo tanto, no existe hemoglobina y eso imposibilita el transporte
de oxigeno y didxido de carbono. Las células de la hemolinfa se llaman hemocitos
estos asumen funciones de defensa como la fagocitosis, el encapsulado, la
nodulacion y la coagulacion, e intervienen en el metabolismo, sintesis y
almacenamiento de nutrientes. La hemolinfa es el medio de transporte de los
nutrientes absorbidos en el mesenteron, al lugar donde se necesitan, recogiendo
ademas los desechos producto del metabolismo, mismos que deposita en los tubos
de Malpighi. Otra funcién de la hemolinfa es transportar hormonas, desde el lugar

donde se forman hasta donde se lleva a cabo la accion.

2. Circulaciéon de la hemolinfa

Para llevar a cabo la circulacion, el vaso dorsal permanece en gran actividad, de
esa manera la hemolinfa penetra a las camaras del corazén a través de unas
aberturas llamadas ostias u ostiolos. La cdmara llena se dilata, a esta condicion se
le llama diastole. Luego se produce un movimiento de contraccion que hace que la

camara quede vacia, en ese momento se dice que la camara esta en sistole. Estos
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movimientos alternos hacen que la sangre llegue hasta la aorta de donde es vertida

a la cavidad del cuerpo a la altura de la cabeza, para cumplir con las funciones.

3. Nutricién de Apis mellifera L.

Un individuo ingiere, digiere y asimila alimentos para transformarlos en nutrientes a
nivel de las células, el cual se llama alimentacion. El aporte de nutrientes a nivel de
tejidos se le conoce como nutricion. Para las abejas existen dos tipos nutricién y se
clasifican en energéticos aquellos que proveen la energia necesaria para el
funcionamiento de los diferentes tejidos. Para las abejas el principal alimento
energético es la miel. Por otro lado, se encuentran los proteicos aquellos que
contribuyen a la formacion de las estructuras de los tejidos, siendo la principal
funcion del polen proveniente de las flores. Es necesario tener solo cuatro recursos
(néctar, polen, agua y resina) para posibilitar la vida de una colonia. El néctar y polen
son los alimentos esenciales de las abejas, y constituye la materia prima para la

obtencion de carbohidratos y proteinas respectivamente (Palacio, 2009).

1. Importancia de la nutricion de la colmena

La nutricion juega un papel fundamental en la prevencién de las enfermedades
como herramienta para mantener un buen estado fisiologico interno de los
diferentes individuos, favoreciendo la defensa contra agentes patégenos. Esta se
basa en el mantenimiento de la homeostasis y el comportamiento higiénico, ambos
estan relacionados con la nutricion de la colonia. Un adecuado estado nutricional
estimula el comportamiento higiénico y reduce la masa infectante, transformandose
asi en el principal componente ambiental que permite la expresion de los
mecanismos genéticos de defensa. Los problemas de nutricidn ciertamente tienen
un rol en el desarrollo de enfermedades infecciosas y, por consiguiente, en el estado
de salud de la colonia. Por ejemplo, se ha visto una alta concentracion de esporas
de nosema (Nosema apis) cuando la crianza se vuelve minima como resultado de

una deficiencia proteica (Hornitzky, 1990; Zilio y Rodriguez, 2009).
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2. Ladigestion de las abejas

La clase de los insectos es muy amplia y variada, pero a pesar de esto su tubo
digestivo, a nivel embrioldgico, morfolégico vy fisiolégico, cuenta con tres divisiones
basicas: estomodeo (anterior), mesenterén (medio) y proctodeo (posterior) (Natio
2002; Olivos 2010).

En el estomodeo, debido a su cuticula impermeable, hay poca, o nula, absorcion de
los alimentos ingeridos (Natio 2002; Olivos 2010). Algo importarte en esta porcion
del tubo digestivo, es que en ella se encuentra el buche o estémago melifero y el

proventriculo, ubicado al final de ésta (Olivos, 2010).

El estdmago melifero almacena el néctar o miel recolectado por cada abeja. Es muy
expandible y cuando una abeja ha recolectado suficiente néctar, el contenido es
regurgitado de forma voluntaria, mediante la presién producida por la contraccion
de los segmentos abdominales (Seeley 1995; Olivos, 2010). Esta porcién del tubo

digestivo también es utilizada para recolectar agua (Snodgrass 1975; Olivos, 2010).

El proventriculo sirve como aparato regulador del alimento que entra al ventriculo o
mesenteron. La parte anterior del proventriculo comunica al buche y tiene una
valvula en forma de X. Mediante esta valvula, sumamente muscular, la abeja puede
selectivamente, remover el polen del néctar y pasarlo al ventriculo (Seeley 1995;
Olivos, 2010).

El ventriculo es el lugar principal donde se lleva la secrecién de enzimas digestivas,
para la digestion y absorcion de los nutrientes ingeridos (Nation 2002; Olivos 2010).
La parte anterior de ventriculo tiene una valvula que evita la regurgitacién de
material del estbmago al buche (Snodgrass 1975; Olivos 2010). Las células del
ventriculo secretan la membrana peritréfica, que envuelve la comida que ingresa al
ventriculo, protegiendo a las microvellosidades del epitelio, del contacto fisico

directo de las particulas de comida ingerida. Esta membrana contiene quitina y
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proteinas y dentro de ella ocurre la mayor parte digestion (Nation 2002; Olivos
2010).

Las principales enzimas que se encuentran en el tubo digestivo de las abejas es la
sacarosa (Hrassnigg et al., 2003; Olivos 2010) que actian sobre la sacarosa,
principal carbohidrato del néctar. Por medio de la sacarosa se obtienen glucosa y
fructosa que son utilizadas como fuente energética y para la produccion de miel
(Nation 2002; Hrassnigg et al., 2003; Olivos 2010).

También se encuentran las lipasas para obtener acidos grasos y glicerol a partir de
triacilgliceroles ingeridos. Para la digestion de lipidos cuentan con agentes
emulsificantes, que permiten a las enzimas hidrofilicas tener contacto con las

superficies hidrofobicas de los triacilgliceroles (Nation 2002; Olivos 2010).

Para la digestion de las proteinas en las abejas se presentan enzimas proteoliticas
en el intestino, utilizadas principalmente para degradar la proteina del polen
(Hrassnigg et al., 1998). Algunas de estas enzimas se encuentran libres en el lumen

intestinal, mientras que otras estan fijas en la membrana (Nation 2002; Olivos 2010).

La produccién de las enzimas depende en la actividad de las abejas obreras. En las
abejas nodrizas, existe una mayor produccion de enzimas proteoliticas, debido a su
alto consumo de polen, mientras que las abejas pecoreadoras, se vera una mayor
produccion de enzimas especiales para la digestion de hidratos de carbono
(Hrassnigg et al., 2005; Olivos 2010).

Otro factor importante que se considerar en la accion de las enzimas es el pH del
intestino. Las enzimas como la catepsina y la tripsina, trabajan de mejor forma en
ambientes de pH acido y alcalino respectivamente. Asimismo, las enzimas utilizadas
para la digestion de carbohidratos trabajan mejor en un ambiente de pH neutro o
ligeramente acido. Las lipasas utilizadas para la digestion de triacilgliceroles y otros

esteres, trabajaran mejor en pH alcalino, cerca de pH 8 (Nation 2002; Olivos 2010).
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La dltima porcion del tubo digestivo es el proctodeo, que tiene como funcion principal
remover agua y materiales de desecho. El recto funciona como un almacén de estos
productos de desechos. Las abejas eliminan sus desechos metabdlicos durante el
vuelo, cuando no pueden salir de la colmena (en invierno) estos desechos se
almacenan en la ampolla rectal, alcanzando a expandirse de tal forma que ocupa

gran parte del abdomen (Snodgrass 1975; Olivos 2010).

En la union del proctodeo con el ventriculo, se encuentra una red de tubulos
llamados de tubos de Malpighi (Natio 2002; Olivos 2010). Estos son 6rganos de
excrecion de desechos nitrogenados y se extienden por la cavidad del cuerpo de la
abeja (hemoceloma). Tienen por funcidbn remover desperdicios y sales de la
hemolinfa. Estos productos de desecho pasan por los tubulos al recto y de ahi son
eliminados (Snodgrass 1975; Olivos 2010).

3. Importancia de las proteinas en la vida de la colonia

El polen de las flores es el recurso proteico por excelencia utilizado por las abejas
para la alimentacion de sus crias y es manipulado antes de convertirlo en alimento
larval, con el fin de eliminar ciertas capas de exinas indigeribles para estos insectos
como rafinosa, lactosa, estaquiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, acido
galacturénico, acido glucénico y pectina que pueden ser toxicos para las abejas Apis
mellifera (Garcia et al., 2006). El proceso de transformacién del polen se inicia en el
mismo momento en que las abejas lo recogen (agregandoles ricas enzimas),
continua con la fermentacion dentro de las celdas al nido de cria, las celdas son
operculadas con una capa delgada de miel, en un ambiente anaerdbico a 38 °C, al

sufrir cambios bioquimicos es transformado, llamandolo pan de polen (Valega, s/a).

El polen se compone de diferentes sustancias como lo son las proteinas, hidratos
de carbono, lipidos, vitaminas, minerales y muchos otros. Es un factor importante

gue se ha encontrado para limitar el aumento de la poblacién en las colonias, un

24



polen menos del 20% de proteina cruda no puede cumplir con los requisitos de la

colmena para la produccién éptima.

El contenido de proteinas al emerger depende de la disponibilidad de alimentos
fuera de la colmena durante la estacidn: la diferencia entre abejas nacidas en
condiciones criticas para la recolecta de polen entre las que nacen en condiciones

buenas asciende a més del 13% (Crailsheim, 1990).

El peso y contenido de nitrégeno de las abejas al nacer depende del consumo de
polen de las nodrizas que alimentaron sus larvas y este de la fluctuacion en el
ingreso del polen a la colonia. Pero las abejas recién nacidas deben crecer y
desarrollarse, este fendmeno sucede al consumir polen (0 mas precisamente los
productos de la fermentacién del polen en los panales cercanos al area de cria). En
primavera, los productos de la digestion del polen se direccionan principalmente a
las glandulas hipofaringeas y son destinados a la alimentacién de la cria; cuando la
colmena se prepara para invernar se reduce el area de cria y pasan a conformar las
reservas corporales de las abejas invernantes, el nivel de reserva corporales
determina la vida de dichas abejas y el arranque de la colonia en la salida de la

invernada (Vidal y Bedascarrasbure, 2009).

4. Requisitos proteicos de las abejas

Para el desarrollo de las funciones vitales y perpetuar la especie, la abeja requiere
carbohidratos, minerales, grasas, vitaminas y agua. Debe existir un balance y aporte
adecuado de estos nutrientes, variando el consumo entre las diferentes castas y
etapas de la vida de las abejas. Las proteinas son muy importantes para el
crecimiento, desarrollo y mantenimiento de las estructuras corporales de los seres
ViVOS; ya que estan presentes, como formadores de los tejidos y cumplen funciones
como catalizadores biologicos en numerosas funciones metabdlicas. Las proteinas
son necesarias para las abejas en la alimentacion en estado larval, para el completo
desarrollo de las abejas jovenes y la reparacion de las células y 6rganos de las
abejas viejas (Klieinschimdt, 1990; Zilio, et al. 2009).
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El polen es recolectado por las abejas de un gran numero de plantas en floracién.
Estas aportan las proteinas y es un factor importante en la poblacion de la colonia
y en la produccién de la miel (Klieinschimdt, 1990; Zilio, et al. 2009). Su composicién
quimica y valor nutritivo varian de acuerdo a la fuente floral (Haydak, 1970) y otros
factores, como la humedad, temperatura, pH, fertilidad del suelo y recolecta
(Somerville, 2001).

El polen de una fuente mono floral sera quimicamente diferente de un polen similar
recolectado en otra area. El nivel de proteinas de polen recolectados de diferentes
plantas varia entre 8 y 40 %, causando una gran variabilidad en el valor nutritivo
para las abejas y consecuencia en efecto fisiolégico producido (Herbert, 1992; Zilio
et al., 2009). De esta manera, la cantidad de proteina que se encuentra en el polen
es importante conocer su calidad, es decir, la proporcién de aminoacidos determina

la calidad nutricional del polen para las abejas (Zilio et al., 2009).

Las abejas necesitan de una dieta balanceada en aminoacidos para su satisfacer
su desarrollo y crecimiento. Se han considerado diez aminoacidos esenciales y las
proporciones expresadas en % de proteina cruda ha sido establecida por De Groot
(1953): arginina (3.0), histidina (1.5), lisina (3.0), triptéfano (1.0), fenilalanina (2.5),
metionina (1.5), treonina (3.0), leucina (4.5), isoleucina (4.0) y valina (4.0). La serina,
glicina y prolina, aungque no son esenciales para el crecimiento, ejerce un efecto
estimulante a nivel de crecimiento subdptico. Cuando existe una carencia de
proteina, la isoleucina es el aminoacido limitante mas frecuente (Kleinschmidt, 1998;
Zilio et al., 2009). También se registran la deficiencia de lisina, histidina, arginina,
valina y metionina en muchas fuentes florales (Somerville, 2009). Sin embargo, la
colonia normalmente recolecta polen de diversos origenes florales, los que al
mezclar se logra un balance de los nutrientes esenciales para la abeja, resultando
un alimento con alto valor nutritivo (Haydak, 1970). Por otro lado, si el balance de
aminoacidos no es el apropiado y alguno se encuentra en cantidad deficiente en la
dieta, las abejas aumentan el consumo de polen para suplir esas deficiencias (Zilio
et al., 2009).
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Somerville (2001) describe la cantidad de proteina cruda que se encuentra en las
diferentes especies florales clasificandolas en tres niveles: especies con nivel bajo
de proteina cruda menor de 20 %, como cardos, arandano, citricos, roseta, lavanda,
maiz, girasol, pino y sauce. Estos son polenes predominantes, puede asumirse que
las colonias van a declinar su poblacion, particularmente si estan trabajando en un
flujo mediano a fuente de miel. Las especies con un nivel medio de proteina cruda
de 20 a 25%, como lo son eucaliptos, canola, mostacilla, haba y abrepufio, estos
son considerados como polenes con fuentes deseables cuando hay una amplia
cantidad disponible. Las especies con nivel alto de proteina cruda de 25 a 30%,
como flor morada, almendro, varios tréboles, algunas especies de eucalipto, lupines

y pera son considerados importantes por su alto valor nutricional para las abejas.

Las abejas almacenan polen en las celdas en forma de pan de abeja, es una mezcla
de polen, miel, enzimas, secreciones glandulares y microorganismos que ayudan a
su conservacion y valor nutritivo (Herbert, 1992; Zilio et al., 2009). Bajo condiciones
naturales, el polen recogido por las abejas se almacena generalmente en la periferia
del area de cria. En una colonia que esta en un periodo de crianza, este polen
colocado en el panal al lado de los huevos es consumiendo temporalmente por las

abejas nodrizas (Zilio et al., 2009).

5. Requerimientos proteicos de acuerdo al desarrollo de las abejas

Las larvas, tanto como obreras, zanganos o reinas, necesitan grandes cantidades
de proteinas para desarrollar desde sus estadios, que son provistos por las
secreciones de las glandulas hipofaringeas de las abejas nodrizas. Las larvas
jovenes de obreras reciben jalea, una sustancia blanco-grisacea y consistencia
pastosa, resultante de la mezcla de dos componentes alimentarios en una
proporcion 3:1 o 4:1, a diferencia de la jalea real que tiene una proporcién 1:1 (jalea
real: polen). Las larvas de mas de 3 dias reciben, ademas de la secrecion clara, un
alimento amarrillo que contiene polen (Hayday, 1970).

Después del nacimiento de las abejas, se desarrolla los tejidos corporales, musculos

y glandulas, como las hipofaringeas, estos dependen de una adecuada cantidad de
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proteinas en la dieta (Herbert, 1990; Zilio, et al., 2009). Si ha sido sometida a
carencia de polen, las glandulas se desarrollan en forma incompleta y reduce la vida

media de las abejas (Zilio, et al., 2009).

Las abejas obreras comienzan el consumo de polen al emerger hasta tener cinco
dias para alcanzar un maximo consumo, en este periodo sus glandulas
hipofaringeas, cuerpos grasos y otros érganos internos se desarrollan (Zilio, et al.,
2009). Estos cambios dependen de las condiciones generales, tales como el estado,
los requerimientos y la fuerza de la colonia, la crianza, la presencia de la reina, la
entrada de néctar y polen, y las condiciones climaticas (Haydak, 1970). En los cinco
dias, el contenido de N se incrementa a un 93% en la cabeza, 76% en el abdomen
y 37% en el torax (Hayday, 1934, Zilio, et al., 2009). Es muy importante una dieta
balanceada y abundante para las nodrizas permitiendo un buen estado nutricional
de la colonia (Haydak, 1970).

Las abejas nodrizas cambian de funciones cuando alcanzan el dia 10 a 14, para
pasar a ser forrajeras en ese momento se disminuye drasticamente el requerimiento
proteico de las proteinas del polen, manteniendo una minima ingesta para renovar
proteinas corporales, encontrando la disminucion en el peso y contenido de N de
sus tractos digestivos (Haydak, 1934; Zilio et al., 2009).

Las abejas viejas solo necesitan consumir carbohidratos para obtener energia,
derivando todos los materiales necesarios para reparar sus 6rganos vitales del
catabolismo de las reservas corporales depositadas durante periodos mas

tempranos (Haydak, 1970).

6. Las proteinas en las abejas

El contenido proteico del cuerpo de las abejas puede variar del 21 al 67 % y resulta
un factor determinante en la longevidad de estas. Cuando la proteina corporal
excede al 40 % la vida de las abejas aumenta a mas de 45 a 50 dias, mientras
disminuye la proteina corporal al 40% las abejas tienen una esperanza de vida entre
20 y 26 dias (Kleinschmidt, 1990; Zilio, et al., 2009).
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La proteina corporal de las abejas obreras se va reduciendo por la produccion de
miel y cera, condiciones climaticas y un aumento de la cria, especialmente en
primavera. Por otra parte, la recolecta de mucho polen con més del 20% de proteina

cruda, y no son forzadas a producir demasiada miel (Kleinschmidt, 1998).

El cuerpo graso esta formado por delgadas capas celulares que se extienden por la
cavidad corporal de la cabeza, torax y abdomen de la abeja (Padilla, 2012). Es un
centro metabdlico y bioguimico, que participa en funciones de homeostasis, dandole
importancia biologica a su capacidad de mantener un equilibrio entre los recursos y
los requerimientos durante las diferentes fases de la vida de la abeja. Se encarga
de la biosintesis y acumular proteinas, lipidos, carbohidratos, aminoacidos y otros
metabolitos (Stanley, 1997; Zilio, et al., 2009). Este almacenaje es especialmente
importante en las abejas recién nacidas durante el otofio, las cuales presenta
también un mayor contenido proteico en su hemolinfa y glandulas hipofaringeas
(Fluri et al., 1982), ya que son las responsables de segregar el alimento necesario
para las larvas de los primeros ciclos de cria a la salida del invierno (Zilio, et al.,
20009).

El cuerpo graso modifica sus funciones en las diferentes etapas: en la etapa
inmadura acumula los nutrientes necesarios para el desarrollo a la etapa adulta, es
principalmente un 6rgano biosintético importante durante la vida de las abejas
estado de larva y adulto (Keeley, 1985; Zilio, et al., 2009).

Las glandulas hipofaringeas constituyen el centro de la fabricacion de alimento para
las larvas y desarrollo estan relacionada con el contenido proteico de la dieta
(Standifer, 1970; Zilio, et al., 2009). Las abejas nodrizas tienen sus glandulas
hipofaringeas bien desarrolladas, son las encargadas de segregar el producto rico
en proteina la jalea real, que son distribuidos por medio de trofolaxis al resto de las
castas de la colonia (Haydak, 1970). El consumo de polen de las abejas nodrizas

incrementa a medida que crece el numero de larvas que alimentan.

Standifer et al., (1970) encontraron que el desarrollo de las glandulas hipofaringeas
es relacionado con el contenido proteico de la dieta. EI mejor desarrollo se ha visto
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gue se obtiene con altos niveles de proteinas, pero niveles menores promueven el
incremento de la longevidad. Esta discrepancia indica diferencias en los

requerimientos proteicos de abejas jévenes y viejas.

7. Criterios fisiolégicos para la evaluacion de la nutricién proteica

Los criterios para evaluar el estado de nutricion proteica de las colonias de las
abejas Apis mellifera, se enfoca a partir de la comparacion de diferentes dietas, es
decir, del potencial biol6gico de varios polenes y otras fuentes de proteicas sobre el
desarrollo y crianza de abejas, o respuesta de la colonia. La evaluacion de la calidad
del polen por medio del crecimiento de la colonia y su desarrollo podian proveer la
informacion mas pertinente acerca del impacto potencial sobre el buen estado de
las abejas (Zilio et al., 2009).

Consumo: este parametro no tiene una relacion entre el contenido de proteina
cruda del polen y el consumo relativo por las obreras recientemente emergidas. Esto
indica que las abejas jovenes, particularmente las nodrizas, quizds no tengan un
mecanismo a través del cual discriminen el contenido proteico de la dieta que
consumen (Pernal y Currie, 2000). Tampoco entre el consumo de polen y el nimero
de crias (Hrassnigg, 1998). Este parametro mide Unicamente la cantidad y no la

calidad nutritiva de las dietas.

Longevidad: La longevidad de las abejas recientemente emergidas en relacion con
diferentes dietas fue estudiada por varios autores, entre ellos Standifer, et al., (1969)
y Kulincevic, et al., (1982), que evaluaron la longevidad de abejas adultas y de las
nodrizas criadas bajo diferentes dietas.

Area de cria: El area de cria ha sido estudiada por varios autores, entre ellos
Kleinschmidt (1990), encontrd que al reducir la disponibilidad de polen, el area de
cria disminuye. El nimero de crias en funcion de diferentes dietas también ha sido
investigado por Kulincevic, et al., (1982). Sin embargo, es un parametro impreciso

porque varia también en funcion de factores climaticos, duraciéon del dia y otros.
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Proteina corporal: La proteina corporal de la abeja es un buen indicador de medida
para la capacidad de las colmenas a sobrevivir del invierno y de superar
enfermedades. Cuanto mas alto es el nivel de la proteina corporal, mas capaces
son las abejas de producir miel (Kleinschmidt, 1998). En cuanto a la disponibilidad
de polen disminuye, también disminuye la proteina cruda corporal. Aunque una
buena cantidad de polen se encuentra disponible para el incremento del area de
cria, con un polen de 20 a 21% de proteina cruda no es suficiente para incrementar

la proteina corporal (Kleinschmidt, 1990).

Proteina en la hemolinfa: Bitondi, et al., (1996) investigaron la relacion entre la
cantidad de polen ingerida por obreras, en condiciones de laboratorio, y el nivel de
proteina presente en la hemolinfa, asi como de la vitelogenina, que representa
alrededor del 40% de la proteina total de hemolinfa. El incremento de la secrecién
de vitelogenina en la hemolinfa de las nodrizas causa un incremento considerable
de la proteina total. En las forrajeras el contenido de proteinas en hemolinfa
disminuye al disminuir el consumo de polen. Cremonez, et al., (1998) establecieron
que la medicion del contenido proteico de hemolinfa es un método (util, rapido,
practico, preciso y mas simple que la medicién de vitelogenina para determinar si la

dieta es adecuada para las nodrizas.

Desarrollo de 6rganos internos: El desarrollo de érganos es otra forma de evaluar
la calidad de la dieta proteica consumida por una colonia. Entre los érganos factibles
de ser evaluados se encuentran las glandulas hipofaringeas, los ovarios y los
Cuerpos grasos.

Las obreras jévenes son las responsables de alimentar a todas las abejas dentro de
la colonia, la medicion del desarrollo de las glandulas hipofaringeas provee
informacion acerca de la cantidad de proteina potencialmente diseminada al resto
de la colonia. El contenido proteico de las glandulas hipofaringeas es un parametro
fisiologico efectivo para evaluar la calidad del polen consumido por las obreras

recientemente emergidas (Pernal, et al., 2000).
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La sintesis proteica de estas glandulas utiliza la proteina derivada del polen
(Crailsheim et al., 1992). La cantidad y calidad de alimento para las crias producida
por las nodrizas tiene importante relacion con el estado de la colonia como una
unidad. La mayor parte del alimento se destina a desarrollar las larvas dentro de la
colonia, sin embargo, una proporcion significativa también alimenta a las abejas
adultas por trofalaxis (Crailsheim, 1990). La calidad del alimento recibido de las
abejas nodrizas hacia la cria y reina, tiene el potencial de influenciar en el

crecimiento de la colonia (Pernal, 2000).

El desarrollo de las glandulas hipofaringeas es influenciado por la cantidad y calidad
de proteina ingerida por las obreras (Hrassnigg, 1998a; Standifer, 1960) y es
evaluado en funcion de su diametro o expresado en una escala del 1 a 4 (Mauricio,
1954: 1 sin desarrollo y 4 desarrollo completo, citada por Standifer,1960).

El tamafio de las glandulas, la medida de su diametro axial esta relacionado con su
contenido proteico total (Browers, 1982). Para las abejas nodrizas, el contenido
proteico de las glandulas hipofaringeas puede ser usado como indicador de
actividad glandular (Huang, et al.., 1989). El examen de las glandulas en las obreras
recientemente emergidas es una medida fiable de la asimilacion proteica, ya que su
tamafo no es afectado por reducciones sucesivas de la cantidad de larvas (hasta el
seis dia, comenzando las diferencias luego de 15 a 23 dias (Hrassnigg, 1998).
Standifer (1960) determiné que luego de los 21 dias hay un retroceso, por lo que se
considera més adecuada la comparacion de dichas glandulas ante el consumo de

diferentes dietas a los 14 dias.

En condiciones normales de crianza tiene una correlacion positiva entre el peso del
estdbmago, que representa el consumo de polen, y el volumen de los acinos; pero
también en abejas después del invierno, que casi no consumen polen, hay un buen
desarrollo glandular. Aqui las abejas acumulan nutrientes en sus glandulas, que se
vuelven grandes y se mantienen en este estado por un largo periodo. Asi, solo en
colonias de crianza normal las abejas pueden ser clasificadas como nodrizas por su

estdbmago pesado, contendiendo mucho polen y por el buen desarrollo de las
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glandulas hipofaringeas. Por lo que se deduce que no sélo la cantidad de cria es la

que regula el desarrollo de las glandulas hipofaringeas (Hrassnigg, 1998).

La determinacion del peso fresco de la cabeza puede servir parcialmente como un
método rapido y facil para describir el desarrollo glandular. Aunque exista una buena
correlacion entre esta medida y el volumen de los acinos, presenta algunas
desviaciones (Hrassnigg, 1998). Cuando las glandulas degeneran, su espacio no
es llenado sélo por hemolinfa, sino también por aire. La disminucién del peso en un
30% en abejas forrajeras con respecto a las nodrizas, permitirian volar mas
econdémicamente, asi también la reduccion del peso del estbmago (Hrassnigg,
1998).

El desarrollo de las glandulas hipofaringeas y ovarios en obreras recientemente
emergidas parece ser una medida fiable y sensible en donde se emplea las
proteinas, y cuando se usan juntas proveen un buen indicador para la calidad del
polen que esta siendo consumido, dada la fuerte correlacién entre la cantidad de
proteina consumida de la dieta del polen y el alcance del desarrollo de glandulas
hipofaringeas y ovarios (Pernal y Currie, 2000). La significativa correlacion positiva
entre el contenido de proteina cruda de las dietas y el desarrollo de las glandulas
hipofaringeas en las obreras, indica que el contenido de proteina cruda podria ser
usado como guia general para evaluar la calidad del polen (Pernal y Currie, 2000).
Aunque la mayoria de las especies florales han sido cuantitativamente analizadas
exhiben perfiles similares de aminoacidos y contienen los niveles minimos de
aminodacidos esenciales necesarios para el crecimiento normal y desarrollo de las

abejas, el contenido proteico es importante.

El rango de desarrollo de las glandulas en las obreras no esta relacionado con la
composicién de aminoacidos esenciales del polen consumido (McCaughey, et al.,
1980), pero esta correlacionado con el nivel de proteina en la dieta (Standifer, et al.,
1960) y con la cantidad de proteina que se ingiere (Standifer, et al., 1970). Es mas,
la adicion de aminoacidos esenciales frecuentemente ha probado ser innecesario
para mejorar el estado nutricional de dietas especificas (Cremonez, et al., 1998).

Aun para especies como el diente de ledn, que no sostiene la crianza porgue tiene
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deficiencias de aminoacidos, el contenido de la proteina cruda es muy bajo (9,9%).
Estos resultados sostienen el uso de proteina cruda como parametro para evaluar

la calidad de la dieta de polen (Pernal y Currie, 2000).

La proteina del polen promueve el crecimiento de los cuerpos grasos. Fluri, et al.,
(1982) determinaron la relacién que existente entre el contenido proteico de cuerpos

grasos, de hemolinfa y de glandulas hipofaringeas.

5. Vitelogenina

La importancia de la nutricion es cubrir todas las necesidades nutricionales de las
abejas para las abejas jovenes que son las encargadas de alimentar a las larvas;
estas al digerir el grano de polen, incorporan grandes cantidades de aminoacidos
en su hemolinfa con el objetivo de sintetizar nuevas proteinas tales como la
vitelogenina (Vg) una glicolipoproteina (Otis et al., 2004). Esta proteina es
almacenada principalmente en los cuerpos grasos, hemolinfa y glandulas

hipofaringeas de las abejas obreras (Amdan y Omholt, 2002; Sarlo et al. 2011).

El nivel de la proteina vitelogenina en los cuerpos grasos de las abejas se asocia
directamente con la longevidad. Es una glicolipoproteina especifica de los animales
del sexo femenino la cual esta relacionada con la reproduccion y precursora en
todos los animales oviparos. En los animales invertebrados, los insectos la
sintetizan en el cuerpo graso y los vertebrados en el higado (Padilla, et al., 2012).

La Vg representa mas del 50% de las proteinas totales de la hemolinfa de la abeja
reina (Guidugli, et al., 2008). La presencia de la Vg en la hemolinfa ha sido
relacionada con el consumo del polen en la dieta de las abejas obreras, el cual
resulta un buen indicador para el estado de reserva proteica de las abejas (Amdan
y Omholt, 2002; Sarlo et al., 2011).

El nivel de Vg se encuentra influenciado por factores tales como el comienzo del
pecoreo, la cantidad de cria, disponibilidad de polen y la presencia de parasitos

como la varroa (Varroa destructor) (Amdam et al., 2006; Sarlo, et al. 2011).
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La vitelogenina presenta un peso molecular de 180-kDa con una densidad de 1.283
mg/mL. Esta compuesta por un 91% de proteina, 7% de lipidos principalmente de
fosfolipidos y diacilglicerol y 2% de carbohidratos principalmente de manosa,
glucosa y N-acetilglucosamina. Esta glicolipoproteina es rica en los aminoacidos
acido aspartico y acido glutamico, y pobre en cisteina y triptéfano (Wheeler y
Kawooya, 1990).

La presencia de la Vg en las diferentes castas repercute sobre la expresion en
niveles dindmicos sobre las actividades poliéticas segun la temporada del afio. La
sintesis de Vg es baja cuando las obreras emergen de sus celdillas, pero incrementa
notablemente del segundo al tercer dia de edad (Hartfelder y Engels, 1998; Corona
et al., 2007) y alcanza su maximo nivel cuando estas abejas desempefian su labor
de nodrizas a partir del quinto al décimo dia de emergidas (Nelson, et al.., 2007). Al
décimo hasta el décimo quinto dia de edad, la sintesis de la Vg se reduce a niveles
indetectables, esto al comenzar a ser abejas forrajeras hasta la muerte (Padilla et
al., 2012).

Las abejas presentan una hormona juvenil (JH) es una gonadotropina la cual regula
la vitelogénesis (proceso de formacion de los materiales de reserva del citoplasma
del huevo) en los insectos. En las abejas siempre se muestra un patrén inverso de
titulacion en cuanto a la JH y Vg (Robinson y Vargo, 1997; Corona et al. 2007).
Cuando se encuentra los niveles altos de la JH el nivel de Vg es baja, y un alto nivel

de Vg la JH disminuyen en las abejas.
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Figura 1. Modelo de la interacciéon de la Vg y JH en la relaciéon de la nutricion
(Corona et al., 2007).

En la figura 1 se presenta un modelo donde se explica la relacion de la Vg, JH e 1IS
(insulina) que interacttan para regular la longevidad en la abeja. El estado
nutricional bajo (roja): regula IS (punta de flecha hacia arriba); los péptidos similares
a la insulina (ILP) se unen a los receptores tipo insulina (InR) y la sefial a través de
gquinasa, dando como resultado la fosforilacion de FOXO vy la localizacion del
citoplasma. La JH alta reprime la vitelogénesis, dando como resultado bajos titulos
de Vg. Baja concentracion de Vg estimula la secrecion de insulina por un
mecanismo de bucle de retroalimentacion. El alto estado nutricional (azul) da como
resultado efectos opuestos, incluyendo la disminucion de la actividad de IIS, la
translocacién nuclear de FOXO, baja JH y alta Vg. Ademas de su funcién
antioxidante, la Vg podria promover la longevidad de la reina mediante mecanismos
mediados por FOXO. El modelo proporciona una explicacion de las diferentes
longevidades entre reinas y obreras, también se explica las diferencias en la vida
del trabajador que se relaciona con las fases de la colmena y la actividad forrajera
(Corona, et al., 2007).
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La presencia de la proteina vitelogenina en abejas tiene la funcion de regular la
organizacion social dentro de la colonia, a través de los efectos pleiotropicos (de un
gen que tiene mas de un efecto; que afecta a multiples caracteristicas del fenotipo)
en la division del trabajo y especializacion de forrajeras. (Engels, 1974; Nelson, et
al., 2007).

En un estudio de transcripcion del gen de la vitelogenina en abejas obreras fue
obtenido en el cuerpo graso del abdomen en abejas de 5, 10, 15y 20 dias de edad
en una colmena con una reina. El resultado que se present6 fue que los niveles de
la proteina vitelogenina decrece progresivamente en funcién a la edad de las abejas,
y se puedo observar que a los 30 dias de edad el nivel de la proteina es indetectable
(Piulachs, et al., 2003).

Corona, et al., (2007) determinaron que las abejas reinas son las que presentan un
alto nivel de expresién de la Vg, en comparacion de las abejas obreras y los
zanganos; las abejas reinas viejas presentan una mayor expresion de Vg que las

abejas jovenes.

6. Alimentacion artificial con suplementos proteicos

La alimentacion artificial es una técnica apicola utilizada para cubrir necesidades
provocadas por las situaciones climaticas o por la propia manipulacion del apicultor;
asi como, para estimular el desarrollo de la colmena en periodos especificos,
especialmente a inicios de primavera, con el objetivo de disponer de colmenas
fuertes para la polinizacion de arboles frutales y otros. Existen diferentes tipos de

suplementos proteicos empleados dentro del sector apicola (Tabla 1).
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Tabla 1. Diferentes suplementos proteicos para una alimentacién artificial.

Tipo de suplemento Descripcion
artificial
Suplemento Se proporciona al final de la cosecha cuando se tiene
proteico pos- abejas desgastadas y poca poblacién en la colmena, con
cosecha un contenido de proteina no mayor de 12%.
Suplemento El objetivo de este suplemento es causar un sobre abasto
proteico de de proteina disponible al 100%, la dosificacion dependera
estimulacion de la condicién de las colmenas a estimular y de los

recursos disponibles en la zona donde se encuentren.

Suplemento Se usa una vez que se ha logrado la estimulacion de las
proteico de colmenas y se encuentran con la cantidad de cria
sostenimiento necesaria para llegar a la cosecha, es muy adecuada en

temporada de renta o polinizacion de cultivos, con esta
alimentacion se pretende lograr un sostenimiento de la
cria para asegurar su nutricion, si faltara el alimento la
reina suspenderia su postura y las abejas en edad de
maduraciéon no desarrollaria sus glandulas, afectando asi
el desarrollo de las larvas en crecimiento.

Fuente: Ordofiez, 2002; Hernandez, 2008.

Segun Somerville et al., (2000) citado por Burgos (2012), el nivel de proteina minimo
requerido en la elaboracion de suplementos proteicos para abejas es del 20 %, pero
si la colonia crece y se expande rapidamente, estos niveles se incrementaran al 25
y 30 %. Estos datos concuerdan con lo expuesto por Crailsheim, et al., (1972) citado
por Keller, et al., (2005), que sugiere un minimo del 20% de proteina para los

suplementos apicolas.

Sin embargo, Ordofiez (1999) citado por Burgos (2012), el suplemento proteico de
sostenimiento (colmenas con cria y poco polen) no debe superar el 24% de
contenido proteico pues podria resultar toxico para las abejas.
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Avilez y Araneda (2007), acotan los valores del 10 al 30 % de proteina cruda son
bien aceptados por las abejas, pero si estos decaen, los insectos probablemente
consumiran mas suplemento en su afan para mantener constante el ingreso de
proteina. Ellos proponen una granulometria de los ingredientes mejor consumidos
por las abejas son capaces de manipular con sus mandibulas particulas que miden

entre 0.5a 100 ym.

Para la alimentacién proteica de las abejas, es recomendable proveerla de
suficiente polen natural, sin embargo, debido a la ausencia de polen en algunas
ocasiones, se pueden emplear diversas fuentes con alto contenido de proteinas de
origen natural, en la que se destacan los siguientes: harina de soya, yema de huevo
en polvo, leche en polvo (descremada), levadura de cerveza (desamargada),

algunas harinas de cereales, como maiz o trigo.

Pérez (2007), evalud el efecto de tres suplementos proteicos sobre desarrollo de
area de cria en periodos de escasez de polen en la Peninsula de Yucatan, México.
Los suplementos proteicos fueron elaborados a base de harina de soya, harina de
maiz, sustituto lacteo en distintas proporciones. El resultado fue que la dieta
elaborada con mayor cantidad de harina de maiz, presento mayor crecimiento en el
area de cria, por lo que es una alternativa para alimentar de las colonias en época
de escasez, ademas de ser la que presento un menor costo en produccion del

suplemento.

Franco, et al., (2010) evalu6 el impacto de tres suplementos de polen sobre los
parametros de incremento de peso, cantidad de cria y producciéon de miel. Los
suplementos fueron formulados con 24 % de proteina cruda, con la mezcla de harina
de soya (desgrasada), leche en polvo (descremada), levadura de cerveza

(desmargada) y azlcar glass.

Robalino (2012), en su trabajo determind los patrones de la alimentacién energética
y proteica (azucar y polen) para la produccion de jalea real. Se elaboré dos
concentrados, la primera con azucar y agua; y la segunda con azucar, agua y polen

granulado, con dos tiempos de cosecha (tres y cuatro dias después del traslarve) y
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un testigo (sin alimento). Las colmenas alimentadas con polen presentaron siempre
mayor produccion de jalea real, el porcentaje de copas llenas y poblacion de abejas
(p<0.05) comparado con las colmenas que fueron alimentadas con alimento
energeético, la alimentacion con polen permito aumentar la produccion de jalea real
en las colmenas con un 88.2% para tratamientos a los tres dias y 206.6% a los

cuatro dias.

Mahmood et al., (2013), en su trabajo presenta cuatro suplementos proteicos para
la produccion de miel. Las colonias fueron alimentadas con los diferentes
suplementos: T1 (soya + levadura de cerveza+ azucar), T2 (levadura de cerveza +
azucar), Tz (maiz + levadura de cerveza + azucar) y T4 (solo azlcar). La produccién
de miel después de la alimentacién con los tratamientos fue mejor para el grupo T2
en comparacion de los otros tratamientos. Otro factor fue la produccién de la jalea

real que no mostro alguna diferencia con respecto de los otros tratamientos.

De igual manera, se han ido estudiando nuevas fuentes de proteina de origen
vegetal con un alto contenido de proteina disponible para el desarrollo nutricional

de la colmena, en épocas de escasez de alimento natural en el medio natural.

Marrufo et al., (2006), en su trabajo propone suplementos proteicos para abejas a
base de harina de soya, azucar y harina de chaya en diferentes proporciones y
presentacion (sélida y liquida). El tratamiento 1 de azucar glass (75%) + harina de
soya (25%); tratamiento 2 de azucar glass (57%) + chaya molida (43%); tratamiento
3 de azucar normal (50%) + jugo de chaya (50%); tratamiento 4 de azucar normal
(50%) + agua potable (50%). Los suplementos 1 y 2 presentaban con un 1% de
proteina cruda y suplemento 3 presenté 17g de proteina por litro de jarabe. Los
suplementos en presentacion solida (1 y 2) y liquida (3 y 4) se proporcionaron en
alimentadores tipo Doolittle al interior del nicleo. Los resultados obtenidos en el
consumo de los diferentes suplementos liquido no presento alguna diferencia
significativa. En los tratamientos de presentacion sélidos presentd una diferencia
significativa con respeto de la harina de soya a la de harina de chaya. En el

desarrollo del area de cria no presento diferencia significativa entre los suplementos
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proteico, pero fue menor el desarrollo del area de cria con respecto al suplemento

energeético.

7. Fuente de proteina alternativa
1. Descripcion general de Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh

La especie Cnidoscolus chayamansa conocida cominmente como chaya, es una
planta nativa de la Peninsula de Yucatan, la cual ha sido utilizada exitosamente para
la alimentacion de animales domésticos, como lo son aves de traspatio y porcinos.
Dada la facilidad de ser cultivada, su productividad potencial, y sobre todo su alto
valor nutritivo. Menciona Kuti y Col. (1996) citado por Palos (2007) es una fuente
alimentaria importante por su alto contenido de proteina de aproximado de 17% de
proteina cruda, minerales como calcio, potasio, hierro, fésforo, vitaminas (A, Cy E)
ademas de riboflavina y tiamina; por lo que en términos nutricionales es superior a

la acelga, lechuga y col.

2. Taxonomia

(Benson, 1979 citado por Rocha, 1998)

Reino: Plantae

Division: Spermatophyta

Clase: Angiospermae

Subclase: Dicotyledoneeae

Orden: Euphorbiales

Familia: Euphobiaceae

Nombre cientifico: Cnidoscolus chayamensa Mc Vaugh

Sinonimia: Jatrophaurensvar. inermis Calvino

Nombres comunes: chaya, chaya mansa, chaya de castilla, guarumbo, hormiguillo,

guarumo, chacarro, trompeta, koochle, guarina y samura entre otros.

3. Descripcién de la planta

Un arbusto caracterizado por ser una planta suculenta, de unos 2 a 3 m de altura,

con ramas muy delgadas, médula blanca y gruesa con pocos pelos urticantes, con
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1 a 2 glandulas en el apice del peciolo: hojas cardadas, trilobuladas, toscamente
ondulados dentadas, mas anchas que largas, verde brillante, de 10 a 16 cm de
ancho y de 4 a 8 cm de largo, peciolo de 8 a 15 cm de longitud, usualmente con
vello urticante; flores tubulares y blancas, unisexuales, masculinas de 6 - 7 mm con
estambres; las femeninas de 9 -10 mm; fruto una cépsula con 3 semillas. Planta
nativa de México (Martinez, 1979 citado por Rocha, 1998).

4. Distribucién

Esta planta se distribuye en el sureste mexicano, principalmente en Yucatan,
Tabasco, sureste de Chiapas, centro y sur de Veracruz, parte de Campeche, sur de
Quintana Roo y norte de Morelos. En el Estado de Nuevo Le6n esta planta no

presenta una distribucién no uniforme.

5. Usos

La chaya ha sido uno de los recursos naturales con los que el estado de Yucatan
ha contado desde los tiempos prehispanicos, ya que se sabe que los antiguos
mayas poseian especial aprecio por esta planta, cuyo uso ha sido alimenticio y
medicinal. Como resultado de largos afios de seleccion, esta planta presenta
actualmente algunas modificaciones: pérdida de vellosidad y tendencia a la
desapariciéon de ciertos glucésidos cianogénicos. Perece ser que solo en la
Peninsula de Yucatan, el consumo de la chaya es a un nivel popular. En nuestros
dias se utiliza principalmente las hojas tiernas con todo y peciolos (Barrera et al.
1981 citado por Rocha, 1998).
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II. JUSTIFICACION

Debido a la gran demanda de proteina que se necesita para el buen desarrollo
fisiolégico de las abejas, y que en ocasiones se les hace dificil tener fuente de
proteina natural (polen), a causa de problemas climaticos a los que se enfrentan las
colmenas hoy en dia. La deficiencia de proteina que enfrentan las colonias puede
ser compensada por medio de la alimentacién artificial, sea proteica o0 energética,
para cubrir las necesidades nutricionales de las colmenas. Este manejo apicola
permite a los apicultores mantener a sus colonias en buenas condiciones hasta el
inicio de la temporada (flujo de néctar y polen). Por lo que es necesario un alimento
artificial que cubra los requerimientos nutricionales de la colmena, y que sea, con
componentes de alta calidad y de bajo costo. De acuerdo con lo anterior, el presente
estudio presenta una alternativa de suplemento proteico con una especie botéanica
de alto valor proteico mediante la cuantificacion proteica e identificacion de
vitelogenina presente en la hemolinfa de la abeja Apis mellifera L., con el propoésito
de mejorar la nutricién de las colmenas, reducir los costos de produccion y evitar la

contaminacion de los productos derivados de la colmena.
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IV. HIPOTESIS

El suplemento proteico a base de harina de Cnidoscolus chayamansa tendra un

efecto sobre la produccién de la vitelogenina, asi como en el desarrollo del area de

cria.
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V. OBJETIVOS
1. Objetivo general

Evaluar el efecto de un suplemento proteico a base de Cnidoscolus chayamansa
sobre el contenido proteico y la presencia de vitelogenina en la hemolinfa de abejas

Apis mellifera L.

2. Objetivos especificos

1. Determinar el contenido nutricional del suplemento proteico a base de harina de

Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh.

2. Evaluar el perfil de aminoacidos del suplemento proteico a base de harina de

Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh

3. Evaluar el impacto del suplemento proteico en la postura de la reina.

4. Evaluar el contenido proteico y la presencia de vitelogenina en abejas obreras
nodrizas de Apis mellifera L. alimentadas con el suplemento a base de harina

Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh.
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VI. METODOLOGIA

El desarrollo de la investigacion se llevd a cabo en tres fases, que se describe a

continuacion:

Primera fase:

1. Obtencion de la materia prima
1. Hojas de Cnidocolus chayamansa Mc Vaugh

La recolecta de las hojas de la chaya fue obtenida de los huertos familiares y
parcelas de la comunidad de José Maria Morelos y Candelaria, Quintana Roo. Las
hojas recolectadas se le eliminaron los peciolos dejando las laminas foliares, estas
mismas se cortaron en pequefos trozos para su facil deshidratacion a temperatura
ambiente durante tres dias en un horario de 9:00 a 17:00 horas sobre bolsas de
polipropileno, y se manipularon dos veces al dia, permitiendo que la deshidratacion
sea homogénea. Ya deshidratadas las hojas procedié a la molienda con un molino
manual (casero) para obtener particulas muy finas. La harina obtenida se le realizo

un tamizado con una malla de tamafio de particula de 50 pm.

2. Jarabe de fructosa

El jarabe de fructosa es un derivado del almidon que se utiliza como agente
edulcorante y que después de un proceso bastante complejo da lugar a un producto
rico en fructosa. El jarabe de fructosa se obtuvo de manera comercial en

presentacion almidones de 20 litros.

3. Levadurade cerveza

La levadura de cerveza se compone de microorganismos muy activos, con una gran
capacidad de reproduccion. Durante este proceso, se generan practicamente todas
las vitaminas y proteinas vegetales de gran valor biolégico, enriquecidas con
oligoelementos y minerales procedentes de su substrato alimentario. Se adquirio de

manera comercial.
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4. Multivitaminico

Se empled un multivitaminico comercial Multivitactive® (EASY PHARM S. De CV)
es un complemento alimenticio oral que contiene los 10 aminoacidos esenciales y
14 vitaminas, necesarias para el optimo funcionamiento del organismo. Ademas de
ayudar a compensar cualquier desbalance proteico ocasionado por un consumo de
alimento limitado. Favorece la recuperacion, reacomodos, convalecencia. Ayuda a
igualar lotes, mejora la conversién alimentaria y la ganancia de peso. Contenido
neto por cada litro: Vit A 2,500,000 .U, Vit E 10.000 I.U, VitB2 4,5¢g, Vit B12 0.01g,
Acido félico 0.25g, Vit C 30g, Biotin 0.05g, Metionina 200g, Arginina 10g, Leucina
129, Treonina 2g, Triptéfano 6g, VitD3 2,250,000 1.U., Vit B1 1.5q, Vit B6 2.5g,VitK3
4.5 g, Nicotinamida 22g, Acido pantoténico 9g, Colina 50g. Lisina 50g, Valina 22g,

Isoleucina 8g, Fenilalanina 10g, Histidina 6g.

5. Suplemento comercial Ultra Bee®

El Ultra Bee® es un alimento comercial que brinda la mayor cantidad de proteina
disponible en un suplemenento seco. Permite construir colonias a finales del
invierno o principio de primavera para prepararse para la polinizacién o en cualquier
momento para mantener o aumentar la produccion antes de una mielada. Su
presentacion es en forma de base seca. Su contenido nutricional de proteina cruda
es de 60%, grasa minima 5%, fibra cruda bruta de 3%, humedad con 6%. La
composicion de este suplemento es de productos de proteina vegetal, aceite de
canola, aceite de pasto cedron, cloruro potéasico, cloruro de sodio, niacinamida,
suplemento de vitamina E, &cido ascorbico estabilizado, citrato de sodio,
pantotenato de calcio, suplemento de vitamina A, suplemento de vitamina D3,
riboflavina, botina, suplemento de vitamina B12 piridoxina HCI, tiamina HCI, sulfato
de magnesio, acido folico, sulfato ferroso, sulfato de cobre, sulfato de cinc, sulfato
de manganeso, sulfato de cobalto, lactato de calcio, sulfato de potasio, carbonato

de magnesio, dihidroyoduro de etilendiamina.
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6. Suplemento comercial Nutra®

Es un suplemento proteico y energético comercial empleado en el sector para la
nutricion y desarrollo de las colmenas. La presentacion del producto es una pasta
ya elaborada y finalizada para sumistrar a la colmena. Su composicién nutricional
presenta un contenido de humedad al 8.25%, proteina de 27.06%, grasas 1.27%,
minerales 2.09% carbohidratos 59.98%.

7. Seleccion de colonias

Se emplearon 16 nucleos tipo Langstroh de Apis mellifera, cada nucleo presentaba
con 6 bastidores, y una reina de un afio, con el propdsito que todos los nucleos se
encuentren en las mismas condiciones. Los nucleos fueron creados después de la
temporada de cosecha en el mes de junio del 2017. Para mantener a las colmenas
homogéneas tres semanas antes de ejecutar el experimento todas las unidades
experimentales se les proporciono 150 gramos de suplemento comercial Ultra
Bee®.

Segunda fase.
1. Analisis proximales

Se llevaron a cabo los analisis proximales de dos suplementos proteicos
comerciales (Nutra® y Ultra Bee®) y el suplemento proteico a base de harina de
chaya. En el laboratorio de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de Origen Animal,
ubicado en el Instituto Tecnologico de Mérida. Los andlisis proximales nos
permitieron conocer el estado nutricional de los suplementos que se emplearon para

llevar a cabo la investigacion.
Los métodos a empleados son los propuestos por la AOAC (1990) .

Determinacion de humedad
La técnica que se empleo fue por medio del método por secado de estufa (Anexo
2).
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Determinacién de ceniza
El procedimiento utilizado para la determinacion de ceniza fue el método de cenizas

totales (Anexo 3).

Determinacion de grasa
El procedimiento utilizado para la extraccion de grasa es el método de Soxhlet
(Anexo 4).

Determinacién de fibra cruda
El procedimiento utilizado para la extraccion de la fibra cruda por el método

gravimétrico (Anexo 5).

Determinacion de proteina cruda
El procedimiento utilizado para la cuantificacion de nitrégenos total por método de
Micro Kjeldahl (Anexo 6).

2. Determinacién de la calidad proteica
1. Determinacion de la composicién de aminoacidos

La determinacion de los aminoacidos se realiz6 mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC), de acuerdo con la metodologia de Alaiz,
et al., (1992) con algunas modificaciones, se empled un cromatografo de liquido de
alta eficiencia marca Dionex UltiMate 3000 de Thermo scientific, con las siguientes

especificaciones.

2. Hidrolisis proteica

Se coloc6 40 mg de suplemento en un tubo de 15 mL, posteriormente se afadié 5
mL de HCL 6N. Los tubos fueron sellados con gas CO2y se colocaron en una estufa
durante 20 horas con una temperatura a 110°C para llevarse a cabo la hidrolisis
acida. Después de la hidrdlisis, las muestras fueron secadas con una fuente de calor
bajo condiciones anaerdbicas en ambiente de CO2, y se procedié a realizar la

derivativacion precolumna.
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Para el aminoacido triptéfano, se realizd6 por medio de una hidrdlisis basica de
acuerdo a Yust, et al., (2004), se coloco 40 mg de la muestra y fueron disueltas en
6 mL de hidroxido de sodio 4N, se colocé en tubos de 50 mL bajo condiciones de
CO:2y se encubaron a una temperatura de 110°C por 4 horas. Pasado el tiempo, los
hidrolizados fueron sumergidos en hielo y neutralizados a pH 7 con HNO3s 12N.
Posteriormente fueron diluidos con 25 mL de borato de sodio 1 M (pH 9). Se tomaron
alicuotas de estas soluciones y se filtr6 a través de filtros Millex 0.45 um (Milliporre)

previo a la inyeccion.

3. Derivatizacion

Antes de analizar los hidrolizados proteicos &cido, se llevé a cabo una derivatizacién
precolumna (Alaiz, et al., 1992). A las muestras hidrolizadas y secas se le afiadio
0.8 uL de etoximetilenmalonato de dietiio (EMMDE) como agente derivatizante.
Seguidamente, se le agregé borato de sodio 1M (pH 9) hasta alcanzar un volumen
final de 1 mL, llevo a cabo la reaccion durante 50 min a 50°C. Transcurrido el tiempo
de la reaccion se dejo enfriar las muestras a temperatura ambiente y se filtraron con
filtros Millex 0.45 um (Milliporre), se tomé 20 uL de la muestra y se inyecto al

cromatografo de liquidos.

4. Curvade calibracién

Para realizar la curva de calibracion se empled la mezcla de estandares de
aminoacidos en una concentracion de 2.5 umol/mL para cada uno, excepto para la
L-cisteina con 1.25 umol/mL. A partir de las cuales se prepararon soluciones
estandares en un rango de concentracion de 50 a 4000 pmol aa/20 uL como se

presenta en la tabla 2.
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Tabla 2. Composicion de los puntos de la curva de calibracion para determinar el

perfil de aminoéacidos.

Concentracién Estandar de EMMDE (uL) Borato de sodio

(pmol/20pL) aminoéacidos (uL) (uL)
50 1 0.8 998

250 5 0.8 994

500 10 0.8 989

1000 20 0.8 979
2000 40 0.8 959
4000 80 0.8 919

La mezcla de los aminoacidos empleados para obtener la curva de calibracion se
sometié a las mismas condiciones que las muestras, para evitar los errores
producidos por la pérdida de algunos aminoacidos durante la hidrolisis acida. El
volumen final de todas las soluciones fue de 1 mL y el célculo de la concentracion

se efectud para 20 pL correspondiente al volumen de inyeccion.

5. Condiciones del andlisis cromatografo y gradientes de elucion

El analisis cromatografico del perfil de aminoacidos se llevo a cabo por medio de un

gradiente de elucién, empleando dos fases moéviles Ay B:

1. Fase A: Acetato de sodio 25 mM con 0.02% de azida de sodio pH 6.

2. Fase B: Acetonitrilo grado HPLC.

Las fases moviles se filtraron a través de un filtro de membrana Millipore con un

tamano de poro de 0.45 pum antes de ser utilizadas.
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El gradiente empleado para la determinaciéon por medio del RP-HPLC se presenta
en la tabla 3. Los cambios de gradiente se realizaron de manera lineal y el analisis
cromatografico se llevé a cabo a una temperatura de columna de 25°C, con una
velocidad de flujo de 0.9 mL/min, en un ciclo de tiempo de inyeccion de 40 min. La
longitud de onda del detector para la lectura fue de 280 nm. La columna empleada

fue de Nova Pak® C18 (4 pum) 3.9 x 300 mm.

Tabla 3. Gradiente de elucion para determinar aminoécidos por RP-HPLC.

Tiempo (min) Gradiente lineal
(A:B)
0-3 91:9
3-13 84:14
13-30 86:14-69:31
30-35 69:31
35-40 91:9

Para el triptéfano, fueron inyectados la cantidad de muestras de 20 pL dentro de la
columna, el gradiente de elucién se sustituyd por una elucién socratica consistente
en acetato de sodio 25 mM, 0.02 % de azida de sodio (pH 6) y acetonitrilo (91: 9) a
una velocidad de flujo constante de 0.9 mL/min, manteniendo las condiciones

anteriormente descritas sin ninguna variacion (Yust et al.k, 2004).

Tercera fase.
1. Diseflo experimental

El disefio experimental se establecié en la localidad de José Maria Morelos,
Quintana Roo en un apiario con 25 nucleos tipo Langstroh, de las cuales se
seleccionaron 16 nucleos y agrupandolos en cuatro tratamientos con cuatro nucleos

cada una. Todos los nucleos se alimentaron con jarabe de azlcar a una
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concentraciéon (1:1) suministrado en alimentadores externos en botellas Pet de 500

mL cada siete dias durante seis semanas.

Cada grupo se distribuyé de manera al azar dentro del apiario para la aplicacién de
los tratamientos control, Chaya, Ultra Bee® y Nutra® (Tabla 4).

Tabla 4. Nomenclatura de los tratamientos distribuidos en el apiario.

Suplemento a

) Suplemento Suplemento
Control (A) base de harina
Ultra Bee® (C) Nutra® (D)
de chaya (B)

Al Bl C1 D1

A2 B2 Cc2 D2

A3 B3 C3 D3

A4 B4 C4 D4

2. Aplicacion de los suplementos proteicos

Cada tratamiento se le proporciono el suplemento proteico correspondiente con un
peso de 150 g para cada colmena, colocando el suplemento cerca del nido. Para
cada tratamiento se realizé una aplicacion en un intervalo de siete dias durante seis

seémanas.

3. Marcaje y recolecta de abejas nodrizas

Se realiz6 tres marcajes de las abejas nodrizas durante el experimento, esta
actividad consisti6 en marcar (plumoén para reinas) a abejas obreras recién
emergidas de sus celdillas marcarlas en el térax, para cada tratamiento se le asigno
un color. El primer marcaje de abejas fue antes de iniciar con el experimento esto
para conocer el nivel de proteina presenta en la hemolinfa en cada uno de los
tratamientos, a los siete dias después de marcar a las abejas se recolecto para la
extraccion de la hemolinfa. El segundo marcaje de abejas se llevo a cabo después
de los 21 dias de iniciar con el experimento, y su recolecta fue a los ocho dias de

nacidas (29 dias de su desarrollo). El tercer marcaje fue después de los 36 dias de
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iniciar con el experimento, y su recolecta fue a los 44 dias. La metodologia fue
desarrollada en relacion al ciclo bioldgico de la abeja, la recolecta de las abejas
marcadas se encuentran dentro del rango de ser abejas nodrizas. La cantidad de
abejas marcadas por cada unidad experimental fue de 30 abejas aprox., durante el
proceso de la recolecta se capturaron 13 a 16 abejas por unidad experimental aprox.
estas se colocaron en frascos transparentes de plastico de volumen de 100 mL con
tapa de rosca se les realizo algunas perforaciones para permitir la entrada de aire y

evitar la muerte de las abejas. Cada frasco se etiquetd con el nimero y tratamiento.

4. Laextraccion de la hemolinfa.

La extraccion de hemolinfa se llevd a cabo en dos etapas: La primera consistio en
la anestesia las abejas por medio de congelacion en un estado de hibernacion, para
el facil manejo para la extraccion de la hemolinfa. La segunda consistié en la
extraccion por metodologia propuesta por Chan, et al. (2006) modificada por Garcia
(2010), y presentando algunas modificaciones en la utilizacién de materiales, se
empled pipetas pasteur de 5” se calentaron para obtener la aparecia de un
microcapilar. La extraccion se realizé en el abdomen en los 2° y 3° tergitos. La gota
de la hemolinfa en la pipeta de pasteur fue recuperada en tubos de PCR con
pequefia cantidad de una solucion 30% de B-mercaptoetanol en un buffer de fosfato.
Esta solucion nos permitid retardar la oxidacion de la hemolinfa y llevar a
congelacion hasta el momento de la cuantificacion del contenido de proteina (Anexo
13).

5. Variables de respuesta

1. Determinacién del consumo del suplemento

Esta variable se considerd el peso inicio para cada uno de los suplementos y un
peso final después de los siete dias de exposicion en la colmena, se empled la
formula de peso inicio (Pi) menos el peso final (Pf), durante seis semanas.

Consumo = Pi - Pf
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2. Cuantificacion proteica de la hemolinfa

Se empled la metodologia de Sarlo et al. (2011) donde realiza la cuantificacion

proteica por el método de Bradford.

3. Identificacién de la vitelogenina

La electroforesis es una técnica para la separacion de moléculas segun la movilidad
de estas en un campo eléctrico a través de una matriz porosa, la cual finalmente las
separa por tamafios moleculares y carga eléctrica. La técnica de SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico) (Wheeler y
Kawooya, 1990) permite el calculo de parametros moleculares, pues los complejos
SDS-proteina se separan estrictamente segun su tamafio molecular, interacciona
con las proteinas formando complejos de caracteristicas comunes

independientemente de las de cada proteina.

4. Desarrollo de area de cria

Para medir el &rea de cria se empled la metodologia de Olivos (2010) con algunas
modificaciones, se tomaron fotografias a los bastidores por ambos lados (cada lado
del bastidor fue etiquetado por el numero de colmena y lado a o b), se consideré
todas las celdas que presentan diferentes estados de desarrollo de cria (huevo,
larva, pupa). Las fotos se obtuvieron de una cdmara digital, la distancia de toma de
la fotografia fue de 20 cm de camara — panal, para tener fotografias homogéneas,
se coloco sobre el bastidor una hoja de acetato cuadriculado en 2.5 cm * 2.5 cm

(contienen 21 celdas aproximadamente), que permito el conteo de area de cria.

6. Andlisis estadistico

El disefio experimental fue complemente al azar teniendo como variable de
respuesta el consumo de suplemento, el area de cria y la cuantificacién de proteina
aplicando una ANOVA. La base de datos fue procesada con NCSS 11.0.13 con un
alpha de 0.05.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Materia prima

Se recolectaron 122.00 Kg de hojas frescas de Cnidoscolus chayamansa, que al
deshidratarse y molerse se obtuvo 20 Kg de harina de con el tamafio de particula
de 50 um, el tamafo de particula que se encuentra dentro del rango reportado por
Avilez y Araneda (2007) citado por Burgos (2012). El rendimiento de 1000 g de
material himedo fue de 165.00 g en materia base seca. Puc (2016) quien obtuvo

un rendimiento de 150 g de materia seca por 1000 g de materia fresca (Anexo 1).

2. Andlisis proximal del suplemento proteico a base de harina de chaya

El resultado del analisis proximal realizado al suplemento a base de la harina de

chaya se presenta la tabla 5.

Tabla 5. Resultado de analisis proximal de suplemento proteico a base de harina
de chaya (Cnidoscolus chayamansa).

Andlisis proximal Suplemento proteico %
Humedad** 23.27 £ 0.3946
Cenizas** 4,16 + 0.0381
Lipidos** 2.64 + 0.2911
Proteina* 10.24 + 0.3564
Fibra cruda** 1.80 = 0.3660
Carbohidratos** 56.99 + 0.2125

*Analisis a base himeda
**Analisis a base seca

Avilez y Araneda (2007) citado por Burgos (2012), acotan a valores de 10 al 30%
de proteina cruda los cuales son bien aceptados por las abejas, por lo que el
suplemento proteico a base de harina de chaya se encuentra dentro de los rangos
de contenido de proteina recomendados para el sector. Por otro lado, otros autores
como Somerville et al. (2000) citado por Burgos (2012), el nivel de proteina minimo

requerido en la elaboracion de suplementos proteicos para abejas es del 20% de
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proteina cruda, pero si la colonia crece y se expande rapidamente, estos niveles se

incrementaran al 25 y 30 % de proteina.

Los analisis proximales realizados a los suplementos comerciales Ultra Bee® y

Nutra® se observan en la tabla 6.

Tabla 6.Resultado de los andlisis proximales de los suplementos evaluados en la
alimentacion de abejas Apis mellifera L.

Andlisis Proximal Chaya (%) Ultra Bee® (%) Nutra® (%)
Humedad** 23.27 £ 0.3946 20.52 + 0.2712 13.97 £ 0.3737
Cenizas** 4.16 = 0.0381 1.93 £ 0.0213 1.91 £ 0.2054
Lipidos** 2.64 £0.2911 5.46 = 0.4905 4,74 + 0.2191
Proteina* 10.24 + 0.3564 17.04 + 0.3451 11.93 £ 0.1068
Fibra cruda** 1.80 + 0.3660 0.43 £ 0.0811 0
Carbohidratos** 56.99 = 0.2125 54.73 £ 0.2301 67.37 £ 0.2469

*Analisis a base humeda
*Andlisis a base seca

Estos resultados demuestran que el contenido proteico del suplemento elaborado a
base de harina de chaya es comparable al de los suplementos comerciales que se
menciond anteriormente quedan dentro del rango de proteina cruda obtenida por
Avilez y Araneda (2007) citado por Burgos (2012), donde mencionan valores de 10
a 30 % de proteina cruda en suplementos apicolas son bien aceptados por las
abejas. La presencia de lipidos fue mayor en el suplemento Ultra Bee® con 5.46%,
seguida por el suplemento Nutra® con 4.74% y por ultimo el suplemento a base de
chaya con 2.64%. El contenido de cenizas del suplemento a base de harina de
chaya fue el mayor con 4.16 % y los suplementos comerciales fueron 1.93y 1.91 %
en Ultra Bee® y Nutra®, respectivamente; el contenido de ceniza del suplemento
proteico a base de harina de chaya se encuentra dentro del rango reportado por
Silvia, et al., (2008) con un 3.8 y 4.2% de cenizas en pan de abeja de una mezcla

de flores y de girasol respectivamente.
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3. Cuantificacion de proteina soluble del suplemento a base de chaya

Los dos ingredientes afiadidos del suplemento fueron la harina de chaya y levadura
de cerveza, los cuales contenia 8.06 y 2.21 % de proteina soluble respectivamente.
Al realizar la mezcla de los dos ingredientes para el elaborar el suplemento proteico
se obtuvo un 5.07 % de proteina soluble, el contenido de proteina soluble fue
dividida proporcionalmente dentro de la mezcla con los respectivos ingredientes, los

alimentos comerciales Ultra Bee® y Nutra® tuvieron 0.41 y 3.88 % respectivamente.

La cuantificacion de proteina soluble de los tres suplementos se determiné por el
método de Bradford. Los valores de proteina soluble oscilan entre 0.41 hasta 5.07
% de la proteina (Tabla 7), siendo el suplemento a base de chaya con un mayor
contenido de proteina soluble, y de menor porcion el Ultra Bee®. Los valores de
proteina soluble en el que se encuentra el pan de polen varian desde 2.9 hasta 7.7
mg proteina/ g (Mesa et al., 2015), dos de los suplementos proteicos se encuentran

dentro del rango de proteina soluble que se presenta en el pan de abeja (Anexo 14).

Tabla 7. Resultado de los andlisis de cuantificacion proteica de suplementos
evaluados en la alimentacion de abejas Apis mellifera L.

Suplementos Proteina soluble %
Suplemento de chaya 5.07 £ 0.0245
Nutra ® 3.88 £ 0.0693
Ultra Bee® 0.41 + 0.0588

4. Perfil electroforético de los suplementos proteicos

El perfil electroforético de los suplementos proteicos nos permitié determinar el
namero aproximado de proteinas. Este analisis se realizé por medio de gel de
poliacrilamida al 10% en el sistema SDS-PAGE. En el primer carril se encuentra el
marcador de 15 - 250 KDa. Los carriles 2, 3y 4 corresponden al suplemento a base
de chaya, Nutra® y Ultra Bee® respectivamente. El suplemento a base chaya fue
el que presentd un mayor numero de bandas con pesos moleculares que van de
100 — 25 KDa y el suplemento Nutra® no presentd bandas definidas de pesos

moleculares de 60 — 20 KDa, siendo el suplemento a base de harina de chaya la
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gue presenta una amplia gama de proteinas. Las bandas que se presentan son las

proteinas solubles, por lo que presentan aminoacidos libres que no son detectados.

Estos son los primeros reportes de perfil proteico con geles de poliacrilamida (Figura

2).
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Figura 2. Perfil proteico de los diferentes suplementos: 1 marcador molecular, 2
suplemento a base de Chaya, 3 Nutra® y 4 Ultra Bee® determinado por el método

SDS-PAGE.
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5. Perfil de aminoéacidos
1. Curvade calibracion de los aminoacidos

En la figura 3 se puede observar el cromatograma de la mezcla de los estandares
de aminoacidos obtenidos por medio de una hidrélisis acida y la figura 4

corresponde a la determinacién del triptéfano mediante una hidrdlisis basica.
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Figura 3. Patrén de elucion de los derivados N-[2,2-bis(etoxicarbonil)vinil] de los
aminoacidos presentes en la mezcla estandar (2000 pmol de cada aa).
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Figura 4. Patron de elucion de triptéfano (120 pmol de aa).

En los picos cromatograficos se pudo observar un patrén de elucidacion
correspondiente a cada uno de los estandares de aminoacidos, por lo que se

considera que las condiciones empleadas en el gradiente de elucion son las
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adecuadas para cada una de las muestras. Para los derivados del acido aspartico
y glutamico, la separacion de los picos fue pequefia, los tiempos de retencion fueron
reproducibles y la integracién de las areas de los picos fue relativamente sencillo
para realizar los célculos correspondientes. Se observé que el derivatizante
EMMDE no presentd un pico cromatografico que pudiera interferir con la
identificacion y cuantificacion de los aminoacidos (Alaiz, et al., 1992). Por otro lado,
el amonio (NHs) present6 tiempos de retencion similares en todas las
concentraciones empleadas para la curva de calibracion, de este modo se garantiza

la precisiéon de los resultados.

En la tabla 8 se presentan los tiempos de retencion para cada uno de los
aminoacidos. Analizando los coeficientes de variacion, se observé pequefia y las
sefiales cromatogréaficas que generan son reproducibles. El factor de respuesta
corresponde a la pendiente de la curva de calibracion de cada aminoacido

analizado.
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Tabla 8.Tiempos de retencion de los estdndares de amino&cidos y sus coeficientes
de variacion.

Aminoacidos tr (Min) Coeficiente de
variacion

Acido Aspartico (Asp)?  3.164 + 0.231 0.0219
Acido Glutamico (Glu)®  3.248 + 0.285 0.0228
Serina (Ser) 5.909 £ 0.475 0.0202
Histidina (His) 6.373 £ 0.485 0.0229
Glicina (Gly) 6.839 + 0.463 0.0223
Treonina (Thr) 7.168 £0.471 0.0194
Arginina (Arg) 8.817 £ 0.492 0.0229
Alanina (Ala) 8.912 + 0.643 0.0241
Prolina (Pro) 10.322 + 0.608 0.0003
Tirosina (Tyr) 14.910 £ 0.851 0.0226
Valina (Val) 21.163 £ 0.547 0.0233
Metionina (Met) 22.518 £+ 0.701 0.0209
Cisteina (Cys) 23.634 + 0.332 0.0239
Isoleucina (lle) 25.445 £+ 0.399 0.0188
Leucina (Leu) 26.226 + 0.402 0.0226
Fenilalanina (Phe) 27.061 £ 0.393 0.0218
Lisina (Lys) 30.319 + 0.353 0.0432
Triptéfano (Trp) 5.560 £+ 0.048 0.0109

2Reportado como la suma de acido aspartico y asparagina; ° reportado como suma de
acido glutamico y glutamina.
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2. Perfil de aminoéacidos de los suplementos proteicos

Composicion de aminoacidos de la proteina del suplemento a base de harina
de chaya

En la tabla 9 se presenta el contenido de aminoécidos en g aa/100 g de proteina
presente en suplemento proteico a base de harina de chaya, mismo que incluye la
composicion de aminoacidos presentes en los insumos empleados para la
elaboracion del suplemento, en la misma tabla se presenta los requerimientos
minimos de amino&cidos esenciales para el desarrollo de la abeja reportado por De
Groot (1953). Los resultados mostraron que el suplemento a base de harina de
chaya posee el 70% de los aminoacidos requeridos por la colmena (De Groot,
1953), excepto el caso de la valina, metionina e isoleucina que fueron los
aminoacidos que presentaron una menor concentracion a lo requerido por las
abejas. Aun cuando el suplemento a base de harina presento una concentracion
inferior en 3 aminoacidos, este puede ser considerado un suplemento de buena
calidad, ya que los aminoéacidos limitantes pueden ser compensados con
aminoacidos provenientes del polen de algunas plantas tal como reporta Corby, et
al., 2018.

En la misma tabla se presenta el perfil de aminoacidos de la levadura de cerveza
(S. cerevisiae) reportado por Khudyi, et al., (2018), perfil de aminoacidos de chaya
(Sarmiento, et al., 2003) y perfil de aminoacidos del Multivitactive® estos fueron los
ingredientes empleados para formular el suplemento proteico a base de harina de
chaya. Los perfiles de aminoacidos muestran que los componentes del suplemento

le aportan las concentraciones adecuadas para el buen desarrollo de las abejas.

Para los aminoécidos serina, glicina y treonina su concentracion fue mayor a lo que
se presenta por Khudyi, et al.,2018 para la levadura de cerveza y Sarmiento, et al.,
2003 para el caso de la harina de chaya; ya que estos presentan bajas
concentraciones y al mezclar los ingredientes los aminoacidos presentaron una alta
concentracién, por lo que se considera que los ingredientes puede presentar mayor

concentracion a los que se reportan.
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Tabla 9. Contenido de amino&cidos por 100 g de proteina de los elementos para la formulaciéon del suplemento proteico a
base de harina de chaya, comparado con los requerimientos para el buen desarrollo de la colmena reportado por De Groot
(1953).

Levadura de Chaya Multivitactive® Suplemento De Groot 1953
cerveza (Sarmiento, et (gaa/100 mL) proteico a base (g aa /100 g)
Aminoacidos S. cerevisiae al., 2003) de harina de
(Khudyi, et (gaa/ 100 g) chaya (g aa/
al.,2018) 100 g).
(gaa/ 100 g)
Acido Aspartico (Asp) 9.25 2.57 - 6.90 -
Acido Glutamico (Glu) 16.69 3.16 - 10.10 -
Serina (Ser) 5.54 0.88 - 10.05 -
Histidina (His) 2.93 0.58 0.6 4.46 15
Glicina (Gly) 4.41 0.12 12.79 -
Treonina (Thr) - 0.105 0.2 6.42 3.0
Arginina (Arg) 7.03 1.152 1.0 9.76 3.0
Alanina (Ala) 6.08 15 - 5.52 -
Prolina (Pro) 3.37 0.98 - 2.70 -
Tirosina (Tyr) 3.59 0.89 - 6.35 -
Valina (Val) - 1.5 2.2 2.78 4.0
Metionina (Met) 1.02 0.43 2.0 0.42 1.5

64



Continuacion de la tabla 9.

Levadura de Chaya Multivitactive® Suplemento De Groot 1953
. proteico a base (g aa /100 g)
cerveza (Sarmiento, et (gaa/ 100 mL) de harina de
o S. cerevisiae al., 2003) chaya (g aa/
Aminoacidos . 100 g)
(Khudyi, et (gaa/ 100 g) '
al.,2018)
(gaa/ 100 Q)
Cisteina (Cys) 1.85 0.31 - 0.69 -
Isoleucina (lle) 4,12 1.09 0.8 1.30 4.0
Leurina (] eu) 8.71 1.92 1.2 6.54 4.5
Fer > ina (Phe) 5.52 1.38 1.0 7.97 25
Lisina (Lys) 7.62 1.27 5.0 3.54 3.0
Triptéfano (Trp) - 0.49 0.6 1.30 1.0
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Figura 5. Cromatogramas correspondientes andlisis por RP-HPLC del suplemento
proteico a base de harina de Chaya: a) hidrolisis o acido; b) hidrolisis basico (para
la deteccion del triptofano).

En la figura 5a se observa el perfil cromatogréafico del suplemento a base de harina de
chaya, con sus respectivos tiempos de retencion: Asp (3.333 £ 0.125), Glu (3.513 +
0.089), Ser (6.303 £ 0.219), His (6.777 + 0.221), Gly (7.207 + 0.233), Thr (7.537 %
0.244), Arg (9.130 + 0.348), Ala (9.433 £ 0.301), Pro (10.490 £ 0.424), Tyr (15.540 +
0.417), Val (21.633 + 0.139), Met (23.227 £ 0.089), Cys (23.950 £ 0.033), lle (25.807 £
0.052), Leu (26.603 + 0.045), Phe (27.433 + 0.021) y Lys (30.613 £+ 0.094) , en figura
5b se puede observar al Trp ( 5.720 + 0.157).
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Composicién de aminoacidos de la proteina del suplemento comercial Ultra
Bee®

En la tabla 10 se presenta el contenido de aminoacidos en g aa/100 g de proteina que
presentd el suplemento proteico comercial Ultra Bee®. Se puede observar la
deficiencia en concentracion de los aminoacidos: valina, metionina, isoleucina, leucina
y triptofano que son los aminoacidos esenciales para el buen desarrollo de abeja (De
Groot, 1953). Por otro lado, al comparar el perfil de aminoacidos del Ultra Bee® con el
de harina de chaya, ese ultimo presenta una mayor cantidad y concentraciones de

aminoacidos esenciales.

Tabla 10. Contenido de aminoacidos por 100 g de proteina en el suplemento proteico
comercial Ultra Bee®, comparado con requerimientos para un desarrollo de la colmena
por De Groot (1953).

Aminoécidos g aa/ 100 g proteina Groot (g por 16g N)
Acido Aspartico (Asp) 5.538 + 0.172 -
Acido Glutamico (Glu) 10.418 + 1.100 -
Serina (Ser) 9.732 £ 0.144 -
Histidina (His) 3.586 + 0.058 1.5
Glicina (Gly) 10.755 + 0.211 -
Treonina (Thr) 4.185 + 0.139 3.0
Arginina (Arg) 10.224 + 0.469 3.0
Alanina (Ala) 4.795 £ 0.185 -
Prolina (Pro) 2.742 £ 0.360 -
Tirosina (Tyr) 8.087 £ 0.152 -
Valina (Val) 1.692 + 0.024 4.0
Metionina (Met) 0.936 £0.049 1.5
Cisteina (Cys) 1.195 + 0.088 -
Isoleucina (lle) 1.292 + 0.069 4.0
Leucina (Leu) 11.257 £ 0.240 4.5
Fenilalanina (Phe) 9.390 + 0.163 2.5
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Continuacion de la tabla 10

Aminoécidos g aa/ 100 g proteina Groot (g por 16g N)
Lisina (Lys) 0.997 + 0.023 3.0
Triptéfano (Trp) 0.927 + 0.030 1.0

En la figura 6a se observa el perfil cromatogréfico del suplemento comercial Ultra
Bee®, con sus respectivos tiempos de retencion: Asp (3.093 = 0.007), Glu (3.107 +
0.002), Ser (5.540 + 0.106), His (6.107 £+ 0.016), Gly (6.603 £+ 0.009), Thr (6.937 *
0.002), Arg (8.590 + 0.054), Ala (8.597 + 0.065), Pro (10.507 + 0.051), Tyr (14.567 +
0.240), Val (20.953 + 0.233), Met (22.203 £ 0.205), Cys (23.517 £ 0.143), lle (25.323 £
0.172), Leu (26.087 + 0.181), Phe (26.940 £ 0.188) y Lys (30.194 + 0.158), en figura
6b se puede observar el Trp ( 5.667 = 0.030).
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Figura 6. Cromatogramas correspondientes analisis por RP-HPLC del suplemento
proteico comercial Ultra Bee®: a) hidrolisis acida; b) hidrdlisis basica (para la
deteccion del triptofano).
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Composicién de aminoacidos de la proteina del suplemento comercial Nutra®

En la tabla 11 se presenta el contenido de aminoacidos en g aa/100 g de proteina que
presento el suplemento proteico comercial a Nutra®. Se puede observar la deficiencia
de la concentracion de los aminoacidos: valina, metionina, isoleucina y triptéfano que
son esenciales para el buen desarrollo de la abeja (De Groot, 1953). Por lo tanto, al
comparar el perfil del Nutra® y el suplemento a base de harina de chaya, este ultimo

presenta la mayor cantidad de concentracion de aminoacidos esenciales.

Tabla 11. Contenido de aminoacidos por 100 g de proteina en el suplemento comercial
Nutra®, comparado con requerimientos para un desarrollo de la colmena por De Groot
(1953).

Aminoécidos g aa/ 100 g proteina Groot (g por 16g N)
Acido Aspartico (Asp) 9.430 + 0.169 -
Acido Glutamico (Glu) 14.488 +1.515 -

Serina (Ser) 8.894 £ 0.545 -

Histidina (His) 2.321 £ 0.057 1.5

Glicina (Gly) 5.843 £ 0.614 -

Treonina (Thr) 6.177 £ 0.252 3.0

Arginina (Arg) 8.985 *+ 0.567 3.0

Alanina (Ala) 6.516 £ 0.772 -

Prolina (Pro) 1.076 £ 0.027 -

Tirosina (Tyr) 3.692 £ 0.268 -

Valina (Val) 3.785 = 0.050 4.0

Metionina (Met) 1.114 £+ 0.131 1.5

Cisteina (Cys) 0.531 £0.020 -

Isoleucina (lle) 3.273 £ 0.107 4.0

Leucina (Leu) 8.445 + 0.452 4.5

Fenilalanina (Phe) 4.745 £ 0.233 2.5
Lisina (Lys) 5.902 £ 0.233 3.0
Triptofano (Trp) 0.656 = 0.067 1.0
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En la figura 7a se observa el perfil cromatografico para el suplemento comercial
Nutra®, con sus respectivos tiempos de retencion: Asp (3.047 = 0.103), Glu (3.129 £
0.084), Ser (5.750 + 0.188), His (6.243 = 0.214), Gly (6.277 £ 0.200), Thr (7.010 *
0.219), Arg (8.647 + 0.282), Ala (8.647 + 0.282), Pro ( 9.893 + 0.364), Tyr (14.437 +
0.394), Val (20.920 + 0.395), Met (22.147 + 0.323), Cys (23.480 + 0.240), lle (25.260 *
0.301), Leu (23.030 £ 0.282), Phe (26.843 + 0.256) y Lys (30.160 + 0.263), en la figura
7b se puede observar el Trp (5.593 + 0.115).

_ 7 Alimentos Lenny #9 [manipulat Alimento Nutra UV_VIS_1 WVL:280 nm
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Figura 7. Cromatogramas correspondientes analisis por RP-HPLC del suplemento
proteico comercial Nutra®: a) hidrdlisis acida; b) hidrdlisis basica (para la deteccion
del triptéfano).
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Con los resultados obtenidos del analisis del perfil de aminoacidos del suplemento a
base de harina de chaya se puede observar una alta concentracion de 7 de los 10
aminoacidos esenciales para el buen desarrollo de las abejas. Por lo que, este
suplemento pudiese afectar de manera positiva el desarrollo fisiol6gico y biolégico de
las abejas en la etapa larval (Haydak, 1970). El suplemento a base de harina de chaya
presento bajas concentraciones de los aminoacidos metionina, isoleucina y valina, los
cuales también son importantes para el buen desarrollo se la colmena, (Brodschneider,
et al., 2010) no obstante, estas bajas concentraciones de aminoacidos pueden ser

compensadas por las abejas por medio de polen.

Ademas, el suplemento a base de harina de chaya presenta una alta concentracion de
los aminoacidos histidina, prolina y tirosina, y la deficiencia de la metionina los cuales
permiten el desarrollo de las glandulas hipofaringeas. Es importante mencionar que
para evaluar la calidad de un suplemento se debe considerar no solo la presencia de
aminoéacidos si no también otros compuestos como: los acidos palmitoleico, margarico
y linoleico (Corby, et al., 2018). Los tres suplementos proteicos evaluados presentan

deficiencia de los aminoacidos metionina, valina e isoleucina.

Por otro lado, Omar et al., (2017) reportan que la alta concentracion de amino&cidos
fenilalanina y arginina son los que estimulan el crecimiento de las glandulas
hipofaringeas en las abejas nodrizas. Este requisito nutrimental lo cumple el
suplemento a base de harina de chaya la cual presenta una concentracion 3.2 veces

mayor que la requerida para estos aminoacidos.

6. Evaluacion del consumo de suplementos proteicos en la colmena.

Los resultados del consumo semanal de los suplementos a base de harina de chaya
(B), Ultra Bee® (C) y Nutra® (D) se muestra en la tabla 12. Al realizar el andlisis
estadistico se pudo observar que no hubo diferencia significativa (p>0.05) en el
consumo del suplemento a base de chaya (65.64 g) y Nutra® (64.72 g). Mientras que
el suplemento Ultra Bee® fue el que presentd una diferencia significativa (p<0.05) con
respecto a los suplementos anteriores, alcanzando un promedio de consumo de 89.83
g. Esto indica que el suplemento proteico comercial Ultra Bee® fue el que presento
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mayor palatabilidad en las abejas, seguida por el suplemento a base de chaya (Anexo
7).

Tabla 12. Consumo semanal de suplementos proteicos (Q).
Suplementos proteicos

Semana

Harina de chaya (Q) Ultra Bee® (g) Nutra® (g)
1 47.22 53.55 30.85
2 56.95 81.22 57.52
3 65.50 90.45 62.72
4 56.35 96.95 56.15
5 95.12 43.42 103.62
6 72.72 119.4 77.50
Promedio 65.64 89.83 64.72

Estos resultados son comparables a los obtenidos por Marrufo et al., (2010) donde las
dietas solidas evaluadas a base de harina de chaya y soya durante 42 dias presentaron
diferencias significativas (p<0.05). Por lado, el tamafio de particula de la harina de
chaya fue de 100 um, de acuerdo con Avilez y Araneda (2007), que aquellos
ingredientes con una menor granulometria demuestran ser mejor consumidos por las
abejas, pues ellas son capaces de manipular con sus mandibulas que miden entre 0.5
a 100 um; en este sentido, a la harina de chaya empleada en este experimento se le
realizé un tamizaje con una malla de 50 um. Por lo que se concluye, el suplemento a
base de harina de chaya tiene la misma aceptacion en las abejas que los alimentos

comerciales evaluados (Anexo 8).

7. Evaluacién del desarrollo del area de cria

1. Desarrollo de area de cria cerrada

Se establecié que no hubo diferencia significativa entre los tratamientos Control (A),
Chaya (B), Ultra Bee® (C) y Nutra® (D), en relacion al desarrollo de area de cria
cerrada de las colmenas (p>0.05). Todos los tratamientos presentaron un
comportamiento creciente en relacién con el tiempo, las colonias de control fue la que
presentd un crecimiento gradual con el tiempo. Por otro lado, el desarrollo de area de
cria cerrada de los tratamientos con suplementos proteicos presentd un

comportamiento creciente a los 30 dias, asi como una diferencia significativa (p<0.05)
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con el control para el mismo tiempo. A los 38 dias, los tratamientos de suplementos
proteicos presentaron un decremento, aunque este no significativo con respecto al
control (Tabla 13). En el anexo 9 se presenta la grafica del area de cria de cada uno

de los suplementos en las tres mediciones.

Tabla 13. Area de cria cerrada (cm?) en desarrollo de area de cria de abejas Apis
mellifera alimentadas con suplementos proteicos en condiciones de campo.

Suplementos proteicos
Dias Control* Harina de Ultra Bee® Nutra®
Chaya
1 198.61 +33.40 208.63+30.92 151.17 +35.43 242.08 + 36.59
30 230.78+27.27 297.29+25.87 304.77 £ 24.30 340.05 + 30.21
38 278.12+24.30 275.34 + 23.62 250 + 22.99 255.43 + 29.55

* Control es jarabe de azucar

Marrufo et al., (2010), evaluaron el desarrollo de area de cria en colonias de abejas
Apis mellifera alimentadas con jugo de chaya, harina de chaya, harina de soya y jarabe
de azucar reportando que no presentd una diferencia significativa (p>0.05) entre los
tratamientos, pero el desarrollo de area de cria fue menor para el tratamiento
alimentado con jarabe de azucar. Aunado a Olivos (2010) en su trabajo de evaluacion
de suplementos para abejas no observdé una diferencia significativa entre los
tratamientos y el control. Los autores antes mencionados sefialan, que las colonias
alimentadas con suplementes de polen, mantienen por lo general niveles mas altos de

postura, en comparacién con suplementos energéticos.

2. Evaluaciéon desarrollo de area de cria abierta

Los resultados indicaron que no existe diferencia significativa (p>0.05) entre los
tratamientos, no obstante, estos mostraron un comportamiento diferente con respecto
al tiempo. Los tratamientos control y chaya presentaron un crecimiento progresivo del
area de cria abierta con respecto del tiempo, sin presentar diferencia significativa
(p>0.05) entre ambos tratamientos. Donde a los 30 dias el tratamiento chaya fue el
gue present6 un mayor desarrollo de area de cria, aunque esta no presento diferencia

significativa (p>0.05). A los 38 dias hubo un incremento en el &rea de cria abierta en
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todos los tratamientos, sin presentar una diferencia significativa (p>0.05). Es
importante mencionar que no existen reportes de estudios de cria abierta con
suplementos a base de harina de chaya (Tabla 14). En el anexo 10 se presenta la

gréafica del area de cria de cada uno de los suplementos en las tres mediciones.

Tabla 14. Area de cria abierta (cm2) en desarrollo abejas Apis mellifera alimentadas
con suplementos proteicos en condiciones de campo.

Suplementos proteicos

Dias Control* Harina de Ultra Bee® Nutra®

Chaya
1 156.25+28.23 161.07 £25.53 220.13+28.23 196.25 + 30.92
30 186.77 £ 23.49 217.99+20.85 184.75+20.54 157.06 £ 24.97
38 231.07 £19.96 228.84 +19.18 236.55+20.85 241.87 +26.78

* Control es jarabe de azucar

Avilez y Araneda (2007) evaluaron alimentos energéticos y proteicos en abejas Apis
mellifera para comparar el nivel de postura (larva/cm?), los autores no encontraron
diferencia significativa entre los tratamientos (p>0.05) para ambos periodos. Solignac
et al. (2014) evaluaron suplementos proteicos en colmenas de Apis mellifera. Estos
autores observaron que no hubo presenta una diferencia significativa en la cantidad
de bastidores cubiertos por abejas (p=0.6382); tampoco en la cantidad de bastidores
con crias (p=0.2878).

8. Evaluacién del contenido proteico de la hemolinfa

La hemolinfa tuvo un comportamiento creciente con respecto al tiempo, aunque esta
no present6 una diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos. A los 29 dias,
el contenido proteico de la hemolinfa mostré un decremento promedio, aunque este no

presenta diferencia significativa (p>0.05) con los diferentes tratamientos.

A los 48 dias, se observo un incremento de cuatro veces en la concentracion proteica
de la hemolinfa para todos los tratamientos. Los valores altos sobre la concentracion
proteica fueron presentados por el tratamiento control y el suplemento a base de harina
de chaya con 2.05 y 2.13 pg/mL respectivamente. Seguidamente por Ultra Bee® con

75



1.88 pg/mL y el Nutra® 1.85 pg/mL, entre los tratamientos no se presenté una

diferencia significativa (p>0.05). (Tabla 15).

Tabla 15. Contenido proteico (ug/mL) en la hemolinfa de las abejas nodrizas Apis
mellifera alimentadas con suplementos proteicos en condiciones de campo.

Suplementos proteicos

Dias Control* Harina de Ultra Bee® Nutra®
Chaya
1 0.21 +0.29 0.38£0.33 0.41+0.41 0.47 £0.29
29 0.36 £ 0.29 0.37 £0.33 0.45+0.33 0.49 £ 0.29
48 2.05+0.29 2.13+0.29 1.88 £ 0.29 1.85+0.33

* Control es jarabe de azUcar

Estos resultados son comparables con lo reportado por Morais, et al. (2013) donde
evaluaron el contenido de proteina de la hemolinfa de abejas de un dia de nacidas (18-
21 pg/uL aproximadamente) y después de los siete dias de ser alimentadas el
contenido de proteina se incrementan en ~37-49 upg/uL. Ademas, compararon la
produccion de proteina en dos genotipos de abejas africanas y europeas, donde las
europeas son las que producen menor contenido de proteina en la hemolinfa. El
trabajo de Cappalari, et al., (2009) confirma lo antes mencionado, reportando que las
abejas africanas desarrollaron niveles de proteina mas alto en la hemolinfa que las

abejas europeas alimentadas con la misma dieta.

Frias, et al., (2016) reporté que los suplementos que contienen una buena calidad de
polen y cantidad de proteina influyen en la fisiologia y sobrevivencia de las abejas.
Ademas de la cantidad de proteina en el suplemento, otros factores pueden influenciar
el efecto del suplemento, de la misma manera considerando el nimero de abejas
dentro de la colmena (Bitioli y Chaud Netto, 1992) y de los nutrientes esenciales (Stace
y White, 1994).
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9. Evaluacién del efecto de los suplementos proteicos sobre la vitelogenina
mediante la deteccion por SDS -PAGE

En la figura 8 se observa el perfil proteico de la hemolinfa previo a la alimentacion de
las colmenas con los suplementos a base de chaya, Nutra® y Ultra Bee®. En todos
los casos se detecta la presencia de la Vitelogenina (180 kDa). Con respecto al patron
de bandeo mostrado por los grupos de estudio, se observa que todos los grupos tienen
un aproximado de 16 bandas de proteina con pesos moleculares comprendido entre
15 a 300 kDa. Tres bandas con pesos moleculares de 40, 70 y 180 (esta ultima
correspondiente a la vitelogenina) kDa se mostraron similares en intensidad de banda
en todos los tratamientos. La similitud de los perfiles proteicos y de la banda
correspondiente a la vitelogenina de los diferentes grupos de abejas previo a la
alimentacion con los suplementos, asegurando que las colmenas se encuentren en las
mismas condiciones de nutricion.
A B C D

- o - -,

Figura 8. Perfil proteico de la hemolinfa antes de iniciar el experimento en las
diferentes colmenas: A el control, B suplemento a base de Chaya, C Ultra Bee® y
D Nutra® determinado por el método SDS-PAGE.

* Rojo (180 kDa), Amarillo (70 kDa), Azul(40 kDa)
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En la figura 9 se muestra el efecto de los suplementos en la produccién de vitelogenina
a los 29 dias de iniciar con el tratamiento. El andlisis electroforético muestra que la
banda proteica correspondiente a la vitelogenina esta presente en el control y en los
tres tratamientos. Ademas, se puede observar que las colmenas alimentadas con el
suplemento a base chaya y Ultra Bee® mostraron una similitud en intensidad de esta
banda. Es importante mencionar que las colmenas alimentadas con el suplemento
Nutra® presentaron niveles inferiores de intensidad en la banda correspondiente a la

vitelogenina.

Con respecto al patron de bandeo proteico presentado por las colmenas alimentadas
con los suplementos fue diferente al control, las colmenas alimentadas con suplemento
a base de harina de chaya y Ultra Bee® presentaron un mayor niumero de bandas, se
puede asumir que los suplementos tienen un efecto positivo en la produccién de las

proteinas de la hemolinfa de las abejas.

Por otro lado, al comparar los perfiles proteicos de cada uno de los tratamientos con
respecto al tiempo, se observd que los tratamientos con los suplementos a base de
harina de chaya y Ultra Bee® mantienen sus perfiles, estos resultados podrian

relacionarse con la buena salud y desarrollo de la colmena (Rocha et al., 2003).
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Figura 9. Perfil proteico de la hemolinfa de 29 dias después de iniciar la aplicacion de
los suplementos: A el control, B suplemento a base de chaya, C Ultra Bee® y D Nutra®

determinado por el método SDS-PAGE.
* Rojo (180 kDa), Amarillo (70 kDa), Azul(40 kDa)

Posterior a los 48 dias, de iniciar con los tratamientos se pudo observar la presencia
de la banda de 180 kDa correspondiente a la vitelogenina (Figura 9). El suplemento a
base de harina de chaya mostrd un perfil proteico similar al nimero de bandas del
control, con pesos moleculares comprendidos en el rango de 40-280 kDa y se observé
mayor numero de bandas en los dos suplementos comerciales. Por otro lado, la banda
de 180 kDa correspondiente a la vitelogenina en el tratamiento a base de harina de
chaya mostré una intensidad similar al control y superior a los dos suplementos
comerciales. Indicando que el suplemento a base de harina de chaya tiene un efecto

positivo en el desarrollo y salud de la colmena
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— je— I l
Figura 10. Perfil proteico de la hemolinfa a los 49 dias de la aplicacién de los
suplementos:A el control, B suplemento a base de Chaya, C Ultra Bee® y D Nutra®

determinado por el método SDS-PAGE.
* Rojo (180 kDa), Amarillo (70 kDa), Azul(40 kDa)

Es importante mencionar que el niumero de bandas presentadas en los perfiles de
todos los tratamientos fue disminuyendo con respecto al tiempo. Estos resultados son
comparables a los reportados por Rocha et al., (2003), donde obtuvieron perfiles
similares en hemolinfa de abejas recién emergidas hasta alcanzar los 12 dias de
nacidas, observaron que el perfil proteico que corresponde a los siete dias de nacidas
se presenta un alto niumero de bandas que corresponde a proteinas que van de 70-
300 kDa. Y concluyeron que cuando las abejas tienen mas edad, los niveles de
concentracion 'y numero de proteinas en su hemolinfa van disminuyendo,
manteniéndose las proteinas de 100 — 300 kDa y desapareciendo las proteinas de

menor peso molecular.
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VIIl. CONCLUSIONES

El suplemento proteico a base de harina de Cnidoscolus chayamansa cuenta con los
requerimientos nutricionales para el buen desarrollo fisiol6gico de las abejas, siendo

estos valores comparables con los presentados por el suplemento Ultra Bee®.

El perfil de aminoéacidos del suplemento proteico a base de harina de chaya presenta
los aminoacidos requeridos por las abejas para su buen desarrollo fisiologico.
Confirmando la buena calidad proteica que presenta el suplemento.

La palatabilidad del suplemento a base de harina de chaya fue alta para las abejas,

siendo similar al presentado en el consumo del Nutra®.

El suplemento a base de chaya resultd ser un alimento de buena calidad proteica,
mostrando perfiles proteicos similares a los suplementos comerciales como el Ultra
Bee®

La postura de la reina no se vio afectada en ninguno de los tratamientos aplicados,
mostrando un aumento de la poblacion con respecto al tiempo en el control y los

tratamientos.

La presencia de la proteina vitelogenina en la hemolinfa de las abejas alimentadas con

el suplemento a base de harina de chaya presentd una similitud con el control.

El suplemento a base de harina de chaya puede ser considerado como una alternativa
en la alimentacién artificial, siendo econdémica, importante y viable para el sector

apicola de la regién de la peninsula de Yucatan.
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X. ANEXOS

Anexo 1: Actividades realizadas para obtener la harina de Cnidoscolus chayamansa.
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Anexo 2: Determinaciéon de humedad

El procedimiento utilizado para la extraccion de la humedad es el método por secado
de estufa AOAC (1990).

Se pesaron 5 gr de muestra en una charola cuyo peso ya fue anotado, el analisis se
realizo por triplicado, es decir, tres replicas. La muestra se sometié a deshidratar en
un horno durante 48 horas a una temperatura constante de 80 °C, pasado el tiempo

se dej6 enfriar la muestra en un temperatura ambiente y se peso.
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La determinacion de la humedad en la muestra se realizé de acuerdo a la siguiente

formula:

Pi — Pf
% de humedad =

* 100

Donde

Pi = Es el peso inicial de la muestra

Pf = Es el peso final de la muestra — el peso de la charla
M = Es la masa en gramos de la muestra.

Anexo 3: Determinacion de ceniza

El procedimiento utilizado para la determinacién de ceniza es el método de cenizas

totales descrita por AOAC (1990), que se describe a continuacion:

Se pusieron los crisoles a peso constante en una mufla a 550 °C por 2 horas, y
después se pesd en una balanza analitica una vez frios, y se le pes6 1 g de muestra,
para luego ser preinscineradas con un mechero de Bunsen tomando como referencia
que la muestra dejo de desprender humo, seguidamente se metieron las muestras en
una mufla durante 8 horas al alcanzar la temperatura a 550 °C, hasta obtener cenizas
blancas o ligeramente grises y homogéneas. Cumplido el tiempo se dejé enfriar y se

peso.
La determinacion de ceniza de la muestra se realizd de acuerdo a la siguiente férmula:

P —
% de cenizas = (M—p) x 100

P = masa del crisol con ceniza en gramos
p = masa de crisol vacio en gramos

M = masa de muestra en gramos
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Anexo 4: Determinacion de grasa

El procedimiento utilizado para la extraccion de grasa es el método de Soxhlet descrita

por AOAC (1990), se describe a continuacion:

Teniendo la muestra homogeneizada se pesd 5 g de la misma, sobre un papel se
envolvio y se colocé en el cartucho de celulosa y se cubrié con algoddn, luego el
cartucho se depositdé en el equipo Soxhlet. Posteriormente el matraz de 250 ml de
extraccibn se puso a un peso constante en un horno a 70°C por 30 minutos,
transcurrido el tiempo se dej6 enfriar, se tomé con una pinza para no alterar el peso y
se peso el matraz de extraccion, se registro el peso y se le agreg6 125 ml de hexano.
Se conect6 el matraz de extraccion en el equipo soxhlet y se extrae la muestra con

hexano durante 6 horas, calentando el matraz con parrilla a ebullicion suave.

Cumplido las 6 horas de extraccion se recupero el solvente antes de que descargue
nuevamente en el matraz, se calenté de nuevo el matraz en un calentador colocado
en la campafia de extraccidn para volatizar el solvente y lograr que se quede la grasa.
Al terminar se colocé a un horno con una temperatura de 80 ° C por 30 minutos, dejé

enfriar y peso.

La determinacion de la grasa de la muestra se realiz6 de acuerdo a la siguiente

formula:
Mf — Mi
% de grasa = X 100

Mf = Peso final del matraz
Mi = Peso inicio del matraz

m = gramos de muestra
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Anexo 5: Determinacion de fibra cruda por el método gravimétrico

El procedimiento utilizado para la extraccion de la fibra cruda por el método AOAC

(1990), que se describe a continuacion:

Se utilizé la muestra procedente de la determinacion de grasas, que previamente se
puso a secar en un horno eléctrico a 103°C durante 12 horas. Para realizar esta técnica
fue necesario preparar una solucion de H2SO4 (acido sulfarico) con 0.255 N (1.25 %)
valorada y NaOH (hidréxido de sodio) con 0.313 N (1.25 %) valorada.

Se pes6 1 g de la muestra, seguidamente se colocé la muestra en el matraz, y se
agrego6 100 ml de H2SO4 0.255 N y pedazos de porcelana, una vez agregado el acido,
se conectd al aparato extractor de fibra cruda y se puso a hervir exactamente durante
media hora. Después de retir6 el matraz del aparato de fibra cruda y se filtré la
muestra digerida al vacio en un matraz quitazato con tela de algodon y embudo
Buchner, se lavéd el matraz con 3 porciones de 50 ml de agua hirviendo por 6 veces
para alcanzar un pH neutro. Se recolecto nuevamente la muestra al matraz, y se
agreg6 100 mlde NaOH 0.313 Ny se regres6 al aparato extractor se dejo en ebullicion
por media hora. Seguidamente se retird el matraz y se filtré de la misma manera que
la anterior. Se lavé con 25 ml de H2SO4 0.255 N hirviente, con tres porciones de 50
ml de agua hirviente y con 25 ml de etanol al 95 %. Por ultimo se removi6 el residuo
de la tela de algodon y se transfirid a un crisol a peso constante*, se seco en estufa a
130°C por 2 horas, se dejo enfriar en un desecador y peso, y se incineran por 45

minutos en una mufla a 550 °C, se dej6 enfriar y peso las cenizas.

*Nota para obtener el peso constante del crisol poner el crisol en mufla a 550 °C por 2

horas dejar enfriar y pesar.
Para la determinacion de fibra cruda de la muestra se realiz6 la siguiente férmula:

_ Pérdida de peso en incineracion
% de fibra cruda = Poso de I3 muestra * 100

Pérdida de peso en incineracion = M1 — M2

Dénde:
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M1 = Peso inicial del crisol + residuo de la digestion
M2 = Peso final del crisol + residuo incinerado

Anexo 6: Determinacion de proteina cruda

El procedimiento utilizado para la extraccion de proteina por método de Micro kjeldahl
descrita por AOAC (1990), se describe a continuacion:

Se pes6 70 mg de la muestra en tubo de ensayo y se le afiadié 0.5 g de sulfato de
sodio para la digestion, seguidamente se le agregdé 3 ml de solucién digestora para
proteina (sulfato de cobre, acido fosférico, &cido sulfarico y agua), se colocé al micro
digestor Kendal durante 15 minutos al momento de emitir humo, se retiré y se deja
enfriar durante 20 minutos para agregar 1.5 ml de peréxido de hidrogeno y se coloca
al digestor hasta que la solucion sea transparente, y dejar por 20 minutos mas en
ebullicion. Se retiran y se deja enfriar para realizar la destilacién. Para destilar la
muestra se agrego agua purificada hasta la mitad del matraz del aparato de destilacion
se agrego 5 ml de agua a la muestra se mueve, se deposité en la parte inferior de la
trampa y se dejo caer al matraz, al hervir el agua se le agregd 10 ml de NaOH al 30%
donde se colocé la muestra, la solucibn empez6 a evaporarse y se recuperd 20 ml en
un vaso precipitado con 5 ml de acido bérico y 5 gotas del indicador tashiro, se verifico
gue la punta del destilador se encuentre sumergida dentro de la solucién. Se valoré

con HCI 0.1 N hasta el viraje del color (verde — morado).
Para la determinacion de proteina cruda se realiz6 la siguiente férmula:

14 » MHCI * mLHCI

% N =
% g (muestra) * 1000 *

100

Donde:

14 (g/mol) = Peso atdmico del Nitrégeno (N)

M (mol /L) = Es la concentracion del acido HCI utilizado en la titulacion final
mL (ml) = Es la cantidad de ml utilizada en la titulacién final

g (g) = Es la cantidad de muestra utilizada inicial
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1000 = Factor de conversién ml/L

Anexo 7. Grafica de consumo de suplemento proteico durante seis semanas
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Anexo 8. Fotografia del consumo de los suplementos proteicos empleados
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Anexo 9. Grafica del area de cria cerrada
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Anexo 10. Gréfica de area de cria abierta
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Anexo 11. Analisis de Varianza del desarrollo de area de cria abierta.

Fuente Csul;?;ggs Gl Cﬁgéi)do Razén-F Valor-P
A: alimento 3.51 3 1.17 8.7 0.0009
B: colmena 2.01 3 671130 4.99 0.0108
C: tiempo 9.23 2 4.62 34.31 0
INTERACCIONES
AB 6.04 9 671331 4.99 0.0018
AC 1.44 6 239704 1.78 0.1597
BC 1.01 6 167731 1.25 0.3295
RESIDUOS 2.42 18 134548
TOTAL
(CORREGIDO) 2.57 4
Anexo 12. Analisis de Varianza de desarrollo del area de cria cerrada.
Fuente Ci:rg;ggs Gl Cﬁgé%do Razén-F Valor-P
A: alimento 2.03E+06 3 677310 2.08 0.1381
B: colmena 7.87E+06 3 2.62E+06 8.07 0.0013
C: tiempo 1.65E+07 2 8.27E+06 25.44 0
INTERACCIONES
AB 9.05E+06 9 1.01E+06 3.09 0.0198
AC 3.52E+06 6 586622 1.81 0.1547
BC 1.04E+06 6 173792 0.53 0.7749
RESIDUOS 5.85E+06 18 324966
TOTAL
(CORREGIDO) 4 59E+07 47
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Anexo 13. Extracion de hemolinfa de las abejas

Anexo 14. Grafica de la cuantificacion de la hemolinfa para cada uno de los
tratamientos en los tres tiempos.
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Anexo 15. Perfil proteico de la hemolinfa de las colmenas antes de iniciar el
experimento: suplemento energético (A), Chaya (B), Ultra Bee® (C) y Nutra® (D).
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Anexo 16. Perfil proteico de la hemolinfa de las colmenas a los 29 dias de iniciar el
experimento: suplemento energético (A), Chaya (B), Ultra Bee® (C) y Nutra® (D).
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Anexo 17. Perfil proteico de la hemolinfa de las colmenas a los 48 dias de iniciar el
experimento: suplemento energético (A), Chaya (B), Ultra Bee® (C) y Nutra® (D).

1 2 3 4 5
300 — — 300
250 — — 250
180 — — 180
130 =— — 130
100 — e 100
70 — —T70
50 — — 50
40— — 40

Std A B C D

Anexo 18. Curva de calibracion de los aminoacidos
Las curvas empleadas se obtuvieron en un rango de 50 — 4000 pmol para cada
aminoécido.
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XI. Glosario

Apodo: Dicho de un anfibio: de cuerpo vermiforme, sin extremidades y sin cola o con

cola rudimentaria.

Buche melario: Organo en el cual las abejas almacenan el néctar mientras es

transportada hacia la colmena.

Ceba: Alimentacién abundante para las abejas para su buen desarrollo y ser asi el

sustento del hombre.

Gonadotropina: Hormona producida en la hipotesis que actia sobre las glandulas

sexuales.

Himendptero: Dicho de un insecto: Que es masticador y lamedor a la vez, por estar
provista su boca tanto de mandibules como de una especie de lengleta, que tiene en
el extremo del abdomen, e la hembra de algunas especies, un aguijon en el que
desemboca el conducto excretor de una glandulas venenosas, y que tiene cuatro alas

membranosas y metamorfosis complicada.

Jalea real: es una sustancia segregada por las glandulas hipofaringeas de la cabeza
de abejas obreras jévenes, de entre 5 y 15 dias, que mezclada con secreciones
estomacales sirve de alimento a todas las larvas durante los primeros tres dias de vida

y la alimento para toda la vida de la reina.
Lipoproteina: Proteina conjugada cuyos componentes no proteinicos son lipidos.

Maseca: Es una harina de maiz.
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Néctar: Jugo azucarado, producido por los nectarios, que chupan las abejas y otros

insectos.

Nutricion: accion y efecto de aumentar la sustancia del cuerpo animal o vegetal por
medio de alimento, reparando las partes que se van perdiendo en vitud de las acciones

catabdlicas.

Polen: Conjunto de granos diminutos contenidos en las anteras de las flores, cada uno
de los cuales estan constituidos por dos células rodeadas en comun por dos

membranas resistentes.

Probéscide: aparato bucal en forma de trompa o pico, dispuesto para la succion, que

es propio de los insectos dipteros.

Proventriculo: parte del sistema digestivo el cual controla la entrada de alimento en el
estbmago de las abejas. Actla de filtro eliminando los sdlidos del contenido del buche

melario.

Trofolaxis: es el mecanismo mediante el cual las abejas, hormigas u otros insectos
sociales se alimentacion unos a otros o transfieren feromonas. Esto es una

alimentacion de boca en boca.

Vitelo: conjunto de sustancias almacenadas dentro de un huevo para la nutricién del

embrion.

Vitelogenesis: Formacién o produccion de vitelo.

Vuelo nupcial: apareamiento de la abeja virgen con los zanganos.
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Ninfa: En los insectos con metamorfosis sencilla, estado juvenil de menor tamafio que

el adulto, con incompleto desarrollo de las alas.

Ontogénesis: Ontogenia es desarrollo de un individuo, referido en especial el periodo

de embrionario.

106



