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RESUMEN DEL CONTENIDO: (Maximo 250 palabras)

La resistencia bacteriana se ha convertido en una gran problematica durante los ultimos afios ya que, los
patégenos han mostrado cada vez mas, menos susceptibilidad a los antibiéticos. La especie Bombus cf. atratus
es polinizadora de muchas pasifloras, sin embargo, su veneno no ha sido reportado en Colombia como un
posible agente antimicrobiano. Por tal motivo, el objetivo de esta investigacion fue extraer y evaluar el veneno
del abejorro Bombus para determinar su potencial contra Staphylococcus aureus'y Salmonella enteritidis. Para
esto, se construyd en primera instancia, hoteles-Trampa con el fin de atraer y colectar la mayor cantidad de
individuos en el municipio de La Plata-Huila, en comparacién con la colecta realizada en el municipio de La
Argentina-Huila, sin el uso de estructuras maderables. Posteriormente, se extrajo el veneno mediante la técnica
de separacion de glandulas venenosas del cuerpo de los abejorros. Luego, las muestras se almacenaron en
criotubos bajo nitrégeno liquido a -80°C, y de esta manera se sometieron al proceso de liofilizacion y su
consecuente conservacion a 0°C. La evaluacion antimicrobiana fue realizada por el método de difusion en agar
empleando los sensi-discos para observar la sensibilidad de las bacterias ya mencionadas contra el veneno.
Adicionalmente, se cuantificaron las proteinas presentes en las muestras mediante la técnica de
espectrofotometria UV. La evaluaciéon antimicrobiana del veneno del Bombus cf atratus mostré potencial
inhibitorio contra Staphylococcus aureus, ya que se obtuvieron halos de inhibicion de 9,30 mm a 159 ppm,
pero en el caso de la bacteria Gramnegativa Salmonella enteritidis no mostré presencia de halos de inhibicién.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

Bacterial resistance has become a major problem in recent years as pathogens have shown increasingly less
susceptibility to antibiotics. The species Bombus cf. atratus is a pollinator of many passion flowers, however,
its venom has not been reported in Colombia as a possible antimicrobial agent. Therefore, the objective of this
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research was to extract and evaluate the venom of the Bombus bumblebee to determine its potential against
Staphylococcus aureus and Salmonella enteritidis. For this purpose, first of all, hotel-traps were built in order
to attract and collect the greatest number of individuals in the municipality of La Plata-Huila, in comparison with
the collection carried out in the municipality of La Argentina-Huila, without the use of wood structures.
Subsequently, the venom was extracted using the technique of separating venom glands from the bumblebees'
bodies. Then, the samples were stored in cryotubes under liquid nitrogen at -80°C, and in this way were
subjected to the freeze-drying process and consequent conservation at 0°C. The antimicrobial evaluation was
performed by the agar diffusion method using the sensi-discs to observe the sensitivity of the aforementioned
bacteria against the venom. Additionally, the proteins present in the samples were quantified by UV
spectrophotometry. The antimicrobial evaluation of the Bombus cf atratus venom showed inhibitory potential
against Staphylococcus aureus, since inhibition halos of 9.30 mm at 159 ppm were obtained, but in the case of
the Gram-negative bacterium Salmonella enteritidis, no inhibition halos were present.
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EXTRACCION Y EVALUACION BIOLOGICA DEL VENENO DEL Bombus cf.
atratus SOBRE LAS BACTERIAS Salmonella enteritidis y Staphyloccocus aureus.

. Resumen

La resistencia bacteriana se ha convertido en una gran problematica durante los
ultimos afios ya que, los patdgenos han mostrado cada vez mas, menos susceptibilidad a
los antibioticos. La especie Bombus cf. atratus es polinizadora de muchas pasifloras, sin
embargo, su veneno no ha sido reportado en Colombia como un posible agente
antimicrobiano. Por tal motivo, el objetivo de esta investigacion fue extraer y evaluar el
veneno del abejorro Bombus para determinar su potencial contra Staphylococcus aureus
y Salmonella enteritidis. Para esto, se construy en primera instancia, hoteles-Trampa
con el fin de atraer y colectar la mayor cantidad de individuos en el municipio de La
Plata-Huila, en comparacién con la colecta realizada en el municipio de La Argentina-
Huila, sin el uso de estructuras maderables. Posteriormente, se extrajo el veneno
mediante la técnica de separacion de glandulas venenosas del cuerpo de los abejorros.
Luego, las muestras se almacenaron en criotubos bajo nitrégeno liquido a -80°C, y de
esta manera se sometieron al proceso de liofilizacién y su consecuente conservacion a
0°C. La evaluacion antimicrobiana fue realizada por el método de difusion en agar
empleando los sensi-discos para observar la sensibilidad de las bacterias ya mencionadas
contra el veneno. Adicionalmente, se cuantificaron las proteinas presentes en las
muestras mediante la técnica de espectrofotometria UV. La evaluacion antimicrobiana
del veneno del Bombus cf atratus mostrd potencial inhibitorio contra Staphylococcus

aureus, ya que se obtuvieron halos de inhibicién de 9,30 mm a 159 ppm, pero en el caso
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de la bacteria Gramnegativa Salmonella enteritidis no mostro presencia de halos de
inhibicidn.
1. Planteamiento del Problema

Muchos microorganismos han sido vectores de enfermedades tanto en plantas
como en seres humanos de diferentes paises gracias a su rapida reproduccion. En
Colombia, se ha registrado gran variedad de problematicas causadas por bacterias,
debido a la resistencia generada por este tipo de organismos a los antibiéticos. En los
ualtimos afios, se han llevado a cabo investigaciones sobre la alta efectividad del veneno
de especies del género Apis; sin embargo, se han realizado muy pocos estudios respecto
a otros géneros pertenecientes a la familia Apidae como es el caso del género Bombus.
Actualmente, en Colombia no se han encontrado estudios acerca del control de bacterias
a partir del veneno proveniente del género Bombus. En consecuencia, es importante el
descubrimiento de nuevos agentes antimicrobianos de origen natural a fin de contrarestar
la resistencia bacteriana por medio de investigaciones que permitan el aislamiento e
identificacion de venenos del género Bombus. Asi mismo, es necesario efectuar
investigaciones que permitan el aislamiento e identificacion de venenos de especies de
abejorros que se encuentran en el Huila y su evaluacion ante diferentes microrganismos
para crear conciencia en la comunidad huilense sobre el potencial medicinal del Bombus.

Por tal motivo, se plantea la siguiente pregunta problema:

¢ Cuél es el potencial antimicrobiano del veneno de la especie Bombus cf atratus

sobre las bacterias Salmonella enteritidis y Staphyloccocus aureus?
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1. Justificacion

La lista de la OMS se divide en tres categorias de acuerdo con la urgencia en que
se necesitan los nuevos antibidticos por la resistencia que han generado a los existentes:
prioridad critica, alta 0 media. En el segundo nivel (alto) contienen bacterias que
exhiben una farmacorresistencia creciente y provocan enfermedades comunes como la
gonorrea, entre otras. Dentro de esta categoria se encuentran los patégenos
Staphylococcus aureus y Salmonella enteritidis (Lawe y Bennett, 2017). La especie
Staphylococcus aureus es una bacteria grampositiva con una gran capacidad de
infeccion ya que, existen multiples variaciones. A menudo provocan infecciones en la
piel, neumonia, infecciones Gseas e infecciones de las valvulas cardiacas, (Bush, 2015).
La bacteria se propaga de persona a persona por un contacto directo, incluso a través de
objetos contaminados o por inhalacion de gotas infectadas que se dispersan al toser o
estornudar (Pasachova, et.al., 2019).

De igual manera, la infeccién por Salmonella enteritidis afecta el intestino
provocando diarrea, fiebre y nauseas. Se puede transmitir a través de contacto directo
con las bacterias en las heces o indirectamente por alimentos o0 agua contaminada
(Alfaro, 2018).

A partir de lo anterior, se hace necesario descubrir nuevas alternativas para
combatir estos microorganismos permitiendo minimizar la tasa de afectacion en los seres
humanos. Por tal motivo, en esta investigacion se trabajo con el Bombus cf atratus,
especie polinizadora, vital para que muchas pasifloras fructifiquen, dado que los adultos

llegan a las flores en busca de los hidratos de carbono que ofrece el néctar, y asi
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mantienen la salud y fertilidad del suelo, (Abrahamovich y Diaz, 2007). Estas especies
tienen mayor capacidad de trabajo que las abejas ya que pueden visitar mayor nimero de
flores y transportar gran cantidad de polen por su mayor superficie de contacto con los
estambres y pistilos. Estdn menos influenciados por el clima y trabajan durante mas
tiempo (Abrahamovich y Diaz, 2007).

De esta manera, se espera que los resultados permitan determinar el potencial
medicinal de los venenos de abejorros como especies polinizadoras tanto a nivel
regional como a nivel nacional. Por otra parte, este es el primer trabajo de investigacion
en el grupo y en el semillero, que permitira abrir la linea sobre el estudio de venenos de
animales y su potencial antimicrobiano.

IV.  Objetivos

4.1.  Objetivo General

e Extraer y evaluar la actividad antimicrobiana del veneno del Bombus cf atratus sobre
las bacterias Staphyloccocus aureus y Salmonella enteritidis.

4.2.  Objetivos Especificos

e Analizar la efectividad de los hoteles trampa para la captura de abejorros Bombus cf

atratus previamente clasificados.
e Extraer el veneno del Bombus cf. atratus.

e Determinar el potencial antimicrobiano del veneno de Bombus cf atratus contra las

bacterias Staphylococcus aureus y Salmonella enteritidis.

e Cuantificar las proteinas presentes en el veneno.
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V. Marco Tedrico
5.1. Generalidades de la Familia Apidae

Figura 1

Espécimen de la familia Apidae.

Nota. Tomado de (O'Toole y Raw, 1999)

La Familia Apidae es muy importante a nivel mundial, ya que son grandes
polinizadores de especies vegetales (Aguado, et. al, 2017). Esta familia comprende un
gran numero de subespecies dentro de las cuales se encuentran las abejas y los abejorros
(figura 1). La mayor parte de sus hembras poseen una corbicula en sus patas posteriores
preparadas para la recogida y transporte de polen (Aguado, et. al, 2017). Esta familia se
diferencia por incluir insectos eusociales que cooperan con el cuidado de las crias, su

organizacion en castas esta perfectamente definida (Aguado, et. al, 2017, pp. 273-275).



19

La familia Apidae incluye méas de 200 géneros, los cuales abarcan mas de 1000
especies, segun Parra y Nates, (2007) “ocupan diversos habitats de extensas areas de
bosques neotropicales debido a que pueden encontrar en estos l0s recursos necesarios

para cubrir sus exigencias de nidificacion y alimentacion”.

5.2. Género Bombus

Figura 2.

Individuo del genero Bombus realizando la polinizacion.

Nota. Tomado de (Gonzélez, 2011)

El genero Bombus segun lo expuesto por Pinilla, et. al, (2016) “tiene cerca de
250 especies en el mundo, distribuidas principalmente en Asiay Norteamérica debido a
su origen holéartico” (pp.2). En Colombia, este genero esta siendo amenazado por la
pérdida del habitat, debido al auge de la urbanizacion, a la perdida de la vegetacion en
los humedales, a la destruccidn en los paramos, por las practicas inadecuadas de manejo

de flora y por el uso intensivo de insecticidas y herbicidas en actividades agricolas para
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la destruccion de las malezas, que a su vez hacen parte de la flora que brinda los
recursos de néctar y polen, siendo estos la base de la alimentacién para el Bombus;
(Téllez y Posada, 2013 pp. 2)

El género Bombus esta compuesto por abejas eusociales grandes de 1,5 cm — 3,5
cm, robustas y con abundante pilosidad (figura 2). Las alas anteriores tienen tres celdas
submarginales, espuelas tibiales posteriores presentes, 0jos glabros, con presencia de
corbicula en las hembras, mandibula con dientes apicales cortos y romos y espacio malar
largo; (Pinilla, et. al, 2016 pp. 2)

Figura 3.

Distribucion de las especies de Bombus en Colombia.

© B rubicundus Q B hortuanus
m Bop ® B robuctuc
A B melaleucus * Todas excepto B. pullatus

Nota. Tomado de (Téllez y Posada, 2013)
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5.3. Especie Bombus atratus
Figura 4.

Especie Bombus atratus polinizando una flor.

Nota. Tomado de (Olejnik, 2014)

Bombus atratus es una especie muy abundante gracias a su capacidad de tolerar
diferentes climas y altitudes (figura 3). En los ultimos afios, los abejorros se han
utilizado cada vez maés en la agricultura como polinizadores ya que pueden polinizar una
mayor gama de especies de plantas, a través de la polinizacién por zumbido (Reynaldi,
et. al, 2013). Sin embargo, al transportar los abejorros por todo el mundo, ha dejado
como consecuencia, la propagacion de patogenos de los abejorros que se escapan de las
instalaciones del invernadero (Reynaldi, et. al, 2013).

Seglin (Ascher y Pickering, 2020) “El abejorro negro Bombus atratus es una

especie originaria de Sudamérica, un himendptero de la familia Apidae”. “Es una
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especie polinizadora de plantas como tomate por lo que en invernaderos se logra
obtener frutos mas grandes, pesados y homogéneos en su forma” (Aldana, et. al, 2007).

En cuanto a la actividad de este abejorro, se tiene que la mayor actividad
forrajera de B. atratus es en las zonas frias como La Valvanera (Chia, Cundinamarca), es
entre las 10:00 y las 14:00 horas (Kwon y Saeed, 2003). En época seca, el
comportamiento de B. atratus es similar al de la época de lluvias, presentando dos picos
de actividad, antes del mediodia, entre las 10:00 y 11:00 h, a una temperatura cercana a
los 18°C. El segundo pico de actividad es después del mediodia, a temperaturas
promedio que oscila entre los 19,35 °C y 20,35 °C. A partir de los 19 °C, la actividad de
B. atratus disminuye por lo que se infiere que, a temperaturas superiores a los 19 °C, no
se favorece la actividad. Aun asi, es una especie polinizadora muy tolerante a cambios
de temperatura (Kwon y Saeed, 2003).

Dentro de su reproduccion, las colonias de B. atratus duran hasta dos afios,
dando lugar a dos generaciones de sexuados por parte de la reina parental (Padilla, et. al,
2020). Las especies de regiones templadas finalizan su ciclo en primavera y en otofio
inicia un nuevo ciclo con las reinas jovenes que han salido de su diapausa (Padilla, et. al,
2020).

Respecto a su morfologia, B. atratus es una especie variada cromaticamente, con
formas enteramente negras (melanicas) hasta combinadas con pilosidad amarilla
(flavinicas) en el mesosoma y metasoma. Asi mismo, posee alas oscuras, de color
castafio en toda la superficie, con algunos reflejos violaceos (Abrahamovich y Diaz,

2007). En B. atratus se puede observar distintos grados de flavinizacién: desde
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ejemplares con pilosidad amarilla extendida a la porcion eposternal superior y parte o
todo: tergos metasomales 1, 2y 4 (T1, T2, T4) (figura 4). En obreras y machos la
coloracion tiene un patron similar a la reina, a excepcion de las alas que son
generalmente mas claras (Abrahamovich y Diaz, 2007).

La cabeza de este organismo mide 4,15 mm de largo por 3,93 mm de ancho; el
ancho del mesosoma mide 4,7 mm; el ancho del metasoma 6 mm y el ala anterior, 11,68
mm de largo y 4,35 mm de ancho (Abrahamovich y Diaz, 2007).

Las familias de plantas asociadas con B. atratus son, Asteraceae, Solanaceae,
Cucurbitaceae, Rosaceae, Convolvulaceae, Passifloraceae y Rutaceae, entre otras
(Abrahamovich y Diaz, 2007)

5.4. Familia Enterobacteriaceae

Esta familia comprende un grupo heterogéneo y extenso de bacilos Gram
negativos cuyo habitad natural es el intestino del ser humano y de los animales. Dentro
de los géneros mas comunes se destacan: Escherichia, Shigella, Salmonella,
Enterobacter y otros mas. Algunos microorganismos entéricos, por ejemplo,
Escherichia coli, son parte de la microflora normal y en forma incidental producen
enfermedad, en tanto que otros, las salmonelas y las shigelas, por lo regular son
patdgenos para el ser humano.

Las Enterobacterias son anaerobias 0 aerobias facultativas, fermentan una amplia
gama de hidratos de carbono, poseen una estructura antigénica compleja y producen

diversas toxinas y otros factores de virulencia; (Brooks, et. al, 2011 pp. 213).
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5.5. Genero Salmonella

El género Salmonella pertenece al grupo de las enterobacterias moviles con
flagelacion peritrica no pertenecientes al grupo de coliformes, ya que no son capaces de
fermentar la lactosa, no producen desaminasas y tienen un caracter mas 0 menos
patdgenos dependiendo de sus especies. Son bacterias Gram negativas, en forma bacilar
y en general sus especies provocan infecciones febriles de caracter entérico, tipo
gastroenteritis, enterocolitis o inclusive fiebres tifoideas o paratoideas (Granados y
Villaverde, 2003 pp. 107)

La salmonella tiene un interés clinico que estriba en su efecto patégeno, son
dependientes de la presencia de antigenos estruturales, asi como la formacion de
sustancias toxicas. En este genero el antigeno de la pared celular, que se presentan
especialmente en las especies de S. typhi y S. paratyphi, les confiere un poder protector
frente a los &cidos. Las especies del genero Salmonella actan en su mayoria originando

efectos patdgenos al hombre (Granados y Villaverde, 2003 pp. 107)

5.6. Especie Salmonella enteritidis.

La Salmonella enteritidis es un bacilo Gram negativo que, en la actualidad
abarca cerca de 2700 serovares, ya que son moviles gracias a la presencia de flagelos
peritricos, (Ministerio de la Proteccion Social Instituto Nacional de Salud UERIA, 2011,
pp. 17).

Debido a la diversidad de los serovares identificados, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha propuesto una clasificacion basada en las combinaciones de los

antigenos que posee somatico (O), flagelar (H) y capsular (K), debido a que es
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perteneciente al sistema de Kauffman-White, (Ministerio de la Proteccion Social
Instituto Nacional de Salud UERIA, 2011, pp. 17)

La Salmonella enteritidis tiene una temperatura optima de crecimiento, entre los
35-37°C, sin embargo, estos datos no son concluyentes ya que dependen del serovar y el
medio de cultivo en donde se inoculan. Tiene un pH que varia entre los 4-9, con una
tolerancia a los &cidos dependiendo del medio al cual se exponga el microorganismo.

(Ministerio de la Proteccion Social Instituto Nacional de Salud UERIA, 2011, pp. 19).

5.7. Familia Staphylococcaceae

La familia Staphylococcaceae comprende un gran grupo de microorganismos,
los cuales estan presentes en la piel y mucosas de seres humanos. Dentro de esta familia
existe un amplio género (Staphylococcus), en el cual existe un gran nimero de especies,
siendo las méas importantes desde el punto de vista clinico: S. aureus y S. epidermidis.
Su morfologia se caracteriza por ser cocos Gram positivos, asociados en racimos
irregulares, siendo similares a un racimo de uvas, carecen de flagelos, no forman esporas
y son aerobios y anaerobios facultativos. La presencia de estas bacterias en los alimentos
indica una contaminacion introducida por practicas inadecuadas en la manipulacion o

materia prima contaminada, (Fragenas, et. al, 2017, pp. 2).

5.8. Genero Staphylococcus
El género Staphylococcus por lo general estd compuesto por varias especies,
muchas de las cuales se pueden encontrar en nuestras clinicas humanas. Los

estafilococos son cocos gram positivos, no moviles, que no forman esporas, catalasa
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positivos. Estos microorganismos se acomodan como células simples, en pares, en
tétradas y en cadenas cortas, pero aparecen en forma predominante en grupos como
racimos. La mayoria de las especies son anaerobios facultativos, excepto S. aureusy S.
saccharolyticus. Estas dos especies crecen de forma anaerobia y a diferencia de las
especies facultativas, a menudo son catalasas negativas. Los estafilococos se encuentran
por lo general en la piel y las mucosas de seres humanos y otros animales; (Winn, et. al,

2006 pp. 595)

5.9. Especie Staphylococcus aureus

La especie Staphylococcus aureus es una bacteria muy resistente al medio
ambiente y ampliamente distribuida en la naturaleza que puede encontrarse en el aire,
residuos, maquinaria y superficies de la industria alimentaria, pero su principal
reservorio son los animales y humanos, encontrandose en la piel, cabello, fosas nasales y
garganta. Es una de las bacterias patdgenas humanas formadores de toxinas mas
resistentes y puede sobrevivir durante largos periodos de tiempo en un ambiente seco y
son muy persistentes en alimentos con contenido alto en sales y azucares; (Fundacion
Vasca para la Seguridad Agroalimentaria, 2013 pp. 1)

Es una bacteria patogénica Gram positiva, anaerobia facultativa, no es formadora
de esporas y catalasa positiva, crecen en racimos en forma de uvas y pueden formar
biopeliculas en la superficie de procesamiento de alimentos. La temperatura de
crecimiento varia de 7 a 48° C, siendo la 6ptima a 37° C y con un rango de pH de 4-10,

siendo la mas adecuada de 6 a 7; (Wirtanen y Salo, 2016 pp. 8).
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En este apartado se incluyen algunos de los estudios mas relacionados con la

obtencidn, extraccion y aplicaciones bioldgicas del veneno aislado del género Bombus,

publicados en la literatura cientifica. Ademas, se presenta una amplia revision con

algunos estudios que datan del afio 2000 hasta el afio 2021.

5.10.1. Internacionales.

5.10.1.1. Algunas Revisiones Internacionales.

Tabla 1.

Revisiones internacionales relacionadas a las aplicaciones bioldgicas del veneno del

genero Bombus

characteristics
of the
antibacterial
peptide gene
abaecin in the
bumblebee
Bombus

lantschouensis

Apidae)

(Hymenoptera:

completo de la
abaecina del
abejorro Bombus
lantschouensis y
analizar sus
perfiles de
expresion en
diferentes
tejidos, etapas
de desarrolloy
estados

reproductivos

muestras de
diferentes
tejidos de 6
reinas
ponedoras. Se
tomaron
también
muestras de las
distintas fases
de desarrollo.
Se eliminé el

ADN gendmico

Bombus ignitus
era la especie
mas cercana a B.
lantschouensis
con base en la
secuencia de la
proteina putativa
Abaecin. La
abaecina se
expreso en
diferentes

tejidos,

Titulo Objetivos Metodologia Principales Conclusiones
hallazgos
Cloning and Clonar el gen Se tomaron Se demostro que | El gen abaecina

desempefia un
papel importante
en el desarrollo,
la reproduccion
y las respuestas
inmunitarias de
los abejorros.
Durante la cria
artificial de
abejorros, debe
crearse un buen

entorno para
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(Wang, et. al,
2021)

mediante
RTQPCR.
Probar las
respuestas de la
abaecina a una
bacteria
(Escherichia
coli) yaun
hongo
(Beauveria

bassiana).

y se utilizo 1 pg
de ARN total
como plantilla
para la
transcripcion
inversa. Las
condiciones de
reaccion fueron
las siguientes:
42 oC durante 2
min, 37 -C (15
min) y 85 C (5
s). Se hizo la
clonacion
molecular de la
abaecinay su
deteccion
cuantitativa por
RT-PCR.

Para comprobar
la respuesta de
la abaecina a las
infecciones
bacterianas y
fangicas, se
utilizaron E.
coliyB.
bassiana para

infectar a 48

mayoritariamente
en los cuerpos
grasos y muy
poco en las
antenas. Asi
mismo, se
detectd una baja
expresion de la
abaceina en los
huevos y las
larvas, y una alta
expresion en los
estados de pupa.
La expresion mas
alta se observo
en el estadio de
pupa Pwy la
expresion
disminuyd
después desde
los estadios Pp
hasta el Pdd.
Ademas, la
expresion de la
abaecina era
mayor en las
hembras de
abejorros que

ponian huevos.

evitar la
infeccion por
bacterias u

hongos.
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obreras de

abejorros.

Tanto las
infecciones por
E. coli como por
B. bassiana
indujeron la
expresion de

abaecina.

Molecular
cloning and
antifungal
activity of an
inhibitor
cysteine knot
peptide from
the bumblebee
Bombus
ignitus.
(Park, et. al,
2016)

Obtener
informacion
sobre la
clonacion
moleculary la
actividad
antifungica del
péptido ICK del
abejorro
(Bombus
ignitus)
(BIICK).

Primero se hizo
la clonacion del
cDNAY
anélisis de la
secuencia.
Luego, se
extrajoel ARN
y se llevo a
cabo el analisis
de northern
blot.

El bilCK
recombinante se
produjo
utilizando un
sistema de
expresion de
baculovirus.

El BilCK
recombinante
purificado se

utilizé para

Se identifico un
BilCK que
contiene un
pliegue ICK. El
BilCK se
expreso en la
epidermis, el
cuerpo graso y la
glandula del
veneno de las
abejas obreras B.
ignitus. Los
péptidos BilCK
recombinantes se
unieron
directamente a
Beauveria
bassiana,
Ascosphaera
apis y Fusarium
graminearum,

pero no se

Se demuestra
que BilCK actua
como un péptido

antifungico.
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comprobar la
actividad
antimicrobiana
contra bacterias
y hongos
mediante un
ensayo de
inhibicion del
crecimiento en

liquido.

unieron a
Escherichia coli,
Paenibacillus
larvae o Bacillus
thuringiensis. El
BilCK mostro
actividad
antifungica
contra los

hongos.

Unraveling the
venom
proteome of the
bumblebee
(Bombus
terrestris)

by integrating a
combinatorial
peptide ligand
library
approach with
FT-ICR MS
(Van
Vaerenbergh,
et. al, 2015)

Realizar el
analisis
protedmico en
profundidad de
la composicion
del veneno del
Bombus

terrestris.

El veneno de 75
abejorros se
agrupo hasta
alcanzar una
concentracion
de proteinas de
69,54 mg/ml.
Se hizo el
analisis por
espectrometria
de masas.
Todas las
identificaciones
de proteinas se
fusionaron en
una listay se
eliminaron

todos los

Se identificaron
57 compuestos.
El 72% de los
compuestos
detectados tenian
un homélogo en
el veneno de
abeja. Ambos
venenos
contienen una
seleccion de
toxinas
especificas de
cada especie, lo
que revela
distintos efectos
dafinos que
pueden haber

evolucionado en

Se encontraron
57 compuestos
del veneno, que
pudieron
clasificarse
segulin sus
supuestas
funciones.

Se encontraron
muchos
homologos del
veneno de
abejasy
abejorros 86 M.
Los trabajadores
de los
invernaderos
estan mas

expuestos a las
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identificadores
dobles.
Posteriormente,
se ejecuto un
analisis

bioinformatico

respuesta a
atacantes
especificos de
cada especie.
Ademas, este

estudio amplia la

picaduras de
abejorrosy a
menudo
desarrollan
alergia al

Veneno.

de los lista de posibles

compuestos alérgenos del

identificados. veneno.
Molecular Realizar la Se realizo la El anélisis La bombolitina
cloning and clonacién clonacién de comparativo de B. terrestris
antibacterial molecular dela | genes. Se muestra que la puede ser un
activity of bombolitina recogio de bombolitina potencial agente
bombolitin aislada del sacos de veneno | madura de B. antimicrobiano.

isolated from
the venom of
a bumblebee,
Bombus
terrestris.
(Qiu, et. al,
2012)

veneno de un
abejorro,
Bombus
terrestris, y
demostrar su

actividad

antibacteriana.

disecados de
abejas obreras
para hacer la
purificacion de
la bombolitina y
SDS-PAGE. Se
prosiguié con el
anélisis de
Northern blot.
Se

probd la
actividad
antibacteriana
de la Bt-

Bombolitina

terrestris consta
de 18 residuos de
aminoacidos, que
son idénticos a
los de la
bombolitina de
B. ignitus. La
bombolitina de
B. terrestris
mostro actividad
antibacteriana
tanto contra la
bacteria
Gramnegativa
Klebsiella
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purificada del
veneno de B.
terrestris contra
la bacteria
Gramnegativa
Klebsiella
pneumoniae y
la bacteria
Grampositiva
Staphylococcus

aureus.

pneumoniae
como contra la
bacteria
Grampositiva
Staphylococcus

aureus.

Bioactivity and
molecular
characterization
of bombolitins
from Bombus
ardens, B.
consobrinus, B.
terrestris and
B. ussurensis.
(Yoon, et. al,
2017)

Examinar las
actividades
bioldgicas de las
bombolitinas de
Bombus ardens,
B. consobrinus,
B. terrestris y B.
ussurensis
(bombolitinas A,
C,TyU,
respectivamente)
mediante
ensayos de
actividad
hemolitica,
antimicrobiana,
antifngica 'y

antitumoral.

Las secuencias
de aminoacidos
deducidas de las
bombolitinas A,
C, TyUse
obtuvieron a
partir de los
datos del
transcriptoma
de los venenos
de B. ardens, B.
consobrinus, B.
terrestris y B.
ussurensis. Se
hizo la
alineacion de
secuencias de

aminoacidos y

La bombolitina T
mostro las
mayores
actividades
hemolitica y
antitumoral.
Todas las
bombolitinas
mostraron una
fuerte actividad
antimicrobiana y
antifungica, y la
bombolitina A
poseia la mayor
actividad
antimicrobiana
contra la bacteria

Gramnegativa

Este estudio
proporciona
nueva
informacion
sobre las
propiedades de
los péptidos
antitumorales de
los venenos de
los abejorros y
los enfoques
basicos para las
herramientas de
disefio de
péptidos para la
reduccion de la

citotoxicidad.
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PCA. Para el
ensayo de
actividad
hemolitica se
utilizaron
glébulos rojos
humanos.

Para el ensayo
de actividad
antimicrobiana
y antifungica de
las
bombolitinas
sintetizadas se
emplearon:
Escherichia coli
gramnegativa,
Staphylococcus
aureus
grampositivo,
levadura
grampositiva
Candida
albicansy
moho gris
Botrytis
cinerea.

Se utiliz6 una

linea celular de

Escherichia coli.
Las cuatro
bombolitinas
tenian mas de un
61,7% y un
45,5% de a-
helicidad en
tampones de
dodecilsulfato de
sodio 30 MMy
trifluoroetanol al
50%. La
bombolitina T
mostro los
valores mas
bajos de I1Cso de
8,5 uM y 8,8 uM
contra las lineas
celulares, pero su
actividad
hemolitica
relativa a una
concentracion de
200 uM fue 2,3
Veces mayor que
la del Triton X-
100 al 0,1%. La
menor actividad

hemolitica se
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adenocarcinoma
de ovario
humano y una
linea celular de
adenocarcinoma
de ovario
humano
resistente a los
farmacos para
los ensayos
antitumorales.
Seguidamente
se llevo a cabo
la
caracterizacion
del espectro de
dicroismo
circular.

Para analizar
los factores que
afectan a la
actividad
hemolitica, se
modificaron las
propiedades
estructurales de
la bombolitina

T. Se finalizé

observo con la
adicion de un
aminoacido
hidrofobico
(lle14) al
extremo C-
terminal, asi
como con la
sustitucion de
SerlOy Leul2
por un
aminoé&cido
hidrofobico
(Leu) y un
aminoé&cido
cargado
positivamente
(Lys),
respectivamente.
Este hallazgo
implica que la
sustitucion
equilibrada de
aminoacidos
hidrofdbicos y
cargados
positivamente
podria afectar a

la citotoxicidad.
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con un anélisis

estadistico.

Molecular
cloning of the
Bombus
terrestris
bumblebee
venom protein
phospholipase
A and its anti-
leukemia
effects on K562
cells.

(Qiu, et. al,
2017)

Clonar el ADNc
de la fosfolipasa
A2 (Bt PLA2) y
purificar una
forma madura de
Bt-PLAZ2 a partir
del veneno de
abejorro
(Bombus
terrestris).
Evaluar las
actividades de
induccion de la
diferenciaciéon y
la apoptosis de
la Bt-PLA2 en
las células K562
de la leucemia
mieldgena
cronica (LMC).

Se adquirieron
los abejorros,
reactivos y
cultivo celular.
Luego, se
realizé la
clonacion de
genes y analisis
de secuencias.
Se purifico la
Bt-PLA2 y
SDS-PAGE.
Mas tarde, se
llevé cabo la
proliferacion
celular, el
anélisis de la
actividad de
diferenciacion
celular de Bt-
PLA2 y el
estudio
morfoldgico de
las células

apoptaticas.

La forma
purificada y
madura de Bt-
PLAZ2 es una
proteina de 18
kDa, e inhibia el
crecimiento de
las celulas K562,
determinado por
un valor ICso de
29,5 ng/ul.
Ademaés, la Bt-
PLAZ2 indujo la
diferenciacion
eritroide de las
celulas K562 de
forma
dependiente de la
dosis, y esto se
complementd
con la regulacion
al alza de la
expresion del
ARNM de la
glicoforina A
(GPA). Se

Se demostro el
uso potencial de
la Bt-PLA2
como pista
farmacologica
contra la

leucemia.
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Se analiz6 la
citometria de
flujo y Western
blot.

demostré que la
Bt-PLAZ2 indujo
la apoptosis
principalmente a
través de la via
Akt.

Molecular
cloning and
antimicrobial
activity of
bombolitin, a
component of
bumblebee
Bombus ignitus
venom.
(Choo, et. al,
2010)

Describir la
clonacion
molecular y la
actividad
antimicrobiana
de la
bombolitina
aislada del
veneno del
abejorro Bombus

ignitus.

Se inicié con la
purificacion de
la bombolitina,
SDS-PAGE y
secuenciacion
N-terminal.
Seguidamente,
se realizo la
clonacién de
genesy el
analisis de
Northern blot.
Finalmente, se
hicieron los
ensayos
antibacteriano y

antifungico.

La bombolitina
de B. ignitus
mostro una
elevada actividad
antibacteriana
contra dos
bacterias
Grampositivas y
dos Gram-
negativas.
Ademas, la
bombolitina de
B. ignitus mostré
actividad
antifungica
contra los
hongos
fitopatdgenos
Fulvia fulva'y
Alternaria

radicina.

Estos resultados
sugieren que la
Bi-bombolitina
es un potencial
agente

antimicrobiano.
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Cloning and
expression
profiling of
four
antibacterial
peptide genes
from the
bumblebee
Bombus
ignitus.
(Choi, et. al,
2008)

Clonar cuatro
genes de
péptidos
antibacterianos
(apidaecina,
himenoptaecina,
abaecinay
defensina) del
abejorro Bombus
ignitus.
Secuenciar y
caracterizar los
ADNC y sus
estructuras

gendmicas.

Los abejorros,
B. ignitus se
criaron en
condiciones
artificiales. Se
hizo el cribado
de bibliotecas
de ADNC,
secuenciacion
de nucleétidos y
analisis de
datos. Se
prosiguié con el
aislamiento del
ADN genomico
y PCR de los
genes de los
péptidos
antibacterianos.
Se finalizé con
la inyeccion de
PBS o
lipopolisacarido
(LPS).

Los cuatro
péptidos
antibacterianos
de B. ignitus
tenian
caracteristicas
similares a las de
otros péptidos
antibacterianos
de abejas.
Ademas, estos
péptidos fueron
inducidos de
forma aguda y
similar por la
inyeccion de
PBSola
estimulacion de
LPS

Los péptidos
antibacterianos
de varias clases
se expresan
simultaneamente
en un mismo
insecto tras una
infeccion o

lesion.

5.10.2. Nacionales

5.10.2.1. Algunas Revisiones Nacionales.

Tabla 2.

Revisiones nacionales sobre las aplicaciones biologicas del veneno del genero Bombus
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Titulo Objetivos Metodologia Principales Conclusiones.
hallazgos

Bee Capturar Se colectd la Todos los Existe la

pathogens abejorros Bombus | muestra de abejorros necesidad de

found in Atratus para abejorros que se | analizados se mas marcadores

Bombus detectar conjunto | congelaron. El encontraron moleculares, con

atratus from | de patégenos de | ARN fue aislado | infectados por al | controles de
Colombia: A | abejas. y el ADN menos cuatro regiones sin
case study extraido de cada | especies transporte de
(Gamboa, et. individuo, se diferentes de abejas, para
al, 2015) retro transcribié | patogenos los calcular
el ARNy se cuales fueron primeramente la
clond el ADN. considerados tasa de mutacion
Las muestras se multihuéspedes. | molecular.
analizaron para Se descubrio la
detectar la neogregarina A.
presencia de bombi en
bacterias, Bombus atratus.
microsporidios, Se amplifico
protistas y virus. | regiones ITSy
se encontro
similitudes de
secuencia con
varios
haplotipos de A.
bombi.
Efecto letal Determinar la Se criaron 101 Las LDso para El cociente de
agudo de los | dosis letal media | colonias de B. Imidacloprid, peligrosidad
insecticidas aguda (LDso) de | atratus en contactos y oral | (HQ) y el indice
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en
formulacion
comercial.
(Riafo y
Cure, 2016)

formulaciones
comerciales de
los insecticidas
Imidacloprid.
Spinosad y
Thiocyclam
hidrogenooxalato,
ampliamente
utilizados en
Colombia, para el
control de
diversas plagas
de importantes

cultivos.

cautiverio. La
DLso se realizo
por via oral y por
contacto,
siguiendo y
modificando las
guias de la EPPO
y la OCDE para
realizar la DL50
en A. mellifera.
Se evaluaron
cinco dosis por
cada via e
insecticida, en un
total de 25
trabajadores
medianos por
cada dosis y por
duplicado. La
mortalidad se
registré a las 24,
48y 72 horas
después del
experimento; y
los datos se
analizaron con el
modelo de

regresion Probit.

fueron de 0,048
pg/abejay 0,010
pg/abeja,
respectivamente.
Para el oxalato
de hidrégeno de
tiociclam, la
LDso tpicay
oral fue de
0,244 ug/abejay
0,056 pg/abeja,
respectivamente.
Para Spinosad,
la LDso oral
correspondié a
0,28 ug/abeja;
no fue posible
establecer el
LDSO para la

ruta de contacto.

de toxicidad
relativa
indicaron que los
tres ingredientes
activos son
altamente
toxicos. En
consecuencia,
hay un gran
riesgo del uso de
insecticidas
sobre B. atratus,
considerando su
naturaleza

quimica.
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5.11. Referentes Conceptuales
En este apartado se presentan algunos principios basicos sobre el veneno de
Bombus, microorganismos como las bacterias, agentes antimicrobianos y métodos de

difusion.

5.11.1. Veneno de Bombus

La importancia de la picadura de los himendpteros se debe, en primer lugar, a la
naturaleza agresiva del propio veneno, que puede causar irritacion en los tejidos que
penetra. En caso de infeccion, provocara reacciones cutaneas irritantes y, en segundo
lugar, reacciones alérgicas, a veces muy graves (Alvarez, 2021).

Los Bombus son insectos que viven en grupos organizados y forman colmenas,
hormigueros o avisperos. Su veneno es un compendio de sustancias farmacoldgicas y
bioldgicamente activas entre las que se encuentran enzimas, aminas y péptidos, donde
cada uno de los cuales juega un papel fundamental, y solo una parte de ellos es
responsable de las reacciones alérgicas (Alvarez, 2021). Las alergias producidas, se
pueden desencadenar de dos maneras: una es por picadura, la otra es por aspirar cerca de
la colmena, inhalando el polvillo que se cae de las alas, especialmente de las abejas, que
repetidamente entraran en contacto y afectaran a las personas, como los apicultores

(Alvarez, 2021).

5.11.2. Bacterias Patdgenas
Los microorganismos que causan enfermedades en los seres vivos estan en

constante evolucién, lo que representa un desafio en la busqueda de tratamientos
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efectivos contra ellos. Aunque existen varias alternativas farmacoldgicas que, en
ocasiones, son ineficaces para controlar las enfermedades infecciosas, especialmente
porque los patdgenos han generado multiples mecanismos de resistencia frente a ellos

(Olascoaga, et. al, 2018).

5.11.3. Agentes antimicrobianos

La resistencia a los antibidticos es una de las principales amenazas actuales para
la salud humana y cada afo las bacterias resistentes a maltiples farmacos infectan a
millones de personas en todo el mundo, y muchas mueren como resultado de su letalidad
(Roncevic, et. al, 2019). Asi, desde su descubrimiento, hace unos 40 afios, los péptidos
antimicrobianos (AMP) de defensa innata han sido aclamados como una alternativa
potencial a los antibidticos convencionales, debido a su potencial relativamente bajo
para provocar resistencia (Roncevi¢, et. al, 2019). Los (AMP) son moléculas efectoras
multifuncionales, a menudo codificadas por genes, producidas por casi todos los
organismos, y que tienen una actividad antimicrobiana directa y propiedades

inmunomoduladoras (Roncevi¢, et. al, 2019).

5.11.4. Método de difusion

El antibiograma disco-placa se encuentra basado en el trabajo hecho por Bauer,
Kirby y colaboradores, siendo uno de los métodos que el National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la determinacion de la
sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. Este método consiste en depositar, en la
superficie de agar de una placa de petri previamente inoculada con el microorganismo de

estudio, discos de papel secante impregnados con los diferentes antibioticos. En el
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momento en que el disco impregnado de antibidtico se pone en contacto con la
superficie himeda del agar, el filtro absorbe el agua y el antibiético se difunde en el
agar. El antibidtico se propaga radialmente a través del espesor del agar desde el disco
formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas de 18-24 horas de incubacion
alrededor de los discos aparecen halos inhibitorios. La concentracion de antibidtico en la
interfaz entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como
concentracion critica y se aproxima a la concentracion minima inhibitoria (CMI)
obtenida por métodos de dilucion (Garcia, et. al, 2000).

La técnica de difusidn en agar es cualitativa y sus resultados se pueden
interpretar Unicamente como sensible, intermedio o resistente, y esta disefiada
especificamente para bacterias de crecimiento rapido como los Staphylococcus sp. o los
integrantes de la familia Enterobacteriaceae.

Cada antibi6tico tiene su halo de inhibicién especifico y éste depende del tamafio
de la molécula del antibidtico y su polaridad; por lo tanto, su halo, en el caso de una

cepa sensible tendrd un didmetro muy amplio (Herrera, 1999).

5.11.5. Ensayos Biologicos

El estudio de la sensibilidad antibacteriana a los antibidticos es una de las
funciones mas relevantes para los laboratorios de microbiologia clinica, puesto que
permite evaluar nuevos compuestos y sus posibles aplicaciones en distintos farmacos
(Taroco, et. al, 2008). Para ello, existen dos tipos de métodos: cuantitativos y
cualitativos. Los métodos cuantitativos son los que permiten determinar la concentracion

inhibitoria minima (CIM) y la concentracion bactericida minima (CBM). Por su parte,
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los métodos cualitativos son aquellos que permiten caracterizar si un microorganismo es

resistente o sensible (Taroco, et. al, 2008).

5.12. Métodos de Analisis Instrumental

5.12.1. Liofilizacion

La liofilizacién o criodesecacion es uno de los métodos mas utilizados para la
preservacion de las cepas de rizobio y es considerado como el segundo mejor método de
conservacion después del almacenamiento en nitrogeno liquido (Freire y Sato, 1999). La
liofilizacion consiste en un mecanismo mediante el cual se seca el agua de un producto
congelado mediante la sublimacion bajo presion reducida. Este proceso se realiza en tres
fases: primero el producto es precongelado para asegurar una estructura inicialmente
solida, después se procede con el primer secado durante el cual se extrae del 90% a 95%
de agua y finalmente el producto es sometido a un segundo secado para retirar el agua
restante. Los productos liofilizados pueden ser conservados por periodos prolongados de

hasta 4 afos. (Freire y Sato, 1999, pp.35)

5.12.2. Cuantificacion de Proteinas

Sin duda alguna, el concepto méas usado en biotecnologia es la cuantificacion de
proteinas. Evaluar la concentracién de proteinas es necesario no solo en los laboratorios
de investigacion, sino también en la industria alimentaria, en la farmacéutica y en la
biotecnologia.

Existen muchos métodos para la cuantificacion de proteinas. El antiguo método

de Kjeldahl se basa en la determinacion del nitrogeno total de la muestra. Las proteinas
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son digeridas en un medio acido y el nitrogeno total es determinado por titulacion.
Ademas del método anteriormente descrito, existen otros métodos muy sencillos y poco
especificos, como la absorbancia de las soluciones de proteinas en la region de la
radiacion de ultravioleta. Los enlaces peptidicos absorben a 205nm a 201nm, mientras
que los triptéfanos y tirosinas lo hacen a 280 nm (Garcia y Vazquez, 1998). Muchas
sustancias no proteicas absorben fuertemente en la region de ultravioleta, produciendo
de esta manera grandes interferencias, como lo es el caso de los acidos nucleicos (Garcia
y Vazquez, 1998).

Determinar la concentracion de proteinas en una muestra bioldgica es una técnica
de rutina basica cuando se aborda un esquema de purificacion de una proteina concreta,
cuando se quiere conocer la actividad especifica de una preparacion enzimatica, para el
diagnostico de enfermedades, asi como para otros muchos propdsitos (Fernandez y
Galvan, 2017).

Existen diferentes métodos para la cuantificacion de proteinas. Muchos de estos
procesos se basan en: la propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en el
UV; para la formacion de derivados quimicos; o la capacidad que tienen las proteinas de
unir ciertos colorantes (Fernandez y Galvan, 2017).

VI.  Metodologia
6.1 Enfoque Metodoldgico

Este estudio conservé un enfoque experimental cuantitativo, tal como se plantea

y se observa en la estructura y reporte de resultados en donde se obtuvieron cantidades a

partir de ciertas técnicas y mediciones. Segun los autores Hernandez, et. al, (2014, pp.
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5), en este tipo de metodologia: la recoleccion de los datos se fundamenta en la medicién
de las variables o conceptos contenidos en las hipétesis u objetivos. Esta recoleccion se
lleva a cabo al utilizar procedimientos estandarizados y aceptados por una comunidad
cientifica. Para que una investigacion sea creible y aceptada por otros investigadores,

debe demostrarse gque se siguieron tales procedimientos.

En cuanto a la naturaleza de las variables se tiene en cuenta lo establecido por
Martinez (2012): En los estudios con muestreos de datos (elementos) se estudian sus
caracteristicas clasificadas en cualitativas o atributos, expresadas por palabrasy se
cuantifican mediante el reconteo o recuento. Las cuantitativas o variables expresadas en
forma numeérica, que pueden ser medidas (variable continua) o contadas (variable

discreta).



Figura 5.

Disefio experimental para la obtencion de los venenos de Bombus cf atratus.
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6.2. Construccion y mantenimiento de los hoteles
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En primer lugar, se contruyeron dos estructuras en forma de casa de dos niveles

de 90 cm de largo y 80 cm de ancho. En la parte superior del hotel se colocé bambu,

guadua y madera; mientras que en el espacio inferior se empled Unicamente madera

teniendo en cuenta el grosor del Bombus cf atratus puesto que debian estar a su medida.
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Figura 6.

Posicionamiento de los hoteles.

Nota. Adaptado de (autoria propia)

Uno de los hoteles se ubicé en la finca La Primavera (figura 6) ubicada en la
vereda del Roble, en el municipio de La Plata-Huila (N: 02°10°57.24”; W:

76°00°14.23”, 1980 msnm).
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Figura 7.

Mantenimiento de los hoteles.

Nota. Tomado de (autoria propia)

Por otro lado, el segundo hotel se instal6 en la finca Bella Vista (figura 7),
posicionada en la vereda del Roble ubicada en el municipio de La Plata-Huila
(N:02°13°26.777; W:75°58°27.74”, 2089 msnm). En la figura 7, se puede apreciar la

fotografia del cultivo.

6.3. Extraccion de hidrolato

Con el objetivo de atraer a los abejorros a los respectivos hoteles de cada zona se
extrajo el hidrolato de la granadilla (Passiflora ligularis) empleando el método de
hidrodestilacién simple. Por lo tanto, se pesaron 50 g de algunos 6rganos de la planta
como tallos, hojas y semillas, para el secado en un horno Memmert modelo 30-750

durante 3 dias a 50 °C (figura 8).



49

Figura 8.

Secado de material vegetal.

Nota. Tomado de (autoria propia)

Luego, los tallos, las hojas y las semillas se mezclaron con 500 mL de agua
destilada, en un balon aforado de 1L. Posteriormente, se armo el montaje, tal como se
aprecia en la figura 9, donde la mezcla se destil6 por un tiempo aproximado de 6h. Por
ualtimo, se recolectd el hidrolato en una probeta de 1L para después, transvasarlos a
botellas de plastico y asi, hacer su envio a la localizacion de los hoteles con el proposito
de efectuar su aplicacion.

Figura 9.

Montaje Hidrodestilacion simple.

Nota. Tomado de (autoria propia).
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6.4. Captura de los Abejorros y su identificacion

La captura de los especimenes se realizé en el momento de la polinizacién de la
flor, con ayuda de una mini malla, para luego depositarlos en una red de mayor tamafio
con el fin de capturar la mayor cantidad de individuos, como se muestra en la figura 10.

Figura 10.

Colecta de Abejorros.

Nota. Tomado de (autoria propia)

Posteriormente, se llevd a cabo la identificacion taxondmica de los abejorros
colectados (tres especimenes por cada lugar de colecta) con el estereoscopio (figura 11).

Figura 11.

Identificacion de los abejorros con estereoscopio Leica EZ4.
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Nota. Tomado de (autoria propia).

6.5 Extraccion de Glandulas

Para llevar a cabo el proceso de extraccion de cada glandula de veneno, se
empleo una placa de vidrio de 30 cm de largo y 20 cm de ancho, previamente
esterilizada con alcohol. Cada abejorro fue sujetado con pinzas, con el fin de sustraer el
aguijon junto con la glandula con previa estimulacion de la parte final del abdomen.
Finalmente, con ayuda de una cuchilla, se separé la glandula de dufour de los tubos de
Malpighi, y algunos restos intestinales, que fueron puestos en los criotubos, para su
posterior refrigeracion en el termo con nitrégeno liquido, tal como se muestra en la

(figura 12).

Figura 12.

Glandula de veneno con restos intestinales.
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Nota. Tomado de (autoria propia).

6.6. Extraccion de veneno

Las glandulas se abrieron cuidadosamente para la extraccion del veneno sin los
restos de quitina, usandose dos agujas de insulina, previamente esterilizada. Finalmente,
se guardo el veneno en criotubos limpios para almacenarlos en una nevera a -80 °C
(figura 13).

Figura 13.

Extraccion del veneno con agujas de insulina.
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Nota. Tomado de (autoria propia).

6.7. Liofilizacion de las muestras

Las muestras congeladas se sublimaron al vacio sin producir alteraciones en su
estructura basica ni su composicién (figura 14). Este proceso atraviesa tres fases:
congelamiento, desecacion primaria y desecacion secundaria. Para la etapa inicial, se
introdujo la matriz en el liofilizador para comenzar con el congelamiento a -50 °C a una
presion atmosférica haciendo que la temperatura de las bandejas decaiga velozmente.
Inmediatamente, se prosiguié con la desecacion primaria, en esta fase se incremento
rapidamente la temperatura de las bandejas disminuyendo la presion hasta ser un poco
inferior a 100 mmHg con la ayuda de la bomba de vacio para que, de esta manera,
ocurriera la sublimacién eliminando la mayor parte de agua del veneno.

Figura 14.

Liofilizacion del veneno mediante el Freeze Dryer.
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Nota. Tomado de (autoria propia).

Finalmente, el ciclo termind con una dltima fase llamada desecacion secundaria
en donde se da una desorcion de agua del 30 %. Alli, la humedad residual baja hasta los
limites exigidos para garantizar su estabilidad. Como en este punto no existe agua libre,
la temperatura de las bandejas puede subir sin riesgo de que se produzca fusion dejando
como resultado una humedad menor del 1%, puesto que nunca debe ser cero en vista que
hay proteinas y peptidos que exigen un contenido de humedad determinado para conservar

sus estructuras secundarias y terciarias y, por tanto, su actividad.
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6.8. Ensayos Bioldgicos

6.8.1. Preparacion del Veneno

Se tomd la muestra de veneno seca, proveniente del municipio de La Plata-Huila,
y se agregd 1 mL de solucion de Ringer, mediante una micropipeta de 1000uL y con
ayuda de un balin pequefio inoxidable, la mezcla se agit6 en un vortex hasta su
homogenizacion (figura 15).

Figura 15.

Disolucion del veneno con ayuda del Vortex.

Nota. Tomado de (autoria propia).

Luego, se prepararon diluciones de 0,5mL a 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 50 ppm y
159 ppm. Este mismo procedimiento se repitio con la muestra del municipio de La

Argentina-Huila, pero en esta ocasion, se hicieron solo tres disoluciones a 10 ppm, 20
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ppm y 44 ppm, debido a la poca cantidad de veneno colectado de los individuos
presentas en esta localidad (figura 16).

Figura 16.

Disoluciones preparadas a diferentes concentraciones.

Nota. Tomado de (autoria propia).

6.8.2. Preparacion de los agares

Para el agar soya y tripticaseina (TSA) se mezclaron 10 g del medio de cultivo
con 250 mL de agua destilada en un Erlenmeyer. El agar Mueller-Hinton se prepar6 con
9,75 g en 250 mL de agua destilada y el agar nutritivo se preparé con 1,564 g de en 68
mL de agua destilada. Luego, cada uno de los agares se agitd hasta disolucion completa,
posteriormente se taparon con papel y se aseguraron con cinta. Posteriormente, las

pinzas y los isopos se envolvieron en una hoja de papel para su esterilizacion (figura 17).
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Figura 17.

Preparacion de los agares y de los materiales.
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Nota. Tomado de (Autoria Propia)

Seguidamente, se le adhiri6 a cada paquete la cinta indicadora que sirve para
diferenciar las unidades esterilizadas, ya que las rayas impresas de color amarillo se
transforman en marrén oscuro. Luego, se introdujo cada paquete y los agares en la
autoclave durante 1h para el proceso de esterilizacion por medio del contacto con el
vapor de agua bajo presion. La presién suministra al vapor una temperatura mas alta que

la habitual al nivel del mar que es 100 °C (figura 18).

Figura 18.

Materiales llevados a autoclavar.
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Nota. Tomado de (Autoria Propia)

Posteriormente, los agares, las pinzas y los isopos se dejaron reposar durante 2
minutos a temperatura ambiente. EIl agar TSA, se distribuy6 de forma uniforme en 10
cajas de Petri de vidrio y el agar Muller-Hinton se distribuy6 en 10 cajas de Petri de
plastico, previamente estérilizadas. Por ultimo, el agar nutritivo se deposito en 2 cajas de

Petri y dos tubos de ensayo de manera inclinada (figura 19).
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Figura 19.

Distribucion de los agares en las cajas de Petri.

Nota. Tomado de (Autoria Propia)

6.8.3. Preparacion del inoculo

Se seleccionaron de 2 a 3 colonias de cada bacteria: Salmonella enteritidis y
Staphylococcus aereus (figura 20) de un cultivo puro suministrado por el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Surcolombiana. Luego, se replicaron las colonias
seleccionadas en los agares nutritivos (cajas de petri y tubos de ensayo con tapa) y en
agar sangre. Posteriormente, estas cajas de petri y tubos de ensayo con tapa se llevaron a

incubar a una temperatura de 37°C durante 24 horas.
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Figura 20.

Replica de las bacterias Salmonella enteritidis y S. aureus.

Nota. Tomado de (Autoria Propia)

6.8.4. Estandariacion del Inoculo

El inoculo se estandariz0 a la escala de McFarland con una turbidez de 0,5, lo
cual corresponde a una concentracién viable de microorganismos de 10° por cada
mililitro.

El estandar se prepar6 adicionando 0,5 mL de una solucion de BaCloa 1.175 % y
99,5 mL de una solucion de H2SOg4 al 1 %. La mezcla se agito hasta lograr
homogeneidad de la solucidn. Por otra parte, a los tubos de ensayo replicados con las
bacterias de Salmonella enteritidis y S. aureus, se les adiciond 2 mL de solucién salina

para desprender las bacterias del agar y de esta manera ir comparandolo con el estandar
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previamente preparado y asi lograr el estandar de 0,5 en la escala de McFarland. Este
procedimiento se repitid hasta la adicion de 10 mL de solucion salina a los tubos de
ensayo (figura 21y 22).

Figura 21.

Estandarizacion de los inoculos para Salmonella enteritidis y Staphylococcus aureus

mediante la adicion de solucidn salina a los tubos de ensayo.

Nota. Adaptado de (Autoria propia)

Figura 22.
Estandarizacion de los inoculos de Salmonella enteritidis y S. aureus segun la escala de

McFarland.
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Nota. Tomado de (Autoria propia)
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6.8.5 Siembra de las bacterias

Luego, de haber realizado la estandarizacion correctamente, se procedié a
sembrar las bacterias de Salmonella enteritidis en las cajas de petri con el agar TSA. Por
lo tanto, se midieron 100 pL del inoculo de la bacteria mediante una micropipeta
previamente esterilizada y se sembraron de forma masiva sobre cada una de las cajas de
Petri. Este mismo procedimiento se repitio para la siembra de S. aureus sobre las cajas
de Petri con el agar Muller-Hinton (figura 23).

Despues, los sensidiscos se impregnaron con cada una de las concentraciones del
veneno del Bombus de la siguiente manera: tres sensidiscos con un aproximado de 6 mm
fueron depositados en cada caja de Petri a 5, 10, 20, 50, y 159 ppm del veneno
proveniente del municipio de la Plata-Huila y tres sensidiscos a 10, 20 y 44 ppm del
veneno procedente de La Argentina-Huila. Como control positivo, se empled una caja de
petri con dos sensidiscos impregnados con una solucién de Amoxicilina por cada una de
las bacterias, y como control negativo se emplearon dos sensidiscos impregnados con
una solucién salina. Finalmente, las cajas de petri se rotularon y se dejaron reposar

durante 5 min para ser llevadas a incubar a una temperatura de 37°C durante 24 horas.
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Figura 23.
Siembra de los inoculos de Salmonella enteritidis y S. aureus en los agares de TSA'y

Muller-Hinton.

Nota. Tomado de (Autoria propia)

6.8.6. Observacion de los resultados

Cumplido el tiempo de incubacion de 24 horas, se observé en las cajas, la
presencia de halos de inhibicién y su comparacion con los controles positivos y
negativos para la determinacion de la susceptibilidad o resistencia microbiana. Para
determinar el tamafio de los halos de inhibicion se tomaron fotos de los sensi discos
junto con un papel milimetrado para tener una medida como referencia y se paso por el

sowftware de “image J”, (figura 24).
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Figura 24.

Determinacion de los resultados de las cajas de Petri con los sensi discos en Salmonella

enteritidis y S. aureus.

Nota. Tomado de (Autoria Propia)

6.9 Cuantificacion de Proteinas

Con el fin de realizar la cuantificacion de proteinas en las muestras de veneno de
Bombus se implementé la metodologia de Protein A280 con un espectrofotémetro
NanoDrop 2000c. Se emple6 como blanco una solucion de 2.0 pL de agua destilada la
cual fue depositada sobre el lector del espectrofotometro. Luego, 2.0 uL del veneno de
La Plata, fueron analizados entre los 220 nm a los 350 nm por tres replicas, siguiendo el
mismo procedimiento. De igual manera, se llevd a cabo la cuantificacion de proteinas
del veneno de La Argentina siguiendo la misma metodologia, descrita para el veneno de

La Plata, (figura 25y 26).
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Figura 25.

Montaje de una muestra depositada sobre el lector de un espectrofotometro.

Nota. Tomado de (NanoDrop Products, 2010)

Figura 26.
Montaje en el laboratorio con el NanoDrop 2000c para realizar la cuantificacion de las

muestras de veneno.

Nota. Tomado de (Autoria Propia)
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VII. Resultados y Anélisis

7.1. Resultados
7.1.1. Determinacion taxondémica de la especie de abejorro

Para la clasificacion de los especimenes colectados en dos fincas con presencia
de hoteles ubicadas en el municipio de La Plata y una finca sin la presencia de hoteles
ubicada en el municipio de La Argentina, se llevaron 3 individuos de cada lugar de
colecta al laboratorio de Biologia de la Universidad Surcolombiana, conservados en
alcohol.

Posteriormente, se realizo la observacion detallada de los especiemenes en las
diferentes regiones del cuerpo, en donde se tomaron fotografias y medidas para

compararlas con lo establecido en la literatura (tabla 3, figura 27 y 28).
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Tabla 3

Medidas taxonomicas de las especies de Bombus recolectadas de los municipios La Plata-Huila y La Argentina-Huila.

Medidas de los especimenes de abejorros de La Plata-Huila y La Argentina-Huila

Cabeza (mm) Cuerpo (mm) Patas (mm) Alas (mm)

Partes La La Partes La La Partes La La Partes La La

Plata Argentina Plata Argentina Plata Argentina Plata Argentina

Ojos 3,746 3,654 Mesosoma 9,980 8,510 Coxa 1,116 1.138 Posterior 11,868 10,430
Compuestos Largo Largo

Ocelol 0,321 0,341 Mesosoma 9,649 8,279  Trocante 0,368 0.291 Posterior 4,167 3,817
Ancho Ancho

Ocelo 2 0,320 0,335 Segmento 1,866 1,843 Femur 3,353 4,721 Anterior 17,608 19,058
Abdominal Largo

1

Ocelo3 0,310 0,336 Segmento 4,661 4,264 Tibia 3,559 3.649 Anterior 5,548 5,931

Abdominal Ancho

2
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Antenas 7,113 5,915 Segmento 3,266 3,469 Tarsol 5,208 3.710
Abdominal
3
Cabeza 6,987 5,582 Segmento 2,134 2,534 Tarso2 0,746 0.639
Largo Abdominal
4
Cabeza 7,262 6,854 Segmento 1,967 1,089 Tarso3 0,437 0.565
Ancho Abdominal
5
Aparato 4,067 3,987 Segmento 0,627 0,511 Tarso4 0,488 0.411
Bucal Abdominal
6
Organo 8,452 7,876 Segmento 0,278 0,327 Tarso5 0,233 0.446
Lamedor Abdominal
7
Abdomen 13,838 13,651 Ufia 0,694 0.828
Largo
Abdomen 7,880 7,103

Ancho
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Figura 27
Especimenes capturados para realizar su respectiva identificacion morfologicay
taxondmica. (A) Abejorro proveniente del municipio de La Plata, (B) Abejorro

proveniente del municipio de La Argentina.

Nota. Tomado de (Autoria propia)
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Figura 28.

Taxonomia de la cabeza de los Bombus cf atratus y diferentes angulos de la cabeza.

Aparato

Nota. Tomado de (Autoria propia)
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Figura 29.

Taxonomia de las alas y de las patas del Bombus cf atratus.

Nota. Tomado de (Autoria propia)

Finalmente, la pilosidad que presentaron los abejorros de la Plata fue larga 'y
completamente negra (melanica); en cambio los abejorros provenientes de La Argentina
presentaron una pilosidad igualmente larga e irregular de color negro con franjas

amarillas (flavinica) como se puede observar en la figura 29 apartado B.

7.1.2. Extraccion de las glandulas venenosas del Bombus cf atratus.

El veneno de los abejorros se colectd a través de la metodologia de extraccion de
glandulas. Las tablas 4 y 5, muestran los resultados finales de la totalidad de glandulas
venenosas conseguidas en los municipios de La Plata y La Argentina, respectivamente.
Tabla 4.

Ejemplares del municipio de La Plata-Huila.
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Fecha Dia Hora NUmero de NuUmero
ejemplares de

capturados glandulas

extraidas

13/12/2021  Lunes 5:30 p. m. 5 5
15/12/2021 Miércoles 5:30 p. m. 4 4
16/12/2021  Jueves  10:30a.m. 10 10
20/12/2021  Lunes  10:30a.m. 12 11
21/12/2021  Martes  10:30 a. m. 12 12
22/12/2021 Miércoles 9:30a. m. 14 11
23/12/2021  Jueves  10:30 a. m. 12 11
26/12/2021 Domingo 9:00 a. m. 23 16

Total 92 80

Figura 30.
Relacion de los abejorros capturados del municipio de La Plata-Huila en funcion de las

glandulas extraidas.

25
20
15
10

Cantidad de abejorros

Dias de obtencién de ejemplares y de glandulas

e Numero de ejemplares capturados

e Numero de glandulas extraidas

Tabla 5.

Ejemplares del municipio de La Argentina-Huila
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Fecha Dia Hora Numerode  Numero
ejemplares de
capturados glandulas

extraidas
4/01/2022  Martes 9:30 a. m. 10 8
5/01/2022 Miercoles 10:00 a. m. 12 6
7/01/2022  Viernes  10:30a.m. 10 8
8/01/2022  Sabado  11:00a. m. 8 5
Total 40 27

Figura 31.
Relacion de los abejorros capturados del municipio de La Argentina-Huila en funcion

de las glandulas extraidas.

Sabado
Dias de obtencion de ejemplares y de glandulas

Cantidad de abejorros

Martes Miercoles Viernes

e Numero de ejemplares capturados === Numero de glandulas extraidas

Segun la tabla 4, se puede apreciar que se hizo la captura de 92 especimenes
provenientes del municipio de La Plata-Huila, de los cuales a tan solo 80 de estos, se les
extrajo las glandulas venenosas. Lo anteriormente expuesto, se pudo haber presentado a

causa de algunos inconvenientes al momento de hacer la extraccion de las glandulas. Por
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otro lado, como se logra evidenciar en la (figura 30), la relacion entre la cantidad de
especimenes capturados y la cantidad de glandulas obtenidas se mantuvo muy cercana,
presentando la mayor perdida de materia el dia Domingo con 6 especimenes a los cuales
no se les logré obtener la glandula venenosa. La tabla 5, reporta la captura de 40
individuos pertenecientes al municipio de La Argentina-Huila, de los cuales a tan solo
28 de estos se les logro obtener las glandulas venenosas (figura 31), esto debido a que en
este lugar de estudio también se presentaron algunos problemas al momento de la

extraccion de las glandulas venenosas.

7.1.4. Recoleccion y determinacion de la cantidad del veneno del Bombus cf atratus.
Luego de haber recolectado el veneno contenido en las glandulas venenosas, se

determino la cantidad de volumen mediante el software “image J”. Los resultados se

tabularon como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6.

Cantidad total obtenida del veneno de la especie Bombus cf atratus.

Diametro
Lugar
_ de una Numero )
proveniente _ Volumen Cantidad
glandula Radio de
de la (uL) (ML)
de veneno muestras
muestra
(mm)
La Plata 1,234 0,617 0,984 80 78,71
La
) 1,198 0,599 0,900 27 24,31
Argentina

Total 107 103,01
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Figura 32.

Cantidad del veneno obtenido en relacién con el lugar de colecta.
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Como se puede apreciar en la tabla 6 y en la figura 32, la cantidad de veneno que
se obtuvo en el municipio de La Plata fue de 78,72 L, el cual fue mayor al obtenido del
municipio de La Argentina que fue de 24,31uL. Estos resultados se encuentran
relacionados con el numero de glandulas extraidas de los especimenes, el cual fue mayor
en el municipio de la Plata (80) que en el de la Argentina (27). El veneno, (figura 32),
obtenido se deposit6 en criotubos y se llevo a refrigeracidn en un congelador para la

conservacion de las muestras a -80 °C.
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Figura 33.

Veneno obtenido de la glandula de los abejorros.

Nota. Tomado de (Autoria propia)

7.1.5. Liofilizacion del veneno del Bombus cf atratus.

Los resultados del proceso de Liofilizacion indicaron la cantidad catalitica de
agua presente en las muestras de veneno del Bombus, ya que la curva de temperatura
mostrada en el liofilizador se mantuvo de manera constante durante todo el proceso a 32
°C, esto debido a que, en primera instancia las muestras se dejaron reposar hasta estar a
una temperatura ambiente y luego, se llevo las muestras al liofilizador para realizar el
respectivo proceso. A pesar de que la temperatura de las bandejas si disminuyd, la
temperatura de la muestra se mantuvo constante (figura 34). De acuerdo con esto, se
puede decir que, la curva no llegaria al punto triple donde coexisten las tres fases en
equilibrio (figura 34).

Figura 34.
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Curvas de temperatura de las muestras de veneno en relacion a la temperatura de las

bandejas.

Nota. Tomado de (Autoria propia)

7.1.6. Pruebas Biologicas
Los resultados obtenidos de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, para
determinar el potencial de los venenos del Bombus contra las cepas de Salmonella

enteritidis y Staphyloccocus aureus, se muestran a continuacion:
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7.1.6.1 Pruebas Biologicas contra Salmonella enteritidis.
Figura 35.
Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Salmonella enteritidis con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Plata a concentraciones de 5 ppm.

Ve Ny
Nota. Tomado de (Autoria propia)
Figura 36.

Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Salmonella enteritidis con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Plata a concentraciones de 10 ppm.

Nota. Tomado de (Autoria propia)
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Figura 37.
Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Salmonella enteritidis con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Plata a concentraciones de 20 ppm.

Nota. Tomado de (Autoria propia)

Los halos obtenidos para el veneno de la Plata-Huila contra Salmonella
enteritidis a concentraciones de 5, 10, 20, 50 y 159 ppm (figura 35, 36, 37 y 42) se
analizaron por el programa de “Image J” en donde no se hall6 presencia de inhibicon
segun las medidas mostradas en la tabla 7.

Tabla 7.

Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Salmonella enteritidis con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Plata.

Halos de inhibicion (mm)

Tratamiento Replica Replica Replica Promedio Varianza  Desviacion
1 2 3 estandar

5 ppm 6,65 6,71 6,85 6,74 0,01 0,10

10 ppm 6,86 6,87 6,86 6,87 1,43E-05 0,003
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20 ppm 7,02 6,99 7,00 7,00 0,0002 0,01

50 ppm 6,13 6,00 6,10 6,08 0,004 0,06

159 ppm 6,17 6,39 6,28 6,28 0,01 0,11

Azitromicina 9,40 8,99 9,52 9,31 0,07 0,27
Solucién Salina 0 0 0 0 0 0

Como se logra apreciar en la tabla 7, los halos mostrados del veneno proveniente
del municipio de La Plata-Huila en contra de Salmonella enteritidis, evidenciaron
medidas, pero no se considera significativas para determinarlos como inhibicion de la
bacteria.

Figura 38.

Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Salmonella enteritidis con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Argentina a concentraciones de 10

ppm.

-

Nota. Tomado de (Autoria propia)



Figura 39.
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Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Salmonella enteritidis con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Argentina a concentraciones de 20

ppm.

Tabla 8.

Nota. Tomado de (Autoria propia)

Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Salmonella enteritidis con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Argentina.

Halos de inhibicion (mm)

Tratamiento replical replica2 replica3 Promedio Varianza  Desviacion
estandar
10 ppm 6,25 6,33 6,32 6,30 0,002 0,04
20 ppm 6,86 6,87 6,86 6,87 1,43E-05 0,003
44 ppm 6,11 6,04 6,16 6,10 0,003 0,06
Azitromicina 9,40 8,99 9,52 9,31 0,07 0,27
Solucidn Salina 0 0 0 0 0 0
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Teniendo en cuenta los resultados presentados en la tabla 8 y en las (figuras 38,
39y 42), acerca de los halos mostrados con el veneno de La Argentina-Huila frente a la
bacteria Salmonella enteritidis, tampoco muestran inhibicion de la sustancia frente a la
bacteria.

En vista de los datos obtenidos, se puede afirmar que las concentraciones de los
venenos empleadas en esta investigacion no son lo suficientemente altas como para
inhibir el crecimiento del 50 % del nimero de bacterias de Salmonella enteritidis, esto
debido a que, segun lo establecido por (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, 2022), nos indica que, los halos de inhibicion para el caso de la
Salmonella enteritidis frente al antibiotico Azitromicina empieza a ser suceptible cuando
el halo de inhibicion es mayor a los 12 mm y presenta resistencia cuando el diametro del
halo de inhibicién es menor a los 10mm.

Figura 40.
Relacion de las concentraciones de las muestras del veneno de La Plata-Huila, los

controles positivos y negativos, contra el tamafio de los halos de inhicién.
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Figura 41.

Relacion de las concentraciones de las muestras del veneno de La Argentina-Huila, los

controles positivos y negativos, contra el tamafio de los halos de inhicién.
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En la figura 40 se puede observar el diametro de los halos presentados contra la
bacteria Salmonella enteritidis con relacién a la concentracion del veneno del Bombus cf
atratus provenientes del municipio de La Plata, se aprecia que el pico mas alto es en la

concentracion de 20 ppm el cual decrece a 50 y 159 ppm, siendo estas las
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concentraciones mas altas, lo que indica que la bacteria presentd una adaptacion y
resistencia a esas concentraciones. Ademas, se observa que, aunque el pico y el diametro
del halo de inhibicion con la Azitromicina son mas grandes, (figura 40 y 41), este fue
menor a lo que se presenta en la literatura, que es mayor a los 12 mm. Algo muy similar
ocurrio con el veneno de La Argentina, (figura 41) donde el pico mas alto con la
concentracién de veneno también ocurrio en 20 ppm y el diametro del halo inhibitorio

con el antibiético fue menor.

Figura 42.
Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Salmonella enteritidis con la

muestra del municipio de La Platay La Argentina a concentraciones de 44, 50y 159

ppm.
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En la figura 42 se muestra la diferencia de halos inhibitorios, siendo el veneno
del municipio de La Plata mas efectivo contra Salmonella enteritidis a una
concentracion de 159 ppm.

7.1.6.2 Pruebas Bioldgicas contra Staphylococcus aureus
Figura 43.

Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Staphylococcus aureus con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Plata a concentraciones de 5 ppm.

i

Nota. Tomado de (Autoria propia)

Figura 44.
Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Staphylococcus aureus con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Plata a concentraciones de 10 ppm.
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Nota. Tomado de (Autoria propia)

Figura 45.
Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Staphylococcus aureus con el

veneno del Bombus cf atratus del municipio de La Plata a concentraciones de 20 ppm.

Nota. Tomado de (Autoria propia)

Tabla 9.
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Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Staphylococcus aureus con el

veneno del Bombus cf atratus-del municipio de La Plata.

Halos de inhibicion (mm)

Tratamiento replical replica2 replica3 Promedio Varianza  Desviacién
estandar
5 ppm 6,28 6,26 6,31 6,28 0,0006 0,02
10 ppm 6,52 6,39 6,58 6,49 0,009 0,09
20 ppm 6,59 6,63 6,50 6,57 0,004 0,06
50 ppm 8,85 8,98 9,04 8,95 0,008 0,09
159 ppm 9,30 9,98 9,78 9,68 0,12 0,35
Amoxicilina 19,95 19,85 20,80 20,20 0,27 0,52
Solucidn Salina 0 0 0 0 0 0

En la tabla 9 se muestran los resultados de los halos con el veneno proveniente
del municipio de La Plata-Huila frente a la bacteria Staphylococcus aureus (figuras 43,
44, 45y 48). En consecuencia, se logré estimar las medidas que van desde 6,28 mm
(x0,02) a 5 ppm hasta 9,68 mm (0,35) para 159 ppm.
Figura 46.
Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Staphylococcus aureus con

la muestra del municipio de La Argentina a concentraciones de 10 ppm.
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Nota. Tomado de (Autoria propia)

Figura 47.
Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Staphylococcus aureus con

la muestra del municipio de La Argentina a concentraciones de 20 ppm.

Nota. Tomado de (Autoria propia)
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Tabla 10.
Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Staphylococcus aureus con

la muestra del municipio de La Argentina.

Halos de inhibicion (mm)

Tratamiento replical replica2 replica3 Promedio Varianza Desviacion

estandar
10 ppm 6,18 6,31 6,25 6,25 0,004 0,06
20 ppm 6,30 6,45 6,41 6,38 0,005 0,07
44 ppm 8,33 7,76 8,39 8,16 0,12 0,34
Amoxicilina 19,95 19,85 20,80 20,20 0,27 0,52
Solucion Salina 0 0 0 0 0 0

Por otra parte, los resultados expuestos en la tabla 10, relacionados con los halos
del veneno proveniente del municipio de La Argentina-Huila, frente a la bacteria
Staphylococcus aureus, muestran medidas desde 6,25 mm (+0,06) para la concentracién
de 10 ppm hasta 8,16 mm (+0,34) para 44 ppm. Estos datos indican la clara relacion
lineal que hay entre la concentracion del veneno con el tamafio de los halos de inhibicién
para Staphylococcus aureus en las concentraciones de 44 ppm, 50 ppm y 159 ppm
(figura 46, 47, 48). Adicionalmente, se puede afirmar que los halos de inhibicion
obtenidos con la Amoxicilina como el control positivo fueron més grandes que los halos
de inhibicién determinados por las concentraciones de los venenos de la especie Bombus
cf atratus, demostrando la gran susceptibilidad de esta bacteria frente al farmaco.

Figura 48.
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Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para Staphylococcus aureus con

la muestra del municipio de La Plata y La Argentina a concentraciones de 44, 50 y 159

ppm.
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En el ultimo ensayo realizado con tres concentraciones (figura 48): 44 ppm con

el veneno del municipio de La Argentina y a 50 ppm y 159 ppm con el veneno del
municipio de La Plata, se evidencia los halos de inhibicion mencionados anteriormente
quedando en claro, la efectividad presentada por el veneneno de La Plata con una mayor
area inhibitoria a la mas alta concentracion empleada.

Figura 49.

Resultados de la prueba de sensibilidad antibacterial para a) Salmonella enteritidis con
el control positivo (Azitromicina) y b) Staphylococcus aureus con el control positivo

(Amoxicilina) y control negativo (Solucidon de Ringer).
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Nota. Tomado de (Autoria propia)

En la figura 49, se aprecian los halos inhibitorios para los controles positivos con
Amoxicilina para Staphylococcus aureus y controles negativos con Solucidn salina, y
para la Salmonella enteritidis con el control positivo Azitromicina y control negativo
Solucidn salina. Para el caso de S. aureus se presentaron halos de inhibicién mas

grandes en comparacion con los halos para Salmonella enteritidis.

Figura 50.
Relacion de las concentraciones de las muestras del veneno de La Plata-Huila, los

controles positivos y negativos, contra el tamafio de los halos de inhicion.
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Figura 51.

Relacion de las concentraciones de las muestras del veneno de La Plata-Huila, los

controles positivos y negativos, contra el tamafio de los halos de inhicion.
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En el caso de la bacteria Staphylococcus aureus, se alcanzaron mejores
resultados con el veneno de La Plata como se logra apreciar en la figura 50, pero en este

caso el pico mas alto de inhibicion se present6 a 159 ppm. De igual manera, con el
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veneno de La Argentina se aprecio que el pico méas alto de inhibicion se present6 a 44
ppm como se nota en la figura 51, en contraste con los datos obtenidos con los ensayos
en Salmonella enteritidis donde el control positivo fue mucho mas efectivo con este
microorganismo puesto que su pico y el diametro de los halos de inhibicion abarcaron
una mayor area alcanzando los 20,20 mm. Esto sugiere que la bacteria Staphylococcus
aureus se considera intermedia al veneno de los abejorros debido a los halos de
inhibicién presentados, por otro lado, el S. aureus se considera como susceptible ante el
antibiotico utilizado como control positivo, puesto que, segun lo expuesto por (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2022), indica que los halos de
inhibicion para el caso de la Staphylococcus aureus frente al antibiotico amoxicilina
empieza a ser suceptible cuando el halo de inhibicion es mayor a los 20 mm y presenta

resistencia cuando el didmetro del halo de inhibicién es menor a los 19 mm.

7.1.7 Cuantificacién de las proteinas presentes en el veneno de La Plata-Huilay de La
Argentina-Huila

Tabla 11.

Datos obtenidos para la cuantificacion de las proteinas presentes en los venenos de La

Platay La Argentina.

# Sample ID Date and Time Protein Unit A280 260/280 Sample
(Abs) Type
1 La Plata 08/06/2022 02:50:49 1673  pg/ml 1673 166 1Abs=1
REP1 p.m. mg / mL

2 LaArgentina  08/06/2022 02:57:51 3916 pg/ml - 3,916 1,68 1Abs=1
REP3 p.m. mg / mL
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3 La Plata 08/06/2022 02:51:32 1777 pg/ml 1,777 1,62 1Abs=1

REP1 p.m. mg / mL

4 La Plata 08/06/2022 02:52:21 1199  pg/ml 1,199 1,90 1Abs=1

REP2 p.m. mg / mL

5 La Plata 08/06/2022 02:53:34 1080  pg/ml 1,080 1,89 1Abs=1

REP3 p.m. mg / mL

6 LaArgentina  08/06/2022 02:54:54 1624  pg/ml 1,624 298 1Abs=1

REP1 p.m. mg / mL

7 LaArgentina  08/06/2022 02:55:55 3582  ug/ml 3,582 1,75 1Abs=1

REP2 p.m. mg/ mL
Figura 52.

Cantidad de proteinas presentes en los venenos de los municipios de La Platay de La

Argentina.

60 La Argentina REP2
55 JLa Argentina REP1

50
La Plata REP1
45 ]La Argentina REP3
La Plata REP1
40

35

30

25
20
15
10

10mm Absorbance

5 ‘K

220 230 240 250 260 270 280
Wavelength (nm)

290

300

310

320

330 340

Como se logra apreciar en la tabla 11, los datos obtenidos por espectrofotometria

permitieron cuantificar las proteinas presentes en las dos muestras de veneno

provenientes de los municipios de La Plata-Huila y La Argentina-Huila. Por lo tanto, las

replicas mostraron la presencia de proteinas en cada una de las muestras, a una
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concentracién aproximada de 1432 pug/mL en el veneno de La Plata a una absorbancia
entre los 220 nm a los 280 nm, por el contrario, la cantidad de proteinas en el veneno de
La Argentina mostraron un promedio aproximado de 3040 pug/mL presentando el mismo
rango de absorbancia de 220 nm a 280 nm para cada una de las tres replicas realizadas.
La (figura 52), permite apreciar las curvas de cuantificacion de proteinas en las muestras
colectadas en los dos municipios, con una diferencia notable ya que el veneno del
municipio de La Plata logr6 alcanzar tan solo los 10 nm de absorbancia, sin embargo, el
veneno de La Argentina alcanzo el rango de los 13 nm a los 25 nm de absorbancia. Esto
indica en primera instancia que hay mucha mas cantidad de proteinas presentes en el
veneno proveniente del municipio de La Argentina que en el de La Plata, y como
segunda medida, que, aunque se determinaron como individuos pertenecientes a la
misma especie, la cantidad y posible composicion de proteinas presentes en cada uno de
los venenos puede variar dependiendo del lugar de captura.
7.2. Discusion

En primer lugar, Aguilar (2016), obtuvo en su investigacion con abejas una
aceptacion media en los hoteles trampa, siendo relativamente baja para el bambu y para
la madera una aceptacion favorable. Ademas, este autor también implement6 materiales
como ladrillos y pifias, pero estos no registraron ocupacion por ningun polinizador
durante el periodo de estudio en vista de que, sus orificios son cuadrados y demasiados
grandes que lo requerido por las abejas.

De acuerdo con lo anterior, en relacion a esta investigacion se puede apreciar que

con los materiales empleados para la construccion de los hoteles trampa, se tuvo un gran
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acierto con la madera y no tanto con las cafias de bambu, tal como resulto en el estudio
previamente mencionado. Esto se debi6 a que la madera tenia los agujeros de un tamafio
adecuado para los abejorros, pero en el caso del bambu, al pasar los dias se secé y el
espacio en su interior era mas pequefio. Sumado a esto, se pudo evidenciar que en los
sitios donde se ubicaban estas estructuras, hubo una mayor presencia de abejorros, lo
que conllevé a una mayor recoleccion de glandulas. Sin embargo, se ha inferido que se
necesita ubicar a la reina en estas estructuras para que formen su nido, ya que los
abejorros utilizaban los hoteles principalmente como refugio frente a las lluvias, pero al
pasar de las horas, regresaban a sus hogares originales.

Por otra parte, Correa y Giraldo (2019), afirman que:

La idea de buscar estrategias para proteger a los polinizadores permite garantizar
la reproduccion y conservacion de estos insectos. Sumado a esto, se debe fomentar la
importancia de los abejorros con el fin que los campesinos sigan albergandolos y
brindandoles un hotel donde vivir y un espacio donde reproducirse.

La identificacion de la especie como Bombus cf. atratus fue posible debido a la
similitud entre las partes de los especimenes estudiados y con lo reportado en la
literatura cientifica para este tipo de organismos, ya que segun Abrahamovich y Diaz
(2007):

Para identificar la especie Bombus atratus en Argentina para las castas de las

obreras, su cabeza tiene unas medidas de 4,15mm de largo y 3,93 mm de ancho,

continuamente el mesosoma mide 4,7 mm de largo y el ancho del metasosoma

mide 6 mm. Por ultimo, las medidas del ala anterior a lo largo fueron de 11,68
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mm y de ancho 4,35 mm. Por otro lado, la pilosidad presente en los abejorros
obreras menciona que son mas larga e irregularmente distribuida; su coloracion
es enteramente negra (forma melanica) o combinada con pilosidad amarilla,
amarillenta o dorada (forma flavinica).
Segun lo descrito, las medidas obtenidas de los ejemplares revisados de los dos
municipios permitieron la identificacion de los individuos pertenecientes al genero
Bombus, debido a su tamafio que variaba entre los 1cm a los 3,5 cm, ademas de contar
con una abundante pilosidad tal como se encuentra descrito por Pinilla, Ospina, y Cure
(2016), “El género Bombus esta compuesto por abejas eusociales grandes de 1,5 cm —
3,5 cm, robustas y con abundante pilosidad”.

En cuanto a la obtencién de glandulas de veneno en esta investigacion, se logro
evidenciar que los abejorros del municipio de La Plata permitieron un mayor numero de
estas estructuras (86,9 %) en comparacion con aquellas capturadas en el municipio de La
Argentina (67,5 %). Esta diferencia fue el resultado de varios inconvenientes
encontrados al momento de hacer la extraccion de las glandulas; en primer lugar,
algunos de los abejorros capturados al momento de estimularlos en la parte final del
abdomen, no mostraban su aguijén, por lo que se realiz6 una incision en el abdomen
para confirmar la ausencia de aguijon, por lo que si infirié que eran individuos machos,
esto debido a que en el género Bombus al igual que en el genero Apis, los machos
reciben el nombre de Z&nganos quienes nacen de huevos sin fecundar, estos no poseen

un aguijén porque nunca se ven en la necesidad de defenderse de amenazas puesto que
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su mision es exclusivamente inseminar a la reina, y al cumplirla, no son requeridos,
entonces son expulsados del nido hasta que mueren de frio (Valenzuela, 2013).

En segundo lugar, hubo existencia de individuos con el aguijén muy corto, lo que
dificulto la extraccién de la glandula venenosa, por tal motivo, se empled otra técnica en
donde se realizé un corte en el abdomen del especimen y se tratd de retirar la glandula
de todos los restos intestinales y las partes quitinosas, pero al momento de extraer la
glandula venenosa del cuerpo, esta fue demasiado pequefia y luego de la limpieza de
residuos intestinales se determind como perdida del material.

Barkan, et. al, (2017) obtuvieron entre 2 a 5 pL de veneno implementado la
misma técnica de extraccion de glandulas por cada individuo, indicando que tanto el
lugar de muestreo como también el tipo de especie influye en la cantidad de veneno
obtenido. Comparando estos resultados con los obtenidos en esta investigacion, el
veneno total conseguido de las glandulas de los abejorros colectados fue bajo, en vista
que, en el municipio de La Plata se obtuvo un volumen de 0,984 pL por individuo para
un total de 78,71 uL y solo se alcanzé un volumen de 0,900 uL por individuo para un
total de 24,31uL para aquellos que fueron colectados en el municipio de la Argentina.
Esta diferencia de microlitros se debe a la cantidad de abejorros capturados en cada
lugar de estudio.

Segun lo que mencidna Choo, et. al, (2010), en su investigacion comprueban
que:

la actividad antimicrobiana del veneno del abejorro se debe a la presencia de

peptidos antimicrobianos (AMP) y dentro de estos péptidos el que mayor
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presencia tiene dentro del veneno es la bombolitina, la cual tienen las mismas

propiedades bioldgicas que la melitina en las abejas meliferas. La melitina posee

una actividad antimicrobiana por lo que se plantea que la actividad antibacteriana
de la Bi-bombolitina se debe a la formacidon de poros de membrana. Se descubri6
en dicho estudio que la Bi-bombolitina presenta una actividad antibacteriana
tanto contra las bacterias gram positivas como contra las Gram negativas.

De acuerdo con esto, es probable que la Bi-bombolitina del Bombus cf atratus
sea mas activa contra las bacterias gram positivas que contra las bacterias Gram
negativas, lo que también sugiere que el veneno del Bombus cf atratus es un potencial
agente antimicrobiano.

Adicionalmente, los AMP son elementos claves de la inmunidad innata contra

las bacterias y los hongos tanto en el reino animal, como en el reino vegetal.

Dentro de estos pepdtidos, se tiene a las Cecropinas, los AMP ricos en cisteina,

los AMP ricos en prolina 'y los AMP ricos en glicina. Estos cuatro tipos de AMP

estan encargados de proteger al huésped destruyendo las membranas celulares

bacterianas e inhibiendo la sintesis de proteinas. (Bulet, et. al, 1999).

Es hoy en dia una de las mayores amenazas para la salud publica del mundo ya
que, al llegar a la época denominada “era post antibiotica”, donde ningiin ATM tendria
lugar en el tratamiento y las infecciones serian mortales. Ademas, el gran flujo de
movimiento de las personas, tanto a nivel nacional e internacional, agrava el problema

debido a la diseminacion de gérmenes resistentes. Aunque la resistencia es una



100

evolucion natural, el uso irracional e inadecuado de antibidticos tanto en el ser humano,
animales y agricultura estan acelerando este proceso (Angles, 2018).

En el 2016, un grupo de expertos de una comision denominada “Review on

Antimicrobial Resistance” dio un informe después de un extenso trabajo donde

se analiza desde un punto de vista global el aumento de la resistencia bacteriana

a fin de proponer acciones concretas para enfrentar dicha resistencia a los

antimicrobiano en todo el mundo. Uno de los principales datos que se observa en

este informe es que para el afio 2050, el ndmero de muertes atribuibles a la
resistencia bacteriana se acercara a los 10 millones de personas por afio; mas que
la diabetes, accidentes de tréfico, e incluso ganandole al cancer. Esta cifra
representa el equivalente a la ciudadania de paises como Suecia, Republica

Checa, Grecia o Portugal (Pérez, 2021).

Los halos de inhibicién mostrados en contra de las bacterias Staphylococcus
aureus por el antibidtico Amoxicilina como control positivo, y para Salmonella
enteritidis por el antibiotico Azitromicina, se evidencia que fue mucho mas efectivo para
S. aureus que en Salmonella enteritidis.

Por ultimo, en la cuantificacion de proteinas, se emple6 la absorcion A280 nm.

Dicha cuantificacion esta basada en la absorcion en la region de UV, posee la

ventaja de que no es necesario utilizar reactivos por lo que la muestra no se dafia

0 destruye durante la determinacion. Sin embargo, hay desventajas como

interferencias de compuestos que contengan anillos de purina y pirimidina.

(Navarro, 2017)
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Como se observa en la figura 34, las muestras del municipio de La Argentina
poseen el doble de cantidad de proteinas que el veneno del municipio de La plata. Sin
embargo, el segundo tuvo mayor eficacia en cuanto a su actividad antimicrobiana contra
los patdgenos estudiados. Esto es probablemente consecuencia del tipo de proteinas
presentes en cada uno, es decir, en el veneno de La Plata podria haber mayor presencia
de proteinas antibacterianas como Fosfolipasa A2, Fosfatasa &cida, Serina proteasa,
Bombolitinas entre otros pepdtidos que aun no han sidos identificados; ademas de la
presencia de la arginina quinasa, un componente conocido del veneno de arafias y
avispas parasitarias (Van Vaerenbergh, et. al, 2015).

En estudios futuros, se puede usar diferentes especies para evaluar el efecto
directo de la altitud, la vegetacion y la poblacion de presas en la composicion del veneno
de los abejorros. Quiu, et. al, (2012) en su investigacion:

Hallaron que las bombolitinas de M. pennsylvanicus y B. lapidarius estan

compuestas por 17 y 19 aminoacidos, respectivamente, mientras que la

bombolitina de B. ignitus estd compuesta por 18 aminoacidos, un péptido de 56

aminoéacidos era el mismo que el gen de la bombolitina de B. ignitus con la

excepcion del tamafio del intron. Ademas, la secuencia de aminoacidos de Bt-
bombolitina es idéntica a la de B. ignitus bombolitina. En conjunto, estos
resultados indican que la bombolitina Bt se produce en la glandula del veneno, se
escinde para formar un péptido maduro de 18 aminoécidos y luego se almacena
en el saco del veneno.

Segun lo investigado por Wang, et. al, (2021) logro lo siguiente:
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Identificaron por primera vez un gen antipéptido, la abaecina, del abejorro B.
lantschouensis. La abaecina juega un papel importante en el desarrollo y la
reproduccion de los abejorros. La expresion inducible de la abaecina ayuda a los
abejorros a eliminar los patégenos invasores. La abaecina se expresa en el
testiculo, la epidermis, el masculo, el intestino medio, el cuerpo graso y la

glandula del veneno.
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VIIl. Conclusiones

Los hoteles artificiales para abejorros con esencias de la pasiflora son
herramientas muy Utiles y efectivas para atraer la atencién de estos individuos ya que, se
logro apreciar que en los lugares donde se implementaron estas estructuras en el
municipio de La Plata, hubo mayor presencia de abejorros con un promedio de 41
durante un dia, en comparacion con La Argentina, donde se colectaron 20 individuos en
el mismo periodo de tiempo, sin el empleo de hoteles.

Se extrajeron 103 pL de veneno correspondiente a 107 glandulas: 80 en el
municipio de La Plata (78,71 pL) y 27 en el municipio de la Argentina (24,31 uL).

La evaluacion antimicrobiana del veneno del Bombus cf atratus mostré potencial
inhibitorio contra Staphylococcus aureus, ya que se obtuvieron halos de inhibicion de
9,30 mm a 159 ppm (s=0,35), pero en el caso de la bacteria Gramnegativa Salmonella
enteritidis no mostrd presencia de halos de inhibicion, por lo cual se recomienda
aumentar la concentracion para futuras investigaciones. Asi mismo, se logro apreciar
que el veneno de La Plata fue mas efectivo que el de La Argentina dado que, presento6
inhibicion (8,95 mm) a una concentracion (50 ppm) (s= 0,09) en comparacion con el
antibiotico empleado como control, el cual presentd un halo de inhibicion de 20,20 mm
(s= 0,52) para S. aureus. Por consiguiente, es viable ampliar las investigaciones sobre
venenos de abejorro como alternativa a esta gran problematica.

Por ultimo, al momento de cuantificar sus proteinas, se observa que el veneno del

municipio de La Argentina supera al veneno de La Plata en cantidad de proteinas, por lo
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que, se supone que esta anomalia se debe al tipo de péptidos presentados en cada
muestra.

Se recomienda realizar ensayos de evaluacion antimicrobiana con cepas puras
para comprobar los resultados de resistencia y susceptibilidad de las bacterias frente al

veneno del Bombus.
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