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Resumen 
 

La pérdida masiva de colonias de abejas Apis mellifera reportadas 

alrededor del mundo constituye un tema de preocupación mundial. Motiva 

dicha preocupación el rol fundamental que cumplen estos organismos a nivel 

ecosistémico debido a que constituyen los principales organismos 

polinizadores, permitiendo la reproducción de las plantas. Factores como la 

infección por distintos patógenos, la desnutrición y la exposición a pesticidas 

podrían estar involucrados. 

Este estudio se realizó con el objetivo de analizar el impacto de la 

suplementación con polen polifloral en la fortaleza y salud de colmenas 

sometidas a estrés nutricional ubicadas en una plantación de Eucalyptus 

grandis. Para eso se analizó el efecto de dicha suplementación en la población 

de abejas adultas, y en los niveles de infección con los virus ABPV y DWV, y el 

microsporidio Nosema spp. A su vez se determinó la relación entre la infección 

con estos patógenos y la población de abejas adultas. 

La suplementación con polen polifloral en colmenas sometidas a estrés 

nutricional disminuyó los niveles de infección con Nosema spp. y generó un 

aumento en la población de abejas. Esto indica que la estrategia propuesta 

podría ser de utilidad para mejorar la fortaleza de la colmena así como mejorar 

su salud. 

Por otra parte, las colmenas suplementadas tuvieron mayores niveles de 

infección con los virus ABPV y DWV, pero estos mayores niveles de infección 

no se reflejaron en un mayor daño a la colmena. Esto sugiere que en estas 

condiciones estos virus no serían un problema para la salud de la colmena.  
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1.1 Importancia de la abeja Apis mellifera  
 

Las abejas (familia Apoidea) cumplen un rol fundamental en el ecosistema 

ya que son consideradas como los organismos polinizadores predominantes a 

nivel mundial (Mc Gregorc, 1976). La polinización consiste en la transferencia 

del polen desde los órganos florales masculinos (estambre) a los órganos 

florales femeninos (pistilo), permitiendo la reproducción de una gran variedad 

de plantas (Mc Gregorc, 1976).  

 

Se ha reportado que la mayoría de los cultivos necesarios para la 

alimentación mundial dependen en algún grado de la polinización entomófila o 

se ve favorecida por la misma (Klein et al., 2007; Abrol, 2012).  Esto se debe a 

que aumenta la producción de un gran número de cultivos y/o mejora la calidad 

de los mismos (Klein et al., 2007). Se estima que la contribución de la 

polinización a la producción de alimentos es de 153 billones de euros que 

corresponde al 9,5% de la producción alimenticia total (Gallai et al., 2009). 

Además de su importancia en la producción, su función es crucial para el 

mantenimiento de los hábitats naturales y contribuye a conservar la 

biodiversidad de los mismos (Morse y Calderone, 2000) 

 

Dentro de la familia Apoidea, la abeja Apis mellifera (A. mellifera) es la 

especie mas común de las 20.000 que se conocen en todo el mundo (Unep, 

2011), y es la principal especie polinizadora (Morse y Calderone, 2000). 

Además, estas abejas también generan diferentes productos como miel, polen, 

cera, propóleos y jalea real, entre otros (Crane y Graham, 2015) . 

 

1.2 Despoblación de colmenas 
 

En los últimos años han habido reportes de pérdidas masivas de colmenas 

de abejas A. mellifera en diferentes países alrededor del mundo (Ellis et al., 

2010; Neumann y Carreck, 2010) ocasionando pérdidas de hasta un 35 % en 

Estados Unidos (VanEngelsdorp et al., 2008; 2009).  
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Se ha planteado que las pérdidas masivas de colmenas sería un fenómeno 

multicausal (vanEngelsdorp y Meixner, 2010), involucrando diversos factores 

como la desnutrición de las abejas, la infección con distintos patógenos, la 

intoxicación con pesticidas, el cambio climático y el manejo inapropiado de las 

colmenas (Morse y Flottum, 1997; Cox-Foster et al., 2007; vanEngelsdorp et 

al., 2007, 2008; vanEngelsdorp y Meixner, 2010; Genersch, 2010). 

La gran incidencia de este fenómeno a nivel mundial lo convierte en una 

gran amenaza tanto para el mantenimiento de los ecosistemas naturales, la 

producción de alimentos y la industria apícola (Gallai et al., 2009).  

 

1.3 Nutrición de las abejas 
 

La alimentación de la abeja se basa en el consumo de miel y polen. La 

miel es la principal fuente de energía mientras que el polen de proteínas 

(Brosdschneider y Cralsheim, 2010). Este último, suministra todos los 

aminoácidos esenciales (arginina, fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, 

lisina, metionina, treonina, triptófano y valina), además de vitaminas, lípidos y 

micronutrientes (de Groot, 1953). También contiene compuestos antioxidantes 

y antimicrobianos (Morais et al., 2011; Pascoal et al., 2014) los cuales tendrían 

el potencial de mejorar la salud de las colmenas. 

La calidad del polen consumido por las abejas A. mellifera influye en su 

estado fisiológico (Ament et al., 2008; Alaux et al., 2010; 2011; Di Pasquale et 

al., 2013), longevidad (Di Pasquale et al., 2013), sensibilidad a pesticidas (Wahl 

y Ulm, 1983; Schmehl et al., 2014) y en su productividad (Brodschneider y 

Crailsheim, 2010). A la vez, se ha propuesto que influye en el sistema inmune 

de la abeja (Alaux et al., 2010) y en su capacidad de protegerse frente a la 

infección con potenciales patógenos como bacterias (Rinderer et al., 1974), 

virus (DeGrandi-Hoffman et al., 2010) y microsporidios (Porrini, 2011; Huang, 

2012). 

En los últimos años la intensificación en el uso del suelo ha llevado a un 

aumento en las superficies destinadas a plantaciones de monocultivo. Esto 

determina que las abejas tengan a su disponibilidad una única fuente de polen 
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por cortos períodos de tiempo (época de floración del cultivo) (Naug, 2009) y 

que en muchos casos no provee todos los requerimientos nutricionales que las 

abejas necesitan (Donkersley et al., 2014). En este sentido puede generar 

problemas nutricionales y estar asociado a la despoblación de colmenas. 

 

1.4 Patógenos de la abeja A. mellifera 
 

Debido a su forma de vida en sociedad, las abejas constituyen un blanco 

sumamente interesante para muchos patógenos, destacándose la infección con 

microsporidios, ácaros, virus y bacterias, entre otros. La infección con plagas y 

patógenos ha sido reportada como otra posible causa asociada a las pérdidas 

masivas de colmenas (Chen y Siede, 2007; Higes et al., 2008; Higes et al., 

2009; vanEngelsdorp y Meixner, 2010; Dainat et al., 2012).  

 

1.4.1 Virus ARN 
 

Se han identificado 18 virus que infectan abejas A. mellifera, siendo todos 

estos virus de tipo ARN (Allen y Ball, 1996; Ellis y Munn, 2005).  

En la actualidad siete virus son considerados de relevancia sanitaria para la 

apicultura: el virus de la Parálisis aguda (ABPV), el virus de las Celdas reales 

negras (BQCV), el virus de la Parálisis crónica (CBPV), el virus de las Alas 

deformadas (DWV), el virus de la Parálisis aguda israelí (IAPV), el virus 

Kashmir (KBV) y el virus de la Cría ensacada (SBV) (Chen y Siede, 2007; 

vanEngelsdorp y Meixner, 2010).  

Los virus pueden transmitirse de manera horizontal, vertical o ambas. La 

transmisión horizontal ocurre entre individuos de la misma colmena a través de 

la comida o el aire y es uno de los mecanismos de trasmisión de los virus 

ABPV, BQCV, CBPV, DWV, KBV, SBV (Shen et al., 2005; Chen et al., 2006a; 

Chen y Siede, 2007; Ribière et al., 2007). La transmisión vertical se da desde la 

línea maternal hacia la cría a través de la superficie de los huevos, o dentro de 

los mismos. Esta vía se ha propuesto para los virus BQCV, CBPV, DWV, KBV 

y SBV (Shen et al., 2005; Chen et al., 2006b; Yue et al., 2007). 
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La mayoría de los virus producen enfermedades asintomáticas (Anderson y 

Gibbs, 1988), lo cual podría ocasionar un problema para el apicultor ya que 

éste no podría identificar si una colonia está infectada o no. Sin embargo, 

existen virus como KBV, DWV y CBPV que son capaces de expresar 

características típicas de sus enfermedades (Chen y Siede, 2007; deMiranda y 

Genersch, 2010; Ribière et al., 2010) 

A su vez, bajo ciertos estímulos la replicación de algunos virus puede ser 

estimulada, generando infecciones agudas y frecuentemente causando la 

muerte (Ribière et al., 2010). Esta es una de las razones por las cuales los 

virus han sido vinculados con las pérdidas masivas de colmenas registradas 

principalmente en EEUU (vanEngelsdorp y Meixner, 2010).  

 

1.4.1.1 Virus de las alas deformadas (DWV) 

 

Dentro de los virus más comunes que afectan a la abeja se encuentra el 

DWV. Este es un virus de la familia Iflaviridae perteneciente a la superfamilia 

de virus tipo picorna. Consiste en una partícula icosahédrica y posee tres 

proteínas estructurales VP1, VP2 Y VP3 (Berenyi et al., 2007). 

El mismo afecta a la abeja de forma asintomática en etapas de huevo y 

pupa de la abeja, causando rara vez la muerte (Chen y Siede, 2007). Sin 

embargo las abejas adultas presentan síntomas visibles: deformaciones en las 

alas e inclusive en ocasiones ausencia total de las mismas, abdomen hinchado 

y parálisis (Fig 1) (Chen y Siede, 2007).  

Su primer detección se realizó Egipto en 1978 (Bailey et al., 1978) y luego 

fue posible identificarlo en el resto del mundo con excepción a Oceanía (Chen y 

Siede, 2007). 

Resultados de investigaciones en diferentes países han encontrado una 

gran prevalencia de este virus y amplio rango de ubicaciones geográficas 

(Tentcheva et al., 2004b; Berenyi et al.,2006). A su vez se ha reportado que el 

mismo tiene una incidencia estacional en abejas adultas y pupas con mayores 
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niveles de infección en verano a otoño (Tentcheva et al., 2004a, b, Antúnez et 

al., 2015). 

 

Figura 1. Sintomatología observable de DWV. Se observa una abeja adulta con alas deformadas producto de 
la infección con DWV. (Miranda y Genersch, 2010)  

  

1.4.1.2 Virus de la parálisis aguda (ABPV) 

 

El virus ABPV ha sido asignado a la familia Dicistroviridae dentro de la 

superfamilia de virus tipo picorna (de Miranda et al., 2010). La presencia de 

este virus ha sido reportada en toda América, Europa, Oceanía, Asia, África y 

Oriente medio (Allen y Ball, 1996, Ellis y Munn, 2005). 

 El ABPV afecta las abejas en la etapa adulta pero también puede ser 

detectado en etapas tempranas de su crecimiento (larva y pupa) (Bailey, 1965). 

El mismo se propaga por la vía salival, cuando una abeja adulta infectada 

alimenta a la larva o cuando la secreción salival se mezcla con el polen. Estas 

larvas mueren si ingirieron grandes cantidades de virus o sobreviven como 

abejas adultas infectadas (Bailey y Ball, 1991). 

 

1.4.1.3 Técnicas para la detección de virus 

 

Diferentes técnicas han sido utilizadas para la detección de virus en abejas, 

entre ellas: microscopia electrónica, inmunodifusión, ELISA y RT-PCR, siendo 

esta última una de las más utilizada por ser una herramienta rápida y sencilla. 

(Tentcheva et al., 2004; Highfield et al., 2009).  
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Sin embargo, con el fin de cuantificar el número de partículas virales y  

estimar el nivel de infección, actualmente se utiliza la técnica PCR en tiempo 

real (q-PCR), la cual constituye un método rápido, sencillo y sumamente 

sensible para la cuantificación de virus ARN (Bustin, 2002). 

La técnica de q-PCR es similar a una PCR convencional, pero se incluye en 

la reacción uno molécula reportera fluorescente que permite estimar la cantidad 

de ADN (o ADNc) (Heid et al.,1996). Existen dos clases principales de 

moléculas fluorescentes, específicas y genéricas.   

Las moléculas específicas son sondas fluorescentes (fragmento corto de 

ADN unido a un fluorósforo), que se une de forma específica a una secuencia 

de ADN de interés. La interpretación de los resultados suele ser rápida y 

directa.  

Las moléculas genéricas son fluoróforos que se unen a todas las 

secuencias de ADN doble cadena. Los más utilizados son el SYBR Green y 

SYBR Gold (Lee et al., 2004).  Una vez unidos, emiten una señal fluorescente 

que se procesa en tiempo real (Walker, 2002). Por lo tanto, un aumento en la 

cantidad de producto amplificado conduce a un aumento de la fluorescencia 

detectada en cada ciclo de la PCR (Ririe et al.,1997). La principal limitación de 

estos marcadores es que al unirse a todo el ADN doble hebra, emiten una 

señal luminosa tanto para productos específicos como para aquellos 

inespecíficos que pudieran formarse (por ejemplo, dimeros de primers). Para 

corroborar la identidad del amplicón, se analizan las curvas de 

desnaturalización. Estas se incluyen al final del ciclado y consisten en un 

aumento de temperatura de forma constante. De esta forma, a medida que 

aumenta la temperatura los productos amplificados se desnaturalizan y la 

fluorescencia decae. Es así, que es posible determinar la Tm o temperatura de 

desnaturalización, la cual es la temperatura en la cual el 50% de los productos 

se encuentran desnaturalizados y el 50% en forma de doble hebra. La Tm 

depende del largo del amplicón y de su contenido en GC, por lo que es 

característica de cada producto y permite corroborar su identidad (Ririe et al., 

1997). 

 



12 
 

 

 

1.4.2 Varroa destructor 
 

El ácaro Varroa destructor (V. destructor) se encuentran entre los 

patógenos de mayor relevancia en la apicultura (Anderson y Trueman, 2000) ya 

que en general las colmenas no tratadas con acaricidas mueren (Dainat et al., 

2012; van Dooremalen et al., 2012). El ciclo de vida de V. destructor posee una 

fase forética, sobre las abejas adultas, y una fase reproductiva, dentro de las 

celdas de las larvas (Fig 2). 

 

 

Figura 2. Ciclo de vida resumido de V. destructor. 

 

Este ácaro succiona la hemolinfa de las larvas que parasita provocando el 

nacimiento de obreras y zánganos de bajo peso, o incluso, causando la muerte 

prematura de las mismas (Shimanuki et al., 1994; van Dooremalen et al., 

2012).  

A su vez, se ha demostrado que V. destructor es capaz de deprimir la 

respuesta inmune de las abejas facilitando la entrada de diferentes patógenos 

(Shen et al., 2005; Yang y Cox-Foster, 2005) y actuando como transmisor de 
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virus, entre ellos KBV, SBV, ABPV, IAPV y DWV (Bakonyi et al., 2002; Chen et 

al., 2004a; Yue y Genersch, 2005; Boecking y Genersch, 2008). 

Asimismo se ha visto que la presencia del ácaro puede aumentar la 

prevalencia de los virus (Martin et al., 2012) así como complicar los cuadros 

virales (Yang y Cox-Foster, 2005; 2007) 

El virus ABPV junto con el ectoparásito V. destructor se han identificado 

como posible causa de despoblación de colmenas en Europa y Estados Unidos 

(Ball y Allen, 1988; Hung et al., 1996; Berenyi et al., 2006).  

 

1.4.3 Microsporidio Nosema spp 

 

1.4.3.1 Generalidades 

 

Los microsporidios son hongos unicelulares y parásitos intracelulares 

capaces de formar esporas (Franzen y Müller, 1999). Los mismos carecen de 

mitocondrias, ribosomas, aparato de Golgi y peroxisomas, contienen uno o dos 

núcleos y un filamento polar que se encuentra en espiral en el interior de las 

células (Romero, 2007). El número y la disposición de las vueltas del filamento 

polar varían entre géneros y especies (Romero, 2007).  

 

1.4.3.2 Ciclo infectivo de Nosema spp. en la abeja Apis mellifera 

 

Las abejas ingieren los microsporidios en forma de esporas maduras a 

través de la comida o agua contaminada. Estas esporas ingresan al sistema 

digestivo y germinan en el intestino medio donde se dan las condiciones 

favorables para su germinación (Martin-Hernandez et al., 2007). Allí liberan su 

filamento polar insertándolo en las células epiteliales y trasladan su 

esporoplasma (parásito infectivo) hacia el interior de las mismas (Chen et al., 

2008). Una vez dentro de las células hospederas, se  reproduce el material 

genético y se sintetizan todos los componentes estructurales de las esporas 
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utilizando la maquinaria de las mismas (Romero, 2007). Como resultado se 

ensamblan las esporas y las células intestinales estallan liberando todo su 

contenido (Fig 3) (Higes et al., 2010a). De esta forma las esporas liberadas 

pueden invadir rápidamente el tejido digestivo y afectar también a las células 

regenerativas del mismo generando altas tasas de mortalidad de las abejas 

melíferas (Martin-Hernandez et al., 2007). A su vez, las esporas pueden ser 

expulsadas a través de las heces (Chen et al., 2008) y permanecer viables 

durante más de un año generando nuevas fuentes de infección para la colonia 

(Fries, 1993). 

 

Figura 3. Ciclo de infección del microsporidio Nosema spp. ES hace referencia al esporoplasma y FP al 
filamento polar. 

 

1.4.3.3 Nosema apis, Nosema ceranae y Nosema neumanni 
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Existen tres especies de microsporidios capaces de infectar la abeja Apis 

mellifera: Nosema apis (N. apis), Nosema ceranae (N. ceranae) y Nosema 

neumanni (N. neumanni). 

Debido a la gran similitud morfológica, las distintas especies de Nosema 

spp. podrían confundirse cuando son visualizadas bajo microscopía óptica (Fig 

4). Sin embargo, las diferentes especies poseen ciertas diferencias 

estructurales. A través de la visualización por microscopia de trasmisión 

electrónica la espora de N. neumanni presenta menor tamaño (Chemurot, 

2017), seguida por N. ceranae y luego N. apis. (Fries, 2010). A su vez, el 

número de vueltas del filamento polar para N. neumanni es entre 10-12 

(Chemurot, 2017), mientras que para N. ceranae es entre 20 y 23 y para N. 

apis alrededor de 30 (Fries et al., 1996). 

Por otro lado, las esporas de N. ceranae. son más resistentes a la 

desecación y tienen mayor tolerancia térmica que las de N. apis (Fenoy et al., 

2009). También logran reproducirse y completar su ciclo endógeno mejor a 

diferentes temperaturas con respecto a N. apis (Martin-Hernandez et al., 2007; 

Higes et al., 2009). 

N. ceranae puede deprimir la respuesta inmune de la abeja disminuyendo la 

expresión de péptidos antimicrobianos como abaecina e himenoptaecina, así 

como la enzima glucosa- deshidrogenasa mientras que N. apis activa la 

respuesta inmune (Antúnez et al., 2009; Chaimanee et al., 2012). Por lo tanto, 

además del daño directo causado en las abejas, N. ceranae puede actuar de 

forma indirecta favoreciendo la infección por otros patógenos (Becandristsos et 

al., 2010).  

En cuanto a la estacionalidad, la prevalencia de N. ceranae aumenta hacia 

el invierno y disminuye hacia el verano (Fries, 2010), mientras que la mayor 

prevalencia de N. apis ocurre durante la primavera antes que las abejas de 

invierno sean reemplazadas por las abejas jóvenes (Fries, 2010). 

Actualmente la prevalencia mundial de N. ceranae es mayor que la de N. 

apis (Klee et al., 2007; Martin-Hernandez et al., 2007). En Sudamérica se ha 
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verificado su presencia en Brasil (Klee et al., 2007), Argentina (Medici et al., 

2012), Chile (Rodriguez et al., 2012) y en Uruguay (Invernizzi et al., 2009). 

Por otro lado N. neumanni fue encontrado por primera vez en Uganda, 

siendo mayor su incidencia que N. apis y N. ceranae en ese país (Chemurot, 

2017). Allí también se reportó que la proporción de muestras positivas para 

este microsporidio fue mayor en la estación seca que en la húmeda (Chemurot, 

2017). Debido al reciente reporte de este microsporidio en la abeja melífera, se 

cuenta con poca información vinculada a su biología, prevalencia, distribución y 

sus efectos en las abejas. Actualmente se está trabajando en un proyecto que 

involucran muestras de distintos países con el fin de analizar la distribución 

mundial de este microsporidio. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estructura y morfología de las esporas de N. neumanni, N. apis y N. ceranae. Imágenes tomadas por 
microscopía de luz (arriba) y por microscopía de transmisión electrónica (abajo) en la que se pueden observar 
las diferencias de morfología entre las esporas de N. Neumanni (A), N. ceranae (B) y N. neumanni (C). 
Imágenes tomadas de Fries (2010) y Chemurot (2017). 
 
 

1.4.3.4 Nosemosis 

 



17 
 

Nosema spp. causa la enfermedad conocida como nosemosis. En la abeja, 

dicha enfermedad afecta las funciones digestivas produciendo desnutrición, 

envejecimiento fisiológico y reducción de la longevidad (Fries, 1997; Hornitzky, 

2008; Higes et al., 2013). 

Durante décadas se creyó que el único agente causante de nosemosis en 

abejas A. mellifera era N.apis (Fries, 2010), mientras que N. ceranae se 

asociaba a la abeja asiática Apis ceranae (Fries et al., 1996). Sin embargo, en 

2005 se reportó por primera vez que N. ceranae también parasita la abeja A. 

mellifera (Higes et al., 2006; Huang et al., 2007),  

N. ceranae ha sido asociado a las pérdidas de colmenas masivas en 

España (Higes et al., 2008; 2009). Sin embargo, este es un punto polémico, ya 

que N. ceranae está distribuido mundialmente y no ha podido observarse dicha 

asociación en otros países (Foster et al., 2007; Invernizzi, 2009; Paxton, 2010; 

Chen, 2010; Cox-Gisder et al., 2010). Además, existen estudios en los cuales 

no se observan diferencias en cuanto a la virulencia de N. ceranaea y N. apis a 

nivel de abejas individuales (Fries, 2010; Forsgren y Fries, 2010; Paxton, 

2010). Esto puede ser explicado por diferentes motivos. En primer lugar, 

factores como la raza de abeja y el tiempo que han estado expuestos al 

patógeno pueden afectar la virulencia de N. ceranae (Fontbonne et al., 2013). 

Por otra parte, se ha planteado que la infección con distintas cepas de N. 

ceranae podría generar diferentes consecuencias cuando infectan la abeja A. 

mellifera (Dussaubat et al., 2013; van der Zee et al., 2014; Branchiccela et al., 

2016). Se ha visto que existe diversidad genética en la especie N. ceranae y 

estas diversas variantes podrían tener diferente virulencia (Pelin et al., 2015; 

Branchiccela et al., 2017). Por último, es posible que N. ceranae actúe en 

asociación con diferentes virus como lo hace V. destructor (Shen et al., 2005; 

Chen y Siede, 2007). Esta interacción podría variar entre regiones, afectando a 

las abejas diferencialmente (Invernizzi et al, 2009).  

 

1.4.3.5 Control de Nosema spp 
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El antibiótico fumagilina, ha sido el tradicionalmente utilizado para controlar 

N. apis (Fries, 1997). Si bien se ha reportado ser eficiente también frente a N. 

ceranae (Williams et al., 2008; 2011, Higes et al., 2011) estudios nacionales 

sugieren que su efectividad es limitada (Mendoza et al., 2016). Su uso en 

Uruguay está restringido solamente a los apiarios destinados a la cría de reinas 

(MGAP, 2010) y en los países Europeos se prohibió su utilización (Fries, 2010).  

Por otro lado, se han desarrollado productos naturales a base de extractos 

de hierbas como Protofil y Api-Herb los cuales tienen un potencial en el control 

de N. ceranae (Chioveanu et al., 2004, Nanetti et al., 2009).  

 

1.4.3.6 Técnicas de detección de Nosema spp. 

 

La técnica más utilizada para detectar Nosema spp. es la microscopia 

óptica. Sin embargo, como se dijo anteriormente, la gran similitud en las 

morfologías de ambas especies dificulta su identificación.  

En este sentido la técnica PCR ha adquirido relevancia, ya que es una 

prueba sensible que permite identificar la especie de Nosema spp. Además 

posibilita la detección del parásito en niveles muy bajos de infección  y puede 

revelar todas las etapas de su ciclo (Martin Hernández et al., 2007) 

 

1.5  La apicultura en Uruguay 
 

Al igual que lo que sucede en distintas partes del mundo, Uruguay se ha 

visto afectado por la problemática de despoblación de colmenas. La misma 

ocasiona entre un 20 y 30% de pérdidas anuales, estableciéndose como 

principales causas la desnutrición, problemas sanitarios y la intoxicación con 

pesticidas (Maggi et al., 2016; Antúnez et al., 2017). 

Actualmente nuestro país cuenta con 3071 apicultores que manejan 

587.512 colmenas (DIEGRA; 2016). La actividad apícola se basa en la 

producción de miel. De las 12.100 toneladas que se producen anualmente, el 

http://www.scielo.edu.uy/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2301-15482013000100013#12
http://www.scielo.edu.uy/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2301-15482013000100013#46
http://www.scielo.edu.uy/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2301-15482013000100013#46
http://www.scielo.edu.uy/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2301-15482013000100013#45
http://www.scielo.edu.uy/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2301-15482013000100013#18


19 
 

92% es exportado principalmente a Estados Unidos, Alemania y España (DIEA; 

2016). 

Cabe destacar que los principales patógenos asociados a pérdidas de 

colmenas alrededor del mundo, están presentes y ampliamente distribuidos en 

Uruguay (Antúnez et al., 2006; Invernizzi et al., 2009; Anido et al., 2016). Entre 

ellos el microsporidios Nosema spp., diversos virus ARN, el ácaro V. destructor 

y la bacteria Paenibacillus larvae (P. larvae) (Fig.5). 

 

 

Fig.5. Distribución geográfica de los patógenos de A. mellifera en Uruguay (Anido et al., 2016). 

 
 

Una de las prácticas apícolas más comúnmente realizada por los 

apicultores uruguayos es el traslado de sus colmenas en febrero a las 

plantaciones de Eucalyptus grandis (E. grandis) al norte del país. Esto lo 

realizan como estrategia para extender su temporada de zafra e incrementar la 
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producción de miel ya que las plantaciones de E. grandis son sumamente 

nectaríferos. Además, su floración se da en otoño, etapa del año en que la 

oferta floral en el resto del país disminuye significativamente.  

Sin embargo, las colmenas ubicadas en dichas plantaciones se debilitan 

sensiblemente corriendo riesgo de no sobrevivir a la invernada si no son 

retiradas a tiempo al final de la floración (Mendoza et al., 2012). Distintos 

factores podrían estar involucrados en dicho debilitamiento. Por una parte, el 

gran flujo de néctar conlleva a una actividad intensa de las colmenas en una 

etapa del año en que las mismas tendrían que prepararse para invernar, lo cual 

determina que las mismas se estresen notoriamente.  

A su vez, en este ambiente las colmenas se infectan indefectiblemente con 

el microsporidio N. ceranae provocando grandes problemas sanitarios 

(Invernizzi et al., 2011; Mendoza et al., 2012). 

Además, otro factor que estaría contribuyendo a esta problemática, es la 

desnutrición que experimentan las colmenas en dichas plantaciones. Dicha 

desnutrición estaría vinculada a la alimentación con un único polen, 

proveniente de E. grandis, el cual carece de un buen balance de aminoácidos  

y tiene bajo contenido en lípidos (de Groot, 1953; Somerville, 2001). 
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2. Hipótesis y objetivos 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 

 

 

 

2.1 Hipótesis 
 

La hipótesis del presente trabajo plantea que la suplementación con polen 

polifloral de abejas Apis mellifera sometidas a estrés nutricional influye en la 

susceptibilidad de las mismas frente a la infección con distintos patógenos. 

 

2.2 Objetivo general 
 

El objetivo general consiste en analizar el impacto de la suplementación 

con polen polifloral en la fortaleza y salud de colmenas sometidas a estrés 

nutricional ubicadas en una plantación de Eucalyptus grandis. 

 

2.3 Objetivos específicos 
 

 Evaluar los efectos de la suplementación con polen polifloral en 

colmenas sometidas a estrés nutricional en la población de abejas 

adultas 

 

 Analizar el impacto de la suplementación con polen polifloral en 

colmenas sometidas a estrés nutricional, en el  nivel de infección por  

o virus ABPV y DWV.  

o el microsporidio  Nosema spp.  

 

 Determinar la relación entre la infección con Nosema spp., los virus 

ABPV y DWV con la población de abejas adultas. 
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3. Materiales y métodos 
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Esta tesis de grado fue realizada en el marco del proyecto CSIC I+D C624 

"Efecto de la nutrición en la infección por Nosema ceranae, Crithidia mellificae y 

virus ARN en las abejas melíferas". 

 

3.1 Preparación de la torta de polen polifloral 
 

Previo al comienzo del ensayo, se conformó una torta de polen polifloral. 

Para esto se tomaron cuadros conteniendo polen de diverso origen botánico de 

no más de un año de edad de colmenas pertenecientes a INIA La Estanzuela. 

Dicho polen se extrajo utilizando una máquina diseñada para tal fin (Bee Bread 

Harvester Mini, Wilara JSC, Lituania). Para la realización de la torta se mezcló 

el polen con jarabe de sacarosa al 50% en una proporción de 9kg de polen por 

cada 600mL de jarabe. La mezcla se dividió en contenedores de medio kg cada 

uno (“tortas de polen”) y se almacenaron a -20ºC hasta el momento de ser 

administradas a las colmenas.  

 

3.2 Instalación del apiario experimental 
 

En setiembre de 2014 se criaron 60 reinas hermanas y se formaron 

núcleos (pequeñas colmenas conteniendo 4 cuadros). Dichos núcleos se 

desarrollaron durante la primavera y verano en colmenas de 10 cuadros. Previo 

al comienzo del experimento, las mismas se estandarizaron en 6 cuadros 

cubiertos por cría, dos cuadros de cera labrada y dos cuadros con miel. Dichas 

actividades fueron realizadas por técnicos de la sección apicultura de INIA La 

Estanzuela (Colonia, Uruguay). 

 

3.3 Diseño experimental 
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A principios de marzo de 2015 (05/03/2015, Muestreo 1, tiempo 0) todas 

las colmenas se muestrearon. Dichos muestreos consistieron en abejas 

nodrizas destinadas a análisis de virus y de abejas pecoreadoras, para análisis 

de Nosema spp. Asimismo, se registró la cantidad de abejas adultas para 

estimar la fortaleza de las colmenas según se describe en la sección 3.7.  

Luego de 5 días (10/03/2015) las colmenas fueron trasladadas a una 

plantación de E. grandis en Rivera (31º 15`51.73`` S, 55º 39`23.8`` W) 

instalándose el apiario experimental. Las mismas se dividieron al azar en dos 

grupos de 30 colmenas cada uno (grupos M y P). Las colmenas del grupo P se 

suplementaron el día del traslado y cada 15 días con una torta de polen 

polifloral cada una (durante 2 meses: muestreos 2; 3; 4 y 5). Además, se 

realizaron los muestreos según se describió previamente. Las colonias del 

grupo M sólo se alimentaron con el polen disponible de E. grandis.  

En todos los casos las muestras de abejas nodrizas llegaron vivas al 

Departamento de Microbiología del IIBCE y se almacenaron a -80°C para evitar 

la degradación del ARN viral mientras que las abejas pecoreadoras se 

almacenaron en etanol a 4°C hasta ser analizadas. 

 

 

Figura 6. Esquema gráfico, temporal y espacial de cómo se llevó a cabo el experimento.  

 

3. 4 Estimación de la fortaleza de las colmenas 
 

Formación apiario 

experimental 

Conformación 

de la torta de 

polen polifloral 

Traslado de las colonias 

nuevamente a Colonia 

-Traslado de colmenas hacia la 
plantación de E. grandis en Rivera 

-División al azar de las colmenas 

en grupos M y P 
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La fortaleza de las colmenas se estimó en base a la población de abejas 

adultas. Para esto se empleó el método subjetivo propuesto en el libro de 

métodos estándar para la investigación en A. mellifera (Delaplane et al., 2013), 

que consiste en contar los cuadros completos de abejas en cada colmena. 

Para determinar la cantidad de abejas por colmena, se multiplica la cantidad de 

cuadros por 1215 (se estima que cada cuadro contiene aprox. 1215 abejas). 

Todas las actividades descriptas en las secciones 3.1, .3.2, 3.3 y 3.4 

fueron llevadas a cabo previo al comienzo de esta tesis por investigadores del 

IIBCE, Facultad de Ciencias e INIA. 

 

3. 5 Análisis del nivel de infección con virus 
 

Con el fin de estimar el nivel de infección viral se seleccionaron al azar 

20 abejas nodrizas de cada muestra, y se homogeneizaron en 10mL de PBS 

1X frío (NaCl 8.2g, Na2HPO4 1.7g, KH2PO4 0.41g por litro de H2Od) durante 2 

minutos a alta velocidad en un homogeneizador Stomacher (LabSystem, 

Seward). El homogeneizado resultante se filtró y se centrifugó a 1.500 g 

durante 10 min a 4ºC para sedimentar los fragmentos más grandes de abeja y 

luego se sometió a una segunda centrifugación a 10.000 g durante 15 min a 

4ºC. 

La extracción de ARN viral se realizó empleando 500μL del 

sobrenadante obtenido utilizando el kit comercial PureLink RNA/DNA Mini kit 

(Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

Diez μL del ARN obtenido co-purificado con ADNg se digirió empleando 

DNasa I (Invitrogen) y el ARN se retrotranscribió a ADNc mediante el kit 

comercial High capacity cDNA Reverse Transcription kit (Invitrogen) siguiendo 

las instrucciones del fabricante.  

El ADNc obtenido se diluyó al décimo en a H20d estéril libre de 

RNasa/DNasa, y se almacenó a -20ºC. 

El procesamiento de las muestras, extracción de ARN y 

retrotranscripción a ADNc se desarrollaron previo al inicio de esta tesis. Al 
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iniciar la misma se contaba con el ADNc de las diferentes muestras 

almacenados a -20ºC. 

La detección y cuantificación de los virus ABPV y DWV se realizó 

mediante la técnica PCR en tiempo real. Para esto, se utilizaron los protocolos 

descriptos por Johnson et al., (2009) y Kukielka et al., (2008), los cuales ya se 

encontraban puestos a punto en el Departamento de Microbiología del IIBCE. 

Se utilizaron cebadores específicos para los dos virus ABPV y DWV 

(Tabla 1). Por otro lado, se amplificó un fragmento del gen que codifica para la 

β-actina y otro fragmento correspondiente al RPS-5, utilizando cebadores 

específicos para los mismos (Tabla 1). Éstos, son genes de expresión 

constitutiva de la abeja y se emplearon para corroborar la correcta extracción 

de ARN, así como para la cuantificación relativa del nivel de infección.  

La mezcla de reacción consistió en 10μL de Power SYBR Green PCR 

Master Mix, 0,12μL de cada cebador (un par de cebadores por reacción), agua 

libre de RNAasas y 2μL de ADNc en un volumen final de 20μL. En todas las 

corridas se incluyeron controles negativos y un estándar apropiado (para cada 

virus y para los genes de referencia, β-actina y RPS5). El estándar se generó 

realizando diluciones seriadas 1/5 a partir de una mezcla de todos los ADNc 

analizados. La inclusión de esta curva es necesaria para calcular la eficiencia 

de reacción. 

El programa de ciclado consistió en una preincubación a 95ºC durante 

10 min, y 40 ciclos de 15 seg a 94ºC, 30 seg a 50ºC y 30 seg a 60ºC. La 

especificidad de la reacción se verificó mediante la inclusión de una curva de 

desnaturalización o melting de los productos amplificados (de 65 a 95ºC). Se 

utilizó el equipo BioRad CFX.  

La cuantificación de los niveles de infección con ABPV y DWV se realizó 

de forma relativa utilizando la media geométrica de la expresión de los genes 

B- actina y RPS5 mediante el método descrito por Pfaffl (2001). 
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la detección de los patógenos ABPV, DWV y los genes de expresión 
constitutiva B-actina y RPS5. 

Primer Secuencia 5´-3´ Virus/gen Tamaño 
predicho del 
amplicón  

Tm 
(ºC) 

Referencia 

ABPV 1 ACCGACAAAGGGTATGATGC ABPV 124 74.5-
76 

Johnson et 
al., 2009 ABPV 2 CTTGAGTTTGCGGTGTTCCT   

DWV 1 CTGTATGTGGTGTGCCTGGT DWV 260 79 Kukielka et 
al., 2008 DWV 2 TTCAAACAATCCGTGAATATAGTGT   

BACTIN 
1 

ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG Β-actina 148 78.5 Yang y Cox-
Foster, 2005 

BACTIN 
2 

GACCCACCAATCCATACGGA   

RPS5 1 AATTATTTGGTCGCTGGAATTG RpS5 115  73 Thompson et 
al.,2007 RPS5 2 TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA   

 

3.6 Análisis del nivel de infección con Nosema spp 
 

El nivel de infección con Nosema spp. se estimó en 10 colmenas del 

grupo M y 10 del grupo P, las cuales se eligieron al azar al inicio del ensayo. 

Este análisis se realizó en abejas pecoreadoras, ya que se ha visto que las 

mismas son el indicador más confiable para estimar el nivel de nosemosis 

(Higes et al., 2010). 

Para determinar el nivel de infección con Nosema spp. se siguió el 

protocolo descripto por Fries et al., (2013). Para esto se homogeneizaron 30 

abejas pecoreadoras individualmente en 1mL de agua destilada (H20d) estéril y 

se registró la presencia o ausencia de esporas de Nosema spp mediante 

microscopía óptica (400X). 

Se calculó la proporción de abejas infectadas en relación al total 

analizadas para cada colmena. 

 

3.7 Determinación de la especie de Nosema spp. 
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La determinación de la especie de Nosema spp. se realizó en las 10 

muestras analizadas de cada grupo al principio y final del ensayo (muestreos 1 

y 5). 

Se procesó un pool de 20 abejas pecoreadoras en 10mL de PBS estéril 

durante 2 min a máxima velocidad en un homogeneizador Stomacher 

(LabSystem, Seward). Los homogeneizados se filtraron y se centrifugaron a 

10.000 g durante 10 min para concentrar las esporas de Nosema spp. Se 

descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 2mL de PBS estéril.  

A partir de dicho material se realizó la extracción de ADN empleando el  

kit comercial Pure Link Genomic DNA mini kit (Invitrogen) siguiendo las 

instrucciones pautadas por el fabricante. 

Para determinar la especie de Nosema spp. se utilizó la técnica multiplex 

PCR con cebadores específicos para N. apis y N. ceranae (Tabla 2) (Martín-

Hernández et al., 2011). La mezcla de reacción consistió en 0,4mM de dNTPs, 

3mM MgCl2, 0,4μM de cada cebador, 2U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen, 

Life technologies, Brasil), 1X buffer de la enzima (Invitrogen, Life technologies, 

Brasil), 5μL de ADN y agua mQ estéril, en un volumen final de 25μL. El 

programa de ciclado consistió en una desnaturalización inicial de 1 min a 94 °C, 

seguido de 10 ciclos de 15 seg a 94°C, 30 seg a 61.8°C y 45 seg a 72°C; 20 

ciclos de 15 seg a 94°C, 30 seg a 61.8°C y 50 seg a 72°C con 5 seg 

adicionales en la elongación en cada ciclo sucesivo, y una extensión final 

durante 7 min a 72°C. En todas las corridas se incluyeron controles negativos, 

así como controles positivos para N. apis y N. ceranae. 

 

Tabla 2. Cebadores utilizados para la detección de los patógenos N. apis, N. ceranae. 

Primer  Secuencia 5’-3’  Gen  Organismo Tamaño 
predicho 
del 
amplicón 

Referencia 

NapisF GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA ARNr N. apis 218-219 Martín- 
Hernández 

et al., 2007 
NapisR GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG 16S  

NcerF CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA ARNr N. ceranae 321 Martín- 
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NcerR CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG 16S  Hernández 

et al., 2007 

Los productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa 2% en TBE 0.5X (Tris 10,8g, ácido bórico 5.5g, EDTA 0.5M pH 8, 4mL 

por 100mL), a 110V durante 45 minutos. Se utilizó el marcador de peso 

molecular Gene Ruler 1Kb Plus (Thermo Fisher Scientific). El gel de agarosa se 

tiñó con GelRed (Olerup SSP, Stockholm, Swedan) y se visualizó bajo luz UV. 

 

3.8 Análisis de resultados 
 

En una primera instancia se determinó si los datos de población de 

abejas, y niveles de infección cumplen con  los supuestos de estadística 

paramétrica: normalidad y homogeneidad de varianza. La normalidad se 

estudió realizando el Test de Kolmogorov-Smirnov de comparación entre dos 

muestras corregido por Lilleford. La homogeneidad de varianza se determinó 

mediante el Test de Levene. 

Con el fin de estudiarla dinámica de cada grupo a lo largo del tiempo, 

aquellos datos que cumplieron con los supuestos de estadística paramétrica se 

analizaron mediante el test ANOVA y Scheffee a posteriori, mientras que los 

que no cumplieron dichos supuestos se analizaron mediante el test de Kruskall 

Wallis y Mann Whitney a posteriori. 

Por otro lado, se  comparó los niveles de infección de los distintos 

patógenos y la población de abejas de las colmenas de los grupos M y P en 

cada muestreo. Para esto se utilizó el test de T- student para comparar 

aquellos datos que cumplieron con los supuestos de estadística paramétrica, y 

mediante el test de Man Whitney para aquellos datos que no los cumplieron. 

Por último, con el objetivo de analizar las asociaciones entre la infección 

con los distintos patógenos y la población de abejas, se analizó la correlación 

entre dichas variables en el grupo M y P mediante el test de correlación de 

Spearman. Dicha asociación se estudió en ambos grupos por separado, ya que 

la dinámica de estas variables podría ser diferente debido al tratamiento. 



31 
 

4. Resultados 
 

En todos los casos se utilizó un nivel de confianza del 95% y todos los 

análisis fueron realizados empleando el Software Statistica 7. 
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4.1 Población de abejas adultas 
 

Al inicio del experimento todas las colmenas presentaron una población 

similar de abejas adultas (Mann-Whitney p=0,99, U=479,5). Dicha población 

aumentó en ambos grupos hacia el muestreo 2 (Mann-Whitney M1 vs M2 

p=0,0022, U=266,0; P1 vs P2p≤0.001, U=117,0). En el caso de las colmenas 

del grupo M la población de abejas disminuyó progresivamente hasta el 

muestreo 5 (Mann-Whitney M2 vs M3 p=0,022, U=319,0; M3 vs M4 p=0,0036, 

U=256,0; M4 vs M5 p=0,0038, U=227,0), mientras que la de las colmenas del 

grupo P disminuyó hasta el muestreo 3 (Mann-Whitney P2vs P3 p≤0,001, 

U=206,5) pero luego se mantuvo constante hasta el muestreo 5 (Mann-Whitney 

P3 vs P4 p=0,67, U=421,5; P4 vs P5 p=0,047, U=283,5) (Fig 7). 

Por otro lado, las colmenas del grupo P presentaron mayor población de 

abejas adultas en comparación a las del grupo M en los muestreos 2 (Mann-

Whitney p=0.042, U= 337,5), 4 (Mann-Whitney p=0,0045, U=240,5) y 5 (Mann-

Whitney p≤0,001, U=179,0). En el caso del muestreo 3, si bien las colmenas del 

grupo P tuvieron mayor población de abejas adultas, dicha diferencia no fue 

significativa (Mann-Whitney p=0,58, U=441,5) (Fig 7). 
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Figura 7. Población de abejas adultas en las colmenas de los grupos M y P durante su estadía en la 
plantación de E. grandis. En verde se indican las diferencias significativas entre los grupos de abejas 
alimentados con polen monofloral y polifloral de cada muestreo. En celeste se indican las diferencias 
significativas a través del tiempo entre grupos. (*:P≤0,05; **:P≤0,01; ***:P ≤0.001). 

 

4.2 Nivel de infección con virus 
 

Se detectaron los virus ABPV y DWV en la mayoría de las muestras 

analizadas (Fig 8 y 9, respectivamente). Al analizar la curva de melting de los 

productos obtenidos, en todos los casos se obtuvo un pico cuya temperatura de 

fue específica para cada uno de los virus 

 
Figura 8. Ejemplo de a) curva de amplificación del virus ABPV, y b) temperatura de melting (Tm). En 
celeste se marcan los estándares, en verde las muestras y en negro los controles negativos. 
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Figura 9. Ejemplo de a) curva de amplificación del virus DWV, y b) temperatura de melting (Tm). En 
celeste se marcan los estándares, en verde las muestras y en negro los controles negativos. 

 

4.2.1 ABPV 
 

Al inicio del experimento, las colmenas pertenecientes a ambos 

tratamientos presentaron similares niveles de infección con ABPV. Dichos 

niveles variaron a través del tiempo, tanto en las abejas del grupo M como en 

las del grupo P. El nivel de infección del grupo M se mantuvo constante hasta 

el muestreo 2 (Mann-WhitneyM1 vs M2 p=0,060, U=566,0) y disminuyó hasta el 

muestreo 3 (Mann-Whitney M2 vs M3 p≤0,001, U=77,0). Posteriormente 

aumentó hasta el muestreo 4 (Mann-Whitney M3 vs M4 p≤0,001, U=76,0) y 

volvió a disminuir en el muestreo 5 (Mann-Whitney M4 vs M5 p=0,0015, 

U=157,0) (Fig 10). 

En cuanto a las colmenas del grupo P, se observó que el nivel de 

infección con este virus aumentó significativamente desde el muestreo 1 hasta 

al 2 (Mann-Whitney P1 vs P2 p≤0,001, U=30,0). Sin embargo, desde el 

muestreo 2 al 3 los niveles de infección disminuyeron (Mann-Whitney P2 vs P3 

p<0,001, U=2,0) y volvieron a aumentar hasta el muestreo 4 (Mann-Whitney P3 

vs P4 p=0,00026, U=124,0), manteniéndose constante hasta el muestreo 5 

(Mann-Whitney P4 vs P5 p=0,91, U=306,0) (Fig 10) 

En todos los muestreos (a excepción del muestreo 1) (Mann-Whitney M1 

vs P1 p=0,36, U=265,0), las colmenas del grupo P presentaron mayor nivel de 

infección con este virus que las colmenas del grupo M (Mann-Whitney M2 vs 

P2 p≤0,001, U= 30,0; M3 vs P3 p≤0,001, U= 965,0; M4 vs P4 p≤0,001, U=19,0; 

M5 vs P5 p≤0,001, U=0,0) (Fig 10). 
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Figura 10. Nivel de infección con ABPV. En verde se indican las diferencias significativas entre los grupos 
de abejas alimentados con polen monofloral y polifloral de cada muestreo. En celeste se indican las 
diferencias significativas a través del tiempo entre grupos. (*:P ≤0,05; **:P≤0,01; ***:P ≤0.001). 

 

4.2.2 DWV 
 

Al inicio del experimento todas las colmenas presentaron similar nivel de 

infección con DWV (Mann-Whitney p=0,27, U=245,0). En el grupo M dicho nivel 

de infección aumentó hasta el muestreo 2 (Mann-Whitney M1 vs M2 p≤0,001, 

U=127,0) y luego disminuyo hasta el muestreo 3 (Mann-Whitney M2 vs M3 

p≤0,001, U=76,0). Posteriormente se mantuvo constante hasta el muestreo 4 

(Mann-Whitney M3 vs M4 p=0,66, U=265,0) y volvió a aumentar al muestreo 5 

(Mann-Whitney M4 vs M5 p=0,0032, U=160,0). 

La dinámica de infección con este virus en el grupo P, aumentó y 

disminuyó consecutivamente en cada muestreo (Mann-Whitney P1 vs P2 

p≤0,001, U=17,0; P2 vs P3 p≤0,001, U=41,0; P3 vs P4 p≤0,001, U=32,0; P4 vs 

P5 p≤0,001, U=100,0) (Fig 11). 
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Por otro lado, si bien las colmenas de ambos grupos presentaron 

similares niveles de infección con DWV en el muestreo 2 (Mann-Whitney 

p=0,73, U=163,0), las colmenas del grupo P presentaron mayor nivel de 

infección con DWV en los muestreos 3, 4 y 5. (Mann-Whitney M3 vs P3 

p=0,0032, U=123,0; M4 vs P4 p≤0,001, U=0,0; M5 vs P5 p≤0,001, U=87,0) (Fig 

11) 

 

Figura 11.  Nivel de infección con DWV. En verde se indican las diferencias significativas entre los grupos 
de abejas alimentados con polen monofloral y polifloral de cada muestreo. En celeste se indican las 
diferencias significativas a través del tiempo entre grupos. (*:P ≤0,05;**:P≤0,01;***:P ≤0.001). 

 

4.3 Nivel de infección con Nosema spp 
 

Al inicio del experimento todas las colmenas presentaron similar nivel de 

infección con Nosema spp. (Mann-Whitney p=0,33, U=33,0) y luego 

aumentaron para los dos grupos en el tiempo. Dicho aumento fue constante 

hasta el muestreo 5 en las colmenas del grupo M llegando al 100% de abejas 

infectadas (Mann-Whitney M1 vs M2 p≤0,001, U=4,0; M2 vs M3 p≤0,001, 

U=1,0; M3 vs M4 p≤0,001, U=3,5; M4 vs M5 p=0,013, U=17,5). Por otro lado en 
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las colmenas del grupo P el aumento fue sostenido hasta el muestreo 4 (Mann-

Whitney P1 vs P2 p≤0,001, U=4,0; P2 vs P3 p=0,0028, U=10,5; P3 vs P4 

p=0,0017, U=9,0), y luego se mantuvo constante, llegando aproximadamente a 

un 80% de abejas infectadas (Fig 12).  

Por otra parte, las colmenas del grupo P presentaron un nivel de 

infección significativamente menor que las del grupo M en los muestreos 4 y 5 

(Mann-Whitney M4 vs P4 p=0,0074, U=15,0; M5 vs P5 p=0,0012, U=7,5) (Fig 

12).  

 

Figura 12. Nivel de infección por Nosema spp (proporción de abejas infectadas). En verde se indican las 
diferencias significativas entre los grupos de abejas alimentados con polen monofloral y polifloral de 
cada muestreo. En celeste se indican las diferencias significativas a través del tiempo entre grupos. 
(*:P≤0,05; **:P≤0,01; ***:P ≤0.001). 

 

4.4 Determinación de la especie de Nosema spp. 
 

Todas las muestras estudiadas fueron positivas para N. ceranae 

observándose una única banda producto de amplificación a la altura de 218 pb. 

Solo un caso fue positivo también para N. apis (carril 1) presentando una banda 
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a la altura de 321pb, es decir que esta muestra presentó una co-infección. (Fig. 

13). Dicha co-infección fue en una muestra positiva del muestreo 1. 

 

 

Figura 13: Ejemplo de gel de agarosa con los productos de amplificación por PCR multiplex del 
fragmento del gen ARNr 16S de N. ceranae y N. apis utilizando cebadores específicos para estos 
microsporidios. El fragmento amplificado para N ceranae se estimó en 218pb (flecha azul) y el de N. apis 
en 321 pb (flecha verde). Carriles 1-13 y 15-29: muestras problema; carril 14: marcador de peso 
molecular (Gene Ruler 1Kb Plus, Thermo); Carril 30: control positivo de N. ceranae. 

 

4.5 Asociación entre los niveles de infección con patógenos y la 

población de abejas adultas 
 

En el grupo M, el nivel de infección con Nosema spp. se asoció 

negativamente con la población de abejas adultas (Spearman p=0,0051, rs=-

0,40). En las colmenas del grupo P, dicha asociación no fue significativa 

(Spearman p=0,17, rs=-0,20). 

Por otro lado, la población de abejas adultas del grupo P y los niveles de 

infección con el ABPV mostraron una asociación positiva (Spearman ABPV 

p=0,035, rs=0,19). Sin embargo, las colmenas del grupo M no presentaron 

dicha asociación (Spearman ABPV  p=0,25, rs=0,10). 

Los niveles de infección con el DWV no se correlacionaron con la 

población de abejas adultas en las colmenas del grupo P (Spearman, DWV-P 

p=0,25, rs=0,11). En el caso de las colmenas del grupo M, ambas variables 

mostraron una asociación positiva marginalmente significativa (Spearmen, 

DWV-M p=0,052, rs=0,18).  
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5. Discusión 
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Los reportes de pérdidas masivas de colmenas de abejas A. mellifera en 

los últimos años en distintas partes del mundo (Ellis et al., 2010; Neumann y 

Carreck, 2010) han motivado la realización de diversos estudios científicos para 

cuantificar estas pérdidas e identificar sus causas (Chen et al., 2008; Higes et 

al., 2008; Neumann y Carreck, 2010). La infección por patógenos como el 

microsporidio N. ceranae (Higes et al., 2008; 2009), distintos virus 

(vanEngelsdorp y Meixner, 2010) así como la desnutrición de las abejas 

(vanEngelsdorp y Meixner, 2010) se han identificado como las principales 

causas de este problema.  

En este trabajo se planteó como objetivo principal analizar el impacto de 

la suplementación con polen polifloral en la población de abejas adultas y nivel 

de infección con Nosema spp. y los virus ABPV y DWV de colmenas sometidas 

a estrés nutricional. 

Durante el transcurso de este experimento (marzo – mayo), se observó 

una disminución en la población de abejas adultas. Dicha disminución coincidió 

con el comienzo de la invernada y forma parte del ciclo biológico de las 

colonias.  

En este período, las 60 colmenas se infectaron con Nosema spp. 

detectándose N. ceranae en todas las muestras analizadas, mientras que N. 

apis se encontró solo en una muestra. Esto coincide con estudios previos 

realizados en nuestro país, que indican que N. ceranae es el microsporidio 

predominante  (Invernizzi et al., 2009). Resultados similares se han obtenido en 

diferentes países alrededor del mundo, incluyendo Francia, España, Estados 

Unidos, Chile y Argentina (Chauzat et al., 2007; Chen et al., 2009; Invernizzi et 

al., 2009; Martín-Hernández et al., 2011; Traver y Fell, 2011; Martínez et al., 

2012; Medici et al., 2012). 

La rápida infección con N. ceranae de las colmenas trasladadas a las 

forestaciones de E. grandis coincide con lo reportado previamente por 

Invernizzi et al., (2011) quienes sugieren que esto puede deberse a que las 

altas condiciones de humedad promueven la replicación de este patógeno, así 
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como a deficiencias nutricionales vinculadas al déficit de este polen 

(Somerville, 2001). Los resultados obtenidos en este experimento apoyan esta 

hipótesis, ya que las colmenas suplementadas con polen de origen polifloral 

presentaron un menor nivel de infección con Nosema spp. que aquellas 

colmenas que no recibieron suplementación. Esto podría deberse a una mejora 

de la respuesta inmune de la abeja, dado que se ha reportado que la 

alimentación influye en la expresión de genes vinculados a la inmunidad (Alaux 

et al., 2010; di Pascuale et al., 2013; Castelli et al., 2015). 

Además de afectar el nivel de infección por Nosema spp., la 

suplementación nutricional afectó también la población de abejas. Las 

colmenas que recibieron suplementación (y presentaron menor nivel de 

infección por Nosema spp), presentaron mayor población de abejas.  

N. ceranae infecta las células epiteliales del intestino y altera la 

absorción de nutrientes (Higes et al., 2013). Como consecuencia la abeja debe 

consumir más alimentos para suplir las necesidades energéticas y nutricionales 

básicas (Martín-Hernández et al, 2011; Dussaubat et al., 2012; Higes et. al., 

2013). De esta forma N. ceranae es capaz de alterar el ciclo de vida de la 

abeja, promoviendo que la misma salga a pecorear más tempranamente y 

envejezca más rápido (Alaux et al., 2011; Dussaubat et al., 2012). Esto genera 

un acortamiento de la vida media de la abeja y un mayor desgaste energético, 

lo cual a nivel colonial se traduce en la reducción de la población (Higes et al., 

2008; 2009).  

 

En cuanto a las infecciones virales, el nivel de infección de los virus 

ABPV y DWV durante el experimento fue variable. Dentro de los motivos que 

podrían haber influido en estas variaciones, se destacan factores climáticos, 

como lluvia, temperatura y viento, los cuales tienen un fuerte impacto en la 

incidencia anual y estacional de los virus (Tentcheva, 2004).  

Las colmenas suplementadas con polen polifloral presentaron mayores 

niveles de infección viral respecto a las colmenas no suplementadas. Esto 

podría deberse a distintos motivos. En primer lugar, la célula huésped brinda 

las enzimas necesarias para la síntesis proteica, los ribosomas, los tRNA y la 
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producción de energía (Tortora et al., 2007). Por ende, los virus que infectan 

abejas mejor nutridas podrían tener mejores condiciones para replicarse. En 

segundo lugar, podría ocurrir que el polen polifloral usado para suplementar las 

colonias transmitiera virus infectivos (Singh et al., 2010). La presencia de virus 

en el polen fue analizada, y se detectaron niveles muy bajos de ambos virus. 

Sin embargo, el hecho que i) las colmenas suplementadas no mostraron un 

aumento sostenido de los niveles de infección en el tiempo y ii) en todas las 

colmenas los niveles de infección aumentaron y disminuyeron en el tiempo 

independientemente de si recibieron o no suplementación, permite desestimar 

esta posibilidad. Más allá de esto, el hecho que las colmenas suplementadas 

presentaran mayor población de abejas adultas a pesar de tener mayores 

niveles de infección con virus, permite cuestionarnos cuáles son los efectos 

biológicos de estos virus sobre la abeja melífera. 

Teniendo en cuenta los resultados de este trabajo se puede proponer 

que la suplementación con polen polifloral en colmenas que son sometidas a 

estrés nutricional tiene efectos positivos en la colmena. La misma contribuyó a 

disminuir los niveles de infección con Nosema spp. y a mejorar la fortaleza de 

la colmena (población de abejas adultas). A pesar de que las colmenas 

suplementadas tuvieron mayores niveles de infección con los virus ABPV y 

DWV, estos virus no tuvieron mayor incidencia en la fortaleza de la colmena. 

Por lo tanto se confirma la hipótesis del trabajo, la cual plantea que la 

suplementación con polen polifloral de abejas Apis mellifera sometidas a estrés 

nutricional influye en la susceptibilidad de las mismas frente a la infección con 

patógenos. 
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6. Conclusiones y 

Perspectivas 
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6.1 Conclusiones 
 

La suplementación con polen polifloral en colmenas sometidas a estrés 

nutricional y naturalmente infectadas con N. ceranae, ABPV y DWV: 

- disminuyó los niveles de infección con el microsporidio N.ceranae.  

- aumentó los niveles de infección de los virus ABPV y DWV. 

- aumentó la población de abejas adultas. 

 

La infección con Nosema spp. se asoció negativamente con la población de 

abejas adultas. 
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6.2 Perspectivas 
 

A partir de los resultados del presente trabajo, se plantean nuevas 

perspectivas: 

 

- Estudiar el efecto de la suplementación con polen polifloral en el sistema 

inmune  y fisiología de abejas sometidas a estrés nutricional en plantaciones 

de E. grandis. 

 

- Determinar aquellos componentes de la torta de polen polifloral que 

benefician en mayor medida las colmenas sometidas a estrés nutricional en 

estos ambientes. 

 

 

- Estudiar la relación entre las infecciones virales y la nutrición de las abejas, y 

las consecuencias biológicas de esta interacción 
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