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i. RESUMEN

Los abejorros del género Bombus (Hymenoptera: Apidae) son excelentes

polinizadores que contribuyen al mantenimiento de ecosistemas naturales y a la

producción agrícola. Uruguay cuenta con la presencia de dos especies nativas,

Bombus pauloensis y B. bellicosus las cuales, junto con otros polinizadores, ven

amenazadas sus poblaciones por diversas causas entre las que se encuentra la

falta de alimento debido a monocultivos. En este estudio se evaluó el impacto de

la nutrición en el desarrollo de las colonias de abejorros, así como en su sanidad.

Para ello, reinas de ambas especies fueron colectadas y confinadas en

condiciones de cautiverio. Dos dietas de pólenes fueron establecidas: una

monofloral (Eucalyptus grandis), y otra polifloral (de diverso origen botánico),

obteniéndose cuatro grupos. El desarrollo de las colonias fue evaluado de acuerdo

con los siguientes parámetros: día de inicio de la oviposición, celdas de cría

observadas, emergencia de obreras, peso fresco y peso seco de la cabeza de las

mismas. A su vez, se extrajo el ADN intestinal de obreras y reinas el cual se

sometió a PCR para evaluar la presencia de Nosema ceranae, Nosema apis y

Nosema bombi. Del total de reinas colectadas en cada grupo, entre el 48 y 61,5%

inició la oviposición, sin encontrarse diferencias entre especies o tratamientos. La

dieta resultó ser una variable significativa únicamente en la especie B. pauloensis,

la cual presentó mayores valores de peso fresco de las obreras emergidas y peso

seco de las cabezas, en las colonias que tuvieron una dieta monofloral. A su vez,

dicha especie presentó un mayor número de obreras que B. bellicosus a los 40

días de iniciada la cría. Únicamente se detectó la presencia de N. ceranae en el

total de colonias analizadas (n=44). Los resultados obtenidos sugieren que las

diferentes especies de abejorros pueden tener distintos requerimientos

nutricionales y que el origen botánico del polen puede afectar diferencialmente el

desarrollo de sus colonias. A su vez demuestran la importancia de utilizar una

amplia variedad de especies como modelo para entender el impacto de la nutrición

en el desarrollo y sanidad de la gran diversidad de ápidos existente.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1 Generalidades del género Bombus

La superfamilia Apoidea (Hymenoptera), la cual incluye a todas las abejas, es uno

de los grupos más diversos de insectos, con aproximadamente 20.000 especies

descriptas (Goulson, 2010; Michener, 2007). Entre éstas, 250 se conocen como

“abejorros” y pertenecen a un único taxón; el género Bombus. Este se encuentra

ampliamente distribuido en regiones árticas, templadas y tropicales (Henrich,

2004), siendo más abundante en Europa, América del Norte y Asia (Goulson,

2010). Al igual que otras abejas, viven en colonias formadas por pocos a cientos

de individuos y son en su mayoría eusociales, presentando solapamiento de

generaciones, división de tareas y cuidado colectivo de la cría (Goulson 2010,

Michener 1974).

Los abejorros presentan características morfológicas y comportamentales que los

convierten en excelentes polinizadores (Goulson, 2010; Klein et al., 2007). Entre

estas características se destacan: sus cuerpos grandes y pilosos, que facilitan el

transporte de grandes cantidades de polen; su alta actividad en climas fríos, que

les permite mantenerse activos cuando otros polinizadores no lo están; la

capacidad de vibrar su musculatura alar para liberar el polen de ciertas flores; y la

gran variabilidad en la longitud de sus probóscides, que les permite acceder a

flores con corolas de distinta morfología. En este sentido son considerados abejas

generalistas, dado que visitan un amplio número de angiospermas las cuales son

polinizadas principal o exclusivamente por estos insectos (Goulson, 2010).

También presentan valor como polinizadores de cultivos de interés agrícola

mejorando la cantidad y calidad de frutos y semillas (Aizen et al., 2009; Klein et al.,

2007). Para ésto, miles de colonias son criadas y comercializadas mundialmente

(Velthuis, 2002). A nivel nacional, han sido reportados como polinizadores exitosos

para la producción de semillas de trébol rojo (Trifolium pratense), así como de

frutos como zapallito (Cucurbita maxima), tomate (Solanum lycopersicun) y melón

(Cucumis melo) (Ramos et al., 2023; Salvarrey et al., 2017, 2020).



1.2 Especies presentes en Uruguay

Uruguay cuenta con la presencia de dos especies nativas, Bombus pauloensis

(=Syn B. atratus) y Bombus bellicosus (Salvarrey, 2019a, 2019b; Santos et al.,

2017) (Figura 1). La primera, cuya distribución abarca todo el territorio nacional,

presenta dos polimorfismos, uno melánico (cuerpo todo negro) y uno flavínico

(cuerpo negro con bandas amarillas). Por otra parte, B. bellicosus tiene una

distribución restringida al sur del Río Negro, presentando coloración característica

negra y amarilla (Santos et al., 2017)

Figura 1. Especies de abejorros nativos presentes en Uruguay: (A) B. pauloensis
de polimorfismo melánico, (B) B. pauloensis de polimorfismo flavínico, (C) B.
bellicosus.

1.3 Ciclo de vida

Los abejorros presentan un ciclo de vida anual que comienza a principios de la

temporada cálida, en primavera (agosto-setiembre), cuando una reina fecundada

emerge de su estado de hibernación y busca un sitio adecuado para anidar.

Generalmente eligen sitios sobre o bajo la superficie del suelo, aprovechando en

algunos casos huecos de troncos de árboles y nidos abandonados de otros

animales (aves o roedores) (Michener, 2007; Sladen, 1912). En esta etapa, la

reina realiza todas las funciones necesarias para la construcción del nido, el que

comienza con la elaboración de una vasija de cera, que utilizará como reservorio



para el néctar que recolecta (Michener, 2007). Con el otro recurso colectado, el

polen, realiza un montículo y es sobre éste que ocurre la oviposición, presentando

en cada puesta un número de huevos que varía entre 8 y 16 (Goulson, 2010). De

esta forma se da el desarrollo de los nuevos individuos, el cual ocurre en contacto

con la fuente de alimento (Sladen, 1912). En condiciones normales, la primera

camada de huevos (diploides) dará lugar a obreras, las cuales se encargarán de

todas las tareas que anteriormente realizaba la reina, mientras ésta, se dedicará

casi exclusivamente a la puesta de huevos. Las colonias continúan así su

crecimiento y desarrollo, llegando a un óptimo poblacional en verano

(enero-febrero), donde pueden alcanzar una población de cientos de individuos

(Goulson, 2010). A principios de otoño (marzo-abril), se realiza un cambio en la

producción de individuos sexuales, dando lugar al desarrollo de nuevos machos a

partir de huevos sin fertilizar (haploides) o a nuevas reinas a partir de huevos

fertilizados (diploides). Estos nuevos individuos al poco tiempo de su emergencia,

abandonan la colonia y se aparean. Culminada esta etapa las reinas fecundadas

desarrollan reservas de grasa y buscan lugar adecuado para hibernar, mientras

que los machos y obreras mueren. Las reinas permanecerán en este estado hasta

comenzar un nuevo ciclo (Goulson, 2010).

Las especies de abejorros existentes pueden clasificarse en dos grupos según

cómo las obreras alimentan las larvas. Los “hacedores de bolsillos”, por un lado,

construyen estructuras de cera (similares a un bolsillo) a un costado del grupo de

larvas en crecimiento, los cuales son utilizados para depositar directamente el

polen colectado por las obreras y dejar a disposición de la cría (Sladen, 1912). Por

otro lado, los denominados “almacenadores de polen” también construyen vasijas

de cera en las que depositan el polen colectado, pero a diferencia de los

anteriores, estas no se encuentran en contacto con el grupo de larvas, además de

que también es necesario que las obreras tomen nuevamente este polen para

alimentar a las larvas por regurgitación (Goulson, 2010).



1.4 Cría en cautiverio

Desde mediados de los 80, promovidos por el potencial de los abejorros como

polinizadores, y teniendo en cuenta su ciclo anual, comenzó el desarrollo de la

técnica de cría en cautiverio con el fin de obtener colonias desestacionalizadas

(Velthuis & Van Doorn, 2006). Numerosas limitaciones tuvieron que superarse en

el proceso de domesticación incluyendo: diseños de recintos adecuados,

condiciones adecuadas de la sala de cría, iniciación de las colonias, alimento y

modo de alimentación, hibernación y apareamiento de reinas, entre otras. La

práctica se centró casi exclusivamente en un pequeño número de especies

generalistas y de amplia distribución, pertenecientes al grupo “almacenadores de

polen”, que producen colonias numerosas y se adaptan bien a las condiciones de

cautiverio (Velthuis & Van Doorn, 2006). En este sentido, B. terrestris (subgénero:

Bombus) fue la especie más empleada en Europa y Asia y B. impatiens

(subgénero: Pyrobombus) en Norteamérica. Otras especies comercializadas en

menor medida fueron B. lucuorum, B. ignitus y B. occidentalis (Velthuis & Van

Doorn, 2006), también pertenecientes al subgénero Bombus. Las dos especies

presentes en nuestro país, por el contrario, pertenecen al subgénero

Thoracobombus y son “hacedoras de bolsillos”. Este grupo es considerado sub

estudiado (Carnell et al., 2020b) y presenta desafíos significativos para su cría en

condiciones de cautiverio (Goulson, 2010). Uno de estos desafíos, radica en que

el alimento depositado cerca del área de cría no es frecuentemente utilizado por

las obreras para alimentar a sus larvas, por lo que el suministro se suele realizar

de forma manual dentro de los bolsillos, por lo menos en las primeras etapas de

cría (Ptáček, 2001, Velthuis & Van Doorn, 2006). Aun así, a pesar de estas

dificultades, es posible criarlos en cautivero (Carnell et al., 2020c; Pacateque et

al., 2012; Ptáček et al., 2015; Salvarrey et al., 2013; Velthuis & Van Doorn, 2006).

En América del Sur particularmente, han habido reportes exitosos en la cría de B.

pauloensis tanto a pequeña escala en Colombia y Uruguay, como a escala

comercial en Argentina (Riaño et al., 2014; Salvarrey et al., 2013, 2021). Para la



cría de B. bellicosus, solo se cuenta con experiencias nacionales (Salvarrey et al.,

2013)

1.5 Nutrición

Los abejorros se alimentan exclusivamente de polen y néctar, tanto los adultos

como las larvas (Goulson, 2010; Michener, 2007) y obtienen de estos recursos los

nutrientes necesarios para asegurar su supervivencia, desarrollo, funcionamiento

inmunológico y reproducción (Carnell et al., 2020a; Vaudo et al., 2015).

El néctar aporta principalmente carbohidratos, además de agua, aminoácidos,

enzimas, iones inorgánicos y compuestos secundarios de plantas (como fenoles y

alcaloides). Tres azúcares son predominantes en el mismo: glucosa, fructosa y

sacarosa, además de otros minoritarios que están presentes en cantidades

ínfimas (Nicolson & Thornburg, 2007).

El polen es la fuente principal de proteínas y lípidos, además de aminoácidos

esenciales, minerales, vitaminas y metabolitos secundarios. Su calidad nutricional

está determinada principalmente por el contenido de proteína y lípidos (Carnell et

al., 2020a; Vaudo et al., 2016), así como por la concentración de 10 aminoácidos,

los cuales han sido descritos como esenciales para abejas melíferas (de Groot,

1953).

La composición química del polen varía entre los distintos taxones de plantas

(Campos et al., 2008), y por más que se encuentra altamente conservada entre

familias y géneros (Roulston et al., 2000), puede presentar variaciones incluso

dentro de una misma especie (Cardoza et al., 2012; Santos et al., 2009).

Específicamente el porcentaje de proteína y lípidos pueden variar de 3 a 60 % y

de 1 a 20 % respectivamente (Roulston et al., 2000; Roulston & Cane, 2000).

Entre los factores que determinan esta variación se encuentran las condiciones

climáticas, la calidad del suelo y la susceptibilidad a patógenos (Willmer, 2011;

Delph et al., 1997). Por estos motivos las abejas generalistas deben enfrentarse a

una alta variabilidad de nutrientes tanto entre como dentro de los distintos grupos

botánicos para satisfacer sus requerimientos nutricionales (Carnell et al., 2020a).



Particularmente, el polen de eucalipto (Eucalyptus spp.) presenta características

químicas que hacen de este un buen modelo para estudiar el estrés nutricional en

abejas melíferas (Apis mellifera). El mismo presenta un bajo porcentaje de lípidos,

el porcentaje de proteína cruda disminuye a lo largo de la floración alcanzando

valores bajos (inferiores al 20%) (Branchiccela et al., 2019; Invernizzi et al., 2011),

y suele ser deficiente en el aminoácido isoleucina (Somerville et al., 2001).

Adicionalmente, estudios realizados en estos ápidos muestran que su estado

sanitario disminuye cuando las colmenas se alimentan casi exclusivamente de

polen de eucalipto (Branchiccela et al., 2019; Invernizzi et al., 2011, 2022;

Mendoza et al., 2013)

Diversos estudios han reportado que la nutrición en este grupo de insectos se

relaciona con la fisiología, morfología y comportamiento tanto a nivel individual

como colonial (Carnell et al., 2020a), y tiene una estrecha relación con la

supervivencia, el desarrollo y la reproducción (Nicolson, 2011; Vaudo et al., 2015).

Los mayores reportes de efectos nutricionales en abejorros provienen de especies

modelo como son B. terrestris y B. impatiens utilizando tanto reinas colectadas de

la naturaleza, así como micro colonias, formadas por pocas obreras y en ausencia

de reinas (Carnell et al., 2020a). Dichos estudios evalúan las etapas larvales de

obreras, machos y reinas, así como los efectos en la población adulta. A partir de

estos trabajos, se ha reportado que la calidad y cantidad de alimento, pueden

afectar directamente múltiples parámetros en el desarrollo de las colonias como el

tiempo de inicio de la oviposición (Ryder et al., 2021), la puesta de huevos

(Moerman et al., 2015; Ryder et al., 2021), el peso de las larvas y el consumo de

alimento (Baloglu & Gurel, 2015; Tasei & Aupinel, 2008a), el tamaño (Rotheray et

al., 2017) y el peso corporal de las obreras (Watrobska et al., 2020), la mortalidad

(Tasei & Aupinel, 2008; Watrobska et al., 2020), y el tiempo necesario para

alcanzar un determinado número de obreras (Baloglu & Gurel, 2015).

Específicamente en las reinas puede afectar tanto su tamaño y su peso (Tasei &

Aupinel, 2008b), como su capacidad reproductiva, ya que el correcto desarrollo de

los ovarios tiene alto costo energético (Vanderplanck et al., 2014).



A su vez, las distintas especies de abejorros poseen requerimientos nutricionales

cuantitativa y cualitativamente diferentes, dados por diversos factores entre los

que se encuentra la historia de vida, el tamaño de la colonia, y las especies

vegetales explotadas (Vaudo et al., 2015).

En definitiva, el impacto de la nutrición en las distintas especies de abejas es algo

complejo, y puede ser determinante para un correcto desarrollo.

1.6 Influencia de la nutrición en la condición sanitaria de los Apidae.

Entre los efectos más importantes que tiene una adecuada nutrición en los

abejorros, también está el mantenimiento de una buena condición sanitaria. En

este sentido, los abejorros, al igual que la mayoría de los insectos, son

hospederos de diferentes grupos de organismos entre los que se encuentran

patógenos, parásitos y parasitoides, algunos específicos del género y otros

compartidos con otros ápidos, especialmente A. mellifera (Goulson, 2010; Plischuk

et al., 2017; Salvarrey et al., 2021). Estos juegan un rol fundamental como

controladores de las poblaciones de sus hospederos, pero a su vez pueden tener

consecuencias devastadoras sobre los mismos (Schmid-Hempel, 2001).

Entre los patógenos más estudiados en abejorros, se encuentran los

microsporidios del género Nosema (Arbulo et al., 2015a; Plischuk et al., 2017;

Salvarrey et al., 2021; Schmid-Hempel & Loosli, 1998). Los microsporidios son

organismos unicelulares eucariotas que se desarrollan como parásitos

intracelulares obligatorios, capaces de infectar vertebrados e invertebrados. Su

ciclo de vida consta de una fase merogonia (fase proliferativa) y una fase

esporogonia (fase de producción de esporas) (Franzen, 2008). La espora, una

célula altamente organizada que actúa como estructura de resistencia, representa

la única etapa del ciclo de vida que es viable fuera de la célula hospedera (Keeling

& Fast, 2002). En abejas, Nosema spp. infecta individuos adultos mediante la

ingesta de alimentos contaminados con esporas. Éstas germinan en el intestino de



forma explosiva (Higes et al., 2007) y mediante una extensión de una estructura

especializada, llamada tubo polar, inyectan el esporoplasma infeccioso en el

citoplasma de las células epiteliales. Este esporoplasma a su vez es capaz de

dividirse y multiplicarse dentro de la célula, produciendo esporoblastos que

maduran en gran cantidad de esporas. Estas se liberan al ambiente o infectan

células vecinas, lo que confiere a estos patógenos un enorme potencial

reproductivo (Han & Weiss, 2017).

Dentro del género, han sido identificadas principalmente tres especies capaces de

infectar abejas corbiculadas: Nosema apis, Nosema ceranae y Nosema bombi

(Arbulo et al., 2015; Cameron et al., 2011; Otti & Schmid-Hempel, 2008).

Nosema apis solo se ha reportado en abejas melíferas hasta el momento (Babin et

al., 2022) mientras que N. ceranae se ha reportado tanto en abejas como en

abejorros (Arbulo et al., 2015; Plischuk et al., 2009; Salvarrey et al., 2021). A nivel

individual, la infección por Nosema causa desórdenes intestinales que provocan

deficiencia en la asimilación de nutrientes y envejecimiento precoz, disminuyendo

la vida media de la abeja (Alaux et al., 2011; Higes et al., 2007; Fries, 1993; Liu,

1984). Además, N. ceranae puede generar alteraciones en la producción de

feromonas (Dussaubat et al., 2010), en los niveles de azúcares presentes en la

hemolinfa (Mayack & Naug, 2010) y en la composición de la microbiota intestinal

(Castelli et al., 2020; 2022). También es capaz de deprimir la respuesta inmune en

las abejas aumentando la susceptibilidad a otros patógenos (Antúnez et al., 2009;

Chaimanee et al., 2012) y se ha observado que un adecuado estado nutricional es

clave para disminuir los daños causados (Branchiccela et al., 2019; Castelli et al.,

2020; 2022). A nivel colonial, genera una reducción significativa de su población,

llegando incluso a causar la muerte de la colonia (Higes et al., 2009).

Nosema bombi, por otro lado, se ha descripto en diversas especies europeas de

abejorros (Tay et al., 2005) y norteamericanas (Cameron et al., 2011), tanto

criados comercialmente (Graystock et al., 2013) como en abejorros silvestres

(Cordes et al., 2012). Sin embargo, no ha sido descrito en Sudamérica (Arbulo,

2015) ni en Apis (Babin et al., 2022). En B. terrestris, la infección por este

patógeno disminuye la aptitud de las colonias naturales, lo que parece dificultar la



inversión en reproducción de una colonia infectada (Otti & Schmid-Hempel, 2008).

A su vez, en condiciones individuales, genera una reducción en la supervivencia

de las obreras (Otti & Schmid-Hempel, 2007).

Desde hace algunos años a nivel mundial se registra una disminución de las

poblaciones de diferentes especies de abejas entre las que se encuentran varias

especies de abejorros. Las causas de este problema se asocian principalmente a

factores antropogénicos entre los que se destacan la intensificación de la

agricultura, el incremento en el uso de pesticidas, fragmentación de hábitats,

introducción de especies exóticas y poca disponibilidad de recursos alimenticios,

que tienen como consecuencia una mayor susceptibilidad de los insectos frente a

patógenos y parásitos (FAO, 2020; Goulson et al., 2015). En este sentido, en

nuestro país, así como en otras regiones, se han reportado importantes pérdidas

anuales de colmenas de abejas melíferas, con valores próximos al 30% (Requier

et al., 2024; Antunez 2016). Estas pérdidas, junto con otras causantes, se asocian

a la infección por Nosema (Invernizzi et al., 2022, Antunez 2016). En Uruguay, N.

ceranae fue reportado con un alto grado de prevalencia para B. pauloensis y B.

bellicosus con una media de 72% y 63% respectivamente (Arbulo et al., 2015).

Posteriormente, se encontró una prevalencia de 18% y 44% para estas especies

(Plischuk et al., 2017). Recientemente, Salvarrey et al. (2021) analizaron la

prevalencia de distintos patógenos en abejorros nativos recolectados en el campo,

así como obtenidos en el laboratorio. La prevalencia de N. ceranae fue mayor en

las obreras silvestres (45,9%) que en las obtenidas mediante cría artificial (13%).

Como una posible explicación se plantea que las obreras recolectadas en el

campo, al compartir vectores de patógenos con otros polinizadores, como son las

flores, podrían estar más expuestas a estos parásitos.

El presente trabajo busca aportar información respecto a las implicancias que

tienen distintas dietas, en el desarrollo y en la sanidad de las especies de

abejorros nativas de Uruguay. Abordar estos aspectos permite generar nuevos

reportes en la cría de especies hacedoras de bolsillos, contribuyendo a la

utilización de estas como modelos de estudio.



2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS:

2.1 Hipótesis

La diversidad de pólenes presente en las dietas suministradas, asociadas a su

composición nutricional, afectan parámetros en el desarrollo y en la sanidad de las

colonias de B. pauloensis y B. bellicosus. Específicamente se propone que una

dieta de polen menos diversa y con menor contenido de proteína cruda y lípidos,

afecta negativamente el desarrollo y la sanidad de las colonias en ambas

especies.

2.2 Objetivo general

Evaluar el impacto de dos tipos de dietas de polen (monofloral y polifloral) en el

desarrollo postembrionario y en la sanidad de las colonias de B. pauloensis y B.

bellicosus criadas en condiciones de cautiverio.

2.3 Objetivos específicos

Comparar el desarrollo de las colonias tanto de B. pauloensis, como de B.

bellicosus, al ser criadas en condiciones de cautiverio bajo dos dietas de polen;

una monofloral de Eucalyptus grandis y una dieta polifloral (con menor y mayor

contenido de proteína cruda y lípidos respectivamente), en los siguientes

parámetros:

● Inicio de la oviposición

● Emergencia de obreras

● Supervivencia de reinas

● Número de celdas de huevos, larvas y pupas

● Tiempo de desarrollo postembrionario

● Peso fresco de las obreras emergidas, y peso seco de la cabeza de las

mismas

● Presencia de los microsporidios N. ceranae, N. apis, y N. bombi



A su vez se pretende comparar dichos parámetros, entre ambas especies, cuando

son alimentadas con la misma dieta.

3. MATERIALES Y MÉTODOS

El presente estudio fue realizado en la sección Etología de Facultad de Ciencias

en el año 2022, en el marco del proyecto “Efecto de la nutrición en la microbiota y

sanidad de los abejorros nativos del género Bombus” (FCE_3_2020_1_162451),

financiado por ANII.

3.1 Colecta de abejorros

Se colectaron un total de 112 reinas al emerger de su etapa de hibernación en

primavera (entre el 6 y el 24 de septiembre de 2022), 60 pertenecientes a B.

pauloensis y 52 a B. bellicosus en el departamento de Montevideo y sus

inmediaciones. Las mismas fueron distribuidas aleatoriamente en dos tratamientos

resultando en cuatro grupos: 1) B. pauloensis con dieta monofloral (MP) (n = 29),

2) B. pauloensis con dietas polifloral (PP) (n = 31), 3) B. bellicosus con dieta

monofloral (MB) (n = 26) y 4) B. bellicosus con dieta polifloral (PB) (n = 26)

3.2 Tipos de dietas

Se establecieron dos dietas de polen con composiciones nutricionales diferentes:

una monofloral, proveniente principalmente de eucalipto (Eucalyptus grandis), y

otra polifloral, proveniente de diversos recursos botánicos. El polen monofloral se

obtuvo a partir de colmenas de A. mellifera emplazadas en forestaciones de

Eucalyptus grandis, y presentó un contenido de proteína cruda del 16,15% y un

porcentaje de lípidos del 1,11%. El polen polifloral por su parte, se colectó en

diversos apiarios ubicados en diferentes zonas del país durante la primavera. El

mismo presentó un contenido de proteína cruda del 21,83% y un porcentaje de



lípidos del 2,87%. En ambos casos el polen se obtuvo colocando trampas caza

polen en colmenas de abejas melíferas (polen corbicular)

Los análisis palinológicos confirmaron el origen botánico de ambas muestras,

verificando que el polen era efectivamente polifloral y monofloral. El porcentaje de

proteínas de ambos tipos de polen se determinó mediante el método de digestión

ácida de Kjeldahl (Arien et al., 2015) en el Laboratorio de Nutrición Animal de

INIA-La Estanzuela. A su vez, para evitar la transmisión de microorganismos, los

pólenes fueron irradiados en el Laboratorio Tecnológico del Uruguay (LATU) con

una dosis mínima de 19 kGy y máxima de 20 kGy.

3.3 Cría en cautiverio

Luego de colectadas las reinas, se dio inicio al proceso de cría en condiciones de

laboratorio siguiendo la técnica descrita por Salvarrey et al. (2013). Cada reina fue

colocada individualmente en una caja de madera y vidrio de 5x10x10 cm y

alimentada con jarabe de sacarosa ad libitum (proporción agua y azúcar 1:1) y con

una mezcla de polen (proporción polen y jarabe 15:1) de 8 g (Figura 2).

Figura 2. Cajas de inicio diseñadas para las primeras etapas de desarrollo de las

colonias de abejorros.



Las cajas de inicio fueron colocadas en una estufa a 27-28°C y 40-60% de

humedad relativa, de forma de simular las condiciones naturales de las colonias.

Cada 2-3 días se realizó un recambio de jarabe por jarabe fresco y se inspeccionó

individualmente cada caja de cría, registrándose los siguientes parámetros:

consumo de jarabe (ml), día de inicio de la oviposición y número de obreras (vivas

y muertas).

Cuando aparecían los bolsillos (Figura 3E), estos se rellenaban con la mezcla de

polen. Para evitar contaminaciones durante la manipulación del alimento y para

suministrarlo de forma cómoda, se utilizó una jeringa rellena con dicha mezcla

para cada nido, en la que fueron registrados el peso inicial y final de cada una.

A los 40 días de iniciada la cría se identificaron y contaron los estadíos juveniles

observados (Figura 3A) en cada colonia. Dicha caracterización fue realizada de

acuerdo al siguiente criterio:

-Estadío de huevo: Celdas esféricas de color marrón oscuro, de diámetro no

superior a los 0,7cm (Figura 3B).

-Estadío de larva: Celdas de mayor tamaño, de color uniforme, y generalmente

con aparición de una estructura de cera en forma de bolsillo (Figura 3C).

-Estadío de pupa: Celdas con coloración más clara que las anteriores, cada una

alojando a una pupa, en donde se pierde la estructura en forma de bolsillo (Figura

3D).

Una vez que los nidos tuvieron más de 6 individuos fueron transferidos a una caja

de mayor tamaño de 23x29x15 cm.

El total de obreras nacidas de cada uno de los nidos fueron pesadas

individualmente. Posteriormente, se extrajeron las cabezas de 33 obreras por cada

especie y tratamiento y se secaron individualmente en una estufa a 60ºC por

cuatro días, donde se registró su peso seco utilizando una balanza analítica

(Alarcón, 2023). Este parámetro en particular, se utiliza como indicador de

desarrollo de las glándulas hipofaríngeas en abejas melíferas. Dichas glándulas,

exclusivas de los himenópteros, se ubican dentro de la cabeza (Hrassnigg &

Crailsheim, 1998) y se ha observado que su desarrollo puede ser influido por la

calidad nutricional del polen (Ahmad et al., 2021).



Las colonias se mantuvieron por un periodo de 81 días, momento en el cual se

extrajeron 3 obreras y las respectivas reinas de 44 nidos con el fin de analizar su

microbiota (excede el alcance de esta tesis). Motivo por el cual éste fue el

momento de finalización de este estudio.

Figura 3. Vista de la estructura de la colmena de B. pauloensis con su reina (A),
estadíos de huevos (B), larvas (C), pupas (D) y bolsillos (E) .

3.4 Identificación de especies de Nosema

Para asegurar una detección precisa de los microsporidios en las muestras de

Bombus spp., se emplearon métodos basados en el análisis de ADN. A través de

la extracción de ADN de las muestras, es posible identificar la presencia del

patógeno mediante la amplificación de regiones genéticas específicas utilizando

técnicas moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Este

enfoque basado en el ADN no solo mejora la sensibilidad de la detección, sino que

también permite confirmar la identidad de los microsporidios a nivel genético,



proporcionando una mayor certeza en los resultados obtenidos. Dichos análisis

moleculares se llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiología y Salud de las

Abejas del Departamento de Microbiología del Instituto de Investigaciones

Biológicas Clemente Estable (IIBCE).

Con el objetivo de determinar la presencia de los microsporidios N. ceranae, N.

apis y N. bombi, se seleccionaron 11 colonias por tratamiento, de los que se

colectaron 3 obreras y su reina. Dichas obreras fueron extraídas una vez que

cumplieron al menos 7 días como adultas (Higes et al., 2007).

3.4.1 Extracción de ADN

Los abejorros extraídos se esterilizaron superficialmente usando una solución de

hipoclorito al 1% (Engel et al., 2013). Se extrajeron los intestinos de forma

individual en condiciones asépticas y se homogeneizaron usando perlas de

cerámica en tubos de plástico empleando un equipo FastPrep-24TM durante 40

segundos a 6,0 m/s. Posteriormente, los tubos se centrifugaron durante 1 min a

5000 xg. La extracción de ADN se realizó utilizando el método de SDS-CTAB

(Zhou et al., 1996). El ADN obtenido se cuantificó y se normalizó a 10 ng/μL.

3.4.2 Amplificación de ADN mediante PCR.

Para la detección de N. ceranae y N. apis en estas muestras, se realizó la

amplificación del gen que codifica para el ARN ribosomal 18S mediante el ensayo

de PCR multiplex, de acuerdo con lo descrito por Martín-Hernández et al., 2007.

En este ensayo se utiliza un juego de cebadores específico para la detección de

cada microsporidio. En cada reacción de PCR se trabajó con un volumen reacción

de 50μl conteniendo 3μl de MgCl2 3mM, 5μl de buffer PCR 10X, 0,4μl Taq ADN

polimerasa (5U/μl), 2μl de 0,4mM de dNTPs, 40µM de cada cebador

correspondiente a N. ceranae y a N. apis y 5μl de ADN molde. El resto del

volumen se completó con agua destilada estéril. Mediante el uso del primer par de

cebadores N. apis forward 5'-GGG GGC ATG TCT TTG ACG TAC TAT GTA- 3' y



N. apis reverse 5'-GGG GGG CGT TTA AAA TGT GAA ACA ACT ATG-3' se

obtiene un amplicón de 321 pares de bases (pb) en N. apis, mientras que con el

par N. ceranae forward 5'-CGG CGA CGA TGT GAT ATG AAA ATA TTA A- 3' y N.

ceranae reverse 5'-CCC GGT CAT TCT CAA ACA AAA AAC CG- 3' se obtiene un

amplicón de 218-219 pb en N. ceranae (Martín-Hernández et al., 2007). El

protocolo empleado para el PCR consistió en una desnaturalización inicial de 94ºC

durante 2 minutos, seguido por 10 ciclos de 94ºC durante 15 minutos, 61,8ºC

durante 30 segundos y 72ºC por 45 segundos. Luego se agregan 20 ciclos más

del anteriormente descrito, pero se van adicionando 5 segundos al último paso de

cada uno de los 20 ciclos. Y, por último, una extensión final de 72ºC por 7 minutos.

Dichas amplificaciones se realizaron empleando un termociclador Labnet™

MultiGene™ OptiMax. En cada corrida de PCR se le añadieron controles positivos

para N. ceranae y para N. apis y un control negativo (donde no se incorporó

ADN). 

Paralelamente para la detección de N. bombi se amplificó una región del gen 18S

que codifica la subunidad pequeña de ARN ribosomal (SSU-rRNA). En cada

reacción de PCR se trabajó con un volumen reacción de 50 μl conteniendo 3μl de

MgCl2 3mM, 5μl de buffer PCR 10X, 0,4μl Taq ADN polimerasa (5U/μl), 2μl de

0,4mM de dNTPs, 0,8µM de cada cebador correspondiente a N. bombi y 5μl de

ADN molde. El resto del volumen se completó con agua destilada estéril

empleando los cebadores forward BombicarFw: 5'-GGC CCA TGC ATG TTT TTG

AAG ATT ATT AT-3' y reverse BombicarRv:  5'-CTA CAC TTT AAC GTA GTT ATC

TGC GG-3’, con los cuales se obtuvo un amplicón de 101 pb (Plischuk et al.,

2009). Dichas amplificaciones se realizaron empleando un termociclador Labnet™

MultiGene™ OptiMax. En cada corrida de PCR se le añadió un control positivo

para N. bombi y un control negativo (donde no se incorporó ADN).

Para realizar dichas amplificaciones, se utilizó un volumen final de ADN

compuesto por 4 μl ADN de cada una de las tres obreras seleccionadas de cada

colonia, las cuales se unificaron en un “pool”, obteniéndose así 44 muestras



compuestas. En aquellos casos donde la detección diera positivo, se realiza un

nuevo análisis considerando dichas obreras de forma individual.

3.4.3 Electroforesis en gel de agarosa 

Los productos de amplificación se analizaron mediante electroforesis en gel de

agarosa 2% en TBE 0.5X (Tris 10.8 g, ácido bórico 5.5 g, EDTA 0.5 M pH 8 4 ml

por 100 ml), utilizando Gene Ruler Fermentas 1Kb como marcador de peso

molecular, a 110 V. Posteriormente, los geles se tiñeron con GelRed®,

visualizados mediante exposición a luz UV y fotografiados a través de una cámara

Kodak (DC290).

3.5 Análisis de datos.

De acuerdo con la naturaleza de los datos, se seleccionaron distintos análisis.

Para aquellos que cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de

las varianzas se realizaron análisis de varianza (ANOVA). Para comparaciones

pareadas se utilizó la prueba estadística t. Para los datos que no cumplieron con

los supuestos de normalidad y homogeneidad de las varianzas se utilizó la prueba

de Chi-cuadrado, o la prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente el test de

Wilcoxon. Los datos se analizaron en el software R®.

La prevalencia de N. ceranae, N. apis y N. bombi se determinó como frecuencia

de aparición.



4. RESULTADOS

4.1 Desarrollo de colonias

Del total de reinas colectadas de la especie B. pauloensis (n=60), e

independientemente de la dieta suministrada, el 55% inició la oviposición. En el

caso particular de la dieta monofloral (MP) un 48,2% tuvo éxito y para la dieta

polifloral (PP) un 61,2%. Estas diferencias no resultaron significativas (χ2=0,57,

df= 1, p=0,45) (Figura 4).

Las reinas de la especie B. bellicosus (n=52), por su parte, tuvieron un porcentaje

de éxito en el inicio de la oviposición de 56%. Siendo 61,5% y 50% para las dietas

monofloral (MB) y polifloral (PB) respectivamente, no encontrándose diferencias

significativas (χ2=0,31, df=1, p=0,58) (Figura 5).

Figura 4. Número de reinas de la especie B. pauloensis que

oviponen o no, según la dieta suministrada. Se utilizó un intervalo de

confianza del 95%.



La totalidad de reinas de la especie B. pauloensis alimentadas con polen

monofloral (MP), que lograron iniciar la oviposición, alcanzaron a producir al

menos una obrera. En cambio, el 73,7% de las reinas alimentadas con polen

polifloral que lograron la oviposición, alcanzaron a producir al menos una obrera.

No se encontraron diferencias en ambos grupos (χ2=2,54, df= 1, p=0,11) (Figura

6).

Figura 5. Número de reinas de la especie B. bellicosus que

oviponen o no, según la dieta suministrada. Se utilizó un intervalo de

confianza del 95%.



Figura 6. Número de reinas de la especie B. pauloensis que

habiendo iniciado la oviposición, lograron o no lograron la

emergencia de al menos una obrera según la dieta suministrada. Se

utilizó un intervalo de confianza del 95%.

El 87,5% de las reinas de la especie B. bellicosus alimentadas con polen

monofloral (MB), que lograron iniciar la oviposición, alcanzaron a producir al

menos una obrera. En cambio, el 100% de las reinas alimentadas con polen

polifloral que lograron iniciar la oviposición, alcanzaron a producir al menos una

obrera. No se encontraron diferencias en ambos grupos (χ2=0,34, df= 1, p=0,56)

(Figura 7).



Figura 7. Número de reinas de la especie B. bellicosus que

habiendo iniciado la oviposición, lograron o no lograron la

emergencia de al menos una obrera según la dieta suministrada. Se

utilizó un intervalo de confianza del 95%.

En los primeros 10 días de cría se registró la mayor mortalidad de reinas, siendo

para la especie B. pauloensis el 25% de las mismas. Para la dieta monofloral la

mortalidad fue de un 31% mientras que para la dieta polifloral un 19,3%. No se

encontraron diferencias significativas (χ2=0,56, df= 1, p=0,46) (Figura 8).



Figura 8. Número de reinas de la especie B. pauloensis que

murieron, o no, antes de los 10 días de iniciada la cría, para ambas

dietas suministradas. Se utilizó un intervalo de confianza del 95%.

La especie B. bellicosus en este sentido, presentó una mortalidad del 19,2% en los

primeros 10 días de cría, sin presentar diferencias entre las distintas dietas

(ambas 19,2%) (χ2=0, df= 1, p=1) (Figura 9).



Figura 9. Número de reinas de la especie B. bellicosus que

murieron o no, antes de los 10 días de iniciada la cría, para ambas

dietas suministradas. Se utilizó un intervalo de confianza del 95%.

4.2 Consumo de polen y jarabe

A partir de 32 nidos de la especie B. pauloensis y 30 de B. bellicosus, se obtuvo

una estimación del suministro de polen y del consumo de jarabe por obrera en las

colonias de cada especie. Únicamente fueron consideradas las obreras vivas que

cada nido presentó en el último conteo.

Mediante esta técnica de cría, las colonias de la especie B. pauloensis

demandaron en promedio 1,08 g de polen en sus bolsillos, y 12,33 ml de jarabe

por obrera (n=210). Las colonias de de B. bellicosus, por su parte, demandaron en

promedio 0,85 g de polen y 11,03 ml de jarabe por obrera (n=214).



4.3 Tamaño de las colonias

A los cuarenta días de iniciada la cría, se contabilizaron y analizaron las celdas en

los distintos estadios de desarrollo (huevos, larvas y pupas), el número de

bolsillos, y la cantidad de obreras presentes en cada uno de los cuatro grupos.

El número de puestas para ambas especies y tratamientos varió entre 0,89 ± 0,76

huevos/colonia correspondiente al grupo (MB) y 1,36 ± 1,0 huevos/colonia

correspondiente al grupo (PB). El número de larvas, por su parte, presentó una

variación de 1,7 ± 2,42 larvas/colonia correspondiente al grupo (PB), a 3,5 ± 3,49

larvas/colonia correspondientes al grupo (MB), mientras que el número de pupas

varió entre 1,24 ± 2,2 pupas/colonia (PB) y 2,15 ± 2,68 pupas/colonia (MP). Estas

diferencias obtenidas no resultaron significativas en ninguno de los estadios

analizados (Figura 10 A, B y C).



Figura 10. Efecto de las dietas suministradas en el número de puestas de

huevos (A), larvas (B) y pupas (C) contabilizadas a los 40 días de iniciada la

cría para ambas especies. MP: B. pauloensis con dieta monofloral; PP: B.

pauloensis con dieta polifloral; MB: B. bellicosus con dieta monofloral y PB: B.

bellicosus con dieta polifloral. Los resultados presentados en forma de box plot

incluyen la media, los cuartiles 25 y 75%, valores outlier, máximos y mínimos.

Se utilizó un intervalo de confianza del 95%.

En igual sentido, el número de bolsillos contabilizados fue similar en ambas

especies y dietas. La variación fue de 0,53 ± 0,94 “bolsillos”/colonia

correspondientes al grupo (PB) a 1,5 ± 1,57 “bolsillos”/colonia correspondiente al

grupo (MP) (Figura 11).



Figura 11. Efecto de las dietas suministradas en el número de

“bolsillos” contabilizados a los 40 días de iniciada la cría para ambas

especies. MP: B. pauloensis con dieta monofloral; PP: B. pauloensis

con dieta polifloral; MB: B bellicosus con dieta monofloral y PB: B.

bellicosus con dieta polifloral. Los resultados presentados en forma

de box plot incluyen la media, los cuartiles 25 y 75%, valores outlier,

máximos y mínimos. Se utilizó un intervalo de confianza del 95%.

Respecto al número de obreras, la dieta no resultó una variable significativa para

ninguna de las especies. Sin embargo, sí se encontraron diferencias significativas

al comparar entre ambas especies alimentadas con la misma dieta, en donde el

número de obreras fue mayor en B. pauloensis que en B. bellicosus tanto para la

dieta monofloral (p<0,05) como para la polifloral (p<0,05) (Figura 12).



Figura 12. Efecto de la dieta suministrada para ambas especies y

tratamientos en el número de obreras contabilizadas a los 40 días de

iniciada la cría. MP: B. pauloensis con dieta monofloral; PP: B.

pauloensis con dieta polifloral; MB: B. bellicosus con dieta monofloral

y PB: B. bellicosus con dieta polifloral. Los resultados presentados

en forma de box plot incluyen la mediana, los cuartiles 25 y 75%,

valores outlier, máximos y mínimos. Se indican las diferencias

significativas entre los diferentes grupos con una barra horizontal

negra (*: p valor ≤ 0.05, **: p valor ≤ 0.01, ***: p valor ≤ 0.001).

4.4 Tiempo de desarrollo postembrionario

El tiempo transcurrido desde la oviposición hasta la emergencia de la primera

obrera no presentó diferencias significativas entre las distintas especies

alimentadas con las distintas dietas (Figura 13).

B. pauloensis presentó una media de 24,29 ± 2,33 días (n=14) para la dieta

monofloral (MP) y 27,14 ± 3,23 días (n=14) para la dieta polifloral (PP). B.



bellicosus en cambio presentó una media de 27,38 ± 4,79 días (n=13) para la dieta

monofloral (MB) y 28,23 ± 3,81 días (n=13) para la dieta polifloral (PB).

Figura 13. Tiempo de desarrollo postembrionario hasta la

emergencia de la primera obrera bajo distintas dietas. MP: B.

pauloensis con dieta monofloral; PP: B. pauloensis con dieta

polifloral; MB: B. bellicosus con dieta monofloral; PB: B. bellicosus

con dieta polifloral. Los resultados presentados en forma de box plot

incluyen la media, los cuartiles 25 y 75%, valores outlier, máximos y

mínimos. Se utilizó un intervalo de confianza del 95%.

4.5 Peso fresco de las obreras emergidas.

Las obreras de la especie B. pauloensis alimentadas con polen monofloral

presentaron pesos significativamente mayores (0,15 ± 0,05g) (n=104) que las

alimentadas con polen polifloral (0,12 ± 0,04g) (n=139) (p<0,0001) (Figura 14).

En cuanto a la especie B. bellicosus la dieta no provocó cambios en el peso de las

mismas.



Al comparar los pesos de las obreras de las diferentes especies alimentadas con

la dieta monofloral, las de B. pauloensis presentaron el mayor peso (p<0,001),

mientras que para ambas especies alimentadas con la dieta polifloral, no se

observan diferencias significativas en el peso.

Figura 14. Peso fresco de las obreras emergidas de ambas

especies bajo distintas dietas. MP: B. pauloensis con dieta

monofloral; PP: B. pauloensis con dieta polifloral; MB: B. bellicosus

con dieta monofloral y PB: B. bellicosus con dieta polifloral. Los

resultados presentados en forma de box plot incluyen la mediana,

los cuartiles 25 y 75%, valores outlier, máximos y mínimos. Se

indican las diferencias significativas entre los diferentes grupos con

una barra horizontal negra (*: p valor ≤ 0.05, **: p valor ≤ 0.01, ***: p

valor ≤ 0.001).



4.6 Peso seco de la cabeza de las obreras.

Las obreras de la especie B. pauloensis alimentadas con dieta monofloral

presentaron un peso seco de las cabezas significativamente mayor (0,0062 ±

0,0016g) (n=33) con respecto a la misma especie alimentada con dieta polifloral

(0,0047 ± 0,0010g) (n=33) (p<0,0001) (Figura 15).

Las obreras de B. bellicosus, independientemente de la dieta, presentaron un peso

seco de sus cabezas similar siendo (28,23 ± 3,81)g (n=33) para la dieta polifloral y

(0,0057 ± 0,015g) (n=33) para la dieta monofloral.

Al comparar las diferentes especies alimentadas con la misma dieta, se puede ver

que en la dieta monofloral los pesos de las cabezas no presentaron diferencias,

mientras que entre las diferentes especies alimentadas con polen polifloral, B.

bellicosus presentó significativamente el mayor peso (p<0,01).

Figura 15. Peso seco de las cabezas de las obreras emergidas de

ambas especies bajo distintas dietas. MP: B. pauloensis con dieta

monofloral; PP: B. pauloensis con dieta polifloral; MB: B. bellicosus

con dieta monofloral y PB: B. bellicosus con dieta polifloral. Los



resultados presentados en forma de box plot incluyen la media, los

cuartiles 25 y 75%, valores outlier, máximos y mínimos. Se indican

las diferencias significativas entre los diferentes grupos con una

barra horizontal negra (*: p valor ≤ 0.05, **: p valor ≤ 0.01, ***: p valor

≤ 0.001).

4.7 Detección de microsporidios Nosema ceranae, Nosema apis y Nosema

bombi

Del total de pools de obreras analizados (n=44) únicamente uno de ellos

correspondiente a la especie B. pauloensis con dieta monofloral (MP) resultó

positivo (Figura 16, Carril 39), donde el amplicón de 218 pb obtenido coincide con

el tamaño esperado para N. ceranae.



Figura 16. Amplificación de fragmentos del gen ARNr 18S de N. ceranae y N. apis

utilizando cebadores específicos para estos microsporidios. Se demuestra el

marcador de peso molecular en el primer carril. El fragmento amplificado para N.

ceranae se estimó en 280 pb y el de N. apis en 321 pb.

Carriles: 1-PB4 2-PB5 3-PB6 4-PB7 5-PB8 6-PB12 7-PB13 8-PB19 9-PB2 10-PB2

11-PB26 12-PP1 13-PP2 14- PP7 15- PP9 16- PP11 17- PP15 18-PP16 19-PP21

20-PP27 21-PP28 22-PP30 23-MB1 24-MB3 25-MB4 26-MB6 27-MB8 28-MB10

29-MB12 30-MB13 31-MB14 32-MB17 33-MP3 34-MP4 35-MP9 36-MP12 37-MP13

38-MP14. 39-MP15 40-MP22 41-MP23 42-MP24 43-MP25 44-MP28 +- Control

positivo N. ceranae +- Control positivo N. apis - Control negativo

Al analizar las muestras de dicha colonia individualmente de acuerdo con lo

descripto, resultaron positivas únicamente dos de las tres obreras analizadas

(Figura 17, carriles 2, 3), y su reina (Figura 17: carril 4), no así las demás reinas ni

obreras analizadas.



Figura 17. Amplificación de fragmentos del gen ARNr 18S de N. ceranae y N. apis

utilizando cebadores específicos para estos microsporidios. El fragmento amplificado

para N. ceranae se estimó en 280 pb y el de N. apis en 321 pb.

Carriles: 1- MP15 obrera 1 2- MP15 obrera 2 3- MP15 obrera 3 4- MP15 reina 5-

Reina MP3 6- Reina MP4 7- Reina MP9 8- Reina MP12 9- Reina MP13 10- Reina

MP24 11- Reina MP28 12- Reina MB1 13- Control positivo N. ceranae 14- Control

positivo N. apis 15- control negativo.

No fue detectada la presencia de N. apis ni N. bombi en ninguna de las muestras

analizadas, tanto de obreras como de reinas. (Figura 18; Material suplementario)



Figura 18. Amplificación de fragmentos del gen ARNr 18S de N. bombi utilizando

cebadores específicos para este microsporidio. El fragmento amplificado para N.

bombi se estimó en 101 pb.

Carriles: 1- PB4 2- PB5 3- PB6 4- PB7 5- PB8 6- PB12 7- PB13 8- PB19 9- PB20

10- PB21 11- PB26 12- PP1 13- PP2 14- PP7 15- PP9 16- PP11 17- PP15 18- PP16

19- PP21 20- PP27 21- PP28 22- PP30 23- MB124- MB3 25- MB4 26- MB6 27- MB8

28- MB10 29- MB12 30- MB13 31- MB14 32- MB17 33- MP3 34- MP4 35- MP9 36-
MP12 37- MP13 38- MP14 39- MP15 40- MP22 41- MP23 42- MP24 43- MP25

44- MP28 + Control positivo N. bombi - Control negativo.



5. DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos indican que ambas dietas de polen fueron adecuadas

para que las reinas de B. pauloensis y B. bellicosus pudieran iniciar la oviposición

y criar obreras bajo condiciones de cautiverio. Este hecho permitió evaluar su

impacto en el desarrollo de las colonias y corroborar que una dieta con menor

diversidad, y menor contenido de proteína cruda y lípidos, no necesariamente

afecta el desarrollo de las colonias de ambas especies de forma negativa, o que al

menos, su impacto puede no ser percibido bajo los parámetros evaluados,

rechazando así la hipótesis de trabajo.

En el presente estudio, la dieta resultó ser una variable significativa únicamente en

la especie B. pauloensis. Dicha especie, al ser alimentada con polen monofloral,

presentó pesos significativamente mayores tanto de las obreras, como de la

cabeza seca de las mismas. En la especie B. bellicosus, en cambio, no se

encontraron diferencias significativas en ninguno de los parámetros respecto a las

dietas suministradas.

Los resultados obtenidos son inesperados teniendo en cuenta que el polen de

eucalipto utilizado (polen monofloral) presentó, además de una menor diversidad

de especies botánicas, un bajo contenido de lípidos y un porcentaje de proteína

cruda inferior al 20% (valor considerado deficiente para la correcta nutrición de

abejas melíferas) (Branchiccella et al. 2019). Por estos motivos se asume que las

colonias bajo esta dieta se encontraron en condiciones nutricionales disminuidas,

lo cual no se vió reflejado en el desarrollo de estas especies. La dieta polifloral, por

su parte, estaba compuesta por polen proveniente de una gran diversidad de

especies vegetales, y presentó un porcentaje de proteína cruda y lípidos mayores

que el polen de E. grandis. Cabe recalcar que no se analizaron otros componentes

del polen, que también se utilizan como indicadores de la calidad nutricional, y que

podrían tener un rol importante en la nutrición de ápidos, como los aminoácidos

esenciales presentes (Moerman et al., 2015), la composición lipídica específica, o

la presencia de compuestos tóxicos, entre otros.



Dado que como se mencionó previamente la mayoría de las colonias de ambas

especies y dietas tuvieron que ser sacrificadas en distinto momento con el fin de

analizar su microbiota, no se analizaron estadísticamente el número total de

obreras emergidas, ni los consumos de néctar y polen. Estos últimos hubiesen

sido útiles para intentar explicar los resultados obtenidos, ya que Vaudo et al.

(2016a;b) encontraron que algunas especies de abejorros (B. terrestris y B.

impatiens) pueden regular la ingesta de dietas para alcanzar relaciones

específicas de proteína:lípido, y que a su vez, las preferencias en dicha relación

varían para las distintas especies. Por estos motivos, es posible que las colonias

de B. pauloensis alimentadas con polen monofloral hayan consumido mayores

cantidades de polen contrarrestando sus bajos niveles nutricionales. A su vez, la

relación entre proteína cruda y lípidos en las dietas suministradas en este estudio

fueron diferentes, siendo para el caso de la dieta monofloral 15:1

(proteínas:lípidos), y 8:1 para la dieta polifloral. Esta diferencia podría explicar el

impacto diferencial observado entre ambas especies, hipotetizando que ambas

tienen distintas preferencias. A su vez, cabe destacar que el peso seco de la

cabeza es un parámetro nutricional utilizado en abejas melíferas, pero no es

comúnmente utilizado en abejorros, por lo que este parámetro sustenta la

diferencia observada en el peso de las obreras, pero no permite realizar

afirmaciones concluyentes como buen indicador nutricional.

Independientemente del mecanismo involucrado, las diferencias observadas

sugieren que ambas especies tienen requisitos nutricionales diferentes. Mientras

que B. bellicosus presentó poca variación respecto a los parámetros evaluados, en

la especie B. pauloensis ocurrió lo opuesto.

A su vez, entre ambas especies alimentadas con dieta monofloral las obreras de

B. pauloensis presentaron mayor peso fresco que las de B. bellicosus, ocurriendo

lo opuesto para el peso de la cabeza donde con dieta polifloral, B. bellicosus

presentó valores mayores que B. pauloensis. Diferencias en los rasgos de historia

de vida podrían explicar la variación observada tanto en estas especies de



abejorros, como también en otras abejas (Barraud et al., 2022; Moerman et al.,

2016; Vaudo et al., 2015)

Particularmente en A. mellifera, Invernizzi et al. (2011b) hallaron que colmenas

que solo disponían de polen de E. grandis como recurso alimenticio, presentaron

obreras con menor proteína corporal y peor estado sanitario que aquellas que

disponían de polen polifloral. A su vez, Branchiccella et al. (2019), encontraron que

colmenas de abejas melíferas emplazadas en plantaciones de E. grandis

suplementadas regularmente con polen polifloral, presentaron una mayor

población de abejas adultas y de cría, que las colonias que solo disponían de

dicho polen como recurso alimenticio.

Por otro lado, el número de celdas observadas en los distintos estadios (huevos,

larvas y pupas) a los cuarenta días de iniciada la cría, así como el número de

bolsillos, no presentaron diferencias significativas entre las diferentes especies

alimentadas con las distintas dietas. En cambio, al comparar entre ambas

especies alimentadas con la misma dieta, B. pauloensis presentó en ambos casos

un mayor número de obreras que B. bellicosus.

El número de obreras alcanzado en determinado tiempo es un parámetro

importante a tener en cuenta en la cría de estas especies y en su posterior

utilización como polinizadores de cultivos. Del mismo modo lo es su adaptabilidad

a las condiciones de cautiverio. En este sentido, los resultados obtenidos por

Moerman et al. (2016) al analizar microcolonias de B. hypnorum, B. pratorum y B.

terrestris (colonias formadas por pocas obreras, en ausencia de reinas, las cuales

producen únicamente machos) bajo tres dietas nutricionales, mostraron que

independientemente de la dieta, B. terrestris obtuvo un mejor desempeño en los

parámetros evaluados, sugiriendo que existen claras diferencias entre las

aptitudes propias de cada especie.

Las variaciones inter e intraespecíficas encontradas al comparar el impacto de la

nutrición en ambas especies, podrían reflejar las distintas distribuciones que éstas

presentan en el continente sudamericano. El mayor número de obreras alcanzado



por B. pauloensis en las primeras etapas del ciclo, así como su mayor peso en

respuesta a una dieta específica, podría reflejar una mayor adaptabilidad a los

recursos disponibles y una mayor explotación de los mismos. En este sentido,

cabe destacar que dicha especie presenta una amplia distribución en el continente

e incluso es utilizada como polinizadora a nivel comercial, mientras que B.

bellicosus se encuentra en la lista de especies en riesgo de extinción, donde las

causas de esta situación han sido poco estudiadas (Martins et al., 2015).

El presente estudio también permitió comparar los resultados obtenidos con

reportes previos de cría, tanto con las mismas especies bajo la misma técnica, así

como con otras especies que presentan desafíos similares. En este sentido, tanto

los porcentajes de inicio de oviposición obtenidos para ambas especies, así como

el de las reinas que lograron la emergencia de al menos una obrera, fueron

mayores a los previamente reportados para estas especies en nuestro país por

Salvarrey et al., (2013), mostrando un incremento de hasta un 16 y 30%,

respectivamente. Específicamente, las proporciones de reinas que iniciaron la

oviposición fueron similares a los reportados para otras especies de abejorros por

Carnell et al., (2020b) (60-66%), quien también trabajó con dos especies

pertenecientes al grupo “hacedores de bolsillo” a partir de reinas colectadas de la

naturaleza.

Respecto al tiempo transcurrido entre el inicio de la oviposición y la emergencia de

la primera obrera, por más que no se encontraron diferencias significativas entre

dietas ni entre especies, se observó un valor estadístico marginal (p=0,054). En

este sentido, los tiempos medios obtenidos para B. pauloensis y B. bellicosus

(25,7 y 27,8 días, respectivamente) son contrarios y menores a los reportados por

Salvarrey et al. (2013), quien observó que la duración de este ciclo es de 36,8 días

para B. pauloensis y 30 días para B. bellicosus. Sin embargo, los resultados son

similares a los reportados por Cruz et al., (2008) quien observó que la duración

promedio del ciclo en B. pauloensis es de 24 días. Estas marcadas diferencias en

la duración de los ciclos podrían explicarse por factores tales como la calidad



nutricional de las dietas suministradas, así como por una mayor frecuencia de

alimentación, ya que el tiempo de desarrollo de las larvas depende en gran

medida de estos parámetros (Moerman et al., 2015; Ribeiro, 1994; Sutcliffe &

Plowright, 1990).

Respecto a la sanidad de las colonias, N. ceranae fue el único microsporidio

detectado. El mismo fue encontrado únicamente en una reina del grupo de B.

pauloensis alimentadas con la dieta monofloral y en dos de sus tres obreras

analizadas, resultando en la prevalencia más baja reportada para estas especies

en condiciones de cautiverio. No fue detectada la presencia de N. apis ni N. bombi

en ninguna de las muestras. La baja detección de estos patógenos no permitió

hacer inferencias respecto al impacto de la alimentación en el estado sanitario de

las colonias. Aun así, el hecho de que haya sido encontrada solo una colonia

infectada puede estar ligado al buen manejo de medidas sanitarias, entre las que

se incluyen la irradiación previa del polen suministrado, la limpieza diaria de los

residuos de las colonias, y la desinfección constante del instrumental utilizado.

Cabe destacar que únicamente fueron analizadas aquellas colonias que lograron

tener al menos tres obreras, y no así las restantes reinas colectadas (incluyendo

las que murieron) ni las demás colonias criadas.

Las preocupaciones ambientales, como la crisis de polinizadores, resaltan la

necesidad de entender la biología nutricional de estos insectos. Aunque a menudo

las estrategias de mitigación se han centrado en aumentar la diversidad de

recursos florales, así como en conocer la calidad nutricional de los recursos que

estas brindan, estas medidas por sí mismas no resultan suficientes (Vaudo et al.,

2015). Para crear planes de conservación que sean representativos de la enorme

diversidad de polinizadores resulta necesario profundizar en los requerimientos

nutricionales individuales de cada especie. Particularmente en abejorros, como se

mencionó previamente, dos especies son principalmente utilizadas como modelo

de estudio. Estas, a pesar de ser valiosos modelos, probablemente no reflejen los



requerimientos nutricionales de otras especies (Vaudo et al., 2015; Carnell et al.,

2020b).

Los resultados obtenidos en este estudio presentan nuevos aportes en la biología

reproductiva de B. pauloensis y B. bellicosus, y muestran un acercamiento a los

efectos que tiene la nutrición en el desarrollo de sus colonias. Además, presentan

nuevos resultados alentadores en la cría de estas especies en condiciones de

confinamiento y en su utilización como modelo de estudio. A su vez, respaldan

que las distintas especies de abejorros pueden tener distintos requerimientos

nutricionales y que el origen botánico del polen puede afectar diferencialmente el

desarrollo de sus colonias. Por último, subrayan la importancia de utilizar una

amplia variedad de especies como modelo para entender el impacto de la nutrición

en el desarrollo y sanidad de las colonias del género

6. CONCLUSIONES
1. Una dieta de polen con menor contenido de proteína cruda y lípidos y

menor diversidad (por sí misma), no necesariamente afecta de forma

negativa el desarrollo de las colonias de B. pauloensis y B. bellicosus. O al

menos, dicho impacto puede no ser percibido en los parámetros analizados.

2. El origen botánico del polen, asociado a su calidad nutricional, afecta de

forma diferencial el desarrollo de las colonias de B. pauloensis y B.

bellicosus criadas en condiciones de cautiverio.

3. B. pauloensis presenta un mayor número de obreras que B. bellicosus en

las primeras etapas de su ciclo, lo cual podría estar vinculado con la

presencia y distribución de las especies en el continente.

4. Ambas especies presentan potencial para ser utilizadas como modelo de

estudio, contribuyendo al conocimiento de los efectos nutricionales en

distintos ápidos; y mostrando que es importante profundizar en el impacto

de la nutrición en diferentes grupos para crear planes de conservación que

sean representativos de la enorme diversidad de polinizadores existente.



7. PERSPECTIVAS
A futuro se plantea analizar bajo el mismo protocolo de cría otros aspectos que no

fueron evaluados, como la producción de sexuados. Este es un aspecto

importante, tanto por las implicancias que tiene la dieta en las distintas castas de

abejorros, así como por la técnica de cría, en la que aún no se ha estudiado. De la

misma forma estudiar la dinámica de crecimiento de los estadíos inmaduros de las

colonias, los cuales podrían ser marcados individualmente permitiendo

comparaciones en el tiempo.

A su vez se pretende evaluar en condiciones de campo el desarrollo y la sanidad

de las colonias, de acuerdo a la disponibilidad de recursos naturales.

Por último, dado que esta tesis fue enmarcada en un proyecto mayor que busca

analizar y comparar la microbiota intestinal asociada entre las distintas dietas,

sería interesante poseer los resultados y contrastarlos con los resultados

obtenidos en este estudio.



7. INFORMACIÓN COMPLEMENTARIA

Medias y desvíos

Promedio ± desvío estándar

Bombus
pauloensis
monofloral

(MP)

Bombus
pauloensis
polifloral
(PP)

Bombus
bellicosus
monofloral

(MB)

Bombus
bellicosus
polifloral
(PB)

Celdas de
huevos (*) 1,1 ± 1,17 1,3 ± 1,13 0,89 ± 0,76 1,36 ± 1,0

Celdas de
larvas (*) 2,95 ± 3,70 3,35 ± 2,33 3,50 ± 3,49 1,70 ± 2,42

Celdas de
pupas (*) 2,15 ± 2,68 1,55 ± 1,88 1,67 ± 2,28 1,24 ± 2,20

Obreras (*) 2,15 ± 2,20 0,90 ± 1,29 0,72 ± 1,32 0,06 ± 0,24

Bolsillos (*) 1,50 ± 1,57 1,35 ± 1,09 1,06 ± 1,21 0,53 ± 0,94

Tiempo de
desarrollo
(Días)

24,29 ± 2,33 27,14 ± 3,23 27,38 ± 4,79 28,23 ± 3,81



Peso fresco
de las
obreras

nacidas (g)

0,15 ± 0,05 0,12 ± 0,04 0,13 ± 0,05 0,13 ± 0,10

Peso seco
de la

cabeza de
las obreras

(g)

0,0062 ±
0,0016

0,0047 ±
0,0010

0,0057 ±
0,015

0,0054 ±
0,0012

(*) Como unidad de medida se utiliza el número observado a los 40 días de
iniciada la cría por un único operador



Figura 19: Amplificación de fragmentos del gen ARNr18S de N. bombi utilizando

cebadores específicos para este microsporidio. El fragmento amplificado para N.

bombi se estimó en 101 pb.

Carriles: 1- Reina MP12 2- Reina MP13 3- Reina MP14 4- Reina MP15 5- Reina

MP23 6- Reina MP16 7- Reina MP28 8- Reina MP3 9- Reina MP4 10- Reina MP9

11- Reina MB1 12- Reina MB10 13- Reina MB12 14- Reina MB13 15- Reina MB17

16- Reina MB 17- Reina MB3 18- Reina MB4 19- Reina MB6 20- Reina MB8 21-

Reina PP1 22- Reina PP11 23- Reina PP15 24- Reina PP16 25- Reina PP2 26-

Reina PP21 27- Reina PP28 28- Reina PP30 29- Reina PP7 30 Reina PP9 31

Reina PB12 32- Reina PB13 33- Reina PB19 34- Reina PB20 35- Reina PB26 36-

Reina PB4 37- Reina PB5 38- Reina PB6 39- Reina PB7 40- Reina PB8 41- Reina



MB14 42- Reina PP27 43- Reina PB21 44- Pool de obreras MB20 45- Pool de

obreras MB20 (no se pudo correr en el correspondiente gel por falta de espacio)

Figura 20. Amplificación de fragmentos del gen ARRNr 18S de N ceranae y N.

apis. Utilizando cebadores específicos para estos microsporidios. El fragmento

amplificado para N. ceranae se estimó en 280 pb y el de N. apis en 321 pb.

Carriles: 1- Reina MP14 2- Reina MP23 3-Reina MP25 4-Reina MB10 5- Reina

MB12 6- Reina MB13 7- Reina MB17 8-Reina MB20 9-Reina MB3 10- Reina MB4

11- reina MB6 12- Reina MB8 13- Reina PP1 14-Reina PP11 15- Reina PP15

16-Reina PP16 17- Reina PP2 18- Reina PP21 19- Reina PP28 20- Reina PP30

21-Reina PP7 22-Reina PP9 23 Reina PB12 24- Reina PB13 25- Reina PB19 26-

Reina PB20 27-Reina PB26 28-Reina PB4 29-Reina PB5 30- Reina PB6 31- Reina

PB7 32- Reina PB8 33- Reina MB14 34- Reina PA27 35- PB21
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