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2. RESUMEN

Durante los ultimos afios se han reportado grandes pérdidas de colmenas de abejas Apis
mellifera alrededor del mundo, siendo varias las causas posiblemente involucradas. Dentro
de las mismas se encuentra el aumento en el darea de monocultivos que conlleva una
disminucion en la diversidad de polen disponible para las abejas, generando problemas
nutricionales, la infeccién por diferentes patdgenos y la intoxicacion por agroquimicos. Esta
situacién ha generado gran preocupacion por la importancia que tienen las abejas meliferas
como polinizadores de cultivos agricolas y plantas silvestres, y secundariamente, por la
produccién de miel, polen y cera, entre otros productos derivados de la colmena y utilizados
por el hombre desde hace miles de afios. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el
uso de distintos suplementos nutricionales como estrategia para mejorar la fortaleza,
nutricion y productividad de abejas meliferas en colmenas emplazadas en una forestacion de
Eucalyptus grandis, situacién en la que se genera estrés nutricional. Para alcanzar el objetivo,
en febrero se seleccioné un apiario comercial de 100 colmenas, localizado en Colonia. Las
colmenas se dividieron en 5 grupos de 20 y se les administrd diferentes tratamientos:
suplementacidn con una torta de polen polifloral, suplementacién con el producto proteico
comercial Apiprot, suplementacion con el producto proteico comercial Feedbee,
suplementacidon con una torta de preparacién casera disefiada en Apicultura, INIA, y
finalmente, un grupo no recibié tratamiento (control). A fines de febrero las colmenas se
trasladaron a una forestacién de E. grandis, en Rivera, donde se mantuvieron hasta mayo,
final de la floracién, para luego volver a Colonia. Al inicio del ensayo (febrero), en la floracidn
(fines de marzo y principios de mayo) y previo a la llegada de la primavera, se evalud la
fortaleza de la colmena mediante la estimacion de la poblacion adulta y cria y se cuantifico la
producciéon de miel. A la vez se realizaron muestreos para evaluar el nivel de infeccién con
Varroa destructor, Nosema spp. y estimar el peso seco de cabeza y térax, como marcador del
estado nutricional. Los resultados obtenidos muestran una mejora en la fortaleza en aquellas
colmenas que fueron suplementadas en relaciéon al grupo control, ya sea a corto plazo
(durante la floracidn) o a largo plazo (al finalizar el invierno). Ademds, empleando Apiproty la
torta de preparacion casera se observé una mayor produccién de miel. En relacion al peso
seco del térax y de la cabeza, las abejas analizadas de las colmenas suplementadas
presentaron valores mayores de al menos algun parametro durante la floracion en relacion al
grupo control. En cambio, al finalizar el invierno el peso seco disminuyé en estas colmenas,
posiblemente debido al desgaste ocasionado por una mayor produccién. Por ultimo, en
cuanto a la infeccidn con el microsporidio Nosema spp., se observé un aumento en el niumero
de esporas por abeja al final de la floracion, coincidiendo con estudios previos, pero no se
observé un efecto de los suplementos nutricionales. Estos hallazgos muestran que, en las
condiciones estudiadas, la suplementacidn nutricional de las colmenas ya sea con productos
caseros o comerciales, ayuda a mejorar la fortaleza y productividad de las abejas meliferas.
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4. INTRODUCCION

4.1 Importancia de Apis mellifera

Los insectos polinizadores, dentro de los cuales se ubican las abejas nativas como las
introducidas, polinizan aproximadamente el 90% de las plantas con flor (Ollerton et al., 2011)
y son primordiales para el 35% de los cultivos a nivel mundial (Klein et al., 2007). La
polinizacién es la transferencia de polen desde los estambres (érgano masculino) hasta el
estigma (6rgano femenino) de la flor, efectudndose asi la fecundacion y la consecuente
produccién de frutos y semillas. Este proceso puede ser llevado a cabo tanto por vectores
bidticos (animales) como abidticos (agua o viento) pero la gran mayoria de las plantas con flor
dependen de los primeros, principalmente de los insectos (FAO, 2014; Mauseth, 2019;
Ollerton et al., 2021).

La abeja Apis mellifera es una de las especies polinizadoras mas importantes debido a su
amplia distribucion, comportamiento de alimentacién generalista, competencia y frecuencia
con la que visitan las flores (Nates Parra, 2005; Hung et al., 2018). Esto no solo les permite a
los productores agricolas mejorar sus rendimientos en la produccidn, sino también es un
aporte a la biodiversidad tanto de 4reas urbanas como silvestres (Southwick et al., 1992),
siendo entonces dificil estimar su valor real para nosotros como sociedad.

Ademads de lo mencionado anteriormente, las abejas meliferas tienen un gran valor
econdmico y medicinal por las caracteristicas de los productos derivados de la colmena: miel,
propodleos, cera, entre otros (Hepburn, 1986; Crane, 1990; Nader et al., 2021).

La miel ha sido utilizada por la humanidad desde la antigliedad, por ser un producto con
importantes propiedades tanto nutricionales como terapéuticas (Saralaya et al., 2021). En
relacion a la nutricidn, fue uno de los primeros alimentos del hombre y es, incluso en la
actualidad, muy utilizado por ser un alimento dulce, natural y no refinado (American Honey
Institute, 1943).

El propdleos es una resina derivada de secreciones de plantas y arboles, con gran importancia
medicinal por sus propiedades antibacterianas, demostrada en una variedad de especies,
antifangicas y/o antivirales, entre otras (Marcucci, 1994; Simone y Spivak, 2010).

Por ultimo, la cera de abejas es una secrecion natural de las glandulas ceriparas, conocidas
como glandulas de cera, usada por A. mellifera como material para construir la colmena (Vit,


https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rspb.2017.2140
https://link-springer-com.proxy.timbo.org.uy/book/10.1007/978-3-642-71458-0#author-0-0

2005). A lo largo de la humanidad, le hemos dado a este producto tanto usos clinicos como
cosmeéticos y alimenticios (Saralaya et al., 2021).

4.2 Pérdida de colmenas

En los ultimos afos se han reportado claras evidencias de pérdida de polinizadores, tanto
silvestres como domésticos, generando gran preocupacién a nivel mundial. Entre los
polinizadores afectados se encuentran las abejas A. mellifera (Potts et al., 2010; Steinhauer et
al., 2014).

En América Latina, a diferencia de América del Norte y Europa, no hay tanta informacién
acerca de esta situacion. En 2018 se realizé una sintesis de los datos recopilados en diferentes
paises de la region, registrandose altas tasas de pérdidas de colmenas, y revelando un
panorama preocupante para la apicultura (Requier et al., 2018). Particularmente en nuestro
pais, se reportaron pérdidas anuales promedio de aproximadamente el 30% en 2012 — 2016
(Antunez et al., 2017; Requier et al., 2018).

Las causas de estas pérdidas son multiples y dificiles de considerar de forma aislada. Entre
ellas se encuentran la infeccion por multiples plagas y patdgenos, la intoxicaciéon por
pesticidas y el estrés nutricional. Este ultimo estd asociado al cambio en el uso de la tierra y al
aumento de monocultivos, lo que conlleva a la disminucién de la diversidad de polen
disponible para las abejas (Potts et al., 2010; Steinhauer et al., 2014).

4.3 Patogenos de las abejas Apis mellifera

4.3.1 Varroa destructor

Una de las mayores amenazas para la salud de las abejas es el 4caro Varroa destructor (Olate-
Olave et al., 2021), previamente conocido como Varroa jacobsoni (Anderson y Trueman,
2000). Su hospedero original era la abeja asiatica Apis cerana y en algin momento a principios
de este siglo amplié su rango a A. mellifera, teniendo gran éxito y esparciéndose alrededor de
todo el mundo (Oldroyd, 1999; Anderson y Trueman, 2000).

Este ectoparasito se alimenta de los cuerpos grasos de las abejas adultas y en desarrollo
(Ramsey et al., 2019). El cuerpo graso es un érgano muy importante en los insectos ya que se
encarga del almacenamiento y utilizacion de la energia (Arrese y Soulages, 2010), ademas de
secretar una enorme cantidad de proteinas de gran relevancia (Kerkut y Gilbert, 1985).



Su ciclo de vida consta de dos fases esencialmente distintas: una fase forética en abejas
adultas y una fase reproductiva dentro de las celdas de cria, tanto de obreras como de

zanganos (Rosenkranz et al., 2010) (Figura 1).

En la fase forética, la abeja adulta es utilizada como vector de transporte y fuente de alimento
tanto dentro de la colonia como entre éstas (Nazzi y Le Conte, 2016).

La fase reproductiva comienza cuando V. destructor invade una celda de cria que contiene
una larva de abeja o de zdngano, justo antes de ser operculada (Salamanca Grosso et al., 2012;

Nazzi y Le Conte, 2016; Noél et al., 2020).

Fase forética
|

Fase reproductiva

Figura 1. Ciclo de vida de V. destructor, el cual consta de una fase forética en abejas adultas, y una fase
reproductiva dentro de celdas de cria. Fuente: Nazzi y Le Conte, 2016.

V. destructor afecta a los miembros de la colonia de multiples formas (Noél et al., 2020). Por
un lado, se han visto consecuencias en la fisiologia de las abejas, ya que aquellas que fueron
infestadas en su estadio de huevo, larva y/o pupa, emergen con un peso corporal y un
contenido de agua menor al de abejas sanas (De Jong et al., 1982; Bowen-Walker y Gunn,
2001). Por otro lado, el comportamiento de vuelo también se ve perjudicado. En abejas
pecoreadoras parasitadas, la capacidad de orientacidn disminuye respecto a las no infectadas
(Kralj y Fuchs, 2006), y en los zanganos disminuye la duraciéon del vuelo, vinculdndose con una
menor produccién de esperma y por tanto se ve afectada su aptitud reproductiva (Duay et al.,

2002).



Ademas del dafio directo, también actia como vector horizontal de virus de forma muy
eficiente, principalmente el Virus de las Alas Deformes (DWV) (Bowen-Walker et al., 1999;
Evans y Schwarz, 2011).

Por los motivos explicados previamente, y para evitar la pérdida de las colmenas, los
apicultores deben controlar la infestacién por este acaro, utilizando tanto productos quimicos
como organicos (Haber et al., 2019).

4.3.2 Microsporidio Nosema spp.

Los microsporidios son un grupo considerablemente grande de pardsitos intracelulares
obligatorios conocidos desde hace mas de 150 afios (Fries, 1993; Fadhilah et al., 2022). Tienen
una distribucion ubicua en el medio ambiente y pueden infectar a casi todos los vertebrados
e invertebrados, incluidas las abejas (Weiss y Becnel, 2014).

Como su propio nombre indica, son organismos formadores de esporas, las cuales no solo le
permiten propagarse entre sus hospederos, sino que también le confieren gran resistencia a
las condiciones climdticas cuando estan en vida libre. Se ha visto que éstas se mantienen
viables tanto a elevadas temperaturas como frente a la desecacién (Fries, 1993; Fenoy et al.,
2009; Weiss y Becnel, 2014; Fadhilah et al., 2022).

El ciclo de vida de los microsporidios consta de dos fases diferentes: la etapa de proliferacion
0 merogonia y la etapa madura, coincidente con la etapa infecciosa o esporogonia (Fadhilah
etal., 2022) en donde se forma la espora.

En A. mellifera, la infeccidn comienza cuando las abejas ingieren esporas maduras a través de
alimentos contaminados o al estar en contacto con heces realizando tareas de limpieza. El
microsporidio ingresa al organismo y se dirige al intestino, donde afecta Unicamente a las
células epiteliales del ventriculo, reflejando una infeccién tejido especifica (Fries et al., 1996).

El modo de accidn, ya dentro del hospedero, consta en fijarse a las células blanco mediante
una estructura denominada tubo polar y posteriormente inocular el esporoplasma infeccioso
dentro del citoplasma (Fries, 1993; Fadhilah et al., 2022). Este esporoplasma tiene la
capacidad de dividirse y multiplicarse, produciendo esporoblastos que maduran
convirtiéndose en esporas capaces de diseminarse hacia otras células o hacia el
medioambiente a través de las heces (Fries, 1993; Fries et al., 1996; Cornman et al., 2009;
Evans y Schwarz, 2011).

Se han descrito tres especies de Nosema capaces de infectar a A. mellifera: N. apis, N. ceranae
y N. neumanii (Zander, 1909; Fries et al., 1996; Higes et al., 2006; Chemurot et al., 2017).
Actualmente N. ceranae es la especie de mayor preocupacion para los apicultores por sus



implicancias en la salud de la colmena y por su dispersidn a nivel mundial (Klee et al., 2007,
Paxton et al., 2007; Urbieta-Magro et al., 2019) (Figura 2). Se ha propuesto que este
microsporidio salté de hospedador en la década del 90, ya que originalmente se consideraba
confinado a su hospedero asidtico A. ceranae.

Puntualmente, N. ceranae actua infectando las células epiteliales del intestino de las abejas,
alterando su fisiologia y propagandose entre estas rapidamente (Higes et al., 2007; Higes et
al., 2009).

Diversos autores han reportado que las abejas infectadas estan bajo estrés nutricional y
energético, lo que se relaciona con una disminucién en los niveles de carbohidratos y
aminodcidos implicados en diversas vias bioquimicas. Ademas, interfiere en la capacidad de
vuelo; tanto en la orientacién para la entrada a la colmena, como en la duracién de regreso
(Kralj y Fuchs, 2010; Mayack y Naug, 2010; Aliferis et al., 2012).

Por otro lado, también se ha visto que la infeccidn por este patégeno altera la composicion
de la microbiota intestinal de las abejas, y suprime significativamente su respuesta inmune
(Antunez et al., 2009; Rubanov et al., 2019; Castelli et al., 2020).

Todas estas alteraciones tienen graves consecuencias a nivel colonial, causando
disminuciones importantes en el tamafio poblacional de la misma, el area de cria y la
produccién de miel, pudiendo incluso llevar al colapso repentino de la colonia (Higes et al.,
2008; Invernizzi et al., 2009; Botias et al., 2013).

Figura 2. Esporas de Nosema spp. Imagen tomada por microscopia 6ptica a 400X.
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4.4 Nutricion

La alimentacion de las abejas meliferas consta de miel, néctar y polen, cada uno aportando
ciertos nutrientes esenciales que deben ser incorporados para una correcta nutricién (Herbert
etal., 1977).

El néctar es una sustancia acuosa azucarada secretada por las plantas, cuya funcion principal
es favorecer el mutualismo al recompensar a los polinizadores y, de este modo, involucrarlos
en la polinizacién. En el caso de las abejas A. mellifera, es recolectado como fuente de
carbohidratos y al llegar a la colmena lo almacenan en las celdas para transformarlo en miel.
Este proceso consta de una serie de evaporaciones y deshidrataciones hasta reducir el
contenido de agua a aproximadamente un 20% (Doner, 1977; Berenbaum y Calla, 2021).

La presidon osmotica producida por las altas concentraciones de azlcares son las que permiten
qgue la miel tenga fuertes propiedades antimicrobianas, utiles tanto para las abejas, como para
nosotros (Jeddar et al., 1985; Molan, 1992; Erler et al., 2014). Por lo tanto, la miel no solo es
una fuente de carbohidratos, como el néctar, sino que también posee otras diversas
funciones.

El polen es la principal fuente de proteinas, minerales y lipidos para las abejas (Keller et al.,
2005). En relacién al contenido proteico, se han descrito 10 aminodcidos esenciales para las
abejas, que deben ser obtenidos de la alimentacién ya que no pueden ser sintetizados. Estos
son: arginina, histidina, lisina, triptéfano, fenilalanina, metionina, treonina, leucina, isoleucina
y valina (de Groot, 1953). Pélenes de diferentes origenes pueden variar en el contenido y
proporcién de estos aminoacidos (Day et al., 1990; Keller et al., 2005), es por esto que una
correcta nutricidn se logra con dietas poliflorales (Schmidt, 1984).

4.4.1 Estrés nutricional

Distintos autores han aportado evidencia sobre cémo la nutricién afecta a las abejas. Por un
lado, es relevante la calidad de la dieta ya que la cantidad de proteina se correlaciona con el
desarrollo de las glandulas hipofaringeas (Standifer et al., 1960; Pernal y Currie, 2000; Keller
et al., 2005; Di Pasquale et al., 2013). En dietas puramente de carbohidratos, las mismas
permanecen subdesarrolladas. Las glandulas hipofaringeas son un érgano de vital importancia
ya que se encarga de la sintesis de jalea real; alimento de reina, larvas y zdnganos (Wang y
Moeller, 1969). Por otro lado, importa la diversidad del origen botanico del polen, ya que se
ha observado que el estrés nutricional asociado al consumo de polen monofloral es una causa
importante de despoblacién de colmenas (Naug, 2009).
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También se ha visto que en colonias que estan bajo escasez de alimentos o incluso inanicién
las abejas modifican su comportamiento adelantando el forrajeo (Schulz et al., 1998),
pudiendo ser el agotamiento de los lipidos el desencadenante, ya que habitualmente la
transicion de la labor a busqueda de alimento va asociada a reservas de lipidos reducidas (Toth
et al., 2005; Toth y Robinson, 2005).

Las abejas meliferas se caracterizan por tener una microbiota altamente conservada y
relativamente sencilla, conformada por 9 grupos de especies bacterianas que conforman el
95 a 99,9% del total (revisado por Kwong y Moran, 2016). Esta microbiota es afectada por el
estrés nutricional, el cual produce alteraciones en la abundancia de los diferentes
componentes bacterianos, generando desequilibrios en esta comunidad (Castelli et al., 2020).
Sumado a esto, también se ve modificada la expresiéon de genes asociados a la inmunidad
como la glucosa oxidasa, himenoptecina y lisozima (Alaux et al., 2010; Castelli et al., 2020).
Estos factores mencionados anteriormente podrian asociarse a una menor resistencia a
patdgenos tales como virus y el microsporidio N. ceranae (Di Pasquale et al., 2013; Dolezal et
al., 2019; Castelli et al., 2020).

Por lo tanto, la diversidad y calidad de la dieta a la cual las abejas puedan acceder va a
repercutir en su fisiologia, comportamiento, microbiota y resistencia a patégenos entre otros,
favoreciendo o perjudicando el desarrollo de la colmena, su produccion de miel y la
longevidad y supervivencia de sus integrantes (Schmidt et al., 1987; Di Pasquale et al., 2013).

4.5 Apis mellifera en Uruguay

Segun el Registro Nacional de Propietarios de Colmenas (RNPC), el sector apicola en Uruguay
se conforma por 2.638 apicultores y un total de 616.964 colmenas (datos correspondientes al
ano 2022, MGAP).

El 48% del total de las colmenas se concentra en los departamentos del litoral oeste como
Soriano, San José, Paysandu, Rio Negro y Colonia, siendo Montevideo el que concentra una
menor cantidad de colmenas. Otra observacidn relevante que surge de los datos en relacion
a la distribucion, es que a medida que aumenta el nimero de colmenas, disminuye la cantidad
de propietarios, es decir, hay una mayor concentracion de colmenas por propietario (datos
del boletin de divulgacion al 2021 del Sistema Nacional de Trazabilidad de productos apicolas).

En cuanto a las ventas, entre 2011 y 2020 Uruguay exportd en promedio 10.700 toneladas de
miel al afo. Aproximadamente el 90% de la miel producida en el pais tiene como destino la
exportacion, siendo Espafia (38% del volumen exportado), Estados Unidos (27%) y Alemania
(12%) los principales destinos de la misma (anuario de Opypa 2021).
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Mas alla de la importancia de la abeja melifera para la economia del pais por la produccién y
exportacion de miel, también es relevante su funcién como polinizador, ya que estudios han
evidenciado que la misma aumenta los ingresos monetarios de ciertos cultivos en un 70%. En
particular se ha visto un efecto significativo en la produccién de manzana, girasol, tomate,
peray durazno, entre otros (Santos et al., 2009).

Uno de los mayores desafios para el sector apicola de Uruguay son los problemas sanitarios.
Tanto el acaro V. destructor como el microsporidio N. ceranae estan distribuidos por todo el
pais y causan graves problemas en la salud de las abejas meliferas, repercutiendo en la
mortandad de colonias y disminucién de la produccion de miel (Invernizzi et al., 2011; Antinez
et al., 2015) (Figura 3 y Figura 4, respectivamente).

Por un lado, V. destructor se detecté en el pais en 1978 en el departamento de Montevideo,
dispersandose rdpidamente al resto de las localidades. Por mas que al comienzo no era
estrictamente necesario el control con acaricidas, en la actualidad los apicultores deben optar
por esta opcion para evitar perder sus colonias, con algunas excepciones en el este del pais
(Invernizzi et al., 2011; Anido et al., 2015; comunicacién personal con Palacios, 2021). Por
otro lado, en relacién a Nosema spp. se sabe que estd en el pais desde, como minimo, el 1990,
siendo N. ceranae la Unica especie encontrada hasta la actualidad. Previo a esta fecha habia
reportes de nosemosis, pero no se sabia que especie era la causante, se asumia que era N.
apis (Invernizzi et al., 2009; Anido et al., 2015; comunicacion personal con Palacios, 2021).

Figura 3. Distribucién del 4caro V. destructor en Uruguay. Se indica en color verde las zonas en donde
se detecto la presencia del ectoparasito. Fuente: Modificado de Anido et al., 2015.
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Figura 4. Distribucidn del microsporidio N. ceranae en Uruguay. En color verde se indica los
departamentos en donde se detectd la presencia del hongo. Fuente: Modificado de Anido et al., 2015.

Otra dificultad que viene creciendo con los afios es el aumento en el area destinada a
monocultivos, lo que se relaciona con el aumento en el uso de agroquimicos y consecuente
disminucion de la abundancia y diversidad de podlenes. Esto trae consigo problemas
importantes en la nutricion de las abejas (Invernizzi et al., 2011; Antunez et al., 2015).

4.5.1 Trashumancia

Como forma de sobreponerse a las dificultades que enfrenta el sector, en los ultimos afios la
trashumancia ha cobrado mayor relevancia en el pais. Esta actividad se basa en el traslado de
las colmenas a montes de E. grandis a finales del verano, con la intencién de extender la
temporada productiva y, por tanto, aumentar la produccién de miel. Los arboles de esta
especie florecen en otofio y producen gran cantidad de néctar, el cual es colectado por las
abejas y almacenado posteriormente en forma de miel (Branchiccela et al., 2020).

Mas allad de los altos niveles de produccion obtenidos en esta situacién, se ha visto que al
finalizar el periodo de floracion las colmenas quedan muy debilitadas (Invernizzi et al., 2011).
Varios autores han reportado que, en estas condiciones, las colmenas sufren altos niveles de
infestacién con Nosema spp., generando grandes pérdidas si las colmenas permanecen
durante el invierno en la forestacion (Invernizzi et al.,, 2009; Mendoza et al., 2013;
Branchiccela et al., 2019; Viera, 2021).
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Una de las posibles explicaciones a este fendmeno es la deficiencia nutricional a la cual se ven
expuestas las abejas meliferas en este contexto. Se ha visto que a medida que transcurre el
periodo de floracidn de E. grandis, |la diversidad botanica de los pdlenes disponibles para las
abejas disminuye, hasta quedar Unicamente el de esta especie, condicionando a las abejas a
una dieta monofloral. Ademads, esta especie de polen comienza teniendo un buen porcentaje
bruto de proteina (entre el 20 y el 30%), pero disminuye paulatinamente hasta valores
inferiores al 20% al final de la floracion (Santos et al., 2009; Invernizzi et al., 2011;
Branchiccela, 2020) considerandose valores insuficientes para una correcta nutricion de las
abejas (Kleinschmidt y Kondos, 1976).

4.6 Antecedentes

El ensayo fue realizado en una forestacién de E. grandis porque ya se ha reportado como un
ambiente ideal para estudiar el efecto del estrés nutricional en las abejas (Branchiccela et al.,
2019). En estas condiciones, las abejas se alimentan mayoritariamente del polen de esta
especie el cual es deficiente en varios aspectos nutricionales. Por un lado, el porcentaje bruto
de proteina disminuye durante la floracién, llegando a valores menores al 20%, recomendado
para una correcta nutriciéon (Kleinschmidt y Kondos, 1976; Santos et al., 2009; Invernizzi et al.,
2011; Branchiccela et al., 2019). A su vez, tiene bajo contenido de lipidos (Manning, 2001;
Branchiccela et al., 2019); alta relacién de omega 6-3 (Arien et al., 2015; Arien et al., 2020), y
tiene desbalance en la proporcién de aminoacidos esenciales (Branchiccela et al., 2020),
principalmente isoleucina (Somerville, 2001; Somerville y Nicol, 2006). Todas estas
caracteristicas hacen que una dieta basada principalmente en el polen de E. grandis sea
deficiente y, por tanto, genere estrés nutricional.

En trabajos previos observamos que la suplementacidon de las colonias con una torta de polen
polifloral durante su estadia en la forestacidén de E. grandis, o antes y durante, generd un
aumento de la fortaleza de la colmena (Branchiccela et al., 2019; Viera, 2021). Sin embargo,
el uso de tortas de polen polifloral puede ser trabajoso para los apicultores porque implica
colectar el polen en momentos donde hay exceso y almacenarlo adecuadamente para
posteriormente preparar y administrar las tortas. Ademas, el efecto observado podria variar
en base a la composicién botanica del polen empleado. Esta vez decidimos profundizar en
esta tematica, pero evaluando también suplementos comerciales listos para su uso.
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1 Hipotesis

La suplementacién proteica de colonias de abejas Apis mellifera, antes de su traslado y
durante su estadia en plantaciones de Eucalyptus grandis, influye en su salud, fortaleza y
productividad.

5.2 Objetivo general

El objetivo general es evaluar el efecto de diferentes suplementos nutricionales comerciales
(Feedbee y Apiprot) y caseros (torta casera, torta de polen polifloral) como estrategia para
mejorar la fortaleza, nutricidn y productividad de abejas meliferas en colmenas emplazadas
en una forestacién de Eucalyptus grandis.

5.3 Objetivos especificos
Los objetivos especificos de este trabajo son:

1. Evaluar el efecto de la suplementacidn nutricional, con diferentes productos, en la
fortaleza de la colmena.
Evaluar el efecto de dichos productos en la productividad de miel.
Determinar el efecto en el nivel de infeccidén por el microsporidio Nosema ceranae.
Determinar el efecto en el estado nutricional de las abejas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefo experimental

Para llevar a cabo este trabajo se empled un apiario comercial perteneciente al apicultor
Federico Coll localizado en Colonia, Uruguay, con 100 colmenas. Antes de comenzar el estudio
las colmenas se estandarizaron, en cuanto a poblacion de abejas adultas, cria y reservas de
miel (Figura 5).

El primero de febrero de 2022 las colmenas se dividieron en 5 grupos de 20 colmenas cada
uno y se administraron los diferentes tratamientos: suplementaciéon con una torta de polen
polifloral, suplementacién con el producto comercial Apiprot, suplementacién con el
producto comercial Feedbee, suplementacion con una torta de preparacién casera y
finalmente un grupo no recibié tratamiento, como control.

Apiprot PLUS® y Feedbee® son suplementos nutricionales disefiados para las abejas, que se
encuentran disponibles en el mercado nacional. Son generados en base a proteinas vy
carbohidratos. Se contacté a los productores/representantes de estos productos y en ambos
casos accedieron a participar en el estudio.

La torta de preparacion casera se disend y prepard en conjunto con INIA, La Estanzuela, en
base a las necesidades nutricionales de las abejas. Por ultimo, la torta de polen polifloral
consistié en una mezcla de polen ensilado de diferentes colmenas mezclado con jarabe de
azucar (15 partes de polen: 1 parte de jarabe) (ver en anexo mas detalles de los productos
utilizados).

Dado que todos los suplementos tienen diferentes porcentajes de proteina, se estandarizaron
entre ellos con el fin de obtener tortas de cada producto con 20 gramos de proteina cruda. El
peso total de cada suplemento fue: polen polifloral 250 gramos, Apiprot 234 gramos, Feedbee
91 gramos y torta casera 100 gramos.

La aplicacién de cada suplemento se llevd a cabo en tres ocasiones, con un intervalo de 14
dias entre ellas, en las siguientes fechas: 04/02/2022, 18/02/2022 y 04/03/2022. Después de
27 dias, se realizaron una cuarta y una quinta aplicacién aproximadamente cada 30 dias, en
las fechas siguientes: 31/03/2022 y 04/05/2022. En todos los casos, las aplicaciones se
realizaron directamente sobre la cdmara de cria de cada colmena.

A finales del verano (22/02/2022) las 100 colmenas se trasladaron a una forestacion de E.
grandis en Rivera, Uruguay, y se mantuvieron alli durante aproximadamente 2,5 meses (hasta
el 08/05/2022), para luego ser trasladadas de vuelta a Colonia, Uruguay.
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Figura 5. Esquema representativo del ensayo de campo realizado para evaluar el efecto de la
suplementacion nutricional en la salud, fortaleza y productividad de colmenas de abejas meliferas.

Al inicio del ensayo (01 y 02/02/2022, muestreo 1), durante la floracion de los eucaliptos
(31/03/2022, muestreo 2), al finalizar la floracion (03 y 04/05/2022, muestreo 3) y a fines del
invierno (22 y 23/08/2022, muestreo 4) se inspeccionaron las colmenas y se evalué la
fortaleza. Ademas, se tomaron muestras de todas las colmenas: abejas pecoreadoras para
analizar el nivel de infeccién con Nosema spp. y abejas nodrizas para evaluar el nivel de
infestacién con V. destructor y el peso de las abejas como pardmetro de estado nutricional.
Como excepcion, por lo complejo del muestreo durante la forestacidn, en el muestreo 2 solo
se colectaron muestras de 12 de las 20 colmenas por grupo, seleccionadas al azar y no se
colectaron abejas para el analisis de Nosema spp.

Durante y al final de la floracién de los eucaliptos (muestreo 2 y 3) se estimé la produccién de
miel.
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6.2 Preparacion de las tortas

Para la preparacion de la torta de polen polifloral se tomaron cuadros con polen de diversos
origenes botdnicos. El mismo, el cual fue extraido con una maquina creada con dicho fin, fue
mezclado con jarabe de sacarosa al 50% en una relacién 15:1 formando asi una pasta.

En cuanto a la torta casera, se preparé en INIA La Estanzuela, Colonia. La misma aporta lipidos,
carbohidratos y proteina.

Por ultimo, los productos comerciales, Apiprot PLUS® y Feedbee® se consiguieron
directamente con los responsables de su venta en el mercado nacional. Apiprot PLUS® se
mezclé con una determinada proporcion de jarabe segun las indicaciones del responsable.

6.3 Evaluacion de la fortaleza de la colmena

Para evaluar la fortaleza de la colmena, se estimé la poblacién adulta y el drea de cria segln
el método de estimacidn subjetivo descrito en el Beebook (Delaplane et al., 2013). Para
estimar la poblacidn adulta, se tomd en cuenta el nimero de “calles” (espacio entre dos
cuadros) cubierto por abejas (cada calle con abejas equivale a dos caras de cuadro cubiertos
por abejas). Para estimar la cria, se observd el porcentaje de cara de cuadro cubierto por cria,
dichos porcentajes se sumaron en cada colmena. Esto se realizdé en todos los cuadros que
tenian cria. Para calcular la cantidad de cria se consideré el area de cada cara de cuadro y la
cantidad de celdas en dicha area.

En todos los muestreos realizados, los mismos dos observadores realizaron esta tarea de
forma paralela y se realizdé un promedio de las dos observaciones.

6.4 Estimacion de la produccion de miel

Para estimar la produccidon de miel se pesaron las colmenas con reservas de miel y se resto el
peso del material de madera (cajones, 10 kilogramos cada uno y techos).
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6.5 Determinacion del nivel de infeccién por V. destructor

Para determinar el porcentaje de infestacién por el acaro V. destructor se utilizé una
modificacion del protocolo sugerido en el Beebook (Dietemann et al., 2013). Se colocaron
entre 100y 200 abejas nodrizas en el recipiente “easy check” (Figura 6), se las cubrié con agua
tibia mas 2 o 3 gotas de jabdn liquido y se sacudié enérgicamente durante 1 minuto. El jabon
actua reduciendo la tensién superficial del liquido y, entonces, facilita la penetracidn entre las
partes del cuerpo del acaro y las abejas, favoreciendo su desprendimiento. Este recipiente
posee un colador que al sacudir las abejas permite la separacion fisica de las abejas y los
acaros. Posteriormente se contabilizé visualmente el nUmero de abejas y dcaros presentes
(Figura 7). Para estimar el porcentaje de infeccién, se calculé la proporcién de abejas en
relacion a la de acaros.

Este andlisis se realizd solo en 5 colmenas por tratamiento, seleccionadas al azar. Se
mantuvieron las mismas colmenas a lo largo del experimento.

Figura 6. Recipiente conocido como “easy Figura 7. Proceso de trabajo para
check” utilizado para determinar el nivel de determinar el nivel de infeccién con V.
infeccion con V. destructor. destructor. Dentro del circulo de color rojo,

se ve un acaro.

6.6 Determinacion del nivel de infeccion por Nosema spp.

Para analizar el nivel de infeccion con el microsporidio Nosema spp. se siguid el protocolo
sugerido en el Beebook (Fries et al., 2013). Se separd6 el abdomen de 60 abejas del resto del
cuerpo utilizando una pinza (Figura 8), para luego homogeneizarlos en 60 mL de agua
destilada estéril utilizando un Stomacher (Figura 9), a maxima potencia por 120 segundos.
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Para el conteo de las esporas se utilizé un microscopio éptico 400X utilizando una cdmara de
Neubauer (improved).

p
Figura 9. Partes del cuerpo de la abeja Figura 8. Herramienta conocido
(cabeza, térax, abdomen), observando dentro como “Stomacher” utilizada
del circulo rojo el abdomen. para determinar el nivel de

infeccidon con Nosema spp..

6.7 Determinacion de la especie de Nosema

6.7.1 Obtencidn de muestras de abejas

Con el objetivo de determinar la especie de Nosema presente en las colmenas, se
seleccionaron al azar 4 colmenas, se tomaron 5 abejas por colmena y se realizé un pool. Para
este analisis se utilizaron las muestras correspondientes al muestreo 3 (fin de la floracién),
por ser el momento donde se espera el mayor nivel de infeccidn por este microsporidio.

6.7.2 Extraccion de ADN

Se homogeneizaron las 20 abejas en 10ml de PBS estéril en el Stomacher durante 120
segundos a maxima velocidad. El homogeneizado resultante se filtré utilizando gasas para
eliminar restos del esqueleto de la abeja, y se centrifugd a 10.000xg durante 10 minutos.
Teniendo en cuenta el tamafio de las esporas de Nosema spp. (entre3a6 umdelargoy2 a4
um de ancho aproximadamente) y el paso previo de centrifugacion, donde los componentes
mas densos se desplazan hacia el fondo por accion de la fuerza centrifuga, se espera que estas
se localicen en el pellet (Fries et al., 1996). Por tanto, el sobrenadante se descartd y el pellet
se resuspendié en 1ml de PBS estéril. Se siguid el protocolo de purificacidon de esporas por
filtracidon segun Rodriguez-Garcia et al., 2018.
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La extraccion de ADN de la preparacion previamente descrita se llevé a cabo mediante un kit
comercial (QI/Aamp® DNA Mini and Blood Mini, Qiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Este kit estd pensado para primero realizar la lisis de la muestra liberando las
células y el material genético de las mismas. Luego se pasa a columnas de silice en donde se
busca que se adsorba el ADN en condiciones de alta salinidad. Se hacen lavados para eliminar
impurezas y, por ultimo, una elucidon para recuperar el ADN de la columna de silice,
obteniéndolo purificado.

6.7.3 Amplificacion del ADN mediante PCR multiplex

Las esporas de N. ceranae y N. apis son muy similares morfolégicamente por lo que su
identificacion se realizé mediante multiplex PCR, técnica que permite incorporar multiples
cebadores que amplifican regiones de ADN de manera simultanea en una sola reaccién. Se
emplearon primers especificos para un fragmento que codifica para el gen 16S de N. apis y de
N. ceranae, de acuerdo a lo descrito por Martin-Hernandez et al., 2007.

Los primers utilizados para Nosema apis fueron forward 5" -GGG GGC ATG TCT TTG ACG TAC
TAT GTA- 3" y reverse 5" -GGG GGG CGT TTA AAA TGT GAA ACA ACT ATG- 3" que logran
amplificar un fragmento de 321 pares de bases, y para Nosema ceranae se usaron los primers
forward 5" -CGG CGA CGA TGT GAT ATG AAA ATA TTA A- 3" y reverse 5" -CCC GGT CAT TCT
CAA ACA AAA AAC CG- 3" para amplificar un fragmento de 218-219 pares de bases.

La reaccidn de PCR se realizd en un volumen final de 50ul conteniendo 5ul de buffer PCR 10X,
3ul de MgCl, 50mM, 2ul de dNTPs, 10mM, 0,4ul de cada cebador a 50uM correspondiente a
N. ceranae y N. apis, 0,4ul de Tag ADN polimerasa (5U/ul) y 5ul de ADN molde. Para llegar al
volumen final, se agrego lo que resta (33pul) de agua destilada.

El protocolo de ciclado consistid en una desnaturalizaciéon inicial de 94°C por 2 minutos,
seguido por 10 ciclos de 94°C por 15 segundos, 61,8°C por 30 segundos y 72°C por 45
segundos. Luego se agregaron 20 ciclos mas de lo descrito anteriormente, pero agregando 5
segundos al ultimo paso en cada uno de los 20 ciclos. Por ultimo, una extension de 72°C por 7
minutos. Dichas amplificaciones se realizaron usando un termociclador MultiGene™ OptiMax
(Labnet).

En la corrida de PCR se usaron controles positivos para N. ceranae y N. apis y un control
negativo donde no se incorpord ADN.
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6.7.4 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de la reaccidon de PCR se analizaron mediante una electroforesis en gel de
agarosa 2% en TBE 0,5X., a 110V durante 40 min. Los amplicones se visualizaron mediante
tincidn con Gel Red y se visualizaron mediante exposicién a luz UV. Para estimar el tamafio de
los fragmentos de ADN se utilizé el marcador de tamaiio 1 Kb (Fermentas).

6.8 Estimacion del peso seco de las abejas

Para evaluar el estado nutricional de las abejas se utilizd el peso seco de la cabeza como
marcador del desarrollo de las gldndulas hipofaringeas (Crailsheim y Hrassnigg, 1998). Estas
glandulas cumplen la funcién de sintetizar la jalea real; alimento de reina, larvas y zanganos
(Wang y Moeller, 1969). Se ha visto que la disponibilidad de alimentos, principalmente el
contenido de proteina del polen y su calidad, afecta el desarrollo de las mismas, razén por la
cual sirven como marcador nutricional (Ahmad et al., 2021).

También se estimo el peso seco del térax de las abejas, por estar asociado al desarrollo de la
musculatura alar. Esta caracteristica es utilizada como marcador nutricional (Brodschneider
et al., 2009).

Para la determinacion de peso seco de cabeza y térax se utilizaron 30 abejas nodrizas por
colmena, de 5 colmenas por tratamiento. En total se analizaron 150 abejas por tratamiento.
Para esto se separé la cabeza y el térax de las abejas utilizando una pinza y se colocaron en
grupos de 30 en placas de Petri. Luego se las dejd secar en la estufa a 55 - 60°C durante 3 dias,
y se pesaron de forma individual en la balanza analitica.

6.9 Obtencion y almacenamiento de muestras

Para evaluar el nivel de infeccién con Nosema spp., se seleccionaron abejas pecoreadoras, es
decir, aquellas encargadas de recolectar néctar y polen. Estas abejas fueron recolectadas
usando un frasco en areas alejadas de la cdmara de cria. En contraste, para analizar el nivel
de infeccién con V. destructory el estado nutricional, se tomaron muestras de abejas nodrizas,
responsables del cuidado de la cria y la limpieza de la colmena. Estas abejas fueron
recolectadas en las proximidades del nido de cria.
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Durante la colecta de abejas para la deteccién y cuantificacidn de patégenos, las abejas fueron
sumergidas en alcohol 95°, donde también se almacenaron posteriormente. Para el anadlisis
del estado nutricional, las abejas se colocaron en bolsas selladas.

Todas las muestras fueron almacenadas a una temperatura de 4°C.

6.10 Estimacion del consumo

Para estimar el consumo de cada tratamiento aplicado se pesd, en los casos que existio, el
sobrante de cada torta. En estos casos, el excedente no se retird, sino que se dejé en la
colmena junto con la nueva aplicacidn (cuando correspondia).

La tercera aplicacién de los tratamientos (04/03/22) la hizo un apicultor particular por lo que
en esa ocasidn no se pudo pesar lo correspondiente a la segunda aplicacion (18/02/22).

6.11 Analisis de los resultados

Para evaluar el efecto de la suplementacion nutricional en la salud, fortaleza y productividad
de las colmenas, se incluyeron en el andlisis estadistico sélo aquellas colmenas que
sobrevivieron hasta el final de la floraciéon (muestreo 1: n = 80, muestreo 3: n=80). En el caso
del muestreo 2, por lo complejo del muestreo durante la forestacion, solo se colectaron
muestras de 12 de las 20 colmenas por grupo, seleccionadas al azar (muestreo 2: n = 52).

Para evaluar el efecto a largo plazo, se analizaron todas aquellas colmenas que sobrevivieron
hasta agosto (muestreo 4, n=66).

En primer lugar, se verificd que todos los datos (poblacidén de abejas, cantidad de cria, peso
seco de térax y abdomen, nivel de infeccidon por Nosema spp. y V. destructor) cumplan con los
supuestos de estadistica paramétrica: independencia, aleatoriedad, normalidad vy
homogeneidad de varianza. La normalidad se evalué mediante el test de Shapiro Wilks y la
homogeneidad de varianza se determind mediante el Test de Levene.

Aguellos datos que cumplieron con los supuestos de estadistica paramétrica se analizaron
mediante el test de Student para muestras pareadas, mientras que los que no cumplieron con
los supuestos, se analizaron mediante el test de Wilcoxon para muestras pareadas. Se
realizaron comparaciones pareadas entre el grupo control (sin tratamiento) y los grupos a los
gue se les administraron los diferentes suplementos nutricionales.

24



En todos los casos se considerd un nivel de confianza del 95% y todos los andlisis estadisticos
fueron realizados utilizando el Software RStudio.
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion de la fortaleza de la colmena

Se evalué el impacto de diferentes suplementos nutricionales comerciales y caseros en la
fortaleza de la colmena, en base a la poblacidén de abejas adultas y la cantidad de cria. Al inicio
del ensayo, todas las colmenas presentaron una poblacién de abejas adultas similar (Test de
Student, comparaciones pareadas entre el control y los diferentes grupos, polifloral p valor =
0,67; Apiprot p valor = 0,65; Feedbee p valor = 0,55 y torta de preparacién casera p valor =
0,42) (Figura 9 - Muestreo 1).
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Figura 9. Efecto de la suplementacién nutricional con torta polifloral, Apiprot, Feedbee y torta casera
sobre la poblacidn de abejas adultas. Se muestra el nUmero de abejas adultas al inicio del ensayo
(muestreo 1), al inicio y final la floracion (muestreos 2 y 3) y a largo plazo, en invierno (muestro 4). Se
indican las diferencias significativas entre los diferentes tratamientos con respecto al grupo no
suplementado (sin tratamiento), con una barra horizontal negra (*: p valor < 0,05; **: p valor < 0,01;
***: p valor £ 0,001). Los violin plots incluyen todas las caracteristicas presentes en un boxplot, como
los datos minimos, maximos, los percentiles 25 y 75, y la mediana e incorporan un diagrama de
densidad de los datos que se encuentra rotado en cada lado del grafico.
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Las colmenas que recibieron torta polifloral presentaron mayor poblacién de abejas adultas
durante la floracion de E. grandis (muestreo 2 y 3) respecto al grupo control sin tratamiento
(Test de Student, p valor = 0,01 y p valor = 0,003; respectivamente). Estos efectos no
perduraron en el tiempo ya que no se observaron luego de terminada la floracidn, evaluado
en invierno (muestreo 4) (Test de Wilcoxon, p valor = 0,6) (Figura 9).

Las colmenas tratadas con el producto comercial Apiprot, presentaron una poblacién adulta
significativamente mayor respecto al grupo control al inicio de la floracion (muestreo 2) y
luego de finalizada la misma, en invierno (muestreo 4) (Test de Student, p valor = 0,05; Test
de Wilcoxon, p valor = 0,04 respectivamente) (Figura 9).

Respecto al producto comercial Feedbee, su administracion generd cambios recién en el
ultimo muestreo, en invierno (muestreo 4), donde se observé una mayor poblacidn de abejas
adultas respecto al grupo control (Test de Wilcoxon, p valor = 0,02) (Figura 9).

Por ultimo, las colmenas que recibieron una torta de preparacién casera mostraron una
poblacion adulta significativamente mayor tanto durante la floracidon (muestreo 2 y 3) como
al final de la misma, en invierno, comparado con el grupo control (muestreo 4, Test de
Student, p valor = 0,009; p valor = 0,05 y Test de Wilcoxon, p valor = 0,01, respectivamente)
(Figura 9).

Al evaluar la dindmica de la poblacién de abejas adultas en el transcurso del tiempo, se
observa una disminucién significativa desde febrero (muestreo 1) a mayo, final de la floracién
(muestreo 3) (sin tratamiento Wilcoxon test: p valor < 0,001; polen polifloral Test de Student:
p valor < 0,001; Apiprot Wilcoxon test: p valor < 0,001; Feedbee Test de Student: p valor <
0,001 y torta de preparacién casera Wilcoxon test: p valor < 0,001).
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En relacidon a la cantidad de cria, al inicio del ensayo todos los grupos presentaron valores
similares (Test de Student, comparaciones pareadas entre el control y los diferentes grupos,
polifloral p valor = 0,56; Apiprot p valor = 0,43; Feedbee p valor = 0,73 y torta casera p valor =
0,63) (Figura 10 - Muestreo 1).
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Figura 10. Efecto de la suplementacién nutricional con torta polifloral, Apiprot, Feedbee y torta casera
sobre la cantidad de cria. Se muestra este dato al inicio del ensayo (muestreo 1), al inicio y final de la
floracion (muestreos 2 y 3) y a largo plazo, en invierno (muestreo 4). Se indican las diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos con respecto al grupo no suplementado (sin
tratamiento), con una barra horizontal negra (*: p valor £ 0,05; **: p valor < 0,01; ***: p valor <0,001).
Los violin plots incluyen todas las caracteristicas presentes en un boxplot, como los datos minimos,
maximos, los percentiles 25 y 75, y la mediana e incorporan un diagrama de densidad de los datos que
se encuentra rotado en cada lado del gréfico.

Las colmenas suplementadas con la torta de polen polifloral mostraron una mayor cantidad
de cria al inicio de la floracién de E. grandis (muestreo 2) comparado con el grupo control
(Test de Wilcoxon, p valor = 0,03). Este efecto no se mantuvo ya que en invierno no se vieron
diferencias significativas (muestreo 4, Test de Student, p valor = 0,6) (Figura 10).
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En relacidn al producto comercial Apiprot, las colmenas tratadas presentaron mayor cantidad
de cria respecto el grupo control, tanto al inicio de la floracién (muestreo 2) como en invierno
(muestreo 4, Test de Wilcoxon, p valor = 0,02 y Test de Student, p valor = 0,02
respectivamente) (Figura 10).

En cuanto al tratamiento con el producto comercial Feedbee, las colmenas tratadas también
presentaron mayor cantidad de cria en relacion al grupo control, al comienzo de la floracién
(muestreo 2, Test de Wilcoxon, p valor = 0,03) y en invierno (muestreo 4, Test de Student, p
valor = 0,02) (Figura 10).

Por ultimo, las colmenas que recibieron la torta de preparacién casera también presentaron
mayor cantidad de cria que el grupo control al inicio de la floracién (muestreo 2) y en invierno
(muestreo 4, Test de Wilcoxon, p valor = 0,03 y Test de Student, p valor = 0,02
respectivamente) (Figura 10).

Al analizar la cria en el transcurso del tiempo, se observa, al igual que en la poblacion de abejas
adultas, una disminucion significativa entre febrero (muestreo 1) y mayo (muestreo 3) (Test
de Student, comparaciones pareadas: sin tratamiento M1 — M3 p valor < 0,001; polen
polifloral M1 —M3 p valor < 0,001; Apiprot M1 —M3 p valor < 0,001; Feedbee M1 —M3 p valor
< 0,001 y Wilcoxon test: torta de preparacion casera M1 — M3 p valor < 0,001).
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7.2 Produccion de miel

Se estimd la produccion de miel al inicio de la floracién de E. grandis (muestreo 2), la cual
luego fue cosechada. Al final de la floracién (muestreo 3) no se observé produccion de miel,
por eso solo se pudo considerar la produccién del muestreo 2.
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Figura 11. Efecto de la suplementacién nutricional con torta polifloral, Apiprot, Feedbee y torta casera
sobre la produccién de miel, medida en kilogramos, de colmenas emplazadas en una forestacién de
Eucalyptus grandis en el departamento de Rivera al inicio de la floracién (muestreo 2). Se indican las
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos con respecto al grupo no suplementado (sin
tratamiento), con una barra horizontal negra (*: p valor <0,05; **: p valor <0,01; ***: p valor <0,001).
Los violin plots incluyen todas las caracteristicas presentes en un boxplot, como los datos minimos,
maximos, los percentiles 25 y 75, y la mediana e incorporan un diagrama de densidad de los datos que
se encuentra rotado en cada lado del grafico.

Al inicio de la floracién (muestreo 2) se observé una mayor produccién de miel en aquellas
colmenas suplementadas con el producto comercial Apiprot y con la torta de preparaciéon
casera en relacién al grupo control (Test de Student, comparaciones pareadas Apiprot p valor
= 0,01 y torta casera p valor = 0,003). En relacién a las colmenas suplementadas con polen
polifloral, se observé una tendencia hacia una mayor produccién de miel respecto al grupo
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control (Test de Student, comparaciones pareadas polen polifloral p valor = 0,06). Por ultimo,
al analizar la produccidon de miel de aquellas colmenas suplementadas con el producto
comercial Feedbee, no se observaron diferencias significativas con respecto a las colmenas
del grupo control (Test de Student, comparaciones pareadas p valor = 0,19) (Figura 11).

Mas alld de lo mencionado anteriormente, se observa una produccion de miel de
aproximadamente 10 kilos mas en todos los grupos que fueron suplementados en relacién al
grupo control (Tabla 1).

Tabla 1. Promedio y desvio estandar de la produccidn de miel de las colmenas sometidas a diferentes
tratamientos, estimado en el muestreo 2.

Tratamiento Promedio de produccion de miel
Sin tratamiento 27,3+10,5
Polen polifloral 35+11
Apiprot 38,4+9,6
Feedbee 33,1+13,2
Torta casera 37,9+11,7

7.3 Infeccion por Varroa destructor

En relacidn al porcentaje de infeccidn con el acaro V. destructor, este se mantuvo siempre por
debajo del 4%. Ademds, no se observaron diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos (polen polifloral, Apiprot, Feedbee y torta casera) y el grupo control (sin
tratamiento) en ninguno de los cuatro muestreos (muestreo 1, muestreo 2, muestreo 3 y
muestreo 4) (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de infeccidn con el acaro V. destructor a lo largo de todo el ensayo (muestreo 1,
muestreo 2, muestreo 3 y muestreo 4), considerando los grupos: sin tratamiento, polen polifloral,
Apiprot, Feedbee y torta de preparacidn casera. Los violin plots incluyen todas las caracteristicas
presentes en un boxplot, como los datos minimos, maximos, los percentiles 25 y 75, y la mediana e
incorporan un diagrama de densidad de los datos que se encuentra rotado en cada lado del gréfico.

7.4 Infeccién por Nosema spp.

Al inicio del ensayo (muestreo 1) el nimero de esporas de Nosema spp. por abeja fue similar
entre los diferentes grupos de colmenas (Wilcoxon test, comparaciones pareadas sin
tratamiento - polifloral p valor = 0,7; Apiprot p valor =0,8; Feedbee p valor = 0,7 y torta casera
p valor = 0,56). El traslado de las colmenas a la forestacion de E. grandis generd un aumento
significativo en la infeccion por este microsporidio a lo largo del tiempo en todas las colmenas,
sin importar el tratamiento (Wilcoxon test, comparaciones pareadas, sin tratamiento M1 —
M3 p valor < 0,001; polifloral M1 — M3 p valor < 0,001; Apiprot M1 — M3 p valor < 0,001;
Feedbee M1 — M3 p valor < 0,001; torta casera M1 — M3 p valor < 0,001).

La administracion de los diferentes suplementos nutricionales no se relaciond con el nimero
de esporas de Nosema spp. (muestreo 3: Wilcoxon test, comparaciones pareadas con el grupo
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control - polifloral p valor = 0,78; Apiprot p valor = 0,53; Feedbee p valor = 0,8 y torta casera
p valor = 0,62; Muestreo 4: Wilcoxon test, comparaciones pareadas con el grupo control -
polifloral p valor = 0,73; Apiprot p valor = 0,51; Feedbee p valor = 0,77 y torta casera p valor =
0,25) (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de la suplementacidon nutricional en la infeccién por Nosema spp. Grupos: sin
tratamiento, polen polifloral, Apiprot, Feedbee y torta de preparacidon casera. No se observaron
diferencias significativas entre los grupos que recibieron tratamientos y el grupo no suplementado (sin
tratamiento) en ninguno de los muestreos (muestreo 1, muestreo 3 y muestreo 4). Los violin plots
incluyen todas las caracteristicas presentes en un boxplot, como los datos minimos, maximos, los
percentiles 25y 75, y la mediana e incorporan un diagrama de densidad de los datos que se encuentra
rotado en cada lado del grafico.

7.5 Determinacion de la especie de Nosema

Se determind la/las especies de Nosema presentes en una muestra compuesta con abejas de
diferentes colmenas, colectadas en el muestreo 3 (momento, segin antecedentes, de mayor
infeccién por el microsporidio), mediante multiplex PCR.

La amplificacion de un fragmento uUnico de 220 pb, tamafio esperado para N. ceranae,
permitio identificar la presencia de esta especie (Figura 14).

En los controles positivos se observa el amplicon esperado para N. apis y N. ceranae, mientras
gue en el control negativo no se observa ninguna banda, validando el ensayo (carril 5).
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Figura 14. Identificacidon de la especie de Nosema spp. mediante multiplex PCR empleando primers
especificos para N. apis y N. ceranae. Carriles: 1: marcador de peso molecular, 2: muestra de ADN
producto de PCR, 3: control positivo de Nosema ceranae, 4: control positivo de Nosema apis y 5:
control negativo.

7.6 Estado nutricional

El peso seco tanto de la cabeza como del térax se utilizdé como un parametro del estado
nutricional de las abejas por su relacidn con el desarrollo de las glandulas hipofaringeas y la
musculatura alar, respectivamente (Crailsheim y Hrassnigg, 1998; Brodschneider et al., 2009).

Al inicio del ensayo (muestreo 1), las abejas de colmenas pertenecientes al grupo control
presentaron un peso significativamente mayor de la cabeza que las abejas de colmenas que
recibieron polen polifloral, Feedbee y torta casera (Wilcoxon test, p valor = 0,04; p valor =
0,009 y p valor = 0,03, respectivamente) (Figura 15).

34



Muestreo 1 Muestreo 2

125 125
10,0 r - 1 10.0 7 -
Bl - '
E —_—
8 75 75
N A
e Y
8 , , ; f
8
g 50 > 5.0 G I
12
o = =
0
[} /|
o
25 Y 25
Y
0.0 0.0
Sin tratamiento Polifloral Apiprot Feedbee Torta casera Sin tratamiento  Polifloral Apiprot Feedbee Torta casera
Muestreo 3 Muestreo 4
125 b
10.0 10.0 kL
S o
E 5
Q75 —_—
Q
Qo
©
o
8
§ 50
2]
o )
3
e >
25 |
Y
0.0 0.0

Sin tratamiento Polifloral Apiprot Feedbee Torta casera Sin tratamiento  Polifloral Apiprot Feedbee Torta casera

Figura 15. Efecto de la suplementacion nutricional en el estado nutricional de las abejas, evaluado a
través del peso seco de la cabeza. Se analizaron 30 cabezas por colmena y 5 colmenas por tratamiento,
diferencidndose en los grupos: sin tratamiento, polen polifloral, Apiprot, Feedbee y torta de
preparacidn casera. Cada grafica muestra los valores de peso seco para cada muestreo: muestreo 1,
muestreo 2, muestreo 3 y muestreo 4. Las diferencias se indican con una linea horizontal negra: *: p
valor £0,05; **: p valor £0,01; ***: p valor <0,001). Los violin plots incluyen todas las caracteristicas
presentes en un boxplot, como los datos minimos, maximos, los percentiles 25y 75, y la mediana e
incorporan un diagrama de densidad de los datos que se encuentra rotado en cada lado del grafico.

La administracién de los tratamientos nutricionales afecté este parametro. Al inicio de la
floracién de E. grandis, las abejas de colmenas suplementadas con la torta de polen polifloral,
Apiprot, Feedbee y la torta de preparacion casera presentaron mayores valores que las abejas
del grupo control (muestreo 2, Test de Wilcoxon, p valor = 0,002; p valor < 0,001; p valor <
0,001y p valor < 0,001, respectivamente). Incluso en el caso del polen polifloral, la diferencia
se mantuvo hasta el final de la floracidon (muestreo 3, Test de Wilcoxon, p valor < 0,001) (Figura
15).

Por dltimo, en invierno (muestreo 4), los resultados se invirtieron y las abejas del grupo
control presentaron nuevamente mayor peso seco de las cabezas que las abejas de colmenas
tratadas con polen polifloral, Apiprot, Feedbee y torta casera (Wilcoxon test, p valor < 0,001;
p valor < 0,001; p valor = 0,03 y p valor < 0,001, respectivamente) (Figura 15).
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Considerando el peso seco del térax, al inicio del estudio (muestreo 1) las abejas de los grupos
gue recibieron los diferentes tratamientos presentaron un peso similar a las abejas del grupo
control, excepto por el grupo suplementado con la torta de preparacidn casera en donde se
observé un menor valor respecto al grupo control (Wilcoxon test, p valor = 0,008) (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la suplementacion nutricional en el estado nutricional de las abejas evaluado
mediante el peso seco del torax. Se analizaron 30 abejas por colmena y 5 colmenas por tratamiento,
diferencidndose en los grupos: sin tratamiento, polen polifloral, Apiprot, Feedbee y torta de
preparacion casera. Cada grafica muestra los valores de peso seco para cada muestreo: muestreo 1,
muestreo 2, muestreo 3 y muestreo 4. Las diferencias se indican con una linea horizontal negra: *: p
valor £0,05; **: p valor £0,01; ***: p valor <0,001). Los violin plots incluyen todas las caracteristicas
presentes en un boxplot, como los datos minimos, maximos, los percentiles 25y 75, y la mediana e
incorporan un diagrama de densidad de los datos que se encuentra rotado en cada lado del grafico.

La administracion de la torta de polen polifloral y Apiprot generaron un aumento del peso
seco del térax durante la floracion de E. grandis (muestreo 2 y 3) comparado con el grupo
control (Test de Wilcoxon, p valor = 0,005; p valor < 0,001; p valor < 0,001; p valor = 0,02,
respectivamente). El producto comercial Feedbee también generd un aumento en este
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parametro al finalizar la floracidn (muestreo 3) respecto el grupo control (Test de Wilcoxon, p
valor < 0,001) (Figura 16).

Por ultimo, al igual que con el peso seco de la cabeza, en el muestreo 4 los resultados se
invirtieron y las abejas del grupo control, presentaron mayor peso seco del térax que las
abejas tratadas con la torta de polen polifloral, Apiprot, Feedbee y la torta de preparacion
casera (Test de Wilcoxon, p valor < 0,001; p valor < 0,001; p valor < 0,001 y p valor < 0,001;
respectivamente) (Figura 16).

7.7 Consumo de las tortas

La palatabilidad y el consumo de las tortas por las abejas también es un pardmetro a tener en
cuenta al disefiar suplementos nutricionales. En este caso, la torta de polen polifloral se
consumié completamente (100%) por lo observado en las tres evaluaciones de las
aplicaciones. En el caso del producto comercial Feedbee el consumo fue siempre superior al
90%, al igual que con la torta de preparaciéon casera. En este ultimo caso, el consumo
disminuyo al 80% en la ultima evaluacidn. Finalmente, el producto comercial Apiprot tuvo un
bajo consumo en la primera evaluacién (aproximadamente el 45%), pero luego subié a un 80%
en las dos ultimas evaluaciones (ver tabla en el anexo).
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8. DISCUSION

Las abejas A. mellifera no solo son importantes por la diversidad de plantas silvestres y cultivos
comerciales que polinizan, sino también por los diversos productos que derivan de la colmena.
Es por esta razén que existe una importante preocupacion por las pérdidas de colmenas
alrededor del mundo (Potts et al., 2010; Seitz et al., 2015).

Entre las principales causas de la pérdida de colmenas se encuentra la infeccion por plagas y
patdégenos, asi como el estrés nutricional asociado al aumento de superficie dedicado a los
monocultivos y disminucién de la diversidad de néctar y polen disponible para las abejas
(Potts et al., 2010).

En esta linea, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la suplementacion con
productos proteicos tanto comerciales como de preparacion casera, en la fortaleza, salud y
productividad de la colmena. En particular, se estudié su efecto en el tamafo poblacional de
la colmena, el porcentaje de cria, la produccion de miel y la infeccion por N. ceranae (Invernizzi
et al., 2009; Anido, 2013; Antunez et al., 2013).

En este trabajo, la administracidén de torta de polen polifloral, Apiprot y la torta de preparacion
casera generd un efecto positivo inmediato durante la floracidon de E. grandis, ya que se
observd un aumento en el tamano poblacional respecto a las colmenas no suplementadas.
Por otro lado, la administracién de estos productos y Feedbee provocaron un aumento del
porcentaje de cria durante la floracién en relacidn al grupo control, sin tratamiento.

La mejora en la fortaleza de la colmena, se vio reflejada una mayor produccién de miel,
especialmente en las colmenas que fueron tratadas con Apiprot y la torta de preparacién
casera. Sin embargo, todos los grupos que recibieron tratamientos produjeron en promedio
aproximadamente 10 kilos mds de miel que el grupo control.

Estos hallazgos confirman los resultados previos de nuestro grupo de investigacion,
vinculados al efecto del polen polifloral (Branchiccela et al., 2019; Viera, 2021), pero a la vez
evidencian que la administracidon oportuna de ciertos productos comerciales también son
estrategias efectivas para mejorar la fortaleza y/o productividad de las colmenas.

Durante el transcurso de la floracién (desde el muestreo 1 en febrero al muestreo 3 en mayo)
se observé una disminucidn significativa de la poblacion adulta en todos los grupos analizados
(suplementados o no). Esto puede deberse a la dindmica poblacional normal de las colmenas,
qgue se reduce hacia el comienzo del invierno. A la vez, podrian evidenciar la situacién de estrés
nutricional a la que estan sujetas en estas condiciones, como se observé en estudios previos
(Invernizzi et al., 2011; Mendoza et al., 2013).

Mas allda de esto, la suplementacion con Apiprot, Feedbee y torta casera generaron un
impacto a largo plazo (agosto), ya que al finalizar el invierno las colmenas suplementadas no
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solo tuvieron una mayor poblacién adulta que las colmenas del grupo control, sino que
también presentaron un mayor porcentaje de cria. Este efecto no fue observado en aquellas
colmenas suplementadas con polen polifloral, coincidiendo con estudios previos (Viera,
2021).

Por un lado, el hecho que la torta polifloral no haya generado efecto a largo plazo puede
deberse a que las abejas consumen la torta de polen polifloral apenas se la administramos por
ser su alimento natural y, ademas, al ya estar procesado por otras abejas, tiene una mas facil
digestion y menor trabajo asociado. Esta torta de polen se forma a partir del pan de abejas,
qgue consiste en diversos pélenes recolectados del ambiente y almacenados en las celdas,
donde se le adiciona miel y microorganismos. Gracias a la accidon de diversas enzimas y las
condiciones de temperatura y humedad, resulta en un producto mas digerible (Gllliam, 1979;
Nagai et al., 2004). El consumo inmediato de estas tortas podria hacer que se observen sus
efectos a corto plazo. En cambio, el producto comercial Apiprot, Feedbee y la torta casera
podrian estar siendo almacenados y utilizados cuando ya no hay polen en el ambiente, lo que
explicaria su efecto al finalizar la temporada de invierno.

Por otro lado, el haber observado un aumento en el porcentaje de cria al inicio de la floracién
(muestreo 2) pero no al final de la misma (muestreo 3) puede explicarse gracias al ciclo
biolégico natural de las abejas ya que al momento de realizar el muestreo 3 las crias que
recibieron los suplementos nutricionales ya emergieron de las celdas, por tanto, vemos las
consecuencias de los mismos en la poblacién de abejas adultas y no en el porcentaje de cria.
De nuevo, los efectos evidenciados a largo plazo coinciden con la hipdtesis de que las abejas
almacenan estos suplementos en la colmena para utilizarlos en momentos donde las reservas
nutricionales escasean, momento que podria coincidir con el final de la floracidn que se ha
visto que normalmente las colmenas terminan muy debilitadas (Invernizzi et al., 2011; Viera,
2021).

Estos cambios en los parametros de fortaleza evaluados (poblacién adulta y porcentaje de
cria) se vieron directamente reflejados en un aumento en la produccion de miel. Entonces, en
este trabajo se observd cdmo colmenas mas fuertes (mayor poblacidon de abejas adultas y
mayor porcentaje de cria) logran una mayor produccién de miel, coincidiendo con estudios
en donde se observd que existe una correlacidn positiva entre estos dos pardmetros (Antlinez
etal., 2013).

En una segunda instancia evaluamos el impacto de la suplementacion nutricional en la salud
de las colmenas, en particular en la infeccién por Nosema spp.. Evidencias previas reportan
que, en las condiciones generadas en las plantaciones de los eucaliptos, N. ceranae tiene una
alta tasa de reproduccion logrando infectar todas las colmenas que alli se encuentren
(Invernizzi et al., 2011; Branchiccela et al., 2019). Esto fue lo que se observo en este trabajo,
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donde en todos los grupos analizados, sin importar el suplemento nutricional brindado, se
evidencié un aumento en el nimero de esporas del microsporidio.

Sin embargo, en estudios previos se observé como la suplementacién con polen polifloral
logré amortiguar la condicién de estrés nutricional ya que las colmenas tratadas mostraron
un menor numero de esporas del microsporidio en comparacién con las no tratadas
(Branchiccela et al., 2019; Viera, 2021), situacién no evidenciada en este trabajo. Esta
diferencia podria deberse al peso de la torta de polen polifloral administrado ya que en este
trabajo se redujo el mismo a la mitad (en este estudio las tortas pesaron 250 gramos, a
diferencia de los trabajos previos en donde pesaron 500 gramos). Ademas, también podria
influir la frecuencia de administracion, las condiciones climaticas, entre otros factores.

Otra forma de evaluar el efecto de las dietas seleccionadas en el estado nutricional de la
colmena fue medir el peso seco tanto de la cabeza como del térax. En la cabeza se encuentran
las glandulas hipofaringeas, las cuales se encargan de sintetizar la jalea real, producto
fundamental para la alimentacion de las larvas y de la reina (Wang y Moeller, 1969). Se ha
visto que el tamafio de esta glandula es sensible a la cantidad y calidad del polen provisto en
la dieta, siendo las glandulas mas pequefias si la dieta de las abejas nodrizas es deficiente,
fundamentalmente en proteina (DeGrandi-Hoffman et al., 2010; Corby-Harris y Snyder, 2018).
El térax se relaciona con el desarrollo de la musculatura alar (Brodschneider et al., 2009) lo
cual depende de la nutricidn en la etapa larvaria. Por estas razones, ambos son buenos
indicadores del estado nutricional de la colmena (Crailsheim y Stolberg, 1989).

Los resultados obtenidos evidencian un aumento significativo en el peso seco de la cabeza en
todos los grupos de colmenas suplementadas respecto al grupo control, sin tratamiento,
durante la floracién de E. grandis. Esto podria reflejar un efecto inmediato de los suplementos
nutricionales utilizados amortiguando el contexto de estrés nutricional causado por el bajo
contenido proteico del polen de esta especie, lo que afecta la glandula hipofaringea.

Lo mismo fue observado al evaluar el peso seco del torax.

En relacién a los efectos a largo plazo, al final del invierno (muestreo 4) se observé una
disminucion significativa de los pesos secos respecto al grupo control (sin tratamiento) en los
dos indicadores del estado nutricional evaluados. Esto podria deberse al mayor desgaste
realizado por las colmenas en relacion a la mayor produccién de miel generada durante la
floracién de E. grandis. A futuro, podria plantearse la posibilidad de una administracién
adicional de los suplementos previo al inicio del invierno para evitar estd disminucién en el
tamaiio de las abejas.

Por ultimo, en cuanto al consumo de las tortas aplicadas, la de mayor aceptacion fue el polen
polifloral el cual fue consumido al 100% en todas las aplicaciones. Esto era esperable ya que
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no deja de ser el alimento natural de las abejas. El producto comercial Feedbee y la torta de
preparacion casera le siguieron en aceptacién con valores superiores al 90% en todos los
casos, exceptuando la ultima evaluacion de la torta casera en donde se consumié un 80% de
la misma. Esto podria deberse a que quizas este tratamiento colmd las necesidades
nutricionales de las abejas y no les fue necesario consumirlo en su totalidad ya que mas alla
de este consumo “medio” se vieron consecuencias positivas que indicarian una amortiguacién
al estrés nutricional en la forestacidon. En relacidon al producto comercial Apiprot, se
observaron valores mayores al 80% exceptuando la primera evaluacién (18/02/22),
correspondiente al consumo de la primera administracién (04/02/22), en donde el consumo
fue de aproximadamente un 45%. Estos datos nos permiten pensar que quizas es mas
conveniente aplicar este producto en menores cantidades al comienzo del trabajo y/o en
fechas mas cercanas a la estadia en la forestacion de E. grandis ya que en este momento de
estrés nutricional el consumo de la torta fue muy superior. Esta modificacion en la aplicacién
del tratamiento con el producto comercial Apiprot le permitiria al apicultor ahorrar no solo
econdmicamente, sino también en tiempo y horas de trabajo, obteniendo resultados
seguramente similares.
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9. CONCLUSIONES

La administracién de polen polifloral como suplemento nutricional en abejas emplazadas en
una forestacion de E. grandis, situacion conocida de estrés nutricional, mejoro la fortaleza de
la colmena en términos de poblacidn de abejas adultas y porcentaje de cria, la productividad
medida como kilos de miel producido por las colmenas y, mejoré el estado nutricional.

La administracidon de una torta preparada en forma casera en INIA, La Estanzuela, permitié
una mejora en la fortaleza de la colmena tanto en la poblacién de abejas adultas como en el
porcentaje de cria. Esto a su vez, se vio reflejado en una mayor produccién de miel. En cuanto
al estado nutricional, mejord en uno de los pardmetros evaluados, el peso seco de la cabeza.

En cuanto al producto comercial Apiprot, resulté beneficioso para la fortaleza de la colmena
permitiendo un aumento en la poblacidn de abejas adultas y en el porcentaje de cria tanto a
corto plazo como a largo plazo (muestreo 2 y 4, respectivamente). Estas consecuencias
beneficiosas también se vieron reflejadas en un aumento en la produccion de miel. El otro
producto comercial, Feedbee, permiti6 un aumento en ambos pardmetros de fortaleza
(poblacién adulta y porcentaje de cria) a largo plazo (muestreo 4). Ademds, ambos lograron
un aumento en los parametros del estado nutricional (peso seco de la cabeza y del térax)
durante la floracion.

Por ultimo, ningun suplemento nutricional ayudé a disminuir la infecciéon con N. ceranae.
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10. PERSPECTIVAS

Como ya se ha mencionado anteriormente, este trabajo fue un primer acercamiento a la
evaluacién de dos productos comerciales que ya estdn en el mercado desde hace un tiempo
y a uno nuevo de preparacion casera. Los resultados obtenidos fueron muy alentadores y
motivan a profundizar en estos hallazgos.

Primeramente, seria conveniente repetir el ensayo en las mismas condiciones para poder
corroborar que las consecuencias benéficas sean producto de los suplementos nutricionales
utilizados y no de las caracteristicas particulares del afio en donde se evaluaron (2022).
También, se deberian evaluar las consecuencias en otras épocas del afio, como puede ser la
preparacion para la invernada y/o para la primavera, ambos momentos de vital importancia
para los apicultores.

Ademas, en futuros trabajos seria valioso analizar el polen almacenado en las celdas de la
colmena posterior a las aplicaciones de los tratamientos para saber con mayor certeza cual es
el destino de los mismos. Si las abejas lo consumen, lo almacenan o lo desechan.

Por ultimo, utilizando herramientas de biologia molecular seria interesante analizar, por un
lado, genes vinculados a la fisiologia de la abeja como la vitelogenina y la hormona juvenil, los
cuales se sabe que estdn asociados con la nutricion y el comportamiento. Y genes relacionados
a la inmunidad humoral y celular como el péptido antimicrobiano himenoptecina o la enzima
glucosa oxidasa. En trabajos previos del laboratorio se ha visto que la alimentacién con polen
polifloral genera un aumento de la vitelogenina y la glucosa oxidasa, pero no se vieron efectos
de la nutricién en la himenoptecina. Seria conveniente ver qué pasa con estos genes cuando
las abejas son alimentadas con los otros suplementos aqui utilizados. Por otro lado, analizar
la presencia de otro patégeno frecuente en las abejas A. mellifera, el Virus de las Alas
Deformes (DWV), el cual se encuentra muy asociado a la presencia del acaro V. destructor y
el microsporidio N. ceranae. En trabajos previos se ha analizado la influencia de Ia
alimentacidn con polen monofloral de diferentes origenes botanicos y polifloral en el nivel de
infeccion, pero aun no se ha estudiado el posible efecto de otros suplementos nutricionales.
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11. ANEXO

11.1 Tabla con datos de promedio y desvio estandar de cada ensayo por tratamiento y

muestreo.

Promedio * desvio estandar

Sin tratamiento Polen polifloral Apiprot Feedbee Torta casera
Poblacién adulta (1) 11,79+1,3 11,61+1,15 11,61+1,01 12,07 £ 1,27 12,12+0,99
M
U Porcentaje de cria (2) 884,26 +115,8 906,43 93,93 | 919,44 + 144,03 | 896,07 + 68,73 862,06 + 145,34
E
S Porcentaje infeccidon V. 0,1+0,23 00 00 0+0 0,47 £ 0,47
destructor (3)
T
R N° esporas de Nosema 2,06e** + 2,62e* 1,57e*+2,18e*°| 1,58e* +8,45e**| 1,75e* +1,70e* 1,53e* +5,72e*
E spp./abeja
(0]
Peso seco cabeza (mg) 4,77 +1,12 4,46 +1,10 4,83+1,13 4,46 +1,27 4,48 +1,23
1
Peso seco térax (mg) 17,65 + 2,89 17,25 +2,73 17,59 + 4,04 16,88 + 3,93 16,5 + 3,29
Poblacién adulta (1) 10,82 £ 1,60 12,38 £0,69 12,13+1,35 12,41 42,23 12,75+ 1,44
M
U Porcentaje de cria (2) 395,68 + 88,92 505,63 + 107,06 492,04 + 70,66 533,86 + 185,43 503,5+ 110,42
E
) Produccion de miel (Kg) 27,32+ 10,46 35,02 +£10,97 38,45 + 9,59 33,14 +£13,22 37,88 + 11,75
T
R
E Porcentaje infeccion V. 0,08 +0,19 0+0 0,3+0,28 0,21 +0,29 00
destructor (3)
o
Peso seco cabeza (mg) 3,84 +0,85 4,2+1,03 4,87 +0,97 4,22 +0,89 4,23 +0,88
2
Peso seco torax (mg) 16,3 +2,05 17,24 + 2,65 18,04 £ 2,57 16,35+3,1 16,28 + 2,08
Poblacién adulta (1) 6,26 £ 1,45 8,25+19 6,64 2,32 7,07 £2,16 7,74 £2,51
M
U Porcentaje de cria (2) 202,65 + 89,75 239,29 + 104,93 244,86 + 89,23 215,36 £ 67,81 217,65 +76,94
E
S Porcentaje infeccion V. 0,32+0,18 0,64 +1,21 0,25+0,25 0,82 +0,58 1,11 +1,07
destructor (3)
T
R
E N° esporas de Nosema 4,11e* + 2,04e*® 4,29e* + 1,71e*®| 3,87e*® +3,08e*® | 3,84e*% +2,55e*® | 5,23e*® + 3,59¢*°
spp/abeja
o
Peso seco cabeza (mg) 3,91+0,72 4,36+0,73 3,97 £ 0,65 4,02+0,76 3,95+0,79
3
Peso seco térax (mg) 14,15 + 1,24 15,33+ 1,6 14,47 +1,51 14,74 £ 2,15 13,97 + 1,82
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Poblacién adulta (1) 2,79 +1,25 3,42+2,09 4,32 +2,02 4,59 +1,97 4,19+ 1,49
M
U Porcentaje de cria (2) 360 + 147,04 394,23 +236,11 | 535,71+197,31 | 528,18 +176,78 | 509,53 + 178,84
E
S Porcentaje infeccion V. 0,14 +0,23 0,19+0,26 0,07+0,16 0,31+0,18 0+0
destructor (3)

T
R N° esporas de Nosema 2,83e* + 1,51e*° 3,92e* + 3,68e*®| 2,57e*®+1,37e* | 2,81e*° +1,41e*® | 3,65e*® + 1,96e*°
E spp/abeja
(o)

Peso seco cabeza (mg) 3,05 0,85 2,55+0,71 2,59+0,82 2,82 +0,79 2,58+0,74
4

Peso seco térax (mg) 11,31 +2,37 10,13 £2,19 9,68 +1,80 9,37 +1,88 9,97 +1,86

Como unidad de medida se usa promedio el nimero de “calles” (espacio entre dos cuadros) cubierto por abejas
observado por los dos especialistas.

2 Como unidad de medida se utilizé la suma de los porcentajes observados de cada cara de cuadro cubierto por
cria, en cada colmena.

3 La unidad de medida es el porcentaje de infeccién, es decir, la proporcién de dcaros en funcién de la cantidad
de abejas.

11.2 Estimacion del consumo de cada tratamiento

Porcentaje promedio + desvio estandar del consumo
Evaluaciones Polen polifloral Apiprot Feedbee Torta casera
lera aplicacion 100+ 0 449 +30,4 96,5+7,6 98 +5,4
3era aplicacién 100+ 0 81,6 £28,3 100+ 0 100+ 0
4ta aplicacion 1000 82,8+32,1 94,3 +15,7 82,9+27,8

11.3 Informacidn nutricional de los suplementos utilizados

Suplemento nutricional Composicion
Apiprot 38% proteina
Feedbee 36,4% proteina
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Informacién nutricional
100% en base seca:

Grasa 3.9% max
y-acido Linoleico, a-acido Linoleico,
acido Araquiddnico, dcido Esteariddnico

Carbohidratos 21.0% max
Fibra 4.0% min, Azdcares 10.0% min
Vitaminas 4.0% min

A: 2000 1U, D3: 289 1U, E: 4500mg

B6: 1500mg, B12: 20mg, C: 3000mg
Minerales 4.0% min
Calcio 5%, Potasio 12%

Hierro 4%, Zinc 10%

Proteina 36.4% min

Aminoacidos

L-Lisina 7.3%, L-Isoleucina 7.0%
L-Arginina 8.7%, L-Triptdfano 6.0%
L-Metionina 3.0%, L-Leucina 8.3%
L-Acido glutdmico 9.0%, L-Valina 4.0%

Humedad 4.0% min

Tabla con composiciéon nutricional
del producto comercial Feedbee
publicada en la web.
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