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RESUMEN

La apitoxina, es uno de los productos apicolas de creciente interés debido a sus
aplicaciones terapéuticas y cosmeéticas. Su produccidén, sin embargo, enfrenta
desafios vinculados a su alta variabilidad en cantidad y composicion para que sean
aptos para su comercializacion. En Uruguay, hasta el momento no se han definido
lineamientos que permitan estandarizar y optimizar su extraccion. Esta tesis tuvo
como objetivo principal determinar la variacion en la cantidad de apitoxina y su
porcentaje de melitina, en funcion de distintos factores productivos, mas
especificamente en los métodos de extraccion y la edad de las abejas obreras. Este
estudio se desarroll6 durante el 2024 y 2025, bajo un disefio experimental a campo
utilizando colmenas comerciales de dos apiarios (Rivera y San José). La apitoxina
fue colectada mediante trampas de estimulacién eléctrica y posteriormente
analizada para determinar su peso a través de balanza analitica y su concentracion
de melitina mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se realizaron
cinco ensayos experimentales, abordando variables como el tipo de proteccion de
los vidrios colectores, el momento del dia de la recoleccion, el tipo y area de las
trampas y la edad de las abejas. Los resultados obtenidos evidenciaron que ciertos
factores tienen un impacto significativo en la produccion y calidad de la apitoxina. En
el primer ensayo, se determiné que los vidrios colectores sin proteccion de latex
presentaron mayor cantidad de veneno (p < 0,05) y con un porcentaje superior de
melitina (p < 0,05), en comparacién con los vidrios cubiertos de latex. Esto sugiere
que la utilizaciéon de latex con talco interno o externo no es una medida de manejo
eficiente. En el segundo ensayo donde se comparoé la extracciéon diurna y nocturna
con trampa de techo, no se encontraron diferencias significativas para ambos
parametros estudiados (p > 0,05), sugiriendo que bajo las condiciones en que se
llevé adelante el ensayo, ambos momentos de extraccion son equivalentes. El tercer
ensayo mostro que las trampas ubicadas en el techo de las colmenas logran
cosechar mas apitoxina que aquellas ubicadas externamente (p < 0,05), aunque no
hubo diferencias significativas en cuanto a la composiciéon de melitina (p > 0,05). El
cuarto ensayo reveld uno de los resultados mas importantes de la investigacion,
mostrando que las abejas jévenes secretan mayor proporcion de melitina que
abejas maduras (p < 0,05). Finalmente, el quinto ensayo evalud la cantidad de
apitoxina cosechada en funcion del area activa de la trampa de techo. Los
resultados mostraron que la trampa del 100% fue la mas eficiente (p < 0,05). En
orden de eficiencia la siguen las trampas del 40 y 60%, sin mostrar diferencias entre
ellas, luego se ubica la trampa del 20% y la trampa del 80% no mostré diferencias
significativas con las ultimas tres trampas mencionadas. En conclusion, esta
investigacion proporciona evidencia clave para disefar estrategias practicas que
optimicen la recoleccion de apitoxina en Uruguay y permite contar con lineamientos
productivos que contribuyan a la creacion de protocolos productivos.

Palabras claves: Apitoxina, melitina, produccidén apicola, métodos de extraccion,
edad de las abejas, estandarizacion



SUMMARY

Bee venom (apitoxin) is an apicultural product of growing interest due to its
therapeutic and cosmetic applications. Its production, however, faces challenges
related to the high variability in both quantity and composition, limiting its potential for
commercialization. In Uruguay, no official guidelines have yet been established to
standardize and optimize its extraction. The main objective of this thesis was to
determine the variation in the amount of apitoxin and its melittin content as a function
of various production-related factors—more specifically, the extraction methods and
the age of worker bees. This study was carried out during 2024 and 2025 under a
field-based experimental design using commercial hives from two apiaries (Rivera
and San José). Apitoxin was harvested using electric stimulation devices and
subsequently analyzed to determine its weight using an analytical balance and its
melittin concentration via high-performance liquid chromatography (HPLC). Five
experimental trials were conducted, addressing variables such as the type of
protection used on the collector glass plates, the time of day of collection, the type
and surface area of the traps, and the age of the bees. The results demonstrated
that certain factors have a significant impact on apitoxin production and quality. In
the first trial, it was found that collector glasses without latex coverings yielded a
greater amount of venom (p < 0.05) and a higher percentage of melittin (p < 0.05),
compared to glasses covered with latex. This suggests that the use of latex with
either internal or external talc is not an efficient management practice. In the second
trial, which compared day and night extraction using roof-mounted traps, no
significant differences were found in either parameter studied (p > 0.05), suggesting
that, under the conditions in which the trial was conducted, both extraction times are
equivalent. The third trial showed that traps located on top of the hives collected
more apitoxin than those placed externally (p < 0.05), although there were no
significant differences in melittin composition (p > 0.05). The fourth trial revealed one
of the most important findings of the research, showing that young worker bees
produce venom with a higher melittin concentration than older bees (p < 0.05).
Finally, the fifth trial evaluated the quantity of apitoxin collected in relation to the
active surface area of the roof-mounted trap. Results showed that the 100% trap was
the most efficient (p < 0.05). In order of efficiency, it was followed by the 40% and
60% traps, which did not differ significantly from each other, then the 20% trap, and
finally, the 80% trap, which did not significantly differ from the three aforementioned
traps. In conclusion, this research provides key evidence for designing practical
strategies to optimize apitoxin collection in Uruguay and offers production guidelines
that contribute to the development of standardized harvesting protocols.

Keywords: Apitoxin, melittin, apicultural production, extraction methods, bee age,
standardization
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INTRODUCCION

La apicultura es “la practica dedicada a gestionar colonias de abejas con fines
agricolas” para obtener diversos beneficios (Rivera-Gomis et al., 2019). A través de
esta actividad, de una colmena se pueden obtener productos como miel, polen,
propdleos, cera, jalea real y veneno. Ademas, las abejas como insectos
polinizadores son altamente eficientes y esenciales para la reproduccion de plantas
y cultivos y por lo tanto, contribuyen en la produccion mundial de alimentos. Esto
implica que tengan un papel fundamental en la preservacion y el mantenimiento del
equilibrio ecologico y la biodiversidad de diferentes habitats (Food and Agriculture
Organization of the United Nations [FAQ], 2021; Rivera-Gomis et al., 2019).

En Uruguay, la apicultura se lleva adelante como tal desde la llegada de los
colonizadores en el siglo XIX, quienes introdujeron las primeras colonias de abejas
(Cordara, 2005). Con el tiempo, las abejas europeas que estaban establecidas
sufrieron un proceso de introgresidbn con abejas africanizadas desde Brasil,
ocurriendo la africanizacion en la poblacion de abejas locales, o que generd la
abeja criolla polihibrida actual (Branchiccela et al., 2014). La apicultura uruguaya se
practica de forma sostenida desde sus inicios y la mayoria de los apicultores se
dedican a la produccion de miel a granel. Sin embargo, las fluctuaciones en los
precios del mercado internacional y los bajos valores actuales de la miel (Ministerio
de Ganaderia Agricultura y Pesca [MGAP], 2024), abren la posibilidad de explorar
otros productos de la colmena. El veneno de abejas es una de las posibilidades, ya
que es altamente valorizado en el mercado internacional y podria tomarse como una
alternativa o complemento viable para los apicultores del pais.

Las abejas hembras poseen un complejo sistema morfofuncional denominado
aparato del veneno, encargado de la sintesis, secrecion y liberacion del mismo. En
las reinas, el veneno se utiliza exclusivamente para eliminar a otras abejas reinas al
momento del nacimiento, porque solo puede haber una reina por colmena. En
cambio, en las obreras, se emplea como un mecanismo de defensa colectivo contra
otras especies cuando las abejas salen de la colmena en busca de recursos, pero
tras la picadura pierden el aguijon y otras estructuras abdominales, que les provoca
su muerte (De Roodt et al., 2005).

El veneno es una mezcla compleja de sustancias bioactivas en solucion, siendo el
agua su componente mayoritario, con una proporcion de entre el 80 y el 88% (Banks
& Shipolini, 1986; Owen et al.,, 1990). Una vez que los compuestos volatiles se
evaporan al contacto con el aire, el veneno pasa a denominarse apitoxina (FAO,
2021). Esta también es una mezcla compleja, en la que predominan los péptidos y
las enzimas (Demolin & Leite, 2005). La melitina es un péptido compuesto por 26
residuos de aminodacidos y presenta una masa molar de 2846,46 g/mol. Constituye
el componente mayoritario de la apitoxina, representando entre el 40% y el 60% del
veneno seco total (FAO, 2021).

La apitoxina ha sido utilizada con fines medicinales y cosméticos (Demolin & Leite,
2005). Se ha reportado su potencial como agente antitumoral, analgésico,
antiinflamatorio, cicatrizante y en el tratamiento de enfermedades
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neurodegenerativas, entre otros usos terapéuticos (Kim et al., 2019; Silva et al.,
2015; Zhang et al., 2018).

Para ser utilizado como herramienta terapéutica, es fundamental conocer la
composicién cuali-cuantitativa de por lo menos sus principales componentes. Para
ello, se han desarrollado diversos métodos para su caracterizacion, sin embargo, en
la actualidad la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por su sigla en
inglés) es la técnica elegida por la industria frente a otras técnicas disponibles. Este
método presenta como ventaja la capacidad de separar de forma rapida y precisa
los componentes de la apitoxina. Ademas, permite la cuantificacion de ellos, lo que
lo convierte en un método cuali-cuantitativo (Pacfikovfi et al., 1995).

La practica de la extraccion de veneno presenta varias limitaciones, siendo la
cantidad de apitoxina cosechada por colmena una de las principales. En los
estudios realizados hasta el momento, los valores reportados generalmente se
encuentran por debajo de los 100 mg de apitoxina por colmena. Por ejemplo,
Aradena et al. (2011), en una investigacién llevada a cabo en Idesia (Africa),
reportaron valores de entre 60 y 80 mg por colmena. En el caso de Villalobos et al.
(2019), obtuvieron entre 52 y 62 mg en colmenas evaluadas en Guanajuato, México.
Por otro lado, Argena et al. (2021) informaron valores de entre 40 y 80 mg en
colmenas de Saldnica, Grecia. Flanjak et al. (2024) reportaron entre 30 y 130 mg
por colmena en un estudio realizado en Osijek, Croacia. Finalmente, Modanesi et al.
(2015) registraron valores de entre 25 y 49 mg en colmenas ubicadas en Botucatu,
Brasil. Estos valores se consideran bajos si se pretende alcanzar volumenes
adecuados para la exportacion, donde las cantidades comercializadas suelen ser en
kilogramos. Ademas, para cumplir con los estandares de calidad exigidos
internacionalmente con fines terapéuticos, es necesario asegurar una composicion
adecuada de los principales componentes de la apitoxina. Hay diversos factores a lo
largo de la cadena productiva que pueden influir en la cantidad y composicion de la
apitoxina obtenida (Ferreira Junior et al., 2010; Flanjak et al., 2021; Haggag et al.,
2015). Entre ellos se reportan factores bioldgicos propios de la abeja, ambientales,
de manejo al momento de la extraccion o posterior a la cosecha (FAO, 2021; Nowar,
2016). La complejidad y variabilidad de estos factores ha dificultado el desarrollo de
uno o mas protocolos estandarizados para la extraccion de veneno. Aunque existe
consenso en que la estimulacion eléctrica es el método mas eficiente (Li et al., 2013;
Morse & Benton, 1964), aun no se han desarrollado lineamientos claros ni
protocolos especificos para su aplicacion, como ocurre en otras areas de la
apicultura donde si existen manuales técnicos, como el Bee Book de la International
Bee Research Association (De Graaf et al., 2020).

Por lo tanto, en el presente trabajo el objetivo fue estudiar algunos de los factores
que podrian influir directamente en la cantidad y composicion del veneno de abejas,
con el propodsito de avanzar hacia el disefio de protocolos estandarizados para su
extraccion en Uruguay.

12



MARCO TEORICO

1. Apicultura

1.1. Importancia de la apicultura

La apicultura es definida por la Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OMSA)
como “la practica de gestionar colonias de abejas meliferas con objetivos agricolas”
(Rivera-Gomis et al., 2019). Esta practica es llevada adelante por apicultores y esta
extendida por casi todo el mundo. La apicultura esta estrechamente relacionada con
los servicios que las abejas brindan al ecosistema, siendo la polinizacion un proceso
esencial para la reproduccion vegetal y por lo tanto, para la producciéon mundial de
alimento (FAO, 2021; Rivera-Gomis et al., 2019). Aunque algunas especies de
plantas pueden presentar otros mecanismos de polinizacion, la mayoria depende de
insectos, entre los cuales las abejas se destacan como los polinizadores mas
eficaces (Wilson-Rich et al., 2014). Estudios indican que la ausencia del servicio de
polinizacion brindado por las abejas podria reducir entre un 5% y un 8% la
produccion agricola global (Das et al., 2018; Khalifa et al., 2021). Este impacto no
solo afectaria la disponibilidad de alimentos para el consumo humano, sino que
también a otros sectores productivos como la ganaderia y la floricultura que también
dependen de la polinizaciéon (Gallai et al., 2009). Gallai et al. (2009), llevaron
adelante un estudio en 2005 en donde calcularon que el valor econémico directo de
los servicios de polinizacién para ese afio se estimé en 153.000 millones de euros
anuales, cifra que equivale aproximadamente al 9,5% del valor total de la
produccion alimentaria mundial, para el afo estudiado. Si bien es una cifra elevada,
vale mencionar que en ese estudio ni siquiera esta contemplado el valor asociado a
la produccién ganadera, por lo que la cifra real podria ser considerablemente mayor.
Mas alla de su importancia econdmica, las abejas desempefian un papel clave en la
conservacion de los ecosistemas naturales, al posibilitar la reproduccion de una
gran variedad de especies vegetales. Esto contribuye a mantener el equilibrio
ecoldgico y la biodiversidad de numerosos habitats (Rivera-Gomis et al., 2019).

1.2. Productos de la colmena

Las abejas, ademas de su rol fundamental en la polinizacién, producen diversos
productos apicolas. Estos productos son la cera, la jalea real, el veneno, el polen, el
propdleo y la miel. Cada uno de ellos cumple una funcién importante dentro de la
colmena, pero a través de la apicultura y especialmente mediante manejos
adecuados, es posible que las abejas produzcan mas de lo ellas requieren para su
consumo y asi poder extraerlos sin afectar su normal funcionamiento (FAO, 2021).

La miel quizas es el producto apicola de mayor relevancia y tradicion en el mercado.
Ha sido utilizado desde hace miles de afios como endulzante culinario y por sus
propiedades terapéuticas (Molan, 2001). Sin embargo, a lo largo del tiempo y
especialmente en los ultimos aifos, los mercados han mostrado inestabilidad que se
ve reflejado en los bajos y fluctuantes precios en los principales exportadores de
miel (figura 1) (MGAP, 2024). Si bien hay diversos factores que provocan estas
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variaciones, algunos ejemplos son el avance de la agricultura y los contaminantes
utilizados y se transmiten a la miel o también la creciente practica de adulterar la
miel, que ha generado repercusiones significativas en el comercio apicola (O'Neal,
2018). Como consecuencia de la inestabilidad, muchos apicultores han comenzado
a considerar con mayor interés la posibilidad de incorporar a su actividad la
comercializacion de otros productos a su explotacion.
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Figura 1. Precio internacional de exportacion de la miel natural. Fuente: Figura
modificada del Sector apicola: situacion y perspectiva (MGAP, 2024).

Los productos de la colmena pueden clasificarse en dos grupos: por un lado,
aquellos que las abejas sintetizan directamente, como la cera, la jalea real y el
veneno y por otro, aquellos que provienen de la recoleccion y transformacién de
recursos del ambiente, como la miel, el propdleo y el polen. Si bien todos tienen un
origen natural, los productos del segundo grupo dependen en mayor medida del
trabajo de las abejas adultas, cuya actividad esta fuertemente condicionada por la
oferta floral disponible en un momento y lugar determinados. Esta variabilidad
influye directamente en su composicién (Bobis, 2022; Rivera-Mondragén et al.,
2023). En esta misma linea, el entorno floral también puede influir en las
caracteristicas de algunos productos sintetizados por las abejas a través de sus
glandulas, como la jalea real y el veneno (FAO, 2021; Montenegro, 2016).

1.3. Apicultura en Uruguay (sector apicola en Uruguay)
La apicultura en Uruguay continua vigente a pesar de momentos de crisis que no le
fueron ajenos a lo largo del tiempo. Los datos publicados en el Anuario Estadistico
Agropecuario 2024 del MGAP, que toman los datos del Registro Nacional de
Propietarios de Colmenas, basado en los datos de |la Declaracién Jurada de 2023,
se contabilizaron 2.824 apicultores registrados y un total de 646.679 colmenas
distribuidas en los 19 departamentos del pais. No obstante, existe una mayor
concentracion de colmenas en la zona del litoral del pais (MGAP, 2024). La
produccion apicola en Uruguay se orienta mayoritariamente a la venta de miel a
granel. Aunque el pais no se encuentra entre los principales exportadores
mundiales, alrededor del 90% de la miel producida se destina al mercado externo.
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Sin embargo, el precio de exportacion tiende a ser fluctuante y, en general, bajo, lo
que genera incertidumbre y dificulta la planificacion y sostenibilidad del sector (figura
2) (MGAP, 2024). Esto genera la necesidad de buscar otras posibilidades de
generacion de recursos mediante la explotacion intensiva de la apicultura, con un
enfoque en el bajo impacto sobre la vida animal.
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Figura 2. Valor promedio de explotaciéon y volumen neto exportado en Uruguay
desde enero del 2011 a octubre de 2024. Fuente: Sector apicola: situacion y
perspectiva (MGAP, 2024).

2. Biologia de la abeja

2.1. Insectos eusociales y castas

Las abejas meliferas son insectos eusociales, lo que implica que viven en grupos
altamente organizados, con superposicion de generaciones dentro de una misma
colmena, division del trabajo reproductivo y cuidado cooperativo de las crias.
Construyen panales de cera compuestos por celdas hexagonales, en los cuales se
desarrolla su metamorfosis completa, que incluye las etapas de huevo, larva, pupa y
adulto (Wilson-Rich et al., 2014).

Los huevos permanecen en esta fase durante tres dias antes de eclosionar y dar
lugar a la etapa larval, la cual se extiende por seis dias. Posteriormente, se inicia la
fase de pupa, cuya duracion varia segun la casta adulta resultante. En el caso de la
abeja reina, esta etapa dura aproximadamente seis dias, emergiendo como adulto el
dia dieciséis. Las obreras, en cambio, presentan una etapa de pupa de once dias,
alcanzando el estadio adulto el dia veintiuno. Por ultimo, los zanganos completan su
desarrollo en aproximadamente veinticuatro dias, con una fase de pupa que se
extiende por catorce dias (Wilson-Rich et al., 2014).

La abeja reina es la hembra fértil, generalmente es unica en la colmena y en
condiciones normales vive en promedio de dos a cuatro afios. Su funcién principal
es la reproduccion y para ello tiene un aparato reproductor completamente
desarrollado. Ademas, produce feromonas esenciales para la regulaciéon social
dentro de la colonia. Las obreras, son los individuos mas numerosos de la colonia,
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son hembras pero tienen el aparato reproductor atrofiado, no obstante, cumplen
otras tareas fundamentales dentro de la colonia. El promedio de vida de esta casta
es de seis a ocho semanas durante la temporada apicola, pero pueden vivir entre
tres a seis meses fuera de la temporada apicola. Si bien tiene una vida
relativamente corta en comparacion con la abeja reina, los trabajos que realizan
también son fundamentales para mantener la estructura y funcionalidad de la
colonia. Estas funciones se organizan mediante una division del trabajo asociada a
su desarrollo anatémico y fisioldgico. La tercera casta corresponde a los zanganos,
los machos de la colonia, donde su funcién es casi exclusivamente reproductiva.
Comunmente en una colonia, se desarrollan en primavera y verano, para realizar los
vuelos de apareamiento y luego son desplazados de la colmena por las obreras y
mueren. Aunque se producen cientos de ellos, solo algunos logran fecundar a la
reina. Los huevos producidos por la reina pueden estar fecundados o no
fecundados. Estos ultimos daran origen a los zanganos, mientras que de aquellos
huevos fecundados podran resultar en obreras o reinas, dependiendo de la
alimentacion. Las futuras reinas reciben exclusivamente jalea real, mientras que las
obreras y los zanganos son alimentadas con jalea real solo los primeros tres dias y
luego con una mezcla de miel y polen (Montenegro, 2016; Wilson-Rich et al., 2014).

2.2. Polietismo etario

Las abejas reinas pueden vivir entre tres y cuatro afios en los paises con climas
mas frios, aunque en nuestras latitudes no suelen superar los dos afos ya que fuera
de la temporada de primavera-verano disminuyen su postura.

Las obreras presentan tres etapas funcionales durante su vida, aunque algunos
autores describen una subdivisién adicional en la etapa inicial (Nowigridzji, 1984).
Tomando la division de trabajo de las abejas obreras en tres etapas, esta casta
posee adaptaciones morfoldégicas que optimizan sus tareas en cada etapa. La
primera etapa va desde el dia que eclosionan como adultas hasta el dia doce. En
esta primera etapa las abejas obreras realizan tareas internas como nodrizas,
alimentando a las larvas, ademas cumplen funciones de limpiadoras (al retirar
abejas muertas y/o desechos) y como ventiladoras, ya que regulan la temperatura y
humedad del panal. La segunda etapa va desde el dia trece al veintiuno y la funcién
que cumple es la de construir el panal a través de la produccion de cera y también
realizan el proceso de alimento, para todas las larvas y para las abejas reina y las
obreras. En la tercera etapa, que comienza aproximadamente a partir del dia
veintidos, las abejas obreras, durante la temporada apicola, comienzan a salir al
exterior. Inicialmente actuan como guardianas cerca de la colmena v,
posteriormente, como pecoreadoras, recolectando recursos del entorno como
néctar, polen, agua y resinas (Le Conte, 2012; Nowogrodzki, 1984; Robinson, 2009).
La comunicacion es clave en esta organizacion y para ello las abejas obreras
adultas realizan danzas para transmitir informacion sobre las fuentes de alimento,
asi como emitir feromonas y sefales tactiles mediante sus antenas (Wilson-Rich et
al., 2014). Si bien las funciones estan definidas por el momento de su desarrollo, las
tareas pueden ajustarse segun las necesidades de la colonia. Factores como las
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interacciones entre obreras, las feromonas mandibulares de la reina y las feromonas
de la cria pueden modificar el ritmo del desarrollo comportamental (Le Conte et al.,
2000), por lo que la programacion normal se puede alterar mediante el retraso,
cuando las obreras permanecen mas tiempo realizando una tarea, el salteo de
etapa, cuando no realiza alguna funciéon ya que no es necesaria o hay otras mas
urgentes, y el rejuvenecimiento, cuando vuelve a realizar tareas que corresponden a
etapas mas tempranas. Estos cambios implican un uso no lineal de sus estructuras
funcionales, ya sea activando precozmente o6rganos aun no maduros, o
desactivando otros ya desarrollados. Estos mecanismos estan mediados por
mensajes quimicos y afectan la produccion de la hormona juvenil, que regula estas
adaptaciones (Robinson, 2009; Sullivan et al., 2000).

2.3. Aparato del veneno

El aparato del veneno es una adaptacion del aparato ovipositor tipico de los insectos
himendpteros, por lo que solo esta presente en las abejas hembras (reinas y
obreras). Aunque tanto reinas como obreras poseen este aparato, sus funciones
difieren. La reina lo utiliza principalmente para eliminar a sus hermanas reinas recién
nacidas, ya que solo puede haber una reina por colmena. Esto ocurre al momento
de nacer, dado que en sus primeros dias ya tienen el aparato del veneno
completamente funcional. En cambio, las obreras utilizan el veneno con fines
defensivos de la colonia. Al momento de nacer, no presentan veneno, sino que lo
van sintetizando durante las primeras tres semanas de vida, previo a su salida al
ambiente como pecoreadoras (Bridges & Owen, 1984; Dotimas & Hider, 1987). Este
aparato, en ambos tipos de abejas, se encuentra alojado en la base del noveno
segmento abdominal (figura 3.A) y esta constituido por tres componentes
principales. Este aparato del veneno, presenta una parte glandular, donde se
sintetiza el veneno; una parte de reservorio, donde este se almacena; y finaliza en el
aguijon por donde se exterioriza e inocula el veneno cuando la abeja pica (figura
3.B) (De Roodt et al., 2004; Dotimas & Hider, 1987; Valderrama-Hernandez, 2003).
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Figura 3. Aparato del veneno de la abeja.
A. Esquema de la abeja y su aparato del veneno. Fuente: figura modificada de (La
abeja, s.f.).

B. Esquema del aparato del veneno de la abeja y sus principales partes que la
componen. Fuente: figura modificada de (Hildebrandt et al., 2023).
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La parte glandular esta formada por la glandula acida, responsable de la sintesis de
los componentes del veneno. Esta glandula presenta una estructura altamente
ramificada, dispuesta de forma entrelazada, similar a un ovillo de lana (Dotimas &
Hider, 1987). A su vez, se conecta con un bulbo que forma parte del canal del
veneno, el cual desemboca en el saco del veneno, donde se acumula el veneno
sintetizado. La glandula de Dufour o glandula alcalina, también forma parte del
aparato, aunque se consideran glandulas anexas y no participan directamente en la
sintesis del veneno (Dotimas & Hider, 1987). El aparato finaliza en el aguijén,
compuesto por cuatro partes que convergen en una punta hueca y afilada.
Normalmente se mantiene retraido dentro del abdomen, pero se exterioriza y circula
el veneno mediante la accién de diversos musculos cuando la abeja pica. En las
obreras, el aguijon presenta lancetas con puas que, al penetrar al individuo picado,
impiden su facil remocion, permitiendo que se profundice hasta aproximadamente la
mitad de su longitud y facilite asi la inoculacion de mas veneno. Como resultado de
este proceso, se desprenden el saco del veneno que al momento de picar sigue
bombeando veneno y ademas se desprenden otras estructuras abdominales
asociadas, lo que provoca la muerte de la abeja poco tiempo después de picar
(Dotimas & Hider, 1987; Martin et al., 2005). No obstante, en algunas ocasiones, las
obreras logran retirar el aguijon sin comprometer su anatomia, evitando asi la
muerte inmediata (De Roodt et al., 2005).

Dado que en cada colonia existe una unica reina y miles de obreras, la produccién
de veneno con fines productivos se centra principalmente en estas ultimas.

3. Apitoxina

3.1. Generalidades del veneno de abejas
El veneno es una compleja mezcla de diferentes sustancias bioactivas que se
encuentran en solucion acuosa (Banks & Shipolini, 1986). Diversos estudios han
determinado que el contenido de agua del veneno fresco oscila entre el 80 y el 88%,
siendo el compuesto mayoritario del producto secretado (Owen et al., 1990).
El veneno de abeja es un liquido incoloro o transparente, con un olor aromatico, un
pH acido que varia entre 4,5 y 5,5. Sin embargo, la solucién acuosa del veneno
seco no mantiene este valor de acidez, lo que sugiere que los compuestos volatiles
son los responsables de conferir esa caracteristica acida.
Una vez que los compuestos volatiles presentes en el veneno se evaporan al
contacto con el aire, pasa a denominarse apitoxina (FAO, 2021).
El veneno de abeja expuesto a temperatura ambiente, en menos de 20 minutos
pierde entre un 65 a 70% de su peso original, resultando como apitoxina. Esta se
presenta como un polvo blanquecino y debe ser almacenada en frasco color ambar
a temperatura inferior a 0°C para conservar su potencia. Es soluble en agua, pero
no en alcohol, y precipita en medios alcalinos como el amonio. La apitoxina, puede
cambiar su color natural debido a procesos de oxidacion de sus proteinas,
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adquiriendo una tonalidad amarillenta que, hasta puede llegar a tornarse marron
(FAO, 2021; Devi et al., 2016).

3.2. Composicion de la apitoxina

La apitoxina es una compleja mezcla de diferentes compuestos nitrogenados,
predominantemente péptidos y enzimas (Tabla 1), entre los cuales se destacan la
melitina, fosfolipasa A2, apamina, adolapina, hialuronidasa y el péptido
degranulador de mastocitos (MCD), entre otros (Demolin & Leite, 2005). Si bien la
composicién cualitativa del veneno es similar entre las distintas especies del género
Apis, se observan variaciones importantes en las proporciones relativas de sus
componentes. En cuanto a los péptidos, se han identificado los siguientes: melitina,
melitina-F, apamina, péptido MCD, secapina, tertiapina, adolapina, inhibidor de
proteasa, promina A y B, minimina y cardiopéptido. Ademas, el veneno contiene
enzimas como fosfolipasa A2, hialuronidasa, acido fosfomonoesterasa (fosfatasa
acida), glucosidasa y lisofosfolipasa; aminas bidégenas como histamina, dopamina,
noradrenalina y leucotrienos; seis tipos de fosfolipidos; carbohidratos como glucosa
y fructosa; y aminoacidos tales como acido aminobutirico y acido aminoisobutirico
(Rady et. al., 2017).

A continuacion, se describen los principales componentes del veneno:

a) Melitina: es un péptido de naturaleza alcalina compuesto por 26 residuos de
aminoacidos. Representa entre el 40 y el 60% del peso seco del veneno, aunque
hay reportes de valores superiores a este (Flanjak, et. al., 2021). Presenta una masa
molar de 2846,46 g/mol. Adopta una conformacion helicoidal cilindrica, con dos
hélices conectadas por una bisagra central, una de caracter polar y la otra apolar.
Esta estructura le permite modificar su conformacion dependiendo del medio y
concentracion en la que se encuentre (FAO, 2021; Dotimas & Hider, 1987).

b) Apamina: péptido globular constituido por 18 residuos de aminoacidos, contiene
dos enlaces disulfuro que le confieren rigidez estructural. Su proporcion en el
veneno seco se situa entre 2y 3% (FAO, 2021).

c) Péptido degranulador de mastocitos (MCD): estructuralmente similar a la
apamina, esta formado por 22 residuos de aminoacidos y también posee dos
puentes disulfuro. Este péptido se puede encontrar en concentraciones cercanas al
2% (FAO, 2021).

d) Eosfolipasa A2: enzima con un peso molecular aproximado de 40 kDa, constituida
por 166 residuos de aminoacidos, de los cuales 93 son de caracter polar y 73 no
polar, lo que le confiere una marcada polaridad. Esta enzima representa el 40% del
total de las enzimas presentes en el veneno, pero su proporcion especifica
corresponde al 10 a 12% del veneno seco (Pena et al., 2006).

e) Hialuroni . enzima compuesta por 349 residuos de aminoacidos, con un
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puente disulfuro que estabilizan su estructura. Presenta tres sitios potenciales de
N-glicosilacion, a los que se unen cadenas de carbohidratos. Se encuentra en una
proporcion del 1 al 2% del veneno seco (Abd El-Wahed et al., 2018).

f) Otros componentes: también estan presentes sustancias bidogenas como
histamina, serotonina, dopamina, noradrenalina, bradiquinina y leucotrienos, todas
en pequefas cantidades. Ademas, se han identificado otros péptidos como
secaparina (25 residuos de aminoacidos), que puede representar hasta el 2% del
contenido total, y tertiapina (21 residuos de aminoacidos con dos puentes disulfuro),
cuya estructura guarda similitud con la apamina y el péptido MCD. Entre las aminas,
destacan acetilcolina, histamina, serotonina y catecolaminas, las cuales poseen
propiedades inflamatorias y vasoactivas que contribuyen a la reaccién local tras la
inoculacién del veneno y a su vez facilitan su absorcion (De Roodt et al., 2005;
Dotimas & Hider, 1987; Habermehl, 1981; Pefna et al., 2006).

G - . I o | ol

Fosfolinasa A2 10.0-12.0
Fosfolipasa B 1.0
Hialuronidasa 1.5-2.0
Enzimas Fosfomonoestearasa acida 1.0
a-Glucosidasa 0.6
Fosfatasa 1.0
Lisofosfolipasa 1.0
Melitina 40.0-50.0
Melitina F 0.01
Anamina 2.0-3.0
Péptido MCD 2.0-3.0
Secapina 0.5-2.0
L e Pamina 1.0-3.0
Pentidos Minimina 2.0-3.0
Adolabina 1.0
Procamina A. B 14
Inhibidor de proteasa <0.8
Tertianina 0.1
Cardiopéptido <0.7
__Fosfolipidos Totales 1.0-3.0
Histamina 1.5
Dopamina 0.1-1.0
Aminas Noradrenalina 0.1-0.7
Neurotransmisores 0.1-1.0
Aminoacidos a.-aminga:lcid(’)s_ 0.1-0.7
v-aminobutirico acidos 01-1.0
. Fructosa
Carbohidratos Glucosa 50-4.0
Feromonas Totales 4.0-8.0
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Tabla 1. Composicion promedio de los principales componentes de la
apitoxina (Rady et al., 2017).

3.3. Actividad biolégica de los componentes

La mayoria de los componentes del veneno de las abejas posee una o varias
actividades biologicas de interés con estudios en desarrollo o algunos ya
culminados, sin embargo, la mezcla de los mismos en la apitoxina muestra
sinergismo en sus actividades, generando asi un perfil biolégico diferente (Abdu
Al-Sami, 2012). Ademas, también se conoce que la toxicidad de la mezcla obtenida
de la abeja es menos toxica que los componentes individuales mezclados en un
orden de 10 veces (Bava et al., 2023). Las actividades biologicas que se reportan
del veneno de abejas son variadas y muchas de ellas aun estan en etapas de
investigacion, a modo de ejemplo se pueden ver en la figura 4.

Antiinflamatorio

Figura 4. Actividades biolégicas estudiadas en el veneno de abeja. Fuente:
figura adaptada de (Sadek et al., 2024).

Con respecto a las propiedades terapéuticas potenciales de los componentes del
veneno de abeja, la melitina es el péptido mas estudiado y con mayor numero de
actividades biologicas reportadas. Se ha descrito su accién frente a biopeliculas de
patdogenos multirresistentes, donde puede potenciar el efecto de antibidticos de
manera sinérgica (Mirzaei et al., 2023). También se le atribuye actividad
antiinflamatoria, ya que inhibe la producciéon de aniones superoxido por neutrdfilos,
proceso asociado a la inflamacién crénica (Dotimas & Hider, 1987). Ademas, se ha
reportado su potencial antitumoral en estudios celulares, vinculandola a la induccion
de apoptosis en células cancerigenas (Carpena et al., 2020).

Si nos enfocamos en otro péptido como es la apamina esta es una neurotoxina de
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bajo peso molecular que bloquea canales de potasio dependientes de calcio en
tejidos nerviosos, mostrando potencial para el tratamiento de trastornos
neurologicos (Gu et al., 2020). Otros péptidos como la secapina y la tertiapina
parecen carecer de toxicidad significativa en mamiferos, lo que sugiere que su
funcién primaria podria ser defensiva frente a artrépodos.

Con respecto a las enzimas estudiadas, la fosfolipasa A2 actua sobre los
fosfolipidos de membrana, contribuyendo a la accion litica de la melitina y
potenciando sus efectos. Junto a la histamina, se la asocia a la respuesta
inflamatoria (Dotimas & Hider, 1987; Damianoglou et al., 2010; FAO, 2021). En lo
que refiere a la enzima hialuronidasa, al degradar el acido hialurénico de la matriz
extracelular, facilita la difusion de otros componentes del veneno en los tejidos,
aumentando la permeabilidad celular.

Finalmente, las aminas biégenas como histamina y serotonina, aunque presentes en
bajas concentraciones, contribuyen a la vasodilatacion y aumento de permeabilidad
capilar, favoreciendo la difusion del resto de componentes (Dotimas & Hider, 1987).
En lo que respecta a los mecanismos moleculares que provocan hay descritos
varios. Un ejemplo es la lisis celular, la cual la melitina lo logra disolviendo
membranas celulares, y en combinacion con la fosfolipasa A2 genera poros que
conducen a la ruptura de la célula. Otro tipo es la modulacién de la inflamacion, para
ello, la melitina inhibe la produccion de radicales superéxido, mientras que la
histamina y la fosfolipasa A2 desencadenan procesos inflamatorios. En lo que
respecta a la actividad de neurotoxicidad selectiva, lo provoca la apamina que
bloquea los canales idnicos, afectando la senalizacion neuronal. La facilitacion de
difusién, lo provoca la hialuronidasa que degrada la matriz extracelular, permitiendo
la entrada de otros componentes.

Los efectos adversos y toxicidad que provoca el veneno de abejas es tal, pese a su
potencial terapéutico, ya que varios componentes presentan efectos toxicos
importantes. La melitina es responsable del dolor asociado a la picadura de abeja, al
activar nociceptores primarios (Chen et al., 2015). También puede afectar células
musculares, hepaticas y eritrocitos. La fosfolipasa A2 y la hialuronidasa son enzimas
inmunogénicas, capaces de inducir reacciones alérgicas e incluso hipersensibilidad
severa. El péptido degranulador de mastocitos (MDP) estimula la liberacién de
histamina, lo que puede potenciar reacciones alérgicas. En conjunto, si bien el
veneno presenta efectos terapéuticos potenciales, también implica riesgos de
toxicidad sistémica y reacciones adversas, que deben ser cuidadosamente
considerados en su aplicacién biomédica.

3.4. Usos terapéuticos y cosméticos de la apitoxina
El interés por la apitoxina se debe a su amplio espectro de efectos biolégicos que
pueden ser empleados con beneficios para diferentes usos terapéuticos vy
cosméticos. Sin embargo, es importante aclarar que la mayoria de las
investigaciones se encuentran en fase in vitro o in vivo en modelos animales, y los
estudios clinicos en humanos son aun preliminares y restringidos.
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En relacion a las enfermedades inflamatorias y autoinmunes, se ha estudiado la
apitoxina en patologias inflamatorias como la artritis reumatoide. En modelos
animales, la melitina mostro efecto analgésico y antiinflamatorio (Yang et al., 2024).
Se ha explorado también su uso combinado con farmacos convencionales (por
ejemplo dexametasona) con resultados sinérgicos. Ensayos clinicos preliminares en
humanos aplicando apitoxina mediante acupuntura reportaron mejoria del dolor,
aunque los resultados deben tomarse con cautela debido a las limitaciones
metodoldgicas y el bajo numero de pacientes (Son et al., 2007).

Por otro lado, en la dermatologia y cosmeética, en modelos animales, preparados
topicos de apitoxina y melitina mostraron efectos beneficiosos en dermatitis atopica,
atribuidos a propiedades inmunomoduladoras (An et al., 2018). También se reportd
reduccion de lesiones cutaneas en ratones. En dermatologia estética, productos
cosméticos que contienen pequefias dosis de veneno de abeja han mostrado
reducir arrugas faciales y favorecer la cicatrizacién de heridas, gracias a sus efectos
antiinflamatorios y antimicrobianos (Abd EI-Wahed et al., 2018; Han et al., 2015; Kim
et al., 2015). No obstante, se requiere mas evidencia clinica para confirmar su
seguridad y eficacia en humanos.

En lo que respecta a la neuroproteccion y enfermedades neurodegenerativas, en
estudios in vitro e in vivo sugieren que la apitoxina tiene efectos neuroprotectores,
principalmente mediante la modulacién de la actividad microglial (Cho et al., 2012).
En modelos animales de Parkinson idiopatico, se reporté enlentecimiento de la
progresion de la enfermedad al aplicar veneno mediante acupuntura. Algunos
ensayos clinicos iniciales mostraron resultados prometedores, pero aun limitados.
También se estan investigando aplicaciones potenciales en esclerosis multiple y
esclerosis lateral amiotréfica (Silva et al., 2015).

Por otra parte, se mostro la melitina con actividad antitumoral en estudios celulares,
donde induce apoptosis, necrosis y detencion del ciclo celular, ademas de inhibir
procesos asociados a angiogeénesis y metastasis (Kim, 2013; Rady et al., 2017). Sin
embargo, la alta toxicidad sistémica limita su aplicacion directa, por lo que se estan
evaluando sistemas de liberacion controlada como liposomas o nanoparticulas.

En modelos in vitro, también se describieron efectos antiprotozoarios frente a
organismos como Leishmania, Plasmodium, Trypanosoma y Toxoplasma, mediante
alteracion de membranas y activacion de vias de muerte celular programada
(Memariani & Memariani, 2021).

A pesar de todos los potenciales beneficios que muestra la apitoxina y algunos de
sus componentes y que en muchos de ellos se reportan resultados prometedores, la
apitoxina enfrenta limitaciones que impiden su aplicacion clinica amplia, como la alta
toxicidad sistémica, la baja especificidad de accion sobre tejidos diana. La
necesidad de sistemas de administracion controlada (nanoparticulas, liposomas,
conjugados), la escasez de estudios clinicos robustos y controlados en humanos.
Por ello, la apitoxina debe considerarse aun un recurso en investigacion biomédica
experimental, con potencial pero con importantes desafios por resolver antes de su
uso consolidado.
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4. Produccion de apitoxina

4.1. Métodos de extraccion de apitoxina

En condiciones normales, generalmente las abejas mueren tras inocular su veneno
debido a la pérdida del aguijon y otras estructuras abdominales asociadas. Por esta
razon, para la produccion de veneno se han desarrollado diversos métodos de
extraccion cuyo objetivo es maximizar tanto la cantidad como la calidad del veneno
recolectado, minimizando al mismo tiempo la mortalidad de las abejas. Las técnicas
mas comunmente utilizadas incluyen la induccion por narcosis, la extraccion
manual, pero la extraccion mediante dispositivos eléctricos es el método mas
utilizado a nivel comercial (De Graaf et al., 2020). El método de estimulacion
eléctrica, se basa en la aplicacion de una corriente eléctrica de bajo voltaje (20-30
V) a través de una rejilla metédlica dispuesta sobre uno o varios vidrios, que se
pueden colocar en diferentes partes de la colmena. Cuando la abeja entra en
contacto con la varilla de metal y cierra el circuito, recibe una descarga leve que
induce la picadura sobre el vidrio, liberando el veneno sin desprenderse el aguijon y
evitando la muerte del insecto (Sadek et al., 2024).

Para llevar adelante este procedimiento se requiere de un equipo generador de
corriente, cables que lo conectan a una bandeja que contiene la rejilla con varillas
metalicas y el o los vidrios colectores que se colocan adjuntos. Este dispositivo
puede colocarse en el interior de la colmena (reemplazando transitoriamente los
cuadros del alza de miel, entre la cria o en en el techo de la colmena) o en su
entrada proxima a la piquera (Flanjak et al., 2021; Kekegoglu et al., 2022). El veneno
depositado sobre el vidrio se seca a temperatura y humedad ambiente entre 12 a 24
horas. Para obtener la apitoxina, se raspan los vidrios con una espatula metalica
obteniendo un polvo o pequefas hebras, que luego se almacenan en frascos color
ambar con cierre hermético y se conserva en un lugar fresco y seco a temperaturas
entre -4°C y 8°C. La cantidad de apitoxina cosechada a través de este método de
extraccion es variable segun los trabajos reportados, pero en general estan por
debajo de los 130 mg de apitoxina por colmena (Argena et al., 2021; Flanjak et al.,
2024; Villalobos & Jaime, 2019). La frecuencia de extraccién recomendada es de
cada 15 a 21 dias; sin embargo, estudios experimentales que evaluaron intervalos
mas cortos entre extracciones observaron una disminucién de apitoxina por cosecha
(FAO, 2021; Kekecgoglu et al., 2022).

4.2. Métodos de analisis de la apitoxina
La apitoxina se utiliza en la industria farmacéutica para diversas formulaciones
médicas o0 cosméticas por lo que es fundamental conocer su composicion. Al ser
una sustancia de origen natural, su composicién puede variar segun diversos
factores. La melitina es el principal componente y se considera marcador de calidad
debido a su alto porcentaje dentro de la apitoxina. Ademas, este es el componente
mas estudiado hasta el momento y para el cual se reporta la mayor evidencia de
efectos biolégicos en medicina y cosmética. Pero se podrian incluir otros
componentes importantes para el control de calidad, como la apamina, el péptido
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degranulador de mastocitos (MCD) y la fosfolipasa A2.

La evaluacion de la calidad de la apitoxina requiere considerar toda la cadena
productiva, incluyendo factores biolégicos, ambientales y antropicos que influyen en
su contenido, por lo que el seguimiento de protocolos bien documentados es
fundamental para su trazabilidad. Para su comercializacion en la industria
farmacéutica, es indispensable realizar analisis cuali-cuantitativos que permitan
identificar y cuantificar sus principales componentes.

Entre las técnicas analiticas desarrolladas, destaca la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) por su rapidez, precision y eficiencia en la separacion de
compuestos. Un estudio comparativo con electroforesis capilar demostré que ambas
técnicas son efectivas, aunque el HPLC presenta ventajas en tiempo, eficiencia y
costos, siendo actualmente el método mas adecuado para el control de calidad de la
apitoxina (Ferreira Junior et al., 2010; Pacfikovfi et al., 1995; Rodriguez-Batista et.
al., 2024).

La cromatografia liquida de alta resolucion es una técnica derivada de la
cromatografia tradicional, que permite analizar mezclas complejas con alta
sensibilidad y precisidén. Su principio se basa en la interaccion diferencial que tienen
los analitos de la muestra con las fases movil y estacionaria dentro de una columna
cromatografica. La diferencia de afinidades produce la separacion de los
componentes de la muestra.

En un sistema HPLC (figura 5), la fase mévil estd compuesta por uno o varios
disolventes que se mezclan y se desplazan a través de una bomba a alta presion, a
través de la columna que contiene la fase estacionaria. La muestra a analizar se
introduce junto con la fase maovil y avanza por la columna impulsada por la bomba
de presion. Los distintos componentes de la muestra interactian con la fase
estacionaria con diferentes grados de afinidad. Aquellos que presentan mayor
afinidad se desplazan mas lento, mientras que los que tienen menor afinidad lo
hacen mas rapidamente, lo que genera la separacion de los compuestos. El tiempo
de retencion se define como el intervalo que transcurre desde la inyeccion de la
muestra hasta que el analito es detectado por el sistema. Este valor es
caracteristico para cada compuesto en condiciones cromatograficas especificas y
permite su identificacion.

La separacién depende de varios factores, como la naturaleza de las fases movil y
estacionaria, el flujo del solvente y las caracteristicas quimicas de los analitos de la
muestra. Es importante destacar que la separacion no ocurre en una sola fase, sino
como resultado del equilibrio dinamico entre las moléculas en movimiento y su
interaccién con ambas fases.

El HPLC cuenta con un detector, que registra los compuestos a medida que eluyen
de la columna. Los mas comunes son los detectores UV/visible, que miden la
absorbancia de los analitos. También pueden emplearse detectores de fluorescencia
o acoplados a espectrometria de masas (MS) para mejorar la sensibilidad y la
especificidad del analisis. El HPLC también cuenta con un registrador y sistema de
datos, que sirve para recopilar y procesar la seial generada por el detector. Los
resultados se visualizan en forma de cromatogramas, que representan la intensidad
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de la sefial en funcion del tiempo y permiten interpretar tanto la presencia (analisis
cualitativo) como la cantidad (analisis cuantitativo) de los compuestos detectados
(Ahmed, 2024).

Columna que contiene la fase estacionaria

Cromatograma

Disolvente . .
(Fase mévil) Muestra que contiene
compuesto A, By C

Bomba Detector
/

Residuo

Figura 5. Componentes de un HPLC. Fuente: figura adaptada de Labster. (s.f.).

Para el analisis cuali-cuantitativo de la apitoxina, Rybak-Chmielewska y Szczesna
(2004) reportaron que la columna C18 es de eleccion porque logra la mejor
separacion de sus principales componentes como son la melitina, apamina y
fosfolipasa A2. Es una fase estacionaria que se caracteriza por presentar alta
eficiencia y versatilidad y se usa para analisis de compuestos organicos, farmacos y
sustancias bioactivas. Este tipo de columna cromatografica estd compuesta por
particulas de silice modificadas con cadenas de octadecilsilano (C18). Se utiliza
principalmente en cromatografia de fase reversa, en la cual la fase maovil es polary
se busca separar compuestos de naturaleza no polar (UHPLCs, s.f.).

5. Factores de variacién de la apitoxina y sus componentes

El veneno de abeja, se encuentra entre los productos sintetizados por las abejas.
Aunque todas las abejas meliferas hembras tienen la capacidad de producirlo, su
composiciéon no es constante. Al igual que ocurre con muchos otros productos de
origen natural, la composicion del veneno esta influido por multiples factores. Estos
factores de variacion pueden agruparse en cuatro grandes grupos: factores
biolégicos propios de las abejas, condiciones ambientales, protocolos de extraccion
de veneno de abeja y manejo postcosecha (An et al., 2011; Araneda et al., 2011;
Ferreira Junior et al., 2010; Haggag et al., 2015).

Dentro de los factores biologicos, uno de los aspectos a considerar es el ecotipo de
las abejas, el cual puede influir en la cantidad y composicion del veneno cosechado.
Hussein et al. (2019) evaluaron la cantidad de apitoxina cosechada en catorce
extracciones cada veintiun dias a través de trampas de electroestimulacion en
colonia de abejas Apis mellifera carnica y ligustica, pero no encontraron diferencias
significativas entre estos ecotipos en las condiciones en que llevaron adelante su
ensayo. La edad de las abejas es otro factor bioldgico que ha sido ampliamente
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estudiado en relacion con la variacidn en la composicidn de la apitoxina. Bachmayer
et al. (1972), mediante la extraccion directa del saco de veneno, observaron que la
sintesis de melitina alcanzé un maximo entre los dias 8 y 11 de vida de las abejas
obreras, seguido de una disminucién marcada. Este estudio se realizé6 sobre un
grupo de 30 abejas y abarcd hasta los veinticinco dias de vida de las abejas. Por su
parte, Owen et al. (1990) analizaron la concentracion de fosfolipasa A2 y reportaron
que esta enzima aumenta durante los primeros 10 dias de vida, manteniéndose
estable posteriormente. Cabe senalar que este estudio se llevd a cabo Unicamente
durante la temporada de verano y también utilizé la diseccidn del saco de veneno de
abejas obreras. Mas recientemente, Baracchi & Turillazzi (2010) evaluaron la
composiciéon del veneno en funcion del rol de las abejas dentro de la colonia,
comparando nodrizas, guardianas y pecoreadoras. Encontraron que las abejas
nodrizas presentaban un mayor porcentaje de apamina y un menor porcentaje de
melitina en comparacion con las abejas mas viejas (guardianas y pecoreadoras).
Este ensayo fue realizado con 10 abejas por grupo, a las cuales se les extrajo una
gota de veneno directamente del aguijon utilizando un capilar, y luego se analizo la
muestra mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF). Estos resultados difieren
de lo reportado por Bachmayer et al. (1972) en relacion con la melitina, lo que
podria atribuirse a diferencias metodoldgicas, estacionales o ecoldgicas entre los
estudios. Dado que la melitina es uno de los péptidos con mayor cantidad de
reportes sobre su actividad bioldgica y creciente interés en la industria farmacéutica,
es de nuestro interés profundizar en el estudio de su variacion segun la edad de las
abejas, utilizando para ello veneno recolectado mediante electroestimulacion, una
técnica que permite obtener muestras de mayor volumen sin necesidad de sacrificar
a las abejas.

Kazlauskas et al. (2016) sefialaron que el comportamiento de enfermedad,
tipicamente descrito en mamiferos, también puede manifestarse en insectos como
las abejas mediante respuestas analogas, aunque sus sistemas neuroendocrinos
difieren considerablemente. En estos casos, se han descrito cambios de
comportamiento asociados a infecciones bacterianas, virales o parasitarias, como la
reduccion de la actividad, del forrajeo y del consumo, vinculada a una pérdida de
apetito (Asarian & Langhans, 2010; Kazlauskas et al., 2016). Esta disminucion del
consumo podria afectar el metabolismo energético de las abejas y, de manera
indirecta, impactar en la sintesis de veneno (Arnold et al., 2013). Como ocurre en
otros sistemas de produccion animal y particularmente en las abejas meliferas, un
deficiente estado de salud y nutricibn reduce la eficiencia en la sintesis de
compuestos biolégicamente activos, y entonces el veneno no constituye una
excepcion.

En cuanto a los factores ambientales, estos comprenden todos los elementos del
entorno que afectan directa o indirectamente a las abejas. Entre los mas relevantes
se encuentran la disponibilidad y diversidad de recursos florales. La deficiencia de
alimentos provocada por sequias, inundaciones o baja floracién afecta la calidad
nutricional del alimento disponible, lo cual impacta negativamente en la produccion
de veneno, al igual que ocurre con todos los productos de la colmena. Los
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productos de secrecién de la abeja son ricos en proteinas y péptidos, por lo que
requieren un esfuerzo metabdlico considerable que se podria ver reducido en
condiciones de déficit alimentario (Bobis, 2022; Rivera-Mondragon et al., 2023). Las
condiciones climaticas generadas por la estacionalidad también condicionan
indirectamente la produccién de veneno, siendo uno de los efectos la disponibilidad
de alimentos como se mencion6 anteriormente (Neov et al., 2019; Pirk et al., 2016).
Frente a las diferentes condiciones climaticas posibles, se han observado variedad
de adaptaciones bioldgicas. Asimismo, la presencia de contaminantes ambientales,
como pesticidas o metales pesados, puede afectar tanto la salud de las abejas
como la calidad del veneno (Costa, et al., 2025; Maggi et al., 2016; Martin-Culma &
Arenas-Suarez, 2018).

El tercer grupo de factores corresponde a los protocolos de extraccion empleados,
que abarca las decisiones del apicultor, que intencionadamente o no, afectan el
rendimiento y la composicién de la apitoxina. Entre estas decisiones se incluyen la
frecuencia de extraccion del veneno (FAO, 2021; Kekecgogdlu et al., 2022), el tipo y
ubicacion de la trampa de recoleccion (externa o de piquera, interna colocada entre
los cuadros del alza de miel, entre la cria o en el techo de la colmena) (De Graaf et
al., 2020; Flanjak, et. al., 2021). El uso de proteccion de los vidrios colectores, es
otra técnica utilizada en algunos casos de extraccion de veneno, antiguamente se
utilizaban una lamina de nylon, tafetan o de polietileno (Benton & Morse, 1966;
Gunnison, 1966), pero actualmente en el caso de cubrir los vidrios se utiliza el latex.
La finalidad de esta practica segun los reportes, es disminuir la contaminacion del
veneno con partes de las abejas como patas u otras sustancias que libera la abeja
cuando pica actuando como barrera fisica.

En relacion a la estimulaciéon eléctrica, existen multiples parametros modificables,
como el voltaje, o la duracion de impulsos eléctricos y la duracion de los descansos
entre impulsos, el tiempo en que se coloca la trampa en la colmena para la cosecha
de veneno. Pero ocurre que para esto a nivel general no hay consenso generalizado
sobre su uso. De hecho, el BeeBook suele estandarizar todos los métodos de
recoleccion y de colecta para los productos apicolas, pero en el caso del veneno en
la seccidén destinada a este tema, sélo cita a un autor como es Bogdanov (2017) y
este, sefala los componentes que se debe tener en cuenta para la recoleccion de
veneno, pero se presentan algunos parametros con rangos amplios, sin dar ningun
tipo de protocolo estandarizado (De Graaf et al., 2020). En este sentido hay diversos
protocolos reportados, por ejemplo, el protocolo de electroestimulacion que reporta
en su investigacion Sobral et al. (2016) utiliza una corriente de 1,8V con intervalos
de 50 segundos de descarga y 10 segundos de descanso durante 40 minutos. En
cambio, Viana et al. (2021) emplearon impulsos eléctricos de 45V, con pulsos cada
1 segundo a 14mA, aunque no se especifica la duracién total del procedimiento.
Estas diferencias metodoldgicas reflejan una falta de estandarizacién, lo que
dificulta la comparacion entre estudios y genera incertidumbre sobre si las
variaciones observadas se deben al factor en cuestion o a una combinacion de
multiples condiciones no controladas.

Por ultimo, los factores postcosecha también tienen un impacto en la composicion
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del veneno. Las decisiones sobre almacenamiento, secado y procesamiento pueden
afectar la estabilidad de los compuestos bioactivos, como la melitina y la apamina.
Factores como la temperatura de secado, el tiempo de exposicion al aire y las
condiciones de conservacidn (refrigeracion, congelacién) pueden alterar
significativamente su composicion final (Devi et al., 2016).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El veneno de abeja es uno de los productos apicolas sintetizados por las abejas
hembras, y en este trabajo se aborda su produccién en las abejas obreras. Estas
nacen con el saco de veneno vacio y lo van llenando progresivamente hasta
aproximadamente la tercera semana de vida adulta, cuando se convierten en abejas
pecoreadoras y comienzan a recolectar recursos. En esta etapa, el veneno se utiliza
principalmente como mecanismo de defensa colectiva de la colonia, ya que, en
condiciones normales, cuando la abeja pica, muere (Bridges & Owen, 1984;
Dotimas & Hider, 1987). El veneno de abeja es una mezcla compleja de sustancias
quimicas en solucién (Banks & Shipolini, 1986) y, cuando los compuestos volatiles
se evaporan, el residuo seco se denomina apitoxina (FAO, 2021).

Por ser un producto natural, la apitoxina presenta una importante variabilidad en su
composicién, influida por multiples factores a lo largo de la cadena productiva,
desde aspectos biologicos de la abeja hasta condiciones ambientales y técnicas de
extraccion. Para que su produccion sea rentable con fines comerciales, es necesario
obtener una cantidad suficiente y con calidad adecuada para su uso, especialmente
en las industrias farmacéutica y cosmética (An et al., 2018; Silva et al., 2015; Son et
al., 2007).

Resulta entonces fundamental conocer la composicidon del veneno cosechado,
prestando especial atencidn a componentes como la melitina, la apamina y la
fosfolipasa A., responsables de gran parte de su actividad biolégica. Sin embargo,
actualmente no existen protocolos estandarizados que aseguren la obtencién de
apitoxina con una composicion estable, particularmente en lo que respecta a estos
componentes principales. La bibliografia refleja una diversidad de metodologias de
extraccion y de factores evaluados, lo que genera resultados inconsistentes y limita
la posibilidad de comparacion entre investigaciones (De Graaf et al., 2020; FAO,
2021; Ferreira Junior et al., 2010).

En el caso de Uruguay, la apicultura constituye un rubro en el sector agroexportador,
aunque depende en gran medida de la venta de miel a granel, con precios
internacionales inestables. En este contexto, la apitoxina representa un producto de
alto valor agregado que podria diversificar la oferta nacional y responder a la
demanda de los mercados farmacéuticos y cosméticos. No obstante, no existen
estudios locales que analicen las condiciones productivas especificas del pais. Por
ello, surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Qué factores biolégicos (edad de las abejas) y técnicos (método y condiciones de
extraccion) afectan de manera significativa la cantidad y composicion de la apitoxina
obtenida en condiciones de produccion apicola en Uruguay?

Responder a esta pregunta permitira identificar lineamientos que orienten la
estandarizaciéon de los procesos de extraccidn y contribuyan a optimizar la
produccion de apitoxina, adaptandola a las exigencias comerciales y fortaleciendo el
desarrollo del sector apicola nacional.
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HIPOTESIS

El estudio de diferentes factores que afectan la produccion de apitoxina (en cantidad
de apitoxina y porcentaje de melitina) permite identificar condiciones 6ptimas en la
extraccion de veneno para el desarrollo de lineamientos que contribuyan a
protocolos estandarizados en Uruguay. Por ello en el presente trabajo se estudiaron
5 factores y se definieron para cada uno de ellos una hipétesis particular:

1) La proteccion con latex de los vidrios colectores va a aumentar la cantidad de
apitoxina cosechada y el porcentaje de melitina de la misma.

2) La cosecha nocturna o diurna va a determinar diferencias en la cantidad y en
la composicion de la apitoxina colectada.

3) El lugar donde se coloca la trampa va a determinar diferencias en la cantidad
y en la composicidn de la apitoxina colectada.

4) La apitoxina de abejas jovenes o maduras van a tener diferentes porcentajes
de melitina.

5) El area efectiva de la trampa de techo no afecta la cantidad de la apitoxina
cosechada.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la variacidn en el porcentaje de melitina y cantidad de apitoxina
extraida en Uruguay, debido a la influencia de factores referidos a los
métodos de extraccién y factores etarios.

Objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

Determinar el porcentaje de meltina y la cantidad de apitoxina de acuerdo a la
proteccion o no de los vidrios colectores de apitoxina.

Determinar el porcentaje de melitina y la cantidad de apitoxina cosechada de
acuerdo a si la extraccion es diurna o nocturna.

Determinar el porcentaje de melitina y la cantidad de apitoxina obtenida
segun diferentes trampas para su extraccion.

Determinar el porcentaje de meltina en la apitoxina de acuerdo a la
maduracién de las abejas.

Determinar la cantidad de apitoxina obtenida de acuerdo al area de trampa
de techo.
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ESTRATEGIAS DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo se llevo a cabo entre los afios 2024 y 2025. Se tratd de un
estudio con modalidad ensayo experimental, que busco contribuir a la produccion de
apitoxina en Uruguay. Se estudi6 la cantidad de apitoxina y el porcentaje de meltina
que esta presentaba, debido a la influencia de algunos factores en los métodos de
extraccion y la edad de las abejas. Para este estudio, se disefaron, adaptaron y
ejecutaron una serie de ensayos a campo, utilizando colmenas de dos apiarios, uno
comercial ubicado en el Dpto. de Rivera (31°15'51.4"S 55°43'10.0"W) y uno
experimental ubicado en el Campo Experimental N°2 de Facultad de Veterinaria, en
el Dpto. de San José (34°40'01.0"S 56°31'42.6"W) en Uruguay. Las colmenas
seleccionadas para los ensayos en todos los casos estaban con los manejos
sanitarios al dia, sin signos clinicos de enfermedades y con un estado de desarrollo
de un minimo de 35.000 a 40.000 abejas adultas. Para la obtencion de la apitoxina
se utilizaron equipos de estimulacion eléctrica conectados a diferentes trampas de
acuerdo al ensayo (piquera, internas y de techo). Las colmenas que fueron
cosechadas y los vidrios utilizados en cada colmena fueron identificados para su
posterior procesamiento en el laboratorio. Los vidrios una vez que llegaban al
laboratorio eran secados durante 24 horas previo a su raspado. Luego del raspado
la apitoxina de cada colmena fue pesada y de acuerdo al ensayo, preparadas para
su analisis mediante HPLC, con el fin de determinar la concentracién de melitina.
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METODOLOGIA DE TRABAJO

A continuacién, se describen en primer lugar las cinco etapas generales que fueron
comunes a los ensayos realizados. Luego, se presentan las particularidades
metodoldgicas correspondientes a cada uno de los cinco ensayos desarrollados en
este trabajo.

Etapa I. Selecciéon de colmenas e identificacion de las mismas

Las colmenas utilizadas en 4 de los 5 ensayos fueron del Campo Experimental N°2
de Facultad de Veterinaria ubicadas en el departamento de San José de Uruguay
(34°40'01.0"S 56°31'42.6"W), donde hay a lo largo del afo entre 140 y 160
colmenas. Las mismas estdn numeradas y son revisadas periodicamente, ademas
previo a cada ensayo se evaluaron nuevamente. Mediante inspeccion visual y se
valoraron las reservas, el estado de desarrollo de la cria y de abejas adultas
(poblaciones entre 35.000 y 40.000 abejas adultas) de acuerdo a Delaplane et al.
(2013) y se tomaron muestras para monitorear el porcentaje de varroa forética
(Dietemann et al., 2013).

En el ensayo que se utilizaron colmenas comerciales en el departamento de Rivera
de Uruguay (31°15'61.4"S 55°43'10.0"W), el apiario contaba con 120 colmenas que
previamente fueron identificadas por un profesional que asesora a apicultores en la
zona para que cumplieran con los requisitos de controles sanitarios, uniformidad
genética (reinas hermanas) y similar estado de desarrollo (poblaciones entre 35.000
y 40.000 abejas adultas). Ademas previo al ensayo las colmenas fueron revisadas e
identificadas (grupo y numero).

Etapa Il. Extraccion de apitoxina

Se utilizaron dos equipos de emision de corriente eléctrica marca EXAP, ambos
inalambricos, con bateria recargable y una autonomia de 10 horas (Figura 6.A).

El protocolo de electroestimulacion fue el mismo en todos los ensayos: se aplicaron
pulsos eléctricos de 50 voltios de tension maxima durante 5 segundos, seguidos de
10 segundos de descanso, en un periodo total de 30 minutos por colmena.

De acuerdo con el fabricante del equipo, el estimulo consiste en la aplicacién de un
pico de voltaje de aproximadamente 50 V a una frecuencia de 300 Hz, con una
caida exponencial de la tensiéon a lo largo de cada ciclo. La corriente maxima
alcanzada en el punto de mayor voltaje es de 3 mA, disminuyendo hasta 1 mA hacia
el 30 % del ciclo, lo que permite generar un impulso suficiente para inducir la
liberacién de veneno sin provocar dafios ni mortalidad en las abejas. Los equipos se
conectaron mediante cables a trampas de extracciéon de veneno, compuestas por
una parrilla de varillas metalicas con una separacion de 0,5 cm entre ellas.

Se emplearon dos tipos de trampas, que variaron segun el ensayo.

El primer modelo de trampa tenia un disefio rectangular, compuesto por un cabezal
de madera de 48 cm similar al de los cuadros de colmena tipo Langstroth, seguido
por una placa de acrilico de 30 cm de largo por 13 cm de ancho. A una distancia de
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1 cm por encima de esta placa, y de forma paralela, se ubicaba la parrilla metalica,
dividida en dos secciones cuadradas de 12,5 cm de lado cada una (figura 6.B). En el
extremo opuesto al cabezal de madera se afiadié un tope de plastico para sostener
los vidrios, colocados por debajo de la parrilla, sobre la placa de acrilico. Estos
vidrios eran cuadrados de 12 cm de lado y 0,5 cm de espesor (figura 6.C). Este tipo
de trampa, en los ensayos que lo requerian, se clasific6 en trampas internas o
externas, segun su ubicacion en la colmena. Las trampas internas se colocaron en
sustitucién de un cuadro dentro de la camara de cria (figura 6.D), mientras que las
externas se ubicaron a continuacién de la piquera, fuera de la colmena (figura 6.E).
Las trampas de techo eran de forma rectangular, con dimensiones de 48 cm de
largo por 39 cm de ancho. La parrilla metalica interna media 45 cm de largo por 36
cm de ancho y estaba rodeada por un marco de acrilico de 3 cm de ancho, que
facilitaba su manipulacion (figura 6.F). Sobre la parrilla metalica se colocaban tres
vidrios de 36 cm de largo, 15 cm de ancho y 0,5 cm de espesor (figura 6.G). Estas
trampas se instalaron de manera transitoria durante el tiempo de extraccion, en
reemplazo del techo original de la colmena (figura 6.F).

Figura 6. Trampas de electroestimulacién y sus componentes (Fuente propia
del autor).

A. Consola de emisién de electricidad inalambrica.

B. Trampa de extraccion externa o interna.

C. Vidrios colectores correspondientes a la trampa externa o interna.

D. Trampa interna ubicada en el alza melaria de la colmena.

E. Trampa externa colocada en la piquera de la colmena.

F. Trampa de techo.

G. Vidrios colectores correspondientes a la trampa de techo.

H. Trampa de techo instalada sobre una colmena.

Cada vidrio utilizado fue identificado previamente con el tratamiento correspondiente
y el numero de colmena.
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Una vez finalizada la extraccion, los vidrios fueron transportados al laboratorio y
secados durante 24 horas a temperatura y humedad ambiente.

Etapa lll. Cosecha y almacenamiento de la apitoxina

Transcurridas las 24 horas de los vidrios en el laboratorio, se procedio al raspado de
la apitoxina depositada sobre los mismos. El raspado de la apitoxina se realizd en
una campana de extraccidbn y ademas se utilizaron medidas de bioseguridad
adecuadas (gafas, guantes y mascarilla N95). Una vez raspados los vidrios de cada
colmena, la apitoxina obtenida fue colocada en recipientes con la identificacion de
grupo y numero de colmena y fue pesada cuando fuera necesario en una balanza
analitica de precision Liang Ping® FA2104 (capacidad maxima: 210 g; resolucion:
0,0001 g), perteneciente a la Departamento de Clinica y Hospital Veterinario de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica (UdelaR). Luego se
guardaron en freezer (-4°C).

Etapa IV. Medicion de melitina por HPLC

Para evaluar la composicion cuali-cuantitativa de las muestras de apitoxina, cuando
el ensayo asi lo requeria, se realizaron analisis mediante HPLC. Se utilizaron dos
equipos HPLC y dos columnas cromatograficas diferentes.

En el ensayo 1 se empled un sistema HPLC-UV (Dionex Ultimate 3000), equipado
con una bomba LPG 3400 estandar, un autosampler WPS 3000 PL, un detector
DAD 3000 y loops de hasta 200 uL. Equipamiento que pertenece a la Unidad
Académica de Farmacologia del Departamento de Clinica y Hospital Veterinario de
la Facultad de Veterinaria - UdelaR. La columna cromatografica utilizada fue una
C18 de fase reversa (Hibar® 5 pm, 150 x 4.6 mm, Purospher STAR, Merck),
perteneciente al Departamento de Clinica y Hospital Veterinario de la Facultad de
Veterinaria - UdelaR.

Para los ensayos 2, 3 y 4 se utilizdé un equipo HPLC Shimadzu Nexera 40 UHPLC,
equipado con una bomba de alta presion, un inyector automatico (autosampler), y
un detector de arreglo de diodos (DAD). El volumen de inyeccién fue de 50 pyL y la
deteccion se realizd a 220 nm, equipo perteneciente a la Unidad Académica de
Toxicologia del Departamento de Patobiologia de la Facultad de Veterinaria - Udelar.
La columna cromatografica empleada en estos ensayos fue una Agilent
Technologies ZORBAX Eclipse Plus C18 (5 um, 150 x 4,6 mm), perteneciente al
Departamento de Clinica y Hospital Veterinario de la Facultad de Veterinaria -
UdelaR.

Para la preparacién de las muestras para el analisis en el HPLC, se tomd6 cada
muestra de apitoxina y se pesé 5 o 10 mg por muestra, segun el volumen del matraz
aforado utilizado, de 5 o 10 mL respectivamente. Luego de pesada la apitoxina, se
solubilizé la apitoxina con una solucién de acido formico al 0,1% en agua hasta
enrasar. Posteriormente las muestras se filtraron con jeringas vy filtros de 0,45 ym.
Para la preparacion de las fases moviles se emplearon solventes aptos para HPLC:
acetonitrilo, acido trifluoroacético (TFA) y agua (marca Carlo Erba). Los materiales
de laboratorio utilizados incluyeron sistema de filtracion, botellas reservorio,
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probetas, bomba de vacio, tubos Falcon®, viales de 1,5 mL para HPLC, filtros de
jeringa de 0,45 ym y jeringas.

Las muestras fueron cargadas en viales y analizadas en el HPLC con una columna
C18. EI método y las condiciones de andlisis fueron las descritas por
Rodriguez-Batista et. al., 2024, el cual necesita de un sistema de gradiente binario:
fase A (TFA 0,1% en agua) y fase B (TFA 0,1% en acetonitrilo). El programa de
elucion consistiéo en un gradiente de fase B del 5% al 70% en 15 minutos, seguido
de una fase isocratica al 70% durante 5 minutos, y una disminucion del gradiente
hasta el 5% entre los minutos 20,01 y 24. La temperatura de la columna fue de
25°C. La deteccion se realiz6 a una longitud de onda fija de 220 nm.

La cuantificacidon de melitina se realizé mediante el uso de un estandar con pureza
del 100% obtenido mediante la purificacion de apitoxina por HPLC preparativo
(figura 7). Este estandar se cuantificO mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear ('"H RMN) cuantitativa en D.O, empleando el método PULCON,
con identificacion de sefales caracteristicas del triptéfano.

Chromatogram and Results
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Figura 7. Cromatograma del estandar de melitina. Fuente: propia del autor

En el ensayo 1, se prepararon soluciones del estandar de melitina con
concentraciones de 1; 0,75; 0,125 y 0,0625 mg/mL. La ecuacion de la recta obtenida
fue: y = 461623 x + 11527 (figura 8.A). Para los ensayos 2, 3 y 4, la curva de
calibracion se realizé con concentraciones de 0,75; 0,5; 0,25, 0,0125 y 0,0625
mg/mL y la ecuacion correspondiente a la recta fue y = 6x10° x + 214597. Las
ecuaciones de la recta resultante, se utilizaron para calcular las concentraciones de
melitina en las muestras de apitoxina de los ensayos, (figura 8.B.).

37



A. Curva de calibracién de la melitina. Ensayo 1 B. Curva de calibracién de la melitina. Ensayos 2; 3; 4
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Figura 8. Curva de calibracion de la melitina para cada HPLC. Fuente: propia del
autor

A. Curva de calibracion de la melitina para el ensayo 1.

B. Curva de calibracién de la melitina para los ensayos 2, 3 y 4.

A continuacién, se realizaron las corridas cromatograficas para cada muestra de
apitoxina. La identificacion del pico correspondiente a la melitina se basé en su
tiempo de retencion, y se determind el area bajo la curva en el cromatograma de
cada muestra (figura 9). Finalmente, a partir de la ecuacion de la curva de
calibracion, se calcul6 la concentracion de melitina en cada muestra analizada.
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Figura 9. Cromatograma de una muestra de apitoxina. Fuente: propia del autor
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Todos los analisis se realizaron con esta metodologia, permitiendo obtener la
composicidon cuantitativa de melitina para cada una de las muestras recolectadas.

Etapa V. Tratamiento estadistico de los resultados

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé el programa RStudio. En cada
ensayo, se elaboraron graficos de dispersion con la media correspondiente a cada
tratamiento. Los datos de las variables evaluadas se ajustaron a un modelo
adecuado con el objetivo de determinar si existian diferencias significativas entre los
tratamientos, fijando un nivel de significancia del 5% (a = 0,05). Ademas, en los
casos que fue necesario, se aplicaron pruebas post hoc apropiadas.

Ensayo 1. Determinaciéon de la influencia del uso de proteccion sobre los
vidrios colectores sobre la cantidad y composicion de la apitoxina

Preparacién Imenas:

El ensayo se realizé en mayo de 2024 en un predio forestal en el Dpto. de Rivera
(31°15'561.4"S 55°43'10.0"W). El apiario contaba con 120 colmenas comerciales, con
uniformidad genética (reinas fecundadas provenientes de una misma cabafa la
primavera anterior) y con manejo sanitario para varroosis. Se evaluaron las
colmenas de acuerdo a Delaplane et al. (2013) y seleccionaron 60 colmenas con
poblaciones entre 35.000 y 40.000 abejas adultas.

Preparacién logr
Las 60 colmenas seleccionadas fueron divididas en tres grupos de 20 colonias al
azar:

- Grupo Control: Vidrios sin proteccién

- Grupo Latex con talco externo (LatexTExt): Vidrios protegidos con guantes
de latex sin talco en contacto con el vidrio

- Grupo Latex con talco interno (LatexTlInt): Vidrios protegidos con guantes de
latex con el talco en contacto con el vidrio
Cada colmena fue identificada con las iniciales del tratamiento correspondiente y
numeradas del 1 al 20.

Extraccién de apitoxina:
Se realizé segun etapal ll.

Se utilizaron en los tres grupos trampas externas colocadas en la entrada de la
colmena. Cada trampa tenia dos vidrios adjuntos de forma cuadrada con 12 cm de
lado. Los vidrios estaban o no cubiertos con latex, segun el tratamiento asignado.
En el caso de los vidrios con proteccion de latex, estos se cubrieron utilizando
guantes de examinacion de latex de la marca Modern®. Los guantes se colocaron
de manera que la superficie del vidrio donde las abejas picaban quedara lisa y
tensa. Para lograrlo, los vidrios se introdujeron dentro del guante y mediante cinta
adhesiva se fijaron tanto la zona de los dedos como el excedente de la abertura
para la mano, en el lado opuesto al area de picado de la trampa. En el grupo
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LatexTExt, el talco quedd expuesto hacia el exterior; mientras que en el grupo
LatexTInt, el talco quedo orientado hacia el vidrio. En el grupo control los vidrios se
colocaron sin proteccion.

Cosecha de apitoxina:

Se realizd segun etapa lll.

Concluida la extraccion del veneno, se retird la proteccidon de latex que presentaban
los vidrios de los grupos LatexTExt y LatexTInt, para que pudieran continuar con el
proceso de secado, al igual que el grupo de vidrios sin proteccion.

Determinacion de la concentracion de melitina:
Se realizd segun etapa IV.

Disefo experimental y estadistica:
Se llevé a cabo un disefio experimental completamente aleatorizado, donde los

factores fueron vidrios sin proteger, vidrios protegidos con latex con talco en
contacto con el vidrio colector o vidrios protegidos solo con latex.

Las variables respuestas estudiadas fueron la cantidad de apitoxina cosechaday la
concentracion de melitina. La unidad experimental en cada caso fue la colmena, con
un total de 60 unidades experimentales, distribuidas en 20 repeticiones por grupo.
Se utilizé el programa estadistico RStudio para los analisis estadisticos. Para la
variable cantidad de apitoxina cosechada se ajusté un modelo lineal generalizado
mixto, utilizando la funcién gls() del paquete nime en RStudio, incorporando una
estructura de varianza heterogénea (varldent) para permitir varianzas distintas en
cada nivel del tratamiento. Posteriormente se verificd que los supuestos estadisticos
se cumplieron (homogeneidad de varianzas (homocedasticidad) y normalidad de los
errores) y luego se realizé un ANOVA fijando un nivel de significancia del 5% (a =
0,05). Por ultimo se procedio a realizar un test de Tukey.

En el caso de la otra variable en estudio, la concentracién de melitina se ajust6 a un
modelo lineal, luego se verificaron los supuestos estadisticos y se realizé un
ANOVA, fijando un nivel de significancia del 5% (a = 0,05). Posteriormente se
realizé un test de Tukey con el objetivo de evaluar cual o cuales de los tratamientos
tuvieron mejores resultados.

Ensayo 2. Determinacion de la influencia del horario de extracciéon (diurno o
nocturno) sobre la cantidad y composicion de la apitoxina cosechada

Preparacién Imenas:

El ensayo se llevé a cabo en marzo de 2025 en el apiario experimental del campo
N°2 de Facultad de Veterinaria ubicado en el departamento de San José - Uruguay
(34°40'01.0"S 56°31'42.6"W), para el cual se utilizaron 30 colmenas que estaban
con similar estado de desarrollo y de reservas.

Preparacién de lo grupos:
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Las 30 colmenas seleccionadas fueron divididas en 2 grupos al azar:
- Grupo diurno (D): extraccion de veneno entre las 15:00 y 17:00 horas
- Grupo nocturno (N): extraccion de veneno entre las 20:00 y 22:00 horas

Las colmenas que participaron en el ensayo ya estaban numeradas, por lo que se
relacionaron sus numeros con los tratamientos D y N, se les asigné un nuevo
numero correlativo del 1 al 15 para cada tratamiento.

Extraccién de apitoxina:
Se realiz6 segun etapal ll.

Se utilizaron para ambos grupos trampas de techo a las que se les colocaron los
tres vidrios adjuntos sin proteccion. Estas trampas se colocaron en cada colmena
durante el tiempo de extraccién, en sustitucion del techo de la colmena. Para cada
trampa se le colocaron tres vidrios de forma rectangular con 36 cm de largoy 15 cm
de ancho. Estos vidrios no tenian proteccion de latex y se ubicaron por encima de la
parrilla metalica. A cada vidrio se lo identific6 de acuerdo a su grupo, mediante la
letra (D y N) correspondiente al tratamiento y el numero asignado a la colmena (del
1 al 15).

Cosecha de la apitoxina:
Se realizd segun etapa lll.

Determinacién l ncentraciéon melitina:
Se realizd segun etapa IV.

Diseiio experimental y estadistica:
Se llevé a cabo un disefio experimental completamente aleatorizado, en el cual el

factor fue el momento del dia en que se realizd la extraccion de veneno (dia o
noche). Las variables respuesta fueron la cantidad de apitoxina cosechada y la
concentracion de melitina que las muestras presentaban. La unidad experimental
fue cada colmena, con un total de 30 unidades experimentales, distribuidas en 15
repeticiones por grupo.

Se utilizd el programa estadistico RStudio, se ajustaron ambas variables a un
modelo lineal, se verific6 que cumplieran con los supuestos de homocedasticidad y
normalidad de los errores y luego se realizé un ANOVA, fijando un nivel de
significancia del 5% (a = 0,05).

Ensayo 3. Determinaciéon de la cantidad y composicion de la apitoxina
obtenida mediante el uso de diferentes trampas de extraccién

Preparacién de colmenas:
El ensayo se llevd a cabo en diciembre de 2025 en el apiario experimental del

campo N°2 de Facultad de Veterinaria ubicado en el departamento de San José -
Uruguay (34°40'01.0"S 56°31'42.6"W), para el cual se utilizaron 30 colmenas que
estaban con similar estado de desarrollo y de reservas.
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Preparacién de lo grupos:
Las 30 colmenas seleccionadas fueron divididas en 3 grupos al azar:

- Grupo E (trampa externa)

- Grupo | (trampa interna colocada en el alza de miel)

- Grupo T (trampa de techo)
Las colmenas que participaban en el ensayo ya estaban numeradas por lo que se
relaciona su numero con el tratamiento al que fué asignada E, | y T y con un niumero
correlativo del 1 al 10.

Extraccién de apitoxina:

Se realizd segun etapa Il.

Se utilizaron los tres tipos de trampas correspondientes a cada tratamiento. En el
grupo E, se utilizaron trampas externas, colocadas en la piquera de la colmena y a
cada trampa se le colocaron dos vidrios de forma cuadrada con 12 cm de lado. En el
grupo | correspondiente a las trampas internas, se utilizé el mismo disefio de las
trampas externas, pero estas estaban colocadas verticalmente dentro del alza, en
sustitucion de un cuadro ubicado por encima de la camara de cria. A cada trampa
se le adjuntaron dos vidrios de forma cuadrada con 12 cm de lado. El grupo T, utilizd
trampas de techo, colocadas en sustituciéon del techo de la colmena. Los vidrios
utilizados para estas colmenas, fueron tres por cada una de ellas y tenian forma
rectangular con 36 cm de largo y 15 cm de ancho. Los vidrios utilizados en todos los
casos, no tenian proteccién de latex y estaban identificados segun el numero de
colmena (1 al 10) y el tipo de trampa correspondiente (E, | o T).

Cosecha de la apitoxina:
Se realiz6 segun etapa lll.

Determinaciéon de la concentracion de melitina:
Se realizd segun etapa IV.

Disefo experimental y estadistica:
Se utilizé un disefo totalmente al azar, en donde la unidad experimental fue cada

colmena donde se sacd veneno, el tratamiento aplicado fue el tipo de trampa
utilizado y las variables a medir fueron el peso de apitoxina de cada colmena y la
concentracion de melitina que las muestras presentaban.

Se utilizé el programa estadistico RStudio y se ajusté un modelo lineal, se verificd
que cumplieran con los supuestos de homocedasticidad y normalidad de los errores
y se le realizé un ANOVA, fijando un nivel de significancia del 5% (a = 0,05).
Posteriormente se realiz6 un test de Tukey para conocer cual de los tres
tratamientos presentd mejores resultados.
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Ensayo 4. Determinacién de la influencia del estado de madurez de las abejas
sobre la composicion del veneno

Preparacién de colmenas:

El ensayo se llevd a cabo en diciembre de 2024 en el apiario experimental del
campo N°2 de la Facultad de Veterinaria en el departamento de San José en
Uruguay (34°40'01.0"S 56°31'42.6"W). Para ello, se utilizaron 20 colmenas con
similar estado de desarrollo. Es importante destacar que, si bien se realizaron dos
ensayos durante este mes (diciembre 2024), las colmenas utilizadas en este ensayo
fueron distintas de las usadas en el ensayo 3.

Preparacién de lo grupos:

Division de una colmena para generar 2 poblaciones de abejas:

Las colmenas seleccionadas fueron numeradas del 1 al 20 y luego cada una fue
particionada. De manana, a cada colmena se la ahumo y se la coloco al costado del
soporte donde estaba localizada y en el mismo se colocé una colmena vacia a la
que se le agregé panales vacios, panales con cria y panales con alimentos (de la
colmena que estaba ahi situada), pero no abejas adultas. Luego, la colmena que
antes estaba ahi situada, se la trasladdé a un nuevo soporte localizado a unos 50
metros. De esta forma de cada colonia se formaron dos, la colmena “madre” que fue
trasladada y la colmena “hija” que quedo en el sitio original. En el correr del dia las
abejas maduras (pecoreadoras) que fueron saliendo de la “colmena madre”
regresaron a la “colmena hija”. De esta forma al final del dia, se conformaron dos
poblaciones de abejas: en la “colmena madre” quedaron abejas jovenes (< 21 dias
de edad) que aun no habian salido de la colmena a volar ni orientarse
espacialmente y en la “colmena hija” quedaron abejas maduras (pecoreadoras)
(figura 10). Las “colmenas hijas” fueron identificadas con el mismo numero que las
‘colmenas madres”, pero agregandoles la letra A.

-

Abejas
maduras

x 20

A)
A)

. Separacion
>50m

x 20 B)
Colmenas
madres

B) .
jovenes
x 20
Figura 10. Diagrama de la division de las colmenas para obtener dos

colmenas, una de abejas jovenes y otra de maduras. (Fuente propia del autor)

. Abejas

Extraccién de apitoxina:
Se realizé segun etapal ll.

Se realizé la cosecha de veneno durante la tarde-noche del mismo dia que se
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dividieron las colonias, para asegurar que las pecoreadoras estén de vuelta en su
colmena hija.

Para este ensayo se utilizaron trampas de techo, colocadas en sustitucion del techo
de la colmena y se les adjuntaron 3 vidrios a cada trampa. Estos vidrios no tenian
proteccion de latex y tenian forma rectangular con 36 cm de largo y 15 cm de ancho.
Cada vidrio estaba identificado con el numero correspondiente a la colmena madre y
su hija, pero en las colmenas madres se le agrego la letra A.

Cosecha de la apitoxina:
Se realizé segun etapa lll.

Determinacion de la concentracion de melitina:
Se realizd segun etapa IV.

Diseiio experimental y estadistica:
Se realiz6 un disefio experimental de bloques completamente aleatorizado, donde el

bloque fue la colmena que dio origen a la particion en dos nucleos. El tratamiento
aplicado fue entonces, las abejas maduras y abejas jévenes que resultaron de la
division de la colmena original. La unidad experimental fue cada division de la
colmena original. La variable a medir fue la concentracion de la melitina para cada
colmena.

Se utilizé el programa estadistico RStudio para los analisis estadisticos. Se ajusté
un modelo lineal, se verificaron que se cumplieran los supuestos de
homocedasticidad y normalidad de los errores y se realizé por ANOVA, fijando un
nivel de significancia del 5% (a = 0,05).

Ensayo 5. Determinacion de la cantidad de apitoxina cosechada mediante el
uso de trampas de techo con diferentes areas

Preparacién de colmenas:

El ensayo se llevé a cabo en abril de 2025 en el apiario experimental del campo N°2
de Facultad de Veterinaria en el departamento de San José - Uruguay (34°40'01.0"S
56°31'42.6"W), para el cual se utilizaron 50 colmenas seleccionadas al azar, las
cuales presentaban similar estado de desarrollo y de reservas.

Preparacién de lo grupos:
Las 50 colmenas seleccionadas al azar fueron divididas en 5 grupos de acuerdo al
area que se dejaba expuesta y activa de la trampa de techo:

- Grupo 1: area activa 100% (1620 cm?)

- Grupo 2: area activa 80% (1296 cm?)

- Grupo 3: area activa 60% (972 cm?)

- Grupo 4: area activa 40% (648 cm?)

- Grupo 5: area activa 20% (324 cm?)

44



Las colmenas que participaban en el ensayo ya estaban numeradas por lo que se
relaciona su numero con el tratamiento al que fué asignada, 100, 80, 60, 40y 20 y
con un numero correlativo del 1 al 10.

Extraccién de apitoxina:

Se realizd segun etapal ll.

La extraccion del veneno se realizo utilizando trampas de techo, que se ubicaron en
sustitucion del techo de la colmena y también se utilizaron tres vidrios por colmena
con forma rectangular con 36 cm de largo y 15 cm de ancho, los cuales no tenian
sin proteccién de latex. Para reducir la superficie expuesta en cada nivel de
tratamiento, se empled cartén de 39 mm que dejaba libre hacia el centro, el 80%,
60%, 40% o 20% de la superficie activa de la trampa de techo. En el nivel del 100%,
se colocd unicamente la trampa de techo, sin restriccion. Cada vidrio estaba
identificado segun el grupo de tratamiento (100, 80, 60, 40 0 20%) y el numero de
colmena correspondiente (1 al 10).

Cosecha de la apitoxina:
Se realiz6 segun etapa lll.

Disefno experimental y estadistica:

Se utiliz6 un disefio experimental completamente aleatorizado, en el cual los
factores fueron el area de exposicion de la trampa, con 5 niveles de exposicion (20,
40, 60, 80 y 100% de la trampa de techo). La variable de respuesta fue la cantidad
de apitoxina cosechada en cada colmena. La unidad experimental fue cada
colmena, con un total de 50 unidades experimentales y 10 repeticiones por grupo.
Se utilizé el programa estadistico RStudio, para realizar el analisis de los datos y se
realiz6 un analisis no paramétrico Kruskal-Wallis ya que los datos no cumplian con
los supuestos de homogeneidad de varianzas y se fijo un nivel de significancia del
5% (a = 0,05). Luego de encontrar diferencias significativas, se aplicé un test
Post-hoc para identificar cual fue el tratamiento fue el mas eficaz.
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RESULTADOS

Ensayo 1. Determinaciéon de la influencia del uso de proteccion sobre los
vidrios colectores sobre la cantidad y composicion de la apitoxina

Cantidad de apitoxina cosechada:

La distribucién de los datos se muestran en la figura 11. La media de apitoxina
cosechada para el grupo control (vidrios sin proteccion) fue de 89,50 £ 15,71 mg. En
el grupo LatexTExt, la media fue de 36,31 £ 12,11 mg, y en el grupo LatexTIxt, de
86,50 + 29,60 mg. El tratamiento correspondiente a los vidrios con latex y talco
externo presentd la menor variabilidad en sus resultados, mientras que los vidrios
con latex y talco interno mostraron una mayor variabilidad.

El analisis de varianza (ANOVA) arrojé un valor de p < 0,0001 (p < 0,05), lo que
indica diferencias significativas entre los grupos en cuanto a la cantidad de apitoxina
recolectada. El test de Tukey (representado con letras en la figura 11) mostré que el
grupo control y el grupo con latex y talco interno no difirieron significativamente entre
si (ambos identificados con la letra “a”), mientras que el grupo con latex y talco
externo presento diferencias significativas respecto de los otros dos (letra “b”).
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Cantidad de apitoxina (mg)
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T T T
Control LatexTExt LatexTInt

Proteccion de los vidrios

Figura 11. Cantidad de apitoxina (mg) segun proteccion de los vidrios
colectores de apitoxina. Cantidad de apitoxina (mg) para el grupo control (vidrios
sin proteccion), el grupo LatexTExt (vidrios con latex y talco externo) y el grupo
LatexTlInt (vidrios con latex y talco interno). La mediana de los datos se indica con la
linea negro en cada caja y la media con un punto azul para cada grupo. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.
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Porcentaje de melitina:

Los valores del porcentaje de melitina para cada grupo se representd en la figura
12. La media del grupo control (vidrios sin proteccion) fue de 53,46 £ 5,12%, en el
grupo de los vidrios con latex y talco externo la media fue de 45,28 + 10,40% y para
el grupo de los vidrios con latex y talco interno la media de la apitoxina cosechada
fue de 39,02 £ 6,87%.

El analisis de varianza (ANOVA) mostré diferencias significativas en el porcentaje de
la concentraciéon de melitina entre los grupos de tratamiento con un valor de p =
0,000001164 (p < 0,05). El test de Tukey, indicé que los tres tratamientos tuvieron
diferencias significativas entre si. Los vidrios sin proteccion (letra a) tuvieron mayor
cantidad de melitina cosechada, seguido del los vidrios con el latex y el talco externo
(letra b) y el valor mas bajo fue en el grupo donde se colocaron los vidrios con latex
y el talco interno (letra c).

Porcentaje de Melitina seguin proteccion de vidrios colectores de apitoxina
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Figura 12. Porcentaje de meltina (%) segun proteccion de los vidrios
colectores de apitoxina. Porcentaje de melitina (%) para los tres tratamientos
aplicados, Control (vidrios sin proteccidon), LatexTExt (vidrios con latex y talco
externo) y LatexTInt (vidrios con latex y talco interno). La mediana de los datos se
indica con la linea negro en cada caja y la media con un punto azul para cada
grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

Ensayo 2. Determinacion de la influencia del horario de extracciéon (diurno o
nocturno) sobre la cantidad y composicion de la apitoxina cosechada

Cantidad de apitoxina cosechada:
La distribucion de los datos se pueden ver en la figura 13, la extraccion nocturna

presentd mayor variacion en comparacion con la extraccion diurna. La media del
grupo de extraccion diurna fue de 43,33 + 22,69 mg y de 59,23 + 30,12 mg la
extraccién de veneno nocturna. Con un valor de p = 0,1524 (p > 0,05), por lo que se
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puede asegurar que en las condiciones que se llevd a cabo el ensayo, no presentd
diferencias significativas entre los tratamientos.
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Horario de extraccion
Figura 13. Cantidad de apitoxina (mg) segun extracciéon diurna o nocturna. La
mediana de los datos se indica con la linea negro en cada caja y la media para cada
grupo esta sefalada con un punto azul.

Porcentaje de melitina:

La figura 14 muestra la distribucion de los datos obtenidos del porcentaje de melitina
en dos momentos del dia. La extraccion diurna presentd mayor variabilidad de sus
datos, pero los valores de las medias son similares, 37,76 £ 10,16% en la extraccién
diurna y 36,63 £ 7,30% en la extraccion nocturna. El valor obtenido del ANOVA fue
p=0,7508 (p > 0,05), por lo que sugiere que bajo las condiciones en que se llevo
adelante el ensayo no existieron diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 14. Porcentaje de melitina (%) segun extracciéon diurna o nocturna. La
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mediana de los datos se indica con la linea negro en cada caja y la media con un
punto azul para cada grupo.

Ensayo 3. Determinacion de la cantidad y composicion de la apitoxina
obtenida mediante el uso de diferentes trampas de extraccién

Cantidad de apitoxina cosechada:

La distribucion de los datos obtenidos se encuentra representada en la figura 15
para los tres tipos de trampas utilizados y las medias en el caso del grupo E (trampa
externa) fue de 62,50 £ 22,01 mg. En el caso del grupo | (trampas internas), la
media del grupo fue de 83,50 * 26,26 mg y para la trampa de techo,
correspondientes al grupo T el valor de la media fue de 93,75 £ 25,59 mg.

El valor p fue de 0,0324 (p < 0,05), lo indica que existe suficiente evidencia
estadistica para concluir que al menos un tipo de trampa tiene un efecto significativo
sobre la cantidad de apitoxina recolectada. El test de Tukey, mostré que la
extraccion con trampa de techo (letra a), presenté mejores resultados que la trampa
externa (letra b). En cambio la extraccién con trampa interna (letra ab) no presento
diferencias significativas con ninguno de los otros dos casos, bajo las condiciones
en que se llevaron adelante los ensayos.
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Figura 15. Cantidad de apitoxina (mg) segun tipo de trampa. Grupo de trampa
externa, interna y de techo. La mediana de los datos se indica con la linea negro en
cada caja y la media para cada grupo esta sefalada con un punto azul. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

ncentracién melitina:
La distribucion de los datos se representa en la figura 16, si bien se puede ver la
variabilidad entre los grupos es baja, en el grupo de trampa externa y en el grupo de
trampa de techo hay valores outliers los cuales quedan significativamente alejados
del resto del conjunto de datos. La media para el grupo E fue de 45,38 £ 7,02%, en
el caso del grupo | la media fue de 46,87 + 3,9% y de 52,08 + 8,24% en el grupo T.
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El resultado del ANOVA, no encontré diferencias significativas entre los grupos para
la concentracion de la melitina. El valor obtenido para el p = 0,100 (p > 0,05). Lo que
sugiere que no se puede asumir que haya diferencias entre los tratamientos para
esta variable con las condiciones en que se llevaron adelante los ensayos.
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Figura 16. Porcentaje de melitina (%) segun tipo de trampa. Porcentaje de
meltina para el grupo E (trampa externa), para el grupo | (trampa interna) y para el
grupo T (trampa de techo). La mediana de los datos se indica con la linea negro en
cada caja y la media para cada grupo esta sefialada con un punto azul.

Ensayo 4. Determinacion de la influencia del estado de madurez de las abejas
sobre la composicion del veneno

Concentracion de melitina:

La distribucion de los datos obtenidos para cada categoria de abejas estudiada, se
pueden ver en la figura 17. Los valores para el grupo de abejas jovenes fueron
superiores que para las abejas maduras y eso también se mantuvo en la media de
cada grupo, donde para las abejas jovenes fue de 62,20 + 10,65% y de 46,98 +
7,77% en las abejas maduras.

EI ANOVA mostré diferencias significativas en la concentracion de melitina entre los
grupos de abejas jovenes y maduras con un valor de p= 0,000006092 (p < 0,05), lo
que indica que existe suficiente evidencia estadistica para afirmar que las abejas
jovenes tienen mayor porcentaje de melitina en comparacién con las abejas
maduras (> 3 semanas de vida, abejas pecoreadoras).
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Figura 17. Porcentaje de melitina (%) segun categoria de abejas. Para la
categoria de las abejas jovenes y maduras. La mediana de los datos se indica con
la linea negro en cada caja y la media con un punto azul para cada grupo.

Ensayo 5. Determinacion de la cantidad de apitoxina cosechada mediante el
uso de trampas de techo con diferentes areas

Cantidad de apitoxina cosechada (mgq):

La distribucion de los datos en la cantidad de apitoxina cosechada en los cinco
niveles de tratamiento esta representada en la figura 18. Los valores mas altos en
los datos, se encuentra en el area del 100% y la media para este nivel fue de 101,28
+ 52,97 mg, en el caso del area del 80% la media fue de 50,95 £ 25,45 mg, la
siguiente area estudiada de 60% la media fue de 52,56 + + 18, 70 mg, en la trampa
con 40% del area la media fue de 60,98 + 27,18 mg y en el 20% del area la media
fue de 31,78 £ 5,86 mg.

El analisis no paramétrico Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en la
cantidad de apitoxina cosechada para cada trampa, con un valor de p = 0,001199 (p
< 0,05). Esto indica que existe suficiente evidencia estadistica para concluir que al
menos uno de los tratamientos utilizados, tuvo un efecto significativo sobre la
cantidad de apitoxina recolectada.

Los resultados del analisis post hoc, representados mediante letras en la figura 18,
indican que la trampa con 100% de recubrimiento presenté el mayor rendimiento en
la recoleccién de apitoxina (letra a). A continuacion, se ubicaron las trampas con
recubrimientos del 40% y 60%, las cuales no mostraron diferencias significativas
entre si (letra b). La trampa con 20% de recubrimiento presenté una menor
produccion y fue clasificada con la letra c. Por su parte, la trampa del 80% no mostré
diferencias estadisticas claras respecto a las del 20%, 40% y 60%, por lo que fue
asignada a un grupo intermedio (bc) en la prueba post hoc.
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Figura 18. Cantidad de apitoxina (mg) segun el area de la trampa. Para los cinco
tratamientos aplicados (20, 40, 60, 80 y 100% del area de la trampa de techo). La
mediana de los datos se indica con la linea negro en cada caja y la media con un
punto azul para cada grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos.
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DISCUSION

El objetivo general de este trabajo fue estudiar los factores que influyen en la
cantidad y composicion del veneno de abeja, con énfasis en el contenido de melitina
y en la cantidad de apitoxina cosechada en Uruguay. Los resultados obtenidos en
los diferentes ensayos, asi como lo reportado en la literatura cientifica, indican que
ambos parametros presentan una alta variabilidad influenciada por multiples
factores (FAO, 2021; Nowar, 2016). El estudio de estas variables no solo permite
generar evidencia empirica local sobre la calidad y cantidad de apitoxina
recolectada, sino que también constituye un paso fundamental hacia el disefio de
protocolos de extraccion mas estandarizados y eficientes. La estandarizacién de la
extraccion de apitoxina busca establecer margenes aceptables de calidad y
rendimiento que sean replicables a nivel productivo. En este sentido, los resultados
obtenidos en esta tesis sugieren que una estrategia de extraccion eficiente en el
contexto uruguayo requiere no solo decisiones técnicas, sino también un enfoque
biolégico integral. Factores como la edad y el comportamiento de las abejas se
presentan como elementos clave para comprender y controlar la composicion del
veneno recolectado.

A continuacién, se analizan los resultados de cada uno de los ensayos realizados,
discutiendo sus implicaciones técnicas y biologicas en el marco del objetivo general
y de los objetivos especificos propuesto.

Ensayo 1. Determinaciéon de la influencia del uso de proteccion sobre los
vidrios colectores sobre la cantidad y composicion de la apitoxina

Cuando se comenzé a utilizar el sistema de impulsos eléctricos para obtener
apitoxina a nivel comercial, surgié la necesidad de cubrir los vidrios donde se
depositaria el veneno, con el fin de evitar su contaminacién. En este contexto, se
utilizo tafetan de nylon (Benton et al., 1963) o laminas de goma de silicona de 0,12
mm (Barker et al., 1963). Morse y Barker, (1964) observaron que la apitoxina
tomaba un color oscuro, luego que esta estuviera en contacto con las laminas de
goma y con la tapa de goma de los viales donde se almacenaba.

Mas adelante, se hizo comun la utilizacién de latex para la proteccion de los vidrios,
figurando en la metodologia de varios trabajos cientificos (ElI-Bassiony et al., 2016;
El-Bahnasy et al., 2017; Fouad et al.,, 2023; Hegazi et al., 2017; Hussein et al.,
2019). También se incorporé su uso por parte de los productores de apitoxina
considerandose como una buena practica (Montoya et al., 2019), ademas de estar
extendida en los canales de informacién que son frecuentados por los apicultores
(Apicultura sin Fronteras, 2022; CENITAgropecuario, 2022; Consorcio Apicola de
México, 2019). Sin embargo, no se dispone de evidencia cientifica que respalde el
uso de este material para dicho propésito, ni que demuestre un efecto beneficioso
sobre la cantidad y composicion de la apitoxina recolectada en comparacion con la
ausencia de proteccion.
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A nivel de productores es comun utilizar guantes de latex envolviendo a los vidrios
de las trampas externas como forma de protegerlos, el tamafio de estos vidrios
permite introducirlos dentro de un guante dejando una superficie completamente lisa
en la cara que contacta con la rejilla metalica. Para envolverlos es mucho mas facil y
rapido hacerlo con el talco hacia adentro, pues si se los invierte suelen romperse
cuando se introduce el vidrio. En Uruguay, esta técnica es aplicada por algunos
apicultores y hasta es difundida mediante videos en plataformas como YouTube, a
través de canales como Uruguay Miel. En el video titulado “Extraccién de apitoxina.
Parte 1 - Tutoriales ApicultoresTV”, se menciona su uso de forma practica. Este
material de divulgacion cuenta con el apoyo de diversas instituciones relevantes de
Uruguay, como el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), la Agencia
Nacional de Desarrollo (ANDE), la Comisién Nacional de Fomento Rural, la
Comision Honoraria de Desarrollo Apicola, el MGAP, el Ministerio de Industria, la
Sociedad Apicola Uruguaya y la Asociacion de Exportadores de Miel de Uruguay
(ADEXMI), (Uruguay Miel, 2021).

Existen formas de cosechar apitoxina donde se van a generar una gran cantidad de
contaminantes y es necesaria una proteccion, las trampas que se puedan utilizar en
el piso de la colmena pueden generar una gran cantidad de contaminantes como
escamas de cera y restos de propdleos (Murakami et al., 2019). En el caso de las
trampas de piquera en la medida que las abejas vienen con los recursos del
pecoreo, las mismas pueden vomitar, defecar, se pueden desprender partes del
polen que trae en las corbiculas, por lo que podria estar justificado su uso.

En este estudio se utilizaron trampas externas, ya que son las trampas mas
comunes empleadas por los productores y recomendadas en diversos canales de
difusiéon (Apicultura sin Fronteras, 2022; CENITAgropecuario, 2022; Consorcio
Apicola de México, 2019). Si bien se sabe que otros tipos de trampas, como las
trampas de techo, podrian reducir la presencia de contaminantes, ya que su
disposicion de los vidrios colocadas contra la gravedad dificulta que partes del
cuerpo de las abejas, como aguijones o patas, queden en el veneno, su
implementacion para este ensayo presenta algunas limitaciones practicas. Por
ejemplo, estas trampas utilizan vidrios rectangulares de 36 cm x 15 cm, lo que no es
compatible con la aplicacion eficiente del latex utilizando guantes, a diferencia de las
trampas externas. En estas ultimas, se emplean vidrios cuadrados de 12 cm de
lado, cuya superficie puede cubrirse adecuadamente con guantes comerciales de
latex como se reporta en articulos cientificos o en los canales de difusion de los
apicultores (Apicultura sin Fronteras, 2022; CENITAgropecuario, 2022; Consorcio
Apicola de México, 2019).

En este ensayo, se evalu6 la utilizacion de vidrios recubiertos con latex y talco
externo, vidrios con latex y talco interno, y vidrios sin proteccién. Los resultados
obtenidos en este ensayo sugieren que los vidrios sin proteccion combinaron los
valores mas altos en ambas variables analizadas (p < 0,05), lo que indica que la
utilizacion de latex no constituye un manejo efectivo.

La cantidad de apitoxina obtenida sin latex y con el latex con el talco hacia el vidrio
estan dentro de los valores reportados para una trampa externa, reportados entre 40
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y 100 mg (Flanjak et al., 2021; Hussein et al., 2019; Amro & Mohamed, 2023),
donde éstos trabajos suelen realizarse dentro de la temporada apicola (primavera y
verano). Nuestro ensayo se realizo en el otofio, en colmenas que estaban situadas
en una forestacién de Eucaliptus grandis, por lo que aun mantienen una poblacion
alta de abejas y con gran actividad en este momento del afio en comparacién con
las abejas del sur del pais en el mismo periodo del ano (Invernizzi et al., 2011;
Mendoza et al., 2013).

Hegazi et al. (2017) compararon la cosecha de apitoxina utilizando vidrios cubiertos
con latex y con lamina de fibra ademas de evaluar dos ecotipos diferentes de
abejas. Estos autores reportaron un promedio de apitoxina de 106 + 14,66 mg con
latex y de 102 + 11,91 mg con fibra, y si bien el valor con latex es mayor al que
obtuvimos, es dificil comparar los trabajos por metodologia ya que difieren en varios
aspectos y falta informacién. En ese ensayo los autores reportan que realizaron
cuatro extracciones a una sola colmena, no se detalla el estado del desarrollo de
esas colmenas, ni las caracteristicas especificas de los materiales utilizados para
cubrir los vidrios, como por ejemplo si el latex tenia talco, ni el protocolo de
electroestimulacion, tampoco se menciona el secado de los vidrios una vez que se
retira el latex como acciodn previa al raspado y pesado de la apitoxina, sin embargo
es el unico trabajo que evalua la utilizacion de latex en la produccién de apitoxina.

El latex es una mezcla compleja de alérgenos potentes (Poley Jr. & Slater, 2000). La
alergia al latex de caucho natural (NRLA) continia siendo un problema de salud
mundial, y existe una alta prevalencia en personas con contacto frecuente e intenso
con productos de latex como el personal de salud, variando de acuerdo a la
profesion en cifras del 15 al 50%, pero es un problema en pacientes con cirugias
multiples o con determinadas predisposiciones como la espina bifida (Parisi et al.,
2021). El uso de guantes de latex no representa un problema unicamente por el
contacto con la piel de quien lo usa o del paciente al que se contacta, sino que
también genera particulas que actuan como aeroalergenos, lo que son un problema
en centros hospitalarios donde se usan frecuentemente guantes de latex (Swanson
et al., 1994; Tacquard et al., 2021).

En el presente ensayo, las trampas con latex en contacto directo con el vidrio fueron
las que arrojaron valores menores que las otras dos trampas, lo que podria deberse
a que quede una mayor o menor cantidad de apitoxina adherida al latex respecto a
cuando hay presencia de talco. El porcentaje de melitina en los diferentes
tratamientos podria estar indicando contaminacidon de la apitoxina que queda en el
vidrio por el uso de latex y por el talco. Cuando los guantes se retiran de los vidrios
para proceder al secado, el latex queda adherido en la zona de contacto con la
apitoxina y debe retirarse con cuidado para que no se rompa. Aun asi, es posible
que parte de la apitoxina quede adherida a los guantes que se retiran y particulas de
estos guantes y talco pueden quedar en la apitoxina que permanece en el vidrio,
actuando como contaminantes y disminuyendo el porcentaje de melitina de la
muestra. Si consideramos que los guantes de latex en su uso habitual liberan
particulas que quedan en suspension y actian como aeroalergenos (CITA), la
interaccion quimica de latex con uno o mas componentes de la apitoxina o una
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simple adherencia mecanica del guante con la apitoxina depositada es motivo
suficiente para que se analice la contaminacion de la apitoxina con latex utilizando
HPLC-MS o por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Ensayo 2. Determinacion de la influencia del horario de extracciéon (diurno o
nocturno) sobre la cantidad y composiciéon de la apitoxina cosechada

Este estudio comparé la extraccion de veneno en horarios diurnos y nocturnos. Bajo
las condiciones experimentales establecidas, no se encontraron diferencias
significativas en las variables analizadas (p > 0,05 para ambos parametros). Desde
una perspectiva productiva, estos resultados indican que al no observarse
diferencias entre los horarios de cosecha, la eleccion del momento del dia puede
basarse en criterios de manejo y/o de seguridad. En este sentido, la extraccion
nocturna podria representar una opcion mas segura para el operario, asi como para
otras personas o0 animales presentes en el entorno, ya que las abejas muestran
menor inquietud durante la noche, lo que reduce el riesgo de incidentes y facilita el
manejo.

En cuanto a la calidad del veneno, los porcentajes de melitina obtenidos fueron
bajos en ambos tratamientos: 37,76% en la extraccion diurna y 36,63% en la
nocturna. Estos valores se encuentran por debajo del rango considerado normal
para este componente (40-60% en base seca, segun FAO, 2021). Una posible
explicacion para los resultados obtenidos es la época del afio en que se realizé el
ensayo (marzo de 2025), correspondiente a la transicion entre el verano y el otofo
en Uruguay. Durante este periodo, la dinamica poblacional de las colonias de abejas
ubicadas en el sur de Uruguay, suele comenzar a variar y entre los cambios mas
notables, la baja de la postura por parte de la abeja reina, sumado a que comienzan
a aparecer las abejas obreras llamadas diutinas, son lo mas relevante. Las abejas
diutinas, comunmente conocidas por algunos apicultores como "abejas de invierno",
no se encuentran exclusivamente en dicha estacion (Omholt & Amdam, 2004). En
realidad, su presencia se asocia a periodos de escasez de recursos,
independientemente de la estacion del afio. Se trata de una posible adaptacion
evolutiva de las abejas africanizadas ante condiciones ambientales desfavorables.
Estas obreras se caracterizan por tener una vida significativamente mas larga en
comparacion con las abejas de la temporada apicola activa. Las condiciones que
favorecen la aparicion de estas abejas no se limitan al frio invernal. De hecho,
Mattila et al. (2007) sostienen que, si bien el descenso de temperatura es una senal
importante, la baja disponibilidad de polen en el ambiente constituye uno de los
factores mas relevantes para la prolongacion de la vida de las obreras. Esta sefial
es interpretada por la colonia como un indicio para reducir, e incluso detener, la
postura de huevos por parte de la reina y las abejas obreras pasan a vivir mas
tiempo. Asociado a esto, se reportan trabajos como el de Abreu et al., 2000 que
sugieren como posibilidad que en este tipo de abeja se podria dar una degradacién
parcial del veneno almacenado en su saco, lo que explicaria en nuestro trabajo la
baja cantidad de veneno y la menor concentracion de melitina observadas en este
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estudio (Abreu et al., 2000; Omholt & Amdam, 2004).

Debido a este hallazgo, seria de interés repetir el experimento en los primeros
meses de la temporada apicola en Uruguay (setiembre, octubre, noviembre o
diciembre), cuando las colonias estan en plena actividad y se encuentran en su
etapa mas productiva. Esto permitiria verificar si existen diferencias significativas en
la extraccidbn de veneno entre horarios diurnos y nocturnos con abejas en
condiciones fisiolégicas diferentes.

Kekecoglu et al. (2022) estudiaron la extraccién de veneno en Egipto en dos
horarios (diurno y nocturno), y tampoco encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de melitina (p = 0,13). Aunque su disefio metodolégico comparte
similitudes con nuestro trabajo, como el uso de estimulacion eléctrica y la
comparacion entre distintos horarios de cosecha (13:00-16:00 y 21:00-00:00)
también presenta diferencias. Una diferencia importante fue la ubicacién de las
trampas: en su estudio, estas se colocaron en el alza de miel, mientras que en
nuestro ensayo se ubicaron en el techo de la colmena. Si bien ambas son trampas
internas, creemos que la trampa de techo permite visualizar el interior de la colmena
durante la extraccion. Se puede monitorear a través de los vidrios si las abejas
estan depositando correctamente el veneno, que en comparacion con la trampa
interna, esta ultima, se coloca previo al encendido de la electricidad y hasta que no
se termina la cosecha y se retiran las trampas con los vidrios, no se ve si las abejas
estaban picando o por ejemplo la trampa estaba mal conectada y no estaban
recibiendo electricidad. También la trampa de techo es escogida por sobre una
trampa interna porque las abejas si reciben una descarga eléctrica excesiva, al caer
rapidamente sobre los cabezales de los cuadros de la colmena pueden recuperarse
rapidamente y en la trampa interna ante la misma situacion pueden tener mayores
posibilidades de quedar enganchadas entre las rejillas y que esto provoque su
muerte. Continuando con la comparacion de los trabajos de Kekecogdlu et al. (2022)
y nuestro trabajo, en nuestro estudio se realizd con una unica extraccion con un
tamafio muestral de n = 30, mientras que Kekecoglu et al. (2022) realizaron un
disefio de medidas repetidas con n = 6, extrayendo veneno cada 15 dias, hasta
alcanzar entre 16 y 17 colectas por colmena. Esta frecuencia elevada podria haber
influido en generar estrés en las colonias, afectando la cantidad y composicién del
veneno, como los propios autores reconocen (Kekecoglu et al., 2022). Otra
diferencia relevante fue el protocolo de estimulacion eléctrica, en nuestro estudio se
aplicé durante 30 minutos, mientras que en el de Kekegoglu et al. (2022) fue de 15
minutos. También difirié el manejo posterior del veneno, en nuestro caso, los vidrios
se dejaron secar por 24 horas en un ambiente oscuro a temperatura ambiente y, en
cambio los vidrios los autores transportaron los vidrios al laboratorio en cadena de
frio y se congelaron directamente a -18°C, sin secado previo, lo que podria haber
afectado la composicion final del producto. Por ultimo, este mismo estudio analizé la
evolucion del porcentaje de melitina a lo largo de la temporada, entre mayo y agosto
(primavera—verano en Egipto), encontrando valores mas altos en agosto. Sin
embargo, no extendieron su investigacion hacia el otofio, por lo que se desconoce el
comportamiento del veneno en periodos similares al de nuestro estudio.
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Sanad y Mohanny (2013) evaluaron la influencia del horario y la época del afio
sobre la cantidad de veneno extraido en Egipto, desde marzo hasta noviembre. Si
bien no incluyeron un horario estrictamente nocturno, el intervalo de 16:00 a 18:00
podria considerarse como tal. Los otros rangos de horario estudiados fueron de 9:00
a 11:00, de 13:00 a 15:00 y de 16:00 a 18:00. Estos autores reportaron a través de
la prueba de diferencia minima significativa (LSD por su sigla en inglés) un valor de
significancia del 5%, lo que implica que las diferencias fueron significativas entre los
distintos horarios de extraccién. EI mayor rendimiento reportado fue entre las 16:00
y 18:00 (0,166 g/dia) y menor rendimiento entre las 13:00 a 15:00 (0,088 g/dia). Si
bien los autores Sanad y Mohanny (2013) encontraron diferencias significativas
entre tratamientos mediante ANOVA, luego aplicaron la prueba LSD con un 5%
como limite para establecer comparaciones entre medias. En la presente tesis se
utilizé la prueba de Tukey, que es mas conservadora, pero ambas tienen finalidades
similares. Otro aspecto importante a resaltar es que en los resultados reportados por
los autores, no queda claro si el valor informado es del promedio del mes para cada
colmena o es el promedio del mes para las cuatro colmenas de un mismo
tratamiento. Por otro lado, los autores llevaron adelante un disefio experimental con
medidas repetidas en el tiempo, este tipo de disefio en apicultura implica el
seguimiento de otros parametros de la colmena como es el estado de desarrollo
(cria y abejas adultas) durante las distintas estaciones del afio ya que las colmenas
experimentan dinamicas poblacionales cambiantes a lo largo del afio. Si bien estos
autores estudiaron el area de cria durante todos los meses del ensayo, los
resultados denotan colonias de abejas con baja postura de la reina, incluso en
colmenas sin tratamiento, en las épocas de mayor produccidon como son en
primavera y verano (1817,4 y 2252,7 cm? respectivamente). Por lo que encontrar
valores altos en la cantidad de veneno por colmena en colonias con baja postura,
hace que los resultados sean por lo menos cuestionables. Ademas estos resultados
pueden estar influenciados también, en parte, por la alta frecuencia de extraccion
que manejaron los autores y que los mismos no contemplaron la consecuencia
productiva que esto genera. Por ejemplo, la recoleccion de veneno en abejas
inmaduras que aun no han completado el saco de veneno, tendrian una
composicion diferente a la de una abeja pecoreadora (Bachmayer et al.,1972; Owen
et al., 1990). Por el hecho de que la sintesis de los componentes del veneno se dan
en diferentes momentos de la vida de la abeja y esto podria estar repercutiendo en
la cantidad de apitoxina obtenida en los diferentes momentos de la vida (Bachmayer
et al.,1972). Por estas razones, en esta tesis se decidio realizar un muestreo con un
numero elevado de colmenas iniciales y que estas estén estandarizadas a ciertos
parametros, como la cantidad inicial de abejas por colmena, que se fij6 entre 35.000
y 40.000 individuos. Cuando se reportan valores de veneno cosechado por colmena
y se comparan distintos meses o periodos productivos, es esperable observar una
mayor cantidad de apitoxina en aquellos momentos en que hay un mayor numero de
abejas. Sanad y Mohanny (2013) reportan que se registr6 mayor cantidad de
veneno durante el verano, lo cual tiene sentido con lo comentado anteriormente ya
que usualmente se esperaria una mayor produccion aqui y menor cantidad de
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veneno en otofio por ejemplo.

Por otra parte, Nowar, (2016) investigo la cantidad de veneno en tres horarios
diferentes (10:00 — 12:00, 15:00 — 17:00 y 19:00 — 21:00), durante los tres meses de
verano y el primer mes del otofio. EI mayor rendimiento se obtuvo en el ultimo
horario (19:00 — 21:00), seguido por el de la manana, y por ultimo el de media tarde.
No obstante, este estudio no reportdé analisis estadistico alguno que permitiera
confirmar la significancia de las diferencias observadas, por lo que sus conclusiones
deben considerarse descriptivas.

Ensayo 3. Determinaciéon de la cantidad y composicion de la apitoxina
obtenida mediante el uso de diferentes trampas de extraccién

El presente ensayo evaludé la extraccion de apitoxina utilizando tres lugares
diferentes de trampas eléctricas en la colmena:, una trampa externa o de piquera,
una trampa colocada en el techo de la colmena y una trampa interna ubicada entre
los cuadros en el alza. Las trampas se instalaron en distintas ubicaciones de la
colmena (piquera, alza y techo), con el objetivo de comparar la cantidad de apitoxina
y su calidad medida a través del porcentaje de melitina. Los resultados obtenidos
indican que la trampa de techo permitié recolectar una mayor cantidad de apitoxina
en comparacion con la trampa externa (p < 0,05). No obstante, no se encontraron
diferencias significativas entre la trampa interna colocada en el alza y las otras dos.
En cuanto al porcentaje de melitina, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (p = 0,10), sugiriendo que es lo mismo colocar la
trampa en cualquiera de los tres lugares.

Desde un enfoque productivo, la trampa de techo presenta mejores ventajas frente a
las otras trampas y pese a tratarse de una trampa interna, su disefno a diferencia de
la trampa colocada en el alza permite observar el interior de la colmena a través de
los vidrios y monitorear la reaccion de las abejas. Por otra parte, la trampa de techo
que tiene la parrilla metalica invertida permite que frente a un exceso de corriente,
las abejas caigan sobre los cabezales de los cuadros y se recuperan rapidamente,
en vez de permanecer en ella y seguir recibiendo corriente, lo que puede ocasionar
su muerte, algo frecuente en el proceso de extraccion con trampas de piquera.
Ademas en la trampa de techo con la parrilla invertida, se genera poca
contaminacion de los vidrios colectores respecto a las trampas de piquera donde
suelen acumularse restos de abejas, de polen o excreciones. Por otro lado, las
trampas externas o de piquera presentan limitaciones operativas, ya que solo
pueden emplearse durante el dia, cuando las abejas se encuentran activas en el
exterior de la colmena y si frente a dias nublados o con ligeras lluvias que las abejas
no salen de la colmena a pecorear, este método no es eficiente. En cambio, las
trampas internas ubicadas en el techo de la colmena permiten realizar extracciones
tanto diurnas como nocturnas y con inclemencias climaticas no del todo favorables.
Esto se debe a que, al introducir la trampa en el interior, las abejas responden con
actividad defensiva y pican los vidrios sin necesidad de salir al exterior.

Los resultados del presente estudio, son consistentes con los presentados por
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Pérez et al. (2023) durante el 48° Congreso de Apimondia, donde se reporté un
estudio similar llevado a cabo en diciembre de 2022, también en el apiario ubicado
en Libertad, San José de Uruguay. En ese ensayo se trabajéo con 20 colmenas,
divididas aleatoriamente en dos grupos (trampa externa y trampa de techo),
utilizando el mismo protocolo de electroestimulacion (corriente alterna de 50 V, con
pulsos de 5 segundos y pausas de 10 segundos durante 30 minutos por colmena).
En ese estudio, la trampa de techo presentd un porcentaje promedio de melitina del
72,63%, mientras que la trampa de piquera alcanz6 un 62,37%, con diferencias
significativas (p < 0,05). Al comparar los resultados de ambos ensayos, se observa
que los valores de melitina obtenidos en 2024 fueron notablemente inferiores
(52,08% para la trampa de techo y 45,38% para la trampa de piquera). Una posible
explicacion para esta diferencia puede estar relacionada con la alta densidad de
colmenas en el apiario durante 2024, lo cual pudo haber limitado la disponibilidad
floral para las abejas pecoreadoras y por tanto, haber afectado la composicién del
veneno recolectado (Pérez et al., 2023).

Estudios internacionales también coinciden parcialmente con nuestros hallazgos.
Amro y Mohamed (2023), en un ensayo realizado durante el verano en Egipto,
evaluaron la recolecciéon de veneno con trampas eléctricas colocadas en distintas
posiciones de la colmena. Al igual que en el presente trabajo, encontraron que la
trampa ubicada en el techo obtuvo un mayor rendimiento (p < 0,05). No obstante, a
diferencia de nuestros resultados, estos autores reportaron que la trampa de piquera
supero a la trampa interna, la cual mostré el menor rendimiento.

Por otro lado, Kekegoglu et al. (2022) compararon una trampa externa colocada en
la piquera con una trampa interna ubicada en el alza, y no hallaron diferencias
significativas en el porcentaje de melitina (p = 0,76), lo cual concuerda con nuestro
resultado (p = 0,10). Cabe sefalar que en nuestro caso se evalué un tercer
tratamiento, la trampa de techo, lo que amplia el enfoque experimental respecto a
ese estudio.

Flanjak et al. (2021) también utilizaron una trampa de techo, comparandola
unicamente con la trampa externa. Evaluaron tanto el porcentaje de melitina como la
cantidad de apitoxina recolectada. En cuanto a la melitina, no encontraron
diferencias significativas (p = 0,114), la que coincide con nuestro estudio. Sin
embargo, reportaron valores promedio mas elevados (entre 51% y 69%) en
comparacién con los nuestros (45% a 52%). Aunque hay diferencias metodoldgicas
y ambientales, ambos estudios se desarrollaron durante el verano, nuestra
investigacion se realizé hacia el final de la estacién (transicion entre verano y otofio),
momento en que la disminucion de recursos alimentarios y la preparacién de las
colmenas para el invierno podrian haber influido negativamente en la calidad del
veneno. Respecto a la cantidad de apitoxina recolectada, Flanjak et al. (2021) si
encontraron diferencias significativas (p < 0,001), lo cual es consistente con
nuestros resultados. Aunque ellos utilizaron solo dos trampas, el analisis estadistico
en nuestro caso también indico diferencias significativas (p < 0,001), con el test de
Tukey, mostrando que estas diferencias se daban entre la trampa de techo y la
trampa externa. Es relevante mencionar que, en el estudio citado, la trampa de
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techo consistia en una trampa de piquera adaptada al techo y cubierta con una
cupula transparente, cuyo propdsito era potenciar la liberacion de feromonas de
alarma y asi aumentar la recoleccion de veneno. Los vidrios que se colocan en la
trampa utilizada en este estudio pueden cumplir la funcién mencionada por los otros
autores.

Ensayo 4. Determinacion de la influencia del estado de madurez de las abejas
sobre la composiciéon del veneno

El cuarto ensayo se centr6 en comparar el porcentaje de melitina del veneno
cosechado en abejas maduras y jovenes resultado de la divisidon de colmenas, lo
que permitid distinguir entre abejas jovenes (< tres semanas aprox.) y maduras (>
tres semanas aprox.). Los resultados indicaron que las abejas jovenes presentaron
un mayor porcentaje de melitina en comparacion con las maduras (p < 0,05),
confirmando asi la hipotesis de que la edad de las abejas influye significativamente
en la composicién del veneno. Este hallazgo adquiere relevancia practica, ya que la
edad de las obreras al momento de la extraccion podria considerarse un factor
estratégico en la optimizacion del contenido de melitina. Bioldgicamente, las abejas
obreras nacen con el saco de veneno vacio y lo comienzan a sintetizar
progresivamente durante las tres primeras semanas de vida (Bridges & Owen, 1984;
Dotimas & Hider, 1987), periodo que coincide con el inicio de sus tareas fuera de la
colmena. La coexistencia de abejas de distintas edades dentro de una colmena
productiva (Wilson-Rich et al., 2014) representa una dificultad para estandarizar la
extraccion dirigida a una franja etaria especifica. Sin embargo, los resultados
sugieren que realizar la extraccion de apitoxina durante las horas del mediodia,
cuando las abejas maduras se encuentran pecoreando, podria aumentar la
proporcion de abejas jovenes en contacto con la trampa sin necesidad de dividir la
colmena. Aunque se realizO un ensayo que compard la extraccion en distintos
momentos del dia (diurno vs. nocturno), no se observaron diferencias significativas
ni en la cantidad de veneno recolectado (p = 0,15) ni en el porcentaje de melitina (p
= 0,75). Cabe destacar que dicho ensayo se llevd a cabo a finales del verano,
momento en que las colmenas del sur del pais suelen experimentar una disminucion
poblacional y una menor disponibilidad floral en el ambiente, lo cual podria haber
afectado la nutricién y fisiologia de la colonia de abejas (Arnold et al., 2013).
Ademas, es posible que las abejas hayan extendido su longevidad como estrategia
adaptativa para maximizar la recoleccion de recursos antes del invierno, por menos
disponibilidad floral y especificamente de polen (Mattila et al., 2007; Montenegro,
2016; Wilson-Rich et al., 2014).

La relacién entre tipo de trampa y edad de las abejas también resulta relevante. En
los ensayos previos, se observd que las trampas internas (alza y techo) recolectaron
mayor cantidad de veneno que la trampa de piquera, la cual es frecuentada
principalmente por abejas maduras. Si bien las diferencias en porcentaje de melitina
no fueron estadisticamente significativas, los promedios fueron mas altos en las
trampas internas, lo cual sugiere que estos dispositivos podrian estar recolectando
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veneno de abejas mas jovenes.

Diversas investigaciones han abordado la relacion entre edad y composicion del
veneno, aunque muchas veces sin considerar variables metodolégicas como el tipo
de trampa o el horario de extraccion. Estas variables pueden estar influenciadas
indirectamente por factores biolégicos, como la dindmica poblacional de la colmena
y el polietismo etario. En este contexto, la edad de las abejas podria constituir un
factor mas determinante que otros aspectos experimentales.

Por ejemplo, Baracchi et al. (2010) evaluaron la composicion del veneno de abejas
nodrizas, guardianas y pecoreadoras mediante MALDI-TOF, extrayendo veneno
directamente del aguijén. Sus resultados mostraron que las abejas nodrizas tenian
menor porcentaje de melitina en comparacion con las otras categorias de abejas
obreras, lo cual difiere de los resultados de esta tesis. Sin embargo, las diferencias
metodoldgicas, tanto en la obtencion de las abejas como en la extraccidon y analisis
del veneno, impiden una comparacioén directa. Un estudio mas antiguo, como el de
Bachmayer et al. (1972), también identificé la presencia de melitina y promelitina
entre los dias 8 y 10 de vida de las abejas, seguido de una disminucion de su
concentracion. Si bien este estudio no se extiende mas alla del dia 20, sus hallazgos
coinciden en parte con los observados en el presente trabajo. Por otro lado, Dong et
al. (2015) realizaron la comparacion de la composicion del veneno en el dia del
nacimiento de la abeja y el dia 25 de vida. La extraccion del veneno se realizo por
anestesia de las abejas con hielo, seguido de la extirpacién completa del aparato del
veneno con pinzas y el saco del veneno luego se centrifugd y se lavd con agua, al
sobrenadante se lo analizé por HPLC-IFD. Los autores reportaron un aumento
marcado de melitina si comparan ambas extracciones, sin embargo, visto que se
estudié la melitina en las abejas recién nacidas y se conoce que estas nacen con el
saco del veneno vacio, los valores iniciales bajos no resultan sorprendentes y no
invalidan la tendencia identificada en esta tesis (Bridges & Owen, 1984; Dong et al.,
2015; Dotimas & Hider, 1987).

En conjunto, los resultados presentados refuerzan la hipotesis de que la edad de las
abejas influye de manera significativa en la composicion de la apitoxina,
particularmente en el contenido de melitina. Esta relacion podria tener aplicaciones
practicas relevantes para el desarrollo de protocolos de extraccidon mas eficientes y
estandarizados, que apunten a maximizar la calidad del producto.

Si bien el presente trabajo representa un avance importante en esta direccion, aun
se requiere evidencia adicional. Estudios como el de Abreu et al. (2000), que
analizaron el contenido total de proteinas en abejas de distintas edades y los
autores, reportan que las abejas de mayor edad (28 dias de edad) tienen cantidades
de proteinas totales menores que en las abejas jovenes (desde 14 a 21 dias de
edad). Estos autores, plantean que esta variacion en la cantidad de proteinas totales
puede deberse a la degradacion o reabsorcidn de algunos componentes en el saco
del veneno. Esto induce la pregunta, de qué sucede con el veneno en abejas con
mas de treinta o cuarenta dias en por lo menos dos épocas del afo, una en
temporada apicola y otra fuera de la temporada. Para ello, el grupo de trabajo de
esta tesis, plantea abordar esta interrogante en futuras investigaciones. Se propone
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realizar un ensayo que dure por lo menos treinta y cinco dias, extrayendo veneno de
abejas de edad conocida y analizando su composicién mediante HPLC. El objetivo
sera caracterizar no solo el contenido de melitina, sino también otros componentes
relevantes como apamina, fosfolipasa A2 y el péptido degranulador de mastocitos,
lo cual permitira comprender con mayor precision la evolucion quimica del veneno a
lo largo del desarrollo de las obreras en Uruguay.

En este ensayo se analizé exclusivamente la concentracion de melitina presente en
el veneno de abejas, sin realizar la cuantificacion de la apitoxina cosechada en cada
grupo. Esta decisidon metodoldgica respondié a la hipotesis de que, en abejas
jovenes, ellas presumiblemente aun no han completado el saco de veneno, y se
esperaba que la cantidad total de veneno cosechado fuera naturalmente menor,
atribuible unicamente a un factor etario y no a condiciones experimentales o
ambientales externas.

Ensayo 5. Determinacion de la cantidad de apitoxina cosechada mediante el
uso de trampas de techo con diferentes areas

Con el objetivo de responder una interrogante practica sobre la influencia del area
de la trampa en la recoleccidn de veneno, se diseid un nuevo experimento que
evaluod diferentes areas activas de picado de la abeja en las trampas de techo. La
hipdtesis planteaba que la variacion en el area de exposicion no afectaria
significativamente la cantidad de apitoxina recolectada. Sin embargo, los resultados
obtenidos rechazan dicha hipdétesis, ya que solo la trampa que cubria el 100% del
techo produjo una cantidad significativamente mayor de veneno (p < 0,05).

Este experimento con fines productivos buscé optimizar el disefio de las trampas en
términos de manejo operativo. El trabajo con vidrios presenta diversas
complicaciones, como su fragilidad durante la manipulacion, el peso que representa
el transporte del material y el tiempo requerido para el raspado del veneno seco. Por
ello, se planted la posibilidad de reducir el area de exposicion sin comprometer la
cantidad de veneno recolectado. Sin embargo, los resultados indicaron que
unicamente la trampa de cobertura total es mas efectiva, lo que limita las
posibilidades de redisefo sin pérdida productiva.

En relacion con estos hallazgos, es pertinente comparar los datos obtenidos con los
reportados por Serrinha et al. (2019), quienes emplearon trampas de techo con
vidrios adjuntos y una area de exposicion de 1089 cm? obteniendo tras 16
extracciones una media de 272 mg de veneno recolectado. Es decir que por cada
extraccion de apitoxina obtuvieron 17 mg en promedio de apitoxina (272/16 = 17).
En contraposicion, en el presente estudio, la trampa que cubria el 100% del techo
tenia un area de 1620 cm?, y la media de apitoxina recolectada fue de 101,28 mg.
Las dimensiones de las trampas difieren, y la comparacion debe ser contextualizada
cuidadosamente. En primer lugar, entre ambos estudios, las diferencias en el area
de las trampas por tamafios y formas de las colmenas diferentes. En el estudio de
Serrinha et al. (2019), las colmenas eran de base cuadrada (33 x 33 cm), mientras
que en nuestro caso eran colmenas tipo Langstroth y las trampas activa eran de
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46,5 x 38 cm, teniendo en el primer caso un area activa de trampa de 1089 cm? y de
1620 cm? en el presente trabajo, lo que incompatibiliza la comparacion directa entre
los trabajos. Seguido que, el protocolo de extraccion también difiere
significativamente. Serrinha et al. (2019) realizaron extracciones durante una hora,
con una frecuencia de 16 extracciones mensuales durante un mes, siendo un
régimen intensivo de recoleccion y eso se puede haber visto reflejado en los
resultados que en promedio son muy bajos. Por el contrario, en el presente estudio
se llevo a cabo una unica extraccion, lo que naturalmente genera valores mas altos
de rendimiento.

Estas consideraciones ponen en evidencia que, si bien el area de la trampa influye
en la cantidad de apitoxina obtenida, la frecuencia de extraccion y el disefio del
ensayo son factores igualmente determinantes. No obstante, los resultados indican
que, bajo condiciones controladas y con una unica extraccién, maximizar el area de
exposicidon es indispensable para obtener rendimientos significativos en la cosecha
de veneno.

En este ensayo se realiz6 Unicamente la cuantificacion de la apitoxina cosechada,
sin analizar la concentracion especifica de melitina. Esta decision respondié al
objetivo de este ensayo, que fue evaluar el rendimiento en términos de cantidad
total de veneno recolectado. En este contexto, la variacion en la concentracion de
melitina no constituia una variable de interés, dado que se trabajé con colmenas que
se encontraban ubicadas en un mismo apiario, bajo condiciones ambientales y de
disponibilidad alimentaria similares, lo que permitia asumir que no existian
diferencias significativas en la composicion del veneno, particularmente en lo
referente a la proporcion de melitina. Por lo tanto, se consideré metodolégicamente
adecuado focalizar el analisis en la cantidad de apitoxina.

En conclusion de esta seccidén, los distintos ensayos desarrollados en esta
investigacion abordan diversos factores con impacto productivo en la produccion de
apitoxina, tanto en cantidad como en calidad medida a través del porcentaje de
melitina. Los objetivos especificos de la presente tesis buscan apuntar a responder
interrogantes relevantes para los productores, muchas de las cuales no estaban
claramente formuladas y/o abordadas desde la investigacién cientifica.

Uno de los principales aportes fue evaluar si el cubrir los vidrios colectores de
apitoxina con guantes de latex era una practica efectiva, ya que es recomendada
por algunos productores pero validacion cientifica era escasa (Hegazi et al. 2017;
Uruguay Miel, 2021). Los resultados obtenidos en trampas externas con vidrios
cubiertos por latex no evidenciaron mejoras en la cantidad ni en el porcentaje de
melitina. Por el contrario, los vidrios sin recubrimiento presentaron mejores
resultados, lo cual cuestiona su uso.

En cuanto al estudio del efecto del horario de extraccién (diurno o nocturno) sobre la
cantidad y porcentaje de melitina de la apitoxina cosechada, no se encontraron
diferencias significativas. Esto sugiere que la decisién del horario de extraccion
podria basarse en otros factores. Por ejemplo, por el comportamiento defensivo de
las colonias, durante la extraccidon diurna, es mas riesgoso para los animales y las
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personas en el entorno de las colmenas, mientras que en una cosecha nocturna
reduciria ese riesgo, ya que las abejas se tranquilizaran para el amanecer.

Aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
horarios, es importante destacar que los valores obtenidos, especialmente en el
porcentaje de melitina, fueron bajos (media de 37,76 y 36,63 %). Estos son valores
que se encuentran por debajo de lo reportado comunmente (40—-60% en base seca,
segun FAO, 2021). Estos valores bajos de melitina se observaron tanto en
extracciones diurnas como nocturnas, por lo que no creemos que no respondan al
horario en si, sino posiblemente al momento del afilo en que se realiz6 el ensayo, en
marzo, fuera de la temporada apicola. Una posible explicacién puede ser la
dinamica poblacional de las colmenas en esa época en el sur de Uruguay. En
particular, se plantea la influencia de la abeja diutina: una abeja obrera longeva que
aparece en momentos de escasez floral (no solo en invierno), y cuya fisiologia
podria afectar la composicién del veneno (Mattila et al., 2007; Omholt & Amdam,
2004). Estudios previos como el de Abreu et al.,, 2010 sefalan que estas abejas
pueden presentar veneno parcialmente degradado o reabsorbido, lo que coincide
con los hallazgos de la presente tesis.

El ensayo sobre los distintos tipos de trampas aport6é informacion valiosa para la
toma de decisiones productivas. Si bien este factor ha sido estudiado por diversos
autores, muchas veces resulta dificil comparar los trabajos existentes debido a la
grandes diferencias que existe en ellos como el empleo de distintos equipos de
extraccion, los protocolos de electroestimulacién usados, los tipos y ubicaciones de
las trampas, asi como la falta de informacion sobre el estado de desarrollo de las
colonias. Por ello, se consideré necesario estudiar este aspecto bajo nuestras
condiciones y con los tipos de trampas que suelen emplear los apicultores locales.
Los resultados obtenidos confirmaron que las trampas internas permiten recolectar
una mayor cantidad de veneno que las externas, sin detectar diferencias
significativas en su porcentaje de melitina. En particular, la trampas de techo
utilizada, fue un modelo disefiado a partir de referencias bibliograficas y adaptado
por la Facultad de Veterinaria. Estas trampas poseen un area activa de 1620 cm?y
presentan varias ventajas logisticas y de seguridad frente a otros tipos, como que
permiten trabajar de dia o de noche, incluso en dias nublados. También reducen la
actividad externa de la colmena sobre todo si se emplea por la noche, lo que
representa un beneficio en términos de seguridad para el entorno (animales o
personas). Los vidrios se colocan por encima de la parrilla metalica, lo que hace que
las abejas piquen y depositen su veneno en contra de la gravedad y esto colabora a
que la apitoxina depositada tenga menor acumulacién de contaminantes de los que
normalmente se encuentran con trampas como las externas.

Por otro lado, estas trampas también presentan ciertas desventajas. Los vidrios
utilizados son mas grandes (36 cm de largo por 15 cm de ancho) que los empleados
en trampas externas, lo que vuelve poco practico el uso de latex como recubrimiento
debido a la complejidad logistica de su colocacién. Sin embargo, dado que en esta
tesis se observd que los vidrios con recubrimiento de latex no ofrecen buenos
resultados para la cantidad de apitoxina o en el porcentaje de melitina, se
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recomienda no emplearlos tampoco en este tipo de trampa. Otra limitacion, puede
ser el costo de fabricacidon por la dimensién de la parrilla metalica (45 cm de largo y
36 cm de ancho) y la manipulacion de los vidrios, que suelen ser pesados y fragiles,
lo cual podria dificultar su implementacién a gran escala. En este sentido, en otro
ensayo de la tesis se evaluo la posibilidad de reducir el area activa de la trampa,
pero los resultados indicaron que al disminuir dicha area también se reduce la
cantidad de apitoxina cosechada, lo que en principio limita esta alternativa.
Finalmente, el ensayo sobre la maduracion de las abejas demostré ser uno de los
mas relevantes de la investigacion. Se observd que las abejas jévenes producen
una mayor concentraciéon de melitina que las abejas maduras. Este hallazgo permite
explicar parte de la variabilidad en la apitoxina reportada por otros estudios y
subraya la importancia de considerar la edad de las abejas como un factor critico en
la extraccion. Este hallazgo ayuda a interpretar algunos de los resultados obtenidos
en los otros ensayos, como los bajos niveles de melitina observados, y destaca la
necesidad de considerar el estado etario de la colmena en general al momento de la
recoleccion. Este conocimiento abre nuevas posibilidades para estandarizar
protocolos y mejorar la calidad del producto final. Para avanzar en esta linea, sera
necesario realizar estudios mas especificos, analizando la composicién del veneno
segun la edad de las abejas cada cinco dias, y comparando estos datos en distintos
momentos del afio (dentro y fuera de la temporada apicola).

Ademas de las implicancias practicas reportadas aqui, los hallazgos de esta tesis
permiten identificar nuevas preguntas de investigacién orientadas a la mejora
continua de la apitoxina como producto apicola de valor.
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CONCLUSIONES

Los ensayos llevados adelante en el marco de esta tesis buscaron responder
aspectos relevantes de la produccion de apitoxina que han sido poco considerados
y/o tratados superficialmente en la literatura cientifica. Los ensayos se realizaron en
colmenas en condiciones de produccion, uno de ellos en un apiario comercial en
Rivera y los restantes en el apiario experimental en el campo N°2 de la Facultad de
Veterinaria (UdelaR) en San José.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de la presente tesis
consideramos que: 1) Es desaconsejable la utilizacion del latex para cubrir los
vidrios de las trampas ya que no mejoran la cantidad ni el porcentaje de melitina de
la apitoxina cosechada ademas de generar un costo extra y el riesgo de dejar en la
apitoxina un contaminante muy alergeno como es el latex. 2) No hay diferencias en
la cantidad de apitoxina ni en el porcentaje de melitina respecto a si se cosecha de
dia o de noche, por lo que los apicultores pueden realizar indistintamente cualquiera
de ellas. 3) La trampa de techo mostré ser mejor que la externa en la cantidad de
apitoxina colectada, no existiendo diferencias entre las 3 trampas en el porcentaje
de melitina. 4) La apitoxina de abejas jévenes mostraron un porcentaje de melitina
mayor que las abejas maduras, lo que refuerza la idea de que la edad de las abejas
es un factor relevante en la variabilidad del porcentaje de melitina lo que podria
explicar el mayor porcentaje de melitina en trampas internas que externas por el
polietismo etario, y la diferencia que podemos encontrar a lo largo de la temporada,
de acuerdo a si hay una gran poblacion de abejas jovenes o si por razones de
disponibilidad de recursos o climaticas la reduccion de la cria ocasiona que las
abejas sean mas longevas (abejas diutinas). 5) La reduccion del area efectiva de la
trampa redujo la cantidad de apitoxina colectada y de acuerdo a esto deberia
mantenerse el area actual de la trampa.
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FACTORES DE INTERFERENCIA Y PERSPECTIVA DE MEJORA

Al inicio de esta tesis consideramos una temporada de cosecha de apitoxina basada
en que las colmenas estuvieran con una buena poblacién de abejas y una buena
actividad de colecta de recursos. Este periodo se extiende de octubre a abril en el
Campo Experimental N°2 de Facultad de Veterinaria ubicado en San José, con una
pausa en enero y febrero debido a la sequia de verano. En ningun ensayo
estandarizamos colmenas, como se realiza habitualmente retirando cuadros de cria
por nacer de colonias desarrolladas y aportando a las colonias menos desarrolladas,
ya que entendiamos que eso podria afectar la composicién etaria de las colonias y
por ende a los resultados ya que se estaria envejeciendo la poblacion de la colonia
donante y aportando muchas abejas jovenes a la colmena receptora, lo que hicimos
fue partir de un numero alto de colmenas y seleccionar aquellas que tenian un grado
de desarrollo similar. Sin embargo, el comportamiento de las colonias es diferente en
la primavera e inicio del verano que al final del verano e inicio del otofio. Esto nos
hace pensar que una misma colonia a lo largo de la temporada va a ir variando su
composicion etaria y por ende la composicion de la apitoxina colectada, de esta forma
posiblemente la edad de las abejas termine siendo un factor principal en la
variabilidad de la composicion de la apitoxina, y la mayor cantidad de abejas jévenes,
maduras, o longevas (diutinas) de una colonia va a ser una respuesta a la cantidad de
cria que se esté produciendo y a la cantidad de recursos que se estan colectando en
determinado periodo, por lo que se debe profundizar en esta linea, porque entender a
fondo este aspecto pasa a ser fundamental para el desarrollo de protocolos para la
produccion de apitoxina y para la biodirigir la composicién de la misma.

En funcién de lo anterior se considera que a) se debe repetir en primavera algunos
ensayos que se realizaron al final del verano e inicio del otofio a efectos de ver si de
ese modo se encuentran diferencias en el porcentaje de melitina en los distintos tipos
de trampa y en la cosecha diurna y nocturna; b) realizar el seguimiento del porcentaje
de melitina de la apitoxina colectada a un grupo de colmenas a lo largo de la
temporada, evaluada mediante analisis de imagenes el area de cria; c) en el periodo
final del verano a principio del otofio, evaluar el efecto de la estimulacién con jarabe y
la suplementacion proteica sobre el area de cria y el porcentaje de melitina de la
apitoxina colectada; d) recolectar apitoxina de abejas con edad conocida (ej. 7, 14,
21, 28, 35, 42 y 49 dias) para ver el porcentaje de cuatro componentes de la apitoxina
(melitina, apamina, fosfolipasa y péptido degranulador de mastocitos); €) trabajar con
abejas marcadas al nacer e introducidas en colmenas para establecer su duracion en
primavera e inicio del verano y finales del verano y principios del otofio.

Por otra parte, consideramos que se debe seguir estudiando la posibilidad de
disminuir el area de la trampa de techo con los siguientes ensayos: i) repetir el ensayo
comparando diferentes areas en condiciones de produccion comercial, donde una
trampa con los mismos vidrios es utilizada en varias colmenas, ya que en esas
condiciones las abejas van en mayor numero y mas rapido a la trampa una vez que
ya tiene apitoxina depositada y ii) aumentar el tiempo con la trampa encendida a
medida que se disminuye el area efectiva.
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