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Los abejorros del género Bombus son polinizadores clave que desempeñan un papel fundamental en la preservación de la biodiversidad y en la producción agrícola. En Uruguay, se
encuentran dos especies nativas, Bombus pauloensis y Bombus bellicosus, cuyas poblaciones están amenazadas por el uso de agroquímicos, la pérdida de recursos alimenticios y una
mayor susceptibilidad a patógenos. Diversos estudios han detectado la presencia de microsporidios, ácaros y virus ARN en las poblaciones de estos polinizadores, lo que puede afectar su
salud. Sin embargo, un buen estado nutricional y una microbiota intestinal equilibrada pueden mitigar estos efectos negativos. Este estudio se realizó con el objetivo evaluar cómo la
nutrición influye en la microbiota intestinal y en la salud de B. pauloensis y B. bellicosus. Para ello, se criaron colonias de ambas especies en el laboratorio bajo dos dietas nutricionales: una
basada en polen monofloral y otra en polen de diferentes especies vegetales. A través de técnicas moleculares como la secuenciación masiva y PCR en tiempo real, se determinó la
microbiota intestinal y la presencia de patógenos. Los resultados indicaron que ambas dietas eran adecuadas para el desarrollo saludable de las colonias, aunque Bombus pauloensis
mostró un mejor rendimiento, particularmente con una dieta monofloral. Se observó que el polen monofloral aumentó la riqueza de la microbiota intestinal en ambas especies, destacando la
abundancia de Gilliamella sp. Además, en B. bellicosus, la microbiota intestinal variaba según la casta, siendo más diversa en las reinas que en las obreras. Se detectaron patógenos del
tipo Nosema ceranae, unicamente en una muestra analizadas. Este estudio es el primero en abordar el impacto de la nutrición en la microbiota de abejorros sudamericanos y sugiere que la
alimentación es clave para la salud de estas especies en contextos agrícolas.
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Los abejorros del género Bombus son polinizadores esenciales de las zonas templadas y frías, desempeñando un rol clave en el mantenimiento de las comunidades vegetales y la
biodiversidad(1). Adicionalmente, junto con otros polinizadores, contribuyen en la producción agrícola mejorando la cantidad y calidad de diversos cultivos como frutas, verduras, legumbres,
y semillas(1,2). Especialmente por estas características, algunas especies de abejorros han sido criadas en cautiverio y sus colonias comercializadas. Los abejorros son insectos eusociales
que poseen ciclo anual, por lo que su presencia en la naturaleza se restringe a un determinado periodo del año(3). Es por ello que la posibilidad de obtener colonias desestacionalizadas ha
sido determinante en su uso como polinizadores de cultivos comerciales(4). Uruguay cuenta con la presencia de dos especies nativas, Bombus pauloensis y Bombus bellicosus(5) a partir de
las cuales se ha logrado obtener colonias en el laboratorio con éxito y a nivel regional la comercialización de B. pauloensis ya es un hecho(6). En la actualidad estamos transitando lo que la
FAO denominó como “crisis de polinizadores”. Entre los principales factores que afectan a las poblaciones de polinizadores se encuentran el uso excesivo de agroquímicos, fragmentación
de los hábitats, la pérdida de sitios de anidación y la poca disponibilidad de recursos alimenticios(7,8). Los abejorros, al igual que las demás especie de abejas, se alimentan
exclusivamente de néctar (fuente de carbohidratos) y polen (fuente de proteínas) y para asegurar su adecuada nutrición necesitan visitar numerosos recursos florales(3). Diversos estudios
han reportado que la nutrición en abejorros se relaciona directamente con la fisiología, morfología y comportamiento tanto a nivel individual como colonial. Las larvas de abejorros presentan
gran demanda proteica(9). La cantidad y calidad de alimento recibida en esta etapa afecta directamente el tamaño corporal de las obreras(10). Si bien se ha comprobado que esta
aracterística no incide en la división de tareas(11), el tamaño de las obreras afecta el comportamiento de pecoreo(12,13). Los abejorros tienen la capacidad de reconocer el valor energético
del polen de las diferentes especies vegetales y variar sus preferencias florales(14–16). Por otro lado, se ha reportado que el estrés nutricional en etapas iniciales del ciclo puede tener
efectos irreversibles determinado la supervivencia de la colonia(10). Específicamente en las reinas puede afectar su capacidad reproductiva ya que el correcto desarrollo de los ovarios
tiene alto costo energético(15). Entre los efectos más importantes que tiene una adecuada nutrición en los abejorros está el mantenimiento de una buena condición sanitaria. En este sentido
los abejorros son hospederos de diferentes grupos de parásitos, patógenos y virus, algunos específicos del género Bombus y otros compartidos con diferentes especies de insectos(17–20).
En poblaciones locales de B. pauloensis se ha detectado la presencia de los virus ARN, Virus de la parálisis aguda (ABPV), Virus de las celdas reales negras (BQCV), Virus de las alas
deformes (DWV) y Virus de la cría ensacada (SBV)(20). Otro grupo de patógenos importantes son los microsporidios de los géneros Nosema y Tubilonosema, que habían sido reportados
anteriormente en B. pauloensis y B. bellicosus(20–22). Especialmente la infección de éstos patógenos tiene una estrecha relación con el estado nutricional de sus hospederos ya que éstos
se alojan en el intestino y entre la sintomatología que provocan se encuentran trastornos digestivos tales como, deficiencia de asimilación de nutrientes y diarreas, entre otros efectos.
Estudios realizados en abejas melíferas han demostrado que un adecuado estado nutricional es clave para disminuir los daños causados por estos patógenos(23–25). En la búsqueda de
posibles estrategias para mitigar la pérdida de polinizadores diversos estudios se han enfocado en profundizar en el conocimiento de la microbiota de los abejorros(26–29). Éstas bacterias
intestinales simbióticas son altamente benéficas, por ejemplo aseguran una correcta función digestiva optimizando la asimilación de nutrientes y protegen a su hospedero contra los
patógenos. Por ejemplo, las bacterias del ácido láctico forman una capa protectora en el epitelio intestinal que actúa como defensa frente a patógenos(26). También influyen en el
comportamiento del hospedero, el desarrollo, la reproducción y la salud en general. La microbiota de las especies de abejorros está determinada por diversos factores como la genética, la
dieta, el intercambio con otros miembros de la colonia y la adquisición de la bacterias de la reina fundadora(27,28). Los estudios realizados en la microbiota en abejorros se han centrado en
especies europeas, norteamericanas y asiáticas(26–28), especialmente en Bombus terrestris (especie mayormente comercializada e introducida en varios países). En ellos se evidencia que
las diferentes especies de abejorros poseen microbiotas diferentes, las cuales varían en composición y riqueza de las bacterias que la componen. Se han detectados tres grandes grupos
centrales: Gilliamella, Snodgrassella y Lactobacillus(28,29). Algunas de ellos están asociadas a la resistencia frente a patógenos, tal es el caso de Snodgrasella que se asocia
negativamente con la presencia de Chritidia bombi (patógeno intestinal) y con la infección de Nosema bombi(26). Esta bacteria actúa formando una pared a nivel del epitelio intestinal que
actúa como defensa a los patógenos mencionados, preservando las funciones digestivas de los abejorros. Por otro lado, las variaciones en la composición microbiana responden a cambios
fisiológicos en las diferentes castas(28,29). Los grupos centrales mencionado anteriormente son más abundante en obreras que en machos y reinas. En machos se ha visto variaciones de
acuerdo a si han participado en eventos reproductivos o no(28). En reinas la microbiota ve afectada su composición a lo largo de su vida de acuerdo a eventos reproductivos (madurez
sexual, oviposición) o fisiológicos (por ejemplo, asociados a la hibernación y pos-hibernación)(29).
En este proyecto se plantea profundizar en el rol de la nutrición en la microbiota y en la sanidad de B. pauloensis y B. bellicosus. Los resultados que se obtengan permitirán establecer
como el deterioro en la nutrición proteica (por ej. Ante la pérdida de ofertas florales) puede afectar a las poblaciones de abejorros. En este sentido, cabe destacar que B. bellicosus se
encuentra dentro de la lista de las especies en riesgo de extinción y hasta el momento, las causas de esta situación han sido poco estudiadas(30,31). 
El objetivo general de este proyecto es determinar cómo la nutrición (polen mono y polifloral) afectan la composición de la microbiota intestinal y la salud de los abejorros Bombus
pauloensis y Bombus bellicosus, en diferentes castas y condiciones de cría. 

Describir y justificar la estrategia o metodología seleccionada para alcanzar los objetivos específicos. Brindar detalles que permitan valorar si el abordaje propuesto es adecuado (ejemplo,
estrategia de muestreo; tamaño muestral; validación previa de herramientas a utilizar; análisis estadístico a emplear). En este estudio se plantea estudiar el efecto de la nutrición en la
composición de la microbiota y en la salud de los abejorros. Para ello se analizarán obreras obtenidas mediante cría artificial alimentadas con polen monofloral (de Eucalyptus grandis) y
polifloral. Los resultados se compararán con los obtenidos de reinas fecundadas al salir de la hibernación y obreras colectadas en el campo. A comienzos de la primavera se colectarán no
menos de 60 reinas de abejorros al salir de la hibernación. Cinco reinas de cada especie serán conservadas a -20ºC hasta su posterior análisis. Las restantes reinas se utilizarán para
desarrollar colonias de abejorros en la Sección Etología de la Facultad de Ciencias. Al final del verano se colectarán en la misma zona 10 abejorros de ambas especies y se conservarán
(-20ºC) y posteriormente se analizarán. Las reinas colectadas en el campo (no menos de 30 de cada especie) se criarán en laboratorio siguiendo la técnica descrita por Salvarrey et al.
(2013)(6).
Las reinas se colocarán dentro de cajas de madera con paredes de vidrio de 5x10x10cm con una masa de polen (1cm diámetro) y jarabe de azúcar (1:1, peso:volumen). Cuando aparezcan los
“bolsillos” (reservorio alimentación de larvas) serán llenados de una pasta de polen y jarabe de azúcar. Los individuos que emerjan serán identificados. Cuando la colonia tenga en torno a 7
obreras se traspasarán a una caja más grande de 30x25x15 diseñadas para albergar una colonia de abejorros y que cuenta con un dispensador de jarabe interno. Las colonias se criarán
bajo dos regímenes alimenticios: un grupo con polen monofloral (E. grandis) y el otro con polen polifloral. El polen de Eucalyptus spp. se seleccionó como polen de bajo valor nutricional ya
que estudios previos han mostrado que posee bajo porcentaje de proteína, bajo contenido de lípidos, de ácidos grasos omega3 y deficiencia en isoleucina(24,34–36,41). Adicionalmente, se ha
constatado que los abejorros en sus viajes de pecoreo poseen una gran preferencia por E. grandis(42). Cuando las colonias comiencen el desarrollo, se extraerán 3 individuos que tengan 7
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días de edad de 10 colonias de cada especie, junto a las reinas y se mantendrán -20ºC hasta su posterior análisis. Durante la cría en cautiverio se registrará el consumo de jarabe y polen
consumido por cada colonia. También se evaluará el número de oviposiciones por parte de la reina y el desarrollo de las colonias. Por otro lado, al finalizar la etapa de cría, se determinará
el tamaño de las obreras y el peso de las mismas. La actividad de cría en cautiverio finaliza por un lado cuando la colonia llega a una población de 40 obreras, lo que garantiza la
supervivencia en el campo alimentándose por sí misma. El polen monofloral que recibirán la mitad de las colonias de B. atratus y B. bellicosus se obtendrá en otoño colectando el polen
corbicular de abejas melíferas de colmenas trasladadas a forestaciones de esta especie de eucalipto. El polen polifloral se obtendrá en primavera colectando el polen corbicular de abejas
melíferas de colmenas emplazadas en diferentes lugares los que luego serán mezclados. Ambos tipos de pólenes serán aportados por apicultores a los que se les darán trampas caza
polen de piquera.
Con el fin de confirmar el origen botánico de los diferentes pólenes, se realizará un análisis palinológico. Mediante microscopia óptica (400X) se identificarán al menos 1200 granos de polen
de cada muestra mediante la comparación con una colección de referencia. El porcentaje de cada especie botánica se calculará en relación al total de granos de polen identificados(43).
Se determinará también el porcentaje de proteínas de ambos tipos de pólenes mediante el método de digestión ácida de Kjeldahl(36) en el laboratorio de Nutrición Animal de INIA-La
Estanzuela. Para evitar la transmisión de microorganismos, el polen será irradiado en el Laboratorio Tecnológico del Uruguay (33 kGy). Posteriormente se mezclará con jarabe de sacarosa
al 50% para preparar una masa homogénea (proporción 15:1 polen - jarabe), la cual será administrada diariamente a los abejorros.
Los individuos se esterilizarán superficialmente mediante inmersión en una solución de hipoclorito 1% durante tres minutos y posterior enjuague con agua destilada(38). Posteriormente se
extraerá el intestino de cada individuo utilizando una pinza estéril. En el caso de las obreras se juntarán en una sola muestra los tres intestinos extraídos. Se realizará la extracción de
ADN de acuerdo al protocolo recomendado por Zhou et al. (1996)(44). El ADN obtenido se cuantificará en NanoDrop y las muestras se estandarizarán a una concentración de 10 ng/&#956;l.
Una alícuota del ADN total obtenido se enviará a University of Minnesota Genomics Centre (UMGC), donde se realizará la secuenciación de la región V3-V4 del ARNr16S empleando la
Posteriormente se realizará el análisis bioinformático de las secuencias obtenidas empleando el software QIIME II(38), y las recomendaciones realizadas por Engel et al. (2013)(23,25,37).
Una alícuota del ADN obtenido de cada individuo se empleará para detectar la presencia de los patógenos Nosema ceranae, Nosema apis y Lotmaria passim, mediante PCR empleando
primers específicos para la detección de estos patógenos(23,25,45,46). Nutrición y desarrollo de las colonias: La comparación entre grupos y entre especies se realizarán aplicando
métodos de Chi-cuadrado y de análisis de varianzas de acuerdo a las naturaleza de las variables medidas. La relación de las variables se determinará aplicando un modelo lineal general y
en casos donde se pretenda identificar los elementos de diferenciación se aplicará modelos lineales generalizados.
Microbiota.- Se analizarán los índices de diversidad alfa (para comparar la diversidad de cada muestra) y beta (para comparar la diversidad entre muestras). A la vez se comparará la
abundancia relativa de las OTUs en los distintos grupos mediante análisis exploratorios de las distancias UniFrac ponderadas. Para determinar las diferencias en composición y abundancia
en la microbiota de los diferentes grupos, se emplearán los softwares DESeq2 y LEFse.
Patógenos- Los diferentes grupos de abejorros que presenten patógenos serán analizados utilizando Chi cuadrado y los niveles de infección se contrastarán utilizando métodos no
paramétricos como Kruskal- Wallis. Los análisis estadísticos se realizarán en el software R

El estudio analizó el impacto de dos tipos de dietas de polen en el desarrollo, sanidad y microbiota de colonias de dos especies de abejorros nativos de América del Sur, Bombus pauloensis
y Bombus bellicosus, criados en condiciones de laboratorio. El principal objetivo fue comprender cómo la calidad y diversidad del polen afectaban la oviposición, el desarrollo de las
obreras, la salud general de las colonias y su microbiota intestinal.
Los resultados mostraron que ambas dietas fueron adecuadas para lograr la oviposición y la emergencia de obreras, con un éxito del 55%. No se encontraron diferencias significativas
entre las dos especies en términos de éxito en la oviposición (?² = 0.57, df = 1, p = 0.45). A los 40 días de iniciada la cría, se contabilizaron y analizaron las celdas en diferentes etapas de
desarrollo (huevos, larvas y pupas), así como el número de bolsillos alimenticios en cada uno de los cuatro grupos. Ninguno de estos parámetros mostró diferencias significativas entre
especies o tratamientos.
En cuanto al número de obreras, la dieta no fue un factor significativo para ninguna de las especies. Sin embargo, al comparar las especies alimentadas con la misma dieta, se encontraron
diferencias significativas. B. pauloensis produjo más obreras que B. bellicosus tanto con la dieta monofloral como con la polifloral (p < 0.05 para ambas).
El tiempo transcurrido desde la oviposición hasta la emergencia de la primera obrera fue similar entre las especies, aunque mostró una tendencia marginalmente significativa a ser menor
en B. pauloensis alimentada con dieta monofloral. Para esta especie, el tiempo promedio de emergencia fue de 24,29 días con la dieta monofloral y 27,14 días con la dieta polifloral. En B.
bellicosus, los tiempos fueron de 27,38 días para la dieta monofloral y 28,23 días para la polifloral. Estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (p = 0.05), aunque hubo una
ligera tendencia hacia un desarrollo pre-imaginal más corto en B. pauloensis con la dieta monofloral.
Las obreras de B. pauloensis alimentadas con polen monofloral alcanzaron pesos significativamente mayores (0.15 ± 0.05g; n = 104) en comparación con aquellas alimentadas con polen
polifloral (0.12 ± 0.04g; n = 139) (p < 0.0001). En cambio, en B. bellicosus, la dieta no influyó en el peso de las obreras. Al comparar los pesos de obreras de las diferentes especies
alimentadas con la dieta monofloral, las de B. pauloensis fueron significativamente más pesadas (p < 0.001). No se observaron diferencias significativas en el peso de las obreras entre las
especies cuando fueron alimentadas con la dieta polifloral.
Estos resultados fueron inesperados, ya que el polen monofloral contenía menos diversidad botánica y menos nutrientes esenciales para las abejas, como lípidos y proteínas. La hipótesis
inicial asumía que una dieta de menor calidad nutricional afectaría negativamente el desarrollo de las colonias, pero los datos rechazaron esta idea. Por otro lado, en B. bellicosus, no se
observaron diferencias significativas en ninguno de los parámetros medidos entre las dietas. Esto sugiere que las dos especies tienen diferentes necesidades nutricionales y estrategias
de adaptación a su entorno, siendo B. pauloensis más eficiente en aprovechar los recursos limitados de la dieta monofloral.
El estudio destacó que, aunque B. pauloensis y B. bellicosus se alimentaron con la misma dieta, las primeras lograron una mayor cantidad de obreras en las primeras etapas del ciclo de
vida, así como un mayor peso en las obreras alimentadas con polen monofloral en comparación con B. bellicosus. Este hallazgo respalda la idea de que B. pauloensis tiene una mayor
capacidad de adaptación a las condiciones nutricionales reducidas, posiblemente debido a su mayor distribución geográfica en América del Sur, lo que le habría permitido desarrollar una
mayor flexibilidad en la utilización de recursos alimenticios. En cambio, B. bellicosus, que se encuentra en peligro de extinción y tiene una distribución más limitada, mostró una menor
capacidad de respuesta a los cambios en la calidad de la dieta.
A nivel sanitario, el único patógeno detectado en las colonias fue el microsporidio Nosema ceranae, encontrado en una colonia de B. pauloensis alimentada con dieta monofloral. No se
detectaron otros patógenos como Nosema apis, Nosema bombi ni Lotmaria passim, lo que indica un buen estado de salud en las colonias criadas en cautiverio. Las medidas de manejo, como
la irradiación del polen y la limpieza constante de los residuos, pudieron haber contribuido a minimizar la presencia de enfermedades.

Respecto al impacto de las dietas en la microbiota intestinal de las colonias, se analizaron mediante secuenciación de 16S rRNA las bacterias presentes en las reinas y obreras de ambas
especies, alimentadas con dietas monofloral y polifloral. Los resultados revelaron que las dietas tienen una incidencia en la composición de la microbiota. En particular, el polen monofloral
aumentó la riqueza de la microbiota intestinal en ambas especies, así como la abundancia de Gilliamella sp.. Sin embargo, se observó que las reinas alimentadas con polen polifloral tenían
una diversidad de géneros bacterianos disminuida, lo cual podría tener implicaciones para la salud y desarrollo de las colonias, aunque este hallazgo no fue corroborado con los resultados
de desarrollo obtenidos en este trabajo. 
Entre los géneros bacterianos más abundantes en las colonias se encontraron Snodgrassella, Gilliamella, Bombilactobacillus y Bifidobacterium, todos conocidos por su papel en la digestión
y la protección de las abejas frente a patógenos. Un hallazgo interesante fue la asociación entre la microbiota intestinal y el desarrollo corporal de las obreras de Bombus pauloensis,
donde se encontraron diferencias en el peso de las obreras. Las bacterias de los géneros Enterobacteriaceae y Sphingomonas se asociaron positivamente con un mayor peso corporal en las
obreras alimentadas con polen monofloral, mientras que Gilliamella mostró una correlación negativa. Esto sugiere que ciertos taxones bacterianos pueden influir en la capacidad de las
abejas para procesar los nutrientes de la dieta, afectando su crecimiento y desarrollo. En las reinas, la dieta polifloral y la presencia de Lactobacillus tuvieron una relación positiva con el
peso corporal, indicando que las reinas pueden beneficiarse de una mayor diversidad y calidad nutricional en sus dietas. Solo la microbiota intestinal de las diferentes castas de B.
bellicosus mostró diferencias, con las reinas teniendo una microbiota intestinal más diversa que las obreras. 
Estos resultados sugieren que la nutrición influye en la abundancia de componentes clave de la microbiota intestinal en B. pauloensis y B. bellicosus. Esto contribuye a la comprensión de la
influencia de la intensificación agrícola en la salud de Bombus spp. y cómo estas especies pueden adaptarse a diferentes condiciones ambientales. Además, estos hallazgos enfatizan la
importancia de utilizar una amplia variedad de especies como modelo para entender el impacto de la nutrición en el desarrollo y la salud de las colonias del género.

Este estudio proporciona información valiosa sobre el impacto de las dietas de polen en el desarrollo, salud y microbiota de colonias de Bombus pauloensis y Bombus bellicosus, nativas de

Resultados, análisis y discusión

Conclusiones y recomendaciones

3 / 8  



América del Sur. A pesar de que ambas dietas (monofloral y polifloral) fueron adecuadas para la oviposición y la emergencia de obreras, los resultados revelaron diferencias significativas
entre las especies en términos de rendimiento, con B. pauloensis mostrando una mayor capacidad para producir obreras y alcanzar pesos superiores bajo la dieta monofloral. Estos
hallazgos sugieren que B. pauloensis es más adaptable a condiciones nutricionales limitadas, lo que podría ser una ventaja evolutiva, dado su rango geográfico más amplio.
La investigación también destacó la importancia de la microbiota intestinal, indicando que la calidad y diversidad de la dieta influyen en la composición bacteriana de las colonias. Mientras
que una dieta polifloral promovió una mayor diversidad bacteriana en las obreras, la disminución de la diversidad en las reinas alimentadas con polen polifloral plantea interrogantes sobre
la salud reproductiva de las colonias. La presencia del patógeno Nosema ceranae en B. pauloensis y la ausencia de otros patógenos reflejan un estado general de salud positivo, pero
subrayan la necesidad de un manejo cuidadoso en condiciones de cría.
Los resultados del estudio contribuyen a la comprensión de los requerimientos nutricionales específicos de cada especie de abejorro, lo cual es fundamental para optimizar su uso en
programas de polinización comercial y en estrategias de conservación. Dada la crisis de los polinizadores, es esencial diseñar paisajes agrícolas que no solo aumenten la diversidad de
plantas, sino que también garanticen la calidad nutricional de los recursos florales.
Finalmente, este trabajo resalta la relevancia de realizar estudios adicionales sobre la biología nutricional de B. bellicosus, una especie en peligro de extinción y con una distribución
geográfica limitada, para identificar sus necesidades específicas y mejorar su manejo en cautiverio. La información obtenida tiene implicaciones significativas para el desarrollo de
prácticas de conservación y la sostenibilidad de la polinización en entornos agrícolas, asegurando así la preservación de estas especies vitales para los ecosistemas.
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