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Efecto de tres tipos de polen en el desarrollo ovérico de obreras del abejorro Bombus
impatiens Cresson (Hymenoptera: Apidae) en condiciones de laboratorio

Ana Cecilia Trabanino Pino

Resumen. El desarrollo de 6rganos sexuales en insectos es un proceso en parte limitado por
nutrientes. En abejorros del género Bombus Latreille, el desarrollo de dichos 6rganos esta
ligado directamente al consumo de polen, debido a que el polen es la fuente principal de
proteina disponible para estos individuos en la naturaleza. El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto de tres tipos de polen (Trifolium spp., Solidago spp. y polen mixto) y
el efecto de dietas con presencia y ausencia de polen en el desarrollo ovarico de obreras del
abejorro Bombus impatiens Cresson. El estudio se realizé en en la Universidad Estatal de
Ohio, Estados Unidos. Se establecieron 12 microcolonias sin reina, con tres obreras de B.
impatiens por microcolonia, durante cinco semanas. Durante el estudio, los abejorros fueron
expuestos a cuatro tratamientos; 1. con polen de Trifolium spp., 2. con polen de Solidago
spp., 3. con polen mixto sin identificar, y 4. sin polen; cada tratamiento tuvo tres
repeticiones, teniendo en total 12 microcolonias. Al finalizar la quinta semana, los abejorros
fueron congelados y posteriormente disectados para medir y evaluar los ovarios. La
exposicion a los tipos de polen no present6 ninguna diferencia en el desarrollo de los ovarios
de los individuos. Al evaluar el efecto de dietas con presencia y ausencia de polen, los
abejorros con dietas expuestas a polen tuvieron mayor desarrollo de los ovarios.

Palabras clave: Microcolonias, érganos sexuales, proteinas.

Abstract. Development of sexual organs in insects is a nutrient limited process. In bees
belonging to the genus Bombus Latreille, the development of sexual organs is directly
bounded to pollen consumption, being pollen the principal protein source available for bees
in nature. The objective of the study was to determine the effect of different types of pollen
(Trifolium spp., Solidago spp., and mixed pollen) and the effect of diets with presence and
absence of pollen in the ovarian development of worker bumble bees Bombus impatiens
Cresson. This study took place in the Reed Johnson laboratory, at The Ohio State
University, United States. Queenless microcolonies were established with three worker
bumble bees B.impatiens per microcolony, during a five-week period. During the study, the
bumblebees were exposed to four different treatments; 1. Trifolium spp. pollen, 2. Solidago
spp. pollen, 3. Mixed pollen and 4. No pollen, every treatment had three repetitions having
a total of 12 microcolonies. After five weeks, the bumblebees were froze and dissected in
order to measure and evaluate the ovaries of each bee. The exposure to different types of
pollen did not demonstrate differences between the ovarian development in bees. When we
evaluated the effect of diets with presence and with absence of pollen, bees feeding on diets
with presence of pollen had the greatest ovarian development.

Key words: Microcolonies, protein, sexual organs.
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1. INTRODUCCION

Los animales que viven en grupos, comunmente, se especializan en diferentes tareas; en
insectos, esta division de labores es caracteristica en especies sociales del orden
Hymenoptera (Nelson et al. 2007). La division de labores facilita la ejecucién de varias
actividades al mismo tiempo (Jandt et al. 2009). Entre todas las labores que lleva el grupo,
las labores reproductivas son consideradas las mas importantes (Wilson 1978).

Los insectos del género Bombus son abejorros eusociales, caracterizados por estar divididos
en castas de miembros reproductivos y no reproductivos. Las labores reproductivas estan a
cargo de un solo miembro del grupo, en este caso, la reina es la responsable. Esta hembra
dominante cumple con diversas labores para asegurar su futura descendencia,
principalmente oviposita. Las obreras, hembras ayudantes esteriles, se enfocan en el
mantenimiento y conservacion de la colonia y en forrajeo para obtencion de alimentos
(Human et al. 2007). Sin embargo, la reina no es la Unica dentro del grupo con capacidades
reproductivas, en la mayoria de las especies, las obreras tienen ovarios funcionales y a la
vez inhabilitados, debido a la produccion de feromonas liberadas por la reina (Human et al.
2007).

Estudios anteriores por Duchateau y Velthuis 1989, revelan que la reina tiene dos efectos
sobre la reproduccion de sus obreras: 1) mediante supresion de los ovarios de estas durante
los primeros dias de dominancia de la reina en la colmena y 2) por medio de la prevencion
de oviposicién de obreras a lo largo de su dominancia en la colmena. A pesar de los efectos
que la reina tiene hacia sus obreras, existen varios factores que pueden influenciar el
desarrollo ovérico y oviposicion de una obrera; tamafio del grupo, tiempo expuestas a
forrajeo, ausencia de la reina y nutricion del individuo (Duchateau y Velthuis 1989).

La nutricion es un factor determinante dado que el desarrollo ovarico asi como la oogénesis,
son procesos limitados por nutrientes e iniciados solamente cuando se tienen los recursos
necesarios para el desarrollo de los huevos (Wheeler 1996). En términos nutricionales, el
alimento de un abejorro consiste de polen y néctar/miel. El néctar/miel es un carbohidrato
mientras que el polen es la fuente principal de proteina en el ciclo de vida de todas las
especies de abejas y es una fuente esencial para el desarrollo normal y crecimiento de un
individuo (Plowright y Pendrel 1977). Asi mismo, el polen es considerado precursor del
desarrollo de organos sexuales y capacidades reproductivas de un individuo.

La reina y las obreras son anatomicamente iguales, solo se diferencian en tamarfio, siendo
la reina mas grande. En respecto al sistema reproductivo (reina u obreras) consta de dos
ovarios, dos oviductos laterales, un oviducto medio, un complejo de la espermateca, vagina,
bursa copulatrix y abertura genital. Los ovarios se subdividen en pequefias unidades



Ilamados ovariolas, en donde se lleva a cabo el proceso de oogenesis (produccién de
huevos). Todas las hembras de Bombus impatiens tienen ocho ovariolas, cuatro por ovario
(Amsalem et al. 2015).
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Female insect reproductive system

Figura 1. Sistema reproductivo de un insecto hembra
Fuente: http://cronodon.com/images/insect_female_reproductive_system_labeled.jpg

El polen es una fuente de proteina, lipidos, vitaminas y minerales y varia considerablemente
en diferentes especies de plantas. De Groot (1953) determind que los 10 amino acidos
esenciales para el desarrollo de una abeja son arginina, histidina, lisina, triptéfano,
fenilalanina, metionina, treonina, leucina, isoleucina y valina.

El polen es el gametofito masculino de las plantas, se encuentra en las anteras de las flores
y es producido para fertilizar 6rganos femeninos. La disponibilidad de este producto para
los abejorros es amplia, debido a que los abejorros son generalistas. Sin embargo, su
disponibilidad depende de factores como la época de floracion y la relacién costo/beneficio
que se pueden obtener del polen. Al momento de forrajeo, el individuo gasta energia, la
cual debe ser compensada con calidad y cantidad de polen, esto es un factor determinante
para definir si el abejorro volvera a la misma fuente por polen. La calidad de una fuente de
polen puede variar ampliamente desde 2.5 — 61.0% de contenido proteico disponible
(Roulston et al. 2000), por lo cual convierte el polen en alimento esencial en la dieta de los
abejorros.

Este estudio se enfocé en determinar; 1. El efecto de los diferentes tipos de polen (Solidago
spp., Trifolium spp., y polen mixto sin identificar), en el desarrollo ovarico de obreras
Bombus impatiens y 2. El efecto de dietas con presencia y ausencia de polen en el desarrollo
ovarico de las obreras Bombus impatiens en microcolonias sin reina, durante un periodo de
cinco semanas.



2. MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se establecié una colonia de abejorros B. impatiens obtenida de la empresa
Koppert Biological Systems, Ann Arbor, Michigan, Estados Unidos. Esta colonia se ubico
en el cuarto no. 19, (5 x 5 my 2 m de alto, a temperatura de 27 °C y humedad relativa de
65%), del invernadero tres de Thorne Hall, de la Universidad Estatal de Ohio, Estados
Unidos. Aqui permanecieron nueve dias, desde el 23 de enero hasta el 1 de febrero del 2016.
En este lugar tuvieron alimento ad libitum a traves de comedores artificiales.

Tratamientos. El estudio consistio en cuatro tratamientos, los cuales fueron:
1. Polen de Trifolium spp. y sirope de agua con azUcar 1:1.

2. Polen de Solidago spp. y sirope de agua con azucar 1:1.

3. Polen mixto sin identificar y sirope de agua con azucar 1:1.

4. Sirope de agua con azUcar 1:1.

Se utilizo especificamente polen de Trifolium spp., polen de Solidago spp., y polen mixto
sin identificar, para el estudio debido a la disponibilidad de los mismos en el laboratorio.
Todo el polen utilizado fue colectado por Apis mellifera.

Estructura de microcolonias. Las microcolonias fueron elaboradas en el laboratorio del
Dr. Reed Johnson en la Universidad Estatal de Ohio y tenian una medida de 23 cm de largo
x 15 cm de ancho y una altura de 18 cm. Estas estructuras fueron elaboradas usando madera
en la parte inferior, superior, anterior y posterior y con tejido malla alambre de 10 mesh en
las paredes laterales, el proposito de utilizar el tejido malla alambre fue facilitar la
observacién de las microcolonias. La pared anterior de la estructura fue disefiada con un
orificio de 5.7 cm de diametro, en el cual se introdujo el nido (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de microcolonia, nido y comederos artificiales.

Nido. Los nidos fueron elaborados usando vasos de poliestireno de 5.7 cm de didmetro
inferior, 9.5 cm de didmetro superior y 12 cm de altura. La parte inferior del vaso fue
sustituida por tejido malla alambre de 10 mesh, al cual se le hizo un agujero de 2 cm de
didmetro como salida de vuelo.

En el interior del vaso se coloco una base de cartén de 10 cm de largo x 8.5 cm de ancho
de forma horizontal, paralela a la base de la estructura. Se prepard una celda artificial
compuesta de cera de abeja y polen molido para estimular individuos a formar sus propias
celdas, no obstante, dentro de la celda artificial se colocd alimento para los individuos en
el periodo de anidacion. Esta celda artificial fue colocada en la base de cartdn junto con dos
trozos de algoddn de aproximadamente 2 cm de diametro, para dar una simulacién completa
del nido en el cual fueron criadas. La parte superior del vaso, de 9.5 cm de didmetro, se
cubrié con una tapadera de polietileno transparente de 9.5 cm de diametro para poder
observar el comportamiento de las obreras en el nido (Figura 3).
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Figura 3. Vista interna de la estructura de la microcolonia hacia el nido.

Comederos artificiales. Se disefiaron comederos artificiales en las microcolonias para
proveer alimento al insecto. EI comedero para el sirope se hizo utilizando una copita de
poliestireno, como reservorio, de 4 cm de altura y 3 cm de didmetro, con su respectiva
tapadera de 3 cm de diametro. En la tapadera se le hizo una cortadura en el centro, de 1 cm,
con un bisturi y se colocé una varilla de algodon dental de 5 cm. Para el polen se utilizé un
plato Petri plastico de 5 cm de didametro y 0.5 cm de altura, en donde se proporcioné 3 g del
respectivo polen.

Figura 4. Vista interna de la microcolonia y los comederos artificiales.



Elaboracion de microcolonias sin reina. Las obreras ubicadas en el cuarto del invernadero
fueron colectadas usando un recipiente de poliestireno de 18 cm de altura y 13 cm de
diametro con su respectiva tapadera. Se colectaron 36 individuos y seguidamente fueron
introducidos en las estructuras. Cada microcolonia const6 de una estructura, nido, dos
comederos artificiales para el sirope de agua y azUcar 1:1 y para el polen (a excepcion de
tres microcolonias las cuales no estaban expuestas a polen, por ende solo tenian un
comedero) y tres obreras. Se elaboraron 12 microcolonias, de las cuales 9 fueron expuestas
a diferentes tipos de polen y sirope, mientras que las tres restantes no fueron expuestas a
polen, solamente a sirope.

Anidacién. Se introdujeron tres individuos en el nido artificial y la salida de vuelo fue
sellada por 48 horas con el fin de estimular el proceso de anidacion. Se colocaron 0.5 g de
polen en el carton, y 1.5 g de sirope adentro de la celda artificial en el carton para evitar
estrés por falta de alimento. Todas las microcolonias fueron anidadas el mismo dia, a
temperatura de 26—28°C y humedad relativa de 65%.

Liberacién en microcolonias. Después de las 48 horas del proceso de anidacion, se
removié el sello de la salida de vuelo para que las obreras pudiesen forrajear por su
alimento, disponible en los comederos artificiales.

Desarrollo ovarico. Después de cinco semanas, los individuos fueron extraidos de las
microcolonias, congelados a -20 °C, y almacenados a esta temperatura hasta la diseccion.
Para esta, se utilizd un plato Petri de 10 cm de didmetro y 3 cm de alto, dos pinzas de acero
inoxidable, BSA (Albdmina de suero bovina), solucién Ringer y un estereoscopio con
escala ocular. Para determinar el desarrollo ovarico, se corté el abdomen por la parte dorsal,
donde se removi6 el intestino para poder exponer los ovarios, en los cuales se midi6 el
tamafio de cada uno en las siguientes medidas: ancho dilatado (parte superior), ancho no
dilatado (parte inferior) y largo. También, se estimo un &rea total ovérica, la cual se obtuvo
mediante el uso de la formula de area trapezoidal, siendo:

Area = ((basel + base2) x largo) [1]
2

Area ovarica total estimada = ((ancho dilatado + ancho no dilatado) x largo) [2]
2

Disefio experimental. Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos
y tres repeticiones de cada tratamiento. El andlisis de varianza se realiz6 usando el modelo
lineal general en el programa Statistics Analysis System SAS® 9.4 2015 considerando cada
microcolonia con tres individuos, una unidad experimental. Para la separacion de medias
se utilizo una prueba Duncan con un nivel de significancia exigido fue de P<0.05. Una vez
gue se determind que no existian diferencias significativas entre los tipos de polen se
procedioé a realizar un analisis de varianza del desarrollo ovarico en obreras del abejorro B.
impatiens en dietas con polen y sin polen, tomando en cuenta todos los tipos de polen como
un solo tratamiento.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto de las diferentes especies de polen brindados en el desarrollo ovarico de las
obreras del abejorro B. impatiens.

El cuadro 1 detalla los resultados de las disecciones de las obreras del abejorro en relacion
al ancho dilatado de los ovarios disectados. Los tratamientos con polen de Trifolium spp. y
con polen mixto sin identificar, presentaron anchos dilatados significativamente mayores
que las obreras alimentadas sin polen (sirope 1:1) mientras que los individuos alimentados
con polen de Solidago spp. no presentaron diferencias significativas en el ancho dilatado en
los individuos alimentados sin polen.

Al comparar el ancho no dilatado de los ovarios, las obreras alimentadas con Trifolium spp.
presentaron el mayor ancho no dilatado, siendo este tratamiento el Gnico significativamente
mayor que las obreras alimentadas sin polen (sirope 1:1). Sin embargo, los tratamientos con
polen de Trifolium spp., Solidago spp., y polen mixto sin identificar, no presentaron
diferencias significativas entre si.

En el largo de los ovarios, los tratamientos de polen mixto sin identificar y polen de
Trifolium spp. fueron los méas largos. Los tratamientos con polen de Trifolium spp. y
Solidago spp., no presentaron diferencias significativas entre si. No obstante, dichos
tratamientos (Trifolium spp. y Solidago spp.) fueron significativamente superiores al
tratamiento sin polen.

Con respecto al area total de los ovarios, no se encontraron diferencias significativas entre
los abejorros alimentados con polen. Los tratamientos que presentaron mayor area fueron
los de polen de Trifolium spp. y polen mixto sin identificar, los cuales no presentaron
diferencias significativas entre ellos. Las obreras alimentadas con polen de Trifolium spp.
y polen mixto sin identificar desarrollaron ovarios con mayor area total estimada
significativamente al compararlo al tratamiento en el cual se alimentd sin polen con una
probabilidad menor a 0.05



Cuadro 1. Evaluacion del efecto de los tipos de polen en el desarrollo ovérico de obreras
del abejorros Bombus impatiens

Ancho Ancho no Area
Tratamiento dilatado . Largo (mm) 9
dilatado (mm) total (mm?)
(mm)
Trifolium spp. 1.36 a¥ 0.61"s 7.02 ab 7.07 a
Mixto sin identificar 1.19a 0.58 7.57 a 6.94 a
Solidago spp. 1.06 ab 0.53 5.67b 5.15ab
Sin polen 0.67b 0.39 3.87¢c 2.24 b
Probabilidad 0.01 0.094 0.0007 0.0077
CV (%) 38.947 35.388 29.028 56.968

¥ Medias seguidas en columnas con letra diferente son estadisticamente diferentes (P<0.05)
"$No hay diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)
CV% = Coeficiente de variacién

No existen datos sobre desarrollo ovarico en obreras de B. impatiens en cuanto a medidas
de largo, ancho dilatado, ancho no dilatado y area total estimada. Sin embargo, Fliszkiewiez
(2002) y Fliszkiewiez et al. (2003) reportaron desarrollo ovarico, determinando el tamarfio
del ovario usando largo y ancho dilatado en reinas B. terrestris. Fliskiewiez (2002) utiliz6
el largo del ovario como indicador del desarrollo ovarico dado que, el largo del ovario no
cambia durante el ciclo de vida del individuo, por ende, el largo del ovario puede ser
utilizado como indicador de la preparacion del individuo para emprender funciones
reproductivas. Asi mismo, utilizé el ancho del ovario como indicador del desarrollo
fisioldgico del insecto, ya que el ancho del ovario varia en diferentes periodos del ciclo del
individuo. No obstante, Fliskiewiez (2002) confirmé que el ancho del ovario incrementaba
a medida que los individuos se alimentaban intensivamente y empezaban a ovipositar.

Segun Pernal y Currie (2000), el desarrollo de los ovarios en obreras de Apis mellifera esta
fuertemente relacionado con el contenido crudo de proteina en la dieta. Sin embargo, los
resultados obtenidos en el desarrollo ovarico en obreras B. impatiens, no fueron los
esperados al no encontrarse diferencia significativa entre tratamientos con presencia de
polen. El contenido de proteina del polen usado para este estudio, varia de una especie de
planta a otra en un 10% aproximadamente; segun Pernal y Currie (2001) Trifolium spp.
posee 23.54 — 25.36% de proteina por cada 100 g de polen, y Solidago spp. con 13.80%.
Las diferencias no significativas entre tratamientos pueden ser atribuidas a varios factores
como 1) desnaturalizacién de proteinas del polen debido a exposicion al sol al momento de
la cosecha, 2) pérdida del valor nutricional del polen debido a un periodo mayor a un afio
en un congelador a -10 °C, 3) a la posible digestibilidad limitada del polen por los
individuos debido a la capa cerosa que contienen los granos de polen y/o 4) por falta de
transformaciones bioquimicas necesarias para digerir los amino acidos disponibles.



2. Desarrollo ovarico en relacion a la dieta con presencia y ausencia de polen en las obreras
de Bombus impatiens

Los individuos bajo tratamientos con presencia de polen, presentaron medidas
significativamente superiores en el al ancho dilatado, ancho no dilatado, largo y area total
en los ovarios, en comparacion a las obreras alimentadas sin polen (Cuadro 2). No obstante,
se encontré un minimo desarrollo ovarico en obreras alimentadas sin polen. Esto puede ser
atribuido a la exposicion de 10 dias a polen que tuvieron al inicio del experimento, todos
los individuos usados para el ensayo y a la capacidad que tienen estos insectos en almacenar
proteina en sus cuerpos grasos COmMo reservas.

Cuadro 2. Evaluacidn del desarrollo ovarico en obreras de Bombus impatiens en dietas con
presencia y ausencia de polen.

Tratamiento Ancho dilatado  Ancho no dilatado  Largo Area total
(mm) (mm) (mm) (mm?)
Polen 1.21a* 0.57 a 6.72 a 6.36 a
Sin Polen 0.67b 0.39b 3.87hb 2.24 b
Probabilidad 0.0022 0.0162 0.0005 0.0012
CV (%) 39.293 39.392 32.231 56.991

¥ Medias seguidas en columnas con letra diferente son estadisticamente diferentes (P<0.05)
CV (%) = Coeficiente de variacion

Este estudio concuerda con Duchateau y Velthuis (1989), en dénde se encontré que la
presencia de polen es esencial para el desarrollo de los érganos sexuales en B. terrestris, asi
como también con Lin y Winston (1998) y Pernal y Currie (2000) donde se describe un
enlace directo entre la proteina disponible en la dieta y el desarrollo en los ovarios de abejas
obreras Apis mellifera.



N

Figura 5. Ovarios no desarrollados y ovarios desarrollados con presencia de huevos en Apis
mellifera.
Fuente: http://www1.biologie.uni-hamburg.de/b-online/ibc99/koning/bees.html
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4. CONCLUSIONES

No hubo diferencias en el desarrollo ovérico de las obreras del abejorros Bombus
impatiens usando diferentes tipos de polen (Trifolium spp., Solidago spp., y polen
mixto), ya que los ovarios en todos los individuos presentaron medidas
estadisticamente iguales.

Las dietas con presencia de polen favorecen el desarrollo de los ovarios de las obreras
Bombus impatiens, debido a que los abejorros alimentados con dietas en presencia de
polen obtuvieron los ovarios con mayores anchos dilatados, anchos no dilatados,
largos y éarea.
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S. RECOMENDACIONES

Investigar sobre el desarrollo ovarico utilizando individuos de la misma edad y
tamafio, incluyendo mas repeticiones por tratamiento.

Investigar mas sobre el valor nutricional de diferentes especies de polen a través de
andlisis quimicos y bioquimicos de estos.

Investigar sobre el desarrollo ovarico por medio de polen tomando en cuenta la edad,
cosecha y el tiempo almacenado del mismo.

Investigar mas sobre el desarrollo ovérico utilizando diferentes metodologias; ej.
tipos de medicién (peso y/o cantidad de oocitos).

Investigar la cantidad de polen consumida por microcolonia para determinar si existe
una correlacion entre la cantidad consumida y el desarrollo de los ovarios.

Investigar por medio de diferentes concentraciones de sirope (1:1, 1:2 y 1:3) en la

dieta de las obreras del abejorro Bombus impatiens, que rol juegan los carbohidratos
en el desarrollo ovérico.

12
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