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Resumen

El orden Hymenoptera, que incluye abejas, avispas y hormigas, es muy diverso, con mas de
160.000 especies descriptas. Las abejas (Anthophila) incluyen una amplia variedad de especies,
desde las abejas solitarias hasta las abejas sociales, como las abejas meliferas y los abejorros
del género Bombus. La apifauna de Argentina se caracteriza por una alta diversidad con cerca
de 1.210 especies de abejas silvestres, distribuidas en cinco familias: Andrenidae, Apidae,
Colletidae, Halictidae y Megachilidae, las cuales estan presentes en todas las regiones del pais.
Los abejorros del género Bombus estdn ampliamente distribuidos en Argentina y son
importantes polinizadores tanto en ecosistemas naturales como agricolas. Su eficacia se debe
a su gran tamano, densa pilosidad, capacidad de generar calor metabdlico y "polinizacion
vibratil". En el pais, existen ocho especies nativas y dos introducidas, formando colonias
sociales con nidos protegidos que pueden ser subterrdneos o sobre el suelo.

La introduccién de especies foraneas de Bombus genera preocupacién debido a sus posibles
impactos negativos, incluida la competencia con especies nativas y la transmision de
patogenos. Esto puede provocar la pérdida de biodiversidad y desequilibrios ecoldgicos. La
mejor estrategia preventiva es evitar la introduccidn de especies exéticas y promover el uso de
especies nativas.

Aungue se han logrado experiencias exitosas de cria de algunas especies sudamericanas en
otros paises, en Argentina aun no se cuenta con reportes de rigor cientifico sobre la cria en
confinamiento de especies nativas de Bombus. Esto resalta la necesidad de investigaciones
para comprender mejor su biologia, habitos de nidificacién y su importancia en la produccion
agricola y conservacion de la biodiversidad en el pais.

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la biologia de nidificacién de las especies
nativas mas comunes de abejas del género Bombus en la provincia de Tucuman, Argentina. El
primer objetivo particular fue, evaluar la capacidad de reinas de especies del género Bombus,

capturadas a campo y colocadas en jaulas de inicio, para iniciar colonias en confinamiento. El



segundo objetivo consistid en caracterizar, para las especies B. pauloensis y B. morio, el
desarrollo integral de colonias en confinamiento, incluyendo aspectos de su biologia, éxito
reproductivo, influencia del tipo de Jaulas nido construidas (Jaula nido de inicio A, plastico, vs.
Jaula nido de inicio B, madera) y la respuesta a dos jarabes de alimentacion diferentes. El
objetivo tres fue, conocer en ensayos en condiciones de confinamiento y exterior
(semiconfinamiento), el efecto de dos tipos de nidos artificiales en la dindmica y desarrollo de
las colonias de cada especie utilizada, y el objetivo cuatro se centrd en investigar la influencia
de la temperatura y la humedad relativa ambiente en la actividad de pecoreo de B. pauloensis.
El objetivo cinco se propuso describir la arquitectura de los nidos naturales de B. pauloensis,
incluyendo la disposicion de las celdas, los materiales utilizados en la construccidn, el habitat
donde se encuentran y cualquier variabilidad observada entre diferentes nidos. El objetivo seis
consistié en registrar y analizar las condiciones microambientales dentro de los nidos naturales
de B. pauloensis.

Los resultados del trabajo de campo en Tucuman indican que B. pauloensis es la especie de
abejorro mas abundante, seguida por B. morio, B. tucumanus, B. opifex y B. baeri, en orden
decreciente de abundancia.

En cuanto a la capacidad de las reinas para iniciar nuevas colonias en confinamiento, se
encontré que B. morio tuvo menos éxito que B. pauloensis. Se observd que las Jaulas nido de
inicio A, de plastico, favorecieron una mayor proporcién de inicios en comparacién con las
Jaulas nido de inicio B, de madera, en ambas especies. Ademas, B. pauloensis mostrdé una
preferencia por construir la celda huevo inicial (Ci) en el piso de la caja, mientras que B. morio
no mostrd una preferencia clara por ningun sustrato en particular.

En términos de produccion de descendencia, se destaca que mas del 50% de las reinas de B.
pauloensis confinadas lograron producir descendencia. El suministro de jarabe enriquecido
(1:1 jarabe de sacarosa y jarabe de azucar invertido) afecté el tiempo de desarrollo y el éxito

reproductivo comparado con el jarabe simple de sacarosa (1:1 agua y azucar de mesa). En



relacion al tipo de Jaula nido de inicio utilizadas, se observé que las Jaulas nido de inicio A, de
plastico, favorecieron un mayor éxito reproductivo en comparacién con las Jaulas nido de
inicio B, de madera.

Con relacion al desarrollo de las colonias de B. pauloensis en condiciones de exterior
(semiconfinamiento), no se observaron diferencias significativas en la produccién de sexuados
entre las colonias mantenidas en los dos tipos de Jaulas nido final utilizados. El traslado de
colmenas al exterior aumenté la produccién de obreras y reinas, beneficiando el desarrollo de
las colonias en comparacién con las mantenidas en confinamiento.

Se observé la presencia de involucro, una estructura cerosa que cubrid parcial o totalmente el
area de cria, tanto en Jaulas nido final A, de plastico, como las Jaulas nido final B, de madera.
Ademas, las obreras mostraron una respuesta termorreguladora, ventilando las colmenas
cuando la temperatura superd los 31°C.

El andlisis morfométrico de las celdas pupales reveld diferencias en el tamafio de los adultos,
siendo B. pauloensis una especie con capullos de mayor tamafio en comparacion con otras del
subgénero Thoracobombus, y menores que B. morio.

La cantidad de obreras no influyd significativamente en el desarrollo de las colonias, y las
colmenas clasificadas como "pequefias"” también produjeron sexuados.

En las colonias en total confinamiento, la produccién de machos se produjo antes que en el
semiconfinamiento, y no se produjeron reinas.

La actividad de pecoreo de B. pauloensis mostré una correlacion significativa con la
temperatura y la humedad relativa. Se observé que la actividad de forrajeo se mantuvo
constante en un rango de temperatura entre 19°C y 35°C. En cuanto a la humedad relativa, se
encontré que la actividad de forrajeo aumentaba con un incremento en la humedad relativa,
alcanzando su punto maximo entre el 75% y el 80%, y luego disminuyendo gradualmente.

Al analizar estos dos parametros ambientales en conjunto, se observd una relacion

contrastante. Mientras que un aumento simultdneo de la temperatura y la humedad relativa



favorecia la actividad de forrajeo, condiciones de elevada temperatura combinada con baja
humedad relativa resultaron en una disminucion de la actividad de pecoreo.

El estudio revelé que B. pauloensis, en la provincia de Tucuman, prefiere ubicar sus colonias
principalmente en el suelo, con nidos que pueden clasificarse como exclusivamente
subterrdneos (con tunel de entrada), predominantemente subterraneos, mixtos o
predominantemente terrestres, segun la clasificacién de Moure y Sakagami (1962).

Los nidos se encuentran protegidos del sol y camuflados con la vegetacion circundante, con
entradas que son dificiles de detectar, orientadas generalmente hacia el Oeste y de unos 1,5
cm a 3 cm de circunferencia. Aunque se detectd la presencia de involucro en la periferia de los
nidos, en ningun caso se encontrd una cobertura completa.

La construccion de nuevas celdas de cria ocurre encima de celdas ya activas, revelando un
sistema de crecimiento ascendente y hacia la periferia. Ademas, los nidos pueden contener
una "cdmara de defeque" donde se acumulan detritos vegetales y partes de cuerpos de
abejorros.

La temperatura interna de los nidos oscila entre 19°C y 28°C, entre 2°Cy 7°C mas calida que la
temperatura ambiente. La humedad relativa dentro de los nidos varia entre el 73% y el 99%.
En resumen, las adaptaciones observadas en el comportamiento y la construccién de nidos
ofrecen claves valiosas para la reproduccién controlada de esta especie y mejoran nuestra
comprensién de su biologia y ecologia en Argentina. Estos hallazgos contribuyen
significativamente a mejorar las practicas de cria en confinamiento y a la conservacién de

estos importantes polinizadores.



Abstract

The order Hymenoptera, which includes bees, wasps, and ants, is highly diverse, with over
160,000 described species. Bees (Anthophila) encompass a wide variety of species, ranging
from solitary bees to social bees, such as honeybees and bumblebees of the genus Bombus.
Argentina's bee fauna is characterized by high diversity, with around 1,210 species of wild bees
distributed across five families: Andrenidae, Apidae, Colletidae, Halictidae, and Megachilidae,
present in all regions of the country.

Bumblebees of the genus Bombus are widely distributed in Argentina and are important
pollinators in both natural and agricultural ecosystems. Their effectiveness stems from their
large size, dense hairiness, ability to generate metabolic heat, and "buzz pollination." In the
country, there are eight native species and two introduced ones, forming social colonies with
protected nests that can be underground or aboveground.

The introduction of foreign Bombus species raises concerns due to potential negative impacts,
including competition with native species and transmission of pathogens, which can lead to
biodiversity loss and ecological imbalances. The best preventive strategy is to avoid
introducing exotic species and promote the use of native ones.

Despite successful captive breeding experiences of some South American species in other
countries, there are currently no rigorous scientific reports on the captive breeding of native
Bombus species in Argentina. This highlights the need for further research to better
understand their biology, nesting behaviors, and their significance in agricultural production
and biodiversity conservation within the country.

The general objective of this study was to investigate the nesting biology of the most common
native species of Bombus bees in the province of Tucumdn, Argentina. The first specific
objective was to assess the ability of queen bees of the genus Bombus, captured in the field
and placed in starter cages, to initiate colonies in confinement. The second objective was to

characterize the complete development of colonies in captivity for the species B. pauloensis
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and B. morio, including aspects of their biology, reproductive success, the influence of nest box
type (Starter nest box A, plastic, vs. Starter nest box B, wood) and the response to two
different feeding syrups. The third objective was to know, in trials under confinement and
outdoor (semi-confinement) conditions, the effect of two types of artificial nests on the
dynamics and development of colonies of each species used, and the fourth objective focused
on investigating the influence of temperature and ambient relative humidity on foraging
activity of B. pauloensis. The fifth objective aimed to describe the architecture of natural nests
of B. pauloensis, including the arrangement of cells, materials used in construction, habitat
where they are found, and any observed variability among different nests. The sixth objective
was to record and analyze microenvironmental conditions within natural nests of B.
pauloensis.

Fieldwork results in Tucuman indicate that B. pauloensis is the most abundant bumblebee
species, followed by B. morio, B. tucumanus, B. opifex, and B. baeri, in decreasing order of
abundance.

Regarding the ability of queens to initiate new colonies in confinement, it was found that B.
morio had less success than B. pauloensis. Starter nest boxes A, made of plastic, were observed
to facilitate a higher proportion of colony initiations compared to Starter nest boxes B, made
of wood, in both species. Additionally, B. pauloensis showed a preference for building the
initial egg cell (Ci) on the floor of the box, while B. morio did not show a clear preference for
any particular substrate.

In terms of offspring production, it is noteworthy that over 50% of confined B. pauloensis
gueens managed to produce offspring. The supply of enriched syrup (1:1 cane syrup and invert
syrup) affected development time and reproductive success compared to simple sucrose syrup
(1:1 water and sugar cane). Regarding the type of starter nest box used, it was observed that
Starter nest boxes A, made of plastic, promoted greater reproductive success compared to

Starter nest boxes B, made of wood.
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With respect to the development of B. pauloensis colonies under outdoor (semi-captive)
conditions, no significant differences were observed in the production of sexuals between
colonies maintained in the two types of final nest boxes used. Moving colonies outdoors
increased the production of workers and queens, benefiting colony development compared to
those kept in confinement.

The presence of involucrum, a waxy structure that partially or completely covers the brood
area, was observed in both plastic Final Nest Boxes A and wooden Final Nest Boxes B.
Additionally, workers showed a thermoregulatory response, ventilating the hives when the
temperature exceeded 31°C.

Morphometric analysis of pupal cells revealed differences in adult size, with B. pauloensis
being a species with larger cocoons compared to others of the Thoracobombus subgenus, and
smaller than B. morio.

The number of workers did not significantly influence colony development, and colonies
classified as "small" produced sexual individuals.

In totally confined colonies, the production of males occurred earlier than in semi-
confinement, and no queens were produced.

The foraging activity of B. pauloensis showed a significant correlation with temperature and
relative humidity. It was observed that foraging activity remained constant in a temperature
range of 19°C to 35°C. Regarding relative humidity, it was found that foraging activity
increased as humidity rose, reaching its peak between 75% and 80%, and then gradually
decreasing.

When analyzing these two environmental parameters together, a contrasting relationship was
observed. While a simultaneous increase in temperature and relative humidity favored
foraging activity, high-temperature conditions combined with low relative humidity resulted in
a decrease in pollination activity.

The study revealed that B. pauloensis in the province of Tucuman prefers to locate its colonies

vii



mainly in the ground, with nests that can be classified as exclusively underground (with
entrance tunnel), predominantly underground, mixed, or predominantly terrestrial, according
to the classification of Moure and Sakagami (1962).

The nests are protected from the sun and camouflaged with surrounding vegetation, with
entrances that are difficult to detect, generally oriented towards the west and about 1.5 cm to
3 cm in circumference. Although the presence of involucrum was detected at the periphery of
the nests, a complete covering was not found in any case.

The construction of new brood cells occurs on top of already active cells, revealing an upward
and outward growth system. Additionally, nests may contain a "defecation chamber" where
plant debris and bumblebee body parts accumulate.

The internal temperature of the nests ranges between 19°C and 28°C, which is 2°C to 7°C
warmer than the ambient temperature, attributed to the active incubation of brood cells
through muscle contractions. The relative humidity inside the nests varies between 73% and
99%.

In summary, the adaptations observed in behavior and nest construction provide valuable
insights for the controlled breeding of this species and enhance our understanding of its
biology and ecology in Argentina. These findings significantly contribute to improving confined

breeding practices and the conservation of these important pollinators.
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Capitulo 1

Marco tedrico y sistema de estudio




Marco tedrico

El estudio de la biologia de nidificacién de insectos, aves y mamiferos implica el estudio de
comportamientos y habitos de nidificacion. Las caracteristicas de los nidos varian mucho en su forma,
tamafio, materiales de construccién y ubicacion, por lo que permite establecer relaciones filogenéticas a
través de similitudes morfoldgicas y analizar las presiones de seleccidn natural que llevan a la evolucidn
de los distintos tipos de nidos (Collias, 1964; Benton, 1999; Roubik, 2006; Michener, 2007; Almeida,
2008; Garcia-Mata et al., 2012). Sumado a esto, constituye un aspecto visible de la ecologia del
comportamiento y necesidades especificas de hdabitat de diferentes especies (Roubik, 2006; Baden,
2019; McLendon, 2019). Ademas estos topicos de investigacion también tienen implicancias directas en
la conservacion, debido al impacto que los recursos de nidificacion tienen en la supervivencia y
reproduccion de muchas especies (Orr et al., 2022), asi como su potencial uso en control bioldgico ya
sea como agente o como foco de control (Chen et al., 2002).

Generalidades de las abejas

El orden Hymenoptera, que incluye a las avispas, hormigas y abejas, entre otros, representa uno de los
linajes animales mas diversos en el mundo con cerca de 160.000 especies descritas que poseen una
notable diversidad de historias de vida y adaptaciones morfoldgicas (Aguiar et al., 2013).

De las siete familias de “abejas” reconocidas, cinco se encuentran representadas en Argentina:
Andrenidae, Apidae, Colletidae, Halictidae y Megachilidae. Dentro de la familia Apidae, se reconocen
cinco subfamilias: Anthophorinae, Apinae, Eucerinae, Nomadinae y Xylocopinae (Bossert et al., 2018);
Dentro de la subfamilia Apinae se incluye la tribu de abejas “corbiculadas” Bombini, que comprende a
las abejas sociales del género Bombus Latreille incluyendo el subgénero Psithyrus Lepeletier, pardsitos
sociales (Danforth et al., 2019)

Segun su comportamiento, las abejas se pueden clasificar en tres grandes grupos: solitarias, sociales y



pardsitas (Danforth et al., 2019). Mds del 75% de las abejas de todo el mundo son solitarias, donde todas
las hembras son capaces de producir descendencia, construir y mantener el nido y procurar el alimento
necesario para el desarrollo de la cria (Danforth et al., 2019). El comportamiento social (primitivo o
avanzado) se presenta en menos del 10% de las especies de abejas, exhibe una divisidn reproductiva del
trabajo, es decir algunas hembras se reproducen y otras cuidan el nido (reina y obreras
respectivamente), presenta un cuidado cooperativo de la cria e implica una superposicion de
generaciones. Algunos taxones sociales presentan eusocialidad, es decir, la diferenciacidon de castas
dentro de la colonia es permanente, como en los “abejorros” (género Bombus), las “abejas sin aguijon”
(tribu Meliponini), las abejas meliferas” (género Apis) y algunas “abejas del sudor” (familia Halictidae)
(Danforth et al., 2019). Por ultimo, las abejas pardsitas en general tienen forma de vida solitaria
existiendo muy pocas sociales; y reciben este nombre ya que depositan sus huevos en los nidos de otras
abejas para que sus larvas se alimenten del aprovisionamiento del nido hospedero (cleptoparasitismo) o
reemplazan a la reina residente como ponedora de huevos (parasitismo social) ( Danforth et al., 2019).
Las abejas constituyen un grupo de insectos ampliamente distribuido que comprende aproximadamente
20.000 especies descriptas alrededor del mundo, siendo la especie domesticada A. mellifera la mas
difundida y reconocida a nivel mundial (Michener, 2007). Son un grupo monofilético que surgié de las
avispas apoideas hace al menos 125 millones de anos, de hecho, estudios basados en datos moleculares
respaldan la hipétesis de que las abejas tienen un origen dentro de las avispas Crabronidae (Debevec et
al., 2012; Danforth et al., 2013).

Las abejas son insectos de vuelo rdpido y habitos fitéfagos que explotan eficientemente gran variedad
de recursos vegetales y plantas, por lo cual son importantes agentes polinizadores (Rasmussen, 2009).
La polinizacién consiste en la transferencia de polen (célula masculina) desde los estambres (parte
masculina de la flor) hasta el estigma (parte femenina de la flor) y hace posible la fecundacidn. Es decir,

las abejas permiten que muchas plantas se reproduzcan, y produzcan semillas y frutos (Bradbear, 2005).



A su vez, las abejas necesitan el néctar y polen como sustento diario de alimentacidn, que son provistos
por las plantas. De esta forma, en cada interaccion planta-polinizador ambos organismos resultan
beneficiados. Ademds, algunos tipos de abejas presentan asociaciones especializadas en algunos tipos
de flores debido a la morfologia que presentan. Por ejemplo, si bien A. mellifera es considerada la mayor
polinizadora a nivel mundial, no es la mas efectiva para cultivos como la alfalfa, debido a la morfologia
particular que presenta esa flor. En cambio, la abeja cortadora de hojas (género Megachile) es la que
mejor se adecla a este tipo de cultivo (Pitts-Singer & Cane, 2011). De la misma forma, la flor del
arandano tiene forma de campana y posee una corola larga de dificil acceso para A. mellifera, por lo que
los polinizadores mas adaptados para este cultivo son aquellos que pertenecen al género Bombus
(Javorek et al., 2009; Cavigliasso et al., 2022) debido a la polinizacién por zumbido o “sonicacién”, a
través de la cual se libera el polen de las anteras (Buchman, 1983).

Abejas silvestres del género Bombus en Argentina

Los abejorros del género Bombus son especies robustas, de entre 10 a 25 mm. Estan ampliamente
distribuidas en nuestro pais y cubren todas las regiones, desde Tierra del Fuego hasta el norte en el
limite con Bolivia, incluso encontrdndose algunas especies andinas, como B. baeri, que viven a mas de
4000 metros sobre el nivel del mar (Abrahamovich & Diaz, 2002).

Las abejas silvestres del género Bombus estan entre los mas destacados polinizadores de las regiones
templadas, adaptandose tanto en ecosistemas naturales como agricolas. Deben recolectar polen vy
néctar como fuente de alimento por lo que visitan una gran diversidad de plantas durante la estacion
activa y pueden pecorear durante largos periodos diurnos, lo cual demuestra que la mayoria de las
especies argentinas son polilécticas (Abrahamovich et al., 2001).

Los abejorros son polinizadores muy efectivos gracias a: 1) su gran tamafno y la densa pilosidad que
recubre su cuerpo, lo cual les permite transferir mds granos de polen por visita a las flores (Willmer et

al., 1994); 2) por su capacidad de generar calor metabdlico (Heinrich, 2004), lo cual les permite



adaptarse a una amplia variedad de temperaturas y tipos de climas y asi forrajear a menores
temperaturas; 3) por su capacidad de “sonicar” (“polinizacion vibratil”), es decir, emplean vibraciones
para liberar el polen en flores con anteras de tipo poricidas o dehiscentes (Buchmann, 1983), lo cual
resulta esencial en la polinizacidon de algunos cultivos como las Solanaceas (tomates y pimientos) y
beneficioso en otros (arandanos y kiwis); y 4) por la mayor longitud de su lengua (probdscide), que le
permite polinizar flores de corola larga como habas y trébol rojo, que son de dificil acceso para A.
melifera y otros apidos silvestres de glosa corta (Fussell & Corbet, 1991). Un estudio realizado en
Argentina (Pérez-Méndez et al., 2020), demostré que la polinizacion bidtica aumentd el cuajado de
frutos maduros en un 13 % en comparacién con la polinizacién no biética, que el cuajado y el nimero de
frutos por manzano se redujeron a menos de la mitad en aquellos huertos donde no habia abejorros,
incluso cuando las abejas meliferas estaban presentes en altas densidades, y que la ganancia del
agricultor fue 2,4 veces menor en las granjas que carecian de abejorros respecto a aquellas que
albergaban ambas especies de polinizadores. De esta forma, las especies de Bombus se convierten en
excelentes, habituales y espontaneos polinizadores de especies cultivadas, pudiendo incluso
complementar la actividad de otros agentes polinizadores (Garibaldi et al., 2013).

De acuerdo con Williams et al. (2008), el género Bombus reline unas 250 especies a nivel mundial,
conocidas vulgarmente como “abejorros”, “mangangaes”, “mamangas” o “huanqueros”. La mayoria de
estas especies estan distribuidas en las dreas templadas de América del Norte y Eurasia, aunque en la
region Neotropical han sido citadas 25 especies agrupadas en siete subgéneros (Williams et al., 2008).

En Argentina, el género Bombus estd representado por ocho especies nativas y dos especies
introducidas, la especie paleartica B. ruderatus Fabricius y la europea B. terrestris Latreille (Tabla 1) (Roig
Alsina & Aizen, 1996; Torretta et al., 2006; Abrahamovich et al., 2007).

En la provincia de Tucumdn, se encuentran citadas cinco especies de Bombus, tres de ellas

pertenecientes al subgénero Thoracobombus Skorikov: B. pauloensis Friese (ex B. atratus Franklin), B.



morio Swederus, B. opifex Smith; y dos pertenecientes al subgénero Cullumanobombus Skorikov: B.
baeri Vachal, B. tucumanus Vachal (Tabla 2) (Abrahamovich et al., 2005, 2007; Williams et al., 2008). La
abundancia relativa para las especies de Bombus presentes en la provincia de Tucuman es la siguiente:
B. pauloensis > B. morio > B. tucumanus > B. opifex > B. baeri, siendo B. pauloensis la mds abundante y
mejor distribuida (Abrahamovich & Diaz 2001). Los sitios citados como lugares frecuentes y comunes de
ocurrencia para las tres primeras especies son Horco Molle (regién biogeografica: Yungas), Yerba Buena
y El Cadillal — Ruta Nacional N° 9, Tafi Viejo (region biogeografica: Chaco serrano y transicién Yungas-
Chaco), mientras que B. opifex y B. baeri son consideradas especies de altura, aunque opifex presenta un
registro en la zona de “El Funicular” — Horco Molle, son mas frecuentes en zonas de altura del

departamento Tafi del Valle (Regién Monte) cuya altitud media es de 1998 m s.n.m.

Tabla 1: Especies de Bombus presentes en Argentina, ubicacion especifica por Provincia
(itpsi//byoédr.iun Ip. i, Ar/Apra d&/En/A hy hibév'cd [ty ml).

Especie Provincia

B. baeri Catamarca, Jujuy, La Rioja, Tucumdn y Salta.

B. tucumanus Catamarca, Jujuy, Salta y Tucuman.

B. pauloensis Buenos Aires, Catamarca, Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios,

(ex B. atratus) Formosa, Jujuy, La Rioja, Misiones, Salta, Santa Fe, Santiago del
Estero y Tucuman.

B. bellicosus Buenos Aires, Cérdoba, Corrientes, Chubut, Entre Rios, La Pampa,
Misiones, Rio Negro, San Luis, Santa Fe y Santiago del Estero.

B. brasiliensis Misiones.

B. dahlbomii Chubut, Mendoza, Neuquén, Rio Negro y Santa Cruz.

B. morio Catamarca, Chaco, Corrientes, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, Santa
Fe, Santiago del Estero y Tucuman

B. opifex Catamarca, Cérdoba, Jujuy, La Rioja, Mendoza, , Salta, San Juan, San
Luis, , y Tucuman.

B. ruderatus * Rio Negro.

B. terrestris * Chubut, Mendoza, Neuquén, Rio Negro y Santa Cruz

Referencias: con un * se denotan las dos especies introducidas en nuestro pais.



https://biodar.unlp.edu.ar/apidae/en/alphabetically.html

Tabla2: Especies de Bombus presentes en la provincia de Tucuman, distribucion por Departamentos. (Adaptado
de Abrahamovich & Diaz, 2002).

Especie Departamento

B. pauloensis Burruyacu, Monteros, Rio Chico, Capital, Tafi del Valle, Tafi Viejo,
(ex B. atratus) Trancas, Yerba Buena

B. morio Burruyacu, Tafi Viejo, Yerba Buena

B. opifex Rio Chico, Tafi del Valle, Tafi Viejo, Yerba Buena.

B. baeri Tafi del Valle

B. tucumanus Yerba Buena.

Estas abejas son tipicamente sociales formando verdaderas colonias a partir de una reina fundadora,
con generaciones de obreras infértiles, futuras reinas y machos. Se establecen formando nidos siempre
protegidos, subterrdneos o sobre el suelo, y presentan ciclos de vida generalmente anuales
(Abrahamovich et al., 2007). Aprovechan los nidos construidos por otros animales, cavidades naturales
del suelo, lugares escondidos entre la vegetacion, piedras o viviendas. El nido se comunica al exterior
generalmente por una sola abertura y estd compuesto de celdas ovales y agrupadas que sirven para
contener huevos, larvas, pupas, polen y miel (Abrahamovich et al., 2007).

En condicion natural, una reina fecundada una vez que abandona la diapausa comienza a recolectar
polen y néctar para dar inicio a un nuevo ciclo (Fig. 1). Construye una pequeiia cdmaray, en el medio de
ésta, forma una pequefia masa compacta de polen humedecido con miel moldeada con sus mandibulas,
en cuya superficie levanta una pared de cera en forma circular. En el interior del mismo deposita sus
primeros huevos que luego recubre con una capa de cera (Sladen, 1912; Heinrich, 2004; Goulson, 2010)
lo que constituye la primera celda de cria (celda huevo inicial: Ci) que es agrandada a medida que crecen
las larvas (Michener, 2007).

La reina regula su propia temperatura con el fin de incubar los huevos, que se mantienen entre los 30°C
y 32°C. Durante esta etapa inicial de la colonia, la reina abandona el nido ocasionalmente sélo para

forrajear (Prys-Jones & Corbet, 1987; Goulson, 2010).



Una de las caracteristicas biondmicas mas importantes de este grupo de abejas es la forma de
alimentacién de las larvas que resultan de la eclosién de los huevos. Segun la forma de alimentacion
larval las especies del género Bombus pueden ser diferenciadas en almacenadoras de polen (“pollen
storers”) o constructoras de bolsillos (“pocket makers”) (Sladen, 1912; Goulson 2010). Una misma
especie puede alimentarse con ambos métodos (Michener, 2007), como es el caso de B. terrestris (de
distribucién euroasiatica), que almacena el polen en pequeiias vasijas de cera (Velthuis & van Doorn,
2006). Cuando las larvas necesitan ser alimentadas, las obreras toman el polen almacenado y lo
regurgitan para las larvas (Katayama, 1973; Hannan et al., 1998). En contraste, B. pauloensis es una
especie constructora de bolsillo, estructura redondeada construida de cera, paralela a la celda larval y
pegada a la misma, por el cual las obreras alimentan a las larvas introduciendo el polen en los mismos y
dejandolo a disposicidon de las larvas inmediatamente después de ser recolectado (Sakagami et al.,
1976). Una vez que las larvas maduran tejen capullos creando celdas individuales quedando los capullos
en grupos que representan las crias originadas en una misma celda (Goulson, 2010). Las nuevas celdas
de cria se van colocando encima de los viejos capullos por lo que el crecimiento del nido se produce de

manera irregular, mayormente en capas horizontales (Michener, 2007).
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Figura 1: Ciclo Bioldgico del abejorro B. terrestris. Detalles de las diferentes etapas por las que atraviesa una reina
y su progenie. Ref: Ci corresponde a la Celda huevo inicial. (Tomado de https://ecologiahoy.net/wp-
content/uploads/2014/12/ciclo_de vida abejorros.jpg, y editado).

Introduccion de especies fordneas de Bombus

La percepcion de que la presencia de abejorros aumentaba el rendimiento de algunos cultivos se
remonta al siglo XIX, motivo por el cual cuatro especies europeas de Bombus fueron introducidas en
Nueva Zelanda (Macfarlane & Gurr, 1995).

El comercio de colonias de abejorros se ha visto incrementado desde la década de 1980 para satisfacer
la creciente demanda de servicios de polinizacion en cultivos de campo abierto e invernadero (Goulson
et al., 2015; Aizen et al., 2018). Sin embargo, la invasion de abejorros asociada con el crecimiento de
dicho comercio figura entre los 15 problemas ambientales emergentes que probablemente afectaran la
diversidad global (Sutherland et al., 2016; Aizen et al., 2018). En general, los impactos documentados de
estas introducciones fueron reportados por Goulson (2003), quien planteé cinco posibles efectos

negativos: (1) competencia con visitantes florales nativos por el recurso floral, (2) competencia con


https://ecologiahoy.net/wp-content/uploads/2014/12/ciclo_de_vida_abejorros.jpg
https://ecologiahoy.net/wp-content/uploads/2014/12/ciclo_de_vida_abejorros.jpg

organismos nativos por sitios de nidificacidn, (3) transmisién de patdgenos a organismos nativos, (4)
cambios en la produccién de semillas de plantas nativas y (5) polinizacion de malezas no nativas. De
alguna forma, todos estos efectos pueden llevar a la pérdida de biodiversidad de abejas nativas, entre
otros, en especial para especies del mismo género, produciendo desequilibrios ecoldgicos de
impredecibles consecuencias (Goulson, 2003; Goulson et al., 2008; Madjidian et al. 2008).
Especificamente B. terrestris, especie nativa de Europa, ha invadido algunas regiones a raiz de su
introduccion comercial, como Tasmania (Hingston & McQuillan, 1998, 1999; Hingston et al., 2002), Chile
(Pérez, 2013; Aizen et al., 2018) y Argentina (Torretta et al., 2006), a un ritmo acelerado causando un
impacto negativo sobre la flora y fauna nativas. Particularmente en Chile, B. terrestris ha producido
efectos negativos en las abejas nativas y recientemente también ha llegado a la region de Magallanes,
por ello, Pérez (2013) sostiene que el Unico abejorro nativo (B. dahlbomii Guérin-Meneville) esta en
riesgo, ademas de las 14 especies de abejas solitarias que habitan dicha region.

En el caso de Argentina, por ejemplo, son numerosos los efectos negativos de la invasién de B. ruderatus
y B. terrestris desde Chile, como ser la severa disminucion poblacional y extinciones locales del unico
abejorro patagdnico nativo, B. dahlbomii, ademds de la transmision de patdgenos, dafio floral y robo de
néctar de plantas nativas y cultivadas (Morales et al., 2013; Aizen et al., 2018). Por su parte, la invasion
de B. ruderatus ha dado origen a todas las poblaciones de la especie actualmente presentes en Chile y
Argentina, donde fue reportado 10 afios después de ser introducido en Chile (Roig Alsina & Aizen, 1996).
En cuanto a B. terrestris, ha expandido su rango a razén de 200 km por afio y junto a ella, sus pardsitos
han sido detectados en el noreste de la Patagonia; entre los cuales han sido citados a Crithidia bombi
(Tryponosomatida: Trypasonomatidae), Nosema bombi (Microsporidia: Nosematidae) y Apicystis bombi
(Apicomplexa: Neogregarinorida) (Plischuk & Lange, 2009; Pérez, 2013). Ademas, dada su biologia, B.
terrestris tiene el potencial de extenderse mas aun hacia el norte de Argentina en los préximos afios,

hacia el sur a lo largo de los Andes, siendo probable de que llegue hasta Tierra del Fuego (Schmid-

10



Hempel et al., 2014), e incluso llegar a Uruguay, lo cual constituye una amenaza latente para los dos
abejorros nativos, B. pauloensis y B. bellicosus, del pais vecino (Santos et al., 2017).
De esta forma, la mejor estrategia para impedir este tipo de problematicas es evitar la introduccion de

especies exoticas y promover la utilizacién de especies nativas como servicio de polinizacién.

Planteo del problema, objetivos e hipoétesis del trabajo

Planteo del problema

La importancia de las abejas silvestres del género Bombus en la produccién agricola, ademas del
reciente revalorizado rol que cumplen en la conservacion de la biodiversidad, motivan investigaciones
gue permitan ampliar el escaso conocimiento que se dispone actualmente sobre las especies nativas
presentes en la provincia de Tucuman, Argentina: su biologia, distribucidén y preservacion. La biologia de
la mayoria de las especies nativas del género Bombus presentes en Argentina es muy poco conocida, en
particular los aspectos que se refieren a sus habitos de nidificacion. Existen pocos estudios sobre la
biologia de Bombus en nuestro pais, y datan de hace mas de 25 afios el mas reciente (Holmberg, 1879;
Hudson, 1892; Janvier, 1955; Sosa & Brewer, 1998). El Unico trabajo que presenta informacion
relacionada a las preferencias florales de las especies de abejorros del género Bombus en Argentina es el
realizado por Abrahamovich et al. (2001). Por otro lado, mediante un convenio de vinculacién
tecnolégica entre la empresa Biobest (Bélgica) en asociacion con Brometan (Argentina) y el INTA
Famaill3, se logro el desarrollo de la especie nativa B. pauloensis (ex B. atratus) para su utilizacién como
bioinsumo por la empresa Brometan (Gerardo Gennari, com. pers.). Sin embargo, no se realizaron
publicaciones de rigor cientifico acerca de la cria en confinamiento y de la biologia de las especies
nativas mas comunes de Bombus en la provincia de Tucumadn, lo cual fomentaria la produccidn de sus

colonias para su liberacién al ambiente natural.
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Como se ha mencionado anteriormente, existe un potencial riesgo de que alguna de las especies
exdticas presentes en Argentina afecte las poblaciones de especies nativas, o incluso puedan llegar a
desplazarlas. De esta forma, es necesario realizar estudios para conocer con mas profundidad aspectos
de la biologia, el comportamiento y, especialmente, los requerimientos de nidificacién de la fauna de
abejas silvestres nativas del género Bombus presentes en Tucuman. Esta informacidn sera de gran
importancia para sentar las bases tedricas de la biologia de nidificacion de especies de Bombus nativas
para asi optimizar su manejo, cria y utilizacion, en el corto a mediano plazo, como polinizadores en
cultivos de importancia econdmica.

Objetivo general del trabajo

En base a los antecedentes presentados, y el acotado estado del conocimiento cientifico actual en
Argentina, se plantea como objetivo general de este proyecto de investigacion estudiar la biologia de
nidificacion de las especies nativas mds comunes de abejas del género Bombus presentes en la
provincia de Tucumdn, Argentina.

Objetivos especificos e hipotesis

1. Evaluar la capacidad de reinas de especies del género Bombus, capturadas a campo y colocadas
en jaulas de inicio, para iniciar colonias en confinamiento.

Hipotesis: cada especie tiene necesidades particulares para iniciar exitosamente su colonia y

desarrollar una poblacién estable.

2. Caracterizar, para las especies B. pauloensis y B. morio, el desarrollo integral de sus colonias en
confinamiento, incluyendo aspectos de su biologia, éxito reproductivo, influencia del tipo de
Jaulas nido construidas (Jaula nido de inicio A, plastico, vs. Jaula nido de inicio B, madera) y la
respuesta a dos jarabes de alimentacién diferentes.

Hipotesis: La supervivencia de las colonias y su biologia varian entre especies y se ven

significativamente afectadas por el tipo de Jaula nido utilizado y el tipo de alimentaciéon
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suministrado.
3. Conocer en condiciones de confinamiento y exterior (semiconfinamiento), el efecto de dos tipos

de nidos artificiales, en la dinamica y desarrollo de las colonias de cada especie utilizada.

Hipdtesis: El nido artificial proporcionado (de diferente forma, tamafio y material de construccion)

es determinante no sélo en el establecimiento exitoso de la reina sino también en el desempeiio de

la colonia.

4. Investigar la influencia de la temperatura y la humedad relativa ambiente en la actividad de
pecoreo de B. pauloensis.

Hipotesis: El ciclo estacional de actividades de la especie depende de factores ambientales tales

como Temperatura y Humedad Relativa del ambiente.

5. Describir la arquitectura de los nidos naturales de B. pauloensis, incluyendo la disposicion de las
celdas, los materiales utilizados en la construccién, el habitat donde se encuentra, y cualquier

variabilidad observada entre diferentes nidos.

Hipdtesis: La arquitectura de los nidos de Bombus pauloensis y su habitat exhiben adaptaciones

especificas para maximizar la eficiencia reproductiva y la supervivencia de colonias en confinamiento.

6. Registrar y analizar las condiciones microambientales dentro de los nidos naturales de B.

pauloensis.

Hipdtesis: La Temperatura y Humedad relativa dentro de los nidos de B. pauloensis es activamente

regulada.
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Capitulo 2

Capacidad de reinas de Bombus sp. capturadas a

campo Yy colocadas en jaulas de inicio para su

desarrollo en total confinamiento




Introduccion

El 35% de la produccién global de alimentos depende de la polinizacion de cultivos mediada por
animales (Klein et al., 2007). En su gran mayoria, este servicio es provisto por abejas meliferas
manejadas o asilvestradas, por polinizadores silvestres y por diferentes especies de abejorros silvestres
o manejados (Klein et al., 2007; Goulson, 2010). Dadas sus caracteristicas Unicas, como su gran tamafio,
densa pilosidad que cubre su cuerpo, su capacidad de generar calor metabdlico, de realizar polinizacion
vibratil y por su larga lengua, los abejorros son los polinizadores mas efectivos de algunos cultivos, tanto
a campo abierto como bajo cubierta (Morales, 2007). Asi es que por sus caracteristicas, las especies de
Bombus tienen un gran valor econdmico que se ve reflejado en el aumento de la produccién de
numerosos cultivos comerciales (tomate, pimiento, ciruela, fresa, frambuesa, frutilla, manzana, meldn,
pera, girasol, alfalfa, tréboles, etc.) (Abrahamovich et al., 2007).

Como ya se menciond anteriormente, a partir de una reina fecundada y recién salida de la diapausa, es
posible dar inicio a una colmena (Salden, 1912). Basandose en esta premisa, en las ultimas décadas,
centros de investigacion en distintas partes del mundo han buscado mejorar la técnica de cria de
Bombus para hacerla mas eficiente. Por ejemplo, Yoon et al. (2002) encontraron que para la cria de la
especie asiatica B. ignitus, los mejores resultados se obtuvieron a 27°C y 65% HR. En cuanto a la
alimentacién, se realiza a base de polen fresco colectado por Apis mellifera como fuente de proteina
para el crecimiento larval (Plowright & Jay, 1966; Roseler, 1977; Ribeiro et al., 1996) y como fuente de
carbohidratos una solucidon de sacarosa y agua al 50% (Evans et al., 2007). Estos parametros fueron
aplicados por Salvarrey et al. (2013) para la cria exitosa a nivel experimental de B. pauloensis y B.
bellicosus en Uruguay.

Estudios sobre la biologia de algunas especies de Bombus neotropicales como B. pauloensis, B. morio y

B. bellicosus, llevados a cabo en confinamiento y semiconfinamiento, fueron realizados en paises como
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Brasil, Colombia y Uruguay (Laroca, 1976; Gardfalo, 1978, 1979, 1980; Garofalo et al. 1986; Matos &
Garofalo, 1995, 2000; Gonzalez et al., 2004; Aguilar Benavidez, 2008).

En la regién Neotropical, numerosos investigadores han dedicado sus esfuerzos a la cria de especies
nativas, constructoras de bolsillo, en paises como Brasil, Colombia, Ecuador y Uruguay (Sakagami et al.,
1967; Rojas et al., 2003; Gonzdlez et al., 2004; Rojas, 2006; Almanza Fandifio, 2007; Cruz et al., 2008;
Pacateque et al., 2012; Rojas Prieto & Cure, 2012; Salvarrey, 2013; Riafio et al., 2014); ellos combinaron
métodos que dieron resultados positivos con especies de origen euroasiatico y norteamericano
(almacenadoras de polen), pero no indicaron un éxito rotundo para el mantenimiento continuo y
sostenible de colonias.

A pesar de los avances y la disponibilidad de informacidn acerca de la metodologia general de cria de
Bombus en cautiverio, aun faltan detalles y avances que permitan hacerla mas eficiente, como los
referidos a la biologia de nidificacién.

Conociendo el riesgo que implica la introduccidn de especies exdticas (que fueron descriptos en pagina
8), la mejor estrategia es utilizar especies nativas de Bombus. Sin embargo, la principal dificultad para
esto es que se deben adecuar técnicas “ad hoc” para la cria de las especies nativas. En este sentido, la
cria en condiciones controladas de las especies pertenecientes al grupo denominado “hacedores de
bolsillo”, es mas compleja y demandante que la del otro grupo denominado “almacenadores de polen”
al cual pertenecen las cinco especies comercializadas en el mundo (Plath, 1923; Griffin et al., 1991,
Ptacek & Drobna, 2006; Velthuis & van Doorn, 2006). Es por ello que en este capitulo se pretende
conocer aspectos desconocidos relacionados a la biologia de nidificacion, en particular aspectos
relacionados a la capacidad de inicio de colonias por parte de reinas de Bombus sp. capturadas a campo
y mantenidas en confinamiento, basando el éxito de la experiencia en el porcentaje de inicio, y asi
sentar las bases de adaptacion a la cria en confinamiento de especies presentes en la provincia de

Tucumadn. Acorde con Abrahamovich y Diaz (2001) la abundancia relativa para las especies de Bombus
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presentes en la provincia de Tucumdn se da de la siguiente manera: pauloensis > morio > tucumanus >
opifex > baeri, siendo pauloensis la mas abundante y mejor distribuida. Ademas, los sitios citados como
lugares frecuentes y comunes para estas cinco especies son Horco Molle (regién biogeografica: Yunga) y
El Cadillal — Ruta Nacional N° 9 Tapia (regién biogeografica: chaco serrano).

Por otro lado, el conocimiento adquirido servira como referencia para la preservacién de las especies
nativas a lo largo y ancho del pais, como asi también de especies emparentadas presentes en la region

neotropical, y para su uso como polinizadores en diferentes cultivos de interés comercial.

El objetivo general de este capitulo es evaluar la capacidad de reinas de especies del género Bombus,

capturadas a campo y colocadas en jaulas de inicio, para iniciar colonias en confinamiento.
La hipétesis es que cada especie tiene necesidades particulares para iniciar exitosamente su colonia y

desarrollar una poblacion estable.

Materiales y métodos

Trabajo de campo.
Captura y transporte

Las reinas de abejorros, por lo general, nacen hacia el final de la vida de la colonia. Durante esta etapa
son fecundadas por machos y acumulan reservas de hidratos de carbono y proteina para pasar el
invierno en diapausa protegidas dentro de cavidades. Con los primeros calores de la primavera, salen de
la diapausa y se disponen a recolectar néctar y polen para el desarrollo de nuevas colonias (Sladen,
1912). Para dar inicio al estudio, el primer paso fue capturar en campo reinas de Bombus sp. que
pecoreaban después de la diapausa y colocarlas en situaciéon de confinamiento donde se estudid su

adaptabilidad a tales condiciones.
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La captura de especimenes se llevd a cabo durante el invierno tardio y la primavera temprana (entre
principios de agosto y fines de septiembre en distintas localidades de la provincia de Tucuman) durante
cuatro afios consecutivos: 2016, 2017, 2018, 2019. Dichas capturas se realizaron en las dos zonas donde
se encuentran frecuentemente las cinco especies de Bombus sefialadas para la provincia, segin lo
reportado por Abrahamovich y Diaz (2001): Horco Molle, Yerba Buena (regidn biogeografica: Yungas) y
en El Cadillal, Tafi Viejo (region biogeografica: Ecotono Yungas Chaco), durante los afios 2016 — 2019
(Fig. 2).

En El Cadillal las capturas se llevaron a cabo sobre la banquina de la ruta nacional n° 9 (Fig. 3 a-b), entre
los meses de agosto y septiembre, época en la que se observa gran cantidad de cardos en flor, Cardus
spp. L. (Asteraceae), donde las reinas se encuentran pecoreando en busca de polen y néctar (ubicacion
aproximada 26°38'S, 65°14'0, elevacidn: 618 m s.n.m.). Mientras que, en Horco Molle, las capturas se
realizaron en un campo donde habia mucha oferta floral silvestre (Fig. 3 c - d), rodeado por un cultivo de
eucalipto hacia el oeste y selva de yunga hacia el norte y este, y abierto hasta la ruta hacia el sur

(26°47'S 65°19'0, elevacion: 710 m s.n.m.).
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Figura 2: Mapa indicando las zonas de muestreo. 1. Zona de colecta en ruta nacional n® 9 en El Cadillal. 2. Sitios en

la zona de Horco Molle.
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Figura 3: Vistas de las zonas de muestreo. (a) bnqina de la ruta nacional 9 en la localidad de El Cadillal.
(b) Horco Molle, Yerba Buena.

En ambos lugares la captura de las reinas se llevd a cabo sobre las flores, entre las 10 y las 14 horas,
horario donde los Bombus presentan su mayor actividad de pecoreo (Morales Rozo et al., 2006).
Durante la primera campanfa se considerd que debia realizarse un analisis de la abundancia relativa de
las especies de Bombus presentes en las zonas seleccionadas a fin de asegurar que el trabajo se lleve a
cabo con las especies mas comunes de las zonas. Se considerd que el nimero de ejemplares tenia que
ser superior a 100 para que el muestreo de abundancia sea representativo, es decir que el esfuerzo de
muestreo radicé principalmente en cumplir con la cantidad propuesta, lo que resultd en un promedio de
cinco colectas por campafia. Pero luego de la primera campafia se decidié reducir el numero de
ejemplares extraidos de la naturaleza con el fin de no generar un impacto adverso que podria ocurrir
por la sistematica extraccién de reinas.

Fueron utilizados dos métodos: red entomolégica y frascos de muestras de uso bioquimico

acondicionados para tal efecto (en ellos se realizaron perforaciones pequerias para permitir el flujo de
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aire dentro de los mismos e impedir que la reina muera asfixiada). Para su transporte, se dispuso de
frascos individuales para cada reina evitando asi el ataque que pudiera llegar a ocurrir entre ellas y la
consecuente pérdida de especimenes. En cada frasco se colocé una mecha de algodén embebida en
jarabe de sacarosa al 50%. Las mechas (tubos de algoddn enrollado y compacto que se comercializan
con fines odontolégicos, Dental cotton rolls, Dochem, Shangai dochem Industries Co., Ltd.) fueron
cortadas para obtener discos de aproximadamente 1 cm de alto por 1 cm de ancho. Una mecha de dicho
tamafio absorbe aprox. 1 cm?® de jarabe. También se colocé un pellet de polen fresco (obtenido
mediante trampas de polen en colmenas de Apis mellifera) de 1 cm de ancho por 1 cm de alto. De esta
forma, se asegurd cubrir las necesidades nutricionales de la reina (debido a que no es posible conocer
cuanto tiempo estuvo pecoreando previamente y si pudo satisfacer sus requerimientos) y reducir el
estrés que pudiera haber sufrido al ser extraida del ambiente, con la finalidad de aumentar sus
posibilidades de desarrollar una colonia con éxito. Para asegurar las adecuadas condiciones de
transporte, las reinas fueron colocadas en un ambiente fresco, oscuro y de contencién que absorbiera
los movimientos y vibraciones. Para tal fin, los frascos con las reinas se colocaron en conservadoras de
poliestireno expandido con material de relleno (bollitos de papel) para evitar el movimiento de los
mismos y refrigerantes plasticos para provocar un descenso de la temperatura dentro del recipiente de
transporte.

Trabajo de laboratorio

Confinamiento

La cria artificial fue llevada a cabo durante los meses de primavera, verano y principios de otofio durante
cuatro afios consecutivos: 2016-2017, 2017-2018, 2018-2019, 2019-2020. Los trabajos experimentales
sobre cria fueron realizados en las instalaciones pertenecientes a la Estacién Experimental Agropecuaria

INTA Famailld, Tucuman (27°01'S, 65°22'0). Para el acondicionamiento de las reinas al confinamiento, se

construyé una camara climatizada, que reunia todas las condiciones necesarias para hacer posible el
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desarrollo de las colonias (Fig.4). La cdmara contd con una superficie de siete metros de largo por cinco
metros de ancho, con cierre hermético y sin ventanas para evitar contaminaciones con otros tipos de
insectos o pérdidas de humedad y calor. La iluminacidén artificial fue proporcionada mediante luz blanca
y luz roja (Fig.4), cuya frecuencia no es detectada por los abejorros, dando la falsa idea de seguir en
oscuridad (habitat de nido natural) mientras se manipulaba la colmena. Las condiciones de temperatura
y humedad relativa se ajustaron en 27 °C+ 5 °Cy 65 % £ 5 %, utilizando un equipo de aire acondicionado
frio/calor (BGH Silent Air split inverter frio/calor 3000 frigorias 220 V BSI35WCGT) y un humidificador
(Vaporizador/Humidificador SILFAB), respectivamente, acorde a lo propuesto por Yoon et al. (2002).
Estos parametros (temperatura y HR) fueron registrados mediante el uso de un termohigrometro

colocado en el lugar donde fueron acondicionados los nidos.

Figura 4: Camara climatizada: con luz blanca y roja

La cria artificial se llevo a cabo en tres etapas generales:
La primera etapa consistié en colocar las reinas recién emergidas de la diapausa capturadas de la

naturaleza en “Jaulas nido de inicio” (seran descritas mas adelante). Se realizé un seguimiento sobre el
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comportamiento y adaptabilidad hasta la construccion de la primera celda huevo inicial (Ci), hecho que
se considerd como resultado positivo de la adaptacion.

La segunda etapa, que sera descrita en el capitulo 3, consistid en el estudio del desarrollo de la colonia
hasta la presencia de ocho a diez obreras vivas.

En la tercera etapa, se produjo el escalamiento de la colmena traspasando adultos emergidos, reina y
cria en diferentes estados de desarrollo a la jaula nido final, siguiendo el estudio del desarrollo de la

colonia en condiciones de confinamiento y semiconfinamiento, capitulo 4.

Nidos artificiales
Jaulas nido de inicio

Se utilizaron dos modelos de jaulas para estudiar la viabilidad de las reinas capturadas a campo:
e Modelo de plastico (Jaula nido de inicio A): se utilizd el recipiente cominmente llamado

IM

“clamshell”, usado para el expendio comercial de arandanos. El empaque tipo clamshell o almeja es
un contenedor de plastico termoformado con dos lados conectados por una bisagra, transparente,
y cuenta con una base profunda y una tapa menos profunda continua a la base y con aberturas a su
alrededor, por abajo y por arriba. De estructura cuadrangular, cuyas medidas son 10 cm de ancho,
10 cm de largo y 4 cm de alto, con la tapa cerrada, similar a la jaula utilizada por Delaplane (1995)
(Fig. 5 ay b). La eleccidn de este tipo de contenedor para su implementacién como nido de inicio se
basd principalmente en sus dimensiones, ya que la bibliografia sugiere que las dimensiones del sitio
donde se realiza la primer la postura deberia tener 2,5 cm x 1,5 cm (Sladen, 1912) por lo que se
considerd que mientras menor sea el espacio a colonizar por la reina mas rapido serd la
construcciéon de la celda huevo inicial. Otra caracteristica considerada fue la existencia de

perforaciones tanto en la tapa como en la base que permiten un adecuado paso del aire, y las

dimensiones de las mismas (que varian de 0,8cm por 0,5cma1,2cm por0,4cmenlatapay 1,1 cm
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por 0,5 cm a 1,4 cm por 0,4 cm en la base) que no permiten que la reina se escape, pero si la

correcta eliminacion de las heces.

Figura 5: Modelo de plastico, Jaula nido de inicio A: (a) clamshell, abierta, con perforaciones propias de la
estructura del envase y con una perforacion circular en la mitad del extremo posterior de la base que permite la
introduccién de la mecha del alimentador. (b) clamshell cerrada con base de carton, mecha de jarabe ya colocaday
pote de jarabe exterior.

o Modelo de madera (Jaula nido de inicio B): se construyd siguiendo el modelo descripto por
Delaplane (1995) para la eleccidon del material y las dimensiones. El disefio consta de dos paredes
de madera enfrentadas (Fig.6 a), dos paredes de vidrio para la observacion del desarrollo de la cria
sin perturbar a la reina, un piso de tela de alambre tejido de aluminio lo que proporciona una
buena ventilacion y la eliminacion de las heces a través de los huecos que se forman en la malla de
0,3 cm (Fig.6 b). La jaula tiene unas dimensiones internas de 11,5 cm de alto, 12 cm de largo
(paredes de vidrio) y 8 cm de ancho (paredes de madera). En la parte superior tiene una tapa de
madera movil para facilitar el manejo y la introduccién del alimento sélido mediante la apertura de

la misma.
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Figura 6: Modelo de madera y vidrio, Jaulas nido de inicio B. (a) Jaula nido de inicio de madera con malla
metalica en la base sin las pares de vidrio. (b) Jaula nido de inicio B completa con vidrio.
Ademas, en ambos modelos se colocd una pequeia base de cartdn cuadrangular de seis cm a modo de
piso firme, donde se dispone el polen y a la vez ofrece la contencidn necesaria para que la reina inicie la
postura.

Alimentacion

La alimentacidn se realizé a base de polen fresco comercial colectado por Apis mellifera (alimento
sélido, adquirido de Bullion Sergio Esteban, Santiago del Estero) como fuente de proteina para el
crecimiento larval. La cantidad de proteina contenida en el polen suministrado fue analizada en el
Laboratorio de Suelos, Agua y Material Vegetal, de la EEA INTA Famailla, Tucumdn, mediante la
metodologia N Total: Kjelgahl 29572-1, Factor Conversién NT a PT: 6.25 (resultados expuestos en
Anexo). Para asegurar la adecuada conservacion del polen, se lo mantuvo en freezer a temperatura
mayor a 0°C para que no se congele (Fig. 7 a). El mismo fue suministrado en forma de pellets de 1 cm de
alto, de acuerdo a la técnica descrita por Salvarrey et al. (2013). Los pellets se formaron con la ayuda de
una jeringa de 10 ml sin punta. Esta se rellené con el polen fresco y se presioné contra una superficie
solida y estable hasta la formacidn de una masa compacta; luego se extrudié una “barra” de polen firme
y se la cortd en discos de 1 cm de alto (Fig. 7 b-d). Los pellets de polen fueron cambiados por pellets

frescos dia de por medio, revisando previamente que no tengan sefias de postura, como ser: a)
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cobertura de cera, b) base de celda huevo inicial, o, c) celda huevo inicial completa; en cualquiera de los
tres casos se asumid que estaba destinado a la alimentacion larval por lo que el pellet en cuestién no fue
removido y se agregd uno nuevo. Para la realizacion del cambio de polen se utilizé una luz auxiliar
proveniente de una ldmpara tipo de pie con un foco de 60 W apuntando hacia la pared contraria de

donde se encontraban las jaulas de inicio para que no resultaran directamente iluminadas.

Figura 7: Proceso de preparacion del polen para alimentacién. (a) polen frésco; (b) polen conservado en frio e
introducido en la jeringa; (c) obtencién de pellet de polen a través de la jeringa; (d) pellet de polen ya formado.

La fuente de carbohidratos utilizada consistio en una solucion de sacarosa al 50% (50% agua destilada y
50% azucar de caia), de acuerdo a Evans et al. (2007), Rojas Prieto & Cure (2012) y Salvarrey et al.
(2013). Esta solucién de sacarosa se us6 durante los ensayos realizados en los afios 2016 a 2018 y fue
denominada “jarabe comun”.

Posteriormente, en los ensayos de 2019 se probd realizar una adaptacién de la formulacién de un jarabe
enriquecido nutricional y organolépticamente de acuerdo a la informacidn compartida en una reunién
organizada por el Departamento de Agricultura de los EEUU (USDA-ARS) por James P. Strange en Logan
Utah, EEUU (sin publicar). EI mismo fue denominado “jarabe enriquecido” y consistié en azucar,
utilizando el mismo para la formacion de un jarabe de sacarosa (disacarido) y uno de azucar invertido
(formado por los monosacaridos glucosa y fructosa), aceites esenciales y un suplemento proteico

formulado para la nutricion de colmenas de abejas meliferas en su salida del invierno. El jarabe de
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azucar invertido se obtuvo de la siguiente manera: mezclar 1125 ml agua segura, 900 g Sacarosa y
calentar hasta ebullicién. Luego agregar 1,07 g de Acido Citrico, calentar nuevamente durante 20 min
para desdoblar los azucares, y agregar 1,5 g de Acido Sérbico; llevar a volumen final de 1600 ml. La
formulacion del Jarabe de Sacarosa es la siguiente: calentar hasta ebullicion 750 ml agua segura, y
agregar 600 g sacarosa; después llevar a volumen final de 1300 ml. El suplemento proteico utilizado fue
Nutribee® (10 g), cuya composicidn es: 14% proteina bruta (minimo), 0,2% tenor minimo de extracto
etéreo, 0,5% tenor maximo de fibra cruda, 6% tenor maximo de minerales totales, 6% tenor maximo de
humedad, 0,25%-0,35% tenor de calcio (min. y max), 0,8%-0, 12% tenor de fésforo (min. y max.), aztcar
impalpable, harinas vegetales no transgénicas, proteina no transgénica, vitaminas A, B1, B2, B6, B12, D,
E, K3, Acido Félico, Biotina, Niacina, Colina. Aminodcidos: Acido Glutamico, Lisina, Metionina, Isoleucina,
Treonina. Como Ultimo paso se mezclaron los dos volimenes obtenidos en cada preparacion, se
agregaron 10g de Nutribee mas 6 gotas de aceite de limdn y 6 gotas de aceite de arbol de té (Tea Tree),
con lo que se obtuvo el jarabe final para alimentacién. El pH final se midié con un ph-metro electrénico
(Altronix) y varié entre 5 y 6 (entre los distintos lotes producidos). La concentracidén de azucares fue de
50°Bx. + 2°Bx., medido con refractdmetro electrénico (American Optical Corporation, ABBE
REFRACTOMETER, modelo: 10460 SERIAL; USA).

El alimento fue dispensado por la parte inferior de las jaulas para evitar problemas de goteo y suciedad.
El dispensador contuvo el jarabe (alimento liquido), y consistid en un recipiente circular de plastico de
3,5 cm de alto por 8,5 cm de alto con tapa, y una capacidad total de 250 ml (Fig. 8 a y b). La tapa se
perford con un sacabocado de 1 cm de didmetro por el cual se introdujo un tubo eppendorf de 10 ml de
capacidad sin fondo y relleno de dos mechas consecutivas de algodén enrollado (Fig. 9 a y b). Este
conjunto de mechas permitié que el jarabe ascienda por efecto de capilaridad quedando la punta
superior siempre himeda y el alimento a disposicion ad libitum. El jarabe se cambiod cada cinco dias por

jarabe nuevo y fue revisado dia por medio en busca de parametros de fermentacién, tales como
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burbujeo o formaciones de cuerpos extraios; también se controld la correcta capilaridad de las mechas
y ascensién del jarabe. La cantidad total suministrada del mismo fue de 25 + 5 cm®. Para el cambio de

jarabe, se utilizd una luz auxiliar del tipo ldmpara de pie con un foco de 60 W.

Figura 8: Pote de jarabe. (a) vista superior del pote con mecha en contacto con el jarabe. (b) vista frontal del pote
con jarabe.

Figura 9: Mecha de alimentacién: (a) tubo de hemdlisis plastico con el extremo inferior cortado. (b) tubo relleno
con mechas de algoddn de uso odontoldgico.

Monitoreo

Cada reina fue observada dos veces por semana durante 15 minutos para poder tomar datos sobre su
adaptacion y biologia y asi registrar su comportamiento (reconocimiento de sitio, comportamiento
defensivo, postura de la celda huevo inicial, incubacion, inicio de construcciones, y aceptacion del
alimento). Todos los datos fueron volcados a una planilla electrénica Excel, y fueron acompafiados de
grabaciones y fotos.

Limpieza y Mantenimiento

Las tareas de limpieza y mantenimiento fueron realizadas sobre la superficie de las estanterias donde se
encontraban las jaulas nido para no alterar el equilibrio desarrollado dentro del mismo. Se utilizé papel
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sulfito en la superficie de los estantes debajo de los nidos como material absorbente de detritos o jarabe
derramado y contencién para restos de polen, lo que permitié agilizar la limpieza retirando los mismos y
colocando nuevos cada dos dias.

En el Unico caso en que se llevd a cabo la limpieza del interior del nido fue cuando se observé
acumulacién de detritos que no fueran correctamente eliminados fuera del nido por accién de la
gravedad a través de los huecos presentes en cada tipo de jaula, ya que las reinas no podian realizar
vuelos de eliminacion de los mismos. Para ello, se introdujo una pinza recubierta de algodén a modo de
adsorbente.

Se realizé un minucioso monitoreo de la posible presencia de agentes externos tales como “polillas”
[Achroia grisella Fabricus (Lepidoptera: Pyralidae), pollila de la cera] y/o “mosca de la fruta” [Drosophila
melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae)] ya que el ambiente y el alimento proporcionado era
ideal para el desarrollo de ambos organismos. En el caso de las “polillas”, su dieta tipica consiste en miel,
ceray polen de las colmenas, residuos de abejas y en algunos casos las crias de abejas. Las “moscas de la
fruta” podrian contaminar el jarabe de sacarosa produciendo su fermentacion, lo que acorta el tiempo
de durabilidad. En ambos casos se compromete el normal desarrollo de la cria de las especies en
estudio. Se colocaron trampas cromaticas amarillas para insectos que fueron pegadas en las esquinas y
por los bordes de cada uno de los estantes ocupados por las jaulas. Se eligié esta ubicacion para evitar
gue posibles reinas u obreras escapistas sean atrapadas por la trampa pegajosa. Para el control de la
“mosca de la fruta” se realizé una mezcla de polen, agua, azlcar, vinagre y gotas de detergente y en el
borde superior del recipiente contenedor se pegaron tiras de la trampa pegajosa, de modo que al
posicionarse el insecto para alimentarse quedara pegado y de no ser asi, quedara atrapado en el liquido
cuya tensién superficial fue puesta en conflicto por el uso del detergente. Estas trampas fueron
dispersadas entre las jaulas en un nimero de dos por estante. En cuanto a las “polillas” el control

ejercido fue cultural, el polen se cambid cuidadosamente para evitar que quedaran restos por debajo
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del cartén o por fuera de la jaula, y se monitored constantemente que no hubiera adultos volando o
larvas desarrollandose en el interior del pellet. Debido a que la luz blanca era encendida durante lapsos
momentaneos, las trampas amarillas dispuestas en el perimetro de las estanterias no ejercieron su
funcidén de atraccién al maximo, pero tampoco se consideraron totalmente inefectivas.

Andlisis de datos

Después de su estudio en laboratorio y luego de muertas, las reinas capturadas para la cria en
confinamiento durante todos los afios de experimentacion, se enviaron al laboratorio de la Facultad de
Ciencias Naturales y Museo, UNLP, para su debida identificacién. Cabe resaltar que posteriormente a la
campafa 2016-17, ante el bajo numero de B. tucumanus vistas y capturadas (diferenciable facilmente
de las formas tipicas melanicas de B. pauloensis y B. morio por presentar una combinacion de pelos
amarillos, negros y blancos en el metasoma de su tipica forma flavinica), y la nulidad de desarrollo de
colmenas, se tomd la decision de no colectar especimenes de esta especie durante los afios
subsiguientes.

Abundancia de reinas

La abundancia relativa de las especies mas comunes de Bombus en los dos ambientes monitoreados fue
calculada, para cada afio, empleando la siguiente férmula: n° de reinas de cada especie (B. pauloensis, B.
morio, B. tucumanus)*100 / n° total de reinas capturadas. De la misma manera se calculd el porcentaje
total de las campaiias en conjunto.

Inicio de postura

La probabilidad de que inicien (Pi.) una colonia se obtuvo mediante la aplicacion de la férmula Pi.= n2 de
hembras que pusieron celda huevo inicial/ n? total de reinas confinadas, y la chance (Odds: razén entre
la probabilidad de que ocurra un evento y la probabilidad de que no ocurra, Cerda et al., 2013) de que
una reina inicie una nueva colonia mediante la férmula CH. = Pi. /1-Pi. Ambos pardmetros fueron
calculados de manera global, es decir sin discriminar por especie ni por tipo de Jaula nido inicial
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utilizado, y luego discriminados por especie.

Para observar si existen diferencias en el inicio de postura de cada reina teniendo en cuenta el tipo de
Jaula nido inicial utilizado, se calculd el total marginal de cada tipo de jaula nido (A = plastico o B =
madera) dado por [n° de inicios / n° de ensayos (A o B)]*100. Ademas, se obtuvieron los porcentajes de
inicio en cada tipo de jaula mediante el calculo de los totales marginales del nimero de inicios entre
aquellos dias en que se observd una frecuencia minima de nueve reinas diferentes iniciando y el nimero
total de reinas que iniciaron teniendo en cuenta todas las campafias (n° de inicios en dias mas frecuente
/ n° de inicios totales)*100. Finalmente, se registraron los valores maximos y minimos de dias
empleados para construir la primera celda de cria (celda huevo inicial) por cada individuo.

Por ultimo, se observd la preferencia de cada reina en relacion al sustrato utilizado para la construcciéon
de la celda huevo inicial (pellet de polen o cartén de la base de la jaula nido), teniendo en cuenta cada
inicio de postura y calculando la proporcién para cada sustrato.

Analisis estadistico de los datos

El analisis de los resultados mediante estadistica inferencial se llevé a cabo con el software estadistico R
(2021). Se realizd6 un modelo lineal generalizado mixto (Zuur et al. 2009) para una variable con
distribucién Bernoulli (regresién logistica), cuya variable dependiente puede tener solo uno de dos
resultados posibles: éxito/fracaso (inicid/no inicid). Las variables independientes consideradas en dicho
modelado fueron “tipo de jaula” (dos niveles: A y B), “especie de abejorro” (dos niveles: B. morio y B.
pauloensis) y la interaccién entre ambas variables. La inclusidn de la variable de efectos aleatorios en la
cual se realizaron los ensayos (“afio”) permiti6 modelar la variabilidad observada en campafias
sucesivas. Se utilizé la funcién glmer de la libreria Ime4 (Bates et al., 2015) para llevar a cabo los andlisis.
La validacion de los supuestos del modelo final fue llevada a cabo mediante el andlisis de los residuales
|«

del mismo utilizando la libreria DHARMa (Hartig, 2022). Finalmente, el estudio del “sitio de inicio de

postura” en las especies B. pauloensis y B. morio fue llevado a cabo mediante una prueba de y* de
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bondad de ajuste por separado para cada especie en particular.

Resultados

Capturas a campo

Los resultados obtenidos indicaron que la especie mas abundante capturada en campo correspondio a
B. pauloensis seguida de la especie B. morio y en mucha menor medida B. tucumanus (Tabla 3).

Bombus pauloensis y B. morio representaron el 98,7% de la totalidad de los especimenes reina
capturados (tabla 3), siendo B. pauloensis la mas abundante durante todas las campafias con el 84,6%

de los ejemplares.

Tabla 3: Abundancia de las especies del género Bombus capturados en Tucuman durante cuatro campanias de
muestreo. Valores expresados entre paréntesis indican el correspondiente porcentaje. nr: no recolectado(ver
razones en pagina 28),

Campaiia Total de Reinas B. pauloensis B. morio B. tucumanus
2016-17 108 84 (77,77) 20 (18,52) 4 (3,71)
2017-18 64 56 (87,5) 8 (12,5) nr
2018-19 81 75 (92,59) 6 (7,41) nr
2019-20 60 50 (83,33) 10 (16,67) nr
Total 313 265 (84,67) 44 (14,05) 4 (1,28)

Capacidad de iniciacion de colonias de las reinas en los diferentes tipos de jaula ensayados

De manera global resulté que la probabilidad de que las reinas silvestres inicien (Pi.) una colonia en
cautiverio fue de 0,60. Es decir, un 60% del total de las reinas capturadas de la naturaleza tuvieron la
capacidad de establecer al menos una celda huevo inicial. La chance de que inicien (CH.) fue de 1,48, es

decir, sin discriminar por especie, un 48% mas sobre la chance de que no inicien (tabla 4).

32



Tabla 4: Capacidad de inicio exitoso de colonias de las especies con las que se trabajo.

Especie Ensayos # Nidificacion Porcentajede  Periodo de
realizados efectiva nidificacion ensayo
B. morio 44 18 41% 2016-2019
B. 265 168 63.4% 2016-2019
pauloensis
B. 4 0 - 2016-2017
tucumanus
Total de 313 187 60% 2016-2019
ensayos

Para la especie B. morio (N = 44), la probabilidad de que inicie una colonia (Pi.) resulté igual a 0,41 (Tabla
4). La chance de que inicien (CH.) fue 0,69; es decir que las chances de que inicien es 0,31 veces menor
de que no inicien y, en consecuencia, la especie tiene un 31% de posibilidad real de iniciar una cria.

Al analizar si existe preferencia sobre el tipo de Jaula nido inicial utilizado se observé una tendencia
hacia la Jaula nido de inicio A, de plastico, superando la cantidad de inicios en un 20% a la Jaula nido de

inicio B, de madera, (Tabla 5).

Tabla 5: Porcentaje de inicios exitosos de colonias de B. morio registrados para ambos tipos de Jaula nido de
inicio utilizadas.

Tipo de jaula
Jaula nido de inicio A (%) Jaula nido de inicio B (%)
Inicié 12 (50) 6 (30)
No inici6 12 (50) 14 (70)
Total 24 20

Referencias: los porcentajes obtenidos fueron calculados a partir del Total marginal de cada material (ej. para jaula
de inicio B: (n inicios en Jaula nido de inicio B / n ensayos en jaula nido de inicio B)*100 = (6/20)*100).

El tiempo que le llevd a las reinas de B. morio construir la primera celda huevo desde que fueron puestas
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en confinamiento varié entre 2 y 37 dias para las Jaulas nido de inicio A, de pldstico, con una media (x
desvio estandar) de 12,7 (+ 11,4) y 0,3 (+ 0,65) reinas iniciando por dia. En cuanto a las Jaulas nido de
inicio B, de madera, las reinas tardaron de 6 a 39 dias con una media de 15,2 (+ 13) y 0,13 (+ 0,34) reinas
iniciando por dia.

Teniendo en cuenta la eleccion del sustrato en base al total de inicios (n=18), 11 reinas iniciaron la
construccion de la celda huevo inicial sobre el pellet de polen ofrecido, lo que corresponde al 61%,
mientras que las siete restantes, es decir el 39%, lo hizo sobre el cartdn. La mayor frecuencia de postura
de la celda huevo inicial (Ci) se dio al dia 12 en las Jaulas nido de inicio A, con dos reinas oviponiendo el
mismo dia, mientras que en las Jaulas nido de inicio B no se superd nunca una postura por dia.

En cuanto a la especie B. pauloensis (N = 265) la probabilidad de inicio resulté en 0,63 (Tabla 4). Con
respecto a la chance de inicio resulté ser 1,73; es decir que, la chance de que la especie inicie es 0,73
veces mayor de que no inicien, hay un 73% mas de posibilidades de que construyan al menos una celda
huevo inicial de que no lo hagan.

Con respecto al desempefio segun el tipo de Jaula nido de inicio en las cuales fueron confinadas (Tabla
6), se verificd una tendencia a utilizar mds exitosamente la Jaula nido de inicio A, de plastico, ya que
supera en un 20,1% a la Jaula nido de inicio B, de madera, con un total de 73,5% de inicios sobre un

53,4%.

Tabla 6: Porcentaje de inicios exitosos de colonias de B. pauloensis registrados para ambos tipos de Jaula de
inicio utilizadas.

Tipo de jaula
Jaula nido de inicio A (%) Jaula nido de inicio B (%)
Inicié 97 (73,48) 71 (53,38)
No inicié 35(26,52) 62 (46,62)
Total 132 133

Referencias: los porcentajes obtenidos fueron calculados a partir del Total marginal de cada material (ej. para Jaula

nido de inicio A: (n inicios en Jaula nido de inicio A / n ensayos en Jaula nido de inicio A)*100 = (97/132)*100).
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Las reinas de B. pauloensis demoraron entre 1y 83 dias en realizar la primera postura en Jaulas nido de
inicio Ay en entre 1 y 59 dias en Jaulas nido de inicio B, siendo estos los valores mas extremos. De
manera global, el 86,5% de las reinas inicié entre los 4 y 30 dias desde la puesta en confinamiento en las
Jaulas nido de inicio A con una media (+ desvio estandar) de 12 (+ 7,71) de dias para el inicioy 3,6 (t
3,13) reinas iniciando por dia. El 79,2% de las reinas puestas en las Jaulas nido de inicio B iniciaron entre
los 7 y 30 dias, con una media (+ desvio estandar) de 18 (+ 8,2) de dias para el inicio y 2.9 (£ 2.2) reinas
por dia. En las Jaulas nido de inicio A, la mayor frecuencia de postura de la celda de inicio se dio al dia
cuatro (10 reinas), y en las Jaulas nido de inicio B se dio al dia siete (nueve reinas).

Al realizar una estimacién sobre si existe una preferencia con respecto al sustrato elegido para iniciar, se
analizaron los 168 ensayos que iniciaron exitosamente, de los cuales 112 lo realizaron sobre cartén lo
gue representa un 67,7% de las veces, mientras que los restantes 56 fueron iniciados sobre pellet de

polen, lo cual representa el 32,3%.

Anadlisis estadistico.

Las variables predictoras (especie y tipo de jaula) modelaron la probabilidad de que ocurra el inicio de la
postura (tipo de jaula: xz = 12,975; gl=1; p<0,001; Especie: x2 = 8,023, gl=1, p<0,01), mientras que la
interaccion entre ellas no presenté dicha tendencia (x> = 0,001, gl=1, p=0,97). La especie B. pauloensis
tiene una mayor probabilidad de iniciar una cria que B. morio. Por otro lado B. pauloensis presentd
preferencia por la Jaula nido de inicio A sobre la Jaula nido de inicio B mientras que en la especie B.
morio no se observa dicha tendencia (los contrastes son mostrados a posteriori en anexo). Sobre el
estudio del sustrato elegido para el inicio de la construccion, cartdn vs polen, se observa que para la

especie B. pauloensis existe una tendencia para iniciar en el sustrato cartén (sustrato: xz = 18,667; gl=1;

p<0,0001); en cambio, para el caso de B. morio no existié tal preferencia ()(2 =0.89; gl=1; p<0,3458).
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Discusion

Como resultado del muestreo realizado en este trabajo, en las localidades de El Cadillal y Horco molle
(Yerba Buena) se capturaron tres especies (B. pauloensis, B. morio y B. tucumanus) y su respectiva
abundancia relativa coincide con lo reportado por Abrahamovich y Diaz (2001) quienes indicaron que,
de las especies citadas para Tucuman, la mas abundante resultd ser B. pauloensis seguida de B. morio y
luego B. tucumanus. En este capitulo se estudid la capacidad de las reinas de B. morio y B. pauloensis,
capturadas a campo y colocadas en confinamiento, para iniciar nuevas colonias. Los resultados
obtenidos indicaron que la especie B. morio inicid nuevas colonias en menor proporcion (40,9%) que B.
pauloensis (65,63%) en situacidn de confinamiento bajo las condiciones aqui aplicadas (27°Cy 65% HR).
Estos hallazgos difieren parcialmente de estudios previos. En Brasil, Aguilar Benavidez (2008) reportd un
mayor éxito de iniciacién para ambas especies mantenidas en condiciones de confinamiento entre 28 y
30°C en cajas de madera. Se estima que la diferencia de éxito obtenido por esta autora se debe a que
sus resultados estan expresados en funcidn al total de la combinacién de diferentes métodos para
inducir la postura (métodos usados segun Sladen, 1912; Duchateau, 1985; Delaplane, 1996; Gretenkord,
1997) y de la suma total de los individuos de ambas especies. En el presente trabajo de tesis, se
analizaron las especies por separado con el fin de poder observar las caracteristicas biondmicas de la
oviposicidn sin intervencidn alguna, mas que las explicadas, para lograr la adaptacidn al confinamiento.
Por otro lado, Imran et al. (2017) investigaron los pardmetros del ciclo de vida de B. terrestris utilizando
tres materiales diferentes para la construccion de jaulas nido resultando que las jaulas nido de plastico
favorecieron el inicio de colonias, siendo un 80% para plastico y un 50% para madera. A pesar de que en
el presente trabajo no se puso a prueba el material cartdn, los resultados obtenidos fueron coincidentes
con los de Imran et al. (2017), tanto B. pauloensis como B. morio iniciaron mas colonias en plastico
(Jaula nido de inicio A) que en madera (Jaula nido de inicio B), aunque la diferencia sélo fue

estadisticamente significativa para B. pauloensis, se obtuvo un 73,5% de inicios exitosos de colonias en
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Jaula nido de inicio A, de plastico, y un 53,4% para Jaula nido de inicio B, de madera. Ademas, los
resultados obtenidos son similares a los reportados por Yoon et al. (2004) para B. ignitus en jaulas nido
de plastico. Esta similitud sugiere que la adaptacién al confinamiento podria ser similar entre B. ignitus y
B. pauloensis, a pesar de las diferencias entre las especies segiin el modo de alimentacién larval.
Sumado a la mayor proporcién de inicios de colonias en Jaulas nido de inicio A, de material plastico, la
oviposicion tarda menos tiempo (seis dias), en comparaciéon con los inicios en Jaulas nido de inicio B, de
madera, lo cual también coincide con lo reportado por Imran et al. (2017) y por Yoon et al. (2004).

Por otro lado, el volumen de las jaulas de inicio también parece ser un factor en la adaptacién de las
especies B. terrestris y B. pauloensis. Al comparar los resultados de este trabajo con los obtenidos por
Imran et al. (2017) en jaulas de inicio madera, (Jaulas nido de inicio B en este trabajo), se observa una
similitud en el porcentaje de iniciacion (50%) en ambas especies. Esto, considerando el volumen similar
de las jaulas utilizadas en ambos estudios, sugiere una adaptacion comun al tamafio de las jaulas de
inicio.

Estos hallazgos respaldan los resultados de estudios previos y resaltan la importancia de tener en cuenta
tanto el volumen como el material de construccion de las jaulas nido a la hora de disefiar protocolos de
cria de abejorros en confinamiento, que resultaria en un desarrollo mas acelerado y un incremento en el
numero de colonias exitosas.

En cuanto al sitio elegido para la construccidn de la celda huevo inicial de oviposicidn, Sakagami (1976)
informd que las especies europeas tendian a nidificar sobre una masa de polen segun habian reportado
Sladen (1912) y Alford (1975). A su vez, Gardfalo (1979) observé que la especie B. pauloensis inici6 en el
piso de la caja nido, salvo una excepcién en que la reina inicié en el recipiente que contenia el polen
ofrecido como alimento. En el presente trabajo, al realizar el analisis del lugar elegido por la especie B.
pauloensis para iniciar la construccién de la celda huevo inicial (cartén vs. pellet de polen) se pudo

concluir que el sustrato “carton” fue predominante y el mismo se corresponde con el piso de las jaulas
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de inicio, presentando dicha eleccién una diferencia significativa con el sustrato “pellet de polen”. Este
resultado coincide entonces con lo reportado por Gardfalo (1979) para la especie B. pauloensis. Para la
especie B. morio se constatd que no presenta preferencia por iniciar la construccion de la celda huevo
inicial en un sustrato en particular, aunque es importante mencionar que este resultado puede estar
influenciado por la baja representatividad de inicios exitosos por parte de la especie, por lo que seria
aconsejable realizar mas pruebas para obtener un resultado concluyente.

La preferencia por ciertos materiales y condiciones especificas destaca la necesidad de personalizar los

enfoques de cria para cada especie.

Conclusiones

En este capitulo se destaca que Bombus pauloensis es la especie mas abundante en los dos sitios
monitoreados de la provincia de Tucuman. Los resultados respecto a la capacidad de reinas de Bombus
sp. para iniciar colonias en confinamiento indican diferencias significativas entre las especies analizadas,
con B. pauloensis mostrando mayor capacidad para iniciar nuevas colonias en confinamiento en
comparacién con B. morio. Bombus pauloensis muestra una preferencia para nidificar con mayor éxito
en el modelo Jaula nido de inicio A y para construir la celda huevo inicial en el piso de la caja, mientras
gue B. morio no exhibe una preferencia marcada con respecto al sustrato de inicio ni respecto a los dos
tipos de jaulas utilizadas en este estudio. En conjunto, los resultados respaldan, parcialmente, el

potencial de adaptaciéon de B. pauloensis al confinamiento.
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Capitulo 3

Caracterizacion del desarrollo de colonias en

confinamiento




Introduccion

Los intentos de domesticacion de abejorros datan de mucho tiempo atrds. En su libro The Humble-bee,
Sladen (1912) reportd los primeros resultados exitosos en la cria de colonias de especies europeas. Con
el pasar de los afios, numerosos estudios permitieron sentar las bases de los pardmetros éptimos para
asegurar la cria de abejas nativas en confinamiento, incluyendo la temperatura, humedad relativa (HR) y
las caracteristicas de los alimentos a proveer (Velthuis & van Doorn, 2006), lo que permitid la cria de
algunas especies europeas y norteamericanas (mayormente “almacenadores de polen”) en total
confinamiento.

Las especies sudamericanas, incluidas B. pauloensis y B. bellicosus, pertenecen al grupo “hacedores de
bolsillo”. A pesar de las dificultades, es posible criar las especies de este grupo adecuando y mejorando
la técnica, existiendo experiencias de cria exitosa en Brasil (Gardfalo, 1979), Colombia (Aldana et al.,
2007; Cruz et al., 2008), Chile (Estay Palacios, 2007) y mas recientemente en Uruguay (Salvarrey et al.,
2013).

Cada colonia se inicia como una unidad subsocial a partir de una sola reina fundadora. La etapa eusocial
se da con la generacidon de obreras infértiles, morfoldgicamente similares a la reina, pero de menor
tamafio. Mas adelante en el tiempo, se producen las reinas virgenes y los zanganos, que se aparean, la
colonia muere vy las reinas fecundadas entran en diapausa hasta la primavera siguiente (Michener,
2007). Presentan un ciclo de vida anual, aunque en ciertas zonas de la regién neotropical pueden
presentar ciclos continuos (Moure & Sakagami, 1962; Cruz et al., 2008)

En la regidén neotropical, diversos investigadores han dedicado sus esfuerzos al esclarecimiento de la
biologia del desarrollo de polinizadores nativos como B. pauloensis (Sakagami et al., 1967; Zucchi, 1973;
Gardfalo, 1979, Rojas et al., 2003; Gonzalez et al., 2004; Rojas, 2006; Aldana et al., 2007; Cruz et al.,
2008; Torres & Gomez, 2008; Rojas Prieto & Cure, 2012; Pacateque et al., 2012; Salvarrey et al., 2013;

Riafio et al.,, 2014) y en menor medida la especie B. morio (Laroca, 1976; Garofalo, 1978; Aguilar
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Benavidez, 2008).
En Brasil, en el estado de San Pablo, trabajos con colmenas naturales de B. pauloensis trasladadas al
laboratorio y conectadas al exterior para su alimentacién independiente permitieron observar la
construcciéon de celdas y puesta de huevos como actividad exclusiva de la reina (Sakagami & Zucchi,
1965; Gardfalo, 1979). En la especie B. pauloensis el desarrollo de las larvas, originadas en una Unica
celda de huevos, ocurre en una misma celda que se expande a medida que las larvas aumentan de
tamano, diferenciandose en celdas individuales y continuando su desarrollo hasta alcanzar el estado de
pupa (Sakagami et al.,, 1967; Gonzalez et al., 2004). La alimentacién de los inmaduros se produce
primeramente por regurgitacion y luego por bolsillo (“pocket maker”) (Garofalo, 1979; Gonzélez et al.,
2004).
En contraste, en Argentina no se cuenta con estudios de rigor cientifico que aborden estos aspectos
relacionados a la biologia del desarrollo en entornos de laboratorio ni de campo para las especies de
Bombus presentes en sus ecosistemas. Esta carencia resalta la necesidad de abordar el estudio sobre el
desarrollo de las colonias de especies como B. pauloensis y B. morio, cuyas poblaciones son comunes en
la provincia de Tucuman. En el presente capitulo se caracterizan las diferentes etapas de desarrollo del
nido, se determinan la duracidn de los distintos estados de desarrollo, y analizan el desenvolvimiento de
la progenie que conforma la colmena. Este enfoque resulta esencial no solo para avanzar en el
conocimiento cientifico de estas especies en Argentina, sino también para fundamentar la importancia
de la cria en confinamiento de B. pauloensis, abordando sus implicaciones bioldgicas, econdmicas y en la
prevencion de invasiones por especies de Bombus exoticos.
1. El objetivo general de este capitulo es caracterizar, para las especies B. pauloensis y B. morio, el
desarrollo integral de sus colonias en confinamiento, incluyendo aspectos de su biologia, éxito
reproductivo, influencia del tipo de Jaulas nido construidas (Jaula nido de inicio A, plastico, vs.

Jaula nido de inicio B, madera) y la respuesta a dos jarabes de alimentacidon diferentes.
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La hipétesis general es que la supervivencia de las colonias y su biologia varia entre especies y se

ven significativamente afectadas por el tipo de jaula nido utilizado y el tipo de alimentacién

suministrado.

Materiales y Métodos

Exito reproductivo

El estudio se llevd a cabo con colonias obtenidas a partir de reinas capturadas en la naturaleza (ver sitios
en capitulo 2) de las especies B. pauloensis y B. morio hasta la presencia de ocho a diez obreras
emergidas. A pesar de que construyeron celdas huevo iniciales, ninguna de las reinas de la especie B.
morio confinadas obtuvo obreras por lo que Unicamente se completd el estudio del desarrollo de B.
pauloensis.

El éxito reproductivo fue definido como la obtencién de hasta 10 obreras por cada reina en su respectiva
colonia. Una vez alcanzado este numero de individuos (8 - 10), cada colonia (que incluia a la reina,
obreras y cria en diferentes estados de desarrollo) fue trasladada a las "Jaulas nido final". Durante esta
etapa, se registraron a través de fotografias y filmaciones, todas las actividades realizadas por la reina y
obreras dentro de la jaula de inicio mediante una camara réflex Canon EOS T5i. En los casos en que fue
necesario, las obreras y la reina de cada colonia se extrajeron y se colocaron en colmenas
independientes para llevar a cabo un registro grafico del desarrollo del nido.

Alimentacion de la colonia durante todas las etapas

La alimentacién constd de dos ofertas nutricionales diferentes: carbohidratos y proteinas. La fuente de
carbohidratos fue ofrecida en forma de jarabe liquido bajo dos formulaciones, comun y enriquecido
nutricionalmente. La fuente de proteinas consistio en polen fresco recolectado por A. mellifera, en

forma de pellet. Los detalles de cada uno de ellos se encuentran explicados en la seccion Materiales y
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Métodos del capitulo 1.

Seguimiento del desarrollo de las colonias.

Para la obtencién de datos se procedid al seguimiento de cada colmena mediante observaciones
detalladas por 15 minutos dos veces por semana, complementadas con registros adicionales periddicos
durante las tareas de control y recambio de alimento. Estos datos contribuyeron a un trabajo de registro
que incluyé la descripcidn general de eventos clave en el nido, como la construccién de la primera celda
de cria o celda huevo inicial de la colonia (Ci), la emergencia de la primera obrera y el desarrollo de la
colonia.

Se estudiaron, mediante observacion, aspectos bioldgicos fundamentales como:

e Comportamiento de las reinas que produjeron descendencia: aceptacion del alimento (jarabe y
polen), acicalamiento, construccién de celda huevo inicial (primer celda de cria) y celdas huevos
(es decir, celdas conteniendo huevos cuya construccién es posterior a la primer celda de cria),
numero y posicidon de los huevos depositados en las celdas, construccion del primer vaso de
alimentacién (antes o después de la primer celda), depdsito de jarabe en el vaso de
alimentacién por regurgitacién (si ocurriera), construccién de bolsillo, cantidad de dias para su
construccion.

e Desarrollo de la colonia: estimacion de la cantidad de larvas en celdas larvales comunes,
estimacion de la duracidn del ciclo larval, modo de alimentacién de larvas, presencia de pupas,
estimacion de la duracidn del estado de pupa, emergencia de adultos y comportamiento de los
mismos.

Para estimar el tiempo de vida de las obreras se procedid a numerarlas a medida que emergian
utilizando un kit comercial de marcaje de reinas tipo 1 que contiene cinco tarjetas con discos de 2,5mm
de diametro de colores rojo, azul, verde, amarillo y blanco, numerados del 1-99 y un pegamento

especialmente desarrollado para no comprometer la salud de las abejas. El resultado esperado no se
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produjo ya que la mayoria de las obreras se quitaban estos nimeros, ya sea por si mismas con el
segundo par de patas o asistidas por otras, lo que llevd a una estimacién basada en un nidmero reducido
de obreras que permanecieron numeradas, generando resultados con cierta variabilidad.

Andlisis de los datos

Para determinar y comparar el éxito reproductivo de la especie B. pauloensis en relacién con los dos
jarabes utilizados y las diferentes jaulas nido de inicio (Jaula nido de inicio A: plastico y Jaula nido de
inicio B: madera) se calculd el porcentaje de colonias con hasta 10 obreras en cada situacién.

Analisis estadistico

Primeramente, se analizo el tiempo de desarrollo, desde el huevo hasta la eclosion del capullo, (con la
consecuente emergencia del adulto), analizando el tiempo de duracion de los estados de desarrollo
huevo, larva y pupa.

El establecimiento del ultimo estado de desarrollo (estado de pupa) se realizé en base a estudios previos
qgue consideraban la pupacidon como el periodo entre la formacién del capullo (hilado del mismo por
parte de la larva) y la eclosién del mismo por parte del individuo adulto (Sutcliffe & Plowright, 1990;
Cnaani et al., 2000).

Se analizé el tiempo de desarrollo de los individuos en 3 etapas definidas de la siguiente manera:

e Etapa 1, huevo: se midié el tiempo de eclosién de los huevos, desde la construccion de la celda
huevo inicial hasta la aparicion del bolsillo y/o el aumento de tamafio de las mismas,
confirmandose la aparicion de las larvas mediante la apertura de la respectiva celda.

e Etapa 2, larva: se midié el tiempo de duracién del ciclo larval contando los dias desde el
aumento de tamario de la celda y/o construccidn del bolsillo hasta que la larva empezé a hilar el
capullo.

e Etapa 3, pupa: desde el hilado del capullo, pasando por el estadio de pre-pupa y el estadio de

pupa hasta la eclosion del capullo. Se midid la duracidn de los tres estados de desarrollo en dias.
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Mediante la sumatoria de la duracion de todos los estados de desarrollo se obtuvo el tiempo total
de desarrollo (duracién del estado pre-imaginal).
Para evaluar si el jarabe enriquecido ofrecido a las reinas influyd en el desarrollo pre-imaginal de las
obreras fueron comparados los tiempos de desarrollo respecto a los registrados en colonias mantenidas
con jarabe regular (agua y aztcar 1:1).
Para estos analisis se utilizé el programa estadistico IBM SPSS v. 22.0. En ambos casos (tipo de jaula nido
de inicio y de jarabe), se aplicd un modelo lineal mixto generalizado (MLMG) con una distribucion de
Poisson y una funcién del enlace de logaritmo. Las variables “Jaula nido de inicio” y “jarabe” y su
interaccion han sido incluidos como factores fijos o variables categdricas, mientras que “reina” (cada
una de las colonias estudiadas) fue bloqueado, (es un factor de bloqueo o random effect, es un campo
cuyos valores en el archivo de datos pueden considerarse una muestra aleatoria de una poblacion de
valores mas grande). Las medias han sido comparadas mediante LSD (Least significance difference:

minima diferencia significativa) con un nivel de significancia del 5%.

Resultados

Exito reproductivo

En aquellas colonias en las cuales se utilizd “jarabe comun”, se observd que el éxito reproductivo,
definido como la obtencién de hasta 10 obreras por cada reina, fue mucho menor que el obtenido con el
uso del “jarabe enriquecido” (Tabla 7). Esta disparidad fue evidente tanto en las Jaulas nido de inicio A,
de plastico, como en las Jaulas nido de inicio B, de madera, con una diferencia del 63,6% y 53%,

respectivamente.

Tabla 7: Porcentaje de éxito reproductivo (colonias con hasta 10 obreras) de la especie B. pauloensis en dos
tipos de jaulas de cria para colonias desarrolladas con “jarabe comin” (n en plastico =46 y n en madera = 38) y
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“jarabe enriquecido” (n en plastico = 21 y n en madera = 16).

Exito Reproductivo

Tipo de Jarabe Jaulas nido de inicio A (plastico) Jaulas nido de inicio B
(madera)
Comun 17,4 15,8
Enriquecido 81 68,75

A su vez, se destaca que el porcentaje de reinas con descendencia también fue mayor en Jaulas de inicio
A, de plastico, cuando se utilizé "jarabe comun" en comparacién con aquellas construidas con madera.
Resultados del andlisis estadistico

El andlisis de los resultados revela que, al emplear "jarabe enriquecido", existe una diferencia
significativa en el tiempo de desarrollo del estado huevo y, por ende, del desarrollo pre-imaginal (Tabla
8). En cuanto al tiempo de desarrollo larval, no se observan diferencias significativas entre los tipos de
jaulas al utilizar "jarabe enriquecido"; sin embargo, al utilizar "jarabe comun", se registr6 un menor
tiempo de desarrollo larval en las Jaulas de inicio B, de madera. Cabe destacar que, para el tiempo de

desarrollo de la pupa no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 8: Duracidn de las etapas de estudio de los estados de desarrollo preimaginal (huevo, larva y pupa), de la
especie B. pauloensis en relacion al tipo de Jaula nido de inicio vs. jarabe (comun = azlcar + agua; enriquecido=
azucar + azucar invertido + Nutribee) expresado en dias. (Letras diferentes después de las medias de cada fila
indica diferencias significativas).

Jaula nido vs. Jarabe (n = 280)

Jaula nido de inicio A (plastico) Jaula nido de inicio B (madera)

Enriquecido + Comiin * Enriquecido *
Jarabe Comiin * DS
DS DS DS
Huevo 6,83 + 0,2A 518+ 0,1B 7,07 £ 0,25C 6,36 +0,1D
Larva 18,88 £ 0,3A 12,95 +0,2B 15,75+ 0,2C 13,1+0,2B
Pupa 12,8 +1,8A 11,74 +1,8A 11,7 + 1,6A 11,31 £1,9A

Pre-imaginal 38,38 £ 0,5A 29,89 +0,3D 34,53 +0,6B 30,86 £ 0,3C

MLMG = Huevo: F (1;276) = 9.843; P = 0.002. Larva: F (1;276) = 29,886; P = 0,000. Pupa: F (1;276) = 1,310; P =
0,253. Pre-imaginal: F (1;276) = 27,505; P = 0,000. Ref.: F: estadistico de Wald + P (significancia).
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Con respecto a los dos tipos de Jaulas nido de inicio utilizadas, al analizar su efecto en los tiempos de
desarrollo sin incluir la variable “jarabe”, se evidencian diferencias significativas en los diferentes

estados del desarrollo de la especie (Tabla 9).

Tabla 9: Duracion de las etapas de estudio correspondientes a los estados de desarrollo pre-imaginal (huevo,
larva y pupa), de la especie B. pauloensis expresados en dias (+ Desvio estandar) con respecto al tipo de Jaula
nido de inicio (n plastico = 172 y n madera = 108). (Letras diferentes después de cada media indica, en una misma
fila, diferencias significativas).

Tipo de Jaula nido

Jaula de inicio A (plastico) Jaula de inicio B (Madera)

(n=172) (n=108)
Huevo 59+0,1A 6,7 +0,14B
Larva 15,64 + 0,2A 14,36 £ 0,2B
Pupa 12,23 £ 0,15A 11,51 £ 0,2B
Pre-imaginal 33,87 + 0,3A 32,64 + 0,3B

MLMG = Huevo: F (1;276) = 19,694; P = 0.000. Larva: F (1;276) = 23.179; P = 0,000. Pupa: F (1;276) = 8,643; P =
0,004. Pre-imaginal: F (1;276) = 7,888; P = 0,005. Ref.: F: estadistico de Wald + P (significancia).

Se observa que, en el caso del tiempo de eclosién del huevo, la media del tiempo de desarrollo en Jaulas
nido de inicio A, de plastico, es menor, pero para los estados de larva y pupa las medias son menores en
las Jaulas nido de inicio B, de madera, asi como también cuando se considera el tiempo del desarrollo
total.

Al analizar las medias estimadas teniendo en cuenta los dos tipos de jarabes utilizados (sin incluir la
variable “tipo de Jaula” en el analisis), también se observan diferencias significativas (Tabla 10), siendo
significativamente menores para los tratamientos provistos de “jarabe enriquecido” en todos los

estados de desarrollo.
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Tabla 10: Duracidn de las etapas de estudio correspondientes a los estados de desarrollo pre-imaginal (huevo,
larva y pupa), de la especie B. pauloensis expresados en dias (£ Desvio estandar) considerando el jarabe
proporcionado (jarabe comin, n = 80 y jarabe enriquecido, n = 200). (Letras diferentes después de cada media en
una misma fila indica diferencias estadisticamente significativas).

Jarabe
Comuiin (n = 80) Enriquecido (n =200)
Huevo 6,95+ 0,16A 5,74 + 0,09B
Larva 17,25 £ 0,25A 13,03 £0,13B
Pupa 12,22 £0,21A 11,53 +0,13B
Pre-imaginal 36,41 + 0,4A 30,37 +0,22B

MLMG = Huevo: F (1;276) = 49,584; P = 0.000. Larva: F (1;276) = 252,876; P = 0,000. Pupa: F (1;276) = 7,994; P =
0,005. Pre-imaginal: F (1;276) = 190,857; P = 0,000. Ref.: F: estadistico de Wald + P (significancia).

Se destaca la reduccion de todos los plazos de desarrollo en las Jaulas nido de inicio A, de plastico, lo
gue se podria explicar como el “efecto jarabe”, es decir, su impacto es tan significativo que modifica el
“efecto del tipo de Jaula nido de inicio” (ver Tabla 8).

Seguimiento de desarrollo de las colonias.

Del total de 21 reinas de B. pauloensis que iniciaron colonias con jarabe enriquecido en Jaulas nido de
inicio A, de plastico, 17 tuvieron descendencia, representando asi un 80,94% de éxito en base al total de
colonias iniciadas. De este porcentaje un 57,14% tuvo mas de 10 obreras y un 23,80% tuvo menos. En
cuanto a las Jaulas nido de inicio B, de madera, con el mismo jarabe, de un total de 16 reinas de B.
pauloensis que iniciaron, el 68,75% tuvo descendencia (11 reinas), de las cuales ocho alcanzaron 10

obreras o mas (50%) y tres presentaron menos de 10 obreras (18,75%) (Tabla 11).

Tabla 11: Descendencia en colonias (en porcentaje), producidas por reinas de B. pauloensis confinadas en dos
tipos de Jaulas nido de inicio (plastico o madera) discriminando colonias de bajo (menos de 10 obreras) y alto
desempefiio (10 o mas obreras).

Jaula nido N Bajo Alto Total

Jaula nido de inicio A (plastico) 21 23,80 57,14 80,94
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Jaula nido de inicio B (madera) 16 18,75 50,00 68,75

Comportamiento de la reina

Durante los ensayos se observé que la reina sufre grandes cambios comportamentales. Una vez que da
lugar a la construccidn, puesta de los huevos y cierre de la celda huevo inicial (Ci), la actitud cambia de
escapista, defensiva, y muchas veces agresiva, a sdlo defensiva y protectora. El interés por escapar
resulta practicamente nulo y la mayor parte del tiempo se dedica a alimentarse, incubar la Ci, revisar su
estado, construir el bolsillo y el vaso de alimentacidn y expandir la celda larval a medida que las larvas
van creciendo.

La incubacion de la celda que contiene los huevos (celda huevo) puede ser realizada de diferentes
maneras ya sea con todo el cuerpo apoyado sobre la celda en forma de medialuna sobre la parte
superior de la celda (Fig. 10 a-b), o de costado apoyando la parte ventral del metasoma a alguno de los
laterales de la celda y rodeando con sus patas el resto de la misma (Fig. 11 a-b). También puede ocurrir
qgue la reina se coloque encima de la celda apoyando el mesosoma (Fig. 12 a) o la parte ventral del
metasoma (Fig. 12 b). En todos los casos, realiza movimientos intermitentes, de contraccion y relajacién,

con el metasoma.
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Figura 10: Reinas de Bombus pauloensis incubando una celda huevo inicial (a) y una celda huevo (b) con todo el
cuerpo adquiriendo una forma de medialuna.

Figura 11: Reinas de Bombus pauloensis incubando la celda huevo inicial de costado. (a y b) las reinas apoyan la

parte ventral del metasoma en alguno de los laterales de la celda y rodean con sus patas el resto de la misma.
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Figura 12: Reinas de Bombus pauloensis incubando la celda huevo inicial en la parte superior de la misma. (a) con
la parte ventral del mesosoma o, (b) con la parte ventral del metasoma.

En las celdas huevo inspeccionadas (celdas de huevos subsecuentes a la primera puesta), la construcciéon
del bolsillo de alimentaciéon (Fig. 13 a) coincidié con la eclosidn de los mismos (Fig. 13 b y Fig. 14 b). La
construcciéon del bolsillo se inicia desde la celda con la formacion de pilares (Fig. 14 a), los cuales se
extienden hacia el exterior y se fusionan para formar la base de un circulo. Posteriormente, se lleva a
cabo la construccién de las paredes del bolsillo hacia arriba. (Fig. 14 c). Muchas veces este elemento se
manifestd como una invaginacion en el borde externo de la celda hacia el interior de la misma y se
observaron pilares de cera que se elevaban desde la base de la jaula hasta la celda larval (Fig. 15 a),
aungue no siempre estaban completos en su estructura. En otros casos se observd la presencia de

invaginacion sin la construccion de pilares de cera (Fig. 16 a).

v’_

L a b

Figura 13: Bolsillo de alimentacién en aparente celda huevo inicial. (a) vista frontal de bolsillo de alimentacién

larval completo. (b)vista lateral del bolsillo y aparente celda huevo abierta donde se observa una larva de reciente
emergencia, por lo que se confirma que ya es una celda larval.
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sobre pellet de polen, resultando en un semicirculo sin cerrar. (b) vista de la misma celda (ahora celda larval),
abierta, donde se observa que el contenido son larvas recién eclosionadas. (c) bolsillo completo en forma circular
luego de 24 hs de obtener la imagen “a”.

a b

Figura 15: Pilares e invaginacion. (a) vista frontal de pilares e invaginacion en supuesta celda huevo inicial. (b)
larvas recientemente eclosionadas en supuesta celda huevo inicial, por lo que se confirma que ya es una celda

larval.
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Figura 16: Vista frontal de la supuesta celda huevo inicial. (a) celda con invaginacion sin presencia de pilares de
cera. (b) celda con larvas recientemente eclosionadas.

A pesar de que se llevd a cabo la construccidon de los bolsillos de alimentacidn, no se registrd evidencia
de su utilizacion durante el periodo de confinamiento (Fig. 17). Se constatd que la alimentacion de las
larvas se realizd exclusivamente mediante regurgitacion (Fig. 18 a), con la apertura de pequeias
aberturas en las celdas que albergaban las larvas (Fig. 18 b-d). Este proceso fue llevado a cabo tanto por

la reina en la fase subsocial como por las obreras en la fase eusocial.

Figura 17: Vista superior de colonia con multiples bolsillos construidos aunque vacios.
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Figura 18: Alimentacion larval. (a) obrera alimentando larvas por fenestracién. (b) ventana de alimentacién en

celda con multiples larvas y (c) en larva Unica. (d) parte anterior de larva asomando por ventana de alimentacion.

Dentro de los casos estudiados, se encontraron Ci que presentaban subdivisiones internas por la
incorporacién de paredes de cera. A simple vista, estas celdas parecian simples, sin particularidades que
indicaran una configuracién interna distinta; carecian de invaginaciones superficiales o niveles que
sugirieran alguna divisién (Fig. 19 a), pero luego al abrirlas se descubrian compartimentos internos o
subniveles (Fig. 19 b). En algunos casos se observé un alargamiento en uno de los extremos de la celda 'y
un mayor volumen (Fig. 20 a). Los huevos se distribuyeron en camaras separadas por tabiques de cera

compartiendo una cobertura de cera comun, es decir que al intentar abrir el conjunto se levantaba la
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celda como si fuera Unica e individual (Fig. 20 b).

Debido a esta estructura, cada sub-celda fue tratada de manera individual al momento de contabilizar
los huevos. Este enfoque se adoptd considerando que estas subceldas seguian el mismo patrén de
postura que una celda convencional (derivando de la construccion de la base de la misma) puesta de

huevos en cada subcelda y, posteriormente, la formacién de una Unica cobertura.

Figura 19: Celda de inicio compuesta. (a) aparente Ci individual. (b) misma Ci abierta donde se observa que se
encuentra dividida en dos secciones, con otra Ci en un subnivel.

Figura 20: Ci compuesta. (a) con extremo alargado. (b) una vez abierta se observan 4 subceldas separadas por
tabiques de cera.

Desarrollo de la colonia

En la primera etapa de la cria (etapa subsocial), entre la puesta de la celda huevo inicial y el nacimiento
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de la primera obrera), al encontrarse la reina sola, todas las estructuras (Ci, vaso y bolsillo) fueron
construidas por ella. Asimismo, al eclosionar los huevos, las tareas de alimentacién larval también
fueron exclusivas de la reina. La cera utilizada por la reina para la construccion de las Ci es producida por
sus propias glandulas. La forma de las Ci varié de redondeada a ovalada, pudiendo adquirir una forma
mds puntiaguda segun la disposicion de la reina durante la incubacién. Tanto los vasos de alimentacidn,
bolsillos y celdas larvales son de cera y experimentan cambios en su forma y aumentan de tamano
segun sea necesario. Se han observado multiples situaciones en las que las estructuras son “recicladas”,
es decir, la reina usa parte de la cera de una estructura para formar otra. Este proceso confiere
dinamismo a la estructura del nido que evoluciona y cambia de forma con el tiempo adaptandose a las
necesidades emergentes de nuevas estructuras. También, por ejemplo, se observaron situaciones en las
qgue pupas fueron traslocadas de una punta a la otra del nido (Fig. 21 a y b), asi como algunos vasos de

alimentacién fueron completamente desarmados y armados nuevamente en otro sector del nido.

Figura 21: Traslocacién de pupa. (a) se observa una pupa cercana a la mecha de alimentacién (destacada con un
circulo rojo), y (b) su traslocacién a la parte opuesta de la jaula nido. Se puede observar la mecha de alimentacion
como referencia, destacado con un circulo azul: en la imagen “a” se encuentra, paralelo y hacia la derecha de la
pupay en la imagen “b” la mecha de alimentacidn se encuentra en la parte delantera de la imagen.

Una vez que las larvas han eclosionado, las celdas larvales adquieren una forma entre oval y

redondeada. La celda que alberga las larvas es expandida superior y lateralmente a medida que las
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larvas crecen, quedando conformadas por larvas de distintos tamafos (Fig. 22 a y b). Su dimensién no
solo varia de acuerdo a la cantidad de larvas que contienen sino también en relacién al tamafio de cada
larva en particular. De esta manera las celdas no presentan una forma regular (Fig. 23 a, c y €), mas bien
son cumulos larvales que son expandidos por la reina o las obreras a medida que las larvas aumentan de

tamanfio por lo que no hay una metodologia de medicién que sea regular.

Figura 22: Celda larval. (a) cerrada. (b) abierta, donde se puede observar a simple vista que esta formada por larvas
de diferente tamafio
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Figura 23: Celdas larvales. (a, cy e) cerradas, de diferentes formas y tamafos. (b, d y f) abiertas, exponiendo el
contenido larval correspondiente.

Consecuente al crecimiento, la capa de cera se va volviendo cada vez mads fina y las larvas van
adquiriendo una cubierta individual mas definida que permite dilucidar su posicién en la celda y su
forma (Fig. 24 a). En este punto, las larvas se acomodan adquiriendo la forma de C (Fig. 24 b), lo que

resulta en una configuracion mas redondeada dentro de la celda individual (Fig. 24 a).
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Figura 24: Celda larval. (a) cerrada, donde se puede estimar a simple vista la cantidad de larvas presentes (cuatro)
debido a la fina cobertura de cera. (b) abierta, donde se observa la configuracién en forma de C de la larva, y el
Inicio de la formacidn de la pupa mediante el hilado del cocén.

A partir de aqui, las larvas inician el proceso de hilado, de manera individual, para la formacién del
capullo dando paso a la fase de pupa, donde ocurre la metamorfosis que da lugar al adulto. La celda
larval se va individualizando en torno a cada larva y va adoptando una forma mas ovalada (mds alargada
gue ancha). Luego la coloracidn se vuelve mas clara, ya que el capullo de seda queda por debajo de la
fina capa de cera que antes cubria a la larva. Esta capa de cera va siendo retirada y reutilizada a medida
gue la maduracion de la pupa se produce. Como consecuencia, conforme al desarrollo de la pupa, su
coloracién se torna progresivamente mas amarilla. Una vez cercano el dia de la eclosién, se observa que
el capullo se torna grisaceo, lo que se corresponde con el contenido de un adulto farado de coloracidn
gris, siendo evidente que la cobertura externa ya es muy fina casi transparente, indicando un estado
avanzado en el proceso de desarrollo.

Todo el proceso del desarrollo preimaginal, desde la postura de la celda huevo hasta la formacién de la
pupa, se muestra en las figuras 25 - 30, detallando lo que ocurre en cada etapa en particular, para mejor

entendimiento del proceso.
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Figura 25: Colonia en desarrollo, vista en detalle. Circulo rojo A: celda larval (CL) con larvas de reciente eclosion.
Circulo rojo B: celda huevo con su contenido de cuatro huevos al descubierto. Circulo rojo C: celda huevo con su
contenido de cinco huevos expuestos. Circulo rojo D: celda larval, con larvas ya individualizadas previas a empupar.

a b

Figura 26 : Detalle del contenido interno de la celda larval, (Circulo rojo A de la Fig. 25). (a) larvas recién
eclosionadas con no mas de 24hs aprox. (b) detalle de huevo todavia sin eclosionar siendo parte del conjunto ya
eclosionado.
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Figura 27: Avance de colonia en desarrollo 15 dias después que la Fig. 25. Circulo A: pasoé a ser ex-celda larval,
ahora pupas recientes. Circulo B: ex celda huevo, ahora celda larval, donde, las larvas a izquierda, trasera y derecha
estdn a punto de empupar, y la central ya se encuentra en estado de pre-pupa. Circulo C: ex celda huevo, ahora
celda larval en desarrollo. Circulo D: ex celda larval a punto de empupar, ahora: dos pupas avanzadas a la
izquierda, amarillas con la punta superior levemente grisacea, a la derecha dos pupas de color grisaceo denotando
su contenido (adulto farado) y una ya abierta con el adulto correspondiente presente en el nido que puede verse
en el centro de la foto.
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Figura 28: Vista frontal en detalle de las celdas larvales B y C, destacadas en circulos rojos como By C en la figura.
27.

Figura 29: Vista en detalle de celda larval B, 24hs después de la imagen 28. (a) tres pre-pupas con la tipica
coloracién ocre claro de la cera que recubre la superficie de cada una y una forma mds oval. (b) vista en detalle de
celdas larvales B y C 24hs después de la Fig. 28.
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Figura 30: Avance de la colonia, 7 dias desde la Fig. 27 y 22 dias desde la Fig. 25. Se observa que, nacieron dos

obreras de la celda larval A, queda una pupa grisacea y los capullos vacios ya fueron utilizados como contenedores
para jarabe (vasos de alimentacion). Las celdas huevo By C ya son pupas completas de color amarillo claro;
mientras que también nacieron las obreras de las pupas en D y los capullos vacios ya fueron reutilizados como
contenedores de jarabe.

La salida del adulto de la celda se desencadena mediante la laceracién de la parte superior del capullo
desde su interior. Utilizando sus mandibulas, el adulto procede a romper la seda hasta lograr hacer un
pequefio orificio irregular que va ampliando hasta que la dimension del mismo le permite asomar su
cabeza (Fig. 31 a y b). En muchas ocasiones se observé a la reina (en su etapa solitaria) asistiendo la
salida de la primera obrera, indicando un interés evidente en este proceso, aunque no se registré una
participacidn activa, como por ejemplo, en el recorte del capullo (Fig. 31 c). En cambio, en el caso de las
obreras, se notd una participacién mas extensa y aparentemente intencionada en la asistencia activa
durante el proceso de emergencia (Fig. 31 d). Luego con la ayuda de sus patas delanteras se impulsa

hacia arriba y finalmente libera su cuerpo del capullo hacia el exterior (Fig. 31 e-h).
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Figura 31: Salida de la obrera del capullo. (a y b) rotura de la seda y ampliacién del orificio generado. (c)
acompafiamiento de la reina y (d) asistencia activa de la primera obrera de la colonia en el recorte del capullo. (e y
f) salida de cabeza y primer par patas respectivamente, (g) salida de térax, segundo par de patas y (h) abdomen del

capullo.

En la mayoria de los casos, tras la salida de la primera obrera, se observa un patrén caracteristico de

comportamiento. La obrera inicialmente se alimenta, toma el jarabe acumulado en el vaso de
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alimentacién (Fig. 32 a) y posteriormente consume polen (Fig. 32 b), o viceversa. Luego, la obrera
interactla con la reina, limpia el capullo del cual salié y, aproximadamente luego de 24 horas, se

dispone aincubar.

Figura 32: Obrera recién salida del capullo alimentandose por primera vez. (a) del vaso de alimentacion y (b) del
pellet de polen.

La interaccion con la reina se manifiesta como una fase prolongada en la cual la obrera se posiciona
debajo del cuerpo de la reina y permanece en proximidad. Si la reina recorre el nido la obrera la sigue,
inspeccionando activamente el entorno (Fig. 33 a-d). Este comportamiento sugiere un nivel significativo
de interconexién y comunicacién entre la obrera y la reina durante este periodo temprano del desarrollo

de la colonia.
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Figura 33: Interaccién reina - obrera recién salida del capullo. Tomando como ejemplo un caso en (a y b) Jaula nido

de inicio B, de madera, y otro en (c y d) Jaula nido de inicio A, de plastico, donde se observa que la obrera se
mantiene muy proxima a la reina.

Una obrera recién salida del capullo, exhibe una caracteristica coloracion gris (Fig. 34 a), con la porcién
final de las alas ligeramente curvada hacia abajo (Fig. 34 c). Sin embargo, al cabo de 24 horas desde su
salida, experimenta un cambio notable, adoptando una coloracidon completamente negra (Fig. 34 b), y
las alas adquieren la rectitud caracteristica (Fig. 34 d). En este punto, resulta indistinguible de una

obrera que salié anteriormente.
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Figura 34: Evolucién de obrera recién salida y luego de las 24hs. (a) obrera recién salida de coloracién gris, (c) con
la pilosidad auin pegada al cuerpo y las alas plegadas. (b) obrera de mas de 24 hs. de salida del capullo con
pilosidad negra y (d) las alas rectas.

Los capullos de pupas recién salidas (Fig. 35 a) experimentan un cambio funcional, pasando a
desempenar el papel de reservorio de jarabe. Estos capullos, en muchos casos, son modificados para ser
utilizados como vasos de alimentacidon donde se deposita el jarabe (Fig. 35 b). Estas modificaciones
suelen implicar el emparejamiento de la abertura mediante recortes en los bordes que luego son
recubiertos de cera. Este proceso evidencia una adaptacién continda en la estructura del nido en

funcién de las necesidades cambiantes de la colonia.
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Figura 35: Transformacién de capullos. (a) capullo vacio de obrera recién salida vacio. (b) el mismo capullo vacio ya
transformado en vaso de alimentacidn con jarabe depositado.

A partir de este momento, se inicia la distribucidon de las tareas dentro de la colonia. La/s obrera/s
realizan tareas de alimentacidn, reconstruccidn, inspeccidn, e incubacidn por igual. Con la salida de la
décima obrera, la colonia se torna dificil de acceder y manejar, debido a que mas obreras presentes
pueden dedicarse a la defensa y proteccidn de la colonia. En estos casos, aproximadamente la mitad de
las obreras se dispone a preservar la cria manteniéndose encima de la misma, al igual que la reina,
mientras que la otra mitad se dirige directamente hacia el lugar donde se produce la apertura de la
colmena e intentan salir rdpidamente para llevar a cabo acciones defensivas, ya sea con sus mandibulas
o con el aguijén.

El crecimiento del nido se manifiesta expandiéndose hacia la periferia y hacia arriba, formando varios
niveles o estratos (Fig. 36 a) en forma de circulos irregulares ascendentes (Fig. 36 b). Este fendmeno se
debe a que las nuevas celdas huevo se colocan sobre celdas larvales en su estadio final (pre-pupas) o
sobre pupas recientes (con cera en su superficie). La nueva celda huevo, a su vez, se convertira en una
celda larval y, posteriormente, en pupas individuales, generando un nivel adicional de desarrollo en Ila

colonia.
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Figura 36: Desarrollo de la colonia. (a) vista lateral del desarrollo de una colonia donde se observan cuatro niveles
de crecimiento hacia arriba, a los 77 dias desde la celda huevo inicial. (b) vista superior del desarrollo, se observa
que adquiere una forma semicircular que en este caso se encuentra limitada por las paredes de la Jaula nido de
inicio.
Al analizar la secuencia de construccién del primer vaso de alimentacidn, se identificaron tres érdenes
diferentes, detallados en la Tabla 12 (Patréon de construccion 1, Fig. 37 a—c; 2, Fig. 38 a—cy 3, Fig. 39 ay
b). En las Jaulas nido de inicio A, de plastico, el 100% de las reinas que tuvieron descendencia

construyeron al menos un vaso para néctar. Se observd un caso Unico en el cual una reina construyé el

vaso de alimentacién cinco dias después de haber finalizado la construccion de la Ci. En cuanto a las

69



Jaulas nido de inicio B, de madera, una sola reina no construyé el vaso de alimentacidn y, en su lugar,
construyé la Ci sobre la malla metdlica justo por encima de la mecha de alimentacién. En ambos tipos de
jaulas nido (plastico y madera), la mayoria de las reinas inicia la construccion del nido con la base de la

celda huevo inicial sugiriendo un patrén comun en el comportamiento de construccion.

Tabla 12: Secuencia de construccion de la celda huevo inicial (Ci) y vaso de alimentacion seguido por las reinas
de Bombus pauloensis, expresado en %, con respecto al total de reinas que iniciaron la construccién del nido en
cada tipo de jaula nido de inicio respectivamente.

Jaula nido de Jaula nido de
inicio A inicio B
(plastico) (madera)
n=17 n=11
Secuencia %
1° Base de Ci
2° Ci completa 82,36 81,25
3° Vaso de alimentacion
1° Base de Ci
2° Base de Vaso 5,88 9,09
3° Celda huevo completa
1° Vaso de alimentacion
2° Base Ci 11,76 0

3° Ci Completa

Figura 37: Patrén de construccidn 1: (a) base de celda huevo inicial en polen. (b) celda huevo inicial completa en
polen. (c) inicio de construccion de vaso de alimentacion.
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Figura 38: Patrdn de construccidn 2: (a) base de celda huevo inicial en polen y luego base de vaso de alimentacién.
(b) celda huevo inicial completa y mitad de vasoy, (c) vaso completo.

a b

Figura 39: Patron de construccion 3: (a) primero vaso de alimentacion y luego base de celda huevo inicial (b) celda
huevo inicial completa.

Se analizaron un total de 77 celdas huevo construidas por reinas confinadas en jaulas de plastico y 62 en
jaulas de madera. La Tabla 13 exhibe los resultados del contenido promedio de huevos depositados por

las reinas en cada celda huevo, la cantidad mas frecuente y la menos frecuente.

Tabla 13: Contenido promedio de huevos en las celdas huevo analizadas y su correspondiente desvio estandar

DS).
Jaula nio(lo ()ie inicio A Jaula nido de inicio B
(plastico) (madera)
Celdas huevo 77 62
Contenido promedio £ DS 5,07+1,75 511+2
Cantidad mas frecuente 5y4 4
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Cantidad menos frecuente 1y9 ly2

Entre todas las celdas huevo analizadas (n=139), se identificd una pequefia cantidad (n=7) caracterizada
por la presencia de subceldas internas (detallado en pag. 54). Al abrir estas estructuras, se observé que
se encontraban tabicadas con cera, compartiendo una misma cobertura comun. Debido a esto, cada
subcelda se tratdé de manera individual al realizar el conteo de huevos, considerando que seguia el
mismo patrén de postura que una celda individual, es decir la construccidn de la base de la estructura, la

puesta de huevos en cada subcelda y, luego construccién de una Unica cobertura (Tabla 14).

Tabla 14: Nimero de celdas huevo formadas por subceldas en cada Jaula nido de inicio segtin el tipo de material
de construccion, el nimero total de subceldas, la cantidad de huevos presentes en cada una y la orientacion de

los mismos.
Cantidad de
Celdas Orientacion de
Numero de huevos en
Tipo de jaula huevo con huevos en cada
Subdivisiones cada
subceldas subdivision
subdivision
1 3 2;4y1 Horizontal
2 2 4y2 Vertical
Jaula nido de
1 5 Horizontal
inicio A (plastico)
3 3 3;3y3 Horizontal
(n=5)
4 2 4y4 Vertical
5 2 4y3 Horizontal
Jaula nido de 1 2 2y 2 Horizontal
inicio B (madera) 2 2 3y4 Horizontal
(n=2) 2 1y3 Vertical

A partir del conjunto total de celdas huevo (n=139, siendo 77 celdas en Jaulas nido de inicio A, de

plastico, y 62 en Jaulas nido de inicio B, de madera), se llevd a cabo un analisis de la orientacién de los
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huevos dentro de cada celda, considerando el material de construccion utilizado en las Jaulas nido de

inicio, como se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15: Orientacion de los huevos en las celdas analizadas (n Jaula nido de inicio A = 77 y n Jaula nido de inicio B

= 62).
Orientacion
Horizontal = Vertical
Jaula de inicio A (plastico) 39 38
Jaula de inicio B (madera) 24 38

Se observd que la mayoria de las celdas aqui estudiadas presentaban una disposicion que maximizaba el
contacto de los huevos con la superficie sobre la cual eran depositados, revelando un patrén general:

- Sobre pellet de polen (Fig. 40): la mayoria fueron puestos horizontalmente (Fig. 40 a y b),
con casos excepcionales en que los huevos presentaron orientacién vertical, como por
ejemplo, celda huevo inicial entre dos pellets de polen (Fig. 40 c), y una celda huevo inicial
compuesta por cuatro subceldas donde 1y 3 huevos fueron dispuestos verticalmente (Fig.
40 d). Es decir que, la superficie longitudinal de los huevos estaba completamente apoyada
sobre la superficie del pellet de polen.

-~ Sobre celdas de larvas (Fig. 41): en este caso, los huevos dispuestos horizontalmente
correspondian a celdas construidas en la superficie de las celdas larvales (Fig. 41 a y b),
maximizando el contacto entre las superficies. De manera similar, los huevos posicionados
verticalmente, se encontraron en las paredes laterales de las celdas larvales (Fig. 41 cy d).

- Sobre celdas pre-pupales y pupales (Fig. 42): al igual que en las celdas larvales, las celdas
con huevos dispuestos horizontalmente estaban en la superficie de las pre-pupas y pupas
(Fig. 42 a y b). En los casos de disposicidn vertical, se encontraron en las paredes laterales

de las pupas (Fig. 42 cy d).
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Figura 40: Orientacion de los huevos en celdas huevo inicial (Ci) construidas sobre pellets de polen. (ay b) huevos
dispuestos de manera horizontal con respecto al eje de la jaula nido. (c) huevos verticales en Ci puesta entre dos
pellets de polen y (d) huevos en Ci con subdivisiones donde se observa dos de ellas con 1y 3 dispuestos de manera
vertical con respecto al eje de la jaula nido y los demas orientados horizontalmente.
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Figura 41: Orientacion de los huevos en celdas huevo construidas en celdas larvales. (a y b) celdas huevo sobre
celda larval cuyos huevos fueron dispuestos con orientacion horizontal. (c y d) huevos dispuestos verticalmente en
celdas huevo construidas sobre la pared lateral de celdas larvales, orientados de forma vertical.
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Figura 42: Orientacion de huevos en celdas huevo construidas sobre celdas pre-pupales y pupales. (ay b)
celdas de huevo construidas sobre la superficie de celdas pre-pupal y pupal, con huevos dispuestos
horizontalmente. (c y d) celdas de huevo con huevos dispuestos verticalmente entre celdas con pupas.
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Discusion

En el presente estudio, se observé que mas del 50% del total de las reinas de B. pauloensis confinadas
lograron producir descendencia, lo cual es un hallazgo significativo, especialmente considerando que
esta especie pertenece a un grupo de abejorros que se consideran dificiles de criar debido a su modo de
alimentacién larval (Plath, 1923; Griffin et al., 1991; Ptdcek y Drobna, 2006; Velthuis y van Doorn, 2006).
Ademds, comparativamente, el éxito de establecimiento reportado para especies con similar modo de
alimentacién larval en Norteamérica varia entre el 30 y 50% (Evans et al., 2007), con valores especificos
para Colombia y Uruguay de un 35% y un 30.3% respectivamente (Rojas Prieto & Cure, 2012; Salvarrey
et al,, 2013).

En cuanto a la duracidon del desarrollo pre-imaginal, los resultados obtenidos en este estudio
presentaron valores significativamente menores en comparacién con investigaciones previas realizadas
en distintas regiones del Neotrdpico, abordando condiciones similares de cria en confinamiento (Rojas,
2006; Almanza Fandifio, 2007; Pacateque et al., 2012; Salvarrey et al., 2013; Riafio et al., 2014). Un
resumen de esta informacién bibliografica es presentado en Tabla 16.

El uso de jarabe enriquecido en la cria en confinamiento ha demostrado ser ventajoso al inducir a
diferencias significativas en el tiempo de desarrollo y el éxito reproductivo de las colonias. Este jarabe, al
contener proteinas y aminodcidos esenciales, compensa la deficiencia de estos nutrientes en el polen
comunmente utilizado. Este resultado resalta la importancia del jarabe enriquecido, el cual proporciona
proteinas y aminodcidos esenciales, subsanando la carencia de estos elementos en el polen utilizado,
influyendo positivamente en el crecimiento de las larvas y minimizando el estrés proteico, que a
menudo se traduce en una alta y temprana mortalidad de las colonias (Génissel et al., 2002; Stabler et
al., 2015; Watrous et al., 2019). La composicion del jarabe enriquecido, con sacarosa, glucosa, fructosa
(en proporcidn 2:1:1) imita la composicién general del néctar (Baker y Baker, 1979); a su vez, la

presencia de estos monosacaridos evita la cristalizacion del néctar substituto. Los aceites esenciales
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agregados cumplen la funcién de estimular la alimentacion de los abejorros (Strange, 2017 com. per.).
Por ultimo, el 4cido ascdrbico y el sorbato de potasio, son utilizados ampliamente como conservantes de
sustancias alimenticias, por lo que contribuyen a la prevenciéon de su descomposiciéon y minimizan la
necesidad de manipulacion frecuente del operador para asistir a la colonia. Por ello, se considera que en
confinamiento, el uso de un jarabe enriquecido puede ser una alternativa menos laboriosa y mas
eficiente que la alimentaciéon “via bolsillo” usada comunmente, especialmente en situaciones que

requieran el desarrollo masivo de colmenas ya sea con fines comerciales o para re-poblacién.

Tabla 16: Informacion compendiada desde bibliografia sobre la duracion de los diferentes estados de desarrollo
de B. pauloensis en distintos paises del neotrdpico bajo diferentes condiciones de cria.

Referencia Huevo Larva Pupa pre- Condicion de Cria
imaginal
Sakagami et
al. 6 12-13 8-12 28 Semiconfinamiento
1967, Brasil
Zucchi,
1973. 29,6 Silvestre
Brasil (*)
Rojas, 2006.
Colombia 68+18 129+3,;3 12,9+ 3,7 32,6 Confinamiento
*)
Gonzalez et

al, 2004.
Altoandino 6,8+04 109%0,3 12,8 £0,3 29,6 0,3

Silvestre - 2000 m

s.n.m.
de Colombia
y Ecuador
6,8+1,8 12,9 + 3,3 12,9+ 3,7 32,6 Confinamiento
Almanza 7,5+2,3 14,1 + 4,3 14,2 + 5,2 35,80 Confinamiento
Fandiiio, 11+2,9 15+2,9 12,5+ 3,4 38,5 Confinamiento
2007. 74+26 14,7+3,6 11,5+ 3,2 33,6 Confinamiento
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Colombia

Cruz et al,,
2008.
Colombia
Torresy
Gomez,
2008.

Colombia

(***)

Pacateque
etal, 2012.

Colombia

Rojas Prieto
y Cure,
2012.
Colombia
Salvarrey,
2013.
Uruguay
Riaiio et al.,
2014.

Colombia

Presente

estudio

7,7

7,6 +1,8

99+1,8

6,82
0,18

7,07 +
0,25

5,18 +

12

16,1

9,2+2,3

10,2+ 0,6

10,7 £ 1,3

14,55

139+4,4

18,85 0,3

15,75 +

0,37

12,95 +

10,2

92+1,1

11,4+0,8

10,5+0,8

10,8+ 6,1

8,7+3,6

11,52 £
0,12

12,23

24

34,1

26,4 +3,3

31,5+1,2

31+23

33,66 £6,9

36,8

32,8+7,9

29,551

38,38 £ 0,47

34,5+0,61

29,89 £ 0,27

h/15 ob

- Semiconfinamiento

Alimentacion via

bolsillo

Confinamiento

Alimentacion via
bolsillo
Alimentacién via
bolsillo
Alimentacion via

bolsillo

Confinamiento

Confinamiento

Confinamiento
Confinamiento --->
forrajeo
Confinamiento, jarabe
comun + jaula nido de
inicio A
Confinamiento, jarabe
comun + jaula nido de
inicio B

Confinamiento, jarabe
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0,10 0,16 0,15 enriquecido + jaula
nido de inicio A
Confinamiento, jarabe
6,36 = 11,51 +
13,1+0,2 30,86 + 0,34  enriquecido + jaula
0,14 0,19
nido de inicio B

En cuanto al tipo de jaula nido utilizado, cuando se incorpord el jarabe enriquecido, se observé que el
éxito reproductivo (obtencién de colonias de hasta 10 obreras) fue un 12,25% mayor en las Jaulas nido
de inicio A, de plastico, y con una menor duracidn del estado de huevo. En las otras fases de desarrollo
las diferencias no fueron muy marcadas respecto a los individuos mantenidos en las Jaulas nido de inicio
B, de madera, pero, a pesar de ello, se registré una disminucidn en el tiempo que tardan los individuos
hasta alcanzar el estado adulto. Este resultado concuerda plenamente con los resultados obtenidos por
Imran et al. (2017) en su estudio sobre la especie Bombus terrestris, donde observaron un plazo menor
hasta la emergencia de la primera obrera en jaulas nido de inicio de plastico. Los autores sugieren que
esta diferencia podria estar asociada a la capacidad del cartdn para absorber humedad lo que podria
favorecer la multiplicacién de hongos parasitos como Nosema apis y Nosema bombis (Fries et al., 2001)
que atacan el sistema excretor de los abejorros y los debilitan. Se deja constancia que en este trabajo de
tesis no se observod infeccidn de los individuos confinados por estos parasitos.
En aquellas colonias mantenidas con jarabe comun también se observd esta diferencia en la duraciéon
del desarrollo del estado de huevo, siendo menor en plastico, coincidiendo nuevamente con Imran et al.
(2017). El éxito reproductivo también fue mayor en las Jaulas nido de inicio A, de plastico, aunque el
resultado global del tiempo de desarrollo hasta la emergencia del adulto fue menor en Jaulas nido de
inicio B, de madera, influenciado principalmente por la duracién del estado larval. Igualmente, estas
diferencias registradas con respecto a las colonias provistas de jarabe enriquecido, podrian deberse a

una menor cantidad de proteinas que podrian afectar el desarrollo.

Desde una perspectiva practica, el material plastico demostré ser mas manejable en términos de
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limpieza y reutilizacién en ciclos anuales continuos (Yoon et al., 2004) evitando ser un posible reservorio
de huevos de polillas cuya generacion de adultos se vuelve un problema dificil de conciliar tanto en el
desarrollo de las colonias como en el éxito reproductivo (Imran et al., 2017).

En cuanto a la secuencia del desarrollo de la colonia, mas precisamente la disposicién de las celdas a
medida que el nido crece, los resultados obtenidos coinciden con los observados por Sakagami et al.
(1967) en Brasil y por Gonzalez et al. (2004) en Ecuador y Colombia para la misma especie.

Respecto a la forma de las celdas de huevo, las observaciones aqui recabadas coinciden con lo expuesto
por Gardéfalo (1979). En cuanto al nimero de huevos depositados en dichas celdas, Gardfalo observé un
maximo de 8, en coincidencia con la presente investigacion, con algunos casos aislados de un maximo de
10 y 11, como asi también, habiendo encontrado casos aislados de celdas huevo iniciales (Cl) divididas
internamente en subceldas. Asimismo, se coincide en el momento de construcciéon del vaso de
alimentacién que en la mayoria de los casos ocurrié luego de la construccion de la CI.

La disposicion de los huevos en las celdas, evidenciada como mayormente horizontal, podria estar
vinculada al calor emitido por las estructuras subyacentes. Los resultados de este trabajo contrastan con
las observaciones de Gardfalo (1979), quien reportd una orientacién vertical. Se infiere que la posicion
de los huevos se elige estratégicamente para maximizar la superficie de contacto con el sustrato,
posiblemente para aprovechar las condiciones térmicas proporcionadas por las estructuras sobre las
gue se depositan. En la mayoria de los casos estudiados, los huevos depositados en las celdas
construidas sobre el pellet polen, exhibieron una orientacidn horizontal, sugiriendo una posible
retencién de calor en este sustrato. Por otro lado, los huevos depositados sobre la superficie de celdas
larvales en estado avanzado o de pupa inicial mostraron tanto orientaciones horizontales como
verticales, indicando una posible adaptacién a diferentes niveles de calor metabdélico emanando de
estas estructuras en diferentes etapas de desarrollo. Este patrdn sugiere una relacion compleja entre la

posicion de los huevos y el entorno térmico.
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Resulta importante destacar, que la alimentacién por bolsillo no fue observada en forma directa. A
pesar que se produjo la construccién de los mismos, las larvas fueron alimentadas de manera individual
mediante la apertura de las celdas tal como fue reportado para otras especies constructoras de bolsillo
como B. hortorum, B. pascuorum y B. ruderarius (Ptacek, 2001). Las condiciones ambientales de cria bajo
las cuales se mantuvieron las colmenas en confinamiento en este trabajo, fueron las mismas que las
utilizadas por multiples investigadores para la cria de esta especie neotropical; en los trabajos que
reportan este aspecto de la alimentacién, informan que proveyeron el polen introduciéndolo dentro de
los bolsillos de manera mecénica y premeditada (Cruz et al. 2008; Pacateque et al., 2012; Salvarrey et al
2013) lo que, seguramente, implicd un mayor esfuerzo. Claramente el resultado obtenido en este
trabajo refuerza la idea planteada por Ptacek (2001) quien sostiene que, a partir de sus observaciones
expuestas anteriormente, no seria del todo corrector dividir a los abejorros en dos grupos segun el uso
del polen. Por otro lado, este resultado también sugiere revisar la idea de que los constructores de
bolsillo son menos adecuados para la cria en confinamiento segun lo recabado por Velthuis y van Doorn
en su trabajo de revision de “un siglo de progreso en la cria de abejorros (...)” (2006).

Los resultados presentan una serie de hallazgos significativos, desde el éxito en la fundacién de colonias
hasta la influencia del tipo de jaula ofrecido en el tiempo de desarrollo preimaginal. Estos datos
proporcionan una comprension detallada del comportamiento, desarrollo y arquitectura de los nidos de
Bombus pauloensis en condiciones experimentales. La variabilidad en el éxito y el comportamiento
observado destaca la complejidad de la biologia de estos polinizadores y la importancia de considerar

cuidadosamente las condiciones de cria en investigaciones y estrategias de conservacion.

Conclusiones

La especie B. pauloensis, a pesar de ser considerada un abejorro dificil de ser mantenido en condiciones

de confinamiento total, demostré un aceptable desarrollo de sus colonias bajo las condiciones
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experimentales proporcionadas. Por otro lado, para la especie B. morio se observé el desarrollo de
descendencia hasta el estado de pupa en unos pocos casos pero, a pesar de ello, se concluye que podria
ser posible el establecimiento de sus colonias en confinamiento si se proporcionaran condiciones
adecuadas.

La incorporacidn de jarabe enriquecido con proteinas tuvo un impacto significativo en el rendimiento de
B. pauloensis, mejorando su éxito reproductivo y desarrollo en un entorno controlado. Estos hallazgos
sugieren que el manejo nutricional y el ambiente de cria son factores clave para optimizar el éxito en la

cria de abejorros, lo que podria facilitar la conservacion y el manejo de estas especies.
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Capitulo 4

Desarrollo de colmenas en semiconfinamiento e

influencia de variables externas en los periodos de

aprovisionamiento




Introduccion

La mayoria de las especies criadas artificialmente en la actualidad, tanto para investigaciéon como para
su comercializacidn, son de origen euroasidtico y norteamericano clasificados como “almacenadores de
polen” por el modo de alimentacién larval (Velthuis y van Doorn, 2006). Dada la amenaza potencial que
representa la introduccién de especies exéticas (Morales, 2013; Schmid Hempel et. al, 2014; Goulson et
al., 2015), la estrategia mas adecuada para mejorar la productividad de cultivos auxiliados por
polinizadores consiste en lograr la produccién en condiciones controladas y semicontroladas de obreras
y sexuados de especies nativas de Bombus.

Las especies sudamericanas, incluidas B. morio, B. pauloensis y B. bellicosus, pertenecen al grupo
“hacedores de bolsillo”. Las experiencias de cria, de estas especies, en Brasil (Garéfalo, 1978; 1979;
1980), Colombia (Aldana et al., 2007; Cruz et al., 2008), y en Uruguay (Salvarrey et al., 2013) se basaron
en el uso de colonias extraidas de su habitat natural o logradas a partir de reinas fertilizadas, colocadas
en condiciones controladas, en colmenas de madera. En estos estudios se proveen detalles
fragmentarios sobre los tiempos de desarrollo de la cria, disposicién de la misma, construccién de una
envuelta de cera perimetral (involucro) y desarrollo de la colonia.

De manera general, a la hora de la cria en confinamiento y semiconfinamiento, se debe tener en cuenta
qgue diversos aspectos influyen en el exitoso desarrollo de las colonias y la produccién de sexuados
(reinas virgenes y machos), tales como el material utilizado en la construccién de las colmenas (Imran et
al., 2017), la temperatura y humedad relativa (Yoon et al., 2002; Gurel & Gosterit, 2008), la fuente de
alimentacién (Crone & Williams, 2016; Ryder et al., 2021) y la frecuencia (Ribeiro et al., 1996), asi como
la alimentacién independiente (Almanza Fandifio, 2007; Ptacek et al., 2015; Crone & Williams, 2016;
Riafio-Jimenez et al., 2020).

Este trabajo busca dilucidar el efecto del tipo de jaula nido utilizado en la construccion de la colmena

artificial en el desarrollo de obreras y sexuados, tanto en condiciones de confinamiento como en
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situacidn de semiconfinamiento (que iniciaron sus colonias en confinamiento total pero posteriormente
fueron mantenidas en el exterior). Este enfoque permite examinar las respuestas de las colonias en
condiciones controladas y en un entorno mds natural permitiendo asi una comprensién mds completa
de la dinamica de su desarrollo.

Adicionalmente este trabajo pretende esclarecer aspectos sobre las actividades de forrajeo de especies
neotropicales de abejorros explorando su relacién con parametros ambientales tales como la
temperatura y humedad relativa lo que proporcionara informacién crucial para una comprensién mas
profunda de este comportamiento en condiciones especificas.

Los resultados expuestos en este capitulo proporcionan informacion valiosa sobre el manejo efectivo de
colmenas en diferentes contextos, contribuyendo al conocimiento de la biologia y ecologia de los
abejorros del neotrépico.

Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente en este capitulo se proponen dos objetivos especificos

y dos hipétesis correspondientes:
1- Conocer en condiciones de confinamiento y exterior (semiconfinamiento), el efecto de dos tipos

de nidos artificiales, en la dinamica y desarrollo de las colonias de cada especie utilizada.

Hipdtesis: El nido artificial proporcionado (de diferente forma, tamafio y material de construccion)

es determinante no sélo en el establecimiento exitoso de la reina sino también en el desempeiio de

la colonia.

2- Investigar la influencia de la temperatura y la humedad relativa del ambiente en la actividad de
pecoreo de B. pauloensis.

Hipotesis: El ciclo estacional de actividades de la especie depende de factores ambientales tales

como Temperatura y Humedad Relativa del ambiente.

86



Materiales y métodos

Sitio de estudio

La Estacion Experimental Agropecuaria INTA Famailld (27°01°S, 65°22°0, 363 m s.n.m.; Fig. 43) se
encuentra ubicada en la regién agroecolégica de la llanura deprimida no salina, con una temperatura
media de 25°Cy 12,2°C en el mes mas calido y mas frio, respectivamente. La precipitacion media anual
de 700 a 1000 mm concentrados de noviembre a abril (Zuccardi & Fadda, 1985). Cuenta con una
superficie total de 358 ha de las cuales 171 ha son de cafia de azucar, 38 ha de soja, 12 ha de citricos, un
vivero forestal de 6 ha (cuya produccién arbdrea cuenta con mas de 45 especies), 1,5 ha de eucaliptus,

huerta educativa de 4 ha, y 8000 m lineales de dlamos como cortinas rompe vientos.
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Figura 43: Mapa de la EEA INTA Famailla, vista satelital de Febrero del 2020. Se resaltan los sectores
correspondientes a los invernaderos, edificios agrupando a los administrativos y laboratorios, los diferentes
cultivos, los puntos donde se encuentra la estacion meteoroldgica y el sector que se eligié para colocar las
colmenas (roble).

Seleccion de colonias B. pauloensis

Se emplearon colonias obtenidas en confinamiento a partir de reinas capturadas en la naturaleza. Una
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vez que las colmenas produjeron mas de 10 obreras, se trasladaron los nidos jaula de inicio a los nidos
jaula final, debido a que el desarrollo era tal que no permitia separar el nido inicial sin romperlo. En el
caso de las jaulas de inicio de madera se retiraron las paredes de vidrio y la tapa. (tapa y paredes

laterales) (Fig. 44 a), mientras que en las de plastico se recorté el excedente (Fig. 44 b).
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Figura 44: Vistas de las jaulas de inicio introducidas en las jaulas nido final. (a) conjunto en jaula nido final B, de
madera. (b) conjunto en jaula nido final A, de plastico.

Después de adecuar las colonias a las nuevas dimensiones de las Jaulas nido final, se realizé una
seleccién basada en el numero de obreras, de aquellas que continuarian su desarrollo en situacién de
exterior, es decir en condiciones seminaturales, expuestas a un ambiente no controlado pero protegidas
en cajas contenedoras de poliestireno expandido. Para los ensayos solo se utilizaron colmenas de la

especie B. pauloensis dado que fue la Unica especie con éxito reproductivo (produccién de colonias con
hasta 10 obreras) en confinamiento (ver Cap. Ill).

Nidos artificiales

Jaulas nido final

Al igual que para las jaulas de inicio, para la construccién de las jaulas finales se seleccionaron dos

materiales: plastico y madera.

e Modelo de Plastico (Jaula nido final A): Se adaptaron bidones comerciales de agua de 6,5 litros

(6500 cm?®) de capacidad, en base a las dimensiones sugeridas por Evans et al. (2007). Las
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medidas de los bidones fueron: alto (del pico al fondo): 38 cm, ancho: 15 cm, profundidad del
cuerpo: 16 cm, angostandose a partir de los 25,5 cm de alto hasta llegar a 5 cm correspondiente
al didametro de la boca. Los mismos se perforaron en toda su seccién con alambre caliente con lo
que se obtuvieron multiples aberturas uniformes de 0,3 mm de diametro (aproximado) para la
ventilacién (Fig. 45 a). En la parte superior se cortdé una seccién rectangular de manera que
permitiera apertura y cierre sin desprenderse totalmente del envase. La cara opuesta a la parte
superior, fue removida y reemplazada por una tela de alambre tejido de aluminio para
ventilacién y eliminacidn de detritos, constituyendo la base de la jaula (Fig. 45 b). Al no contar
con patas sobre las cuales mantenerse, para que la superficie de apoyo no sea la misma base de
la malla de alambre y no se acumulen los detritos en la superficie de apoyo se utilizd como tal el

contenedor de jarabe tapado colocado en la primera mitad del envase.
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Figura 45. Armado de Jaula nido final A, de plastico, a partir de bidén de agua comercial: (a) sefializacién de
recortes para la colocacién de la mecha de jarabe, “tapa” de apertura y acceso y perforaciones de ventilacién. (b)
Jaula nido final A, de plastico, lista con malla de alambre en la base.

e Modelo de madera (Jaula nido final B): Se construyd con placas de OSB (Oriented Strand Board
o tablero de virutas orientadas), formando un cubo (dos lados de 25 cm de ancho por 22 cm de
alto y dos de 25 cm de ancho por 15 cm de alto), y un piso de malla metdlica (para la correcta
eliminacion de detritos y ventilacion). Se complementé la ventilaciéon con perforaciones de 2,5
cm de diametro en la parte media de cada lateral protegidas con malla metdlica (Fig. 46 a). En la
parte superior se colocd una tapa de vidrio para monitorear el desarrollo de la colmena (Fig. 46
b). Las dimensiones internas resultantes de este tipo de jaula nido fueron de 25 x 25 x 15 cm con

lo que se obtuvo un volumen interno aproximado de 9000 cm®.
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Figura 46: Armado de la jaula nido final B, de madera: (a) disposicion de las cuatro paredes de OSB en forma de
cubo con la malla metadlica adherida a la base de las paredes de 15 cm de alto. (b) modelo final con medidas
externas.

Provision de polen y jarabe a las Jaulas nido final

En ambos casos el polen fresco fue introducido por la parte superior de la Jaula nido final y el jarabe
dispuesto en dispensadores en la parte inferior de la Jaula nido final (Fig. 47 a y b), como los descritos en

pagina 24.
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Fig. 47: Expendio del jarabe por la base de las jaulas. (a) Jaula nido final A, de plastico. (b) Jaula nido final B, de
madera.

Adecuacion de las colonias para mantenimiento en exterior (semiconfinamiento)

Se seleccionaron seis colonias en total, tres mantenidas en Jaulas nido final A, de plastico, y tres en
Jaulas nido final B, de madera. Se clasificaron como “pequefias” aquellas que presentaban al menos 20
obreras y “grandes” las que presentaban 30 o mas. Esta clasificacion sdlo se considero para el analisis de
adaptacion y desarrollo de las colonias en exterior.

Inicialmente, se procedid al montaje de la estructura donde se ubicarian las colmenas, bajo la copa de
un roble. Dicho arbol estaba situado entre un galpdn de materiales apicolas al Norte, un depésito al Sur,
un invernadero floral al Oeste y un camino seguido de un canal de agua y, posteriormente, un cultivo de
limén al Este. Los nidos se ubicaron en semicirculo con las entradas orientadas hacia el Este y levemente

hacia el Noreste y Sureste para no interferir con el trabajo, el transito y la seguridad de los usuarios del
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invernadero. Se enterraron verticalmente ocho pilares (tubos huecos de 10 cm de didmetro dispuestos
en semicirculo y de 80 cm de altura, con una separacién de un metro entre ellos y se rellenaron con una
mezcla de piedras y cemento (Fig. 48 a). Sobre cada pilar se colocé una base de madera, fijada con

alambre al mismo, sirviendo como estante para apoyar las colmenas individualmente (Fig. 48 b).
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Figura 48: Exterior; armado de las estructuras. (a) disposicién de pilares semienterrados en el suelo. (b) colocacion
de base de madera para sostener las colmenas. (c) modelo final, muestra de una colmena colocada en soporte.

Finalmente las colmenas se colocaron en cajas de poliestireno expandido con tapa (medidas: 25 x 40.5 x
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34 cm) proporcionando proteccion contra las lluvias, oscuridad y aislamiento térmico tratando asi de
reproducir, y tal vez mejorar, las condiciones ambientales de las colonias naturales semienterradas en el
suelo (Fig. 48 c). Estas cajas contenedoras tenian dos entradas (Fig. 49 e y f), una comun de forma
circular puesta en contacto con una entrada similar en la jaula mediante un tubo corrugado de 2 cm de
diametro (Fig. 49 c y d) y una entrada selectiva que consistié en un tubo plastico de 1,5 cm de diametro
cerrado en el final (es decir en el interior de la colmena), con hueco en la pared lateral apuntando hacia
abajo (Fig. 49 a y b). Esto permitia cerrar la colmena, dejando que las obreras ingresen pero que no
puedan salir, facilitando asi la movilizacion de la colmena hacia el interior de la cdmara de cria
climatizada, para inspeccionar su forma interna, estimar la cantidad de adultos, pupas, presencia de

machos y reinas, y acumulacion de polen y néctar para su estudio.

10cm

ozen |1V

|

Figura 49: Sistema de entrada. (a y b) tubo de entrada selectiva. (b y c) entrada de cafio corrugado. (e) sistema de
entradas armado en Jaula nido final A, de plastico y (f) en Jaula nido final B, de madera.

95



Las Jaulas nido final B, de madera, fueron colocadas al exterior el 18 de diciembre de 2019. Tras un
periodo de dos dias, durante el cual se monitoreo la adaptacion de las obreras, se procedio a trasladar
las Jaulas nido final A, de pldastico (Fig. 50). Al momento de ser expuestas al exterior, se proveyé de
polen y néctar a cada una de las colmenas como suplemento por Unica vez para que puedan alimentarse

hasta encontrar las fuentes naturales de polen y néctar.

Figura 50: Colmenas en exterior dispuestas en ambiente natural no controlado pero protegidas por la estructura
de poliestireno expandido.

Toma de datos de desarrollo de colmenas expuestas en el exterior (semiconfinamiento)

Una vez colocadas en el exterior, luego de doce y diez dias de adaptacion, Jaulas nido final B y A
respectivamente, se realizaron monitoreos de actividad registrando: a) entrada y salida de las obreras,
b) reservas de polen y néctar, c) ventilacion y crecimiento de la colonia. Estas tareas se realizaron
durante la Ultima semana de diciembre de 2019, y los meses de enero, febrero y mitad de marzo de
2020.

Los monitoreos de aprovisionamiento de recursos se extendieron hasta el 16 de marzo (comienzo de la
pandemia). Posteriormente, las colmenas se abrieron y se llevd a cabo un andlisis morfométrico de las

celdas y la estructura del nido. Se tomaron medidas externas del didmetro y altura de las celdas de
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pupas tanto abiertas y vacias como cerradas con contenido (Fig.51 a). Ademas, se retird el contenido de
las celdas cerradas (Fig. 51 b) y, en caso de contener un adulto farado (obrera, zangano o reina), se
midié el ancho del mesosoma en su punto mas ancho (siguiendo a Uthoff & Ruxton, 2022) y del largo
total del espécimen (Fig. 52. a y b). También se midieron los adultos que pudieron ser recolectados de
cada colmena. Todas las medidas se realizaron utilizando un escalimetro digital (Schwyz CALDIG
150.001).

Se consideraron siete Jaulas nido final B, de madera, y ocho Jaulas nido final A, de plastico, como
colmenas testigo, que permanecieron en confinamiento total. El desarrollo de estas colonias se siguio

hasta el final del ciclo, y se compararon con datos obtenidos de las Jaulas nido final en exterior.

—-—

Figura 51: (a) muestra de la toma de medidas del largo (1) y diametro (2) de las celdas con pupas de Jaulas nido

final en situacion de exterior. (b) muestra de adulto farado extraido manualmente de la celda y celda que lo
contenia de Jaulas nido final en exterior.
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Figura 52: Medicion de obreras. (a) largo de la obrera, (b) ancho del mesosoma.

Andlisis de datos

Para registrar el nivel de actividad de las obreras, se realizaron observaciones diurnas durante media
hora en diferentes franjas horarias, dentro de periodos entre las 8:30 hasta las 17 hs, siendo la hora pico
de busqueda de alimento para los polinizadores de 10 a 17 (Garbuzov et al., 2017).

Estos registros se correlacionaron con los valores de temperatura y humedad relativa ambiente al
momento del inicio de cada observacién, obtenidos por la Estacién Meteoroldgica Convencional - INTA
EEA Famailla, ubicada a unos 400 m aproximadamente del lugar donde se encontraban las colmenas
(ver Fig. 43). El monitoreo fue realizado de manera personal tomando nota sobre cada entrada y salida
gue ocurria en cada una de las colmenas con el observador ubicado a una distancia estimada de tres
metros.

De las seis colmenas en estudio se obtuvieron un total de 25 observaciones de media hora de duracién
(750 minutos; momento=T1; T2; T3...T25 y momento = n = 25, donde cada n es un T) por cada colmena.

Se sumaron las entradas y salidas de obreras individualmente (actividad) y se calculé el promedio de la
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actividad de todas las colmenas en cada momento de observacion. La actividad promedio de forrajeo se
estimé como la media de entradas y salidas de obreras entre las réplicas (Tabla 27).

Para el tratamiento de los datos, se utilizé un modelo lineal generalizado mixto con distribucién Gamma
logaritmica, considerando la temperatura y humedad relativa para cada momento censado como
factores fijos (FF). Se usé como variable respuesta la actividad promedio de forrajeo. La fecha de la toma
de datos se consideré como variable aleatoria.

Se utilizé la funcion anova del paquete “stats” para la comparacién de modelos y se chequearon los
supuestos de los modelos reportados mediante el paquete “performance” version 0.10.2 (Lidecke et al.,
2021).

Todos los célculos se realizaron utilizando el software estadistico R version 4.1.3 (RStudio Team, 2015).
Se emplearon las funciones gim, glmer y gimer.nb del paquete “Ime4” versién 1.1-27.1 para determinar
la significancia de los modelos. La funcién LSD.test del paquete “agricolae” versidn 1.3-5 se utilizé para
la comparacién de diferentes categorias correspondientes a un factor fijo. La funcién ggpredict del
paquete “ggeffects” version 1.1.1 (Lidecke, 2018) y las herramientas graficas del paquete “ggplot2”
versién 3.3.5 se usaron para los graficos. Para los GAM (Modelo Aditivo Generalizado), se emplearon los
paquetes “mgcv” version 1.8-28 y “gamm4” versidén 0.2-5. Se utilizé la funcién gam para la estimacién

de los modelos y vis.gam para los graficos.

Resultados

Desarrollo de colmenas expuestas al exterior (semiconfinamiento)

Las colmenas en ambos tipos de Jaulas nido final presentaron una buena adaptacién al manejo en
exterior. En ambos tipos utilizados se observd que las abejas construyeron una fina capa de cera color

marrén, a modo de cobertura (involucro), que cubrid total o parcialmente el nido (Fig. 53: 18Lay by
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20Cayb).

Se registré una respuesta termorreguladora por parte de las obreras en ambos tipos de Jaulas nido final.
Esta respuesta consistid en la agrupacion de obreras en las entradas de las colonias abanicando sus alas,
a modo de ventilacidn, cuando la temperatura exterior excedié los 31 ° C (Fig. 54 a-b).

En una de las Jaulas nido final A, de plastico, se produjo la muerte de la reina a fines del mes de enero,
pero la colonia continué su desarrollo y ademas produjo individuos sexuados.

De las colonias resultantes dos no produjeron sexuados. Una Jaula nido final A, de plastico, clasificada
como “grande” y una Jaula nido final B, de madera, “pequefia”. El resto de las colonias produjo sexuados
a partir del mes de marzo, representando el 50% del total de las colmenas en semiconfinamiento. De
este 50%, la mitad correspondié a Jaulas nido final B, de madera, (Fig. 55 a-f) y la otra mitad a Jaulas
nido final A, de plastico, (Fig. 56 a-f) (el resto de las colonias que se incluyen en estos porcentajes se
detallan en la seccion Anexo).

Hacia fines de marzo se pudo observar la presencia reservas de polen y néctar (Fig. 57 a y b), de pupas
reales y de zanganos (Fig. 58 a y b), asi como la ocurrencia de reinas nuevas y zanganos (Fig. 59 ay b). A
principios de abril las colmenas comenzaron a decaer, en cuanto a la produccién de descendencia,

produciéndose el final del ciclo (Tabla 17).
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Figura 53: Detalle de la presencia de involucro en las colmenas en semiconfinamiento. 18L: colonia colocada en
jaula nido final B, de madera. (a) vista superior del involucro cubriendo toda el area de cria. (b) vista frontal del
involucro cubriendo la mitad inferior del drea de cria. 20C: colonia colocada en jaula nido final A, de plastico. (a)
vista lateral del involucro cubriendo toda el rea de cria. (b) vista superior del involucro cubriendo toda el area de
cria con una abertura superior.

Figura 54: Actividad de ventilacién (fanning) mediante el abanicado de las alas en la entrada de la colonia. (a) Jaula
nido final A, de plastico. (b) Jaula nido final B, madera.
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Figura 55: Progreso de colonia en Jaula nido final B, de madera, mantenida en condicion de semiconfinamiento. (a)
expansion de la colonia (18L) de la Jaula nido de inicio a la Jaula nido final, (b) estado de la colonia al momento de
la salida de la Jaula nido final al exterior, (c y d) progreso de la colonia en exterior, (e) senescencia, y (f) muerte.
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Figura 56: Progreso de colonia en Jaula nido final A, de pldstico, mantenida en condicién de semiconfinamiento
(20C). (a) expansion de la colonia de la jaula nido de inicio a la Jaula nido final. (b) estado de la colonia al momento
de la salida de la Jaula nido final al exterior. (c y d) progreso de la colonia en exterior, (e) senescencia, y (f) muerte.
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Figura 57: Reservas de néctar y polen. (a) bolsillos con reservas de polen. (b) capullos transformados en
contenedores de néctar.

il < e J d

Figura 59: Produccion de reinas y zanganos. (a) reinas nuevas. (b) zanganos nuevos.
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Tabla 17: Descripcién del estado de las colonias al inicio de su ubicacion en el exterior y al final del experimento.
Ref: (*) muerte de la reina el 21 de enero del 2020; (**) en ambos casos la reina se encontrd muerta en la fecha
citada respectivamente; (***) reina presente pero sin confirmar si es la que dio origen a la colonia; (****) reservas
al 19 de marzo de 2020.

COLMENA
Inicio del Semi- Jaula nido final A (plastico) Jaula nido final B (madera)
confinamiento 20/12/19 18/12/19
20C 21C 18C 23L 18L 5L
Reina Si Si Si Si Si Si
Obreras 28 36 20 20 47 53
Pupas 7 10 6 3 37 27
Celdas larvales 6 9 5 2 7
Celdas huevo 7 6 4 1 11 7
Polen Si Si Si Si Si Si
Jarabe Si Si Si Si Si Si
Findela colonia 30/04/20 03/03/20 01/04/20 | 22/01/20 14/01/20 01/04/20
. - - - Si Si
Reina (*) () () (=) ‘
Obreras 17 3 4 3 156 12
Obrelglg/)le\l/lsachos 33 i i i 92 30
Pupas Reales 18 i 4 i 15 5
cerradas
Pupa.s Reales 15 i 16 i ) 5
abiertas
Celdas larvales 1 - - 1 7 2
Celdas huevo 8 - 1 1 17 9
Polen - - - - Si Si (**F)
Néctar - - - Si Si Si (F*%)
Nuevas Reinas - - 1 - 30 -
Machos - - - - 25 23

Andlisis morfométrico de los nidos expuestos a condiciones de exterior

El analisis morfométrico de las celdas pupales se realizd sobre las tres colonias que concluyeron su ciclo
en el mes de abril del afio 2020, siendo dos de ellas desarrolladas en Jaulas nido final B, de madera, y
una en Jaula nido final A, de plastico (Tabla 18). S6lo en una Jaula nido final B, de madera, pudieron
medirse las pupas reales debido a que esta fue la mas prolifica en cuanto a descendencia y el material
de estudio se conservd mejor. Si bien las otras dos colmenas restantes (una Jaula nido final A y una B)

produjeron sexuados, las colonias se encontraban estructuralmente muy deterioradas al momento de la
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muerte de la progenie.

El analisis morféometrico de los adultos fue realizado sobre las mismas tres colmenas anteriores (Tabla

19).

Tabla 18. Analisis morfométrico de celdas pupales producidas en colmenas manejadas en semiconfinamiento. Se

expresan en milimetros los valores maximos, minimos, su promedio y desvio estandar.

Colonia

Jaula nido final B
(madera)
(18L)

Jaula nido final B
(madera)
(5L)

Jaula nido final A
(plastico)
(20C)

Celda

real

obrera

zangano

obrera/

zangano

obrera

zangano

obrera/

zangano

obrera

zangano

Obrera/
zangano

Didmetro

Max.
16,65

10,71

11,52

11,34

10,4

10

9,9

9,13

11,88

9.74

Didmetro

Min.
13,36

9,07

7,7

6,64

8,67

8,24

8,87

7,41

8,1

8.61

@+ DS

15,23 £0,75

9,97 £ 0,83

9,72 £1,01

10,15 £ 0,89

9,29 0,96

8,84 + 0,49

9,38+ 0,42

8,38+ 0,46

10,12 + 1,34

8,94 + 0,38

N

26

14

45

11

11

Larg
0

Max.

23,3

12,1

14,8

15,9

13,6

13,6

13,6

13,0

13,8

13,7

Largo

Min.
18,12

11,74

9,72

8,52

12,34

10,49

12,15

10,22

11,75

12,17

@+ DS

21,01 £1,29

11,96 £ 0,23

12,17 + 1,77

13,27 £1,5

13,04 £ 0,66

12,43 £ 0,85

13+0,54

11,91 £ 0,85

13,06+ 0,71

10,29 £ 0,67

N

21

14

45

11

45

11
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Tabla 19. Analisis morfométrico de adultos producidos en colmenas manejadas en semiconfinamiento. Se
expresan en milimetros los valores maximos, minimos, su promedio y desvio estandar.
Ancho Ancho

Colonia Adulto mesosoma mesosoma X £ DS N Lal:go Lax:go X + DS N
. . Max. Min.
Max. Min.
reina 12,3 10,75 11,54 + 0,55 7 21,03 18,08 19,83 £ 1,28 7
obrera 8,2 58 6,93 + 0,81 9 16,83 11,28 13,56 + 2,27 9
Jaula nido
final B
(madera)
(18L)
zangano 8,3 4,24 6,4 +1,49 7 12,51 6,12 9,83+2,19 7
obrera 8,24 4,54 6,25 £ 1,05 26 18,04 8,8 11,72 £ 1,95 26
Jaula nido
final B
(mz’;‘ga) zAngano 7,89 439 599+ 1,16 7 12,68 10,3 11,28 +0,93 7
obrera 10,36 6,71 7,9 +1,69 4 15.29 10,99 12,32 + 2,03 4
Jaula nido
final A,
(plastico) zangano 7,28 6,25 6,73 £ 0,52 3 13,46 12,66 12,93 £ 0,46 3
(20C)

En las colonias colocadas en exterior, se observd que el desarrollo en las Jaulas nido final B, de madera,
se caracterizd por una expansion predominantemente ascendente y frontal, generando una estructura
escalonada a modo de cascada. A su vez se observd una estrecha relacién entre el niumero de
integrantes de la colonia y su desarrollo volumétrico, evidenciando que aquellas con mayor cantidad de
individuos presentaron dimensiones mas significativas.

La colmena 5L, en Jaula nido final B, exhibié un crecimiento ascendente ocupando tres cuartas partes

del ancho del alojamiento ofrecido al inicio (Jaula de inicio B) y la totalidad de su profundidad,
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generando un maximo de 5 niveles de cria. Como resultado, la colonia alcanzé una altura de 7,5 cm, con
una base de 9,5 cm x 8,5 cm.

En el caso de la colmena 18L, en Jaula nido final B, su desarrollo se extendié mas alla de los limites de la
Jaula de inicio, expandiéndose frontalmente hacia la malla metalica de la Jaula nido final y, de manera
ascendente, llegando al limite de la parte superior. Las medidas de la colonia resultaron en 12 de alto y
ancho por 17,5 cm de profundidad. Se observé la presencia de mas de 5 niveles de cria distribuidos no
solo verticalmente sino también hacia adelante.

En el caso de la colonia 20C, en Jaula nido final A, de plastico, presentd un crecimiento limitado a tres
niveles, uno de los cuales excedid el limite frontal de la Jaula de inicio, extendiéndose hacia la malla
metdlica de la jaula de cria. Esto resulté en dimensiones de 5 cm de altura, 13 cm de profundidad y 10

cm de ancho.

Desarrollo de colmenas en confinamiento

Las colmenas gestionadas exclusivamente en condiciones de confinamiento no produjeron reinas
nuevas ni pupas reales. La aparicién de machos se observo hacia el final del ciclo de desarrollo de cada
colonia el cual, final que, a su vez, fue muy variable para cada una de las colonias.

Las colonias sometidas al confinamiento enfrentaron desafios que impactaron negativamente en su
desarrollo, llevando al pronto declive de las mismas. Se constatd una proliferacion excesiva de polillas
(Achroia grisella) en las Jaulas nido final B, de madera, y acumulacidn de detritos en Jaulas nido final A,
plasticas, situaciones que no se presentaron en las colmenas manejadas en condiciones de exterior.

La maxima produccién de obreras se registr6 a mediados de enero decreciendo progresivamente a
partir de dicho momento (Tabla 20). Si bien se produjeron machos, su presencia se verificd en las
colmenas a finales de enero y hasta mediados de febrero. La generaciéon de zanganos es mucho mas

temprana en comparacidon con aquellas colmenas mantenidas en situacion de semiconfinamiento
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exterior, donde los machos pudieron verificarse a mediados de marzo, aproximadamente unos 30 - 45

dias mas tarde.

A partir de mediados de febrero, se hizo evidente el decaimiento de todas las colmenas mantenidas en

confinamiento total. La mayoria de las reinas presentes en esta fase comenzaron a morir, y lo mismo se

verificaba con las obreras, cuya muerte se producia en grupos. No se observé la puesta de huevos mas

alla de los que dieron inicio a la colonia y, en el caso de pupas remanentes, no se detecté emergencia; la

apariencia de la cera en las colmenas se torné porosa y oscura.

Se proporcionan detalles especificos sobre el estado del desarrollo de una colonia en Jaula nido final B,

de madera (Fig. 60 a-c) y una colonia en Jaula nido final A, de plastico (Fig. 61 a-c), las demas colonias

obtenidas en confinamiento se detallan en la seccién Anexo.

Tabla 20. Estado de las colonias mantenidas en confinamiento total, hacia el final del ciclo de desarrollo de las

mismas. Se especifica la fecha de muerte de la reina, produccién total de obreras, presencia de machos y muerte

Jaula nido final B
(madera)
1L

11L
12L
13L
16L
22L
27L

Jaula nido final A
(plastico)
6C

7C
14C
15C
16C
19C
23C
24C

Inicio de
la colonia

16/08/19
26/08/19
22/08/19
26/08/19
02/09/19
11/09/19
30/09/19

20/08/19
20/08/19
02/09/19
02/09/19
03/09/19
03/09/19
09/09/19
10/09/19

estimada de la colonia.

Muerte
Reina

18/02/20
27/01/20
28/02/20
21/01/20
21/01/20
16/12/20
10/03/20

06/01/20
26/11/19
20/01/20
02/03/20
20/01/20
17/02/20
27/01/20
27/01/20

Total
Obreras

46
76
85
124
55
10
20

39
24
60
64
62
66
46
79

Machos

si
no
no
si
no
no

no

no
no
no
no
no
no
no
no

Muerte
Colonia

18/02/20
11/03/20
27/02/20
11/02/20
04/02/20
18/02/20
17/02/20

02/03/20
21/01/20
11/02/20
26,/02/20
26/02/20
26,/02/20
17/03/20
17/03/20
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Figura 60: Progreso de colonia en Jaula nido final B, de madera, mantenida en total confinamiento. Colonia 1L: (a)
detalle del estado de desarrollo al momento de la ampliacién de la colmena, traslado de la caja nido de inicio a la
Jaula nido final B; (b) progreso de la colonia, con el respectivo aumento de tamafio y nimero de ocupantes; (c)
estado de la colonia al momento de la muerte de la misma.

Figura 61: Progreso de colonia en Jaula nido final A, de
(a) detalle del estado de desarrollo al momento de la ampliaciéon de la colmena, traslado de la Jaula nido de inicio a
la Jaula nido final; (b) progreso de la colonia, con el respectivo aumento de tamafio y cantidad de ocupantes; (c)
estado de la colonia al momento de la muerte de la misma.

Andlisis morfométrico de una colmena mantenida en total confinamiento
El andlisis morfométrico de las celdas pupales y de los adultos se realizd sobre la colmena 1L (Tabla 21y
22 respectivamente), colonia desarrollada en Jaula nido final B, de madera, y que produjo obreras y

zanganos.
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Tabla 21. Andlisis morfométrico de celdas pupales obtenidas en Jaula nido final B en situacién de confinamiento.
Se expresan el valor maximo y minimo, obtenido en mm, promedio y desvio estandar calculados.
Didmetro Diametro Largo Largo

. . X £ DS N . . X + DS N
max. min. max. min.
obrera 10,11 8,13 9,33 + 0,62 7 1497 10,75 12,42 +1,65 7
Celda
zangano 11,22 8,04 9,5+0,91 12 15,62 5,49 12,01 +2,78 12

Tabla 22. Analisis morfométrico de adultos obtenidos en Jaula nido final B en situacion de confinamiento. Se
expresan el valor maximo y minimo, obtenido en mm, promedio y desvio estandar calculados.

Ancho Ancho Largo  Largo
mesosoma mesosoma X £ DS 'g g X £ DS N
L , max. min.
max. min.
obrera 7,32 4,34 53+0,68 21 15,5 9,62 11,69 +1,53 21
Adulto
zangano 7,03 4,76 5,83 £ 0,64 14 14,52 10,93 13,15+ 0,9 14

Actividad de forrajeo y su relacion con los pardmetros temperatura y humedad relativa ambiente

El rango de temperatura durante el desarrollo de este experimento varié desde 19,4°C a 35,3°C y la
humedad relativa ambiente de 51% a 97%. En la Tabla 23 se muestra el promedio de los registros de
actividad de las obreras (entradas y salidas) de ambos tipos de Jaula nido final y los valores de

temperatura y humedad relativa ambiente para cada momento de observacién.
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Tabla 23: Actividad (promedio de entradas y salidas) de las obreras de seis Jaulas nido final en estudio y registro
de la temperatura ambiente y humedad relativa registrada al comienzo de cada observacién de campo.

Momento Acti\iidad Temperatura Humedad relativa
(x) Q) (%)
1 6 31,3 60
T2 2,2 32,4 56
T3 0,2 33,6 51
T4 18 34,8 53
TS5 5,6 25,9 61
T6 2,2 26,9 61
T7 2 23,9 90
T8 4,5 27,5 80
T9 4 26,4 75
T10 2,3 28,2 71
T11 55 30 66
T12 4 31,1 66
T13 5,3 28,5 76
T14 5,3 31,6 76
T15 5,8 32,6 69
T16 3 33,6 66
T17 2,6 33,6 64
T18 3,5 35,3 65
T19 4,2 22,1 88
T20 4 22,7 88
T21 6,8 24,6 80
T22 7,5 25,8 79
T23 2 28,6 70
T24 2 30,7 66
T25 3,5 19,4 97

El andlisis GLMM verifica que existe un efecto significativamente negativo del aumento de temperatura
sobre la actividad de forrajeo de B. pauloensis (Fig. 62 a). Con respecto a la humedad relativa ambiente,
se encontré que el modelo que mejor ajusta y explica la actividad de forrajeo censada presenta un
término cuadratico, por lo que la funcién reportada es polindmica, demostrando que la actividad de
forrajeo crece a medida que aumenta la humedad hasta un rango éptimo de forrajeo (entre 75 - 80%

HR), luego del cual se observa un descenso de la actividad (Fig. 62 b). Se presentan los estadisticos de

112



cada uno de los modelos estimados en |la Tabla 24.

Bombus pauloensis Bombus pauloensis
. ®
* [ ]
6 *®
8 ® L
Y [ ]
* [
° ®
L] ®

s
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~

Promedio actividad (entradas-salidas/30min)
-3
&
®

Promedio actividad (entradas-salidas/30min)

0-
a 20 25 30 35 b 50 60 70 80 90
Temperatura (°C) Humedad relativa (%)
Figura 62: Actividad de forrajeo promedio en funcidn de factores ambientales. Se reportan los mejores modelos
del ajuste del efecto para (a) temperatura y (b) humedad relativa. Los puntos negros corresponden a los

estimadores calculados (réplicas temporales), la linea verde a la funcion del modelo GLMM entre las variables
relacionadas y el drea sombreada es el intervalo de confianza calculado para cada modelo.
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Tabla 24. Influencia de factores ambientales en la actividad de Bombus pauloensis. Detalle de los modelos
seleccionados para la variable “Actividad”, con los factores fijos extraidos de los censos de actividad para el
conjunto total de datos. Se denota el estimador, el error estandar (SE), el valor del estadistico Ty el valor P.

Variable
Factor Fijo  Intercept
respuesta (FF) Estimador SE T P
0
(VR)
Actividadde  Temperatura 2.927 -6.065e-02  1.675e-04 -362.2 <2e-16
forrajeo
Humedad*
8.61e-
Humedad -13.9561 0.3974 0.1012 3.927
(Humedad)”2 -0.0025 0.0007 -3.672 0.0002

* Se reportan los estadisticos de ambos términos del modelo cuadratico que mejor ajusta (AIC).

Mediante la aplicaciéon de la funcién GAM (Modelo Aditivo Generalizado) se pudo verificar que la
actividad de forrajeo de esta especie de abejorros estd modelada significativamente por la temperatura
y humedad relativa, actuando de forma conjunta y contrastante en relacion a los efectos individuales.
Este resultado muestra que el aumento conjunto de la temperatura y la humedad relativa, al contrario
de lo que se ve de forma independiente, favorece la actividad de forrajeo. Esto quiere decir que, a una
misma temperatura extrema dada (por ejemplo 35 °C la cual seria una temperatura subdptima para el
forrajeo), el aumento de la humedad relativa (por ejemplo 90%) genera que el potencial de forrajeo
aumente sobre lo esperado, alcanzando valores cuatro veces mayores que a menores temperaturas (20

°C) con la misma humedad relativa (Fig. 63 y Tabla 25).
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Figura 63: Representacion tridimensional de la relacidon entre humedad y temperatura en las actividades de
forrajeo de B. pauloensis calculada mediante la aplicacién de la funcion GAM.

Tabla 25. Actividad de forrajeo de B. pauloensis en funcidn del efecto aditivo de la humedad y temperatura.
Detalle de los modelos seleccionados para la variable “Actividad”, con los factores fijos extraidos de los censos de
actividad para el conjunto total de datos. Se denota el estimador, el error estandar (SE), el valor del estadistico T, y
el valor P.

Funcion: Actividad de forrajeo ~ Humedad * Temperatura; Gamma (Link=log)
Actividad  Factor Fijo
forrajeo

Intercepto Estimador SE T P
(FF)
Humedad 105.501 -0.1251 0.0505 -2.477 0.0218
Temperatura -0.3847 0.1356 -2.837 0.0099
Humedad * Temperatura 0.0053 0.0018 2.990 0.007
R-sq. (adj)= 0.166 Deviance explained=

27.30%
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Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo, en cuanto al efecto de las jaulas manejadas en condiciones de
semiconfinamiento, al considerar la produccion de sexuados como indicador de éxito, indican que no
hubo diferencias significativas entre los dos tipos de Jaulas nido final utilizadas para mantener a las
colonias. En el 50% de las colmenas de cada tipo se logré la produccidon de sexuados. Sin embargo, se
destacd un caso particular en el que el nimero de reinas y machos producidos fue mas del doble, en una
de las Jaulas nido final B, de madera, sugiriendo una posible influencia del fitness de la reina. Este
hallazgo indicaria una diferencia con respecto a lo registrado para B. terrestris donde se observd una
mayor produccion de sexuados en nidos artificiales de policarbonato (Imran et al., 2017).
Aparentemente la produccion de sexuados en B. pauloensis no esta influenciada por los tipos de Jaulas
nido final utilizadas en este trabajo.

Estos resultados concuerdan con la afirmacion de otros autores que establecieron que la produccion de
obreras y reinas es mayor cuando las colmenas desarrolladas a partir de reinas silvestres y criadas en
confinamiento se trasladan al exterior (Almanza Fandifio, 2007; Ptacek et al., 2015; Crone & Williams,
2016).

Otro punto a destacar es la presencia de involucro, una cubierta de naturaleza cerosa a modo de tapa, y
gue retiene el aire caliente dentro del nido. Esta estructura que puede ser creada como complemento
por los abejorros (Goulson, 2010), fue detectada tanto en las Jaulas nido final A, de plastico, como en las
Jaulas nido final B, de madera, cubriendo total o parcialmente el drea de cria. La presencia de este
involucro en condiciones de semiconfinamiento sugiere que su funcidn podria ir mas alld de
simplemente proporcionar aislamiento térmico; también podria ofrecer una proteccidn fisica a la cria y
actuar como un reparo contra la luz, formando una camara en la que las obreras y la reina pueden
moverse libremente entre la cria. Esta estructura fue documentada en un caso aislado de cria en

semiconfinamiento, por Sakagami et al. (1976) quienes la describieron como una envuelta incompleta.
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Los demas reportes fueron dados en nidos naturales para B. pauloensis (Gonzalez et al., 2004) y en
especies como B. brevivillus Franklin (Oliveira et al., 2015) y B. brasiliensis (Laroca, 1972). Sin embargo,
en ninguno de estos estudios se ha analizado especificamente la funcionalidad de este involucro. Este
hallazgo sugiere una linea de investigaciéon de importancia que implicaria estudios sobre la adaptabilidad
y comportamiento en la construccién del nido de B. pauloensis.

Ademas, también en ambos tipos de Jaula nido final utilizados, se registr6 una respuesta
termorreguladora por parte de las obreras, quienes dedicaron parte de su tiempo a ventilar la colmena a
partir de los 31°C, abanicando sus alas en la entrada. Este comportamiento termorregulador es conocido
como “fanning” y aumenta activamente la circulaciéon de aire dentro de la colmena reduciendo la
temperatura lo que permite mantener condiciones térmicas optimas para el desarrollo de la cria
(Weidenmdiller et al., 2002). Tanto en B. terrestris (Weidenmdiiller et al., 2002; Weidenmdiller, 2004;
Westhus et al., 2013) como en B. bifarius (O’Donnell & Foster, 2001), se ha comprobado que la
variabilidad individual en la respuesta a los estimulos ambientales juega un papel crucial en la
adaptacion de las colonias de abejorros al cambio de temperatura y en la organizacién del trabajo
dentro de la colonia para mantener condiciones éptimas en el nido.

El analisis morfométrico de las celdas pupales ofrece un pardmetro de estimaciéon del tamaino de los
adultos emergentes del correspondiente cocén. Se observd que la diferencia de dimensiones entre el
adulto y el cocdn, especialmente en el largo, fue de aproximadamente 1 mm, siendo menos frecuente
hallar esta diferencia en el ancho. En cuanto al tamafio promedio de los capullos, al comparar los
diametros obtenidos con los estudiados en nidos naturales para otras especies del subgénero
Thoracobombus como ser B. shrencki albidopleuralis Skorikov y B. deuteronymus deuteronymus Schulz
por Sakagami y Katayama (1977) resultaron mayores en B. pauloensis con diferencias de 2 mm para
obreras y 5 mm para reinas al comparar las medias. Con respecto a las especies presentes y estudiadas

en Argentina, B. morio presenta capullos menos anchos y mas largos (7 mm de didmetro por 15 mm
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alto) que las medias obtenidas en el presente trabajo con diferencias de 2 mm (mads ancho y menos
largo), segun lo reportado por Sosa y Brewer (1998) tras estudiar un nido natural en la provincia de
Cordoba. Ademas, estos autores informaron sobre el largo de los adultos de dos castas diferentes,
reinas y obreras, cuyas medias resultaron en valores 17,10 mm y 13,75 mm respectivamente.
Nuevamente se observaron diferencias de aproximadamente 3 mm mayor para la media de las reinas y
2 mm en el caso de la media de las obreras con respecto a las registradas para B. pauloensis en este
trabajo.

Otro aspecto relevante considerado en este estudio fue el impacto de la cantidad de obreras presentes
al inicio del manejo en exterior sobre el desarrollo de la colonia. Se hipotetizé, que una mayor cantidad
de obreras inicial podria mejorar el desempefio en términos de aprovisionamiento de recursos, defensa,
y/o cuidado de la cria en desarrollo (Schmid-Hempel & Heeb, 1991). Los resultados obtenidos muestran
que las colonias con al menos 20 obreras mostraron una buena adaptacion al cambio de ambiente y
lograron producir sexuados. Es mas, varias situaciones diferentes pudieron ser observadas, como la
pérdida de la reina y que se dieran ambos casos esperables: que la colmena continlde su desarrollo y
qgue, ademas, produzca sexuados, como fuera observado para B. pauloensis (Matos & Garofalo, 1995) y
para B. terrestris (Ptacek, 2001) o, que cese su desarrollo, desapareciendo la colonia. Se observd
también que colmenas clasificadas como “pequefias” en este trabajo de Tesis, con al menos 20 obreras,
pueden tener un buen desempefio en cuanto a la produccion de sexuados que garanticen una
descendencia para la siguiente temporada, contrario a lo expuesto por Schmid-Hempel y Heeb (1991)
para B. lucorum Latreille.

En cuanto a la comparacion del desarrollo de colmenas manejadas en semiconfinamiento respecto a
colmenas mantenidas en confinamiento total, se pudo observar que en los casos en que se produjeron
sexuados, solo se tratd de machos y su registro se adelantd en el tiempo con respecto a los producidos

por colonias en semiconfinamiento, mantenidas en el exterior, lo que lleva a pensar que bajo las
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condiciones mantenidas en total confinamiento se produce un “switch point” temprano (la reina pasa
de poner huevos diploides a poner huevos haploides) tal como ocurre en B. terrestris (Ptacek, 2001), y
que el estrés por confinamiento afecta el normal desarrollo de las colonias lo que deriva en la
senescencia y muerte mds temprana de las mismas (Cnaani et al., 2002; Smeets & Duchateau, 2003).
Por otro lado, la ausencia de produccién de reinas en situacion de confinamiento llevaria a inferir que,
para su generacion, se podrian necesitar condiciones diferentes, como ser una temperatura ambiental
mds elevada tal como las registradas en condiciones de exterior. Este razonamiento coincide con lo
reflejado en varios trabajos, donde la produccién de reinas de B. terrestris fue mayor a temperaturas
iguales o superiores a 30°C (Nasir et al., 2019; Giraud et al., 2021). Resulta necesario no descartar que
una alimentacion que satisfaga las necesidades de la colonia resultaria de suma importancia en el
desarrollo de sexuados y por ello la posibilidad del libre pecoreo llevaria a conseguir esos recursos
necesarios en el drea de habitat natural (Pelletier & McNeil, 2003; Crone & Williams, 2016; Spiesman et
al., 2017; Riafio-Jimenez et al.,, 2020). Con respecto al desempefio de las colonias mantenidas en
confinamiento, en jaulas construidas por diferentes materiales, si bien no se produjeron sexuados en las
Jaulas nido final A, de material pldstico, estas jaulas nido final albergaron colonias con un mayor nimero
de obreras y presentaron una fecha de muerte mas prolongada en el tiempo en comparacidén con las
Jaulas nido final B, construidas en madera (Tabla 19) por lo que realizar algunas mejoras como conectar
una camara de defeque y ejercer un mayor control sobre la proliferacién de polillas (Achroia grisella),
seran tdpicos a tener en cuenta en un futuro.

Por otro lado, aunque la fuente de alimentacién estd estrechamente relacionada con el desempefio de
la colonia y la produccion de sexuados (Crone & Williams, 2016), factores como la frecuencia de
alimentacién (Ribeiro et al., 1996), temperatura y humedad (Gurel & Gosterit, 2008), y el material de
alojamiento (Imran et al., 2017) influyen en el desarrollo de las colonias.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican una correlacién significativa entre la actividad de
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forrajeo de B. pauloensis y las condiciones ambientales registradas, con actividad de los individuos en un
rango de temperatura de 19 a 35°C. La actividad de forrajeo no cesd con el aumento de la temperatura,
sugiriendo que esta especie podria verse menos afectada por un aumento de temperatura generalizado,
como consecuencia del cambio climatico, en comparacidn con otras (Nielsen et al., 2017; Kenna et al.,
2021; Gonzalez et al., 2022c). Se ha informado que el comportamiento de forrajeo de B. terrestris, en
Irlanda (Karbassioon et al., 2023) y Asia (Lee et al., 2016) y otros abejorros en Noruega (Nielsen et al.,
2017) resultd levemente afectado por los cambios en la temperatura en comparacion con Apis mellifera.
Sin embargo, es crucial destacar que estos resultados responden a rangos de temperatura menos
variables y extremos que el registrado en el presente trabajo. Por otro lado, resulta de interés
mencionar, que las especies de climas mas calidos tienden a presentar setas toracicas mas cortas que las
especies de climas mas frios, lo que aumentaria la pérdida de calor (Peat et al., 2005) resultando en una
mejor adaptacion a temperaturas ambientales mas elevadas.

Este patron de comportamiento, disminucién de la actividad de pecoreo frente al aumento de la
temperatura ambiente, también se refleja en estudios previos con poblaciones de B. pauloensis en
condiciones climaticas diferentes realizados en Bogota, Colombia (Tellez-Farfan & Posadas-Flores, 2013).
Este fendmeno también fue registrado para B. impatiens en entornos controlados de laboratorio
(Couvillon et al., 2010), asi como en condiciones de invernadero (Palma et al., 2008), y para B. terrestris
(Kwon & Saeed, 2003). Estudios adicionales realizados en laboratorio indican que a medida que la
temperatura aumenta se observa una disminucion en la distancia de vuelo media (Kenna et al., 2021), lo
cual fue verificado también para los abejorros B. hypnorum Linnaeus y B. terrestris/lucorum en parches
de zarzamora (Rubus fruticosus) en Europa (Uthoff & Ruxton, 2022).

Dicho comportamiento, en relacién al aumento de la temperatura, probablemente sea atribuible al
incremento de la temperatura en los musculos de vuelo de los abejorros, lo cual no seria beneficioso en

un entorno cuya temperatura ambiental sea elevada ya que podrian sufrir sobrecalentamiento (Alford,
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1978; Heinrich, 2004). Ademas, el incremento de temperatura genera en las obreras una respuesta
termorreguladora, dedicando un mayor tiempo a ventilar la colmena, abanicando sus alas en la entrada
del nido con el objetivo de mantener condiciones térmicas déptimas que garanticen el adecuado
desarrollo de la cria (O'Donnell & Foster, 2001; Weindenmdiller et al., 2002), por lo que se veria reducido
el nimero de obreras pecoreando.

En relaciéon con la humedad relativa ambiente, la actividad de pecoreo de B. pauloensis aumentd
conforme aumentd la misma, alcanzando un punto maximo entre el 75% y el 80%, a partir del cual
experimentd un descenso. Este patron concuerda con investigaciones previas sobre B. terrestris, en las
qgue se ha establecido una relacidon positiva entre la actividad de pecoreo y la humedad relativa
ambiente, especialmente en lo que respecta a la recolecciéon de néctar (Peat & Goulson, 2005). Este
fendmeno podria atribuirse a una posible mayor tasa de secrecidn de néctar por parte de las plantas o
una menor evaporacion del mismo en condiciones de alta humedad. Por otro lado, la actividad de
forrajeo, a menudo asociada con la carga visible de polen en las corbiculas (Thorp, 2000), podria verse
afectada negativamente en condiciones de elevada humedad. En el estudio realizado por Uthoff y
Ruxton (2022), los autores respaldan la influencia positiva del aumento de la humedad relativa ambiente
en la presencia de abejorros de las especies B. hypnorum vy B. terrestris/lucorum en parches de
zarzamora. Para el caso particular de B. terrestris en manzanos, se reportdé que la actividad de pecoreo
se vio afectada cuando la humedad relativa ambiente era mayor a 57% (Karbassioon et al., 2023).
Ademas, en cultivos de sandia (Citrullus vulgaris Schrad) bajo cubierta, B. terrestris y B. ignitus Smith
tendieron a escapar del invernadero cuando la humedad relativa fue muy baja (Lee et al., 2012).
Considerando el efecto interactivo de ambos pardmetros ambientales sobre la actividad de forrajeo se
evidencid una relacién contrastante en comparacion con los efectos observados al ser analizados de
forma individual. El aumento conjunto de la temperatura y la humedad relativa favorecio la actividad de

forrajeo, en oposicidn a lo observado en condiciones de temperaturas elevadas combinadas con baja
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humedad relativa, como se ha reportado en el estudio de Lee et al. (2012) donde se registrd una
disminucion en la actividad de polinizacion de B. terrestris en dichas condiciones. En situaciones
opuestas, de baja temperatura y humedad superior al 60%, se observd que el rendimiento de B.
impatiens prevalecié en cultivos de arandano frente a otros polinizadores (Tuell & Isaac, 2010). Este
resultado del efecto interactivo sobre la actividad polinizadora presenta un interés significativo,
especialmente en el contexto de la utilizacion de abejorros para polinizacién en invernaderos donde las

condiciones ambientales son susceptibles de control.

Conclusiones

Con respecto al desarrollo de colonias en semiconfinamiento en Jaulas nido final A, de plastico, y B, de
madera, no se observéd un mejor desempefio relacionado con el tipo de jaula utilizada. En ambos tipos
de Jaula nido final se registré la construccién del involucro y la respuesta termorreguladora de las
obreras ante un aumento de temperatura ambiental por lo que también se descarta la influencia del
material en cuanto a estos aspectos del desemperio de las colmenas.

En condicién de confinamiento total, las Jaulas nido final A, de material plastico, albergaron colonias con
una vida mas prolongada en el tiempo y con un mayor nimero de obreras, en comparacién con las
Jaulas nido final B, de madera, sin embargo, en ninguln caso produjeron formas sexuadas en estas jaulas.
Ademds, se observd que, las dimensiones de los capullos vacios que se mantuvieron en buen estado son
un buen indicador para estimar el tamafio del adulto.

El estudio de la fenologia de pecoreo proporciond informacidn valiosa, mostrando que las colonias de
abejorros demostraron una menor productividad en condiciones climaticas extremas, ya sea por
temperaturas o humedad excesivas. Aunque la actividad de pecoreo no se interrumpid por completo, se
observé que el pecoreo se optimiza cuando hay una coincidencia entre altas temperaturas y alta

humedad, y viceversa.
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Capitulo 5

Descripcion de la arquitectura de nidos naturales y

condiciones internas microambientales




Introduccion

La importancia de las abejas silvestres en la polinizacidn agricola y la conservacion de la biodiversidad ha
generado un renovado interés en su estudio y preservacion (Dainese et al., 2019; Basualdo et al., 2022).
La relacidn entre la expansidn agricola y el declive de los polinizadores plantea preocupaciones sobre la
pérdida de biodiversidad (Aizen et al., 2022). En este contexto, el género Bombus, destaca como un
polinizador clave (Goulson, 2010). La principal amenaza para los abejorros en Europa, segin estudios
previos (Goulson et al., 2008; Williams y Osborne, 2009), se centra especialmente en la pérdida de
habitat.

La comprension de los patrones de seleccién de habitat y la arquitectura de los nidos de abejorros es
esencial para su ecologia y conservacion. Los abejorros tienden a nidificar de manera generalista en
diversos tipos de paisajes, sin presentar preferencias evidentes en cuanto a los tipos de entornos dentro
de los subgéneros (Liczner & Colla, 2019). Los nidos subterraneos fueron la ubicacion mas cominmente
observada para todos los subgéneros vy paisajes, excepto Thoracobombus, Megabombus,
Cullumanobombus y Sibiricobombus (Liczner & Colla, 2019). Tal es el caso de B. pauloensis que muestra
flexibilidad, anidando tanto en la superficie como en cavidades subterraneas (Sakagami et. al, 1967;
Cameron y Jost, 1998; Gonzalez et. al, 2004; Osborne et al., 2008; Oliveira et. al, 2015). Esta flexibilidad
en la seleccién de hébitat puede ser crucial para la adaptacion y persistencia de la especie en entornos
diversos y en constante cambio, como asi también para su potencial manejo en condiciones de
confinamiento.

En el neotrdpico se han observado diversas caracteristicas en cuanto a la nidificacidn de los abejorros,
como la construccién de coberturas sobre los nidos y mecanismos de termorregulacién para mantener
condiciones éptimas para el desarrollo de la colonia (Sakagami et al., 1967; Taylor & Cameron, 2003;
Gonzalez et al., 2004; Hines et al., 2007; Oliveira et al., 2015).

A pesar de los avances, aln existen vacios en el conocimiento sobre aspectos de la nidificacion y los
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pardmetros microambientales internos de B. pauloensis en Argentina. Este estudio aborda estos vacios
al examinar los sitios de nidificacion, la estructura de los nidos y los pardmetros microambientales
internos de B. pauloensis en la provincia de Tucuman. Los resultados esperados proporcionaran
informacidn crucial sobre las adaptaciones especificas de esta especie, lo que puede ser fundamental

para su éxito en diversos entornos.

Por tanto, para el desarrollo de este capitulo se proponen dos objetivos especificos y dos hipdtesis

correspondientes:

1. Describir la arquitectura de los nidos naturales de B. pauloensis, incluyendo la disposicién de las
celdas, los materiales utilizados en la construccion, el habitat donde se encuentra, y cualquier

variabilidad observada entre diferentes nidos.

Hipodtesis: La arquitectura de los nidos de B. pauloensis y su habitat exhiben adaptaciones especificas para

maximizar la eficiencia reproductiva y la supervivencia de colonias en confinamiento.

2 Registrar y analizar las condiciones microambientales dentro de los nidos naturales de B.

pauloensis.

Hipdtesis: La Temperatura y Humedad relativa dentro de los nidos de B. pauloensis es activamente

regulada.

Materiales y Métodos

Se localizaron 11 nidos naturales de Bombus sp en diferentes zonas de la provincia de Tucuman: Horco
Molle (Yerba Buena, regién biogeografica: Yungas), Tafi Viejo (regidén biogeografica: Chaco serrano y

transicién Yungas-Chaco) y San Miguel de Tucuman (region biogeografica: Chaco serrano). Los nidos
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fueron divididos en dos grupos segun su tratamiento; siete de ellos fueron extraidos para describirlos
(Tabla 30) y a los otros cuatro se les colocd un data-logger para medir los parametros internos
microambientales de temperatura y humedad relativa (Tabla 31). Se tomaron muestras de individuos
qgue fueron enviados al laboratorio de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo, UNLP, para su debida
identificacion y donde quedaron depositados como ejemplares de referencia.

Trabajo de campo

Mientras los nidos aun se hallaban en su habitat natural, se realizd la descripcién externa de la
cobertura y drea ocupada y fueron fotografiados. Para tales efectos se utilizdé la nomenclatura propuesta
por Moure y Skagami (1962) para clasificar nidos naturales de Bombus sp.: 1) sitio de nidificacién, 2)
naturaleza del revestimiento exterior y de entrada, 3) presencia de cubierta de cera (involucro).

En cuanto a la medida de las dimensiones (largo, ancho y profundidad), tanto de la cobertura externa (si
estuviera presente) como de los nidos en si, se utilizaron diferentes instrumentos de medida de escala
gradual longitudinal (en ocasiones regla y en otras cinta métrica dependiendo de las facilidades que
cada dispositivo otorgaba para realizar las medidas); tamafio y orientacidn de la entrada, asi como su
ubicacidn. En los casos en que los nidos se hallaban en cavidades también se tomaron las medidas de
longitud, ancho y profundidad de las mismas.

Para el estudio detallado de dos de los nidos ubicados en Horco Molle, estos fueron tratados con un
insecticida (Raid®) a base de Imitropina (0.06%) y Cipermetrina (0.1%). Se procedio a rociar el veneno en
la entrada del nido y taparlo con un recipiente de plastico en horas de la tarde avanzada, asumiendo la
presencia de la mayoria de los integrantes de la colonia en su interior. Tras esperar 14 horas para que el
producto hiciera efecto, se procedié a la toma de datos superficiales y remocion completa.

También, en este grupo descriptivo, fueron incluidos nidos encontrados en domicilios particulares a los
cuales se los describido de la misma manera que los anteriores. Luego, los nidos fueron recogidos

manualmente y se colocaron en cajas de poliestireno expandido con una abertura superior de 4 cm de
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diametro, cuya funcién fue permitir la entrada y salida de las obreras, y se procedié a su reubicacién. Los
nidos de Tafi Viejo y San Miguel de Tucuman se dejaron en la misma ubicacién y orientacién. Se esperé
hasta la noche cerrada con el fin de que ingresaran las obreras que no se habian trasladado con el nido.
Luego, cada uno se trasladé al domicilio particular de la autora y se cold bajo techo, orientando la salida
hacia el oeste. El nido de El Corte, Yerba Buena fue reubicado en el mismo domicilio particular. Se
mantuvo en su ubicacion original durante 15 dias y, posteriormente, se trasladé a unos 40 metros hacia
el este. Para describirlos internamente se esperd hasta su muerte natural.

En el segundo grupo se procedid a describirlos superficialmente y registrar los parametros
microambientales internos (Tabla 31). Se seleccionaron cuatro nidos naturales y uno mantenido en
semiconfinamiento en la Estacion Experimental INTA Famailld. Este nido artificial se tomd como
complemento para valorar los parametros de las condiciones internas en las cajas de cria utilizadas en
esta tesis y realizar una comparacion con los parametros de nidos naturales.

Para el registro de los pardmetros internos microambientales se procedié a colocar un registrador de
datos externo (data-logger marca: HOBO onset, modelo: U12-012). Este aparato de medicién fue
colocado en un contenedor plastico transparente (tipo clamshell) con aberturas que permiten la
circulacion del aire tratando de mantener la integridad del instrumental. Se programé un registro de las
condiciones de temperatura y humedad cada 15 minutos y, con los datos obtenidos, se calculé la media
en base al total del nimero de dias de observacién. Al mismo tiempo se obtuvieron los registros de
temperatura y humedad relativa en casilla meteoroldgica a nivel local ambiente en cada ubicacion. Para
el caso de los nidos en Horco Molle se utilizaron los datos meteorolégicos registrados por la estacion
metereoldgica de Lules [La Bomba, Lat.: -26.90950 Long.: -65.35183; elevacién(msnm): 481] y para los
nidos ubicados en Tafi Viejo, la estacién de El Colmenar [Lat.: -26.80000 Long.:-65.20000; elevacién
(msnm): 481] provistos por la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres

(https://agromet.eeaoc.gob.ar/); para el caso de la colonia mantenida en semiconfinamiento se
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utilizaron los datos registrados por la Estacion Meteoroldgica Convencional — INTA EEA Famailla [Lat.: -
27.0171825 Long.: -65.3793983; elevacion(msnm): 378 m].

Trabajo de laboratorio

Los nidos extraidos fueron trasladados al laboratorio para el estudio de su arquitectura interna (Tabla
30). Luego de la descripcidn de las caracteristicas externas, los nidos se limpiaron del exceso de tierra
suelta con pincel y se colocaron en envases de cartén para su transporte al laboratorio, donde se
realizaron las demds mediciones y toma de fotografias. Se llevo a cabo un analisis estructural del nido,
teniendo en cuenta los niveles del nido, la disposicion de las celdas de cria, pupas y restos de puparios, y
elementos utilizados para el almacenamiento de reservas como polen y néctar (ex-pupas, vasos de
jarabe y bolsillos). También, en los casos en que la integridad del nido lo permitid, se midieron las celdas
de obreras, zdnganos y reinas, y cuando fue posible se llevé a cabo el conteo o estimacién de la

poblacién de los nidos.
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Tabla 30: Nidos naturales extraidos. Denominacién de los nidos con letras correspondientes a medida que iban

siendo descubiertos; fecha de la localizacidn; ubicacidon, nombre del lugar, coordenadas geograficas y descripcion

de la localizacién; destino: uso de insecticida para extraccion segura o relocalizacién para el estudio luego de su

Fecha de
Nido localizacion

(mes/afio)

C abr-19

D abr-19

E ene-20

F feb-19

G feb-21

J mar-21

K dic-21

muerte natural.

Ubicacion

Lugar
Camino a Horco Molle, Horco Molle,
Yerba Buena
EAS, Horco Molle, Yerba Buena
EEA Famailla
Camino campo EAS, Horco Molle, Yerba
Buena
Domicilio particular, Tafi Viejo
Domicilio particular, San Miguel de
Tucuman
Domicilio particular, El Corte, Yerba

Buena

Destino
Coordenadas

(26°47'S - 65°19'0) Extraido
(26°46'S - 65°19'0) Extraido
(27°01'S - 65°22'0) Extraido
(26°47'S - 65°19'0) Extraido
(26°44'S - 65°17'0) Relocalizado
(26°48'S - 65°13'0) Relocalizado
(26°48'S - 65°19'0) Relocalizado

Tabla 31: Nidos naturales a los que se les colocé data-logger. Denominacion de los nidos con letras

correspondientes a medida que iban siendo descubiertos; fecha de la localizacidn; ubicacidn, nombre del lugar,

coordenadas geograficas y descripcion de la localizacidn; destino: colocacion de data-logger para el registro de

parametros de Temperatura (T) y Humedad relativa (HR) interna

Coordenadas

(26°47'S - 65°19'0)

(26°79'S - 65°31'0)

(26°44'S - 65°17'0)

Fecha de
Ubicacién
Nido localizacién
(mes/afio) Lugar
Campo Experimental EAS, Horco Molle, Yerba
A mar-19
Buena

B abr-19 Jardin Botanico, Horco Molle, Yerba Buena
H feb-21 Domicilio particular, Tafi Viejo
I mar-21 Domicilio particular, Tafi Viejo

(26°44'S - 65°17'0)
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Resultados

Descripcion de nidos naturales

La informacion recabada a partir del estudio de los nidos naturales de B. pauloensis estd resumida de
modo general en la Tabla 32. A continuacidon, se realiza una descripcion de aspectos particulares
observados en los diversos nidos que aportan informacién relevante a considerar sobre la nidificacion

de esta especie.

Nido C; Abril - 2019

El nido se ubicaba sobre la banquina Este del “Camino A Horco Molle”, aproximadamente a unos 4 m de
la ruta (Fig. 64 a-d). Construido en un hueco sobre la pared lateral Este de un zanjon, aparentemente
natural, colindando con un campo de caina de azlcar al Este y al Oeste y Norte con otro campo de cafia
mds pequefio asi como con vegetacién nativa, insertos en el Parque Sierra de San Javier. La pared
contaba con dos niveles, y el nido se encontraba en el primero, a unos 30 cm del terreno superficial
cubierto por vegetacion natural (especialmente graminea).

La estructura del talud de tierra donde se encontraba el nido estaba compuesta principalmente por
piedras pequefias y tierra negra humeda, proporcionando soporte a la cavidad. La entrada del nido era
de forma oval y se dirigia hacia el Oeste (Fig. 65 a y b). El canal de entrada media 16 cm de profundidad
hasta llegar a la cavidad del nido, siendo la longitud total desde la entrada hasta el final de la cavidad de
unos 31 cm (Fig. 65 c). La cavidad, era plana en la parte inferior, con depresiones hacia los laterales (Fig.
66 a-b). El nido contaba con tres niveles ascendentes aumentando en superficie hacia arriba, de forma
semicircular. Se encontraba ligeramente inclinado, lo que resultd en un borde mas elevado que el otro
dando una forma casi triangular a la vista de frente, de menor superficie en la parte baja y mayor en la
parte superior, similar a una piramide trunca invertida Con respecto al nido (Fig. 67 a), se notd que una
parte era aérea, sin ser sostenida por una base. (Fig. 67 b). Estaba construido sobre una base de piedras
gue constituia la zona de desechos, “cdamara de defeque”, en la cual se pudo observar una mezcla de
materia vegetal en descomposicién, detritos, polen, restos de cuerpos de abejas y otros insectos sin
definir (Fig. 67 b). Esta mezcla, con una consistencia arcillosa al tacto, presentaba un color verde seco y
exhibia un alto grado de humedad con un olor dulzén caracteristico del polen himedo acumulado y en
descomposicién. Una seccién de la superficie del nido se encontraba cubierto por una lamina de cera,

estructura conocida como involucro. El material asociado a la estructura del involucro era de naturaleza
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vegetal muerta y seca, como pastos y tallos de estructura hueca (Fig. 67 a). El involucro nacia de los
costados hacia la parte superior, sin cubrir enteramente la estructura central, colonizado por hongos de
apariencia mohosa de colores verde y blanco en la zona inferior y limpio en la zona superior, junto con
algunas ex celdas de pupas que también presentaban esta apariencia (Fig. 67 c). La parte superficial del
nido se encontraba menos himeda que los niveles inferiores, detalle percibido no sélo por el sentido del
tacto sino también por el extenso micelio que colonizaba el nivel inferior que, a su vez, se encontraba en
contacto con la zona de desechos.

En cuanto a las celdas, en el nivel mas superficial, el nido estaba constituido por 16 celdas de inicio, tres
celdas larvales, 11 pupas y dos pupas ya eclosionadas (Tabla 33). Respecto al nimero de individuos, se
constaté la ausencia de la reina y se encontraron 87 obreras, 10 machos muertos y 2 aun vivos (Tabla
34), lo que sugeriria una poblacion de mas de 100 individuos en la colmena en el momento de la
extraccion del nido. No presentaba reservas de polen o néctar, asi como tampoco se pudo constatar la

presencia de bolsillos de alimentacién.

| e

Figura 64: Ubicacién del nido. (a) ubicacion del nido con vista al Este, en pared de zanjén con envase plastico
colocado en su entrada para mantener el veneno inyectado en el interior. (b) vista al oeste. (c) vista al Norte. (d)
vista al Sur.
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Figura 65: Detalle de la entrada al nido. (a) altura desde la entrada del nido hacia la superficie del terreno. (b)
altura de la entrada al nido. (c) largo del canal hasta el final de la cavidad donde se encontraba el nido.

g
24

Figura 66: Dimension del nido en la cavidad y de la cavidad donde se encontraba el nido. (a) alto y ancho del nido
en la cavidad. (b) vista de la cavidad donde se encontraba el nido.
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Figura 67: Nido extraido. (a) vista superior de nido, se observan algunas obreras, larvas sueltas y pupas sin nacer,
asi como pastos y material vegetal seco incorporado en la estructura y en la parte superior izquierda se aprecia
una seccion cubierta por involucro. (b) vista lateral donde se observa la mezcla de piedras y detritos en la base

(cdmara de defeque) y la estructura de piramide trunca invertida. (c) vista de la parte inferior del nido separado de

la cdmara de defeque exhibiendo las celdas pupales ya emergidas e involucro (ambos colonizados por hongos) y

altura del nido. (d) ancho del nido.

Nido D; Abril - 2019

El segundo nido extraido se encontraba al inicio de un cultivo de durazno, predio experimental de la
Escuela de Agricultura y Sacarotécnia (EAS, UNT). Ubicado a unos 35 metros de la ruta, en una elevacion
del terreno (un monticulo de tierra cubierto de gramineas), pero separado del primer arbol del cultivo
por lo que carecia de sombra (Fig. 68 a-d). Hacia el noreste se encontraba la EAS, al sur un campo de
cafia, al oeste el cerro San Javier y la residencia universitaria. La entrada del nido (Fig. 69 a y b) estaba
orientada hacia el oeste y consistia en un canal (Fig. 69 c) que llevaba hasta la parte superficial del nido.
El nido contaba con dos niveles, siendo el inferior deteriorado y colonizado por un hongo de color
amarillo con aspecto pulverulento, construido sobre piedras y tierra compacta. El segundo nivel, mas
superficial, contenia varios grupos de celdas, aunque en una cantidad considerablemente menor que el

nido anteriormente descripto y en un avanzado estado de degradacién (Fig. 70 a-c). La cavidad que
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albergaba el nido estaba conformada por tierra negra compacta en los bordes y suelta en la base y
también se hallaron pequefias piedras (Fig. 71 a-c). Desde la base de la cavidad hasta el ras del suelo la
altura era de unos 16 cm en total.

A pesar de que se observé actividad de pecoreo antes de la extraccidn del nido, los Unicos habitantes
colectados en el interior fueron 3 reinas y 5 obreras (Tabla 33 y 34), sin rastros de reservas (de hecho, al
acercarse para recoger el nido, se encontraron 3 obreras dando vueltas buscando la entrada cubierta

por el envase plastico).

Figura 68: Ubicacidn del nido. (a) vista hacia el Norte. (b) vista al Sur y entrada del nido tapada por el envase
plastico que proporciond contencién al veneno. (c) vista al Este. (d) vista al Oeste.
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Figura 69: Nido despejado y entrada. (a) superf|C|e del nido despejada. (b) entrada al nido. (c) canal de entrada,

medida de profundidad.
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Figura 70: Vista del nido extraido en detalle. (a) altura del nido. (b) vista de la base constituida por antiguas ex
celdas de pupas colonizadas por hongos. (c) vista superior del nido y medidas.
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Figura 71: Nido sin extraer y cavidad. (a) nido despejado. (b) medidas del nido en cavidad. (c) medidas de la
cavidad despejada.

Nido E; Enero - 2020

En enero de 2020 se identificd un nido situado en la pared este de un canal de desaglie con orientacion
norte-sur, a unos 40 cm de la superficie, en la Estaciéon Experimental Agropecuaria INTA Famailla [(Fig.
72 a-d) y (Fig. 73 a y b)]. Debido a una intensa lluvia, el nivel de agua aumentd, inundando el nido y
causando su muerte. La entrada tenia forma redondeada (Fig. 73 c) y consistia en un tunel (orientado
hacia el sur) de unos 52 cm de longitud en linea recta y una pendiente de unos 28,5 cm hacia el nido
(Fig. 73 d). El didmetro del canal de entrada no pudo medirse ya que se desmoronaba a medida que se
avanzaba hacia el nido. En el momento de la extraccién, se observé que la forma del nido era redonda
con una tendencia ovalada, se encontraba muy mojado y blando, con la estructura principal desarmada
y la superficie colonizada por un moho de coloracion verde claro (Fig. 74 a y c). Aunque se vieron
algunos ejemplares de obreras en la periferia del nido abandonado, no se detectd su presencia dentro

del nido ni tampoco la reina (Tabla 33 y 34). Se pudieron definir al menos tres niveles. El mas inferior se

137



encontraba en un avanzado estado de degradacion lo que hizo imposible su medicidn. La cavidad donde

se alojaba el nido estaba formada casi exclusivamente por tierra negra compacta (Fig. 74 b).

- e " ik L %

Figura 73: Nido, entrada y canal. (a) ubicacién del nido en pared de canal de desagiie. (b) vista lateral del nido
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excavado en pared de canal de desagilie. (c) entrada al canal que lleva al nido. (d) canal de entrada al nido.

Figura 74: Vista del nido despejado y de cavidad donde se alojaba el nido. (a) vista del nido en cavidad. (b) vista de
la cavidad donde se alojaba el nido. (c) vista del nido extraido.

Nido F; Febrero - 2020

El nido se encontraba en la banquina este de un camino interno del barrio Horco Molle, a 60 cm de la
calle y 70 cm de un canal (Fig. 75 a-c). Esta banquina se situa entre la calle propiamente dicha y un canal
de encauce de agua por el cual también se arrastra basura proveniente de las casas cercanas, insertas en
una zona de reserva con un alto impacto antrépico, debido al asentamiento humano permanente y al
uso para actividades recreativas y deportivas. Aunque hay esfuerzos por mantener limpia la zona el
material plastico disperso y particulado queda atrapado entre la vegetacién nativa que crece libre en el

sector. Se constaté que la muerte del nido habia ocurrido aparentemente por inundacion ya que la
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cobertura estaba mojada y presentaba agua en su interior.

La superficie ocupada por el mismo presentaba una forma oval. El material de cobertura con cerca de
1,5 cm de altura, estaba compuesto por material vegetal troceado, como ramitas finas, pequenas y
huecas, hierbas largas y angostas como pasto, y también hojas secas. Este conjunto formaba una capa
sin un orden especifico contrastando con la apariencia general del suelo compuesto por tierra compacta
y himeda, con pequefias piedras insertas y a su alrededor se encontraron lombrices y caracoles muertos
seguramente como resultado del efecto del insecticida utilizado (Fig.76 a). El nido carecia de una
entrada definida.

Al despejar la cobertura, se observd que el nido se encontraba junto a una piedra, que ocupaba
aproximadamente la mitad del ancho de la cavidad, de modo que ambos se encontraban insertos en la
misma y cubiertos por el mismo material de cobertura (Fig. 76 b). Esto producia que la apariencia
superficial del nido fuera la de un nido de mayores dimensiones. Ademas, el nido se dividia en 2
secciones: la seccién de desechos, “cdmara de defeque”, en la parte inferior, donde se acumulaban
detritos, ex celdas, restos de abejas, piedras y también trozos de plasticos, y la “cdmara de cria” donde
se podian observar pupas (Tabla 33), celdas de cria, puparios vacios y vasos de alimentacién.). Se
registraron 65 obreras (Tabla 34), sumando las que se encontraban en el exterior y el interior del nido. A
primera vista, se apreciaron dos celdas de reserva de polen llenas hasta la mitad del volumen y 5 vasos
de jarabes (ex celdas pupales recicladas) llenos de agua de lluvia de la noche anterior y la mafiana previa
a la intervencidn. Los dos bolsillos observados podian ser confundidos con potes de polen debido a su
gran tamano, pero presentaban celdas de inicio sobre alguna de las paredes laterales hacia el margen
superior y su tamafio triplicaba el tamafio de las celdas. En uno se hallaron tres celdas consecutivas y en
el otro una. A su vez estas celdas se ubicaban sobre un estrato de pupas sin eclosionar, separadas en
subgrupos que permanecian en contacto en los puntos mas exteriores. La disposicién de los grupos de
pupas adoptaba una forma de anillo, estos grupos se unian en la periferia dejando un hueco al medio.

Al retirar el nido, se observé que presentaba un involucro en los limites externos, sin que llegara a cubrir
la superficie del mismo. En este involucro, y pegado a las celdas, habia restos de materiales no vegetales
como los presentes en las inmediaciones donde se construyd el nido. Estos materiales incluian plasticos
tanto duros como blandos con varias morfologias diferentes, recortados en los bordes pero sin
separarse del todo de una estructura mas grande; algunos de grosor fino como el de una bolsa camiseta,
otros pedazos mas gruesos como de bolsa de alimento de mascota e hilados de bolsa de arpillera [(Fig.
77 a-c) y Fig. 78 a, c y d)]. Estos elementos estaban colocados deliberadamente a modo de inicio del

involucro en la periferia del nido. La seccion de desechos (Fig. 78 b), presentaba medidas de 8 cm de
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largo por 7 de ancho y una altura de 5 cm.

A
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Figura 75: Ubicacion del nido. (a) vista al Sur desde el nido y el mismo tapado por el envase plastico que impide la
salida del insecticida utilizado. (b) vista de los residuos en la periferia del nido. (c) vista del canal paralelo al nido

hacia el Este.
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nido despejado de su cobertura.

Figura 77: Plasticos incorporados al nido. (a) detalle de plasticos incorporados al involucro de la periferia del nido
en el margen superior. (b) detalle de los plasticos incorporados al nido en el margen izquierdo. (c) detalle de los

plasticos incorporados al nido en el margen inferior.
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Figura 78: Detalles de la constitucion del nido. (a) vista de los materiales naturales (hojas, pastos finos, ramas y
piedras pequefias) y artificiales, plasticos blandos, presentes en la cavidad y alrededor del nido. (b) parte inferior
del nido, cdmara de defeque con piedras asociadas. (c) parte superior del nido con ex pupas y materiales
artificiales y naturales pegados. (d) restos de materiales artificiales (plasticos blandos) y naturales extraidos del
nido.

Descripcion de nidos encontrados en domicilios particulares

Nidos G y H; Febrero - 2021

Dos nidos fueron encontrados en un domicilio particular de la ciudad de Tafi Viejo al pie oriental del

cerro Taficillo (26°44'S 65°17'0), uno fue removido para el estudio de su arquitectura (G) y al otro se
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describié de forma superficial y se le colocd un data-logger (Nido H: sera descripto mas adelante).
Ambos se encontraban en un campo de cultivo de palta Hass, sin explotacién comercial, organizado en

pasillos paralelos de oeste a este.

Descripcion de nido removido (G)

Este nido se encontraba bajo un arbol de palta Hass. La entrada del nido estaba orientada al Oeste y
conectaba directamente con el nido de manera superficial (Fig. 79 a). La parte superficial del nido se
encontraba al nivel del suelo, extendiéndose hacia abajo y se hallaba cubierto por una capa superficial
de pasto cortado y hojas secas de tamafio uniforme, dispuestas en capas superpuestas, generando un
monton redondeado mas abultado en el centro (Fig. 79 b y c). Una vez despejada la cobertura pudo
observarse que su forma, en el terreno, era redondeada (Fig. 80 a-c). Al abrirlo, una vez muerto, las
medidas del mismo fueron de 4 cm de ancho por 9.5 cm de largo y 7 cm de alto (Fig. 81 ay b) y
presentaba una forma ovalada. Se observé un ordenamiento en forma circular imperfecto, con involucro
en los bordes que presentaba crecimiento de micelio en su superficie. La cera era oscura, y, a simple
vista, se detectaron celdas de pupas reales y de obreras vacias (Tabla 33). De hecho, al abrirlo, se
encontrd una nueva reina. Presentaba tres niveles de cria superpuestos.

La cavidad donde se ubicaba el nido se encontraba formada por tierra suelta por lo que no pudo ser
medida con exactitud pero resultd ser de dimensiones muy préoximas a las dimensiones del nido y de no

mas de 7 cm de profundidad.
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Figura 79: entrada y superficie del nido. (a) medida y vista de la entrada al nido. (b) ancho de la seccién ocupada
por la cobertura del nido. (c) largo de la seccién de la cobertura.

r 4 . r l_ = & o [ : _ o ®.
/‘ syl N \. :‘j B! .| SE I Oll'lg‘ﬁ g0 ' 9l0 A - - - g "l

Figura 80: Nido despejado. (a) medida del largo del nido despejado de su cobertura. (b) medida del ancho del nido
en la cavidad. (c) medida de la profundidad del nido.
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Figura 81: Vista del nido mue
de la altura del nido, que, se encuentra invertido debido al desnivel que presentaba.

Nido J; Marzo - 2021

El nido fue descubierto en el jardin de un domicilio particular en el barrio El Bosque, en la ciudad de San
Miguel de Tucuman (Fig. 82 a-c). Estaba ubicado debajo de un cimulo de ramas, orientando la parte
mas larga en direccién este-oeste y la parte mas corta en direccién norte-sur, en una cavidad. Se
encontraba cubierto de hojas semisecas, pastos cortados, pedazos de ramitas y troncos blandos semi
descompuestos y no presentaba una entrada definida (Fig. 83 a-c). La familia propietaria del inmueble
informé que dejé el cimulo de ramas en septiembre del 2020 y descubrieron el nido al abrir la casa
nuevamente en marzo del 2021, es decir que el nido tenia aproximadamente seis meses y fue retirado
luego de una semana de intensas lluvias. Al ser extraido se observaron dos reinas recién nacidas,
alrededor de 15 obreras y al menos cinco pupas reales, sin constatar la presencia de machos en el
mismo.

Una vez muerto, se pudo observar que todas las pupas habian nacido y en el interior habia una reina
oscura, una obrera y tres machos también oscuros. Debido a que durante la extraccidn no se habian
observado machos, se presumid que estos emergieron en la nueva locacién. En el nivel superior se
encontraban las celdas reales y las de zanganos (Fig. 84 a-c, Tabla 33), mientras que en el nivel inferior
solo se encontraban las bases de celdas de obreras disgregadas lo que imposibilité su medicion precisa.
En la base del terreno del cual fue extraido, sélo se encontré tierra en pequefia cantidad, adherida

Unicamente a la base de las celdas iniciales.
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Figura 82: Ubicacidén del nido dentro del domicilio. (a) vista hacia el norte y frente de la casa. (b) vista hacia el sury
parte trasera. (c) vista superficial del nido.
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Figura 83: Vista del nido en la cavidad. (a) vista de las dimensiones de la cubierta sin despejar. (b) profundidad de
la cavidad. (c) dimensiones del nido en la superficie de la cavidad con la cubierta despejada.
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Figura 84: Nido extraido y muerto. (a) medidas del nido, vista superior. (b) altura del nido. (c) ancho del nido.

Nido K; Diciembre - 2021

El nido se encontraba ubicado en una residencia que, ademas, funcionaba como vivero. Este vivero
producia plantines alimenticios y ornamentales, ademas de servir como sede para el dictado de
capacitaciones sobre el armado de huertas urbanas agroecoldgicas. Estaba en un bordo construido con
pasto cortado, hojas y ramas, alimentado regularmente con detritos vegetales del terreno.

Su orientacion, hacia el oeste y paralelo al cerco perimetral, colindaba con la vereda y la calle publica,
mientras que hacia el este y norte limitaba con las huertas demostrativas y otros cultivos, tales como
berenjenas, pimientos, tomates Cherry y peritas, tomate arbol o chilto, lechugas, repollos, diversas
hierbas aromaticas y plantas ornamentales. Al sur, limitaba con la entrada al terreno donde se ubica la
casa (Fig. 85).

El nido se encontraba a 140 cm en linea recta de una plantacion de 6 plantas de tomate arbol y
diagonalmente a unos 300 cm de una huerta demostrativa, en una cavidad formada por una rama
colocada paralela al cerco. Contaba con una cobertura superficial (Fig. 86 a y b) formada por palitos
pequefios y delgados, hojas secas y pasto seco, formando casi un évalo que cubria las inmediaciones del

nido. Poseia una entrada circular de unos 3 cm de didmetro (Fig. 87 b).
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Las obreras presentaron un comportamiento defensivo muy marcado. Al abrir el nido (Fig. 87 a), se
revelaron detalles como la presencia de celdas larvales, pupas y celdas pupales recicladas llenas de
néctar. Tras la observacién, se procedid a trasladar el nido a una caja de poliestireno expandido con una
abertura circular superior que permitia la entrada y salida de individuos (Fig. 88 ay b).

La adaptacion fue exitosa, confirmada por la observacién de entrada y salida de obreras y vigilantes en
la entrada a las 48 horas. Aproximadamente a los 15 dias, se observé la acumulacion de especimenes
(14 obreras a simple vista) en el lugar donde naturalmente la reina habia iniciado el nido (Fig. 89 a). Al
abrir la colmena de poliestireno expandido, se comprobd una reduccion del tamafo original de la
colonia aproximadamente a la mitad, la ausencia de la reina y de reservas y la presencia de ocho obreras
(Fig. 89 b-d), por lo que se volvid a colocar en su ubicacion original. Al cabo de unos dias, luego de una

tormenta se comprobd el vuelco del recipiente y la ausencia de especimenes.

HUERTAS

Figura 85: Vista panordmica de la ubicacién del nido en el terreno.

149



observadas. (b) entrada al nido, orientada al Oeste, de forma circular aproximadamente 3cm de ancho por 3cm de
alto.

Figura 88: (a) remocién del nido con ayuda de una pala. (b) instalacidn del conjunto en el mismo lugar donde se
hallaba la colmena natural y obrera ingresando al nuevo conjunto 48hs después de ser trasladado.

i

Figura 89: (a) reagrupacion de obreras en la ubicacidn del nido natural. (b) apertura de nido en colmena de
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contencion. (c) extraccion de obreras para conteo y trabajo sobre nido. (d) vista de lo que quedaba del nido;
dimensiones: 7 cm ancho por 8 cm de largo.
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Tabla 32: Descripcion de nidos naturales extraidos. Se compilan en tabla los datos sobre la clasificacidn del sitio de nidificacién, dimensiones, (largo x ancho x
alto en cm), y constitucidn de la cobertura. Las dimensiones (largo x ancho x alto en cm), orientacidn y canal de la entrada. Dimensidn maxima (largo x ancho x
alto en cm), volumen (cm3) del nido, presencia o ausencia de involucro y reservas del nido. Dimensiones de la cavidad (alto x ancho x largo en cm). (*) Segun

N
Clasificacion
i
del sitio de
d
nidificacion
o
)
Exclusivamente
C
subterraneo
Exclusivamente
D
subterraneo
Exclusivamente
E

subterraneo

Cubierta superficial

Dimension
(largo x Material de
ancho x construccion
alto / cm)

Forma

oval

oval

redonda

Moure y Sakagami (1962).

Entrada

Largo Canal
x alto Orientacion  (longitud/
(cm) cm)
3x2 Oeste 16
2x3,5 Oeste 6,5
2 Oeste 80,5

Dimension

interna del nido

Maxima
(largo x Volumen
ancho x alto/ (cm3)
cm)
20x15
2100
x7
8x7
448
x8
12x10
600
x5

Involucro

Periférico

Ausente

Ausente

Dimension

de la cavidad

Reservas
(largo x ancho
x largo /cm)

20x15
No

x11,5

18x13
No

x16

18x 12
No

x 14,5
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Cubierta superficial

Clasificacion del

sitio de Dimension
nidificaciéon (largo x
™ ancho x alto
/ cm)
Predominan-
temente 19x21x1
suberraneo
Predominan-
temente 15x13x8
suberraneo
Superficial 25x17x10
Predominan-
temente 33x25x1,5
suberraneo

Material

de construccion

Vegetal seco

troceado

Vegetal seco
troceado, ramas
pequeiias y tallos

huecos

Vegetal seco
troceado, ramas
pequeiias y tallos

huecos

Vegetal seco
troceado, ramas
pequeiias y tallos

huecos

Entrada
Largo x
Forma alto Orientacion

(cm)
2,5 %

oval Oeste

1,5
redonda 3 Oeste

Canal
(longi-

tud/cm)

Dimension interna del

nido
Maxima
(largo x
ancho x alto

/ cm)

8x9

x7

119x11,1

x8

13x15x7

8x7

x 4,5

Volu-

men

(cm3)

504

1057

1365

252

Involucro

Periférico

Ausente

no

Periférico

con

material

artificial

asociado

Reservas

no

no

si

si

Dimension de
la cavidad
(largo x ancho

x largo /cm)

similar

al nido

15x11x8

13x12

x5
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Las medidas de las celdas y adultos de los nidos que pudieron ser separados y medidos se presentan en
la tabla 33 y 34 respectivamente.
Tabla 33: Medida de las celdas de obrera y zangano y de especimenes adultos. Media del didametro maximoy

minimo, media del largo maximo y minimo, el desvio estandar de cada una de las medias, y el nUmero de celdas 'y
adultos (N) obtenidos por colonia analizada.

Colonia Celdas Dia’m'etro Dia’m’etro X + DS N Largo Largo min X + DS N
max min max

C obrera/zangano 14,58 5,74 88+1,7 46 19,34 7,33 11,6+2,4 46

real 11,46 9,87 10,8+ 0,54 6 23,15 10,6 16,9 +4,03 6

P obrera 10,12 7,03 8,7+0,81 26 14,05 8,2 11,8+14 26

E obrera 9,95 6,35 8,22+0,9 52 13,65 7,5 12’9521 52

real 16,8 11,4 13,4+29 3 16,4 12,7 151+2,1 3

F obrera 9,1 6,1 8+0,7 25 13,5 8,1 11,1+1,5 25

obrera/zangano 10 7,5 8,5+0,7 17 17,4 8,2 11,7+£2,2 17

real 15,87 14,35 15,12 £0,3 2 21,83 21 21,43+0,6 2

e obrera 12,16 9,28 10,7+1,3 42 16,71 13,4 15,72 0,7 42

real 16,6 12,4 14,7+ 1,4 18 23,5 18,2 20,7+ 1,6 18

J obrera 10,5 9,7 10,1+0,4 3 13,4 11,4 12,8+1,3 3

obrera/zangano 12,4 7,3 99+14 34 15,9 9,8 13,2+1,9 34

Tabla 34: Medida especimenes adultos. Media del ancho maximo y minimo del mesosoma, media del largo
maximo y minimo, el desvio estandar de cada una de las medias, y el nimero de celdas y adultos (N) obtenidos por
colonia analizada.

Colonia Adulto Ancho Ancho X £DS N Largo max  Largo min X DS N
mesosoma  mesosoma
max min
C obrera 12,09 3,4 6,7+2,5 22 15,87 5,61 10+2 22
D obrera 10,12 7,53 8,8 +0,61 12 14,05 10,2 12,03+1,2 12
F obrera 8,96 4,23 6,1+1,2 26 11,6 7,2 95+1,2 26

Descripcion de los nidos naturales a los que se les coloco data-logger

La informacidn recabada a partir del estudio superficial de los nidos naturales de B. pauloensis a los que
se les coloco data-logger, estd resumida de modo general en la Tabla 35. A continuacion, se realiza una
descripcién de aspectos particulares observados en los diversos nidos que aportan informacién

relevante a considerar sobre la nidificacién de esta especie.
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Nido A; Marzo - 2019

El nido se encontrd en un campo de cultivo experimental en la Escuela de Agricultura y Sacarotecnia
(EAS) dependiente de la Universidad Nacional de Tucuman (Fig. 90 a y b). Estaba ubicado bajo un
limonero seco, rodeado por una enredadera que subia por el arbol tapando gran parte de la vision.
Ambos presentaban muy poco follaje vivo pero el nido estaba al reparo de la incidencia del sol de
manera directa. Contaba con mucha vegetacion en su superficie (Fig. 91 a) lo que dificultaba su
observacién pero, eventualmente, se pudo observar que la entrada y salida de las obreras ocurria por
varios lugares a la vez, aunque también habia una entrada mas definida y, al parecer, principal,
orientada al Oeste (Fig. 91 b). La mayoria de las pecoreadoras salian en direccién Norte y una vez
elevadas en el aire cambiaban la direccidn del vuelo.

La cavidad donde se encontraba el nido estaba en desnivel con respecto al suelo y se encontraba

formada principalmente por tierra negra compacta y muy pocas piedras pequefias (Fig. 92 ay b).

Figura 90: Ubicacion del nido. (a) vista de orientacién del nido con respecto a los puntos cardinales. (b) vista frontal
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de ubicacién del nido
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Figura 92: Extraccion del data-logger. (a) vista del data-logger colocado. (b) vista de la cavidad donde se
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encontraba el nido.

Nido B, abril - 2019

El nido fue encontrado en un desnivel del terreno presente en un lateral de una bajada al rio, a 1 m del
nivel del suelo (Fig. 93 a-c), bajo un cumulo de ramas finas (Fig. 94 a). El vuelo de las obreras iniciaba
hacia el Noroeste y luego cruzaba el cauce del rio en direcciéon Oeste (Fig. 93 d). Contaba con dos
entradas, una superior y otra inferior, ambas orientadas hacia el Noroeste (Fig. 94 b). Las dimensiones
del mismo no pudieron ser obtenidas. Al momento de extraccion del data-logger, el nido se encontraba
muerto y no se hallaron rastros del mismo; ademds se pudo observar que no se encontraba en una

cavidad sino que estaba al nivel del suelo por lo que no habia una seccién diferenciada que pudiera ser
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medida.

En ambos nidos ubicados en la zona de Horco Molle (A y B), diferentes comportamientos pudieron ser
observados antes de la colocacién del data-logger. Las abejas realizaban cortes con sus mandibulas de
hojas muertas o pastos frescos y los arrastraban por debajo de su cuerpo con la ayuda de sus patas
dirigiéndolos hacia la superficie del nido logrando asi la cobertura del mismo. También fue posible
observar la presencia de “guardias” apostadas en la entrada al nido. Una o dos obreras se disponian en
la parte interna de la entrada y no se movian del lugar salvo casos excepcionales en los que salian para
permitir la entrada de alguna pecoreadora cargada con polen. Este comportamiento pudo ser observado

sin que el nido haya sido perturbado intencionalmente.
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Figura 93: (a) ubicacion nido. (b) vista superior. (c) vista inferior. (d) ruta de vuelo
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Figura 94: (a) vista superior del nido. (b) vista de entrada doble: superior e inferior.

Nido H, Febrero 2021

Este nido se hallé bajo un arbol de palta Hass, contiguo a un nucleo de apis y debajo de los restos de
otro nucleo (Fig. 95 a y b). Estaba ubicado al ras del suelo y presentaba una ligera prominencia hacia
arriba. Al abrirlo, se observaron algunas celdas de larvas grandes adheridas a la madera del nucleo. Al
levantar la madera que cubria y protegia el nido, varias larvas se soltaron debido a que la cera con la que
estaba construida su cubierta estaba pegada en el envés de la misma (Fig. 96 a). Este nido carecia de la
cubierta generalmente presente en otros nidos naturales, ya que en este caso dicha cobertura estaba
proporcionada por la madera del nucleo antes mencionada. Este nido carecia de la cubierta
generalmente presente en otros nidos naturales, ya que en este caso dicha cobertura estaba
proporcionada por la madera del nucleo antes mencionada. La entrada estaba orientada hacia el sur
donde se observaba una via despejada, de manera similar al norte, mientras que hacia el este y oeste se
encontraban filas de drboles paralelas. Las obreras mostraron una respuesta de reactividad intermedia,
varias se dedicaron activamente a la defensa, atacando a la observadora, mientras que las otras
protegieron el nido posicionandose sobre él.

La instalacion del data-logger, (Fig. 96 b), provocé un aumento de la cobertura del nido alrededor del
mismo (Fig. 97 a). Esta cobertura consistia en pedazos pequefios de detritos vegetales tales como hojas,
pasto, tallos huecos y pequefias ramas, similar a las coberturas encontradas en nidos anteriores.
Ademas, se pudo constatar la construccién de estructuras de cera, como vasos o celdas de cria, en la

superficie y el interior de la clamshell que se utilizé para proteger el data-logger (Fig. 98 a y b).

159



= o] ’ ./'; "\ - W

.

Figura 95: (a) nido vista frontal. (b) vista superior

Figura 96: (a) nido al descubierto, quitando la madera que, originalmente, se encontraba sobre el nido. (b) vista
superior del data-logger colocado.
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Figura 97: Extraccion del data-logger. (a) vista de cobertura creada alrededor del data-logger luego de la puesta del
mismo y, medidas externas de la capa. (b) vista del nido despejado de la cobertura y medidas externas.

e Y S T,

Figura 98: Construcciones sobre clamshell. (a) cara de la clamshell en contacto con el nido presentando depdsitos
de cera. (b) construccion de vaso de jarabe en el interior de la clamshell.

Nido I, marzo - 2021

El nido fue encontrado en el mismo terreno del domicilio anterior, delante del tronco de un arbol de
palta Hass, orientado hacia el Este. No pudo ser verificada la existencia de una entrada principal, las
obreras parecian salir en todas direcciones por debajo de la cobertura de palos y demas detritos
vegetales secos en el momento en que la observadora se quiso acercar a recabar informacidn sobre su
estructura superficial llevando a cabo una activa y marcada defensa del nido, por lo que se procedio a

colocar el data-logger de la mejor manera posible y retirarse. Los datos sobre la dimensién del mismo
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pudieron ser recabados una vez retirado el data-logger. La cobertura se hallaba al ras del suelo y el nido
por debajo, en una cavidad por lo que no sobresalia de la superficie del terreno (Fig.99 a). Presentaba
una fina y delgada capa de cera, involucro, solo en un sector lateral del mismo, la cual se encontraba
cubierta por un tipo de hongo blanquecino (Fig.99 b), presumiblemente como resultado de las intensas
lluvias sufridas dias anteriores. Todo el nido se hallaba muerto, himedo y con agua retenida en lo que
parecian haber sido potes de polen o reservorios de jarabe. Se encontraba muy deteriorado y con
abejorros muertos que yacian alrededor por lo que se estimd que su muerte habia sido reciente aunque

el remanente del nido, una vez removido, se desarmaba al tacto y no pudo ser medido.

Figura 99: (a) vista del nido deteriorado y colonizado por un hongo de aspecto liso y blanquecino. (b) medidas del
nido en el terreno. (c) medida de la profundidad de la cavidad donde se encontraba el nido.
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Tabla 35: Descripcién de nidos naturales con data-loger. Se compilan en tabla los datos sobre la clasificacién del sitio de nidificacidn, dimensiones, (largo x
ancho x alto en cm), y constitucién de la cobertura. La forma y orientacién de la entrada. Dimensién méaxima (largo x ancho x alto en cm), y volumen (cm3) del
nido, presencia o ausencia de involucro y reservas del nido. Dimensiones de la cavidad (alto x ancho x largo en cm). (*) Segin Moure y Sakagami (1962).

Cubierta superficial Entrada Dimension interna del nido
N Dimension de
Clasificacion del Dimension Maxima

i la cavidad

sitio de nidificacién (largo x Material Orien- (largo x Volumen Involucro Reservas
d Forma (largo x ancho

*) ancho x de construccion tacion ancho x alto/ (cm3)
] x largo /cm)
alto / cm) cm)

Predominantemente No 12,5x 14

A - - Oeste - - Ausente no
suberraneo definida x4

Ramas finas y secas
B Superficial - y vegetal troceado Redonda Noroeste - - Ausente no -

seco.

Vegetal seco

14x 17 14x17x5

H Mixto 20x 25 particulado, ramas No definida - 1190 Ausente no

x5 (aprox.)
finas y huecas.
Vegetal troceado y

Predominantemente seco, pequefos 7x5x7

I 13x12x2 No definida - 7x5x5 175 Periférico no
suberraneo tallos huecos y (aprox.)

ramas cortas.
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Condiciones microambientales de los nidos

Los valores de temperatura interna obtenidos mediante el uso de data-logger se expresan en la tabla 36.
En todos los casos se pudo registrar que la media de la temperatura interna del nido fue mayor a la del
ambiente, con una diferencia maxima de 7°C, variando entre una minima de 19°C y una maxima de
28°C. En las graficas realizadas para cada caso particular se observa la tendencia de una mayor
temperatura interna en los nidos, en comparacién con la temperatura externa, y sostenida de manera
mas constante sin muchas fluctuaciones [(Fig. 100 a-c) y (Fig. 101 ay b)].

Con respecto al nido mantenido en semiconfinamiento puede observarse un ascenso aun mayor de la
temperatura en el periodo en que ocurrié la generacidon de nuevas reinas (ver capitulo 4) para mas

detalles del periodo de observacién de generacidn de reinas nuevas).

Tabla 36: Temperatura dentro de las colonias de abejorros. Se presenta el registro de la temperatura media
dentro de los nidos de abejorros, comparando colonias naturales (n=4) con colonias en semiconfinamiento (n=1),
en distintos periodos de registro y ubicaciones. Los parametros incluyen el nimero de dias de observacion, el
rango de temperaturas registradas, asi como las temperaturas medias del interior del nido y del exterior (aire) en
cada caso. La columna "Diferencia" indica la variacion entre la temperatura media del nido y la temperatura media

del aire.
Colonias Naturales Colonia en semiconfinamiento
Tafi Viejo Tafi Viejo
Horco Molle 1 Horco Molle 2 Famailla
1 2
Periodo de 28/3al10/4 10/4 al 4/5 6/3al 25/3
23/2al6/3 2021 1/4 al 14/4 2020
registro 2019 2019 2021
N de dias de
14 25 12 20 14
observacion
Rango 18,4 - 30,82 15,8 - 25,8 19,4 - 38,2 22,2-31,7 17,9-41,8
Temperatura
22,94 +1,8 19,60 + 1,5 26,63 £1,1 27,98 £1,8 25,98 + 4,3
media del nido
Temperatura
media del aire 21,90+2,9 19,56 £ 2,9 24,56 £ 1,6 22,56 £ 3,0 18,83 +2,1
(en casilla)
Diferencia 1,04+1,8 0,04 +£2,1 2,07+14 542 +2,0 7,15+ 4,5
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Con respecto a la humedad relativa dentro de los nidos los datos se expresan en la tabla 37. Los valores

de las medias obtenidos muestran que la humedad relativa dentro del nido varia entre 70 y 99% HR, con

una diferencia maxima del 13%. En los graficos (Fig. 102 a-c) y (Fig. 103 a y b) puede observarse que la

humedad relativa también tiende a ser mayor y sin grandes fluctuaciones dentro de los nidos con

respecto al ambiente externo.

Tabla 37: Humedad relativa dentro de los nidos de abejorros. Se comparan colonias naturales (n=4) con una en

semiconfinamiento, durante diferentes periodos y ubicaciones. Se incluyen datos sobre el nimero de dias de

observacion, el rango de humedad registrado para cada caso, y las medias de la humedad relativa tanto en el nido

como en el aire circundante. La columna "Diferencia" refleja la variacién entre la humedad relativa media del nido

Periodo de
registro
n? de dias
de
observacién
Rango
Humedad
Relativa
media del
nido
Humedad
Relativa
media del

aire (en

y la humedad relativa media del aire en cada caso.

Colonias Naturales

Horco Molle 1 Horco Molle 2
28/3al 10/4, 10/4 al4/5,
2019 2019
14 25
58,8 - 88,2 51,4-100
73,2379 98,97 + 2,6
70,00+ 7,1 80,38 + 8,5

Tafi Viejo

1

23/2al6/3,

2021

12

57,5-90,4

80,13+ 1,6

80,17 £ 5,5

Tafi Viejo

2

6/3 al 25/3,

2021

20

73,2 -88,8

82,24+ 3,2

83,00+6,3

Colonia en
semiconfina-

miento

Famailla

1/4 al 14/4,

2020

14

34,7 -100

93,94 +3,9

81,10+5,6
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casilla)

Diferencia 323+£53 18,59 + 8,2 -0,03 4,8 -0,76 £ 5,5 12,84 +5,8
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Figura 100: Temperatura registrada diariamente, dentro de los nidos estudiados y en el ambiente circundante de
cada una de las ubicaciones. (a) Nido A: Campo Escuela Superior de Agricultura. (b) Nido B: Jardin Botanico. (c)
Nido Semiconfinamiento EEA INTA Famailla.
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Figura 101: Temperatura registrada diariamente, dentro de los nidos estudiados y en el ambiente circundante de
cada una de las ubicaciones. (a) Nido H: Tafi Viejo 1. (b) Nido I: Tafi Viejo 2.

168



Humedad Relativa (%)

Humedad relativa (%)

Humedad Relativa (%)

100

90

80

70

60

50

40

o

100
20
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Q
\Q\

100

90

80

70

60

50

B

b‘\'b

A \ v
S N o

R o
& &
S N

‘\\()

m\

o,

bg‘v

RS

B Precipitaciones

s Colme na

=——~(asilla

3|

\.\9

o,
eA u\" o
6,\0

Q
SR

Fecha de Registro

7=

b‘\"\’
(}\Q

N Precipitaciones

Colmena

= Casilla

(" \""
a >
N M.

&
\Qv\

"'b
e\°"\

<& >
&
u\” \\

q
o
& &
.,)Q

b\"\z b‘(\' h\—b
< & of &Q

I I

Fecha de Registro

q

mmm Precipitaciones

Colmena

—— Casilla

Fechade registro

60

50

40

30

20

10

35

30

w

45

40

35

30

25

20

15

10

Precipitacion ([mm)

(mm)

ipitaciones

Prec

Precipitaciones (mm)

169



Figura 102: Humedad relativa registrada diariamente dentro de los nidos estudiados y en el ambiente circundante
de cada una de las ubicaciones, incluyendo el registro de las precipitaciones. (a) Nido A: Campo Escuela Superior
de Agricultura. (b) Nido B: Jardin Botdnico. (c) Nido Semiconfinamiento EEA INTA Famailla.
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Figura 103: Humedad relativa registrada diariamente dentro de los nidos estudiados y en el ambiente circundante
de cada una de las ubicaciones, incluyendo el registro de las precipitaciones. (a) Nido H: Tafi Viejo 1. (b) Nido I: Tafi
Viejo 2.
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Discusion

En este estudio, se observd que los sitios utilizados por Bombus pauloensis para el desarrollo de sus
colonias en las dreas investigadas de la provincia de Tucuman, se encuentran en el suelo.

Aplicando la clasificacién de Moure y Sakagami (1962) los nidos encontrados fueron, exclusivamente
subterraneos (con tunel de entrada), predominantemente subterraneos, mixtos y predominantemente
terrestres. La generacién de nidos en la superficie del suelo (Sakagami et al., 1967), subterraneos
(Cameron & Jost, 1998) y hasta aéreos (Dias, 1960) sugieren una gran plasticidad y adaptabilidad de Ia
especie, respaldando su amplia distribucién (Abrahamovich & Diaz, 2002).

Las especies del neotrépico pertenecientes al subgénero Thoracobombus (Williams et al., 2022) difieren
en la eleccién de los sitios de nidificacion. Mientras que B. pauloensis y Bombus brevivillus Franklin
exhiben una alta plasticidad (Gonzalez et al., 2004; Oliveira et al., 2015). Otras especies del subgénero
son mas selectas presentando habitos principalmente superficiales (predominantemente terrestres)
como son los casos de Bombus morio Swederus (Laroca, 1976; Sosa & Brewer, 1998), Bombus pullatus
Franklin (Hines et al., 2007) y Bombus transversalis Olivier (Olesen, 1989; Taylor & Cameron, 2003) o
anidando bajo la superficie (exclusivamente subterrdneos) como Bombus brasiliensis Lepeletier (Moure
& Sakagami, 1962; Laroca, 1972). A su vez Hoffman et al. (2004) describié que el sitio de nidificacion
preferencial de Bombus melaleucus Handlirsch, especie neotropical perteneciente al subgénero
Cullumanobombus, es subterraneo.

Los nidos de B. pauloensis aqui estudiados se hallaron en areas con alto impacto antrépico, siempre
protegidos del sol. Todos eran cripticos y dificiles de descubrir, camuflados con la vegetacion muerta
acumulada en el suelo y la vegetacion viva circundante, como se describié previamente por Sakagami et
al. (1967) y Gonzalez et al. (2004). Las entradas a los nidos no presentaron estructuras especializadas en
ninguno de los casos; eran huecos redondeados en la capa superficial del nido, Unicamente distinguibles
por la entrada y salida de individuos de la colonia. La mayoria se encontraba orientada hacia el Oeste
(con un solo registro cuya orientacion era hacia el sur) y median entre 1,5 cm y 3 cm de circunferencia.
Los nidos predominantemente subterraneos, mixtos y predominantemente terrestres estaban cerca de
la entrada, mientras que en los exclusivamente subterraneos, la entrada se conectaba con el exterior a
través de una especie de tunel con longitudes variables (de 6,5 a 80 cm).

Aguellos con cobertura estaban al ras del suelo, y la cobertura, hecha de materia vegetal viva y muerta
(pastos, hojas, secas, palos huecos y finos), formaba una capa protectora que mantenia al nido seco en

su superficie. No mostraban formas abultadas que sobresalieran de la superficie del terreno como en los
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nidos de B. transversalis (Taylor & Cameron, 2003) y B. pullatus (Oliveira et al., 2015) que exhiben una
forma cdénica o de domo. Los nidos subterraneos carecian de este tipo de cobertura.

La construccidn de la cobertura fue observada como una acciéon directa de corte y transporte de materia
vegetal por individuos de la colonia, sugiriendo que es una representacién general de lo que ocurre en
aquellos nidos que presentan esta cobertura. Este tipo de comportamiento fue reportado en el abejorro
amazénico Bombus transversalis por Taylor & Cameron (2003) como caracteristica particular de esta
especie, pero mas tarde fue inferido por Gonzalez et al. (2004) en el altiplano andino para B. pauloensis,
y descripto por Hines et al. (2007) en B. pullatus Franklin (en Costa Rica) y por Oliveira et al. (2015) en B.
brevivillus (Brasil). A diferencia de B. transversalis, en este estudio no se observaron senderos irradiando
desde el nido, utilizados para transportar el material de construcciéon, como se describié en Cameron et
al. (1999).

Se detectd la presencia de involucro en la periferia de los nidos extendiéndose hacia arriba, aunque en
ninguln caso se dio la cobertura completa de los nidos a diferencia de lo reportado por Olivera et al.
(2015) en los nidos de B. brevivillus (en Ceara, Brasil) quienes lo describen como una “delicada envuelta
de cera” protectora del area de cria sin mas detalles. Ademas, se registrd un Unico caso donde los
abejorros incorporaron material artificial (plastico) en la matriz del involucro periférico. Dado que esta
estructura fue encontrada tanto en nidos superficiales como en aquellos dentro de cavidades, se infiere
gue puede ser un mecanismo fisico para mantener la temperatura y humedad del nido en niveles
Optimos. Aunque Sakagami et al. (1967) mencionan que la cubierta incompleta se construyé después de
colocar la colmena en una caja de observacion como caso eventual. Por otro lado, Cameron & Jost
(1998) indican su ausencia en un nido colectado en San Pablo, Brasil. Gonzdlez et al. (2004) reportan su
presencia en al menos dos nidos naturales asi como también la incorporacion de material artificial
(cartén). Ellos sugieren que este comportamiento se debe a que la mayoria de los abejorros utilizan los
materiales disponibles en el sitio de construccién del nido modificandolos como plantea Michener
(1974). Por otro lado, teniendo en cuenta otras especies pertenecientes al subgénero Thoracombombus,
Laroca (1976) reporta que B. morio no construye una cubierta de cera en su nido en Brasil y Sosa y
Brewer (1998) tampoco lo detallan en su estudio sobre la misma especie en Argentina. Laroca (1972)
solo encontré una pequefa ldmina de cera marrén en uno de los lados de un nido de B. brasiliensis
Lepeletier.

En todos los casos estudiados las nuevas celdas de cria se construyeron encima de celdas ya activas que
se encontraban ocupadas por individuos en estado avanzado de desarrollo (prepupas y pupas),

revelando un sistema de crecimiento del nido ascendente y hacia la periferia. Tal sistema también es
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notorio por la presencia de celdas de cria viejas, abandonadas y colonizadas por hongos en los niveles
mas profundos del nido, similar a lo descrito previamente para B. paulonesis y otras especies del
neotrépico (Sakagami et al. 1967; Laroca, 1972; Laroca, 1976; Sosa & Brewer, 1998; Taylor & Cameron
2003, Gonzalez et al., 2004). Debajo de las celdas viejas a menudo se encontraron detritos vegetales y
propios de los abejorros, partes de cuerpos de abejorros y piedras, todo junto en una masa compacta,
conformando la “cdmara de defeque”.

Bolsillos de alimentacién en celdas larvales tempranas, caracteristicas de la especie, también se
observaron, al igual que las reservas de jarabe y polen en ex celdas de pupas y potes enteramente
construidos de cera, respectivamente, siendo una caracteristica comun en esta especie y otras del
subgénero Fervidobombus (Sakagami et al., 1967; Sakagami et al., 1976; Taylor & Cameron, 2003 vy
Gonzalez et al., 2004). En un solo caso, el tamafio de los bolsillos de alimentacion fue tal, que exhibia la
presencia de varias celdas larvales recientes y contiguas sobre la pared del mismo, a diferencia del
bolsillo regularmente encontrado que es construido desde la base de la celda larval hacia adelante y
generalmente no supera el tamafio de la celda (Sakagami et al., 1967), por lo que resultaria razonable
inferir que las celdas de inicio hayan sido construidas sobre el pote de reserva de polen y que no se trate
de un bolsillo de alimentacién expandido.

La temperatura interna de los nidos oscilé entre 19 y 28°C y los nidos permanecieron entre 2 y 7°C por
encima de la temperatura ambiente. Es relevante mencionar que los nidos naturales en Horco Molle (1y
2) se encontraron muertos al momento de la extraccion del dispositivo de medicidon por lo que la
diferencia de temperatura media con el ambiente (1 y 0°C respectivamente) seguramente no esta
relacionada con la termorregulacién ejercida por las abejas. La colonia mantenida en semiconfinamiento
registrd una diferencia de temperatura media de 2°C mayor que aquel nido natural que presentd la
mayor diferencia con el ambiente (5,42 + 2, Tafi Viejo 2). Posiblemente este hecho se encuentra
relacionado con el tipo de envase de contencidn utilizado durante el periodo de observacidén de la
colonia en semiconfinamiento. En conclusion, los datos sugieren que las colonias aqui estudiadas
tienden a mantener una temperatura interna mas calida, al menos 5°C, de manera constante con
respecto al ambiente externo. Este hecho ya ha sido reportado para B. pauloensis, a 2586 m de altitud,
en Colombia (Gonzélez et al., 2004), para B. transversalis en la selva tropical de la cuenca del Amazonas
(Taylor & Cameron, 2003) y para B. pullatus en Costa Rica (Hines et al., 2007), probablemente como
resultado de la incubacién activa de las celdas de cria a través de contracciones musculares (Heinrich,
1979).

A pesar de que existen numerosos reportes relacionados a la temperatura interna de los nidos naturales
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de B. pauloensis, no se encontrd en la literatura informacién sobre los parametros de humedad relativa
interna. Este estudio constaté que los nidos presentan rangos de humedad relativa media que oscilan
entre el 73 y el 99%. Es conocido que la mayoria de los insectos sociales poseen capacidades reguladoras
para controlar las condiciones microambientales dentro de los nidos (Seeley & Heinrich, 1981), a pesar
de ello se describid para B. terrestris (Weidenmdiller, 2004), que un aumento en los niveles de humedad
relativa no provocd una respuesta de abanico de la colonia. En este estudio este accionar no pudo ser
verificado. Se sugiere que altos niveles de humedad favorecen el desarrollo de la cria y no comprometen

el normal desarrollo de las actividades de la colonia.

Conclusiones

La plasticidad en la seleccidn de los sitios de nidificacion y la incorporacidon de material artificial indican
que pueden ser ofrecidos diferentes materiales para el inicio y desarrollo de las colonias en
confinamiento. El hecho de que los nidos se encuentren al reparo del sol directo y cuenten con una
cobertura de proteccién indica que para el desarrollo de las colonias es posible proveer un ambiente
oscuro sin necesidad del uso de luz artificial. Las condiciones de temperatura y humedad relativa
microambientales registradas dentro de los nidos naturales revelan que la temperatura éptima para el

desarrollo de la especie se da entre 26 y 28°C y la humedad ambiental no deberia ser menor al 70%.
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Capitulo 6

Consideraciones finales




Conclusiones finales

Los monitoreos realizados en dos zonas de la provincia de Tucuman donde la bibliografia indicaba la
ocurrencia de varias especies de Bombus permitieron corroborar que tres especies son frecuentes: B.
pauloensis, B. morio y B. tucumanus, en ese orden de importancia, y de ellas, B. pauloensis es la mas
abundante en los dos sitios monitoreados.

Bajo condiciones de confinamiento solo se pudieron establecer colonias de B. pauloensis y B. morio, y la
primera demostré mayor capacidad para iniciar colonias que B. morio. Las jaulas de plastico
favorecieron el éxito inicial, y las reinas ovipusieron mds rdpido en ellas. Ademas, B. pauloensis prefirid
construir la celda de inicio en el piso de la jaula, mientras que B. morio no mostrd preferencia. Los
hallazgos sobre la viabilidad de las reinas en condiciones de confinamiento y la influencia de diversos
factores en el éxito de colonizacién y desarrollo de nuevas colonias indican la necesidad de adaptar los
enfoques de cria para cada especie.

Al valorar el éxito reproductivo y desarrollo de colonias en confinamiento de las especies B. pauloensis y
B. morio, se encontr6 que mas del 50% de las reinas confinadas de B. pauloensis produjeron
descendencia, a pesar de las dificultades relacionadas con la alimentacién larval. En contraste, B. morio
no mostré descendencia, subrayando las necesidades especificas de cada especie para establecer
colonias exitosas.

Respecto a B. pauloensis, los resultados obtenidos en esta tesis ofrecen una visiéon detallada y
multifacética de la biologia, dinamica y desarrollo de sus colonias, en diferentes condiciones
(confinamiento, semiconfinamiento y natural), subrayando la importancia de factores como el material
del nido, la provisidon de alimento adecuado para su desarrollo, el comportamiento de las obreras y la
respuesta al estrés ambiental en la supervivencia y el éxito reproductivo de esta especie.

El uso de jarabe enriquecido influyé significativamente en el éxito reproductivo, y las jaulas de plastico

favorecieron el desarrollo. La combinacion de jarabe enriquecido y jaulas de plastico también redujo el
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tiempo de desarrollo pre-imaginal.

En relacion al impacto de dos tipos de nidos artificiales en la dindmica y desarrollo de las colonias bajo
condiciones de semiconfinamiento, se observd que se produjeron sexuados al permitir a las colonias
pecorear libremente y al estar expuestas a una temperatura ambiental mas elevada. Esto sugiere que el
material de construccion de la colmena no es un factor determinante en el desarrollo de las colonias en
este tipo de entorno, refutando asi la hipdtesis planteada y respaldando hallazgos previos que indican
una mejora en el desempefio de las colonias cuando se trasladan al exterior permitiendo que sus
integrantes busquen libremente aprovisionar el nido. En cambio, en condiciéon de confinamiento total,
se observd una influencia del material en el desarrollo de las colonias siendo que las colonias
mantenidas en jaulas nido de plastico tuvieron una vida mas prolongada en el tiempo y produjeron un
mayor nimero de obreras.

En cuanto al estudio de la fenologia de pecoreo, la actividad no cesé cuando la temperatura o humedad
relativa ambiente son extremas, pero el forrajeo de las obreras se vio favorecido cuando las altas
temperaturas estuvieron acompafiadas de una elevada humedad relativa, y viceversa. Esta interaccion
entre factores ambientales destaca la importancia de considerar multiples variables al estudiar el
comportamiento de los abejorros, sugiriendo que los efectos individuales de cada variable pueden no
ser predictivos por si solos.

El estudio de nidos naturales permitié apreciar que la plasticidad en la eleccion del sitio de nidificacién,
el sistema de crecimiento del nido y las estrategias de gestién de recursos observadas en B. pauloensis
contribuyen a su éxito en diferentes entornos. La flexibilidad en la eleccion de los sitios de nidificacién y
la capacidad de adaptacion al incorporar material artificial sugieren la posibilidad de ofrecer una amplia
variedad de materiales para el establecimiento y crecimiento de las colonias. Ademas, el hecho de que
los nidos estén resguardados del sol directo y cuenten con una cubierta protectora insinda que, para el

desarrollo de las colonias en confinamiento, lo correcto es crear un entorno oscuro sin recurrir a la
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iluminacidn artificial. Las condiciones microambientales de temperatura y humedad relativa registradas
dentro de los nidos naturales indican que la temperatura dptima para el desarrollo de la especie se sitia
entre 26 y 28°C, y que la humedad ambiental no deberia ser inferior al 70%. Los resultados respaldan la
hipdtesis de que la arquitectura de los nidos de B. pauloensis y su habitat exhiben adaptaciones

especificas para maximizar la eficiencia reproductiva y la supervivencia de las colonias en confinamiento.

Limitaciones

Las limitaciones relacionadas al desarrollo de este trabajo de tesis:

e Obtencion de material vivo en confinamiento. Aunque al inicio de este trabajo la intencién era
mantener los protocolos de cria con los cuales se venia trabajando en las investigaciones
precedentes, tratando de influir lo minimo posible en el desarrollo, la cria en confinamiento
presentd limitaciones en cuanto a la provisién de los recursos nutricionales necesarios para el
desarrollo de los adultos. La calidad del polen provisto a las colmenas no era la esperada para
qgue produzcan un nimero de adultos (minimo 10 obreras) que permitiera un desarrollo de las
colonias comparable al observado en condiciones naturales y posibilite su estudio. Como
consecuencia tampoco se obtuvo un nimero de obreras (minimo 20) que posibilite su traslado
al exterior para el desarrollo de los otros objetivos que se incluyeron en esta tesis doctoral. Esto
afecté el avance de las investigaciones por tres afos consecutivos por lo que se llegdé a la
determinacidn de formular un jarabe enriquecido con el que se obtuvo la produccién de adultos
esperada.

e Dificultad para encontrar los nidos naturales. Los nidos naturales son cripticos en la naturaleza
lo que dificulté su descubrimiento para el correspondiente estudio. De hecho no se pudieron
localizar nidos de la especie B. morio a pesar de haber sido clasificada como la segunda especie

mas abundante en la zona de estudio.
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e Monitoreo de actividades de forrajeo: El monitoreo de entradas y salidas de obreras de las
colmenas en semiconfinamiento fue una tarea dificil de llevar. La distancia de seguridad a la que
podia ubicarse un observador sin ser detectado por una obrera no permitia divisar el contenido
de polen en las corbiculas de las obreras. Si bien a menor distancia se divisaba el contenido,
después de 5 minutos de observacidn las obreras defendian el nido atacando al obsevador.

e Aislamiento social y preventivo: debido a la pandemia ocasionada por el virus del Sars Covid -19
se interrumpié el acceso a EEA INTA Famailld, donde se llevaba a cabo tanto la cria en
confinamiento como la cria en semiconfinamiento. Bajo estos lineamientos no se pudo
continuar con el estudio de los nidos mantenidos en confinamiento, como ser la toma de
medida de las celdas. A pesar de que las colonias fueron aprovisionadas con una cantidad mayor
de alimento de lo habitual, el desarrollo de polillas (Achroia grisella) resulté en la pérdida de la
cria en desarrollo y de las celdas, ya que las polillas se alimentan de cera, miel, polen e incluso

de las crias de las abejas, produciendo la inutilizacién de las estructuras del nido.

Proyecciones

Como resultado de los estudios llevados a cabo para el desarrollo de esta Tesis se proyecta continuar
con las investigaciones como sigue:
e Protocolo extensible para la cria de otras especies del género Bombus.
e Estudio de condiciones ambientales necesarias para la produccién de reinas de la especie B.
pauloensis en confinamiento.
e Cuantificacién de los tiempos de desarrollo de machos y reinas en las colonias de B. pauloensis.
e Andlisis de las condiciones ambientales bajo las cuales se produce la construccién de involucro y

sus implicancias en la biologia del desarrollo de B. pauloensis.
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e Estudio de las condiciones ambientales éptimas para la produccion de adultos y sexuados por
parte de reinas de B. morio obtenidas en la naturaleza.

e Estudio de la biologia de nidificacién de B. morio.
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Anexo

Capitulo 2

Tabla de Informe de analisis de contenido de proteina bruta en polen fresco

EEA- ID Lab N Proteinas ID ID Lab N Total | Proteinas
Famailla Total | (%) Muestra (%) (%)
ID (%)

Muestra

M 1: 18/1803 | 2.4 15.3 M11: 18/1813 | 2.3 14.6
Polen Polen

M 2: 18/1804 | 2.2 13.6 M 12: 18/1814 | 2.2 13.5
Polen Polen

M 3: 18/1805 | 2.5 15.6 M 13: 18/1815 | 2.1 12.9
Polen Polen

M 4: 18/1806 | 2.8 17.7 M 14: 18/1816 | 3.0 18.6
Polen Polen

M 5: 18/1807 | 2.7 16.9 M 15: 18/1817 | 2.0 12.7
Polen Polen

M 6: 18/1808 | 2.7 17.0 M 16: 18/1818 | 3.7 23.3
Polen Polen

M7: 18/1809 | 2.3 14.5 M17: 18/1819 | 2.2 13.8
Polen Polen

M 8: 18/1810 | 2.8 17.3 M 18: 18/1820 | 2.7 16.8
Polen Polen

M O9: 18/1811 | 2.7 16.9 M 19: 18/1821 | 2.6 14.4
Polen Polen

M 10: 18/1812 | 9.2 14.0 M 20: 18/182 | 2.47 15.4
Polen Polen 2

Referencias: ID Lab: identificacion de muestra en laboratorio. N Total: Nitrégeno total

ANALISIS ESTADISTICO:
¢ Salida del Modelo mixto
modelo <- glmer(Nidificacion.num ~ fTipo.jaula + fEspecie + (1| fAfio), data=ambas.sp, family=binomial)
Generalized linear mixed model fit by maximum likelihood (Laplace Approximation) ['glmerMod']
Family: binomial ( logit )
Formula: Nidificacion.num ~ fTipo.jaula + fEspecie + (1 | fAfio)
Data: ambas.sp
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AIC BIC loglik deviance df.resid

399.9 414.8 -195.9 391.9 305
Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.

fAfio (Intercept) 0.09406 0.3067
Number of obs: 309, groups: fAfo, 4
Fixed effects:

Estimate Std. Error zvalue Pr(>|z|)

(Intercept) -0.8162 0.3825 -2.134 0.032844 *
fTipo.jaulaplastico 0.8842 0.2455 3.602 0.000316 ***
fEspecieBombus pauloensis 0.9808 0.3463 2.832 0.004619 **

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “***’ 0.01 “*'0.05‘"0.1°"1

Significancia de las variables predictoras
Model:
Nidificacion.num ~ fTipo.jaula + fEspecie + (1 | fAfio)
Response: Nidificacion.num
Chisg Df Pr(>Chisq)
fTipo.jaula 12.975 1 0.0003157 ***

fEspecie 8.023 1 0.0046186 **

Contraste a posteriori de la preferencia sobre el tipo de jaula nido de inicio

contrastes.3 <- emmeans(faleambas.1, ~ fTipo.jaula|fEspecie, type="response", adjust = "Tukey",

infer=c(T,T))
Scontrasts
fEspecie = Bombus morio
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fTipo.jaula prob  SE asymp.LCL asymp.UCL z.ratio  p.value
madera 0.307 0.0813 0.158 0.510 -2.134  0.0646
plastico 0.517 0.0921 0.319 0.710 0.184 0.9786
fEspecie = Bombus pauloensis

fTipo.jaula  prob SE asymp.LCL asymp.UCL z.ratio p.value
madera 0.541 0.0572 0.413 0.664 0.714 0.7248
pldstico 0.741 0.0474 0.622 0.832 4.250 <.0001
Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the log odds ratio scale

Tests are performed on the log odds ratio scale

e Salida del modelo con interaccidn

Modelo <- glmer(Nidificacion.num ~ fTipo.jaula + fEspecie + fTipo.jaula:fEspecie + (1|fAfo),
data=ambas.sp, family=binomial)
Generalized linear mixed model fit by maximum likelihood (Laplace Approximation) ['glmerMod']
Family: binomial ( logit)
Formula: Nidificacion.num ~ fTipo.jaula * fEspecie + (1 | fAfio)

Data: ambas.sp

AIC  BIC loglik deviance df.resid

4019 420.6 -195.9 3919 304
Scaled residuals:

Min  1Q Median 3Q Max
-1.9387-0.9688 0.5387 0.8012 1.6970
Random effects:
Groups Name Variance Std.Dev.
fAfio (Intercept) 0.09422 0.307

Number of obs: 309, groups: fAfio, 4

Fixed effects:
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Estimate Std. Error zvalue Pr(>|z|)

(Intercept) -0.82810 0.51774 -1.599 0.1097
fTipo.jaulaplastico 0.90460 0.64636 1.400 0.1617
fEspecieBombus pauloensis 0.99426 0.52623 1.889 0.0588

fTipo.jaulapldstico:fEspecieBombus pauloensis ~ -0.02387 0.69950 -0.034 0.9728

RESULTADO VALIDACION DEL MODELO MIXTO FINAL (DHARMa)

DHARMa residual

QQ plotresiduals

‘Within-group deviation from uniformity n.s
Levene Test for homogeneity of variance n.s.
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Capitulo 3

ANALISIS ESTADISTICO

e Analisis estadistico de duracion del estado Huevo

Efectos fijos

Ohjetivo:huevo

Origen F df1 dR Sig.

Modelo corregido W 34 054 3 276 000
Jaula 19 694 1 276 000
Comida 49 584 1 276 000
Jaula*Comida 9,843 1 276 002

Distribucion de probabilidad:Poisson
Funcidn de enlace:Logaritmo
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Medias estimadas: Jaula

Destino: huevo

Medias estimadas: Comida

Destino: huevo

Estimaciones

Intervalo de confianza 95%
Comida Media Desv. Error
Inferior Superior
comiin £,948 0,156 B E48 7262
enriquecido ET43 0087 EET4 5916

Estimaciones

Intervalo de confianza 95%

Jaula Media Desv. Error

Inferior Superior
madera 6,708 0,142 6,434 £,993
plastic 5949 0,100 5,755 6,149
Contrastes por parejas

Jaula... Estimacion de contraste & Sig. aj.
madera - plastic 0759 0,000
plastic - madera -0,759 0,000

Los contrastes significativos aparecen con un somhbreade

dorado. El menor nivel de significacidn ajustado de diferencia
significativa es 05.

Resultados totales de las pruebas

F df1 df2 Sig.

19,061 1 278 0,000

Contrastes por parejas

Comida... Estimacion de contraste & Sig. aj.
comiin - enriquecido 1,205 0,000
enriquecido - comin -1,208 0,000

Los contrastes significativos aparecen con un sombreado
dorado. El menor nivel de significacidn ajustado de diferencia
significativa es 05.

Resultados totales de las pruebas

F df1 df2 Sig.

45 520 1 276

0,000

Ref: madera: jaula nido de inicio B; plastic: Jaula nido de inicio A.
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Medias estimadas: Jaula*Comida

Destino: huevo

Estimaciones

Medias estimadas: Jaula"Comida

Destino: huevo

Estimaciones

Intervalo de confianza 95% Intervalo de confianza 95%
Jaula Comida Media Desv. Error Jaula Comida Media Desv. Error - -
Inferior Superior Inferior Superior

comin 7,071 0,254 E588 7590 comin 7071 0,254 6 588 7 580
madera madera

enriquecido 6,362 0,143 6,088 B G50 enriquecido 6362 0,143 6,088 B G50

comin 6,827 0,183 6475 7,198 comin 6,827 0,183 B 475 7,198
plastic plasti

enriquecido 5,183 0,105 4 980 5,395 enrigquecido 5,183 0,105 4980 £ 395

Contrastes por parejas

Contrastes por parejas

Jaula Comida... Estimacidon de contraste P Sig. aj. Comida Jaula_. Estimacion de contraste ® Sig. aj.
comin - enriquecido 0709 0016 madera - plastic 0,245 0,436
madera
enriquecido - comiin -0709 0016 plastic - madera -0,245 0,436
comun - enriquecido 1644 0,000 madera - plastic 1,179 0,000
plastic enriquecido
enriquecido - comin -1 644 0,000 plastic - madera -1,179 0,000
Los contrastes significativos aparecen con un sombreado dorado. El Los contrastes significativos aparecen con un sombreado dorado. El menor
menor nivel de significacidn ajustado de diferencia significativa es 05, nivel de significacién ajustado de diferencia significativa es 05
Resultados totales de las pruebas Resultados totales de las pruebas
Jaula F dft df2 Sig. Comida F df df2 Sig.
madera 5312 1 276 0016 comin 0,608 1 276 0,436
plastic 60477 1 276 0,000 enriquecido 44 256 1 276 0,000
Ref: madera: jaula nido de inicio B; plastic: Jaula nido de inicio A.
e Analisis estadistico de duracion del estado Larva
Efectos fijos
Objetivo:larva
Origen F dft df2 Sig.
Modelo corregido W 133 420 3 276 000
Jaula 23179 1 276 000
Comida 252 876 1 276 000
Jaula*Comida 29 586 1 276 000

Distribucién de probabilidad:Poisson
Funcidn de enlace:Logaritmo
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Medias estimadas: Jaula

Destino: larva

Estimaciones

Medias estimadas: Comida

Destino: larva

Estimaciones

Intervalo de confianza 95%

Intervalo de confianza 95%
Jaula Media Desv. Error
Inferior Superior
madera 14364 0206 13,964 14 775
plastic 15 638 0,161 15,324 15,959
Contrastes por parejas
Jaula...

Estimacion de contraste P Sig. aj.

madera - plastic -1.274 0,000

plastic - madera 1274 0,000

Comida Media Desv. Error
Inferior Superior
comin 17 246 0,250 16,762 17,745
enriquecide 13,025 0132 12,768 13,286
Contrastes por parejas
Comida...

Estimacion de contraste & Sig. aj.

comiin - enriquecido

4221 0,000

enriquecido - comin -4 221 0,000

Los contrastes significativos aparecen con un sombreado

dorado. El menor nivel de significacidn ajustado de diferencia
significativa es 05

Resultados totales de las pruebas

F dft df2 Sig.

23,753 1 276

0,000

Los contrastes significativos aparecen con un sombreade
dorado. El'menor nivel de significacidn ajustado de diferencia
significativa es 05

Resultados totales de las pruebas

F dfl df2 Sig.

223675 1 276 0,000

Ref: madera: jaula nido de inicio B; plastic: Jaula nido de inicio A.
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Medias estimadas: Jaula*Comida

Destino: larva

Estimaciones

Medias estimadas: Jaula*Comida

Destino: larva

Estimaciones

Intervalo de confianza 95% Intervalo de confianza 95%
Jaula Comida Media Desv. Error N N Jaula Comida Media Desv. Error
Inferior Superior Inferior Superior
comin 15,750 0379 15,021 16514 comiin 15 750 0,379 15,021 16514
lera lera
enriquecido 13,100 0204 12704 13508 enriquecido 13,100 0,204 12,704 13509
comiin 18,885 0,304 18295 19,434 comiin 18,885 0,304 18,295 19,494
plastic plastic
enriquecido 12 950 0,166 12 B27 13,281 enriquecido 12,350 0,166 12627 13281
Contrastes por parejas Contrastes por parejas
Jaula Comida... Estimacion de contraste » Sig. aj. Comida Jaula... Estimacién de contraste » Sig. aj.
comiin - enriguecido 2 B50 0,000 madera - plastic -31358 0,000
1 comiin
enriquecido - comiin -2 B50 0,000 plastic - madera 3135 0,000
comin - enriquecido 5935 0,000 madera - plastic 0,150 0 569
plastic enriquecido
enriquecido - comin -5 935 0,000 plastic - madera -0.150 0 569

Los contrastes significativos aparecen con un sombreado dorado. El
menor nivel de significacidén ajustado de diferencia significativa es 05

Jaula F df1 df2 Sig. Comida F df1 df2 Sig.
madera 37 878 1 276 0,000 comin 41 581 1 276 0,000
plastic 292 866 1 276 0,000 enriquecido 0324 1 276 0,569
Ref: madera: jaula nido de inicio B; plastic: Jaula nido de inicio A.
e Anadlisis estadistico de duracién del estado Pupa
Efectos fijos
Objetivo:pupa
Origen F df1 df2 Sig.
Modelo corregido W B 953 3 276 ooo
Jaula 8 643 1 276 004
Comida 7,994 1 276 005
Jaula*Comida 1310 1 276 253

Resultados totales de las pruebas

Resultados totales de las pruebas

Distribucion de probabilidad: Poisson
Funcién de enlace:Logaritmo

Los contrastes significativos aparecen con un sombreado dorado. El menor
nivel de significacidn ajustado de diferencia significativa es 05,
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Medias estimadas: Jaula
Destino: pupa

Estimaciones

Medias estimadas: Comida
Destino: pupa

Estimaciones

Intervalo de confianza 95%

Jaula Media Desv. Error

Inferior Superior
madera 11512 0,193 11,138 11,897
plastic 12235 0,150 11,944 12 534
Contrastes por parejas

Jaula... Estimacion de contraste & Sig. aj.
madera - plastic -0,724 0,003
plastic - madera 0,724 0,003

Los contrastes significativos aparecen con un sombreado
dorado. El menor nivel de significacidn ajustado de diferencia
significativa es 05

Resultados totales de las pruebas

F dft (1174

Sig.

8,792 1 276 0,003

Intervalo de confianza 95%

Comida Media Desv. Error
Inferior Superior
comiin 12,221 0214 11,806 12 651
enriquecide 11525 0128 11277 11,779
Contrastes por parejas
Comida... Estimacidn de contraste ™ Sig. aj.
comin - enrigquecido 0 B96 0,006
enriquecido - comin -0 696 0,006

Los contrastes significativos aparecen con un sombreado
dorado. El menor nivel de significacidn ajustado de diferencia
significativa es 05.

Resultados totales de las pruebas

F df1 df2

Sig.

7,786 1 276 0,006

Ref: madera: jaula nido de inicio B; plastic: Jaula nido de inicio A.

e Anadlisis estadistico de duracion del desarrollo pre-imaginal

Efectos fijos

Objetivo:adulto

Origen F df1 df2 Sig.

Modelo corregide W 57,101 3 276 000
Jaula 7 588 1 276 005
Comida 190 857 1 276 000
Jaula*Comida 27 505 1 276 000

Distribucidn de probahilidad:Poisson
Funcidn de enlace:Logaritmo




Medias estimadas: Jaula

Destino: adulto

Estimaciones

Medias estimadas: Comida

Destino: adulto

Estimaciones

Intervalo de confianza 95%
Jaula Media Desv. Error
Inferior Superior
madera 32547 0,345 31975 33334
plastic 33873 0,263 337358 34 396

Intervalo de confianza 95%

Contrastes por parejas

Jaula... Estimacion de contraste ® Sig. aj.
madera - plastic -1.226 0,005
plastic - madera 1,226 0,005

Los contrastes significativos aparecen con un sombreado
dorado. El menor nivel de significacidn ajustado de diferencia
significativa es 05,

Resultados totales de las pruebas

F df1 df2 Sig.

7871 1 276 0,005

Comida Media Desv. Error
Inferior Superior
comiin 36,409 0,397 35635 37,200
enriquecido 30,373 0221 29941 30812
Contrastes por parejas
Comida... Estimacion de contraste » Sig. aj.
comin - enriquecido 6,036 0,000
enriquecido - comiin -6,036 0,000

Los contrastes significativos aparecen con un sombreado
dorado. El'menor nivel de significacidn ajustado de diferencia
significativa es 05,

Resultados totales de las pruehas

F df1 df2 Sig.

176,160 1 276 0,000

Ref: madera: jaula nido de inicio B; plastic: Jaula nido de inicio A.
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Medias estimadas: Jaula*Comida

Destino: adulto

Estimaciones

Intervalo de confianza 95%
Jaula Comida Media Desv. Error
Inferior Superior
comiin 34536 0619 33,339 35775
madera
enriquecido 30,863 0,346 30,189 31551
comiin 38,385 0,479 37,454 39,338
plastic
enriquecido 29,892 0278 29,349 30,444
Contrastes por parejas
Jaula  Comida... Estimacion de contraste ® Sig. aj.
comin - enriquecido 3673 0,000
madera
enriquecido - comin -3673 0,000
comuin - enriquecido 8493 0,000
plastic
enriquecido - comin -5.493 0,000

Los contrastes significativos aparscen con un sombreado dorado. El
menor nivel de significacién ajustado de diferencia significativa es 05

Resultados totales de las pruehas

Jaula F dft df2 Sig.
madera 26 851 1 276 0,000
plastic 235 424 1 276 0,000

Medias estimadas: Jaula*Comida

Destino: adulto

Estimaciones

Intervalo de confianza 95%
Jaula  Comida Media Desv. Error
Inferior Superior
comiin 34 536 0619 33339 35,775
madera
enriquecido 30 863 0346 30,189 31,551
comiin 38,385 0479 37 454 39,338
plastic
enriquecido 23 832 0278 29349 30,444
Contrastes por parejas
Comida Jaula... Estimacion de contraste ™ Sig. aj.
madera - plastic -3,849 0,000
comiin
plastic - madera 3,849 0,000
madera - plastic 0971 0,030
enriq |
plastic - madera -0.971 0,030
Los contrastes significativos aparecen con un sombreado dorado. El menor

nivel de significacidn ajustado de diferencia significativa es 05,

Resultados totales de las pruebas

Comida F df1 df2 Sig.
comiin 24212 1 276 0,000
enriquecido 4784 1 276 0,030

Ref: madera: jaula nido de inicio B; plastic: Jaula nido de inicio A.
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Capitulo 4

e Imagenes del desarrollo de colonias en situacidon de semiconfinamiento

Detalle de la presencia de involucro en las colmenas mantenidas en semiconfinamiento. 5L:
denominacion de la colonia en Jaula nido final A, de plastico. (a) vista frontal de involucro cubriendo
parcialmente la zona de cria. (b) vista superior del involucro cubriendo el area de cria en su totalidad.

18C: denominacion de la colonia en Jaula nido final B, de madera. (a) vista superior del involucro
cubriendo % partes del area de cria. (b) vista superior del involucro cubriendo la mitad del area de area
de cria.
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Colonia en Jaula nido final B, de madera, (5L) mantenida en condiciones de semiconfinamiento. (a)
expansion de la colonia de la Jaula nido de inicio B a la Jaula nido final B, (b) estado de la colonia al
momento de la salida de la colmena al exterior, (cy d) progreso de la colonia en exterior, (e)
senescencia, y (f) muerte.
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Colonia en Jaula nido final A, de plastico, (18C) mantenida en condicion de semiconfinamiento. (a)
expansion de la colonia de la Jaula nido de inicio A, a la Jaula nido final A, (b) estado de la colonia al
momento de la salida de la colmena al exterior, (cy d) progreso de la colonia en exterior, (e)
senescencia, y (f) muerte.
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o Imagenes del desarrollo de colonias en situacion de confinamiento.

e - : Sa%a-

! & e 3, . “EERER e i 2
Progreso del desarrollo de colonias en Jaula nido final B, de madera en condicién de confinamiento
total. 11L: denominacién de la colonia; (a) detalle del estado de desarrollo al momento de la ampliaciéon

. e

de la colmena, traslado de la Jaula nido de inicio B a la Jaula nido final B; (b) progreso de la colonia, con
el respectivo aumento de tamafo y nimero de ocupantes; (c) estado de la colonia al momento de la
muerte de la misma. 12L: denominacién de la colonia; (a), (b) y (c) detalle de las mismas tres etapas
antes mencionadas.
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Progreso del desarrollo de colonias en Jaula nido final B, de madera, mantenidas en total
confinamiento. 13L: denominacidn de colmena; (a) detalle del estado de desarrollo al momento de la
ampliacion de la colmena, traslado de la Jaula nido de inicio B a la Jaula nido final B; (b) progreso de la

colonia, con el respectivo aumento de tamafio y cantidad de ocupantes; (c) estado de la colonia al
momento de la muerte de la misma. 16L: denominacién de la colonia; (a), (b) y (c) detalle de las mismas
tres etapas antes mencionadas. 22L: denominacion de la colonia; (a) detalle del desarrollo de la colonia
al momento del traslado a la Jaula nido final B. (b) detalle de la senescencia de la colonia, donde se
observa una disminucidn del tamafio respecto al tamafo al momento del traslado.
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Progreso del desarrollo de colonias en Jaula nido final A, de plastico, mantenidas en total
confinamiento. 6C: denominacién de colmena; (a) detalle del estado de desarrollo al momento de la
ampliacidn de la colmena, traslado de la Jaula nido de inicio A a la Jaula nido final A; (b) progreso de la
colonia, con el respectivo aumento de tamafio y cantidad de ocupantes; (c) estado de la colonia al
momento de la muerte de la misma. 14C: denominacién de la colonia; (a), (b) y (c) detalle de las mismas
tres etapas antes mencionadas.
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Progreso del desarrollo de colonias en Jaula nido final A, de plastico, mantenidas en total
confinamiento. 16C: denominacion de colmena; (a) detalle del estado de desarrollo al momento de la

ampliacidon de la colmena, traslado de la Jaula nido de inicio A, a la Jaula nido final A; (b) Progreso de la
colonia, con el respectivo aumento de tamario y cantidad de ocupantes; (c) estado de la colonia al
momento de la muerte de la misma. 19C: denominacién de la colonia; (a), (b) y (c) detalle de las mismas
tres etapas antes mencionadas. 23C: denominacion de la colonia; (a), (b) y (c) detalle de las mismas tres
etapas antes mencionadas.
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Progreso del desarrollo de colonias en Jaula nido final A, de plastico, mantenidas en total
confinamiento. 24C: denominacion de colmena; (a) detalle del estado de desarrollo al momento de la
ampliacion de la colmena, traslado de la Jaula nido de inicio A, a la Jaula nido final A; (b) progreso de la

colonia, con el respectivo aumento de tamafio y cantidad de ocupantes; (c) estado de la colonia
posterior al momento de la muerte de la misma. 7C: denominacién de la colonia; (a), detalle del
desarrollo de la colonia al momento de su traslado a la jaula nido final de plastico. (b) detalle de la pre-
senescencia de la colonia, donde se observa que el aumento del tamafio no fue mayor al doble con
respecto al tamafio al momento del traslado.
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Glosario

Celda huevo inicial (Ci): es la primera celda de cera construida por la reina, que contiene huevos.

Celda huevo: celda de cera que contiene huevos cuya construccidon es posterior a la construccién de la
celda huevo inicial.

Celda larval: celda de cera que contiene larvas.

Clamshell: es un empaque que consta de dos partes de pldstico termoperforadas y selladas entre si, las
gue contienen el producto de forma “anidada”.

Nuclero: es el lugar donde el apicultor desarrolla los nucleos originales de Apis mellifera que daran
comienzo a una colmena. Son en general, cdmaras de cria construidos de madera, de tres, cuatro o cinco
marcos moviles.

Pecoreo: actividad de las abejas consistente en la recoleccién de néctar y/o polen de las flores.
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