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1. Resumen

El polen es una de las principales fuentes de alimento para las abejas, aportando proteinas,
lipidos y otros micronutrientes y fitoquimicos esenciales. Sin embargo, en épocas de
escasez de polen, es comun la alimentacion de las abejas con suplementos comerciales.
En este sentido, el objetivo principal del presente estudio fue evaluar la idoneidad de dos
alimentos comerciales (APICOMIN complet y APIPASTA PLUS), como suplemento en
el cultivo de abejas Apis mellifera, prestando especial atencion al contenido y perfil
lipidico. Para ello, se analizaron muestras de ambos piensos, larvas de abeja de mas de 3
dias de desarrollo, muestras de polen recolectados por las abejas y pan de abeja,
formulado por estas. Los resultados de este estudio sugieren que ninguno de los dos
alimentos contiene el perfil o contenido lipidico adecuado, para sustituir el polen durante

las épocas de escasez.

Palabras clave: Larvas de Apis mellifera, Nutricion lipidica, Polen, Pan de Abeja,

Suplementacion comercial.

1. Abstract

Pollen is one of the main sources of food for bees, providing proteins, lipids and other
essential micronutrients and phytochemicals. However, in times of pollen scarcity, it is
common to feed bees with commercial supplements. In this sense, the main objective of
this study was to evaluate the suitability of two commercial feeds (APICOMIN complet
and APIPASTA PLUS) as a supplement in the culture of Apis mellifera bees, paying
special attention to the content and lipid profile. Samples of both feeds, bee larvae with
more than 3 days of development, pollen samples and bee bread were analyzed. The
results of this study suggest that neither of the two foods contains the adequate profile or

lipid content to replace pollen during times of pollen scarcity.

Keywords: Apis mellifera larvae, Bee bread, Commercial supplementation, Lipid

nutrition, Pollen,



2. Introduccidn

Las abejas meliferas (Apis mellifera) son insectos sociales que viven en colonias
altamente organizadas, compuestas por una reina, miles de obreras y algunos zanganos,
en donde existe una cooperacion en el cuidado de la cria y una superposicion de
generaciones (Arien et al., 2018; Vaudo et al., 2015). La division del trabajo entre las
obreras depende de la edad, siendo las abejas jovenes las trabajadoras principales del
interior de la colonia, mientras que las abejas mas viejas se dedican a la bdsqueda de
alimento (Arien et al., 2018). Asimismo, se trata de una especie generalistas (forrajera en
una amplia gama de especies de plantas de diferentes familias), cualidad que garantiza la
reproduccion de muchas especies vegetales y que proporciona contribuciones esenciales
para el funcionamiento de los ecosistemas naturales y agricolas (Arien et al., 2018; Di
Pasquale et al., 2013; Vaudo et al., 2015). Incluso, se ha estimado que, directa e
indirectamente, un tercio de los alimentos que consumimos proviene de la polinizacién
de las abejas meliferas (Arien et al., 2018; vanEngelsdorp et al., 2010). No obstante, este
grupo tan importante de polinizadores se encuentra gravemente amenazado debido al
impacto de diferentes factores bidticos y abidticos causados por actividades humanas,
como los pesticidas, el uso intensivo de la tierra, el cambio climatico, la introduccion de
especies invasoras, patdgenos y parasitos como los acaros varroa (Varroa destructor),
acaros traqueales de las abejas meliferas (Acarapis woodi), enfermedades flngicas,
bacterianas y virales (Parrefio el at., 2022; vanEngelsdorp et al., 2010). De igual modo, el
uso a gran escala de la tierra reduce la abundancia floral y la riqueza de especies

disponibles, lo que restringe el panorama nutricional de las abejas (Vaudo et al., 2015).

Las abejas deben tener una variedad de recursos florales diversos de los cuales puedan
seleccionar su dieta para satisfacer sus requerimientos nutricionales especificos, lo que
les ayuda a mantener una poblacion saludable, capaz de resistir a enfermedades y estrés
(Vaudo et al., 2015). Es mas, se ha podido comprobar que una nutricion adecuada, rica
en diversidad de polen, mejora el sistema inmunologico de las abejas y su resistencia a
patdgenos, tanto a nivel individual como de manera generalizada dentro de la colmena
(Alaux et al., 2010; Parrefio et al., 2022). Por el contrario, la ingesta crénica de alimentos
monotonos, inadecuados, de baja calidad o toxicos reduce la competencia inmunoldgica,
lo que afecta a la salud de las abejas a través del “estrés nutricional” (Parrefio et al., 2022).

De manera sencilla, la nutricion de las abejas se divide entre néctar y polen, siendo el



néctar la fuente principal de carbohidratos, mientras que el polen proporciona proteinas,
lipidos y otros micronutrientes (vitaminas y minerales) y fitoquimicos (carotenoides,
flavonoides, alcaloides y fenoles) que tienen propiedades antioxidantes y actividad
antimicrobiana (Vaudo et al., 2015). Las abejas forrajeras o pecoreadoras, recolectan
néctar para producir miel, que es la principal fuente de nutricion de carbohidratos de las
abejas adultas y las crias en desarrollo (Avni et al., 2014). Las larvas, que son
relativamente inmaoviles, no requieren la misma cantidad de carbohidratos que las abejas
adultas encargadas de buscar alimento y termorregular el nido de cria, sino que sus
demandas nutricionales pueden ser satisfechas mediante una combinacién de polen (que
dispone de carbohidratos digestibles) y néctar (Avni et al., 2014; Vaudo et al., 2015) Los
carbohidratos también son utilizados por las abejas meliferas jovenes para biosintetizar
lipidos, como la cera, que es el principal material de construccion de las abejas (Avni et
al., 2014).

Por otro lado, el polen que es recolectado y almacenado en celdillas dentro de las
colmenas de las abejas estd repleto de microbios no patdégenos especializados, que
fermentan y consumen el polen crudo, mejorando su digestibilidad, “vida util” y
contenido nutricional (Dharampal et al., 2019). Esta mezcla de polen fermentado rica en
nutrientes, miel, néctar y diversos microbios (Dharampal et al., 2019), es lo que se conoce
en apicultura como “pan de abeja”. La cantidad de proteinas presente en el polen varia
considerablemente entre las especies de plantas, oscilando entre el 2% y el 60%, y aunque
no se ha demostrado una preferencia clara por el polen con alta concentracién de proteinas
en las abejas meliferas, disminuciones significativas en las proteinas del polen en la
colonia resulta en tasas de recoleccién de polen mas altas (Vaudo et al., 2015). Ademas,
una concentracion elevada de proteinas se correlaciona positivamente con el crecimiento
de las larvas y el desarrollo ovarico y la puesta de huevos en A. mellifera (Vaudo et al.,
2015). No obstante, se ha visto que proporciones elevadas de proteina:lipido (P:L) tienen
un efecto negativo en la fisiologia de las abejas cuando son expuestas a insecticidas
(Crone & Grozinger, 2021). Por otro lado, los lipidos presentes en el polen (incluyendo
acidos grasos esenciales y esteroles), pueden variar considerablemente entre las diferentes
especies de plantas, desde el 1% hasta el 20% (Vaudo et al., 2015). Los integrantes
basicos de la estructura de los lipidos, los &cidos grasos (AG), son el componente

principal de las membranas celulares, imprescindibles para la reproduccion y el



desarrollo, ademas de servir como fuente de energia y para el desarrollo del cuerpo graso

en las abejas durante el invierno (Arien et al., 2018).

2.1 Lipidos esenciales para las abejas

Los lipidos son cruciales para una variedad de procesos fisiologicos en las abejas (como
la produccidn de huevos, produccidn de cera, fuente de energia secundaria) y contribuyen
a la salud y ontogenia de las larvas y los adultos (Vaudo et al., 2015). Los acidos grasos
esenciales (AGE) (aquellos que no puede producir el organismo) deben de ser
incorporados a través de la dieta. El acido alfa-linolénico (ALA o 18:3n-3) y el acido
linoleico (LA o 18:2n-6) son los principales AG omega-3 y omega-6, respectivamente,
que se encuentran en el polen, aunque su abundancia difiere entre las diferentes especies
de plantas (Arien et al., 2018). No se ha encontrado, hasta la fecha, que las abejas
meliferas sean capaces de sintetizarlos (Arien et al., 2020). Se ha podido verificar que el
LA es un AGE para la mayoria de especies de insectos, y que esta asociado con una mayor
produccion de obreras en las colonias de A. mellifera (Vaudo et al., 2015). En los
mamiferos, el LA se puede elongar y desaturar hasta sintetizar el acido araquidonico
(ARA 0 20:4n-6) y el ALA producir acido eicosapentaenoico (EPA o 20:5n-3) y acido
docosahexaenoico (DHA o 22:6n-3), AGE dominantes en los mamiferos que se pueden
obtener a través de la dieta principalmente mediante el consumo de aceite de pescado y
algas marinas (Simopoulos, 2009). En los mamiferos es bien conocida la importancia de
los AG omega-3, ya que conforman una proporcion importante de los AG totales del
cerebro, la retina y el esperma (Arien et al., 2018). Los efectos nutricionales de la
deficiencia de omega-3 en insectos se investigaron por primera vez en abejas meliferas,
arrojando que su deficiencia perjudicaba en gran medida el aprendizaje asociativo
olfativo y téactil, extendiendo el hallazgo de la importancia de los omega-3 a un “no
mamifero” (Arien et al., 2015). A raiz de estos resultados, Arien et al. (2018) plantearon
la hipotesis de que podia existir una dindmica importante de LA:ALA (omega-6:0mega-
3) en las abejas que afectara a su cognicion y salud. La conclusion de su estudio fue que,
a pesar de proporcionarles altas concentraciones de ALA en la dieta a las abejas para
suplir las posibles deficiencias, una proporcion muy elevada de omega-6:omega-3
perjudicaba en igual o mayor medida su capacidad cognitiva. Esto es un hallazgo
interesante, ya que las abejas meliferas tienen sofisticadas habilidades de navegacion y
orientacion, que son cruciales para la supervivencia de la colonia (Collet et al., 2013), por
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lo que el efecto de una dieta con una proporcion elevada de omega-6:0mega-3 podria
ocasionar un mayor porcentaje de deriva en el forrajeo y ocasionar el colapso de la colonia

en el peor de los casos.

Por otro lado, como insectos sociales, los requerimientos nutricionales de A. mellifera
varian de manera individual dentro de la colonia segun la etapa de su ciclo de vida, casta
y entre los grupos de trabajo de las obreras (Crailsheim et al., 1992). Por ello, las abejas
recolectoras (mas viejas) consumen principalmente carbohidratos, y las abejas nodrizas
(mas jovenes) son las principales consumidoras de polen en la colmena (Arien et al.,
2020). Las abejas nodrizas son las que se encargan de producir la gelatina o jalea real,
una sustancia compuesta por la secrecion de sus glandulas hipofaringeas y mandibulares,
con las que alimentan a las larvas y practican la trofalaxis con otras obreras, los zanganos
y la reina (Arien et al., 2020; Di Pasquale et al., 2013). La ingesta de polen activa el
desarrollo de las glandulas hipofaringeas (Di Pasquale et al., 2013). Se ha podido observar
que una nutricion inadecuada en la colonia, incluyendo una baja proporcion de &cidos
grasos omega-3:omega-6, inhibe el desarrollo completo de las glandulas, aumentando el
canibalismo larval de las abejas nodrizas y dando como resultado un menor nimero de
celdas de cria sellada (Arien et al., 2020). Ademas, en las glandulas hipofaringeas se
expresa el gen de la glucosa oxidasa, enzima que cataliza la oxidacion de la b-D-glucosa
a acido gluconico y perdxido de hidrégeno, este Gltimo con propiedades antisépticas, por
lo que el atrofiamiento de estas glandulas también estaria comprometiendo la salud
general de la colonia al no producirse estos compuestos antisépticos (Alaux et al., 2010).
De igual modo, los lipidos de la dieta modifican la composicion de AG del cuerpo de la
abeja, incluido el contenido de lipidos abdominales o “cuerpo graso” (Arien et al., 2020).
El cuerpo graso es analogo al tejido adiposo y al higado de los vertebrados (Li et al.,
2019), y el principal sitio de sintesis de péptidos antimicrobianos, y dada la condicion
altamente social de las abejas meliferas, su inmunidad no es solo individual, sino que
depende del buen funcionamiento general de la colmena (Alaux et al., 2010), como se ha
mencionado anteriormente. La composicion de lipidos del cuerpo graso afecta la
peroxidacion de lipidos y, por lo tanto, la senescenciay la vida atil de las abejas meliferas
(Arien et al, 2020).



2.2 Suplementacion dietética comercial en la apicultura

A pesar de la condicidn generalista de las abejas meliferas, en ocasiones se pueden dar
condiciones de sequia o escasez estacional de polen que repercute en la disponibilidad de
recursos florales para su correcta nutricion. Por ello, es frecuente el uso de dietas
comerciales artificiales en la apicultura para complementar su ingesta de polen cuando el
forraje no esta disponible o es limitado, debiendo aportar los lipidos y proteinas que
normalmente provienen del polen natural (Corby-Harris et al.,, 2021). Las dietas
artificiales para abejas suelen incorporar proteinas derivadas de fuentes vegetales (como
la soja, maiz o trigo), animales (leche o huevo) y microbianas (levadura de cerveza),
surgiendo las microalgas recientemente como un prometedor sustitutivo del polen debido

a su alta biodisponibilidad y contenido de macronutrientes (Ricigliano et al., 2021).

Gran parte de la investigacion sobre la nutricion del polen hasta la fecha se centra en las
proteinas y los aminoacidos mientras que los lipidos, estan emergiendo como un aspecto
critico de la nutricion de las abejas meliferas debido a su efecto positivo en la salud de
estas (Corby-Harris et al., 2021).



3. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es determinar si la suplementacién dietética con
APICOMIN complet o APIPASTA PLUS, dos de los productos comerciales mas féciles
de conseguir en las Islas Canarias para la alimentacion apicola, incorporan a la dieta de

A. mellifera los lipidos necesarios para sobrevivir ante las eépocas de escasez de polen.
Para abordar este objetivo, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Determinar el contenido lipidico, y el perfil de clases lipidicas y acidos grasos de
los dos alimentos comerciales ensayados.
o Establecer el efecto del suplemento nutricional suministrado en el perfil de cllases

lipidicas y &cidos grasos del pan de abeja, polen y larvas.
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4. Material y métodos

4.1 Disefio experimental y recogida de muestras

El presente estudio se inicié a mediados de septiembre de 2022, con la preparacion de las
abejas del colmenar, situado en Barranco Hondo, en el municipio de El Rosario (28N
366596 3142830 UTM), para la llegada del invierno. Durante un mes, todas las colmenas
fueron alimentadas con alimentos comerciales, ricos en proteinas o aztcares en funcién
de las carencias nutricionales detectadas en ese momento (falta de miel, escasez de polen,
etc.). Una vez transcurrido este periodo, se inicio el cribado de las mismas, seleccionando
aquellas con una buena salud aparente, con el fin de evitar posibles bajas durante el
experimento. El criterio de seleccion consistié en seleccionar las colmenas con 10
cuadros, de los cuales minimo 2-3 estuvieran llenos de huevos, larvas o pupas por ambas
caras, con al menos 3 cuadros de poleny 2 de miel, y 5-6 cuadros cubiertos por completo

de abejas (ver imagen 1).

Tapa y entretapa

Alza melifera ¢

Cuadro o bastidor

Camara de cria ¢

Piquera

Fondo

a)

%.
‘Ad!‘

Imagen 1. a) partes en las que se divide una colmena modelo Langstroth, normalmente con capacidad para 8-
10 cuadros; b) distribucion de los recursos adoptada por las abejas en este modelo de colmenas. Lo que vemos
en laimagen es la cdmara de cria. En los cuadros azules (4-7) se encuentra concentrada la cria, en los amarillos
(3,8y9) el pan de abeja y en los naranjas (1, 2 y 10) la miel.
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Imagen 2. Distribucion espacial de los recursos que realizan las abejas en cuadros de colmena
Langstroth. Apis mellifera optimiza y reutiliza el espacio para almacenar de manera efectiva sus
recursos, distribuyendo su cria preferentemente en cuadros centrales con cera nueva y limpia, junto con
miel en la parte superior (B). Cuando el panal llega a cierto nivel de uso, las abejas comienzan a rellenar
esas celdillas con pan de abeja (B y C). La miel la almacenan indiferentemente en cuadros nuevos o
viejos, llenando cuadros enteros (A) o solo parte de algunos (B y C).

Las flechas rojas de b) sefialan el tipo de larvas que utilizamos para nuestro estudio (larvas de +3 dias).
las imagenes a), b) y ¢) son una vista de méas de cerca de lo que contendrian los cuadros de miel, criay
pan de abeja respectivamente.

De entre las colmenas que cumplieron estos requisitos, se seleccionaron 3, una colmena
control (Tratamiento Control) y dos colmenas experimentales. A la colmena control se
dejo de suministrar alimento comercial, siendo la Unica entrada de alimento el polen y
néctar recolectado por las propias abejas. Mientras, a las colmenas experimentales, se les

siguié administrando alimento comercial. Una de las colmenas (Tratamiento “Azlcar”)
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fue alimentada con APICOMIN complet (KESSLER IBERICA SL, Madrid, Espafia.) un
pienso compuesto en un 75% por azlcares (sacarosa), 0,7% de proteina, 0,1% de cenizas
brutas y 0% de fibra. La otra colmena (Tratamiento “Plus”) fue alimentada con
APIPASTA PLUS (Zukan Apicola, Murcia, Espafa.) que ademas de presentar un 78,5%
en azUcares (sacarosa, fructosa, glucosa y maltosa), posee también 2% de proteinas,
menos del 0,5% de cenizas brutas y un 3% de fibra. Ambos alimentos comerciales
presentan un contenido en aceites y grasas brutas inferior al 1% (ver composicion lipidica
de los alimentos en las Tablas 1y 2). Las colmenas, fueron alimentadas con las diferentes

dietas, durante 1 mes (del 16 de octubre al 16 de noviembre).

Tabla 1. Contenido lipidico (% peso fresco) y composicién de clases lipidicas (% lipido total) de los
alimentos comerciales subministrados a las colmenas

APICOMIN complet APIPASTA PLUS
Lipido total (% peso fresco) 0,4 0,2
Lisofosfatidilcolina 0,4 2,3
Fosfatidilcolina 9,9 9,2
Fosfatidilserina 0,2 0,9
Fosfatidilinositol 0,6 1,0
Fosfatidilglicerol 14 2,0
Fosfatidiletanolamina 1,3 11
Lipido polar desconocido 0,9 2,1
> lipido polar 14,7 18,5
Monoacilglicéridos 4.4 26,7
Diacilglicéridos 2,7 2,0
Colesterol 9,0 8,1
Acidos grasos libres 10,0 16,1
Triacilglicéridos 50,4 14,4
Esteres de esterol 8,3 13,4
Lipido neutro desconocido 0,6 0,8
> lipido neutro 85,3 81,5

Para determinar el efecto de las dietas en la composicion lipidica de las larvas de abeja,
de cada colmena se recolectaron muestras de larvas de mas de tres dias (+3), muestras de
pan de abeja y muestras de polen fresco (ver imagen 2). Las muestras de larvas (n=4) y
pan de abeja (n=4) fueron recolectadas con unas pinzas de punta fina, retirando el
contenido de cada celdilla correspondiente, y almacenadas en Eppendorf debidamente
identificados. Por otro lado, las muestras de polen fresco fueron recolectadas a través del
uso de “caza polenes”. Estos dispositivos se colocaron en la entrada de las colmenas,
obligando a las abejas a pasar por unas rejillas que hacen que el polen que transportan

caiga a una canasta colectora y pueda asi ser cosechado. Estos dispositivos se colocaron
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por periodos de 48 horas, tiempo prudencial para recolectar una muestra representativa
del polen transportado, sin perjudicar a la cantidad almacenada por las abejas en la
colmena. Una vez revisadas y limpiadas de posibles impurezas (restos vegetales,
fragmento de abejas, alimento, propoleo, panal, etc.), las muestras de polen (n=4) fueron
pesadas y almacenadas en Eppendorf, previamente etiquetados. Todas las muestras

fueron ultracongeladas a -80° tras su recoleccion.

Los analisis de contenido y perfil lipidicos de las diferentes muestras, se llevaron a cabo
en el Laboratorio del grupo de investigacion NUTRAHLIPIDS (Fisiologia de los Lipidos
y sus Derivados en la Alimentacion Animal y Humana), perteneciente al Departamento
de Biologia Animal, Edafologia y Geologia, Seccion de Biologia de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de La Laguna.

Tabla 2. Perfil de &cidos grasos (% del total de acidos grasos) de los alimentos comerciales suministrados
a las colmenas

APICOMIN complet APIPASTA PLUS

12:0 0,10 0,31
14:0 0,16 0,73
15:0 0,20 0,49
16:0 16,93 37,04
18:0 15,32 36,46
20:0 0,54 0,66
22:0 0,14 Nd

24:0 0,18 0,24
X SFA 33,69 75,93
16:1n-9 0,14 0,37
16:1n-7 0,86 10,48
16:1n-5 Nd 0,50
18:1n-9 23,88 6,58
18:1n-7 1,16 0,48
20:1n-9 0,21 Nd

X MUFA 26,34 18,70
18:2n-6 39,17 4,38
18:3n-3 0,79 0,54
X PUFA 39,96 4,92
n-3/n-6 0,02 0,12

SFA: A4cidos grasos saturados, MUFA: &cidos grasos monoinsaturados, PUFA: acidos grasos
poliinsaturados, X: sumatorios incluyen otros &cidos grasos menores no presentados en la tabla. Nd — no
detectado.
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4.2 Extraccion de lipidos

Para determinar el contenido lipidico de las muestras se usé el método de Folch et al.
(1957) modificado por Christie y Han (2010). Se pes6 entre 300 y 350 mg de muestra en
un tubo de ensayo y se homogeneizaron en un homogeneizador (Virtishear homogenizer,
Virtis Company, NY, USA) con 10 mL de cloroformo:metanol (Cl:Met; 2:1 v/v). El
proceso de homogeneizado se realiz6 de 3 veces, usando en cada una de ellas 1/3 del
volumen del Cl:Met 2:1 (v/v). Cada homogeneizado resultante se pasé a otro tubo de
ensayo a través de un filtro (Filter-Lab, Barcelona, Espafia), para eliminar los residuos
solidos. Una vez filtrado, se le afiadieron 2,5 mL de cloruro potasico (KCI; 0,88% p/v) al
homogeneizado y se agito fuertemente en el vdrtex de manera que el Cl:Met extrajera las
sustancias liposolubles y el KCI aumentara la tensién superficial entre las fases,
arrastrando para la fase acuosa parte del metanol y la materia hidrosoluble, que queremos
eliminar de nuestras muestras. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 1500 rpm
durante 5 minutos en centrifuga (Beckman Coulter Allegra 25R, IN, USA). La fase
liposoluble, m&s densa y por lo tanto en este caso la fase inferior, fue trasvasada a otro
tubo de ensayo y evaporada bajo atmosfera de nitrogeno. El extracto seco resultante, se
trasvaso a un vial de 1,7 mL de capacidad, previamente pesado e identificado, usando
aproximadamente 1 mL de Cl:Met, 2:1 (v/v). El solvente se evaporé completamente bajo
atmosfera de nitrogeno y los viales con el extracto lipidico, se colocaron en un desecador
en oscuridad y, bajo vacio durante toda la noche, para asegurar la eliminacién de cualquier
resto de solvente. Al dia siguiente, los viales fueron pesados nuevamente para calcular el

contenido total de lipido por gravimetria:

Contenido total de lipido (mg) = Peso vial con lipido — Peso del vial vacio

Los extractos lipidicos se redisolvieron en Cl:Met 2:1 (v/v) con 0,01% de
butilhidroxitolueno (BHT, antioxidante que inhibe o retrasa la oxidacion de los lipidos,
lo que ayuda a mantener las muestras estables) una concentracion de 10 mg/mL. Los
viales se llenaron de nitrdgeno, se etiquetaron y se guardaron en congelador a -20°C. Para
calcular el porcentaje de lipidos totales (LT) de las muestras, se utilizo la siguiente
formula:

Peso lipido x 100

Lipido total (%) =
P (%) Peso de la muestra
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4.3 Determinacion del perfil de clases lipidicas

La separacion de las clases lipidicas (CL) se realiz6 mediante el método de Olsen &
Henderson (1989), por cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC, del inglés
High Performance Thin Layer Chromatography), en placas de silica gel de 10 x 10 cm X
0,15 mm (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) mediante un doble desarrollo
unidireccional. Las placas fueron previamente lavadas con dietiléter y activadas en una
estufa a 110°C durante 30 minutos, lo que permite eliminar posibles impurezas,
manteniéndose las placas en el desecador hasta su utilizacion. Con la ayuda de una jeringa
Hamilton de 10 uL se cargaron las placas con 30 ug de 6 muestras problemay un estandar
de composicion conocida (extracto lipidico de huevas de bacalao). Para la separacion de
los lipidos polares (LP), se prepar6 una solucién de isopropanol, cloroformo, metil
acetato, metanol y cloruro de potasio al 0,25% (5:5:5:2:1,8, v/v); y una vez desarrolladas
las placas hasta la mitad, se secaron bajo campana extractora durante 3 minutos,
colocandose posteriormente 10 minutos en el desecador para asegurar la eliminacion total
de los solventes. Para la separacion de los lipidos neutros (LN), se prepar6 una solucion
de hexano, éter y acido acético (20:5:0,5, v/v), dejando que se desarrollaran hasta los 0,5
cm del borde superior.

Una vez desarrollas las placas con ambas mezclas de solventes, se tifieron con una
solucidn de acetato cuprico al 3% y acido ortofosforico al 8% (solucion densitométrica)
y se colocaron en una estufa a 160°C durante unos 10-15 minutos, para asi revelar las
bandas correspondientes a las distintas CL. Finalmente, se escanearon en el CAMAG
TLC Visualizer (CAMAG, Muttenz, Suiza) mediante el software winCATS version 1.4.4
y las iméagenes se procesaron mediante el software VideoScan version 1.02, para obtener
la proporcion de cada CL de la muestra.

4.4 Determinacion del perfil de acidos grasos

Para transformar los AG en moléculas volatiles susceptibles de ser separadas,
identificadas y cuantificadas por cromatografia de gases, se realizd la transmetilacion
acida de los extractos lipidicos de las muestras. Para ello, se trasvasé una alicuota de 1
mg del lipido de las muestras a un tubo de ensayo, y se afiadié un 5% de estandar interno

(&cido nonadecanoico, 19:0). Las muestras con el 19:0 fueron evaporadas bajo atmosfera
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de nitrégeno y a continuacion, se les afiadio 1 mL de tolueno y 2 mL de &cido sulfurico
al 1% en metanol (v/v). Los tubos con las muestras, se agitaron con el vortex, se llenaron
con nitrégeno y se taparon herméticamente (pellizcando el tubo y la tapa con un trozo de
papel de filtro para evitar que salte la tapa con los gases). Los tubos se mantuvieron
durante 16-18 horas en una manta calefactora a 50°C. Con este proceso, se consigue
romper los enlaces éster entre los esqueletos hidrocarbonados y los AG, produciendo
acidos grasos libres (AGL), que posteriormente se uniran a un grupo metilo (-CHa),
obteniéndose asi los ésteres metilicos de AG (FAME del inglés, Fatty Acid Methyl
Esters). Tras el periodo de transmetilacion, las muestras fueron retiradas de la manta
calefactora y se dejaron enfriar. Posteriormente, se afiadié 2 mL de KHCOs al 2% (w/v)
y 5 mL de hexano:dietil éter (1:1, v/v) con BHT al 0,01% a cada tubo, se agit6 con el
vortex y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. La fase superior de cada tubo, se
recogid y se trasvasé a un tubo de ensayo nuevo. Para asegurar una correcta recuperacion
de todos los FAME, se afiadi6 al tubo inicial otros 5 mL de hexano:dietil éter (1:1, v/v),
pero sin BHT, se agitd y se centrifugo la mezcla de igual modo que en el paso anterior.

La “nueva” fase superior, se transfirié al mismo tubo que contenia el extracto anterior.

El solvente de las dos fases recuperadas se evapor6 completamente bajo atmésfera de
nitrdgeno y se redisolvié en 100 uL de hexano, para llevar a cabo una cromatografia en
capa fina (TLC, del inglés Thin Layer Chromatography) en placa de silica gel de 20 x 20
cm x 25 mm (Macherey-Nagel, Duren, Alemania). En cada placa se pincharon un maximo
de 4 muestras y un estandar externo (FAME de extracto lipidico de huevas de bacalao),
que nos ayudo a identificar la posicion de los FAME de las muestras problema, una vez
desarrollada la cromatografia. La solucion para desarrollar las placas estd compuesta por
hexano, éter y acido acético (90:10:1, v/v). Una vez cargadas las placas con la ayuda de
una jeringa Hamilton de 100 pL, estas se introdujeron en la cubeta, y se dejo que se
desarrollaran hasta la marca situada a 1 cm del limite superior de las mismas. Se extrajo

la placa y se dejo secar bajo la campana extractora.

Para determinar la posicion de los FAME en las placas, se pulverizo las mismas con una
solucion de iodina al 1% en cloroformo, usando como referencia la altura a la que estaban
los FAME del estandar y la posicion del BHT para localizar y recuperar los FAME de las
muestras. Una vez recuperada la silice conteniendo los FAME de cada muestra, se
introdujo la misma en un tubo y se afiadido 10 mL de hexano:dietil éter 1:1 (v/v) (2 mL
con BHT al 0,01% y 8 mL sin BHT). Los tubos se agitaron vigorosamente en el vortex y
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posteriormente se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Se trasvaso el solvente
(con cuidado de no arrastrar silice) a un nuevo tubo y se evapord su contenido bajo
atmosfera de nitrégeno. Para pasar los FAME a un vial, se us6 un 1 mL de n-hexano
haciendo tres lavados. Los viales se almacenaron a -20°C, con atmdsfera de nitrégeno,

hasta su posterior determinacion por cromatografia de gases.

La cromatografia de gases se llevo a cabo en un cromatografo de gases (TRACE-GC,
Thermo Scientific, Milan, Italia) con inyeccién en columna y detector de ionizacion de
Ilama FID (Flame lonization Detector) que separa los AG en funcion de su polaridad
segun la metodologia descrita en Galindo et al. (2022). La identificacion de cada AG se
realiz6 con ayuda de una mezcla de estandares comerciales de composicion en AG y
tiempos de retencion conocidos (Mix C4-C24 and PUFA No. 3 from menhaden oil

(Supelco Inc., Bellefonte, Pennsylvania, USA)).

4.5 Analisis estadistico

Previamente al andlisis estadistico, se confirmo la normalidad y homocedasticidad de los
datos mediante el test de Shapiro-Wilk y el test de Levenne, respectivamente. En caso de
no cumplirse alguno de estos supuestos, los datos fueron transformados mediante el
arcoseno de la raiz cuadrada. Una vez confirmadas ambas condiciones, se realizd un
ANOVA de un factor, para comprobar si existia diferencias significativas entre las medias
y, en caso de existir diferencias, se aplico el test post-hoc de Tukey para las

comparaciones multiples entre tratamientos.

Si tras realizar las transformaciones seguia sin cumplirse el supuesto de
homocedasticidad, se aplico el estadistico de Welch y de Brown y Forsythe, seguido del
test post-hoc T3 de Dunnet en caso de detectarse diferencias. En caso de no haber
normalidad, o no darse ninguno de los dos supuestos, se analiz6 la varianza mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (k>2). La significacion estadistica empleada fue
p<0,05. El analisis estadistico fue llevado a cabo empleando el software IMB® SPSS

Statistics version 25.0 para Windows.
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5. Resultados y discusion

5.1 Contenido lipidico y composicion en clases lipidicas

En todas las muestras analizadas se observo una proporcion mucho mas elevada de lipidos
neutros (LN) que de lipidos polares (PL), llegando a superar el 90% del LT en el pan de
abeja (Tabla 4), y alcanzando un minimo del 77% del LT en las larvas (Tabla 5). Los
lipidos polares (LP) oscilaron entre un 9-10% en el polen y pan de abeja, alcanzando el
18-23% del LT en las larvas (Tablas 3, 4 y 5). Las elevadas proporciones de lipidos
neutros en el polen y pan de abeja, especialmente ésteres de esterol, &cidos grasos libres
y triacilglicéridos evidencian la importancia de estos compuestos como fuente energética
para las abejas. Por el contrario, y al igual que ocurre en otras especies animales, los
porcentajes de fosfolipidos en las larvas, confirma su relevancia estructural,
especialmente durante las primeras etapas de desarrollo (Rodriguez, 1994). En base a los
resultados obtenidos, destacan dentro de esta funcion como componentes de membranas
celulares de las larvas de abeja, la fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE),
que representaron entre el 50 y el 60% del total de los LP.

Tabla 3. Contenido lipidico (% en peso fresco) y composicidn de clases lipidicas (% del lipido total) del
polen recolectado por las abejas de las colmenas de los diferentes tratamientos.

Control APICOMIN APIPASTA PLUS
complet

Lipido total (% en peso fresco) 55415 5.6+0,7° 82+17b
Lisofosfatidilcolina 0,3+0,2 0,4+0,2 0,4+0,2
Esfingomielina 0,2+0,1 0,3+0,3 0,1+0,0
Fosfatidilcolina 38+22 36+138 3,0+0,6
Fosfatidilserina 05+0,1 0,6 +0,3 0,5+0,3
Fosfatidilinositol 0,6 +0,2 0,7%+0,2 0,6+0,1
Fosfatidilglicerol 1,9+0,5 15+0,7 1,2+04
Fosfatidiletanolamina 26+0,9 30+1,0 2,4+0,6
Lipido polar desconocido 1,7+05 2,3+0,9 1,1+04
Y Lipido polar 116 +3.2 123+38 93+22
Monoacilglicéridos 73+27 6,2+1,1 6,6+1,0
Diacilglicéridos 25+0,8 22+0,6 47+29
Colesterol 74 +3,7 85+25 105+1,0
Acidos grasos libres 22,8+58 20,5+ 3,0 26,7 + 4,4
Triglicéridos 105+1,8 13,8+24 105+2,7
Esteres de esterol 353+2,2 342+7,0 30,3+4,6
Lipido neutro desconocido 26+1,3 22+12 15+12
> Lipido neutro 88,4+ 3,2 87,7+3,8 90,722

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=4). No se han encontrado diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Tabla 4. Contenido lipidico (% en peso fresco) y composicion de clases lipidicas (% del lipido total) del
pan de abeja colectado de las colmenas de los diferentes tratamientos.

Control APICOMIN complet ~ APIPASTA PLUS

Lipido total (% en peso fresco) 43+1,62 53+1,1% 6,7 +0,8°
Lisofosfatidilcolina 0,4+0,3 0,5+0,5 0,2+0,1
Esfingomielina 0,2+0,1 0,2+0,2 0,2+0,2
Fosfatidilcolina 48+19 29+15 29+0,6
Fosfatidilserina 05+0,2 0,4+0,1 0,4+0,2
Fosfatidilinositol 1,0+0,6 09+04 0,5+0,2
Fosfatidilglicerol 15+0,7 1,6+0,8 1,0+04
Fosfatidiletanolamina 3,1+0,8 24+11 1,8+0,2
Lipido polar desconocido 1,8+0,5 2,2+0,8 20+0,6
Y Lipido polar 132+4,4 109+45 89+12
Monoacilglicéridos 77+172 6,5+0,8 6,1+1,1
Diacilglicéridos 40+0,8 38+£13 45+19
Colesterol 9,0+28 8,7+24 95+1,1
Acidos grasos libres 19,6 £3,7 245+ 37 241+272
Triglicéridos 12,0 +1,6® 14,3 +1,0° 11,3+1,52
Esteres de esterol 31,6+4,0 30,0+£7,2 35,1+3,3
Lipido neutro desconocido 30+25 1,2+0,8 0,6+0,1
> Lipido neutro 86,8 +4,4 89,1+45 91,1+1,2

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=4). Letras diferentes en una misma fila
representan diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

Tabla 5. Contenido lipidico (% en peso fresco) y composicién de clases lipidicas (% lipido total) de larvas
de Apis mellifera de mas de tres dias de desarrollo, alimentadas con diferentes dietas.

Control APICOMIN complet APIPASTA PLUS

Lipido total (% en peso fresco) 36+05 42+0,1 3,7+£0,3
Lisofosfatidilcolina 0,5+0,1? 1,3+0,5° 0,3+0,22
Esfingomielina 1,9+0,8 24+09 15+04
Fosfatidilcolina 78+41 6,9+25 73+17
Fosfatidilserina 0,9+0,5 09+04 1,1+0,5
Fosfatidilinositol 3,7+0,6° 3,3+0,3® 2,5+0,6°
Fosfatidilglicerol 1,6 +0,3° 1,5+0,2° 0,9 £0,28
Fosfatidiletanolamina 54+15 5,2+0,7 40+0,7
Lipido polar desconocido 09+0,3 1,0+£10 04+0,1
> Lipido polar 223+7,6 22640 18,0+ 3,3
Monoacilglicéridos 55+0,9 4,4+0,3 49+0,3
Diacilglicéridos 22104 1,9+0,2 28+1,1
Colesterol 12,8+ 3,8 93+1,1 115+3,4
Acidos grasos libres 125+1,7 11,1£25 15,6 £3,3
Triglicéridos 20,5+5,2 27,8+48 22,7+5,8
Esteres de esterol 225+45 20,3+2,0 23,9+5,7
Lipido neutro desconocido 29+21 25+15 09+00
> Lipido neutro 171,776 774+£40 82,0+3,3

Los valores se expresan como media + desviacién estandar (n=4). Letras diferentes en una misma fila
representan diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Las larvas de A. mellifera, presentaron un elevado contenido en lipido neutros (LN),
dentro de los cuales destacaron los valores de triglicéridos (TAG) y los ésteres de esterol
(SE), con un porcentaje que ronda el 20-27% y el 20-24% del LT, respectivamente, en
los diferentes tratamientos. Los TAG son actGan como reserva energética y sirven como
depdsito de AGE y no esenciales. Ademas, pueden ser usados como precursores para la
biosintesis de fosfolipidos (Coleman y Lee, 2004), ya que las reservas de TAG, bajo
ciertas circunstancias, pueden ser parcialmente hidrolizadas para formar diacil- y
monoacilgliceroles (DAG y MAG, respectivamente), que actian como precursores de los
principales fosfolipidos (fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) vy

fosfatidilserina (PS)), especialmente en fases elevadas de formacién de nuevos tejidos.

Los niveles de TAG aportados por las dietas comerciales, representan el 50% del LT en
el caso de APICOMIN complet y el 14% en APIPASTA PLUS (Tabla 1). Sin embargo,
tanto el polen recogido como el pan de abeja recolectado, presentan mayor contenido
lipidico en las colmenas de las abejas que fueron suplementadas con APIPASTA PLUS
(p<0,05; Tablas 3y 4). Asimismo, se aprecia un valor de TAG ligeramente superior en el
polen recogido por las abejas de la colmena suplementada con APICOMIN complet, que
se refleja igualmente en el contenido en TAG del pan de abeja formulado por la mismas.
Sin embargo, dichas diferencias de aporte, no se ven reflejadas de manera evidente en el
perfil lipidico de las larvas, no existiendo variaciones significativas entre tratamientos,
aunque si una ligera tendencia a una mayor acumulacion de TAG en las larvas del
tratamiento APICOMIN complet, que parece estar mas relacionada con los valores
encontrados en el polen y en el pan de abeja, que en el suplemento alimenticio en si. La
posible relacién entre alguna deficiencia lipidica de los suplementos ensayados y las
variaciones compensatorias en el polen recogido por las abejas, es un campo interesante

de investigacion que necesita de experimentaciones adicionales a la del presente trabajo.

Entre las CL més importantes para las abejas estan los esteroles, donde se incluirian tanto
los esteres de esterol (SE), como pigmentos carotenoides y ceras (Muniategui et al.,
1991), que no pueden ser sintetizados por las abejas y, por lo tanto, deben ser obtenidos
a través de la dieta. Los esteroles son imprescindibles para numerosos procesos
fisiolégicos como el proceso de muda para la formacion de la pupa, el desarrollo ovarico
o la diferenciacion de las castas (Vanderplanck et al., 2020). Aunque la mayoria de los

insectos utilizan colesterol como precursor en la sintesis de hormonas relacionadas con la

21



ecdisis, en las abejas este proceso se vuelve mas complejo ya que el polen tiene
principalmente fitoesteroles, siendo mas bien raro el colesterol en su composicion
(Vanderplanck et al., 2020). La makisterona es la hormona de la muda en abejas,
sintetizada a partir de estos fitoesteroles (sitosterol o campesterol concretamente) (Jing et
al., 2020). El polen analizado en el presente trabajo presenta un elevado contenido en SE
(30-35% del LT), valores que se reflejan igualmente en el pan de abeja. Por el contrario,
los valores de colesterol (CHO) Gnicamente representaron entre 7-10% del LT en ambos
(Tablas 3y 4). En los alimentos comerciales, el contenido en CHO es similar al observado
en el polen y pan de abeja, aunque mostraron un reducido valor de SE de entre el 8 y el
13% del LT. Esto podria indicar una importante insuficiencia nutricional de las dietas
comerciales, de cara a la correcta nutricion lipidica de la colmena. Las abejas presentan
capacidades fisioldgicas y de adaptacion de comportamiento para hacer frente a
determinados desequilibrios nutricionales, buscando polenes de multiples familias
boténicas y haciendo mezclas de estos, de cara a buscar y mantener un equilibrio
nutricional 6ptimo (Vanderplanck et al., 2020). Ademas, las abejas nodrizas que estan a
cargo de la nutricion de las larvas, como hemos mencionado anteriormente, consumen el
pan de abeja para completar el desarrollo de sus glandulas secretoras, pero no se alimentan
fuera de la coloniay, por lo tanto, no pueden forrajear polenes especificos para ajustar las
deficiencias de nutrientes (Vanderplanck et al., 2020). Por lo que, a partir de sus
secreciones orales podrian modificar el polen almacenado, ademas de que se sabe que
transfieren selectivamente esteroles de sus reservas enddgenas al alimento de las larvas
secretado por sus glandulas hipofaringeas y madibulares y/o el estomago de miel (buche)
(Vanderplanck et al., 2020). Las abejas nodrizas poseen comportamientos de
optimizacion centrados en la alimentacion de las larvas (Vanderplanck et al., 2020), por
lo que, a pesar de que los suplementos alimenticios ensayados no fueran nutricionalmente

Optimos, las abejas pueden buscar la manera de solventar dicha carencia.

5.2 Perfil de &cidos grasos

Las larvas de A. mellifera de las diferentes colmenas presentan un perfil similar de AG,
destacando en todas ellas su alto contenido de &cido oleico (18:1n-9; 42-44% del total de
AG) y acido palmitico (16:0; 38-39% del total de AG) (Tabla 6). Sin embargo, las dietas
comerciales muestran un reducido contenido de 18:1n-9 en APIPASTA PLUS (6,5% del
total de AG) y un reducido contenido de 16:0 en APICOMIN complet (17% en LT).
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Tabla 6. Perfil de acidos grasos (% lipido total) de las larvas de Apis mellifera de mas de tres dias de
desarrollo, alimentadas con diferentes dietas.

Control APICOMIN complet APIPASTA PLUS
12:0 0,25 +0,01% 0,25 £ 0,06* 0,36 +0,04°
14:0 2,37 £0,06% 2,34 0,10 2,563+0,12°
16:0 39,24 +1,40 39,82+ 0,34 38,42 +1,48
18:0 9,73+1,03 9,94 £ 0,69 9,64 £ 0,77
20:0 0,37+0,05 0,35+0,03 0,38 £ 0,02
22:0 0,19+0,01 0,16 £ 0,03 0,17 £ 0,02
24:0 0,22 +£0,02° 0,14 £0,11% 0,09 £ 0,012
X SFA 52,42 +1,83 53,15+ 0,72 51,66 + 1,77
16:1n-9 0,22 +0,04 0,26 £ 0,02 0,25+ 0,02
16:1n-7 0,71 +0,03% 0,70 £ 0,06* 1,01 £0,12°
18:1n-9 43,12 +£1,96 41,93 £1,05 43,78 £1,53
18:1n-7 1,11+0,31 1,01 +0,31 1,16 + 0,06
20:1n-9 0,11+0,01 0,13+0,01 0,13+0,01
X MUFA 45,45 + 2,30 44,19 £1,25 46,49 1,70
18:2n-6 0,86 + 0,30 1,04 +0,13 0,81+0,08
18:3n-3 1,11+0/41 1,61+1,10 0,94 £0,22
X PUFA 2,10+0,72 2,65+1,03 1,80 + 0,30
n-3/n-6 1,39+0,28 1,64 £1,33 1,16 £ 0,22

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=4). Letras diferentes en una misma fila
representan diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05). SFA: &cidos grasos saturados, MUFA:
acidos grasos monoinsaturado, PUFA: &cidos grasos polinsaturados. Los sumatorios incluyen otros acidos
grasos menores no presentados en la tabla.

Estos datos parecen indicar la alta importancia de ambos AG para las larvas durante sus
primeras etapas de vida, pudiendo ser bioacumulados o sintetizados de novo, ya que su
contenido en las dietas (pan de abeja y dieta comercial) es inferior al observado en las
abejas. Estos resultados concuerdan con los publicados previamente por Manning (2001),
donde el 16:0 y el 18:1n-9 representaban un 40% de las grasas corporales de las larvas,
un 60% en las abejas obreras adultas y en un 50% en las pupas de abejas reinas. Su
relevancia podria estar relacionada con su papel como fuente energética o bien como
precursores de otros acidos grasos de mayor nimero de insaturaciones necesarios para el

correcto desarrollo de las larvas.
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Se observaron diferencias significativas en el contenido larvario de acidos grasos como
12:0, el 14:0 y el 16:1n-7, que fueron méas abundantes en las larvas de las colmenas
alimentadas con APIPASTA PLUS (p<0,05). Estos contenidos parecen tener relacion con
el contenido de este AG en los alimentos comerciales, ya que la dieta APIPASTA PLUS,
presenta un aporte mas elevado de todos ellos (Tabla 2). Asimismo, el acido lignocérico
(24:0) también presenta diferencias significativas entre los tratamientos en las muestras
de larvas y pan de abeja. No obstante, hay que destacar su reducido porcentajes en las
larvas, donde no llegan al 0,5%, a pesar de recibir un aporte importante de este AG por

medio del polen y pan de abeja (Tablas 7 y 8).

Tabla 7. Perfil de &cidos grasos (% lipido total) del pan de abeja colectado de las colmenas de los diferentes
tratamientos

Control APICOMIN complet APIPASTA PLUS
12:0 2,40 £0,57% 1,82 +0,41° 3,23+0,31°
14:0 0,69 + 0,32 0,74 £0,52 0,63 +0,17
16:0 29,68 + 4,16° 25,11 +1,35° 21,53 +1,66%
18:0 6,05 + 2,36 3,28 £0,30 2,96 + 0,60
20:0 1,44 + 0,22 1,56 + 0,16 2,17 +0,86
22:0 2,03+0,67 1,83+0,29 1,65 +0,39
24:0 2,17 £0,72° 1,66 + 0,24% 1,19 +0,35*
X SFA 44,63 + 5,77 36,71+ 2,05 33,70 + 2,48
16:1n-9 0,46 £ 0,012 0,50 £ 0,07% 0,66 +0,16°
16:1n-7 1,39 £ 0,26° 0,27 +0,03? 0,22 +£0,03%
18:1n-9 16,90 £ 6,18 11,50 + 2,49 8,99 £1,99
18:1n-7 1,78 £0,48° 0,92 + 0,222 0,63 £ 0,06%
20:1n-9 0,45+ 0,46 0,4 + 0,05 0,30 £ 0,09
24:1n-9 0,66 + 0,44 0,41 £ 0,07 0,42 + 0,08
X MUFA 22,54 +5,78° 13,99 + 2,522 11,12 +£1,99%
18:2n-6 19,70 £ 4,21 21,37 +5,87 20,43 +3,11
18:3n-3 12,81 +£1,79° 27,51 + 2,45° 33,54 +1,81°
X PUFA 32,52 + 2,728 48,98 + 4,60° 54,22 +2,11°
n-3/n-6 0,69 +0,26* 1,41 £ 0,65% 1,67 +0,36"

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=4). Letras diferentes en una misma fila

representan diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05). SFA: acidos grasos saturados, MUFA:

acidos grasos monoinsaturado, PUFA: acidos grasos polinsaturados. Los sumatorios incluyen acidos grasos

no presentados en la tabla.
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Tabla 8. Perfil de acidos grasos (% lipido total) del polen recolectado por las abejas de las colmenas de los

diferentes tratamientos.

Control APICOMIN complet APIPASTA PLUS
12:0 508+2,71 3,16 £2,00 6,35+ 2,69
14:0 0,73+0,43 1,58 £ 0,49 1,14 £ 0,62
16:0 20,79+ 1,63 26,77 +1,16° 25,66 * 2,85°
18:0 3,08 +2,07 4,50 + 1,47 4,24 +0,42
20:0 2,56 £ 0,37 2,24 £ 0,40 3,06 £1,02
22:0 2,09+0,25 2,32 +£0,40 2,26 +0,43
24:0 1,56 £ 0,27 1,89 +0,39 2,10+ 0,56
Y SFA 37,62 £ 4,032 43,32 + 1,942 45,86 + 4,52°
16:1n-9 0,79+0,18 0,67 +0,14 0,94 £ 0,33
18:1n-9 16,76 + 6,08 16,74 + 3,38 12,84 £5,73
18:1n-7 0,94 +0,14 1,19+0,10 1,10+0,24
20:1n-9 0,97 £ 0,60 0,79+£0,15 0,88 £0,33
Y MUFA 21,37+£8,14 20,61+ 3,78 17,47 + 6,59
18:2n-6 16,81 + 3,52 11,47 + 3,99 13,59 + 3,26
18:3n-3 22,35+ 4,08 23,64 +7,12 22,32 + 4,39
Y PUFA 39,80 + 6,44 35,73+ 5,24 36,28 £ 6,18
n-3/n-6 1,33+0,16 2,21+1,10 1,65+0,34

Los valores se expresan como media + desviacion estdndar (n=4). Letras diferentes en una misma fila
representan diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05). SFA: &cidos grasos saturados, MUFA.:
acidos grasos monoinsaturado, PUFA: &cidos grasos polinsaturados. Los sumatorios incluyen acidos grasos
no presentados en la tabla.

Se ha visto que existe una gran importancia en la nutricion diferencial que hacen las abejas
nodrizas durante las primeras etapas larvales, que determina el desarrollo de los fenotipos
de reina y obrera (Wu et al., 2017). Al parecer, estas obreras producen en sus glandulas
mandibulares una mezcla de compuestos que estan estructuralmente relacionados con los
AG de 10 carbonos (no determinados en este estudio) y que se relacionan con la inhibicion
del crecimiento de bacterias y la germinacion de los granos de polen, ademas de
agregarlos al alimento de las crias y al polen como conservante (Plettner et al., 1998).

Por otro lado, se ha evidenciado que el polen es la principal fuente de lipidos de las abejas,
importantes para la sintesis de grasas de reserva y glucdgeno, ademas de las estructuras
celulares como se ha comentado con anterioridad. Los perfiles de AG del polen de
diferentes plantas son basicamente consistentes, destacando la presencia de 16:0, 18:0,
18:1n-9, 18:2n-6 y 18:3n-3 (Wang et al., 2021). Hecho que se puede evidenciar en las
Tablas 7 y 8 del presente trabajo, donde estos AG suponen una media del 85% del total
de AG. Sorprendentemente, estos AG suponen un 94% y 85% del total de AG de los

25



alimentos comerciales APICOMIN complet y APIPASTA PLUS, respectivamente,
aunque sus proporciones relativas en ellos son muy diferntes. Se sabe que una cantidad
elevada de SFA (concretamente 16:0 > 37% del total de AG) y MUFA (18:1n-o > 44%
del total de AG) causa una especie de sindrome metabdlico en las abejas, donde se incluye
un aumento del peso corporal y el cambio en la homeostasis de la glucosa (Wans et al.,
2021). Por otro lado, una elevada cantidad de PUFA, con 18:2n- o > 50% total de AG,
da lugar a un bloqueo en el aumento del peso corporal y de los niveles de glucosa y
trehalosa en la hemolinfa. En este sentido, es importante destacar el reducido porcentaje
de PUFA en las larvas analizadas (< 3% de su contenido lipidico), a pesar los altos valores
encontrados en el polen y en el pan de abeja, lo que sugiere la posible beta-oxidacion de
estos AG para produccién de energia. Los presentes resultados de composicion de AG,
aportan nuevamente evidencias de que las abejas modulan su forrajeo en funcion de sus
carencias nutricionales.

Asimismo, podemos apreciar (Tabla 7) como hay diferencias significativas de 18:3n-3 en
el pan de abeja de los distintos tratamientos. A pesar de no haber diferencias significativas
de 18:2n-6 entre los tratamientos, si que las podemos ver en el sumatorio de PUFA y en
el ratio de omega-3/omega-6, existiendo diferencias claras entre el control y los dos
tratamientos, lo que evidencia una vez mas que las abejas modulan su ingesta, prefiriendo
dietas que compensen estas deficiencias. De hecho, las colonias alimentadas con polenes
naturales deficientes en ALA o LA exhiben tasas més altas de baile de meneo hacia los
polenes que nivelen esa deficiencia (Zurchin et al., 2017). Una vez mas los presentes
resultados indican que los alimentos comerciales testados, no estan formulado de manera
adecuada para aportar los requerimientos lipidicos necesarios en épocas de escasez de
polen.

En base a todo lo anterior, se podria pensar que los alimentos comerciales utilizados en
nuestro trabajo no parecen satisfacer las necesidades nutricionales de las abejas y podrian

estar favoreciendo la aparicion de abejas “obesas”.

26



6. Conclusiones

1. La comparacion del contenido lipidico de los alimentos comerciales con el del
polen y el pan de abeja, sugiere que su proporcion en los piensos comerciales
influye en la tendencia de las abejas a buscar polenes mas grasos, confirmandose
que son capaces de modular su forrajeo en base a las carencias nutricionales
detectadas.

2. El perfil de &cidos grasos y clases lipidicas de las muestras procedentes de las
colmenas, confirman que los dos alimentos comerciales testeados parecen no ser
nutricionalmente adecuados para sustituir el contenido lipidico del polen.

3. Para poder determinar el potencial efecto de los piensos comerciales utilizados en
la evolucion de las colmenas, seria necesario ampliar nuestro estudio en el tiempo
y centrarnos en muestrear en épocas del afio donde un aporte de estos piensos sea
imprescindible para la supervivencia de la colmena.

4. Este trabajo ha aportado datos valiosos que podrian servir como punto de partida
para estudiar mas en profundidad la importancia de los perfiles lipidicos en la
nutricion y composicion corporal de Apis mellifera.

6. Conclusions

1. The comparison of the lipid content of comercial foods with that of pollen and bee bread
suggests that the proportion of lipids in comercial feeds influences bees’ tendency to seek
out higher-fat pollens, confirming their ability to modulate foraging based on detected
nutritional deficiencies.

2. The fatty acid profile and lipid classes of the samples obtained from the beehives confirm
that the two tested comercial foods do not appear to be nutritionally suitable for replacing
the lipid content of pollen.

3. In order to determine the potencial impact of the comercial feeds used on the evolution
of the beehives, it would be necessary to extend our study over time and focus on
sampling during seasons when the provision of these feeds is essential for the survival of
the beehive.

4. This study has provided valuable data that could serve as a starting point for further
investigating the importance of lipid profiles in the nutrition and body composition oof

Apis mellifera.
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