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Evaluacion del efecto de condiciones ambientales controladas y diferentes
métodos de estimulacion sobre la fundacion y el desarrollo de colonias en
cautiverio de Bombus ephippiatus (Hymenoptera, Apidae).

1 Introduccion
Estrategias de desarrollo y reproduccion de Bombus ephippiatus

El comercio a nivel mundial de colonias de abejorros para la polinizacion de cultivos ha suscitado una
preocupacion especial por el gran potencial documentado de invasion de abejorros introducidos y su
impacto en poblaciones de especies nativas. Estas introducciones representan principalmente dos tipos
riesgos: La competencia por los recursos naturales (incluyendo lugares de anidacion) y la transmision
de enfermedades y patogenos. Un tercer tipo menos explorado es el riesgo de la interferencia
reproductiva debido a la copulacion entre especies introducidas y especies nativas (Kanbe et al. 2008).

Hay evidencia contundente que muchas especies de abejorros se encuentran en declive, en gran parte
debido a la introduccion de parasitos y enfermedades de abejorros no nativos por la industria de la
polinizacion (Cankaya y Kaftanoglu , 2006; Plischuk y Lange, 2009; Williams y Osborne 2009;
Cameron et al. 2011; Plischuk et. al.; Arbetman et al. 2012; Szabo et al. 2012; Morales et. al., 2013;
Williams et. al., 2014; Manley et al. 2015). Esta pérdida de abejorros nativos que ocurre a nivel global
pone de manifiesto la importancia de los abejorros nativos como una alternativa viable para la
seguridad alimentaria y la conservacion de la biodiversidad (Cameron et al. 2011). En México el
amplio uso de Bombus impatiens para la polinizacion de tomate amenaza las poblaciones nativas
(Velthuis, 2006). Una de las soluciones a este problema radica en mejorar las técnicas de reproduccion
y manejo de especies mexicanas. Una especie con un gran potencial para reproducirse en cautiverio es
B. ephippiatus ya que ademas de ser una especie mexicana, tiene colonias grandes, duraderas y es
criada a nivel local por bombicultores de México. Conocer mas sobre aspectos relacionados a los
primeros estadios de cria como la estimulacion de fundacion de nido y el desarrollo de la colonias
reducird los costos de produccion y promovera el uso sostenible de una especie mexicana con gran
potencial como polinizador de cultivos, evitando asi, los riesgos de utilizar abejorros no nativos.

A partir del contexto anterior se presenta una sintesis del conocimiento de abejorros en general. En esta
sintesis abordaremos temas como la biologia, las experiencias en la cria y el manejo de Bombus sp. en
el mundo. Posteriormente nos enfocaremos en el uso de abejorros nativos como polinizadores de
cultivos y el potencial de la especie mexicana Bombus ephippiatus. Finalmente trataremos los riesgos
potenciales de utilizar abejorros no nativos en la polinizacion de cultivos.



2 Antecedentes
2. 1 Biologia de los abejorros
Qué es un abejorro

La familia Apidae comprende tres grupos principales de abejas eusociales: las abejas meliferas (Tribu:
Apini), las abejas sin aguijon (Meliponini) y los abejorros (Bombini). Los tres grupos tienen en comun
una organizacion social similar, la presencia de corbiculas (estructuras localizadas en la tibia de la pata
posterior de algunas abejas) y el habito de pecorear polen y néctar. Los abejorros se distinguen de los
grupos Apini y Meliponini por tener ciclos de vida anuales y una organizacion social mas simple,
descritos en la literatura como organismos eusociales primitivos (Goulson, 2010).

De las 20, 000 especies de abejas en el mundo 250 pertenecen al género Bombus. Los abejorros son
relativamente mas grandes que la mayoria de las especies de abejas, tienen coloraciones aposematicas y
estan cubiertos de un denso pelaje compuesto de sedas ramificadas. La combinacioén de tamafio y pelaje
aislante les concede la capacidad de la endotermia, caracteristica que ha promovido la adaptacion y
radiacion del grupo en condiciones templadas. Consecuentemente los abejorros son frecuentes en zonas
templadas, alpinas y articas (Goulson,2010).

Ciclo de vida de abejorros

Los abejorros son insectos eusociales. Esto significa que individuos relacionados genéticamente
cooperan para recolectar el alimento, cuidar a las crias y defender el nido. Las reinas, las obreras y los
machos tienen diferentes funciones dentro de la colonia, tanto que incluso en la casta obrera hay
diferenciacion de trabajos ( Michener y Laberge, 1954; Williams et. al., 2014).

Puede decirse que el ciclo de vida de los abejorros inicia en primavera, cuando las reinas ya fecundadas
emergen de haber invernado durante los meses més frios. Ellas buscan fundar una colonia y para esto
deben encontrar un sitio adecuado para anidar. Las reinas vuelan cerca del suelo para aterrizar
frecuentemente e investigar hoyos en el suelo. Ellas no excavan sus nidos sino que dependen de
madrigueras abandonadas o estructuras huecas, ya que requieren de un suministro de musgo, plumas,
pasto seco o cualquier otro material aislante sobre el cual construir su nido (Goulson, 2010). Muchas
especies eligen sustratos especificos para el anidamiento (Williams et. al., 2014).

Una vez localizado el sitio adecuado, la reina construye una copa de cera para el suministro y
almacenamiento de néctar. Es asi que deposita su primer grupo de huevos en una masa de polen
humedecida con néctar sobre un monticulo de cera conocido como monticulo de cria. Generalmente la
reina pone de 8 a 16 huevos en su primer puesta. La bola de polen es posteriormente cubierta con una
capa externa de cera (secretada de la parte abdominal ventral de la reina) mezclada con polen. La reina
incuba a sus crias sentandose encima del monticulo de cria. manteniendo un contacto directo con su
superficie ventral. Las reinas generan altas cantidades de calor durante este periodo, manteniendo una
temperatura interna de 37-39 C, calor que permite mantener la temperatura de sus crias en 30-32 C
(Heinrich 1972).



Al nacer, las larvas se alimentaran de esta masa de polen. Esta etapa es altamente vulnerable para la
colonia, ya que la escasez de alimento o los cambios drésticos en el clima pueden acabar con la misma
(Williams et. al., 2014).La temperatura del nido es regulada; el calor puede ser generado por las obreras
si es necesario y mantienen a la cria caliente al presionar su cuerpos contra sus celdas. También pueden
ventilar el nido para enfriarlo, aleteando de manera continua en la entrada del mismo (Goulson, 2010).

Las larvas tienen cuatro estadios de desarrollo (instars) y después de aproximadamente 10-14 dias de
vida, las larvas tejen alrededor de si mismas una crisalida (pupa) de seda para pupar. Esta seda proviene
de glandulas salivales modificadas conocidas como glandulas labiales y es secretada a través de la boca
(Sutherland et. al., 2006). La etapa de pupa dura aproximadamente dos semanas, haciendo un total de
4-5 semanas de desarrollo completo, tiempo que dependera de la temperatura y el suministro de comida
(Alford 1975). Los abejorros adultos que emergen son hembras que generalmente no podran huevos
propios. Ellas se dedicardn a la recoleccion del alimento, el cuidado de las crias de la reina, la
regulacion de la temperatura dentro del nido y la defensa del mismo. Por otra parte la reina se quedara
en la colonia para ovopositar e incubar a la progenie (Goulson, 2010; Williams et. al., 2014).

La abundancia en recursos florales y el éxito en el cuidado y desarrollo de la cria promueve el rapido
crecimiento de la colonia. El crecimiento sigue hasta que inicia la produccion machos y reinas virgenes.
Atln no bien entendido, se piensa que este cambio esta relacionado a la edad de la reina y el tamafio de
la colonia. Como en otros himendpteros, el sexo estad determinado por un sistema conocido como
haplodiploidia, donde los huevos fertilizados (que son diploides, con material genético de ambos
padres) se desarrollan como hembras y los huevos no fertilizados (haploides, con material genético
Unicamente materno) se desarrollan como machos. De esta manera la reina produce machos
depositando huevos no fertilizados con el esperma que ella almacena en su cuerpo desde su primer
apareamiento. Aln no se entiende como es que algunos huevos fertilizados se desarrollan en reinas
virgenes y no en obreras estériles. Probablemente se relaciona a la dieta larvaria y a la exposicion a
feromonas de la reina (Williams et. al., 2014).

Los machos adultos no cooperan con la colonia (salvo raras excepciones), ellos dejan el nido poco
después de emerger para alimentarse de los recursos florales y buscar alguna reina virgen con quien
aparearse. Por otro lado, las reinas virgenes adultas dejan los nidos para alimentarse durante el dia y
regresar en la noche. Se alimentan de grandes cantidades de polen y néctar, con la finalidad de
almacenar reservas para sobrevivir a la hibernacion. Normalmente las reinas se aparean solo una vez y
posteriormente buscan un lugar adecuado de hibernaciéon donde entraran en un estado de torpor
(Michener 1974; Goulson 2010; Williams et. al., 2014). Finalmente la poblacion de la colonia de origen
decae, y la reina vieja muere antes del invierno, finalizando asi el ciclo de la colonia (Michener 1974,
Goulson 2003, Heinrich 2004).

El ciclo de vida antes descrito est4 basado en las especies de climas templados. Pese a que es abundante
la informacidn sobre este tipo de abejorros, poco se ha publicado acerca de la biologia de las especies
tropicales. Algunos estudios precedentes en los ecosistemas tropicales demuestran que las colonias de
abejorros pertenecientes a estos ecosistemas son colonias grandes de hasta 500 obreras (De Oliveira et.
al., 2015). Sin embargo el record a la colonia silvestre mas grande de abejorros pertenece a un nido en
México de la especie tropical Bombus medius el cual presentaba mas de 2000 individuos, con una sola
reina y alrededor de 800 obreras adultas (Michener y Laberge, 1954). El nimero de individuos por
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colonia en algunas especies tropicales es significativamente mas grande que aquellas de especies de
clima templado.

2.1.2 Bombus ephippiatus

El género Bombus se divide en dos grupos segun la alimentacion de sus larvas: “hacedores de
bolsillos” y “almacenadores de polen”. Las especies del primer grupo construyen pequefios
receptaculos junto a las larvas donde depositan néctar y polen como alimento para las mismas (Alford,
1975). Por otro lado, las especies del grupo almacenadores de polen no hacen receptaculos si no que
las obreras regurgitan directamente el polen y el néctar sobre las larvas (Alford, 1975).

Actualmente se sabe que la cria de abejorros del grupo de “almacenadores de polen” en condiciones
controladas de las especies pertenecientes a este grupo es mas simple y menos demandante que aquella
del grupo conocido como “hacedores de bolsillo” (Plath 1923, Ptacek y Drobna 2006, Velthuis y van
Doorne, 2006).

El abejorro mexicano B. ephippiatus pertenece al grupo de los almacenadores de polen (Chavarria-
Villasefior, G., 1996) y se caracteriza por ser una especie neotropical de montafia cuya distribucion
geografica va desde México hasta Panaméd (La bougle 1990; Chavarria-Villasenor 1996). Su
distribucioén altitudinal va de 800 a 3400 msnm (Chavarria-Villasenor, G., 1996). Este habito (especie
neotropical) contrasta con los ciclos de vida de especies templadas por presentar colonias cuyo ciclo de
vida no se limita a ser anual. Como consecuencia las colonias de B. ephippiatus pueden durar dos afios,
ser activas todo el afio (Chavarria-Villasefor, G., 1996) y alcanzar un tamafio poblacional de hasta 800
obreras (Laverty, T. M y R. C. Plowright, 1985). Otra diferencia es que las reinas nuevas no requieren
hibernar a diferencia de las especies de climas templados. Las reinas de B. ephippiatus copulan e
inician una colonia directamente (Laverty, T. M y R. C. Plowright, 1985).

Estatus taxonomico de B. ephippiatus
Complejo ephippiatus-wilmattae

La especie B. ephippiatus abarca un amplio rango geografico que va desde México hasta Panama,
asimismo presenta una gran diversidad de patrones de coloracion dependiendo su situacion geografica
(La bougle 1990; Chavarria-Villasefior 1996). Normalmente la especie presenta una coloracion rayada
alternando amarillo y negro con pelos rojizos en los terguitos 3 y 5 del abdomen (La bougle 1990;
Chavarria-Villasenor 1996).

En Chiapas B. ephippiatus presenta un genotipo caracterizado por una tinica banda amarilla de pelo a lo
largo del pronotum. Este fenotipo se encuentra Unicamente en el sur de México y el Norte de
Guatemala y actualmente se clasifica como una especie diferente conocida como B. wilmattae.
(Duennes et. al., 2012).
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En el 2012 Michelle Duennes propone el complejo ephippiatus-wilmattae como 4 especies cercanas
cuya gran diversidad genética y diferenciacion por grandes barreras geograficas los convierte en 4
linajes diferentes. Uno en el norte de México separado por el istmo de tehuantepec, otro en Costa Rica
separado por la depresion de Nicaragua, y dos linajes divergentes simpatricos (traslapados) en el Sur
de México y Centroamérica (Duennes et. al., 2012). Es importante aclarar que este complejo es
propuesto a través de analisis moleculares con microsatélites (Duennes et. al., 2012).

Esto presenta implicaciones importantes para la conservacion y el intercambio comercial de abejorros.
Una de ellas es que la cria, el manejo y el uso de B. ephippiatus en Chiapas debe estar restringido a la
distribucion de su poblacion, es decir, al Sur de México y Norte de Guatemala. Método que deberia ser
aplicado para las diferentes poblaciones de B. ephippiatus (Duennes et. al., 2012).

2.2 Cria y manejo de Bombus en cautiverio

Desde hace unos 100 afios el interés de investigadores por ampliar el conocimiento sobre el ciclo de
vida de los abejorros impulso la cria de colonias en cautiverio. La finalidad fue producir colonias en
condiciones artificiales y utilizarlas en la industria de la polinizacion.

Por su servicio como polinizadores, las especies mejor conocidas y mas estudiadas son B. terrestris y
B. impatiens. Debido a su amplia distribucion, sus colonias grandes y su adaptabilidad a condiciones
artificiales (Velthuis y van Doorn, 2006) la cria de ambas especies se ha estudiado arduamente, y ya se
sabe cuales son las condiciones adecuadas de temperatura, iluminacion y humedad para inducir a las
reinas a iniciar una colonia. Esto ha permitido desarrollar métodos para criarlos durante todo el afio en
total confinamiento. Actualmente la domesticacion de B. terrestris y B. impatiens ha sido un hecho
(Velthuis y van Doorne, 2006).

Las primeras observaciones sobre la cria de abejorros fueron hechas por Sladen (1912). El publicé sus
experiencias en un libro llamado « The Humble Bee », donde plantea las bases para los métodos de
estimulacion de ovoposicion de reinas de abejorro en un laboratorio. Segin Sladen (1912), para
promover el inicio de un nido con reinas colectadas en el campo, lo mejor es colocar cada una dentro
de una pequefia caja negra, imitando las condiciones de un sitio de anidacion natural. La caja debe de
ser provista con ciertos tipos de material para construir el nido, como un pedazo de carton recubierto
con cera o una tapa de plastico que sirva como base. Ademds debe de mantenerse una temperatura alta
para estimular la primer puesta de huevos (Plowright y Jay 1966). Para iniciar la construccion del nido
cada reina debe de ser provista de una pelota de polen y un bebedero con miel o algiun otro sustituto
(Sladen,1912).

Complementariamente Sladen en 1912 observé el resultado de colocar dos reinas en una misma caja.
Ambas presentaban un comportamiento agresivo, sin embargo una de las reinas construia un nido con
mayor rapidez que si estaba sola (Plowright y Jay, 1966;Duchateau, 1985; Hannan et al., 1997;
Bucankova y Ptacek, 2012). El método tiene buenos resultados, sin embargo el efecto de la agresividad
entre las reinas conduce generalmente a la muerte de una de ellas, es decir, a la pérdida de reinas. Otros
métodos son colocar una reina de Bombus sp. con obreras conspecificas u obreras de Apis mellifera
recién salidas de la crisalida (Sladen 1912; Plath 1923; Velthius, 2006; Gurel F. y Gosterit, 2009;
Bucankova, 2012).
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Duchateau (1991) y Kwon (2006) demostraron que cuando las reinas nuevas de Bombus terrestris eran
puestas con obreras inmaduras de otras colonias, ellas eran estimuladas para ovopositar mas
rapidamente que cuando eran mantenidas solas. Este tipo de estimulacién de fundacion de nido se ha
estudiado ampliamente (Sladen 1912; Plath, 1923; Duchateau, 1991; Griffin et. al, 1991, Van den
Eijnde et al., 1991). En este caso, la reina adopta inmediatamente a las obreras, pese a no tener ninguna
relacion de parentesco genético, a veces incluso de diferentes especies (Plath, 1923). La comunicacion
entre obreras y reinas promueve la ovoposicion de la reina nueva, Las obreras cooperan con la reina
como si se tratard de la reina de su colonia, es decir que ayudan en la incubacion de los huevos una vez
que estos son puestos. (Plath, 1923).

La disposicion de los abejorros de aceptar crias o individuos interespecifocos tiene grandes ventajas.
Por lo tanto nos ha permitido criar especies de abejorros aun no domesticadas cuya cria o individuos
conspecificos no es facilmente accesible. Para esta cooperacion conspecifica se utilizan con mayor
frecuencia las especies B. terrestris y Apis mellifera debido a su facil manejo y accesibilidad
(Bucankova y Ptacek, 2012). Los tiempos para crear la primer, segunda y tercera camada de abejorros
estan relacionados al nimero de obreras que ayudan a la reina. Kwon et. al.(2006) también observo que
un mayor numero de obreras al inicio de la colonia promueve el desarrollo temprano 6ptimo de la
misma. Esto se debia a dos opciones: La reina ponia una mayor cantidad de huevos cuando tenia més
ayudantes o todos los huevos puestos sobrevivian y terminaban su desarrollo gracias a la alimentacion
de un mayor niimero de obreras (Kwon et. al., 2006).

Durante los afios subsecuentes, diversos investigadores obtuvieron resultados similares con abejorros
europeos o norteamericanos utilizando como base las técnicas propuestas por Sladen (1912) pero
innovando nuevos disefios de cajas de inicio, materiales de aislamiento y nuevas formas de estimular a
la reina para la fundacion de la colonia (Plath 1923; Horber, 1961 revisado por Holm

1966). Durante el siglo XX, varios estudios contribuyeron a mejorar la técnica de cria, desarrollando
métodos para controlar cada uno de los pasos del ciclo de vida de los abejorros y asi alcanzar un
proceso de domesticacion completo (Salvarrey, 2012).

Horber (1961) y Roseler (1985) hablaron de lo importante que es mantener el control de la temperatura
y la humedad relativa durante la cria de Bombus sp. Ambas condiciones deben permanecer constantes
para promover el Optimo desarrollo de las colonias en cautiverio. Sin embargo, las medidas Optimas de
cria de abejorros pueden llegar a ser muy variables dependiendo la especie de estudio (Tabla 1).

Horber (1961) demostré que las reinas de Bombus hypnorum, después de aparearse, podian ser
inducidas a iniciar una colonia al llevarlas a un cuarto de cria con iluminacién artificial y elevando la
temperatura del cuarto entre 30 y 35 C.

Roseler (1985) confirmd que la humedad relativa no debe estar a menos de 50% para el desarrollo
optimo de la colonia de B. terrestris. Esto fue confirmado por Yoon et. al. (2002) trabajando con la
especie Bombus ignitus, utilizando diferentes rangos de temperatura y humedad encontrd que los
mejores resultados eran bajo 27 C y 65% Humedad relativa, posteriormente Jie et. al. (2005) encontro
que para B. terrestris las condiciones Optimas de crianza resultaron ser 30C de temperatura y 60% de
humedad relativa. La especie tropical B. ephippiatus fue estudiada por Montemayor y Madrid Cuevas
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(2003) y encontraron que la temperatura dptima para criarlo era 30 °C +1 °C y la humedad relativa de
55+5% (Tabla 1).

Segun Duchateau (1991), Ptidal y Hofbauer (1998), Jie et. al. (2005) y Bucankova y Ptacek(2012) el
éxito en el establecimiento de una colonia es promovido al insertar pupas conspecificas con las reinas
nuevas en las cajas de inicio. Hay una gran cantidad de caracteristicas que pueden estimular a las reinas
para fundar un nuevo nido usando pupas externas, estas incluyen el olor, las feromonas liberadas
(Heinrich, 1974; Gamboa et al., 1987) y la temperatura ligeramente més elevada de la pupa, 2 °C mas
arriba que la temperatura ambiente. (Barrow y Pickard, 1985; Cameron, 1985). (Velthius, 2006).

Autor y ano del estudio Especie Temperatura 6ptima Humedad éptima
Horber (1961) Bombus hypnorum 30-35°C

Laverty y Plowright B. ephippiatus 25°C

(1985).

Roseler (1985) B. terrestris >50 %

Yoon et. al. (2002) Bombus ignitus 27C 65 %

Kwon y Saeed (2003)  B. terrestris 28+£2°C 60 £ 10%
Montemayor y Madrid  B. ephippiatus 30 °£1 °C 55+5%

Cuevas (2003)

Jie et. al. (2005) B. terrestris 30 °C 60 %

Tabla 1. (Elaboracion propia). Indicando los rangos 6ptimos de temperatura y humedad
estudiados para diferentes especies de Bombus sp. Los cuadros en anaranjado sefalan
aquellos estudiados realizados con la especie B. ephippiatus. Los cuadros en azul sefialan
aquellos estudios realizados con otras especies de Bombus.

Gretenkord, Drescher (1997), Kwon y Saeed (2003) encontraron que pupas jovenes de B. terrestris
(menos de dos dias de edad) colocadas con reinas nuevas estimulaban fuertemente la fundacién de una
nueva colonia. Esto se debe probablemente a la comunicacion social, las reinas incuban y aislan a las
pupas dentro de capullos para incubarlos como a sus propias crias (Kwon et. al., 2006). Las pupas eran
colocadas horizontalmente para permitir que la reina construyera mas copas de huevos encima de éstos,
acelerando asi el desarrollo de la colonia. Los estudios mas recientes muestran que la utilizacion de
pupas congeladas con obreras inmaduras de otras colonias puede ser una opcion viable debido a que
permiten material accesible durante todo el afio, permitiendo asi, la cria sostenible. (Kwon et. al.,
20006).

Una vez que la reina es estimulada e inicia la ovoposicion, la cantidad de alimento suministrado debe
aumentar gradualmente hasta la emergencia de la primer camada de obreras. Posteriormente la colonia
debe ser transferida a una caja de mayor tamafio para permitir el desarrollo adecuado del nido
(Salvarrey et. al., 2013).
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Finalmente el nido puede mantenerse cerrado a temperatura controlada y ser abastecido de alimento
regularmente, o puede ser trasladado al campo y permitir que las obreras pecoreen libremente para
abastecer a la colonia (Salvarrey et. al., 2013).

2. 2. 1 Importancia de alimentacion con polen

El polen colectado de colonias de Apis mellifera es normalmente utilizado para la cria de colonias de
abejorros en cautiverio. Plowright and Jay (1966) and Roseler (1977) confirmaron que para obtener
mejores resultados, el polen debia congelarse fresco, sin secarse anteriormente. Y que la pelota de
polen puesta en los nidos de abejorros debia reemplazarse diario o cada dos dias.

La cantidad y el tipo de polen pueden ser factores determinante para la fundacion y el éxito de un
nuevo nido. Como observado por Frison (1927) cuyo experimento promovié la fundacion de nido al
confinar reinas de Bombus ternarius en una caja con abundante polen. Al tener alimento abundante, la
probabilidad de inicio de nido fue mayor ya que la reina tenia suficiente energia para incubar, cuidar y
alimentar a su camada. Es por eso que polen fresco diario puede mejorar las condiciones de un nido asi
como estimular a una reina a iniciar la ovoposicion (Frison, 1927).

Cabe mencionar que las condiciones de cria estudiadas hasta ahora se han basado en un nimero escaso
de especies de Bombus, principalmente B. ferrestris (Roseler , 1985; Gretenkord y Drescher, 1997;
Kwon y Saeed, 2003; Jie et. al., 2005; Kwon et. al., 2006, Inoue y Washitani, 2008; Buc¢ankova y
Ptacek, 2012) . Es importante tomar en cuenta que las condiciones dptimas de cria y desarrollo varian
dependiendo la especie de Bombus en cautiverio (Plowright y Jay 1966).

2.3 Uso en produccion

Pese a que el potencial de diferentes especies de abejorros ha sido reconocido por muchos
investigadores (Roseler, 1985; Velthius, 2006; Goulson, 2010; Williams et. al., 2014), la diversidad de
especies utiles para los sistemas agricolas no ha sido muy explorada (Williams et. al., 2014). Por
ejemplo, en cuanto a la especies mexicanas, muy poco se sabe sobre su cria y manejo en cautiverio.

El valor de los abejorros como polinizadores de plantas silvestres y cultivadas es altamente apreciado
(Velthius, 2006; Williams et. al., 2014). Comparados con Apis mellifera, los abejorros trabajan mas
eficientemente en dias nublados y en areas reducidas como los invernaderos, ademas tienden a
dedicarse principalmente a los cultivos de invernadero (Yoon et. al., 2002), su lengua es mas larga que
aquella de muchas otras especies de abejas y realizan la polinizacion por zumbido, por lo que son
mejores al polinizar flores con corolas grandes (Solanaceae) (Velthius, 2006; Goulson, 2006).

A finales del siglo XX se inici6 en Holanda la comercializacién de colonias de abejorros para la
polinizacion de tomate (Lycopersicon esculentum) en invernadero, principal cultivo en el que son
utilizados hasta la actualidad (Velthuis y Van Doorne, 2006). Cada afio la demanda por abejorros es

mayor (Yoon et. al., 2002) y actualmente mas de un milléon de colonias producidas comercialmente son
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vendidas alrededor del mundo. La mayoria de estas colonias son usadas en invernaderos, donde su
servicio como polinizadores es valuado en mas de mil millones de dolares anuales (Williams et. al.,
2014). Los agricultores se benefician del servicio de polinizacién que brindan los abejorros por su bajo
costo de produccion, alto rendimiento y mejora en la calidad de la fruta (Velthius y Van Doorne, 2006).

Muchas empresas productoras de colonias surgieron para abastecer la fuerte demanda de la
comercializacion de abejorros. Sin embargo, s6lo tres grandes compaiiias (Biobest, Koppert y Bunting
Brinkman Bees) son las encargadas principalmente de abastecer el mercado de demanda de abejorros a
nivel mundial. A pesar de que los aspectos generales de cria son de dominio publico, los detalles de su
cria no son totalmente conocidos. Cada una de las empresas que comercializan con abejorros ha
perfeccionado y mecanizado la técnica de cria y manejo, informacién que actualmente es confidencial
(Velthius y Van Doorne, 2006).

En los ultimos afios, centros de investigacion en diferentes partes del mundo han buscado perfeccionar
las técnicas de cria de abejorros para hacerlas mas eficientes. En su mayoria, los investigadores
trabajan con la especie B. ferrestris y se han enfocado en desarrollar métodos para estimular a la reina a
que inicie un nido (Gretenkord y Drescher, 1997; Kwon y Saeed, 2003; Kwon et. al. 2006) y en
determinar las condiciones Optimas de cria en las diferentes etapas del ciclo de desarrollo del nido (Jie
et al., 2005; Velthius, 2006; Yoon et al., 2002).

2. 4 Riesgos de introduccion y conservacion

Hay evidencia contundente que muchas especies de abejorros se encuentran en declive, en gran parte
debido a la introduccion de abejorros no nativos en la industria de la polinizacion. (Cankaya y
Kaftanoglu , 2006; Plischuk y Lange, 2009; Williams y Osborne 2009; Cameron et al. 2011; Plischuk
et. al.; Arbetman et al. 2012; Szabo et al. 2012; Morales et. al., 2013; Williams et. al., 2014; Manley et
al. 2015). Estas introducciones representan principalmente dos tipos riesgos: La competencia directa
por los recursos naturales (incluyendo lugares de anidacion) y la transmision de enfermedades y
patogenos. Un tercer tipo menos explorado es el riesgo de la interferencia reproductiva debido a la
copulacion entre especies introducidas y especies nativas (Ono y Wada 1996; Kanbe et al. 2008;
Morales et. al., 2013; Dicks et. al., 2010). Dado que los abejorros invasivos pueden desplazar
rapidamente a sus congéneres nativos, la introduccion a futuro de especies no nativas debe ser
descartada (Morales et. al., 2013).

Entre los abejorros del grupo de los “almacenadores de polen” las dos especies mas vendidas alrededor
del mundo son: B. impatiens en América y B. terrestris en Europa y Asia. Ambas especies son
utilizadas fuera de sus rangos geograficos de distribucion por su servicio como polinizadores de
cultivos. Como consecuencia, algunas poblaciones de especies de abejorros nativos han disminuido en
cantidades alarmantes (Velthius, 2006; Dicks et. al., 2010).

Las especies de abejorros criadas para la polinizacion comercial presentan un mayor riesgo de acarrear
altos niveles de infecciones por parasitos que colonias de abejorros salvajes. Ademads, el movimiento
comercial de estas colonias interrumpe los patrones espaciales de adaptacion local entre hospederos y
parasitos (Rutrecht y Brown, 2008; Meeus et al. 2011). Esto ultimo crea un riesgo para la poblaciones
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de abejorros nativas, ya que ellas no se encuentran adaptadas a los patdgenos y enfermedades de las
especies introducidas (Durrer y Schmid-Hempel, 1994; Schmid-Hempel, 2001).

Una de las vias de transferencia de patdgenos es la utilizacion del mismo recurso floral. Cuando un
abejorro infectado se posa sobre una flor, sus patdgenos pueden descender a la misma para esperar a un
nuevo huésped. Seguido a la importacion, las colonias producidas comercialmente interaccionan con
abejorros nativos y otros polinizadores a través del uso de las mismas flores (Whittington et. al., 2004),
creando un riesgo importante a las comunidad total de polinizadores. (Durrer y Schmid-Hempel 1994).

Desde el inicio de la cria de abejorros en cautiverio en 1987, especies de abejorros no nativos han sido
introducidos en mas de 11 paises de América, Asia y Australia. Colonias del abejorro europeo B.
terrestris que normalmente eran usadas por su servicio de polinizacion se han escapado y actualmente
la especie esta naturalizada en Tasmania y Japon. En Japon B. ferrestris ha tenido un impacto negativo
en poblaciones de especies de abejorros nativos, aparentemente debido a la competencia por lugares de
anidamiento (Inoue y Washitani, 2008). Por lo menos cuatro especies no nativas de abejorros se han
establecido en Argentina (Morales et. al., 2013; Plischuk y Lange 2009), dentro de éstas, se ha
encontrado que B. ferrestris acarrea con dos tipos de parasitos internos diferentes, Crithidia bombi y
Apicystis bombi (Plischuk y Lange 2009; Arbetman et al. 2013).

Un estudio en Canada demostré que colonias de abejorros nativos que anidaban cerca de invernaderos
se infectaron con el parasito Crithidia bombi, pero que colonias de la misma especie de abejorros que
anidaban en otras partes dentro de la misma region se encontraban libres del parasito (Colla et. al.,
2006). La baja observada en cinco especies de abejorros norteamericanos ha sido parcialmente causada
por el microsporidio Nosema bombi y otros patogenos introducidos con las colonias de abejorros
comerciales (Otterstatter y Thompson, 2008; Stout y Morales, 2009).

La infeccion con el microsporidio Nosema bombi puede tener diferentes efectos, desde la reduccion en
el éxito de fundacion de una colonia, desarrollo temprano y reproduccion de la misma (Brown et al.
2003), hasta el aumento en los indices de mortandad (Brown et al. 2000). Un protozoario diferente
llamado Apicystis bombi, puede ser altamente virulento también, y es sospechoso de ser el factor
principal del decline en las poblaciones nativas de abejorros en Sudamérica (Arbetman et al. 2012).

Para poder abastecer a los productores de tomate en el oeste de Norte América con colonias de
abejorros, las autoridades permitieron el uso de B. impatiens con algunas restricciones como el uso de
la especie Unicamente permitido dentro de invernaderos y el uso obligatorio del llamado « queen
excluder » que impide a las jovenes reinas escapar. (Velthius, 2006).

En México, uno de los paises de mayor produccion de tomates de invernadero, los abejorros son usados
ampliamente en la polinizacién comercial. Hasta hace poco, la especie utilizada para polinizar estos
cultivos era B. impatiens, especie exotica de los Estados Unidos (Flanders et. al.,2003). La practica
actual es reproducir a B. impatiens en instalaciones de México, donde las ventas anuales de esta especie
exceden las 55 000 colonias por afio en América (Velthuis, 2006).

Como demostrado por Cameron et. al. en 2011 y 2016 la introduccion de abejorros europeos en
Estados Unidos trajo consigo la introduccion del hongo Nosema bombi, el cual infecto de manera
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alarmante de 1980 a 1990 a las poblaciones de abejorros nativos. La fuerte prevalencia del hongo y la
diversidad genética reducida son predictores de patrones alarmantes en el decline de poblaciones de
abejorros en Norteamerica (Cameron et. al., 2011). Estudios sobre la distribucion geografica de N.
bombi y Crithidia han mostrado la presencia de nuevas especies en México (Gallot-Lavallée et. al.,
2016) . Esta diversificacion de parasitos podria suscitar un problema serio para las poblaciones de
abejorros nativos en México.

La mejor estrategia para evitar la introduccion de abejorros no nativos es la utilizacion de especies
nativas (Evans et al. 2007; Ings et al. 2006; Mader et. al. 2011). La principal dificultad que esto plantea
es la adecuacion de una técnica Optima para la cria de las especies nativas y el hecho de que no todas
las especies pueden ser criadas con la misma facilidad (Plath 1923; Plowright y Jay 1966).)

En un afio de cria de abejorros, la fundacion rapida de una colonia por la reina y la tasa de éxito de
desarrollo temprano (produccion de obreras) son los mayores criterios para reducir los costos de
produccidn y obtener colonias fuertes y productivas (Gurel, 2009). Sin embargo, uno de los fracasos
mas grandes al criar una colonia de abejorros bajo condiciones de laboratorio se debe a la no
ovoposicion de las reinas nuevas, al retraso prolongado de la misma y al desarrollo mediocre de la
primer camada (Kwon et. al., 2006). El periodo de iniciacién de una colonia representa un elemento
clave en la cria de abejorros. Disminuir el tiempo de iniciacion podria disminuir los costos de
produccion y optimizar las técnicas de cria y manejo de abejorros.

2. 5 Potencial de Bombus ephippiatus como polinizador comercial

La especie mexicana B. ephippiatus representa una especie con un gran potencial para reproducirse en
cautiverio por pertenecer al grupo de los almacenadores de polen (biologia reproductiva que facilita su
manejo en cautiverio) tener un cardcter docil y tranquilo que permite su facil manipulacion (Llorente
Torres, 2005) y ser una especie con una distribuciéon amplia y relativamente abundante en México
(zonas montafiosas superiores a 2000 m de altitud en la sierras Madre Oriental y Occidental y a lo largo
del Eje Volcéanico Transversal), (Labougle 1990). Es una especie nativa, conocida y criada a nivel local
por bombicultores de México con evidencias experimentales de su eficiencia polinizadora (Vergara y
Fonseca-Buendia, 2012).

Conocer mas sobre aspectos relacionados a los primeros estadios de cria como la estimulacion de
fundacion de nido y desarrollo temprano de la colonia podra reducir los costos de produccion y
promover el uso sostenible de una especie mexicana con gran potencial como polinizador de cultivos,
evitando asi, los riesgos de utilizar abejorros no nativos.
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3 Objetivo general

Evaluar el efecto de condiciones ambientales controladas y diferentes métodos de estimulacion sobre la
fundacion y el desarrollo de colonias en cautiverio del abejorro B. ephippiatus.

3.1 Objetivos particulares

1 Realizar una sintesis comparativa que describa dos experimentos relacionados a la cria del abejorro
B. ephippiatus hechos anteriormente en Ecosur con el presente estudio.

2 Identificar si la humedad relativa y temperatura son factores determinantes en la cria de B.
ephippiatus.

3 Identificar similaridades y diferencias en el tiempo que tardan las reinas silvestres de B. ephippiatus
en fundar un nido.

4 Evaluar diferentes métodos de estimulacion en reinas silvestres de B. ephippiatus para que inicien la
fundacion de una colonia.

4 Hipotesis
Los cambios de temperatura y humedad relativa afectan el desarrollo de colonias de B. ephippiatus.

Las Reinas de B. ephippiatus son estimuladas a ovopositar por tratamientos como : Una pupa
conspecifica, dos obreras conspecificas y una dosis diaria de polen.
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5 Método
Sintesis comparativa de estudios precedentes

Se realiz6 una sintesis de dos experimentos de cria precedentes realizados con B. ephippiatus en
ECOSUR durante los afios del 2014 y 2015 (experimento 1 y 2). Con el fin de corroborar los
resultados de los experimentos anteriores se realizd una tercera repeticion (experimento 3) de
cria de B. ephippiatus utilizando la misma técnica que los experimentos anteriores.

Es importante resaltar que los tres experimentos se llevaron bajo condiciones similares de manejo,
humedad y temperatura (28C-30 C y 60-65% HR) . El primero se realizoé con 69 reinas entre los meses
de julio y diciembre del 2014 bajo la supervision de Esteban Pineda Diez y y Yuriana Martinez. El
segundo estudio se realizd6 con 8 reinas entre los meses de mayo a diciembre del 2015 bajo la
supervision de Omar Argiiello y el estudiante Francisco Garcia Bullé Bueno. Finalmente el tercer
estudio es el presente trabajo el cual se realizo con 100 reinas durante los meses de septiembre del 2015
a febrero del 2016.

Los tres experimentos se compararon usando datos como: Los porcentajes de reinas que sobrevivian
durante las diferentes etapas de desarrollo del nido, el nimero de obreras y el nimero de pupas

(contados cada semana).

A continuacién se describe la metodologia utilizada para los tres experimentos:

Sar' Cristoba

de las Casas

Figura 1. Mapa que muestra los diferentes sitios de colecta de las reinas silvestres de B. ephippiatus para los 3
experimentos realizados en ECOSUR. 1. San Cristobal de Las Casas (16.732314, -92.661861), 2. el antiguo
aeropuerto de San Cristobal de Las Casas (16.699735, -92.542705) y 3. en Oxchuc (16.79063, -92.34525)
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Colecta de reinas de B. ephippiatus

Se colectaron reinas silvestres fecundadas visitando flores compuestas (Asteraceae). En los
experimentos 1 y 2 las reinas fueron capturadas en los alrededores de de San Cristobal de Las Casas
(16.732314, -92.661861). En el experimento 3 las reinas se capturaron en tres diferentes sitios: San
Cristobal de Las Casas (16.732314, -92.661861), el antiguo aeropuerto de San Cristobal de Las Casas
(16.699735, -92.542705) y en Oxchuc (16.79063, -92.34525). Las colectas se hicieron durante la
ultima semana de octubre en 2015. Las reinas colectadas fueron confinadas en pequefios frascos de
plastico con tapas agujeradas para su respiracion. La duracion entre la colecta en el campo a su cambio
a las cajas de inicio fue de un dia (Yoon et. al., 2002). Las 100 reinas fueron capturadas en el transcurso
de una semana. Desde el inicio, los abejorros fueron provistos cada dos dias de una solucién de
fructosa compuesta por jarabe natural y agua (1:1) y una masa de polen hecha con jarabe natural y
polen fresco colectado con trampas de polen en un apiario (1:1).

Cajas de inicio:

Cada una de las cajas de inicio (Figura 2) esta hecha de tres paredes laterales y una tapa de madera de
Iem de grosor. La pared frontal es una placa de vidrio deslizable de 2mm de grosor (12.6 cm X 6.3 cm)
y la base esta hecha de tela de alambre situada a 2cm del suelo para ventilar y dar higiene al nido. Cada
tapa tiene dos agujeros: Uno para colocar el bebedero (2cm de diametro) y el otro para la entrada de

Figura 2. Se muestra una caja de inicio usadas para mantener a las reinas de B.
ephippiatus durante los 3 experimentos realizados en ECOSUR.
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material externo y manejo adecuado de la reina (2.8cm de didmetro). Sobre la base colocamos una tapa
de pléstico para darle una base s6lida a cada reina.

Régimen de temperatura y calor

Cada caja se colocd en un laboratorio con condiciones de temperatura y humedad relativa controladas
(28C-30C y 60%) y bajo luz roja monitoreamos las colonias cada dos dias con la finalidad de registrar
la creacion de nuevas celdas, huevecillos, pupas y obreras y al mismo tiempo perturbar lo menos
posible (Horber, 1962; Yoon et. al., 2002).

Definicion de términos y toma de datos

Para facilitar el andlisis comparativo de desarrollo de las colonias de B. ephippiatus, su desarrollo se
dividi6 en 5 etapas diferentes:1)Captura de las reinas; 2) Iniciaciéon de la colonia (imagen 1);
3)Nacimiento de la primer obrera. ; 4)Nacimiento de 15 obreras (imagen 3f) ; 5)Produccion de reinas
virgenes y zanganos. La iniciacion de la colonia es la fecha de ovoposicion de los primeros huevos, el
nacimiento de la primer obrera designa la duracion entre la primer ovoposicion y la primer adulta que
emerge (Yoon et. al., 2002). Cuando las colonias alcanzaron la etapa 4 éstas fueron cambiadas a las
cajas de desarrollo para que siguieran creciendo. Las reinas que no ovopositan en los primeros 30 dias
son excluidas del experimento (Kwon et. al., 2006).

Cada dos dias las cajas de inicio se inspeccionaron registrando la situacion de las reinas y las medidas
de humedad relativa y temperatura en el cuarto de cria. Cada semana fue contado el nimero de pupas y
obreras por cada colonia en desarrollo. Posteriormente se realizaron graficas con los datos de los
conteos semanales y se compararon con las graficas de promedios semanales de humedad relativa y
temperatura.

Adicionalmente, en el tercer experimento de cria se busco evaluar diferentes métodos de estimulacion
de fundacion de nido:

Métodos de estimulacion de fundacion de nido

Las 100 reinas fueron aleatoriamente ubicadas en 4 grupos (25 por grupo). cada grupo recibié un
tratamiento diferente de estimulacion de formacion de nido: 1) Por cada reina se colocaron dos obreras
conspecificas provenientes de una colonia externa de B. ephippiatus; 2) Por cada reina se colocd una
pupa conspecifica proveniente de una colonia externa de B. ephippiatus; 3) Se suministré una dosis de

polen diaria; 4) Un tratamiento control (sin estimulacion).

Los tratamientos se iniciaron el dia 29 de octubre del 2015.
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6 Resultados

A continuacién se muestran los resultados para cada objetivo descrito anteriormente:

6.1 Comparacion entre los tres experimentos realizados en ECOSUR.
6.1.1 Diferencias en los porcentajes de las reinas de B. ephippiatus durante las diferentes etapas de
desarrollo. 6.1.2 Diferencias en las graficas de conteo de obreras y pupas.

6.2 Efectos de la humedad relativa y la temperatura en el desarrollo de las colonias de
B. ephippiatus.

6.3 Similaridades y diferencias en los tiempos de fundacion de nido de reinas de B. ephippiatus.
6.3.1 Relacion entre reinas rapidas y colonias grandes a las 6 semanas.

6.4 Evaluacion de diferentes métodos de estimulacion para la fundacion de nido en reinas de B.
ephippiatus.

6.1 Comparacion entre los tres experimentos realizados en ECOSUR.

6.1.1 Porcentajes de las reinas de B. ephippiatus durante las diferentes etapas de desarrollo

A continuacion se muestran los porcentajes de reinasque alcanzaron las diferentes etapas de desarrollo
de los tres experimentos realizados en ECOSUR. Ademas se comparan con tres experimentos
anteriores realizados con B. ephippiatus (Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas,2003;Laverty y
Plowright, 1985) y Bombus atratus (Salvarrey (2012).

Posteriormente se comparan las graficas de conteos de obreras y pupas tomadas cada semana para cada
uno de los tres experimentos. En las graficas inicamente se muestran los nidos de tres o mas semanas
de vida. Esto con la finalidad de que se observaran mejor los nidos en las graficas. Las colonias del
experimento 3 se estudiaron por 8 meses (tiempo de la estancia estipulado en Chiapas) y por eso no
alcanzan un punto maximo.
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O Experimento 1 ‘O Experiento 2
Experimento 3 ‘O Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas (2003)
O Laverty y Plowright (1985) ‘O Salvarrey (2012)
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Grafica 1. Grafica que muestra los porcentajes de reinas que pasaron a las siguientes etapas a lo largo del proceso
de cria. Cada linea representa un experimento diferente realizado con B. ephippiatus (Experiencia 1,2 y 3, Fuentes
Montemayor y Madrid Cuevas (2003),Laverty y Plowright (1985)) y Bombus atratus (Salvarrey (2012).

Experiento 1
Experiento 2
Experiento 3

Fuentes
Montemayor y
Madrid Cuevas
(2003)

Laverty y Plowright
(1985)

Salvarrey (2012)

Tabla 2. Tabla que muestra los porcentajes de reinas que pasaron a las siguientes etapas a lo largo del proceso de
cria.Cada linea representa un experimento diferente realizado con B. ephippiatus (Experiencia 1,2 y 3, Fuentes
Montemayor y Madrid Cuevas (2003),Laverty y Plowright (1985)) y Bombus atratus (Salvarrey (2012).



6.1.2 Diferencias en las graficas de conteo de obreras y pupas

Numero de obreras
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Grafica 2. Grafica de natalidad de obreras del estudio 1 a lo largo del tiempo donde cada linea representa una colonia
diferente. Cada punto de cada colonia representa el nimero de obreras en determinada semana, durante el tiempo de
duracién de cada experiencia. En la grafica se representan 20 colonias de 69 iniciales.
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Grafica 3. Grafica de formacion de pupas del estudio 1 a lo largo del tiempo donde cada linea representa una colonia
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diferente. Cada punto de cada colonia representa el numero de pupas en determinada semana, durante el tiempo de duracion25

de cada experiencia. En la grafica se representan 20 colonias de 69 iniciales.



Numero de obreras

Numero de pupas
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Grafica 4. Grafica de natalidad de obreras del estudio 2 a lo largo del tiempo donde cada linea representa una colonia
diferente. Cada punto de cada colonia representa el nimero de obreras en determinada semana, durante el tiempo de

duracion de cada experiencia. En la grafica se representan 3 colonias de 8 iniciales.
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Grafica 5. Grafica de formacion de pupas del estudio 2 a lo largo del tiempo donde cada linea representa una colonia
diferente. Cada punto de cada colonia representa el niimero de pupas en determinada semana, durante el tiempo de

duracion de cada experiencia. En la grafica se representan § colonias de 8 iniciales.
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Numero de obreras

Numero de pupas
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Gréfica 6. Grafica de natalidad de obreras del estudio 3 a lo largo del tiempo donde cada linea representa una colonia
diferente. Cada punto de cada colonia representa el nimero de pupas en determinada semana, durante el tiempo de
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Grafica 7. Grafica de formacion de pupas del estudio 3 a lo largo del tiempo donde cada linea representa una colonia
diferente. Cada punto de cada colonia representa el nlimero de pupas en determinada semana, durante el tiempo de duracion
de cada experiencia. En la grafica se representan 18 colonias de 100 iniciales. 57
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A continuacion se muestran una serie de imagenes tomadas a lo largo del proceso de desarrollo de las
colonias en cautiverio de B. ephippiatus con el fin de visualizar mejor los diferentes estadios larvarios y
A continuacion se muestran una serie de imagenes tomadas a lo largo del proceso de desarrollo de las
colonias en cautiverio de B. ephippiatus con el fin de visualizar mejor los diferentes estadios larvarios y
el proceso de anidacion. En las imagenes se muestran individuos de B. ephippiatus en diferentes

Figura 1. Se observa el desarrollo de una obrera de Bombus ephippiatus. a) Etapa de huevo,
pocas horas de vida. b) Etapa de larva, 14 dias. c¢) Etapa de larva, 19 dias. d) Etapa de pupa, 24

~. rJ -
Figura 2. Se observa un nido de Bombus ephippiatus en una caja de desarrollo con
alrededor de 50 obreras. La reina se encuentra incubando en la parte central derecha.

28



Figura 3. Se observan diferentes nidos fotografiados durante diferentes estadios de desarrollo del nido.
a) 2 dias b) 12 dias c) 14 dias d) 24 dias e) 36 dias f) 55 dias.
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estadios de desarrollo asi como colonias maduras y nidos desde su fundacion hasta el nacimiento de 15
obreras.

6.2 Efectos de la humedad relativa y la temperatura en el desarrollo de las colonias de
B. ephippiatus.

A continuacion se muestran las graficas que muestran el promedio de obreras y pupas durante cada
semana para cada uno de los tres experimentos. Ademas se presentan la graficas de los promedios
semanales de las medidas de humedad relativa y temperatura del cuarto de cria para cada experimento.
Esto con la finalidad de comparar el crecimiento de pupas y obreras con las medidas de temperatura y
humedad relativa.
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Numero de pupas (rojo) y obreras (azul)

Humedad relativa (%)

Grafica de los promedios de la natalidad de obreras y formacion de pupas del experimento 1
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Grafica 8. Grafica del promedio de nacimiento de obreras y formacién de pupas de las colonias del estudio 1 a lo largo del
tiempo. La linea azul representa el promedio de obreras mientras que la linea roja el de pupas.

Grafica de medidas de temperatura (C°) y humedad relativa (%) durante el experimento 1
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Grafica 9. Grafica de las medidas de temperatura y humedad relativa tomadas cada dos dias a lo largo del experimento 1. La
linea azul indica las medidas de humedad relativa mientras que la linea anaranjadas los datos de temperatura.
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Grafica de los promedios de la natalidad de obreras y formacion de pupas del experimento 2
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Grafica 10. Grafica del promedio de nacimiento de obreras y formacion de pupas de las colonias del estudio 2 a lo largo del
tiempo. La linea azul representa el promedio de obreras mientras que la linea roja el de pupas.

Grafica de medidas de temperatura (C°) y humedad relativa (%) durante el experimento 2
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Grafica 11. Grafica de las medidas de temperatura y humedad relativa tomadas cada dos dias a lo largo del experimento 2. La

linea azul indica las medidas de humedad relativa mientras que la linea anaranjadas los datos de temperatura.
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Humedad relativa (%)
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Grafica de los promedios de la natalidad de obreras y formacion de pupas del experimento 3
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Grafica 12. Grafica del promedio de nacimiento de obreras y formacion de pupas de las colonias del estudio 3 a lo largo del

tiempo. La linea azul representa el promedio de obreras mientras que la linea roja el de pupas.

Grafica de medidas de temperatura (C°) y humedad relativa (%) durante el experimento 3
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Grafica 13. Grafica de las medidas de temperatura y humedad relativa tomadas cada dos dias a lo largo del experimento 3.
La linea azul indica las medidas de humedad relativa mientras que la linea anaranjadas los datos de temperatura.
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Con la intencion de evaluar el efecto de la temperatura y la humedad en las graficas de conteo aplicaron
correlaciones de la humedad y la temperatura contra el nimero de obreras y pupas durante las semanas
donde hubo las mayores bajas constantes de temperatura y humedad del experimento 1 y el
experimento 3. El experimento 2 no se tomd en cuenta por el bajo nimero de muestra (n=8).

Tabla 3. Correlaciones de la humedad y la temperatura contra el nimero de obreras y pupas entre las
semanas del 5 de noviembre al 14 de diciembre del 2015.

Modelos lineares Valor de P Valor de R2 Valor de R2 Valor de F
ajustada

promediopupas~ 0,006 0,8056 0,7667 20.72

temperatura

promediopupas ~ 0,1652 0,3455 0,2145 2 639

humedadrelativa

promedioobreras 0.9017 -196 0.003365 0.01688

~ temperatura

promedioobreras 0.3412 0.1811 0.003365 1106

~ humedad

Tabla 4. Muestra la regresion estadistica entre la variables independientes temperatura y
humedad contra las variables dependientes promedio de pupas y promedio de obreras entre las
semanas del 5 de noviembre al 14 de diciembre del 2015.

Correlaciones Promedio de pupas Promedio de obreras
Humedad relativa 0.9393364 -0.8866207
Temperatura 0.9486833 -0.8528029

Tabla 5. Correlaciones de la humedad y la temperatura contra el nimero de obreras y pupas entre las
semanas del 16 de diciembre del 2015 al 6 de enero del 2016.

Modelos lineares Valor de P Valor de R2 Valor de R2 Valor de F
ajustada

promediopupas~ 0.05 0.9 0.85 18

temperatura

promediopupas~ 0.06 0.8824 0.8235 15

humedad

promedioobreras 0.1472 0.7273 0.5909 5 333

~ temperatura

promedioobreras 0.1134 0.7861 0.6791 7.35

~ humedad
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Numero de reinas

Tabla 6. Los modelos 5,6,7 y 8 muestran la regresion estadistica entre la variables

independientes temperatura y humedad contra las variables dependientes promedio de pupas y
promedio de obreras entre las semanas del 16 de diciembre del 2015 al 6 de enero del 2016.

6.3 Similaridades y diferencias en los tiempos de fundacion de nido de reinas de B.
ephippiatus. 6.3.1 Relacion entre reinas rapidas y colonias grandes a las 6 semanas.

A continuacién se muestran tres graficas que muestran los dias que tardaron las reinas en fundar un
nido (primera ovoposicion) para cada uno de los tres experimentos. Posteriormente se presenta un
analisis de la relacion entre el nimero de obreras a las 6 semanas contra el niumero de dias que
tardardan las reinas en fundar un nido. Esta relacion se hizo para los experimentos 1 y 3. Esta relacion
se hizo porque al observar los resultados, estos indicaban que las reinas que eran mas rapidas en hacer
un nido también tenian colonias mas grandes a las pocas semanas de haberse iniciado.

Gréfica de los tiempos de fundacion de nido para las reinas de B. ephippiatus del experimento 1

12

10

10

1 1
0
0 N— ‘ ‘

1-5 dias 6-10 dias 11-15dias 16-20dias 21-25dias 26diaso
mas

Grafica 14. Grafica de fundacion de nido del estudio 1. Cada barra representa el nimero de reinas que fundaron un
nido durante un nimero determinado de dias. En la grafica se representan 25 colonias de 69 iniciales.
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Grafica de los tiempos de fundacidon de nido para las reinas de B. ephippiatus del experimento 2
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Grafica 15. Grafica de fundacion de nido del estudio 2. Cada barra representa el nimero de reinas que fundaron un
nido durante un niimero determinado de dias. En la gréafica se representan 6 colonias de 8 iniciales.

Grafica de los tiempos de fundacion de nido para las reinas de B. ephippiatus del experimento 3
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Grafica 16. Grafica de fundacion de nido del estudio 3. Cada barra representa el nimero de reinas que fundaron un
nido durante un nimero determinado de dias. En la grafica se representan 56 colonias de 100 iniciales.
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Grafica de la relacion entre reinas rapidas y colonias grandes a las 6 semanas para el experimento 1
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Grafica 17. Grafica que muestra la correlacion entre la fundacion de nido con el nimero de obreras a las 6
semanas en el experimento 1 ( R2=0.26, F =4.7, P <0.05).

Grafica de la relacion entre reinas rapidas y colonias grandes a las 6 semanas para el experimento 3
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Grafica 18. Grafica que muestra la correlacion entre la fundacion de nido con el nimero de obreras a
las 6 semanas en el experimento 3 ( R2=0.24, F =5.7, P <0.05).
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Figura 4. Se observan dos nidos momentos antes de que la reina ovoposite por primera vez sobre la
celda creada en la capa de polen. Ambas imagenes ilustran bien la etapa de la fundacion del nido.

Figura 5. Se observa la celda de cera creada por la reina durante el inicio del desarrollo de
un nido. En esta celda la reina depositara néctar y polen para poder cuidar e incubar sus
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Promedio del nimero de dias

A continuacién se muestran una serie de imagenes sobre el proceso de anidacion. En las imagenes se
muestran los nidos de algunas de las reinas de B. ephippiatus horas antes de iniciar la primer
ovoposicion.

6.4 Evaluacion de diferentes métodos de estimulacion para la fundacion de nido en reinas
de B. ephippiatus
Para el experimento 3 se evaluaron 4 diferentes métodos de estimulacion de reinas fecundadas para que

fundaran una colonia. Con el fin de conocer si algin tratamiento tenia un efecto significativo en el
numero de dias que tardan las reinas silvestres en fundar un nido corri un analisis de tipo ANOVA (F =

Grafica de los tratamientos para estimular fundacion de nido
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Grafica 19. Grafica de tratamientos para estimular la fundacion de nido. Cada barra representa el
promedio de dias que tardaron las reinas en fundar un nido bajo cuatro tratamientos elegidos:
obreras, control, polen y pupas. Ningln tratamiento difirié significativamente de los otros
(ANOVA: F =0.948, P =0.433).

0.948, P =0.433) con los datos obtenidos del experimento 3.
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7 Discusiones

7.1 Comparacion entre los tres experimentos realizados en ECOSUR. Diferencias en los
porcentajes de las reinas de B. ephippiatus durante las diferentes etapas de
desarrollo.Diferencias en las graficas de conteo de obreras y pupas

7.1.1 Porcentajes de las reinas de B. ephippiatus durante las diferentes etapas de
desarrollo

A continuacioén se discute la supervivencia de las reinas a los largo de las 5 etapas de desarrollo.
1)Captura de las reinas; 2) Iniciacién de la colonia (imagen 1); 3)Nacimiento de la primer obrera. ;
4)Nacimiento de 15 obreras (imagen 3f) ; 5)Produccion de reinas virgenes y zanganos.

Etapa 1
La captura de las reinas.
Etapa 2

Esta etapa se refiere a la fundacion del nido, es decir, la primer ovoposicion de la reina (imagen 1). A lo
largo del proceso de cria el nimero de reinas que pasa a las siguientes etapas disminuye, sin embargo,
la mayor reduccion es entre las etapas 1 y 2 para los experimentos 1 y 3 (el experimento 2 disminuye
de manera constante debido al poco numero de muestra, n=8).

En el experimento 1 el 36% de las reinas ovopositaron mientras que en los estudios 2 y 3 fueron 75% y
56% respectivamente. El 75% del experimento 2 no esta muy sustentado debido al reducido nimero de
muestra (n=8), sin embargo, la diferencia de porcentajes entre el experimento 1 y el experimento 3
pudo deberse a la diferencia en los tiempos de colecta de las reinas silvestres. El total de reinas de los
tres experimentos es de 177 y la probabilidad de que inicien un nido es de 49.15%.

Contrastando estos porcentajes con estudios anteriores, Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas (2003)
(n=27) reportaron un ¢éxito de ovoposicion del 63%. Por otro lado Laverty y Plowright (1985) (n=55)
reportaron un exito del 54.4%, resultado similar a los mencionados anteriormente. Las diferencias en
los resultados de éxito en la fundaciéon del nido pueden deberse a factores poco predecibles
(condiciones externas, higiene, salud) al tratarse de reinas silvestres (Fuentes Montemayor y Madrid
Cuevas, 2003).

Es esperado que la mayoria de las reinas muera antes de la etapa 2 ya que al atrapar reinas silvestres no
se sabe en qué estado vienen estas reinas (Salvarrey, 2012). Ademas Evans et. al. (2007) sugiere que si
ya iniciaron un nido en la naturaleza es muy poco probable que lo inicien nuevamente en cautividad y
si no estan apareadas tampoco seran nidos viables. Otra posible razon de muerte de reinas en las cajas
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de inicio puede deberse a su poca adaptabilidad a las condiciones de laboratorio. Su impedimento de
volar y defecar dentro de sus cajas aumenta la incidencia de patdgenos y pardsitos repercutiendo
finalmente su condicion sanitaria (Schmid-Hempel 2001; Salvarrey, 2012). La muerte de las reinas,
especialmente en los dias siguientes a introducirlas en las cajas de inicio es el principal problema
encontrado en los experimentos de cria de B. ephippiatus realizados en ECOSUR.

Los pocos porcentajes de ovoposicion de reinas silvestres podrian mejorar al evitar atrapar reinas que
no se hayan apareado, ya que tampoco iniciaran un nido en cautividad. Los problemas de no conocer el
estatus fisiologico de las reinas crean dificultades durante el manejo de reinas silvestres, ya que si
unicamente alrededor del 50% de las reinas inician un nido, eso significa que la perdida de reinas
silvestres es alta y el proceso de cria es poco eficiente. Un método sugerido con fines de conservacion
es no atrapar reinas silvestres que tengan polen en las patas ya que significa que ya han iniciado un
nido en la naturaleza (Evans et. al., 2007).

Etapa 3

Esta etapa se refiere al nacimiento de la primer obrera. En los estudios 1, 2 y 3 se obtuvieron
porcentajes de 29%, 50% y 29% de colonias que alcanzaron esta 3 etapa respectivamente.

Porcentajes alrededor de 30-50% representan porcentajes por menos de la mitad, sin embargo
Delaplane (1996) considera que un 30% de reinas que den origen a obreras es un porcentaje bueno
entre los criadores de abejorros. Ademads, contrastando con trabajos anteriores, Laverty y Plowright
(1985) reportaron que de 55 reinas colectadas el 33% da origen a obreras. En trabajos mas recientes
como el de Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas (2003) se reportd un 51,9% de éxito en reinas que
da origen a obreras. Esto podria indicar que con el tiempo la técnica sigue siendo muy parecida y por lo
tanto los porcentajes siguen siendo muy similares a aquellos de trabajos mas antiguos. Por lo que
quedaria verificar si estos porcentajes se deben a la biologia y poca adaptacion a las condiciones en
cautiverio de las reinas de B. ephippiatus, o simplemente a la falta de una técnica mejorada.

Por otro lado Salvarrey (2012) trabajando con 89 reinas silvestres obtuvo un 30% de colonias donde
naci6 al menos una obrera, este bajo porcentaje se debe a las especies con las que trabajaron, ya que
Bombus atratus y Bombus bellicosus pertenecen al grupo de abejorros “hacedores de bolsillo” , grupo
mas dificil de criar en un laboratorio (Plath 1923, Ptacek y Drobna 2006, Velthuis, 2006).

Etapa 4

Elegi el nacimiento de 15 obreras como etapa 4 porque cuando las colonias alcanzaban este nimero de
obreras eran cambiadas de las cajas de inicio a las cajas de desarrollo. Esto se estipul6 asi porque con
15 obreras el espacio empieza a ser reducido en las cajas de inicio, hay mas estrés con movimientos y
los recursos son insuficientes.

En el estudio 1 un 23% de las reinas iniciales logra obtener 15 obreras, en el estudio 2 un 25% y
finalmente en el estudio 3 el 8%. Se trata de porcentajes menores a un cuarto de la poblacion inicial.
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Nuevamente estos porcentajes pueden deberse a factores poco predecibles como las condiciones
externas, la higiene y el tipo de polen suministrado durante el proceso de cria (Fuentes Montemayor y
Madrid Cuevas 2003). Este bajo porcentaje tiene fuertes repercusiones en el manejo de reinas salvajes
por su alta mortalidad y saqueo de fauna silvestre.

Es importante implementar métodos que aumenten este porcentaje de supervivencia y que mejoren la
calidad de las reinas en condiciones de cautividad. Cuando las colonias llegan a la etapa 4 la
probabilidad de muerte se reduce drasticamente. Se trata de colonias resistentes, productivas y listas
para ser utilizadas como polinizadores en invernaderos de cultivos para consumo humano.

Etapa s

En esta etapa las colonias inician su produccion de reinas virgenes y zdnganos, ultima etapa en el ciclo
de vida (Goulson, 2010). Las reinas de los experimentos 1 y 2 que alcanzan la quinta etapa representan
un nimero bajo, donde unicamente el 19 y 25% de las colonias producen reinas y zanganos. Es
importante resaltar que la mayoria de las colonias que alcanz6 la etapa 4 alcanza la etapa 5. Esto quiere
decir que las colonias que tienen 15 obreras son colonias que muy probablemente sigan su desarrollo
sin problemas. Al comparar con otros estudios es importante remarcar que también han obtenido
porcentajes bajos no muy diferentes, donde unicamente el 15% da origen a zdnganos y/o reinas
(Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas, 2003).

Se trata de la etapa mas importante para la conservacidon por la introduccion de reinas virgenes y
machos en estado silvestre. La liberacion de formas sexuales de B. ephippiatus promueve técnicas para
la preservacion de la especie.

Repercusiones en manejo y saqueo de reinas salvajes

De los 3 estudios realizados en ECOSUR vy estudios anteriores con B. ephippiatus (Laverty y
Plowright, 1985 ; Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas 2003) se discutid anteriormente los bajos
porcentajes de colonias que producen zdnganos y reinas virgenes (del 15 al 25%). Este bajo porcentaje
tiene grandes repercusiones en el manejo y saqueo de reinas del estado silvestre, ya que indica que
cerca de un 75% de las otras reinas capturadas morira o nunca llegara a la etapa 5. Para estudios
posteriores queda corroborar si este alto porcentaje se debe a la biologia de las reinas o a posibles fallas
en la técnica de cria utilizada. Sugiero que seria de gran utilidad conocer que ocurre en la naturaleza,
encontrar el porcentaje de reinas de una colonia que alcanza la etapa 5.

Otro dato importante para tener en cuenta es el tiempo transcurrido entre la entrada de las reinas a las
cajas de inicio y el nacimiento del a primer obrera. En los experimentos 1, 2 y 3 el tiempo transcurrido
fue de aproximadamente 50 dias. Se trata de informacion relevante para planificar la cria artificial de
abejorros con vistas a obtener colonias en periodos definidos, por ejemplo, para polinizar cultivos
especificos (Salvarrey, 2012).
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7.1.2 Diferencias en las graficas de conteo de obreras y pupas
Graficas de natalidad de obreras:

En las graficas inicamente se muestran los nidos de tres 0 mas semanas de vida. Esto con la finalidad
de que se observaran mejor los nidos en las graficas. Las colonias del experimento 3 se estudiaron por
8 meses (tiempo de la estancia estipulado en Chiapas) y por eso no alcanzan un punto maximo.

Las curvas de natalidad de obreras de las graficas de los experimentos 1, 2 y 3 (graficas 2, 4 y 6)
adoptan un crecimiento de tipo logistico con respecto al tiempo de desarrollo de las colonias. Esto
significa que el nacimiento de obreras a lo largo del ciclo de vida de la colonia no es constante (Fuentes
Montemayor y Madrid Cuevas 2003).

Durante las primeras semanas la natalidad de obreras es muy baja debido a que al inicio so6lo esta la
reina y muy pocas obreras (las de la primer camada), ellas son las unicas que alimentan y cuidan a las
crias, ademds de mantener la temperatura y la humedad relativa estable (Kwon et. al., 2006; Goulson,
2010). Como consecuencia el desarrollo es lento durante las primeras semanas, sin embargo, una vez
que la colonia alcanza cierto nimero de individuos la reina se deslinda del cuidado de las crias para
dedicarse casi exclusivamente al ovoposicion. Como resultado la cantidad de huevos aumenta y es por
eso que en las graficas vemos un cambio drastico a partir de 30-50 obreras (Alford 1975; Fuentes
Montemayor y Madrid Cuevas 2003) numero importante ya que que coincide con el movimiento de las
colonias a invernadero para iniciar la polinizacion de cultivos (Torres, 2005). Posteriormente la colonia
sigue creciendo con el tiempo hasta alcanzar un punto maximo en el que se detiene. Este tipo de
crecimiento es conocido entre los experimentos de crianza de abejorros (Laverty y Plowright 1985;
Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas 2003; Salvarrey, 2012).

Las gréficas 2, 4 y 6 de natalidad de obreras de los tres estudios realizados en ECOSUR difieren entre
si por el nlimero de semanas en el que las colonias alcanzan 50 obreras, el nimero maximo de obreras y
el nimero maximo de pupas. A continuacion voy a tratar cada una de estas diferencias.

Numero de semanas en el que las colonias alcanzan 50 obreras

Elegi el nimero de semanas en el que las colonias alcanzan 50 obreras porque cuando las colonias
cuentan con este numero son trasladadas a los invernaderos para polinizar, es decir, que son colonias
listas para ser manejadas por los productores (Torres, 2005). En en el experimento 1 el 50% (10 de 20)
de las colonias alcanzan mas de 50 obreras entre la 6 y 8 semana, crecimiento que coincide con los
experimentos realizados por Laverty y Plowright en 1985, donde 6 colonias de B. ephippiatus
alcanzaron 50 obreras en la semana 6 y Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas donde 27 colonias de la
misma especie alcanzan 40 obreras en la semana 6.
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Por otro lado en el experimento 2 (gréafica 4) las colonias alcanzan este nimero alrededor de la semana
12 y 15 y finalmente en el experimento 3, 1 colonia alcanza 50 obreras hasta la semana 17. Sin
embargo, es importante resaltar que entre la semana 5 y 6 del experimento 3 (grafica 6) habia 3
colonias con 30 y 40 obreras respectivamente, nimero que coincide con el experimento 1 y el
experimento de Laverty y Plowright en 1985 pero que a partir de la semana 7 se da un decremento
importante en todas las colonias, probablemente debido a los cambios de temperatura y humedad
dentro del cuarto de cria. Tema que abordaré mas adelante.

Torres (2005) menciona en su trabajo que las colonias de B. ephippiatus tienen una esperanza de vida
de 8 a 12 semanas donde después de este tiempo la poblacion de la colonia empieza a decaer. En el
caso de los experimentos 2 y 3 las colonias alcanzan 50 obreras mucho tiempo después del
anteriormente descrito, por lo que es importante resaltar que las colonias pueden tener rangos mas
amplios de vida, ademas se trata de una especie tropical cuyas colonias pueden estar activas durante
todo el afo (Chavarria-Villasefior, G., 1996).

El nimero maximo de obreras

Nuevamente en las graficas inicamente se muestran los nidos de tres o més semanas de vida. Esto con
la finalidad de que se observaran mejor los nidos en las graficas.

En las gréficas de los experimentos 1 y 2 (graficas 2 y 4) podemos apreciar como las colonias llegan a
un punto maximo y a partir de ahi su poblacion disminuye. Este punto es el nimero maximo de obreras
que alcanza una colonia y normalmente coincide con el cambio de la etapa 4 a la etapa 5, es decir, la
ultima etapa en el ciclo de vida de una colonia ( la produccién de reinas virgenes y zanganos).

El promedio del nimero méaximo de obreras es de 240,76 y el maximo de 350 (N=13) para el
experimento 1, para el experimento 2 el promedio fue de 200 (N=2) y el maximo de 220 y no hubo
para el experimento 3 ya que no se finaliz6 el ciclo de vida.

Laverty y Plowright reportan haber observado un nido en Costa Rica condiciones naturales cuyo un
punto maximo fue de 888 obreras, mientras que Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas (2003)
reportaron nidos con mas de 600 obreras (maximo de 691 obreras). Nuevamente las diferencias en las
curvas de crecimiento y los puntos maximos del numero de obreras pudieron deberse a diversos
factores como la ubicacion geografica de las reinas, la humedad relativa, a la temperatura y al tipo de
polen. Sin embargo, Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas (2003) mencionan que el tamafio de la
colonia depende de la altitud donde se localiza la especie ya que en altitudes de 2500 m.s.n.m. las
colonias de B. ephippiatus alzancan 400 individuos mientras que en altitudes menores alcanzan un
promedio de 150 obreras (Torres, 2005). En los experimentos realizados en ECOSUR (1,2 y 3) las
reinas silvestres fueron capturadas en una altura de 2,200 m.s.n.m. y los promedio fueron de 240,76 y
200 para los experimentos 1 y 2. Ambos promedios se encuentran por debajo del esperado seglin Torres
(2005) y puede deberse a que las reinas fueron capturadas en alturas menores a los 2500 m.s.n.m.
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El nimero maximo de pupas

Igual que en las graficas de obreras en las graficas de pupas de los experimentos 1, 2 y 3 realizados en
ECOSUR se observa que las colonias llegan a un punto maximo de formacion de pupas y a partir de
ahi su poblacion disminuye. Mismo cambio que coincide con el cambio de la etapa 4 a la etapa 5.

El promedio del nimero maximo de pupas para las colonias que alcanzaron la etapa 5 es de 401,6 y el
maximo de 880 (N=18) para el experimento 1, para el experimento 2 el promedio fue de 157 (N=2) y el
maximo de 187 y no hubo para el experimento 3 ya que no se finalizo el ciclo de vida.

En la experiencia 1 (grafica 3) hay tres colonias (colonias 6,4 y 46) que alcanzan puntos maximos de
880, 847 y 770 pupas. Su diferencia con respecto al promedio es de 478,3, 4453 y 368,3
respectivamente. Ahora bien, si comparamos estas colonias con sus curvas de natalidad de obreras en la
figura 1 (grafica 2) seria esperado que también sobresalieran del promedio, sin embargo sus puntos
maximos no pasan de 350 obreras. Es interesante remarcar que hay una baja en la natalidad de obreras
poco antes del punto maximo de pupas, lo quiere decir que mueren muchas obreras y al no ser
sustituidas, las curvas de formacion de pupas caen por completo poco tiempo después. Finalmente las
colonias mueren y las pupas formadas mueren también. Este comportamiento puede deberse a diversos
factores, sin embargo, el hecho de que no hubiera obreras que calentaran las pupas pudo haber sido un
factor determinante en la muerte de las mismas (Alford 1975;Velthuis, 2006; Goulson, 2010).

Es importante decir que los conteos de pupas no siempre fueron exactos, ya que hay muchas pupas que
no se observan o simplemente no es tan clara su diferenciacion dentro del monticulo de cria. Este
monticulo de cria es un conjunto de huevos puesto por la reinas sobre el nido. Conforme pasa el tiempo
los huevos comienzan a diferenciarse en pupas (Goulson, 2010) formando una estructura parecida a un
racimo de uvas. Muchas veces hay pupas no visibles dentro de esta estructura y eso hace que los
conteos de pupas sean menos precisos que los de las obreras.

Por qué las diferencias?

A continuacion analizaremos posibles razones que expliquen las diferencias observadas en las graficas
de natalidad de obreras y formacion de pupas entre los experimentos de ECOSUR vy fuera (Laverty, T.
My R. C. Plowright, 1985; Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas, 2003).

Colonias activas durante todo el ano

La mayoria de los abejorros tienen ciclos de vida anuales, sin embargo, una caracteristica destacable de
B. ephippiatus es que se trata de una especie neotropical por lo que su ciclo de vida no se limita a ser
anual (Laverty, T. M y R. C. Plowright, 1985). Como consecuencia las colonias de B. ephippiatus
pueden vivir mas de un afio y ser activas durante todo el afo (Chavarria-Villaseiior, G., 1996). Esta
caracteristica influye en el tiempo de muestreo de las reinas silvestres, ya que segin Laverty y
Plowright (1985) la formacion de colonias de esta especie puede estar sincronizada con el inicio de la
temporada de secas.
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(En qué estado vienen las reinas?

60Anteriormente se menciond que las colonias de B. ephippiatus pueden ser activas durante todo el afio
(Laverty, T. M y R. C. Plowright, 1985) por lo que las reinas capturadas pueden estar en diferentes
estados de su ciclo de vida, ya sea recién nacidas, recién apareadas o que recientemente hayan
construido un nido.

Tiempo y lugar de muestreo

Las diferencias en las graficas de conteo de pupas y obreras pudieron deberse a los tiempos de
muestreo, ya que en en el estudio 1, 67 reinas se colectaron durante los meses de junio y julio, y dos
reinas durante agosto y septiembre del 2014. En el experimento 2 las reinas se colectaron durante los
meses de abril y mayo del 2015 y en el experimento 3 durante el mes de octubre 2015.

Las reinas del experimento 1 se colectaron en San Cristobal de Las Casas (16.732314, -92.661861), el
antiguo aeropuerto de San Cristobal de Las Casas (16.699735, -92.542705) y en Oxchuc (16.79063,

-92.34525) mientras que las de los experimentos 1y 2 fueron colectadas en diferentes alturas.
Tipo de polen suministrado

Por otro lado el tipo de polen pudo también haber influido en las graficas de natalidad de obreras ya
que como es descrito por Frison en 1927 la cantidad y el tipo de polen pueden ser factores determinante
para la fundacion y el éxito de un nuevo nido, ya que las larvas dependen fuertemente de la cantidad de
proteina suministrada, especialmente durante los primeros dias de vida.

Temperatura y humedad
Las razones previamente mencionadas son meras hipotesis ya que ninguna medida fue tomada con
respecto a estas. Sin embargo, la temperatura y la humedad, factores ligados a la cria de Bombus si

fueron medidos en este experimento por lo que corrimos modelos lineares para ver la importancia de
ambos factores en la cria de B. ephippiatus.
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7.2 Efectos de la humedad relativa y la temperatura en el desarrollo de las colonias de
B. ephippiatus.

Experimento 1.

Del 5 de noviembre al 14 de diciembre del 2015 (7 semanas) hubo una baja constante de la temperatura
y de la humedad donde pasaron de 28 °C a 23 °C y de 55 % a 50.8 % respectivamente. (graficas 8 y 9).

Con la intencion de evaluar el efecto de la temperatura y la humedad en las graficas de conteo se
aplicaron correlaciones de la humedad y la temperatura contra el nimero de obreras y pupas durante
estas 7 semanas (tabla 3 y 4). Elegimos este rango de tiempo porque fue a partir de esa semana que las
lineas de crecimiento disminuyeron. Durante estos dias la mayoria de las colonias vivas se encontraban
entre la cuarta y quinta fase de desarrollo y la baja fue constante para ambos factores, nimeros que
facilitaron observar si hay una correlacion. A continuacion se muestran las correlaciones de humedad
relativa y temperatura contra promedio en el numero de pupas y obreras para todas las colonias en
desarrollo.

La tabla 3 muestra correlaciones altas entre la humedad relativa y la temperatura con el nimero de
huevos. Esto quiere decir que el promedio general de pupas baja de manera constante junto con la
humedad relativa y la temperatura. Por otro lado el promedio de obreras presenta una correlacion
positiva mucho menor.

Esto nos dice que la temperatura y la humedad tienen un efecto mas fuerte sobre el promedio de pupas
que el de las obreras. Esto tiene una explicacion bioldgica y es que las pupas dependen fuertemente de
las obreras para regular su temperatura (Goulson, 2010).

Con el fin de ver que tanto son afectadas las pupas y las obreras por ambos factores durante las
semanas del 5 de noviembre al 14 de diciembre del 2015, se utilizaron modelos lineares (Tabla 4) para
ver que porcentaje de las variables promedio general de pupas y obreras es afectado por el cambio en la
humedad relativa y la temperatura.

Experimento 3.

Del 16 de diciembre del 2015 al 6 de enero del 2016 ( 4 semanas) hubo una baja constante de la
temperatura y de la humedad donde pasaron de 28 °C a 26.5 °C y de 60 % a 52.6 % respectivamente
(graficas 12y 13).

Con la intencion de evaluar el efecto de la temperatura y la humedad en las graficas de conteo se
sometieron correlaciones de la humedad y la temperatura contra el nimero de obreras y pupas durante
estas 4 semanas (tabla 5 y 6). Elegimos este rango de tiempo porque fue a partir de esa semana que las
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lineas de crecimiento disminuyeron y ademas durante estos dias todas las colonias vivas se encontraban
entre la segunda y tercera fase de desarrollo (1-15 obreras) finalmente la baja fue constante para ambos
factores, numero que facilita observar si hay una correlacion.

La tabla 5 muestra una correlacion alta positiva entre la humedad relativa y la temperatura con el
numero de huevos y obreras, sin embargo la de obreras es negativa. Estos datos nos indican que que el
promedio general de pupas baja de manera constante junto con la humedad relativa y la temperatura.
Por otro lado, el promedio de obreras sube con la baja constante de la humedad relativa y la
temperatura. Esto puede explicarse porque durante estas etapas las colonias alin no tenian muchas
obreras por lo que la variacion es muy pequefia (5-12 obreras) y como explicado anteriormente, las
obreras son menos afectadas por su capacidad de regular su propia temperatura (Goulson, 2010).
Nuevamente se corrobora que la temperatura y la humedad tienen un efecto mas fuerte sobre el
promedio de pupas que el de las obreras.

Con el fin de ver que tanto son afectadas las pupas y las obreras por ambos factores, . Se utilizaron
modelos lineares para ver que porcentaje de las variables promedio general de pupas y obreras es
afectado por el cambio en la humedad relativa y la temperatura durante las semanas del 16 de
diciembre del 2015 al 6 de enero del 2016 (tablas 4y 6) .

Los modelos indican algo importante. Hay un efecto significativo de la temperatura con respecto a la
variacion del promedio de pupas del experimento 1 durante las semanas 22-28 (Modelo 1a, p=0.006)
(Graficas 8 y 9) y lo mismo en el experimento 3 durante las semanas 7-10 (Modelo 1b, p=0,05)
(Gréficas 12y 13).

Durante este rango de tiempo la baja constante de la temperatura explica el mayor porcentaje de la
variacion del promedio del nimero de pupas. Por otro lado la humedad relativa no tuvo un efecto
significativo sobre el promedio del numero de pupas en el experimento 1 (p=0,1652) ni en el
experimento 2 (p=0,06). Es importante remarcar que no descartamos un efecto significativo de la
humedad relativa sobre el nimero de pupas sino que nuestros resultados indican que el efecto no es
inmediato durante las semanas que se analizaron. En cuanto al promedio general de obreras ninguna de
las condiciones tuvo un efecto significativo en la variacion de esta variable en ninguno de los dos
experimentos.

Tanto en el experimento 1 (tabla 4) como en el experimento 2 (tabla 6) los modelos nos indican que las
pupas son mas afectadas que las obreras por los cambios de temperatura. Una de las explicaciones
biologicas para este resultado es que las obreras son adultos y pueden regular de mejor manera su
propia temperatura (Goulson, 2010). Sin embargo, las etapas de larva y pupa son totalmente
dependientes del cuidado de la reina y de las obreras por su capacidad de suministrar alimento y
calentar las celdas al presionar sus cuerpos contra las mismas (Goulson, 2010). Como consecuencia se
trata de una etapa altamente vulnerable ante cambios en las condiciones ambientales, en este caso, la
temperatura (Williams et. al., 2014).

La variable temperatura tiene efectos negativos inmediatos en el desarrollo adecuado de las pupas. Esto
resalta la importancia de la temperatura como condicion clave para la cria de abejorros en cautiverio.
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La disminucion de obreras y pupas ocurrié durante diferentes tiempos en los experimentos 1 y 3
(graficas 8 y 12). En el experimento 1 ocurridé cuando las mayoria de las colonias tenian mas de 50
obreras (fase de desarrollo avanzada) mientras que en el experimento 3 ninguna de las colonias tenia
mas de 50 obreras (primeras fases de desarrollo). Esta diferencia es muy importante ya que las colonias
del experimento 3 tenian a penas 3 semanas de vida y muy pocas obreras. Es importante remarcar que
después de la disminucion de pupas del experimento 3 (graficas 12), las colonias tardaron 6 semanas en
iniciar nuevamente el crecimiento, mientras que en el experimento 1 (grafica 8) tardaron la mitad del
tiempo (3 semanas).

Las colonias del experimento 1 se recuperaron mas rapido posiblemente por que habia un mayor
numero de obreras. Se sabe que conforme la poblacion de la colonia aumenta, hay mas obreras que
colaboran y son capaces de mantener mejor las condiciones adecuadas como los cambios drasticos en
la temperatura y la humedad (Kwon et. al., 2006; Williams et. al., 2014). .

Por otro lado, las colonias del experimento 3 se encontraban en las primeras semanas de vida, tiempo
que representa un elemento clave en la cria de abejorros por su alta vulnerabilidad ante cambios
drésticos en el clima y escasez de alimento (Kwon et. al., 2006; Williams et. al., 2014). Los tiempos
para crear la primer, segunda y tercera camada de abejorros estan relacionados al nimero de obreras
que ayudan a la reina. Kwon et. al. (2006) observo que un mayor nimero de obreras al inicio de la
colonia promueve el desarrollo temprano 6ptimo de la misma. Esto se debia a dos opciones: La reina
ponia una mayor cantidad de huevos cuando tenia mas ayudantes o todos los huevos puestos
sobrevivian y terminaban su desarrollo gracias a la alimentacion de un mayor numero de obreras. Por
lo tanto, si los huevos son afectados y no sobreviven entonces el crecimiento de la colonia se ve
afectado como lo sucedido en el experimento 1 que el crecimiento se detiene por 6 semanas.

Llorente Torres (2005) resalta la importancia de mantener las condiciones del nido en estado natural al
mantener las colonias de B. ephippiatus en 30 C con una humedad del 60%. Finalmente,

una de las recomendaciones para mantener las condiciones estables dentro de un cuarto de cria son:
Utilizar un calentador eléctrico con un regulador de temperatura, un humidificador con un regulador de
humedad y de ser posible recubrir el cuarto con material aislante para evitar los cambios drasticos de
temperatura y humedad a lo largo de todo el desarrollo de las colonias de B. ephippiatus, especialmente
durante las primeras fases de crecimiento.
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7.3 Similaridades y diferencias en los tiempos de fundacion de nido de reinas de B.
ephippiatus. Relacion entre reinas rapidas y colonias grandes a las 6 semanas.

Las gréficas (graficas 14, 15 y 16) de los experimentos realizados en ECOSUR difieren en ciertas
particularidades. De 1-5 dias después de haber sido introducidas a las cajas de inicio, el 1% de las
reinas funda un nido en los experimentos 1 y 3. Tiempo relativamente rdpido comparado con otras
reinas. De 6-10 dias después, el 17% de las reinas del experimento 3 funda su nido. Es importante
remarcar que se trata de un tiempo rapido contrastado con los experimentos 2 y 3 dénde solo el 1% de
las reinas del experimento 3 fundo6 su nido en este transcurso y ninguna del experimento 2. De 11-15
dias después el 24% de las reinas fundé su nido en el experimento 3, el 13% en el experimento 2 y el
14% en el experimento 3. Fue durante esta etapa que la mayoria de las reinas de los experimentos 1y 3
fundaron sus nidos. De 16-20 dias después el 6% de las reinas de el experimento 3 fundé su nido, el 9%
del experimento 3 y ninguna del experimento 2. De 21-25 dias después el 4% de las reinas del
experimento 3 fund6 su nido, ninguna del experimento 3 y 25% del experimento 2. Finalmente las
reinas que tardaron mas de 26 dias en fundar su nido fueron 4% en el experimento 3, 10% en el
experimento 3 y 38% en el experimento 2.

Es interesante notar que Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas 2003 reportan que el promedio de dias
que tardaron las reinas de B. ephippiatus para ovopositar después de haber sido confinadas a las cajas
de inicio fue de 29+-13 dias (N=15), mientras que para reinas criadas en laboratorio fue de 20+-13 dfas
(N=48). Nuestros promedios fueron de 13+-7 para el experimento 3 y de 23+-22 para el experimento 1.
Se trata de resultados variables, sin embargo en el experimento 1 tiene el menor promedio de dias para
la fundacion de nido con reinas silvestres. Nuevamente la variacion en los resultados pueden deberse al
tiempo de captura de las reinas, la region geografica donde fueron

capturadas y las condiciones de humedad relativa y temperatura del cuarto donde fueron colocadas las
reinas.

7. 3.1 Sobre la relacion entre reinas rapidas y colonias grandes a las 6 semanas

Se encontré que el nimero de dias que tardan las reinas en fundar un nido estd negativamente
relacionado al nimero de obreras a la seis semanas de desarrollo en los experimentos 1 ( R2=0.26, F =
4.7, P <0.05) (grafica17) y 3 (R2=0.24, F =5.7, P<0.05) (grafica 18).

Esto quiere decir que las reinas que inician sus nidos mas rapidos tienden a tener colonias mas grandes
a las 6 semanas. Elegimos el nimero de obreras a las 6 semanas como variable independiente porque a
las 6 semanas las colonias estdn suficientemente desarrolladas y alcanzan un promedio de 30-50
obreras, niumero relevante por ser colonias listas para la polinizacion de cultivos comerciales. A pesar
de que la relacion no es tan fuerte, si es un indicativo para hacer nuevos estudios con el fin de recrear
este experimento y

corroborar la relacion.

Esta relacion tiene importantes consecuencias en el manejo de reinas silvestres para la cria de B.
ephippiatus. Si las primeras reinas en ovopositar tienen colonias mds grandes que las reinas que
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ovopositaron después, entonces se puede especular que aquellas que inicien un nido rapido van a ser
mejores colonias para usarlas como polinizadoras ya que su desarrollo es més rdpido y tienen mas
obreras para realizar el trabajo.

A partir de este analisis se sugiere que las reinas que no inicien sus nidos en los primeros 15 dias sean
descartadas del manejo y mejor sean liberadas en el lugar donde fueron colectadas. Esto con la
finalidad mejorar la posibilidad de tener mas colonias grandes a las 6 semanas de desarrollo y usarlas
para la polinizacion de cultivos.

Ahora bien, la pregunta importante es por qué sucede esta relacion. Fuentes Montemayor y Madrid
Cuevas (2003) sugieren que uno de los factores que pueden influenciar en el nimero de individuos en
determinado tiempo de desarrollo de la colonia se debe a la composicion genética de la reina. Sin
embargo también puede ser un factor influenciado por la condicion fisica y fisiologica de la reina o
incluso conductual. Si las reinas con colonias grandes en poco tiempo fueron mejor alimentadas o si se
aparearon con mas de un macho. Se trata de muchas preguntas a resolver para trabajos posteriores.

7.4 Evaluacion de diferentes métodos de estimulacion para la fundacion de nido en reinas
de B. ephippiatus

Para el experimento 3 (grafica 19) se evaluaron 4 diferentes tratamientos (Obreras, control, polen y
pupa) de estimulacion de reinas fecundadas para que fundaran una colonia. Con el fin de conocer si
algun tratamiento tenia un efecto significativo en el nimero de dias que tardan las reinas silvestres en
fundar un nido corri un analisis de tipo ANOVA con los datos obtenidos del experimento 3. El ANOVA
(F =0.948, P =0.433) indico que los tratamientos no tienen un efecto significativo en el nimero de dias
que tardan las reinas en fundar un nido. Sin embargo el tratamiento obreras tuvo el menor promedio de
dias en la fundacion del nido con 10,6 seguido del tratamiento polen, pupa y control con 13.8, 14.5 y
15,6 respectivamente.

El tratamiento pupas ha sido ampliamente estudiado (Duchateau, 1995, 2000; Duchateau et. al.,1994;
Yeninar et al., 2000), sin embargo, los detalles de como utilizarlas y colocarlas con las reinas son
escasos. En los experimento anteriores encontraron que el sexo, la edad de la pupa y su posicion
influyen fuertemente en el comportamiento de las reinas para iniciar un nido (Kwon y Saeed, 2003). El
éxito de estimulacion en reinas de B. ferrestris ha sido mayor cuando se utilizan pupas de machos
jovenes (1-2 dias) y congeladas (Kwon y Saeed, 2003). Por otro lado cuando las reinas eran provistas
de pupas viejas de mas de 9-11 dias, el éxito de ovoposicidon era bajo y las reinas que si lo hacian
terminaban devorando sus huevos, comportamiento que pudo haber ocurrido en el experimento 3 ya
que nunca se tomo en cuenta la edad de las pupas utilizadas. Ademas durante nuestro experimento se
observo que las pupas se podrian, se volvian negras y muy probablemente promovian el desarrollo de
bacterias y hongos.

Utilizar el tratamiento de pupas para el uso comercial es poco recomendable por tratarse de un método
mas laborioso que los otros. (Khon, 2003). Para la reproduccion comercial, utilizar pupas es poco
practico, no so6lo por tener que depender de colonias mas avanzadas, sino porque es un trabajo mas
laborioso y cuando la pupa se desprende del cluster de la colonia madre, la cubierta de cera sobre la
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larva es dafiaba usualmente, resultando en la muerte de larvas y por consecuente su podredumbre
(Khon, 2003). Esto ocasiona que la reina no acepte la pupa o se pudra alrededor del nido ocasionando
la muerte de la reina o la no ovoposicion de la misma.

Para trabajos posteriores se recomienda utilizar pupas jovenes de machos y contar sus dias de
desarrollo.

Por otro lado, en cuanto al tratamiento del polen se observd que muchas veces el polen no era
consumido por completo y se acumulaba formando plastas grandes que con el tiempo se echaban a
perder, pudiendo afectar el comportamiento de la reina retrasando su capacidad de fundar un nido.

Pese a que el tratamiento de obreras no tuvo un efecto significativo, fue el que tuvo el menor promedio
en el numero de dias que tardaron las reinas en fundar un nido. Este tratamiento también ha sido muy
estudiado (Sladen 1912; Plath, 1923; Duchateau, 1991; Duchateau, 1991; Van den Eijnde et al., 1991;
Kwon et. al., 2006) y se sabe que la comunicacion entre obreras y reinas promueve la ovoposicion de la
reina nueva. Esto sucede porque las obreras cooperan con la reina como si se tratara de la reina de su
colonia, es decir que ayudan en la incubacidon de los huevos una vez que estos son puestos. (Plath,
1923). La introduccidn de una o més obreras permite a la reina deslindarse de otras tareas para dedicar
mas tiempo a la ovoposicion (Alford 1975).

Este método puede repetirse con la finalidad de corroborar si podria o no ser un método que estimulara
a reinas silvestres de B. ephippiatus de manera significativa a iniciar un nido, con la recomendacion de
utilizar 1 o mas obreras por tratamiento como en el estudio de Kwon et. al. (2006) donde encontrd un
mayor éxito de fundacion de nido utilizando 4-6 obreras conspecificas de B. ferrestris.

Finalmente el tratamiento control tuvo el segundo promedio con el nimero de dias para iniciar un nido
y no tuvo diferencias significativas con los efectos de los otros tres tratamientos. Este resultado quiere
decir que las reinas de B. ephippiatus fundan su nido sin importar el tratamiento utilizado.

Esto ultimo tiene importantes repercusiones en la cria y el manejo de reinas silvestres capturadas ya
que podria indicar que no es necesario gastar en tratamientos complejos como la demanda constante de
polen, obreras o pupas de colonias conspecificas. Evitando este esfuerzo, la cria de B. ephippiatus
podria volverse mas fécil, efectiva y econdémica.

52



8 Consideraciones finales para mejorar la técnica de cria de Bombus ephippiatus y
evitar usar abejorros exoticos

1. Utilizar el tratamiento obreras.

Pese a que el efecto no resulta tan claro parece ser que dos obreras con un arena puede reducir 20 o 30
el tiempo de arranque del nido.a que en este trabajo el tratamiento obreras no resultd ser
significativamente diferente a otros tratamientos si fue el tratamiento que estimuld mas rapidamente a
las reinas a iniciar un nido. El promedio de dias que tardaron las reinas sometidas a este tratamiento fue
de 10.6. Esto quiere decir que podria indicar que la entrada de dos o mas obreras promueven una mayor
rapidez al iniciar el nido por la ayuda que aportan a las nuevas reinas.

2. Liberar reinas que no hagan sus nidos en los primeros 15 dias.

La relacion significativa entre tiempo y niumero de obreras a las 6 semanas en los experimentos 1y 3
nos dice que las reinas que tardan menos de 15 dias en iniciar un nido tienen mayores probabilidades a
tener colonias grandes a las 6 semanas de desarrollo que reinas que tardan mas de 15 dias. Con el fin
de evitar el gasto de dinero y espacio de criar colonias pequenas en este trabajo recomendamos liberar a
todas las reinas que no hayan empezado un nido antes de los 15 primeros dias de confinamiento en las
cajas de inicio.

3. Evitar bajas duraderas de humedad y temperatura (menos de 28 C)

La relacion significativa en los experimentos 1 y 3 entre la temperatura y el nimero de pupas nos dice
que cuando la temperatura es inferior a 28C durante 3 o mdas semanas las pupas son afectadas y
mueren. Para evitar que estos cambios ocurran se recomienda utilizar un calentador y un humidificador
con reguladores de temperatura y humedad.

4. Especial cuidado con colonias de menos de 50 obreras.

Las colonias pequefias de menos de 50 obreras son mas vulnerables ante cambios fuertes de
temperatura y humedad relativa que las colonias grandes. Las obreras son quienes regulan la
temperatura de las larvas y las pupas, conforme hay mas obreras el nido puede soportar mejor los
cambios drésticos de temperatura y humedad. Con colonias de menos de 50 obreras es muy importante
cuidar que la humedad relativa y la temperatura se mantengan estables ( 60%, 28C).

5. Ofrecer polen siempre fresco y mantener higiene del cuarto de cria.

Es muy importante tener una fuente de polen de abeja (Apis mellifera) directa y cercana. El polen debe
congelarse y ser suministrado de manera cuidadosa a las colonias de Bombus ephippiatus. Es
importante no dar mas de lo necesario ya que el polen puede acumularse y echarse a perder. Esto
promueve la incidencia se bacterias y hongos repercutiendo en la salud de las colonias. Finalmente se
debe tener mucho cuidado con la higiene del cuarto de cria y las cajas de inicio y desarrollo. Limpiarlas
constantemente y tener todo muy seco para impedir el desarrollo de patégenos y parasitos de abejorros.
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Anexos

Aquellas colonias que no hicieron nido fueron descartadas de los anexos.
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Anexos: Conteo de pupas del experimento 3

|96 |
| o7 [ 1 [ o9 [ 315 [ 15 | 27 | 24 | 28 | 23 | 20 | 16 | 17 | 19 | 2 | 20 [ 18 [ 23 |

Prom. Semanal de Temperatura 28,0 28,0 28,3 28,0 28,0 27,3 28,0 27,7 27,7 28,3 27,7 28,3 28,7 28,3 28,3 28,8







Anexos: Conteo de obreras del experimento 3

. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
s [ 7 [ 6 [ 6 [ 6 | 7 | 8 | 7 | 7 | 6 | s | 3 | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ o [ o [ 3 [ 3 [ 4 | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ 2 [ 2 [ 2 [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ s [ s ]| o | o | o | o | o | 4 | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ 1+ [ o [ o [ 3 | 3 | 2 | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
1+ [ 7 [ 9 [ 17 [ 2 [ 2o | 27 | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
2 [ 4 [ 315 [ 18 [ 20 | 19 | 17 | 15 | 2 | 22 | 24 | 6 | 2 | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ 2 [ 3 [ 1 [ 17 [ 17 | 18 | 18 | 12 | o | o | s | 7 | o | o | o [ o [ o |
. o [ 2 [ 2 [ «+« [ 1+ | 1 | 1 | o | o | 1 | 1 | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
-+ [ 1+ [ 1 [ 2 [ 2 [ 2 [ 1 | 1 | 1 | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ 8 [ 6 [ 2 [ 3 | 3 | 49 | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ 3 [ 3 [ 3 [ 3 [ 3 | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
. o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
1+ [ 7 [ 8 [ 12 [ u | a1 | 12 | 12 | 15 | 16 | 17 | o | 14 | 16 | 23 | 19 [ 25 [ 28 |

28,0

27,3 28,0 27,7 27,7 28,3 27,7 28,3 28,7 28,3 28,3 28,8 29,3 29,3 29,5 29,7 29,5 29,0




Anexos: Conteo de pupas del experimento 2

Prom. Semanal de Temperatura 27,7 26,8 27,7 26,8 26,5 26,0 26,8 26,0 28,7 28,3 28,3 28,5 29,0 29,0 28,5 28,3

Anexos: Conteo de obreras del experimento 2

| o [ o [ 2 [ 10 [ 1 ]| 11 | 16 | 2 | 15 | 20 | 23 | 24 | 2 | 2 | 24 | 2 [ 3 [ 5 |
| o [ o [ o [ o [ o [ 4 [ 4 | 3 | 4 | 6 | 6 | 10 | 12 | 2 | 25 | 28 [ 38 [ 58 |

| 60 [ o1 [ 102 [ 160 | 160 | 180 | 130 | 114 | 135 | 130 | 100 | 70 | 32 | s | o |
| 64 [ o7 [ 120 [ 200 [ 210 | 220 | 190 | 195 | 200 | 1so | 135 | 98 | s4 | 13 | 10 |




Anexos: Conteo de pupas del experimento 1

Prom. Semanal de Temperatura 26,0 25,2 26,5 26,4 27,0 28,3 28,0 28,0 28,5 29,5 28,3 28,0 30,0 29,7 29,7 28,3




Anexos: Conteo de obreras del experimento 1




| so | e [ s [ 280 [ 10 | 70 | e | 120 | 40 | 1so | 130 | 40 | 10 | 15 | o | o [ o [ o |
| 200 [ 150 [ 130 [ 260 [ 100 | s | s | 10 | 20 | 15 | 2 | 1 | o | o | o | o [ o [ o |
| 140 [ 180 [ 250 [ 30 [ 10 ]| 2 [ 17 | 12 | 12 | 2 | 15 | 20 | 22 | 19 | 11 | 10 [ 13 [ 8 |
| 8 [ 140 [ 200 [ 30 [ 150 | 120 | so | s | 20 | 10 | & | 3 | 1 | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| 0 [ 8 [ 10 [ so [ 7 | o | u | 8 | s | 1 | 138 | 15 | 25 | 23 | 30 | 30 [ 27 [ 28 |
| 120 [ 170 [ 230 [ 30 [ 150 | 130 | e | 0o | 0o | o | o | o | o | o | o | o [ o [ o |
| o [ o [ o [ o [ o [ o | o | o | o | o | o | o | o | o | 3 | o [ 5 [ a4 |
2 [ o [ 3 [ s [ 7 | 138 | 23 | 25 | 60 | 9 | 8 | 100 | 190 | 200 | 18 | 150 [ 200 [ 200 |
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