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RESUMEN: La melisopalinologia permite caracterizar la miel de abejas de
acuerdo con su origen botanico y geografico, permitiendo identificar sus caracteristicas
fisico-quimicas. Por ello, se determind la melisopalinologia de la miel de abeja
producida en un cultivo de trébol blanco (Trifolium repens). Se sembr6 un cultivo de
trébol blanco y se instalo una colmena de Apis mellifera aledafa al cultivo. Se
determinaron las variables tamafio y morfologia del polen de la miel en dos épocas y el
tipo de especie pecoreada. Las diferencias entre épocas se analizaron mediante la prueba
de Chi cuadrado y t Student para forma y tamafio respectivamente, ademas de
estadistica descriptiva. Las principales especies taxonomicas encontradas en la miel de
abejas corresponden a solanaceas, brassicaceas y fabaceas, clasificandose como miel
poliflorar. El polen de trébol blanco no presentd el mas alto valor en la miel, pero
estuvo entre las principales especies pecoreadas, alcanzando un 20,9% en las muestras.
Los resultados entre periodos no mostraron diferencias estadisticas. EI tamafio promedio
del grano de polen de trébol blanco fue de 25,7 micrometros, siendo un valor aceptable
para las abejas y la forma se caracterizo por ser esférica y prolado.
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Melisopalinological determination of honey of bees (Apis mellifera) produced with
climate cold flora mainly Trifolium repens L.

ABSTRACT: The melissopalinology allows to characterize the honey of bees
according to their botanical and geographical origin, to allow identifying their physico-
chemical characteristics. Thus, melissopalinology of honey produced in a white clover
(Trifolium repens) culture was determined. White clover cultivation was planted and a
hive of Apis mellifera was installed adjacent to the crop. The variables pollen size and
morphology of the honey in two seasons and the type of pecoreated species were
determined. Differences between epochs were analyzed using the Chi-square test and
Student-t for shape and size respectively, in addition to descriptive statistics. The main
taxonomic species found in honey belong to Solanaceae, Brassicaceae and Fabaceae,
being classified as polyfloral honey. White clover pollen did not present the highest
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value in honey, but it was among the main pecoreated species, reaching 20.9% in the
samples. The results between periods did not show statistical differences. The average
size of the white clover pollen grain was 25.7 micrometers, being an acceptable value
for the bees and the shape was characterized by being spherical and curved in the center
and flatter in the periphery.

Key words: Apis mellifera, melissopalynology, pollen, Trifolium repens

Introduccion

La melisopalinologia es una disciplina que se enfoca en la identificacion de polen en las
muestras de miel (Herrero et al., 2002). La miel se caracteriza por tener un alto
contenido de polen, producto de la recoleccion o pecoreo de las abejas en las diferentes
especies visitadas; esta caracteristica permite determinar el origen botanico y geogréafico
de la miel, ademas de conocer algunas caracteristicas sensoriales y fisico-quimicas, ya
que se identifica el tipo de especies utilizadas en la recoleccion de néctar (Von Der Ohe
etal., 2004).

El polen en la miel es consecuencia de la caida de granos de polen de los estambres a la
parte interior de la flor, donde se encuentra el néctar. Esta caida se debe a factores
externos como el viento u otros agentes, incluida la accion de los insectos. De esta
manera, el polen es libado por las abejas y se transforma en parte de la miel producida
dentro de la colmena (Sawyer, 1998).

Sin embargo, el estudio del contenido de polen en la miel debe realizarse en forma
adecuada, ya que los resultados obtenidos pueden ser alterados como consecuencia de la
contaminacion por fuentes externas a la floracion visitada por la abeja, como es el polen
de plantas anemdfilas y la contaminacion por otros pdlenes al momento de extraer la
miel (Barth, 2004).

Dependiendo del nimero de especies utilizadas en la obtencién de néctar para la
produccion de la miel, esta se puede clasificar en miel monofloral y multifloral. La
primera proviene totalmente o en un alto porcentaje de una sola especie de plantas, lo
gue determina que sus caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas, microscépicas
sean similares a la planta de origen; para la segunda, el niUmero de especies es mayor a
dos, y no existe una predominancia de alguna especie (Sanchez, 2003). Esta
informacion le permite al productor tipificar su producto segun el origen botanico, de
acuerdo con las especies predominantes (Piedras-Gutiérrez & Quiroz-Garcia, 2007).

Dentro de las especies forrajeras, el trébol blanco es una especie que necesita ser
polinizada por la abeja, mejorando su productividad y propagacion (Calderén, 2004).
Ademas, el trébol es un cultivo muy utilizado en la nutricion de animales herbivoros,
especialmente el ganado bovino; que presenta una alternativa de fuente alimenticia para
las abejas (Nates-Parra et al., 2013).

La presente investigacion planted realizar el analisis melisopalinoldgico de la miel de
abejas producida con flora de clima frio, principalmente Trifolium repens L.
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Materiales y Métodos

El estudio se llevo a cabo en la Granja Experimental Botana de la Universidad de
Narifio, localizada en el departamento de Narifio, municipio de Pasto, corregimiento de
Catambuco, vereda Botana, entre los 2800 y 3200 msnm, con una precipitacion de 1150
mm, temperatura de 12,9°C, evaporacion de 994,4 mm, humedad relativa del 80%y
brillo solar de 1377 horas (IDEAM).

Se establecio un cultivo de T. repens de un area aproximada de 0,49 ha, para lo cual se
tomo en cuenta la inclinacion, distancia de otros cultivos y sistemas de produccion. De
igual manera, se seleccionaron del apiario de la granja, las colmenas que mostraron
mayor actividad y que tenian una reina joven, para ser preseleccionadas y obtener de
forma aleatoria la colmena a instalar en la pradera. La colmena fue colocada en una de
las esquinas del lote de trébol blanco y el monitoreo se realizd cuando el cultivo se
encontro en un 30% de floracion.

Para determinar el estado de floracion del cultivo, se procedi¢ a realizar 12 muestreos al
azar en la pradera con un marco de 0,50 x 0,50 m y en cada uno se determind el
porcentaje de floracion.

Para diferenciar la miel de abeja monofloral de la polifloral, se tuvo en cuenta el
contenido de polen de la muestra. Cuando el polen de una especie representd como
minimo el 45% de toda la muestra, la miel se clasific6 como monofloral, de lo contrario
se clasificd como polifloral (Felsner et al., 2004).

Para el analisis melisopalinoldgico de la miel, se colectaron dos muestras en distintas
épocas, las cuales fueron llevadas al laboratorio de microbiologia de la Universidad de
Narifio, y analizadas mediante la técnica de acetolisis de Erdtman (1969). Este método
en esencia consiste en la destruccion de la celulosa y el contenido de granos de polen
mediante &cidos, lo que permite identificar las estructuras relevantes para el analisis.

Para este método, primero se suspendié el material polinifero en acido acético glacial.
Luego, se centrifugd a 2500 rpm y se decant0. Al sedimento se le afiadié 5 ml de mezcla
acetolitica (una parte de acido sulfarico y nueve partes de anhidrido acético puro). En
una campana de gases, esta mezcla fue calentada al bafio maria hasta ebullicion,
agitdndola con una varilla de vidrio. De dos a cuatro minutos después de alcanzar la
temperatura de ebullicion del agua, se detuvo el calentamiento, para luego centrifugar la
muestra por cinco minutos. Posteriormente se decantd y se le afiadio 5ml de &cido
acetico glacial para eliminar los restos de mezcla acetolitica. Tras un nuevo filtrado y
decantado, se lavo la muestra tres veces. A continuacion (con el fin de evitar el
desarrollo de microorganismos), se afiadio a los granos acetolizados 12 gotas de mezcla
de glicerina y agua destilada a partes iguales, se agitd y se dejé en reposo durante 15
minutos. Finalmente se centrifugd y se decantd (Louveaux et al.,1972).
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El preparado anterior se colocd en portaobjetos, para ello se transfirié un poco de
sedimento polinico y sobre una placa calefactora se dejé evaporar el agua de la muestra.
Posteriormente se afiadié una gota de glicerogelatina y se colocé el cubreobjetos. Las
preparaciones fueron mantenidas boca abajo durante al menos 24 horas y
posteriormente se sellaron con laca de ufias para su conservacion.

Para observar las placas, se utilizé un microscopio modelo Nikon eclipse E- 200 con el
objetivo panoramico 100x, el cual tenia incorporada una camara Advanced Optical.

Para la determinacion de las caracteristicas polinicas del trébol blanco, se tomd doce
muestras por corte (periodo) y se procedi6 a realizar la identificacion de los granos de
polen, mediante las caracteristicas observadas en el trabajo de Criollo-Urrego et al.
(2013). Posteriormente se midi6 y se determiné la forma del polen.

Para la toma y organizacion de datos se utilizd el programa Microsoft Excel 2007.
Todas las variables se analizaron mediante estadistica descriptiva y graficos
estadisticos. Ademas, la comparacion entre ambas épocas de coleccién de la muestra, en
las variables melisopalinoldgica se realizé mediante la prueba de Chi-cuadrado (p<0,05)
y el tamafio del polen se compard mediante la prueba t de Student (p<0,05); estos
analisis se realizaron en el paquete estadistico SPSS version 20.

Resultados y Discusion

En latabla 1, se observa el porcentaje de polen hallado en la miel de abejas cosechada
en dos épocas distintas, mientras que en la figura 1 el contenido de polen por familias
taxonémicas.
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Tabla 1. Forcentaje de polen encontrado en la miel de abejas (Apis mellifera).

Miel 17 Miel 2
Especie % de . .. Yde . .
Calificacion Calificacion
polen polen
Solanum tuberosum 23.9 F 245
Brassica napus L. 17.9 FPF 224 F
Trifalium repens 20.9 F 12,2 FF
Cleome anomala 16.4 PF 10.2 PF
Calceolaria
10.4 PF 41 R
colombiana
Polygonum _
"I 45 R 16.3 PF
nepalense
Tecoma stans 1.5 ] 41 =]
Agspanthus 15 =3 2 =4
Tibouching mallis 1.5 R 2 R

MF: Muy frecuente, F: Frecuente, PF: Poco frecuente, R: Raro. ** Miel No. 1:

abril 26, Miel No 2: mayo 19
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Figura 1. Porcentaje de polen en la miel de abegjas

segun familia taxonomica.

En latabla 1y figura 1 se observa que el porcentaje mas alto de polen lo presentd la
familiaSolanaceae, seguido de la familia Brassicaceae, lo cual indica que el pecoreo de
las abejas se dio en mayor proporcion en la flora aledafa al cultivo de trébol blanco. El
polen de trébol blanco se observo en la miel de abejas, aunque no presentd el mas alto
valor de aparicion en la miel, si alcanzo valores de 20,9% y ocupd el tercer lugar.

Los resultados de la prueba de Chi-cuadrado indican que no existieron diferencias
estadisticas significativas en el porcentaje de polen hallado en la miel de abejas, en las
dos cosechas realizadas (p>0,05), lo cual muestra similares caracteristicas de

composicion nutricional en cuanto a polen.
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Con respecto a la familia Fabaceae, Faricelli et al. (2004) mencionan que, es
predominantemente entomdfila y constituye la principal fuente de néctar y polen para
las abejas. De acuerdo con lo anterior, la proporcion de polen en la miel esta
directamente relacionada con el tipo de vegetacién, y el periodo de floracion de las
plantas. De igual manera, la variabilidad de caracteristicas depende del material vegetal,
del cual las abejas han extraido el néctar para elaborar su miel y por consiguiente de la
region geografica en que se encuentra ubicado el apiario (Cornejo, 1994).

Una abeja obrera cosecha polen de una sola o varias especies. El color del polen es
propio de una especie botanica definida (Cornejo, 1994). Las abejas de una misma
colonia pueden recolectar cinco a diez especies el mismo dia. Algunos pdlenes no
constituyen un alimento completo para las larvas y las abejas jovenes, pero polen de
varias especies pueden formar en conjunto un alimento completo. Segin Chauvin
(1976), cuanto mas abundantes son las floraciones, mas seleccionan las abejas el polen
que les aporta un maximo de proteinas.

En cuanto a la familia taxondmica Fabaceae, las visitas realizadas por las abejas a la
pradera de trébol blanco, se vio afectada por diversos factores: caracteristicas florales
tales como olor, color y abundancia, que interfirieron en el pecoreo de la pradera de
trébol blanco y predispusieron a las abejas a pecorear otras fuentes de alimento.

En latabla 2, se observa las medidas del grano de polen colectado durante las dos
épocas de corte, indicando que, el polen de mayor tamafio fue de 26,43 um vy el de
menor 25 um. Crompton & Wojtas (1993) encontraron valores de 25,7 y 30,4 um,
rango superior al observado en la investigacion. Estas diferencias pueden ser el
resultado de la variedad de trébol utilizada, las cuales pueden diferir en el tamafio del
polen.

Tabla 2. Tamafio del grano de polen.

Tamafio del polen (micrometros)
Muestra Corte1 Corte2 Promedio
1 26,25 25,00 25,60

2 25,00 25,00 23,00
3 31,25 30,00 30,60
4 28,75 28,75 28,70
5 26,25 25,00 25,60
G 25,00 25,00 23,00
7 26,25 28,75 27,50
& 27,25 25,00 26,10
g 27,23 30,00 28,60
10 31,25 28,75 30,00
i 26,25 31.25 28,70
12 2725 27.50 27,30

Promedio 27.30 27.50 2740
Corte {I): 8 de abril 2016. Corte (ll): 27 de mayo 2016
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Para el tamafio de grano de polen de trébol blanco, el andlisis estadistico no encontrd
diferencias significativas (p>0,05) entre dos periodos de cosecha, lo cual se atribuye a la
homogeneidad del tamafio del polen. Las abejas prefieren los polenes de tamafio medio
a pequefio. A veces cada colmena tiene sus propias apetencias en cuanto a recoleccion
de polen. Segun Sareen (2003), los estudios sobre el polen recolectado por las abejas
pecoreadoras han puesto de manifiesto la fidelidad de los insectos a la especie visitada.
En cultivos comerciales bien planificados, el nimero de bolitas que presentan mezcla de
polenes extrafios apenas supera el 1 por 100. Hay que pensar por ello que el nimero de
pecoreadoras que regresan con polen de otra procedencia no es indicio real de un
cambio de fuente de aprovisionamiento. Podria tratarse, por ejemplo, de exploradoras
que buscan nuevas fuentes de polen o de pecoreadoras de néctar que lo recolectaron al
visitar otras flores.

En el presente estudio se encontrd que los granos de polen de trébol blanco observados
en la miel, se encuentran dentro de las medidas elegidas para las abejas. Por lo tanto, se
observa una predileccion por el pecoreo de esta especie, factor que es corroborado en la
tabla de porcentajes de polen de la muestra evaluada, indicando que el trébol blanco es
la tercera especie mas representativa en la muestra (Ramirez, 2016). Estudios realizados
en la Provincia de Santa Fe, Argentina, observaron que la familia con mayor frecuencia
de aparicién fue Fabaceae, seguida en importancia por las familias Asteraceae,
Apiaceae yBrassicaceae; dentro de las fabaceas se destacd Trifolium sp. como la
especie mas representativa, observandose en el 96,8% de las muestras; de igual manera,
se observo queMelilotussp se representd en el 44,3%, Lotussp. en el 37,4%
y Medicago sativa, en el 34,2% (Wanzenried et al., 2006).

En la figura 2, se observa la forma del grano de polen del trébol blanco.

Figura 2. Microfotografias de los granos de polen

de trebol blanco (T.repens) 100x.

De acuerdo con la figura anterior, el tamafo y forma del polen son esférico y prolada
(cuando el eje polar es mas largo que el eje ecuatorial), esta es una caracteristica de las
plantas angiospermas, a diferencia de los granos de polen de otras familias taxonomicas
que presentan formas triangulares o rectangulares (Anero et al., 2004). Junto al trébol
blanco se encontrd polen acompafiante de las otras familias taxonomicas, que
corresponden a la floracion de Solanaceae y Brassicaceae.
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Conclusiones

En el analisis melisopalinologico de la miel de abeja, producida en el cultivo de trébol
blanco (Trifolium repens), se encontré la presencia de polen de las familias
taxondémicasSolanaceae, Brassicaceae y Fabaceae, ninguna de los tipos polinicos
super6 el 45%. De esta manera, la miel de abejas obtenida se clasifica de origen
poliflorar, principalmente del néctar de flores de los cultivos de papa, nabo y trébol
blanco y el tamafio del polen del trébol es adecuado para el uso de las abejas.
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