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DESCRIPCION
Isofucosterol y combinaciones de isofucosterol, y una multiplicidad de esteroles como un nutriente para animales
Antecedentes

Los insectos se utilizan cada vez méas como animales econémicamente importantes, como polinizadores y como
animales capaces de producir proteina animal para alimentacién humana y animal de forma rentable y con menos
impacto sobre el medio ambiente que los cultivos tradicionales de proteina animal (aves, peces, mamiferos). Las
abejas son muy importantes en la agricultura moderna para la polinizacién de los cultivos. Los polinizadores se han
visto amenazados recientemente debido a la exposicidn a pesticidas, una mayor prevalencia de patégenos y parasitos
y cambios en la gestién del paisaje que reducen la abundancia de polen floral natural.

Histéricamente, los apicultores han alimentado a las colonias de abejas con una fuente de alimento que contiene polen
o polen recolectado por las abejas en ecosistemas naturales o agricolas. La recoleccién de polen es limitada en
disponibilidad y escala. En primer lugar, la recoleccién de polen es costosa. En segundo lugar, es dificil mantener
fresco el polen. Finalmente, el polen recolectado en ecosistemas naturales o agricolas puede ser portador de plagas,
enfermedades y pesticidas. Por lo tanto, los alimentos para abejas disponibles comercialmente habitualmente no
contienen polen.

Sin embargo, la falta de polen en calidad y cantidad suficiente es una razén fundamental para la disminucién observada
en la salud y supervivencia de las colonias de abejas. Las abejas que recolectan recursos naturales de polen imponen
presién sobre los recursos de las especies de abejas silvestres y es probable que contribuyan a la disminucién de su
poblacién. El transporte de colmenas a las zonas de polen es un factor estresante fundamental para las colonias de
abejas y un coste importante para la industria apicola. Un reemplazo de polen disefiado para especies de abejas
domesticadas abordaria estos problemas.

Las abejas obtienen nutrientes esenciales tales como esteroles del polen. Es probable que estos esteroles incluyan
colesterol, campesterol, beta-sitosterol o estigmasterol. Un trabajo original realizado en el laboratorio del USDA en
Beltsville en la década de 1970 describe la utilizacién de esteroles derivados del polen por las abejas alimentadas con
una dieta sintética (Joumal of Insect Physiology, vol. 26, pags. 287-289). Chakrabarti y col. describen el papel del 24-
metilencolesterol en la nutricibn de las abejas (Chakrabarti, Evaluating effects of a critical micronutrient (24-
Methylenecholesterol) on honeybee physiology, Annals of the entomological society of America, Vol 113, 176-182,
2019). Sin embargo, todos estos experimentos se han realizado con adiciones de esteroles simples a una dieta que
de otro modo estaria libre de esteroles. Hasta la fecha no se ha descrito cual de los muchos esteroles ni qué
combinaciones y concentraciones de esteroles son importantes o esenciales para las abejas.

El documento US2019/0090507 de Apix Biosciences destaca la importancia de los esteroles vegetales y, en particular,
de 24-metilencolesterol, campesterol, B-sitosterol y colesterol. Sin embargo, el documento US2019/0090507 no
describe isofucosterol ni fucosterol 0 una mezcla de los mismos con esteroles como nutrientes importantes necesarios
para crear un pienso “completo” para abejas domesticadas como suplemento alimenticio.

El documento W09417674 (RAMM PETER ROLAND [AU]) describe una composicién adecuada para su uso como
estimulante del apetito o suplemento alimenticio para abejas y caracterizada por que comprende levadura de
panaderia inactiva. Sin embargo, este documento no describe isofucosterol ni fucosterol o0 una mezcla de los mismos
con esteroles como nutrientes importantes necesarios para crear un pienso “completo” para abejas domesticadas
como suplemento alimenticio.

El documento WO2007056823 (COMMW SCIENT IND RES ORG [AU], y col.) describe un método para criar un pez
o crustaceo, comprendiendo el método alimentar al pez o crustdceo con un pienso que comprende lipidos,
comprendiendo el &cido graso de dicho lipido al menos el 5,5 % (p/p) de acido estearidénico (SDA). Sin embargo, este
documento no describe isofucosterol ni fucosterol o una mezcla de los mismos con esteroles como nutrientes
importantes necesarios para crear un pienso “completo” para abejas domesticadas como suplemento alimenticio.

El documento WO2017085477 (UNIV OF NEWCASTLE-UPON-TYNE [GB], y col.) describe esteroles vegetales y, en
particular, 24-metilencolesterol, campesterol, B-sitosterol y colesterol. Sin embargo, el documento W0O2017085477 no
describe isofucosterol ni fucosterol 0 una mezcla de los mismos con esteroles como nutrientes importantes necesarios
para crear un pienso “completo” para abejas domesticadas como suplemento alimenticio.

Mishyna y col., Journal of Functional Foods 76 (2021) 104316, doi.org/10.1016/].jff.2020.104316, analiza estudios
sobre el consumo de insectos y camarones con respecto a hidrolizados, sus actividades antioxidantes e inhibidoras
de la enzima convertidora de angiotensina, acidos grasos, colesterol, minerales, vitaminas, carotenoides, compuestos
fendlicos y fibra alimentaria. Sin embargo, este documento no menciona el isofucosterol ni la combinacién de colesterol
e isofucosterol.
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La proteina de soja u otras fuentes de proteinas utilizadas, tales como la patata, contienen campesterol, beta-sitosterol,
estigmasterol y trazas de desmosterol e isofucosterol (60 mg de isofucosterol/kg de peso hiumedo de patata, o el
0,006 %). (Sirpa O. Karenlampi, Philip J. White, en Advances in Potato Chemistry and Technology, 2009) La
concentracién de esteroles en estas fuentes esta por debajo de las necesidades nutricionales de las abejas.

En las abejas, el isofucosterol constituye entre el 10 y el 50 % del total de esteroles corporales. Esto equivale al 0,02-
0,06 % del peso seco de una abeja. (Svoboda y col. Utilization and metabolism of dietary sterols in the honeybee and
the yellow fever mosquito, Lipids Volumen 17 ndamero 3, 1982; nuestros datos). En abejorros tales como Bombus
temestris, el isofucosterol representa entre el 40 y el 55 % de sus esteroles corporales. Esta cantidad equivale al 0,10-
0,25 % del peso seco total de un abejorro.

Las dietas artificiales actuales para las abejas son incompletas, lo que da como resultado un aumento inicial de la
produccién de crias seguido de una rapida disminucién terminal de la produccién de crias en un plazo de 22-40 dias.
Esto indica que las dietas actuales carecen de uno o mas nutrientes esenciales. Sin embargo, hasta la fecha no se ha
descrito ningln pienso artificial (sin polen) para abejas que pueda sustentar el desarrollo de crias selladas de una
colonia durante més de 3 a 4 ciclos de 21 dias. La capacidad de un pienso para sustentar el desarrollo continuo de la
cria a largo plazo es un indicador clave de su equivalencia con el polen y su capacidad para actuar como “pienso
completo”. Los mejores datos publicados ya muestran una fuerte reduccién en la produccién de crias que comienza
después del ciclo 2 (Herbert y col. (1980), J. Insect Physiol., Vol. 26, pags. 287 a 289; doi.org/10.1186/s12917-022-
03151-5; Bee Culture Education: Honeybee Nutrition - Randy Oliver - Parte 1 a 4, Youtube). Por lo tanto, dado que
hay escasez de calidad y cantidad de polen en muchas areas donde se mantienen las abejas para la polinizacién o la
produccién de miel, existe la necesidad de proporcionar composiciones y métodos para alimentar a las abejas con
vistas a mantener una colonia a largo plazo con una dieta artificial mediante la cual las abejas continan produciendo
crias indefinidamente.

Las dietas artificiales libres de polen actuales para las abejas son incompletas, por lo que las abejas alimentadas con
estas dietas se ven privadas o mermadas de sus reservas de nutrientes esenciales después de 3-4 ciclos de 21 dias
de produccién de crias en la colonia (Herbert y col. (1980), J. Insect Physiol., vol. 26, pags. 287 a 289). En la presente
memoria se muestra que mediante la adicién de isofucosterol/fucosterol y una multiplicidad de esteroles se obtiene
una dieta que mantiene la produccion de crias y el desarrollo de la colonia en una colonia durante mas de 4 ciclos, lo
que sugiere que nuestra dieta supera la falta de uno o més nutrientes esenciales observada en las dietas artificiales
actuales. Esto muestra que esta invenciéon da como resultado una nueva dieta que suministra a las abejas el/los
ingrediente/s limitante/s necesario/s que necesitan. Por lo tanto, dicha dieta libre de polen sostiene a una colonia
durante periodos prolongados del ciclo de vida de la colonia sin polen natural, lo cual es un avance significativo que
puede mejorar radicalmente las préacticas de apicultura.

Las abejas son fundamentales para la seguridad alimentaria humana. A pesar de haber sido domesticadas durante
miles de afios hasta la fecha, no se desarrollé ninguna dieta artificial libre de polen que elimine por completo la
necesidad de una colmena de buscar néctar y polen de flores para su nutricién. Una dieta de este tipo sera una
herramienta fundamental para mantener la capacidad de la humanidad de polinizar de manera sostenible el 35 % de
los cultivos del mundo y proteger la biodiversidad de plantas y polinizadores silvestres.

Las colmenas de abejas requieren una fuente continua y diversa de polen nutricionalmente adecuado para satisfacer
sus necesidades nutricionales. El polen es la fuente esencial de la colmena de proteinas, carbohidratos, aminoacidos,
vitaminas, lipidos, esteroles y otros micronutrientes. La mayoria de las especies vegetales producen polen cuya
composicién no cumple con todas las necesidades nutricionales de una colmena. Por lo tanto, las abejas desarrollaron
mecanismos fisiolégicos para equilibrar sus necesidades nutricionales mediante la recoleccion de polen de diferentes
fuentes florales.

Aln se desconoce la relevancia nutricional o los requisitos para las abejas de muchas de las moléculas complejas
identificadas en el polen. El polen y las abejas contienen, ademas de macronutrientes, multiples miembros de familias
quimicas especificas (por ejemplo, flavonoides, esteroles, lipidos...).

En muchos articulos, la relevancia nutricional de una molécula especifica se infirié correlacionando la composicién de
nutrientes en diferentes fuentes de polen floral con las propiedades nutricionales de estos diferentes pélenes. Dado
que los diferentes pélenes florales varian mucho en composicién en docenas de moléculas, este enfoque correlativo
no permite realmente sacar conclusiones sobre la relevancia de ingredientes individuales.

En otro enfoque experimental para estudiar la nutricibn de las abejas, un solo ingrediente de dicha familia de
ingredientes (un solo esterol; un solo antioxidante) se afiade a una dieta basica simple (Herbert, Chakrabarti, véase la
Tabla 7) y se ha demostrado que tiene un efecto generalmente en un ensayo a corto plazo, tal como la alimentacidn
y la longevidad de abejas enjauladas. Esto da para cada sustancia quimica una indicacién de que las abejas pueden
beneficiarse nutricionalmente de la presencia de este miembro de la familia quimica en ausencia de otros miembros
de la familia quimica, pero no indica si esta es la molécula 6ptima de la sustancia quimica requerida por las abejas o
si las abejas requieren o se benefician de mas de un miembro de la familia para sustentar nutricionalmente a la
colmena durante todo el ciclo de vida y las estaciones.
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Los insectos no pueden sintetizar esteroles ni obtener esteroles de su fuente de alimento, que la mayoria de los
insectos convierten en colesterol. A diferencia de la mayoria de los insectos, las abejas (abejas, abejorros...) contienen
sélo trazas de colesterol y son incapaces de desalquilar los fitosteroles en colesterol. Por lo tanto, las abejas usan
fitosteroles en lugar de colesterol como elementos estructurales en sus membranas, como precursores de hormonas
del desarrollo y como componentes estructurales de complejos proteicos (por ejemplo, el 24-metilen-colesterol es un
componente importante de los complejos de proteina mrjp1-apimisina de la jalea real, Tabla 7). El polen de diferentes
especies de flores tiene composiciones y proporciones de fitosteroles muy diferentes. Las abejas, los abejorros y otras
especies de abejas recolectan polen de una diversidad de especies para equilibrar su dieta. La composiciéon de
esteroles de las abejas consta de 6 esteroles principales (enumerados a continuacién) que representan >90 % de los
esteroles presentes en una abeja. Estos fitosteroles estan presentes en proporciones variables que reflejan
parcialmente la composicion de fitosteroles de la dieta floral de las abejas. Tipicamente, las larvas de abeja contienen
el 0,1-0,3 % de esterol en las siguientes proporciones: 40-60 % de 24-metilen-colesterol; 15-40 % de Beta-sitosterol,
15-50 % de isofucosterol; 3-10 % campesterol; 1-5 % de estigmasterol y 0,1-2 % de colesterol, dependiendo de la
fuente de alimento.

S6lo se han publicado dos experimentos con una dieta holidica de composicién de esteroles definida que abordan la
importancia de esteroles especificos en la nutricién de las abejas. En un experimento, Herbert y col. (1980, Tabla 7)
afladieron los esteroles, colesterol, 24-metilen-colesterol, beta-sitosterol, campesterol y estigmasterol (no
isofucosterol) individualmente a una dieta definida que carecia de esteroles y alimentaron con estas dietas, cada una
de las cuales contenia un esterol, a colmenas encerradas en una tienda de campafia durante hasta 12 semanas.
Demostraron que las dietas con algunos esteroles tales 24-metilen-colesterol daban como resultado mas crias que las
dietas con otros esteroles. De este experimento no se puede sacar ninguna conclusién sobre si un esterol puede ser
intercambiado fisiolégicamente por otro, es decir, si las abejas necesitan muchos esteroles o s6lo unos pocos y si la
ausencia de un fitosterol especifico puede compensarse con la presencia de (una combinacion de) otros fitosteroles.

Chakrabarti y col (Tabla 7) realizaron un experimento de alimentacién a corto plazo con 24-metilen-colesterol como
esterol Unico presente en una dieta artificial que muestra que el 24-metilen-colesterol, cuando esta presente, tiene
efectos fisiolégicos y metabolémicos significativos (no se midié la produccién de crias). Sin embargo, estos
experimentos no incluyeron una dieta de control con un esterol diferente al 24-metilen-colesterol para evaluar si los
efectos observados son especificos de un esterol especifico o no especificamente de la clase de moléculas de
esteroles. Estos experimentos no diferenciaron si un esterol diferente del 24-metilen-colesterol tendria un efecto similar
o efectos fisiolégicos superpuestos.

Hasta la fecha no se ha demostrado qué esteroles del polen son esteroles facultativos y cuéles (si los hay) son
nutricionalmente esenciales en la dieta. Hasta la fecha no se ha informado de ningln experimento nutricional que
evalle las necesidades nutricionales de isofucosterol para las abejas. No se informaron de experimentos que aborden
si la omisién de una dieta completa, que contiene una multiplicidad definida de esteroles en concentracidén y
proporciones similares al polen, de 24-metilen-colesterol o de isofucosterol o de ambos esteroles afecta a la aptitud
de una colmena y sus abejas. Para mayores referencias al estado de la técnica véase la Tabla 7.

Descripcion corta de la invencién

Mientras que en los animales sélo existen unos pocos esteroles, siendo el colesterol el principal, en las plantas se
encuentra una amplia gama de esteroles. Las variaciones estructurales entre estos surgen de diferentes sustituciones
en la cadena lateral y del niumero y la posiciéon de los dobles enlaces en el esqueleto tetraciclico. Los esteroles
vegetales se pueden agrupar segun la presencia o ausencia de una o mas funcionalidades. Por ejemplo, se pueden
dividir en tres grupos segun los niveles de etilacién en C4 de la siguiente manera: 4-desmetilesteroles o esteroles de
producto final, 4 alfa-monometilesteroles y 4,4-dietilesteroles. Los 4-desmetilesteroles naturales incluyen sitosterol,
estigmasterol, brasicasterol, campesterol, avenasterol e isofucosterol. En la mayoria de las plantas superiores, los
esteroles con un grupo 3-hidroxilo libre (esteroles libres) son los principales productos finales. Sin embargo, los
esteroles también se presentan como conjugados, por ejemplo, donde el grupo 3-hidroxi esta esterificado por una
cadena de acido graso o acido fendlico para dar un éster esterilico. A los efectos de esta descripcién, el término esterol
se refiere tanto a esteroles libres como a esteroles conjugados. Sin embargo, en esta memoria descriptiva las
referencias a niveles, cantidades o porcentajes de esterol se refieren al peso total de grupos esterol, por lo que se
excluye el peso de los grupos conjugantes tales como &cido graso o acido fenélico. En este documento, fucosterol se
define como fucosterol o su isémero isofucosterol o una mezcla de los dos isémeros. En este documento isofucosterol
se define como isofucosterol o su isémero fucosterol o una mezcla de los dos isébmeros.

Cuando en este documento se describe una dosis o cantidad administrada como x gramos (u otra cantidad) en un
periodo de dos semanas (u otro periodo de tiempo), esto pretende ser una descripcién general de “dosis administrada
en una unidad de tiempo™ y no una limitacion especifica el requisito especifico de alimentarse dos veces por semana.
Un experto puede recalcular un régimen de dosis semanal a dosis diaria 0 quincenal o cualquier periodo de tiempo
similar.
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Los presentes inventores han establecido sorprendentemente que el isofucosterol es un nutriente esencial para las
abejas. El isofucosterol administrado a través de una dieta libre de polen aumenta la produccién de crias de abejas y
la supervivencia de las abejas obreras en comparaciéon con una dieta de abejas sustituta del polen libre de
isofucosterol. Los presentes inventores han descubierto ademas que la combinacidn de isofucosterol y al menos un
esterol adicional, en particular colesterol, 24-metilencolesterol y otros fitosteroles, en particular campesterol, beta-
sitosterol o estigmasterol, proporciona un mayor crecimiento y/o rendimiento de salud en invertebrados. en particular
abejas y otros insectos que se alimentan de polen que el isofucosterol solo.

Esta utilidad del presente es importante en la formulacién de alimentos no polinicos para suplementar las colonias de
abejas en periodos de escasez de polen en el medio ambiente (que hoy es una fuente importante de mal desempefio
de las colonias de abejas), en la produccion de reinas de abejas superiores y en la cria comercial de insectos que se
alimentan de polen, tales como la mosca soldado negra como fuente alternativa de proteinas para la alimentacién
humana y animal, los abejorros (para la polinizacidén) y los coccinélidos (para el control de los pulgones); sirfidos (para
la polinizacién) y otros insectos comercialmente relevantes.

Por consiguiente, un primer aspecto de la invencién es un método para alimentar a invertebrados u organismos de
acuicultura, que comprende

. proporcionar una composicién sustituta del polen que comprende una cantidad nutricionalmente eficaz de
isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos; y

. administrar la composicién sustituta del polen a invertebrados u organismos de acuicultura;

en donde la composicion sustituta del polen comprende una cantidad nutricionalmente eficaz al menos un esterol
adicional, preferiblemente al menos dos esteroles adicionales seleccionados del grupo que consiste en colesterol, 24-
metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol o un conjugado fisiolégicamente disponible de los
mismos.

En otro aspecto, los invertebrados son insectos que se alimentan de polen, preferiblemente insectos de los 6rdenes
Hymenoptera y Coleoptera, mas preferiblemente abejas, abejorros, moscas soldado negras, sirfidos o coccinélidos.

En otro aspecto, los organismos de acuicultura son organismos de acuicultura que se alimentan de plancton y algas,
preferiblemente peces, larvas de peces, ostras, almejas, moluscos, gasterépodos o crustaceos.

En otro aspecto, la cantidad nutricionalmente eficaz de isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos es una
dosis diaria del 0,0006 % en peso al 0,052 % en peso del peso corporal de los invertebrados u organismos de
acuicultura con vida.

En otro aspecto, la cantidad nutricionalmente eficaz de isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos es del
10 % en peso al 60 % en peso de la cantidad total de esteroles del grupo de isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-
metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol en la dieta total de los invertebrados u organismos de
acuicultura o en la composicién sustituta del polen.

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos se administra en una proporcién de 0,14 g a
12 g de isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos por 30000 abejas por periodo de dos semanas.

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos se administra en una cantidad del 10 % en
peso al 60 % en peso de la cantidad total de esteroles del grupo de isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-
metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol en la dieta total de los invertebrados u organismos de
acuicultura o de la composicién sustituta del polen.

En otro aspecto, la cantidad nutricionalmente eficaz de isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos y el al
menos un esterol adicional es una proporcién de administraciéon de 0,2 a 48 gramos por 30000 abejas por un periodo
de tiempo de dos semanas, y el isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos se administra en una cantidad
del 10 % en peso al 60 % en peso de la cantidad total de esteroles del grupo de isofucosterol, fucosterol, colesterol,
24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol en la dieta total de abejas o de la composicién
sustituta del polen.

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y el al menos un esterol adicional se administra
en una proporcién de 0,4 g a 36 g por 30000 abejas por un periodo de tiempo de dos semanas, y el isofucosterol,
fucosterol 0 un mezcla de los mismos se administra en una cantidad del 10 % en peso al 60 % en peso de la cantidad
total de esteroles del grupo de isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y
beta-sitosterol en la dieta total de abejas o de la composicién sustituta del polen.

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y el al menos un esterol adicional se administra
en una proporcién de 0,6 g a 20 g por 30000 abejas por un periodo de tiempo de dos semanas, y el isofucosterol,
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fucosterol 0 un mezcla de los mismos se administra en una cantidad del 10 % en peso al 60 % en peso de la cantidad
total de esteroles del grupo de isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y
beta-sitosterol en la dieta total de abejas o de la composicién sustituta del polen.

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol colesterol, 24-metilencolesterol, beta-estigmasterol, estigmasterol y/o
campesterol se administran en una cantidad total del 0,001 % en peso al 0,087 % en peso del peso de los
invertebrados u organismos de acuicultura con vida por dia.

En otro aspecto, la cantidad nutricionalmente eficaz es:

. isofucosterol en una cantidad del 10 % en peso al 60 % en peso,

. colesterol en una cantidad del 0 % en peso al 50 % en peso,

. 24-metilencolesterol en una cantidad del 0 % en peso al 50 % en peso,

. beta-sitosterol, estigmasterol y/o campesterol en una cantidad del 0 % en peso al 50 % en peso

en comparacién con la cantidad total de isofucosterol, fucosterol colesterol, 24-metilencolesterol, beta-sitosterol,
estigmasterol y/o campesterol.

En otro aspecto, la concentracién total de esteroles es del 0,01 % en peso al 4 % en peso, preferiblemente del 0,05 %
en peso al 3 % en peso y aun mas preferiblemente del 0,05 % en peso al 2 % en peso, y alin més preferiblemente del
0,05 % en peso al 1,5 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen.

En otro aspecto, las concentraciones de esteroles se seleccionan del grupo de:

. colesterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2 % en peso, preferiblemente del 0,001 % en pesoal 1,5 %
en peso, mas preferiblemente del 0,06 % en peso al 1,2 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién
sustituta del polen,

. 24-metilencolesterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2 % en peso, preferiblemente del 0,001 % en
peso al 1,5 % en peso, mas preferiblemente del 0,06 % en peso al 1,2 % en peso en comparacién con el peso total
de la composicién sustituta del polen,

. sitosterol, preferiblemente beta-sitosterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2% en peso,
preferiblemente del 0,001 % en peso al 1 % en peso, mas preferiblemente del 0,03 % en peso al 0,6 % en peso en
comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen,

. isofucosterol en una cantidad del 0,01 % en peso al 5 % en peso, preferiblemente del 0,01 % en peso al 2 %
en peso, mas preferiblemente del 0,01 % en peso al 1,0 % en peso, mas preferiblemente del 0,03 % en peso al 0,6 %
en peso en comparacién con el peso total de la composicion sustituta del polen,

. campesterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2 % en peso, preferiblemente del 0,001 % en peso al
1% en peso, méas preferiblemente del 0,02 % en peso al 0,35 % en peso en comparacion con el peso total de la
composicién sustituta del polen,

. estigmasterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2 % en peso, preferiblemente del 0,001 al 1 % en peso,
mas preferiblemente del 0,01-0,2 %, en comparacién con el peso total de la composicion sustituta del polen, o

. cualquier combinacién de los mismos.
En otro aspecto, la composicién es una dieta de invertebrados completa, parte de una dieta de invertebrados o un
suplemento dietético y en donde la proporciéon de 24-metilencolesterol con respecto al esterol adicional o a la

combinacién de esteroles adicionales es de 10:1 a 1:1.

En otro aspecto, la composicién se administra a invertebrados de las familias Apidae, en particular abejas (Apini),
abejorros (Bombini) o abejas sin aguijén (Meliponini).

En otro aspecto, la composicién se administra

. en forma sdélida, tal como en forma de una tortita o un polvo, o en forma liquida, tal como en forma de una
solucién, aceite o aerosol;

. dentro o fuera de la colmena.
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En una realizacién, la composicién es sustancialmente pura, es decir, consiste en el 50 % en peso o mas,
preferiblemente el 70 % en peso o mas, aln mas preferiblemente el 90 % en peso del grupo de isofucosterol,
fucosterol, colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol en la dieta total de abejas o en
la composicién sustituta del polen.

En una realizacién, la composicién es sustancialmente pura, es decir, libre de cualquier compuesto adicional.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos es un tejido no polinico de una o
mas especies vegetales seleccionado del grupo que consiste en hojas, tallos, raices, tubérculos, flores, semillas,
cortezas y frutos y combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, la fuente del esterol adicional seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol,
campesterol y beta-sitosterol, y estigmasterol es un tejido sustituto del polen de una o mas especies vegetales
seleccionado del grupo que consiste en hojas, tallos, raices, tubérculos, flores, semillas, cortezas y frutos y
combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos o la fuente del al menos un esterol
adicional seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y
estigmasterol es un extracto, un aceite o un refinamiento de un tejido sustituto del polen de una o méas especies
vegetales o una combinacién de los mismos.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos o la fuente del al menos un esterol
adicional seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y
estigmasterol es un tejido sustituto del polen de una o més especies vegetales seleccionadas del grupo que consiste
en Solanaceae, Poaceae, Ranunculaceae, Fabaceae, Corylaceae.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos o la fuente del al menos un esterol
adicional seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y
estigmasterol es una fuente sustituta del polen seleccionada del grupo que consiste en:

. una especie de alga marina o de agua dulce, en particular un extracto, un aceite o un refinamiento de Ulva
lactuca;
. una especie de diatomea marina, en particular un extracto, un aceite o un refinamiento de Thalassiosira

pseudonana, Thalassiosira rotula o Chaetoceros muelleri; y

. un hongo, en particular un extracto, un aceite o un refinamiento de una levadura tal como Saccharomyces
cerevisiae 0 Yarrowia lipolytica.

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y/o el al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y estigmasterol
se sintetiza quimica o enziméticamente mediante o se obtiene mediante organismos hospedadores modificados
genéticamente, tales como hongos, bacterias o algas.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos o el al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y estigmasterol
se selecciona del grupo que consiste en algas, plantas, hongos, algas, diatomeas y combinaciones de los mismos y
en donde la fuente del isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos es un tejido sustituto del polen.

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y el al menos un esterol adicional seleccionado
del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y estigmasterol se proporciona
a una colonia de abejas eusociales a partir de una fuente sintética.

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y el uno 0 mas esteroles adicionales del grupo
que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol y estigmasterol se
proporcionan como parte de una composicién sustituta del polen, en donde la composicién sustituta del polen
comprende:

. proteinas en una cantidad del 10 % en peso al 50 % en peso, preferiblemente del 15 % en peso al 40 % en
peso,

. acidos grasos en una cantidad del 1 % en peso al 20 % en peso, preferiblemente del 2 % en peso al 12 % en
peso,

. carbohidratos en una cantidad del 20 % en peso al 90 % en peso, preferiblemente del 30 % en peso al 70 %
en peso,
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. opcionalmente vitaminas, y
. opcionalmente minerales,

en donde la cantidad total de componentes suma el 100 % en peso y en donde los % en peso se refieren al peso seco
total de la composicién.

En otro aspecto, la composicién sustituta del polen esta libre de polen.

En otro aspecto, la composicién sustituta del polen se usa para alimentar a un organismo seleccionado del grupo que
consiste en:

. invertebrados, preferiblemente insectos que se alimentan de polen, mas preferiblemente insectos de los
o6rdenes Hymenoptera y Coleoptera, aun mas preferiblemente abejas, abejorros, moscas soldado negras, sirfidos o
coccinélidos,

. organismos de acuicultura, preferiblemente organismos de acuicultura que se alimentan de plancton y algas,
mas preferiblemente peces, larvas de peces, ostras, almejas, moluscos, gasterépodos o crustaceos.

Otro aspecto es el uso de la composicién sustituta del polen de la invencién como una tortita concentrada, en donde
la concentracién de isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-
sitosterol es del 10 % en peso al 33 % en peso en comparacidn con el peso total de la composicién sustituta del polen.

En otro aspecto, la composicidn sustituta del polen comprende el constituyente que induce el apetito/consumo de las
abejas seleccionado del grupo que consiste en polen, azlcar, aceite o grasa, miel o proteina o una mezcla de los
mismos. En el caso de otros invertebrados, se puede usar un componente inductor del apetito/consumo diferente.

En otro aspecto, la concentracién del componente que induce el apetito/consumo de las abejas es del 1 % en peso al
20 % en peso, preferiblemente del 2,5 % en peso al 15 % en peso, aln mas preferiblemente del 5 % en peso al 10 %
en peso en comparacién con el peso total de la composicion sustituta del polen.

En otro aspecto, la composicién sustituta del polen se usa en forma liquida o en polvo.

En otro aspecto del uso como forma liquida o en polvo, la concentracién de isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-
metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol es del 0,01 % en peso al 99 % en peso en comparacion
con el peso seco total de la composicién sustituta del polen.

Otro aspecto de la presente invencidn es una composicién de pienso libre de polen o una composicién sustituta del
polen en particular para abejas que comprende del 0,01 % en peso al 1 % en peso de isofucosterol, preferiblemente
del 0,01 % en peso al 0,3 % en peso de isofucosterol, en comparacion con el peso total de la composicién sustituta
del polen, en donde la composicién opcionalmente comprende ademas polen natural en una cantidad del 1 % en
peso al 15 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen para aumentar el
consumo de alimento.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicién de pienso libre de polen o una composicién sustituta del
polen en particular para abejas que comprende del 0,01 % en peso al 1 % en peso de fucosterol, preferiblemente del
0,01 % en peso al 0,3 % en peso, en comparacidén con el peso total de la composicidn sustituta del polen, en donde la
composicién opcionalmente comprende ademas polen natural en una cantidad del 1 % en peso al 15 % en peso en
comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen para aumentar el consumo de alimento.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicién de pienso libre de polen o una composicién sustituta del
polen en particular para abejas que comprende del 0,01 % en peso al 1 % en peso de isofucosterol y fucosterol,
preferiblemente del 0,01 % en peso al 0,3 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del
polen, en donde la proporcién en peso de isofucosterol con respecto a fucosterol es de 0,01: a 100 a 100:0,01 y en
donde la composicién opcionalmente comprende ademés polen natural en una cantidad del 1 % en peso al 15 % en
peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen para aumentar el consumo de alimento.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicidn de pienso libre de polen o una composicién sustituta del polen
en particular para abejas que comprende del 0,01 % en peso al 1 % en peso de isofucosterol/fucosterol, preferiblemente
del 0,01 % en peso al 0,3 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen;

. en donde la proporcidn en peso de isofucosterol con respecto a fucosterol es de 0,01:100 a 100:0,01;

. En donde la composicidn sustituta del polen comprende ademas del 0,01 % en peso al 0,5 % en peso de 24-
metilen-colesterol en comparacidn con el peso total de la composicién sustituta del polen;
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. en donde la proporcién de isofucosterol y fucosterol con respecto a 24-metilen-colesterol es de 2:100 a 100:2;
y
. en donde la composicidn sustituta del polen opcionalmente comprende ademés polen natural en una cantidad

del 1 % en peso al 15 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen para aumentar
el consumo de alimento.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicién de pienso libre de polen o una composicién sustituta del
polen, en particular para abejas, que comprende del 0,01 % en peso al 1% en peso de 24-metilen-colesterol,
preferiblemente del 0,01 % en peso al 0,3 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del
polen;

. en donde la composicion sustituta del polen comprende ademas isofucosterol y fucosterol con una proporcién
en peso de isofucosterol con respecto a fucosterol de 0,01:100 a 100:0,01,

. en donde la proporcién en peso de isofucosterol y fucosterol con respecto a 24-metilen-colesterol es de 2:100
a100:2;y
. en donde la composicidn sustituta del polen opcionalmente comprende ademés polen natural en una cantidad

del 1 % en peso al 15 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen para aumentar
el consumo de alimento.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicién de pienso libre de polen o una composicién sustituta del
polen en particular para abejas que comprende del 0,02 % en peso al 3 % en peso de esteroles, en donde los esteroles
se seleccionan de un grupo que consiste en 24-metilen-colesterol, isofucosterol, fucosterol, beta-sitosterol,
campesterol, estigmasterol, ergosterol y colesterol en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del
polen;

. en donde la proporcién en peso de isofucosterol y fucosterol con respecto a 24-metilen-colesterol es de
0,5:100 a 100:0,5; y/o

. en donde la proporcidn en peso de isofucosterol con respecto a fucosterol es de 0:10 a 10:0; y/o

. de isofucosterol con respecto a la suma de uno o mas otros esteroles seleccionados del grupo de 24-metilen-
colesterol, fucosterol, beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol, colesterol, ergosterol de 2:100 a 100:2; y/o

. en donde la proporcién en peso de fucosterol con respecto a la suma de otros esteroles seleccionados del
grupo de 24-metilen-colesterol, isofucosterol, beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol, colesterol, ergosterol de
2:100 a 100:2; y/o

. en donde la proporcién en peso de 24-metilen-colesterol con respecto a la suma de uno o0 mas otros esteroles
seleccionados del grupo de isofucosterol, fucosterol, beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol, colesterol, ergosterol
de 2:100 a 100:2; y/o

. en donde la proporcién en peso de colesterol con respecto a la suma de uno o mas esteroles seleccionados
del grupo de 24-metilen-colesterol, isofucosterol, fucosterol, beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol, ergosterol de
15:1 a 1:100; y/o

. en donde la composicidn sustituta del polen opcionalmente comprende ademés polen natural en una cantidad
del 1 % en peso al 15 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen para aumentar
el consumo de alimento.

Descripcién corta de los dibujos

La Figura 1 muestra la eleccién de cohortes de abejas de dieta con o sin isofucosterol.

La Figura 2 muestra la supervivencia de cohortes de abejas confinadas a alimentarse con dietas que contienen
concentraciones especificas de isofucosterol.

La Figura 3 muestra el umbral para la influencia del isofucosterol en la dieta de las abejas.

La Figura 4 muestra los resultados del Ejemplo 4A: un experimento de alimentacién a largo plazo en colonias de
Apidea con abejas alimentadas con una multiplicidad de esteroles que incluyen isofucosterol y 24-metilencolesterol.
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La Figura 5 muestra los resultados del Ejemplo 4B: Resultados de un experimento de alimentacién a largo plazo en
colonias de Apidea con abejas alimentadas con una multiplicidad de esteroles sin isofucosterol pero que incluian 24-
metilencolesterol.

La Figura 6 muestra los resultados del Ejemplo 4C: Resultados de un experimento de alimentacién a largo plazo en
colonias de Apidea con abejas alimentadas con una multiplicidad de esteroles con lo que la concentracién total de
esteroles en la dieta se mantiene constante y la presencia (concentracion) de esteroles especificos varia entre dietas.

La Figura 7 muestra los resultados del Ejemplo 5A: Alimentar a moscas soldado negras adultas con una dieta que
contenga una multiplicidad de esteroles: efecto sobre la tasa de eclosidén de los huevos puestos y el peso de la masa
de huevos puestos. La supervivencia de adultos y el nimero de masas de huevos puestos de una poblacién alimentada
con una dieta sustituta del polen (como se especifica en el documento US2019/0090507 a Apix Biosciences) se midié
diariamente usando los métodos de cria descritos en Thinn y Kainoh 2022. JARQ 56 (2), 211-217 (2022).

La Figura 8 muestra los resultados del Ejemplo 5B: Alimentar a moscas soldado negras adultas con una dieta que
contenga una multiplicidad de esteroles: efecto sobre la longevidad de los adultos y la supervivencia de las larvas
hasta la fase de prepupa. Las larvas de mosca soldado negra (BSF) se alimentaron con una dieta que contenia el
22 % de proteina y el 4 % de grasa como se describe en Hogsette 1992. J. Econ. Entomol. 85(6): 2291-2294 hasta la
eclosion. Los esteroles se obtuvieron como compuestos puros afiadidos directamente a la dieta hasta una cantidad
total del 0,1 %. La supervivencia de larvas y adultos durante un periodo de 50 dias se midié como en Georgescu y col,
Eur. J. Entomol. 118: 297-306, 2021.

La Figura 9 muestra los resultados del Ejemplo 5C: Alimentar a las moscas soldado negras adultas con diferentes
dietas que contienen una multiplicidad de esteroles: esteroles que se encuentran en los tejidos de las moscas soldado
negras alimentadas con una multiplicidad de esteroles. Se afiadieron esteroles a la dieta. La medicién de esteroles en
tejidos se realizé después de la saponificacién de tejidos de BSF usando GC-MS como se describe en Boukid y col.
2022. Insects 12, 672.

La Figura 10 muestra los resultados del Ejemplo 6: Alimentar colonias de abejas en un experimento de Apidea con
una dieta que contenia un extracto de moscas soldado negras que fueron alimentadas con una multiplicidad de
esteroles.

La Figura 11 muestra la configuracién experimental del Ejemplo 7. La Figura 11A es una fotografia de los recintos
carpados. La Figura 11B es una fotografia de las colmenas y comederos en las carpas que se muestran en la Figura
11A. La Figura 11C muestra una tortita encima del marco para abejas en una colmena miniplus. La Figura 11D muestra
la configuracidn y el dispositivo para fotografiar los marcos individuales.

La Figura 12 muestra el recuento acumulado de crias operculadas de colmenas en recintos carpados que se muestran
en la Figura 11 y alimentadas con la Dieta A frente a la Dieta B segun el ejemplo 7 (datos sin procesar de las Tablas
2By 4). El eje vertical muestra el nimero acumulado de crias operculadas producidas desde el dia 12 hasta el dia 96.
El eje horizontal muestra el dia 12 al dia 96 después del inicio de la colocacién de las colmenas en los recintos
carpados y el inicio de la alimentacidén con la Dieta A o la Dieta B. La linea continua superior muestra el promedio de
todas las colmenas alimentadas con la Dieta A. La linea continua inferior muestra el promedio de todas las colmenas
alimentadas con la Dieta B. La colmena individual alimentada con la Dieta A esta representada por la linea discontinua
de guiones cortos seguida por el nimero de colmena. La colmena individual alimentada con la Dieta B esta
representada por una linea discontinua de guiones largos seguida por el nimero de colmena.

La Figura 13 muestra el peso acumulado de la dieta consumida por colmenas en recintos carpados alimentadas con
la Dieta A frente a la Dieta B segun el ejemplo 7. El eje vertical muestra los gramos de pienso acumulados consumidos
desde el dia 12 hasta el dia 96. El eje horizontal muestra el dia 12 al dia 96 después del inicio de la colocacién de las
colmenas en recintos carpados y el inicio de la alimentacién con la Dieta A o la Dieta B. La linea continua superior
muestra el promedio de todas las colmenas alimentadas con la Dieta A. La linea continua inferior muestra el promedio
de todas las colmenas alimentadas con la Dieta B. La colmena individual alimentada con la Dieta A est4 representada
por la linea discontinua de guiones cortos seguida por el nimero de colmena. La colmena individual alimentada con
la Dieta B esta representada por una linea discontinua de guiones largos seguida por el nimero de colmena.

La Figura 14 muestra el recuento de crias operculadas en colmenas alimentadas con la Dieta A o la Dieta B desde el
momento del dia 24 al 96 después del inicio de la colocacidén en una carpa cerrada y el inicio de la alimentacién con
las dietas segln el ejemplo 7 (datos sin procesar en las tablas-2A y 3). El eje vertical muestra el niUmero de crias
operculadas producidas desde el dia 24 hasta el dia 96. El eje horizontal muestra el dia 24 al dia 96 después del inicio
de la colocacién de las colmenas en recintos carpados y el inicio de la alimentacién con la Dieta A o la Dieta B.

La Figura 15 muestra fotografias de todos los marcos con crias en la colmena 29, alimentada con la dieta A desde el
dia 36 al 84 segln el Ejemplo 7.
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La Figura 16 muestra fotografias de todos los marcos con crias en la colmena 29, alimentada con la dieta B desde el
dia 36 al 84 segln el Ejemplo 7.

La Figura 17 muestra fotografias de los marcos con crias en la colmena 29 (2 filas superiores) alimentada con la Dieta
A y la colmena 26 (2 filas inferiores) alimentada con la Dieta B los dias 60, 72 y 84 después del inicio de los
experimentos segln el Ejemplo 7. Tanto la representacién grafica de la colmena 29 como de la 26 cierran los
promedios para las colmenas alimentadas con la Dieta A y la Dieta B.

La Figura 18 muestra el recuento acumulado de crias operculadas de colmenas en recintos carpados alimentadas con
la Dieta A frente a la Dieta C segun el Ejemplo 7 (datos sin procesar de las Tablas 2B y 4). El eje vertical muestra el
ndimero acumulado de crias operculadas producidas desde el dia 12 hasta el dia 96. El eje horizontal muestra el dia
12 al dia 96 después del inicio de la colocacién de las colmenas en recintos carpados y el inicio de la alimentacién con
la Dieta A o la Dieta B. La linea continua superior muestra el promedio de todas las colmenas alimentadas con la
DIETA A. La linea continua inferior es el promedio de todas las colmenas alimentadas con la Dieta C. La colmena
individual alimentada con la Dieta A estéd representada por una linea discontinua de guiones cortos seguida por el
namero de colmena. La colmena individual alimentada con la Dieta C esta representada por una linea discontinua de
guiones largos seguida por el nimero de colmena.

La Figura 19 muestra fotografias de los marcos con crias en la colmena 29 (2 filas superiores) alimentada con Dieta
Ay la colmena 14 (2 filas inferiores) alimentada con Dieta C los dias 48, 60, 72, 84 y 96 después del inicio de los
experimentos del Ejemplo 7. Tanto la representacion gréfica de la colmena 29 como de la 14 cierran los promedios
para las colmenas alimentadas con la Dieta A y la Dieta C.

La Figura 20 muestra el recuento de crias operculadas en colmenas alimentadas con la Dieta A, B, C y E segun el
Ejemplo 8 desde el momento del dia 24 al 96 después del inicio de la colocacién en una carpa cerrada y el inicio de
la alimentacidn con las dietas (datos sin procesar en la tabla 6). El eje vertical muestra el nimero de crias operculadas
producidas desde el dia 24 hasta el dia 96. El eje horizontal muestra el dia 24 al dia 96 después del inicio de la
colocacion de las colmenas en recintos carpados y el inicio de la alimentacién con las Dietas A, B, C y E (dieta
comercial).

Descripcion detallada de la invencién
A continuacién, se describen realizaciones de la presente invencién.

Las abejas viven en colonias. En la préactica industrial estdndar existen diferentes tamafios de colonias: una colonia
de 8 marcos, que es el estdndar de la industria, contiene ~20000 abejas; una colonia de 10 marcos ~ 24000; una
colonia grande 12,5 marcos en dos pisos = 30000; una colonia con 2 alzas 50000 abejas). En general, las colonias de
abejas tienen un tamafio variable (+/- 50 % de aumento/disminucién de tamafio en promedio durante todo el afio
dependiendo de la estacién y la disponibilidad nutricional).

Rortais y col. 2005 (Apidologie, 36(1), 71-83), revisaron exhaustivamente la literatura sobre el consumo de polen de
abejas y observaron que se recolectaban entre 10 y 55 kg anualmente por colonia. Crailsheim y col. 1993 (J Insect
Phys. 38(6):409-419) calcularon el consumo anual de polen en dos colonias en 13,4 y 17,8 kg respectivamente en
colonias de aproximadamente 25000 abejas en junio-agosto. Wille y col. 1982 (Revue Suisse de Zoologie 4: 897-914)
registraron de 10 a 26 kg de polen por afio. Obviamente, esto depende del tamafio de la colonia, del desarrollo de la
colonia, del medio ambiente y del tipo de polen.

Kellery col. 2005 (Bee world, 86(1): 3-10) estiman que cada abeja obrera necesita entre 140-180 mg de polen durante
toda su vida. Si una colonia entera cria entre 100-200k abejas al afio, esto daria como resultado una demanda de 17-
34 kg de polen por colonia. Crailsheim y col. 1993 (J Insect Phys. 38(6):409-419) resumieron la cantidad de polen
consumido por colonia a partir de 5 articulos publicados. También midieron el consumo de polen de dos colonias que
midieron. Estiman que la cantidad media de polen necesaria para una colonia que produzca ~150000 crias al afio es
de 19 kg.

Cuando las colonias de abejas reciben alimentacién suplementaria en periodos de escasez de polen, tipicamente
reciben alimento suplementario en forma de tortita de proteina o tortita de polen (la mayoria de los regimenes de
alimentacién son “ad libitum™), lo que da como resultado un consumo de ~1,5 a 2 a-3 libras (0,680-1,35 kg) por 12,5
marcos por 2 semanas. En la industria, un marco para abejas se define como ~2400 abejas (30000 abejas en la
colonia) y las colmenas usadas en la industria pueden contener 5 u 8, 10 0 12 marcos o incluso més. Al comienzo de
la temporada de primavera, una colmena esté sélo parcialmente poblada (por ejemplo, 5 marcos para abejas en una
colmena de 10 marcos) y a medida que avanza la temporada, la poblacién de abejas en esa colmena se expande para
llenar la colmena de 10 marcos con 10 marcos para abejas. Durante el invierno, la colonia reduce su poblacién a 5-6
marcos para abejas.

Al calcular la dosis de “mg de pienso equivalente a polen” requerida por las abejas, es necesario considerar que el
polen de diferentes especies vegetales contiene una amplia gama de ~50 % de azUcar, proteinas y otros componentes
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y que, por lo tanto, el valor nutricional del polen varia segln la especie vegetal (intervalo +/-50 %). A través de la
alimentacién suplementaria de polen, suplementos de polen o suplementos proteicos, las colonias reciben una dosis
de ~1,5-~3 Ib 0 (680 g a 1360 g) de suplemento de polen por dos semanas. Anualmente, esto equivale a un intervalo
de 17,7 kg a 35,4 kg kg de suplemento alimenticio de polen, lo que esté en el intervalo de las cifras publicadas para
una colonia de 10 marcos que se alimenta de polen, considerando las cualidades nutricionales variables del polen.
Para colonias de diferente tamafio, los céalculos de dosis se ajustan proporcionalmente. (1 marco para abejas = ~2400
abejas).

Calculado basandose en la tabla de Roessink y col 2021 (J Apic Res 60: 659-654) una colonia de 30000 abejas
consume 62 gramos de polen por dia u 868 gramos por 2 semanas (en la temporada activa de floracién y multiplicacién
de abejas).

Una descripcién més extensa viene dada por el texto y la tabla entre comillas a continuacién de: https://iwww.insignia-
bee.eu/how-much-pollen-does-a-colony-need/

“Rortais y col. (2005), revisaron exhaustivamente la literatura sobre el consumo de polen de abejas y observaron que
se recolectaban entre 10 y 55 kg anualmente por colonia. Crailsheim y col. calcularon el consumo anual de polen en
dos colonias en 13,4 y 17,8 kg respectivamente en colonias de aproximadamente 25000 abejas en junio-agosto. Wille
y col. registraron de 10 a 26 kg de polen por afio. Obviamente, esto depende del tamafio de la colonia, del desarrollo
de la colonia, del medio ambiente y del tipo de polen. Por ejemplo, el polen de maiz se consume aproximadamente el
doble que el polen mixto, debido a su porcentaje relativamente bajo de nutrientes del grano de polen integral. El
porcentaje de proteina del peso seco es comparable al polen mixto (Hécherl y col, 12012). Obviamente, no existe una
cantidad fija que una colonia pueda o deba recolectar para crecer, mantenerse y funcionar. Sin embargo, existen
buenos estudios disponibles para evaluar la necesidad anual de polen para una colonia. Basdndose en los mencionado
anteriormente, Rortais y col. (2005) articulo, una abeja nodriza consume en promedio 65 mg de polen y una larva
obrera 5,40 mg. En consecuencia, una abeja consume en su vida como minimo 70,4 mg. Esta es la estimacién
promedio; también se han notificado cantidades dobles. En el estudio de Crailsheim y col mencionado anteriormente,
el consumo de polen por dia fue de 3,4 a 4,3 mg. En una vida util de 30 dias de la abeja en verano, esto equivale
aproximadamente a 115 mg en su vida til. Otro enfoque para evaluar el consumo de polen se presenta en el articulo
de revisidén de Keller y col., (2005a). Es la evaluacidén del consumo de polen basdndose en nitrégeno (N) en crias y
abejas. El polen es la Unica fuente de N en la dieta de las abejas. Para convertir N en polen, se supone que la proteina
del polen contiene el 16 % de nitr6geno, que el polen contiene el 20 % de proteina y que la eficiencia digestiva es del
80 %. Entonces, para 10 mg de N, se necesitan 62,5 mg de proteina; para 62,5 mg de proteina se necesitan 312,5 mg
de polen y por la eficacia del proceso alimentario se necesitan 390,6 mg de polen consumido por la abeja. Teniendo
todo esto en cuenta, se necesitan 125 mg de polen para criar una abeja. EI N en las abejas después de la emergencia
aumenta en 0,86 mg. Los 0,86 mg de N corresponden a 39 mg de polen. Por lo tanto, en total cada abeja requirié
minimamente 125 + 39 = 164 mg de polen ya que no se tiene en cuenta la pérdida de N por defecacién. Contando el
periodo activo y de reproduccién de la abeja en 200 dias y el promedio de vida de una abeja de 35 dias (Steen y col,
2012), se necesitan 200/35 = 6 generaciones. Para mantener una colonia de 15000 abejas de promedio, se crian
15000 x 6 = 90000 abejas. El nUmero de abejas criadas anualmente y la cantidad calculada de polen necesaria se
resumen en la tabla 1 [de este articulo].

Los 35 kg mencionados al principio son la cantidad necesaria para una colonia grande y es una estimacién éptima.
Cantidades que varian entre 15 y 25 parecen mas realistas. Nuevamente, todo depende del tipo de polen, el medio
ambiente, el desarrollo de la colonia y la presencia o no de trampa de polen. Privar a las colonias del polen estimulé
la recoleccién de polen. Corresponde al apicultor mantener un flujo de polen adecuado. Para comprobar si las reservas
de polen son suficientes, basta con hacer una estimacidén aproximada de la superficie/nimero de células de pan de
abeja en una colonia. Una colonia sana de tamafio normal necesita/consume por dia entre 0,5 y 2 dm? (200 - 800
celdas de pan de abeja medio llenas). Otra estimacién sencilla es pesar la cosecha de la trampa de polen. Hay que
tener en cuenta que la eficacia de la trampa de polen varia entre el 10 y el 50 % (Keller y col., 2005b).

La Tabla 1 de Roessink y col 2021, Beebread consumption by honeybees is fast: results of six-week field study, Journal
of Apicultural Research, 60:659-664, muestra un calculo de ejemplo de las necesidades de polen de una colmena de
abejas en funcién del consumo de polen por dia para un tamafio dado de colonia. Las larvas y las abejas nodrizas son
las consumidoras de polen. Las abejas obreras mayores consumen miel/néctar.

El polen representa la fuente natural de alimento para las abejas y los insectos que se alimentan de polen. La planta
no optimiza el polen para alimentar a los insectos (esta optimizado para el uso de la planta = fertilizacién). El polen de
diferentes especies contiene una amplia gama de diferentes moléculas de proteinas, lipidos, esteroles y antioxidantes
a concentraciones muy diferentes. Por lo tanto, aln no se sabe cuéles de estos componentes son beneficiosos y
cuales son moléculas de defensa de las plantas para impedir que los insectos se alimenten de polen y cuéales no son
ingredientes importantes para la nutricién de los insectos y, por lo tanto, cuéles es importante incluir y cuales excluir
de una dieta artificial.

Los inventores demostraron que la adicién a una dosis calculada para una colonia de 30000 abejas de entre 0,14 y 12
gramos de isofucosterol durante un periodo de 2 semanas es beneficiosa para el rendimiento de la colonia y de las
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abejas (como se observa en la produccién de crias de abeja y otros pardmetros de aptitud tales como la longevidad).
Esta dosis representa una concentraciéon del 0,01 % al 1,76 % de isofucosterol en una tortita de 680 gramos que
alimenta durante un periodo de dos semanas a una colonia de 30000 abejas.

Calculado por cada abeja que consume suplemento no polinico en la colmena (= las abejas nodrizas = 50 % de las
abejas en la colmena); esto representa una dosis de 140 mg/15000 abejas = 0,009 mg a 12000 mg/15000 abejas =
0,8 mg de isofucosterol o fucosterol por abeja nodriza por 14 dias en la colmena (una abeja nodriza pesa 110 mg).
Esto representa en % del peso corporal por dia una dosis de isofucosterol o fucosterol de 0,009/110*100/14 = 0,0006 %
a 0,8/110*100/14= 0,052 %.

Ademas, los inventores muestran que la dosis de isofucosterol o fucosterol del 0,0006 % al 0,052 % del peso corporal
por dia es beneficiosa para la produccidén de larvas y adultos de otros insectos que se alimentan de polen tales como
abejorros, adultos y larvas de mosca soldado negra; adultos de escarabajos coccinélidos, sirfidos y otros insectos que
se alimentan de polen. En particular, es importante para la fecundidad y fertilidad de los adultos y para un mayor
porcentaje de eclosion y supervivencia de larvas jovenes.

La forma de administracién afecta la eficiencia de la absorcién y la biodisponibilidad.
Métodos de administracién

La administracién a una colonia de abejas u organismo puede ser sélo durante el periodo donde se necesita un efecto
deseado: tan breve como una sola administracién para mejorar, inducir o apoyar el desarrollo normal de las crias
cuando las abejas salen del invierno, para inducir o apoyar la cria de reinas o cuando un insecto necesita producir
gametos o huevos, puede ser durante periodos més largos cuando las abejas se alimentan de un cultivo que produce
polen nutricionalmente pobre (tal como arédndanos, zanahorias,...) o durante periodos de escasez de polen en
primavera, verano u otofio. Para colonias de diferente tamafio, la dosis se puede ajustar proporcionalmente a la
cantidad de abejas o abejas nodrizas presentes.

Esta dosis quincenal de isofucosterol se puede administrar de diferentes formas a una colmena o a los insectos
alimentados: Esta dosis de isofucosterol se puede administrar a la colonia en diferentes formulaciones (incorporada
en forma suspendida, disuelta o emulsionada de manera que las abejas o el animal objetivo la ingieran faciimente):

- incorporada en las tortitas estandar de suplemento de proteina o polen de 1,5 a 3 libras administradas por 2
semanas a una colmena de 30000 abejas en donde en una realizacién la composicién comprende isofucosterol o
fucosterol 0 mezclas de los mismos en una cantidad del 0,01-5 % de la dieta, preferiblemente del 0,01-2 %, alin mas
preferiblemente del 0,01-1 %, y adn mas preferiblemente del 0,03-0,9 % para abejas y del 0,03-0,8 % para abejorros
como un porcentaje del peso total de la composicién sustituta del polen.

- mas concentrada en tortitas pequefias en donde la concentracién es mucho mayor, por ejemplo, hasta un
33 % de esterol incorporado o mezclado con componentes que inducen a las abejas a comer la formulacién, tales
como polen, azucar, aceite/grasa, miel o proteinas o una mezcla de los mismos, o

- esparcida en la colonia o alimentada fuera de la colonia en una estacién de alimentacién como polvo o pasta
con el isofucosterol incorporado o mezclado con componentes que inducen a las abejas a comer la formulacién, tales
como polen, azucar, aceite/grasa, miel o proteina o una mezcla de los mismos,

- esparcida en la colonia o alimentada fuera de la colonia en una estacién de alimentacién un jarabe o liquido
en donde el isofucosterol se incorpora o0 se mezcla con componentes que inducen a las abejas a comer la formulacién,
tales como polen, azlcar, aceite/grasa, miel o proteina o una mezcla de los mismos,

- En otra realizacién, la dosis de moléculas de esterol se puede administrar a través de un dispositivo que
inyecta la composicién de esterol en la colonia, por ejemplo, de forma preprogramada.

- O cualquier método que pueda usarse para administrar la dosis indicada de modo que las abejas ingieran
una sustancia quimica o un nutriente conocido por los expertos en la técnica.

En otro aspecto, la mezcla de esteroles no se administra a través de una tortita o una dieta similar, sino que la
multiplicidad y proporcidn de esteroles anteriores se disuelven en un medio acuoso u oleoso o lodo de nutrientes u
otra forma comestible y se administran a la colonia como un liquido para beber, pasta liquida o aerosol en la colmena
0 en polvo. En esta realizacidn, la concentracién en peso seco de los esteroles puede ser del 0,01 al 100 % del peso
seco (ya que el portador de agua se evapora del medio administrado).

Efecto de la alimentacién con isofucosterol combinado con otros esteroles:

Los inventores demuestran ademés que una combinacién de isofucosterol y/o colesterol, y/o 24-metilencolesterol, y/o
beta-sitosterol, y/o estigmasterol y/o campesterol representa
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(1) una mejora con respecto a la alimentacién con isofucosterol solo,
(2) una mejora con respecto a la alimentacién con combinaciones de los esteroles anteriores sin isofucosterol,
(3) una mejora con respecto a la alimentaciéon con combinaciones de los esteroles anteriores que carecen de

colesterol o 24-metilencolesterol, o campesterol, o estigmasterol o beta-sitosterol.

Sorprendentemente, una colonia de abejas alimentada con una dieta que contiene isofucosterol y una multiplicidad de
esteroles que incluyen 24-metilencolesterol, colesterol, isofucosterol y campesterol, beta-sitosterol o estigmasterol
puede favorecer el desarrollo de las crias durante més de 4 ciclos. La misma dieta sin isofucosterol no puede hacerlo.
Es importante destacar que en nuestros experimentos la tasa de produccién de crias se estabiliza a un nivel estable.
Esta trayectoria demuestra que nuestra dieta proporciona un nivel adecuado de nutrientes esenciales que permite una
produccién indefinida de crias. Esto significa que dicha dieta puede actuar como un reemplazo del polen para la colonia
de abejas durante este periodo. Por lo tanto, el isofucosterol en esta dieta hace que la apicultura sea independiente
de los recursos de polen en un entorno natural o agricola. En los abejorros, esta dieta con una multiplicidad de
esteroles hace posible que las abejas reinas fundadoras crien larvas hasta la edad adulta, sin necesidad de polen.

La creacién de dicha receta no es obvia en la literatura. Por ejemplo, Rasmont y col. (2005 J Econ Ent 98(3): 656-663)
interpretaron los datos de Herbert y col. (1980) donde las abejas fueron alimentadas con dietas artificiales que
contenian sélo un esterol para indicar que el sitosterol y el estigmasterol eran un antialimentario para las abejas y no
eran esenciales.

Los inventores ampliaron la utilidad de la dieta inventada de las abejas a otros insectos que se alimentan de polen con
relevancia comercial en el control biolégico (por ejemplo, escarabajos coccinélidos), produccién de biomasa de
insectos (por ejemplo, mosca soldado negra) y polinizacidn (sirfidos).

Existe una necesidad urgente de cambios en la cria de animales y la alimentaciéon del ganado que aprovechan
materiales de desecho creados durante la produccidén de alimentos. Ademas, los métodos para proteger los cultivos
de plagas agricolas que no dependen de agroquimicos, tales como la produccién y liberacién de insectos
depredadores naturales tales como coccinélidos y sirfidos, son un medio importante para crear estrategias integradas
de gestion de plagas que reduzcan los impactos ambientales y protejan la biodiversidad.

Un importante medio emergente para aprovechar los desechos agricolas industriales es el cultivo de larvas de mosca
en material de desecho, tal como la mosca soldado negra (Hermetia illucens). Las larvas de mosca soldado negra son
omnivoras generalistas y pueden alimentarse con desechos vegetales o animales, incluidas heces, lo que las convierte
en un medio ventajoso para convertir la biomasa residual en pienso para el ganado. En la produccién agricola, estas
larvas y pupas se usan como alimento para aves de corral y peces. Estos insectos adquieren nutrientes de la dieta
que consumen cuando son larvas, los cuales son valiosos aditivos a la cadena alimentaria, tales como &cidos grasos
y esteroles (Boukid y col. 2021 Insects 12, 672. https://doi.org/10.3390/insects12080672). Sin embargo, las dietas
como las de los desechos humanos industriales no se han optimizado para las moscas soldado negras y, a menudo,
carecen de nutrientes esenciales clave. Por ejemplo, el tiempo de desarrollo, el tamafio y la mortalidad de las larvas
alimentadas con BSF estan fuertemente influenciados por la naturaleza del alimento en donde se cultivan (Lalander y
col. 2019. J Cleaner Production, https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2018.10.017). Los tiempos de desarrollo retardados
debido a dietas subdptimas reducen la eficiencia en los sistemas de cria.

Otro problema con los métodos de cria existentes son las dietas subdptimas para las fases del ciclo vital. Los insectos
holometabolos a menudo consumen diferentes alimentos cuando son larvas y adultos. Cada fase del ciclo vital tiene
necesidades nutricionales sustancialmente diferentes. Lo que se alimenta a las larvas en laboratorios o entornos de
produccién industrial puede no ser adecuado para la fecundidad y supervivencia de los adultos.

En la naturaleza, las larvas de BSF comen material organico en descomposicion y los adultos de BSF comen polen
floral. Al igual que las larvas, las BSF adultas también requieren proteinas; producen mas huevos cuando se
alimentan con proteinas (Bertinetti y col. 2019. Journal of Insect Science 19(1): 19; 1-7). Aunque la proteina mejora
el rendimiento, el tamafio de la masa de los huevos y la eclosién de los huevos en moscas criadas en laboratorio
alimentadas con proteinas es menos de la mitad que la de las moscas alimentadas en estado silvestre (Bertinetti y
col. 2019). Es probable que en las dietas de laboratorio falten ciertos nutrientes que aln no han sido identificados
(Bertinetti y col. 2019). El rendimiento de los adultos es importante porque los adultos producen huevos que son
una etapa limitante en la produccién industrial (Cickova y col. 2015 Waste Management Volumen 35, enero de
2015, 68-80).

Bertinetti y col. (2019) especulan que el polen tiene nutrientes clave que la BSF necesita. Recientemente, se ha
demostrado que las moscas soldado negras tienen un rendimiento de oviposicién mucho mejor cuando se alimentan
con una dieta que contiene polen floral. Thin y Kanoi. 2022. JARQ 56 (2): 211-217). Por ejemplo, la oviposicién y la
eclosién de huevos se duplican y la esperanza de vida aumenta en un 30 % cuando las hembras de mosca soldado
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negra se alimentan con polen (Thin y Kanoi 2022). Sin embargo, se desconocen los componentes del polen que
provocan este cambio.

La alimentacién con polen de otros insectos beneficiosos usados en la agricultura también afecta la fecundidad de los
insectos adultos. Esto es particularmente importante en insectos cultivados para control biolégico, tales como los
escarabajos coccinélidos (Coccinelidae) y los sirfidos (Syrphidae). Por ejemplo, las larvas del escarabajo coccinélido
se alimentan de polen cuando los pulgones, su presa preferida, no estan disponibles (Berkvens y col. 2010 Eur. J.
Entomol. 107: 189-195, 2010, Shuldiner-Harpez y col. 2017 J Insect Behav 30: 432-438). Es importante destacar que
se ha demostrado que la alimentaciéon con polen de los escarabajos adultos es necesaria para la fertilidad; los
escarabajos machos que no se alimentan de polen no pueden producir espermatozoides viables (Ugine y col. 2019
Ecology Letters 22: 275-283). La alimentacién con polen también es un componente esencial de la fecundidad de los
sirfidos (Syrphidae), que son importantes polinizadores y depredadores de pulgones (Hickman y col. 1995 New
Zealand Journal of Zoology 22: 387-392). Las hembras de los sirfidos son muy selectivas en cuanto a los tipos de
polen de que se alimentan; el tipo de polen influye en su fecundidad y en la supervivencia de su descendencia
(Amorous-Jiménez y col. 2014 BioControl 59-427-435).

El polen contiene muchos fitosteroles diferentes que no se encuentran en otras fuentes animales o vegetales terrestres
(Zu y col. 2020. New Phyt 230: 1169-1184). Estos esteroles tienen una amplia gama de funciones dentro y fuera de la
planta. Las plantas producen muchos fitosteroles para inhibir la alimentacién de los insectos en la planta.

Los presentes inventores han establecido sorprendentemente que el isofucosterol, un esterol comdn que se
encuentra en el polen, es un nutriente esencial para los insectos que se alimentan de polen. El isofucosterol
administrado a través de una dieta libre de polen aumenta el rendimiento de la BSF adulta y larvaria. Los presentes
inventores también han identificado que el principal componente esterol de los pdlenes seleccionados por las
hembras adultas de sirfidos es el isofucosterol. Los presentes inventores han descubierto ademéas que la
combinacién de isofucosterol y al menos un esterol adicional, en particular colesterol, 24-metilencolesterol y otros
fitosteroles, en particular campesterol, beta-sitosterol o estigmasterol, proporciona un mayor crecimiento y/o
rendimiento de salud en muchos invertebrados, en particular insectos holometabolos que incluyen abejas y moscas,
polillas/mariposas y escarabajos que se alimentan de polen.

Los inventores establecieron ademas que alimentar con una combinacién de isofucosterol, colesterol, 24-
metilencolesterol, beta-sitosterol, estigmasterol y campesterol representa

(1) una mejora con respecto a isofucosterol solo,
(2) una mejora con respecto combinaciones de los esteroles anteriores sin isofucosterol,
(3) una mejora con respecto a combinaciones de los esteroles anteriores que carecen de colesterol o 24-

metilencolesterol, campesterol, estigmasterol o beta-sitosterol.

Sorprendentemente, alimentar a adultos de escarabajo 0 mosca soldado negra cultivados con una dieta que contiene
isofucosterol y una mezcla de esteroles mejora el rendimiento de la puesta y la eclosiéon de huevos y la longevidad de
los adultos. Se puede obtener el mismo efecto alimentando a las larvas que produciran los reproductores con una
dieta que contenga isofucosterol y una mezcla de esteroles (los adultos heredan reservas nutricionales sustanciales
de su fase larval/pupal). Esto significa que dicha dieta puede actuar como reemplazo del polen y como forma de
nutricibn complementaria para las colonias de insectos criados en laboratorio. Por lo tanto, esta dieta permite optimizar
los tiempos de desarrollo larvario y la fecundidad de adultos en cultivos industriales de insectos benéficos.

Esto no es obvio en la literatura. Svoboda, un lider mundial e investigacién de esteroles de insectos, ensefia que en
todas las especies excepto dos, el colesterol satisface las necesidades nutricionales de esteroles cuando esta presente
en la dieta (Svoboda. 1999. Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 34(1):49-57). Su resumen no
reconocia la necesidad de los esteroles del polen como nutrientes esenciales para muchos insectos que se alimentan
de polen. No reconoci6 el isofucosterol como un esterol necesario para el crecimiento de las larvas holometabolas o
la fecundidad de los insectos adultos.

Por consiguiente, un primer aspecto de la invencién es un método para alimentar abejas tales como abejas y abejorros
y animales que consumen polen o algas tales como escarabajos coccinélidos, mosca soldado negra, sirfido, ostras,
camarones y larvas de peces que comprende:

- proporcionar una formulacién sustituta del polen que comprende una cantidad nutricionalmente eficaz de
isofucosterol, fucosterol o0 una mezcla de los mismos;

- administrar la formulacién sustituta del polen a animales tales como abejas y abejorros y animales que

consumen polen o algas tales como escarabajos coccinélidos, mosca soldado negra, sirfido, ostras, camarones y
larvas de peces.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 095 T3

Cantidad nutricionalmente eficaz

En un aspecto preferido, la dosificacién de administracién de la formulacién sustituta del polen que contiene
isofucosterol o fucosterol 0 una mezcla de los mismos y los esteroles adicionales del grupo que consiste en colesterol,
24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol, da como resultado una dosificacién quincenal total
del grupo anterior de esteroles a una colonia de 30000 abejas de 0,2 a 48 gramos, preferiblemente de 0,4 gramos a
36 gramos y alin mas preferiblemente de 0,6 a 20 gramos, con lo que el 100 % de los esteroles en el las dosis indicadas
anteriormente se dividen de la siguiente manera: isofucosterol - fucosterol es el 10-60 % de la dosis de esterol,
representando el resto de los esteroles o la multiplicidad de esteroles el resto de la dosis total de esteroles.

En una realizacién preferida, las dosis del 100 % del grupo de esteroles que consiste en isofucosterol/fucosterol y/o
colesterol, y/o 24-metilencolesterol, y/o los fitosteroles que consisten en campesterol y/o estigmasterol y/o beta-
sitosterol en la dieta para una colonia de 30000 abejas durante un periodo de 14 dias es de 0,3 gramos a 20 gramos
de una composicién de la cual el 10-60 % es isofucosterol y/o el 0-50 % es colesterol y/o el 0-50 % 24-metilencolesterol
y/o el 0-50 % de una mezcla de beta-sitosterol y/o estigmasterol y/o campesterol.

Esto representa un intervalo de dosis por dia de la “composicién de esteroles™ del 0,001 % (Férmula = 0,3 /14 /1650
x 100) del peso corporal del insecto que consume el alimento al 0,087 % (Férmula =20/ 14 / 1650 x 100) del peso
corporal del insecto que consume el alimento, con lo que de la composicién de esteroles el 10-60 % es isofucosterol
y/o el 0-50 % es colesterol y/o el 0-50 % 24-metilencolesterol y/o el 0-50 % de una mezcla de beta-sitosterol y/o
estigmasterol y/o campesterol.

Este calculo se basa en que el 50 % de las abejas son abejas nodrizas y cada una pesa 110 mg.

La dosis global se puede adaptar proporcionalmente para insectos, invertebrados, colonias de insectos méas grandes
0 mas pequefios e intervalos de alimentacién mas cortos 0 més largos, por lo que la dosis unitaria indicada aqui es
para un periodo de 14 dias de una colonia de 30000 abejas. (véase la tabla anterior de Keller y col., 2005b).

Las mismas composiciones e intervalos de dosis se aplican a otros insectos que se alimentan de polen.

En otra realizacién, algunos o todos estos restos de esterol pueden administrarse como un profarmaco tal como un
glucésido de esterol soluble en agua o un esterol sulfato o sal similar, o una forma soluble en lipidos tal como un éster
de esterol u otras formas de profarmaco similares en donde la dosis se ajusta para representar la fraccion del peso
molecular del nlcleo de esterol respectivo en el peso molecular total de la molécula de esterol conjugado.

Los diferentes métodos de administracion descritos anteriormente para isofucosterol se pueden aplicar al isofucosterol
y a los otros esteroles descritos en la presente memoria.

Para calcular la dosis de isofucosterol y grupos de esteroles que se administraran a otros insectos que se alimentan
de polen (véase anteriormente) como % de peso corporal por dia, se usa la siguiente formula:

- [30000 /2] * 0,110 g = “Peso de los insectos consumidores del suplemento no polinico (abejas nodrizas y/o
larvas) en una colmena de 30000 abejas™ (a 0,11 gramos por abeja nodriza y/o larvas; a 30000 abejas en la colmena,
el 50 % de las cuales son abejas nodrizas y/o larvas = 1650 gramos)

- [“Dosis de un esterol determinado o grupo de estroles administrados en un periodo de 14 dias a una colonia
de 30000 abejas™ / 14] = “dosis diaria de estroles administrados”™

- “Dosis diaria administrada en gramos™ / “Peso de los insectos que consumen el suplemento no polinico
(abejas nodrizas y larvas) en una colmena de 30000 abejas en gramos” x 100 = “% del peso corporal de esterol(es)
administrado(s) por dia por gramo de peso corporal del insecto”

- Cantidad a dosificar de esteroles a una colonia de abejorros:
“% del peso corporal de esteroles administrados por dia por gramo de peso corporal del insecto” X “peso de los
insectos (abejas nodrizas y larvas) que se alimentaran”

En promedio, véase la tabla anterior, 2/3 del polen consumido en una colonia lo consumen las abejas nodrizas y 1/3,
las larvas presentes (véase la tabla anterior).

En una realizacién preferida en donde el grupo de esteroles que consiste en isofucosterol/fucosterol y/o colesterol y/o
24-metilencolesterol, y/o los fitosteroles que consisten en campesterol y/o estigmasterol y/o beta-sitosterol se dosifica
por medio de una tortita de 1,5 a 3 libras por 14 dias para una colonia de 30000 abejas, |a tortita contiene

- isofucosterol (el 0,01-2 %, preferiblemente el 0,01-1 %, més preferiblemente el 0,03-0,6 % del peso seco del

pienso) o fucosterol (el 0,01-2 %, preferiblemente el 0,01-1 %, mas preferiblemente el 0,03-0,6 % del peso seco del
pienso) o una mezcla de los mismos (total del 0,01-2 %, preferiblemente el 0,001-1 %, mas preferiblemente el 0,03-
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0,6 % del peso seco del pienso) y al menos uno de los esteroles adicionales que se seleccionan del grupo siguiente
(concentraciones en % del peso seco del pienso); dando como resultado una multiplicidad de isofucosterol o fucosterol
0 una mezcla de los mismos con al menos uno de los esteroles adicionales:

. Colesterol el 0,001-2 %, preferiblemente el 0,001 %-1,5 %, mas preferiblemente el 0,06-1,2 %, y/o

. 24-Metilencolesterol el 0,001-2 %, preferiblemente el 0,001 %-1,5 %, més preferiblemente el 0,06-1,2 % y/o
. Beta-sitosterol el 0,001-2 %, preferiblemente el 0,001-1 %, mas preferiblemente el 0,03-0,6 % y/o

. Campesterol el 0,001-2 %, preferiblemente el 0,001-1 %, mas preferiblemente el 0,02-0,35 % y/o

. Estigmasterol el 0,001-2 %, preferiblemente el 0,001-1 %, més preferiblemente el 0,01-0,2 % y/o

o cualquier combinacién de los mismos, con lo que la concentracién total de esteroles esta en un intervalo del 0,01 al
4 % (peso seco).

En otro aspecto, la composicién se administra a invertebrados de los géneros Apis o Bombus, en particular abejas o
abejorros.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos o del al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, estigmasterol, campesterol y beta-sitosterol
es un tejido sustituto del polen de una o0 mas especies vegetales seleccionado del grupo que consiste en hojas, tallos,
raices, tubérculos, flores, semillas, cortezas y frutos y combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos o del al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol
es una fuente animal, sintesis quimica o sintesis enzimatica in vitro, 0 un microorganismo natural o metabdlicamente
modificado tal como levadura, algas o diatomeas o una combinacién de dichas fuentes.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos o del al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, estigmasterol, campesterol y beta-sitosterol
es un extracto, un aceite, o un refinamiento de un tejido sustituto del polen de una o méas especies vegetales o una
combinacién de los mismos.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos o del al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, estigmasterol, campesterol y beta-sitosterol
es un tejido sustituto del polen de una 0 mas especies vegetales seleccionadas del grupo que consiste en Solanaceae,
Poaceae, Ranunculaceae, Fabaceae, Corylaceae.

En otro aspecto, la fuente de isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos es una fuente sustituta del polen
seleccionada del grupo que consiste en:

. una especie de alga marina o de agua dulce, en particular un extracto, un aceite o un refinamiento de Ulva
lactuca;
. una especie de diatomea marina, en particular un extracto, un aceite o un refinamiento de Thalassiosira

pseudonana, Thalassiosira rotula o Chaetoceros muelleri; y

. un hongo, en particular un extracto, un aceite o un refinamiento de Saccharomyces cerevesiae o Yarrowia
lipolytica.

En otro aspecto, el isofucosterol o fucosterol se sintetiza quimica o enzimaticamente o se obtiene mediante organismos
hospedadores genéticamente modificados tales como hongos, bacterias o algas.

En otro aspecto, la fuente del isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos y/o el al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, estigmasterol, campesterol y beta-sitosterol
se selecciona del grupo que consiste de algas, plantas, hongos, algas, diatomeas y combinaciones de los mismos y
en donde la fuente del isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y del al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, estigmasterol, campesterol y beta-sitosterol
es un tejido sustituto del polen.

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y/o el al menos un esterol adicional

seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y estigmasterol
se proporciona a una colonia de abejas eusociales, o primitivamente eusociales, a partir de una fuente sintética.
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En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y/o el al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol
se proporciona como parte de una composicién sustituta del polen. en donde la composicién sustituta del polen
comprende:

. proteinas en una cantidad del 10 % en peso al 50 % en peso, preferiblemente del 15 % en peso al 40 % en
peso,

. acidos grasos en una cantidad del 1 % en peso al 20 % en peso, preferiblemente del 2 % en peso al 12 % en
peso,

. carbohidratos en una cantidad del 20 % en peso al 90 % en peso, preferiblemente del 30 % en peso al 70 %
en peso,

. opcionalmente vitaminas, y

. opcionalmente minerales,

en donde la cantidad total de componentes y opcionalmente componentes adicionales suman el 100 % en peso y en
donde los % en peso se refieren al peso seco total de la composicién.

Administracién mediante un experimento liquido o semiliquido:

En otro aspecto, el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y/o el al menos un esterol adicional
seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol
se proporciona como parte de un suplemento alimenticio liquido o semiliquido al que opcionalmente se afiade un
estimulante del apetito tal como azlcar, o cualquier otro estimulante del apetito, en donde la composicién de
suplemento alimenticio liquido o semiliquido comprende:

. opcionalmente proteinas en una cantidad del 10 % en peso al 50 % en peso, preferiblemente del 15 % en
peso al 40 % en peso,

. opcionalmente &cidos grasos en una cantidad del 1 % en peso al 20 % en peso, preferiblemente del 2 % en
peso al 12 % en peso,

. opcionalmente carbohidratos en una cantidad del 20 % en peso al 90 % en peso, preferiblemente del 30 %
en peso al 70 % en peso,

. opcionalmente vitaminas, y
. opcionalmente minerales,
. opcionalmente agua u otro disolvente

en donde la cantidad total de componentes y opcionalmente componentes adicionales suman el 100 % en peso y en
donde los % en peso se refieren al peso seco total de la composicién.

En otro aspecto, la composicién esta esencialmente libre de polen.
Isofucosterol y fucosterol

El isofucosterol es un delta-5 esterol de formula estructural (Figura 1):
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El fucosterol es un delta-5 esterol de férmula estructural (Figura 2):

P

HO

La estructura del isofucosterol/fucosterol se describe
en https://fen.wikipedia.org/wiki/lsofucosterol y https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5281326

24-Metilencolesterol

La estructura del 24-metilencolesterol se describe aqui: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/24-
Methylenecholesterol

Elisofucosterol y el 24-metilencolesterol fueron sintetizados por quimicos expertos en la técnica de la sintesis organica
y el producto final se purificd hasta una pureza del 99 % y se caracterizé mediante LCMS, NMR y cromatografia liquida
(Figura 3, 4, 5). El isofucosterol y el 24-metilencolesterol también se pueden purificar a partir de fuentes naturales,
tales como el polen recolectado por las abejas. El colesterol era de una fuente comercial. El B-sitosterol y otros
esteroles se purificaron a partir de fitosteroles de soja disponibles comercialmente usando métodos estandar.
Conjugados de esterol fisioldgicamente activos

Los conjugados de esterol fisiol6gicamente activos significan conjugados de esterol que pueden ser metabolizados
por invertebrados o por organismos de acuicultura o vegetales.

Las moléculas de esterol 24-metilencolesterol, beta-sitosterol, colesterol, campesterol, isofucosterol/fucosterol y
estigmasterol se pueden suministrar a los alimentos en diferentes conjugados y como una mezcla de conjugados.

La concentracién de esterol administrada en la mezcla de conjugados se calcula de la siguiente manera:

‘Dosis de conjugado de esterol Peso molecular del conjugado de esterol' / "Peso molecular de esterol' X "Dosis de
esterol deseada' = 'dosis de conjugados de esterol deseada’.

Son ejemplos de los diferentes conjugados de esteroles:
. como un alcohol libre

. esterificado con un acido graso (tal como, pero sin limitarse a, acido palmitico, 4cido estearico, acido linoleico,
oleico, estearico, linolénico).

. unido por medio del grupo alcohol a un alcohol graso (éteres alquilicos de esterol),
. esterificado por un acido tal como el 4cido sulflurico (esterol sulfato)
. unido a un glacido (lo que da como resultado un esteril glucésido). El grupo esterol en la posicion 3-OH puede

ser cualquier esterol del grupo de esteroles 24-metilencolesterol, beta-sitosterol, colesterol, campesterol,
isofucosterol/fucosterol, estigmasterol. El azlcar glucosa puede ser glucosa, galactosa, manosa, xilosa, arabinosa.
Una realizacién preferida es el éster de glucosa del grupo de los esteroles.

. esterificado a ésteres de g trans-hidroxicinamato, ferulato (4-hidroxi-3-metoxicinamato) y p-cumarato
(consulte la figura a continuacién de campesteril ferulato como ejemplo de conjugados de esteril fenolato). Una
realizacién preferida es el éster de 4cido cumarico del grupo de los esteroles.

Son ejemplos preferidos de conjugados de esterol:
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Ejemplos de conjugados de beta-sitosterol incluyen:
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f-sitosterol floretato

De manera similar a los ejemplos de beta-sitosterol anteriores, se pueden usar conjugados con 24-metilencolesterol,
isofucosterol, campesterol o colesterol o estigmasterol.

Otros conjugados de esterol preferidos se encuentran naturalmente en las plantas, tales como (A) éster esterilico
(SE), (B) esteril glucésido (SG), (C) acil esteril glucésido (ASG) con la férmula estructural:

&
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5 Cadena lateral R, que en el caso de esta patente puede ser del grupo de colesterol, isofucosterol, 24-metilencolesterol,
campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol.

Otros ejemplos incluyen esteril glucdsido, éster esterilico y esteril glucésido acetilado.
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Ester esterilico
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Esteril glucésido acetilado

R son los grupos laterales del esterol. El esterol puede ser un delta-5 o delta-7 esterol.

5 Ejemplos adicionales de conjugados de esterol incluyen:

B-sitosterol-B-glucdsido
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Isofucosterol como nutriente para insectos

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que el isofucosterol es un nutriente esencial para las
abejas y otros insectos que se alimentan de polen. Las abejas y los abejorros, por ejemplo, presentan los siguientes

niveles de isofucosterol en su composicién corporal:

Tabla 1. Composicién de isofucosterol de abejas y posibles sustratos alimenticios para abejas como porcentaje
total de fitosteroles relevantes para las abejas

Isofucosterol (% total) Fitosterol total (ug/g)
Abeja obrera 28,73 1673,75
Abejorro obrero 50,15 2101,26

Composicién sustituta del polen

La caracteristica “sustituto del polen” significa esencialmente libre de polen. Sin embargo, pueden estar presentes
cantidades menores de polen en las composiciones de la presente invencidén. En una realizacién, la cantidad de polen
es el 15 % en peso o0 menos, preferiblemente el 10 % en peso 0 menos, aln mas preferiblemente el 5 % en peso o
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menos y alin mas preferiblemente el 1 % en peso 0 menos y aln més preferiblemente el 0,1 % en peso 0 menos en
comparacién con el peso seco de la composicién. Los términos sustitutos del polen y no polinico se usan
indistintamente.

Fuentes sustitutas del polen de isofucosterol

El isofucosterol puede obtenerse de fuentes sustitutas del polen, por ejemplo, mediante

. sintesis quimica sintética; o

. cualquier fuente vegetal sustituta del polen.

Ejemplos de fuentes vegetales de isofucosterol sustitutas del polen incluyen algas, hongos, bacterias o partes de
animales que contienen isofucosterol.

En una realizacién, las fuentes sustitutas del polen contienen naturalmente isofucosterol.

En otra realizacion, las fuentes sustitutas del polen de isofucosterol son organismos metabdlicamente modificados
para producir isofucosterol.

Invertebrados

Los invertebrados incluyen

. artropodos, tales como insectos, aracnidos, crustdceos y miridpodos,

. moluscos, tales como quitones, caracoles, bivalvos, calamares y pulpos,
. anélidos, tales como lombrices de tierra y sanguijuelas; y

. chidarios, como hidras, medusas, anémonas de mar y corales.

Los invertebrados preferidos son invertebrados que se cultivan o crian con fines de nutricion humana o animal tales
como abejas, abejorros, lombrices de tierra, gusanos de la harina, camarones, langostinos o cangrejos de rio, grillos,
larvas de mosca, escarabajos coccinélidos, moscas soldado negras, sirfidos y ostras u otros bivalvos. Los
invertebrados particularmente preferidos son aquellos de la familia Apidae o Bombidae que se usan como
polinizadores para plantas agricolas u horticolas, tales como

. abejas del género Apis y en particular Apis mellifera, Apis cerana, Apis dorsata o
. abejorros del género bomba y en particular Bombus terrestris, B. impatiens, B. ignites
. abejas sin aguijén de la tribu Meliponini

Dosificacidén y concentracion

Las dosis y concentraciones en los ejemplos que se describen a continuacién son para alimentar a una colonia de
30000 abejas con entre 1,5 y 3 libras de tortita para abejas durante un periodo de 14 dias. La dosis de la tortita se
puede adaptar al tamafio de la colonia y la dosis por 14 dias se puede repetir segln lo desee el apicultor. Se pueden
administrar las mismas dosis en realizaciones en donde la administracion no se realiza a través de tortitas sino a través
de otras formas como se ha descrito anteriormente. Las férmulas para calcular la dosis para diferentes formulaciones,
métodos de administracion o tamafio de colonias de abejas 0 como dosis/dia como % de biomasa de insectos se han
descrito anteriormente.

En una realizacion, el isofucosterol o el fucosterol se administra en una cantidad que sea nutricionalmente eficaz para
los invertebrados, en particular para las abejas o los abejorros.

En una realizacién, nutricionalmente eficaz implica alimentar a una colonia de 30000 abejas con de 1 libraa 1,5a 3
libras de una formulacién de tortita para abejas durante un periodo de 14 dias que tiene una concentracién de
isofucosterol o fucosterol o mezclas de los mismos en una cantidad del 0,01-5 %, preferiblemente del 0,01 al 2 %, aun
mas preferiblemente del 0,01-1 % como porcentaje del peso total de la composicién sustituta del polen. En otra
realizacién, la concentracién de isofucosterol o fucosterol 0 mezclas de los mismos es del 0,03-0,5 % para las abejas
o del 0,03-1 % para los abejorros como porcentaje del peso total de la composicién sustituta del polen. La dosis de la
tortita se puede adaptar al tamafio de la colonia y la dosis por 14 dias se puede repetir segun lo desee el apicultor.
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En una realizacién, el colesterol se administra en una cantidad que sea nutricionalmente eficaz para los invertebrados,
en particular para las abejas o los abejorros. Preferiblemente, el colesterol se administra en una concentracién del
0,001-2 %, preferiblemente el 0,001 %-1,5 %, mas preferiblemente el 0,06-1,2 % en peso seco de la composicién
sustituta del polen total.

En una realizacién, el 24-metilencolesterol se administra en una cantidad que sea nutricionalmente eficaz para los
invertebrados, en particular para las abejas o los abejorros. Preferiblemente, el 24-metilencolesterol se administra en
una concentracién del 0,001-2 %, preferiblemente el 0,001 %-1,5 %, mas preferiblemente el 0,06-1,2 % en peso seco
de la composicién sustituta del polen total.

En una realizacion, el sitosterol se administra en una cantidad que sea nutricionalmente eficaz para los invertebrados,
en particular para las abejas o los abejorros. Preferiblemente, el sitosterol se administra en una concentracién del
0,001-2 %, preferiblemente el 0,001-1 %, més preferiblemente el 0,03-0,6 % en peso seco de la composicidn sustituta
del polen total.

En una realizacién, el campesterol se administra en una cantidad que sea nutricionalmente eficaz para los
invertebrados, en particular para las abejas o los abejorros. Preferiblemente, el campesterol se administra en una
concentracién del 0,001-2 %, preferiblemente el 0,001-1 %, mas preferiblemente el 0,02-0,35 % en peso seco de la
composicidn sustituta del polen total.

En una realizacién, el estigmasterol se administra en una cantidad que sea nutricionalmente eficaz para los
invertebrados, en particular para las abejas o los abejorros. Preferiblemente, el estigmasterol se administra en una
concentracién del 0,001-2 %, preferiblemente el 0,001-1 %, més preferiblemente el 0,01-0,2 % en peso seco de la
composicién sustituta del polen.

En una realizacidn, la concentracién total de esterol en la composicién sustituta del polen estad en el intervalo del
0,01 % al 4 % en peso seco de la composicion sustituta del polen.

Composicién sustituta del polen

Un aspecto adicional de la invencién es una composicién sustituta del polen que comprende

a. proteinas en una cantidad del 10 % en peso al 50 % en peso, preferiblemente del 15 % en peso al 40 % en
peso,

b. acidos grasos en una cantidad del 1 % en peso al 20 % en peso, preferiblemente del 2 % en peso al 12 % en
peso,

C. carbohidratos en una cantidad del 30 % en peso al 90 % en peso, preferiblemente del 30 % en peso al 70 %
en peso,

d. opcionalmente vitaminas, y

e. opcionalmente minerales,

en donde la cantidad total de componentes a) a e) y opcionalmente componentes adicionales suman el 100 % en peso
y en donde los % en peso se refieren al peso seco total de la composicién,

en donde la composicidn sustituta del polen comprende ademés una cantidad nutricionalmente eficaz de isofucosterol,
fucosterol 0 una mezcla de los mismos, y

en donde la composicién sustituta del polen comprende ademas al menos otro esterol del grupo que consiste en
colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol,

en donde, en una realizacién preferida, la concentracién total de esteroles es del 0,01 % en peso al 4 % en peso,
preferiblemente del 0,05 % en peso al 3 % en peso y aln mas preferiblemente del 0,05 % en peso al 2 % en peso, y
aln mas preferiblemente del 0,05 % en peso al 1,5 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién
sustituta del polen.

Uso para alimentacién
Un aspecto adicional de la invencion es el uso de la composicidn sustituta del polen de la invencién que comprende
una cantidad nutricionalmente eficaz de isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos para alimentar

invertebrados u organismos de acuicultura, en donde la composicién sustituta del polen comprende una cantidad
nutricionalmente eficaz de al menos un esterol adicional, preferiblemente al menos dos esteroles mas seleccionados
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del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol o un conjugado
fisiolégicamente disponible de los mismos

Un aspecto adicional de la invencién es el uso de la composicién sustituta del polen de la invencién para alimentar
invertebrados u organismos de acuicultura, en donde la composicién sustituta del polen comprende:

a. proteinas en una cantidad del 10 % en peso al 50 % en peso, preferiblemente del 15 % en peso al 40 % en
peso,

b. acidos grasos en una cantidad del 1 % en peso al 20 % en peso, preferiblemente del 2 % en peso al 12 % en
peso,

C. carbohidratos en una cantidad del 30 % en peso al 90 % en peso, preferiblemente del 30 % en peso al 70 %
en peso,

d. opcionalmente vitaminas, y

e. opcionalmente minerales,

en donde la cantidad total de componentes a) a e) y opcionalmente componentes adicionales suman el 100 % en peso
y en donde los % en peso se refieren al peso seco total de la composicién,

en donde la composicidn sustituta del polen comprende ademés una cantidad nutricionalmente eficaz de isofucosterol,
fucosterol 0 una mezcla de los mismos, y

en donde la composicién sustituta del polen comprende ademas al menos otro esterol del grupo que consiste en
colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol, y

en donde, en una realizacién preferida, la concentracién total de esteroles es del 0,01 % en peso al 4 % en peso,
preferiblemente del 0,05 % en peso al 3 % en peso y aln mas preferiblemente del 0,05 % en peso al 2 % en peso, y
aln mas preferiblemente del 0,05 % en peso al 1,5 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién
sustituta del polen.

Componentes de la composicién adicionales

Un aspecto adicional es un método para alimentar invertebrados, en particular abejas, en donde se administra una
composicién sustituta del polen, en donde la composicién sustituta del polen comprende:

a. proteinas en una cantidad del 10 % en peso al 50 % en peso, preferiblemente del 15 % en peso al 40 % en
peso,

b. acidos grasos en una cantidad del 1 % en peso al 20 % en peso, preferiblemente del 2 % en peso al 12 % en
peso,

C. carbohidratos en una cantidad del 30 % en peso al 90 % en peso, preferiblemente del 30 % en peso al 70 %
en peso,

d. opcionalmente vitaminas, y

e. opcionalmente minerales,

en donde la cantidad total de componentes a) a e) y opcionalmente componentes adicionales suman el 100 % en peso
y en donde los % en peso se refieren al peso seco total de la composicién,

en donde la composicidn sustituta del polen comprende ademés una cantidad nutricionalmente eficaz de isofucosterol,
fucosterol 0 una mezcla de los mismos, y

en donde la composicién sustituta del polen comprende ademas al menos otro esterol del grupo que consiste en
colesterol, 24-metilen-colesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol,

en donde, en una realizacién preferida, la concentracién total de esteroles es del 0,01 % en peso al 4 % en peso,
preferiblemente del 0,05 % en peso al 3 % en peso y aln mas preferiblemente del 0,05 % en peso al 2 % en peso, y
aln mas preferiblemente del 0,05 % en peso al 1,5 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién
sustituta del polen.
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La misma composicion e intervalos se aplican a abejorros, moscas soldado negras, coccinélidos y otros insectos que
se alimentan de polen.

Ejemplos
Ejemplo comparativo 1: Niveles de isofucosterol en alimentos comerciales para abejas

Las composiciones alimenticias sustitutas del polen para abejas disponibles comercialmente no comprenden
isofucosterol como se muestra en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1:

Alimentos para abejas disponibles comercialmente

Isofucosterol Fitosteroles totales (microg/g)
UltraBee Por debajo del limite de deteccién 2147,29
MegaBee Por debajo del limite de deteccidn 1489,84
AP23 Por debajo del limite de deteccidn 1340,88
BeePro Por debajo del limite de deteccién 509,18
Broodbuilder Por debajo del limite de deteccién 280,38
FeedBee Por debajo del limite de deteccidn 844,56

el 0,001 % en peso es el limite de deteccién de isofucosterol
Métodos de analisis de Zu y col. 2021 New Phyt 230: 1169-1184

Total calculado como la suma de las cantidades de fitosteroles relevantes para las abejas: 24MCHO = 24-
metilencolesterol, CAMPE = campesterol, STIGM = estigmasterol, b-SITO = b-sitosterol, ISOFUCO = isofucosterol

Existe una buena literatura que describe cdémo elaborar dietas holidicas para experimentar con ensayos dietéticos
usando abejas. Se hace referencia al documento US2019/0090507, articulos de Svoboda y col, Chakrabarti y col
mencionados anteriormente para ejemplos de diferentes dietas holidicas basales.

Ejemplo 1 - Ensayo de preferencia: las abejas prefieren concentraciones especificas de isofucosterol en los
alimentos.

Abejas obreras adultas recién emergidas (Apis mellifera) o abejorros obreros adultos (Bombus terrestris) se pusieron
a prueba en un ensayo de preferencia de dos opciones en donde las abejas tenian acceso a dos dietas y acceso ad
libitum al agua.

Una dieta de tratamiento contenia isofucosterol y la otra no contenia ningun esterol. Las abejas recién emergidas se
retiraron del marco de cria y se alojaron cohortes de 30 abejas por réplica en jaulas de plastico para cria. En todos los
experimentos, se usaron 10 cohortes de ~30 abejas cada una para cada grupo de tratamiento. En todas las dietas los
carbohidratos se mantuvieron al 60 % usando sacarosa y la grasa se mantuvo al 8 %. El consumo de cada dieta se
midi6 cada 24 h durante 5 dias. El indice de preferencia se calculé como (cantidad de tratamiento consumida - cantidad
de control consumida)/(cantidad total de alimento consumido).

En el Ejemplo 1, a cohortes de abejas se les dio a elegir una dieta con o sin isofucosterol. Las abejas prefirieron
consumir alimentos que contuvieran al menos un 0,05 % de isofucosterol en la dieta, como se muestra en la Figura 7.

Ejemplo 2 - Supervivencia: las abejas viven mas tiempo con alimentos que contienen isofucosterol

Abejas obreras adultas recién emergidas alimentadas con un tratamiento dietético y acceso ad /libitum al agua. La
dieta de tratamiento contenia isofucosterol. Las abejas recién emergidas se retiraron del marco de cria y se alojaron
cohortes de 30 abejas por réplica en jaulas de plastico para cria. En todos los experimentos, se usaron 10 cohortes
de ~30 abejas cada una para cada grupo de tratamiento. En todas las dietas los carbohidratos se mantuvieron al 60 %
usando sacarosa y la grasa se mantuvo al 8 %. El consumo de cada dieta se midi6 todos los dias durante el transcurso
del experimento. Se contd el nimero de abejas vivas en la caja cada dia durante 14 dias.

El ejemplo 2 representa la supervivencia de cohortes de abejas confinadas a alimentarse con dietas que contienen
concentraciones especificas de isofucosterol (0 %, 0,5 % y 1 % del peso de la dieta), como se muestra en la Figura 8.

Ejemplo 3 - Produccién de crias: las abejas producen mas crias con isofucosterol y producen crias durante
periodos de tiempo mas largos.
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Abejas: Los nucleos de Apidea de espuma de poliestireno aislados completamente funcionales comprendian 5 mini
marcos poblados con obreras adultas y 1 abeja reina ponedora apareada se poblaba con 300-400 ml de obreras
adultas jovenes (~ N <1.000 abejas de edades mixtas).

La colonia estaba ubicada en un invernadero cerrado con ventilacién que no permitia a las abejas buscar néctar o
polen. Cada tratamiento se puso a prueba con 3-6 colonias; cada colonia fue alimentada con una tortita de 60-100 g
(dieta sélida) en el comedero superior equipado con un suelo de malla. Se administré dieta el primer dia y nuevamente
el dia 6; la cantidad consumida se midié el dia 6 y el dia 15. Si no se observan larvas ni huevos/reina antes del dia 6,
se finaliza el experimento. El niUmero de celdas de crias operculadas se contd el dia 15. Durante cada inspeccién se
estimé el numero de lineas de separacidn para abejas. Se proporcioné jarabe de azlcar (34 %) y agua en comederos
dentro de la carpa para evitar la falta de carbohidratos y estimular la actividad de blsqueda de alimento.

En el Ejemplo 3, las abejas fueron alimentadas con una dieta que contenia el 10-18 % de proteina, el 6 % de grasa,
el 1 % de vitaminas/minerales y > 75 % de carbohidratos.

La Figura 9 presenta el umbral del ejemplo 3 para la influencia del isofucosterol en la dieta de las abejas. A medida
que aumenté la concentracién de isofucosterol, aumenté la cantidad de cria producida en cada colonia (N > 3
colonias/tratamiento). Se contaron las pupas y el nimero de nuevos adultos durante todo el periodo de 10 semanas.

Ejemplo 4A: Experimento de Apidea a largo plazo con abejas alimentadas con una multiplicidad de esteroles,
incluidos isofucosterol y 24-metilencolesterol.

Abejas: Los nlcleos de Apidea de espuma de poliestireno aislados completamente funcionales comprendian 3-5 mini
marcos poblados con obreras adultas y 1 abeja reina ponedora apareada se poblaba con 300-400 ml de obreras
adultas jovenes (~ N <1.000 abejas de edades mixtas).

Las colonias estan ubicadas en un invernadero cerrado con ventilacién que no permitia a las abejas buscar néctar o
polen. Cada tratamiento se puso a prueba con 3-6 colonias; cada colonia fue alimentada ad libitum con la dieta sélida
en el comedero superior provisto de un suelo de malla, y se evalué la cantidad consumida en cada alimentacion. El
nimero de celdas de crias operculadas se evalué cada 12 dias. Durante cada inspeccién se registré el nUmero de
lineas de separacién para abejas. Si la colonia alcanza el tamafio méximo para la caja de Apidea, se aflade un alza.
Se proporcioné jarabe de azUcar (34 %) y agua en comederos dentro de la carpa para evitar la falta de carbohidratos
y estimular la actividad de blsqueda de alimento.

En el Ejemplo 4A, las abejas fueron alimentadas con una dieta que contenia el 15-30 % de proteina, el 4-12 % de
grasa, el 1 % de vitaminas/minerales y > 40 % de carbohidratos (Dieta 1).

Los experimentos incluyeron los siguientes tratamientos:
. Dieta 1: |la dieta 1 anterior a la que no se le afiaden esteroles

. Dieta 2 = Dieta 1 a la que se afiade isofucosterol, 24-metilencolesterol, campesterol, beta-sitosterol,
estigmasterol y colesterol en proporciones y concentraciones segun la realizacién preferida anterior

. Dieta 3 = Dieta 2 pero sin inclusién de 24-metilencolesterol
. Dieta 4 = Dieta 2 pero sin inclusién de isofucosterol
. Dieta 5 = una tortita a base de polen (tortita de polen) que consiste en el 60,5 % de polen (polen fresco

congelado recolectado por de abejas de BioBest, Antalya, Turquia), el 25,2 % de azucar en polvo y el 14,3 % de miel

. Dieta 6 = Dieta 2 pero sin inclusién de colesterol
. Dieta 7 = Dieta 2 pero sin inclusién de beta-sitosterol, estigmasterol y campesterol
. DIETA 8 = una dieta comercialmente usada cominmente

Figura 4- resultados del experimento 4A: Area media de crias selladas (cm?2) evaluada cada 12 dias durante un
periodo de 15 semanas. Cada colonia fue alimentada con un tratamiento dietético: Dieta 1 (cruces, linea punteada
fina), Dieta 2 (circulos llenos, linea punteada gruesa), Dieta 3 (rombos llenos, linea discontinua fina), Dieta 4
(rombos vacios, linea punteada gruesa), Dieta 5 (circulos abiertos, linea discontinua gruesa), Dieta 6 (cuadrados
llenos, linea continua fina), Dieta 7 (cuadrados vacios, linea discontinua y punteada gruesas) y Dieta 8 (asteriscos,
linea discontinua y punteada finas).
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Ejemplo 4B: Experimento de Apidea a largo plazo con abejas alimentadas con una multiplicidad de esteroles
sin isofucosterol, pero que incluyen 24-metilencolesterol

Abejas: Los nlcleos de Apidea de espuma de poliestireno aislados completamente funcionales comprendian 3-5 mini
marcos poblados con obreras adultas y 1 abeja reina ponedora apareada se poblaba con 300-400 ml de obreras
adultas jovenes (~ N <1.000 abejas de edades mixtas).

Las colonias estan ubicadas en un invernadero cerrado con ventilacién que no permitia a las abejas buscar néctar o
polen. Cada tratamiento se puso a prueba con 3-6 colonias; cada colonia fue alimentada ad libitum con la dieta sélida
en el comedero superior provisto de un suelo de malla, y se evalué la cantidad consumida en cada alimentacion. El
nimero de celdas de crias operculadas se evalué cada 12 dias. Durante cada inspeccién se registré el nUmero de
lineas de separacién para abejas. Si la colonia alcanza el tamafio méximo para la caja de Apidea, se aflade un alza.
Se proporcioné jarabe de azUcar (34 %) y agua en comederos dentro de la carpa para evitar la falta de carbohidratos
y estimular la actividad de blsqueda de alimento.

En el Ejemplo 4B, las abejas fueron alimentadas con una dieta que contenia el 15-30 % de proteina, el 4-12 % de
grasa, el 1 % de vitaminas/minerales y > 40 % de carbohidratos (Dieta 1).

Los experimentos incluyeron los siguientes tratamientos:

Dieta 1 = una dieta que contiene el 15-30 % de proteinas, el 5-10 % de grasas, el 1 % de vitaminas/minerales y > 40 %
de carbohidratos, a la que no se le afiaden esteroles.

Dieta 2 = tortita de polen (el 60,5 % de bolitas de polen mixto recolectadas por abejas, el 25,2 % de azlcar en polvo y
el 14,3 % de miel).

Dieta 3 = Dieta 4 pero sin inclusién de 24-metilencolesterol.

Dieta 4 = Dieta 1 a la que se afiaden 24-metilencolesterol, campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol y colesterol en
proporciones y concentraciones segun la realizacién preferida anterior.

Dieta 5 = una dieta comercialmente usada cominmente.

La Figura 5 muestra el resultado del experimento 4B: Area media de crias selladas (cm?) evaluada cada 12 dias
durante un periodo de 15 semanas. Cada colonia fue alimentada con un tratamiento dietético: Dieta 1 (cruces, linea
punteada fina), Dieta 2 (circulos llenos, linea continua gruesa), Dieta 3 (rombos vacios, linea fina), Dieta 4 (circulos
vacios, linea discontinua gruesa), Dieta 5 (asteriscos, linea discontinua y punteada finas).

Ejemplo 4C: Experimento de Apidea a largo plazo con abejas alimentadas con una multiplicidad de esteroles
con lo que la concentracién total de esteroles en la dieta se mantiene constante y la presencia (concentracién)
de esteroles especificos varia entre dietas.

Abejas: Los nlcleos de Apidea de espuma de poliestireno aislados completamente funcionales comprendian 3-5 mini
marcos poblados con obreras adultas y 1 abeja reina ponedora apareada se poblaba con 300-400 ml de obreras
adultas jovenes (~ N <1.000 abejas de edades mixtas).

Las colonias estan ubicadas en un invernadero cerrado con ventilacién que no permitia a las abejas buscar néctar o
polen. Cada tratamiento se puso a prueba con 3-6 colonias; cada colonia fue alimentada ad libitum con la dieta sélida
en el comedero superior provisto de un suelo de malla, y se evalué la cantidad consumida en cada alimentacion. El
nimero de celdas de crias operculadas se evalué cada 12 dias. Durante cada inspeccién se registré el nUmero de
lineas de separacién para abejas. Si la colonia alcanza el tamafio méximo para la caja de Apidea, se aflade un alza.
Se proporcioné jarabe de azUcar (34 %) y agua en comederos dentro de la carpa para evitar la falta de carbohidratos
y estimular la actividad de blsqueda de alimento.

Los experimentos incluyeron los siguientes tratamientos:

Dieta 1 = una dieta que contiene el 15-30 % de proteinas, el 5-10 % de grasas, el 1 % de vitaminas/minerales y > 40 %
de carbohidratos, a la que no se le afiaden esteroles.

Dieta 2 = Dieta 1 a la que se afiaden 24-metilencolesterol e isofucosterol a concentraciones mas bajas que la
realizacién preferida anterior, y se afladen campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol y colesterol en proporciones y
concentraciones segun la realizacién preferida anterior.

Dieta 3 = Dieta 2 pero con mayores concentraciones de 24-metilencolesterol e isofucosterol, segin la realizacién

preferida anterior, colesterol, y concentraciones mas bajas de campesterol, beta-sitosterol y estigmasterol, para
mantener un porcentaje de esterol total similar al de la dieta 2.
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Dieta 4 = similar a la dieta 3 pero sin inclusién de 24-metilencolesterol y de colesterol, manteniendo el porcentaje de
esteroles totales como en la dieta 7.

Dieta 5 = similar a la dieta 3 pero sin inclusién de isofucosterol.
Dieta 6 = similar a la dieta 3 pero sin inclusién de 24-metilencolesterol y de isofucosterol.

Dieta 7 = similar a la dieta 3 pero sin inclusién de 24-metilencolesterol, isofucosterol y colesterol, manteniendo el
porcentaje de esteroles totales como en la dieta 4.

Dieta 8 = tortita de polen (el 60,5 % de bolitas de polen mixto recolectadas por abejas, el 25,2 % de azlcar en polvo y
el 14,3 % de miel).

Figura 6: Resultados del Ejemplo 4C: Resultados de un experimento de alimentacién a largo plazo en colonias de
Apidea con abejas alimentadas con una multiplicidad de esteroles con lo que la concentracion total de esteroles en la
dieta se mantiene constante y la presencia (concentracién) de esteroles especificos varia entre dietas.

EJEMPLO 5: Experimentos con mosca soldado negra

La Figura 7 muestra los resultados del Ejemplo 5A: Alimentar a moscas soldado negras adultas con una dieta que
contenga una multiplicidad de esteroles: efecto sobre la tasa de eclosidén de los huevos puestos y el peso de la masa
de huevos puestos. La supervivencia de adultos y el nimero de masas de huevos puestos de una poblacién alimentada
con una dieta sustituta del polen (como se especifica en el documento US2019/0090507 a Apix Biosciences) se midi6é
diariamente usando los métodos de crianza descritos en Thinn y Kainoh 2022. JARQ 56 (2), 211-217 (2022).

La Figura 8 muestra los resultados del Ejemplo 5B: Alimentar a moscas soldado negras adultas con una dieta que
contenga una multiplicidad de esteroles: efecto sobre la longevidad de los adultos y la supervivencia de las larvas
hasta la fase de prepupa. Las larvas de mosca soldado negra (BSF) se alimentaron con una dieta que contenia el
22 % de proteina y el 4 % de grasa como se describe en Hogsette 1992. J. Econ. Entomol. 85(6): 2291-2294 hasta la
eclosion. Los esteroles se obtuvieron como compuestos puros afiadidos directamente a la dieta hasta una cantidad
total del 0,1 %. La supervivencia de larvas y adultos durante un periodo de 50 dias se midié como en Georgescu y
col., Eur. J. Entomol. 118: 297-308, 2021.

La Figura 9 muestra los resultados del Ejemplo 5C: Alimentar a las moscas soldado negras adultas con diferentes
dietas que contienen una multiplicidad de esteroles: esteroles que se encuentran en los tejidos de las moscas soldado
negras alimentadas con una multiplicidad de esteroles. Se afiadieron esteroles a la dieta. La medicién de esteroles en
tejidos se realizé después de la saponificacién de tejidos de BSF usando GC-MS como se describe en Boukid y col.
2022. Insects 12, 672.

EJEMPLO 6: Experimentos con mosca soldado negra

Cambiar la composicién nutricional de una larva de BFS para una especie objetivo (abeja) incorporando una
multiplicidad de esteroles en la dieta de las larvas de BFS, elaborar una formulacién alimenticia que contenga larvas
y alimentar con esas larvas la especie objetivo. Las larvas de mosca soldado negra se alimentaron con una dieta como
la de la Figura 10. Los esteroles que necesitan las abejas se afiadieron a la dieta en cantidades especificadas como
en la Dieta 2 o como esteroles simples (24-metilencolesterol, 24MC o isofucosterol). A un grupo no se le afiadié esterol
directamente a la dieta. Los extractos se elaboraron usando hexano de larvas de BSF liofilizadas. Se afiadi6 a la dieta
el disolvente hexano que contenia la fraccién grasa; se dejé que el hexano se evaporara antes de usar la dieta para
alimentar a las larvas.

Este ejemplo muestra generalmente cémo alimentar con una multiplicidad de esteroles adaptados para satisfacer las
necesidades de una especie objetivo puede beneficiar el rendimiento de la especie objetivo. Dado que las BFS
cultivadas en diferentes flujos de desechos no contienen perfiles de esteroles éptimos para algas o plancton que se
alimentan de peces, crustaceos e invertebrados marinos cultivados y sus larvas, este método de afiadir fucosterol o
isofucosterol, 24-metilencolesterol (todos enriquecidos en algas pero ausentes en las actuales dietas artificiales sin
algas para las dietas de las especies anteriores) a dietas de BFS y a continuacién alimentar con lipidos o proteinas o
extractos totales de estas larvas de BFS a organismos de acuicultura que se alimentan de algas es un método para
mejorar el rendimiento de las dietas artificiales de acuicultura para organismos que normalmente se alimentan de
plancton y larvas y que requieran isofucosterol/fucosterol y/o 24-metilencolesterol.

La Figura 10 muestra los resultados del Ejemplo 6: Alimentar colonias de abejas en un experimento de Apidea con

una dieta que contenia un extracto de moscas soldado negras que fueron alimentadas con una multiplicidad de
esteroles.
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EJEMPLO 7: Desarrollo de una dieta completa para las abejas: importancia del isofucosterol y una
multiplicidad de esteroles

En la siguiente realizacion, nos propusimos poner a prueba si la eliminacién de un solo fitosterol o un par de fitosteroles
de una dieta libre de polen que contiene una multiplicidad de esteroles afiadidos esté afectando la produccién de crias
a largo plazo de una colmena alimentada exclusivamente con esta dieta.

Para ello, configuramos un ensayo en donde las colmenas estan completamente contenidas en una carpa grande
(Figura 11A a 11D) y no tienen acceso a alimentos externos y se alimentan con dietas libres de polen con diferentes
composiciones de esteroles, pero con una concentracién de esteroles totales idéntica que es similar a la encontrada
en el polen y las abejas:

Se prepararon tres dietas:

. Dieta A: Una dieta para abejas sin polen que contiene proteinas, lipidos, minerales, vitaminas y antioxidantes
y una traza de esteroles, pero sin esteroles afiadidos. Esta dieta de investigacion fue formulada por APIX Biosciences
NV Bélgica usando ingredientes disponibles industrialmente como una tortita que se puede colocar encima de los
marcos para abejas en una colmena, como es estdndar para los “suplementos proteicos” en la industria
(PCT/GB2016/053573). Esta dieta es similar a la dieta usada por Herbert y col, excepto que es mas completa y mas
equilibrada en sus nutrientes y tiene una base nutricional superior. En esta dieta mezclamos (disueltos en lipidos) el
0,375 % de esteroles afiadidos [24-metilen-colesterol (0,125 %), isémeros de isofucosterol/fucosterol (0,0625 %) y el
0,1875 % de una mezcla de esteroles [incluidos Beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol (sin isofucosterol ni 24-
metilen-colesterol) que tipicamente se encuentra en el polen obtenido por las abejas] dando como resultado
concentraciones y proporciones de fitosteroles que reflejan en promedio la composicién natural del polen. 24-
Metilencolesterol semisintético (97 % de pureza) e isofucosterol semisintético (97 % de pureza; 75 % de isofucosterol
y 25% de su isémero E-Z fucosterol, en adelante denominados indistintamente “isofucosterol/fucosterol” o
“isofucosterol”) se adquirieron de Phytant NV Bélgica. La dieta basal de la dieta A es una dieta patentada (desarrollada
por APIX Biosciences NV, Bélgica) formulada con ingredientes de alimentacién animal registrados y libres de polen
(PCT/GB2016/053573).

. Dieta B: una dieta libre de polen y libre de isofucosterol/fucosterol. Esta es la dieta A de la que se omiti6 la
mezcla de isofucosterol/fucosterol afiadida al 0,0625 %. Para mantener constante la concentracion total de esteroles
afladidos en la dieta, la concentracidén de los otros esteroles afiadidos en la dieta se incrementé proporcionalmente a
la concentracién total de esteroles de la dieta A con el 0,375 % de esteroles afiadidos. Esto aumenta la concentracién
de los otros esteroles afiadidos individualmente con un factor de 1,2 y esto da como resultado una concentracién de
estos esteroles dentro del medio de los intervalos presentes en el polen del que se alimentan con éxito las abejas.

. Dieta C: una dieta libre de polen y libre de 24-metilen-colesterol. Esta es la dieta A de la que se omiti6 el 24-
metilen-colesterol afiadido al 0,125 %. Para mantener constante la concentracién total de esteroles afiadidos en la
dieta, la concentraciéon de los otros esteroles presentes en la dieta se incrementé proporcionalmente a la concentracién
total de esteroles de la dieta A con el 0,375 % de esteroles afladidos. Esto da como resultado una concentracién de
otros esteroles afiadidos dentro del medio de los intervalos presentes en el polen del que se alimentan con éxito las
abejas.

Evaluamos la capacidad de estas 3 dietas y una cuarta dieta comercial que se usa ampliamente en los Estados Unidos
(dieta E, véase la Figura 20 y el ejemplo 8) para sostener la produccién de crias en una colmena durante 96 dias (>4
generaciones de abejas nodrizas) cuando se suministra como Unica fuente de nutrientes (aparte del jarabe de azlcar
y el agua proporcionada en la carpa a través de un comedero de azlcar y un bebedero de agua). Seis pequefias
colmenas por dieta pobladas por 800-850 ml (aproximadamente 2000 abejas) y una reina cada una se distribuyeron
en recintos carpados adyacentes de 2 m x 4,5 m x 3 m cada uno (3 colmenas por carpa; Figura 11). Los recintos
carpados estan en Wingene, Bélgica (Dia 0 = 23 de mayo). El dia 0 sélo habia trazas de polen y pan de abeja en las
colmenas. Las reinas eran reinas hermanas recién apareadas de idéntica edad y origen genético. (Apis mellifera
ligustica).

El pienso se proporcion6 a cada colmena cada 6 dias colocando una tortita encima de los marcos (por encima del nido
de cria) segun la practica apicola estandar (Figura 11). Las tres colmenas en la misma carpa recibieron la misma dieta
(dos carpas por dieta). Las abejas tenian acceso ad /ibitum a agua y 400 ml de jarabe de azUcar con sacarosa al 50 %
cada 6 dias colocados sobre una mesa en la carpa (no se proporciond azlcar ad libitum para evitar llenar todas las
celdas con jarabe, limitando asi el espacio disponible para la cria) (Figura 11C). El consumo de alimento se midié cada
6 dias pesando las tortitas no consumidas de cada colmena y reemplazéndolas con tortitas frescas. Se tomaron
fotografias de cada marco que contenia crias de cada colmena cada 12 dias durante un periodo de 96 dias (Figura
11D). Las crias operculadas se contaron manualmente en cada fotografia (Figuras 15, 16 y 17) por dos o tres
individuos diferentes y los resultados fueron nuevamente verificados (control de calidad verificado) por otro individuo.
Se eliminaron del experimento las colmenas en donde la reina dej6 de poner huevos en los primeros 24 dias (periodo
de estabilizacién de la colmena) y las colmenas en donde la reina fue aplastada accidentalmente durante las
observaciones. Este régimen de observacion asegura que todas las abejas nacidas en la colmena (todas las crias que
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se desarrollaron hasta convertirse en crias operculadas) fueron fotografiadas al menos una vez y sé6lo una vez. El dia
84 se tom6 una muestra de 25-30 abejas de cada colmena para estudios futuros.

Este disefio es similar a los experimentos de Herbert y col. (Ref) en donde se incorporaron una serie de fitosteroles
individuales (pero no isofucosterol) en una dieta holidica simple y se mantuvieron pequefias colmenas con las dietas
hasta que no se produjeron mas huevos. Sin embargo, en nuestro disefio experimental afladimos una multiplicidad
definida de esteroles, usamos una dieta basal més compleja y completa y evaluamos el efecto de omitir un solo esterol
de la dieta manteniendo constante la concentracion total de esteroles.

Nuestros experimentos se realizaron durante 96 dias (4,5 ciclos de cria de 21 dias con dieta artificial). Se necesitan
aproximadamente 24 dias o 1,5 ciclos de vida de las abejas nodrizas para agotar los alimentos almacenados en las
colmenas y cualquier reserva de nutrientes almacenados en las abejas que estaban presentes al comienzo del
experimento. Todas las crias operculadas observadas el dia 24 provienen de huevos puestos dentro de la carpa vy,
por tanto, se espera que sean completamente alimentadas con la dieta artificial. Se espera que las crias operculadas
observadas a partir del dia 36 en adelante sean completamente alimentadas por abejas nodrizas que fueron criadas,
a su vez, con dieta artificial. Lo mismo se aplica a los nutrientes que las abejas nodrizas suministran a la reina.

La importancia del isofucosterol/fucosterol

Las abejas y las colmenas mostraron un comportamiento normal en la carpa como lo demuestra un ciclo diurno normal
de vuelo y regreso a las colmenas al anochecer o en caso de lluvia, recoleccion de jarabe de azlcar y agua por parte
de recolectoras, orientacién y vuelos de defecacién. Sin embargo, en estas condiciones las colmenas experimentan
tensiones importantes: (1) estar encerradas en la colmena y volar contra la red (2) lo que es més importante, las
colmenas se abrieron y se retiraron todos los marcos para fotografiarlos cada 12 dias, un procedimiento que expuso
a las crias a temperaturas frias y alteré sustancialmente la colmena. Este Gltimo procedimiento habra tenido un impacto
negativo significativo sobre la salud y la productividad de las colmenas. Otro elemento que considerar es que
comenzamos con colmenas pequefias recién establecidas (800-850 ml abejas y una reina recién apareada). Las
colmenas pequefias son mas sensibles a las molestias y pueden calentarse/enfriarse menos que las colonias mas
grandes de, por ejemplo, 4000 abejas. Durante una ola de calor bajamos la temperatura en las carpas nebulizando
agua desde una sola boquilla manteniendo la temperatura a 37,5 °C como maximo.

A pesar de estas tensiones, pudimos mantener las colmenas alimentadas exclusivamente con la dieta A libre de polen
y una solucién de azlcar en buen estado de salud y produciendo crias de manera estable durante mas de 96 dias en
los recintos carpados. Las colmenas alimentadas con una tortita de proteina comercial muestran una fuerte
disminucién de cria después de 36 dias (Dieta E, Figura 20).

Hasta la fecha no se ha informado de ninguna dieta completa libre de polen artificial para las abejas.

Los resultados se presentan en las Figuras 12 a 20 y en las Tablas 2 a 4, que se enumeran a continuacién.

Tabla 2A: Resumen de los promedios mostrados en las tablas 3

Recuento de crias D24 |D36 |D48 [D60 |D72 |D84 (D96
Dieta A que contiene todos los esteroles Dieta promedio A |320 |445 |364 |307 |291 (322 |303
Dieta B = Dieta A menos isofucosterol - fucosterol |Dieta promedio B (219 [|119 |96 173 105 |81 98

Dieta C = Dieta A menos 24-metilen-colesterol Dieta promedio C |322 |434 [249 |281 |223 (206 |168

Tabla 2B: Resumen de los promedios mostrados en las tablas 4

Recuento de crias acumuladas D24 |D36 |D48 [D60 |D72 |D84 (D96
Dieta A que contiene todos los esteroles Dieta promedio A [320 |765 |1129 (1436 (1727 |2049 |2353
Dieta B = Dieta A menos isofucosterol - fucosterol |Dieta promedio B  [219 |338 [434 [607 |712 |792 (890
Dieta C = Dieta A menos 24-metilen-colesterol Dieta promedio C 322 |756 |1005 (1286 (1509 |1715 |1882

Tabla 3: Crias operculadas medidas en cada colmena en cada momento (dia 0 = inicio de la colocacién de las
colmenas en recintos carpados e inicio de la alimentacién con las dietas).

Recuento de crias operculadas Colmena n.° D24 |D36 |D48 |D60 (D72 |D84 |D96
Dieta A 4 443 (849 |430 |215 |172 (339 (399
29 236 (384 |342 |255 |268 (361 (178
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Recuento de crias operculadas Colmena n.° D24 |D36 |D48 |D60 (D72 |D84 |D96
40 427 |276 |375 |508 |483 |[525 |576
56 400 |578 |465 |406 |359 [204 (213
57 93 137 |210 |153 |173 [180 [151
Dieta promedio A 320 (445 (364 (307 |291 |322 |303
Dieta B 12 484 |146 |412 |349 |364 [394 (353
15 160 |22 12 197 |3 0 0
26 280 |157 |74 123 (98 78 130
28 38 308 |53 292 (104 [12 102
50 61 22 0 72 56 0 2
51 292 |60 22 5 4 0 0
Dieta promedio B 219 (119 (96 173 |105 |81 98
Dieta C 14 271 |503 |254 |186 |93 190 |228
30 307 (528 (125 [215 |135 |85 51
34 459 |223 |364 |396 |336 [219 (148
41 252 |480 |253 |328 |328 |[328 |243
Dieta promedio C 322 (434 (249 (281 |223 |206 |168

Tabla 4: Crias operculadas acumuladas completamente alimentadas con la dieta medida en cada colmena a partir del
dia 24 (dia 0 = inicio de la colocacién de las colmenas en recintos carpados e inicio de la alimentacién con las dietas).

Recuento de crias acumuladas Colmena n.° D24 |D36 |D48 |D60 (D72 (D84 (D96
Dieta A 4 443 [1292 (1722 |1937 (2109 |2448 (2847
29 236 [620 (962 |1217 (1485 |1846 (2024
40 427 703 (1078 |1586 (20869 |2594 (3170
56 400 [978 (1443 |1849 [2208 |2412 (2625
57 93 |230 (440 |593 [766 |946 |1097
Dieta promedio A 320 |765 (1129 |1436 [1727 |2049 |2353
Dieta B 12 484 630 (1042 |1391 (1755 |2149 (2502
15 160 (182 |194 (391 |394 394 (394
26 280 [437 |511 |634 [732 |810 (940
28 38 |346 (399 691 [795 |807 [909
50 61 |83 83 155 211 (211 213
51 292 [352 |374 |379 [383 |383 (383
Dieta promedio B 219 |338 (434 |607 (712 |792 [890
Dieta C 14 271 [774 [1028 |1214 (1307 |1497 (1725
30 307 |835 (960 |1175 [1310 |1395 |1446
34 459 682 (1046 |1442 (1778 |1997 (2145
41 252 [732 (985 |1313 [1641 |1969 (2212
Dieta promedio C 322 |756 (1005 |1286 [1509 (1715 |1882

La Figura 12 y las tablas 2, 3, 4 muestran que, en promedio, una colmena alimentada con la dieta A produce 2353
crias operculadas entre los dias 12 y 96 frente a 890 crias operculadas en el mismo periodo en promedio para las
colmenas alimentadas con la dieta B. La Figura 12 también muestra que después del dia 60 la cantidad de crias
producidas en todas menos 1 colmena alimentada con la dieta B (Colmena n.° 12) disminuye mientras que todas las
colmenas alimentadas con la dieta A muestran un aumento de crecimiento lineal. Tres de cada cinco colmenas
alimentadas con la dieta B dejaron de tener crias operculadas el dia 84, mientras que todas las colmenas alimentadas
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con la dieta A continuaron produciendo crias. Esto demuestra que la omisién de isofucosterol-fucosterol en la dieta A
afecta gravemente la capacidad de una colmena de abejas para producir crias y que los otros esteroles no pueden
compensar esta deficiencia. La produccidn de crias es una funcién esencial para la supervivencia de una colmena.

Las Tablas 2y 3, y las Figuras 12, 14, 15, 16 y 17 muestran que en la dieta A la cantidad de crias en cada momento
es estable (Figura 14A), mientras que en la dieta B la cantidad de crias producidas en cada momento es menor que
en la dieta A. Concluimos que con la dieta A las colmenas son estables en las condiciones puestas a prueba durante
96 dias o0 4,5 generaciones de abejas nodrizas (a pesar de la tensién severa descrita anteriormente). Las colmenas
claramente tienen menos rendimiento en la produccién de crias y son menos estables cuando se omite de la dieta el
isofucosterol-fucosterol al 0,0625 % y se reemplaza aumentando proporcionalmente la concentraciéon de cada uno de
los otros esteroles afiadidos.

La Figura 13 muestra el consumo de las dietas A y B. Dado que el uso principal del polen en una colmena es alimentar
a las abejas nodrizas que a continuacién alimentan a las larvas y a la reina, es l6gico que, si se producen menos crias,
se consumird menos dieta (Figura 13).

Las fotografias de los marcos con crias ilustran claramente la diferencia en el nUmero y patrén de crias operculadas
en una colmena n.° 29 alimentada con dieta promedio A (Figura 15) y en una colmena n.° 26 alimentada con dieta
promedio B (Figura 16).

La Figura 17 muestra que las colmenas alimentadas con la dieta A producen consistentemente mas crias que las
alimentadas con la dieta B.

Concluimos que la adicién de isofucosterol-fucosterol a una dieta incompleta que contiene colesterol, campesterol,
beta-sitosterol, estigmasterol y 24-metilen-colesterol en concentraciones similares al polen, pero sin isofucosterol-
fucosterol, da como resultado una dieta que sostiene una colmena durante més de 4,5 ciclos de cria (generaciones)
de abejas nodrizas (sin acceso a polen u otros nutrientes (excepto solucién de azulcar)). Dicho a la inversa, la
realizacién muestra que la omisién de isofucosterol-fucosterol de una dieta completa reduce gravemente la aptitud de
la colmena y de las abejas y que la compensacién proporcional de esta omisién de isofucosterol-fucosterol con los
otros esteroles no compensa esta omisién.

Esta es una primera y clara demostraciéon de que el isofucosterol-fucosterol es funcionalmente importante y esencial
en la dieta de una colmena de abejas. Los datos muestran que el isofucosterol-fucosterol es necesario para la
produccién de crias en las abejas a pesar de la presencia de todos los demas esteroles principales presentes en el
polen y las abejas y que su funcidén fisiolégica no puede ser asumida por los otros esteroles (colesterol, 24-
metilencolesterol, campesterol, estigmasterol, beta-sitosterol que normalmente representan >80 % del total de
esteroles presentes en las abejas - siendo el resto isofucosterol-fucosterol) presentes en la dieta. La Dieta A es también
la primera dieta artificial completa para abejas que esté libre de polen.

La importancia del 24-metilen-colesterol

Las colmenas alimentadas con la dieta C = dieta A de la cual se omitié el 24-metilen-colesterol comenzaron a mostrar
una diferencia creciente en la cantidad producida desde el dia 48 en adelante (Figuras 18 y 19, Tablas 2, 3 y 4). Entre
el dia 36 y el dia 96, las colmenas alimentadas con la dieta C produjeron 1126 crias operculadas acumuladas en
promedio frente a 1588 crias operculadas acumuladas en promedio para las colmenas alimentadas con la dieta A.
Observamos que la diferencia en las crias operculadas producida en la dieta A frente a la dieta B (menos isofucosterol-
fucosterol) ya es evidente en los dias 24-36 (Tabla 2, Tabla 3). La aparicién tardia de un fenotipo debido a la omisién
de 24-metilen-colesterol como se observa con la dieta C en comparacién con el efecto de la omision de isofucosterol
en la dieta B puede explicarse mediante las observaciones de Sbovoda y col. (Tabla 7) que las abejas tienen un
mecanismo para reciclar una reserva de 24-metilen-colesterol en una colmena para criar y alimentar a las abejas,
reteniendo asi (parte de) la reserva en la colmena. Los datos presentados en esta realizacion destacan aln mas la
mayor importancia del isofucosterol-fucosterol en una dieta artificial para abejas frente al 24-metilen-colesterol, ya que
el efecto de su omisién se manifiesta antes.

Estos datos son la primera demostracién técnica de que el 24-metilen-colesterol es funcionalmente necesario en la
dieta de una abeja y que su funcién fisiolégica no puede compensarse completamente con la presencia de otros
esteroles (colesterol, isofucosterol/fucosterol, beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol) presentes en la dieta y a
concentraciones y proporciones normalmente presentes en el polen.

EJEMPLO 8: Fenotipos conductuales de las deficiencias de isofucosterol/fucosterol y 24-metilen-colesterol.

El nimero de abejas y abejas nodrizas en una colmena es importante, pero la calidad y la aptitud fisioldégica de las
abejas son igualmente fundamentales para la aptitud de una colmena y su capacidad para polinizar cultivos.

Las abejas necesitan ejecutar funciones de comportamiento complejas en la colmena (limpiar, alimentar a las crias,
construir celdas, proteger, ventilar, calentar...) y fuera de la colmena (volar largas distancias, hasta 2 km desde la
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colmena, encontrar el camino de regreso a casa, sefialar la ubicacién de fuentes de alimentacién a las compafieras
de nido, recolectar néctar, polen, minerales, agua, propéleo...). La cantidad de abejas en una colmena y su longevidad
determina cuantos recursos pueden recolectar las colmenas para sostener y hacer crecer la colmena. Desde una
perspectiva comercial, las colmenas méas grandes, mas activas y bien alimentadas (con recolectoras que viven mas
tiempo y estdn mas en forma) polinizan mejor los cultivos y pueden soportar mejor la exposiciéon a pesticidas y otros
factores estresantes (calor, transporte, enfermedades). En resumen, no sélo es importante la cantidad de abejas en
una colmena sino también su calidad.

Se sabe que los diferentes esteroles afectan de manera diferente las estructuras de membrana en las células. Una de
las funciones de los esteroles en las membranas de las células animales es regular la fluidez de las membranas y la
organizacion de las proteinas en balsas en las membranas, lo que es importante para el funcionamiento adecuado de,
entre otros, células de musculos y neuronas, la formacién de la curvatura de la membrana y vesiculas y la adaptacién
a diferentes temperaturas ambientales.

En esta realizacién, examinamos si las colmenas en recintos carpados alimentadas con diferentes dietas que difieren
sélo en la composicién de esteroles producen abejas con la misma aptitud conductual.

Caracterizamos el comportamiento y la actividad de las abejas alimentadas con las siguientes dietas en la misma
carpa siguiendo los mismos protocolos descritos anteriormente (véase la Figura 11):

1. Colmena en exterior: Estas colmenas comenzaron al igual que las colmenas en las carpas con reinas
hermanas y la misma cantidad de abejas, pero se colocaron en exterior, junto a las carpas, con pleno acceso al flujo
de polen y al néctar de la naturaleza.

2. Colmenas en carpas - Dieta A Dieta A, véase anteriormente (mismas colmenas y momentos que en el
Ejemplo 7). Dieta A' = dieta A con el doble de concentracién de esteroles afiadidos (0,75 %) en la misma composicién
y proporciones que la Dieta A. Las dietas A y A' tienen fenotipos idénticos.

3. Colmenas en carpas - Dieta B: Dieta A menos isofucosterol/fucosterol (la concentracién de otros esteroles
afladidos se ajusta proporcionalmente hacia arriba como se ha descrito anteriormente; mismas colmenas y momentos
que la realizacién 1)

4. Colmenas en carpas - Dieta C: Dieta A menos 24-metilen-colesterol (la concentracién de otros esteroles
afladidos se ajusta proporcionalmente hacia arriba como se ha descrito anteriormente; mismas colmenas y momentos
que la realizacién 1)

5. Colmenas en carpas - Dieta D: Dieta A sin isofucosterol/fucosterol y 24-metilen-colesterol (la concentracién
de otros esteroles afiadidos se ajusté hacia arriba a la concentracidén de la dieta A' (0,75 %); ejecucién en carpas
paralelas en los momentos como en la realizacién 1; mismo protocolo general de alimentacién y evaluacion de la
colmena)

6. Colmenas en carpas - Dieta E: Dieta disponible comercialmente (dieta completamente diferente; ejecucion
en carpas paralelas en los momentos como en la realizacién 1; mismo protocolo general de alimentacion y alteracién
de la colmena)

Las colmenas alimentadas con la dieta E (dieta comercial) esencialmente dejaron de producir crias después de los 36
aflos (tabla 5, Figura 20). Las colmenas alimentadas con las dietas A, B, C y D todavia estaban produciendo crias el
dia 96. Las dietas y el disefio experimental se describen en el ejemplo 7.

El dia 98-99, las colmenas se abrieron y se puntuaron visualmente para varios fenotipos (puntuaciones: fenotipo
ausente (-), fenotipo presente (+), fenotipo mas severo (++), el fenotipo es alin méas severo (+++)).

Fueron puntuadas de forma independiente por 2 observadores para los siguientes fenotipos:

. Letérgico: Abejas sentadas inméviles en colmenas.

. Temblores, falta de coordinacidn: abejas que caminan con las patas traseras arrastradas, caminan de manera
inestable, las alas se colocan con menos rapidez desde la posicién abierta hasta la posicién plegada (indicaciones de
actividad neuromuscular descoordinada)

. Reaccién débil - sin vuelo: Las abejas en un marco responden lentamente al ser molestadas al retirar el marco
de la colmena o arrastrando un par de pinzas a través de las abejas en un marco, las abejas se arrastran mas

lentamente hacia arriba después de ser empujadas fuera de un marco, no pueden volar cuando se les molesta.

. Movimiento lento: Las abejas caminan mas lentamente de lo normal sobre los marcos y/o alrededor del
comedero de azUcar y/o la entrada del nido
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. Reactividad: Esta es una puntuacién integrada del 1-5 (de menor a mayor) que representa la actividad general
de la colmena y el vigor de las abejas dentro y fuera de la colmena

Los resultados de estas observaciones se presentan en las Tablas 5y 6.

Tabla 5 Analisis fenotipico después de 98 y 99 dias con diferentes dietas en condiciones en carpas cerradas y en
exterior.

DIETA Letargico | Temblores, Reaccién | Movimiento |Reactividad
falta de débil, sin lento
coordinacién vuelo
Colmenas en exterior junto a carpas - - - - - 5
recolectando polen
Dietas A (0,375 % de esteroles; todos los - - - - 5

esteroles) y Dieta A' (0,750 %,; todos los
esteroles) - en carpa

Dieta C (Dieta A menos 24-metilen- - - - + 3
colesterol) - en carpa

Dieta B (Dieta A menos ++ + ++ ++ 2
isofucosterol/fucostero |) - en carpa

Dieta D (Dieta A menos 24 metilen-colesterol - +++ ++ ++ 3
y menos isofucosterol; 0,75 % de
concentracién de esterol) - en carpa

Dieta E: Tortita disponible comercialmente - +++ - +++ +++ 1
en carpa
Fenotipo ausente - Fenotipo mas severo ++
Fenotipo presente + El fenotipo es muy severo  +++

Tabla 6: Mesa superior: Promedio de crias operculadas presentes en cada momento desde el dia 24 al 96 para las
dietas A, B, C y E (una dieta comercial ampliamente extendida en los Estados Unidos). Mesa inferior: Recuentos de
crias operculadas para colmenas alimentadas con la Dieta E

Recuento de crias operculadas D24 D36 D48 D60 D72 D84 D96
Dieta promedio A 320 445 364 307 291 322 303
Dieta promedio B 219 119 96 173 105 81 98
Dieta promedio C 322 434 249 281 223 206 168
Dieta promedio E 255 244 77 69 16 0 0

Recuento de crias operculadas |Nimero de colmena (D24 D36 D48 D60 D72 D84 D96

Dieta E 9 199 229 52 41 9 0 0
13 245 287 54 88 33 1 0
37 364 174 108 86 34 0 0

Recuento de crias operculadas |Numero de colmena (D24 D36 D48 D60 D72 D84 D96

44 344 258 54 109 4 0 0
55 124 270 116 19 0
Promedio 255 244 77 69 16 0 0

Las abejas con las dietas A y A' eran igualmente activas, sensibles y méviles que las abejas de las colmenas que
recolectaban alimentos en la naturaleza ubicadas junto a los recintos carpados.

Las colmenas alimentadas con la dieta C (dieta A menos el 24-metilen-colesterol) mostraron el fenotipo de movimiento
lento (+) y habian reducido una puntuacién de capacidad de respuesta de 3.
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Las colmenas alimentadas con la dieta B (dieta A menos isofucosterol/fucosterol) mostraron letargico (++),
temblores/descoordinacién (++); fenotipos de reaccién débil/sin vuelo (++) y movimiento lento (++) y tuvieron una
puntuacién de reactividad reducida de 2.

Las colmenas alimentadas con la dieta D (Dieta A' menos 24 metilen-colesterol y menos isofucosterol) presentaron
sorprendentemente mas fenotipo de temblores/descoordinacién (+++) que la Dieta B, pero ningun fenotipo letérgico.
Debido a la ausencia del fenotipo letargico en la Dieta D, las colmenas alimentadas con la Dieta D recibieron una
puntuacién de reactividad de 3. Los fenotipos de reaccién débil/sin vuelo (++) y movimiento lento (++) fueron similares
en las colmenas alimentadas con las dietas B y D, pero claramente diferentes de la Dieta C.

Concluimos que la omision de isofucosterol/fucosterol, o 24-metilen-colesterol, de la dieta A que contiene los
principales esteroles presentes en las abejas (colesterol, 24-metilen-colesterol, beta-sitosterol, campesterol,
estigmasterol, isofucosterol/fucosterol) no solamente da como resultado menos crias operculadas producidas
(realizacién 1), sino que también da como resultado abejas que presentan una serie de fenotipos que probablemente
afecten su aptitud fisioldégica para ejecutar tareas complejas de la colmena de manera eficiente.

Muestra ademés que los fenotipos debidos a la ausencia de isofucosterol-fucosterol o de 24-metilencolesterol o de
ambos esteroles no pueden compensarse fisiolégicamente mediante un aumento de los otros esteroles. Ademas,
muestra que eliminar tanto el isofucosterol como el 24-metilencolesterol tiene un efecto neuromuscular
(descoordinado) mas severo que omitir uno de estos esteroles en un momento de la dieta A', lo que afecta su aptitud.

La observacidén de que el efecto de eliminar el isofucosterol/fucosterol de la dieta A es mas severo que el efecto de
eliminar el 24-metilen-colesterol es un hallazgo sorprendente para el campo, ya que en el campo se afirma
ampliamente que el 24-metilen-colesterol es “el fitosterol critico y esencial en las abejas revisado en “Sterol and Lipid
metabolism in bees” Furse y col 2023, https://doi.org/10.1007/s11306-023-02039-1).

Los ejemplos de datos 7 y 8 muestran que las abejas requieren una multiplicidad de esteroles ya que tanto el
isofucosterol como el 24-metilencolesterol omitidos solos o en combinacidén no pueden ser reemplazados
funcionalmente en la fisiologia de la abeja por otros esteroles presentes en el polen.

Concluimos que la dieta A es una dieta completa no sélo desde la perspectiva de sostener la produccién de crias en
una colmena sino también desde la perspectiva de producir abejas de calidad. Ademas, concluimos que el
isofucosterol/fucosterol es esencial en esta dieta y que no puede sustituirse aumentando proporcionalmente los otros
fitosteroles clave presentes en el polen. Lo mismo se demostré con el 24-metilencolesterol, pero en menor medida. La
Figura 20 y la Tabla 5 muestran el rendimiento superior de la dieta completa A en comparacién con una tortita de
proteina disponible comercialmente y ampliamente usada en los Estados Unidos.

Tabla 7: Lista de referencias de literatura
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. doi:10.3390/molecules25030571
Grupo Herbert y Svoboda

. doi:10.1007/BF02534310
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REIVINDICACIONES
Un método para alimentar invertebrados u organismos de acuicultura, que comprende

=proporcionar una composicioén sustituta del polen que comprende una cantidad nutricionalmente
eficaz de isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos; y
=administrar la composicién sustituta del polen a invertebrados u organismos de acuicultura;

en donde la composicién sustituta del polen comprende una cantidad nutricionalmente eficaz de al menos un
esterol adicional, preferiblemente al menos dos esteroles adicionales seleccionados del grupo que consiste
en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol o un conjugado
fisiolégicamente disponible de los mismos.

El método de la reivindicacién 1, en donde

=los invertebrados son insectos que se alimentan de polen, preferiblemente insectos de los érdenes
Hymenopteray Coleoptera, més preferiblemente abejas, abejorros, moscas soldado negras, sirfidos,
o coccinélidos,

=los organismos de acuicultura son organismos de acuicultura que se alimentan de plancton y algas,
preferiblemente peces, larvas de peces, ostras, almejas, moluscos, gasterépodos, o crustéceos.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la cantidad nutricionalmente eficaz
de isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos es una dosis diaria del 0,0006 % en peso al 0,052 %
en peso del peso corporal de los invertebrados u organismos de acuicultura con vida.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la cantidad nutricionalmente eficaz
de isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos es del 10 % en peso al 60 % en peso de la cantidad
total de esteroles del grupo de isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol,
estigmasterol y beta-sitosterol en la dieta total de los invertebrados u organismos de acuicultura, o en la
composicién sustituta del polen.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el isofucosterol, fucosterol o una
mezcla de los mismos se administra en una proporcién de 0,14 g a 12 g de isofucosterol, fucosterol o una
mezcla de los mismos por 30000 abejas por periodo de dos semanas.

El método de la reivindicacién 5, en donde el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos se
administra en una cantidad del 10 % en peso al 60 % en peso de la cantidad total de esteroles del grupo de
isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol en la
dieta total de los invertebrados u organismos de acuicultura, o de la composicién sustituta del polen.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

=en donde la cantidad nutricionalmente eficaz de isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los
mismos y el al menos un esterol adicional es una proporcién de administracién de 0,2 a 48 gramos
por 30000 abejas por un periodo de tiempo de dos semanas, y

=en donde el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos se administra en una cantidad del
10 % en peso al 60 % en peso de la cantidad total de esteroles del grupo de isofucosterol, fucosterol,
colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol en la dieta total de
abejas o de la composicidn sustituta del polen.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

=en donde el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y el al menos un esterol adicional se
administran en una proporcién de 0,4 g a 36 g por 30000 abejas por un periodo de tiempo de dos
semanas, y

=en donde el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos se administra en una cantidad del
10 % en peso al 60 % en peso de la cantidad total de esteroles del grupo de isofucosterol, fucosterol,
colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol en la dieta total de
abejas o de la composicidn sustituta del polen.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
=en donde el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos y el al menos un esterol adicional se

administran en una proporcién de 0,6 g a 20 g por 30000 abejas por un periodo de tiempo de dos
semanas, y
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=en donde el isofucosterol, fucosterol o una mezcla de los mismos se administra en una cantidad del
10 % en peso al 60 % en peso de la cantidad total de esteroles del grupo de isofucosterol, fucosterol,
colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol en la dieta total de
abejas o de la composicidn sustituta del polen.

Los métodos de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el isofucosterol, fucosterol
colesterol, 24-metilencolesterol, beta-estigmasterol, estigmasterol y/o campesterol se administran en una
cantidad del 0,001 % en peso al 0,087 % en peso del peso de los invertebrados u organismos de acuicultura
con vida por dia.

Los métodos de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la cantidad nutricionalmente
eficaz es:

. isofucosterol en una cantidad del 10 % en peso al 60 % en peso,

=colesterol en una cantidad del 0 % en peso al 50 % en peso,

=24-metilencolesterol en una cantidad del 0 % en peso al 50 % en peso,

=beta-sitosterol, estigmasterol y/o campesterol en una cantidad del 0 % en peso al 50 % en peso

en comparacién con la cantidad total de isofucosterol, fucosterol colesterol, 24-metilencolesterol, beta-
estigmasterol, estigmasterol y/o campesterol.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracién total de esteroles
es del 0,01 % en peso al 4% en peso, preferiblemente del 0,05 % en peso al 3% en peso y aln mas
preferiblemente del 0,05 % en peso al 2 % en peso, y aln més preferiblemente del 0,05 % en peso al 1,5 %
en peso en comparacion con el peso total de la composicién sustituta del polen.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las concentraciones de esteroles
se seleccionan del grupo de:

=colesterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2 % en peso, preferiblemente del 0,001 % en
peso al 1,5 % en peso, mas preferiblemente del 0,06 % en peso al 1,2 % en peso en comparacidn
con el peso total de la composicién sustituta del polen,

=24-metilencolesterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2 % en peso, preferiblemente del
0,001 % en peso al 1,5 % en peso, méas preferiblemente del 0,06 % en peso al 1,2 % en peso en
comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen,

=sitosterol, preferiblemente beta-sitosterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2 % en peso,
preferiblemente del 0,001 % en peso al 1 % en peso, méas preferiblemente del 0,03 % en peso al
0,6 % en peso en comparacion con el peso total de la composicién sustituta del polen,
»isofucosterol en una cantidad del 0,01 % en peso al 5 % en peso, preferiblemente del 0,01 % en
peso al 2 % en peso, mas preferiblemente del 0,01 % en peso al 1,0 % en peso, mas preferiblemente
del 0,03 % en peso al 0,6 % en peso en comparacién con el peso total de la composicidn sustituta
del polen,

=campesterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2 % en peso, preferiblemente del 0,001 % en
peso al 1 % en peso, mas preferiblemente del 0,02 % en peso al 0,35 % en peso en comparacién
con el peso total de la composicién sustituta del polen,

=estigmasterol en una cantidad del 0,001 % en peso al 2 % en peso, preferiblemente del 0,001 al 1 %
en peso, mas preferiblemente del 0,01-0,2 %, en comparacién con el peso total de la composicién
sustituta del polen, o

=cualquier combinacién de los mismos.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la composicién es una dieta de
invertebrados completa, parte de una dieta de invertebrados o un suplemento dietético y en donde la
proporcién de 24-metilencolesterol con respecto al esterol adicional o a la combinacién de esteroles
adicionales es de 10:1 a 1:1.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la composicién se administra a
invertebrados de las familias Apidae, en particular abejas (Apini), abejorros (Bombini) o abejas sin aguijon
(Meliponini).
El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la composicién se administra
=en forma sélida, tal como en forma de una tortita o un polvo, o en forma liquida, tal como en forma
de una solucién, aceite o aerosol;
=dentro o fuera de la colmena.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
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la fuente del isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos es un tejido sustituto del polen
de una o mas especies vegetales seleccionado del grupo que consiste en hojas, tallos, raices,
tubérculos, flores, semillas, cortezas y frutos y combinaciones de los mismos; y/o

*la fuente del esterol adicional seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-
metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol, y estigmasterol, en particular el colesterol, es un
tejido sustituto del polen de una o mas especies vegetales seleccionado del grupo que consiste en
hojas, tallos, raices, tubérculos, flores, semillas, cortezas y frutos y combinaciones de los mismos.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la fuente del isofucosterol, fucosterol
0 una mezcla de los mismos o la fuente del al menos un esterol adicional seleccionado del grupo que consiste
en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y estigmasterol es un extracto, un aceite o
un refinamiento de un tejido no polinico de una o méas especies vegetales o una combinacién de los mismos.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la fuente del isofucosterol, fucosterol
0 una mezcla de los mismos o la fuente del al menos un esterol adicional seleccionado del grupo que consiste
en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol, estigmasterol es un tejido sustituto del polen
de una o mas especies vegetales seleccionadas del grupo que consiste en Solanaceae, Poaceae,
Ranunculaceae, Fabaceae, Corylaceae.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la fuente del isofucosterol, fucosterol
0 una mezcla de los mismos o la fuente del al menos un esterol adicional seleccionado del grupo que consiste
en colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y estigmasterol es una fuente sustituta del
polen seleccionada del grupo que consiste en:

*una especie de alga marina o de agua dulce, en particular un extracto, un aceite o un refinamiento
de Ulva lactuca;

*una especie de diatomea marina, en particular un extracto, un aceite o un refinamiento
de Thalassiosira pseudonana, Thalassiosira rotula o Chaetoceros muelleri; y

un hongo, en particular un extracto, un aceite o un refinamiento de una levadura tal
como Saccharomyces cerevesiae o Yarrowia lipolytica.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el isofucosterol o fucosterol y el al
menos un esterol adicional seleccionado del grupo que consiste en colesterol, 24-metilencolesterol,
campesterol y beta-sitosterol y estigmasterol se sintetiza quimica o enzimaticamente, o se obtiene mediante
organismos hospedadores modificados genéticamente, tales como hongos, bacterias o algas.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la fuente del isofucosterol, fucosterol
0 una mezcla de los mismos o el al menos un esterol adicional seleccionado del grupo que consiste en
colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y estigmasterol se selecciona del grupo que
consiste en algas, plantas, hongos, algas, diatomeas y combinaciones de los mismos, y en donde la fuente
del isofucosterol, fucosterol 0 una mezcla de los mismos es un tejido sustituto del polen.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el isofucosterol, fucosterol o una
mezcla de los mismos y el al menos un esterol adicional seleccionado del grupo que consiste en colesterol,
24-metilencolesterol, campesterol y beta-sitosterol y estigmasterol se proporciona a una colonia de abejas
eusociales a partir de una fuente sintética.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el isofucosterol, fucosterol o una
mezcla de los mismos y el uno o mas esteroles adicionales del grupo que consiste en colesterol, 24-
metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol se proporcionan como parte de una
composicién sustituta del polen, en donde la composicién sustituta del polen comprende:

=proteinas en una cantidad del 10 % en peso al 50 % en peso, preferiblemente del 15 % en peso al
40 % en peso,

»acidos grasos en una cantidad del 1 % en peso al 20 % en peso, preferiblemente del 2 % en peso
al 12 % en peso,

=carbohidratos en una cantidad del 20 % en peso al 90 % en peso, preferiblemente del 30 % en peso
al 70 % en peso,

=opcionalmente vitaminas, y

=opcionalmente minerales,

en donde la cantidad total de componentes suman el 100 % en peso y en donde los % en peso se refieren al
peso seco total de la composicién.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la composicién sustituta del polen esta
esencialmente libre de polen.
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Uso de la composicion sustituta del polen de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para alimentar
a un organismo seleccionado del grupo que consiste en:

*invertebrados, preferiblemente insectos que se alimentan de polen, méas preferiblemente insectos
de los érdenes Hymenoptera y Coleoptera, aun mas preferiblemente abejas, abejorros, moscas
soldado negras, sirfidos o coccinélidos,

=organismos de acuicultura, preferiblemente organismos de acuicultura que se alimentan de plancton
y algas, mas preferiblemente peces, larvas de peces, ostras, almejas, moluscos, gasterépodos o
crustaceos.

Uso de la composicién sustituta del polen segun la reivindicacién 26 como una tortita concentrada, en donde
la concentracién de isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y
beta-sitosterol es del 10 % en peso al 33 % en peso en comparacién con el peso total de la composicidn
sustituta del polen.

Uso de la composicidn sustituta del polen segun la reivindicacién 27, en donde la composicién comprende un
constituyente que induce el consumof/apetito de las abejas seleccionado del grupo que consiste en polen,
azlcar, aceite o grasa, miel o proteina o una mezcla de los mismos.

Uso de la composicion sustituta del polen segln la reivindicacién 28, en donde la concentracién del
componente que induce el apetito/consumo de las abejas es del 1% en peso al 20 % en peso,
preferiblemente del 2,5 % en peso al 15 % en peso, aun mas preferiblemente del 5 % en peso al 10 % en
peso en comparacion con el peso total de la composicién sustituta del polen.

Uso de la composicion sustituta del polen segun la reivindicacién 26, en donde la composicién sustituta del
polen esta en forma liquida o en polvo.

Uso segun la reivindicacién 30, en donde la concentracién de isofucosterol, fucosterol, colesterol, 24-
metilencolesterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol es del 0,01 % en peso al 99 % en peso en
comparacién con el peso seco total de la composicién sustituta del polen.

Una composicién de pienso libre de polen o una composicién sustituta del polen en particular para abejas
que comprende bien

=del 0,01 % en peso al 1 % en peso de isofucosterol, preferiblemente del 0,01 % en peso al 0,3 %
en peso de isofucosterol, en comparacioén con el peso total de la composicién sustituta del polen,
en donde la composicién opcionalmente comprende ademas polen natural en una cantidad del
1 % en peso al 15 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del
polen para aumentar el consumo de alimento; o

=del 0,01 % en peso al 1 % en peso de fucosterol, preferiblemente del 0,01 % en peso al 0,3 % en
peso, en comparaciéon con el peso total de la composiciéon sustituta del polen, en donde la
composicién opcionalmente comprende ademas polen natural en una cantidad del 1 % en peso al
15 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen para aumentar
el consumo de alimento; o

=del 0,01 % en peso al 1 % en peso de isofucosterol y fucosterol, preferiblemente del 0,01 % en
peso al 0,3 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen, en
donde la proporcién en peso de isofucosterol con respecto a fucosterol es de 0,01:a 100 a 100:0,01
y en donde la composicién opcionalmente comprende ademas polen natural en una cantidad del
1 % en peso al 15 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del
polen para aumentar el consumo de alimento; o

=del 0,01 % en peso al 1 % en peso de isofucosterol/fucosterol, preferiblemente del 0,01 % en peso
al 0,3 % en peso en comparacidn con el peso total de la composicién sustituta del polen;

-en donde la proporcidén en peso de isofucosterol con respecto a fucosterol es de 0,01:100
a 100:0,01;

-en donde la composicién sustituta del polen comprende ademés del 0,01 % en peso al
0,5 % en peso de 24-metilen-colesterol en comparacién con el peso total de la composicidn
sustituta del polen;

-en donde la proporcién de isofucosterol y fucosterol con respecto a 24-metilen-colesterol es
de 2100 a 100:2; y

-en donde la composicién sustituta del polen opcionalmente comprende ademas polen
natural en una cantidad del 1 % en peso al 15 % en peso en comparacidn con el peso total
de la composicién sustituta del polen para aumentar el consumo de alimento; o
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=del 0,01 % en peso al 1 % en peso de 24-metilen-colesterol, preferiblemente del 0,01 % en peso al
0,3 % en peso en comparacion con el peso total de la composicién sustituta del polen;

-en donde la composicion sustituta del polen comprende ademéas isofucosterol y fucosterol
con una proporcién en peso de isofucosterol con respecto a fucosterol de 0,01:100 a
100:0,01;

-en donde la proporcidén en peso de isofucosterol y fucosterol con respecto a 24-metilen-
colesterol es de 2:100 a 100:2; y

-en donde la composicién sustituta del polen opcionalmente comprende ademas polen
natural en una cantidad del 1 % en peso al 15 % en peso en comparacidn con el peso total
de la composicién sustituta del polen para aumentar el consumo de alimento.

Una composicién de pienso libre de polen o una composicién sustituta del polen en particular para abejas
que comprende del 0,02 % en peso al 3 % en peso de esteroles, en donde los esteroles se seleccionan de
un grupo que consiste en 24-metilen-colesterol, isofucosterol, fucosterol, beta-sitosterol, campesterol,
estigmasterol, ergosterol y colesterol en comparacién con el peso total de la composicién sustituta del polen;

=en donde la proporcidn en peso de isofucosterol y fucosterol con respecto a 24-metilen-colesterol
es de 0,5:100 a 100:0,5; y/o

=en donde la proporcién en peso de isofucosterol con respecto a fucosterol es de 0:10 a 10:0; y/o
~de isofucosterol con respecto a la suma de uno o mas otros esteroles seleccionados del grupo de
24-metilen-colesterol, fucosterol, beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol, colesterol, ergosterol
de 2:100 a 100:2; y/o

*en donde la proporcién en peso de fucosterol con respecto a la suma de otros esteroles
seleccionados del grupo de 24-metilen-colesterol, isofucosterol, beta-sitosterol, campesterol,
estigmasterol, colesterol, ergosterol de 2:100 a 100:2; y/o

=en donde la proporcién en peso de 24-metilen-colesterol con respecto a la suma de uno o mas otros
esteroles seleccionados del grupo de isofucosterol, fucosterol, beta-sitosterol, campesterol,
estigmasterol, colesterol, ergosterol de 2:100 a 100:2; y/o

=en donde la proporcién en peso de colesterol con respecto a la suma de uno o mas esteroles
seleccionados del grupo de 24-metilen-colesterol, isofucosterol, fucosterol, beta-sitosterol,
campesterol, estigmasterol, ergosterol de 15:1 a 1:100; y/o

=en donde la composicidon sustituta del polen opcionalmente comprende ademés polen natural en
una cantidad del 1 % en peso al 15 % en peso en comparacién con el peso total de la composicién
sustituta del polen para aumentar el consumo de alimento.

47



Prefiere el esterol

Evita el esterol

% de supervivencia por cohorte

0,4

0,3
0,25 ]
0,2
0,15
0.1
0,05

ES 2993 095 T3

Ejemplo 1

0,05 a

-0,1

100

E8838 388

20
¢

g 00 005 01 05 1 2

Isofucosterol (% en peso)

Figura 1

Ejemplo 2

o 0,05 Y AN

=
e g B e D S N N e

123456 7 8 931W1N1213M41516171815202122

Tiempo {dias}

Figura 2

48



ES 2993 095 T3

Ejemplo 3

............

£ T T Y 7 T i

SBUBLWSS 7 8p opousd
1o0d eiuojo3 1od eupsioid op
pepiun jod sepenossdo seun

0,1 0,5
isofucosterol (% en peso)

0,02

0,01

Figura 3

49



ES 2993 095 T3

Figura 4

50



ES 2993 095 T3

Dt 3

Figura 5

51



ES 2993 095 T3

sate Ly Smdsvania a Ui

e,

NNN

Figura 6

52




Supervivencia larvaria hasta ta

Masa de huevos (mglmosca

fase prepupal {%)

ES 2993 095 T3

Peso de la masa de huevos frente a tasa de eclosion

$200 q s
- - -
1G4 - aﬂ'"
-
aan o e O
SEY A oo P L - -
- -
00 - -
0
Sin esteroles Col Col + fitosteroles Col + fito + 24 M
isaof
Esteroles afiadidos a la diela de la mosca soldado negra adulta
Figura 7
\ Supervivencia larvaria frente a longevidad adulta
108 4
A A
A4 4
. Sin esteroles Col Col + fitosteroles Col + fito + 24
isof

Esteroles afadidos a la dieta de la mosca soldado negra adulta

Figura 8

53



ES 2993 095 T3

Esteroles encontrados en moscas soldadoe negras
alimentadas con esteroles especificos en la diela

250 4
1 8in esters! afadido
200 4
GCot
o
p g
B
2 150 4 0ot + fito
b4
2
8 Col + fito + 24MC + isof
o
E=3
=400 A
50 4
Catesterot Eastigmasterst  Campestercl n-Sitosterot isofucosterat M24 colesterol

Esteroles en los iajidos

Figura 9

Crias aperculadas/colonia

contiene esteroles alimentarios especificos

comedienace Extracto de BSF, sin est. afadidos
&L, « < 4 < o Extracto de BSF + isof
E.
e gte  Extracto de BSF + 23 MC
madbesnes. Extracte de BSF, todos {us ester. de abeja

-
3
{a.
-
F8
on
+
o
-~
20
“+
-
™

Figura 10

54



ES 2993 095 T3

Figura 11

\W\.WS \.\.xm\\\ 5
.

55



ES 2993 095 T3

webse Dieta p{ome(ﬁoA e»«.»:‘QO x‘xs\.\SG oxo:xs-? &c«»:zg sxxe'q’

=W Dieta promadic B s 253— Y >50 P e28 oee \26 o :-15

3,250
3,000,
2,750
2,500 ad
2,250
2,000

1,750
1,500.]
1,250
1,000,

750.4

..\ .

\*- c . . 2 N
L % m\@?@'\ s o ORI GOREES OUMER GRS SRR SRR 51
2 5 O \\m\\&‘ \\\“ w@‘\
o g B i e e R A S -50
Q\\‘@m . \\\:m cwem e N e RS AR RV

D12 D24 D36 D4} D60 D72 D84 DIG

Figura 12

56



600 ...

550

500.4.

450.4. .

400 .

350.4 .

300.4.

ES 2993 095 T3

s Dieta promedioA o&ax57 N\-xng xa»sss ex&xAO xtc:c:"q’

o Dieta promedio B sse 51 see 50 joe 28 e 26 e 15
s L2

PA ST S

200..

1504

1004

RSt M
R "W\\‘*“@ SRR mmml 51
- SRR, SRR, SRR TR oottt TR OMBWY | AORMES DN SN

PR SRETRRRR

D36 D48 DBO D72 D84 D96

Figura 13

57



ES 2993 095 T3

W ey
o

swDieta promedio A =257

MR N

56 \\e..@{} .\\&29 xvsgg

2008

56 Dieta

S
B e R s - R
40& \‘\:&“‘x"‘\ R \N\"\ R
S g e W N\‘\‘é'\'\
S I S %\\\'\\\\
L ¥ 2 e
a®
o T | e AR
e e e e e i e e SRS e i
200 g g
e R WE e
ao N N
N
Sun =

20

R g - = Y
o R w‘o« m \\\\ RS ARt (\'\\ B R \:‘\‘ 5?

S

28 promedio A

Del

s Diata promedio B+ K] ««§§ ==
132

\S&{\\\\ \‘-‘.\\

’ \\i\i\\\w N

\w\\\x\ N

@m\\\\

W

sy SN e

D72 D84

28 =526 15

Dieta
promedio B

RRAREE

N

TRy
Sy
Ny

060

D72

Dieta
promedio B

T
AR

RS AR R

\\\& R

® \\\;\

D36 D48 D&e0

072 D84 D86

Figura 14

58



ES 2993 095 T3

Celdas
operculadas con
jarabe de aztcar

SR

3

R

Celdas
vacias

Crias
operculadas

Figura 15

59



ES 2993 095 T3

27
oL
7

AR

W

Figura 16

60



96

84

72

b0

48

ES 2993 095 T3

SADURLRVERLERRESIR

-
0

Dieta A — Colmena 29

Figura 17

61

T s .M e

B
SR
ASRSRRRTN

R SRR T

X
R
e
R
R N R

S
By
RTINS

R A AR

RS

R
X

st SRR NG

R RN
3 -‘\\\\«‘xx\v.\}axxﬁm&\\s

oaaE

R
e

RN
R
SR

a
R
R

Dieta B - Colmena 26



ES 2993 095 T3

xav’dme 0:0:156 R ;? ‘““"”‘29 >n:x,~_:‘.$
«3 Dieta promedio C wes Dieta promedio A sesg] s« w3y
wo e}
3,250y ‘

{i‘iz D24 D36 D43 D&o 872 Da4 Das

Figura 18

62



96

84

72

60

48

ES 2993 095 T3

AN AN 3 e

RSN
PRSI

sy S

2 o

T e
" 3 R 3

X:Q? 2 PR SR o "

5

4
.
Z 7
.
Z

Dieta A — Colmena 29 Dieta C — Colmena 14

Figura 19

63



ES 2993 095 T3

%6a 84 240 09q 870 9eq e

s eSS W SR B gL B S

sy o T

PELL B et 4 g
. s R A
RE A s gpeit P P
L . b ¥ T
Y RS 4% g S

L T

e

S

.......... e

Figura 20

e e

3y
1

e beangt

De arriba hacia abajo:

Dieta A
Diata C
Dieta B
Dieta E

N T

64



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - CLAIMS
	Page 44 - CLAIMS
	Page 45 - CLAIMS
	Page 46 - CLAIMS
	Page 47 - CLAIMS
	Page 48 - DRAWINGS
	Page 49 - DRAWINGS
	Page 50 - DRAWINGS
	Page 51 - DRAWINGS
	Page 52 - DRAWINGS
	Page 53 - DRAWINGS
	Page 54 - DRAWINGS
	Page 55 - DRAWINGS
	Page 56 - DRAWINGS
	Page 57 - DRAWINGS
	Page 58 - DRAWINGS
	Page 59 - DRAWINGS
	Page 60 - DRAWINGS
	Page 61 - DRAWINGS
	Page 62 - DRAWINGS
	Page 63 - DRAWINGS
	Page 64 - DRAWINGS

