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Efecto de agroquimicos sobre el comportamiento
de abejas jovenes (Apis mellifera)

Resumen

Los neonicotinoides son los insecticidas méas utilizados globalmente en la
agricultura, preferidos por su baja toxicidad para mamiferos y su actividad sistémica. El
imidacloprid (IMI) es uno de los compuestos de esta familia y es conocido por tener
efectos adversos sobre la abeja Apis mellifera, uno de los principales agentes
polinizadores del sistema agricola y que puede ser utilizada como bioindicador
mediante el estudio de efectos subletales. Al estar presente en el polen y néctar, el IMI
puede ser recolectado e ingresado por las abejas a la colmena. No obstante, se
desconoce como el alimento contaminado afecta el comportamiento de abejas jovenes.
Estas abejas presentan una alta plasticidad, que se manifiesta no s6lo en los cambios
estructurales que ocurren en su sistema nervioso durante los primeros dias de vida
adulta, sino también en su capacidad de modular su fisiologia y comportamiento de
acuerdo con los requerimientos de la colonia. Por todo esto, este grupo es susceptible a
estimulos que pueden modular su comportamiento y repercutir sobre el estado de la
colonia. Dado que en los ecosistemas agricolas las colmenas se encuentran expuestas a
diversos agroquimicos, entre ellos el herbicida glifosato, las abejas jovenes —que
realizan todas sus actividades dentro de la colmena— resultan clave para detectar un
efecto de interacciéon. Por todo esto, se decidié estudiar las consecuencias de la
exposicion a estos agroquimicos sobre el comportamiento de abejas pre-recolectoras.
Por un lado, se evalué el efecto de la exposicion aguda al IMI sobre el comportamiento
apetitivo y la percepcion olfativa a nivel individual y sobre el comportamiento en un
entorno social. Por el otro, se evalu6 el efecto de la exposicion crénica a ambos
agroquimicos en conjunto sobre el comportamiento apetitivo. El IMI afect6
negativamente la percepcién gustativa y el aprendizaje olfativo, dependiendo de la edad
de la abeja y el modo de exposicién. El glifosato disminuy6 la ingesta de soluciéon de
sacarosa durante la crianza y redujo la sensibilidad gustativa, pero no interfirié con el
aprendizaje. Los resultados indican una sensibilidad diferencial de acuerdo con la edad.
Ambos agroquimicos tuvieron efectos perniciosos sobre el comportamiento apetitivo de
las abejas, lo cual podria repercutir en la distribuciéon de alimento, la propagacion de

informacion y la coordinacion de tareas dentro del nido.

Palabras clave: Apis mellifera, edad, imidacloprid, glifosato, aprendizaje, percepcion

quimiosensorial, interaccion.



Effect of agrochemicals on young honey bee

behaviour (Apis mellifera)
Abstract

Neonicotinoids are the most widespread insecticides in agriculture, preferred for
their low toxicity to mammals and their systemic nature. Imidacloprid (IMI) is one of
the compounds of this family and is known for its negative effects on the honey bee
Apis mellifera, one of the most important pollinators in agroecosystems and that can
be used as a bioindicator through the study of sublethal effects. Because it is present in
pollen and nectar, IMI can be picked up by foragers and taken back to the hive.
Nevertheless, we don’t know how contaminated food affects the behaviour of young
honey bees. These bees present high plasticity that is expressed in post-emergence
structural changes in the nervous system and in their ability to modulate their
phisiology and behaviour according to colony requirements. For all this, this group is
susceptible to stimuli that can modulate their behaviour and impact on colony state. As
honey bee hives are exposed to a wide range of agrochemicals in crop ecosystems,
young honey bees —who perform all of their tasks inside the hive— are key to deteting
any effects of interaction. For all this, we set out to study the consequences of exposing
preforaging honey bees to these agrochemicals on their behaviour. On the one hand, we
assessed the effect of acute exposure to IMI on individual appetitive behaviour and
olfactory perception, and on social behaviour. On the other, we assessed the effect of
joint chronic exposure to both agrochemicals on appetitive behaviour. IMI had a
negative effect on gustatory perception and olfactory learning, depending on honeybee
age and mode of exposure. Glyphosate reduced sucrose uptake during rearing and
impaired sucrose responsiveness, but did not interfere with learning. Results indicate
differential susceptibility according to honey bee age. Both agrochemicals had adverse
effects on different aspects of honey bee appetitive behaviour, which could have
repercussions on food distribution, propagation of olfactory information and task

coordination within the nest.

Key words: Apis mellifera, age, imidacloprid, glyphosate, learning, chemosensory

perception, interaction.

ii



Tabla de contenido

Introduccion general
1.1 Agroquimicos

1.2 La abeja Apis mellifera
1.2.1 Recoleccién de recursos y polinizacion

1.2.2 Organizacion de la colonia

1.3 Percepcion y cognicion
1.3.1 Percepcion olfativa
1.3.2 Percepcion gustativa
1.3.3 Aprendizaje
1.3.3.1 Aprendizaje no asociativo

1.3.3.2 Aprendizaje asociativo

1.4 Objetivos e hipoétesis

Metodologia general

2.1 Cria de abejas
2.2 Agroquimicos

2.3 Aprendizaje
2.3.1 Condicionamiento clasico absoluto

2.3.2 Condicionamiento clasico diferencial
2.4 Percepcion gustativa
2.5 Deteccion olfativa

2.6 Comportamiento dentro de la colmena

iii

15
15
19

23
23
27
29
29
30

33

35

35
39

41
44
45

47
48

51



Exposicion aguda a imidacloprid 54

3.1 Comportamiento apetitivo 57
3.1.1 Introduccion 57

3.1.2 Metodologia 59
3.1.2.1 Series experimentales 59

3.1.2.2 Variables medidas 61

3.1.2.3 Analisis estadistico 61

3.1.3 Resultados 63
3.1.3.1 Aprendizaje olfativo 63

3.1.3.2 Percepcion gustativa 67

3.1.3.3 Mortalidad y capacidad sensomotora 69

3.1.4 Discusion 71

3.2 Deteccion olfativa 75
3.2.1 Introducciéon 75
3.2.2 Metodologia 79
3.2.2.1 Series experimentales 79

3.2.2.2 Registros electroantenograficos (EAG) 80

3.1.2.3 Analisis estadistico 8o

3.2.3 Resultados 81
3.2.4 Discusion 83

3.3 Comportamiento dentro de la colmena 86
3.3.1 Introduccion 86
3.3.2 Metodologia 88
3.3.2.1 Series experimentales 88

3.3.2.2 Variables medidas 89

3.3.2.3 Analisis estadistico 89

3.3.3 Resultados 91
3.3.4 Discusion 96

iv



Exposicion cronica a imidacloprid y

glifosato 100
4.1 Introduccion 101

4.2 Metodologia 103

4.2.1 Series experimentales 103

4.2.2 Variables medidas 104

4.2.3 Analisis estadistico 105

4.3 Resultados 107

4.3.1 Mortalidad e ingesta 107

4.3.2 Percepcion gustativa 109

4.3.3 Aprendizaje olfativo 110

4.3.3.1 Condicionamiento absoluto 110

4.3.3.2 Condicionamiento diferencial 113

4.4 Discusion 115
Discusion general 123
Anexo estadistico 129
Referencias bibliograficas 142



Introduccion general

1.1 Agroquimicos

Abreviaturas

ACh Acetilcolina

AChE Acetilcolinesterasa

CLso Concentracion letal media
DLs, Dosis letal media

IMI Imidacloprid

GLI Glifosato

nAChR Receptor colinérgico nicotinico

La poblacion humana actual es de 7300 millones y se proyecta que crecera a
11200 millones para el afio 2100 (United Nations 2015). El gran incremento de
la poblacion mundial es una tendencia que comenzo6 en los afios ’60 y que, junto
con el cambio en habitos alimentarios —preferencia por carne, leche y trigo—,
ha exigido una demanda creciente en la produccion agricola. En un ecosistema
un cultivo representa un elemento nuevo, por lo que los componentes del
primero se ajustan en respuesta a ese cambio. Por ende, los sistemas de
produccion agricola han sido constantemente desafiados. La limitacion de
tierras aptas para el cultivo y de disponibilidad de agua ha puesto como objetivo
principal conservar la productividad de los cultivos. Asi, los sistemas agricolas
con manejo mejorado basados en el control de la genética de las semillas, de la

fertilidad del suelo y de las plagas y malezas mediante pesticidas sintéticos
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dieron el inicio a la Revolucion Verde. A partir de la instauracion de estos
sistemas, se duplico la produccién mundial de alimentos. A fines del siglo XX
los cultivos dominantes eran centeno, maiz, arroz y trigo, y ocupaban casi 600
millones de hectareas, lo que representaba apréoximadamente un 60 % de las
tierras dedicadas al cultivo en el mundo (Tilman 1999).

Dentro del conjunto de variables que desafia constantemente a los sistemas
agricolas, las pestes —mayormente insectos, malezas y hongos— son un
contrincante clave. El control de plagas y malezas incluye varios métodos, pero
el uso de compuestos quimicos suele ser la herramienta mas plausible en
términos econémicos. Un pesticida es una sustancia o una mezcla de sustancias
que tiene como fin prevenir, destruir, repeler o mitigar alguna peste. El
fenomeno de agriculturizacion ha dado lugar a un creciente uso de los mismos
(Hough 2014). En esta Tesis nos focalizaremos en el insecticida imidacloprid y

en el herbicida glifosato.

Propiedades y clasificacion de los neonicotinoides

En la segunda mitad del siglo XX, se desarroll6 en profundidad la sintesis de
pesticidas. En particular, se intensifico la investigacion y la implementacion de
insecticidas. Ahora, su uso estd ampliamente distribuido y es una rutina en los
cultivos de alimentacion basica (cereales, soja, maiz) y en los de frutas y
vegetales (Ragsdale 1999). Entre ellos se encuentran los neonicotinoides, que
representan algunos de los insecticidas mas populares y ampliamente utilizados
en el mundo. Adem4s de la agricultura, son utilizados en la medicina veterinaria
y en el paisajismo urbano, entre otras actividades.

Al igual que la nicotina, un insecticida natural, actGan como neurotdxicos
porque perturban el sistema nervioso al actuar sobre los receptores colinérgicos
nicotinicos (NAChRs) uniéndose al sitio de unién de la acetilcolina (ACh). En los
insectos, la ACh es el neurotransmisor excitatorio mas abundante y los nAChRs
intervienen en la transmision sindptica rapida. Los neonicotinoides imitan la
accion de la ACh uniéndose a los nAChRs post-sinapticos de manera agonista.
La activacion sinaptica generada por la ACh es finalizada por Ila
acetilcolinesterasa (AChE). Sin embargo, los neonicotinoides y la nicotina son
insensibles a la actividad de esta enzima (Figura 1). Como resultado, los nAChRs

estan permanentemente activados (Matsuda et al. 2001). La sintesis quimica ha
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permitido que, dada la diferencia estructural entre los receptores de insectos y
de mamiferos, los neonicotinoides se unan mas fuertemente a los de los
primeros (Figura 2). Ademas, sus propiedades fisico-quimicas en comparacion
conlas de la nicotina permiten una mejor translocacion al sitio de accion en
insectos (Yamamoto 1999). Por lo tanto, a diferencia de la nicotina, los
compuestos de esta familia de insecticidas presentan toxicidad selectiva, alta
para insectos y reducida para mamiferos, aspecto fundamental de su aceptacion

y popularidad (Tomizawa y Casida 2003).

Sinapsis Membrana
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NNO,

) nAChR

O
ACh )J\O/\>N§-)

colina + —
dc. acético &=

Figura 1. Neurotransmision colinérgica mediada por el receptor nicotinico (nAChR) en la
membrana post-sinaptica. La acetilcolina (ACh) se une al nAChR y activa el canal, lo que da lugar a la
entrada y salida de iones. Luego, es hidrolizada por la acetilcolinesterasa (AChE). El imidacloprid (IMI), un

neonicotinoide, actia de la misma manera sobre el nAChR, pero es insensible la acciéon de la AChE.
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Figura 2. Estructuras quimicas de neonicotinoides y la nicotina.

Otra caracteristica clave que distingue esta familia de otros insecticidas es su
naturaleza sistémica. Esto se debe a su alta solubilidad en agua y su
permeabilidad cuticular, factor que estd influenciado por la lipofilicidad, el
coeficiente de disociacion y la masa molecular de un compuesto (Baur et al.
1997, Trapp 2004). El compuesto se puede aplicar bafiando las semillas, luego
de lo cual la planta asimila el compuesto cuando germina y lo distribuye
sistémicamente a medida que crece. El 60 % de los neonicotinoides son
empleados de esta manera (Elbert et al. 2008). También se puede aplicar en el
suelo y la planta lo asimila a través de sus raices. Sus propiedades permiten una
buena penetracion a través de la membrana y una translocacién translaminar y
acropetal (Girolami et al. 2009). Asi, se moviliza sistémicamente a los tejidos
distales y jovenes de la planta, lo que resulta en una protecciéon total. Por lo
tanto, no importa de qué parte de la planta se alimente una peste o un
organismo no blanco, es altamente probable que se encuentre con estos
compuestos.

Los neonicotinoides se pueden clasificar segiin su farmacéforo como N-
nitroguanidinas (imidacloprid, thiametoxam, clothianidin y dinotefuran),
nitrometilenos (nitenpyram) y N-cyanoamidinas (acetamiprid y thiacloprid).
Los farmacoforos [=N-NO-], [=CH-NO-:] y [=N-CN] son los que confieren
selectividad a los nAChRs de insectos en comparacion con los de vertebrados. El
imidacloprid fue el primer neonicotinoide en ser comercializado. La empresa
Bayer CropScience lo introdujo al mercado 1990 bajo el nombre de Gaucho

como un insecticida sistémico para tratar semillas. En los siguientes diez afios se
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lanzaron seis neonicotinoides maéas, patentados por diferentes empresas:
acetamiprid (1995), nitempyram (1995), thiametoxam (1998), thiacloprid
(2000), clothianidin (2001) y dinotefuran (2002) (Elbert et al. 2008). Ademas
de diferir en sus propiedades quimicas y fisicas (masa molecular, solubilidad en
agua, eficacia sistémica, toxicidad y selectividad) (Tomizawa y Casida 2005), los
neonicotinoides han tenido diferente aceptacion en el mercado de acuerdo con
su uso. Las nitroguanidinas son la clase que domina el mercado ya que el
imidacloprid, el thiametoxam y el clothianidin son los neonicotinoides mas
importantes en términos econémicos, considerando la cantidad de cultivos en
los que son utilizados. Este posicionamiento esta relacionado con que estos
compuestos son los mas utilizados como bafio de semilla, el método de
aplicacién mas popular (Jeschke et al. 2011, Godfray et al. 2014).

El lanzamiento de nuevos compuestos por diferentes empresas ilustra los
esfuerzos intensos y competitivos de investigacion, los cuales resultaron en el
desarrollo de esta familia quimica. Todo esto convirtié a los neonicotinoides en
los insecticidas mas importantes en el mercado desde el lanzamiento de los

piretroides sintéticos.

Riesgos de los neonicotinoides

Sin embargo, en la altima década han surgido inquietudes acerca del destino
final en el ambiente y de los efectos de estos compuestos, las cuales sacaron a la
luz potenciales peligros resultantes de su uso masivo (EuropeanComission 2013,
Goulson 2013, Godfray et al. 2014, Bonmatin et al. 2015). Dado que un 35 % de
la produccion agricola mundial destinada al consumo humano requiere de
polinizadores, una de las mayores preocupaciones es acerca de los efectos
adversos sobre insectos polinizadores domésticos y silvestres (Klein et al. 2007).
Asi, en el ano 2013, la agencia de la Union Europea encargada de evaluar los
riesgos asociados con la seguridad de los alimentos impuso una restriccion
parcial sobre el uso del clothianidin, el imidacloprid y el thiametoxam
(EuropeanComission 2013) (Figura 3). Esta se bas6é en evaluaciones de riesgo
para polinizadores benéficos que se focalizaron en tres rutas de exposicion:
residuos en néctar y polen en las flores de plantas tratadas, polvo producto de la
aplicaciéon de granulos y del proceso de siembra de semillas tratada, residuos en

liquido de gutacion producido por plantas tratadas. Es valioso recalcar que
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inquietudes como éstas también surgieron en la Argentina, donde se promovio
una comision evaluadora ad hoc del SENASA para la evaluaciéon del
imidacloprid (SENASA 1999).
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Figura 3. Apicultorxs exigiendo una restriccion a los neonicotinoides. Parlamento de Londres,

Reino Unido, 26 de abril de 2013.

Abejas en entornos agricolas

Uno de estos insectos polinizadores y benéficos es la abeja Apis mellifera, la
cual es utilizada tanto por la obtencién de miel, cera y otros productos como por
el servicio de polinizacion. Este altimo consiste en que las colmenas de abejas
sean colocadas proximas a cultivos que requieren —en mayor o menor grado—
de la polinizacion para dar fruto (Figura 4). En los ultimos 50 anos se ha
favorecido el sembrado de cultivos dependientes de polinizacion, lo que significa
que la agricultura demanda una poblacion constante y creciente de
polinizadores. Paraddjicamente, la intensificacion de la agricultura y la
expansion de la frontera agropecuaria ha dado lugar a la fragmentacion de los
ecosistemas y a la reduccion del habitat de polinizadores nativos (Klein et al.
2007, Aizen et al. 2008). Asi, la abeja doméstica se ha convertido en el

polinizador de cultivos mas importante (vanEngelsdorp y Meixner 2010) Yy,



1 Introduccion general

sobre todo en los Estados Unidos y Europa, es comun ver colmenas al costado

de un lote agricola o siendo trasladadas entre diferentes cultivos (Figura 5).

Figura 4. Colmenas de abejas utilizadas como servicio de polinizacion del cultivo de girasol

en Provincia de Buenos Aires. Crédito: Grupo INSSOC

Figura 5. Transporte de colmenas de A. mellifera. Crédito: Dennie Best.
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Destino ambiental de los neonicotinoides

Se mencion6 que la restriccion parcial se bas6 en las rutas de exposicion
referidas a los residuos en polvo luego de siembra de semillas tratadas y a las
trazas en néctar y polen y en el liquido de gutacion de plantas tratadas.

Durante la siembra de un cultivo, la abrasién de las semillas en ocasiones
genera que el bano de insecticida se separe de la semilla y que el compuesto sea
liberado al ambiente a través de los extractores de la maquina de siembra. En
consecuencia, se encuentran trazas en el aire en forma de nube alrededor de la
maquina y en la vegetacion que rodea el area recientemente sembrada (Girolami
et al. 2012, Girolami et al. 2013). Asi, los polinizadores que vuelan a través de
estas nubes o que visitan plantas en donde se deposit6 el polvo pueden recoger
residuos de insecticidas (Girolami et al. 2012, Tapparo et al. 2012). Los pelos
que presenta la abeja en la superficie de su cuerpo favorecen la atraccion y
retencion de pequenas particulas dispersas en el aire (Vaknin et al. 2000), por
lo que la probabilidad de captar los residuos de insecticidas es alta.

En cuanto al alimento, el grado de contaminaciéon de la miel y del pan de
polen depende de la presencia de residuos en las flores, pero también de la
presencia de residuos encontrados y recogidos en el ambiente, como agua y
polvo. Los residuos en el polen y el néctar pueden ser transformados y
metabolizados por las abejas, adentro y afuera de la colmena. Ademas, puede
existir contaminacién cruzada entre matrices (abejas, polen, pan de abeja,
néctar, miel, cera, propoleo, jalea real) (Rortais et al. 2005, Chauzat et al. 2006,
Mullin et al. 2010). Segiin una revisiéon de estudios de trazas, pareceria que el
néctar y la miel estdin menos contaminados que el polen o el pan de abeja
(Bonmatin et al. 2015).

La gutacion es la exudacion de liquido secretado por los hidatodos, estomas
ubicadas a lo largo del margen de las hojas, en respuesta a un aumento de
presion dentro del xilema en condiciones de exceso de agua. Ocurre en varias
especies de plantas y, aunque el fenomeno se observa principalmente en las
primeras horas de la mafiana, no esta restringido a esa franja horaria (Singh
2013). Las abejas pueden beber de las gotas de gutacion, y se han detectado
residuos de neonicotinoides en plantas germinadas de semillas tratadas

(Girolami et al. 2009, Tapparo et al. 2011).
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Figura 6. Abeja bebiendo de una gota de gutacion. Fuente: buzzaboutbees.net.

Una ruta de exposicion adicional se genera a partir de los descartes luego de
una cosecha. Tallos y hojas son distribuidos y reutilizados para diferentes
propositos —por ejemplo, alimento de ganado— o abandonados al costado del
area cultivada. Frutas y verduras que no son consideradas adecuadas para el
consumo humano también son acumuladas al costado del cultivo (Bonmatin et

al. 2015).

Abejas expuestas

Las abejas recolectoras pueden entrar en contacto con los neonicotinoides en
sus viajes de recoleccion al volar a través de nubes de particulas contaminadas,
al contactar plantas tratadas o cercanas a un cultivo tratado, o al colectar agua,
néctar o polen con residuos de insecticidas. No obstante, la abeja A. mellifera es
un insecto eusocial, por lo que la supervivencia de la colonia depende de las
tareas colectivas de todos los individuos. Por lo tanto, es importante considerar
también, y sobre todo, la exposicion de las abejas dentro de la colmena. Una vez
que una abeja recolectora retorna a la colmena, puede contaminar a sus

compafieras a través de contactos corporales, al compartir la comida o al
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depositar los recursos contaminados en las celdas de almacenamiento. Esto es
posible porque una colonia de abejas muestra una alta conectividad entre sus
individuos, tanto por la proximidad fisica casual entre individuos (Baracchi y
Cini 2014) como por los contactos boca a boca intencionales para compartir
alimento (Crailsheim 1998).

La transferencia de particulas puede darse por simple contacto entre
individuos (DeGrandi-Hoffman y Martin 1993) o por via oral. Cuando una abeja
retorna de un viaje de recoleccion de néctar cominmente realiza un despliegue
estereotipado denominado danza de reclutamiento, durante y luego de la cual
comparte el recurso con compafieras mas jovenes, preferentemente
procesadoras de alimento. Estas, a su vez, lo distribuyen a otras compaiieras y/o
lo almacenan en celdas (Pirez y Farina 2004, Griiter y Farina 2007). En
periodos de necesidad de agua, algunos individuos se vuelven especialistas en la
recoleccién de este recurso (Robinson et al. 1984). Este también es compartido
entre compafieras mediante contactos trofalacticos y depositado en celdas (Park
1925, von Frisch 1967). El polen recogido en las flores es compactado y llevado a
la colmena, donde la recolectora misma lo deposita en las celdas
correspondientes (Winston 1987).

Las obreras que realizan sus tareas dentro de la colmena presentan una dieta
diferencial a las abejas recolectoras. A su vez, su dieta varia con la edad ya que
las funciones que desempefian dependen de su fisiologia y ésta requiere de
cierta cantidad y calidad de nutrientes. Sin tener en cuenta esta la variabilidad
temporal, en resumen, una abeja pre-recolectora consume tanto néctar como
polen (Rortais et al. 2005), recursos que obtiene de celdas de almacenamiento
y, en el caso del primero, ademas, de sus compaiieras. Por lo tanto,
considerando ademas los contactos corporales entre companeras, una abeja que
permanece dentro de la colmena estd expuesta a los insecticidas de muchas

formas.

Surgimiento e impacto del imidacloprid
El imidacloprid (IMI) fue el primer neonicotinoide en ser comercializado,
introducido al mercado en el afio 1990 como un insecticida sistémico para tratar

semillas. Desde entonces su uso aumentd vertiginosamente hasta ser el
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1 Introduccion general

neonicotinoide mas importante, ocupando el 41 % de su mercado en los Estados
Unidos en 2009 (Jeschke et al. 2011). Desde entonces, su predominancia en los
paises agricultores del primer mundo ha ido menguando (Goulson 2013). Sobre
todo, a partir del ano 2013 cuando se impuso una restriccion parcial sobre su
uso en la Uni6on Europea (EuropeanComission 2013) basada en evaluaciones de
riesgo, que continuaron luego de la disposicion (EFSA 2014, Ruhman et al.
2016). No obstante, el IMI mantiene niveles de comercializacién elevados en
paises de Sudamérica. Esto sumado a que existen numerosos estudios acerca de
su mecanismo de accién en insectos, su efecto sobre la biologia de la abeja y su
destino ambiental (Cresswell 2011, Alkassab y Kirchner 2016) motiv) a elegirlo

en esta Tesis como representante de la familia de neonicotinoides.

Trazas del imidacloprid

Segun las rutas de exposicion descritas anteriormente, pueden existir trazas
de IMI en el ambiente y en partes vegetales consumidas por la abeja vy,
eventualmente, en sus productos. En un experimento de campo donde las
semillas de girasol fueron banadas con 1 mg de 4C-IMI (Gaucho WS, 700 g/kg),
no se encontr6 IMI ni sus metabolitos en néctar y polen, pero las hojas
presentaron 7 pg/kg de imidacloprid y 5 pg/kg de su derivado hidroxi-
metabolito (Schmuck et al. 2001). En otro estudio, el 58 % de las muestras de
polen de girasol presentaron imidacloprid en un promedio de 3 pg/kg (1 — 11
ng/kg) y en el 80 % de las muestras de polen de maiz se encontré imidacloprid
en una concentracion promedio de 2 pg/kg (1 — 3 pg/kg) (Bonmatin et al.
2003), mientras que en otro estudio se encontré una concentracion promedio
de 3 ug/kg (Charvet et al. 2004). También se encontr6 que parte del IMI
asimilado por plantulas de maiz puede eliminarse a través exudados de las
hojas, pero éste fluido parece limitarse a las primeras tres semanas luego de la
germinaciéon (Girolami et al. 2009, Thompson 2010) y se ve afectado por la
humedad, la temperatura, el estado de desarrollo, el estrés hidrico, la
profundidad de las raices y el potencial hidrico del suelo (Tapparo et al. 2011).
Durante estas tres primeras semanas, las concentraciones de IMI pueden ser
muy altas, en un rango de 47 a 83,9 mg/l (Girolami et al. 2009). En un estudio
en Francia, se encontr6 IMI en el 40,5 % y el 21,8 % de muestras de polen y

miel, respectivamente. También se encontr6 el metabolito 4acido 6-
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cloronicotinico (Chauzat et al. 2011). En general, las concentraciones
encontradas en polen se encuentran entre 0,9 y 3,1 ug/kg, mientras que los
niveles encontrados en miel y cerca suelen ser mas bajos (Blacquiere et al.
2012). También se han encontrado trazas en abejas, donde el 11,2 % de las
muestras present6 IMI en una concentracién promedio de 1,2 ug/kg. Ademas,
se encontr6 el metabolito acido 6-cloronicotinico en el 18,7 % de las muestras
(Chauzat et al. 2011). También existen estudios donde no se encontraron trazas
en ningan tipo de muestras (Blacquiere et al. 2012). Un meta-analisis informo
que el rango de dosis y concentraciones realistas a campo del IMI son 0,024-0,3

ngy 0,7-10 ug/l, respectivamente (Cresswell 2011).

Toxicidad del imidacloprid

La evaluacion del riesgo potencial de los insecticidas sigue una serie de
normas, a partir de las cuales normalmente se mide la toxicidad letal aguda o
subcrénica. Esta se realiza contando la cantidad de abejas muertas luego de 24 o
48 horas, a partir de lo cual se calcula la dosis o concentracion letal media (DLso
y CLso). No obstante, un compuesto a cierta concentracion puede ser toxico
aunque no aumente la mortalidad si presenta efectos subletales sobre el
organismo en cuestion. A largo plazo, éstos pueden ser muy perjudiciales para
una especie social y recolectora de lugar central como A. mellifera. Por un lado,
un efecto negativo sobre aspectos reproductivos puede ser muy perjudicial para
la colonia (Decourtye y Devillers 2010). En el estudio de este campo, se han
encontrado efectos adversos de la exposicion al IMI sobre el desarrollo larval
(Gregorc y Ellis 2011). Por otro lado, un efecto que interfiere con el fen6meno de
recoleccion, la transferencia de informacién y la coordinaciéon entre miembros
de la colonia también puede ser muy importante. El efecto del IMI sobre la
motricidad ha sido estudiado varias veces, pero los sintomas observados (volteo,
temblores, movimientos no coordinados e hiperactividad) se evidencian luego
de niveles de exposicion muy altos (Lambin et al. 2001, Nauen et al. 2001,
Suchail et al. 2001, Medrzycki et al. 2003). También se ha estudiado la
respuesta de extension de probodscide. Basandose en esta respuesta, se ha visto
un efecto sobre la sensibilidad gustativa (Lambin et al. 2001, Eiri y Nieh 2012),
la habituacién (Guez et al. 2001, Lambin et al. 2001) y el aprendizaje asociativo

(Decourtye et al. 2003, Decourtye et al. 2004, Williamson et al. 2013,
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Williamson y Wright 2013). Se ha encontrado que el IMI puede interferir con la
orientacion y la navegacion (Bortolotti et al. 2003, Ramirez-Romero et al. 2005,
Decourtye y Devillers 2010). Aunque parece evidente que el IMI interfiere con
estos procesos, estos estudios generalmente fallan al no utilizar condiciones de

exposicion que semejan situaciones realistas a campo (Cresswell 2011).

Mezclas de agroquimicos

Ademas del creciente uso de agroquimicos, lo que constituyé el llamado
paradigma agroindustrial (Hough 2014), la instauracién de los sistemas
agricolas con manejo mejorado se caracterizo por un aumento en el esfuerzo del
control de la genética de las semillas (Tilman 1999). Este se desarroll6 con el
objetivo de resistir enfermedades y condiciones climaticas desfavorables y
aumentar el rinde. En la década de los 90 se evidencié una expansiéon de los
cultivos genéticamente modificados con resistencia a insectos o tolerancia a
herbicidas (Raney 2004). La combinacion de estas dos tecnologias — pesticidas
y transgénicos — significa que los ecosistemas agricolas presentan una mezcla de
compuestos quimicos, a los cuales estan expuestos los polinizadores nativos y la
abeja doméstica A. mellifera (Wu et al. 2011, Krupke et al. 2012, Hladik et al.
2016, Traynor et al. 2016).

Propiedades, modos de aplicacion y destino ambiental del glifosato

El glifosato (GLI), un herbicida de amplio espectro utilizado por ser muy
efectivo y de bajo costo de produccion, es protagonista en este escenario ya que
es principalmente utilizado en cultivos tolerantes. Fue comercializado por
primera vez en el afo 1974 como principio activo del formulado Roundup (Dill
2005, Powles 2008). Desde entonces, su uso ha aumentando considerablemente
y en Argentina es el agroquimico de mayor comercializacion desde 1997
(KleffmannGroup 2012).

El GLI (N-fosfonometil-glicina) actia como inhibidor competitivo de la
enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetasa, la cual es necesaria para la
sintesis de aminoacidos aromaticos esenciales. La inhibiciéon de esta enzima
resulta en la cesacion de la sintesis proteica y, eventualmente, en la disrupcion
celular y la muerte. Esta via metabdlica estd presente en plantas,

microorganismos y hongos, pero no en animales (Amrhein et al. 1980). No
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obstante, se han estudiado y encontrado efectos adversos sobre diferentes
modelos, como peces, anfibios, lombrices de tierra y caracoles (Tate et al. 1997,
Relyea 2005, Correia y Moreira 2010, Claudinei et al. 2016). Por lo tanto,
preocupa qué efecto puede tener sobre un insecto benéfico que cohabita los
ecosistemas agricolas, la abeja A. mellifera.

El principal modo de aplicacion es por rociado mediante pulverizadores
terrestres o aéreos (Giesy et al. 2000). Se aplica mayormente durante la
preparacion de las tierras a ser cultivadas o de manera generalizada en cultivos
transgénicos tolerantes (Dill 2005, Powles 2008). El empleo de estos métodos
resulta en la deriva potencial del herbicida hacia masas de aire, suelos y cuerpos
de agua aledanos a los cultivos (Matthews 2008). Por lo tanto, es altamente
probable que sus trazas coexistan con las del IMI, ya que éste es de uso popular
en los cultivos (Ragsdale 1999). Ademas, el uso del glifosato se ha extendido
més alld de la agricultura. Se utiliza en jardines particulares y también
institucionalmente en ingenieria forestal, el control de plantaciones ilegales y
vias de transporte publico (Giesy et al. 2000). Ademas de ser incorporado por
las plantas transgénicas y malezas resistentes (Arregui et al. 2003, Nandula et
al. 2005), tiene accidn residual ya que los tejidos vegetales muertos presentan
trazas del herbicida (Feng y Thompson 1990). También puede estar presente en

néctar y polen de plantas tratadas (Thompson et al. 2014).

Riesgo del glifosato

En la abeja, la DLso oral y por contacto es de 100 pg y > 100 ug de GLI por
abeja, respectivamente. No se han llevado a cabo evaluaciones crénicas debido a
que, basandose en un cociente de dafno, se categoriz6 al GLI como “bajo riesgo”
(Giesy et al. 2000). No obstante, es importante estudiar los efectos subletales,
que a largo plazo pueden ser muy perjudiciales para una especie social como A.
mellifera. Se evaluo el efecto de 2,5 mg/1 de GLI en el alimento administrado de
manera cronica y aguda, concentracion que resultd subletal. Esta cantidad
reduce las capacidades de aprendizaje asociativo y la sensibilidad gustativa de
abejas recolectoras. No se detectaron alteraciones en el comportamiento de
recoleccion de recursos (Herbert et al. 2014). Por esto ultimo, podria existir una
entrada continua de néctar con trazas del herbicida, el cual sera distribuido a los

miembros de la colonia y eventualmente almacenado. En este sentido, se indag6
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acerca de su efecto sobre las larvas y se encontré que las mismas no lo rechazan
cuando esté presente en el alimento. El GLI incorporado de esta manera retrasa
el desarrollo y reduce la actividad motora (Vazquez 2015). También se encontro
que el GLI induce apoptosis en larvas expuestas al herbicida (Gregorc y Ellis

2011).

1.2 La abeja Apis mellifera

1.2.1 Recoleccion de recursos y
o o o »

polinizacion

El alto grado de adaptacion que presentan las abejas meliferas a los
ambientes se debe en gran medida a sus estrategias individuales y colectivas
para obtener recursos (Nunez 1982, Seeley 1995). Las abejas recolectan néctar,
polen, agua y resinas del ambiente que rodea al nido. Para ello, recorren largas
distancias: hasta 3,7 km en paisajes agricolas y 6 km en entornos naturales
(Winston 1987, Seeley 1995). El néctar es una fuente de hidratos de carbono y el
polen lo es de proteinas, aunque también puede contener lipidos, vitaminas y
minerales (Baker y Baker 1975). Estos recursos son colectados mayormente de
las flores y almacenados en el interior del nido para ser consumidos durante el

otofno y el invierno, periodo durante el cual la oferta floral es muy baja o nula

(Figuras 7y 8).
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Figura 7. Almacenamiento de néctar. Cuadro de colmena comercial con miel operculada. Crédito:

Corwin Bell.

Figura 8. Almacenamiento de polen. Celdas conteniendo polen de diferentes fuentes (diferentes

colores), adultas obreras y celdas con larvas. Crédito: Waugsberg.
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Esta notable capacidad de acopio de productos de origen vegetal motivo en el
hombre la domesticacion de este insecto desde tiempos muy lejanos (Crane
1992). En la Argentina la apicultura ocupa un lugar destacado en la producciéon
agropecuaria y la ha convertido en el segundo exportador de miel (SENASA
2014). Los productos de la colmena son sin lugar a dudas beneficiosos para la
alimentacion saludable del hombre, pero de un valor sustancialmente menor
que el rol que cumple A. mellifera como agente polinizador para muchos
ecosistemas agricolas. Un tercio de la produccion agricola mundial dedicada al
consumo humano requiere de agentes polinizadores (Klein et al. 2007). El
sistema agricola actual significa el uso en aumento de cultivos dependientes de
polinizacién y la fragmentacion del habitat (Aizen et al. 2008), que pone en
riesgo a polinizadores nativos. Por lo tanto, la abeja doméstica se ha convertido
en el polinizador de cultivos més importante (vanEngelsdorp y Meixner 2010).

La busqueda y recoleccion de alimento es un proceso altamente coordinado
que precisa de la transferencia de informacion entre los miembros de la colonia
para que resulte eficiente. En este sentido, las claves olfativas juegan un papel
muy importante durante la recoleccion. Durante los vuelos que realizan las
recolectoras, éstas aprenden claves olfativas de las flores visitadas, lo cual les

permite orientarse y encontrar el recurso en los proximos vuelos de recoleccion

(von Frisch 1923, Lindauer 1971b, Seeley 1995) (Figura 9).

Figura 9. Abeja recolectora de polen. Fuente: beesweetnaturals.com.
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No obstante, esta informacién no es utilizada exclusivamente por las
recolectoras que estan en contacto con las flores. Las compafieras de nido que
permanecen dentro de la colmena pueden percibir estos olores cuando las
recolectoras regresan a descargar el alimento recolectado. Asi, otras abejas
pueden aprender el olor presente en el néctar que reciben a través de un
contacto boca a boca (Farina et al. 2007) (Figura 10). Dentro de la colonia, el
néctar se distribuye rapidamente y alcanza a obreras muy jovenes e incluso a las
larvas (Nixon y Ribbands 1952). De esta manera, a pesar del confinamiento, los
individuos que no estdn en contacto directo con el exterior pueden recibir e
intercambiar recursos e informacion con aquellos que si lo tienen. En
consecuencia, las experiencias vividas por las abejas dentro del nido podrian
afectar las tareas que realicen a futuro dentro y fuera del mismo. Es asi que la
colonia se comporta como un centro de informaciéon en donde los individuos

comparten y comparan las caracteristicas de las distintas fuentes de alimento

que estan siendo explotadas en ese momento.

Figura 10. Contacto boca a boca entre dos abejas. La abeja de la izquierda comparte néctar —

exponiendo una gota entre sus mandibulas abiertas— con la abeja de la derecha. Crédito: Helga Heilmann.
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1.2.2 Organizacion de la colonia

La abeja A. mellifera es un insecto eusocial. Es decir, presenta division
reproductiva del trabajo, cuidado cooperativo de la cria y solapamiento de
distintas generaciones capaces de contribuir en la labor social (Wilson 1971). En
la colonia conviven todos los estadios. Por lo tanto, larvas y adultos comparten
el mismo nicho (Figura 11). La colonia se encuentra contenida en un nido o

colmena.

Figura 11. Obreras adultas y larvas. Fuente: Getty Images.

En cuanto a la division del trabajo, en una colonia de insectos eusociales se
distinguen castas, originalmente definidas como “cualquier conjunto de
individuos de un tipo morfologico o grupo de edad, o ambos, que lleva a cabo
una labor especializada en la colonia” (Wilson 1971). La divisién del trabajo
reproductivo se da entre dos castas reproductivas y una casta no reproductiva.
La reina, hembra provista de ovarios altamente desarrollados, es el tnico
individuo de la colonia capaz de poner huevos fecundados. Ademas de tener la
capacidad de poner miles de huevos por dia, es la principal responsable de
mantener la cohesion de la colonia gracias a sus potentes feromonas. Los

zanganos, machos, tienen como tnica funcion el aparearse con la reina, luego de

19



1 Introduccion general

lo cual mueren. Una tipica colonia de abejas meliferas presenta una tnica reina
y desde ningun a cientos de zanganos, segin a la época del afio (Winston 1987).
Las obreras, todas hembras, constituyen la casta no reproductiva y la mas

numerosa de la colonia ya que pueden haber entre 10 y 40 mil (Figura 12).

Figura 12. Castas reproductivas de A. mellifera. Reina (izquierda), zdngano (medio) y obrera
(derecha). Crédito: Alexander Wild.

Las obreras muestran un alto grado de coordinacién y, a su vez, de
descentralizacion en la realizacion de tareas dentro y fuera del nido. Las obreras
realizan diferentes actividades organizadas segin su edad. A este fenomeno se
lo llama polietismo etario (Lindauer 1952, Seeley 1982, Winston 1987). Debido a
este fend6meno, las obreras progresan en una serie de tareas programadas
acorde avanzan en edad, la cual comprende castas temporales o subcastas
(Lindauer 1952, Seeley 1982). La abeja obrera comienza realizando tareas
dentro del nido y, finalmente, se desempeiia en el exterior de la colmena.

Durante los primeros dias de vida adulta, la obrera se dedica a limpiar y pulir
celdas de cria recientemente liberadas. Cuando alcanza los 3 dias de edad,
ademas de atender a la reina, sellar celdas y acicalar y alimentar a compafieras
de nido, se desempefnia como nodriza al alimentar y cuidar a la cria, las larvas.
Este patron de comportamiento contintia durante los siguientes 11 dias. En este
punto, la obrera se moviliza hacia la periferia del nido y comienza a involucrarse
en actividades relacionadas principalmente con el procesamiento del alimento.
Alli, recibe néctar de las abejas recolectoras que ingresan al nido, lo convierte en
miel y la deposita en las celdas de reserva de alimento. Ademas, coloca el polen
en las celdas correspondientes, ventila la colmena agitando las alas, colabora
con las guardianas en la entrada de la colmena y continta alimentando y
acicalando a sus companeras de nido. Finalmente, a partir de los 17 dias de edad
y hasta el final de su vida, la obrera realiza tareas en el exterior: recolecta

recursos y defiende el nido (Lindauer 1952, Seeley 1982) (Figura 13).
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Figura 13. Poletismo etario. Tareas realizadas por una abeja obrera a lo largo de su vida adulta.
Crédito: Grupo INSSOC.

A cada subcasta (castas temporales de las obreras) subyacen
especializaciones fisiologicas y anatomicas que le son caracteristicas. Las
nodrizas presentan una hipertrofia de las glandulas hipofaringeas, vinculada
con la secrecion de sustancias nutritivas con las que se alimenta a las larvas
(Figura 14). Luego estas glandulas colapsan y las glandulas de cera, ubicadas
entre los segmentos abdominales 2 y 4, comienzan su crecimiento. En este
momento, la abeja puede especializarse en tareas de construccion y refaccion

del nido (Figura 15). Poco después, las glandulas cerigenas se reducen y el

21



1 Introduccion general

individuo se dedica a la tarea de procesamiento de alimento. Finalmente, las
recolectoras presentan una atrofia total de ambos tipos de glandulas (Winston
1987). Antes de su salida al exterior en vuelos de recoleccion, se verifican

cambios en el sistema nervioso (Fahrbach y Robinson 1996).

B

Figura 14. Abejas nodrizas alimentando a las larvas. Fuente: ecobugdoctor.files.wordpress.com.

Figura 15. Abeja con escamas de cera producidas por glandulas cereras. Fuente: hobos.de.
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Por lo tanto, la edad fisioldgica impone restricciones sobre la tarea a realizar
por un individuo. Sin embargo, es importante subrayar que éste no es el unico
factor que controla la division del trabajo, sino que las actividades se ajustan de
acuerdo con los requerimientos de la colonia, y éstos varian segin las
condiciones tanto dentro como fuera del nido (Lindauer 1952, Ribbands 1955,
Robinson 1992, Seeley 1995). Por ejemplo, la remocidon experimental de las
recolectoras induce una aceleracion de la edad de inicio de recoleccion entre los
individuos que llevaban a cabo tareas dentro del nido. Del mismo modo, la
remocion de la cria y de los adultos mas jovenes ocasiona una reversion de las
recolectoras (Huang y Robinson 1996). En todos los casos, algunos individuos
de otros grupos abandonan sus tareas y reemplazan a las obreras faltantes. Pero
este cambio no es inmediato, sino que se verifica en tiempos fisiologicos

(Calderone 1998, Johnson 2010b), lo que demora incluso varios dias.

1.3 Percepcion y cognicion

Abreviaturas

EC Estimulo condicionado

EI Estimulo incondicionado

GSE Ganglio subesofagico

LA Lébulo antenal

MB Cuerpo pedunculado

NRO Neurona receptora olfativa
PUO Proteina de union a odorantes
REP Respuesta de extension de proboscide
RC Respuesta condicionada

RI Respuesta incondicionada

RO Receptor olfativo

1.3.1 Percepcion olfativa

En los insectos, los olores ocupan un lugar muy importante en su mundo
perceptual ya que estan involucrados en muchas actividades de su vida como la

basqueda de alimento, de pareja o de un sitio para la oviposiciéon. Dada la

23



1 Introduccion general

relevancia de los olores para este grupo, su sistema olfativo estd muy
desarrollado (Hildebrand y Shepherd 1997).

El olfato es un sentido quimico que actia cuando particulas volatiles
contactan con los receptores olfativos. En los insectos, éstos se encuentran
dentro de cavidades o pelos sensoriales llamadas sensilias (Goodman 2003)
(Figura 16). Las sensilias olfativas presentan poros, que interrumpen la
continuidad de la cuticula y permiten el paso de las moléculas a través de ella.
Estas se encuentran principalmente en las antenas, aunque también pueden
estar en partes bucales o en patas (Snodgrass 1984, Chapman 1998). Las
sensilias antenales vinculadas con el sentido del olfato son del tipo placoideas,
chaeticas, basiconicas y tricoideas, entre otras. Las placoideas son las sensilias
olfativas principales. Tienen forma de plato ovalado y numerosos poros
invervados por entre 5 y 35 neuronas receptoras olfativas (NRO), bafiadas en
hemolinfa (Esslen y Kaissling 1976). Las moléculas odoriferas llegan a las
dendritas de las NROs luego de difundir a través de la hemolinfa, a veces
ayudadas por proteinas de unién a odorantes (PUO). Alli, interacthan con
proteinas receptoras olfativas (RO), las cuales son producto de la expresion de
163 genes diferentes (Robertson y Wanner 2006). Los axones de las NROs
forman el nervio antenal y llegan a los 16bulos antenales (LLA), centro olfatorio

primario del cerebro de un insecto.
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Figura 16. Las sensilias antenales de A. mellifera. a: Antena con autoflorescencia de sensilias

placoideas en segmentos del flagelo. b y c: Detalle del octavo flageldbmero que muestra los diferentes tipos

de sensilias. Fuente: (Riveros y Gronenberg 2010).

En todos los sistemas olfativos existe un proceso de transducciéon, que
convierte la sefial de un olor en actividad eléctrica. Los impulsos nerviosos

generados en la antena de los insectos son conducidos a lo largo del nervio
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antenal, formado por los axones de las NROs, hasta los LAs. Los Las son
estructuras pares estd compartimentalizado en subunidades anatémicas y
funcionales llamadas glomérulos, que resultan de la convergencia de NROs, de
neuronas de proyeccion y de interneuronas locales (Hildebrand y Shepherd
1997). Los LAs de A. mellifera presentan 165 glomérulos cada uno y se conectan
con centros de procesamiento superior: el protocerebro lateral y los cuerpos
pedunculados (MB por mushroom bodies). Alli converge la informacion
proveniente de distintas modalidades que incluyen la olfativa, la visual y la
tactil. Los MBs son neuropilos pares del protocerebro que reciben informacion
sensorial procesada desde regiones olfativas y visuales del cerebro y, ademas,
informaci6on mecanosensorial y gustativa de la cabeza y antenas (Figura 17).
Este centro de procesamiento se ha vinculado con el aprendizaje olfativo y con
la formacion de memorias olfativas (Erber et al. 1980, Davis 1993, Mizunami et

al. 1993, De Belle y Heisenberg 1994, Hammer y Menzel 1995).

nervio
antenal

moléculas

odorantes '
o0, /NRQ
sensilia S 4 2
placoidea £5 ANTENA

Figura 17. El cerebro y la via olfativa de A. mellifera.

La abeja A. mellifera es un insecto holometabolo. Es decir, la transiciéon de
larva a adulto ocurre durante un estadio pupal intermedio (Figura 18). La

metamorfosis implica una reconstruccion masiva de los tejidos luego de la
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histolisis y fagocitosis de ciertos tejidos larvales y la reestructuracion del sistema
nervioso. El cerebro aumenta considerablemente, principalmente debido al
desarrollo de los l6bulos antenal y 6ptico. También se fusionan ciertos ganglios
ventrales (Chapman 1998). Si bien los circuitos del adulto se establecen durante
la metamorfosis, existe evidencia de que podria modificarse aun luego de la
eclosion del adulto (Strambi et al. 1999). Al evaluar la respuesta de antenas
frente a estimulos olfativos en un electroantenograma, los niveles maximos de
respuesta se alcanzan recién a los 4 dias de vida del adulto (Masson y Arnold
1987). Ademés de la maduracion de respuestas de las NROs, también se
desarrolla la identificacion de la feromona de la reina y las sensilias evolucionan
estructuralmente. También, la maduraciéon antenal depende de claves sociales
ya que las antenas de abejas criadas en aislamiento presentan una respuesta
disminuida (Masson y Arnold 1984). También, los patrones de actividad

glomerular son méas tenues, en términos de intensidad y nimero de glomérulos

reclutados, en abejas de 1 0 2 dias de edad (Wang et al. 2005).

N
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Figura 18. Ciclo de vida de una abeja obrera.

1.3.2 Percepcion gustativa

La quimiorrecepcién por contacto o gusto es una modalidad muy importante
en los insectos dado que les permite seleccionar su alimento con cuidado. Al
colectar néctar, polen, agua y resinas, las abejas se encuentran con diferentes
tipos de aztcares (sacarosa, glucosa y fructosa), acidos organicos, lipidos,
minerales, vitaminas, compuestos aromaticos, aminoacidos, enzimas,
compuestos fenolicos y sales (Harborne 1982). Por lo tanto, es esperable que
este sentido sea crucial para una abeja recolectora. Ademas, estos recursos son

transportados de vuelta a la colmena, y procesados por abejas méas jovenes. Por
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lo tanto, a pesar de que estas abejas permanecen dentro del nido, se encuentran
en contacto con todos los compuestos mencionados.

En A. mellifera, los 6rganos quimiosensoriales principales son las antenas,
las piezas bucales y los segmentos distales del primer par de patas. Como en el
caso del olfato, los receptores gustativos se encuentran dentro de sensilias. La
diferencia es que éstas tienen forma de pelo (sensilia tricoidea) o clavija
(sensilia basiconica) y presentan un tnico poro en su apice. Ambos tipos de
sensilias se encuentran en las piezas bucales y los tarsos, pero la antena sélo
presenta sensilias tricoideas. Las sensilias gustativas alojan de 3 a 5 neuronas
receptoras gustativas, banadas en hemolinfa, cuyas dendritas se proyectan por
el eje del pelo o la clavija hasta el apice (Whitehead y Larsen 1976a). En la
mayoria de los casos, la sensilia ademés aloja en su base un mecanoreceptor.

Se ha visto que las sensilias antenales responden a la estimulaciéon con
sacarosa, incluso mas que las ubicadas en la proboscide y los tarsos (Whitehead
y Larsen 1976b, de Brito Sanchez et al. 2008). Esto destaca el rol fundamental
que tienen las antenas como 6rganos gustativos al momento de evaluar una
potencial fuente de alimento. En cuanto a la diversidad de neuronas receptoras
gustativas, se han encontrado sélo 10 genes que expresan receptores de esta
modalidad (Robertson y Wanner 2006), lo cual se interpreta como reflejo de un
repertorio limitado. Como en otros insectos, las neuronas gustativas y
mecanosensoriales de las sensilias de las piezas bucales y las antenas proyectan
al ganglio subesofagico (GSE).

La estimulacion de los 6rganos gustativos —antenas, tarsos o piezas bucales—
con sacarosa genera una respuesta comportamental refleja en la abeja y otros
insectos succionadores, la extensién de su proboscide (REP) (Frings y Frings
1949). Poco se conoce acerca de las bases neurales de la ejecucion de esta
respuesta, en cuanto a la conexion que existe entre las vias sensorial y motora
(Rehder 1989). No obstante, se ha estudiado el procesamiento del estimulo de
sacarosa como refuerzo apetitivo en el contexto del aprendizaje asociativo. La
neurona VUMmx1 proyecta desde el GSE al cerebro y converge con la via
olfativa en los LAs, los calices de los MBs y los cuernos laterales. Media la
funcion de refuerzo durante un condicionamiento olfativo y se ha descubierto

que su depolarizacion es suficiente para proveer la senal de refuerzo apetitivo al
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cerebro. También aumenta la respuesta del musculo principal de la probdscide
Ma17 frente al olor aprendido en la fase de evaluacion. Sin embargo, la actividad
por si sola de la VUMmx1 no genera la REP, lo que sugiere un procesamiento

paralelo de la evocacion de esta respuesta por parte de la sacarosa (Hammer

1993).

1.3.3 Aprendizaje

Los animales se desarrollan en ambientes donde los estimulos sensoriales
abundan y, por lo tanto, deben ser capaces de reconocer los importantes para su
supervivencia. Es por ello que son cruciales las experiencias previas que les
permitiran diferenciar aquellos estimulos relevantes de los que no lo son. El
aprendizaje es una capacidad que se encuentra en casi todos los animales y que
les permite extraer reglas y estructuras para anticiparse a los eventos relevantes
del mundo en que viven. Se define como el proceso que genera un cambio en el
comportamiento debido a una experiencia comportamental (Pavlov 1927,
Kandel et al. 1991, Carew 2000). En el marco de la teoria del aprendizaje se
hace referencia a dos grandes categorias de fen6menos. Por un lado, se define al
aprendizaje no asociativo como aquel que depende solamente de las
propiedades de un estimulo (Squire y Kandel 2000). Por el otro, se denomina
aprendizaje asociativo a aquel que surge al establecerse una asociacion entre dos
o mas estimulos. Este tipo de asociacion permite establecer relaciones
predictivas entre eventos que coexisten en el medio ambiente y de este modo

reducen la incertidumbre del animal (Mackintosh 2013).

1.3.3.1 Aprendizaje no asociativo

Este es el tipo mas elemental de aprendizaje ya que se genera como resultado
de la experiencia repetida de un tnico estimulo (Squire y Kandel 2000). La
sensibilizacién es un tipo de aprendizaje asociativo que se expresa en un
aumento de la respuesta comportamental generada por la presentacion previa
de un estimulo de gran intensidad. Este proceso es inespecifico ya que el animal
queda sensibilizado a otros estimulos diferentes del que lo generaron (Kandel et

al. 1991). En el caso de la habituacion, el individuo exhibe una disminucion
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paulatina en la probabilidad o la intensidad de su respuesta comportamental
ante la sucesiva presentacion de un estimulo. Este es uno de los procesos mas

comunes que se dan en la naturaleza y es estimulo-especifico (Carew 2000).

1.3.3.2 Aprendizaje asociativo

El aprendizaje asociativo es aquel en el que un individuo forma una relacién
entre dos o méas eventos, es decir que depende de los parametros de mas de un
estimulo. El estudio de este tipo de aprendizaje ha sido estudiado en el marco de
paradigmas comportamentales: el condicionamiento instrumental u operante y
el condicionamiento clésico.

El primero es aquel mediante el cual el individuo aprende a asociar un
estimulo con un comportamiento propio. La mejor ilustracion de este
condicionamiento es el experimento en la “caja de Skinner”, donde una rata
debe accionar una palanca (respuesta operante) para obtener alimento
(refuerzo). Luego de sucesivos eventos, el animal es capaz de establecer un
vinculo entre ambos sucesos (Figura 19). Se dice que en este paradigma el
animal aprende la consecuencia de sus actos. El refuerzo puede tener un valor

positivo o negativo (Skinner 1938).
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Es un fendmento interesante. Cada vez que presiono g
palanca, ese estudiante de dockorado respirg con dlivio.

Figura 19. Humor grafico sobre el experimento de la “caja de Skinner”. Crédito: Adam Chensy.

El segundo es aquel mediante el cual el individuo aprende a asociar un
estimulo que inicialmente carece de significado con un estimulo biol6gicamente
relevante, el cual genera una respuesta conspicua y generalmente refleja. En
términos técnicos se dice entonces que la presentacion del estimulo
condicionado (EC, el estimulo neutro) préoxima y previa a la presentacion del
estimulo incondicionado (EI, el estimulo relevante o refuerzo) constituye la
contingencia de los estimulos. El EI es seguido necesariamente por la respuesta
incondicionada (RI). Si la contingencia EC-EI se repite con determinada
frecuencia, se forma un vinculo directo entre el EC y la respuesta. El aprendizaje
se evidencia cuando el animal exhibe la respuesta con la sola presencia del EC,
por lo que pasa a denominarse respuesta condicionada (RC).

El primero en determinar las propiedades de este tipo de aprendizaje fue Ivan
Pavlov (Figura 20). En este paradigma, a un perro se le presenta el sonido de
una campana, el cual carece de relevancia para el animal, y pocos segundos
después se le ofrece comida, lo que genera una respuesta de salivacion. La
repeticion de esta secuencia lleva a que en cierto momento el perro comience a

salivar luego del sonido de la campana, pero antes de la presentacion del
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alimento. Es decir, la campana anticipa la llegada de la comida (Pavlov 1927)

(Figura 21).
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Figura 20. Dispositivo de Ivan Pavlov para el estudio del condicionamiento clasico. Ivan

Pavlov junto con su colaboradora y el perro utilizado como sujeto experimental.
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Figura 21. Propiedades de un condicionamiento clasico. El paradigma muestra las fases antes,
durante y después del condicionamiento utilizando como ejemplo el experimento de Pavlov. Ilustraciones:

Lily Chin.
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La contingencia EC-EI es independiente de la intervencién del animal. Este
simplemente la descubre o detecta y asi el EC pasa de ser un estimulo neutro a
ser uno con poder significante o senalizador. Para ello, debe haber una
contigliidad temporal entre ambos estimulos y el EC debe preceder al EI. Asi, el
intervalo entre EC-EI y el orden en el que son presentados ambos estimulos son
variables importantes (Carew 2000). Es oportuno destacar que el EI puede ser
apetitivo o aversivo. Mientras que el primero tiene un valor positivo para el
animal y genera una respuesta de aceptacion —por ejemplo, comida—, el
segundo tiene un valor negativo y genera una respuesta de rechazo o evitacion

—por ejemplo, un depredador— (Hall y Halliday 1998).

1.4 Objetivos e hipotesis

El objetivo general de esta Tesis es evaluar el efecto de la exposicion a
agroquimicos, especificamente algunos pesticidas de uso masivo, sobre el
comportamiento de abejas jovenes.

Los objetivos e hipotesis particulares son:

1. Una abeja que realiza sus tareas dentro de la colmena puede estar expuesta
al neonicotinoide imidacloprid cuando contacta con una compafiera que
presenta particulas en su superficie, cuando recibe néctar contaminado o
cuando se alimenta de recursos almacenados en la colmena que contienen
trazas del insecticida. En principio, esta exposicion por contacto u oral podria
ser un evento unico. Por lo tanto, se plantea evaluar el efecto de la exposicion
aguda al imidaclopird sobre el comportamiento apetitivo — percepcién gustativa
y aprendizaje olfativo — en abejas jévenes de diferente edad, conocidas como
pre-recolectoras. Dado que el imidacloprid actia como neurotoxico y que el
sistema nervioso se sigue desarrollando durante la vida adulta de una abeja, se
espera que los efectos encontrados sean dependientes de la edad de exposicion.

2. El aprendizaje apetitivo olfativo requiere de la asociaciéon entre estimulos
de dos modalidades diferentes. Asi, depende de la percepciéon gustativa y de la
olfativa. Un déficit en la capacidad de aprendizaje puede deberse a una falla en

la contingencia de ambas vias en el cerebro y/o a la percepciéon quimiosensorial
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de una u otra modalidad. Por lo tanto, se plantea evaluar el efecto de la
exposicion aguda al imidacloprid sobre la deteccién olfativa evaluada a través de
la respuesta electrofisiologica de las antenas de abejas jovenes de diferente
edad. Dado que el imidacloprid acttia como neurotoxico y que el sistema olfativo
se sigue desarrollando durante la vida adulta de una abeja, se espera que los
efectos encontrados sean dependientes de la edad de exposicion.

3. Dado que la organizacion de la colmena es plastica y que las actividades de
las obreras deben ajustarse de acuerdo con las necesidades de la colonia y las
condiciones ambientales, resulta pertinente realizar estudios de
comportamiento en un contexto natural de colmena donde las tareas que se
realizan influyen sobre la organizacion general de la colonia. Nuevamente, nos
focalizaremos en abejas menores de 20 dias de vida adulta, periodo en el que
realizan tareas dentro de la colmena. Estas tareas consisten en limpiar y sellar
celdas, alimentar a la cria, atender a la reina, acicalar a sus compafieras de nido,
procesar el alimento recibido de las abejas recolectoras y ventilar la colmena.
Por lo tanto, se desea evaluar el efecto de la exposicion oral aguda al
imidacloprid sobre comportamientos relacionados con el mantenimiento
individual y la interaccién entre individuos. Dado que el insecticida puede
ingresar a las colmenas junto con el alimento recolectado, se plantea evaluar el
efecto de la exposicion oral aguda al imidacloprid sobre el comportamiento de
abejas pre-recolectoras pertenecientes a dos subcastas.

4. Las trazas de diferentes pesticidas pueden persistir en el ecosistema
agricola y las colmenas permanecen un tiempo considerable en el cultivo. Por lo
tanto, se plantea evaluar el efecto de la exposicion cronica y combinada a dos de
los pesticidas més ampliamente utilizados en entornos agricolas, el insecticida
imidacloprid y el herbicida glifosato sobre la percepcion gustativa y el
aprendizaje olfativo de abejas jévenes de diferentes edades, que corresponderan
a diferentes periodos de exposicion. Dado que ambos agroquimicos tendrian
diferentes sitios de accion, se postula que existe una interaccion entre ambos,
donde el efecto de la exposicion dual es diferente de la adicion de los efectos de

las exposiciones simples.
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Abreviaturas

DMSO Dimetilsulféxido

EC Estimulo condicionado

EC+ Estimulo condicionado recompensado
EC- Estimulo condicionado no recompensado
EI Estimulo incondicionado

ID Indice de discriminacién

IMI Imidacloprid

GLI Glifosato

NRO Neurona receptora olfativa

RC Respuesta condicionada

REP Respuesta de extension de proboscide
RI Respuesta incondicionada

2.1 Cria de abejas

Obtencion de adultos de edad conocida

Los experimentos se realizaron en las temporadas de verano y otono de los
afos 2012 a 2016 en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (34° 32’ S, 58° 26’ O). El mismo
cuenta con un apiario de alrededor de 20 colmenas comerciales tipo Langstroth

del cual se obtuvieron los sujetos experimentales (Figura 22).
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Figura 22. Apiario experimental. Ubicado en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias

Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, Ciudad Universitaria. Crédito: Grupo INSSOC.

Dado que era necesario conocer la edad de las abejas adultas, se utilizaron
individuos que hubieran emergido como adultos en el laboratorio. Para ello, se
seleccionaron cuadros con adultos emergiendo en ese momento o con cria
operculada en desarrollo pupal avanzado. Esto se podia verificar al retirar un
opérculo y observar que la pupa tuviera los ojos negros y el cuerpo oscuro
(Figura 23). Dado que la reina desova en celdas contiguas, una misma area
presenta individuos en similar estado de desarrollo. El cuadro seleccionado era
trasladado al laboratorio y colocado en una incubadora artificial con
temperatura y humedad reguladas (32 °Cy 55 % humedad relativa) (Figura 24).

Cada 24 h, los adultos emergidos, todos de casta obrera, eran colocados en
grupo dentro de cajas de madera (10 cm x 10 cm X 10 cm). Las mismas
presentaban una cara con una malla plastica y otra con una puerta de acceso. De
esta manera, los individuos no tenian més de un dia de edad al momento de ser

introducidos en las jaulas. La fecha de emergencia era registrada.
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Figura 23. Desarrollo pupal avanzado. Pupas en estado avanzado con ojos negros (arriba) y con el

cuerpo oscuro (abajo). El individuo de la derecha es un adulto a punto de emerger. Fuente: archive.org.

Cuadro con pupas avanzadas

Colmena Incubadora en
en apiario laboratorio

Figura 24. Obtencion de adultos recién emergidos. Se selecciona un cuadro de alguna colmena
comercial ubicada en el apiario de la Facultad y se traslada al laboratorio, donde se coloca en una
incubadora con temperatura y humedad controladas para que emerjan los adultos. Crédito: Grupo
INSSOC.

Adultos criados en el laboratorio

Las abejas confinadas fueron alimentadas ad libitum con solucion de
sacarosa de concentracion conocida y polen (Figura 25). Las cajas eran
revisadas cada 1 o 2 dias. Se reemplaz6 alimento y se retiraron las abejas
muertas siempre que fuera necesario. Las cajas de madera se colocaron en otra
incubadora artificial (31 °C, 55 % humedad relativa, oscuridad) hasta el

momento de los ensayos.
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Figura 25. Jaula de madera utilizada para criar abejas adultas en el laboratorio. Presenta una
cara con malla metélica y otra con puerta corrediza de plastico. Se ofrece solucion de sacarosa en un tubo
plastico de 10 ml con un orificio en la punta y polen en una jeringa de 10 ml cortada por la mitad. Crédito:
Grupo INSSOC.

Adultos criados en un entorno natural

Las abejas fueron criadas en una colmena de observaciéon. Los adultos
emergidos en el laboratorio en un mismo dia eran identificados con un mismo
color. Para ello, se las pintaba en el térax o en el abdomen con un marcador de
reinas comercial. Luego, las abejas eran colocadas en las cajas de madera y
trasladadas a una colmena de observacion. Con esta metodologia, fue factible
conocer la edad de los individuos una vez incorporados a la colmena. La
colmena de observaciéon const6 de dos cuadros tomados de una colmena
comercial. Los mismos se ubicaron uno encima del otro y fueron sujetados por
un marco de madera y contenidos por dos paneles de acrilico. La tinica abertura
permanente fue un orificio que funcion6 como entrada y salida de obreras. Para
el acceso al interior de la colmena, se podian retirar los paneles de acrilico
facilmente. La colonia reducida cont6 con cria, alrededor de 4000 obreras, una

reina fecundada y reserva de alimento (miel y polen). La colmena se ubicé en el
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exterior debajo de un tinglado y se tapaba con mantas para proveer oscuridad y
minimizar las fluctuaciones de temperatura (Figura 26). La caja con los adultos
era conectada a la colmena de observacion a través de un orificio en el borde
superior del marco. Las abejas recién emergidas ingresaban por si solas a la
colmena y eran aceptadas en poco tiempo. Luego de unos dias, se podia

observar que la colmena albergaba obreras de diferentes colores.

Marcado de adultos )
emergidos en una Traslado de abejas marcadas
incubadora a la colmena de osbervacion

Figura 26. Incorporaciéon de obreras de edad conocida a una colmena de observacion. Se
marca con un mismo color a las obreras emergidas en el mismo dia para identificar su edad. Se las coloca
en una jaula, la cual se conecta a la colmena de observacion para que las abejas ingresen por si solas.
Crédito: Grupo INSSOC.

2.2 Agroquimicos

En el capitulo 1 se desarrollaron las rutas por las cuales las abejas pre-
recolectoras pueden estar expuestas a agroquimicos. Las recolectoras pueden
recoger los pesticidas al recolectar néctar, polen o agua con trazas o al contactar
residuos en forma de polvo. Por un lado, al retornar a la colmena pueden
transferir las particulas a las abejas pre-recolectoras de manera directa por
contacto corporal o por via oral mediante contactos trofalacticos. Estos eventos
constituirian situaciones de exposicion aguda. Por otro lado, los recursos
recolectados son depositados en celdas y almacenados por un tiempo
considerable. Estos son fuente de alimento constante, sobre todo en momentos
de escasez de fuentes externas. Por lo tanto, las abejas pre-recolectoras ademas
estarian expuestas de manera cronica a las trazas de agroquimicos.

El imidacloprid (IMI) (99,9 % pureza, Pestanal®, Sigma-Aldrich) fue diluido
en dimetilsulféxido (DMSO) o en agua destilada. E1 DMSO fue utilizado para
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facilitar la penetracion cuticular del IMI en la exposiciéon por contacto. Las
soluciones madre se conservaron en droguero a temperatura ambiente y
oscuridad. Las soluciones finales eran descartadas luego de 7 dias.

Para la series experimentales “Exposicién aguda a imidacloprid sobre el
comportamiento apetitivo y la deteccion olfativa” (Subcapitulos 3.1 y 3.2), las
dosis de IMI administradas fueron de 0,25 y 0,50 ng por abeja. Estas son
subletales y la primera realista a campo (Cresswell 2011). Se preparé una
solucion madre de IMI en DMSO con una concentracion de 50 pg/ml. En el caso
de administracién topicada, la solucion madre fue diluida en DMSO y se
obtuvieron dos soluciones finales con concentraciones de 0,25 y 0,50 pg/ml.
Como se colocd una gota de 1 pl de la solucion final en el térax de la abeja con
una micropipeta, las dosis administradas fueron de 0,25 y 0,50 ng por abeja,
respectivamente. En el caso de administraciéon oral, la solucion madre fue
diluida en solucién de sacarosa 16 % m/m y se obtuvieron dos soluciones finales
con concentraciones de imidacloprid de 0,83 y 1,67 ug/ml y de DMSO de 0,33 %
v/v (se agregd DMSO a la solucion final de la dosis mas baja para obtener la
misma concentracion del solvente en solucion de sacarosa). Como se aliment6 a
las abejas con 3 pl de la solucién final, las dosis administradas fueron de 0,25y
0,50 ng por abeja. El uso de DMSO no es necesario en una administracion oral.
Sin embargo, se utiliz6 con el fin de poder comparar los efectos de ambos tipos
de exposicion.

Para la serie experimental “Exposicién aguda a imidacloprid sobre el
comportamiento dentro de la colmena” (Subcapitulo 3.3), se prepar6é una
solucion madre de IMI en agua destilada con una concentracion de 25 pg/ml. La
solucion madre fue diluida en solucién de sacarosa 50 % m/m y se obtuvo una
solucion final de 0,83 pg/ml. Como se alimentd a las abejas con 3 pl de la
solucion final, la dosis administrada fue de 0,25 ng por abeja.

Para la serie experimental “Exposicion cronica a imidacloprid y glifosato”
(Capitulo 4), se prepar6 una solucién madre de IMI en agua destilada con una
concentracion de 4 mg/l. La solucion madre fue diluida en solucién de sacarosa
50 % m/m y se obtuvo una solucién final con concentracion de 1 pg/l, la cual es

subletal y realista a campo (Cresswell 2011). Para fines de comparacién con
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otros trabajos, se proveen los valores de concentracion equivalentes en

diferentes unidades (Tabla 1).

Tabla 1. Equivalencias entre unidades de concentracién para el imidacloprid. Valores

calculados considerando una masa molar de 255,66 g.

Unidades fisicas (masa/volumen) Unidad quimica: molaridad

1 g/l 1 ppb 3,9 1M

El glifosato (GLI) se aplica en formulados los cuales ademés contienen
coadyuvantes que facilitan el ingreso del herbicida a la planta y agua como
solvente (CONICET 2009). Debido a la diversidad de composiciones de los
formulados, se trabaj6 solamente con el principio activo. El GLI (99,7 % pureza,
forma &cida, Pestanal®, Sigma-Aldrich) fue diluido en agua destilada y se
obtuvo una soluciéon madre de concentracion de 100 mg/l. La misma se
preparaba continuamente, conservada en heladera, ya que era descartada luego
de 7 dias. La solucion madre fue diluida en solucion de sacarosa 50 % m/m y se
obtuvo una solucién final con concentracion de 2,5 mg/1.

La preparacion de las soluciones de agroquimicos se realizé bajo campana
utilizando guantes descartables, guardapolvos, protector respiratorio y anteojos
de seguridad. Tanto el sobrante de las soluciones como el agua de lavado de
material fueron descartados en bidones provistos por el Servicio de Higiene y
Seguridad de la Facultad.

Las soluciones de sacarosa fueron preparadas con azicar comercial. Eran
conservadas en heladera y se descartaban luego de 7 dias. Una vez colocadas en

los alimentadores de las cajas de madera, eran renovadas cada 2 o 3 dias.

2.3 Aprendizaje

En la naturaleza, las abejas realizan asociaciones entre diferentes estimulos.
En el laboratorio, es posible recrear esta situacion de manera controlada
mediante un condicionamiento clasico. En el caso de un condicionamiento
olfativo en contexto apetitivo, este ensayo consiste en la presentacién conjunta

de un volatil (estimulo condicionado, EC) y de soluciéon de sacarosa (estimulo
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incondicionado, EI). Este tultimo estimulo genera una respuesta refleja en la
abeja y otros insectos succionadores (Frings y Frings 1949). Esta respuesta de
extension de proboscide (REP) ocurre en la naturaleza cuando una abeja visita

una flor y contacta el néctar que ofrece (Figura 27).

2N

Figura 27. Abeja recolectora libando néctar de una flor. La abeja extiende su proboscide para

succionar el néctar. Fuente: Dancetrokes.

Las abejas fueron capturadas individualmente, anestesiadas en frio (-4 °C) y
amarradas en puntas plasticas de pipeta automatica de 1000 pul (cepos) de
manera tal que permanecieran inmovilizadas, pero que sus piezas bucales y
antenas quedaran libres (Takeda 1961, Bitterman et al. 1983) (Figura 28).
Luego, se las mantuvo en una incubadora artificial (31 °C, 55 % humedad
relativa, oscuridad) por un tiempo determinado con el fin de reducir el estrés
producido por la manipulaciéon. So6lo se utilizaron aquellas abejas que
extendieron su proboscide ante la presentacion de soluciéon de sacarosa 50 %

m/m (respuesta incondicionada, RI, ante el EI).
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’

Figura 28. Abeja restringida en un cepo. Crédito: Grupo INSSOC.

Durante el condicionamiento, se ubicO a la abeja amarrada entre un
dispositivo que producia un flujo de aire constante (2,5 ml/s) y un extractor de
aire que removia los olores liberados. El dispositivo dirigia el aire a las antenas
de la abeja a una distancia de 2 cm (Figura 29). Se descartdé a aquellos

individuos que extendieron su proboscide al estimulo mecanico de aire.

Figura 29. Dispositivo eléctrico de liberacion de olores. Crédito: Grupo INSSOC.
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2.3.1 Condicionamiento clasico

absoluto

El condicionamiento clasico absoluto consisti6 en la presentacion conjunta de
un olor con la recompensa. Durante la fase de entrenamiento, se present6 un
olor puro (1-hexanol) junto con solucién de sacarosa 50 % m/m. El olor era
liberado cuando, mediante una valvula eléctrica, el flujo de aire se redirigia para
pasar a través de una jeringa que contenia un papel de filtro de 30 mm x 3 mm
impregnado con 4 pl de olor. El olor se present6 durante 6 s y la recompensa se
ofrecié durante los tltimos 3 s de este periodo al tocar las antenas con la
solucion de sacarosa y luego alimentar a la abeja. Se comput6é una respuesta
condicionada (RC) si la abeja extendid su proboscide durante los primeros 3 s
de presentacion de olor. Cada ensayo dur6 39 s y se compuso por 16 s de aire
limpio, 6 s de olor y 17 s de aire limpio. El entrenamiento consistié de cinco
ensayos separados por 15 minutos. Las abejas que extendieron su probodscide en
el primer ensayo (respuesta espontanea) no fueron consideradas para el
anélisis. Se mantuvo un tiempo de 20 minutos entre el Gltimo ensayo y la fase
de evaluacion, la cual consistié en una tinica presentacion no recompensada del
olor condicionado y la presentaciéon de un olor novedoso (nonanal). En esta fase,
el orden de presentacion fue alternado entre abejas. Al final del experimento, se
verifico la RI de las abejas y aquellas que no la presentaron fueron descartadas

del analisis (Figura 30). Se utilizaron alrededor de 20 individuos por sesion.
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Figura 30. Condicionamiento clasico absoluto en A. mellifera. En este caso, es de tipo apetitivo y
olfativo. El condicionamiento consiste en una etapa de entrenamiento y una de evaluacion. En la primera,
se presenta el olor (EC) junto con la solucién de sacarosa (EI) en cinco ocasiones. La estimulacion apetitiva
se logra tocando las antenas de la abeja y luego alimentdndola. En la segunda, se presenta el EC en

ausencia del EI. Se evaltia la REP durante el entrenamiento y en la evaluacion.

2.3.2 Condicionamiento clasico

diferencial

La capacidad de asociar un olor con una posible fuente de alimento es
esencial. Sin embargo, dado que los estimulos olfativos que ingresan a la
colmena son numerosos y fluctuantes, es importante que una abeja sea capaz de
discriminar entre olores, dependiendo del valor que se le asigne a cada uno. Es
posible estudiar esta habilidad mediante un condicionamiento diferencial.

En este caso, la fase de entrenamiento consistio en la presentacion de un olor
puro (1-hexanol) junto con solucion de sacarosa 50 % m/m (estimulo
condicionado recompensado, EC+) y en la presentacion de otro olor puro
(nonanal) en ausencia de tal recompensa (estimulo condicionado no
recompensado, EC-). Los olores eran liberados de la misma manera que se
describi6 en la seccion anterior, con la particularidad de que cada uno estaba
contenido en una jeringa diferente y que la redireccion del flujo a través de cada
una era controlada por una valvula eléctrica especifica. La duracion y la
estructura de cada ensayo fueron las mismas que en el condicionamiento

absoluto. El entrenamiento consistié de diez ensayos separados por 15 minutos.
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Los mismos correspondieron a cinco ensayos recompensados y cinco ensayos no
recompensados. El orden de los ensayos se realizO de una manera pseudo-
aleatoria (EC-, EC+, EC+, EC-, EC-, EC+, EC-, EC+, EC+, EC-) y fue siempre el
mismo. Las abejas que extendieron su probodscide en los primeros dos ensayos
(respuesta espontanea) no fueron consideradas para el analisis. Se mantuvo un
tiempo de 20 minutos entre el Gltimo ensayo y la fase de evaluacion. Esta
consistid6 en la presentacion sucesiva de ambos olores condicionados sin
recompensarlos. En esta fase, el orden de presentacion fue alternado entre
abejas. Al final del experimento, se verificé la respuesta incondicionada de las
abejas y aquellas que no la presentaron fueron descartadas del anélisis (Figura

31). Se utilizaron alrededor de 20 individuos por sesion.

ANTES DURANTE DESPUES
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Figura 31. Condicionamiento clasico diferencial en A. mellifera. En este caso, es de tipo apetitivo
y olfativo. El condicionamiento consiste en una etapa de entrenamiento y una de evaluacién. En la primera,
se presenta un olor (EC+) junto con la solucion de sacarosa (EI) en cinco ocasiones y otro olor (EC-) solo
en cinco ocasiones. El orden de las presentaciones es peudoaleaterio. La estimulacién apetitiva se logra
tocando las antenas de la abeja y luego alimentdndola. En la segunda, se presenta el EC+ y el EC- en

ausencia del EI. Se evaltia la REP durante el entrenamiento y en la evaluacion.

Se defini6 un indice de discriminacién (ID) para cada abeja como la

diferencia entre las respuestas ante el EC+ (1-hexanol) y las respuestas ante el
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EC- (nonanal). Con el fin de evaluar la dindmica durante la fase de
entrenamiento, se calcul6 un ID para cada par de ensayos (IDn) como la
diferencia entre el valor de la respuesta ante el EC+ y el valor de la respuesta
ante el EC- dentro de un mismo par de ensayos (los valores incluian del -1 al 1).
Ademas, se definio un ID global como la diferencia entre el total de respuestas
ante el EC+ y el total de respuestas ante el EC- a lo largo de la fase de

entrenamiento (los valores incluian del -4 al 4).

2.4 Percepcion gustativa

La extension de proboscide de las abejas ocurre en la naturaleza cuando una
recolectora visita una flor que ofrece néctar o cuando una abeja recibe néctar de
otra durante la trofalaxia. Sin embargo, existe una variacion individual en
términos de sensibilidad gustativa. Esta puede ser estimada a través de un
ensayo donde al mismo sujeto se le presentan soluciones de sacarosa de
concentracion creciente. Se interpreta como umbral de respuesta a la sacarosa a
la minima concentracion de sacarosa ante la cual la abeja extiende su
proboscide (Page et al. 1998). Se infiere que, en este punto, la abeja es capaz de
distinguir la sacarosa del agua y la interpreta como un estimulo gustativo
excitatorio, lo cual desencadena la respuesta refleja.

Las abejas fueron anestesiadas en frio (-4 °C) y amarradas en los cepos
descriptos en la seccion 2.3. Luego, se las mantuvo en una incubadora artificial
(31 °C, 55 % humedad relativa, oscuridad) por un tiempo determinado con el fin
de reducir el estrés producido por la manipulacion.

Las abejas fueron estimuladas con soluciones de sacarosa de concentracion
creciente (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30 Y 50 % m/m) al tocar sus antenas con un palillo
de madera embebido. Antes de cada presentacion de solucién de sacarosa, se
ofrecio agua a las abejas. Esto control6 el efecto potencial de la presentacion
repetida de sacarosa que podia derivar en sensibilizacion o habituacion, y
asegurd que la extension de la proboscide no se debiera a sed. A aquellas abejas
que respondieron al agua, se les permitié beber hasta saciarse. La presentacion

de una solucion se realizaba secuencialmente a las abejas y, luego, se continuaba
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realizando lo mismo con los estimulos siguientes. Se utilizaron entre 30 y 40
individuos por sesion. El intervalo entre estimulos fue de 4 minutos

aproximadamente (Figura 32).

0000066

REP

Figura 32. Mediciéon de sensibilidad a la sacarosa en A. mellifera. El protocolo consiste en la
presentacion de soluciones de sacarosa de concentraciones crecientes y evaluacion de REP en cada una. La

estimulaci6n se realiza tocando las antenas de la abeja con la solucién de sacarosa.

Al final del ensayo, se obtuvo un puntaje para cada abeja. Este se basé en la
cantidad de soluciones ante las cuales la abeja extendi6 su probodscide. De esta
manera, los valores que tomo fueron nimeros enteros de 1 a 7, donde un
puntaje de 1 represent6 a una abeja que sé6lo habia respondido a la solucién mas
concentrada (50 % m/m) y un puntaje de 7 significo que esa abeja habia
respondido a todas las soluciones de sacarosa. Si una abeja que habia
respondido a soluciones diluidas no extendié su probodscide a una solucion
intermedia, pero si lo hizo a concentraciones méas altas, se consider6 que esta
‘no respuesta’ fue un error circunstancial y se contabiliz6 como positiva. Tanto
las abejas que no respondieron a ninguna solucién (puntaje hipotético igual a 0)
como las que respondieron reiteradamente al agua no fueron consideradas en el

analisis.

2.5 Deteccion olfativa

El olfato es un sentido sumamente importante para los insectos. En las
abejas, la mayoria de las células olfativas se encuentra en las antenas. Cuando
una particula volatil se une a una neurona receptora olfativa (NRO), ésta se

depolariza. Una antena presenta terminales dendriticas de miles de NROs por lo
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se genera una diferencia de potencial entre la hemolinfa y la superficie cuticular
que puede ser medida a través de una técnica electrofisioloégica llamada
electroantenografia. De la misma se obtiene un electroantenograma, el cual
cuantifica la suma de los potenciales de las NRO de una antena aislada que se
encuentran en la vecindad del electrodo de registro. De esta manera, se evalaa la
respuesta fisioldgica periférica ante la presentacion de un olor y se separa de la
respuesta mediada por el sistema nervioso central.

Con el objeto de evaluar el efecto de la exposicion oral al IMI sobre la
sensibilidad olfativa, se midi6 la respuesta de antenas de abejas que habian
ingerido solucion tratamiento. Las abejas utilizadas tenian 2, 5 o 9 dias de edad.
Las abejas fueron capturadas individualmente en jaulas redondas de plastico
(ruleros) y alimentadas con 3 pl de solucién de sacarosa 16 % m/m de solucién
de sacarosa sola (Control DMSO), con DMSO (Control IMI) o la tultima maés
0,25 ng de IMI. La concentracion de DMSO en la solucion de sacarosa fue de
0,33 % v/v. Luego de consumir la totalidad de la solucion tratamiento, los
ruleros con las abejas se colocaron en la cAmara de cria, ubicados cercanos entre
si y a la jaula de origen, aunque a una distancia que evitd que realizaran
trofalaxia. Se evaludé la respuesta de las antenas 1 o 24 horas luego de la
administracion del tratamiento de IMI con el fin de estudiar si el IMI tiene un
efecto a largo plazo. En el dltimo caso, se agregd un tubo perforado tipo
eppendorf de 0,6 ml con solucién 16 % m/m en el rulero.

Las abejas fueron anestesiadas a —4 °C para facilitar la manipulacién. Sélo se
usé la antena derecha dado que existe evidencia de lateralizaciéon antenal
(Frasnelli et al. 2010). La misma se removi6 de la cabeza a la altura del escapo
utilizando una microtijera. Luego se podo la punta del segmento mas distal del
flagelo con un bisturi. Inmediatamente luego de la diseccion, la antena se
suspendi6 entre dos electrodos con una gota de gel conductor (Spectra 360), de
manera que cada extremo, pero no el resto de la antena, estuviera inmerso en el
gel (Figura 33). Asi se asegur6 que la hemolinfa estuviera en contacto con el gel
y que el circuito estuviera cerrado. Los electrodos estaban conectados a un
controlador de adquisicion de datos (IDAC-2, Syntech), que a su vez estaba
conectado a un ordenador. Esta interfase amplifica sefiales de baja frecuencia y

las convierte a formato digital. Las senales se registraron y analizaron utilizado
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el programa Autospike (Syntech). El dispositivo de liberacién de olor se coloco a
1 cm de la antena. El mismo producia un flujo de aire constante (2,5 ml/s),
limpio y himedo ya que entre la bomba de aire y el dispositivo se colocd una
columna con carbdn activado y otra con agua destilada. Un extractor de aire

removia los olores liberados.

Figura 33. Antena de abeja colocada entre dos electrodos. Crédito: Grupo INSSOC.

Se estimul6 cada antena con concentraciones crecientes de 1-hexanol en agua
destilada (1:100, 1:10, 1:1). Las presentaciones de olor duraron 1 s. El olor se
liberaba cuando, mediante una valvula eléctrica, el flujo de aire se redirigia para
pasar a través de una jeringa que contenia un papel de filtro de 30 mm x 3 mm
impregnado con 4 pl de solucion de olor. Antes de cada presentacion de olor, se
registr6 la respuesta al estimulo de aire solo para tener en cuenta la
estimulacion mecéanica. Cada registro duraba 12 s y el olor era presentado al
segundo 6. Cada solucién de olor se presentdé dos veces seguidas. El intervalo
entre estimulos fue de 1 minutos y 12 segundos. Cada registro consistio en la
diferencia de voltaje medida en funcion del tiempo. Se calcul6é una respuesta

pico como la diferencia en voltaje inmediatamente antes de la estimulacion y el
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valor mas extremo registrado durante el periodo de presentaciéon de olor. Se

promediaron las respuestas pico a una misma concentracion de olor.

2.6 Comportamiento

dentro de la colmena

La colonia de abejas es un sistema auto-organizado donde cada individuo
recoge informacion local y realiza comportamientos acorde en paralelo (Gordon
2007). Las abejas que permanecen dentro de la colmena cumplen un rol
fundamental en el mantenimiento de la colonia y tienen un repertorio
comportamental muy amplio. Con el fin de evaluar el efecto de la exposicién al
IMI sobre el comportamiento de abejas pre-recolectoras en un contexto natural,
se utilizd una colmena de observaciéon en la que se agregaron abejas adultas
recién emergidas. Las mismas fueron identificadas segiin su fecha de
emergencia marcandolas con color en el térax con un marcador de reinas
comercial.

La colmena de observacion fue colocada bajo un tinglado para que estuviera
resguardada de la lluvia. Ademas, con el fin de conservar el calor generado por
las obreras, fue cubierta con mantas de tela polar que se retiraron solo durante
el dia al momento de realizar las observaciones. Cada dia, se registr6 las
variables climéticas y el estado general de la colmena. Este altimo incluy6 datos
referentes a la recoleccion y el almacenamiento de recursos y al nivel de
actividad dentro del nido. Ademas, se determinaron zonas arbitrarias que
dividieron cada cara de un cuadro en 6 cuadrados. Por lo tanto, una abeja podia
estar ubicada en cualquier de las 24 zonas de la colmena, 12 de cada lado
(Figura 34). Se reviso el contenido de las celdas de cada zona con el fin de

caracterizarla. Esto se realiz6 peridodicamente a lo largo del experimento.
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Figura 34. Colmena de observacion con delimitacion de zonas.

Se realizaron marcas adicionales en las abejas de edad conocida con el fin de
identificarlas individualmente. Para esto, también se utilizaron marcadores de
reina. Para evitar confusiones acerca de la fecha de emergencia del individuo,
las marcas adicionales se realizaron so6lo con colores correspondientes a fechas
de emergencia posterior y con uno adicional que no habia sido utilizado. Es
decir, teniendo en cuenta el orden diario de colores (rojo, amarillo, verde y
azul), las abejas rojas se marcaron con los cuatro colores y blanco y las abejas
azules se pintaron sblo con azul y blanco. Las marcas difirieron en forma,
tamano y ubicacién (Figura 35). Este proceso se realizo cierto tiempo antes del
las observaciones dado que una obrera recientemente pintada puede

permanecer un tiempo considerable acicalandose.
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Figura 35. Abejas en una colmena de observacion con marcas de color distintivas. Crédito:
Grupo INSSOC.

Los registros se realizaron con una cdmara filmadora digital Sony HDR-
XR260VE. La misma fue colocada en el extremo de un brazo movil adosado a
un pie universal. De esta manera, fue posible ubicar la caAmara en el sitio de
interés sin necesidad de sostenerla con la mano. Se realiz6 una observacion
(pre-tratamiento) de las abejas de edad de interés candidatas a ser expuestas. Se
registro6 la zona y la actividad de la misma. Luego se procedié a ofrecer la
solucion a las abejas de interés tocando sus antenas con una micropipeta. La
abeja experimental fue la primera que hubiera extendido su proboscide y
consumido la totalidad de la solucion ofrecida. Se esper6 diez minutos para
realizar la observacion (post-tratamiento) de dicha abeja. Durante este
intervalo, se sigui6 a la abeja para no perderla de vista y se registré su
comportamiento general mediante notas escritas. Para minimizar la
distribucién de IMI mediante trofalaxia o por almacenaje en una celda, se

capturo a la abeja al final del experimento.
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Exposicion aguda a

imidacloprid

Abreviaturas
IMI Imidacloprid
nAChR Receptor colinérgico nicotinico

El IMI es un insecticida neonicotinoide que actiia como neurotoxico al alterar
el sistema nervioso de insectos, activando agonisticamente los receptores
colinérgicos nicotinicos (nAChR) (Matsuda et al. 2001, Tomizawa y Casida
2003). El modo de aplicacién més comin en la agricultura es bafiando las
semillas, de tal manera que la planta asimila la sustancia cuando germina y lo
distribuye sistémicamente a medida que crece (Girolami et al. 2009). Los
insecticidas sistémicos estan potencialmente presentes en el néctar o el polen de
las plantas tratadas (Schmuck et al. 2001, Bonmatin et al. 2005, Rortais et al.
2005, Girolami et al. 2009, Cresswell 2011). De hecho, se han encontrado trazas
de IMI en el alimento almacenado (Mullin et al. 2010, Wu et al. 2011). Se
presume que las abejas meliferas recogen accidentalmente el compuesto al
colectar recursos como polen y néctar, los cuales son transportados a la colmena
y almacenados (Cresswell 2011, Schneider et al. 2012). La comida entrante se
distribuye rapidamente dentro de la colonia (Nixon y Ribbands 1952, DeGrandi-

Hoffman y Hagler 2000) y alcanza a las abejas jévenes y a las larvas.
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Estas abejas obreras, que permanecen dentro de la colmena, pueden obtener
informacién del ambiente al recibir alimento recientemente recolectado (Nixon
y Ribbands 1952, Griiter y Farina 2007) o al alimentarse de recursos
almacenados dentro de la colmena (Winston 1987). Estos estimulos son
mayormente de modalidad quimiosensorial, como el gusto y el olfato (Farina et
al. 2007, Martinez y Farina 2008). Durante los primeros dias de la etapa adulta
de una obrera, su sistema nervioso central se sigue desarrollando para
completar su maduracién. En este proceso, el sistema olfativo es muy
importante (Masson y Arnold 1987). Ademas, las experiencias vividas durante
este periodo pueden modular el comportamiento futuro de una abeja. Por
ejemplo, abejas jovenes son capaces de adquirir y retener informacién olfativa
de manera asociativa (Arenas y Farina 2008, Behrends y Scheiner 2009). Este
proceso induce cambios a largo plazo en los lobulos antenales, el centro
primario de procesamiento de informacién olfativa, lo que afecta tanto la
adquisicion como la consolidaciéon de la memoria olfativa (Faber et al. 1999,
Daly et al. 2004, Arenas et al. 2009, Arenas et al. 2012). Mas aun, las
experiencias advertidas dentro de la colmena pueden aumentar la eficiencia de
las tareas relacionadas con la recolecciéon de recursos (Goyret y Farina 2005,
Balbuena et al. 2012). Por lo tanto, los cambios inducidos en abejas jovenes
facilitan la evocacion de informaciéon adquirida en etapas tempranas y en etapas
tardias de la vida de una obrera, tanto a una escala individual como social
(Arenas et al. 2013).

Los nAChRs se encuentran en los l6bulos Opticos, especificamente en la
médula, y en los glomérulos de los 16bulos antenales. En estos tltimos es donde
las vias aferentes de las antenas hacen sinapsis con neuronas locales y de
proyeccién que luego envian la informacién olfativa a los cuerpos pedunculados.
Estos son estructuras del protocerebro de caricter integrativo ya que reciben
informacion de diferentes modalidades. Dentro de los cuerpos pedunculados,
los nAChRs se localizan en los calices, region a donde llegan vias provenientes
de los l6bulos antenales, y en los l6bulos a de los pedinculos, region formada
por los axones de las neuronas intrinsecas de los cuerpos pedunculados. Aunque
menos, también hay nAChRs en el ganglio subesofagico, estructura que aloja las

motoneuronas que dirigen los movimientos de las piezas bucales (Figura 36)
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(Gauthier 2010). En resumen, los nAChRs estdn expresados en regiones del
cerebro asociadas con el procesamiento de informacion visual, olfativa y

mecanosensorial, y con el aprendizaje y la memoria.

Figura 36. Esquema de localizaciéon de los nAChRs en el cerebro de A. mellifera. Las areas
grises indican presencia de nAChRs. Loébulos épticos: ldmina (la), médula (me) y l6bula (lo). Lbébulos
antenales (LA) con glomérulos. Cuerpos pedunculados: célices (cal) y 16bulos a y B (al y Bl). Ganglio

subesofagico (GSE). Escala = 100 um. Figura tomada de (Gauthier 2010).

Dada la cohesidon que existe entre individuos de una colonia, las abejas de
todas las edades de la colonia son potencialmente susceptibles a los efectos del
IMI. Este escenario junto con la plasticidad que presentan las abejas jovenes
frente a estimulos externos, motivo estudiar los efectos del IMI, que acttia como

neurotodxico, sobre el comportamiento de abejas pre-recolectoras.
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apetitivo

Abreviaturas

AIC Criterio de informacion de Akaike
DMSO Dimetil sulféxido

GLM Modelo lineal generalizado
GLMM Modelo lineal generalizado mixto
IA Indice de aprendizaje

IMI Imidacloprid

MMA Modelo minimo adecuado
nAChR Receptor colinérgico nicotinico
RC Respuesta condicionada

RE Respuesta espontanea

REP Respuesta de extension de proboscide
RI Respuesta incondicionada

3.1.1 Introduccion

Una abeja que pre-recolectora puede captar el IMI al recibir alimento de
compaiieras que realizan tareas fuera del nido, ya sea por contacto o por via
oral, o por alimentarse directamente de celdas. Dado que este insecticida es un
neurotoxico cuyo blanco son los receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs),
receptores presentes en regiones del cerebro dedicadas al procesamiento de
informacion, se espera que los procesos de aprendizaje y formaciéon de memoria
se vean afectados. Teniendo en cuenta que el cerebro de las abejas obreras sigue
madurando durante los primeros dias de vida, se consideraron abejas de
diferentes edades al momento de evaluar la accion de este compuesto sobre el
comportamiento apetitivo de A. mellifera. Un componente clave de este
aprendizaje es la sensibilidad gustativa. Esta variable no so6lo es importante en

el establecimiento una asociaciéon entre estimulos olor y néctar (Ramirez et al.
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2010), sino que ademas influye sobre su comportamiento recolector y la
distribucién de néctar dentro del nido (Pankiw et al. 2004).

El IMI afecta el aprendizaje olfativo, tanto en la etapa de adquisicion como de
retencion de la memoria (Decourtye et al. 2003, Decourtye et al. 2004,
Williamson et al. 2013, Williamson y Wright 2013). Este efecto se evidencia en
el adulto aun cuando la exposicion ocurri6 en el estadio de larva (Yang et al.
2012). Esto estd relacionado con su accion en y efecto sobre estructuras
cerebrales involucradas en este fendmeno (Déglise et al. 2002, Palmer et al.
2013). Ademas, afecta la habituacion de la respuesta extensiéon de probdscide
(REP), un tipo de aprendizaje no asociativo (Guez et al. 2001, Lambin et al.
2001). En relacion con esta respuesta, también se ha visto que afecta la
sensibilidad gustativa (Lambin et al. 2001, Eiri y Nieh 2012). Estos trabajos han
variado en metodologia en cuanto a modo de administraciéon y dosis. Sobre
todo, la mayoria evalu6 el efecto sobre abejas de edad recolectora.
Interesantemente, los que utilizaron abejas de edad pre-recolectora han
mostrado efectos contrastantes segin la edad de los individuos (Guez et al
2001, Guez et al. 2003). El IMI genera un aumento de la cantidad de ensayos
necesarios para que las abejas de 7 dias logren habituar, mientras que genera
una disminucién en las abejas de 8 dias. Esto profundiza ain mas el hecho de
que el cerebro de la obrera sigue madurando luego de emergida como adulta,
fenbmeno que se evidencia en las diferentes tasas de adquisicién de
aprendizajes del tipo no asociativo (Guez et al. 2001) y asociativo (Ray y
Ferneyhough 1997).

Por lo tanto, se evalu6 el efecto de la exposicion aguda al IMI sobre el
comportamiento apetitivo de abejas jovenes de diferente edad. Se utilizaron
dosis subletales —la menor, ademas, es realista a campo (Cresswell 2011)—
evaluadas sobre abejas pre-recolectoras y se consideraron dos modos de

exposicion, por contacto y de manera oral.
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3.1.2 Metodologia

CRIA DE ABEJAS ADMINISTRACION VARIABLES
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Figura 37. Esquema de procedimiento experimental para evaluar el efecto de la exposicion

aguda al IMI sobre el comportamiento apetitivo.

3.1.2.1 Series experimentales

Los experimentos se realizaron en las temporadas de verano y otono de los
aflos 2012, 2013 y 2014. Las abejas adultas emergidas dentro de una incubadora
artificial en el laboratorio fueron colocadas en cajas de madera. Este proceso se
realizaba cada 24 h, por lo que las 60 a 100 abejas de una misma jaula no tenian
maés de un dia de edad. Las abejas fueron alimentadas ad libitum con soluciéon
de sacarosa 16 % m/m y polen durante todo el periodo de cria. Las abejas fueron
evaluadas a los 2/3, 5/6 o 9/10 dias de edad. Al momento del ensayo
experimental, cada abeja fue amarrada en los cepos descriptos en la seccion 2.3
con la particularidad de que ademas se asegur6 que su térax quedara expuesto.
Luego se las coloco en la incubadora por un tiempo determinado para disminuir
el estrés causado por la manipulacion.

Cuando la administracion del IMI fue topicada, las abejas amarradas fueron
retiradas de la incubadora luego de tres horas y divididas en tres grupos

experimentales. Se coloc6 una gota de 1 ul de DMSO solo, o con 0,25 6 0,50 ng
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de IMI en el torax de cada individuo. El condicionamiento olfativo comenzé
quince minutos luego de la administracion del IMI.

Cuando la administracion del IMI fue oral, las abejas amarradas fueron
retiradas de la incubadora luego de dos horas y quince minutos y fueron
divididas en cuatro grupos experimentales. Se aliment6 a cada abeja con 3 pul de
solucion de sacarosa 16 % m/m. Un grupo recibié soluciéon de sacarosa sola
(Control DMSO), otro recibié soluciéon de sacarosa con DMSO 0,33 % v/v
(Control IMI) y los grupos restantes recibieron la tltima solucién méas 0,25 6
0,50 ng de IMI. En esta serie, se agreg6 un grupo experimental (Control DMSO)
para verificar que ingerir el solvente no interfiera con la sensibilidad gustativa
de la abeja (Figura 38). El condicionamiento olfativo y la medicion de la
sensibilidad gustativa comenzaron una hora luego de la administracion.

La diferencia de tiempos entre la administraciéon del insecticida y el ensayo
experimental segtn el tipo de administracion se debi6 a que alimentar a la abeja
quince minutos antes de los ensayos habria interferido con la motivacion del
individuo. Por lo tanto, se decidi6 alimentar a la abeja una hora antes de los
ensayos y mantener el tiempo desde que fue amarrada hasta que fue evaluada.
Luego del condicionamiento olfativo, las abejas amarradas fueron mantenidas

en una incubadora con el fin de evaluar la supervivencia de las mismas.

Figura 38. Administracion aguda por contacto (izquierda) y oral (derecha) de IMI. Crédito:
Grupo INSSOC.
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3.1.2.2 Variables medidas

Previo al condicionamiento olfativo, se estimul6 a las abejas con solucion de
sacarosa 50 % m/m con el fin de utilizar s6lo aquellos individuos que
presentaran la respuesta incondicionada (RI), variable que fue cuantificada.
El condicionamiento olfativo absoluto se realizé presentando 1-hexanol junto
con solucion de sacarosa 50 % m/m. A esto se lo consider6 un ensayo. Se
consider6 que una abeja present6 una respuesta espontanea (RE) si extendi6 su
proboscide ante el olor en el primer ensayo. Se registr6 la respuesta
condicionada (RC) ante el olor durante los ensayos 2 a 5.

La estimacion de la sensibilidad gustativa fue realizada s6lo en la serie
experimental de administraciéon oral. Las abejas fueron estimuladas con
soluciones de sacarosa de concentracion creciente. Al final del ensayo se obtuvo
un puntaje para cada abeja (1-7), el cual corresponde a la cantidad de
soluciones de sacarosa ante las cuales el individuo extendi6 su probdscide. Las
abejas con puntaje igual a 0 fueron aquellas que no extendieron su probdscide a
la soluciéon de sacarosa 50 % m/m, por lo que fueron excluidas del analisis ya
que no se pudo descartar que hubieran tenido un déficit senso-motor.

La supervivencia luego de la administracion topicada fue evaluada 15
minutos y 2 horas luego de la exposicion. Las abejas expuestas oralmente al IMI
fueron alimentadas con 50 % m/m y su supervivencia se evalu6 a las 2, 20 y 24
horas luego de la exposicion. Se consider6 muerta a una abeja que no

presentaba movimientos de antena y abdomen.

3.1.2.3 Analisis estadistico

El efecto de los factores sobre todas las variables se evalu6 mediante el
analisis de modelos lineales generalizados (GLM) o modelos lineales
generalizados mixtos (GLMM). Los modelos fueron ajustados en el programa R
(R Development Core Team 2011), mediante el uso de la funcién glm para el
primer caso y la funciéon glmer del paquete lme4 (Bates et al. 2015) para el
segundo. Se evalu6 cada modelo posible y se compararon entre si utilizando la
parsimonia y los valores de AIC (Akaike’s Information Criterion) como

criterios, luego de lo cual se eligi6 el modelo minimo adecuado (MMA). Las
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comparaciones a posteriori se realizaron utilizando la funcién glht del paquete
multcomp (Hothorn et al. 2008).

En el estudio del aprendizaje asociativo, se excluy6 a las abejas con una
respuesta espontanea al olor. Se realiz6 un analisis separado para cada modo de
exposicion. La comparacion de desempenos durante la fase de entrenamiento
entre tratamientos se evalu6 mediante un GLMM con estructura de error
binomial, donde el modelo méaximo incluy6 el tratamiento con IMI, la edad y el
ensayo como factores fijos y la abeja como factor aleatorio. El efecto del
tratamiento sobre la retencion de memoria se evalu6 mediante un GLM con
estructura de error binomial, donde el modelo méaximo incluy6 al tratamiento
con IMI y la edad como factores fijos.

La sensibilidad gustativa se estim6 utilizando un puntaje arbitrario (ver
seccion 2.3). El efecto del tratamiento sobre esta variable se evalu6 mediante un
GLM con estructura de error binomial, donde el modelo méximo incluy6 el
tratamiento con IMI y la edad como factores fijos.

Para el estudio de supervivencia, se contabiliz6 el nimero de abejas vivas 15
minutos y 2 horas luego de la exposicion por contacto, y 2, 20 y 24 horas luego
de la exposicién oral. Se realiz6 un andlisis separado para cada modo de
exposicion. El efecto de los factores sobre esta variable se evalué mediante un
GLMM con estructura de error binomial, donde el modelo maximo incluy6 el
tratamiento con IMI, la edad y el tiempo post-exposicién como factores fijos y la
abeja como factor aleatorio.

La respuesta de extension de probdscide ante la solucién de sacarosa 50 %
m/m (RI) se evalué en varios momentos de los protocolos. En el caso de la
exposicion por contacto, se midi6 solo después del condicionamiento olfativo.
En el caso de la exposicion oral, se midi6 antes de los protocolos, después del
condicionamiento olfativo y al final del protocolo de umbral de respuesta a la
sacarosa. Se realiz6 un analisis separado para cada momento de evaluacion. El
efecto del IMI sobre esta variable se evalu6 mediante un GLM con estructura de
error binomial, donde el modelo maximo incluy6 el tratamiento con IMI y la

edad como factores fijos.
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3.1.3 Resultados

3.1.3.1 Aprendizaje olfativo

Con el fin de evaluar la capacidad de establecer una memoria asociativa, las
abejas fueron sometidas a un condicionamiento olfativo 15 minutos luego de la
exposicion por contacto y una hora luego de la exposicion oral al IMI. El
condicionamiento consistio en una fase de entrenamiento de cinco ensayos y
una fase de evaluacion de un ensayo. Se evalu6 la respuesta de extension de
proboscide ante la presencia del olor.

La exposiciéon por contacto al IMI pareci6 afectar la probabilidad de REP en
el entrenamiento de abejas de 2/3 dias de edad, pero no de edades mayores
(Figura 39, izquierda). Sin embargo, el analisis estadistico indicé que el IMI por
contacto afect6 esta variable independientemente de la edad, ya que el modelo
minimo adecuado no pondero6 la interacciéon entre estos factores (GLMM con
estructura binomial, REP ~ IMI + Ensayo + Abeja, Tabla 5). Es mas, el
desempefio durante la fase de entrenamiento fue similar entre edades, ya que
este factor fue excluido del conjunto de variables explicatorias. Las dosis de IMI
no difirieron entre si y provocaron una menor proporcion de abejas con
respuesta condicionada en todos los ensayos (Figura 40). En cuanto a la
evaluacion, el efecto aparente del IMI fue similar al observado en el
entrenamiento en cuanto a la dependencia de la edad (Figura 39, derecha). Sin
embargo, en este caso el analisis estadistico indic6 que el IMI no afect6 la
probabilidad de REP (GLM con estructura binomial, REP ~ Edad , Tabla 6). No
obstante, la retencion olfativa difiri6 segin la edad, donde las abejas de 2/3 dias
mostraron una probabilidad de REP maés alta que las de mayor edad (Figura 39,
sin discriminar por tratamiento). En resumen, las abejas expuestas por
contactoa ambas dosis de IMI mostraron un desempeio
empobrecido durante el entrenamiento en comparacion con las

abejas control, pero no en la fase de evaluacion.
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Figura 39. Efecto de la exposicién aguda por contacto al IMI sobre el aprendizaje olfativo de
abejas jovenes. Las abejas de 2/3, 5/6 o 9/10 dias de edad fueron topicadas en el térax con o
( ), 0,25 (violeta) o 0,50 ng (indigo) de IMI disuelto en DMSO. Quince minutos después fueron
sometidas a un condicionamiento clésico absoluto. Se cuantificé el porcentaje de abejas que extendieron su
proboscide (REP) ante el olor a lo largo de cinco ensayos de entrenamiento (izquierda) y en un tinico
ensayo de evaluacién, quince minutos luego del entrenamiento (derecha). Los ntimeros dentro de las

barras indican el tamafio muestral.
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Figura 40. Efecto de la exposicién aguda por contacto al IMI sobre el aprendizaje olfativo de
abejas jovenes (sin distinguir por edad). Las abejas fueron topicadas en el térax con o ( ),
0,25 (violeta) o0 0,50 ng (indigo) de IMI disuelto en DMSO. Quince minutos después fueron sometidas a un
condicionamiento clasico absoluto. Se cuantificé el porcentaje de abejas que extendieron su probodscide
(REP) ante el olor a lo largo de cinco ensayos de entrenamiento (izquierda) y en un tnico ensayo de
evaluacion, quince minutos luego del entrenamiento (derecha). Los niimeros dentro de las barras indican
el tamafio muestral. Las letras diferentes simbolizan diferencias significativas (p < 0,05) entre los grupos
indicados. “n.s” indica diferencias no significativas. MMAs: REP ~ IMI + Ensayo + Abeja (entrenamiento),
REP ~ Edad (evaluacion).

La exposicion oral al IMI afect6 el desempeno durante el entrenamiento, al
disminuir la probabilidad de REP en todos los ensayos. La magnitud del efecto
dependi6 de la edad de las abejas, ya que el modelo minimo adecuado ponder6
la interaccion entre estos factores (GLMM con estructura binomial, REP ~
IMI*Edad + Ensayo + Abeja, Tabla 7). En el caso de abejas de 2/3 y 9/10 dias, la
aplicacion de ambas dosis de IMI result6 en el mismo nivel de deterioro de
adquisicién. En cambio, las abejas de edad intermedia se vieron afectadas por el
IMI de una manera dosis dependiente (Figura 41, izquierda). Ademaés, los
desempeiios de las abejas de ambos grupos control fueron similares entre si. En
cuanto a la evaluacion, el efecto del IMI fue independiente de la edad (GLM con
estructura binomial, REP ~ IMI + Edad, Tabla 8). La ingesta de 0,50 ng de IMI
redujo la retencion de memoria de abejas de todas las edades. El efecto de la
dosis mas baja siguié la misma tendencia, pero fue estadisticamente indefinido
ya que los niveles de este grupo no difirieron de los del grupo que recibi6 la
dosis mas alta ni de los del grupo Control IMI. Sorprendentemente, el

porcentaje de abejas con REP del grupo Control IMI fue diferente del grupo

Control DMSO por lo que no se puede descartar un efecto del solvente (Figura
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42). Nuevamente, la retencion difirié segtin la edad, pero en este caso las abejas
de hasta 6 dias mostraron una probabilidad de REP mayor que las de 9/10 dias.
En resumen, las abejas expuestas oralmente al IMI mostraron un

desempeno empobrecido durante el entrenamiento y en la fase de

evaluacion.
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Figura 41. Efecto de la exposicién aguda oral al IMI sobre el aprendizaje olfativo de abejas
jovenes. Las abejas de 2/3, 5/6 0 9/10 dias de edad fueron alimentadas con soluciéon de sacarosa sola

(Control DMSO, ) o solucién de sacarosa con DMSO (Control IMI, ) o la Gltima més 0,25
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(violeta) o 0,50 ng (indigo) de IMI. Una hora después fueron sometidas a un condicionamiento clasico
absoluto. Se cuantifico el porcentaje de abejas que extendieron su probéscide (REP) ante el olor a lo largo
de cinco ensayos de entrenamiento (izquierda) y en un tnico ensayo de evaluacién, quince minutos luego
del entrenamiento (derecha). Los nimeros dentro de las barras indican el tamafio muestral. Las letras
diferentes simbolizan diferencias significativas (p < 0,05) entre los grupos indicados. “n.s.” indica
diferencias no significativas. MMAs: REP ~ IMI*Edad + Ensayo + Abeja (entrenamiento), REP ~ IMI +

Edad (evaluacion).
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Figura 42. Efecto de la exposicion aguda oral al IMI sobre la evaluaciéon del aprendizaje

olfativo de abejas jovenes de todas las edades. Las abejas fueron alimentadas con soluciéon de
sacarosa sola (Control DMSO, ) o solucién de sacarosa con DMSO (Control IMI, Jola
altima més 0,25 (violeta) o 0,50 ng (indigo) de IMI. Se muestran los resultados de cuantificar el porcentaje
de abejas de todas las edades que extendieron su probéscide (REP) ante el olor en la evaluaciéon. Los
ntmeros dentro de las barras indican el tamafio muestral. Los asteriscos indican diferencias significativas

(p < 0,05) entre los grupos indicados. “n.s.” indica diferencias no significativas. MMA: REP ~ IMI + Edad.

3.1.3.2 Percepcion gustativa

Con el fin de evaluar la sensibilidad gustativa, las abejas fueron estimuladas
con soluciones sacarosa de concentracion creciente. La evaluacion se realiz6 una
hora luego de la exposicion oral al IMI.

La ingesta de IMI afect6 la probabilidad de REP, independientemente de la
edad de las abejas (GLM con estructura binomial, Puntaje ~ IMI + Edad, Tabla

9). La ingesta del solvente DMSO no afect6 la propension de las abejas de
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cualquier edad a extender la proboscide ante la sacarosa (Figura 43, verde vs.
aguamarina). Por el contrario, la ingesta del insecticida afect6 la sensibilidad
gustativa de abejas de todas las edades. Las abejas que ingirieron IMI mostraron
un puntaje menor —y, por lo tanto, un umbral de respuesta mayor— que las
abejas del grupo Control IMI. Las dosis de IMI no difirieron entre si, dado que
ambas tuvieron el mismo efecto depresor sobre el puntaje (Figura 43,
izquierda). Ademas, el puntaje varié segtin la edad de las abejas. Las abejas de
2/3 dias presentaron un puntaje mayor que el de las de 5/6 dias. No obstante, el
grupo de 9/10 dias de edad se mantuvo estadisticamente indefinido, ya que su
umbral no se distinguié del de los otro dos grupos (Figura 43, derecha). En
resumen, las abejas que ingirieron IMI mostraron un umbral de

respuesta a la sacarosa mayor que el de las abejas del grupo Control.
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Figura 43. Efecto de la exposicion aguda oral al IMI sobre la percepciéon gustativa de abejas
jovenes. Las abejas de 2/3 ( ), 5/6 (gris medio) o 9/10 (negro) fueron alimentadas con solucion
de sacarosa sola (Control DMSO, ) o solucién de sacarosa con DMSO (Control IMI, )ola

altima mas 0,25 (violeta) o 0,50 ng (indigo) de IMI. Una hora después fueron sometidas a un protocolo de
umbral de respuesta a la sacarosa. Se calcul6 un puntaje para cada abeja. El cuadrado, la caja, los bigotes y
los puntos simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos,
respectivamente. Los asteriscos y “n.s.” sefialan diferencias significativas y no significativas (a = 0,05),
respectivamente, entre los tratamientos indicados. Las letras diferentes reflejan diferencias significativas
entre los grupos de edad. MMA: Puntaje ~ IMI + Edad.
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3.1.3.3 Mortalidad y capacidad sensomotora

Con el fin de confirmar que las dosis utilizadas son subletales para abejas de
2 a 10 dias de edad, se evalu6 la supervivencia de las abejas utilizadas para los
ensayos comportamentales. Para ello, se mantuvieron amarradas en los cepos y
se midi6 la mortalidad 15 minutos y 2 horas luego de la exposicién por contacto
y 2, 20 ¥ 24 horas luego de la exposicion oral. El IMI aplicado tépicamente no
afect6 el nimero de abejas vivas de ninguna edad (Figura 44, izquierda; GLMM
con estructura binomial, Abeja viva ~ Tiempo + Abeja, Tabla 10). Sin distinguir
entre edades, la supervivencia de abejas control, expuestas a 0,25 ngy a 0,50 ng
de IMI llegd a 85,65 %, 86,12 % y 86,41 %, respectivamente. Para todas las
edades, la supervivencia de las abejas que ingirieron el IMI no difiri6 de las de
abejas control, incluso 24 horas luego de la administracion (Figura 44, derecha;
GLMM con estructura binomial, Abeja viva ~ Tiempo + Abeja, Tabla 11). A las
24 horas, la supervivencia de abejas control llegb a 69,17 % y 72,46 % (Controles
DMSO e IMI, respectivamente) y la de abejas que ingirieron 0,25 ng y 0,50 ng
de IMI, a 72,03 % y 71,74 %, respectivamente. En resumen, las dosis

utilizadas no afectaron la mortalidad.

";' I n.s.
g 75 1 | n.s.
'S 50 .
%) Tratamiento
O 5] Tratamiento | Control DMSO (133)
Ko} Control (209) Confrol IMI (138)
Ne) ® 0.25 ng (209) ® 0,25 ng IMI (143)
< 01 ® 0,50 ng (206) | ® 0,50 ng IMI (138)

O 15min 2h 0 2h 20h 24h

Tiempo post-administracion

Figura 44. Efecto de la exposicion al IMI por contacto (izquierda) u oral (derecha) sobre la
supervivencia de abejas jovenes. Las abejas de 2/3, 5/6 o 9/10 dias de edad utilizadas para los
ensayos comportamentales se mantuvieron amarradas en los cepos y se evalud su supervivencia. En el caso
de la exposicion por contacto, las abejas fueron topicadas en el térax con o ( ), 0,25 (violeta) o
0,50 ng (indigo) de IMI disuelto en DMSO y se midi6 la supervivencia 15 minutos y 2 horas después. En el
caso de la exposicién oral, las abejas fueron alimentadas con solucién de sacarosa sola (Control DMSO,

) o solucién de sacarosa con DMSO (Control IMI, ) o la dltima mas 0,25 (violeta) o 0,50

ng (indigo) de IMI y se midi6 la supervivencia 2, 20 y 24 horas después. “n.s.” indica diferencias no
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significativas (p < 0,05). MMAs: Abeja viva ~ Tiempo + Abeja (contacto), Abeja viva ~ Tiempo + Abeja
(oral).

Con el fin de verificar que las dosis de IMI no afectan las capacidades
sensorial y motora para extender la proboscide ante la presentacién de solucién
de sacarosa 50 % m/m, se estudio6 esta respuesta incondicionada. El efecto del
IMI por contacto fue estudiado solo luego del condicionamiento olfativo dado
que la aplicaciéon del tratamiento se realiz6 sobre aquellas abejas que habian
presentado la respuesta incondicionada. Las abejas que fueron topicadas con
IMI no mostraron una propension diferente a extender su probodscide ante
solucion de sacarosa 50 % m/m (GLM con estructura binomial, REP ~ Edad,
Tabla 12). Los valores de respuesta incondicionada luego de la exposicién por
contacto se encontraron entre 96,67 % y 97,6 % (Tabla 2). El IMI oral no afect6
la probabilidad de RI en ninguno de los momentos considerados, antes (GLM
con estructura binomial, REP ~ 1, Tabla 13) y después (GLM con estructura
binomial, REP ~ IMI, comparaciones a posteriori no significativas, Tabla 14)
del condicionamiento olfativo y al final del protocolo de umbral de respuesta a
la sacarosa (GLM con estructura binomial, REP ~ IMI + Edad, comparaciones a
posteriori entre niveles de IMI no significativas, Tabla 15). Los valores de
respuesta incondicionada luego de la exposicidn oral se encontraron entre 94,92
% y 100 % (Tabla 3). En resumen, las dosis utilizadas no afectar la REP a

solucion de sacarosa 50 % m/m.

Tabla 2. Efecto de la exposicion al IMI por contacto sobre la respuesta incondicionada de

abejas jovenes.

Tratamiento n REP (%)

120 96,67
0,25 ng IMI 125 97,60

0,50 ng IMI 120 97,50

Cantidad de abejas evaluadas (n) y porcentaje de abejas que extendieron su probdscide (REP) ante la

solucion de sacarosa 50 % m/m luego del condicionamiento olfativo absoluto.
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Tabla 3. Efecto de la exposicion al IMI oral sobre la respuesta incondicionada de abejas

jovenes.
Antes del Luego del Luego del
Tratamiento condicionamiento condicionamiento protocolo URS
n REP (%) n REP (%) n REP (%)
227 96,01 106 97,17 167 98,20
236 95,34 104 98,08 160 100,00
0,25 ng IMI 235 95,32 101 100,00 179 96,65
0,50 ng IMI 236 94,92 105 95,24 157 98,09

Cantidad de abejas evaluadas (n) y porcentaje de abejas que extendieron su proboéscide (REP) ante la
solucion de sacarosa 50 % m/m antes y después del condicionamiento olfativo y luego del protocolo de

medicion del umbral de respuesta a la sacarosa (URS).

3.1.4 Discusion

En este capitulo se plante6 como objetivo estudiar las consecuencias de
exponer obreras jovenes al IMI, el insecticida neonicotinoide mas utilizado
globalmente, sobre su comportamiento apetitivo. Estas abejas son miembros de
la colonia que muestran alta plasticidad fisiolégica y comportamental (Arenas et
al. 2013) y realizan tareas fundamentales dentro de la colmena que garantizan el
mantenimiento y cuidado del nido (Lindauer 1952, Seeley 1982). De acuerdo
con la evidencia obtenida en esta seccion, se puede concluir que las dosis de IMI
elegidas afectan la sensibilidad a la sacarosa y la capacidad de aprendizaje
olfativo de abejas jovenes.

El efecto del IMI sobre el aprendizaje olfativo es bien conocido en abejas de
edad recolectora (Decourtye et al. 2003, Decourtye et al. 2004, Yang et al. 2012,
Williamson et al. 2013, Williamson y Wright 2013, Wright et al. 2015). Sin
embargo, no se habia investigado su efecto sobre abejas jovenes. En esta Tesis,
ademas, se consideraron abejas de diferentes edades con el objetivo de dilucidar
si existen cambios en las vias colinérgicas nicotinicas a lo largo de los primeros
dias de vida adulta. Este se fundd en evidencias previas que reportaron efectos
contrastantes del IMI sobre otro tipo de aprendizaje, no asociativo, la
habituacion (Guez et al. 2001). El efecto del IMI sobre la sensibilidad gustativa
observado en abejas jévenes, que fue independiente de la edad, es similar que el

encontrado en abejas recolectoras; en ambos casos, la alteracion ocurre en el
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mismo sentido. Las dosis utilizadas son similares, con la excepcién de que las
abejas recolectoras de néctar exhiben una sensibilidad al IMI con 0,21 ng de este
compuesto, mientras que las recolectoras de polen se ven afectadas recién con
2,16 ng (Eiri y Nieh 2012). La reduccion de la sensibilidad a la sacarosa también
se encontro al utilizar otros neonicotinoides, como thiametoxam y acetamiprid

(El Hassani et al. 2008, Aliouane et al. 2009).

Toxicidad diferencial segiin modo de exposicion

Cuando se aplicd de manera topicada, ambas dosis de IMI tuvieron un efecto
negativo sobre la adquisicion de las abejas de todas las edades, pero no
afectaron la retencion de memoria. La exposicion oral al IMI redujo la
probabilidad de REP, pero su efecto fue méas pronunciado que el de la
exposicion por contacto. Por un lado, promediando entre edades, mientras que
0,5 ng de IMI topicado redujo el porcentaje de REP en el quinto ensayo de
70,40 % a 59,17 % en comparacion con el grupo control, la misma dosis
administrada de manera oral produjo un déficit mayor (53,55 % a 18,75 %). Por
el otro, el IMI topicado no afect la retencién de memoria olfativa mientras que
el IMI oral afect6 ambas fases de formacion de memoria. Este efecto diferencial
es esperable dado que la toxicidad oral es mayor que la toxicidad dérmica
(Suchail et al. 2000, Nauen et al. 2001), fenomeno que se observd para otros
neonicotinoides (El Hassani et al. 2008, Aliouane et al. 2009, Decourtye y
Devillers 2010). Esto puede estar relacionado con la rapida translocaciéon del
IMI al sistema digestivo mientras que la aplicacién por contacto depende de la
absorcion pasiva. Es maés, la administraciéon oral representa una situacion mas
realista para las abejas dado que recolectan en sistemas agricolas expuestos a

pesticidas, ingieren los recursos contaminados y los comparten con la colonia.

Relacion entre sensibilidad gustativa y aprendizaje

El tratamiento con IMI no afect6 la respuesta incondicionada a solucién de
sacarosa 50 % m/m. No obstante, la ingesta de IMI afect6 la sensibilidad
gustativa aumentando el umbral de respuesta al azicar. Esto significa que la
solucion de sacarosa 50 % m/m no tiene el mismo valor relativo para abejas
correspondientes a diferentes tratamientos. Para una abeja con un umbral de
respuesta elevado, una solucion muy concentrada estid subvaluada en

comparacién con una abeja con un umbral mas bajo. En este sentido, la
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sensibilidad a la recompensa depende del umbral de respuesta de la abeja. Uno
puede esperar que una recompensa elevada promueva una asociacion fuerte con
un estimulo condicionado, y viceversa (Page y Erber 2002). Por lo tanto, una
abeja con un umbral bajo mostraria un mejor desempefio en un
condicionamiento clasico que una abeja con un umbral alto. Esto mismo se
obtuvo cuando se compararon los resultados de sensibilidad gustativa con los de
aprendizaje olfativo (Figura 45). Como no se utilizé el mismo grupo de abejas
para medir ambas variables, no fue correcto realizar un analisis de correlacion.
Se calcul6 un indice de aprendizaje (IA) para cada abeja como la suma de
respuestas condicionadas a lo largo de la fase de entrenamiento. Considerando
todas las edades, las abejas control mostraron un puntaje y un IA altos mientras
que las abejas tratadas con IMI mostraron un puntaje y un IA bajos. En otras
palabras, la sensibilidad baja debido a la administracién de IMI se asoci6 con un
déficit en el aprendizaje. Este tipo de relacion se ha visto en otros trabajos,
donde abejas que presentaron un bajo umbral de respuesta al azticar mostraron
una mejor retencién de memoria (Scheiner et al. 2004, Ramirez et al. 2010).
Entonces, el déficit en la adquisicion y la retencién de una memoria olfativa esta

acompanado, si no causado por, cambios en la sensibilidad a la recompensa.

Diferencias entre edades

Dado que el IMI acttia como neurotoxico y que el sistema nervioso se sigue
desarrollando durante la vida adulta de una abeja, se esperaba que los efectos
encontrados fueran dependientes de la edad de exposiciéon. Esta hipotesis fue
propuesta por primera vez cuando se estudio el efecto del IMI y sus metabolitos
sobre la habituacion de abejas jovenes (Guez et al. 2001, Guez et al. 2003). Las
abejas recién emergidas (2/3 dias) fueron las mas afectadas por cualquier
tratamiento con IMI. Las abejas de 5/6 dias fueron diferencialmente sensibles a
las dosis de IMI ingeridas. Es pertinente recordar que las abejas de 5-8 dias
muestran mayor retencion que abejas de 9-12 dias (Arenas y Farina 2008).
Ademas, es interesante destacar que al comparar entre edades dentro de un
mismo tratamiento (mismo color, diferente forma), los puntajes mas bajos
suelen pertenecer a abejas de 5/6 dias (triAngulos) a pesar de que éstas
presentan niveles de adquisicion similares al resto (Figura 45). En otras

palabras, estas abejas lograron desempenios similares en un condicionamiento a
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pesar de tener umbrales de respuesta al azticar mas altos. Esto sugiere que la
sensibilidad gustativa y la capacidad de aprendizaje en abejas pre-recolectras
dependen de la edad, pero esta relacion no es lineal. En este sentido, el
desarrollo del sistema nervioso olfativo durante los primeros dias luego de la
emergencia como adulto (Masson y Arnold 1987, Morgan et al. 1998, McQuillan
et al. 2012) puede explicar, al menos en parte, los cambios no lineales

encontrados en este estudio y otros relacionados (Arenas et al. 2013).

2.5 Edad
®2/3
As/s
2,0 Ho/10
<_': Tratamiento
1,51 A Control DMSO
Conftrol IMI
® 0,25 ng IMI
1 i ® 0,50 ng IM|
] ,O A ® ® .50 ng

20 2,5 3,0 3,5 4,0
Puntaje

Figura 45. Relacion entre la capacidad de aprendizaje y la sensibilidad gustativa de abejas
jovenes luego de haber ingerido IMI. Valores medios de puntaje e indices de aprendizaje (IA) de
diferentes grupos de abejas. Cada simbolo representa la combinacién de valores de puntaje e IA de dos

grupos con las mismas condiciones experimentales (edad y tratamiento).
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Abreviaturas

AC Adenilato ciclasa

AIC Criterio de informacién de Akaike
DMSO Dimetilsulféxido

EAG Electroantenograma

EC Estimulo condicionado

EI Estimulo incondicionado

GLMM Modelo lineal generalizado mixto
GSE Ganglio subesofagico

IMI Imidacloprid

LA Loébulo antenal

MMA Modelo minimo adecuado

MB Cuerpo peduculado

nAChR Receptor colinérgico nicotinico
NRO Neurona receptora olfativa

PUO Proteina de unién a odorante
REP Respuesta de extension de proboscide
RO Receptor olfativo

3.2.1 Introduccion

El rol del sistema olfativo es decodificar el universo de moléculas volatiles del
ambiente y moldearlas a piezas de informacion relevante, lo que permite al
animal tomar decisiones y realizar comportamientos pertinentes. El primer
paso consta de traducir las caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas
odoriferas al lenguaje de los receptores ubicados en las antenas, el 6rgano de
deteccién olfativa de las abejas. Los receptores olfativos detectan rasgos
particulares de las moléculas, lo que da lugar a un proceso de transduccion
donde la senal detectada se convierte en actividad eléctrica. Esto genera un
codigo de combinacion que converge en estructuras cerebrales dedicadas a
procesar las sefales para que la molécula inicial quede representada en un
espacio perceptual. Este ultimo serd el involucrado en la ejecucion de

comportamientos, dentro de los cuales el aprendizaje olfativo es sumamente
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importante en la vida de una abeja. Este requiere vincular un olor con un
estimulo relevante y significativo para el animal. En esta Tesis, ese estimulo es
uno apetitivo, de modalidad gustativa.

La deteccion periférica comienza a nivel de las neuronas receptoras olfativas
(NROs), las cuales se localizan dentro sensilias olfativas (Goodman 2003). En
las antenas de la abeja A. mellifera, éstas son principalmente del tipo placoideo.
Tienen forma de plato ovalado y numerosos poros invervados por entre 5y 35
NROs, banadas en hemolinfa (Esslen y Kaissling 1976). En los insectos, las
moléculas odoriferas llegan a las dendritas de las NROs luego de difundir a
través de la hemolinfa, a veces ayudadas por proteinas de union a odorantes
(PUOs). Alli, se unen a los receptores olfativos (ROs), proteinas ubicadas en la
membrana de las NROs (Leal 2013). Los axones de las NROs forman el nervio
antenal y llegan a los l6bulos antenales (LLAs), el centro olfatorio primario del
cerebro de un insecto.

En las NROs se genera un proceso de transduccion, en el cual la senal de un
olor se convierte en actividad eléctrica. Los ROs son proteinas transmembrana y
estan acoplados a una proteina G. Cuando un ligando se une al RO, se activa la
proteina G. La misma activa a la adenilato ciclasa (AC) y se genera el segundo
mensajero AMPc, lo que da lugar a la fosforilaciéon de canales i6nicos. Todo este
mecanismo resulta en la induccion de una corriente eléctrica (Hildebrand y
Shepherd 1997). Cada NRO responde a una determinada porcion de una
molécula, por lo que un olor genera que mas de una neurona dispare una senal

(Figura 46).
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Figura 46. Deteccion olfativa en insectos. Izquierda: La cabeza de una abeja con sus antenas, los
organos primarios de deteccion olfativa, cubiertas de sensilias olfativas de diferente tipo (acercamiento).
En la abeja A. mellifera, 1a mayoria de las sensilias antenas son placoideas, con forma de plato ovalado y
numerosos poros invervados por entre 5y 35 NROs, banadas en hemolinfa. Derecha: La molécula odorante
ingresa a la sensilia a través de un poro en la cuticula y se une a una PUO. Este complejo se une a un RO
unido a proteina G en la membraba dendritica de una NRO. Luego de varios pasos, se genera una corriente

eléctrica a través de la cual se completa la transduccién de sefial.

En los LAs convergen los axones de las NROs. Estas estructuras estan
compartimentalizada en glomérulos, los cuales son el resultado de conexiones
sinapticas entre varios tipos de neuronas, entre ellas las neuronas de
proyeccion, que llevan la informacién olfativa procesada a los cuernos laterales
y los cuerpos pedunculados (MBs por mushroom bodies). Estos son centros de
integracion ya que reciben aferencias de vias visual, gustativa y
mecanosensorial, ademas de la via olfativa. El condicionamiento clasico que se
implement6 en esta Tesis, apetitivo y olfativo, requiere la asociacion entre un
estimulo olfativo (estimulo condicionado, EC) y uno gustativo (estimulo
incondicionado, EI). En términos neurales, requiere que exista un detector de
coincidencia que reciba informacion contingente de las vias olfativa y gustativa.
En cuanto a ésta tultima, la actividad de la VUMmx1, una neurona
octopaminérgica, constituye un correlato neural al EI en un condicionamiento
olfativo (Hammer 1993). Los procesos neurales se ramifican en el cerebro y
convergen con la via olfativa en los LAs, los MBs y los cuernos laterales. Esta

convergencia es la base neuroanatomica de las asociaciones EI-EC (Figura 47).
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Figura 47. La via olfativa y el cerebro de la abeja. Las moléculas odorantes penetran a través de los

poros de las sensilias placoideas y se unen a los receptores en la membrana de las dendritas de las ORNs.
Los axones de las mismas convergen en el lébulo antenal (LA), que estd formado por 165
unidadesanatémicas y funcionales llamadas glomérulos. De alli otras neuronas envian sefales al cuerno
lateral (CL) y al cuerpo pedunculado (MB). La neurona VUMmzx1, que provee la sefal de refuerzo apetitivo
al cerebro, proyecta desde el ganglio subesofagico (GSE) al cerebro y converge con la via olfativa en el LA,
el MB y el cuerno lateral (CL). Salvo el GSE, todas estas estructuras son bilaterales. Figura tomada de

(Sandoz 2012).

Los resultados obtenidos en el capitulo 3.1 indican que el IMI afecta la
capacidad de aprendizaje olfativo de abejas jovenes y que esto podria deberse,
en parte, a una alteracion de su sensibilidad a la sacarosa. No obstante, un
detrimento en las habilidades cognitivas podria deberse a una falla en el
establecimiento de la asociacion entre dos estimulos o en las vias sensoriales en
si. Por ejemplo, podria verse entorpecida la deteccion de uno de los dos
estimulos. Asi, los cambios observados en comportamientos apetitivos basados
en la respuesta de extension de probdscide (REP), variable motora resultante de
un procesamiento a nivel del sistema nervioso central, podrian ser explicados
por cambios en la periferia sensorial. Se ha estudiado la respuesta a la sacarosa
de neuronas gustativas en la galea de A. mellifera y del abejorro Bombus

terrestris mediante una técnica electrofisiolégica y no se encontré6 una
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alteracion de la misma debido a la ingesta de IMI (Kessler et al. 2015). Respecto
de la via olfativa, hay evidencia de que el IMI interactia con las PUO y
entorpece la union de estas proteinas con la molécula odorante (Li et al. 2015).
Las experiencias pueden inducir cambios en la antena de la abeja (Vergoz et al.
2009, Ramirez et al. 2016) y que la antena presenta cambios plasticos acorde
con la edad de la obrera (Masson y Arnold 1987, McQuillan et al. 2012). Por lo
tanto, nos planteamos estudiar la periferia olfativa mediante una técnica
electrofisiolégica clasica como la electroantenografia (Kaissling 1974).
Evaluamos el efecto de la ingesta de IMI sobre respuesta olfativa de las antenas

de abejas de diferentes edades.

3.2.2 Metodologia

CRIA DE ABEJAS ADMINISTRACION VARIABLE
DEL IMI
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Figura 48. Esquema de procedimiento experimental para evaluar el efecto de la exposiciéon

aguda oral al IMI sobre la deteccion olfativa.

3.2.2.1 Series experimentales

Los experimentos se realizaron en la temporada de verano del afio 2016. Las
abejas adultas emergidas dentro de una incubadora artificial en el laboratorio
fueron colocadas en cajas de madera. Las abejas fueron evaluadas alos 2,509
dias de edad.

Al momento del ensayo experimental, cada abeja fue capturada en una jaula
tipo rulero y alimentada con 3 pul de solucién de sacarosa 16 % m/m. Un grupo
recibié soluciéon de sacarosa sola (Control DMSO), otro recibié solucién de

sacarosa con DMSO 0,33 % v/v (Control IMI) y el restante recibié la ultima
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solucion mas 0,25 ng de IMI. Las abejas fueron evaluadas 1 o 24 h luego de la
administraciéon de IMI, periodo durante el cual fueron conservadas en una
incubadora. La medicion un dia después se realizdé con el fin de evaluar si los

potenciales efectos del IMI eran a largo plazo.

3.2.2.2 Registros electroantenograficos (EAG)

Al momento del registro, cada abeja dentro del rulero fue anestasiada con frio
a —4 °C. Se diseco la antena derecha e inmediatamente se suspendi6 entre dos
electrodos conectados a un amplificador y conversor de sefiales de baja
frecuencia (ver seccion 2.5). El dispositivo de liberaciéon de olor, que produce un
flujo de aire hiimedo constante, se coloc6 a 1 cm de la antena.

Cada antena fue estimulada con concentraciones crecientes de 1-hexanol en
agua destilada (1:100, 1:10, 1:1) durante 1 s. Se registr6 la diferencia de voltaje
en funcion del tiempo generada por la antena antes, durante y luego de la
estimulacion olfativa. Se calcul6o la amplitud de la respuesta como la
diferencia en voltaje inmediatamente antes de la estimulacién y el punto con el

valor més extremo durante la presentacion.

3.1.2.3 Analisis estadistico

El efecto de los factores se evalué6 mediante el analisis de modelos lineales
generalizados mixtos (GLMM). Los modelos fueron ajustados en el programa R
(R Development Core Team 2011), mediante el uso de la funcién glmer del
paquete lme4 (Bates et al. 2015). El efecto de la edad sobre la amplitud de
respuesta de las antenas se evalu6 utilizando un GLMM con estructura de error
de tipo Gamma, donde el modelo maximo incluy6 a la edad y la concentracion
de olor como factores fijos y a la abeja sujeto como un factor aleatorio. El efecto
del IMI sobre la respuesta de las antenas se evalu6 utilizando un GLMM con
estructura de error de tipo Gamma, donde el modelo maximo incluy6 al
tratamiento con IMI, la edad, el tiempo post-administraciéon y la concentracion
de olor como factores fijos y a la abeja sujeto como un factor aleatorio. Dentro
de cada analisis, se evalu6 cada modelo posible y se compararon entre si
utilizando la parsimonia y los valores del criterio de informacion de Akaike

(AIC), luego de lo cual se eligi6 el modelo minimo adecuado (MMA). Las
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comparaciones a posteriori se realizaron utilizando la funcién glht del paquete

multcomp (Hothorn et al. 2008).

3.2.3 Resultados

Con el fin de evaluar la sensibilidad olfativa, las antenas de las abejas fueron
estimuladas con concentraciones crecientes de 1-hexanol y se midio la respuesta
méaxima ante cada presentacion en un EAG. Las abejas tenian 2, 5y 9 dias de
edad cuando se las aliment6é con 3 pl de solucion tratamiento de IMI. Su
respuesta de EAG se midi6 1 0 24 h luego de la administracién del tratamiento.

Primero, se estudi6 el efecto de la edad sobre la percepcion olfativa. En este
caso, solo se tuvo en cuenta a las abejas que fueron alimentadas con solucion de
sacarosa sola (Control). Por lo tanto, considerando que las abejas fueron
evaluadas el mismo dia del tratamiento o 24 horas después, se podria
considerar que se contaba con seis grupos de edad: 2, 3, 5, 6, 9 y 10 dias. Como
era esperable, las respuestas EAG aumentaron acorde se incremento la
concentracion del olor presentado. Del dia 2 al dia 5 de edad hubo un
aumento en la sensibilidad olfativa, fenébmeno que se observd para las tres
concentraciones de olor. A partir de esa edad, la respuesta se mantuvo al mismo
nivel (Figura 49; GLMM con estructura Gamma, Voltaje ~ Edad +
Concentracion + Abeja, Tabla 16). A pesar de que el efecto de la edad es global
ya que no depende de la concentracion, la diferencia entre abejas de diferentes

edades fue mas evidente en las respuestas al olor puro (cajas negras).
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Figura 49. Respuesta electrofisiologica de NROs de la antena de abejas control. Amplitud
méaxima de respuesta de antenas de abejas de 2, 3, 5, 6, 9 y 10 dias de edad ante la presentaciéon de
concentraciones creciente de 1-hexanol (escalas de gris). La linea horizontal gruesa, la caja y los bigotes
representan la mediana, el intervalo inter-cuartil y el rango de datos, respectivamente. Las letras diferentes
indican una diferencia significativa (p < 0,05) entre grupos; las minisculas en el area del grafico indican
diferencias entre edades y las mayusculas en el texto de la leyenda indican diferencias entre
concentraciones de 1-hexanol. El tamafio muestral fue de 15 antenas en cada grupo de edad. MMA: Voltaje

~ Edad + Concentracion + Abeja.

Segundo, se estudid el efecto de la exposiciobn aguda al IMI sobre la
sensibilidad olfativa dependiendo de la edad de la abeja. Nuevamente, las
respuestas EAG aumentaron acorde se increment6 la concentracién del olor
presentado. El tratamiento con IMI y el tiempo post-administracién no
tuvieron efecto sobre la sensibilidad olfativa. En concordancia con las
abejas control, hubo un aumento en la respuesta de las abejas de 5 dias de edad
respecto de las mas jovenes, y se mantuvo en el mismo nivel en las de mas edad
(Figura 50; GLMM con estructura Gamma, Voltaje ~ Edad*Concentracion +
Abeja, Tabla 17). A pesar de que el MMA incluy6 la interaccion entre edad e
intensidad del olor, las comparaciones maultiples indicaron que las diferencias

entre niveles de cada factor fueron las mismas para todos los niveles del otro.
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Figura 50. Respuesta electrofisiologica de NROs de la antena de abejas ante 1-hexanol puro.
Amplitud méaxima de respuesta de abejas de 2, 5y 9 dias de edad alimentadas con solucion de sacarosa sola
(Control DMSO, ), con DMSO (Control IMI, ) o con DMSO mas 0,25 ng de IMI (violeta).
Las disecciones de antena y su evaluacion de sensibilidad fueron realizadas 1 h o 24 h luego de la
administraciéon del tratamiento (datos fusionados). La linea horizontal gruesa, la caja y los bigotes
representan la mediana, el intervalo inter-cuartil y el rango de datos, respectivamente. Los nimeros dentro
de las cajas indican el tamafio muestral. Las letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05)
entre edades. “n.s.” indica diferencias no significativas entre tratamientos. MMA: Voltaje ~

Edad*Concentracion + Abeja.

3.2.4 Discusion

De acuerdo con la evidencia obtenida en esta seccion, se puede concluir que
las dosis de IMI elegidas no afectaron la respuesta de la periferia olfativa de
abejas jovenes en las condiciones en las que se realiz6 el experimento.

La respuesta eléctrica de la antena ante 1-hexanol aument6 desde los 2 hasta
los 5 dias de edad, a partir de la cual se mantuvo estable. Estos resultados se
encuentran en concordancia con experimentos previos donde se observo un
incremento de respuesta de los 0 a los 4 dias de edad y una estabilidad hasta los
8 dias de edad. Ademas, se registr6 una leve disminuciéon en la amplitud del
EAG hasta el dia 15 (Masson y Arnold 1987), pero en nuestro estudio este
periodo no se consider6. Los olores utilizados por estos investigadores fueron
diferentes al empleado en este estudio, por lo que se profundiza el hecho de que
esta variacion con la edad es independiente de la identidad del olor. Esta

variacion fue valida para todas las concentraciones de 1-hexanol, aunque se hizo
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maés evidente cuando se estimul6 con el olor sin diluir (Figura 49, gris oscuro).
Un estudio de receptores aminérgicos en el flagelo antenal muestra una
variaciéon en la expresion génica segun la edad de las obreras. Esto indica que
existe una modulacion dinamica en la periferia olfativa de la abeja de acuerdo
con la edad (McQuillan et al. 2012).

La ingesta de IMI no influy6 sobre la respuesta antenal ante 1-hexanol. Por lo
tanto, el efecto del IMI sobre el aprendizaje olfativo observado en esta Tesis (ver
capitulo 3.1) no puede explicarse por un deterioro en la deteccién olfativa
antenal. Si sugiere un posible efecto del IMI a nivel del sistema nervioso central
que promueve una disminucién en la sensibilidad quimiosensorial, la cual se
evidencia en una respuesta sistémica como la alteracion en el umbral de
respuesta a la sacarosa (Capitulo 3.1). El efecto del IMI sobre esta via sensorial,
fuera del contexto de aprendizaje olfativo, ha sido relegado hasta hace poco
tiempo. Un estudio basado en espectroscopia y anélisis de docking ha evaluado
la interaccion in vitro entre el IMI y una PUO de Apis cerana, una especie del
este de Asia. Se encontré que el IMI interfiere con la unién entre la PUO y la
molécula odorante (Li et al. 2015). Este resultado es relevante ya que implicaria
que la estimulacion con olor a la antena seria insuficiente para activar los RO.
No obstante, nuestros resultados no sustancian esta prediccion. Esto puede
deberse a que se trata de otra especie, que un estudio in vitro es acotado al
momento de extrapolarlo a nivel fisioldgico, o a que la concentracion de IMI
utilizada (103 M) y el olor elegido ( ianona) por este grupo son diferentes a los
de esta Tesis. Otro estudio ha indagado en la anatomia de la superficie antenal
de abejas A. cerana provenientes de ambientes agricolas con baja o alta
intensidad de cultivo. Se encontr6é que las abejas pertenecientes a este ultimo
grupo poseen una menor cantidad de sensilias y que, en ocasiones, éstas
presentan un aspecto deformado (Chakrabarti et al. 2015). Este resultado es
sumamente importante ya que se trata de un estudio que considera abejas
criadas en un entorno realista. Mas alla de la especie de abeja estudiada, los
cambios observados en la cantidad y calidad de sensilias antenales
probablemente se deban a una exposicion prolongada a los pesticidas utilizados
en cultivos. Por lo tanto, no se descarta que un estudio cronico de exposiciéon al

IMI pueda generar cambios a nivel periférico. Otro estudio ha evaluado el efecto
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del IMI sobre la actividad glomerular in vivo de A. mellifera utilizando la
técnica de imaging de calcio. Luego de una exposicién aguda al neonicotinoide,
disminuy6 la respuesta glomerular ante la estimulacion olfativa. Mas aun, se
encontré que las representaciones de cuatro olores en el espacio perceptual se
acercan por lo que la discriminacion olfativa se veria impedida (Andrione et al.
2016).

Los resultados obtenidos de la ingesta de IMI sobre la respuesta antenal a un
odorante son consistentes con aquellos obtenidos en un abordaje
electrofisioldgico sobre la deteccion gustativa. En este estudio la ingesta de IMI,
thiamethoxam o clothianidin no alteraron la respuesta a sacarosa de neuronas
ubicadas en sensilias basiconicas de la galea de A. mellifera. Tampoco se
observd que la estimulaciébn con estos neonicotinoides activara neuronas
receptoras gustativas, por lo que ésta no serian sensibles a los compuestos
(Kessler et al. 2015). Por lo tanto, el IMI no pareceria actuar sobre o afectar la
periferia sensorial de A. mellifera.

Sin embargo, si parecerian actuar rio abajo de la antena en estructuras
centrales, ya sea en los LAs (Andrione et al. 2016) o en los MBs (Déglise et al.
2002, Palmer et al. 2013, Peng y Yang 2016). Es decir, sobre la percepciéon
olfativa. Es probable que esta accion diferencial se deba a que un
electroantenograma muestra la respuesta eléctrica del conjunto de NROs,
neuronas que no presentarian nAChRs en sus membranas. La localizaciéon mas
proxima de estos receptores es en las sinapsis entre las NROs y las neuronas
locales y de proyeccion de los LAs. Dado que los nAChRs son post-sinapticos,
estos se ubicarian en la membrana celular de las neuronas de los LAs y no de las
NROs. Ademas, las sinapsis entre neuronas de proyeccion y células de Kenyon
son colinérgicas (Gauthier y Griinewald 2012). Por ende, esto también sugiere
que no existirian vias retrogradas que, al perturbarse los LAs o MBs, afecten la

periferia olfativa.
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Abreviaturas

AIC Criterio de informacion de Akaike

CpP Componente principal

GLM Modelo lineal generalizado

IMI Imidacloprid

MMA Modelo minimo adecuado

TC Tiempo de permanencia en el area de cria

TR Tiempo de permanencia en el area de reserva

TT Tiempo de permanencia en el area de transferencia

3.3.1 Introduccion

En los capitulos precedentes hemos caracterizado efectos del IMI sobre la
cognicién y diferentes respuestas quimiosensoriales de A. mellifera. Estos se
evaluaron sobre la base de paradigmas clasicos de aprendizaje y percepcion,
utilizados porque permiten controlar las condiciones experimentales de modo
tal de aislar el fendmeno de interés y sus procesos subyacentes. Esto se logra
simplificando el contexto del animal, lo que a su vez reduce su repertorio
comportamental. No obstante, esta expresion restringida del comportamiento
constituye un reflejo de un fenémeno biolégicamente relevante que se desarrolla
en el contexto natural del animal. En su contexto natural, el de la colmena y el
ambiente que la rodea, la abeja pone en juego procesos de integracion entre los
ambientes externo e interno.

La colonia de abejas meliferas es un sistema que opera de manera
descentralizada. Su coordinacion surge a partir de que las obreras toman
decisiones basandose en informacion local y realizan comportamientos acorde
en paralelo (Fewell 2003, Gordon 2007). La auto-organizacion produce

propiedades emergentes: fenotipos sociales que son mas que la suma de los
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comportamientos individuales de las obreras. Asi es como el conjunto de
individuos se dirige a si mismo (Camazine 2003).

Las abejas pre-recolectoras, que permanecen dentro de la colmena, tienen un
repertorio comportamental que incluye estar quietas, caminar, inspeccionar
celdas, acicalarse y ventilar, entre otras actividades (Johnson 2002). Las abejas
nodrizas y las procesadoras de alimento permanecen inméviles un 10 % y 14 %
del tiempo, respectivamente (Johnson 2008b). El resto del tiempo permanecen
activas. Todas estas actividades requieren de la funcion motora y constituyen
comportamientos no restringidos, que ademas ocurren en el contexto natural de
la colmena.

El efecto del IMI ha sido evaluado sobre la actividad recolectora (Bortolotti et
al. 2003, Colin et al. 2004, Ramirez-Romero et al. 2005, Eiri y Nieh 2012,
Schneider et al. 2012), pero no en profundidad sobre la funcién locomotora en
si (Lambin et al. 2001, Teeters et al. 2012, Williamson et al. 2014). La
incorporacion oral de 0,5 ng luego de 24 horas indujo a las abejas recolectoras
estar més tiempo tendidas patas para arriba, lo que implica una disrupciéon del
reflejo de enderezamiento (Williamson et al. 2014). Una dosis por contacto de
1,25 ng gener6 mas actividad mientras que dosis mayores promueven la
inmovilidad (Lambin et al. 2001). Las abejas alimentadas con concentraciones
realistas a campo no presentaron una movilidad diferente de la de abejas
control, pero aquellas alimentadas con 50 ppb (= 50 pug/l) o mas recorrieron
distancias mas cortas (Teeters et al. 2012). En un trabajo donde se estudio la
locomocién utilizando otro neonicotinoide, el thiametoxam, se encontré que
abejas recién emergidas expuestas tOpicamente a 3,8 ng de este compuesto
recorrieron una menor distancia en una arena experimental (Charreton et al.
2015).

Por las tareas que realizan y su papel en la red que conforman los individuos
de la colonia, las abejas pre-recolectoras tienen un rol clave en el
mantenimiento de la homeostasis de la colonia (Lindauer 1971a, Johnson
2008a, Baracchi y Cini 2014). Esta tiene un mecanismo a largo término para
reemplazar algin elemento, como la reina, pero la remocién de individuos clave,
como una gran parte de los miembros dedicados a una determinada tarea, tiene

efectos disruptivos inmediatos ya que el proceso requiere un ajuste fisiolégico
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(Johnson 2010b). En este sentido, es de interés estudiar como un neurotdxico
afecta el comportamiento de abejas que permanecen dentro de la colmena,
quienes pueden encontrarse con el compuesto ya sea por contactar alimento o

abejas entrantes o por alimentarse de recursos almacenados (ver Capitulo 1).

3.3.2 Metodologia

CRIA DE ABEJAS ADMINISTRACION VARIABLES
DEL IMI

10’ E&s| Ubicacién
N 4 e
f g *E% Comportamientos

Oral .

6-10 15-17 dias

Figura 51. Esquema de procedimiento experimental para evaluar el efecto de la exposiciéon

aguda al IMI sobre el comportamiento dentro de la colmena.

3.3.2.1 Series experimentales

El experimento se realiz6 en la temporada de verano del afio 2015. Las abejas
adultas emergidas dentro de una incubadora artificial en el laboratorio fueron
pintadas con un marcador de reinas en su térax o abdomen. Este proceso se
realizaba cada 24 h, por lo que las abejas de un mismo color no tenian mas de
un dia de edad de diferencia. Las abejas marcadas fueron colocadas en una caja
de madera, la cual conect6 a una colmena de observacion para que los
individuos pudieran ingresar a la misma. En los dias sucesivos, se realizaron
marcas adicionales en las abejas de edad conocida con el fin de identificarlas
individualmente.

Previo a la administracion del insecticida, se realiz6 una observacion de un
sector de la colmena que contenia abejas con marcas individuales de la edad de
interés. Las abejas de 6-10 dias de edad fueron seleccionadas del area de cria 'y
las de 15-17 dias, de area de reserva. Luego de algunos minutos, se procedi6 a

ofrecer 3 pl de la solucién a las abejas de interés hasta que una extendiera su
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proboscide y consumiera la totalidad. Las soluciones constaron de soluciéon de
sacarosa 50 % m/m sola o mas 0,25 ng de IMI. Diez minutos luego de
administrado el tratamiento, se realiz6 la observacion de la abeja sujeto, la cual

dur6 8 minutos. Al final, se la capturo y se la descarto.

3.3.2.2 Variables medidas

Se registro el area donde se encontraba la abeja al comienzo del registro post-
tratamiento. Asi, se obtuvo la distribucion de individuos en la colmena. Las
filmaciones obtenidas fueron visualizadas en un ordenador. El registro del
comportamiento fue realizado mediante el uso del software Etholog 2.2. Se
registro el tiempo de permanencia en cada area. Para estimar la movilidad,
se contabiliz6 el nimero de zonas que la abeja recorrié6 durante el tiempo de
observacion. Ademaés, se cre6 una lista de categorias de actividades
excluyentes (descanso, locomocién, acicalamiento, inspeccién de celda,
ventilacion, sacudirse, trofalaxia, anteneo, seguimiento de danza). Como
resultado, se cont6 con una bitdcora de los estados de cada abeja. De alli, se
obtuvo el tiempo total dedicado en realizar cada actividad. Para ciertas

actividades, ademas se contabiliz6 el nimero de eventos.

3.3.2.3 Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizaco en el programa R (R Development Core
Team 2011).

Se estudi6 la distribucion de las abejas en las areas de cria, reserva y
transferencia al comienzo de la observacién post-tratamiento. El efecto de los
factores se evalu6 mediante el analisis de modelos lineales generalizados (GLM)
con estructura de error multinomial, donde el modelo méaximo incluy¢ a la tarea
y el tratamiento como factores fijos. Los modelos fueron ajustados mediante el
uso de la funcion multinom del paquete nnet (Venables y Ripley 2002). Se
evalué cada modelo posible y se compararon entre si utilizando la parsimonia y
los valores de AIC (Akatke’s Information Criterion) como criterios, luego de lo
cual se eligi6 el modelo minimo adecuado (MMA). El mismo arroja regresiones
para cada valor de la variable respuesta. Los coeficientes informados son valores

de logaritmo del odds ratio. Este altimo es una razén de probabilidades entre el
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nivel de un factor y el nivel utilizado como referencia (intercepto), que da
informacion acerca de la posibilidad de que un grupo presente un estado en
comparacién con el de referencia. En otras palabras, cuantifica cuanto mas
probable es que se presente cierto estado en un grupo que en otro. En el caso de
nuestro disefio experimental, los estados posibles que podia presentar un grupo
de abejas fueron que una abeja se encontrara en el area de cria, de reserva o de
transferencia. Es por ello que el analisis arrojé una regresion para cada estado,
con la salvedad de que los coeficientes estan relativizados a una linea de base.
En este caso, fue el estado “area de cria”.

Se estudié la permanencia de cada abeja en las areas de cria, reserva y
transferencia durante la observacién post-tratamiento. Dado que no son
excluyentes entre si (mas tiempo en un area significa menos tiempo en las otras
dos), se esperd una correlacion entre estas variables. Por lo tanto, previo a la
evaluacion del efecto del IMI, se realiz6 un analisis de componentes principales
(CP) mediante el uso de la funcién prcomp del paquete stats. El efecto de los
factores sobre los primeros dos CP extraidos se evalu6 mediante el analisis de
GLM con estructura de error normal, donde el modelo maximo incluy6 a la
tarea y el tratamiento como factores fijos. Los modelos fueron ajustados
mediante el uso de la funciéon glm. Se evalué cada modelo posible y se
compararon entre si utilizando la parsimonia y los valores de AIC como
criterios, luego de lo cual se eligié el MMA.

Se estudi6 la movilidad cuantificando las zonas recorridas por la abeja focal.
El efecto de los factores se evalué mediante un GLM con estructura de error de
Poisson, donde el modelo méaximo incluy6 el tratamiento con IMI y la tarea de la
abeja como factores. Los modelos fueron ajustados mediante el uso de la
funcion glm. Se evalu6 cada modelo posible y se compararon entre si utilizando
la parsimonia y los valores de AIC como criterios, luego de lo cual se eligi6 el
MMA.

Para el estudio de las actividades realizadas por las abejas, se realizé un
analisis de CP con las 14 variables (duracion de descanso, locomocion,
acicalamiento, vibracién, ventilacion, inspeccion de celda, antenacion, trofalaxia
y seguimiento de danza; y frecuencia de vibracion, inspeccion de celda,

antenacion, trofalaxia y seguimiento de danza) con el fin de sintetizar la
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variabilidad mediante el uso de la funcion prcomp del paquete stats. No fue
posible realizar un analisis factorial con los CP elegidos dado que no se encontr6
una estructura de error que ajustara a los datos, probablemente debido al

tamano muestra reducido.

3.3.3 Resultados

Observaciones generales

Las abejas marcadas se incorporaron prontamente a la colonia experimental.
Al cabo de unos dias, la colmena de observaciéon conté con un gran ntimero de
individuos de colores. Al comienzo del experimento, la colonia present6 una
amplia area de cria (mas de un cuadro). Al pasar los dias, el tamano del area se
fue reduciendo acorde los adultos fueron emergiendo. Dado que habia mucha
actividad recolectora, esas celdas fueron ocupadas con néctar en lugar de ser
utilizadas por la reina para colocar los huevos. Debido a la baja demanda de
nodrizas, habia un gran namero de abejas desempleadas. Esto se reflejé en una
inactividad general de la colonia (mucho descanso).

Luego de la administracion del tratamiento, la abeja alimentada parecia
activarse y comenzaba a recorrer el panal realizando diferentes actividades. Esta
activacion solia disminuir al cabo de los 10 minutos de espera, momento en el
cual comenzaba la observacion post-tratamiento.

Distribucién

Las abejas presuntamente nodrizas (6-10 dias) fueron seleccionadas del area
de cria y las presuntamente procesadoras de alimento (15-17 dias), del area de
reserva de alimento. Se evalu¢ la distribucion de las abejas en las areas de cria,
reserva y transferencia de alimento luego de haber sido alimentadas con
solucion de sacarosa 50 % m/m sola (Control) o con 0,25 ng de IMI. El modelo
con mejor ajuste fue Area ~ Tarea + Tratamiento (GLM con estructura
multinomial, Tabla 18). Sin embargo, los parametros de las regresiones
correspondientes no fueron significativos (Tabla 19). No obstante, sus valores
brindaron informacion acerca de los resultados obtenidos (Figura 52).

Por un lado, la razéon de probabilidades para las abejas procesadoras de

presentar el estado “area de reserva” o “area de transferencia” fue muy alta (1,32
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108 y 1,21 107, respectivamente). En otras palabras, es mucho mas probable
que una abeja procesadora se encuentre en el area de reserva o de
transferencia que en el area de cria (Figura 52). Por otro lado, la razén de
probabilidades para las abejas alimentadas con IMI de presentar el estado “area
de reserva” o “area de transferencia” fue baja (3,57 104 y 9,75 1075,
respectivamente). En otras palabras, es menos probable encontrar a una abeja
expuesta al IMI en areas fuera de la de cria. Este hecho se reflej6 mas en las
abejas nodrizas que en las procesadoras, a pesar de que el modelo no ponder6 la
interaccion entre los factores tratamiento y tarea (Figura 52). Por ultimo,
observando los parametros del intercepto, se concluye que es mas probable
encontrar abejas nodrizas en el area de cria dado que las razones de
posibilidades de las areas de reserva y de transferencia fueron un 75 % y un 50
% menor, respectivamente. Por lo tanto, las abejas de 6-10 dias pueden llamarse

nodrizas y las de 15-17, procesadoras de alimento.
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Figura 52. Ubicacion de obreras en diferentes areas de una colmena luego de la exposicion
aguda al IMI. Cantidad de abejas nodrizas y procesadoras de alimento encontradas en las areas de cria
( ), reserva (gris medio) o transferencia (gris oscuro) de una colmena de observacion luego de

haber sido alimentadas con solucién de sacarosa sola (Control) o mas IMI.

Permanencia
Se midi6 el tiempo de permanencia en cada area durante la observacion post-
tratamiento y se realizo6 un anélisis de CP para obtener nuevas variables no

correlacionadas entre si. La matriz R indicé una correlaciéon entre tiempo en el
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area de cria (TC) y el tiempo en el area de reserva (TR) (R2 = 0,75). El anélisis
provey6 dos CP que explicaron el 100 % de la variabilidad (Tabla 20). TC y TR
correlacionaron altamente con el primer CP (-0,66 y 0,73, respectivamente)
mientras que el tiempo en el area de transferencia (TT) apenas lo hizo (-0,16)
(Figura 53, Tabla 20). Los signos opuestos indican una correlacion negativa
entre las variables originales. En otras palabras, el tiempo de permanencia en
un area es mayormente a expensas de la otra. El TT correlacioné con el segundo
CP (0,88) (Tabla 20).

A continuacion, se realiz6 un anélisis factorial para evaluar el efecto del IMI
sobre la permanencia en cada area. Para ello, se us6 como variable respuesta el
CP1y el CP2. El IMI no tuvo efecto sobre el tiempo ocupado en cada
area de la colmena. Sin embargo, la tarea realizada si, dependiendo del area
estudiada (GLM con estructura normal, CP1 ~ Tarea, CP2 ~ 1, Tabla 21 y Tabla
22). Las abejas nodrizas pasaron mas tiempo en el area de cria y
menos en el area de reserva que las abejas procesadoras dado que
generalmente presentaron valores negativos de CP1, los cuales se traducen a
altos niveles de TC (correlacion negativa entre TC y CP1). Las procesadoras
mostraron la tendencia opuesta (Figura 53). Las abejas no difirieron en su

tiempo de permanencia en el 4rea de transferencia (datos no mostrados).
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Figura 53. Tiempo de permanencia de obreras en diferentes areas de una colmena luego de
la exposiciéon aguda al IMI. Valores del primer eje —resultado de un anélisis de componentes
principales— que explica la varianza en el tiempo de permanencia (s) de abejas pre-recolectaras en las
areas de cria (TC), reserva (TR) y transferencia (TT) de una colmena. Las abejas eran nodrizas o
procesadoras de alimento y fueron alimentadas con soluciéon de sacarosa sola (Control, ) 0 mas 0,25
ng de IMI (violeta). Las flechas rojas indican la correlacién de las variables originales con el CP1 (TC = -
0,66, TR = 0,73, TT =-0,16). MMA: CP1 ~ Tarea.

Movilidad

Como estimador de movilidad, se registré el nimero de zonas que recorri6 la
abeja focal durante el periodo de observacién post-tratamiento. La gran mayoria
de las abejas presento valores iguales a 1. En otras palabras, permaneci6 en la
zona donde se la encontré al comienzo de la observacién. Algunas abejas
recorrieron mas zonas e incluso una de mediana edad lleg6 a recorrer 8 zonas
(Figura 54). El anélisis estadistico arrojo que abejas pertenecientes a una u otra
subcasta presentaron una movilidad similar. Ademas, el IMI no tuvo efecto
sobre el desplazamiento de las abejas (GLM con estructura Poisson,

Zonas recorridas ~ 1, Tabla 23).
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Figura 54. Movilidad de abejas obreras luego de la exposicion aguda al IMI. Cantidad de zonas
recorridas por abejas nodrizas o procesadoras de alimento alimentadas con solucién de sacarosa sola
(Control, ) 0 més 0,25 ng de IMI (violeta). “n.s” indica diferencias no significativas entre tratamientos

o entre tareas. MMA: Zonas recorridas ~ 1.

Actividades

Se registr6 el tiempo dedicado a realizar las actividades de descanso,
locomocién, acicalamiento, vibracion, ventilaciéon, inspeccion de celda,
antenacion, trofalaxia y seguimiento de danza. Ademas, se contabilizo el
nimero de eventos de vibracion, inspeccién de celda, antenacién, trofalaxia y
seguimiento de danza (Figura 55). Se realiz6 un analisis de componentes
principales con las 14 variables con el fin de sintetizar la variabilidad. Los
primeros 4 CP extraidos explicaron el 81,5 % de la variabilidad. La matriz R

indic6 una baja correlacion (R2 < 0,40) entre las variables originales y estos CP (
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Tabla 24). Esto indica que las variables originales estan igualmente
representadas por los CP escogidos. Debido al bajo tamano muestral, no se pudo

continuar con el analisis estadistico.
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Figura 55. Comportamientos. Tiempo dedicado por abejas nodrizas (arriba) o procesadoras de
alimento (abajo) a realizar determinados comportamientos 10 minutos luego de haber sido alimentadas

con solucién de sacarosa sola (Control, ) 0 mas 0,25 ng de IMI (violeta).

3.3.4 Discusion

La cantidad de datos obtenidos estableci6 un limite en la inferencia en
términos estadisticos, sobre todo en cuanto a los efectos del IMI. Sin embargo,
algunos resultados fueron robustos y proveyeron informacion acerca de las
tareas que realizan las abejas de edad pre-recolectora.

Se trabajo con abejas de edad conocida, ya que fueron marcadas el dia de su
emergencia como adultas e ingresadas a la colmena de observacion. Esto provee
una herramienta util al momento de estudiar el comportamiento de las obreras
dentro de la colmena dado que el estado fisioldgico y anatémico, correlato

mecanistico de la edad, impone restricciones a cada subcasta y resulta en la
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especializacion en su repertorio de actividades (Winston 1987). No obstante,
existen mecanismos de ajuste de acuerdo con los requerimientos de la colonia.
Por lo tanto, es importante no limitarse a la edad al momento de definir a qué
subcasta pertenece una abeja obrera (Johnson 2010a). Resolvimos considerar
parametros espaciales y comportamentales para satisfacer este objetivo.

Como variables espaciales, se tuvieron en cuenta la ubicacién de la abeja al
comienzo de la observacion post-tratamiento y la permanencia en las areas
definidas a lo largo de toda la observacion. Teniendo en cuenta estos dos tipos
de variables, se concluyd que las abejas de 6-10 dias se encontraron
mayormente circunscriptas al area de cria y a las de 15-17 dias, al area de
reserva de alimento. Por lo tanto, de ambos anélisis se infiri6 que las franjas
etarias con las que se trabajé coincidieron con las subcastas nodriza y
procesadora de alimento (Baracchi y Cini 2014). Como variables
comportamentales, las actividades mas relevantes para determinar las subcastas
son referidas a la cria: la alimentacion y el operculado. El resto de las
actividades son compartidas, lo que las diferencia es el tiempo relativo dedicado
a ellas (Johnson 2008b). En esta Tesis, debido a las condiciones de la colmena
—inactividad generalizada— y al bajo tamafio muestral, las variables
comportamentales medidas no pudieron ser utilizadas como proxy para
determinar a qué subcasta pertenecian las abejas de las franjas etarias
seleccionadas.

En cuanto a la localizacion, el IMI influyé sobre todo en abejas nodrizas.
Aunque el anilisis estadistico no fue concluyente, se observo que las abejas de
esta subcasta que fueron alimentadas con IMI no visitaron otras areas que la de
cria. Este hecho significa una restricciéon en su area de acciéon. Por un lado, esto
implica que se ve afectada la conectividad de las abejas tratadas con sus
compaiieras, fendmeno que tendria repercusiones sobre el flujo de informacion
entre individuos (Fewell 2003). Por otro, implica que esta dosis de IMI podria
estar comprometiendo la movilidad de la abeja tratada.

Sin embargo, el IMI no afect6 el nimero de zonas recorridas por las abejas
(Figura 54). No obstante, es importante notar que la mayoria de las abejas no
tratadas permanecio en la zona donde se encontraba al inicio de la observacion.

Por lo tanto, esto podria estar generando un “efecto piso” que impediria
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visualizar una disminucién en esta variable debido a algin factor externo. Otros
estudios han encontrado efectos depresores sobre la actividad de la abeja. La
incorporacion oral de 0,5 ng luego de 24 horas, dosis equivalente a la utilizada
en esta Tesis, indujo a las abejas recolectoras estar mas tiempo tendidas patas
para arriba (Williamson et al. 2014). En otro caso, dosis mayores a 5 ng
suministrada por topicacion generaron una disminucion en el tiempo de
actividad (Lambin et al. 2001). También se encontrd que las abejas recorrieron
menos distancia y pasaron mas tiempo inmoviles, pero las concentraciones
utilizadas fueron extremadamente altas y no se consideran realista a campo: 50
ppb y 100 ppb (Medrzycki et al. 2003, Teeters et al. 2012). Sorprendentemente,
la aplicacion por contacto de 1,25 ng y 10 ng de IMI generé mayor actividad en
abejas (Lambin et al. 2001) y hormigas cortadoras Acromyrmex subterraneus
(Galvanho et al. 2013), respectivamente. Por lo tanto, los efectos del IMI sobre
la funcién motora no son del todo claros. En parte, esto se debe a que los
estudios difieren en modo de exposicion, dosis o concentraciones y variables
medidas.

En esta Tesis, la intencion inicial no fue evaluar el efecto del IMI sobre la
locomocidn en si, sino sobre el comportamiento de abejas pre-recolectoras en
un contexto natural y social como es la colmena. Es por eso que ademas se
realiz6 la observacion de diferentes comportamientos. Sin embargo, por el
pequeno tamafio muestral con el que se cont6 no fue posible realizar analisis
estadisticos pertinentes ni observar tendencias claras. Otro factor que
entorpecio el experimento fue la elevada cantidad de abejas adultas dentro de la
colmena, lo que signific6 una baja demanda relativa de obreras y, por lo tanto, la
presencia de muchas abejas desempleadas. Esto se reflejo principalmente en el
considerable tiempo dedicado al descanso, a caminar y al acicalamiento (Figura
55). Valores altos del primer comportamiento indican inactividad (Esch 1960)
mientras que valores altos de los otros dos muestran que las abejas estan activas
buscando trabajo (Johnson 2008a).

En el futuro, este inconveniente se podria salvar armando una colmena de
observacion con una cantidad limitada de obreras con el objeto de que el trabajo
faltante sea aportado por las adultas marcadas que son incorporadas a

posteriori. De esta manera, habria menos desempleo y aumentaria el tiempo
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dedicado a las otras actividades. Ademas, podrian seleccionarse ciertos
comportamientos clave para analizar. Por ejemplo, se ha visto que el tiempo
dedicado a descansar, caminar y acicalarse puede ser indicador de un
comportamiento de malestar (Hurst et al. 2014) y ya hemos mencionado que el
IMI afecta en menor o mayor medida estas variables. Es importante mencionar
que el thiametoxam, otro neonicotinoide, afecta la capacidad de
termoregulacion de abejas africanas Apis mellifera scutellata (Tosi et al. 2016).
Por lo tanto, seria interesante estudiar esta variable en las subcastas que
elegimos ya que una modificacion en la termoregulacion no so6lo altera la
recoleccion sino las tareas realizadas dentro del nido (Farina y Wainselboim

2001, Stabentheiner et al. 2003).
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Abreviaturas

AIC Criterio de informacion de Akaike

EC Estimulo condicionado

EC+ Estimulo condicionado recompensado
EC- Estimulo condicionado no recompensado
GLI Glifosato

GLM Modelo lineal generalizado

GLMM Modelo lineal generalizado mixto

ID Indice de discriminacién

IIT Ingesta individual total

IMI Imidacloprid

MA Mortalidad acumulada

MMA Modelo minimo adecuado

RC Respuesta condicionada

RE Respuesta espontanea

REP Respuesta de extension de proboscide
RR Respuesta refleja
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4.1 Introduccion

La intensificacion de la practica agricola conlleva a que las colmenas estén
cada vez mas expuestas a multiples agroquimicos (Wu et al. 2011, Krupke et al.
2012, Hladik et al. 2016, Traynor et al. 2016), dentro de los cuales se
encuentran los pesticidas para el control de plagas y malezas. Dos de ellos son el
IMI y el GLI, un insecticida y un herbicida cuyos usos incrementaron
considerablemente en las tltimas dos décadas (Hough 2014). El IMI se aplica
mayormente a través del bafiado de semillas, mediante el cual la planta asimila
el compuesto al germinar y lo distribuye sistémicamente a medida que crece.
También se puede aplicar en el suelo y la planta lo asimila a través de sus raices
(Elbert et al. 2008). El principal modo de aplicacion del GLI es por rociado
mediante pulverizadores terrestres (Giesy et al. 2000). Asi, es esperable que las
trazas de dos de los agroquimicos més populares y ampliamente utilizados
coexistan en ecosistemas agricolas y ambientes aledafos.

Estas metodologias significan una exposicion a los agroquimicos para
insectos no blanco y beneficiosos como la abeja A. mellifera. Esta especie es
utilizada por la obtencion de sus productos, como miel y cera, y como servicio
de polinizacion. Dado su destino final, las abejas pueden recoger
accidentalmente trazas de los agroquimicos en sus viajes de recoleccion, ya sea
por contacto directo con los compuestos o por recolectar recursos
contaminados. Las abejas pre-recolectoras, que permanecen dentro de la
colmena, estan expuestas a las trazas que se encuentran en el alimento y las
abejas entrantes, pero también en los recursos almacenados en celdas (ver
Capitulo 1). Concentraciones bajas de estos compuestos no son detectadas por
abejas recolectoras (Schneider et al. 2012, Herbert et al. 2014), por lo que la
entrada de recursos contaminados seria constante. Asi, las abejas dentro de la
colmena estarian expuestas a los compuestos de manera prolongada. Por lo
tanto, nos propusimos estudiar el efecto de una exposicién cronica y combinada
al IMIy al GLI sobre abejas pre-recolectoras.

Los efectos de una mezcla quimica no son genéricos. Considerar una
exposicion combinada requiere evaluar si los efectos son aditivos o

independientes, o si existe una interaccién. Esta altima puede ser del tipo
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antagbnica o sinérgica, donde la mezcla causa efectos menos o més severos que
la suma de los efectos independientes de cada componente, respectivamente
(Jonker et al. 2005). No obstante, estos altimos requieren el estudio de varias
concentraciones de compuestos, practica comin de estudios toxicologicos. Esta
Tesis tuvo como objetivo evaluar el efecto de estos agroquimicos en
concentraciones realistas, por lo que se considerd s6lo una concentraciéon para
cada pesticida. Por lo tanto, nos focalizamos en la evaluaciéon de la existencia de
una interaccion simple entre ambos compuestos.

El efecto de la exposicion combinada, que ademas de quimicos incluyen
factores biologicos y ambientales, ha sido objeto de investigacion hace algunos
afnos. Asi, se han evaluado los efectos de una exposicion combinada a pesticidas
sobre la mortalidad, el desarrollo, el comportamiento recolector y el aprendizaje
de abejas meliferas y otros polinizadores; y, en algunos casos, se han encontrado
evidencias de sinergismo (Johnson et al. 2009, Wu et al. 2011, Gill et al. 2012,
Williamson y Wright 2013). Se ha investigado ademas el efecto de pesticidas en
combinacion con patégenos sobre la mortalidad o la capacidad de esterilizacion
(Alaux et al. 2010, Doublet et al. 2015) o cémo la exposicion a los primeros
afecta la susceptibilidad a los segundos (Pettis et al. 2012, Wu et al. 2012).
También, se ha examinado la infeccion combinada de parasitos y patégenos,
como virus y hongos, y se encontr6 sinergismo entre estos agentes
(Bromenshenk et al. 2010, Nazzi et al. 2012, Vojvodic et al. 2012). Por ultimo,
se considero6 la interaccién entre la exposiciéon a neonicotinoides y la humedad
(Girolami et al. 2012). Sin embargo, nunca se consider6 el efecto de una
exposicion conjunta a un insecticida y un herbicida.

La recoleccion de recursos es un proceso esencial en una colonia de abejas.
Las abejas encargadas de esta tarea aprenden claves olfativas de las flores
visitadas, lo cual les facilita encontrar el recurso en los proximos vuelos de
recoleccion (von Frisch 1923). No obstante, la eficiencia de la recoleccion como
un todo no depende exclusivamente de las abejas recolectoras sino también de
una distribucion rapida del alimento que facilite la transferencia de informacion
entre las obreras (Griiter et al. 2009, Ramirez et al. 2010). Las abejas pre-
recolectoras reciben informacién olfativa y gustativa acerca de la fuente de

alimento y esta experiencia puede afectar las tareas que realicen a futuro dentro
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y fuera del nido (Arenas et al. 2007). Por lo tanto, se propuso estudiar el efecto
de los agroquimicos sobre la percepcion gustativa y el aprendizaje olfativo de

abejas pre-recolectoras.

4.2 Metodologia

CRIA DE ABEJAS y VARIABLES
ADMINISTRACION DE
IMI'Y GLI
55 50% Percepcién gustativa
) + IMI ‘ReR
+ IMI+GLI '
> . 8 s D s
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Figura 56. Esquema de procedimiento experimental para evaluar el efecto de la exposicion

crdnica oral al IMI y al GLI sobre el comportamiento apetitivo.

4.2.1 Series experimentales

Los experimentos se realizaron en las temporadas de verano y otofio de los
afios 2014, 2015 y 2016. Las abejas adultas emergidas dentro de una incubadora
en el laboratorio fueron colocadas en cajas de madera. Este proceso se realizaba
cada 24 h, por lo que las 60 de una misma jaula no tenian mas de un dia de
edad. Las abejas fueron alimentadas ad libitum con solucion de sacarosa 50 %
m/m y polen. La exposicién cronica se logré alimentando a las abejas durante
todo el periodo de cria con soluciéon de sacarosa sola, con IMI, con GLI o con
ambos. Las concentraciones finales de IMI y GLI fueron de 1 pg/l y 2,5 mg/l,
respectivamente. Las mismas son subletales y, en el caso del IMI, realista a
campo o, en el caso del GLI, representante de un escenario del peor caso
(Cresswell 2011, Herbert et al. 2014). Las soluciones fueron reemplazadas cada

dos o tres dias. Las abejas fueron evaluadas a los 5, 9 0 14 dias de edad. El dia

103



4 Exposicion cronica a imidacloprid y glifosato

del ensayo experimental, cada abeja fue amarrada en los cepos descriptos en la
seccion 2.3. Luego se las coloco en la incubadora durante una hora y media para

disminuir el estrés causado por la manipulacion.

4.2.2 Variables medidas

Se registro diariamente la cantidad de abejas muertas en cada caja de madera
y el volumen de solucién de sacarosa ingerido por los adultos. De alli, se pudo
calcular la mortalidad y la ingesta durante el periodo de cria. Con el fin de
evaluar el efecto de los agroquimicos sobre la mortalidad, se utiliz6 la cantidad
de abejas acumuladas hasta el dia en el que se realiz6 el ensayo comportamental
(mortalidad acamulada, MA). Los valores de ingesta de cada jaula fueron
relativizados al nimero de abejas vivas durante el periodo en el que se realiz6 la
medicion, y luego se sumaron. Asi, se obtuvo un valor estimado del volumen
total de solucion de sacarosa ingerido por una abeja hasta el dia en el que fue
sometida a un ensayo comportamental (ingesta individual total, IIT).

Uno de los ensayos comportamentales consisitd en estimar la sensibilidad
gustativa estimulando a las abejas con soluciones de sacarosa de concentracién
creciente. Al final del ensayo se obtuvo un puntaje para cada abeja (1-7), el cual
corresponde a la cantidad de soluciones ante las cuales el individuo extendi6 su
proboscide. Las abejas con puntaje igual a o fueron aquellas que no presentaron
la respuesta refleja (RR) a solucion de sacarosa 50 % m/m y no se incluyeron en
el anélisis.

El condicionamiento olfativo absoluto se realiz6 presentando 1-hexanol junto
con solucion de sacarosa 50 % m/m. A esto se lo consider6 un ensayo. Se
considerd que una abeja present6 una respuesta espontanea (RE) si extendio6 su
proboscide ante el olor en el primer ensayo. Se registr6 la respuesta
condicionada (RC) ante el olor durante los ensayos 2 a 5 y en el iinico ensayo
de evaluacién.

El condicionamiento olfativo diferencial consisti6 en presentar 1-hexanol
junto con solucién de sacarosa 50 % m/m y nonanal en ausencia de la misma. A
cada presentacion de olor se la consider6 un ensayo y a las presentaciones de

mismo orden de ambos olores se las consideré un par de ensayos. Se consider6
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que una abeja presentd una respuesta espontanea (RE) a un olor si extendi6é su
proboscide ante él en el primer ensayo. Se registr6 la respuesta condicionada
(RC) ante los olores durante los pares de ensayos 2 a 5y en en el par de ensayos
de la evaluacion. Para estimar la habilidad de discriminar entre dos olores en el
condicionamiento, se defini6 un indice de discriminacion (ID) para cada
abeja como la diferencia entre las respuestas al estimulo condicionado
recompensado (EC+, 1-hexanol) y las respuestas al estimulo condicionado no
recompensado (EC-, nonanal). En cada par de ensayos, se consider6 que una
abeja fue capaz de discriminar so6lo si extendiosu proboscide ante el EC+ y no
ante el EC-. Para evaluar la dindmica durante la fase de entrenamiento, se
calcul6 un ID para cada par de ensayos (valores de 0 6 1). Ademas, se calcul6 un
ID global como la cantidad de pares de ensayos en los que la abeja logrd
discriminar entre ambos olores (valores de 0 a 4). En la fase de evaluacion, se
calcul6 el ID del mismo modo que para cada par de ensayos de la fase de

entrenamiento.

4.2.3 Analisis estadistico

El efecto de los factores sobre todas las variables se evalu6 mediante analisis
de modelos lineales generalizados (GLM) o modelos linealies generalizados
mixtos (GLMM). Los modelos fueron ajustados en el programa R (R
Development Core Team 2011), mediante el uso de la funcién glm para el
primer caso y la funcién glmer del paquete lme4 (Bates et al. 2015) para el
segundo. Se evalué cada modelo posible y se compararon entre si utilizando la
parsimonia y los valores de AIC (Akaike’s information criterion) como criterios,
luego de lo cual se eligi6 el modelo minimo adecuado (MMA). Las
comparaciones a posteriori se realizaron utilizando la funcién glht del paquete
multcomp (Hothorn et al. 2008).

Se realizaron tres analisis separados para estudiar la mortalidad acumulada a
los dias 5, 9 y 14. El efecto del tratamiento se evalu6 mediante un GLMM con
estructura de error binomial, donde el modelo maximo incluy6 a la presencia de

IMI, la presencia de GLI y la temporada como factores fijos y la jaula como un

105



4 Exposicion cronica a imidacloprid y glifosato

factor aleatorio. A pesar de que el ultimo no fue estrictamente una fuente de
variabilidad, su inclusion se requiri6 para evitar la sobredispersion.

Se realizaron tres analisis separados para estudiar la ingesta individual total a
los dias 5, 9 y 14. El efecto del tratamiento se evalu6 mediante un GLM con
estructura de error Gamma y funciéon de enlace log, donde el modelo méaximo
incluy6 a la presencia de IMI, la presencia de GLI y la temporada como factores.

La sensibilidad gustativa se estim6 utilizando un puntaje arbitrario (ver
seccion 2.3). El efecto del tratamiento sobre esta variable se evalu6 mediante un
GLMM con estructura de error binomial, donde el modelo maximo incluy6 a la
ingesta individual total, la presencia de IMI, la presencia de GLI y la edad como
factores fijos y la jaula como un factor aleatorio.

En el estudio del aprendizaje asociativo en un condicionamiento clasico
absolutoe, se excluyd a las abejas con una respuesta espontdnea al EC. La
comparaciéon de desempenos durante la fase de entrenamiento entre
tratamientos se evalu6 mediante un GLMM con estructura de error binomial,
donde el modelo maximo incluy6 a la ingesta individual total, la presencia de
IMI, la presencia de GLI, la edad y el ensayo como factores fijos y a la jaula y la
abeja como factores aleatorios. El efecto del tratamiento sobre la retencion de
memoria se evalu6 mediante un GLMM con estructura de error binomial, donde
el modelo méaximo incluy6 a la ingesta individual total, la presencia de IMI, la
presencia de GLI y la edad como factores fijos y a la jaula como un factor
aleatorio.

En el estudio del aprendizaje asociativo en un condicionamiento clasico
diferencial, se excluy6 a las abejas con una respuesta espontanea a cualquier EC
(valor de 1 en algin ensayo del primer par). Cuando se estudi6 el ID para cada
par de ensayos, se utiliz6 un GLMM con estructura de error binomial, donde el
modelo maximo incluy6 a la ingesta individual total, la presencia de IMI, la
presencia de GLI, la edad y el ensayo como factores fijos y a la jaula y la abeja
como factores aleatorios. Cuando se estudio el ID global, se utiliz6 un GLMM
con estructura de error binomial, donde el modelo maximo incluy6 a la ingesta
individual total, la presencia de IMI, la presencia de GLI y la edad como factores
fijos y a la jaula como factor aleatorio. El efecto del tratamiento sobre la

retencion de memoria se evalu6 mediante un GLMM con estructura de error
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binomial, donde el modelo méaximo incluy6 a la ingesta idividual total, la
presencia de IMI, la presencia de GLI y la edad como factores fijos y a la jaula

como factor aleatorio.

4.3 Resultados

4.3.1 Mortalidad e ingesta

Para estudiar la mortalidad, se utiliz6 la cantidad total de abejas muertas
hasta los dias 5, 9 y 14. La presencia de agroquimicos en la soluciéon de
sacarosa no afecté6 la MA en ninguno de los periodos de exposicion
evaluados (Figura 57; GLMM con estructura binomial, MA; ~ Jaula, MAg ~
Jaula, MA ~ Jaula, Tabla 25-Tabla 27). Los valores maximos de mortalidad
variaron alrededor del 10 %, con la excepcidon de una jaula perteneciente al

grupo Control.

B 30 n.s.
Ke) n.5. . Tratamiento
O 20- n.s. . . Control
g B3 IMI
_9 10 . ) $I<l::7f1L\|+GLI
S bl HRLd Q m
E0_33§32 22 225@ 1a 14 12
Dia 5 Dia 9 Dia 14

Figura 57. Efecto de la exposiciéon créonica al IMI, al GLI y la mezcla de ambos sobre la
mortalidad. Porcentaje de abejas muertas acumuladas al dia 5, 9 o 14 luego de haber sido criadas con
solucién de sacarosa sola (Control, ), con IMI (violeta), con GLI ( ) o con ambos (fucsia). La
linea gruesa, la caja y los bigotes representan la mediana, el rango intercuartil y el rango de datos
excluyendo los datos extremos (puntos negros), respectivamente. Los nimeros dentro de las cajas indican
el tamano muestral. “n.s.” indica diferencias no significativas (p > 0,05) entre tratamientos. MMAs: MA; ~
Jaula, MAg ~ Jaula, MAy4 ~ Jaula.

Para el estudio de ingesta, se utiliz6 la ingesta individual total (IIT) al dia 5, 9
0 14. La presencia del IMI no tuvo efecto sobre la IIT. Por el contrario, la

presencia de GLI si afecté la ingesta luego de todos los periodos
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considerados, dependiendo de la temporada en la que tuvo lugar el
experimento (GLM con estructura Gamma, IITs ~ GLI*Temporada, IITy ~
GLI*Temporada, IIT:4 ~ GLI*Temporada, Tabla 28-Tabla 30). Las abejas
alimentadas con solucion de sacarosa con GLI, tanto solo como junto con IMI,
mostraron una reducciéon en la ingesta total s6lo en la temporada 2014. Este
resultado se obtuvo luego de 5, 9 o 14 dias de exposicion (Figura 58). La

presencia de GLI no tuvo efecto sobre esta variable en las temporadas 2015 y

2016.
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Figura 58. Efecto de la exposicion cronica al IMI, al GLI y la mezcla de ambos sobre la
ingesta. Volumen total de solucién de sacarosa ingerido por una abeja al dia 5, 9 0 14 luego de haber sido
criada con solucién de sacarosa sola (Control, ), con IMI (violeta), con GLI ( ) o con ambos
(fucsia). So6lo se muestran los resultados de la temporada 2014. La linea gruesa, la caja y los bigotes
representan la mediana, el rango intercuartil y el rango de datos excluyendo los datos extremos (puntos),
respectivamente. Los nimeros dentro de las cajas indican el tamafio muestral. El asterisco indica
diferencias significativas (p < 0,05) entre los tratamientos correspondientes. MMAs: IIT; ~
GLI*Temporada, IITy ~ GLI*Temporada, IIT:4, ~ GLI*Temporada.

El consumo total de IMI y GLI se calcul6 teniendo en cuenta la IIT y la
concentracion final de los compuestos en la solucion de sacarosa. Las abejas
expuestas al IMI solo durante 14 dias incorporaron cerca de 0,25 ng, cantidad
que fue utilizada en el capitulo 3 para evaluar los efectos de la exposiciéon aguda.
Las abejas criadas durante menos dias naturalmente incorporaron una cantidad
total menor. Las abejas expuestas al IMI junto con GLI incorporaron una menor
cantidad, dado que su IIT fue menor. El consumo total de GLI luego de 14 dias
fue alrededor de 0,6 ug por abeja. Nuevamente, las abejas expuestas por menos

tiempo incorporaron una cantidad menor (Tabla 4).
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Tabla 4. Consumo total de agroquimicos durante la crianza.

Tratamiento &;rgsligigﬁ n IMI total (ng/abeja) GLI total (ug/abeja)

5 27 0,057 -
IMI 9 20 0,137 -
14 13 0,249 -

5 28 - 0,112

9 22 - 0,259

14 14 - 0,664

5 26 0,044 0,110

IMI + GLI 9 20 0,103 0,340

14 12 0,228 0,570

“n” indica la cantidad de jaulas utilizadas.

4.3.2 Percepcion gustativa

Para el estudio de sensibilidad a la sacarosa, se estimul6 a las abejas con
soluciones de sacarosa de concentracion creciente. Se definié un puntaje como
la suma de las respuestas positivas durante el procedimiento. Como este
experimento se realiz6 en la temporada 2014, se incorpor6 la ingesta total como
variable explicatoria en el anélisis (ver seccién 4.3.1). La ingesta total de
solucion de sacarosa no tuvo efecto sobre la sensibilidad gustativa. El efecto
del tratamiento no dependié de la edad en la que fueron evaluadas las
abejas dado que la interaccion entre estos factores no esta incluida en el modelo
(GLMM con estructura binomial, Puntaje ~ IMI*GLI + Edad + Jaula, Tabla 31).
Por un lado, todos los grupos tratamiento difirieron del control. La presencia
de IMI, GLI o ambos en el alimento resultaron en puntajes menores,
lo que implica un aumento en los umbrales de respuesta al azticar de esas
abejas. La presencia de un agroquimico adicional no modific6 la sensibilidad
gustativa, en comparacion con la presencia de uno u otro agroquimico solo
(Figura 59, izquierda). Por otro lado, las abejas de 14 dias tuvieron un puntaje
menor que las abejas mas jovenes, aunque el analisis estadistico s6lo confirmo
una diferencia con las de 9 dias de edad. En otras palabras, su sensibilidad

gustativa fue menor (Figura 59, derecha).
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Figura 59. Efecto de la exposiciéon crénica a agroquimicos sobre la percepcion gustativa de
abejas jovenes. Puntaje obtenido en un protocolo de umbral de respuesta a la sacarosa. Las abejas
utilizadas tenian 5 ( ), 9 (gris medio) o 14 (negro) dias de edad y fueron criadas con solucién de
sacarosa sola (Control, ), con IMI (violeta), con GLI ( ) o con ambos (fucsia). Modelo minimo
adecuado: Puntaje ~ IMI*GLI + Edad + Jaula. El cuadrado, la caja, los bigotes y los puntos simbolizan la
mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos, respectivamente. Las letras
diferentes reflejan diferencias significativas entre los niveles dentro de cada factor Tratamiento o Edad (p <
0,05). MMA: Puntaje ~ IMI*GLI + Edad + Jaula.

4.3.3 Aprendizaje olfativo

4.3.3.1 Condicionamiento absoluto

Para el estudio del aprendizaje olfativo en un condicionamiento absoluto, se
estimul6 a las abejas con un olor acompanado de solucion de sacarosa 50 %
m/m en cinco presentaciones (fase de entrenamiento). Luego, el olor (estimulo
condicionado, EC) se present6 solo una unica vez (fase de evaluacién). Se
considerd que una abeja present6 una RC cuando extendi6 su probodscide ante la
presentacion del olor. La ingesta individual total no tuvo efecto sobre la RC
durante la fase de entrenamiento. Existi6 un efecto del tratamiento, el cual
dependi6 de la edad en la que se evalud a las abejas dado que la interaccion
entre estos factores esta incluido en el modelo (Figura 60, izquierda; GLMM con
estructura binomial, REP ~ IMI*GLI*Edad + Ensayo + Jaula + Abeja, Tabla
32). Las abejas de 9 dias o mayores estuvieron exentas al efecto de los

agroquimicos. Las abejas de 5 dias de edad que estuvieron expuestas
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al IMI solo mostraron un desempeio empobrecido en la fase de
entrenamiento del condicionamiento olfativo. Sorprendentemente, las abejas
que se alimentaron de la soluciéon que contenia tanto IMI como GLI mostraron
un desempeno diferente de las primeras y similar a las del grupo control. En
otras palabras, el efecto del IMI se observo en el caso de las jaulas que
lo consumieron exclusivamente, y no junto con GLI. El tratamiento no
tuvo efecto sobre la RC en la fase de evaluacion. No obstante, la ingesta total
durante el periodo de cria si tuvo una influencia sobre la probabilidad de
extension de proboscide ante el EC. (Figura 60, derecha; GLMM con estructura
binomial, REP ~ IIT + Jaula, Tabla 33).
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Figura 60. Efecto de la exposiciéon créonica a agroquimicos sobre el aprendizaje olfativo

14 digas
REP (%

simple. Porcentaje de abejas que extendieron su probdscide antes el EC en la fase de entrenamiento
(izquierda) y en la fase de evaluacion (derecha) de un condicionamiento clasico simple. Las abejas
utilizadas tenian 5, 9 0 14 dias de edad y fueron criadas con solucién de sacarosa sola (Control, ), con
IMI (violeta), con GLI ( ) o con ambos (fucsia). Modelos minimos adecuados: REP ~ IMI*GLI*Edad
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+ Ensayo + Jaula + Abeja (Entrenamiento) y REP ~ IIT + Jaula (Evaluacién). Los nimeros dentro de las
barras indican el tamafio muestral. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
los tratamientos correspondientes. “n.s.” indica diferencias no significativas entre tratamientos. MMAs:
REP ~ IMI*GLI*Edad + Ensayo + Jaula + Abeja (entrenamiento), REP ~ IIT + Jaula (evaluacién).

4.3.3.2 Condicionamiento diferencial

Para el estudio del aprendizaje olfativo en un condicionamiento diferencial,
se estimul6 a las abejas con un olor acompafiado de soluciéon de sacarosa 50 %
m/m (EC+) y con otro olor no recompensado (EC-). La fase de entrenamiento
consistid6 en 5 presentaciones recompensadas y 5 presentaciones no
recompensadas. Luego, el EC+ el y EC- se presentaron una vez en ausencia de la
recompensa (fase de evaluacion). Para el analisis de los datos, se defini6 un ID.
Se considerd que una abeja discriminé entre el EC+ y el EC- s6lo si extendi6 su
probodscide antes el primero y no ante el segundo (ID = 1). Se calcul6é un ID por
par de ensayos de la fase de entrenamiento y también un ID global como la
suma de estos ID.

La IIT no tuvo efecto sobre el desempeiio durante la fase de entrenamiento.
El efecto del tratamiento sobre el ID y el ID global dependi6 de la edad en la que
se evaluo la abeja (GLMM con estructura binomial, ID ~ IMI*GLI*Edad + Par
de ensayos + Jaula + Abeja, ID global ~ IMI*GLI*Edad + Jaula, Tabla 34 y
Tabla 35). Las abejas de 5 dias de edad expuestas al IMI mostraron una
capacidad de discriminacion olfativa menor que las abejas no expuestas a
agroquimicos. El GLI no afect6 esta variable. La exposiciéon dual gener6 un nivel
intermedio de discriminacion dado que este grupo se encontro6 estadisticamente
indefinido entre el grupo IMI y el grupo GLI, y no fue diferente de las abejas
control (Figura 61, izquierda). Las abejas de 9 dias expuestas a ambo
agroquimicos mostraron un desempeno empobrecido en la fase de
entrenamiento. En la fase de evaluacion, ninguna variable afect6 el ID (Figura
61, derecha; GLMM con estrucutra binomial, ID ~ Jaula, Tabla 36). En
resumen, el IMI afecté6 la adquisicion del aprendizaje olfativo
diferencial en abejas de 5 y 9 dias, pero el IMI sélo lo afecté en abejas
de 9 dias. Las abejas de edad mayor se mostraron insensibles a los

efectos de los agroquimicos.
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Figura 61. Efecto de la exposicion crénica a agroquimicos sobre la discriminacion olfativa
en el contexto de aprendizaje. Porcentaje de abejas que extendieron su proboscide (REP) ante los EC
durante un condicionamiento olfativo diferencial. Izquierda: REP ante el EC+ (circulos llenos) y ante el
EC- (circulos vacios) en la fase de entrenamiento. Derecha: REP sélo ante el EC+ (barras llenas), s6lo ante
el EC- (barras vacias) o ante ambos (barras diluidas) en la fase de evaluacion. Las abejas utilizadas tenian

5, 9 0 14 dias de edad y fueron criadas con solucién de sacarosa sola (Control, ), con IMI (violeta), con
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GLI ( ) or con ambos (fucsia). Los ntimeros dentro de las barras indican el tamafio muestral.
Entrenamiento: ID ~ IMI*GLI*Edad + Par de ensayos + Jaula + Abeja, ID global ~ IMI*GLI*Edad + Jaula.

Evaluacion: ID ~ Jaula.

4.4 Discusion

Los jovenes adultos de la abeja A. mellifera muestran una alta plasticidad
comportamental y fisiolégica (Arenas et al. 2013). Durante esas edades, las
abejas de la casta obrera realizan tareas dentro de la colmena que garantizan el
mantenimiento y el cuidado de la colonia (Lindauer 1952, Seeley 1982). De
acuerdo con la evidencia obtenida en esta seccion, se puede concluir que las
concentraciones de IMI y GLI ofrecidas resultaron subletales. En concordancia
con los resultados de la exposicion aguda, el IMI afectd6 negativamente los
umbrales de respuesta al azdacar y el aprendizaje olfativo de las abejas,
dependiendo de su edad. El glifosato redujo la sensibilidad gustativa y, en un
caso, la capacidad de discriminacién olfativa, pero no interfiri6 con el
aprendizaje olfativo simple. Algunos resultados sugirieron una interaccion entre

ambos pesticidas, pero no hubo evidencia clara sobre este aspecto.

Concentraciones subletales

El rango de concentracién de IMI en néctar realista a campo es de 0,7-10 pg/1
(Cresswell 2011). Por lo tanto, la concentracion utilizada en este trabajo se
encontr6 dentro del mismo y es 10 veces menor que la concentracion realista
méaxima. Ademas de esto, esta concentracion es subletal dado que los grupos de
abejas expuestas a ésta resultan en una mortalidad promedio del 10 %
(Cresswell 2011). Un trabajo utiliz6 abejas de edad recolectora en grupos de 20 y
las expuso a 2,56 ug/1 de IMI en solucion de sacarosa 30 % m/m por 3 dias. Este
periodo no es precisamente créonico dado que es menor a 96 h, pero tampoco lo
es agudo porque la administraciéon no consistié de una tinica dosis (Medrzycki et
al. 2013). El consumo individual total fue de 1,3 ng. Esta exposicion generd una
mortalidad de 20 % (Williamson y Wright 2013). Otro trabajo utilizd6 abejas
capturadas dentro de la colmena, sobre cuadros con polen y néctar. Grupos de
30 abejas fueron expuestas a 0,1, 1y 10 ug/l de IMI en solucién de sacarosa 50

% m/m por 10 dias. A las 72 horas, la mortalidad fue del 10 % para todas las
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concentraciones. Sin embargo, luego sigui6 en aumento y al dia 10 las abejas
expuestas a la concentracion menor presentaron un 40 % de mortalidad
mientras que las expuestas a la intermedia — igual a la utilizada en esta Tesis — y
a la mas alta alcanzaron una mortalidad del 70 % (Suchail et al. 2001). Esto
indicaria que las concentraciones utilizadas no son subletales. Sin embargo, el
trabajo utilizé grupos de 30 abejas, cantidad seguramente insuficiente para criar
abejas adultas in vitro durante tanto tiempo (Williams et al. 2013).

La concentracion de GLI utilizada es similar a la mas alta encontrada en
entornos agricolas (Giesy et al. 2000). Ademés, es subletal dado que la
mortalidad a los 14 dias fue entre 0 y 20,3 %, con un promedio alrededor del 6
%. Esta propiedad también fue verificada en el pasado, donde la misma
concentracion durante el mismo periodo de exposicién gener6 un 24,1 % de

mortalidad promedio (Herbert et al. 2014).

Consumo de alimento

El glifosato disminuyo6 la ingesta de soluciéon de sacarosa durante la crianza.
Este efecto puede deberse a dos fendmenos. Por un lado, las abejas podrian
percibir la presencia del glifosato en la solucion de sacarosa, el cual tendria un
valor negativo, y decidir alimentarse menos. Por el otro, la incorporaciéon del
glifosato podria tener un efecto adverso sobre el estado interno de la abeja, el
cual tendria como consecuencia que se alimente menos. Dado que la exposicion
fue cronica y que a las abejas no se les ofreci6 una soluciéon de sacarosa
alternativa libre de glifosato, no se puede distinguir entre estas dos hipotesis. En
cuando a la primera hipotesis, se ha visto que abejas recolectoras a las cuales se
ofrecié una fuente de solucion de sacarosa con 2,5 mg/l de GLI continuaron
visitandola (Herbert et al. 2014) por lo que indicaria que ¢, existe un rechazo. No
obstante, el estado fisioldgico y la motivacion de las abejas recolectoras podria
comprometerlas a seguir visitando una fuente no palatable (Ayestaran et al.
2010). Mas alla de la explicacion, el hecho de que las abejas expuestas al GLI se
alimentaran menos agreg6 una fuente de variabilidad a los analisis
subsiguientes. Es por ello que se tuvo en cuenta esta variable en los estudios de
comportamiento apetitivo. No obstante, se concluy6é que en los casos que estas
abejas se distinguieron del resto, se comprobo6 que se debi6 a la exposicion al

GLI y no al hecho de una ingesta menor.
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La presencia de IMI no afect6 la ingesta total de solucion de sacarosa. Esto se
encuentra en concordancia con otro trabajo donde las abejas alimentadas por
24 h con 2,56 ug/l (10 nM) de IMI presentes en solucion de sacarosa 30 % m/m
consumieron la misma cantidad que las abejas alimentadas con solucion de
sacarosa sola (Kessler et al. 2015). Ademas, es consistente con el hecho de que el
IMI no actuaria sobre la periferia quimiosensorial, olfativa (Capitulo 3.2) o

gustativa (Kessler et al. 2015).

Efecto sobre percepcién gustativa

Tanto el IMI como el GLI afectaron negativamente la percepcion gustativa de
las abejas de todas las edades. En ambos casos, las abejas expuestas a los
pesticidas mostraron una mayor probabilidad de REP ante concentraciones méas
altas que las abejas control, lo cual se interpreta como un umbral de respuesta
mas alto.

El efecto del GLI encontrado sobre la percepcion gustativa se observé en otro
trabajo, donde abejas alimentadas por 15 dias desde su emergencia como
adultas con 2,5 y 5 pg/l de GLI presentaron puntajes menores que abejas
criadas en ausencia del compuesto. En este caso los autores utilizaron una
concentracion adicional més alta, cuya magnitud de efecto fue igual a la dosis
maés baja. Ademaés de la concordancia en el sentido del efecto, hubo coincidencia
en los valores de puntajes. Teniendo en cuenta s6lo las abejas de esta Tesis que
fueron criadas durante 14 dias, periodo equivalente al utilizado por los otros
autores, en ambos estudios las abejas control presentaron un puntaje con
mediana de 3 mientras que las abejas expuestas a 2,5 pg/l, un puntaje igual a 2
(Herbert et al. 2014).

El efecto de la exposicion cronica al IMI sobre la sensibilidad gustativa no ha
sido estudiado. No obstante, tomando el valor de consumo total del insecticida
como una dosis, el efecto del IMI cronico es similar al observado luego de una
exposicion aguda (Eiri y Nieh 2012). Es importante destacar que el protocolo
utilizado no permite distinguir sensibilidad periférica de estado interno de la
abeja en cuanto a su influencia sobre la extensién de la proboscide. No obstante,
se ha encontrado que la respuesta a la sacarosa de neuronas gustativas en

sensilias basiconicas de la galea se mantuvo inalterada si las abejas habian sido
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alimentadas ad libitum por 24 horas con 0,26, 2,56 y 25,6 ug/1 IMI (Kessler et
al. 2015).

Efecto sobre aprendizaje

El IMI afect6 negativamente el aprendizaje asociativo simple s6lo en el caso
de las abejas de 5 dias. Las abejas de esta edad que consumieron IMI mostraron
una dinamica de adquisicion empobrecida, donde la probabilidad de REP ante
el EC disminuy6 a partir del segundo ensayo y culminé en un valor cercano a o
al final del entrenamiento. A pesar de que también se observo una disminucién
en esta variable en la fase de evaluacion, esta diferencia no fue sustanciada
estadisticamente (Figura 60). Se encontr6 una accidén similar en abejas
recolectoras alimentadas durante 4 dias con 2,56 ug/l de IMI, quienes
mostraron una tasa de adquisicion disminuida en un condicionamiento de 6
ensayos con 1-hexanol, pero una retencion de memoria a corto y largo término
igual a la de abejas no expuestas (Williamson y Wright 2013). Sin embargo, en
contraposicion a esos resultados, nuestras abejas de 14 dias — edad mas cercana
a la recoleccion — no fueron afectadas por IMI. Es posible que esta discrepancia
se deba a que la concentracion utilizada en esta Tesis es mucho menor (més de
dos veces) y, dado el menor consumo de soluciéon de sacarosa por abejas mas
jovenes, estas fultimas acumularon 0,25 ng del neonicotinoide, en
contraposicion a los 1,3 ng totales que incorporaron las abejas recolectoras del
otro estudio. Al igual que en el condicionamiento absoluto, el IMI tuvo un efecto
negativo sobre la fase de entrenamiento en el condicionamiento diferencial
(Figura 61, izquierda).

Resulta interesante que el IMI y el GLI no tuvieron efecto de abejas de 9 dias
en el condicionamiento absoluto, pero si en el condicionamiento diferencial.
Esto indica que el condicionamiento diferencial es mas apropiado para detectar
efectos sutiles sobre el comportamiento. Este protocolo pone a prueba, ademés
de asociar un olor con una recompensa, la capacidad de diferenciarlo de otro
que no esta asociado con ella. En este aprendizaje, por lo tanto, se puede
evidenciar si un olor es discriminado de otro. Los olores utilizados en este
trabajo fueron seleccionados por ser perceptualmente disimiles para A.
mellifera (Guerrieri et al. 2005). Sin embargo, en la fase de evaluacion del

condicionamiento absoluto hubo una alta probabilidad de respuesta hacia el
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olor novedoso, el nonanal (Figura 62, barras diluidas). Esto podria deberse a
que las abejas confundieron el nonanal con el 1-hexanol o a que la asociacion fue
olor-inespecifica. Respecto de la primera hipétesis, se ha encontrado que el IMI
disminuye la distancia perceptual entre representaciones de olor en los
glomérulos de los LAs (Andrione et al. 2016). Este fen6meno de generalizacion
podria explicar, en parte, los efectos observados sobre el aprendizaje en el
condicionamiento diferencial. Asi, el efecto del IMI sobre las abejas de 9 dias se
evidencia recién cuando el aprendizaje asociativo incorpora un olor adicional.
Esto sugiere que el IMI podria estar actuando a nivel del sistema nervioso
central, en estructuras como los MBs y los LAs — ambas regiones que albergan
nAChRs - sobre el proceso de formacion de memorias y la percepcién olfativa,
respectivamente (Gauthier y Griinewald 2012). Respecto del GLI, su mecanismo
de accidén sobre la percepcion olfativa es desconocido, por lo que no podemos
inferir sobre qué estructuras o evento de establecimiento de la asociacion podria
estar actuando. No obstante, se ha encontrado que altera el desarrollo neuronal
en ratas como consecuencia de una disminuciéon de la expresion de Wntsa
(Coullery et al. 2016), gen de la familia Wnt la cual esta altamente conservada
ya que se encuentra también en humanos, Drosophila y Xenopus (Nusse y

Varmus 1992).

5 dias 9 dias 14 dias
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Figura 62. Efecto de la exposicion cronica a agroquimicos sobre la REP a los olores
presentados en la fase de evaluacion de un condicionamiento absoluto. Porcentaje de abejas
que extendieron su proboscide (REP) so6lo ante el EC (barras llenas) o ante ambos EC y olor novedoso
(barras diluidas). Las abejas utilizadas tenian 5, 9 o 14 dias de edad y fueron criadas con solucién de
sacarosa sola (Control, ), con IMI (violeta), con GLI ( ) or con ambos (fucsia). Los nimeros

dentro de las barras indican el tamafio muestral.

El efecto de una exposicion al GLI durante dos semanas ya ha sido estudiado

(Herbert et al. 2014). En este caso, los autores encontraron que el GLI tuvo un
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4 Exposicion cronica a imidacloprid y glifosato

efecto negativo sobre el aprendizaje. No obstante, este compuesto gener6 una
disminucion de la probabilidad de REP s6lo en el segundo ensayo de la fase de
entrenamiento, y no en el tercero o en la fase de evaluacion. En esta Tesis, no se
encontro efecto alguno sobre el aprendizaje asociativo simple. Puede ser que
esta discrepancia —aunque no una contradiccibn— se deba a variables no

controladas que difirieron entre ambos experimentos.

Diferencias entre edades

El efecto de los agroquimicos sobre la percepcion gustativa no dependi6 de la
edad, lo que indica que su mecanismo de accién sobre esta via no depende de la
fisiologia del animal o del tiempo de exposicion. Méas alla del tratamiento, las
abejas de 14 dias exhibieron una sensibilidad a la sacarosa menor que las abejas
de 9 dias. Esto es sorprendente ya que se espera que esta variable aumente con
la edad de la abeja (Scheiner et al. 2004).

El efecto de los agroquimicos sobre el aprendizaje si fue dependiente de la
edad. A priori, uno creeria que la magnitud del efecto aumentara con el tiempo
de exposicion debido a la acumulacién de la sustancia ya que las abejas criadas
en una jaula s6lo defecan si son liberadas a una arena donde son capaces de
volar (Nufiez 1970). Sin embargo, se observo el fenémeno contrario, donde la
fuerza del efecto del IMI decreci6 con la edad. Por lo tanto, se puede afirmar que
el efecto diferencial del IMI se atribuye a la edad de la abeja y no al tiempo de
exposicion al compuesto.

Esto puede deberse a diferencias en el proceso de detoxificacion. La
detoxificaciéon suele involucrar la actividad de oxigenasas. De hecho, el IMI
incorporado por la abeja es metabolizado y los productos son el resultado de la
accion de maultiples oxidasas (Suchail et al. 2004). Focalizandonos en este
proceso, pueden existir dos explicaciones posibles para los resultados
observados. Por un lado, dadas las especializaciones fisiologicas y anatémicas
segin la edad de la obrera (Winston 1987), puede que las abejas mas jovenes
tengan una menor capacidad de detoxificacién que las de mas edad. Se ha visto
esta correlacion negativa con la edad al medir la toxicidad de un piretroide. Sin
embargo, la sensibilidad a un organofosforado aumenté con la edad (Rinkevich
et al. 2015). Los casos de sensibilidad decreciente al IMI y al piretroide pueden

explicarse por el aumento de la actividad oxidativa del sistema P450 con la edad
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4 Exposicion cronica a imidacloprid y glifosato

(Smirle y Winston 1988). Se desconoce la variacién temporal de la actividad de
las enzimas encargadas de metabolizar el otro compuesto. Siguiendo esta linea
de pensamiento, se ha visto una toxicidad diferencial de los metabolitos de IMI
segun la edad de la abeja. Asi, los autores proponen que existen dos
subpoblaciones de nAChRs, las cuales tienen diferente afinidad por el IMI y sus
metabolitos. Sobre la base de los resultados, sugieren que el blanco del 5-
hidroxi-imidacloprid no es expresado antes de los 8 dias de edad. En abejas de
edad recolectora este metabolito se genera a los 20 minutos de ingestion de IMI
y hasta, al menos, 72 horas después (Suchail et al. 2004). Por lo tanto, teniendo
en cuenta estos dos factores, se podria inferir que nuestras abejas de 5 dias atin
no metabolizaron —o lo hicieron pobremente— el IMI a 5-hidroxi-imidacloprid.

Por otro lado, dado que las abejas méas jovenes incorporaron una cantidad
total menor de IMI (Tabla 4), puede hipotetizarse que la baja dosis del
insecticida no sea suficiente para inducir un proceso de detoxificacion. El
mecanismo de este efecto puede explicarse porque que altas cantidades del
compuesto activan una poblacion mayor de receptores y esto puede dar lugar a

una acciéon compensatorio que induciria un efecto protector (Nagata et al.
1998).

Efecto combinado

La existencia de una interaccién entre dos compuestos significa que sus
efectos no son aditivos ni independientes. A pesar de que los estudios
toxicologicos que evaltian esta propiedad suelen incluir varias concentraciones
de cada compuesto (Jonker et al. 2005), esta Tesis se focalizé en la evaluacion
de la existencia de una interaccion simple entre concentraciones realistas de los
compuestos.

En cuanto su efecto sobre la sensibilidad gustativa, la exposicion dual al
herbicida y al insecticida gener6 un déficit en esta variable pero no difirié de la
exposicion a uno u otro por separado. Por lo tanto, en este caso no hay evidencia
de interaccion entre ambos compuestos o incluso de aditividad. Esta relacion de
efectos se mantiene cuando nos focalizamos en el aprendizaje asociativo
diferencial.

Diferente es el caso del condicionamiento asociativo absoluto de abejas de 5

dias. En este caso, el IMI tiene un efecto perjudicial sobre la fase de
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entrenamiento y el GLI no tiene efecto. Asi, suponiendo que no hay interaccion
entre ambos compuestos, se predice que la exposiciéon dual tendra la magnitud
de efecto del IMI. Sin embargo, el agregado de los agroquimicos al alimento no
tuvo efecto. Por lo tanto, se observa un patréon consistente con el esperado
suponiendo interaccion. No obstante, es importante recordar que la ingesta
total de soluciéon de sacarosa de las abejas criadas con GLI fue menor que las
criadas sin el herbicida. Por ende, las abejas del grupo IMI + GLI
inevitablemente incorporaron menos insecticida que las abejas del grupo IMI
(Tabla 4). Es por esta razon que el consumo IMI fue incluido como variable al
momento de encontrar el modelo minimo adecuado que explicara la
variabilidad en la REP del condicionamiento. De este anélisis se concluy6 que el
factor queda descartado como variable explicatoria. Sin embargo, puede que el
efecto biolégico de un factor exista, pero no sea detectado estadisticamente

debido a una limitacion en la potencia.
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Discusion general

La relacion estrecha que existe entre la abeja A. mellifera y los ambientes
agricolas genera una situacion de riesgo para esta especie beneficiosa. La
exposicion al IMI y al GLI, dos de los agroquimicos mas utilizados a nivel global,
es altamente plausible. Las abejas recolectoras pueden recoger accidentalmente
trazas de estos compuestos e ingresarlos a sus colmenas. En cuanto a su
presencia en néctar, las dosis utilizadas en esta Tesis no son percibidas por
abejas recolectoras ni alteran su comportamiento (Schneider et al. 2012,
Herbert et al. 2014), por lo que la entrada del recurso contaminado persistiria.
Alli, las abejas que permanecen dentro de la colmena podrian captar moléculas
de estos compuestos presentes en recursos recientemente recolectados y sobre
abejas entrantes, pero también néctar y polen almacenados en celdas. Esto
supone exposicion del tipo oral y por contacto, aguda y cronica. El IMI y el GLI
pueden ser toxicos para las abejas pre-recolectoras sin afectar su mortalidad por
tener efectos subletales. Las abejas jévenes son individuos de la colonia que
muestran una alta plasticidad, de indole comportamental y fisiologica (Arenas
et al. 2013), y realizan tareas relevantes dentro de la colmena que garantizan el
mantenimiento y el cuidado de la colonia (Lindauer 1952, Seeley 1982). Para
ello, la percepcion y las habilidades cognitivas son indispensables en la
ejecucion de las tareas ya que requieren de la integracion de estos procesos.
Ademas, las experiencias vividas pueden afectar las tareas que realicen a futuro

dentro y fuera del nido. Por eso, el objetivo general de esta Tesis fue evaluar el
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5 Discusion general

efecto de la exposicién a agroquimicos de uso masivo como el IMI y el GLI sobre
el comportamiento de abejas jovenes.

En primer lugar, se estudi6 el efecto de la exposiciéon aguda al IMI sobre el
comportamiento apetitivo — percepcion gustativa y aprendizaje olfativo — en
abejas jovenes de diferente edad. Se encontré que las abejas topicadas o
alimentadas con IMI presentaron un empobrecimiento en el aprendizaje
asociativo, especificamente en la etapa de adquisicion. Ademas, la exposicién
oral gener6 una disminucion en la sensibilidad a la sacarosa al evaluar la REP.
Por lo tanto, se puede concluir que la exposiciébn aguda al IMI afecta
negativamente el comportamiento apetitivo de abejas pre-recolectoras. Estos
resultados son consistentes con aquellos obtenidos por otros grupos de
investigacion, donde se utilizaron abejas de edad recolectora (Lambin et al.
2001, Decourtye et al. 2003, Decourtye et al. 2004, Eiri y Nieh 2012,
Williamson et al. 2013, Williamson y Wright 2013). Ademas, se esperaba que
estos efectos variaran segun la edad de exposicion dado que el sistema nervioso,
y particularmente sus vias olfativas, se sigue desarrollando durante la vida
adulta de una abeja y el IMI actia como un neurotoxico. Esto ocurri6 en el caso
del aprendizaje asociativo, donde el grado de deterioro durante la adquisicion
dependi6 de la edad de las abejas: las de 5/6 dias de edad resultaron menos
sensibles al IMI que las de 2/3 y 9/10 dias (Figura 41). Se ha visto este efecto
edad dependiente al estudiar la habituacién, un tipo de aprendizaje no
asociativo (Guez et al. 2001).

En segundo lugar, se estudi6 el efecto de la exposicién oral aguda sobre la
deteccion olfativa en abejas jovenes de diferente edad. Este objetivo se planteo
sobre la base de los resultados obtenidos sobre el comportamiento apetitivo con
el fin de dilucidar si el déficit observado en la capacidad de aprendizaje se debio
a una falla en la contingencia de las vias gustativa y olfativa y/o a la percepcién
quimiosensorial de una u otra modalidad. El IMI no afect6 la respuesta
electroantenografica de abejas de ninguna edad. Por lo tanto, el efecto
observado sobre el aprendizaje asociativo no puede explicarse por una falla en la
deteccién olfativa. Mas aun, segun los resultados obtenidos en un estudio sobre
la deteccion gustativa (Kessler et al. 2015), se puede decir que el IMI

administrado de manera aguda no pareceria afectar la periferia quimiosensorial.
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Como no se estudié en esta Tesis, no se descarta que se haya afectado la
percepcion olfativa, que involucra los LAs.

La senalizacion de ACh juega un rol importante en los LAs, el primer centro
de procesamiento de informacioén olfativa, y en los MBs, donde las vias olfativa y
gustativa se encuentran, la informaciéon se integra y ocurren los procesos de
aprendizaje y memoria (Gauthier 2010). Entonces es esperable que el IMI, que
actia sobre receptores colinérgicos nicotinicos, tenga efectos sobre fen6menos
que involucren estas estructuras cerebrales. En concordancia con esta hipétesis,
se ha encontrado que el IMI afecta la representacion de olores en los LAs
(Andrione et al. 2016), afecta la densidad de microglomérulos de los MBs (Peng
y Yang 2016) e inactiva a las neuronas intrinsecas de los MBs (Palmer et al.
2013). Por lo tanto, ademéas de operar sobre la asociaciéon olor-recompensa y la
percepcidn gustativa, el IMI administrado de manera oral y aguda podria estar
actuando sobre la percepcion olfativa.

En tercer lugar, se evalud el efecto de la exposicion aguda oral al IMI sobre el
comportamiento de abejas pre-recolectoras en un contexto natural de colmena.
Dado el bajo tamafio muestral, no se pudieron realizar inferencias con sustento
estadistico. No obstante, se observo que el IMI influy6 sobre la distribuciéon de
abejas nodrizas en las diferentes areas de la colmena. A pesar de que no se
encontr6 efecto del IMI sobre el desplazamiento ni se observo algin efecto
comportamental conspicuo, no se descarta alguna falla en la locomocion
producto de este pesticida. El hecho de que existan diferentes subtipos de
nAChRs en el sistema nervioso puede explicar que los efectos de dosis tan bajas
de IMI sobre la funciébn motora sean sutiles (Williamson et al. 2014) en
comparaciéon con los observados sobre las habilidades cognitivas. Esta hipotesis
también es valida al observar efectos sobre la probabilidad de REP ante
soluciones de sacarosa de concentracién creciente, pero no sobre soluciéon de
sacarosa 50 % m/m. En cuanto a la metodologia implementada, se encontré que
considerar variables de ubicacion fue suficiente para verificar que las franjas
etarias con las que se trabajé pertenecian a las castas temporales de interés.
Esto provee una herramienta til y eficiente ya que significa que no es necesario
realizar observaciones fatigosas de los comportamientos que realizan las abejas
(Johnson 2008b).
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Finalmente, se evalud el efecto de la exposicion cronica combinada al IMI1 y al
GLI sobre el comportamiento apetitivo de abejas pre-recolectoras. Ambos
agroquimicos redujeron la sensibilidad gustativa. El IMI afect6 negativamente
ambos tipos de aprendizaje, dependiendo de la edad de exposicion. El GLI no
interfirié sobre el aprendizaje simple, pero redujo la discriminacion olfativa en
abejas de edad intermedia.

Los efectos de la exposicion crénica al IMI fueron consistentes con los efectos
agudos. En ambos casos, la reduccion de sensibilidad a la sacarosa fue
independiente de la edad y el déficit del aprendizaje varié con la edad. Las
edades que pueden compararse son las de 5y 9 dias de edad ya que abejas de
esta edad fueron utilizadas en ambos experimentos. En el caso de las maés
jovenes, el efecto del IMI crénico fue mayor que el del IMI agudo a pesar de que
la dosis total fue menor (0,057 ng vs. 0,25 ng). En el caso de las de 9 dias, se
observd lo opuesto ya que la exposicion aguda gener6 un déficit en el
aprendizaje simple mientras que el IMI crénico no tuvo efecto sobre éste. Por un
lado, estas discrepancias pueden deberse a diferencias en la fisiologia de abejas
de 5y 9 dias. Esto se discutira mas adelante. Por el otro, la toxicidad diferencial
puede deberse a los niveles de metabolitos luego de periodos de exposicion
distintos (Suchail et al. 2001, Suchail et al. 2004). Vale aclarar que estas
explicaciones no son excluyentes.

Las abejas a las que se le afiadi6 GLI en la solucién de sacarosa consumieron
menos alimento durante su crianza. Esto podria deberse a que el GLI genera un
malestar que se evidencia por una ingesta reducida o a que el GLI, al ser
detectado, genera rechazo. Teniendo en cuenta los efectos observados sobre la
ingesta de solucién de sacarosa y sobre la sensibilidad a la sacarosa, podria
suponerse que ambos son resultado del mismo mecanismo de acciéon sobre la
percepcidn gustativa.

Un resultado interesante es que el estudio del aprendizaje asociativo
diferencial arrojo efectos de los agroquimicos que no fueron observados al
evaluar el aprendizaje simple. Dado que este protocolo no sélo pone a prueba la
capacidad de asociar un olor con una recompensa sino que, ademas, fuerza a

diferenciarlo de otro que no esta asociado con ella. Asi, permite detectar
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sutilezas que un condicionamiento absoluta ignora. Por lo tanto, se recomienda
utilizar este paradigma al momento de estudiar el aprendizaje olfativo.

Dado que ambos agroquimicos tendrian diferentes sitios de accion, se postuld
que podria existir una interacciéon entre ambos. Esta propiedad se evidencia
cuando el efecto de la exposicién dual es diferente de la adicién de los efectos de
las exposiciones simples. Sin embargo, en la mayoria de los casos no se
obtuvieron evidencias de esto. Sélo en el caso del aprendizaje asociativo simple
en abejas de 5 dias se observo un efecto de la exposicion combinada al IMI y GLI
diferente de la suma de los efectos de los agroquimicos por separado. Sin
embargo, no se puede descartar que esto se deba a una diferencia en la cantidad
de IMI incorporado durante la crianza.

El efecto del IMI, tanto agudo como cronico, sobre el aprendizaje asociativo
dependi6 de la edad. Un efecto edad dependiente se ha observado sobre la
habituacion, un tipo de aprendizaje no asociativo (Guez et al. 2001). Las abejas
de 5 dias parecen ser menos sensibles al IMI cuando éste es administrado de
manera aguda mientras que las abejas de 14 dias parecerian serlo cuando se
incorpora de manera crbonica. Cuando una abeja ingiere IMI, éste es
metabolizado. Los niveles de los metabolitos y su distribucién en diferentes
partes del cuerpo dependen del tiempo (Suchail et al. 2004). Por lo tanto, es
sensato concluir que el efecto observado luego de la exposicion cronica es
debido a la toxicidad del IMI y de sus metabolitos. Se ha hipotetizado que el IMI
y sus metabolitos tienen una afinidad diferencial por diferentes subtipos de
receptores (Guez et al. 2003). Esto, sumado a la plasticidad cognitiva
encontrada en abejas pre-recolectoras (Masson y Arnold 1984, Fahrbach y
Robinson 1995, Arenas et al. 2013), sugiere que la expresién de subtipos de
nAChRs varia con la edad de la abeja obrera.

En conclusion, ambos agroquimicos tuvieron efectos adversos sobre el
comportamiento de las abejas pre-recolectoras. Un déficit en el aprendizaje
tendria un efecto en la propagacion de informacién olfativa y en la distribucion
de néctar dentro de la colmena. Umbrales de respuesta al azacar elevados
sugieren que puede haber una escasa distribucion de néctar dentro de la colonia
(Pankiw et al. 2004). Asimismo, ain luego de concluida esta operacion, podria

haber dificultad en establecerse asociaciones olor-recompensa, lo cual da lugar a
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una propagaciéon de informacion de alimento insuficiente (Ramirez et al. 2010).
Esto afectaria no soélo la distribucion de néctar contaminado en si, sino también
la de aquellos néctares recolectados en simultaneo. Dado que la sensibilidad
gustativa de abejas pre-recolectoras estd asociada al comportamiento de
recoleccion (Pankiw et al. 2004), las recolectoras en general estarian motivadas
a salir de la colmena dada la necesidad de explotar nuevas fuentes de alimento
(von Frisch 1967, Seeley 1995). Esto implica que la colmena podria enfrentar el
final de la temporada con reservas de alimento limitadas y potencialmente

contaminadas.
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Anexo estadistico

Tabla 5. Conjunto de GLMM que explican la respuesta condicionada en la fase de
entrenamiento de un condicionamiento absoluto luego de la exposicion aguda por contacto

al IMI. Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad*Ensayo + Abeja 36 1780,06 43,56 2,40107°
2. IMI*Edad + Ensayo + Abeja 12 1744,55 8,04 1,24 102

3. IMI + Edad + Ensayo + Abeja 8 1738,49 1,08 0,26
4. IMI + Ensayo + Abeja 6 1736,51 0 0,70

5. Ensayo + Abeja 4 1742,18 5,68 4,04 102

6. IMI + Abeja 3 1786,15 49,64 1,15 10

7. Abeja 1 1791,80 55,29 6,811013

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 6. Conjunto de GLM que explican la respuesta condicionada en la fase de evaluacion
de un condicionamiento clasico absoluto luego de la exposicion aguda por contacto al IMI.

Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad 9 473,71 2,65 0,09
2. IMI+Edad 5 471,33 0,27 0,30
3
3

3. IMI 473,17 2,11 0,12
4. Edad 471,06 0 0,34
5. Nulo 1 472,59 1,54 0,16

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 7. Conjunto de GLMM que explican la respuesta condicionada en la fase de

entrenamiento de un condicionamiento absoluto luego de la exposicion aguda oral al IMI.
Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad*Ensayo + Abeja 48 3370,52 26,60 8,71107
2. IMI*Edad + Ensayo + Abeja 15 3343,91 0] 0,52
3. IMI*Ensayo + Edad + Abeja 18 3359,95 16,045 1,72 104
4. IMI + Edad + Ensayo + Abeja 9  3346,49 2,58 0,14
5. IMI + Ensayo + Abeja 7 3344,79 0,88 0,34
6. Ensayo 4  3489,92 146,00 1,031032

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 8. Conjunto de GLM que explican la respuesta condicionada en la fase de evaluacion

de un condicionamiento absoluto luego de la exposicién aguda oral al IMI. Estructura de error
binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad 12 527,97 6,55 0,04
2. IMI+Edad 6 521,42 0 0,96
3. IMI 4 531,31 9,89 6,821073
4. Edad 3 551,29 29,87  3,13107
5. Nulo 1 560,06 38,64 3,8910°

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 9. Conjunto de GLM que explican el puntaje de las abejas en un protocolo de umbral

de respuesta al azacar luego de la exposicion aguda oral al IMI. Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad 12 1415,41 8,72 0,01
2. IMI+Edad 6 1406,68 o) 0,97
3. IMI 4 1414,88 8,20 0,02
4. Edad 3 1469,08 62,40 2,7410%
5. Nulo 1 1476,15 69,47 7,99 107°

K es el numero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 10. Conjunto de GLMM que explican el nimero de abejas vivas luego de la exposiciéon

aguda por contacto al IMI. Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad*Tiempo + Abeja 27 614,34 306,30 2,38 107
2. IMI*Edad + Tiempo + Abeja 11 507,55 199,51 3,67 1044

3. IMI + Edad + Tiempo + Abeja 7 316,00 7,96 0,02
4. IMI + Tiempo + Abeja 5 312,04 3,99 0,11
5. Edad + Tiempo + Abeja 5 312,00 3,96 0,11
6. Tiempo + Abeja 3 308,04 0] 0,77
7. Abeja 1 774,08 466,03 4,90 107102

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 11. Conjunto de GLMM que explican el niimero de abejas vivas luego de la exposicion

aguda oral al IMI. Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad*Tiempo + Abeja 48 911,78 332,30 6,611073
2. IMI*Edad + Tiempo + Abeja 15 792,15 212,67 6,28 1047

3. IMI + Edad + Tiempo + Abeja 9 612,70 33,22 5,82 108
4. IMI + Tiempo + Abeja 7 585,47 5,99 0,05

5. Edad + Tiempo + Abeja 6 680,26 100,78 1,24 10722
6. Tiempo + Abeja 4 579,48 0 0,95

7. Abeja 1 1573,73 994,25 1,21107216

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 12. Conjunto de GLM que explican la respuesta incondicionada de las abejas luego de
la exposicion aguda por contacto al IMI, al final del condicionamiento olfativo. Estructura de

error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad 9 96,29 4,15 0,07
2. IMI + Edad 5 95,97 3,83 0,08
3
3
1

3. IMI 97,44 5,30 0,04
4. Edad 92,14 0 0,56
5. Nulo 93,67 1,53 0,26

K es el numero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 13. Conjunto de GLM que explican la respuesta incondicionada de las abejas una hora

luego de la exposiciéon aguda oral al IMI, antes del condicionamiento olfativo. Estructura de

error binomial.
Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad 12 350,73 12,24 0
2. IMI+Edad 6 344,75 6,25 0,03
3. IMI 4 343,13 4,63 0,06
4. Edad 3 340,11 1,61 0,28
5. Nulo 1 338,50 o 0,63

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 14. Conjunto de GLM que explican la respuesta incondicionada de las abejas luego de

la exposicion aguda oral al IMI, al final del condicionamiento olfativo. Estructura de error

binomial.
Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad 12 105,88 10,62 0
2. IMI + Edad 6 98,768 3,50 0,09
3. IMI 4 95,27 o) 0,53
4. Edad 3 99,81 4,53 0,06
5. Nulo 1 96,32 1,05 0,32

Comparaciones a posteriori modelo 3: n.s.
K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i. “n.s.” significa que los niveles del factor IMI

no difirieron significativamente entre si.

Tabla 15. Conjunto de GLM que explican la respuesta incondicionada de las abejas luego de
la exposicion aguda oral al IMI, al final del protocolo de umbral de respuesta a la sacarosa.

Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*Edad 12 122,12 7,56 0,02
2. IMI + Edad 6 114,56 0 0,67
3. IMI 4 120,29 5,73 0,04
4. Edad 3 116,48 1,92 0,26
5. Nulo 1 122,07 7,50 0,02

Comparaciones a posteriori modelo 2: n.s.
K es el nimero de paradmetros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i. “n.s.” significa que los niveles del factor IMI

no difirieron significativamente entre si.
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Tabla 16. Conjunto de GLMM que explican la respuesta eléctrica antenal de abejas pre-

recolectoras de diferente edad. Estructura de error Gamma.

Modelo K AIC JAY Wi
1. Edad*Concentraciéon + Abeja 18 3502,87 4,73 0,08
2. Edad + Concentracion + Abeja 8  3498,14 o) 0,89
3. Edad + Abeja 6 3863,87 365,72 3,41 10780
4. Concentracion + Abeja 3  3505,08 6,94 0,03
5. Abeja 1 3873,15 375,00 3,29 10782

K es el ntimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 17. Conjunto de GLMM que explican la respuesta eléctrica antenal de abejas luego de

una exposicion aguda oral al IMI. Estructura de error Gamma.

Modelo K AIC A wi
1. Edad*Tratamien’ioZEee;r;po*Concentraci(’)n 54 19487.81 904971 o

2. Edad* Tratamiento *Tiempo +

-8
Concentracién + Abeja 20 10471,10 33,00 64310

3. Edad* Tratamiento +Tiempo +

.z . -5
Concentracion + Abeja 12 10457,10 19,00 7,0610

Blads Taamnto A TR0+ g opioz0 w0 6610
5. Edad + Tratamizrbltq + Concentracion + ; 10448,70 10,60 4,70 103
eja
6. Edad + Tiempo + Concentraciéon + Abeja 6  10445,90 7,80 0,02
7. Edad + Concentracion + Abeja 5  10445,00 6,90 0,03
8. Edad*Concentracion + Abeja 9 10438,10 0 0,94

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 18. Conjunto de GLM que explican el niimero de abejas ubicadas en diferentes areas

de la colmena luego de la exposicién aguda oral al IMI. Estructura de error multinomial.

Modelo K AIC A; Wi
1. Tratamiento*Tarea 4 49,76 4,00 0,09
2. Tratamiento + Tarea 3 45,76 0 0,64
3. Tratamiento 3 76,45 1,73 0,27
4. Tarea 2 47,49 30,69 1,39 107
5. Nulo 1 75,79 30,02 1,94 107

K es el nimero de pardmetros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 19. Regresién multinomial logistica (Area ~ Tratamiento + Tarea) que explica el
numero de abejas ubicadas en diferentes areas de la colmena luego de la exposiciéon aguda
oral al IMI.

Reserva Transferencia
X - -
Bi efi p Bi efi P
(Control, Nodriza) -1,39 0,25 0,2149 -0,69 0,50 0,4238
IMI -7,94  3,5710% 0,8194 -9,24 9,7510%  0,7905
Procesadora 18,70 1,3210% 0,6955 16,91 1,21 107 0,7235

X es la variable explicatoria incluida en el modelo de regresion. Xo es el intercepto de la regresion, el cual
incluye los niveles “Control” y “Nodriza”. El andlisis arroja dos regresiones, una para cada estado de la
variable respuesta (reserva y transferencia), relativazadas a una linea de base (cria). B es el pardmetro
estimado que acompaiia cada X. e es el operador matematico exponencial. p es el p-valor del parametro

estimado.

Tabla 20. Cargas o loadings de los tiempos de permanencia en cada area. Los valores indican la

correlacion de las variables originales con cada CP extraido.

Componente principal (proporcion de varianza explicada)

Variable original

CP1 (58,92 %) CP2 (41,08 %) CP3 (0 %)
TC -0,66 -0,43 0,62
TR 0,73 -0,20 0,65
TT -0,16 0,88 0,45

TC, TR y TT son los tiempos de permanencia en las areas de cria, reserva de alimento y transferencia de

alimento, respectivamente.

Tabla 21. Conjunto de GLM que explican el CP1 extraido de un analisis de componentes
principales sobre los tiempos de permanencia de las abejas en las diferentes areas de una

colmena de observacién luego de la exposicion aguda oral al IMI. Estructura de error normal.

Modelo K AIC A Wi
1. Tarea*Tratamiento 4 78,76 0,42 0,36
2. Tarea + Tratamiento 3 79,98 1,65 0,20
3. Tarea 2 78,34 0 0,45
4. Tratamiento 2 131,05 52,73 1,50 10712
5. Nulo 1 129,06 50,73 4,301072

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 22. Conjunto de GLM que explican el CP2 extraido de un analisis de componentes
principales sobre los tiempos de permanencia de las abejas en las diferentes areas de una

colmena de observacion luego de la exposicion aguda oral al IMI. Estructura de error normal.

Modelo K AIC A Wi
1. Tarea*Tratamiento 4 116,31 1,19 0,16
2. Tarea + Tratamiento 3 116,36 1,24 0,16
2
2

3. Tarea 117,10 1,98 0,11
4. Tratamiento 115,13 0,01 0,29

5. Nulo 1 115,12 0 0,29
K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 23. Conjunto de GLM que explican la cantidad de zonas recorridas por abejas
nodrizas y procesadoras de alimento luego de la exposicion aguda oral al IMI. Estructura de

error Poisson.

Modelo K AIC JAY Wi

1. Tarea*Tratamiento 4 115,94 5,34 0,03
3

2

2

114,23 3,63 0,08
112,28 1,68 0,21

2. Tarea + Tratamiento
3. Tarea
112,56 1,96 0,18

5. Nulo 1 110,60 o) 0,49
K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

4. Tratamiento

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 24. Cargas o loadings de las duraciones y frecuencias de actividades. Los valores indican

la correlacion de las variables originales con cada CP extraido.

Componente principal
(proporcion de varianza explicada)

Variable original

CP1 CP2 CP3 CP4

(33,58 %) (19,45 %) (15,63 %) (12,79 %)
DescansoP 0,28 0,20 0,44 0,03
Locomocion? -0,20 -0,16 -0,40 0,06
AcicalamientoP -0,20 -0,21 -0,37 -0,18
VibracionP -0,21 -0,32 0,40 -0,30
Ventilacion? -0,19 -0,32 0,12 -0,43
Inspeccion de celdaP -0,35 0,15 -0,15 -0,04
AntenacionP -0,30 0,02 0,26 0,41
TrofalaxiaP -0,31 0,07 0,01 0,30
Seguimiento de danzaP -0,13 0,48 0,07 -0,33
Vibraci6énM -0,25 -0,29 0,39 -0,18
Inspeccion de celdaN -0,34 0,34 -0,04 -0,10
Antenaci6onM -0,31 0,03 0,27 0,41
TrofalaxiaN -0,38 0,01 -0,11 0,04
Seguimiento de danzaN -0,13 0,48 0,07 -0,33

D corresponde a la duracién de la actividad, N corresponde a la frecuencia.

Tabla 25. Conjunto de GLMM que explican el nimero de abejas vivas luego de la exposicion

cronica oral al IMI y al GLI durante 5 dias. Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A wi

1. IMI*GLI*Temporada + Jaula 12 428,56 15,50 1,46 104

2. IMI*GLI + Temporada + Jaula 6 419,35 6,30 0,02
3. IMI + GLI*Temporada + Jaula 7 421,28 8,20 5,611073
4. GLI + IMI*Temporada + Jaula 7 421,30 8,20 5,611073

5. IMI + GLI + Temporada + Jaula 5 417,49 4,40 0,04

6. IMI + GLI + Jaula 3 416,40 3,30 0,07

7. IMI + Temporada + Jaula 4 416,26 3,20 0,07

8. GLI + Temporada + Jaula 4 415,49 2,40 0,10

9. GLI + Jaula 2 414,40 1,30 0,18

10. Temporada + Jaula 3 414,27 1,20 0,19

11. Jaula 1 413,15 0 0,34

K es el numero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 26. Conjunto de GLMM que explican el nimero de abejas vivas luego de la exposiciéon

crénica oral al IMI y al GLI durante 9 dias. Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi

1. IMI*GLI*Temporada + Jaula 12 371,00 16,90 8,91105
2, IMI*GLI + Temporada + Jaula 6 362,50 8,40 6,25 103
3. IMI + GLI*Temporada + Jaula 7 362,60 8,50 5,94 1073
4. GLI + IMI*Temporada + Jaula 7 363,50 9,40 3,79 1073

5.IMI + GLI + Temporada + Jaula 5 360,60 6,50 0,02

6. IMI + GLI + Jaula 3 357,20 3,10 0,09

7. IMI + Temporada + Jaula 4 359,30 5,20 0,03

8. GLI + Temporada + Jaula 4 358,70 4,60 0,04

9. GLI + Jaula 2 356,00 1,90 0,16

10. Temporada + Jaula 3 355,30 1,20 0,23

11. Jaula 1 354,10 0] 0,42

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 27. Conjunto de GLMM que explican el namero de abejas vivas luego de la exposicion

cronica oral al IMI y al GLI durante 14 dias. Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi

1. IMI*GLI*Temporada + Jaula 12 304,50 16,70 1,1310%
2. IMI*GLI + Temporada + Jaula 6 206,70 8,90 5,58103
3. IMI + GLI*Temporada + Jaula 7 298,00 10,20 2,911073
4. GLI + IMI*Temporada + Jaula 7 207,40 9,60 3,93103

5. IMI + GLI + Temporada + Jaula 5 294,70 6,90 0,02

6. IMI + GLI + Jaula 3 201,80 4,00 0,06

7. IMI + Temporada + Jaula 4 202,80 5,00 0,04

8. GLI + Temporada + Jaula 4 202,80 5,00 0,04

9. GLI + Jaula 2 289,80 2 0,18

10. Temporada + Jaula 3 289,80 2 0,18

11. Jaula 1 287,80 o) 0,48

K es el nimero de paradmetros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 28. Conjunto de GLM que explican la ingesta individual total luego de la exposicion

crénica oral al IMI y al GLI durante 5 dias. Estructura de error Gamma.

Modelo K AIC JAY Wi
1. IMI*GLI*Temporada 12 1028,30 9,50 0,01

2, IMI*GLI + Temporada 6 1026,70 7,90 0,01

3. IMI + GLI*Temporada 7 1020,40 1,60 0,27

4. GLI + IMI*Temporada 7 1028,50 9,70 0,01

5.IMI + GLI + Temporada 5 1024,80 6,00 0,03
6. GLI*Temporada 6 101880 O 0,61

7. GLI + Temporada 4 1023,20 4,40 0,07

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 29. Conjunto de GLM que explican la ingesta individual total luego de la exposicion

crénica oral al IMI y al GLI durante 9 dias. Estructura de error Gamma.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*GLI*Temporada 12 873,00 4,15 0,05
2. IMI*GLI + Temporada 6 872,34 3,49 0,07
3. IMI + GLI*Temporada 7 869,34 0,49 0,30
4. GLI + IMI*Temporada 7 874,97 6,12 0,02
5.IMI + GLI + Temporada 5 871,80 2,95 0,09
6. GLI*Temporada 6 868,85 o) 0,389
7. GLI + Temporada 4 871,63 2,78 0,10

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 30. Conjunto de GLM que explican la ingesta individual total luego de la exposicién

cronica oral al IMI y al GLI durante 14 dias. Estructura de error Gamma.

Modelo K AIC A Wi

1. IMI*GLI*Temporada 12 646,35 9,78 0]
2. IMI*GLI + Temporada 6 643,04 6,47 0,02
3. IMI + GLI*Temporada 7 637,71 1,14 0,31
4. GLI + IMI*Temporada 7 645,31 8,74 0,01
5.IMI + GLI + Temporada 5 641,91 5,34 0,04
6. GLI*Temporada 6 636,57 0] 0,56
7. GLI + Temporada 4 641,05 4,48 0,06

K es el numero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 31. Conjunto de GLMM que explican el puntaje de las abejas en un protocolo de
umbral de respuesta al azacar luego de la exposiciéon cronica oral al IMI y al GLI. Estructura

de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IIT*IMI*GLI*Edad + Jaula 24 2902,5 12,69 0
2. IIT + IMI*GLI*Edad + Jaula 13 2896,9 7,09 0,01
3. IMI*GLI*Edad + Jaula 12 2894,97 5,16 0,04
4. IMI*GLI + Edad + Jaula 6 2889,81 o 0,50
5. IMI + GLI*Edad + Jaula 7 2893,89 4,08 0,07
7
)

6. GLI + IMI*Edad + Jaula 2896,15 6,34 0,02
7. IMI + GLI + Edad + Jaula 2892,54 2,73 0,13
8. IMI*GLI + Jaula 4 2891,34 1,53 0,23

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 32. Conjunto de GLMM que explican la respuesta condicionada durante la fase de
entrenamiento de un condicionamiento absoluto luego de la exposiciéon cronica oral al IMI

y al GLI. Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*GLI*Edad*Ensayo + Jaula + Abeja 48 2874,5 23,6 3,0210°
2. IMI*GLI*Edad + Ensayo + Jaula + Abeja 15 2850,9 0 0,40

3. IMI*GLI + Edad + Ensayo + Jaula + Abeja 9 2851,5 0,6 0,30
4. IT*IMI*GLI*Edad + Ensayo + Jaula + Abeja 27 2867,5 16,6 104
5. IIT + IMI*GLI*Edad + Ensayo + Jaula + Abeja 16 2851,5 0,6 0,30

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 33. Conjunto de GLMM que explican la respuesta condicionada durante la fase de

evaluacion de un condicionamiento absoluto luego de la exposicion oral crénica al IMI y al

GLI. Estructura de error binomial.

Modelo K AIC A Wi

1. IIT*IMI*GLI*Edad + Jaula 24 604,35 12,72 6,9310%
2. IIT + IMI*GLI*Edad + Jaula 13 599,66 8,03 7,23103
3. IMI*GLI*Edad + Jaula 12 606,08 14,45 2,9210%
4. IIT + IMI*GLI + Edad + Jaula 7 599,63 8,00 7,34103

5. 1IIT+IMI+GLI+Edad+Jaula 6 597,67 6,04 0,02

6. IIT + IMI + GLI + Jaula 4 594,69 3,06 0,09

7. IIT + IMI + Jaula 3 593,17 1,54 0,19

8.IIT + GLI + Jaula 3 593,04 1,41 0,12

9. IIT + Jaula 2 591,63 o) 0,40

10. Jaula 1 594,54 2,91 0,09

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 34. Conjunto de GLM que explican el ID durante la fase de entrenamiento de un

condicionamiento diferencial luego de la exposiciéon crénica oral al IMI y al GLI. Estructura

de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IMI*GLI*Edad*Ensayo + Jaula + Abeja 48 2489,58 4,76 0,06
2. IMI*GLI*Edad + Ensayo + Jaula + Abeja 15 2484,82 0] 0,62
3. IMI*GLI + Edad + Ensayo + Jaula + Abeja 9 2496,67 11,85 1,66 103
4. IMI + GLI*Edad + Ensayo + Jaula + Abeja 10 2497,93 13,11 8,86 104
5. GLI + IMI*Edad + Ensayo + Jaula + Abeja 10 2491,30 6,48 0,02
6. IIT + IMI*GLI*Edad + Ensayo + Jaula + Abeja 16 2486,33 1,51 0,29

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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Tabla 35. Conjunto de GLM que explican el ID global en la fase de entrenamiento de un

condicionamiento diferencial luego de la exposiciéon crénica oral al IMI y al GLI. Estructura

de error binomial.

Modelo K AIC A Wi
1. IIT*IMI*GLI*Edad + Jaula 24 1923,51 6,54 0,02
2. IIT + IMI*GLI*Edad + Jaula 13 1917,93 0,96 0,34
3. IMI*GLI*Edad + Jaula 12 1916,97 0 0,55
4. IMI*GLI + Edad + Jaula 6 1926,22 9,25 5,42 1073
5. IMI + GLI*Edad + Jaula 7  1927,23 10,26 3,27 1073
6. GLI + IMI*Edad + Jaula 7  1921,10 4,13 0,07
7. IMI + GLI + Edad + Jaula 5 1926,52 9,55 4,67 1073

K es el nimero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.

Tabla 36. Conjunto de GLM que explican el ID en la fase de evaluacion de un

condicionamiento diferencial luego de la exposicién crénica oral al IMI y al GLI. Estructura

de error binomial.

Modelo K AIC A Wi

1. IIT*IMI*GLI*Edad + Jaula 24 717,21 12,40 5,0710%
2. IIT + IMI*GLI*Edad + Jaula 13 716,83 12,02 6,1310%
3. IMI*GLI*Edad + Jaula 12 716,85 12,04 6,0710%

4. IMI*GLI + Edad + Jaula 6 708,72 3,01 0,04

5. IMI + GLI + Edad + Jaula 5 707,75 2,94 0,06

6. IMI + GLI + Jaula 3 706,08 1,27 0,13

7. IMI + Edad + Jaula 4 70580 0,99 0,15

8. GLI + Edad + Jaula 4 708,64 3,83 0,04

9. IMI + Jaula 2 704,92 0,11 0,24

10. Edad + Jaula 3 706,60 1,88 0,10

11. Jaula 1 704,81 o) 0,25

K es el numero de parametros del modelo. Ai es la diferencia de AIC entre el modelo i y el modelo con

mejor ajuste (AIC menor). wi es el peso Akaike del modelo i.
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