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La abeja Apis mellifera como bioindicador del impacto ambiental: estudio sobre su 

fisiología, comportamiento y sociabilidad en un agroecosistema.  

 

Resumen 

La abeja Apis mellifera L. es uno de los principales polinizadores en agroecosistemas, y como tal, sus colonias 

están expuestas a la intensificación agrícola. Esto conlleva una mayor utilización de agroquímicos y una 

reducción de diversidad floral, resultando en hábitats fragmentados y más homogéneos. Los recursos que 

obtienen en estos entornos pueden estar expuestos a agroquímicos, lo que podría acumularse en sus colonias 

y distribuirse entre sus miembros. En la presente tesis se planteó comparar desde un abordaje comportamental, 

sociobiológico, molecular y fisiológico, el estado integral de las colmenas de abejas melíferas en dos momentos 

diferentes del manejo del agroecosistema circundante y considerando la disponibilidad de recursos, la 

heterogeneidad del entorno y la aplicación de agroquímicos. Esto se realizó a lo largo de cuatro temporadas 

de verano, evaluando las diferentes etapas de desarrollo de las abejas. Desde un abordaje comportamental, 

se estudió la actividad recolectora de las colonias y se evaluó la sensibilidad gustativa y la capacidad de 

aprender un olor recompensado a través de un condicionamiento olfativo clásico, utilizando el paradigma de 

respuesta de extensión de la probóscide (REP) en individuos recolectores capturados en los distintos apiarios. 

Desde un abordaje ecotoxicológico se analizó la presencia de residuos de agroquímicos en miel, cera, polen y 

cuerpo de abejas recolectoras. A su vez, a través de un abordaje molecular, se estudió la expresión relativa de 

genes asociados a la detoxificación de xenobióticos en larvas y abejas adultas jóvenes. En las abejas 

recolectoras se analizaron los niveles de expresión de genes asociados a las bases genéticas de la 

sociabilidad. En suma, los resultados de esta tesis confirman que trazas de agroquímicos están ingresando a 

las colmenas y generando efectos subletales sobre todas las etapas del desarrollo de los miembros de la 

colonia. Se observaron cambios en los niveles de expresión de los biomarcadores de exposición, relacionados 

a la detoxificación de xenobióticos, tanto en abejas adultas como en larvas, siendo estas últimas más 

vulnerables. La recolección de polen y su potencial nutricional tienen una relación directa con los perfiles de 

expresión génica, tanto en abejas obreras jóvenes asociadas al cuidado de la cría como en abejas recolectoras. 

Esto no se observa en larvas, donde los perfiles de expresión génica no tienen relación directa con las variables 

de recolección de recursos, pero sí con las concentraciones de residuos de pesticidas encontrados en miel y 

cera. Adicionalmente, hay un efecto negativo sobre las capacidades cognitivas de las abejas recolectoras que 

afecta directamente a la eficiencia recolectora y, sumado a los efectos sobre la expresión de genes 

relacionados a la actividad neural y sociabilidad en abejas, podría llevar a una desorganización de las 

actividades colectivas afectando la cohesión social de las colonias. De esta forma, la presente tesis aporta 

evidencias de que es posible un abordaje multivariado e integrativo mediante protocolos estandarizados para 

evaluar el impacto ambiental en las colonias de abejas melíferas en situaciones reales de campo. Por otro lado, 

da cuenta de la importancia de salvaguardar parches de flora silvestre que aporten diversidad floral tanto en el 

entorno de las colmenas como a lo largo de todo el periodo donde la recolección es intensa. Ambos aspectos 

mejorarían el estado nutricional a lo largo de toda la temporada de actividad recolectora, situación que podría 

paliar los efectos subletales observados. 

 

Palabras clave: Apis mellifera, intensificación agrícola, pesticidas, detoxificación de xenobióticos, capacidades 

cognitivas, eusocialidad. 
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The honeybee Apis mellifera as a bioindicator of environmental impact: study of their 

physiology, behavior and sociability in an agroecosystem.  

Abstract 

The honey bee Apis mellifera L. is one of the main pollinators in agroecosystems, and as such, its colonies are 

exposed to agricultural intensification. This leads to increased use of agrochemicals and a reduction in floral 

diversity, resulting in fragmented and more homogeneous habitats. The resources they obtain in these 

environments may be exposed to agrochemicals that can accumulate in their colonies and be distributed among 

their members. In the present thesis, a behavioral, sociobiological, molecular and physiological approach was 

used to compare the global state of beehives at two different times of crop management in a field in the province 

of Buenos Aires, in relation to the availability of resources, the heterogeneity of the environment and the 

application of agrochemicals. This was done during four summer seasons, evaluating the different stages of 

bee development. From a behavioral approach, on the one hand, we studied the foraging activity of the colonies, 

in the entrance of the hives and with pollen traps. On the other hand, using the proboscis extension response 

(PER) in forager bees captured in the different apiaries, sucrose responsiveness and odor-reward association 

were evaluated through olfactory conditioning. From a molecular approach, the presence of agrochemical 

residues in honey, wax, pollen and body of forager bees was analyzed. Furthermore, the relative expression of 

genes associated with the detoxification of xenobiotics in larvae and young bees inside the hive was studied. In 

addition, the relative expression of genes associated with the genetic basis of sociability in bees was evaluated 

in forager bees. In sum, the results of this thesis confirm that traces of agrochemicals are entering the hives 

and causing sub lethal effects on all stages of bee development. Changes in the expression levels of genes 

related to xenobiotic detoxification were observed in both, bees and larvae, the latter being more vulnerable. 

Pollen collection -and its nutritional potential- has a direct relationship with gene expression profiles, in both, 

young bees and forager bees. This was not observed in larvae, where gene expression profiles showed no 

direct relationship with the resources collection, but do exhibited a direct relationship with pesticides 

concentrations found in honey and wax samples. Additionally, there is a negative effect on the cognitive abilities 

of forager bees that directly affects foraging efficiency and, added to the negative effects on the expression 

levels of genes related to neural activity and sociability in bees, could lead to a disorganization of collective 

activities and the social structure of the hive. Thus, this thesis provides evidence that a multivariate approach is 

possible through standardized protocols to evaluate environmental impact and stress in honey bee colonies in 

current real field situations. On the other hand, it shows the importance of safeguarding patches of wild flora 

that provide floral diversity both, in the surroundings of the hives and throughout the period of intense harvesting. 

Both aspects would improve the nutritional status throughout the harvesting season, a situation that could 

mitigate the sublethal effects observed. 

 

Keywords: Apis mellifera, agricultural intensification, pesticides, detoxification of xenobiotics, cognitive abilities, 

eusociality. 
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1  

Introducción general                                   

 
1.1 Agroecosistemas 

 

Los agroecosistemas, tal como los definiera Odum (1984), son un tipo especial de ecosistema, 

intermedios entre los ecosistemas naturales y los ecosistemas urbanos como las ciudades, 

totalmente construidos por el ser humano. El manejo que el ser humano hace de los ecosistemas 

consiste en reemplazar una gran cantidad de especies vegetales silvestres por unas pocas o sólo 

una especie de utilidad agrícola (Conway, 1987).  

A nivel mundial, la superficie total cultivada se incrementó de manera consistente durante las 

últimas seis décadas (Andrade, 2020). Este fenómeno se debió, principalmente, a un aumento en los 

rendimientos por unidad de superficie como consecuencia del proceso denominado ñRevoluci·n 

Verdeò (Borlaug, 2007). Este proceso se dió por una conjunción de innovaciones, tales como la 

disponibilidad de fertilizantes nitrogenados de costos relativamente bajos, un mayor potencial de 

rendimiento en los cultivos, con genes de tolerancia a enfermedades y de insensibilidad fotoperiódica 

que les proveían amplia adaptación a distintas latitudes y la aparición de nuevos herbicidas que 

permitieron la difusión de estos cultivares, al disminuir la competencia con las malezas (Evans, 1997; 

Borlaug, 2007).  

El uso de pesticidas tuvo un rol relevante en la revolución verde y, desde 1960 al 2018, la 

producción global de fertilizantes aumentó 6,4 veces, la de plaguicidas 5,9 veces, y el uso de energía 

basada en combustibles fósiles para todo uso se incrementó 4,5 veces (Andrade, 2020). Los 

plaguicidas son sustancias químicas líquidas o sólidas que producen efectos tóxicos agudos y 

crónicos sobre ciertos organismos y que se utilizan principalmente para combatir las plagas (malezas, 

insectos, otros animales y enfermedades) que afectan a los cultivos (Andrade et al., 2017). 

Actualmente, el promedio mundial anual de uso de plaguicidas por hectárea, alcanza 2,7 kg de 

principio activo (Andrade, 2020) y, particularmente en Argentina, se aplica más del doble de este 

promedio (FAO, 2020). Estos compuestos están presentes en el aire, en el suelo, en el agua 

superficial y subterránea y en los alimentos, siendo la principal fuente de contaminación no puntual 

del ambiente (Larsen et al., 2013; Aparicio et al., 2015; Colombo y Sarandón, 2015). Debido a esta 

amplia presencia en matrices ambientales, afectan la salud humana y animal, a los insectos 

benéficos y a las comunidades microbianas (Tittonell, 2013; Aparicio et al., 2015). Se estima que el 
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63,7% de las tierras agrícolas a nivel mundial están en riesgo de contaminación por la presencia de 

más de un agroquímico (principio activo) y el 20,9% por más de diez (Tang et al., 2021). A su vez, el 

69,4% de las tierras agrícolas de América del Sur están expuestas a la contaminación por más de 

un principio activo (Figura 1.1). 

 

 

Figura 1.1 Mapa global del número de componentes activos (AIs) que suponen un riesgo para el ambiente. Los 

gráficos de torta representan la fracción de tierra agrícola contaminada por diferentes números de IAs en cada región 

y los valores entre paréntesis encima de los gráficos de torta representan la tierra agrícola total de esa región. Tomado 

de Tang et al., 2021. 

 

Otra consecuencia importante de la intensificación agrícola es la pérdida de biodiversidad. La 

biodiversidad, entendida como la diversidad de especies de organismos vivos y la variabilidad 

genética dentro de ellas, cumple importantes funciones en los agroecosistemas en relación con su 

producción y regulación interna y con su resiliencia, estabilidad y adaptación frente a cambios 

ambientales (Isbell et al., 2015; Dainese et al., 2019). La agricultura, por avanzar sobre áreas de 

bosques y otros tipos de ambientes, tiene una alta responsabilidad en los incrementos en la tasa de 

extinción de especies (Andrade, 2020). 

En suma, la importante intensificación de la producción agrícola basada en agroquímicos, junto 

con el laboreo excesivo de los suelos y el avance de la frontera agropecuaria originaron problemas 

de degradación ambiental y de contaminación, de pérdida de biodiversidad, de emisión de gases de 

efecto invernadero, de disponibilidad de agua dulce, entre otros (Foley et al., 2005; Rockström et al., 

2009; Bringezu et al., 2010; Tittonell, 2013; Gordon et al., 2017; Ripple et al., 2017; Springmann et 

al., 2018; FAO, 2020; Rockström et al., 2020). 

En el caso de Argentina, en las últimas décadas el modelo de producción agrícola-ganadera de la 

región pampeana implementó un uso más intensivo de insumos externos, tecnología y gestión para 
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lograr incrementos de producción adicionales, a la vez que se expandió sobre otras regiones 

dominadas por la vegetación natural en el norte del país (Aapresid, 2018). Esto tuvo como 

consecuencia un aumento significativo del área ocupada por cultivos anuales en toda la región y la 

consecuente reducción de superficie de bosques naturales, provocando una pérdida y fragmentación 

generalizadas de la vegetación natural (Galetto y Torres 2020). 

A fines de la década de 1980 se difundió en el país la siembra directa, un sistema a partir del cual 

no se recurre a la utilización de un arado ni se remueve el suelo antes de la siembra, sino que la 

sembradora crea una hendidura en la que se van depositando las semillas. Esta tecnología, a su vez, 

potenció el uso de agroquímicos tales como herbicidas, fungicidas e insecticidas, así como también 

un mayor uso de fertilizantes (Satorre y Andrade, 2021).  

Debido a que la siembra directa implica no arar la tierra, el desmalezamiento se realiza casi 

exclusivamente mediante la aplicación de herbicidas, los que a su vez pueden afectar el cultivo. Esto 

llevó a la adopción de cultivos modificados genéticamente, a partir de su surgimiento en el mercado 

argentino en el año 1996 (Satorre y Andrade, 2021). Actualmente, el porcentaje de variedades 

transgénicas cultivadas supera el 95% del área sembrada con soja en el país (Leguizamón, 2020). 

La ingeniería genética no se redujo a la soja, sino que se extendió también al maíz. Existen híbridos 

de maíz genéticamente modificados (maíces Bt) con tolerancia al barrenador del tallo, lepidóptero 

que en su estado larval resulta ser una de las plagas más importantes de este cultivo. Se estima que 

en al menos un 70% del área sembrada con maíz se cultiva algún híbrido Bt (Trigo, 2011).  

En la primera década del milenio la agricultura extensiva se identificaba con un reducido número 

de especies; de hecho, los cultivos de soja, maíz, trigo y girasol ocuparon más del 95% del área 

sembrada, con el cultivo de soja alcanzando el 65% del área cultivada hacia el año 2009. Asimismo, 

la superficie sembrada con el cultivo de soja tendió a incrementarse en dicho periodo, sin embargo, 

comenzó a disminuir en los últimos años (Satorre y Andrade, 2021), (Figura 1.2). 
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Figura 1.2. Evolución del área sembrada (Mhas) de los principales cultivos extensivos de granos en el período 2004-2018 

en la Argentina. Tomado de Satorre y Andrade, 2021.  

 

 

 

1.2 La abeja Apis mellifera como polinizador en 

agroecosistemas 

 

La producción del 70% de los principales cultivos aumenta con la polinización animal, la cual 

depende principalmente de la abeja doméstica Apis mellifera, y representa un tercio de la producción 

mundial de alimentos (Klein et al., 2007). Los servicios de polinización son servicios ecosistémicos 

de relevancia, tanto para la producción de alimentos como para la conservación de especies no 

cultivadas, y también se ha reconocido su valor en términos socioculturales (IPBES, 2016). La 

distribución y adaptabilidad de las abejas melíferas a distintas regiones del mundo, su amplia dieta 

generalista y su capacidad de cubrir grandes áreas de vuelo, sumado a una larga tradición de 

apicultura como actividad humana y a la posibilidad de trasladar colmenas entre distintos cultivos, 

han convertido a esta especie en el principal polinizador manejado en sistemas agrícolas (McGregor, 

1976; Klein et al., 2007). La polinización, es decir, la transferencia de polen desde las anteras hasta 

el estigma de flores de la misma especie, está mediada por animales en la gran mayoría de las 

angiospermas, especialmente insectos (polinización entomófila) y en particular por abejas (Tepedino, 

1979; Kearns et al., 1998; Abrol, 2012). Aunque la polinización entomófila es irrelevante para una 
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gran parte de los cultivos, se ha estimado que el 35% de la producción global de alimentos depende 

de polinizadores (Klein et al., 2007). Por otra parte, las tierras agrícolas destinadas a cultivos 

dependientes de polinizadores están en continua expansión en todo el mundo, habiendo aumentado 

un 137% en el período 1961-2016 (Aizen et al., 2019). Esta tendencia global se refleja en los países 

de Sudamérica y, en particular, en Argentina, donde el incremento resultó ser de 142% y 178%, 

respectivamente. 

En los últimos años, se ha registrado en diferentes países, un aumento en la pérdida de colonias 

de abejas melíferas utilizadas para servicios de polinización. En el caso particular de Estados Unidos 

y Europa, este fenómeno es denominado ñSíndrome de Colapso de las Colmenasò y es atribuido a 

múltiples factores, que incluyen diferentes patógenos tales como virus, parásitos externos e internos, 

microsporidios, bacterias y hongos (Potts et al., 2010; González-Varo et al., 2013). Estos patógenos, 

a su vez, pueden presentar efectos sinérgicos entre ellos. Además de las diferentes plagas y 

enfermedades como impulsores naturales directos, hay muchos otros factores llamados 

antropogénicos, que conducen a la pérdida de colonias. Las principales causales de este tipo son el 

uso de agroquímicos y la pérdida y fragmentación de hábitats naturales, ambos como consecuencia 

de la intensificación de la agricultura y la expansión de la frontera agropecuaria (Benbrook, 2016). 

En muchos casos, es la interacción de estos factores naturales y antropogénicos, lo que conduce a 

la morbilidad y mortalidad de las colonias (Hristov et al., 2020).  

Aún cuando Apis mellifera es el polinizador más importante económicamente, existen más de 

20.000 especies conocidas de abejas (Michener, 2000; Fernández y Sharkey, 2006). En la Argentina, 

se han reconocido unas 1.100 especies de abejas silvestres nativas y al menos siete especies 

exóticas, introducidas accidentalmente o, en algunos casos, como polinizadores para ciertos cultivos 

(Roig-Alsina, 2008). Si bien el rol de los polinizadores silvestres en agroecosistemas ha sido 

reconocido en los últimos años (Garibaldi et al., 2013; Rader et al., 2016, 2020), la contribución 

relativa de las distintas especies varía en función de la diversidad de los ensambles de polinizadores, 

la cual puede modificarse en el espacio y en el tiempo (Rader et al., 2012; Gibbs et al., 2016). Más 

aún, los ensambles de polinizadores silvestres suelen ser menos diversos en regiones por fuera del 

área de distribución nativa de las plantas cultivadas, especialmente en áreas de gran intensificación 

agrícola, en donde los hábitats semi-naturales que ofrecen recursos alimenticios y sitios de 

nidificación se encuentran reducidos a pequeñas superficies fragmentadas. En tales paisajes, si bien 

los cultivos ofrecen abundantes recursos, la oferta se da de forma explosiva durante un periodo 

limitado, y los polinizadores dependen de la disponibilidad de otras fuentes de alimento y de sitios de 

nidificación cercanos para su supervivencia (Mandelik et al., 2012). Numerosos estudios muestran 

que distintos grupos de abejas se diferencian en rasgos tales como el tamaño corporal, la pilosidad, 

el largo de la probóscide, la recompensa floral recolectada o el tiempo invertido por visita, lo cual 

influye en su eficiencia de polinización (Hoehn et al., 2008; Klein et al., 2009; Martins et al., 2015). 

Así, ensambles diversos de polinizadores pueden propiciar interacciones interespecíficas que 

promuevan de manera indirecta la polinización del cultivo (Greenleaf y Kremen, 2006; Carvalheiro et 
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al., 2011). Sin embargo, en regiones con uso agrícola intensivo, el elenco de polinizadores silvestres 

puede limitarse a tan solo unas pocas especies numéricamente inferiores frente a las abejas 

melíferas introducidas al cultivo. En dichos escenarios, la abundancia de unas pocas especies 

dominantes, y no la riqueza de especies, resulta determinante en la provisión del servicio de 

polinización (Winfree et al., 2015). 

Los agroquímicos son sustancias químicas tóxicas con un modo de acción específico, que suele 

afectar a una vía metabólica concreta de un organismo blanco (Lushchak et al., 2018). La exposición 

de las abejas a los plaguicidas se produce por la ingestión de residuos que se encuentran en el polen 

y el néctar de las plantas contaminadas (plantas de cultivo o malezas de los campos), (Sanchez-

Bayo y Goka, 2014).  A su vez, esta exposición puede producirse por vía oral, por contacto o, en 

menor medida, por la inhalación de partículas volatilizadas en el aire (Stanley et al., 2016). La 

probabilidad de exposición de las abejas a los residuos está estrechamente relacionada con la forma 

y el momento en que se aplica un plaguicida, la matriz y otras sustancias químicas con las que 

interactúa, y sus propiedades fisicoquímicas y su persistencia en el  ambiente (Boyle et al., 2019). 

En general, el principal método de aplicación de pesticidas es mediante pulverizadores terrestres 

(Figura 1.3).  Así mismo, es común el uso de pulverizadores manuales y, debido a la gran expansión 

de los monocultivos, el rociado aéreo (Giesy et al. 2000), (Figura 1.3). En cualquiera de estos 

métodos de aplicación puede ocurrir deriva, esto es, el desplazamiento de las gotas de pulverizado 

fuera del blanco; dispersándose en el aire, el suelo y en masas de agua aledañas a los cultivos 

(Matthews, 2006). De esta forma, cuando los plaguicidas se pulverizan sobre un cultivo, las gotas 

pueden ser dispersadas por el viento, pudiendo caer directamente sobre las abejas que están 

forrajeando o volando en las proximidades del cultivo tratado. La deriva de la pulverización también 

puede contaminar los recursos cercanos de forrajeo y anidación, como las flores silvestres, el suelo 

y el agua (Sánchez-Bayo y Goka, 2014). Esto puede conducir tanto a la ingestión de polen y néctar 

contaminados como a la exposición por contacto directo de las abejas que se posan o caminan sobre 

superficies contaminadas, como el suelo, el césped, las flores, el follaje y otros materiales de nido 

naturales o artificiales (Kopit y Pitts-Singer, 2018; Sgolastra et al., 2018; Gradish et al., 2019), (Figura 

1.4). De esta manera, se hace imperativa la gestión responsable de los agroquímicos. En Argentina, 

las buenas prácticas agrícolas tienen como objetivo lograr el manejo y uso responsable de estos 

insumos durante todo su ciclo de vida: desde su descubrimiento y desarrollo, ciclo comercial y uso 

en el campo, hasta su eliminación. Según las buenas prácticas, los agroquímicos deberían usarse 

solamente cuando la intensidad de la plaga a combatir va a significar un riesgo sobre el rédito 

económico y unicamente en cultivos autorizados, respetando las dosis indicadas, los periodos de 

carencia y siguiendo estrictamente todas las indicaciones de la etiqueta referidas a cuestiones de 

seguridad (Cid, 2014). Además, en forma previa a la aplicación, es fundamental llevar a cabo una 

evaluación de las coberturas necesarias y de las condiciones climáticas (temperatura, humedad, 

vientos, inversiones térmicas) a fin de elegir adecuadamente las opciones para la misma (Elorza, 

2021). Por otro lado, se debe constatar el buen funcionamiento del equipo de pulverización y la 
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calibración adecuada de la pulverizadora para lograr el número de gotas por cm2 y diámetro promedio 

de gotas adecuado (Federico Elorza, CASAFE, 2021). Una vez finalizada la aplicación, se debe hacer 

un correcto reciclado de los envases plásticos vacíos, a través de un triple lavado a presión, según 

la Norma IRAM N° 12.069 y perforados para su inutilización, transformándolos en insumos para la 

elaboración de artículos útiles para la sociedad en una forma ambientalmente segura y sustentable 

(Federico Elorza, CASAFE, 2021).  

 

 

 

/ 
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Figura 1.3. Métodos de aplicación de agroquímicos. A) Terrestre. B) Aérea. Fotos tomadas de inta.gob.ar. 
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Figura 1.4. Rutas de exposición a agroquímicos. Fuente: Tribunal de Cuentas Europeo, a partir de información de la 

EFSA, 2020. 

 

Las abejas melíferas realizan varios vuelos al día para recolectar recursos y, al hacerlo, pueden 

quedar expuestas a los productos agroquímicos que pueden estar presentes en las flores visitadas 

tras las aplicaciones (DeGrandi-Hoffman y Martin, 1993; Grüter y Farina, 2007). El néctar es, 

principalmente, fuente de hidratos de carbono y el polen lo es de proteínas, aunque también puede 

contener lípidos, 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 otoño 

y el invierno, periodo durante el cual la oferta floral es muy baja o nula. Al ser un insecto social, la 

supervivencia de la colonia depende de las tareas colectivas de todos los individuos y de un 

crecimiento poblacional adecuado. Por lo tanto, es importante considerar no solo la exposición a 

pesticidas de la abeja recolectora, sino también la exposición de las larvas y de las abejas que 

realizan diversas tareas dentro de la colmena (Farina et al., 2019). Debido a la alta conectividad entre 

individuos que muestran las colonias, una vez que una abeja recolectora retorna a la colmena, puede 

contaminar a sus compañeras a través de contactos corporales casuales entre individuos, al 

compartir la comida a través de la distribución de alimento líquido boca a boca entre congéneres 

(trofalaxia) o al depositar los recursos contaminados en las celdas de almacenamiento. Las 

sustancias que se introducen en la colmena pueden permanecer almacenadas durante largos 

periodos y acumularse hasta que los recursos se utilicen como suministros para la colonia (Devillers 



17 
 

y PhamȤDel ḡue, 2002). Es debido a esto que el estudio de los efectos crónicos subletales es de 

particular importancia en insectos sociales. 

El polen recogido se compone de una mezcla de diferentes plantas presentes en número variable, 

lo que refleja la composición floral del entorno de la colmena. En las zonas de cultivo extensivo de 

plantas poliníferas, llegan a la colonia grandes cantidades de polen procedente de los cultivos. El 

pan de abeja se compone principalmente de polen, el cual puede estar contaminado por pesticidas. 

Las abejas añaden miel y secreciones de abeja al polen para convertirlo en una fuente nutricional de 

proteínas, siendo consumido en grandes cantidades por las abejas nodrizas y, en menor medida, por 

las larvas (Rortais et al., 2005). 

Las colonias de abejas melíferas utilizadas para servicios de polinización se enfrentan a una 

menor diversidad de pólenes en su dieta, lo que, a su vez, puede traducirse en un déficit de nutrientes 

esenciales (Brodschneider y Crailsheim, 2010). Un monocultivo dependiente de los polinizadores 

representa un exceso de oferta de un único recurso floral sólo disponible durante unas pocas 

semanas, seguido de un largo período de escasez de alimento (Requier et al., 2015; Dolezal et al., 

2019). En el caso de los cultivos de verano estudiados, tanto el girasol (Helianthus annuus) como el 

maíz (Zea mays) tienen un polen de baja calidad, con un nivel proteico por debajo del 20% necesario 

para que las abejas adquieran sus requerimientos nutricionales básicos (Somerville, 2001). Por otro 

lado, el néctar de girasol es muy atractivo para las abejas melíferas, siendo sus flores muy visitadas 

por ellas (Rortais et al., 2005). En el caso de la soja (Glycine max), sus flores son visitadas 

principalmente para la recolección de néctar (Chiari et al., 2005). En este sentido, las abejas melíferas 

dependen de la adecuada disponibilidad y recolección de polen para satisfacer la mayor parte de sus 

necesidades alimentarias. Por lo tanto, un equilibrio en la variabilidad de polen es fundamental para 

el crecimiento y la sostenibilidad de las colonias, y a su vez, afecta a muchos procesos posteriores, 

tales como el cuidado de las crías y el comportamiento de las obreras. Por otro lado, este equilibrio 

en la variabilidad de polen tiene una fuerte influencia sobre las interacciones entre dieta, nutrición, 

presencia de enfermedades y el estado del sistema inmunitario de la colonia (Smart et al., 2016). Por 

lo tanto, esta fuerte reducción de la diversidad espacial y la disponibilidad temporal de los recursos 

florales puede poner en peligro la supervivencia de las colonias de abejas melíferas, así como los 

servicios de polinización que proporcionan (Potts et al., 2010). Esta demanda nutricional podría ser 

complementada mediante el establecimiento y protección de zonas no cultivadas, con presencia de 

flora silvestre. Se ha reportado que la presencia de estas zonas buffer en los márgenes del cultivo 

provee de recursos florares más diversos, que resultan atractivas para los polinizadores (IPBES, 

2016) y que, además, podrían reducir la deriva de pesticidas en ambientes adyacentes (Ucar y Hall, 

2001). El informe de IPBES sugirió, además, que la "intensificación ecológica" (Tittonell, 2014), es 

una estrategia clave de mitigación. La intensificación ecológica destaca el rol de los polinizadores y 

la utilización de técnicas que intenten restaurar los balances ecológicos a través de la biodiversidad 

y, como consecuencia, depender menos de insumos externos o complementarlos (Tittonell, 2014). 
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De esta manera se podría aumentar la producción sin tener los altos costos ambientales y sociales 

del sistema tradicional (Garibaldi et al., 2016). 

En los últimos años, se ha registrado que más del 35% de muestras de pan de abeja y miel, 

analizadas a partir de colmenas de todo el mundo, presentan residuos de agroquímicos (Mullin et al., 

2010; Giroud et al., 2013; Mitchell et al., 2017; Song et al., 2018; Tong et al., 2018; Ligor et al., 2020; 

Raimets et al., 2020; Kadlikova et al., 2021; Xiao et al., 2022). A su vez, Rubio y colaboradores 

encontraron que el 59% de las muestras de miel analizadas, provenientes de diferentes países del 

mundo ïentre ellos Argentina-, presentaron residuos de glifosato, con un promedio de 64 ng/g (Rubio 

et al., 2014). Este promedio es superior al límite reglamentario de 50 ng/g de presencia de glifosato 

en mieles no orgánicas para la Unión Europea (European Comission, 2016).  

 

 

1.3 Organización social de la colmena 

 

Las abejas melíferas son insectos holometábolos, por lo cual, la transición de larva a adulto ocurre 

durante un estadio pupal intermedio (Figura 1.5). A su vez, son insectos eusociales, es decir, 

presentan división reproductiva del trabajo, cooperación en el cuidado de la cría y solapamiento de 

distintas generaciones capaces de contribuir en las tareas dentro de la colonia (Michener, 1974). En 

la colonia conviven todos los estadios, por lo tanto, larvas y adultos comparten el mismo nicho. Dentro 

de los nidos de estos insectos, se realizan actividades con un alto grado de coordinación que 

involucran a un gran número de individuos. Dada esta división del trabajo, dentro de una colonia de 

abejas de Apis mellifera existen castas reproductivas y castas no reproductivas (Figura 1.5). En el 

primer caso, se encuentran la reina y los zánganos, únicos individuos que tienen el aparato 

reproductor desarrollado y son capaces de dejar descendencia fértil. La reina puede poner miles de 

huevos por día, y a su vez, es la principal responsable de mantener la cohesión de la colonia gracias 

a sus feromonas. En el segundo caso, la casta no reproductiva está compuesta por las obreras, que 

cooperan en el cuidado de cría y cuyas generaciones se solapan contribuyendo en la labor social 

(Wilson, 1971). De esta forma, una típica colonia de abejas melíferas está constituida por 10-40 mil 

abejas obreras (hembras), desde ninguno a varios cientos de zánganos (machos) dependiendo la 

época del año y una única reina, o hembra fértil (Winston, 1987), (Figura 1.5). 
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Figura 1.5. A) Ciclo de vida de una abeja obrera. B) Distintas castas: obrera, reina y zángano (de arriba hacia abajo). 

Crédito: Alexander Wild. C) Abejas obreras sobre un panal operculado, realizando diferentes tareas. En el centro de la 

imagen se puede ver a dos abejas haciendo trofalaxia. Credito fotográfico: grupo INSSOC. 

 

Las obreras realizan diferentes actividades organizadas según su edad. Debido a este fenómeno 

denominado polietismo etario (Lindauer, 1952; Seeley, 1982; Winston, 1987), las obreras progresan 

en una serie de tareas programadas a medida que 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 desempeña en el exterior de la colmena. Durante los primeros días 

de vida adulta, la abeja obrera desempeña actividades en el interior del nido relacionadas con la 

limpieza de celdas recientemente liberadas. Cuando alcanza los tres días de edad, se dedica a 

atender a la reina, sellar celdas y acicalar y alimentar a compañeras de nido. Además, se desempeña 

como nodriza al alimentar y cuidar a la cría, las larvas. Este patrón de comportamiento continúa 

durante los siguientes once días. Cuando alcanzan los trece días de edad adulta, la obrera deja el 

centro del nido donde está la cría para pasar a trabajar en la periferia, en la región de almacenamiento 

de alimento de la colmena. Allí, comienza a procesar el alimento: recibe néctar de las abejas 

recolectoras que ingresan a la colmena, lo convierte en miel y la deposita en las celdas superiores 

que funcionan como reserva de alimento. Además, coloca el polen en las celdas correspondientes, 
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ventila la colmena agitando las alas, colabora con las guardianas en la entrada de la colmena y 

continúa alimentando y acicalando a sus compañeras de nido. Finalmente, a partir de los 17-20 días 

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 1.6). 

 

 

Figura 1.6. Polietismo etario. Tareas realizadas por una abeja obrera a lo largo de su vida adulta. Crédito: Grupo INSSOC. 

 

 

La división de tareas se da gracias a que individuos de distintas edades presentan diferentes 

umbrales de respuesta que les permiten responder a ciertos estímulos de manera variada a escala 

colectiva (Robinson, 1992; Page et al., 1998). La transición de una tarea a otra requiere de cambios 

importantes en las habilidades sensoriales y cognitivas, las cuales están acompañadas por cambios 
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morfológicos y fisiológicos (Robinson, 1992). Las nodrizas presentan una hipertrofia de las glándulas 

hipofaríngeas, encargadas de la secreción de sustancias nutritivas con las que se alimenta a las 

larvas (Figura 1.7). Luego estas glándulas colapsan y las glándulas de cera, ubicadas entre los 

segmentos abdominales 2 y 4, comienzan su crecimiento. Es en este momento, cuando la obrera 

puede especializarse en tareas de construcción y refacción del nido (Figura 1.7). A continuación, las 

glándulas de cera se reducen y la abeja se dedica a la tarea de procesamiento de alimento. 

Finalmente, las recolectoras presentan una atrofia total de ambos tipos de glándulas (Winston, 1987). 

Por lo tanto, la edad fisiológica impone restricciones sobre la tarea a realizar por un individuo. Sin 

embargo, es importante subrayar que éste no es el único factor que controla la división del trabajo, 

sino que las actividades se ajustan de acuerdo con los requerimientos de la colonia y éstos varían 

según las condiciones tanto dentro como fuera del nido (Lindauer, 1952; Ribbands, 1955; Robinson, 

1992; Seeley, 1995). 

 

 

 

Figura 1.7. A) Abejas nodrizas alimentando a las larvas. Fuente: ecobugdoctor.files.wordpress.com. B) 

Abeja con escamas de cera producidas por glándulas cereras. Fuente: thebeekeepingfamily.blogspot.com. 
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1.4 El comportamiento de la abeja melífera y su interacción con 

el ambiente 

 

1.4.1 El comportamiento recolector de Apis mellifera 

 

En un ambiente dinámico en el cual la oferta floral no se mantiene constante en el tiempo, la 

recolección de recursos es un proceso altamente coordinado e implica un equilibrio entre decisiones 

que maximicen la eficiencia de recolección individual de una fuente rica a corto plazo y aquellas que 

optimicen la explotación de recursos considerando a la colonia como un todo a largo plazo (Núñez, 

1982). El rango de recolección de una colonia promedio en un ambiente natural tiene una distancia 

modal, mediana y media de 0,7, 1,2 y 2,2 km a la redonda, respectivamente (Seeley, 1995). Estas 

distancias se reducen a unos cientos de metros cuando las colonias están rodeadas de cultivo. El 

pasaje de tareas dentro del nido a la recolección en el exterior involucra el desarrollo de nuevas 

habilidades, tales como la navegación en vuelo, la detección de recursos, la recolección y la 

comunicación de esta información al resto de la colonia. A edades recolectoras, el desarrollo del 

sistema nervioso se considera concluido (Masson y Arnold 1987). Los adultos recolectores aprenden 

aromas florales mientras visitan flores, resultando en memorias asociativas que se almacenan en 

diferentes regiones del cerebro (Galizia et al., 2012; Menzel, 2012; Sandoz y Giurfa, 2012). Estas 

memorias una vez reactivadas guían a la abeja hasta el estímulo aprendido mostrando constancia 

floral (Lindauer 1961; Seeley 1995). 

Las abejas recolectan néctar, polen, agua y resinas de los entornos cercanos a la colmena. El 

néctar es la fuente principal de hidratos de carbono, aunque también contiene aminoácidos, 

vitaminas, minerales, lípidos, proteínas y metabolitos secundarios, los cuales pueden afectar la 

preferencia de las abejas (Nicolson et al., 2007; Roy et al., 2017). El polen es la fuente natural de 

proteínas y aminoácidos esenciales, y constituye el principal alimento de las larvas de la casta obrera 

en forma de pan de abeja (Herbert, 1992; Zhu et al., 2017). La cantidad de cría y de reservas de 

alimento de la colonia, así como la oferta floral disponible en el ambiente, la cual es variable en 

términos cuantitativos y cualitativos de acuerdo a la estación del año, influirá en el total de obreras 

destinadas a la recolección de néctar o de polen (Free, 1967; Pankiw et al., 1998; Pernal y Currie, 

2001). 

Las abejas melíferas son altamente generalistas, pudiendo interactuar con numerosas especies 

de plantas tanto cultivadas como silvestres, lo cual les permitió adaptarse a los distintos ambientes 

donde viven. Si bien las abejas obtienen néctar y polen de una gran variedad de plantas, su 

composición química varía y no todos los pólenes cumplen con los requerimientos nutricionales de 

las abejas, debido a un bajo contenido de proteína cruda o a la deficiencia en algún aminoácido 

esencial (Somerville, 2001). El acceso a una dieta diversificada resulta fundamental, dado que una 
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dieta polifloral está directamente relacionada con mayores niveles de inmunidad individual y social 

respecto de una dieta monofloral (Alaux et al., 2010). 

Al regresar a la colmena, las abejas recolectoras descargan el alimento que traen consigo. En el 

caso del néctar, éste es transferido de manera directa por trofalaxia a otras compañeras de nido, las 

que posteriormente procesan y almacenan este recurso (von Frisch, 1967). Por otro lado, despliegan 

dentro del nido un comportamiento estereotipado denominado la danza de reclutamiento (von Frisch 

1967). Este despliegue es considerado una señal multi-componente que brinda información sobre la 

presencia, localización y calidad de una fuente de alimento, además de poder reactivar memorias en 

seguidoras de la danza (von Frisch 1967; Riley et al. 2005; Thom et al. 2007; Grüter y Farina 2009).  

 

 

1.4.2 Aprendizaje asociativo 

 

Los animales se desarrollan en ambientes donde los estímulos 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 permitirán diferenciar aquellos estímulos relevantes de los que no lo 

son. En este sentido, el aprendizaje 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).  

Durante la recolección de alimento las abejas aprenden claves olfativas, visuales y gustativas de 

las flores, las cuales les permiten orientarse y encontrar una fuente rica de recursos en los sucesivos 

ciclos de recolección (von Frisch, 1967). En un ambiente fluctuante, la supervivencia de la colonia 

dependerá del aprendizaje de nuevas claves que guiarán a las recolectoras a las fuentes de alimento 

más productivas, de manera de optimizar la explotación de los recursos disponibles. 

El aprendizaje asociativo surge al establecerse un vínculo entre al menos dos estímulos 

contingentes, uno de los cuales es un estímulo excitatorio o refuerzo y el otro un estímulo a priori 

neutro. La contingencia se establece cuando un estímulo neutro de cualquier modalidad sensorial 

alcanza un valor predictivo para el animal, es decir, predice al estímulo excitatorio. Estas 

asociaciones permiten al animal reducir su nivel de incertidumbre (Menzel, 1999; Giurfa, 2007). En 

este sentido, la capacidad de las abejas melíferas de asociar claves olfativas y visuales de las flores 

con su recompensa (por ejemplo, un néctar rico en azúcares) ha sido muy bien estudiada (von Frisch, 

1919; Menzel y Erber, 1978; Menzel, 1999).  

 

 

1.4.2.1 Condicionamiento olfativo clásico y operante 
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En el caso particular de las abejas, la búsqueda de fuentes de alimento fuera de la colmena se 

basa en dos tipos de aprendizaje asociativo: (1) el condicionamiento operante (Skinner, 1938), en el 

que se construye una contingencia entre el volar o caminar hacia un estímulo discriminativo 

(respuesta del insecto) y el resultado de esa respuesta (volar hacia una flor y obtener alimento), y 

entre el estímulo discriminativo (olor floral, color o patrones florales) y la respuesta del insecto; y (2) 

el condicionamiento clásico (Pavloviano), en el cual se construye una contingencia entre las claves 

florales (EC) y la recompensa de néctar (EI). Ambos tipos de aprendizaje asociativos se vinculan con 

el mismo contexto apetitivo de búsqueda de alimento, pero implican distintos tipos de asociaciones 

que han sido abordadas experimentalmente (Sandoz et al., 2000). 

En el caso del condicionamiento olfativo clásico, existe un protocolo bien establecido para abejas 

melíferas bajo el paradigma de la respuesta de extensión de probóscide (Takeda, 1961; Bitterman et 

al., 1983). En este protocolo se amarra a las abejas experimentales de manera tal que sus 

movimientos queden limitados a las antenas y piezas bucales (Frings, 1944). De esta forma, es 

posible presentar de forma ordenada los diferentes estímulos. La respuesta de extensión de 

probóscide (REP) es una respuesta refleja e innata que ocurre en la naturaleza cuando una abeja 

contacta con sus antenas o tarsos, el néctar de las flores. En el laboratorio, es posible evocar dicha 

respuesta refleja al contactar las antenas de abejas amarradas con un palillo embebido en solución 

azucarada. Se comienza con la presentación de un olor que funciona como estímulo neutro, es decir 

que inicialmente no genera la respuesta REP. Este olor se presenta solapado en el tiempo con el 

contacto de solución azucarada en las antenas (EI, que sí genera REP). Al cabo de repetidas 

presentaciones pareadas de ambos estímulos, seguidas de la ingesta de la solución azucarada, se 

establece una asociación entre ambos estímulos y el estímulo que antes era neutro ahora es un 

estímulo condicionado (EC) y, por lo tanto, es capaz por sí mismo de evocar una respuesta REP que 

ahora es una respuesta condicionada (Figura 1.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                     Figura 1.8. Condicionamiento olfativo. 
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1.4.3 Sensibilidad gustativa 

 

La quimiorrecepción por contacto o gusto es una modalidad muy importante en los insectos dado 

que les permite seleccionar su alimento con cuidado. Las abejas se encuentran con diferentes tipos 

de azúcares (sacarosa, glucosa y fructosa), ácidos orgánicos, lípidos, minerales, vitaminas, 

compuestos aromáticos, aminoácidos, enzimas, compuestos fenólicos y sales, al colectar néctar, 

polen, agua y resinas (Harborne, 1982). De manera que la quimiorrecepción resulta crucial, no solo 

para las abejas recolectoras, sino también para las abejas jóvenes que cumplen funciones dentro del 

nido y que entran en contacto con estos mismos compuestos cuando procesan los recursos que son 

transportados hacia la colmena por parte de las pecoreadoras.   

En la abeja A. mellifera, los órganos quimiosensoriales principales son las antenas, las piezas 

bucales y los segmentos distales del primer par de patas. Los receptores gustativos se encuentran 

dentro de cavidades o pelos sensoriales llamadas sensilias (Goodman, 2003). Se ha visto que las 

sensilias antenales responden a la estimulación con sacarosa incluso más que las ubicadas en la 

probóscide y los tarsos (Whitehead y Larsen, 1976; de Brito Sánchez et al., 2008). Esto destaca el 

rol fundamental que tienen las antenas como órganos gustativos al momento de evaluar una 

potencial fuente de alimento.  

 

 

1.5 Fisiología de la abeja melífera  
 
1.5.1 Nutrición y detoxificación de xenobióticos  
 

Una de las características más llamativas del genoma de A. mellifera es que contiene un número 

considerablemente menor de genes que el genoma de otras especies de insectos. Su genoma 

contiene unos 11.000 genes codificadores de proteínas (Honey Bee Genome Sequencing 

Consortium, 2006), mientras que, por ejemplo, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster tiene 

unos 13.500 y el mosquito de la malaria Anopheles gambiae unos 14.000 (Holt et al., 2002). Además, 

su genoma presenta un déficit en relación a todas las familias de genes asociadas a la detoxificación 

de xenobióticos (Claudianos et al., 2006).  

La detoxificación de xenobióticos implica la conversión de sustancias liposolubles en metabolitos 

hidrosolubles y excretables (Berenbaum y Johnson, 2015). En la Fase I de la detoxificación, la 

estructura de la toxina se altera enzimáticamente y se vuelve incapaz de interactuar con los sitios de 

acción lipofílicos. Esta función es realizada principalmente por los citocromos P450 monooxigenasas 

(P450) y las carboxilesterasas (CE), aunque también pueden intervenir otras enzimas como las 

monooxigenasas dependientes de flavina y las ciclooxigenasas (Sehlmeyer et al., 2010; Xu et al., 

2013). Las reacciones de la Fase II suelen implicar la conjugación de los productos de la Fase I, para 

su solubilización y transporte. Las principales enzimas de esta fase son las glutatión-S-transferasas, 
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aunque éstas también puedan participar de la Fase I. Otras enzimas que también participan de la 

Fase II de detoxificación en insectos son las glicosiltransferasas, fosfotransferasas, 

sulfotransferasas, aminotransferasas y glicosidasas (Xu et al., 2013). Por último, la Fase III implica 

el transporte de los productos conjugados en la Fase II fuera de las células para su excreción. Entre 

las proteínas que participan en este proceso se encuentran las proteínas de resistencia a múltiples 

fármacos y otras transportadoras de unión a ATP (Dermaauw y Van Leeuwen, 2014). 

En esta tesis nos enfocaremos en las enzimas que participan de la Fase I de la detoxificación, 

particularmente, los citocromos P450.  Las abejas utilizan estas enzimas tanto para detoxificar los 

flavonoides de la miel y el polen (Mao et al., 2009), como para metabolizar los diferentes 

agroquímicos a los que se ven expuestas en los entornos agrícolas (Iwasa et al., 2004; Niu et al., 

2010; Johnson et al., 2013). Paradójicamente, a pesar de esta dependencia de los P450, las abejas 

melíferas cuentan con solo 46 genes de esta familia en su genoma, siendo el más reducido 

comparando incluso con otras especies de himenópteros (Berenbaum y Johnson, 2015), (Tabla 1.1). 

 

Tabla 1.1. Citocromos P450 presentes en Apis mellifera y otras especies de insectos, separados por clan. El clan CYP3, 

que incluye las familias CYP6 y CYP3, es el que cumple las funciones detoxificantes. Tomado de Berenbaum y Johnson, 

2015. 

                Apis mellifera      Bombus terrestres    Pogonomyrmex barbatus    Nasonia vitripennis    Drosophila melanogaster 

                 Hymenoptera         Hymenoptera               Hymenoptera                  Hymenoptera                   Diptera 

                abeja eusocial      abeja eusocial             hormiga eusocial              avispa solitaria             mosca solitaria 

Clan CYP3           28                         27                                   40                                49                                  36 

Clan CYP4             4                           4                                   18                                29                                  32  

Clan CYP2             8                           7                                     7                                  7                                    6 

Mitocondrial           6                           6                                     7                                  7                                   11 

P450s total          46                        44                                    72                                92                                  85  

 

Este déficit en su genoma podría ser una consecuencia evolutiva de la eusocialidad de A. mellifera. 

En cuanto a la inmunidad, las abejas muestran defensas de comportamiento cooperativo contra 

par§sitos y pat·genos, incluyendo la ñfiebre socialò para actuar contra las bacterias sensibles a las 

altas temperaturas, la recolección de resinas vegetales antimicrobianas para la producción de 

propóleos y la eliminación de la cría enferma, que en conjunto, constituyen un sistema de inmunidad 

social (Cremer et al., 2007; Wilson et al., 2013), que puede haber reducido la dependencia de la 

inmunidad fisiológica codificada en el genoma. Aún no está claro si los comportamientos sociales 

contribuyen de forma comparable a la detoxificación de xenobióticos, provocando o compensando la 

reducción de los inventarios genéticos de desintoxicación. Los mecanismos de comportamiento que 

pueden reducir la exposición a las toxinas incluyen la búsqueda selectiva de alimentos, detectando 

y evitando a las toxinas en el néctar y el polen, la dilución de las toxinas mediante la mezcla de 

néctares y pólenes, la transformación del néctar en miel y el cultivo de hongos y otros microbios para 

convertir el polen en pan de abeja. Estos comportamientos pueden reducir significativamente el 
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número y la concentración de toxinas que requieren un procesamiento enzimático, una especie de 

"fase 0" en el esquema tradicional de detoxificación de xenobióticos (Berenbaum y Johnson, 2015), 

(Figura 1.9). 

 

 

 

Figura 1.9. Esquema del proceso de detoxificación en A. mellifera, con las enzimas asociadas a cada fase. El 

comportamiento social de procesamiento de recursos alimenticios es propuesto como Fase 0. Adaptado de Berenbaum y 

Johnson, 2015. 

 

La nutrición cumple un rol importante en la capacidad de detoxificación de xenobióticos. Se ha 

evidenciado una fuerte superposición entre la expresión de genes de respuesta a pesticidas y genes 

de respuesta a la dieta (Schmehl et al., 2014), registrándose, además, que la expresión de varios 

miembros de las familias CYP4 y CYP6 de los citocromos P450 disminuye debido a una dieta 

empobrecida en abejas nodrizas (Corby-Harris et al., 2014). A su vez, se observó que la ingesta de 

polen afecta los niveles de transcripción de los P450 (Alaux et al., 2011; Corby-Harris et al., 2014), 

registrándose que una dieta polifloral se relaciona directamente con mayores niveles de inmunidad 

individual y social respecto de una dieta monofloral (Alaux et al., 2010). 
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1.5.2 Bases genéticas de la sociabilidad  
 

La eusocialidad ha surgido de forma independiente al menos 11 veces en la clase Insecta (Wilson 

y Hölldobler, 2005). A pesar de la existencia de una vasta cantidad de trabajos teóricos sobre la 

evolución de la eusocialidad, se sabe relativamente poco sobre los cambios moleculares asociados 

a dicha evolución.  Woodard y colaboradores (2011) examinaron los patrones de evolución molecular 

en tres orígenes independientes de la eusocialidad mediante la secuenciación de los transcriptomas 

de nueve especies de abejas con diferentes grados de sociabilidad y combinaron estos datos con la 

secuencia del genoma de la abeja melífera para generar alineaciones de secuencias ortólogas para 

3.647 genes. De esta forma, encontraron un conjunto de 212 genes compartidos con una evolución 

acelerada en todos los linajes eusociales estudiados, así como también, conjuntos únicos de 173 y 

218 genes específicos de los linajes altamente eusociales o de los sociales primitivos, 

respectivamente. Los genes implicados en la transducción de señales, el desarrollo de las glándulas 

y el metabolismo de los carbohidratos se encuentran entre los genes más destacados que 

evolucionan rápidamente en los linajes eusociales. Estos hallazgos proporcionan un punto de partida 

para vincular cambios genéticos específicos con la evolución de la eusocialidad (Woodard et al., 

2011). De hecho, se encontró un alto grado de solapamiento de genes en la expresión de fenotipos 

sociales en diferentes trabajos que estudiaron las bases genéticas de la sociabilidad (Jones et al., 

2017). Adicionalmente, estas vías genéticas muestran una profunda conservación dentro del reino 

animal (Rittschof et al., 2014; Shpigler et al., 2017b). Al estudiar la variación fenotípica natural de la 

especie Lasioglossum albipes, una abeja facultativamente social, se encontró que muchas de las 

diferencias genéticas de estas variantes (solitarias y sociales) ocurren en regiones reguladoras, 

incluyendo la sintaxina 1a (syx1a), un gen que regula la liberación de neurotransmisores y que ha 

sido implicado en los trastornos del espectro autista (TEA) en humanos (Kocher et al., 2018).  

Es a partir de estos trabajos, que decidimos analizar los cambios de expresión génica a partir de 

la exposición a diferentes agroquímicos de post emergencia, de diferentes grupos de genes 

relacionados a las bases genéticas de la sociabilidad en abejas. Los genes elegidos para el estudio 

de esta tesis son, por un lado, los genes de rápida evolución en todos los linajes de abejas eusociales 

brahma y syntaxin7 (syx7), ambos genes sobre expresados en comparación a los linajes no 

eusociales. Brahma es un gen relacionado tanto a la remodelación de la cromatina como a la 

oogénesis y axonogénesis, mientras que syx7 es una proteína de membrana, con actividad receptora 

axónica (Tabla 1.2). Por otro lado, los genes de rápida evolución en linajes de abejas altamente 

eusociales enolase y pelle. El primero de ellos es una enzima asociada a la glicólisis, mientras que 

el segundo es una quinasa, relacionada a la respuesta inmune y la orientación axónica (Tabla 1.2). 

A estos genes, sumamos la syx1a, que como se mencionó antes, regula la liberación de 

neurotransmisores y se ha relacionado con el autismo humano (Kocher et al., 2018) y la 

acetilcolinesterasa (AChE), que codifica la enzima para la ruptura catalítica de la acetilcolina (ACh) y 
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que podría tener un rol importante en la adquisición de memoria y aprendizaje en las abejas melíferas 

(Silman y Sussman, 2008).  

 

Tabla 1.2. Genes de rápida evolución en linajes de abejas eusociales. En negrita los estudiados en la presente 

tesis. Adaptado de Woodard et al., 2011. 

Gen                                                       Función                                                             A. mellifera         Rank           p      

Evolución acelerada en todos los linajes eusociales 

girdin                              proteína de unión a Actina; regulación del tamaño celular            GB 14448                4         0,00000 

dihidrolipoamida                                            enzima; glucólisis                                      GB 17626               8        0,00006 

deshidrogenasa 1 

brahma                       remodelador de cromatina; axonogénesis y oogénesis        GB 30507             11       0,00015 

syntaxin7                   proteína de membrana; actividad receptora SNAP                 GB 14433             15      0,00020 

Evolución acelerada en linajes altamente eusociales 

fosfofructoquinasa                                            enzima; glucolisis                                    GB 17113               3        0,00000            

enolase                                                           enzima; glucolisis                                    GB 15039               4        0,00000 

pelle                           serina/treolina quinasa; respuesta inmune y orientación      GB 16397              5        0,00000 

                                                                                 axónica                 

nicotinato fosforribosiltransferasa           enzima, metabolismo del nicotinato                 GB 15603              24      0,00004 

RhoGAP100F                          GTPasa; axonogénesis y traducción de señales             GB 15150               25      0,00005 

                                

 

 
1.6   Importancia de la abeja Apis mellifera como biosensor 
 
 

El uso de especies centinelas permite la recolección de datos que facilitan la estimación de riesgo 

en la salud pública, identificación de contaminación y determinación de impacto ambiental (van der 

Schalie et al., 1999; Carignan y Villard, 2002). El estudio de la fisiología y el comportamiento de las 

especies animales que forman parte de los agroecosistemas, y que, por lo tanto, están 

continuamente expuestos al uso de agroquímicos y la homogenización del entorno, permite 

evidenciar los efectos subletales, más sutiles y difíciles de detectar. Un ejemplo de ellos son los 

organismos polinizadores, los cuales están íntimamente relacionados con el ambiente que habitan 

y, por lo tanto, son considerados bioindicadores (Kevan, 1999; Devillers y Pham-Delegue, 2002). 

La abeja A. mellifera es una excelente especie centinela debido a su amplia distribución 

geográfica, a sus hábitos sedentarios y sus numerosas poblaciones. Debido a su estructura social, 

puede estudiarse en múltiples niveles, tanto a nivel de abeja individual, como a nivel de colonia. Por 

otro lado, esta especie también permite el análisis de los efectos subletales de la exposición a 

agroquímicos en diferentes etapas de su desarrollo, tanto a nivel de larva como en las diferentes 

subcastas de las obreras. A su vez, tiene la ventaja de que tanto las abejas adultas como las larvas, 

son relativamente fáciles de muestrear en el campo, sin impactar significativamente al nivel 
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poblacional de las colonias, dada su alta capacidad reproductiva (800 - 2.000 individuos diarios). Otra 

característica importante de esta especie, es que presenta ciclos de vida cortos, que varían de menos 

de dos meses en verano a alrededor de tres meses en invierno. Esto permite un recambio 

generacional importante de las colonias.  

Como se mencionó anteriormente, debido al comportamiento recolector de las abejas obreras de 

mayor edad, miles de abejas por colmena realizan varias salidas diarias visitando distintos ambientes 

(Winston, 1987), retornando al nido con néctar y polen que pudo haber estado expuesto a los 

agroquímicos administrados en el entorno agrícola. Los recursos recolectados y almacenados en 

grandes cantidades dentro de las colmenas son convertidos en diferentes productos, como la miel, y 

utilizados para la supervivencia y el crecimiento de la colonia (Winston, 1987). Esto brinda la 

posibilidad de evaluar la presencia de trazas de agroquímicos en estos productos y el efecto de 

acumulación de sustancias, tanto en la abeja como en la colonia misma (Kirchner, 1999). Estas 

características de la especie la vuelven una excelente herramienta para el monitoreo ambiental 

(Devillers y Pham-Delegue, 2002). 

 

 

1.7   Objetivos  

 

El objetivo general de esta tesis es correlacionar las respuestas de la abeja A. mellifera referidas 

a su biología social, comportamiento y fisiología, con la presencia de pesticidas en los productos de 

colmena y con el grado de disturbio ambiental, definido por las prácticas agrícolas utilizadas y la 

biodiversidad vegetal de sus entornos. Para ello se analizarán distintas variables, antes y después 

de la aplicación de pesticidas, en colmenas ubicadas en un ecosistema agrícola. 

 

1.7.1 Objetivos particulares e hipótesis  

   

1. Evaluar los niveles de actividad de las colmenas que permitan inferir la actividad recolectora  

            general, a través de mediciones en piquera y de trampas de polen.  

2. Evaluar parámetros vinculados a las capacidades quimiosensoriales y cognitivas de abejas   

recolectoras capturadas en los distintos apiarios y momentos mediante bioensayos que 

permitan comparar respuestas comportamentales.  

3. Evaluar las respuestas detoxificantes e inmunológicas a nivel molecular en muestras de tubo 

digestivo de abejas que realizan tareas en el interior de la colmena y en larvas.  

4. Evaluar la expresión de genes vinculados a las bases genéticas de la sociabilidad en 

muestras de cerebros de abejas recolectoras de colmenas ubicadas en los distintos entornos 

agrícolas estudiados.  
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5. Evaluar los niveles de metabolitos indicadores de la presencia de agroquímicos en abejas, 

mieles, ceras y polen recolectado provenientes de esas mismas colonias.  

En todos los casos, la hipótesis específica es que las variables estudiadas se verán afectadas por 

la administración de agroquímicos y la menor diversidad floral de los entornos.     
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                                              2 

Metodología general 

 

2.1 Sitio de estudio  

Los muestreos y los estudios comportamentales in situ fueron realizados en la estancia San 

Claudio, situada en la localidad de Carlos Casares, provincia de Buenos Aires (35Á57ô7.29ò S, 

61Á13ô6.33ò O) y con una superficie de 5.467 ha, dividida en 35 lotes (Figura 2.1). Dicha estancia es 

administrada por la Facultad de Agronomía de la Universidad de Buenos Aires, la cual nos habilitó la 

estadía y el trabajo de campo. Las campañas se realizaron durante la etapa de desarrollo de cultivos 

de verano, tales como soja (Glycine max), maíz (Zea mays) y girasol (Helianthus annuus), entre los 

años 2016 y 2021. La estancia contaba con tres apiarios ya instalados previamente, donde se 

realizaron los muestreos. Dichos apiarios incluían entre 20 y 50 colmenas de abejas melíferas tipo 

Langstroth (Figura 2.1). A su vez, cada colmena contaba con diez cuadros, una reina fecundada, tres 

a cuatro cuadros con cría operculada y limitada reserva de alimento. Estos colmenares estaban 

ubicados en tres lotes diferentes, cada uno dentro de pequeñas áreas de monte, rodeadas a su vez, 

por diferente composición de cultivos y proporción de cultivo/flora silvestre en sus inmediaciones 

(Figura 2.1). La mayor parte de la flora silvestre presente en los alrededores de los apiarios, estaba 

compuesta de especies melíferas, tales como Diplotaxis tenuifolia, Conyza bonariensis, 

Styphnolobium japonicum, Verbena sp. Además, malezas como Sorghum halepense, Amaranthus 

palmeri, Chloris y Trichloris, diferentes especies de Cucurbitáceas silvestres, cardos, eucaliptus, 

tréboles, dientes de león y acacias (Figura 2.2). El porcentaje de flora silvestre presente en las 

inmediaciones de cada apiario fue calculado con una imagen satelital de Google Earth de la estancia 

y sus lotes, en la cual se delimitó un área de forrajeo para cada apiario (una circunferencia de 2 km 

de diámetro, Figura 2.1). De esta manera, dentro de cada circunferencia de navegación, se calculó 

el área ocupada por cultivo y el área ocupada por flora silvestre, y consecuentemente, el porcentaje 

de vegetación no cultivo presente en los alrededores de cada apiario. Esto se repitió en cada 

temporada de verano y se verá en la sección particular de cada situación de campo estudiada. En 

función de esto, se definió el nombre de los lotes en relación a un porcentaje creciente de flora 

silvestre presente en sus inmediaciones. De esta forma, el apiario del lote A es el que disponía de 

menor porcentaje de vegetación no cultivo en su área de navegación, el apiario del lote B es el de 

porcentaje medio y el apiario del lote C el de mayor porcentaje de flora silvestre presente. En todos 

los casos, los colmenares estaban ubicados a una distancia de al menos 2,5 km entre sí (Figura 2.1). 

De acuerdo con estudios previos, una colonia de abejas melíferas promedio, ubicada en entornos 

agrícolas, realiza la mayor parte de su actividad recolectora dentro de unos pocos cientos de metros 
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de la colmena, mientras que, en áreas boscosas, se observa una distancia modal, mediana y media 

de 0,7, 1,6 y 2,2 km a la redonda, respectivamente (Seeley, 1995). Por lo tanto, sería poco probable 

un solapamiento en las áreas de recolección de las colonias de los diferentes apiarios.  

 

   

 
 

Figura 2.1. A) Entrada y C) mapa de la estancia San Claudio. Partido de Carlos Casares, Provincia de Buenos 

Aires. B) Maquinaria agrícola en uno de los lotes de cultivo. Crédito fotográfico: grupo INSSOC. Mapa y 

delimitación de áreas de navegación realizados en Google Earth. 

 

 

/ B A 

/ C 
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       Figura 2.2. Ejemplos de flora silvestre presente en los alrededores de los apiarios estudiados en la estancia  

  San Claudio. A) Especie de Cucurbitácea silvestre, B) Amaranthus palmeri, C) Verbena sp., D) Styphnolobium 

  japonicum y E) Cirsium vulgare. Crédito fotográfico: grupo INSSOC. 
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/ C / D 

/ E 
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En cada temporada de verano, se realizó un muestreo previo a la aplicación de agroquímicos de 

post-emergencia y un segundo muestreo de entre quince y treinta días posteriores a dicha 

administración con la finalidad de evaluar las diferencias registradas entre un momento y otro.  

 

 

2.2 Abordaje comportamental 

 

2.2.1 Actividad recolectora 

 

 Con la finalidad de analizar el comportamiento recolector de las colonias emplazadas en los 

ambientes agrícolas estudiados, en función de la administración de agroquímicos, tipo de cultivo y 

porcentaje de flora silvestre presente en su entorno, evaluamos dos parámetros diferentes de 

recolección. Por un lado, se registró el ingreso de abejas recolectoras en la entrada de las colmenas, 

y por el otro, se colocaron trampas de polen en las piqueras de las colmenas, para medir tanto el 

peso total de polen colectado, como la variabilidad de polen presente en las trampas. Las variables 

analizadas varían según la temporada estudiada. 

 

 

2.2.1.1 Actividad en la entrada de las colmenas 

 

Con el objetivo de obtener un indicador de la actividad de recolección general, se registró en la 

entrada de las colmenas el número total de abejas ingresantes por unidad de tiempo. A su vez, se 

registró el número de abejas con carga de polen en sus patas posteriores. Para esto, se 

seleccionaron ocho colmenas al azar en cada apiario. Las abejas ingresantes fueron contabilizadas 

en la entrada de cada una de estas colmenas, durante un minuto, siempre en el mismo rango horario, 

una o dos veces por día, dependiendo de la temporada estudiada (Figura 2.3). En cada temporada 

de verano, las mismas colmenas fueron evaluadas en un muestreo previo y un muestreo posterior a 

la administración de agroquímicos.  
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    Figura 2.3. Registro de actividad recolectora en la entrada de las colmenas. A) Apiario del lote A y B) apiario del 

lote B. Crédito fotográfico: grupo INSSOC. 
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2.2.1.2 Trampas de polen 

 

La cantidad de polen recolectado por las colonias de abejas melíferas fue considerado otro 

indicador de la actividad general de las colmenas. Para poder medir esta variable se utilizaron 

trampas de polen convencionales frontales. Dichas trampas son estructuras de madera con una malla 

metálica removible que permite el paso ajustado de las abejas, y provoca que dejen las cargas de 

polen antes de pasar por la malla, las cuales caen en un recipiente contenedor (Figura 2.4). Esto se 

realizó en las campañas llevadas a cabo durante los años 2020 y 2021 (sección 5 de la presente 

tesis), en tres colmenas seleccionadas al azar para la medición de actividad en piquera. Las trampas 

se colocaron por la mañana y permanecieron en las entradas de las colmenas seleccionadas durante 

un promedio de seis horas. Esto se realizó durante tres días consecutivos, en cada campaña de esas 

temporadas. Con el polen recolectado se midieron dos variables diferentes. Por un lado, el peso total 

de polen colectado en cada trampa. Por otro lado, un índice de variabilidad de polen dado por la 

cantidad de colores de polen diferentes encontradas en cada trampa, divido el número total de 

colores encontrados en todas las trampas de todos los apiarios, en esa misma campaña de 

muestreos.  
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Figura 2.4. A-B) Trampas de polen colocadas en la entrada de una de las colmenas de los apiarios estudiados.  

C) Recolección del polen acumulado en las trampas. Crédito fotográfico: grupo INSSOC. 
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2.2.2 Ensayos comportamentales in situ 

 

La búsqueda y recolección de alimento es un proceso altamente coordinado que precisa de la 

transferencia de información entre los miembros de la colonia para que resulte eficiente. En este 

sentido, tanto la quimiorrecepción como las claves olfativas, juegan un papel muy importante durante 

la recolección. Mediante la quimiorrecepción por contacto o gusto, las abejas recolectoras pueden 

seleccionar su alimento, al detectar los diferentes tipos y concentraciones de azúcares, lípidos y 

vitaminas, entre otros compuestos importantes. A su vez, durante los vuelos que éstas realizan, 

aprenden claves olfativas de las flores visitadas, lo cual les permite orientarse y encontrar el recurso 

en los próximos vuelos de recolección (von Frisch, 1923; Lindauer, 1971; Seeley, 1995). De este 

modo, es crucial el estudio de los efectos subletales que los diferentes agroquímicos aplicados en 

los entornos de las colonias puedan tener por sobre las capacidades cognitivas de las abejas obreras, 

que podrían afectar a la eficiencia de la búsqueda de alimento y a la coordinación de las actividades 

colectivas en la colmena. 

 

 

2.2.2.1 Sensibilidad gustativa 

 

Las abejas extienden su probóscide como reflejo en respuesta a un estímulo gustativo como el 

néctar (Frings, 1944). En la naturaleza, esto ocurre cuando una recolectora visita una flor que ofrece 

néctar o cuando una abeja recibe néctar de otra durante la trofalaxia. Sin embargo, existe una 

variación individual en términos de sensibilidad gustativa. Ésta puede ser estimada a través de un 

ensayo donde al mismo sujeto se le presentan soluciones de sacarosa de concentración creciente, 

% p/p equivalente a g de sacarosa por 100 g de solución (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30 y 50 % p/p), (Page et 

al., 1998). Con el objetivo de reducir los tiempos de experimentación in situ, se estimuló a cada abeja 

al tocar sus antenas con un palillo de madera embebido en una única solución azucarada, con una 

concentración seleccionada al azar, siguiendo una versión modificada del procedimiento utilizado por 

Scheiner y colaboradores (2004). De esta forma, se registró si cada abeja individual respondía o no 

al estímulo de la presentación de solución de sacarosa, de esa concentración en particular. Al final 

del experimento se obtuvo, entonces, una proporción de respuesta para cada concentración de 

solución de sacarosa, basada en el número de abejas que respondieron al estímulo, dividido el 

número total de abejas evaluadas para esa concentración. Antes de cada presentación de solución 

de sacarosa, se ofreció agua a las abejas para asegurar que la extensión de la probóscide no se 

debiera a la sed. A aquellas abejas que respondieron al agua, se les permitió beber hasta saciarse. 

Las abejas fueron capturadas al azar, en la entrada de las diferentes colmenas presentes en cada 

apiario. A continuación, las abejas fueron anestesiadas en frío y amarradas en cepos metálicos, de 
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manera tal que permanecieran inmovilizadas, pero que sus piezas bucales y antenas quedaran libres 

(Frings 1944; Takeda, 1961; Bitterman et al., 1983), (Figura 2.5). Luego del encepado, las abejas 

fueron mantenidas en condiciones de oscuridad por una hora, previo a la realización del ensayo.  

 

 

Figura 2.5. Abejas encepadas para ensayos comportamentales in situ.  

     Crédito fotográfico: grupo INSSOC. 

 

 

2.2.2.2 Condicionamiento olfativo clásico  

 

La respuesta de extensión de probóscide (REP) a una solución de sacarosa es de naturaleza 

incondicionada, es decir innata y refleja, sin embargo, puede ser condicionada de una manera clásica 

(Takeda, 1961; Bitterman et al., 1983). En el condicionamiento olfativo las abejas son entrenadas 

para asociar un olor a priori neutral (estimulo condicionado, EC) con una recompensa de sacarosa, 

para finalmente exhibir una REP al olor solamente (respuesta condicionada, RC), (Figura 2.6). Para 

llevar a cabo el protocolo de REP, se impregnó un papel de filtro con 4 ɛl de olor puro, el cual fue 

colocado dentro de una jeringa plástica, la cual se usó para liberar un flujo de aire con el olor hacia 

la cabeza de la abeja encepada. Se usó el odorante nonanal (Sigma-Aldrich) como EC, comúnmente 

presente en las fragancias florales (Knudsen and Tollsten, 1993). Antes de la presentación del olor, 
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las abejas fueron expuestas a un flujo de aire a través de la jeringa, sin el olor, para la familiarización 

y también para constatar que no haya una respuesta mecánica al estímulo. Solo aquellas abejas que 

no respondieron al estímulo mecánico del flujo de aire fueron utilizadas en el experimento. El olor se 

presentó durante 6 s y la recompensa se ofreció durante los últimos 3 s de este periodo al tocar las 

antenas con una solución de sacarosa 50 % p/p y luego alimentar a la abeja. Se computó una 

respuesta condicionada (RC) si la abeja extendió su probóscide durante los primeros 3 s de 

presentación de olor. Cada ensayo duró 39 s y se compuso por 16 s de aire limpio, 6 s de olor y 17 

s de aire limpio. El entrenamiento consistió de tres ensayos separados por 15 minutos. Las abejas 

que extendieron su probóscide en el primer ensayo (respuesta espontánea) no fueron consideradas 

para el análisis. Luego de esta etapa de entrenamiento, se mantuvo un tiempo de 20 minutos entre 

el último ensayo y la posterior fase de evaluación, la cual consistió en una única presentación no 

recompensada del olor condicionado. Para asegurar que todos los investigadores usaran el mismo 

tiempo de experimentación, se utilizó una grabación de audio indicando el tiempo de presentación 

del olor y la recompensa. Las abejas experimentales fueron capturadas y encepadas de la misma 

forma detallada en la sección anterior. 

 

 

 

Figura 2.6. Condicionamiento olfativo clásico en A. mellifera. En este caso, es de tipo apetitivo y olfativo. El 

condicionamiento consiste en una etapa de entrenamiento y una de evaluación. En la primera, se presenta el olor (EC) 

junto con la solución de sacarosa (EI) en tres ocasiones. La estimulación apetitiva se logra tocando las antenas de la 

abeja y luego alimentándola. En la segunda, se presenta el EC en ausencia del EI. Se evalúa la REP durante el 

entrenamiento y en la evaluación. Créditos: grupo INSSOC. 
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2.3 Abordaje molecular 

 

Como abordaje molecular, nos proponemos analizar la expresión relativa de genes clave 

relacionados, por un lado, a la detoxificación de xenobióticos en intestinos de abejas obreras jóvenes 

de interior de colmena y en larvas. Por otro lado, genes relacionados a las bases genéticas de la 

sociabilidad en abejas, centrándonos en muestras de cerebros de abejas obreras recolectoras de 

recursos florales. 

 

2.3.1 Análisis de expresión génica 

 

En la actualidad, la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa (qPCR, 

quantitative polymerase chain reaction por sus siglas en inglés) es la técnica más sensible para la 

detección y cuantificación de ácidos nucleicos (ADN y ARN). La qPCR es una técnica que combina 

la amplificación y la detección en un mismo paso, de manera que la acumulación de ADN amplificado 

es detectada y cuantificada a medida que la reacción avanza. Esto se logra incorporando una 

molécula fluorescente que se asocia al ADN amplificado, donde el incremento de su fluorescencia 

es proporcional al incremento de la cantidad de moléculas de ADN amplificadas en la reacción. Es 

una técnica con alta especificidad, amplio rango de detección (de 1 a 107 equivalentes genómicos 

de la secuencia blanco) y rapidez en la visualización del producto, ya que no es necesario realizar 

una electroforesis posterior (Brechtbuehl et al., 2001). 

Durante la amplificación por la qPCR, se genera una señal de fluorescencia que refleja la cantidad 

de producto amplificado. La cinética de amplificación por la qPCR se puede dividir en cuatro fases: 

1) inicial o basal, 2) geométrica (conocida como logarítmica o exponencial), 3) lineal y 4) plateau o 

estacionaria (Figura 2.7). Durante la fase inicial, entre los primeros 10-15 ciclos, la fluorescencia es 

insuficiente para lograr discriminar el ruido basal de la reacción. Sin embargo, esta fase sirve para 

delimitar la línea base, la cual permite corregir las curvas que se obtienen de un experimento, 

restándose ese ruido basal a la fluorescencia observadas en las curvas de amplificación. En la fase 

geométrica, los reactivos de la reacción se encuentran de forma abundante por lo que la amplificación 

por la qPCR tiene una eficiencia cercana al 100%. En esta fase de la reacción, la cinética de 

amplificación es 2n, es decir, a partir de cada molécula del ADN se generan dos, por lo que el 

producto de la qPCR se duplica después de cada uno de los ciclos (Kubista et al., 2006). La fase 

lineal comprende el momento en que los reactivos empiezan a ser limitantes en la reacción y se 

presenta un decaimiento de la actividad enzimática. La eficiencia de la amplificación es inconstante 

durante esta fase. Por último, la fase estacionaria muestra una señal saturada. La amplificación se 

detiene debido a que los componentes de la reacción se agotaron. En ésta, la cantidad de producto 

obtenida es constante, aunque se incremente el número de ciclos.  
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El Ct, del inglés threshold cycle, equivale al número de ciclos necesarios para que cada curva 

alcance un umbral en la señal de fluorescencia (fase geométrica), (Figura 2.7). La comparación de 

los valores de Ct entre las muestras permite calcular la diferencia en la cantidad inicial de las 

moléculas del molde específico que se desea evaluar, ya que mientras mayor cantidad del ADN 

blanco haya en una muestra, menor será el número de ciclos (Ct) que se requiere para alcanzar la 

fase geométrica de la reacción. Entonces, el Ct es un valor directamente proporcional a la cantidad 

inicial del ADN blanco y a partir de este valor se puede calcular la cantidad del ARNm o del ADN 

presente en la muestra (Kubista et al., 2006). 

 

 

Figura 2.7. Cinética de amplificación de la qPCR. Durante los ciclos iniciales de la PCR no hay cambios significativos 

en la intensidad de la fluorescencia emitida, por lo que es indistinguible el producto amplificado del ruido basal, pero 

permiten fijar la línea base. En la siguiente etapa, aumenta la cantidad de producto amplificado y la señal fluorescente. El 

punto donde se observa un sensible incremento en la fluorescencia se conoce como fase inicial, la cual es el origen de la 

fase logarítmica o geométrica donde la eficiencia de la reacción es de casi 100%. Posteriormente, se inicia la fase lineal en 

la cual la eficiencia de amplificación no es constante. Finalmente, se llega a la fase estacionaria donde el producto obtenido 

permanecerá constante, aunque se aumente el número de ciclos. Esquema tomado de Aguilera et al., 2014. 

 

Para los análisis de expresión génica, se parte de una extracción de ARN de las muestras y, a 

continuación, se realiza una reacción de transcripción reversa (RT) que permite generar las 

moléculas de ADN complementario (ADNc) a partir de los ARNm contenidos en el sustrato de la 

reacción.  Posteriormente, este ADNc se usa como molde en la qPCR (Stahlberg et al., 2004). Para 

los análisis de expresión génica se puede utilizar un ensayo de cuantificación relativa en la que la 

expresi·n del gen de inter®s se ñrelativizaò respecto a un gen endógeno que posee una expresión 

constante. Como no se conoce la cantidad absoluta del gen de interés, sólo se pueden determinar 

los niveles de expresión respecto a un gen control, que debería tener una expresión constante en las 

condiciones analizadas. La normalización es necesaria para que los valores de expresión resultantes 
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sean reflejo de los cambios de expresión del gen y no de las diferencias en la cantidad de molde de 

las muestras estudiadas. Existen varios métodos y modelos para normalizar la expresión del gen 

blanco y el control, algunos de los cuales consideran la eficiencia de la amplificación, como el método 

de 2-ææCt (Livak y Schmittgen, 2001). Según este método, primero los cambios de expresión del gen 

de interés se relativizan respecto al gen control y, a continuación, frente a los niveles de expresión 

en una condición control (que también fue relativizada previamente frente a un gen control).  Antes 

de realizar ensayos de expresión relativa por qPCR, es necesario calcular la eficiencia (E) de los 

primers utilizados y así como su R2. Este valor indica la proximidad de ajuste entre la línea de 

regresión de la curva estándar y los puntos de datos Ct individuales de las reacciones estándar. Un 

valor de 1 indica un ajuste perfecto entre la línea de regresión y los puntos de datos (Applied 

Biosystem, 2014). Para ello, se preparan diluciones seriadas del molde de la reacción y se miden los 

niveles de expresión, tanto para el gen de interés como para el gen control. A partir de los valores de 

Ct obtenidos y los valores de dilución utilizados se calcula la eficiencia y el R2 para cada primer. El 

método 2-ææCt requiere que la eficiencia de amplificación de los genes de interés y genes control esté 

entre 90-110% y el R2 sea lo mas cercano a 1 posible. Se recomienda que los productos amplificados 

en la qPCR tengan un tamaño entre 100-250 pb para optimizar la dinámica de la reacción. 

 

 

2.4 Abordaje ecotoxicológico                                                                                                 

 

2.4.1 Cromatografía acoplada a espectrometría de masas 

 

La cromatografía es un método físico de separación, basado en la distribución de los componentes 

de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija y otra móvil.  

En el caso de la cromatografía gaseosa, la fase móvil es un gas que fluye a través de una columna 

que contiene a la fase fija. Esta fase fija puede ser un sólido poroso (cromatografía gas-sólido), o 

bien una película líquida delgada que recubre un sólido particulado, o las paredes de la columna 

(cromatografía gas-líquido). Esta última es la más utilizada y es la aplicada en esta tesis. En ella, el 

proceso de separación se produce por partición de los componentes entre la fase liquida y gaseosa 

(Verde Calvo et al., 1999; Barry y Grob, 2007). El gas portador (fase móvil) proviene de cilindros 

provistos con válvulas reductoras de presión. La muestra se introduce en el inyector con una micro 

jeringa a través de un septum de goma. Allí se produce la vaporización de la misma y su introducción 

en la corriente de gas. El detector produce una señal eléctrica proporcional a la cantidad de materia 

a medida que cada componente separado fluye a través de él (Verde Calvo et al., 1999). Esa señal 

es enviada al registrador (PC) que realiza un gráfico de intensidad en función del tiempo 

(cromatograma). Idealmente, se trata de picos gaussianos y cada pico corresponde a un componente 
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de la muestra original. Se calcula, además, el área correspondiente a cada pico, la cual es 

proporcional a la cantidad de analito (Figura 2.8). 

La cromatografía gaseosa es una herramienta analítica ampliamente utilizada en el análisis 

químico de alimentos y otras matrices.  

 

 

            Figura 2.8. Esquema simplificado de un cromatógrafo de gases. Tomado de Rojas, 2020. 

 

La espectrometría de masas (MS) da nombre a un conjunto de técnicas utilizadas para la 

determinación de la masa de iones y su abundancia en fase gaseosa. Estas técnicas de masas son 

capaces de suministrar información sobre la composición cualitativa y cuantitativa de analitos 

orgánicos e inorgánicos en muestras complejas, la estructura molecular, las relaciones isotópicas de 

los átomos en las muestras, y la estructura y composición de superficies (MacLafferty y Turecek, 

1993). Las tres partes básicas de un detector de espectrometría de masas son la fuente de ionización, 

el analizador o filtros de masas y el transductor o detector (Figura 2.9). 
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Figura 2.9. Esquema simplificado de un espectrómetro de masas. Tomado de Rojas, 2020. 

La muestra gaseosa se ioniza entre dos placas cargadas, las moléculas se rompen en fragmentos, 

algunos de los cuales están cargados (iones) y otros no. Los iones se aceleran por aplicación de un 

potencial eléctrico y pasan desde la fuente de ionización a un analizador de masas, donde los iones 

se separan en base a su relación masa/carga (m/z), de manera que llegan al detector en diferentes 

momentos. Esta corriente de iones se amplifica por un multiplicador de electrones. El espectro de 

masas muestra cantidades de masa recogidas a valores crecientes de la relación m/z. Cada pico del 

espectro da información sobre la masa molecular de un determinado fragmento de la molécula que 

lo originó (MacLafferty y Turecek, 1993; Skoog et al., 2001), (Figura 2.10). 

 

 

Figura 2.10. Representación de un espectro de masas. Tomado de Rojas, 2020. 

 

 

Los espectrómetros de masas se pueden acoplar tanto con cromatógrafos de gases (GC/MS), 

como con cromatógrafos de líquidos (LC/MS), (Figura 2.11). 
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Figura 2.11. A) Cromatógrafo de gases asociado a espectrómetro de masas (GC-MS) Perkin Elmer, 

modelo Clarus 600. B) Cromatógrafo de líquidos asociado a espectrómetro de masas (LC-MS), Waters 

Acquity UPLC-SQD. Crédito fotográfico: grupo INSSOC. 

 

B 

A 
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La cromatografía líquida con espectrometría de masas es un importante proceso de análisis que 

combina las técnicas de cromatografía líquida para la separación (Figura 2.12) y la de espectrometría 

de masas para la detección, identificación y cuantificación de compuestos orgánicos/organometálicos 

en una muestra. La combinación de estas técnicas posee una sensibilidad muy alta, la cual se basa 

en la ionización de las moléculas, así como también, en la separación y detección de los iones que 

se produzcan, según la relación entre su masa y carga en un sistema al vacío.  

 

 

Figura 2.12. Esquema simplificado de un cromatógrafo líquido. Tomado de Rojas, 2020. 

 

El área bajo un pico del espectro es proporcional a la cantidad de analito presente en el 

cromatograma. Calculando el área del pico mediante la función matemática de integración, se puede 

determinar la concentración de un analito en la muestra original. La concentración puede calcularse 

utilizando una curva de calibración creada al encontrar la respuesta para una serie de 

concentraciones de analito, o determinando el factor de respuesta relativa de un analito. Para generar 

una curva de calibración, se inyectan en la cromatografía muestras estándar de proporciones molares 

o de masa conocidas y se registran los porcentajes indicados por el instrumento. 
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                                             3 

SITUACIÓN DE CAMPO 1: Exposición a herbicidas de post 
emergencia por aplicación terrestre. Evaluación de 
actividad recolectora y de perfiles de expresión de genes 
asociados a la detoxificación de xenobióticos en larvas y 
abejas jóvenes de interior de colmena  

 

 

3.1 Introducción 

 

En Latinoamérica se ha extendido ampliamente el uso de cultivos genéticamente modificados 

(GM), lo que conlleva una creciente dependencia de los herbicidas, principalmente glifosato, para el 

control de malezas. En el caso particular de Argentina, la siembra directa es el sistema de cultivo 

más ampliamente utilizado, ocupando el 90% de la superficie sembrada (Aapresid, 2018). Este 

modelo depende exclusivamente de la aplicación de herbicidas como única forma de control de 

malezas y entre las formulaciones químicas más utilizadas se encuentran aquellas basadas en los 

ingredientes activos glifosato (GLI), Ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y atrazina (ATZ), 

(CASAFE, 2014). Herbicidas basados en estos tres compuestos activos (Figura 3.1) fueron, 

efectivamente, los utilizados en esta temporada de muestreos para el control de malezas en el campo 

estudiado, a través de pulverizadores terrestres. El GLI es un herbicida de amplio espectro utilizado 

por ser muy efectivo y de bajo costo de producción. Fue comercializado por primera vez en el año 

1974 como principio activo del formulado Roundup ® (Duke y Powles, 2008; Dill et al., 2010). Desde 

entonces, su uso ha aumentado considerablemente y en Argentina es el agroquímico de mayor 

comercialización desde 1997 (CASAFE, 2012). Su modo de acción es a través de la inhibición de la 

enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), la cual forma parte de la vía del 

shikimato, ruta común para la biosíntesis de compuestos aromáticos en plantas, algas y bacterias 

(Duke y Powles, 2008). A su vez, presenta una alta solubilidad (10,5 g/L a 20 °C), lo que posibilita el 

riesgo de transporte hacia cuerpos de agua (Lewis et al., 2016). Por su parte, el 2,4-D es un herbicida 

orgánico y sistémico que actúa imitando la acción de la hormona del crecimiento de las plantas, la 

auxina, lo que provoca un crecimiento incontrolado y, eventualmente, la muerte de las plantas 

susceptibles (Song, 2014). Finalmente, la ATZ es un herbicida de la clase triazina que actúa de 

manera selectiva inhibiendo la fotosíntesis de plantas susceptibles (Cheremisinoff y Rosenfeld, 

2007), con una solubilidad moderada en agua (33 mg/L a 20° C), siendo el contaminante más ubicuo 

hallado en cuatro cuencas del país (De Geronimo et al., 2014).  El principal modo de aplicación de 

estos herbicidas es por rociado mediante pulverizadores terrestres o aéreos. El empleo de estos 
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métodos puede resultar en la deriva potencial del herbicida hacia masas de aire, suelos y cuerpos 

de agua aledaños a los cultivos (Matthews, 2006). 

 

 

 

Figura 3.1. Esquema de las moléculas de los compuestos activos de los tres herbicidas utilizados en esta temporada. 

 

Las abejas pre-recolectoras, que permanecen dentro de la colmena, están expuestas a las trazas 

de agroquímicos presentes en el alimento y en las abejas que regresan luego de la recolección, así 

como también en los recursos almacenados en el interior de la colmena. Concentraciones bajas de 

GLI, por ejemplo, no son detectadas por las abejas recolectoras (Farina et al., 2019). Por lo cual, la 

entrada de recursos contaminados sería constante y, a su vez, distribuido a los miembros de la 

colonia y eventualmente almacenado (Herbert et al., 2014). De esta forma, las abejas dentro de la 

colmena, así como también las larvas que son alimentadas por ellas, estarían expuestas a los 

compuestos de manera prolongada. A pesar de que en esta temporada no se evaluó la presencia de 

trazas de agroquímicos en productos de colmena de las colonias estudiadas, se ha reportado en 

trabajos previos la presencia de trazas de GLI y 2,4-D en muestras de miel (Rubio et al., 2014; 

Chamkasem and Vargo, 2017; Berg et al., 2018; Bommuraj et al., 2019) y de trazas de ATZ en polen, 

cera y abejas (Mullin et al., 2010). A su vez, hay evidencia de que los herbicidas aplicados y sus 

metabolitos pueden persistir más de veinte días en agua y suelo (Jablonowski et al., 2011; Walters, 

2011; Ordaz-Guillén et al., 2014; Bento et al., 2016). 

El análisis del estado fisiológico del animal de estudio a través de biomarcadores de respuesta a 

pesticidas o estrés ambiental es un método muy recomendado en el caso de evaluaciones a campo, 

dado que revela signos de estrés incluso cuando no se registran síntomas conspicuos evidentes 
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(Vázquez et al., 2020). A nivel molecular, la exposición a agroquímicos puede activar vías de 

detoxificación en las abejas melíferas (Mao et al., 2011; Boncristiani et al., 2012; Johnson et al., 2012; 

Schmehl et al., 2014; Vázquez et al., 2018; Vázquez et al., 2020) y modular la expresión de genes 

involucrados en la inmunidad y en el desarrollo comportamental (Gregorc et al., 2012; Schmehl et 

al., 2014). En el caso particular de los herbicidas GLI y ATZ, se ha observado que éstos promueven 

la peroxidación lipídica (Jumarie et al., 2017), altera la actividad de la enzima acetilcolinesterasa 

(Boily et al., 2013) y el sistema carotinoides-retinoides en las abejas melíferas (Helmer et al., 2015). 

Como se mencionó con anterioridad, los P450 son una de las principales enzimas de la Fase I de 

detoxificación de los organismos, incluyendo a los insectos, en la cual, xenobióticos tales como los 

agroquímicos son metabolizados (Mao et al., 2013). A su vez, investigaciones previas sugieren que 

los perfiles de expresión pueden utilizarse para identificar biomarcadores específicos de estrés en 

las abejas, ya que tienen vías genéticas distintivas para hacer frente a patógenos, xenobióticos y 

déficits nutricionales, que están asociados con cambios específicos y, por tanto, diagnósticos, en la 

expresión génica (Grozinger y Zayed, 2020). En consecuencia, la abeja melífera se convierte en una 

especie centinela adecuada para la comunidad de polinizadores, especialmente los individuos en 

desarrollo dentro de las colmenas, dado que son mucho más vulnerables a los desafíos ambientales 

(Farina et al., 2019). 

Teniendo todo esto en cuenta, el objetivo de esta sección fue evaluar el impacto a medio término 

de la aplicación terrestre de una mezcla de herbicidas de post-emergencia sobre las vías de 

detoxificación y la actividad recolectora de colonias de abejas melíferas ubicadas en diferentes 

cultivos de verano. A su vez, evaluar si dicho impacto depende de las características de los cultivos 

y la proporción de parches de flora silvestre presentes en los entornos de los diferentes apiarios 

estudiados.  

 

 

3.2 Metodología 

 

       3.2.1 Sitio de estudio, cultivos y aplicación de agroquímicos 

 
La primera temporada de muestreos se realizó durante el verano 2016-2017 (Figura 3.2). Los 

muestreos se realizaron en la estancia San Claudio, descripta en la sección 2.1. Los cultivos 

sembrados este verano fueron soja (Nidera 4611 y Don Mario 4615), girasol (Syngenta 3950) y maíz 

(Dekalb 73-10 y GL Stack 4500). Todos ellos cultivos GM, tolerantes a herbicidas.  
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Figura 3.2. Ubicación geográfica de los tres apiarios estudiados. Estancia San Claudio, Carlos Casares, provincia 

de Buenos Aires, Argentina. Temporada 2016-2017. Las circunferencias de color celeste muestran un radio de 1 km desde 

cada apiario, indicando el área potencial de recolección. Los círculos que presentan la clasificación por color en cultivo 

(rosa) y flora silvestre (amarillo), indican el porcentaje de cada tipo de vegetación. En color naranja se especifica el tipo de 

vegetación presente en cada lote. Mapa y delimitación de áreas de navegación realizados en Google Earth. 

 

 

El cultivo de soja fue sembrado a finales del mes de noviembre de 2016 (siembra de segunda), 

con semillas de ciclo de desarrollo corto, mientras que los cultivos de girasol y maíz fueron sembrados 

a mediados de octubre del mismo año. La aplicación de herbicidas de post-emergencia en todos los 

cultivos se realizó a principios de enero de 2017, a través de pulverizadora terrestre (1,5 L/ha). El 

primer muestreo se realizó a mediados de diciembre de 2016, veinte días antes de la administración 

de herbicidas, mientras que el segundo muestreo fue llevado a cabo a finales de enero de 2017, 

veinte días después de dicha administración. El tratamiento contra malezas se realizó con una 

mezcla de tres productos comerciales: un herbicida con ATZ (GESAPRIM® SYNGENTA), un 

herbicida con 2,4-D (VOLERISTM® SYNGENTA) y un herbicida con GLI (SULFOSATO 

TOUCHDOWN® SYNGENTA). Durante los periodos de muestreo no se realizaron aplicaciones 

adicionales de fungicidas o insecticidas. A su vez, los apicultores tampoco trataron a las colmenas 

con antibióticos o acaricidas. Los tres cultivos estaban en su etapa vegetativa (fase de crecimiento 

de la planta que ocurre después de la etapa de germinación/semilla y antes de la floración) al 

momento del primer muestreo y durante la aplicación de herbicidas, sin flores disponibles para el 

forrajeo de las abejas (Fehr et al., 1971; Schneiter y Miller, 1981; Ritchie y Hanway, 1982). Por el 

contrario, al momento del segundo muestreo, todos los cultivos estaban en flor (Figura 3.3).  
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Figura 3.3. A) Cultivo de soja y B-C) cultivo de maíz en flor, en los diferentes lotes estudiados. Crédito fotográfico: grupo 

INSSOC. 

 

Las condiciones climáticas fueron similares en ambos muestreos y óptimas para la actividad de 

recolección de las abejas, con un promedio de temperatura de 31 y 32 °C y de humedad relativa de 

32 y 30%, respectivamente. Además, ambos muestreos fueron en días soleados, sin vientos fuertes 
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ni lluvias. A su vez, los periodos de muestreo coinciden con los picos de flujo de néctar en la región, 

y consecuentemente, con el máximo tamaño poblacional de las colonias de abejas melíferas. 

La disposición de los apiarios y las características del campo ya fueron detalladas en la sección 

2.1. Para el caso particular de esta temporada, y en orden creciente de proporción de flora silvestre, 

el primer apiario contaba con 23 colmenas, localizadas en un parche de monte ubicado en el que 

denominamos lote A. Este lote, con un área de 189 ha y sembrado con maíz, estaba localizado, a su 

vez, a 50 m de un cultivo de girasol. Además, más allá del cultivo de maíz, el campo estaba sembrado 

con soja, incluida dentro del área de navegación delimitada para este apiario. El porcentaje de flora 

silvestre calculada para este lote, dentro del área de navegación del correspondiente apiario, fue del 

10%. Para mayor detalle de la delimitación de estas circunferencias de navegación y del cálculo de 

porcentajes de cultivo y flora silvestre, ver sección 2.1. El segundo apiario, por su parte, contaba con 

33 colmenas, localizadas en un parche de monte y con presencia de una zona de bañado, en el lote 

denominado B.  Este lote tenía una extensión de 189 ha, y presentaba principalmente un cultivo de 

soja, rodeado por cultivo de maíz. La zona de bañado incluía una diversidad floral que no se 

encontraba presente en el entorno de los otros apiarios, tales como diferentes especies del género 

Thypa, Eryngium y Juncus (Figura 3.4). En este caso, el porcentaje de flora silvestre fue del 25%. 

Por último, el tercer apiario presentaba 44 colmenas, situadas en un parche de monte localizado en 

el denominado lote C. Este lote contaba con un área de 178 ha y estaba a 20 m de un cultivo de soja 

y un cultivo de maíz hacia un lado, y de flora silvestre hacia el otro. De esta forma, el lote C contaba 

con un porcentaje de flora no cultivo del 50%. La vegetación silvestre fue la única fuente de alimento 

para las abejas durante el primer muestreo, en todos los lotes estudiados.   

 

 

Figura 3.4. Bañado presente en la entrada de la zona de monte donde estaba ubicado el apiario del lote B. Crédito 

fotográfico: grupo INSSOC. 
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3.2.2 Variables analizadas 

 

En esta primera temporada analizada, se estudiaron tres enfoques diferentes. En primer lugar, 

dentro del abordaje comportamental, se estudió la actividad recolectora de las colonias, 

registrándose la actividad en la entrada de las colmenas a través de los ingresos de abejas 

recolectoras totales y de abejas con polen en sus corbículas por unidad de tiempo, así como también, 

analizando la relación entre los ingresos de polen y los ingresos totales, según la metodología 

detallada en la sección de metodología general.  

En segundo lugar, dentro del abordaje molecular, se evaluó un set de biomarcadores moleculares 

de detoxificación y respuesta inmune. Se ha observado que cambios en la transcripción de estos 

genes son señal de estrés químico asociado con la ingesta de agroquímicos a través del alimento 

(Gregorc et al., 2012; Vázquez et al., 2018; Vázquez et al., 2020). Los genes elegidos para evaluar 

el perfil de expresión antes y después de la aplicación de la mezcla de herbicidas de post-emergencia 

y los consecuentes cambios en la floración de los cultivos, fueron el péptido antimicrobiano Abaecin 

(AB) y los citocromos P450 CYP6AS2, CYP6AS3, CYP6AS4, CYP6BD1 y CYP9Q3, involucrados en 

la Fase I de la detoxificación de xenobióticos en A. mellifera. Todos estos genes han registrado 

cambios de expresión ante la exposición a diferentes agroquímicos en trabajos previos, tanto en 

larvas como en abejas adultas (Mao et al., 2011; Boncristiani et al., 2012; Schmehl et al., 2014; Tomé 

et al., 2020; Vázquez et al., 2020).  

Por último, se estudió un abordaje multivariado, con el objetivo de entender las relaciones 

subyacentes dadas por los perfiles de expresión génica y de actividad recolectora, luego de la 

aplicación de herbicidas de post-emergencia. Para ello, se realizó un análisis de correlación entre 

variables y un Análisis de Componentes Principales (ACP). 

 

3.2.3 Colecta de muestras 

 

Con el objetivo de evaluar el estado fisiológico interno de larvas y abejas que desarrollan tareas 

dentro de la colmena y que no tienen una exposición directa al entorno agrícola externo, tomamos 

muestras de larvas y abejas en cuatro de las ocho colmenas seleccionadas al azar en cada uno de 

los colmenares. En cada una de estas cuatro colmenas, capturamos obreras localizadas en el área 

de cría, y las colocamos en tubos de ensayo, para una subsiguiente disección in situ de los intestinos. 

Además, tomamos muestras de cinco larvas en el quinto estadio larval. Cada pool de cinco larvas 

por colmena, se guardó en un único criovial que fue colocado inmediatamente en un termo de 

nitrógeno líquido hasta la extracción de ARN a realizarse en laboratorio (Figura 3.5). A continuación, 

una vez muestreadas todas las larvas y abejas de interior de colmena, de todas las colonias 

seleccionadas en cada uno de los apiarios, se anestesiaron las obreras capturadas durante 4 minutos 

a -20 °C, para la subsiguiente disección de los intestinos. De esta forma, se obtuvo un pool de diez 
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intestinos para cada una de las colmenas, que fueron colocados en un único criovial e 

inmediatamente guardados en nitrógeno líquido, junto con las larvas ya muestreadas, para las futuras 

extracciones de ARN (Figura 3.6). Esta metodología de muestreo se desarrolló en un muestreo previo 

a la aplicación de agroquímicos y luego se repitió en las mismas colmenas, en un muestreo posterior 

a dicha administración. Al final de la temporada, entonces, contamos con cuatro réplicas biológicas 

para cada apiario y en cada momento, pre y post aplicación de agroquímicos. 

 

 

 

Figura 3.5. A) Colecta de larvas en estadio cinco. B-C) Almacenamiento de pool de larvas en crioviales, dentro de un 

termo con nitrógeno líquido. Crédito fotográfico: grupo INSSOC. 

 

 

C B 

A 



57 
 

 

Figura 3.6. Disección de intestinos in situ. Crédito fotográfico: grupo INSSOC. 

 

 

La elección de muestrear las larvas en su quinto estadio es debido a que, en esta etapa larval, es 

cuando más se expone a los alimentos colectados en el exterior (miel y pan de abeja derivados del 

néctar y el polen recolectados en las flores de su entorno agrícola), (Medrzycki et al., 2008). Además, 

estas larvas eclosionaron aproximadamente 15 días después de la aplicación de agroquímicos de 

post-emergencia, de manera que, en el segundo muestreo ya eran obreras de interior de colmena. 

Por otro lado, elegimos capturar abejas localizadas en el área de cría, dado que son jóvenes obreras 

que se dedican a tareas tales como procesamiento del alimento, limpieza de las celdas, alimentación 

de la cría y atención de la abeja reina. De manera que son los individuos que tienen un mayor 

contacto con el alimento almacenado en el interior de la colmena, sin tener un contacto directo con 

el exterior. 

 

 

3.2.4 Análisis de expresión génica 

 

En el caso particular de esta temporada, la extracción de ARN y los análisis de expresión génica 

por qPCR se realizaron en el Instituto de Investigaciones en Biociencias Agrícolas y Ambientales de 

la Facultad de Agronomía de la Universidad de Buenos Aires (INBA, FAUBA-CONICET), (Figura 3.7). 

El ARN total fue extraído de cada pool de intestinos y larvas con el protocolo de extracción con 
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TRIzol® (Invitrogen). El ARN obtenido se trató con la enzima DNAsa, previo a la reacción con 

transcriptasa reversa (RT). La síntesis de ADNc se realizó a partir de 1 ɛg de ARN tratado por 

muestra.  

Para la determinación de los niveles de expresión de los genes AB, CYP6AS2, CYP6AS3, 

CYP6AS4, CYP6BD1 y CYP9Q3 (Tabla 3.1), que funcionan como biomarcadores de exposición a 

pesticidas, cada reacción de qPCR se llevó a cabo en triplicado para cada una de las cuatro réplicas 

biológicas. El análisis comparativo de los niveles de expresión de los genes estudiados se basó en 

el método 2-ȹȹCt y se desarrolló utilizando el software específico para el modelo de termociclador 

utilizado (Applied Biosystems 7500), siguiendo el protocolo del fabricante para dicho método (Applied 

Biosystems, 2014). Se calculó la eficiencia de los primers, tanto de los genes de interés como del 

gen constitutivo (Tabla 3.2). Adicionalmente, con la finalidad de asegurar la especificidad de la 

amplificación, se analizó la Curva de Melting. El gen constitutivo Rpl8 fue utilizado como control 

endógeno (Collins et al., 2004; Grosso et al., 2018) y las muestras del primer muestreo, previo a la 

aplicación de herbicidas de post-emergencia, fueron tomados como control para comparar cuanto 

difiere la expresión relativa de los genes de interés, luego de dicha aplicación. En todas las corridas 

de qPCR se incluyeron controles negativos para cada primer por duplicado. 

 

 

Figura 3.7. Análisis de expresión génica en el laboratorio del INBA, FAUBA-CONICET. A) Termociclador qPCR 

(Applied Biosystems 7500) con corrida en curso. B) Armado de la placa de corrida para qPCR. Crédito fotográfico: grupo 

INSSOC. 
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Tabla 3.1. Modelos de primers. Secuencia, tamaño del producto aplificado y temperaratura de melting (Tm) para 

el gen constitutivo Rpl8 y los genes de interés Abaecin, CYP6BD1, CYP9Q3, CYP6AS2, CYP6AS3, CYP6AS4. Los 

primers fueron modelados utilizando los softwares Primer 3 y BLAST. 

Gen Secuencia (5ô a 3ô) Tamaño del amplicon Tm 

Rpl8 F: CACACGGTGGTGGTAATCAT 

R: CTCGGATTCTTCCTGTACGA 

 

 

114 pb 59 

AB F: CACACTCGAGGTCTGTAGTATCT 

R: AATGCTGCGCATATCGTGG 

111 pb 59 

CYP6BD1 F: CTTCTGTTGCTTTTGGAATTCAAGT 

R: TGCATGCTGCGAGAAAATGT 

106 pb 59 

CYP9Q3 F: TTGCAAGCTCCATTCGGACA 

R: AACGGCCACGAATACGGTTA 

130 pb 60 

CYP6AS2 F: CGCCAGTAGACATCCCATGA 

R: CTGACGACATGTGTGATCAGTT 

136 pb 59 

CYP6AS3 F: GCGCGAACACTCCACCA 

R: CTCGTCCTCGGTACGATTTTACA 

146 pb 60 

CYP6AS4 F: TTGCGCTCTCATCTCACTCG 

R: AAATCGCGACAAATGCGGTT 

125 pb 60 

 

 

Tabla 3.2. Validación de primers. Valores de eficiencia y R2 para los genes de interés y el constitutivo, 

obtenidos en la curva standard.  

 Abejas jóvenes de interior de colmena 

Gen Eficiencia (%) R2 

 

 

GENES 

DE INTERÉS 

AB 100.412 0.987 

CYP6BD1 109.38 0.959 

CYP6AS2 107.558 0.836 

CYP6AS3 98.541 0.923 

CYP6AS4 106,517 0.836 

CYP9Q3 102.235 0.966 

CONSTITUTIVO Rpl8 104.382 0.854 

 Larvas 

Gen Eficiencia (%) R2 

 

 

GENES 

DE INTERÉS 

AB 104.319 0.987 

CYP6BD1 106,031 0.981 

CYP6AS2 109.929 0.876 

CYP6AS3 100.650 0.975 

CYP6AS4 109.188 0.929 

CYP9Q3 99.05 0.876 

CONSTITUTIVO Rpl8 92.918 0.929 
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3.2.5 Análisis estadístico 

 

Para el análisis estadístico, tanto de las variables de actividad recolectora como de los datos de 

expresión génica, se utilizaron métodos no paramétricos. Las comparaciones entre el muestreo 

previo a la aplicación de herbicidas de post-emergencia y el muestreo posterior a dicha 

administración, se analizaron a través de la prueba de rangos de Wilcoxon, para datos pareados, 

con un alfa de 0,05. Para el análisis de las diferencias entre los apiarios de los distintos lotes se utilizó 

la prueba de Friedman, también para datos pareados. Además, las comparaciones a posteriori entre 

lotes se analizaron con la prueba de Conover, utilizando la corrección de Bonferroni. Todas las 

pruebas no paramétricas, fueron llevadas a cabo utilizando el paquete ñPMCMRplusò (Pohlert, 2020) 

del programa R v3.5.1. (R Score Team, 2018). 

El ACP y la prueba no paramétrica de Kendall para el análisis de correlación entre las variables 

estudiadas se realizaron utilizando las librer²as ñade4ò y ñpsychò, respectivamente. Finalmente, los 

gráficos del ACP fueron realizados con el paquete ñFactoMineRò (Le et al., 2008). 

 

 

3.3 Resultados 

 

3.3.1 Abordaje comportamental: actividad recolectora 

 

Con el objetivo de estimar la actividad recolectora antes y después de la aplicación de herbicidas 

de post-emergencia, se evaluó tanto la tasa de ingreso de abejas recolectoras totales como de abejas 

con polen en sus corbículas (abejas/minuto), en los tres apiarios estudiados. Además, se analizó una 

tercera variable, calculada como la proporción de abejas con polen en sus corbículas, sobre el total 

de abejas ingresantes por minuto (Figura 3.8).  
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E                                                                                        F 

 

Figura 3.8.  Actividad recolectora. A-C-E) Antes y después de la administración de herbicidas de post-

emergencia. B-D-F) Para cada apiario. A-B) Número total de abejas que ingresan a la colmena por minuto, C-D) 

número de abejas que ingresan a la colmena con polen en sus corbículas por minuto y E-F) ratio de ingresos con 

polen sobre ingresos totales. Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las líneas verticales indican 

el máximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores fuera de este rango. El p valor corresponde a 

diferencias entre muestreos (N = 24; Prueba de Wilcoxon). Letras diferentes señalan diferencias significativas entre 

los apiarios ubicados en los diferentes lotes (p < 0,001; N = 16; Prueba de Friedman), (n.s: p > 0,05). 

 

El análisis estadístico reveló que, en el caso de las tres variables, la recolección fue 

significativamente menor en el muestro posterior a la aplicación de herbicidas de post-emergencia 

(Prueba de Wilcoxon; N = 24; p < 0,001; Tabla A3.1), a pesar de que la disponibilidad de recursos 

florales fue mayor en el segundo muestreo, debido a la floración del cultivo. Además, el ingreso de 

polen varió significativamente entre apiarios, siendo mayor, tanto la recolección de polen como la 

proporción de ingresos de abejas con polen en sus corbículas sobre el total de abejas entrantes, en 

el apiario del lote C (Prueba de Friedman; N = 16; p < 0,001; Tabla A3.1). Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas entre apiarios para la recolección total (Tabla A3.1). 

 

 

3.3.2 Abordaje molecular: Análisis de expresión de genes asociados a 

detoxificación de xenobióticos 

 

Los niveles de expresión relativa del péptido antimicrobiano AB y los citocromos P450 CYP6AS2, 

CYP6AS3, CYP6AS4, CYP6BD1 y CYP9Q3 fueron medidos para evaluar los estados fisiológicos de 

las colonias de cada apiario, localizados en lotes con diferentes características en cuanto al cultivo 
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sembrado y el porcentaje de flora silvestre, y en cada momento de muestreo, pre y post aplicación 

de herbicidas de post-emergencia. Dichos niveles de expresión fueron estudiados en intestinos de 

abejas jóvenes de interior de colmena y en larvas en el estadio cinco. En el caso de abejas adultas, 

no se observaron diferencias significativas entre muestreos (Figura 3.9, Tabla A3.2). Por el contrario, 

en el caso de las larvas, se registraron diferencias significativas entre muestreos para los niveles de 

expresión de CYP6AS4 (Prueba de Wilcoxon; N = 12; p = 0,012; Tabla A3.2) y CYP6BD1 (Prueba 

de Wilcoxon; N = 12; p = 0,034; Tabla A3.2). En ambos casos, la expresión relativa fue menor luego 

de la aplicación de la mezcla de herbicidas (Figura 3.10). Sin embargo, en relación a la expresión 

relativa en larvas, no se observaron diferencias significativas entre los apiarios (Figura 3.10, Tabla 

A3.2). Contrariamente, sí se registraron diferencias significativas entre los colmenares de los distintos 

lotes para los niveles de expresión relativa de CYP6AS4 y CYP9Q3 en el caso de abejas jóvenes de 

interior de colmena (Figura 3.9). La expresión relativa del citocromo CYP6AS4, fue significativamente 

menor en el apiario del lote A en comparación con los apiarios de los lotes B y C (Prueba de Friedman; 

N = 8; p < 0,001; Tabla A3.2), mientras que la expresión relativa del citocromo CYP9Q3 fue 

significativamente mayor en el colmenar del apiario C en comparación con los colmenares de los 

lotes A y B (Prueba de Friedman; N = 8; p < 0,001; Tabla A3.2). 
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