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La abeja Apis mellifera como bioindicador del impacto ambiental: estudio sobre su
fisiologia, 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
estan expuestas a la intensificacién agricola. Esto conlleva una mayor utilizacion de agroquimicos y una
reduccion de diversidad floral, resultando en habitats fragmentados y mas homogéneos. Los recursos que
obtienen en estos entornos pueden estar expuestos a agroquimicos, lo que podria acumularse en sus colonias
y distribuirse entre sus miembros. En la presente tesis se plante6 comparar desde un abordaje comportamental,
sociobiolégico, molecular y fisiologico, el estado integral de las colmenas de abejas meliferas en dos momentos
diferentes del manejo del agroecosistema circundante y considerando la disponibilidad de recursos, la
heterogeneidad del entorno y la aplicacion de agroquimicos. Esto se realizé a lo largo de cuatro temporadas
de verano, evaluando las diferentes etapas de desarrollo de las abejas. Desde un abordaje comportamental,
se estudi6 la actividad recolectora de las colonias y se evalué la sensibilidad gustativa y la capacidad de
aprender un olor recompensado a través de un condicionamiento olfativo clasico, utilizando el paradigma de
respuesta de extension de la probéscide (REP) en individuos recolectores capturados en los distintos apiarios.
Desde un abordaje ecotoxicolégico se analizé la presencia de residuos de agroquimicos en miel, cera, poleny
cuerpo de abejas recolectoras. A su vez, a través de un abordaje molecular, se estudid la expresion relativa de
genes asociados a la detoxificacibn de xenobibticos en larvas y abejas adultas jévenes. En las abejas
recolectoras se analizaron los niveles de expresion de genes asociados a las bases genéticas de la
sociabilidad. En suma, los resultados de esta tesis confirman que trazas de agroquimicos estan 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 expresion de los biomarcadores de exposicién, relacionados
a la detoxificacion de xenobiédticos, tanto en abejas adultas como en larvas, siendo estas Ultimas mas
vulnerables. La recoleccién de polen y su potencial nutricional tienen una relacién directa con los perfiles de
expresidn génica, tanto en abejas obreras jévenes asociadas al cuidado de la cria como en abejas recolectoras.
Esto no se observa en larvas, donde los perfiles de expresién génica no tienen relacién directa con las variables
de recoleccion de recursos, pero si 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 expresiobn de genes
relacionados a la actividad neural y sociabilidad en abejas, podria llevar a una desorganizaciéon de las
actividades colectivas afectando la cohesion 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 meliferas 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 recoleccion es intensa. Ambos aspectos
mejorarian el estado nutricional a lo largo de toda la temporada de actividad recolectora, situacion que podria

paliar los efectos subletales observados.

Palabras clave: Apis mellifera, intensificacion agricola, pesticidas, detoxificacion de xenobiéticos, capacidades

cognitivas, eusocialidad.



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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Introduccion 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 sélo
una especie de utilidad agricola (Conway, 1987).

A nivel mundial, la superficie total cultivada se incrementé de manera consistente durante las
Gltimas seis décadas (Andrade, 2020). Este fenémeno se debid, principalmente, a un aumento en los
rendimientos por unidad de superficie como consecuencia del proceso denominado “Revoluciéon
Verde” (Borlaug, 2007). Este proceso se di6 por una conjuncion 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 fotoperiddica
gue les proveian amplia adaptaciéon a distintas latitudes y la aparicion de nuevos herbicidas que
permitieron la difusién de estos cultivares, al disminuir la competencia con las malezas (Evans, 1997;
Borlaug, 2007).

El uso de pesticidas tuvo un rol relevante en la revolucion verde y, desde 1960 al 2018, la
produccién global de fertilizantes aument6 6,4 veces, la de plaguicidas 5,9 veces, y el uso de energia
basada en combustibles fésiles para todo uso se incrementd 4,5 veces (Andrade, 2020). Los
plaguicidas son sustancias quimicas liquidas o soélidas que producen efectos tdxicos agudos y
cronicos 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 hectarea, alcanza 2,7 kg de
principio activo (Andrade, 2020) y, particularmente en Argentina, se aplica mas del doble de este
promedio (FAO, 2020). Estos compuestos estdn presentes en el aire, en el suelo, en el agua
superficial y subterranea y en los alimentos, siendo la principal fuente de contaminaciéon no puntual
del ambiente (Larsen et al., 2013; Aparicio et al., 2015; Colombo y Sarandén, 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 agricolas a nivel mundial estan en riesgo de contaminacién por la presencia de
mas de un agroquimico (principio activo) y el 20,9% por mas de diez (Tang et al., 2021). A su vez, el
69,4% de las tierras agricolas de América del Sur estan expuestas a la contaminacion por mas de
un principio activo (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Mapa global del nimero de componentes activos (Als) que suponen un riesgo para el ambiente. Los
graficos de torta representan la fraccion de tierra agricola contaminada por diferentes nimeros de IAs en cada regién
y los valores entre paréntesis encima de los gréficos de torta representan la tierra agricola total de esa regién. Tomado
de Tang et al., 2021.

Otra consecuencia importante de la intensificacion agricola 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 relacién con su
produccion y regulacion interna y con su resiliencia, estabilidad y adaptacion frente a cambios
ambientales (Isbell et al., 2015; Dainese et al., 2019). La agricultura, por avanzar sobre areas de
bosques y otros tipos de ambientes, tiene una alta responsabilidad en los incrementos en la tasa de
extincion de especies (Andrade, 2020).

En suma, la importante intensificacion de la produccion agricola basada en agroquimicos, junto
con el laboreo excesivo de los suelos y el avance de la frontera agropecuaria originaron problemas
de degradacion ambiental y de contaminacion, de pérdida de biodiversidad, de emision de gases de
efecto invernadero, de disponibilidad de agua dulce, entre otros (Foley et al., 2005; Rockstrom et al.,
2009; Bringezu et al., 2010; Tittonell, 2013; Gordon et al., 2017; Ripple et al., 2017; Springmann et
al., 2018; FAO, 2020; Rockstrom et al., 2020).

En el caso de Argentina, en las Ultimas décadas el modelo de produccién agricola-ganadera de la
region pampeana implement6 un uso mas intensivo de insumos externos, tecnologia y gestion para



lograr incrementos de produccion adicionales, a la vez que se expandié sobre otras regiones
dominadas por la vegetacion natural en el norte del pais (Aapresid, 2018). Esto tuvo como
consecuencia un aumento significativo del area ocupada por cultivos anuales en toda la region y la
consecuente reduccion de superficie de bosques naturales, provocando una pérdida y fragmentacion
generalizadas de la vegetacion natural (Galetto y Torres 2020).

A fines de la década de 1980 se difundi6 en el pais la siembra directa, un sistema a partir del cual
no se recurre a la utilizacion 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 tecnologia, a su vez,
potencio el uso de agroquimicos tales como herbicidas, fungicidas e insecticidas, asi 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 aplicacion de herbicidas, los que a su vez pueden afectar el cultivo. Esto
llevé a la adopcion de cultivos modificados genéticamente, a partir de su surgimiento en el mercado
argentino en el afio 1996 (Satorre y Andrade, 2021). Actualmente, el porcentaje de variedades
transgénicas cultivadas supera el 95% del area sembrada con soja en el pais (Leguizamén, 2020).
La ingenieria genética no se redujo a la soja, sino que se extendid también al maiz. Existen hibridos
de maiz genéticamente modificados (maices Bt) con tolerancia al barrenador del tallo, lepidéptero
gue en su estado larval resulta ser una de las plagas mas importantes de este cultivo. Se estima que
en al menos un 70% del area sembrada con maiz se cultiva algun hibrido Bt (Trigo, 2011).

En la primera década del milenio la agricultura extensiva se identificaba con un reducido nimero
de especies; de hecho, los cultivos de soja, maiz, trigo y girasol ocuparon mas del 95% del area
sembrada, con el cultivo de soja alcanzando el 65% del area cultivada hacia el afio 2009. Asimismo,
la superficie sembrada con el cultivo de soja tendi6 a incrementarse en dicho periodo, sin embargo,
comenz0 a disminuir en los dltimos afios (Satorre y Andrade, 2021), (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Evolucion del area sembrada (Mhas) de los principales cultivos extensivos de granos en el periodo 2004-2018
en la Argentina. Tomado de Satorre y Andrade, 2021.

1.2 La abeja Apis mellifera como polinizador en

agroecosistemas

La produccion del 70% de los principales cultivos aumenta con la polinizacién animal, la cual
depende principalmente de la abeja doméstica Apis mellifera, y representa un tercio de la produccion
mundial de alimentos (Klein et al., 2007). Los servicios de polinizaciéon son servicios ecosistémicos
de relevancia, tanto para la produccién de alimentos como para la conservacién de especies no
cultivadas, y también se ha reconocido su valor en términos socioculturales (IPBES, 2016). La
distribuciéon y adaptabilidad de las abejas meliferas a distintas regiones del mundo, su amplia dieta
generalista y su capacidad de cubrir grandes areas de vuelo, sumado a una larga tradicion 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 agricolas (McGregor,
1976; Klein et al., 2007). La polinizacion, es decir, la transferencia de polen desde las anteras hasta
el estigma de flores de la misma especie, estd mediada por animales en la gran mayoria de las
angiospermas, especialmente insectos (polinizacion entomofila) y en particular por abejas (Tepedino,
1979; Kearns et al., 1998; Abrol, 2012). Aunque la polinizacion entomdfila es irrelevante para una
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gran parte de los cultivos, se ha estimado que el 35% de la produccién global de alimentos depende
de polinizadores (Klein et al., 2007). Por otra parte, las tierras agricolas destinadas a cultivos
dependientes de polinizadores estan en continua expansion en todo el mundo, habiendo aumentado
un 137% en el periodo 1961-2016 (Aizen et al., 2019). Esta tendencia global se refleja en los paises
de Sudamérica y, en particular, en Argentina, donde el incremento resulté ser de 142% y 178%,
respectivamente.

En los ultimos afos, se ha registrado en diferentes paises, un aumento en la pérdida de colonias
de abejas meliferas utilizadas para servicios de polinizacion. En el caso particular de Estados Unidos
y Europa, este fendmeno es denominado “Sindrome de Colapso de las Colmenas” y es atribuido a
multiples factores, que incluyen diferentes patégenos tales como virus, parasitos externos e internos,
microsporidios, bacterias y hongos (Potts et al., 2010; Gonzalez-Varo et al., 2013). Estos patégenos,
a su vez, pueden presentar efectos sinérgicos entre ellos. Ademas 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 agroquimicos y la pérdida y fragmentacion de habitats naturales, ambos como consecuencia
de la intensificacion de la agricultura y la expansion de la frontera agropecuaria (Benbrook, 2016).
En muchos casos, es la interaccion de estos factores naturales y antropogénicos, lo que conduce a
la morbilidad y mortalidad de las colonias (Hristov et al., 2020).

Aun cuando Apis mellifera es el polinizador mas importante econémicamente, existen mas de
20.000 especies conocidas de abejas (Michener, 2000; Fernandez y Sharkey, 2006). En la Argentina,
se han reconocido unas 1.100 especies de abejas silvestres nativas y al menos siete especies
exoticas, 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 ultimos afios (Garibaldi et al., 2013; Rader et al., 2016, 2020), la contribucion
relativa de las distintas especies varia en funcion 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). Mas
aun, los ensambles de polinizadores silvestres suelen ser menos diversos en regiones por fuera del
area de distribucion nativa de las plantas cultivadas, especialmente en areas de gran intensificacion
agricola, en donde los habitats semi-naturales que ofrecen recursos alimenticios y sitios de
nidificacién se encuentran reducidos a pequefias 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
nidificacién cercanos para su supervivencia (Mandelik et al., 2012). Numerosos estudios muestran
gue distintos grupos de abejas se diferencian en rasgos tales como el tamafio corporal, la pilosidad,
el largo de la probdscide, la recompensa floral recolectada o el tiempo invertido por visita, lo cual
influye en su eficiencia de polinizacion (Hoehn et al., 2008; Klein et al., 2009; Martins et al., 2015).
Asi, ensambles diversos de polinizadores pueden propiciar interacciones interespecificas que
promuevan de manera indirecta la polinizacion del cultivo (Greenleaf y Kremen, 2006; Carvalheiro et
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al., 2011). Sin embargo, en regiones con uso agricola intensivo, el elenco de polinizadores silvestres
puede limitarse a tan solo unas pocas especies numéricamente inferiores frente a las abejas
meliferas introducidas al cultivo. En dichos escenarios, la abundancia de unas pocas especies
dominantes, y no la riqueza de especies, resulta determinante en la provision del servicio de
polinizacion (Winfree et al., 2015).

Los agroguimicos son sustancias quimicas toxicas con un modo de accién especifico, que suele
afectar a una via metabdlica concreta de un organismo blanco (Lushchak et al., 2018). La exposicion
de las abejas a los plaguicidas se produce por la ingestion 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 exposicién puede producirse por via oral, por contacto o, en
menor medida, por la inhalacidon de particulas volatilizadas en el aire (Stanley et al., 2016). La
probabilidad de exposicién de las abejas a los residuos esta estrechamente relacionada con la forma
y el momento en que se aplica un plaguicida, la matriz y otras sustancias quimicas con las que
interactla, y sus propiedades fisicoquimicas y su persistencia en el ambiente (Boyle et al., 2019).
En general, el principal método de aplicacion de pesticidas es mediante pulverizadores terrestres
(Figura 1.3). Asi mismo, es comun el uso de pulverizadores manuales y, debido a la gran expansion
de los monocultivos, el rociado aéreo (Giesy et al. 2000), (Figura 1.3). En cualquiera de estos
métodos de aplicacion puede ocurrir deriva, esto es, el desplazamiento de las gotas de pulverizado
fuera del blanco; dispersandose en el aire, el suelo y en masas de agua aledafias 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 estan
forrajeando o volando en las proximidades del cultivo tratado. La deriva de la pulverizacion también
puede contaminar los recursos cercanos de forrajeo y anidacion, como las flores silvestres, el suelo
y el agua (Sanchez-Bayo y Goka, 2014). Esto puede conducir tanto a la ingestion de polen y néctar
contaminados como a la exposicion 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 gestion responsable de los agroquimicos. En Argentina,
las buenas practicas agricolas 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 eliminacion. Segun las buenas practicas, los agroquimicos deberian usarse
solamente cuando la intensidad de la plaga a combatir va a significar un riesgo sobre el rédito
econdémico 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). Ademas, en forma previa a la aplicacion, es fundamental llevar a cabo una
evaluacion de las coberturas necesarias y de las condiciones climéticas (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 pulverizacion y la
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calibraciéon adecuada de la pulverizadora para lograr el nimero de gotas por cm? y didmetro promedio
de gotas adecuado (Federico Elorza, CASAFE, 2021). Una vez finalizada la aplicacién, se debe hacer
un correcto reciclado de los envases plasticos vacios, a través de un triple lavado a presion, segun
la Norma IRAM N° 12.069 y perforados para su inutilizacion, transformandolos en insumos para la
elaboracion de articulos Utiles para la sociedad en una forma ambientalmente segura y sustentable
(Federico Elorza, CASAFE, 2021).
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Figura 1.3. Métodos de aplicacion de agroquimicos. A) Terrestre. B) Aérea. Fotos tomadas de inta.gob.ar.
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Figura 1.4. Rutas de exposicion a agroquimicos. Fuente: Tribunal de Cuentas Europeo, a partir de informacion de la
EFSA, 2020.

Las abejas meliferas realizan varios vuelos al dia para recolectar recursos y, al hacerlo, pueden
guedar expuestas a los productos agroquimicos que pueden estar presentes en las flores visitadas
tras las aplicaciones (DeGrandi-Hoffman y Martin, 1993; Griiter y Farina, 2007). El néctar es,
principalmente, fuente de hidratos de carbono y el polen lo es de proteinas, aunque también puede
contener lipidos, vitaminas y minerales (Baker y Baker, 1975). Estos recursos son colectados
mayormente de las flores y almacenados en el interior del nido para ser consumidos durante el otofio
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 exposicién a
pesticidas de la abeja recolectora, sino también la exposicidon 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 comparfieras a través de contactos corporales casuales entre individuos, al
compartir la comida a través de la distribucion de alimento liquido 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
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y Pham-Delégue, 2002). Es debido a esto que el estudio de los efectos crénicos subletales es de
particular importancia en insectos sociales.

El polen recogido se compone de una mezcla de diferentes plantas presentes en nimero variable,
lo que refleja la composicion floral del entorno de la colmena. En las zonas de cultivo extensivo de
plantas poliniferas, 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 afiaden miel y secreciones de abeja al polen para convertirlo en una fuente nutricional de
proteinas, siendo consumido en grandes cantidades por las abejas nodrizas y, en menor medida, por
las larvas (Rortais et al., 2005).

Las colonias de abejas meliferas utilizadas para servicios de polinizacion se enfrentan a una
menor diversidad de polenes 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 Unico recurso floral sélo disponible durante unas pocas
semanas, seguido de un largo periodo 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
maiz (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 basicos (Somerville, 2001). Por otro
lado, el néctar de girasol es muy atractivo para las abejas meliferas, 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 recoleccion de néctar (Chiari et al., 2005). En este sentido, las abejas meliferas
dependen de la adecuada disponibilidad y recoleccién 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 crias 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, nutricion,
presencia de enfermedades y el estado del sistema inmunitario de la colonia (Smart et al., 2016). Por
lo tanto, esta fuerte reduccién de la diversidad espacial y la disponibilidad temporal de los recursos
florales puede poner en peligro la supervivencia de las colonias de abejas meliferas, asi como los
servicios de polinizacion que proporcionan (Potts et al., 2010). Esta demanda nutricional podria ser
complementada mediante el establecimiento y proteccién de zonas no cultivadas, con presencia de
flora silvestre. Se ha reportado que la presencia de estas zonas buffer en los margenes del cultivo
provee de recursos florares més diversos, que resultan atractivas para los polinizadores (IPBES,
2016) y que, ademas, podrian reducir la deriva de pesticidas en ambientes adyacentes (Ucar y Hall,
2001). El informe de IPBES sugirid, ademas, que la "intensificacion ecoldgica" (Tittonell, 2014), es
una estrategia clave de mitigacion. La intensificacion ecolégica destaca el rol de los polinizadores y
la utilizacion de técnicas que intenten restaurar los balances ecolégicos 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 podria aumentar la produccion sin tener los altos costos ambientales y sociales
del sistema tradicional (Garibaldi et al., 2016).

En los dltimos afos, se ha registrado que mas del 35% de muestras de pan de abeja y miel,
analizadas a partir de colmenas de todo el mundo, presentan residuos de agroquimicos (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 paises del
mundo —entre ellos Argentina-, presentaron residuos de glifosato, con un promedio de 64 ng/g (Rubio
et al., 2014). Este promedio es superior al limite reglamentario de 50 ng/g de presencia de glifosato
en mieles no organicas para la Union Europea (European Comission, 2016).

1.3 Organizacion social de la colmena

Las abejas meliferas son insectos holometabolos, por lo cual, la transiciéon de larva a adulto ocurre
durante un estadio pupal intermedio (Figura 1.5). A su vez, son insectos eusociales, es decir,
presentan division reproductiva del trabajo, cooperacion en el cuidado de la cria 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 coordinaciéon que
involucran a un gran numero de individuos. Dada esta division 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 zanganos, Unicos individuos que tienen el aparato
reproductor desarrollado y son capaces de dejar descendencia fértil. La reina puede poner miles de
huevos por dia, y a su vez, es la principal responsable de mantener la cohesidn de la colonia gracias
a sus feromonas. En el segundo caso, la casta no reproductiva esta compuesta por las obreras, que
cooperan en el cuidado de cria y cuyas generaciones se solapan contribuyendo en la labor social
(Wilson, 1971). De esta forma, una tipica colonia de abejas meliferas esta constituida por 10-40 mil
abejas obreras (hembras), desde ninguno a varios cientos de zanganos (machos) dependiendo la
época del afio y una Unica reina, o hembra fértil (Winston, 1987), (Figura 1.5).
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Huevo Estadio larval ~ Estadio larval Pupa Adulto

temprano tardio

Figura 1.5. A) Ciclo de vida de una abeja obrera. B) Distintas castas: obrera, reina y zangano (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 fotogréafico: grupo INSSOC.

Las obreras realizan diferentes actividades organizadas segun su edad. Debido a este fendmeno
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 desempefia en el exterior de la colmena. Durante los primeros dias
de vida adulta, la abeja obrera desempefa actividades en el interior del nido relacionadas con la
limpieza de celdas recientemente liberadas. Cuando alcanza los tres dias de edad, se dedica a
atender a la reina, sellar celdas y acicalar y alimentar a compafieras de nido. Ademas, se desempefia
como nodriza al alimentar y cuidar a la cria, las larvas. Este patron de comportamiento continta
durante los siguientes once dias. Cuando alcanzan los trece dias de edad adulta, la obrera deja el
centro del nido donde esta la cria para pasar a trabajar en la periferia, en la regién de almacenamiento
de alimento de la colmena. Alli, 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
gue funcionan como reserva de alimento. Ademas, 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
contindia alimentando y acicalando a sus comparieras de nido. Finalmente, a partir de los 17-20 dias
de edad y hasta el final de su vida, la obrera realiza tareas en el exterior: recolecta recursos y
defiende el nido (Lindauer, 1952; Seeley 1982), (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Polietismo etario. Tareas realizadas por una abeja obrera a lo largo de su vida adulta. Crédito: Grupo INSSOC.

La division de tareas se da gracias a que individuos de distintas edades presentan diferentes
umbrales de respuesta que les permiten responder a ciertos estimulos de manera variada a escala
colectiva (Robinson, 1992; Page et al., 1998). La transicién de una tarea a otra requiere de cambios

importantes en las habilidades sensoriales y cognitivas, las cuales estdn acompafiadas por cambios

20



morfoldgicos y fisiolégicos (Robinson, 1992). Las nodrizas presentan una hipertrofia de las glandulas
hipofaringeas, encargadas de la secrecion de sustancias nutritivas con las que se alimenta a las
larvas (Figura 1.7). Luego estas glandulas colapsan y las glandulas 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 construccién y refaccién del nido (Figura 1.7). A continuacion, las
glandulas 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 glandulas (Winston, 1987).
Por lo tanto, la edad fisiologica impone restricciones sobre la tarea a realizar por un individuo. Sin
embargo, es importante subrayar que éste no es el Unico factor que controla la division del trabajo,
sino que las actividades se ajustan de acuerdo con los requerimientos de la colonia y éstos varian
segun 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 glandulas cereras. Fuente: thebeekeepingfamily.blogspot.com.
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1.4 El comportamiento de la abeja meliferay su interaccidn con

el ambiente

1.4.1 El comportamiento recolector de Apis mellifera

En un ambiente dindmico en el cual la oferta floral no se mantiene constante en el tiempo, la
recoleccion de recursos es un proceso altamente coordinado e implica un equilibrio entre decisiones
gue maximicen la eficiencia de recoleccion individual de una fuente rica a corto plazo y aquellas que
optimicen la explotacién de recursos considerando a la colonia como un todo a largo plazo (Nufiez,
1982). El rango de recoleccién 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 estan rodeadas de cultivo. El
pasaje de tareas dentro del nido a la recoleccion en el exterior involucra el desarrollo de nuevas
habilidades, tales como la navegacion en vuelo, la deteccion de recursos, la recoleccion y la
comunicacion de esta informacion 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 guian a la abeja hasta el estimulo 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 aminoéacidos,
vitaminas, minerales, lipidos, proteinas 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
proteinas y aminoacidos 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 cria y de reservas de
alimento de la colonia, asi como la oferta floral disponible en el ambiente, la cual es variable en
términos cuantitativos y cualitativos de acuerdo a la estacion del afio, influird en el total de obreras
destinadas a la recoleccion de néctar o de polen (Free, 1967; Pankiw et al., 1998; Pernal y Currie,
2001).

Las abejas meliferas son altamente generalistas, pudiendo interactuar con numerosas especies
de plantas tanto cultivadas como silvestres, lo cual les permitié adaptarse a los distintos ambientes
donde viven. Si bien las abejas obtienen néctar y polen de una gran variedad de plantas, su
composicion quimica varia y no todos los pélenes cumplen con los requerimientos nutricionales de
las abejas, debido a un bajo contenido de proteina cruda o a la deficiencia en algin aminoacido
esencial (Somerville, 2001). El acceso a una dieta diversificada resulta fundamental, dado que una
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dieta polifloral esta 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 compafieras de nido, las
gue 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 sefial multi-componente que brinda informacién sobre la
presencia, localizacion y calidad de una fuente de alimento, ademas de poder reactivar memorias en
seguidoras de la danza (von Frisch 1967; Riley et al. 2005; Thom et al. 2007; Grter y Farina 2009).

1.4.2 Aprendizaje asociativo

Los animales se desarrollan en ambientes donde los estimulos sensoriales abundan y, por lo tanto,
deben ser capaces de reconocer los importantes para su supervivencia. Es por ello que son cruciales
las experiencias previas que les permitiran diferenciar aquellos estimulos relevantes de los que no lo
son. En este sentido, el aprendizaje se define como el proceso que genera un cambio en el
comportamiento debido a una experiencia comportamental (Paviov, 1927; Kandel et al., 1991; Carew,
2000).

Durante la recoleccién 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 recoleccién (von Frisch, 1967). En un ambiente fluctuante, la supervivencia de la colonia
dependera del aprendizaje de nuevas claves que guiaran a las recolectoras a las fuentes de alimento
mas productivas, de manera de optimizar la explotacion de los recursos disponibles.

El aprendizaje asociativo surge al establecerse un vinculo entre al menos dos estimulos
contingentes, uno de los cuales es un estimulo excitatorio o refuerzo y el otro un estimulo a priori
neutro. La contingencia se establece cuando un estimulo neutro de cualquier modalidad sensorial
alcanza un valor predictivo para el animal, es decir, predice al estimulo excitatorio. Estas
asociaciones permiten al animal reducir su nivel de incertidumbre (Menzel, 1999; Giurfa, 2007). En
este sentido, la capacidad de las abejas meliferas de asociar claves olfativas y visuales de las flores
con su recompensa (por ejemplo, un néctar rico en azucares) ha sido muy bien estudiada (von Frisch,
1919; Menzel y Erber, 1978; Menzel, 1999).

1.4.2.1 Condicionamiento olfativo clasico y operante
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En el caso particular de las abejas, la busqueda de fuentes de alimento fuera de la colmena se
basa en dos tipos de aprendizaje asociativo: (1) el condicionamiento operante (Skinner, 1938), en el
gue se construye una contingencia entre el volar o caminar hacia un estimulo discriminativo
(respuesta del insecto) y el resultado de esa respuesta (volar hacia una flor y obtener alimento), y
entre el estimulo discriminativo (olor floral, color o patrones florales) y la respuesta del insecto; y (2)
el condicionamiento clasico (Pavloviano), en el cual se construye una contingencia entre las claves
florales (EC) y la recompensa de néctar (El). Ambos tipos de aprendizaje asociativos se vinculan con
el mismo contexto apetitivo de busqueda de alimento, pero implican distintos tipos de asociaciones
gue han sido abordadas experimentalmente (Sandoz et al., 2000).

En el caso del condicionamiento olfativo clasico, existe un protocolo bien establecido para abejas
meliferas bajo el paradigma de la respuesta de extension de proboscide (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 estimulos. La respuesta de extension de
probéscide (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 solucién
azucarada. Se comienza con la presentacion de un olor que funciona como estimulo neutro, es decir
gue inicialmente no genera la respuesta REP. Este olor se presenta solapado en el tiempo con el
contacto de solucién azucarada en las antenas (El, que si genera REP). Al cabo de repetidas
presentaciones pareadas de ambos estimulos, seguidas de la ingesta de la solucién azucarada, se
establece una asociacién entre ambos estimulos y el estimulo que antes era neutro ahora es un
estimulo condicionado (EC) y, por lo tanto, es capaz por si mismo de evocar una respuesta REP que
ahora es una respuesta condicionada (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Condicionamiento olfativo.
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1.4.3 Sensibilidad gustativa

La quimiorrecepcion por contacto o gusto es una modalidad muy importante en los insectos dado
gue les permite seleccionar su alimento con cuidado. Las abejas se encuentran con diferentes tipos
de azlcares (sacarosa, glucosa y fructosa), acidos organicos, lipidos, minerales, vitaminas,
compuestos aromaticos, aminoacidos, enzimas, compuestos fenélicos y sales, al colectar néctar,
polen, agua y resinas (Harborne, 1982). De manera que la quimiorrecepcién resulta crucial, no solo
para las abejas recolectoras, sino también para las abejas jovenes 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 érganos 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 estimulacién con sacarosa incluso mas que las ubicadas en la
probédscide y los tarsos (Whitehead y Larsen, 1976; de Brito Sanchez et al., 2008). Esto destaca el
rol fundamental que tienen las antenas como 6rganos gustativos al momento de evaluar una
potencial fuente de alimento.

1.5 Fisiologia de la abeja melifera

1.5.1 Nutricién y detoxificacion de xenobidticos

Una de las caracteristicas mas llamativas del genoma de A. mellifera es que contiene un nimero
considerablemente menor de genes que el genoma de otras especies de insectos. Su genoma
contiene unos 11.000 genes codificadores de proteinas (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). Ademas,
su genoma presenta un déficit en relacion a todas las familias de genes asociadas a la detoxificacion
de xenobidticos (Claudianos et al., 2006).

La detoxificacion de xenobiéticos implica la conversion de sustancias liposolubles en metabolitos
hidrosolubles y excretables (Berenbaum y Johnson, 2015). En la Fase | de la detoxificacion, la
estructura de la toxina se altera enziméticamente y se vuelve incapaz de interactuar con los sitios de
accion lipofilicos. Esta funcién 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 (Sehimeyer et al., 2010; Xu et al.,
2013). Las reacciones de la Fase Il suelen implicar la conjugacion de los productos de la Fase |, para
su solubilizacién y transporte. Las principales enzimas de esta fase son las glutation-S-transferasas,
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aungue éstas también puedan participar de la Fase |. Otras enzimas que también participan de la
Fase Il de detoxificacibn en insectos son las glicosiltransferasas, fosfotransferasas,
sulfotransferasas, aminotransferasas y glicosidasas (Xu et al., 2013). Por ultimo, la Fase Il implica
el transporte de los productos conjugados en la Fase |l fuera de las células para su excrecion. Entre
las proteinas que participan en este proceso se encuentran las proteinas de resistencia a multiples
farmacos y otras transportadoras de unién a ATP (Dermaauw y Van Leeuwen, 2014).

En esta tesis nos enfocaremos en las enzimas que participan de la Fase | de la detoxificacion,
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
agroquimicos a los que se ven expuestas en los entornos agricolas (lwasa et al., 2004; Niu et al.,
2010; Johnson et al., 2013). Paraddjicamente, a pesar de esta dependencia de los P450, las abejas
meliferas cuentan con solo 46 genes de esta familia en su genoma, siendo el mas reducido
comparando incluso con otras especies de himendpteros (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 podria ser una consecuencia evolutiva de la eusocialidad de A. mellifera.
En cuanto a la inmunidad, las abejas muestran defensas de comportamiento cooperativo contra
parasitos y patégenos, incluyendo la “fiebre social” para actuar contra las bacterias sensibles a las
altas temperaturas, la recoleccién de resinas vegetales antimicrobianas para la produccion de
propéleos y la eliminacién de la cria 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 fisiolégica codificada en el genoma. Aln no esta claro si los comportamientos sociales
contribuyen de forma comparable a la detoxificacion de xenobioticos, provocando o compensando la
reduccion de los inventarios genéticos de desintoxicacion. Los mecanismos de comportamiento que
pueden reducir la exposicion a las toxinas incluyen la busqueda selectiva de alimentos, detectando
y evitando a las toxinas en el néctar y el polen, la dilucion de las toxinas mediante la mezcla de
néctares y pélenes, la transformacién 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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namero y la concentracion de toxinas que requieren un procesamiento enzimatico, una especie de

"fase 0" en el esquema tradicional de detoxificacion de xenobibticos (Berenbaum y Johnson, 2015),

(Figura 1.9).
Néctar y polen
Comportamiento de
Comportamiento de procesamiento: FASE 0?
procesamiento: Fermentacion del
Maduracion de la miel T pan de polen
lipofilicos
Electrofilico FASE | Nucleofilico
§ Epoxido hidrolasas,
Citocromos P450 carboxilesterasas,
nenvexigenasas ciclohidrolasas
Metabolitos hidrofilicos Metabolitos hidrofilicos
Glutation S transferasas, Urdin 5"- difosfo-glucuronosil
formacion de glucuronido, transferasas (UGT),
conjugacion del sulfato Productos conjugados transaminasas, sulfotransferasas

Transportadores ABC

Hidrofilicos

Transportadores ABC

Figura 1.9. Esquema del proceso de detoxificacion 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 nutricibn cumple un rol importante en la capacidad de detoxificacién de xenobioticos. Se ha

evidenciado una fuerte superposicion entre la expresion de genes de respuesta a pesticidas y genes

de respuesta a la dieta (Schmehl et al., 2014), registrandose, ademas, que la expresion 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 observé que la ingesta de

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

registrandose 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 Hoélldobler, 2005). A pesar de la existencia de una vasta cantidad de trabajos teoricos sobre la
evolucion de la eusocialidad, se sabe relativamente poco sobre los cambios moleculares asociados
a dicha evolucién. Woodard y colaboradores (2011) examinaron los patrones de evolucién molecular
en tres origenes independientes de la eusocialidad mediante la secuenciacién 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 melifera para generar alineaciones de secuencias ortélogas para
3.647 genes. De esta forma, encontraron un conjunto de 212 genes compartidos con una evolucion
acelerada en todos los linajes eusociales estudiados, asi como también, conjuntos Unicos de 173y
218 genes especificos de los linajes altamente eusociales o de los sociales primitivos,
respectivamente. Los genes implicados en la transduccién de sefiales, el desarrollo de las glandulas
y el metabolismo de los carbohidratos se encuentran entre los genes mas destacados que
evolucionan rapidamente en los linajes eusociales. Estos hallazgos proporcionan un punto de partida
para vincular cambios genéticos especificos con la evolucién de la eusocialidad (Woodard et al.,
2011). De hecho, se encontr6 un alto grado de solapamiento de genes en la expresioén de fenotipos
sociales en diferentes trabajos que estudiaron las bases genéticas de la sociabilidad (Jones et al.,
2017). Adicionalmente, estas vias genéticas muestran una profunda conservacion dentro del reino
animal (Rittschof et al., 2014; Shpigler et al., 2017b). Al estudiar la variacion fenotipica natural de la
especie Lasioglossum albipes, una abeja facultativamente social, se encontr6 que muchas de las
diferencias genéticas de estas variantes (solitarias y sociales) ocurren en regiones reguladoras,
incluyendo la sintaxina la (syxla), un gen que regula la liberacién 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 expresion génica a partir de
la exposicién a diferentes agroquimicos 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 rapida evolucién en todos los linajes de abejas eusociales
brahma y syntaxin7 (syx7), ambos genes sobre expresados en comparacion a los linajes no
eusociales. Brahma es un gen relacionado tanto a la remodelacion de la cromatina como a la
00génesis y axonogénesis, mientras que syx7 es una proteina de membrana, con actividad receptora
axobnica (Tabla 1.2). Por otro lado, los genes de rapida evolucién en linajes de abejas altamente
eusociales enolase y pelle. El primero de ellos es una enzima asociada a la glicélisis, mientras que
el segundo es una quinasa, relacionada a la respuesta inmune y la orientacion axénica (Tabla 1.2).
A estos genes, sumamos la syxla, que como se menciond antes, regula la liberacion 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 catalitica de la acetilcolina (ACh) y
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gue podria tener un rol importante en la adquisiciébn de memoria y aprendizaje en las abejas meliferas
(Silman y Sussman, 2008).

Tabla 1.2. Genes de rapida evolucién en linajes de abejas eusociales. En negrita los estudiados en la presente
tesis. Adaptado de Woodard et al., 2011.

Gen Funcion A. mellifera Rank p

Evolucion acelerada en todos los linajes eusociales

girdin proteina de unién a Actina; regulacién del tamafio celular GB 14448 4 0,00000
dihidrolipoamida enzima; glucdlisis GB 17626 8 0,00006
deshidrogenasa 1

brahma remodelador de cromatina; axonogénesis y oogénesis GB 30507 11 0,00015
syntaxin7 proteina de membrana; actividad receptora SNAP GB 14433 15 0,00020

Evolucion acelerada en linajes altamente eusociales
fosfofructoquinasa enzima,; glucolisis GB 17113 3 0,00000
enolase enzima,; glucolisis GB 15039 4 0,00000
pelle serinal/treolina quinasa; respuesta inmune y orientacion  GB 16397 5 0,00000
axolnica

nicotinato fosforribosiltransferasa enzima, metabolismo del nicotinato GB 15603 24 0,00004
RhoGAP100F GTPasa; axonogénesis y traduccién de sefiales GB 15150 25 0,00005

1.6 Importancia de la abeja Apis mellifera como biosensor

El uso de especies centinelas permite la recoleccion de datos que facilitan la estimacién de riesgo
en la salud publica, identificacién de contaminacion y determinacién de impacto ambiental (van der
Schalie et al., 1999; Carignan y Villard, 2002). El estudio de la fisiologia y el comportamiento de las
especies animales que forman parte de los agroecosistemas, y que, por lo tanto, estan
continuamente expuestos al uso de agroquimicos y la homogenizacion del entorno, permite
evidenciar los efectos subletales, mas sutiles y dificiles de detectar. Un ejemplo de ellos son los
organismos polinizadores, los cuales estan intimamente 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 distribucién
geografica, a sus habitos sedentarios y sus numerosas poblaciones. Debido a su estructura social,
puede estudiarse en multiples niveles, tanto a nivel de abeja individual, como a nivel de colonia. Por
otro lado, esta especie también permite el analisis de los efectos subletales de la exposicion a
agroquimicos 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 faciles 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
caracteristica importante de esta especie, es que presenta ciclos de vida cortos, que varian 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 mencion6 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
agroquimicos administrados en el entorno agricola. 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 agroquimicos en estos productos y el efecto de
acumulacién de sustancias, tanto en la abeja como en la colonia misma (Kirchner, 1999). Estas
caracteristicas 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 biologia social, comportamiento y fisiologia, con la presencia de pesticidas en los productos de
colmena y con el grado de disturbio ambiental, definido por las practicas agricolas utilizadas y la
biodiversidad vegetal de sus entornos. Para ello se analizaran distintas variables, antes y después

de la aplicacion de pesticidas, en colmenas ubicadas en un ecosistema agricola.
1.7.1 Objetivos particulares e hipotesis

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 parametros 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 inmunolégicas 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 expresion de genes vinculados a las bases genéticas de la sociabilidad en
muestras de cerebros de abejas recolectoras de colmenas ubicadas en los distintos entornos

agricolas estudiados.
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5. Evaluar los niveles de metabolitos indicadores de la presencia de agroquimicos en abejas,
mieles, ceras y polen recolectado provenientes de esas mismas colonias.

En todos los casos, la hipétesis especifica es que las variables estudiadas se veran afectadas por
la administracion de agroquimicos y la menor diversidad floral de los entornos.
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Metodologia 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 (35°57'7.29” S,
61°13’6.33” O) y con una superficie de 5.467 ha, dividida en 35 lotes (Figura 2.1). Dicha estancia es
administrada por la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires, la cual nos habilité la
estadia y el trabajo de campo. Las campafias se realizaron durante la etapa de desarrollo de cultivos
de verano, tales como soja (Glycine max), maiz (Zea mays) y girasol (Helianthus annuus), entre los
afios 2016 y 2021. La estancia contaba con tres apiarios ya instalados previamente, donde se
realizaron los muestreos. Dichos apiarios incluian entre 20 y 50 colmenas de abejas meliferas tipo
Langstroth (Figura 2.1). A su vez, cada colmena contaba con diez cuadros, una reina fecundada, tres
a cuatro cuadros con cria operculada y limitada reserva de alimento. Estos colmenares estaban
ubicados en tres lotes diferentes, cada uno dentro de pequefias areas de monte, rodeadas a su vez,
por diferente composicion de cultivos y proporcion 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 meliferas, tales como Diplotaxis tenuifolia, Conyza bonariensis,
Styphnolobium japonicum, Verbena sp. Ademas, malezas como Sorghum halepense, Amaranthus
palmeri, Chloris y Trichloris, diferentes especies de Cucurbitaceas silvestres, cardos, eucaliptus,
tréboles, dientes de leén 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 delimitdé un area de forrajeo para cada apiario (una circunferencia de 2 km
de diametro, Figura 2.1). De esta manera, dentro de cada circunferencia de navegacion, se calculé
el area ocupada por cultivo y el area ocupada por flora silvestre, y consecuentemente, el porcentaje
de vegetacién no cultivo presente en los alrededores de cada apiario. Esto se repiti6 en cada
temporada de verano y se vera en la seccion particular de cada situacién de campo estudiada. En
funcién de esto, se definié el nombre de los lotes en relacién a un porcentaje creciente de flora
silvestre presente en sus inmediaciones. De esta forma, el apiario del lote A es el que disponia de
menor porcentaje de vegetacion no cultivo en su area de navegacion, 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 si (Figura 2.1).
De acuerdo con estudios previos, una colonia de abejas meliferas promedio, ubicada en entornos
agricolas, 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 areas 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, seria poco probable
un solapamiento en las areas de recoleccién de las colonias de los diferentes apiarios.

.. #

b

4

Figura2.1. A) Entrada y C) mapa de la estancia San Claudio. Partido de Carlos Casares, Provincia de Buenos
Aires. B) Maquinaria agricola en uno de los lotes de cultivo. Crédito fotografico: grupo INSSOC. Mapa y

delimitacion de areas de navegacion realizados en Google Earth.
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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 Cucurbitacea silvestre, B) Amaranthus palmeri, C) Verbena sp., D) Styphnolobium

japonicum y E) Cirsium vulgare. Crédito fotografico: grupo INSSOC.
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En cada temporada de verano, se realiz6 un muestreo previo a la aplicacion de agroquimicos de
post-emergencia y un segundo muestreo de entre quince y treinta dias posteriores a dicha
administracion 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 agricolas estudiados, en funcién de la administracion de agroquimicos, tipo de cultivo y
porcentaje de flora silvestre presente en su entorno, evaluamos dos parametros diferentes de
recoleccién. Por un lado, se registro 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 varian segun 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 recoleccién general, se registr6 en la
entrada de las colmenas el nimero total de abejas ingresantes por unidad de tiempo. A su vez, se
registr6 el nimero 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 dia, 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 administracién de agroquimicos.

35



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 fotografico: grupo INSSOC.
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2.2.1.2 Trampas de polen

La cantidad de polen recolectado por las colonias de abejas meliferas 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
metalica 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
realizé en las campafas llevadas a cabo durante los afios 2020 y 2021 (seccion 5 de la presente
tesis), en tres colmenas seleccionadas al azar para la medicion de actividad en piquera. Las trampas
se colocaron por la mafiana y permanecieron en las entradas de las colmenas seleccionadas durante
un promedio de seis horas. Esto se realiz6 durante tres dias consecutivos, en cada camparfia 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 indice de variabilidad de polen dado por la
cantidad de colores de polen diferentes encontradas en cada trampa, divido el nimero total de
colores encontrados en todas las trampas de todos los apiarios, en esa misma campafia 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) Recoleccion del polen acumulado en las trampas. Crédito fotografico: grupo INSSOC.
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2.2.2 Ensayos comportamentales in situ

La busqueda y recolecciéon de alimento es un proceso altamente coordinado que precisa de la
transferencia de informacién entre los miembros de la colonia para que resulte eficiente. En este
sentido, tanto la quimiorrecepcion como las claves olfativas, juegan un papel muy importante durante
la recoleccién. Mediante la quimiorrecepcidn por contacto o gusto, las abejas recolectoras pueden
seleccionar su alimento, al detectar los diferentes tipos y concentraciones de azucares, lipidos 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 proximos vuelos de recolecciéon (von Frisch, 1923; Lindauer, 1971; Seeley, 1995). De este
modo, es crucial el estudio de los efectos subletales que los diferentes agroquimicos aplicados en
los entornos de las colonias puedan tener por sobre las capacidades cognitivas de las abejas obreras,
gue podrian afectar a la eficiencia de la bausqueda de alimento y a la coordinacién de las actividades
colectivas en la colmena.

2.2.2.1 Sensibilidad gustativa

Las abejas extienden su probdscide como reflejo en respuesta a un estimulo 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
variacion individual en términos de sensibilidad gustativa. Esta puede ser estimada a través de un
ensayo donde al mismo sujeto se le presentan soluciones de sacarosa de concentracion creciente,
% p/p equivalente a g de sacarosa por 100 g de solucién (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30 y 50 % p/p), (Page et
al., 1998). Con el objetivo de reducir los tiempos de experimentacion in situ, se estimulé a cada abeja
al tocar sus antenas con un palillo de madera embebido en una Unica solucién azucarada, con una
concentracion seleccionada al azar, siguiendo una versién modificada del procedimiento utilizado por
Scheiner y colaboradores (2004). De esta forma, se registré si cada abeja individual respondia 0 no
al estimulo de la presentacion de solucion de sacarosa, de esa concentracion en particular. Al final
del experimento se obtuvo, entonces, una proporcién de respuesta para cada concentracion de
solucidn de sacarosa, basada en el numero de abejas que respondieron al estimulo, dividido el
namero total de abejas evaluadas para esa concentracion. Antes de cada presentacion de solucién
de sacarosa, se ofrecid agua a las abejas para asegurar que la extension de la probdscide no se
debiera a la sed. A aquellas abejas que respondieron al agua, se les permitié beber hasta saciarse.
Las abejas fueron capturadas al azar, en la entrada de las diferentes colmenas presentes en cada
apiario. A continuacion, las abejas fueron anestesiadas en frio y amarradas en cepos metélicos, de

39



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 realizacion del ensayo.

Figura 2.5. Abejas encepadas para ensayos comportamentales in situ.

Crédito fotografico: grupo INSSOC.

2.2.2.2 Condicionamiento olfativo clasico

La respuesta de extension de probodscide (REP) a una solucién de sacarosa es de naturaleza
incondicionada, es decir innata y refleja, sin embargo, puede ser condicionada de una manera clasica
(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 impregné un papel de filtro con 4 ul de olor puro, el cual fue
colocado dentro de una jeringa plastica, la cual se us6 para liberar un flujo de aire con el olor hacia
la cabeza de la abeja encepada. Se uso6 el odorante nonanal (Sigma-Aldrich) como EC, comUnmente
presente en las fragancias florales (Knudsen and Tollsten, 1993). Antes de la presentacion 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 familiarizacion
y también para constatar que no haya una respuesta mecanica al estimulo. Solo aquellas abejas que
no respondieron al estimulo mecéanico del flujo de aire fueron utilizadas en el experimento. El olor se
presentd durante 6 s y la recompensa se ofrecié durante los Ultimos 3 s de este periodo al tocar las
antenas con una solucién de sacarosa 50 % p/p y luego alimentar a la abeja. Se computé una
respuesta condicionada (RC) si la abeja extendié su proboéscide durante los primeros 3 s de
presentacion de olor. Cada ensayo durd 39 s 'y se compuso por 16 s de aire limpio, 6 s de olory 17
s de aire limpio. El entrenamiento consistié de tres ensayos separados por 15 minutos. Las abejas
gue extendieron su probdscide en el primer ensayo (respuesta espontanea) no fueron consideradas
para el andlisis. Luego de esta etapa de entrenamiento, se mantuvo un tiempo de 20 minutos entre
el Ultimo ensayo y la posterior fase de evaluacién, la cual consistid6 en una Unica presentacion no
recompensada del olor condicionado. Para asegurar que todos los investigadores usaran el mismo
tiempo de experimentacion, se utilizd una grabacién de audio indicando el tiempo de presentacion
del olor y la recompensa. Las abejas experimentales fueron capturadas y encepadas de la misma

forma detallada en la seccion anterior.

ANTES DURANTE DESPUES
OLOR -> sin respuesta OLOR -> con respuesta
<P <P <P
Estimulo EC O EC
neutro
AN
El O
RC
Entrenamiento Evaluacién

Presentacion del

Olor (EC)
17 20 23 2 40 seg
sonido ECinicio  sonido EC fin
Recompensa
(E)
Elinicio  Elfin

Figura 2.6. Condicionamiento olfativo clasico en A. mellifera. En este caso, es de tipo apetitivo y olfativo. El
condicionamiento consiste en una etapa de entrenamiento y una de evaluacién. En la primera, se presenta el olor (EC)
junto con la solucién de sacarosa (El) en tres ocasiones. La estimulacion apetitiva se logra tocando las antenas de la
abeja y luego alimentandola. En la segunda, se presenta el EC en ausencia del El. Se evalGa la REP durante el
entrenamiento y en la evaluacién. Créditos: grupo INSSOC.
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2.3 Abordaje molecular

Como abordaje molecular, nos proponemos analizar la expresién relativa de genes clave
relacionados, por un lado, a la detoxificacion de xenobioticos en intestinos de abejas obreras jovenes
de interior de colmena y en larvas. Por otro lado, genes relacionados a las bases genéticas de la
sociabilidad en abejas, centrdndonos en muestras de cerebros de abejas obreras recolectoras de
recursos florales.

2.3.1 Andlisis de expresion génica

En la actualidad, la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa (QPCR,
guantitative polymerase chain reaction por sus siglas en inglés) es la técnica mas sensible para la
deteccion y cuantificacién de acidos nucleicos (ADN y ARN). La qPCR es una técnica que combina
la amplificacion y la deteccion en un mismo paso, de manera que la acumulacién de ADN amplificado
es detectada y cuantificada a medida que la reaccién 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 reacciéon. Es
una técnica con alta especificidad, amplio rango de deteccién (de 1 a 107 equivalentes gendémicos
de la secuencia blanco) y rapidez en la visualizacién del producto, ya que no es necesario realizar
una electroforesis posterior (Brechtbuehl et al., 2001).

Durante la amplificacion por la gPCR, se genera una sefial de fluorescencia que refleja la cantidad
de producto amplificado. La cinética de amplificacién por la qPCR se puede dividir en cuatro fases:
1) inicial o basal, 2) geométrica (conocida como logaritmica 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 reaccion. Sin embargo, esta fase sirve para
delimitar la linea base, la cual permite corregir las curvas que se obtienen de un experimento,
restandose ese ruido basal a la fluorescencia observadas en las curvas de amplificacion. En la fase
geomeétrica, los reactivos de la reaccion se encuentran de forma abundante por lo que la amplificacion
por la gPCR tiene una eficiencia cercana al 100%. En esta fase de la reaccion, la cinética de
amplificacién es 2n, es decir, a partir de cada molécula del ADN se generan dos, por lo que el
producto de la gPCR 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 reaccion y se
presenta un decaimiento de la actividad enzimatica. La eficiencia de la amplificacién es inconstante
durante esta fase. Por ultimo, la fase estacionaria muestra una sefial saturada. La amplificacion se
detiene debido a que los componentes de la reaccidn se agotaron. En ésta, la cantidad de producto

obtenida es constante, aunque se incremente el nimero de ciclos.
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El Ct, del inglés threshold cycle, equivale al nUmero de ciclos necesarios para que cada curva
alcance un umbral en la sefial de fluorescencia (fase geométrica), (Figura 2.7). La comparacién de
los valores de Ct entre las muestras permite calcular la diferencia en la cantidad inicial de las
moléculas del molde especifico que se desea evaluar, ya que mientras mayor cantidad del ADN
blanco haya en una muestra, menor sera el nimero de ciclos (Ct) que se requiere para alcanzar la
fase geométrica de la reaccion. 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).

e FITETATONINT |

MUESTRA

n

(

Fase QROMELNCH emmm—

Fluores.

Lin¢a base l b.l_-A\-J-LG

l

Figura 2.7. Cinética de amplificacion 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 linea base. En la siguiente etapa, aumenta la cantidad de producto amplificado y la sefial 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 logaritmica o geométrica donde la eficiencia de la reaccion es de casi 100%. Posteriormente, se inicia la fase lineal en
la cual la eficiencia de amplificacion no es constante. Finalmente, se llega a la fase estacionaria donde el producto obtenido
permanecera constante, aunque se aumente el nimero de ciclos. Esquema tomado de Aguilera et al., 2014.

Para los analisis de expresion génica, se parte de una extracciéon de ARN de las muestras y, a
continuacion, se realiza una reaccion de transcripcion reversa (RT) que permite generar las
moléculas de ADN complementario (ADNc) a partir de los ARNm contenidos en el sustrato de la
reaccion. Posteriormente, este ADNc se usa como molde en la gPCR (Stahlberg et al., 2004). Para
los andlisis de expresion génica se puede utilizar un ensayo de cuantificacion relativa en la que la
expresion del gen de interés se “relativiza” respecto a un gen endégeno que posee una expresion
constante. Como no se conoce la cantidad absoluta del gen de interés, sélo se pueden determinar
los niveles de expresion respecto a un gen control, que deberia tener una expresiéon constante en las

condiciones analizadas. La hormalizacion es necesaria para que los valores de expresion resultantes
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sean reflejo de los cambios de expresion del gen y no de las diferencias en la cantidad de molde de
las muestras estudiadas. Existen varios métodos y modelos para normalizar la expresion del gen
blanco y el control, algunos de los cuales consideran la eficiencia de la amplificacion, como el método
de 224Ct (Livak y Schmittgen, 2001). Segln este método, primero los cambios de expresién del gen
de interés se relativizan respecto al gen control y, a continuacion, frente a los niveles de expresion
en una condicién control (que también fue relativizada previamente frente a un gen control). Antes
de realizar ensayos de expresion relativa por gPCR, es necesario calcular la eficiencia (E) de los
primers utilizados y asi como su R2. Este valor indica la proximidad de ajuste entre la linea de
regresion de la curva estandar y los puntos de datos Ct individuales de las reacciones estandar. Un
valor de 1 indica un ajuste perfecto entre la linea de regresién y los puntos de datos (Applied
Biosystem, 2014). Para ello, se preparan diluciones seriadas del molde de la reaccién y se miden los
niveles de expresion, tanto para el gen de interés como para el gen control. A partir de los valores de
Ct obtenidos y los valores de dilucion utilizados se calcula la eficiencia y el R? para cada primer. El
método 222Ct requiere que la eficiencia de amplificacion de los genes de interés y genes control esté
entre 90-110% y el R? sea lo mas cercano a 1 posible. Se recomienda que los productos amplificados
en la gPCR tengan un tamafio entre 100-250 pb para optimizar la dinamica de la reaccion.

2.4 Abordaje ecotoxicologico

2.4.1 Cromatografia acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia es un método fisico de separacién, basado en la distribucion de los componentes
de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija y otra mévil.

En el caso de la cromatografia gaseosa, la fase mavil es un gas que fluye a través de una columna
gue contiene a la fase fija. Esta fase fija puede ser un sélido poroso (cromatografia gas-sélido), o
bien una pelicula liquida delgada que recubre un sélido particulado, o las paredes de la columna
(cromatografia gas-liquido). Esta ultima es la mas utilizada y es la aplicada en esta tesis. En ella, el
proceso de separacién se produce por particién de los componentes entre la fase liquida y gaseosa
(Verde Calvo et al., 1999; Barry y Grob, 2007). El gas portador (fase movil) proviene de cilindros
provistos con valvulas reductoras de presion. La muestra se introduce en el inyector con una micro
jeringa a través de un septum de goma. Alli se produce la vaporizacién de la misma y su introduccién
en la corriente de gas. El detector produce una sefial eléctrica proporcional a la cantidad de materia
a medida que cada componente separado fluye a través de él (Verde Calvo et al., 1999). Esa sefial
es enviada al registrador (PC) que realiza un grafico de intensidad en funcion 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, ademas, el area correspondiente a cada pico, la cual es
proporcional a la cantidad de analito (Figura 2.8).

La cromatografia gaseosa es una herramienta analitica ampliamente utilizada en el analisis
guimico de alimentos y otras matrices.
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Figura 2.8. Esquema simplificado de un cromatégrafo de gases. Tomado de Rojas, 2020.

La espectrometria de masas (MS) da nombre a un conjunto de técnicas utilizadas para la
determinacion de la masa de iones y su abundancia en fase gaseosa. Estas técnicas de masas son
capaces de suministrar informacién sobre la composicién cualitativa y cuantitativa de analitos
organicos e inorganicos en muestras complejas, la estructura molecular, las relaciones isotépicas de
los atomos en las muestras, y la estructura y composicion de superficies (MacLafferty y Turecek,
1993). Las tres partes basicas de un detector de espectrometria de masas son la fuente de ionizacion,
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 espectrometro 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 estan cargados (iones) y otros no. Los iones se aceleran por aplicacion de un
potencial eléctrico y pasan desde la fuente de ionizacién a un analizador de masas, donde los iones
se separan en base a su relacién 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 relacion m/z. Cada pico del
espectro da informacion sobre la masa molecular de un determinado fragmento de la molécula que
lo origin6 (MacLafferty y Turecek, 1993; Skoog et al., 2001), (Figura 2.10).
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Figura 2.10. Representacion de un espectro de masas. Tomado de Rojas, 2020.

Los espectrémetros de masas se pueden acoplar tanto con cromatografos de gases (GC/MS),
como con cromatégrafos de liquidos (LC/MS), (Figura 2.11).
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Figura 2.11. A) Cromatégrafo de gases asociado a espectrometro de masas (GC-MS) Perkin Elmer,
modelo Clarus 600. B) Cromatdgrafo de liquidos asociado a espectrometro de masas (LC-MS), Waters
Acquity UPLC-SQD. Crédito fotografico: grupo INSSOC.
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La cromatografia liquida con espectrometria de masas es un importante proceso de analisis que
combina las técnicas de cromatografia liquida para la separacion (Figura 2.12) y la de espectrometria
de masas para la deteccion, identificacion y cuantificacion de compuestos organicos/organometélicos
en una muestra. La combinacion de estas técnicas posee una sensibilidad muy alta, la cual se basa
en la ionizacion de las moléculas, asi como también, en la separacion y deteccién de los iones que
se produzcan, segun la relacién entre su masa y carga en un sistema al vacio.
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Figura 2.12. Esquema simplificado de un cromatdgrafo liquido. Tomado de Rojas, 2020.

El area bajo un pico del espectro es proporcional a la cantidad de analito presente en el
cromatograma. Calculando el area del pico mediante la funcibn matematica de integracion, se puede
determinar la concentracién de un analito en la muestra original. La concentracién puede calcularse
utiizando una curva de calibracion 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 calibracion, se inyectan en la cromatografia muestras estandar de proporciones molares
0 de masa conocidas y se registran los porcentajes indicados por el instrumento.
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SITUACION DE CAMPO 1: Exposicion a herbicidas de post
emergencia por aplicacion terrestre. Evaluacion de
actividad recolectora y de perfiles de expresion de genes
asociados a la detoxificacion de xenobidticos en larvas y
abejas jovenes de interior de colmena

3.1 Introduccidén

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
mas ampliamente utilizado, ocupando el 90% de la superficie sembrada (Aapresid, 2018). Este
modelo depende exclusivamente de la aplicacién de herbicidas como Unica forma de control de
malezas y entre las formulaciones quimicas mas utilizadas se encuentran aquellas basadas en los
ingredientes activos glifosato (GLI), Acido 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 producciéon. Fue comercializado por primera vez en el afio
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 agroquimico de mayor
comercializacion desde 1997 (CASAFE, 2012). Su modo de accidn es a través de la inhibicion de la
enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), la cual forma parte de la via del
shikimato, ruta comun para la biosintesis de compuestos aromaticos 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
organico y sistémico que actla imitando la accién 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 actua de
manera selectiva inhibiendo la fotosintesis de plantas susceptibles (Cheremisinoff y Rosenfeld,
2007), con una solubilidad moderada en agua (33 mg/L a 20° C), siendo el contaminante mas ubicuo
hallado en cuatro cuencas del pais (De Geronimo et al., 2014). El principal modo de aplicacion de
estos herbicidas es por rociado mediante pulverizadores terrestres o0 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 aledarios a los cultivos (Matthews, 2006).
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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, estan expuestas a las trazas
de agroquimicos presentes en el alimento y en las abejas que regresan luego de la recoleccion, asi
como también en los recursos almacenados en el interior de la colmena. Concentraciones bajas de
GLlI, por ejemplo, no son detectadas por las abejas recolectoras (Farina et al., 2019). Por lo cual, la
entrada de recursos contaminados seria 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, asi como también las larvas que son alimentadas por ellas, estarian expuestas a los
compuestos de manera prolongada. A pesar de que en esta temporada no se evaluo la presencia de
trazas de agroquimicos 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 mas de veinte dias en agua y suelo (Jablonowski et al., 2011; Walters,
2011; Ordaz-Guillén et al., 2014; Bento et al., 2016).

El andlisis del estado fisiologico 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 sintomas conspicuos evidentes
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(Vazquez et al., 2020). A nivel molecular, la exposicion a agroquimicos puede activar vias de
detoxificacién en las abejas meliferas (Mao et al., 2011; Boncristiani et al., 2012; Johnson et al., 2012;
Schmehl et al., 2014; Vazquez et al., 2018; Vazquez et al., 2020) y modular la expresién 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 peroxidacion lipidica (Jumarie et al., 2017), altera la actividad de la enzima acetilcolinesterasa
(Boily et al., 2013) y el sistema carotinoides-retinoides en las abejas meliferas (Helmer et al., 2015).
Como se menciond con anterioridad, los P450 son una de las principales enzimas de la Fase | de
detoxificacion de los organismos, incluyendo a los insectos, en la cual, xenobidticos tales como los
agroquimicos son metabolizados (Mao et al., 2013). A su vez, investigaciones previas sugieren que
los perfiles de expresién pueden utilizarse para identificar biomarcadores especificos de estrés en
las abejas, ya que tienen vias genéticas distintivas para hacer frente a patégenos, xenobioticos y
déficits nutricionales, que estan asociados con cambios especificos y, por tanto, diagnésticos, en la
expresion génica (Grozinger y Zayed, 2020). En consecuencia, la abeja melifera 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 mas vulnerables a los desafios ambientales
(Farina et al., 2019).

Teniendo todo esto en cuenta, el objetivo de esta seccion fue evaluar el impacto a medio término
de la aplicacién terrestre de una mezcla de herbicidas de post-emergencia sobre las vias de
detoxificacién y la actividad recolectora de colonias de abejas meliferas ubicadas en diferentes
cultivos de verano. A su vez, evaluar si dicho impacto depende de las caracteristicas de los cultivos
y la proporcién de parches de flora silvestre presentes en los entornos de los diferentes apiarios
estudiados.

3.2 Metodologia

3.2.1 Sitio de estudio, cultivos y aplicacion de agroquimicos

La primera temporada de muestreos se realiz6 durante el verano 2016-2017 (Figura 3.2). Los
muestreos se realizaron en la estancia San Claudio, descripta en la seccion 2.1. Los cultivos
sembrados este verano fueron soja (Nidera 4611 y Don Mario 4615), girasol (Syngenta 3950) y maiz
(Dekalb 73-10 y GL Stack 4500). Todos ellos cultivos GM, tolerantes a herbicidas.
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Apiario-del lote A

Apiario del lote B
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Apiario del lote C
d

ntrada estancia San Clauélio

Figura 3.2. Ubicacién geografica 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 area potencial de recoleccion. Los circulos que presentan la clasificaciéon por color en cultivo
(rosa) y flora silvestre (amarillo), indican el porcentaje de cada tipo de vegetacion. En color naranja se especifica el tipo de
vegetacion presente en cada lote. Mapa y delimitacion de areas de navegacion 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 maiz fueron sembrados
a mediados de octubre del mismo afio. La aplicacion de herbicidas de post-emergencia en todos los
cultivos se realiz6 a principios de enero de 2017, a través de pulverizadora terrestre (1,5 L/ha). El
primer muestreo se realizé a mediados de diciembre de 2016, veinte dias antes de la administracion
de herbicidas, mientras que el segundo muestreo fue llevado a cabo a finales de enero de 2017,
veinte dias después de dicha administracion. El tratamiento contra malezas se realiz6 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 antibioticos o acaricidas. Los tres cultivos estaban en su etapa vegetativa (fase de crecimiento
de la planta que ocurre después de la etapa de germinacion/semilla y antes de la floracion) al
momento del primer muestreo y durante la aplicacion 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 maiz en flor, en los diferentes lotes estudiados. Crédito fotogréafico: grupo
INSSOC.

Las condiciones climéticas fueron similares en ambos muestreos y Optimas para la actividad de

recoleccién de las abejas, con un promedio de temperatura de 31y 32 °C y de humedad relativa de

32 y 30%, respectivamente. Ademas, ambos muestreos fueron en dias 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 region,
y consecuentemente, con el maximo tamafio poblacional de las colonias de abejas meliferas.

La disposicion de los apiarios y las caracteristicas del campo ya fueron detalladas en la seccién
2.1. Para el caso particular de esta temporada, y en orden creciente de proporcion 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 area de 189 ha y sembrado con maiz, estaba localizado, a su
vez, a 50 m de un cultivo de girasol. Ademas, més alla del cultivo de maiz, el campo estaba sembrado
con soja, incluida dentro del area de navegacion delimitada para este apiario. El porcentaje de flora
silvestre calculada para este lote, dentro del &rea de navegacion del correspondiente apiario, fue del
10%. Para mayor detalle de la delimitacién de estas circunferencias de navegacion y del calculo de
porcentajes de cultivo y flora silvestre, ver seccién 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 bafiado, en el lote
denominado B. Este lote tenia una extensién de 189 ha, y presentaba principalmente un cultivo de
soja, rodeado por cultivo de maiz. La zona de bafiado incluia 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 ultimo, el tercer apiario presentaba 44 colmenas, situadas en un parche de monte localizado en
el denominado lote C. Este lote contaba con un area de 178 hay estaba a 20 m de un cultivo de soja
y un cultivo de maiz 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 vegetacion silvestre fue la Unica fuente de alimento
para las abejas durante el primer muestreo, en todos los lotes estudiados.

Figura 3.4. Bafiado presente en la entrada de la zona de monte donde estaba ubicado el apiario del lote B. Crédito
fotogréfico: grupo INSSOC.

54



3.2.2 Variables analizadas

En esta primera temporada analizada, se estudiaron tres enfoques diferentes. En primer lugar,
dentro del abordaje comportamental, se estudi6 la actividad recolectora de las colonias,
registrandose la actividad en la entrada de las colmenas a través de los ingresos de abejas
recolectoras totales y de abejas con polen en sus corbiculas por unidad de tiempo, asi como también,
analizando la relacién entre los ingresos de polen y los ingresos totales, segun la metodologia
detallada en la seccion de metodologia general.

En segundo lugar, dentro del abordaje molecular, se evalu6 un set de biomarcadores moleculares
de detoxificacién y respuesta inmune. Se ha observado que cambios en la transcripcion de estos
genes son sefal de estrés quimico asociado con la ingesta de agroquimicos a través del alimento
(Gregorc et al., 2012; Vazquez et al., 2018; Vazquez et al., 2020). Los genes elegidos para evaluar
el perfil de expresion antes y después de la aplicacion de la mezcla de herbicidas de post-emergencia
y los consecuentes cambios en la floracion de los cultivos, fueron el péptido antimicrobiano Abaecin
(AB) y los citocromos P450 CYP6AS2, CYP6AS3, CYP6AS4, CYP6BD1 y CYP9QS3, involucrados en
la Fase | de la detoxificacién de xenobiéticos en A. mellifera. Todos estos genes han registrado
cambios de expresion ante la exposicion a diferentes agroquimicos 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; Vazquez et al., 2020).

Por ultimo, se estudié un abordaje multivariado, con el objetivo de entender las relaciones
subyacentes dadas por los perfiles de expresién génica y de actividad recolectora, luego de la
aplicacion de herbicidas de post-emergencia. Para ello, se realiz6 un analisis de correlacion entre
variables y un Analisis de Componentes Principales (ACP).

3.2.3 Colecta de muestras

Con el objetivo de evaluar el estado fisioldgico interno de larvas y abejas que desarrollan tareas
dentro de la colmena y que no tienen una exposicién directa al entorno agricola 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 area
de cria, y las colocamos en tubos de ensayo, para una subsiguiente diseccion in situ de los intestinos.
Ademas, tomamos muestras de cinco larvas en el quinto estadio larval. Cada pool de cinco larvas
por colmena, se guardd en un unico criovial que fue colocado inmediatamente en un termo de
nitrégeno liquido hasta la extraccion de ARN a realizarse en laboratorio (Figura 3.5). A continuacion,
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 diseccion 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 Unico criovial e
inmediatamente guardados en nitrégeno liquido, junto con las larvas ya muestreadas, para las futuras
extracciones de ARN (Figura 3.6). Esta metodologia de muestreo se desarrollé en un muestreo previo
a la aplicacion de agroquimicos y luego se repitié en las mismas colmenas, en un muestreo posterior
a dicha administracion. Al final de la temporada, entonces, contamos con cuatro réplicas bioldgicas
para cada apiario y en cada momento, pre y post aplicacién de agroquimicos.

Figura 3.5. A) Colecta de larvas en estadio cinco. B-C) Almacenamiento de pool de larvas en crioviales, dentro de un

termo con nitrégeno liquido. Crédito fotografico: grupo INSSOC.
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Figura 3.6. Diseccion de intestinos in situ. Crédito fotogréafico: grupo INSSOC.

La eleccién de muestrear las larvas en su quinto estadio es debido a que, en esta etapa larval, es
cuando mas 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 agricola), (Medrzycki et al., 2008). Ademas,
estas larvas eclosionaron aproximadamente 15 dias después de la aplicacion de agroquimicos 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 area de cria, dado que son jévenes obreras
gue se dedican a tareas tales como procesamiento del alimento, limpieza de las celdas, alimentacion
de la cria y atencién 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 Andlisis de expresion génica

En el caso particular de esta temporada, la extraccién de ARN y los andlisis de expresion génica
por gPCR se realizaron en el Instituto de Investigaciones en Biociencias Agricolas y Ambientales de
la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (INBA, FAUBA-CONICET), (Figura 3.7).
El ARN total fue extraido de cada pool de intestinos y larvas con el protocolo de extraccion con
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TRIzol® (Invitrogen). EI ARN obtenido se traté con la enzima DNAsa, previo a la reaccién con
transcriptasa reversa (RT). La sintesis de ADNc se realizdé a partir de 1 ug de ARN tratado por
muestra.

Para la determinacion de los niveles de expresién de los genes AB, CYP6AS2, CYP6AS3,
CYP6AS4, CYP6BD1 y CYP9Q3 (Tabla 3.1), que funcionan como biomarcadores de exposicion a
pesticidas, cada reaccién de gPCR se llevo a cabo en triplicado para cada una de las cuatro réplicas
biologicas. El analisis comparativo de los niveles de expresion de los genes estudiados se basé en
el método 2-22Ct y se desarrollé utilizando el software especifico para el modelo de termociclador
utilizado (Applied Biosystems 7500), siguiendo el protocolo del fabricante para dicho método (Applied
Biosystems, 2014). Se calculé 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
amplificacién, se analizé la Curva de Melting. El gen constitutivo Rpl8 fue utilizado como control
enddgeno (Collins et al., 2004; Grosso et al., 2018) y las muestras del primer muestreo, previo a la
aplicacion de herbicidas de post-emergencia, fueron tomados como control para comparar cuanto
difiere la expresion relativa de los genes de interés, luego de dicha aplicacion. En todas las corridas
de gPCR se incluyeron controles negativos para cada primer por duplicado.

Figura 3.7. Andlisis de expresion génica en el laboratorio del INBA, FAUBA-CONICET. A) Termociclador gPCR
(Applied Biosystems 7500) con corrida en curso. B) Armado de la placa de corrida para gPCR. Crédito fotografico: grupo
INSSOC.
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Tabla 3.1. Modelos de primers. Secuencia, tamafio 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 (5’ a 3’) Tamafio del amplicon Tm

Rpl8 F: CACACGGTGGTGGTAATCAT 114 pb 59
R: CTCGGATTCTTCCTGTACGA

AB F: CACACTCGAGGTCTGTAGTATCT 111 pb 59
R: AATGCTGCGCATATCGTGG

CYP6BD1 F: CTTCTGTTGCTTTTGGAATTCAAGT 106 pb 59
R: TGCATGCTGCGAGAAAATGT

CYP9Q3 F: TTGCAAGCTCCATTCGGACA 130 pb 60
R: AACGGCCACGAATACGGTTA

CYPG6AS2 F: CGCCAGTAGACATCCCATGA 136 pb 59
R: CTGACGACATGTGTGATCAGTT

CYPG6AS3 F: GCGCGAACACTCCACCA 146 pb 60
R: CTCGTCCTCGGTACGATTTTACA

CYP6AS4 F: TTGCGCTCTCATCTCACTCG 125 pb 60
R: AAATCGCGACAAATGCGGTT

Tabla 3.2. Validacion de primers. Valores de eficiencia y R? para los genes de interés y el constitutivo,
obtenidos en la curva standard.

Abejas jovenes de interior de colmena

Gen Eficiencia (%) R?
AB 100.412 0.987
CYP6BD1 109.38 0.959
GENES CYP6AS2 107.558 0.836
DE INTERES CYP6AS3 98.541 0.923
CYP6AS4 106,517 0.836
CYP9Q3 102.235 0.966
CONSTITUTIVO Rpl8 104.382 0.854

Larvas

Gen Eficiencia (%) R?
AB 104.319 0.987
CYP6BD1 106,031 0.981
GENES CYP6AS2 109.929 0.876
DE INTERES 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 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico, tanto de las variables de actividad recolectora como de los datos de
expresion génica, se utilizaron métodos no paramétricos. Las comparaciones entre el muestreo
previo a la aplicacibn de herbicidas de post-emergencia y el muestreo posterior a dicha
administracion, se analizaron a través de la prueba de rangos de Wilcoxon, para datos pareados,
con un alfa de 0,05. Para el analisis de las diferencias entre los apiarios de los distintos lotes se utilizd
la prueba de Friedman, también para datos pareados. Ademas, las comparaciones a posteriori entre
lotes se analizaron con la prueba de Conover, utilizando la correccion de Bonferroni. Todas las
pruebas no paramétricas, fueron llevadas a cabo utilizando el paquete “PMCMRplus” (Pohlert, 2020)
del programa R v3.5.1. (R Score Team, 2018).

El ACP y la prueba no paramétrica de Kendall para el andlisis de correlacion entre las variables
estudiadas se realizaron utilizando las librerias “ade4” y “psych”, respectivamente. Finalmente, los
graficos del ACP fueron realizados con el paquete “FactoMineR” (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 aplicacién de herbicidas
de post-emergencia, se evalud tanto la tasa de ingreso de abejas recolectoras totales como de abejas
con polen en sus corbiculas (abejas/minuto), en los tres apiarios estudiados. Ademas, se analizé una
tercera variable, calculada como la proporcion de abejas con polen en sus corbiculas, sobre el total
de abejas ingresantes por minuto (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Actividad recolectora. A-C-E) Antes y después de la administracion de herbicidas de post-
emergencia. B-D-F) Para cada apiario. A-B) Numero total de abejas que ingresan a la colmena por minuto, C-D)
namero de abejas que ingresan a la colmena con polen en sus corbiculas por minuto y E-F) ratio de ingresos con
polen sobre ingresos totales. Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican
el méximo 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 sefialan diferencias significativas entre
los apiarios ubicados en los diferentes lotes (p < 0,001; N = 16; Prueba de Friedman), (n.s: p > 0,05).

El analisis estadistico revel6 que, en el caso de las tres variables, la recolecciéon fue
significativamente menor en el muestro posterior a la aplicacion 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 floracién del cultivo. Ademas, el ingreso de
polen varié significativamente entre apiarios, siendo mayor, tanto la recoleccién de polen como la
proporcion de ingresos de abejas con polen en sus corbiculas 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 recoleccion total (Tabla A3.1).

3.3.2 Abordaje molecular: Analisis de expresion de genes asociados a
detoxificacion de xenobidticos

Los niveles de expresion relativa del péptido antimicrobiano AB y los citocromos P450 CYP6AS2,
CYP6ASS3, CYP6AS4, CYP6BD1 y CYP9Q3 fueron medidos para evaluar los estados fisiologicos de

las colonias de cada apiario, localizados en lotes con diferentes caracteristicas en cuanto al cultivo
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sembrado y el porcentaje de flora silvestre, y en cada momento de muestreo, pre y post aplicacion
de herbicidas de post-emergencia. Dichos niveles de expresién fueron estudiados en intestinos de
abejas jovenes de interior de colmenay 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
expresion 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 expresion relativa fue menor luego
de la aplicacién de la mezcla de herbicidas (Figura 3.10). Sin embargo, en relacion a la expresion
relativa en larvas, no se observaron diferencias significativas entre los apiarios (Figura 3.10, Tabla
A3.2). Contrariamente, si se registraron diferencias significativas entre los colmenares de los distintos
lotes para los niveles de expresién relativa de CYP6AS4 y CYP9Q3 en el caso de abejas jovenes de
interior de colmena (Figura 3.9). La expresion relativa del citocromo CYP6AS4, fue significativamente
menor en el apiario del lote A en comparacion con los apiarios de los lotes By C (Prueba de Friedman;
N = 8; p < 0,001; Tabla A3.2), mientras que la expresion relativa del citocromo CYP9Q3 fue
significativamente mayor en el colmenar del apiario C en comparacién con los colmenares de los
lotes Ay B (Prueba de Friedman; N = 8; p < 0,001; Tabla A3.2).
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Figura 3.9. Expresion génica relativa en abejas adultas jovenes de interior de colmena, A) pre y post aplicacién
de herbicidas de post emergenciay B) en los apiarios de los diferentes lotes. Andlisis comparativo de los niveles de
expresion de los genes biomarcadores de exposicion, evaluado mediante qPCR, siguiendo el método 27MCt gen
constitutivo Rpl8 fue utilizado como control enddgeno y las muestras del primer muestreo, previo a la aplicacién de
herbicidas de post-emergencia, fueron tomados como control para comparar cuanto difiere la expresion relativa de los
genes de interés, luego de dicha aplicacion. Las cajas muestran la medianay el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales
indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores fuera de este rango. Letras diferentes sefialan
diferencias significativas entre los apiarios ubicados en los diferentes lotes (p < 0,001; N = 8; Prueba de Friedman). No se
encontraron diferencias significativas (n.s: p > 0,05) entre muestreos para ninguno de los genes de interés (N = 12; Prueba
de Wilcoxon).
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Figura 3.10. Expresion génica en larvas, A) pre y post aplicacién de herbicidas de post emergenciay B) en los
apiarios de los diferentes lotes. Andlisis comparativo de los niveles de expresion de los genes biomarcadores de
exposicion, evaluado mediante qPCR, siguiendo el método 28Ct gen constitutivo Rpl8 fue utilizado como control
enddgeno y las muestras del primer muestreo, previo a la aplicacién de herbicidas de post-emergencia, fueron tomados
como control para comparar cuanto difiere la expresion relativa de los genes de interés, luego de dicha aplicacion. Las
cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5y

los puntos marcan los valores fuera de este rango. El p valor indica diferencias significativas entre muestreos (N = 12;
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Prueba de Wilcoxon). No se encontraron diferencias significativas (n.s: p > 0,05) entre los apiarios ubicados en los distintos
lotes para ninguno de los genes de interés (N = 8; Prueba de Friedman).

3.3.3 Abordaje multivariado: Andlisis de correlaciones y Analisis de
Componentes Principales (ACP)

La prueba de correlacién no paramétrica de Kendall, utilizada para datos que no se distribuyen de
manera normal, muestra -en el caso de abejas jovenes de interior de colmena- una correlacion fuerte
y positiva entre las expresiones relativas del citocromo CYP6BD2 y los citocromos CYP6AS2 (Tau =
0,779; z = 3,506; p < 0,001), CYP6AS4 (Tau = 0,657; z = 2,956; p = 0,003) y CYP9Q3 (Tau = 0,748;
z=3,368; p < 0,001) luego de la aplicacion de herbicidas de post-emergencia (Tabla A3.3). Ademas,
CYP6AS2 correlaciond positiva y significativamente con CYP6AS4 (Tau = 0,515; z=2,501; p=0,021)
y CYP9Q3 (Tau = 0,667; z = 3,155; p = 0,002). Finalmente, CYP6AS4 y CYP9Q3 mostraron una
correlacion positiva y significativa (Tau = 0,848; z = 4,132; p < 0,001). Por otro lado, en el caso de
las muestras de larvas en el quinto estadio, solo los citocromos CYP6AS3 y CYP6AS4 mostraron
una correlacién positiva y significativa (Tau = 0,461; z = 2; p = 0,046; Tabla A3.4).

También se analizé la correlacion entre la expresion relativa del mismo gen biomarcador para
ambos tipos de tejido: abejas jovenes de interior de colmena y larvas (Tabla A3.5). Solo se observo
una correlacion positiva y significativa para el citocromo CYP9Q3 (Tau = 0,504; z = 2,268; p = 0,023).
Al momento de analizar las correlaciones entre variables de actividad recolectora y variables de
expresion génica, encontramos que la recoleccion de polen correlacioné positiva y significativamente
tanto con CYP6AS2 (Tau =0,328; z=2,121; p = 0,034) como con CYP6AS4 (Tau =0,349; z = 2,251;
p = 0,024; Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Correlacion entre las variables de actividad recolectora y la expresion relativa de los diferentes genes
estudiados en abejas jovenes de interior de colmena, luego de la aplicacion de la mezcla de herbicidas de post-
emergencia. Valores de Tau, z y p, obtenidos de la Prueba de correlacién de Kendall, (en negrita p < 0,05).

Variables correlacionadas Tau Valor z p valor
Tasa de ingresos totales - AB 0,099 0,671 0,502
Tasa de ingresos totales - CYP9Q3 -0,153 -1,024 0,306
Tasa de ingresos totales - CYP6BD1 -0,073 0,497 0,619
Tasa de ingresos totales - CYP6AS2 0,080 0,546 0,585
Tasa de ingresos totales - CYP6AS3 0,077 0,522 0,602
Tasa de ingresos totales - CYP6AS4 0,077 0,522 0,602
Tasa de ingresos con polen - AB 0,273 1,759 0,078
Tasa de ingresos con polen - CYP9Q3 0,037 0,234 0,815
Tasa de ingresos con polen - CYP6BD1 -0,004 -0,026 0,979
Tasa de ingresos con polen - CYP6AS2 0,328 2,121 0,034
Tasa de ingresos con polen - CYP6AS3 0,124 0,802 0,422
Tasa de ingresos con polen - CYP6AS4 0,349 2,251 0,024
Ratio polen/totales - AB 0,369 2,402 0,016
Ratio polen/totales - CYP9Q3 0,057 0,363 0,716
Ratio polen/totales - CYP6BD1 -0,008 0,052 0,959
Ratio polen/totales - CYP6AS2 0,242 1,575 0,115
Ratio polen/totales - CYP6AS3 0,079 0,516 0,605
Ratio polen/totales - CYP6AS4 0,206 1,342 0,179

Con la finalidad de entender los perfiles de expresion relativa teniendo en cuenta la totalidad de
los genes, para larvas y abejas de interior de colmenas por separado, se realiz6 un analisis de
componentes principales teniendo en cuenta las variables de expresiéon génica relativa en el
muestreo posterior a la aplicaciéon de la mezcla de herbicidas. Por un lado, los primeros tres
componentes principales del andlisis multivariado de abejas jovenes de interior de colmena explican
el 85,60% de la proporcion de variabilidad acumulada (Tabla A3.6). Los citocromos CYP6AS4,
CYP9Q3y CYP6BD1 son los que mejor explican el primer componente principal (CP1), mientras que
CYPGBAS?2 es el citocromo que mejor explica el segundo componente principal (CP2). A su vez, AB
es el gen que mejor explica el tercer componente principal (CP3), (Tabla A3.7). La dimension limitada
por los CP1 y CP2 discrimina las observaciones individuales en dos grupos, por un lado, queda
determinado el apiario del lote B, y por el otro, los apiarios de los lotes Ay C. Estos dos componentes
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principales absorben el 47,1% y el 19,9% de la variabilidad, respectivamente (Figura 3.11). De esta
manera, la expresion relativa de los citocromos CYP6AS2, CYP6AS4, CYP9Q3 y CYP6BDL1 luego
de la aplicacion de herbicidas de post-emergencia son las variables que diferencian el estado
fisiologico de las abejas jovenes de interior de colmena de las colonias presentes en los distintos
lotes. Por otro lado, los tres primeros componentes principales del andlisis multivariado de las larvas
explican el 85,5% de la proporcion de variabilidad acumulada (Tabla A3.6). CYP6AS4 es el gen que
mejor explica el primer componente principal (CP1), mientras que los citocromos CYP9Q3 y
CYP6BD1 son los que mejor explican el segundo componente principal (CP2). A su vez, AB es el
gen que mejor explica el tercer componente principal (CP3), (Tabla A3.7). Sin embargo, el andlisis
multivariado para las expresiones génicas relativas de las muestras de larvas no muestra ninguna

discriminacion entre apiarios (Figura 3.12).
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Figura 3.11. Analisis de componentes principales (ACP) del perfil de expresiéon génica luego de la
aplicacion de la mezcla de herbicidas de post-emergencia de abejas adultas jovenes de interior de
colmena. Las variables estan expresadas en los Comp. 1y 2 (ver Tabla A3.7). El mapa de observaciones
individuales muestra la diferenciacién del apiario del lote B (circulos rosas) con respecto a los apiarios de los
lotes A (circulos naranjas) y C (circulos rojos). Los CP1y CP2 explican el 47,10% y el 19,90% de la variabilidad,

respectivamente.
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Figura 3.12. Analisis de componentes principales (ACP) del perfil de expresion génica luego de
la aplicacién de la mezcla de herbicidas de post-emergencia de las larvas. Las variables estan
expresadas en los Comp. 1y 2 (ver Tabla A3.7). El mapa de observaciones individuales no revela ninguna
diferenciacion entre apiarios. Los CP1 y CP2 explican el 38,31% y el 30,63% de la variabilidad,

respectivamente.
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3.4 Discusion

Los resultados obtenidos muestran una disminucion en las tres variables de actividad recolectora
estudiadas (tasa de ingresos totales, tasa de ingresos con polen y el ratio polen/total) en el muestreo
realizado veinte dias después de la aplicacion de la mezcla de herbicidas de post-emergencia. A su
vez, en el caso de las larvas se observé una disminucidén en los niveles de expresién relativa de
varios de los genes biomarcadores de estrés analizados, en el muestreo posterior a la administracién
de herbicidas. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre muestreos en el caso
de las muestras de intestinos de abejas jovenes de interior de colmena. Esto podria indicar la
existencia de diferentes niveles de susceptibilidad, exposicion o ambos, entre larvas y obreras,
reflejados en sus diferentes respuestas detoxificantes. Ademas, los resultados muestran diferencias
significativas en la expresién relativa de los genes biomarcadores de estrés entre los apiarios de los
diferentes lotes para las muestras de intestinos de abejas. Por el contrario, estas diferencias no se
observaron en el caso de las larvas. Adicionalmente, se registraron correlaciones positivas entre la
recoleccién de poleny la expresion relativa de los citocromos P450 en abejas adultas. A su vez, para
este mismo tejido, el ACP revela una discriminacion entre apiarios para el perfil de expresiéon génica
en el muestreo posterior a la aplicacion de herbicidas. En este sentido, los genes biomarcadores de
respuesta a la exposicion de pesticidas que discriminan a los apiarios de los diferentes lotes en el
ACP, son los mismos que correlacionan con la recoleccién de polen. Por un lado, estos resultados
sugieren que la recoleccion de polen y las diferencias en la composicion del entorno de los diferentes
apiarios presentes en los distintos lotes, en cuanto a la proporcién de flora silvestre y el tipo de cultivo
sembrado, podrian influenciar la respuesta detoxificante de las obreras. Por otro lado, el efecto de la
mezcla de herbicidas sobre la respuesta detoxificante de las larvas pareceria no estar influenciada
por dicha composicién del entorno de las colonias.

En el caso de las larvas, se encontraron diferencias significativas entre muestreos para la
expresion relativa de los citocromos CYP6BD1 y CYP6AS4, exhibiendo ambos una disminucion en
el nivel de expresién luego de la aplicacién de la mezcla de herbicidas. En concordancia con este
resultado, se observo una sub-expresién de CYP6AS4 luego de la exposicion a GLI en larvas criadas
in vitro (Vazquez et al., 2018). Ademas, se ha observado una consistente modulacién del
metabolismo de xenobidticos y la inmunidad por la ingesta de GLI por parte de la cria de abejas
meliferas en diferentes experimentos in vitro (Gregorc et al., 2012; Vazquez et al., 2020). Por otra
parte, se observéd que colonias de abejas meliferas alimentadas con 2,4-D redujo la produccién de
cria a una concentracion de 100 ppm y fallé la eclosion de los huevos cuando la colonia se vio
expuesta a una concentracion de 1000 ppm (Morton et al., 1972). Otro factor a considerar es la
alteracion de la microbiota intestinal en abejas meliferas luego de la ingesta de GLI, efecto
evidenciado en multiples trabajos previos (Dai et al., 2018; Motta et al., 2018; Blot et al., 2019). Por
ejemplo, la presencia de ciertas bacterias colonizadoras tempranas durante el desarrollo, tales como
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Snodgrassella alvi, pueden modular las vias de detoxificacion de la Fase | al afectar la expresion de
los citocromos P450 (Schwarz et al., 2016), claves para la metabolizacion de agroquimicos
(Claudianos et al., 2006). Cuando las abejas recolectoras vuelven a la colonia luego de sus vuelos
de forrajeo, pueden transferir alimento contaminado a sus compafieras jovenes que realizan tareas
en el interior de la colmena al compartir con ellas el néctar directamente, a través de la trofalaxia, o
al entrar éstas en contacto con el alimento contaminado que ha sido almacenado (DeGrandi-Hoffman
y Martin, 1993; Griter y Farina, 2007). A su vez, por medio de las obreras que realizan tareas de
cuidado y alimentacién de las crias, ese alimento puede llegar también a las larvas. De esta forma,
los resultados obtenidos con respecto a la modulacién de la transcripcion del set de biomarcadores
de respuesta detoxificante elegidos sugieren algun nivel de exposicién quimica a herbicidas
residuales a mediano plazo.

En relacion a las obreras jovenes de interior de colmena, el andlisis estadistico revelo diferencias
significativas entre los apiarios ubicados en diferentes lotes para la expresion relativa de los
citocromos CYP6AS4 y CYP9Q3. Las colonias del lote C, aquel con el mayor porcentaje de flora
silvestre en su entorno, exhibieron una sobre-expresion de estos genes en comparacion con las
colonias del lote A, aquel con la menor proporcion de flora silvestre en su entorno. A su vez, el
colmenar del lote B mostré un perfil de expresion similar a las colonias del lote A en el caso de
CYP9Q3, pero similar al perfil de expresion del apiario del lote C en el caso de CYP6AS4. Las abejas
recién emergidas y las obreras nodrizas consumen polen para poder desarrollar sus glandulas
hipofaringeas y mandibulares y poder producir el alimento para las larvas (Rotais et al., 2005). En
este sentido, las colonias ubicadas en el lote C registraron una significativa mayor recoleccion de
polen en comparacion con las colonias ubicadas en los otros dos lotes. Adicionalmente, la prueba de
Kendall mostrd una correlaciéon positiva y significativa entre la recoleccion de polen y la expresion
relativa de CYP6AS4 en abejas adultas. Consistentemente, estudios previos evidenciaron que la
ingesta de polen afecta los niveles de transcripcion de los citocromos P450 (Alaux et al., 2011; Corby-
Harris et al., 2014). En efecto, una de las principales caracteristicas de la intensificacion agricola a
nivel mundial, que incluye un mayor uso de pesticidas, es la reduccién de la diversidad floral,
resultando en un viraje desde habitats heterogéneos a unos mas homogéneos (Decourtye et al.,
2010). Por lo tanto, los habitats naturales o semi-naturales proporcionan areas de forrajeo menos
disturbadas para las abejas, lo que podria ayudar a mantener la biodiversidad general al amortiguar
la variacion temporal de los recursos (Ricketts et al., 2008). Como resultado, estas areas podrian
actuar como estabilizadores, ofreciendo fuentes de néctar y polen mas abundantes.

En general, las abejas adultas tienden a sobre-expresar los diferentes citocromos P450 estudiados
en el segundo muestreo post aplicacion de herbicidas, mientras que la tendencia de las larvas es a
sub-expresar estos genes luego de dicha administracion. CYP9Q3 fue el Unico gen biomarcador de
respuesta a la exposicion de agroquimicos que presentd una correlacion positiva y significativa en
ambos tejidos, en el muestreo posterior a la aplicacién de la mezcla de herbicidas. Dado que la
supervivencia de la colonia depende de tareas colectivas, es importante tener en cuenta la posible
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exposicion a agroquimicos por parte de las abejas pre-recolectoras que permanecen cumpliendo su
rol dentro de la colmena (Farina et al., 2019). Estas abejas jévenes se alimentan de los recursos
alimenticios que ingresan a la colonia a través de las abejas recolectoras, asi como también, de las
reservas almacenadas en los cuadros y realizan tareas dentro de la colmena que garantizan el
cuidado y mantenimiento de la colonia (Seeley, 1995). Estudios previos han demostrado que las
abejas adultas expuestas a agroquimicos sobre-expresan los genes detoxificantes (Mao et al., 2011,
Boncristiani et al., 2012; Schmehl et al., 2014). Tomé y colaboradores observaron que mdultiples
genes relacionados a la detoxificacion de xenobioticos se sobre-expresaron en abejas recién
emergidas expuestas a glifosato y otros agroquimicos, incluso cuando esta exposicion se dio casi
dos semanas antes, durante el desarrollo del estadio larval (Tomé et al., 2020). Por el contrario, estos
mismos autores observaron una sub-expresion de los genes detoxificantes en el caso de las larvas
gue fueron expuestas a estos mismos pesticidas. En el caso de los resultados obtenidos en esta
temporada, observamos una tendencia similar en la regulacién de las vias de detoxificacion en larvas
y abejas jovenes de interior de colmena colectadas en una situacién real de campo. La sub-expresion
de los citocromos P450 durante el estadio larval podria estar relacionado a otros trastornos tales
como una baja supervivencia, una pobre regulacion del desarrollo y diversos trastornos morfolégicos
(Tomé et al., 2020).

Con respecto a la actividad recolectora, se encontraron diferencias significativas entre muestreos
para la recoleccion total, la recoleccion de polen y la relacién entre la recoleccion de polen y la
recoleccidn total, siendo menores estas variables recolectoras luego de la aplicacién de la mezcla de
herbicidas. Este comportamiento es opuesto al que hubiésemos esperado sin el efecto negativo del
tratamiento contra las malezas, debido a que en el primer muestreo, y en los tres lotes, solo estaba
en flor parte de la vegetacion silvestre dentro del area de forrajeo, mientras que en el caso del
segundo muestreo- post aplicacion de herbicidas- en los tres lotes las abejas contaban tanto con los
recursos florales de la vegetacion silvestre en las zonas buffer, como la de los cultivos sembrados
en sus entornos. A su vez, como se menciond previamente, las colonias establecidas en el lote C
mostraron una mayor recoleccion de polen y una mayor proporcion de polen colectado en relacion a
la recoleccion total, en comparacion a los apiarios de los otros dos lotes, ambos con menor proporcion
de vegetacion silvestre que el lote C.

Teniendo en cuenta el perfil de expresion relativa de todos los genes estudiados para las muestras
de intestinos de abejas jovenes de interior de colmena, el ACP también revelé una discriminacion
entre los apiarios ubicados en los diferentes lotes. Hubiésemos esperado que las colonias del lote C
se distinguieran del apiario del lote A, debido a que son los que presentan los porcentajes de flora
silvestre mas extremos - mayor y menor - respectivamente. Sin embargo, la dimension limitada por
los CP1 y CP2 separan las observaciones individuales en dos grupos, las colmenas de los lotes B
por un lado y las colmenas de los lotes Ay C por el otro. Entre los genes que mejor explican los CP1
y CP2 se encuentran CYP6AS4 y CYP6AS2, respectivamente. Estos son justamente los citocromos

cuyas expresiones relativas exhibieron una correlacion positiva y significativa con la recolecciéon de
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polen. Esto indicaria que la recoleccién de polen podria influir sobre los perfiles de expresion de estos
dos genes relacionados a la detoxificacion de xenobidticos, al menos en el caso de las abejas adultas.
En estudios previos, se observd una fuerte superposicion entre la expresion de genes de respuesta
a pesticidas y genes de respuesta a la dieta (Schmehl et al., 2014), registrandose, ademas, que la
expresion 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). En este sentido, teniendo en
cuenta los cultivos sembrados en el campo de estudio, la calidad de polen es pobre en el caso del
girasol y maiz, con niveles de proteina cruda por debajo del 20% necesario para alcanzar los
requerimientos basicos de la nutricién de las abejas meliferas (Somerville, 2001). En el caso del
cultivo de soja, sus flores son visitadas principalmente para la recoleccién de néctar (Chiari et al.,
2005). De esta forma, la composicion floral del entorno de los apiarios localizados en los diferentes
lotes podria contribuir a las diferencias en la respuesta de detoxificacion de las abejas meliferas. Asi,
una interrelacién subyacente entre las variables, que incluye el perfil de expresion relativa de todos
los genes de detoxificacion estudiados y los niveles de recoleccion de polen en el muestreo posterior
a la aplicacién de herbicidas, sumado a las caracteristicas del tipo de cultivo sembrado y las especies
y proporcién de vegetacion silvestre presentes en el entorno del lote B, podria diferenciar la respuesta
detoxificante de las colonias de su apiario, en comparacién a las colonias ubicadas en los otros dos
lotes. Por el contrario, no se encontré una distincion entre apiarios en el ACP analizado para las
muestras de larvas en el muestreo posterior a la aplicacion de la mezcla de herbicidas. La mayor
parte del polen disponible en la colmena es consumida por las obreras y, en menor medida, por las
larvas (Rortais et al., 2005). El alto contenido proteico de las jaleas con las que se alimenta a las
larvas derivan de las secreciones de las glandulas hipofaringeas de las abejas nodrizas (Keller et al.,
2005), por lo que estas pueden llegar a consumir hasta 65 mg de polen en diez dias para el desarrollo
de dichas glandulas (Rortais et al., 2005).

Teniendo en consideracion todo lo mencionado, la heterogeneidad del entorno en los diferentes
apiarios influencia la respuesta de detoxificacion de las abejas jévenes de interior de colmena,
sugiriendo que la nutricion podria modular el impacto de los agroquimicos -en este caso los
herbicidas- sobre las obreras. Por otro lado, el estrés ambiental luego del tratamiento contra las
malezas tiene un impacto sobre las vias de detoxificacion en el caso de las larvas,
independientemente del entorno de las colonias. El costo energético del desarrollo, combinado con
la proteccion social a través de los mecanismos de amortiguacion a nivel de colonia, podria explicar
las diferencias en los patrones de expresion génica entre las larvas y los adultos expuestos a la
mezcla de herbicidas (Tomé et al., 2020).
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SITUACION DE CAMPO 2: Exposicién a mezcla de
insecticidas y fungicidas por aplicacion aérea. Evaluacion de
actividad recolectora, de residuos de pesticidas en
productos de colmena y de perfiles de expresiéon de genes
asociados a la detoxificacion de xenobioticos en larvas

4.1 Introduccion

La agricultura mundial se ha expandido sustancialmente en las Ultimas décadas, con un importante
aumento de la extension de los cultivos altamente dependientes de los polinizadores (Aizen et al.,
2008; Aizen et al., 2019). Sin embargo, aunque la dependencia mundial de los polinizadores es cada
vez mayor, muchas practicas agricolas modernas siguen amenazando a las abejas y los servicios
de polinizacién (Aizen et al., 2019). La exposicidon a los agroquimicos por parte de las abejas puede
tomar multiples vias (Sgolastra et al., 2018). Una de ellas es por ingesta, ya sea al encontrarse con
recursos contaminados recogidos durante el forrajeo en el caso de las obreras recolectoras como al
consumir miel, jalea real o polen contaminados dentro de la colmena, en el caso de abejas jovenes
o larvas (Martinez-Dominguez et al. 2014, Sanchez-Bayo y Goka 2014). Ademas, puede producirse
exposicion por contacto, en el exterior de la colmena, cuando las abejas son fumigadas mientras
buscan alimento o en el interior de ella, cuando se desarrollan en celdas de cera contaminadas
(Johnson et al., 2009; Traynor et al., 2016). La mayoria de los estudios se centran en las abejas
adultas, siendo que la exposicion de las larvas a los pesticidas es igual o hasta quizds mas
importante, dado que el éxito de las colonias depende del desarrollo y la salud de las mismas (Tomé
et al., 2020).

Los granos, los cereales, las semillas oleaginosas, las frutas y las hortalizas dependen de los
fungicidas para controlar las infestaciones flngicas y favorecer el rendimiento (Zubrod et al., 2019).
Estos compuestos representan mas del 35% del mercado mundial de plaguicidas y se prevé que su
uso siga aumentando en el futuro (Research and Markets, 2015; Zubrod et al.,, 2019). El
Difenoconazol (DIFENO) es un fungicida triazol, perteneciente a la familia de los azoles, que actian
como inhibidores de la biosintesis de ergosterol (fungicidas EBI), alterando la estructura de la
membrana celular fangica (Guo et al., 2010). A su vez, el DIFENO esta autorizado para ser aplicado
durante el periodo de floracién de los cultivos (Almasri et al., 2020). En el caso de los insecticidas, la
lambda-cialotrina (LC), es un tipo de piretroide que altera el funcionamiento normal del sistema
nervioso de los insectos al actuar sobre los canales de sodio activados por voltaje y, ademas, sobre
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los canales de calcio y cloro (Burr y Ray, 2004), lo que provoca hiperactividad, descoordinacion,
pardlisis y, finalmente, la muerte (Du et al., 2009). A su vez, el clorantraniliprole (CLOR) es un
insecticida del tipo de las diamidas, el cual induce una liberacion de calcio dependiente de la dosis
de los almacenes internos de las células musculares de los insectos, pero también un bloqueo
dependiente de la dosis de la corriente de calcio activada por voltaje que participa en los musculos y
la excitabilidad del cerebro (Kadala et al., 2019).

La exposicion a multiples pesticidas por parte de los polinizadores puede ocurrir debido a la
aplicacion de mezclas de productos en simultaneo, pero también, puede darse cuando diferentes
agroquimicos son aplicados secuencialmente (Martins et al., 2022). Al considerarse de baja toxicidad
para las abejas, como se menciond para el caso particular del DIFENO, los fungicidas en general
pueden pulverizarse cuando los cultivos atractivos para los insectos estan en flor (Xavier et al. 2020;
Almasri et al. 2021). De esta manera, los polinizadores experimentan una exposicién cronica a
concentraciones residuales de insecticidas sistémicos y una exposicion aguda a altas
concentraciones de fungicidas (Martins et al., 2022). De hecho, se han encontrado residuos de
cialotrina en polen, cera y abejas de diferentes apiarios norteamericanos, incluidos las celdas de cria
donde las abejas ponen los huevos y se desarrollan las larvas (Mullin et al., 2010). Ademas, se han
encontrado trazas de LC en néctar y granos de polen (Abdel razik, 2019) y residuos de CLOR en el
pan de abeja y la miel de Apis cerana cerana (Wang et al., 2022).

Varios estudios han demostrado que algunas combinaciones de insecticidas y fungicidas inducen
efectos toxicos sinérgicos en las abejas (Pilling et al. 1995; Thompson y Wilkins 2003; Johnson et al.
2013; Thompson et al. 2014; Wang et al. 2020). Esta interaccion se produce porque los fungicidas
SBI modifican los procesos metabdlicos de detoxificacion en las abejas al inhibir la accién de los
citocromos P450 (Berenbaum y Johnson 2015; Carnesecchi et al. 2019). Debido a esto, los perfiles
de expresion de estos biomarcadores de respuesta a pesticidas pueden utilizarse para evaluar el
estado fisiologico de las larvas, dado que revelan signos de estrés incluso cuando no se registran
sintomas conspicuos evidentes (Vazquez et al., 2020). Por ultimo, meta-analisis recientes sugieren
gue los efectos subletales de los fungicidas sobre las abejas han sido relativamente poco estudiados,
especialmente en condiciones de campo (Cullen et al., 2019; Noi et al., 2021).

Teniendo todo esto en consideracion, el objetivo para esta temporada de muestreos fue evaluar
el impacto a medio término de la aplicacion de una mezcla de herbicidas, fungicidas e insecticidas
aplicados de manera seriada, sobre las vias de detoxificacion de las larvas y la actividad recolectora
de colonias de abejas meliferas ubicadas en diferentes cultivos de verano. Ademas, analizar la
presencia de pesticidas en matrices apicolas, tales como cera y miel, en esas mismas colonias, asi
como también, evaluar si las concentraciones de agroquimicos encontradas correlacionan con los
perfiles de expresion registrados. A su vez, analizar si dicho impacto depende de las caracteristicas
de los cultivos y la proporcién de parches de flora silvestre presentes en los entornos de los diferentes
apiarios estudiados.
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4.2 Metodologia

4.2.1 Sitio de estudio, cultivos y aplicacion de agroguimicos

Esta segunda temporada de muestreos se realiz6 durante el verano del 2019, en la misma
estancia San Claudio, descripta en la seccion 2.1 (Figura 4.1). Los cultivos sembrados este verano
fueron mayoritariamente soja (Nidera 4611) y, en menor medida, maiz (GL Stack 4500). Ambos

cultivos GM, tolerantes a herbicidas.

Apiafio del lote A
I )

Apiario del lote B

<

Apiario del lote C
d

Entrada a estancia
San Claudio

Figura 4.1. Ubicacion geogréfica de los tres apiarios estudiados. Estancia San Claudio, Carlos Casares,
provincia de Buenos Aires, Argentina. Temporada 2019. Las circunferencias de color celeste muestran un
radio de 1 km desde cada apiario, indicando el area potencial de recoleccion. Los circulos que presentan la
clasificaciéon por color en cultivo (rosa) y flora silvestre (amarillo), indican el porcentaje de cada tipo de
vegetacion. En color naranja se especifica el tipo de vegetacion presente en cada lote. Mapa y delimitacion
de areas de navegacion realizados en Google Earth.

Ambos cultivos fueron sembrados durante el mes de octubre de 2018. La aplicacién del herbicida
de post emergencia GLI (Figura 3.1) se realizo en todos los cultivos a principios de enero de 2019, a
través de pulverizadora terrestre (1,5 L/ha), antes de su floracién. A su vez, se administr6 en
simultaneo el insecticida comercial AMPLIGO®, cuyos compuestos activos son el CLOR y la LC
(Figura 4.2) y el fungicida (MIRAVIS DUO®), cuyo compuesto activo es el DIFENO (Figura 4.2). Esta
mezcla de insecticida y fungicida se aplico de manera aérea (40 cc/ha), con avién, a principios de

76



febrero, cuando el cultivo ya estaba en flor (Figura 4.3). El primer muestreo se realiz6 a principios de
enero de 2019, tres dias antes de la administracion de herbicidas, mientras que el segundo muestreo
fue llevado a cabo a mediados de febrero, treinta dias después de la administracion del herbicida y
diez dias después de la aplicacion aérea de la mezcla de fungicida e insecticida. Durante los periodos
de muestreo los apicultores no trataron a las colmenas con antibidticos o acaricidas. Al igual que en
las campanfas anteriores, los cultivos estaban en su etapa vegetativa al momento del primer muestreo
y durante la aplicacion 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.
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Figura 4.2. Esquema de las moléculas de los componentes activos de la mezcla de insecticidas (Clorantaniliprole y

DIFENOCONAZOLE

lambdacialotrina) y fungicida (Difenoconozole) aplicados de manera aérea en esta temporada.



Figura 4.3. Aplicacion aérea sobre cultivo de maiz. Crédito fotogréafico: INSSOC.

Las condiciones climéaticas fueron similares en ambos muestreos y Optimas para la actividad de
recoleccién de las abejas, con un promedio de temperatura de 29 y 30 °C y de humedad relativa de
56 y 57%, respectivamente. Ademas, ambos muestreos fueron en dias soleados, sin vientos fuertes
ni lluvias.

La disposicion de los apiarios y las caracteristicas del campo ya fueron detalladas en la seccion
2.1. Para el caso particular de esta temporada, y en orden creciente de proporcion de flora silvestre,
el primer apiario contaba con 25 colmenas, localizadas en un parche de monte ubicado en el que
denominamos lote A, sembrado con soja (Figura 4.4). El porcentaje de flora silvestre calculada para
este lote, dentro del area de navegacion del correspondiente apiario, fue del 10%. Para mayor detalle
de la delimitacion de estas circunferencias de navegacion y del calculo de porcentajes de cultivo y
flora silvestre, ver seccion 2.1. El segundo apiario, por su parte, contaba con 32 colmenas,
localizadas en un parche de monte y con presencia de una zona de bafiado, en el lote denominado
B, el cual estaba sembrado con soja (Figura 4.4). A su vez, contaba con la presencia de maiz en el
lote contiguo. En este caso, el porcentaje de flora silvestre fue del 25%. Por ultimo, el tercer apiario
presentaba 42 colmenas, situadas en un parche de monte localizado en el denominado lote C, con
presencia de soja en el proprio lote y en el contiguo, por un lado y flora silvestre por el otro. De esta
forma, el lote C contaba con un porcentaje de flora no cultivo del 50%. La vegetacion silvestre fue la
Unica fuente de alimento para las abejas durante el primer muestreo, en todos los lotes estudiados.
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Figura 4.4. A) Cultivo de soja en el primer muestreo, previo a la aplicacién de herbicidas y sin floracion.
B) Apiario del lote A frente a cultivo de soja, en segundo muestreo, posterior a la aplicacion de pesticidas.
C) Cultivo de soja en diferentes lotes de la estancia, en el segundo muestreo, posterior a la aplicacion de
pesticidas. Crédito fotogréafico: INSSOC.

4.2.2 Variables analizadas

En esta temporada, se estudiaron cuatro enfoques diferentes. En primer lugar, dentro del abordaje
comportamental, se estudié la actividad recolectora de las colonias, de la misma manera que en la
temporada anterior. Se registré la actividad en piquera a través de los ingresos de abejas recolectoras
totales y de abejas con polen en sus corbiculas por unidad de tiempo, asi como también, analizando
la relacién entre los ingresos de polen y los ingresos totales, tal como se detallé en la seccién 2.2.1.1.

En segundo lugar, dentro del abordaje molecular, se evalué el mismo set de biomarcadores
moleculares de detoxificacién y respuesta inmune que en la primera temporada, pero haciendo foco
en las larvas. Teniendo en cuenta que en este verano las practicas agrondmicas fueron mas
intensivas que en el afio precedente, con aplicaciones aéreas de insecticidas y fungicidas en
simultaneo. En este caso, nos centramos en los citocromos P450 CYP6AS2, CYP6AS3, CYP6AS4,
CYP6BD1 y CYP9Q3, involucrados en la Fase | de la detoxificacién de xenobiéticos en A. mellifera.
Como se menciond anteriormente, todos estos genes han registrado cambios de expresion ante la
exposicion a diferentes agroquimicos en trabajos previos (Tomé et al., 2020; Vazquez et al., 2020).

Adicionalmente, en esta temporada se sumo el analisis de pesticidas en matrices apicolas como
parte de un abordaje ecotoxicoldgico. Particularmente, en muestras de cera y miel colectadas en las
mismas colonias estudiadas para el caso de expresion génica relativa de biomarcadores de
respuesta a la exposicion, pre y post aplicacion de la mezcla de agroquimicos.
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Por dltimo, se estudié un abordaje multivariado, con el objetivo de entender las relaciones
subyacentes dadas por los perfiles de expresion génica y de actividad recolectora, asi como también,
por la presencia de trazas de pesticidas en matrices apicolas, luego de la aplicacion de pesticidas.
Para ello, se realiz6 un andlisis de correlacion entre variables y un Analisis de Componentes
Principales (ACP).

4.2.3 Colecta de muestras

Las muestras de larvas fueron colectadas en cuatro de las ocho colmenas seleccionadas al azar
para las mediciones de actividad recolectora, en cada uno de los colmenares. En cada una de estas
cuatro colmenas, se tomaron muestras de cinco larvas en el quinto estadio larval. Cada pool de cinco
larvas por colmena, se guardé en un anico criovial que fue colocado inmediatamente en un termo de
nitrégeno liquido hasta la extraccién de ARN a realizarse en laboratorio. A su vez, en esas mismas
colmenas, se colectaron muestras de cera nueva y miel operculada (Figura 4.5). Estas fueron
refrigeradas a -20 °C hasta su andlisis posterior. Esta metodologia de muestreo se desarroll6 en un
muestreo previo a la aplicacién de agroquimicos y luego se repitié en las mismas colmenas, en un
muestreo posterior a dicha administracion. De esta forma, al igual que en la temporada anterior, al
finalizar los muestreos contamos con cuatro réplicas biolégicas para cada apiario, y en cada
momento, pre y post aplicacion de agroquimicos.

Figura 4.5. Cuadro de colmena donde puede observarse cera nueva y miel operculada como la colectada para los

andlisis de pesticidas. Crédito: grupo INSSOC.
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4.2.4 Andlisis de expresion génica

En el caso de esta temporada, la extraccion de ARN y los andlisis de expresién génica por gPCR
se realizaron en el Instituto de Fisiologia, Biologia Molecular y Neurociencias (IFIBYNE-UBA-
CONICET). El ARN total fue extraido de cada pool de larvas en el quinto estadio siguiendo el
protocolo de extraccion con TRIzol® (Invitrogen) del proveedor. EI ARN obtenido fue tratado con
DNase (Promega), previo a la reaccidén de la transcriptasa reversa (RT). La sintesis de ADNc se
realizé a partir de 2 ug de ARN tratado por muestra (cuantificacion realizada mediante Thermo
Scientific™ NanoDrop 2000) utilizando la RT M-MLV (Promega).

Para obtener los niveles de expresion relativa de los citocromos CYP6AS2, CYP6AS3, CYP6AS4,
CYP6BD1, cada reaccion de gPCR se realizé en triplicado para cada réplica bioldgica, utilizando los
mismos primers que en la seccién anterior (Tabla 3.1). El analisis comparativo de gPCR, se baso en
el método 2-24Ct y se realizd utilizando el software del equipo ABI StepOne Plus, siguiendo el
protocolo del fabricante (Applied Biosystems, 2014). Se calculd la eficiencia de los primers, tanto
para los genes de interés como para los genes de referencia (Tabla 3.2). Ademas, se analiz6 la curva
de melting de cada par de primers para corroborar la especificidad de la amplificacion. En esta
oportunidad se utilizaron dos genes de referencia, Rp49s y Rpl8. Ambos fueron previamente
descriptos como genes de referencia estables en A. mellifera (Collins et al., 2004; Lourenco et al.
2008; Scharlaken et al. 2008; Grosso et al., 2018). Las muestras obtenidas en la primera campaia
fueron tomadas como control, para comparar cuan diferente fue la expresion relativa de los genes
de interés, luego de la aplicacion de agroquimicos. En todas las corridas de gPCR se incluyeron
controles negativos para cada primer por duplicado.

4.2.5 Andlisis de pesticidas en cera y miel

El andlisis de pesticidas se realiz6 en el Instituto de Tecnologia en Alimentos (ITA) del Centro de
Investigaciones de Agroindustria (CIA) del Instituto Nacional Tecnologia Agropecuaria (INTA). Hasta
el momento del analisis, las muestras de cera y miel fueron almacenadas en freezer, a -20 °C.

Por un lado, se determinaron los residuos de GLI y AMPA en 1g de muestra previamente
homogeneizada y centrifugada, con la adiciéon de 4,3 mL de solvente, el cual estaba compuesto por
50mM de &cido acético y 10 Mm de EDTA. Por otro lado, se determinaron los residuos de los
insecticidas y fungicidas utilizando el método de extraccion de QUEChERS (sus siglas en inglés para:
rapido, facil, barato, efectivo, robusto y seguro), (Anastassiades et al., 2007), también en un 1g de
muestra. La cual fue agitada, homogeneizada y centrifugada, con el agregado de 5mL de acetonitrilo
y 3g de sulfato de magnesio (MgSO4) y 0,75g de Acetato de Sodio (NaOAc), (Phenomenex). En el
siguiente paso de limpieza, 1mL de alicuota de la muestra fue transferida a un tubo de centrifuga
conteniendo 150 mg de MgS0O4 y 50 mg del sorbente amina primaria y secundaria (PSA). Este fue
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agitado y centrifugado por 5 minutos a 2500 rpm. El sobrenadante fue colectado y transferido a viales

de cromatografia.

Los extractos obtenidos se analizaron mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas

y cromatografia de liquidos/espectrometria de masas tal como se describe a continuacion:

Para la determinacion de GLI y su principal metabolito, el Acido aminometilfosfonico
(AMPA), se utiliz6 un método sin derivatizacion, el QuPPe-Method 1,3 "Glyphosate & Co.
Hypercarb" de la UE. Los analisis de cromatografia liquida se realizaron utilizando un
cromatégrafo liquido de ultra alta resoluciéon (UHPLC) Waters Acquity equipado con un
detector de masas de cuadrupolo Unico (waters SQD) utilizando una columna HiperCarb
Thermo 3um 100x2.1mm con una fase movil de 0,1% acido acético en agua: 0,1% acido
acético en acetonitrilo con el siguiente gradiente (95:5)-(95:5) 0-2 min, (95:5)-(0:100) 2-15
min, (95:5)-(95:5) 15-20 min. La lectura en el espectrémetro de masas se realiz6 con los
criterios de identificacibn mediante tiempo de retencion y la abundancia del ion de
confirmacién (ion C) en relacion con la del ion de cuantificacién (ion Q). la fuente de
ionizacién utilizada fue ESI en modo positivo. El limite de deteccién (DL) fue de 20 ng/g y
el limite de cuantificaciéon (QL) fue de 40 ng/g.

Los andlisis de cromatografia liquida para el fungicida DIFENO se realizaron utilizando el
mismo equipamiento mencionado para el caso de los herbicidas, utilizando una columna
XBridge BEH C18 2,5 um 2,1x150 mm con una fase mévil de 0,1% de &cido acético en
agua: metanol con el siguiente gradiente: (95:5)-(95:5) 0-2 min, (95:5)-(80:20) 2-5 min,
(80:20)-(20:80) 5-10 min, (20:80)-(0:100) 10-11 min, (0:100)-(0:100) 11-13 min, (0:100)-(
95:5) 13-14 min, (95:5) 14-20 min. En el andlisis de cuantificacion se utiliz6 el modo de
monitorizacién de iones seleccionados. Los ajustes de adquisicion del espectrémetro de
masas fueron: ESI positivo y se utilizaron como criterios de identificacion el tiempo de
retencion y la abundancia del ion de confirmacion (ion C) en relacién con la del ion de
cuantificacion (ion Q). El limite de deteccién (DL) fue de 2 ng/g y el limite de cuantificacion
(QL) fue de 5 ng/g.

Los andlisis por cromatografia de gases para la determinacion de los insecticidas CLOR y
LC y el resto de los pesticidas se realizaron con un cromatografo de gases Perkin Elmer
Clarus 600 equipado con un detector de masas cuadrupolar simple. Se inyectaron
volumenes de muestra de 2,0 ul en el inyector programable split/splitless, en modo splitless
con la salida split abierta después de 1,5 min y con la temperatura del puerto del inyector
a 250°C. La columna capilar utilizada fue DB-5MS (30 m 0,25 um 1.D.; 0,25 mm de espesor
de pelicula), (Agilent Technologies). El gas portador helio se programd6 con un flujo
constante de 1 ml/min. El programa de temperatura del horno se fijé inicialmente a 80 °C
con 5 minutos de mantenimiento y se incrementé (80-178) °C a 25 °C/min, (178-205) °C a
2 °C/min, (205-300) °C a 30 °C/min con un mantenimiento de 5 minutos. Para el analisis
de cuantificacién se utilizé el modo de monitorizacion de iones seleccionados. Los ajustes
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de adquisicion del espectrometro de masas fueron: ionizacion por impacto de electrones
70 eV, el tiempo de retencion y la abundancia del ion de confirmacién en relacion con la
del ion de cuantificacion se utilizaron como criterios de identificacion. El limite de deteccion
(DL) fue de 2 ng/g vy el limite de cuantificacion (QL) fue de 5 ng/g.

Las curvas de calibracion para determinar la concentracién de los residuos de los diferentes
agroquimicos en las distintas matrices fueron procesadas junto con las muestras, para asegurar un
correcto desempefio del andlisis y los cromatografos. Las concentraciones fueron calculadas por
interpolacion.

4.2.6 Andlisis estadistico

Todas las pruebas estadisticas se llevaron a cabo con el programa R v3.5.1. (R Score Team,
2018), utilizando la funcion glmer para los modelos mixtos (GLMM), del paquete Ime4 (Bates et al.,
2009). Ademas, se utilizé el paquete gimmTMB (Brooks et al., 2017) para los errores con distribucién
Binomial.

Para la actividad recolectora, se plante6 un GLMM con distribuciéon Poisson en el caso de las
variables recolectoras totales y recolectoras con polen. Por otro lado, se plante6 un GLMM con
distribucion Binomial para la relacion entre la recoleccion de polen y la recoleccion total. Finalmente,
los datos de expresion génica se analizaron con modelo GLMM con distribucion gamma del error. En
aguellos genes donde los datos de expresion relativa no cumplieron los supuestos para plantear una
distribucion gamma del error, se utilizaron métodos no paramétricos como en el caso de la temporada
anterior. La prueba de rangos de Wilcoxon se utilizd para las comparaciones entre muestreos,
mientras que, para las comparaciones entre los apiarios de los distintos lotes, se utiliz6 la prueba de
rangos de Friedman, con un alfa de 0,05. A su vez, para las comparaciones post hoc se emple6 la
prueba de Conover, con correccidon de Bonferroni. Las pruebas de Wilcoxon y Friedman son las
recomendadas para datos pareados cuyos errores no siguen una distribuciéon normal (Dalgaard,
2008). Estos mismos métodos fueron utilizados en el caso de las concentraciones de pesticidas
encontrados en matrices apicolas. Todos estos métodos no paramétricos se llevaron a cabo usando
el paquete “PMCMRplus” (Pohlert, 2020).

En todos los modelos generalizados se evalud la sub/sobre dispersién y el ajuste del modelo
utilizando el paquete DHARMa (Hartig, 2020). A su vez, todos los modelos generalizados incluyeron
a la colmena como variable aleatoria. La significancia de las variables explicativas incluidas en los
modelos fue puesta a prueba con la funciéon anova para comparar modelos anidados (Chambers y
Hastie, 1992). Aquellas variables no significativas (p > 0,05) fueron removidas del modelo. Ademas,
todas las comparaciones a posteriori fueron realizadas con el paquete emmeans (Lenth, 2020). En
todos los casos, se evaluaron los supuestos de homocedasticidad y normalidad con la prueba de
Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente.
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Para el andlisis de componentes principales (PCA) y la prueba de correlacion de Spearman se
utilizaron las librerias “ade4” (Thioulouse et al., 2018) y “psych” (Clark, 2020), respectivamente. A su
vez, se utilizé el paquete “FactoMineR” (Le et al., 2008) para los graficos del PCA.

4.3 Resultados

4.3.1 Abordaje comportamental: actividad recolectora

Aligual que en la primera temporada analizada, y con el objetivo de estimar la actividad recolectora
antes y después de la aplicacion de pesticidas, se evalud tanto la tasa de ingreso de abejas
recolectoras totales como de abejas con polen en sus corbiculas (abejas/minuto), en los tres apiarios
estudiados. Ademas, se calculé una tercera variable, calculada como la proporcion de abejas con
polen en sus corbiculas, sobre el total de abejas ingresantes por minuto (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Actividad recolectora. A-C-E) Antes y después de la administracién de pesticidas (N=24). B-D-F)
Para cada apiario (N=16). A-B) Numero total de abejas que ingresan a la colmena por minuto, C-D) nimero de abejas
gue ingresan a la colmena con polen en sus corbiculas por minuto (Modelo Poisson: tasa de ingresos con polen ~
Muestreo + (1|Colmena)) y E-F) ratio recoleccion polen/total (Modelo Poisson: Ratio polen/total ~ Muestreo +
(1|Colmena)). Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo
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.s: p > 0,05).

El analisis estadistico revel6 que, la recoleccion de polen (Modelo Poisson: tasa de ingresos con
polen ~ Muestreo + (1|Colmena); LRT = 63,929; p < 0,001; Tabla A4.1) y el ratio polen/total (Modelo
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Poisson: Ratio polen/total ~ Muestreo + (1|Colmena); LRT = 105,535; p < 0,001; Tabla A4.1) fueron
significativamente menor en el muestro posterior a la aplicacién de la mezcla de pesticidas. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre muestreos en el caso de las recolectoras
totales (Tabla A4.1). Por otro lado, no se registraron diferencias significativas entre los apiarios de
los diferentes lotes para ninguna de las variables de actividad recolectora (Tabla A4.1).

4.3.2 Abordaje molecular: Analisis de expresion de genes asociados a
detoxificacion de xenobioticos

Al igual que en la temporada anterior, se midieron los niveles de expresion relativa de los
citocromos P450 CYP6AS2, CYP6AS3, CYP6AS4, CYP6BD1 y CYP9Q3 para evaluar el estado
fisiolégico de las colonias de cada apiario y para cada muestreo, pre y post aplicacion de pesticidas.
En el caso de esta temporada, ya contando con los resultados de la temporada anterior, donde las
larvas se vieron mas vulnerables que las abejas jovenes de interior de colmena ante la presencia de
herbicidas y los cambios en la disponibilidad de recursos florales entre muestreos, se estudiaron los
niveles de expresion de estos citocromos en larvas en el quinto estadio.

El analisis estadistico revelé un aumento significativo en los niveles de expresion de CYP6AS2
(Modelo Gamma: CYP6AS2 ~ Muestreo + (1|Colmena); LRT = 31,192; p < 0,001; Tabla A4.2; Figura
4.7) y CYP6AS4 (Modelo Gamma: CYP6AS4 ~ Muestreo + (1|Colmena); LRT = 6,491; p = 0,011,
Tabla A4.2; Figura 4.7) en larvas, en el muestreo posterior a la aplicacion de pesticidas. Sin embargo,
no se registraron diferencias significativas entre los apiarios de los distintos lotes para la expresion
relativa de estos genes biomarcadores (Tabla A4.2). Por otro lado, el resto de los citocromos
estudiados no mostraron diferencias significativas en su expresion relativa, ni entre muestreos ni
entre los apiarios ubicados en los distintos lotes (Tabla A4.2; Figura 4.7).
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Figura 4.7. Expresién génica en larvas, A) pre y post aplicacion de herbicidas de post emergenciay B) en
los apiarios de los diferentes lotes. Analisis comparativo de los niveles de expresion de los genes biomarcadores

B
Lote

de exposicion, evaluado mediante qPCR, siguiendo el método 284C | o genes constitutivos Rpl8 y Rp49s fueron

utilizados como control endégeno y las muestras del primer muestreo, previo a la aplicacion de pesticidas, fueron
tomados como control para comparar cuanto difiere la expresion relativa de los genes de interés, luego de dicha
administracion. Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo
valor dentro del RIQ 1.5y los puntos marcan los valores fuera de este rango. El p valor corresponde a diferencias entre
muestreos (N = 12; Modelo Gamma: Expresién relativa ~ Muestreo + (1|Colmena)). No se encontraron diferencias
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significativas (n.s: p > 0,05) entre los apiarios ubicados en los distintos lotes para ninguno de los genes de interés (N
=8).

4.3.3 Abordaje ecotoxicologico: Analisis de pesticidas en muestras de miel y

cera

En cuanto al analisis de pesticidas, se evalué la presencia de trazas en muestras de miel y cera
colectadas en las colmenas estudiadas, pre y post aplicacion de agroquimicos y en los tres apiarios
ubicados en los diferentes lotes. Tal como se menciond previamente, en esta temporada los
agroguimicos de post-emergencia se administraron de manera sucesiva. En primera instancia, un
herbicida con GLI como principio activo -a través de pulverizadora terrestre- y luego, una mezcla de
fungicida e insecticidas mediante pulverizacién aérea. Los principios activos de esta mezcla fueron
DIFENO y CLORy LC, respectivamente.

Se registro la presencia de GLI tanto en muestras de miel del muestreo pre-aplicacion de
pesticidas, como las del muestreo post (Figura 4.8, Tabla 4.1). La concentracion de este compuesto
fue mayor en las muestras de miel del muestreo posterior a la aplicacion del herbicida, pero esta
diferencia no fue significativa (Prueba de Wilcoxon; V = 26; p = 0,308; Tabla A4.3). Por otro lado, se
registré una concentracion mayor a la maxima permitida por la Unién Europea (50 ng/g), en dos de
las muestras colectadas en el apiario del lote B (Tabla 4.1). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre apiarios (Test de Friedman, x2 = 1,333, p = 0,513, Tabla A4.3).
Adicionalmente, se midi6 la presencia de AMPA, principal metabolito de la degradacion del GLI. Sin
embargo, no fue detectable su presencia en ninguna de las muestras de miel analizadas.
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Figura 4.8. Concentracion de GLI en miel. A) Pre y post aplicacion de pesticidas (Prueba de Wilcoxon; n.s: p
> 0,05; N = 12). B) En los apiarios de los diferentes lotes (Prueba de Friedman; n.s: p > 0,05; N = 8). Las cajas
muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5y

los puntos marcan los valores fuera de este rango.

Tabla 4.1. Concentraciéon de GLI encontrada en las muestras de miel analizadas. En negrita se indica las
concentraciones mayores a los maximos permitidos por la Union Europea (50ng/g). ND corresponde a
valores por debajo del LD = 20 ng/g y MLC corresponde a valores por debajo del LC = 40 ng/g.

GLI MIEL
Colmena Apiario Muestreo Concentracion encontrada

1 Lote A Pre 45,918
2 Lote A Pre 43,474
3 Lote A Pre MLC
4 Lote A Pre MLC
1 Lote A Post MLC
2 Lote A Post 46,905
3 Lote A Post MLC
4 Lote A Post MLC
5 Lote B Pre 102,836
6 Lote B Pre MLC
7 Lote B Pre MLC
8 Lote B Pre 56,983
5 Lote B Post 43,892
6 Lote B Post 43,331
7 Lote B Post MLC
8 Lote B Post 43,927
9 Lote C Pre MLC
10 Lote C Pre MLC
11 Lote C Pre ND
12 Lote C Pre 40

9 Lote C Post 44,654
10 Lote C Post 47,972
11 Lote C Post 45,373
12 Lote C Post 40

En el caso de las muestras de cera, no se registraron valores mayores al limite de cuantificacién
(LC) ni para GLI ni para AMPA. Por otro lado, se encontraron residuos de ATZ, tanto en mieles como
en cera. Este herbicida no estaba notificado como aplicado en las administraciones de post-
emergencia. Es posible que se haya aplicado de manera pre-emergente, cuando el cultivo todavia
no habia germinado, y que haya llegado a las matrices por deriva, a través de la recoleccion de
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recursos en flores de plantas no cultivo, ya que aparece en todas las muestras, incluso en las del
muestreo pre-aplicacién de pesticidas de post-emergencia. En el caso de las muestras de miel, las
concentraciones registradas son altas, casi todas mayores a los niveles permitidos por la Union
Europea (50 ng/qg), (Tabla 4.2, Figura 4.9). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas
en la concentracion de ATZ en miel, ni entre muestreos (Prueba de Wilcoxon; V = 15; p = 0,374,
Tabla A4.3) ni entre los apiarios de los distintos lotes (Prueba de Friedman; x2 = 0,963; p = 0,618;
Tabla A4.3).

Tabla 4.2. Concentracién de ATZ encontrada en muestras de miel. En negrita se indican las concentraciones
mayores a las maximas permitidas por la Unién Europea (50ng/g). ND corresponde a valores por debajo del LD =

2 nglg.
ATZ MIEL
Colmena Apiario Muestreo Concentracion encontrada
1 Lote A Pre 187,3
2 Lote A Pre ND
3 Lote A Pre 47,3
4 Lote A Pre ND
1 Lote A Post 242,1
2 Lote A Post 274,2
3 Lote A Post ND
4 Lote A Post ND
5 Lote B Pre ND
6 Lote B Pre 279,9
7 Lote B Pre ND
8 Lote B Pre ND
5 Lote B Post ND
6 Lote B Post 292,8
7 Lote B Post ND
8 Lote B Post 511,8
9 Lote C Pre 2217
10 Lote C Pre 214,3
11 Lote C Pre 246,6
12 Lote C Pre 250,4
9 Lote C Post 189,6
10 Lote C Post 2529
11 Lote C Post ND
12 Lote C Post 253,2
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Figura 4.9. Concentracion de ATZ en miel. A) Pre y post aplicacion de pesticidas (Prueba de Wilcoxon; n.s: p >
0,05; N = 12). B) En los apiarios de los diferentes lotes (Prueba de Friedman; n.s: p > 0,05; N = 8). Las cajas muestran
la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el méximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos

marcan los valores fuera de este rango.

En el caso de la cera, dado que con las muestras del momento pre-aplicacién no se alcanzo el
peso minimo de muestra necesaria para llevar a cabo el protocolo de procesamiento de las mismas,
se analizé un pool de muestras por apiario, compuesto por la suma de las muestras de cera de todas
las colmenas estudiadas por colmenar, en ese muestreo. De esta forma, podemos registrar de
manera descriptiva si los pesticidas estaban presentes en la cera antes de la aplicacion de pesticidas.
Enrelacion a las muestras del momento post-aplicacion de pesticidas, estas se analizaron de manera
individual por colmena y se pudieron comparar entre los apiarios de los diferentes lotes a través de
un método no paramétrico, asi como también, realizar las subsiguientes correlaciones con las otras
variables analizadas en dicho muestreo. Se registraron residuos de ATZ en todas las muestras de
cera y, en todos los casos, se encontraron concentraciones mayores a las permitidas por la Unién
Europea (50 ng/g), (Tabla 4.3). La concentracién de ATZ en el muestreo posterior a la aplicacion de
pesticidas fue significativamente diferente en los tres apiarios (Prueba de Friedman; x2 = 8; p =0,018;
Tabla A4.4), presentando una concentracion creciente desde el lote A hasta el C (Figura 4.10).
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Tabla 4.3. Concentracion de ATZ encontrada en muestras de cera. En negrita concentraciones mayores a los

maximos permitidos por la Unién Europea (50ng/g).

ATZ en cera
Colmena Apiario Muestreo Concentracion encontrada
Pool Lote A Pre 147,7
1 Lote A Post 52,9
2 Lote A Post 75,3
3 Lote A Post 85,4
4 Lote A Post 110,1
Pool Lote B Pre 89,4
5 Lote B Post 65,1
6 Lote B Post 92,7
7 Lote B Post 110,1
8 Lote B Post 114,0
Pool Lote C Pre 343,6
9 Lote C Post 171,0
10 Lote C Post 129,5
11 Lote C Post 138,2
12 Lote C Post 1423
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Figura 4.10. Concentracion de ATZ en cera en los apiarios de los diferentes lotes, en el momento
posterior a la aplicacion de pesticidas (Prueba de Friedman; p = 0,018; N = 4). Diferentes letras indican
diferencias significativas entre los apiarios de los distintos lotes (p < 0,05). Las cajas muestran la mediana

y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos

marcan los valores fuera de este rango.

Con respecto al fungicida DIFENO, este compuesto no fue detectable en ninguna de las muestras
de miel y cera. Para finalizar, se analiz6 la presencia de los principios activos de los insecticidas
aplicados. No se detectaron residuos de LC en ninguna de las muestras de cera y miel analizadas.
En el caso de CLOR, se registré su presencia tanto en miel (Tabla 4.4) como en cera (Tabla 4.5). El
analisis estadistico revel6 una concentracion de CLOR en muestras de miel significativamente mayor
en el muestreo posterior a la aplicacion de pesticidas (Prueba de Wilcoxon; V = 1; p = 0,028; Tabla
A4.3; Figura 4.11). Sin embargo, esta concentracion no difirié significativamente entre los apiarios de
los distintos lotes (Prueba de Friedman; x2 = 3; p = 0,223; Tabla A4.3; Figura 4.11). Las muestras de
cera se analizaron de la misma forma que los demas pesticidas, con un pool de muestras por apiario
en el momento pre y con muestras individuales por colmena en el momento post aplicacion de
agroquimicos. No se observaron diferencias significativas entre los apiarios de los diferentes lotes
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en el momento posterior a la administracién (Prueba de Friedman; x2 = 5,733; p = 0,057; Tabla A4.4,
Figura 4.12).

Tabla 4.4. Concentracion de CLOR encontrada en muestras de miel. En negrita concentraciones mayores
a los maximos permitidos por la Unién Europea (50ng/g). ND corresponde a valores por debajo del LD = 2

ng/g.
CLOR EN MIEL
Colmena Apiario Muestreo Concentracion encontrada
1 Lote A Pre ND
2 Lote A Pre ND
3 Lote A Pre ND
4 Lote A Pre ND
1 Lote A Post 28,2
2 Lote A Post ND
3 Lote A Post 19,1
4 Lote A Post ND
5 Lote B Pre ND
6 Lote B Pre ND
7 Lote B Pre ND
8 Lote B Pre ND
5 Lote B Post ND
6 Lote B Post 52,6
7 Lote B Post 60,6
8 Lote B Post 74,7
9 Lote C Pre ND
10 Lote C Pre 19,2
11 Lote C Pre ND
12 Lote C Pre ND
9 Lote C Post ND
10 Lote C Post ND
11 Lote C Post ND
12 Lote C Post ND
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Figura 4.11. Concentracion de CLOR en miel. A) Pre y post aplicacion de pesticidas (Prueba de Wilcoxon; p = 0,028;
N =12). B) En los apiarios de los diferentes lotes (Prueba de Friedman; n.s: p > 0,05; N = 8). Las cajas muestran la mediana
y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores

fuera de este rango.

Tabla 4.5. Concentracion de CLOR encontrada en muestras de cera. En negrita se indican las concentraciones mayores a

Pcl>st

A

B
Lote

los maximos permitidos por la Unién Europea (50ng/g). ND corresponde a valores por debajo del LD = 2 ng/g.

CLOR EN CERA
Colmena Apiario Muestreo Concentracion encontrada
Pool Lote A Pre ND
1 Lote A Post ND
2 Lote A Post 132
3 Lote A Post 6,6
4 Lote A Post 44,1
Pool Lote B Pre 77,1
5 Lote B Post 16,7
6 Lote B Post 41,4
7 Lote B Post 29,4
8 Lote B Post 44,8
Pool Lote C Pre ND
9 Lote C Post ND
10 Lote C Post ND
11 Lote C Post ND
12 Lote C Post ND
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Figura 4.12. Concentracion de CLOR en cera en los apiarios de los diferentes lotes, en el momento
posterior a la aplicacion de pesticidas (Prueba de Friedman; n.s: p > 0,05; N=4). Las cajas muestran la mediana
y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5y los puntos marcan
los valores fuera de este rango.

4.3.4 Abordaje multivariado: Analisis de correlaciones y de componentes
principales

Con la finalidad de entender las relaciones subyacentes entre los perfiles de expresion relativa
teniendo en cuenta la totalidad de los genes, la presencia de pesticidas en mieles y ceras y la
actividad en la entrada de las colmenas en el momento posterior a la administracién de agroquimicos,
se realizé un analisis multivariado. Por un lado, se evalud la correlacién entre variables de actividad
en piquera con respecto a las variables de expresién génica en el muestreo posterior a la aplicacion
de pesticidas. A su vez, en ese momento post, también se estudio la correlacién entre los residuos
de pesticidas en matrices apicolas y los perfiles de expresion génica.

El andlisis de correlacion entre variables, utilizando el coeficiente de Spearman para datos cuyos
residuos no siguen una distribucion normal, revelé una correlacién negativa y significativa entre la
concentracion de CLOR en miel y la expresion relativa del citocromo CYP6BD1 (Rho = -0,593; p =
0,042; Tabla 4.6). A su vez, la expresion relativa de CYP6AS3 correlaciond positiva y
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significativamente con las concentraciones de ATZ en muestras de cera (Rho = 0,697; p = 0,012;
Tabla 4.6), mientras que la exresion relativa de CYP6AS2 correlaciond negativa y signifiactivamente
con las concentraciones de CLOR en cera (Rho =-0,584; p = 0,048; Tabla 4.6). Sin embargo, no se
encontraron correlaciones significativas entre las variables de actividad en piquera y la expresion
relativa de estos genes en larvas (Tabla A4.5).

Tabla 4.6. Correlacién entre la concentracion de los diferentes pesticidas en matrices apicolas y la expresién
relativa de los genes biomarcadores de exposicidn en larvas, en el muestreo posterior a la administracion de los
mismos. Valores de Rho, Sy p obtenidos a través de la prueba de correlaciéon de Spearman (en negrita p < 0,05).

Prueba de correlacién de Spearman

Variables correlacionadas Rho S p valor
ATZ en miel — CYP6AS2 -0,109 317,11 0,736
ATZ en miel — CYP6AS3 0,217 223,79 0,497
ATZ en miel — CYP6AS4 0,094 259,04 0,771
ATZ en miel — CYP6BD1 -0,471 420,8 0,122
ATZ en miel - CYP9Q3 -0,232 352,36 0,468
CLOR en miel - CYP6AS2 -0,460 417,58 0,132
CLOR en miel — CYP6AS3 0,078 263,7 0,810
CLOR en miel — CYP6AS4 0,109 254,78 0,736
CLOR en miel — CYP6BD1 -0,593 455,5 0,042
CLOR en miel — CYP9Q3 -0,569 448,81 0,053
GLI en miel — CYP6AS2 -0,014 290 0,974
GLI en miel — CYP6AS3 0,280 206 0,379
GLI en miel — CYP6AS4 -0,132 324 0,683
GLI en miel - CYP6BD1 -0,259 360 0,417
GLI en miel - CYP9Q3 0,049 272 0,886
ATZ en cera — CYP6AS2 0,088 260,96 0,787
ATZ en cera— CYPG6AS3 0,697 86,651 0,012
ATZ en cera— CYP6AS4 0,063 267,97 0,846
ATZ en cera— CYP6BD1 -0,385 396,19 0,216
ATZ en cera— CYP9Q3 0,207 226,9 0,519
CLOR en cera— CYP6AS2 -0,584 451,54 0,048
CLOR en cera — CYP6AS3 -0,457 416,65 0,135
CLOR en cera — CYP6AS4 -0,123 321,26 0,703
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CLOR en cera— CYP6BD1 -0,101 315,03 0,754

CLOR en cera — CYP9Q3 -0,486 424,95 0,109

Se realizd un ACP con el objetivo de entender las relaciones subyacentes entre los perfiles de
expresion de los genes biomarcadores de exposicion en larvas y la presencia de pesticidas en las
diferentes matrices apicolas, en el muestreo posterior a la aplicacion de los diferentes agroquimicos
(Figura 4.13). Los primeros tres componentes principales del andlisis explican el 64,94% de la
proporcion de variabilidad acumulada (Tabla A4.6). La expresion relativa de los citocromos CYP6AS2
y CYP6ASS3 son las variables que mejor explican el primer componente principal (CP1). Por otro lado,
la concentracion de ATZ en miel es la variable que mejor explica el segundo componente principal
(CP2). Por ultimo, la concentracion de GLI y CLOR en miel, son las variables que mejor explican el
tercer componente principal (CP3), (Tabla A4.7). La dimension limitada por los CP1 y CP2 discrimina
las observaciones individuales del apiario del lote C (circulos rojos), quedando concentradas en el
lado negativo del CP1. Estos dos componentes principales absorben el 27,90% y el 21,50% de la
variabilidad, respectivamente (Figura 4.13). De esta manera, la discriminacion de las colonias del lote
C con respecto a las de los lotes A (circulos naranjas) y B (circulos rosas), queda explicada por una
mayor expresion relativa de los citocromos CYP6AS2 y CYP6AS3 y una menor concentracion de
CLOR en cera y miel, luego de la aplicacion de pesticidas.
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Figura 4.13. Andlisis de componentes principales (ACP) del perfil de expresion génica en larvas y la
presencia de pesticidas en cera y miel, en el muestreo posterior a la aplicacion de agroquimicos. Mapa de
observaciones individuales de las colonias estudiadas. Las variables estan expresadas en los Comp. 1y 2 (ver Tabla
A4.7). El mapa de observaciones individuales muestra la diferenciacion del apiario del lote C (circulos rojos) con
respecto a los apiarios de los lotes A (circulos naranjas) y B (circulos rosas). Los CP1 y CP2 explican el 27,90% y el

21,50% de la variabilidad, respectivamente.

4.4 Discusion

Los resultados obtenidos muestran una disminucion en la recoleccion de polen y el ratio polen/total
en el muestreo realizado después de la aplicacion de la mezcla de herbicidas, insecticidas y
fungicidas. A su vez, se observé un aumento en los niveles de expresion relativa de varios de los

genes biomarcadores de exposicién analizados en larvas, en el muestreo posterior a la
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administracion de agroquimicos. Sin embargo, no se registraron diferencias significativas en la
expresion relativa de estos genes entre los apiarios de los diferentes lotes. En el caso de la presencia
de pesticidas en matrices apicolas, se encontraron residuos del herbicida ATZ y del insecticida
CLOR, tanto en cera como en miel. A su vez, se detect0 la presencia de GLI en altas concentraciones
en las muestras de miel. Adicionalmente, se registraron correlaciones significativas entre la
concentracion de pesticidas en matrices apicolas y la expresién relativa de algunos de los citocromos
P450 estudiados. A su vez, el ACP revela una discriminacion entre apiarios para el perfil de expresion
génica y concentracion de pesticidas en cera y miel, en el muestreo posterior a la aplicacion de
agroquimicos. En este sentido, parte de los genes biomarcadores de respuesta a la exposicién de
pesticidas que discriminan a los apiarios de los diferentes lotes en el ACP, son los mismos que
correlacionan con la concentracion de los pesticidas encontrados en las muestras de cera. Estos
resultados confirman la presencia de pesticidas dentro de la colmena y sugieren que la presencia de
pesticidas en cera y miel, modifican la respuesta detoxificante de las larvas.

Se encontraron diferencias significativas entre muestreos para la expresion relativa de los
citocromos CYP6AS2 y CYP6AS4, exhibiendo ambos un aumento en el nivel de expresiéon luego de
la aplicacion de la mezcla de pesticidas. Esta tendencia es opuesta a la encontrada en la temporada
anterior para el caso de las larvas, donde solo se aplicaron herbicidas de post emergencia. El CLOR
es metabolizado por los P450 de la familia CYP9, principalmente el P9Q3 (Wade et al., 2019). Se ha
estudiado que moscas transgénicas (Drosophila) para la expresion de P9Q2 y P9Q3 fueron menos
susceptibles al CLOR, en comparacién a las moscas control (Wade et al., 2019). Ademas, se ha
evidenciado un efecto sinérgico entre el insecticida CLOR vy los fungicidas triazoles, tales como el
DIFENO, en bioensayos de toxicidad de contacto aguda, induciendo la actividad de los P450 (Hass
et al., 2022). Por otro lado, se ha estudiado que los fungicidas de esta familia, son inhibidores de la
actividad de los P450 (lwasa et al., 2004; Egbuta et al., 2014; Berenbaum y Johnson, 2015; Gong y
Diao, 2017). Por lo tanto, estos fungicidas, incluyendo al DIFENO, no son solo potenciales inhibidores
de los P450, si no también inductores (Pal et al., 2022). De esta forma, las acciones antagonicas de
esta mezcla de pesticidas pueden ser explicadas por la induccién de las enzimas de detoxificacion,
lo cual resulta en un aumento del metabolismo de estos compuestos y una disminucion en la toxicidad
(Johnson et al., 2013). Esto sugeriria que una exposicion prolongada a dosis subletales de
insecticidas y de fungicidas de esta familia podria provocar la induccién de genes que codifican a los
P450, los cuales actian como genes biomarcadores de la respuesta a la exposicion (Grozinger y
Zayed, 2020; Pal et al., 2022). A su vez, hay evidencias de que la ATZ incrementa significativamente
la actividad de los citocromos P450 en abejas (Fellows et al., 2022).

Con respecto a la actividad recolectora, se encontraron diferencias significativas entre muestreos
para la recoleccion de polen y la relacion entre la recoleccion de polen y la recoleccion total, siendo
menores estas luego de la aplicacion de pesticidas. Esto se observd en todos los apiarios,
independientemente del entorno de cada uno. Tal como se mencioné en la temporada anterior, este

comportamiento es opuesto al que hubiésemos esperado sin el efecto negativo del tratamiento contra
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las malezas, debido a que, en el primer muestreo, y en los tres lotes, solo estaba en flor parte de la
vegetacion silvestre dentro del area de forrajeo, mientras que en el caso del segundo muestreo-
posterior a la aplicaciéon de agroquimicos- el cultivo de los tres lotes, asi como también el de los
aledafos, ya estaba florecido.

El analisis de pesticidas revelo la presencia de residuos de los agroquimicos administrados, tanto
en cera como en miel. Incluso, en el caso de GLI, ATZ y CLOR, las muestras registraron
concentraciones mayores a las maximas permitidas por la Union Europea en miel (50ng/g). Ademas,
se encontraron trazas de pesticidas en las muestras colectadas antes de la administracion de
agroquimicos de post-emergencia. Por otro lado, el herbicida ATZ no habia sido informado como
utilizado en dicha administracion. Se puede inferir, entonces, que estos compuestos pudieron haber
sido aplicados en la etapa de pre-emergencia o barbecho quimico y que hayan derivado hacia la
flora silvestre, Unica floracién disponible en el muestreo previo a la aplicacién de post-emergencia.
En sintesis, estos pesticidas estan, efectivamente, ingresando a las colonias y entrando en contacto
con todos sus miembros, tanto larvas como abejas adultas. Se han registrado efectos subletales de
los herbicidas ATZ y GLI sobre las abejas meliferas a diferentes niveles, promoviendo la peroxidacion
lipidica (Jumarie et al., 2017), alterando la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (Boily et al.,
2013) y el sistema carotinoides-retinoides en las abejas meliferas (Helmer et al., 2015). Por otra
parte, en el caso de los insecticidas, los primeros sintomas de intoxicacion de las abejas meliferas
con CLOR incluyen muerte, letargo, movimientos lentos y descoordinados (Kadala et al., 2019). A su
vez, la exposicién a corto plazo a LC en abejas obreras redujo la longevidad y afecté al rendimiento
del aprendizaje y la memoria (Liao et al., 2018). En comparacion, actualmente se sabe relativamente
poco sobre si los fungicidas, cuyas aplicaciones superan a las de los insecticidas y herbicidas a
escala mundial (Rondeau y Raine, 2022), suponen un riesgo para las abejas y otros insectos
polinizadores.

La prueba de Spearman mostrd una correlacion positiva y significativa entre la concentracion del
herbicida ATZ en ceras y la expresion del citocromo CYP6AS3. Adiconalmente, este gen correlacion6
negativa y significativamente con la concentracion del insecticida CLOR en cera. A su vez, la
expresion relativa de CYP6BDL1 correlaciond negativa y significativamente con la concentracion de
CLOR en miel. Sin embargo, no se observaron correlaciones significativas entre la expresién de
estos genes biomarcadores de respuesta a la exposicion de pesticidas en larvas y las variables de
recoleccién de recursos en piquera. Esto también se registr6 en la temporada anterior, donde la
expresion relativa de estos genes correlacionaba con las variables de recoleccion de recursos solo
en el caso de las abejas jovenes de interior de colmena. En ese caso, la entrada de recursos y el
consecuente estado nutricional de las obreras de interior de colmena, pareceria palear el efecto de
los pesticidas, lo que no ocurriria en el caso de las larvas, donde, ademas, vemos una relacion directa
entre las trazas de agroquimicos en matrices apicolas y dos de estos genes biomarcadores de
respuesta a la exposicién. En este sentido, se ha observado una consistente modulacion del
metabolismo de xenobidticos y de la inmunidad por la ingesta de GLI por parte de las larvas en
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diferentes experimentos in vitro (Gregorc et al., 2012; Dai et al., 2017; Tomé et al., 2020; Vazquez et
al., 2020). A su vez, ademas de lo observado en la temporada anterior con relacién a los herbicidas,
se ha reportado en varios estudios previos que los insecticidas, en sus diferentes variedades, son
mas toxicos para las larvas que para las abejas adultas (Atkin y Kellum, 1986; Davis, 1989; Tasei,
2001; Rortais et al., 2005; Heylen et al., 2011), siendo entonces factible que este impacto en la fase
larvaria pueda potencialmente conducir a un debilitamiento de la estructura de la colonia (Zhu et al.,
2014).

Teniendo en cuenta el perfil de expresion relativa de todos los genes estudiados y la
concentracion de pesticidas en cera y miel, el ACP revelé una discriminacion entre los apiarios
ubicados en los diferentes lotes. La dimensién limitada por los CP1 y CP2 distinguié a las
observaciones individuales de las colmenas del lote C de aquellas de los lotes A y B. Entre las
variables que mejor explican el CP1 se encuentran la expresion relativa de los citocromos CYP6AS2
y CYP6AS3. Estos citrocromos son justamente, los que presentan correlaciones significativas con la
presencia de pesticidas en cera. La cera de abeja es esencial para la colonia. Dentro de la colmena,
la cera es utilizada por las abejas obreras para construir las celdas que serviran para almacenar
recursos alimenticios, como el pan de abeja y la miel, y para albergar a la cria (huevos, larvas y
pupas) durante su desarrollo (Michener, 2000). Es importante tener en cuenta los residuos de
plaguicidas en la cera porque representan una via de exposicion por contacto directo para las larvas
de abeja, que pasan semanas desarrollandose en celdas de cria (Rondeau y Raine, 2022). No solo
por un contacto directo entre las larvas y la cera de las celdas, sino porque también los pesticidas
pueden migrar desde la cera a la dieta de las larvas e ingresar a su organismo a través de la ingesta
(Kast y Kilchenman, 2022). Adicionalmente, la cera de abejas tiene una baja tasa de reposicion y
puede permanecer en la colmena durante muchos afios, lo que conlleva una mayor acumulacion de
pesticidas liposolubles persistentes a lo largo del tiempo (Rondeau y Raine, 2022). Por otro lado, las
observaciones individuales del apiario del lote C quedan definidas también por una menor
concentracion del insecticida CLOR en ambas matrices. Este colmenar es aguel ubicado en el lote
con mayor proporcién de flora silvestre. Tal como se mencioné en la seccién anterior, la presencia
de parches de vegetacion no cultivo podria proveer tanto recursos florales mas diversos como reducir
la posibilidad de deriva y la consecuente exposicion a los pesticidas por parte de los polinizadores
(Ucar y Hall, 2001; IPBES, 2016).

El estrés ambiental luego de la aplicacion de pesticidas tiene un impacto sobre las vias de
detoxificacion de las larvas, en todos los apiarios, independientemente de las diferencias en sus
entornos. La supervivencia de las colonias de abejas meliferas depende del correcto desarrollo
larvario, y los niveles de exposicién de las crias a residuos quimicos que pueden causar dafios
irreversibles a nivel celular, fisiolégico y morfolégico, pueden poner en peligro el desarrollo de la abeja
adulta (Morales et al., 2020).
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SITUACION DE CAMPO 3: Exposiciéon a herbicidas e
insecticidas por aplicacion terrestre. Evaluacion de
actividad recolectora, residuos de pesticidas en polen y de
perfiles de expresion de genes asociados a las bases
genéticas de la sociabilidad en abejas

5.1 Introduccién

En las dltimas décadas se ha registrado una perdida de colmenas en muchos paises, la cual se
ha atribuido a multiples factores, como patégenos, parasitos, la intensificacién en el uso de pesticidas
y la consecuente pérdida de habitat y la fragmentacién (Potts et al., 2010; Williams et al., 2010;
Sgolastra et al., 2011; Gonzéalez-Varo et al., 2013). Una de las manifestaciones del fenémeno de
despoblamiento de colmenas es la desorganizacion de la estructura social de la colmena, lo que
desencadena la muerte de la poblacion adulta (vanEngelsdorp et al., 2008; 2009; vanEngelsdorp y
Meixner, 2010). Esta disrupcién de la organizacién social podria ser explicada por exposiciones
cronicas de las colmenas a insecticidas, las cuales promoverian déficits quimiosensoriales y
cognitivos en los polinizadores (Farooqui, 2013).

Argentina es uno de los mayores exportadores mundiales de maiz, soja, trigo, cebada y sorgo, y
el principal exportador a nivel mundial de aceite y harina de soja (FAO, 2019). Actualmente, la
intensificacién agricola ha generado en el pais la reduccién de habitats naturales y semi-naturales,
lo que ha provocado la fragmentacion del habitat y la disminucion de la abundancia y la diversidad
floral (Galetto y Torres 2020). Esto ha provocado un impacto neto en la abundancia y la salud de las
abejas silvestres y domesticadas (Dolezal et al. 2019; St Clair et al. 2020). Ademas, los pesticidas se
consideran uno de los principales estresores abiéticos para los polinizadores (IPBES 2016). Como
ya se menciond en los capitulos anteriores, el GLI es el agroquimico mas utilizado en el mundo
(CASAFE, 2014; Sanchez-Bayo y Goka, 2014) y actta inhibiendo la enzima 5-enolpiruvilshikimato-
3-fosfato sintasa (EPSPS), la cual es parte de la via del shikimato en plantas superiores, algas y
bacterias (Cheremisinoff y Rosenfeld, 2007). Por otro lado, el Cletodim es un herbicida perteneciente
a la clase de las Cicloheanodionas, utilizado principalmente en cultivos de soja, algodon, girasol y
otros cultivos de hoja ancha, en su estado de post-emergencia (Brinson Conerly, 1990; Edwards,
2005). Este herbicida inhibe la actividad de la Acetil-CoA carboxilasa, enzima importante en la
regulacion del metabolismo de los acidos grasos (Wenger y Niderman, 2007). Se han observado
severas alteraciones morfolégicas en abejas expuestas a este producto, asi como también, una

104



reduccion en su peso y supervivencia (Mohamed et al., 2023). A su vez, el Foramsulfuron es un
herbicida del grupo de las Sulfonilureas, que actla inhibiendo la acetolactato sintasa (ALS), una
enzima clave en la biosintesis de los aminoacidos de cadena ramificada (Ashton y Monaco, 1991).
En el caso de los insecticidas, los piretroides como la lambda-cialotrina (LC), se utilizan en una amplia
gama de plantas de cultivo (Liao et al., 2018), (Figura 4.2). Estos insecticidas neurotéxicos actian
sobre los canales de sodio, prolongando la entrada de iones Na+ en la célula (Soderlund y
Bloomquist, 1989; Ray y Fry, 2006; Martinez et al., 2019), especialmente en las neuronas. A su vez,
el clorantraniliprole (CLOR) es el primer miembro comercializado de los insecticidas del tipo de las
diaminas, el cual induce una liberacién de calcio dependiente de la dosis de los almacenes internos
de las células musculares de los insectos, pero también un bloqueo dependiente de la dosis de la
corriente de calcio activada por voltaje que participa en los muasculos y la excitabilidad del cerebro
(Kadala et al., 2019), (Figura 4.2). Aunque no se ha demostrado que el CLOR sea agudamente toxico
para las abejas, su creciente uso en entornos agricolas aumenta la probabilidad de exposicion de los
insectos polinizadores benéficos (Williams et al., 2020). Por otra parte, la metoxifenocida (MF) es un
regulador del crecimiento de los insectos (IGR) que se utiliza habitualmente en la agricultura para
controlar simultaneamente las plagas y preservar las poblaciones de insectos beneficiosos (Figura
5.1). Actlia como un agonista del receptor de ecdisona que se une al receptor de ecdisteroides y
activa la via de sefalizacion de ecdisteroides (Dhadialla et al., 1998; Smagghe et al., 2012). La MF
tiene accion especifica sobre los lepiddpteros, dado que tiene una alta afinidad por el receptor de
ecdisteroides de los lepidépteros que no se observa en otros 6rdenes de insectos (Dhadialla et al.,
1998; Smagghe et al., 2012); sin embargo, la exposicion a concentraciones subletales de MF altera
la actividad y la termorregulacion de las colonias de abejas (Meikle et al., 2019).
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Figura 5.1. Esquema de las moléculas de los componentes activos de los herbicidas utilizados en la temporada 2021
(Cletodim y Foramsulfuron) y del insecticida utilizado en la temporada 2020 (Metoxifenocida) y que no habian sido
administrados en las temporadas anteriores. Todos ellos fueron aplicados de manera terrestre.

La ecologia cognitiva evalia cémo el entorno moldea la forma en que los animales toman
decisiones en funcién de sus capacidades perceptivas y de aprendizaje (Dukas 1998; Chittka y
Thomson 2001). En este sentido, el impacto de los efectos cronicos subletales es especialmente
importante para los insectos sociales, ya que podrian afectar a toda la colonia de abejas (Farina et
al., 2019). La exposicion a GLI deteriora las capacidades cognitivas que podrian afectar a la eficiencia
de la busqueda de alimento y a la coordinacién de las actividades colectivas en la colmena (Herbert
et al., 2014; Balbuena et al., 2015; Mengoni Gofalons y Farina, 2018). Ademas, se observé que la
exposicion a corto plazo a LC en abejas obreras afect6 al rendimiento del aprendizaje y la memoria
y la capacidad de orientarse en el vuelo de retorno a la colonia (Liao et al., 2018). En este sentido,
entre los factores que afectan al aprendizaje asociativo y la memoria en las abejas meliferas se
encuentran los neurotransmisores y las proteinas sinpticas (Gauthier y Grinewald, 2011). La
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acetilcolina (ACh) es uno de los principales neurotransmisores del sistema nervioso central y se ha
demostrado que patrticipa en los procesos de aprendizaje de las abejas meliferas (Gauthier et al.,
1992, 2006). Asi, la expresion del gen de la acetilcolinesterasa (AChE), que codifica la enzima para
la descomposicion catalitica de la ACh, podria tener un papel importante en el aprendizaje y la
memoria de las abejas meliferas (Silman y Sussman, 2008). De esta forma, los procesos fisioldgicos
gue subyacen a estas respuestas complejas de los polinizadores podrian verse alterados por la
exposicion a la intensificacion agricola, pudiendo visualizarse, por ejemplo, al analizar las vias
genéticas vinculadas al desarrollo y conectividad neural en abejas adultas (Boily et al. 2013; Samson-
Robert et al. 2015).

La eusocialidad ha surgido de forma independiente al menos 11 veces en los insectos (Wilson y
Holldobler, 2005). Aunque la evolucion de la eusocialidad se ha estudiado ampliamente, los cambios
genéticos implicados en la evolucion de la eusocialidad siguen siendo relativamente desconocidos.
Los genes implicados en la transduccién de sefiales, el desarrollo de las glandulas y el metabolismo
de los carbohidratos se encuentran entre los genes mas destacados que evolucionan rapidamente
en los linajes eusociales (Woodard et al., 2011). A su vez, los niveles de expresién de los genes
involucrados se correlacionan con diferencias interindividuales en el grado de sociabilidad, tanto en
especies de abejas sociales facultativas (Kocher et al. 2018) como en abejas eusociales (Woodard
et al. 2011; Shpigler et al. 2017a). En este sentido, resulta importante estudiar estas vias genéticas
involucradas en las bases de la sociabilidad en insectos, dado que, ademas, muestran una profunda
conservacion dentro del reino animal (Rittschof et al., 2014; Shpigler et al., 2017b).

Con todo esto en mente, el objetivo para estas dos temporadas de muestreos fue evaluar el
impacto a medio término de la aplicacion de una mezcla de herbicidas e insecticidas sobre las
capacidades cognitivas, la actividad recolectora y la expresion de genes relacionados con la
sociabilidad en las abejas meliferas, en colmenas emplazadas en un agroecosistema. Ademas,
analizar las correlaciones entre estas variables y la presencia de residuos de agroquimicos en el
polen colectado en trampas de polen, y en uUltima instancia, si los resultados obtenidos dependen de
las caracteristicas del cultivo y de las zonas de amortiguacién con flora silvestre alrededor de los
apiarios.

5.2 Metodologia

5.2.1 Sitio de estudio, cultivos y aplicacién de agroquimicos

Las ultimas dos temporadas de muestreos se realizaron durante los veranos de los afios 2020 y
2021 (Figura 5.2). Los muestreos se realizaron en el campo descripto en la metodologia general del
capitulo 2, donde también se efectuaron las campanas de las temporadas anteriores.
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Figura 5.2. Ubicacion geogréafica de los tres apiarios estudiados. Estancia San Claudio, Carlos Casares, provincia
de Buenos Aires, Argentina. A) Primera temporada (2020) y B) segunda temporada (2021) de muestreos. Las
circunferencias de color celeste muestran un radio de 1 km desde cada apiario, indicando el area potencial de
recoleccién. Los circulos que presentan la clasificacion por color en cultivo (rosa) y flora silvestre (amarillo), indican el
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porcentaje de cada tipo de vegetacién. En color naranja se especifica el tipo de vegetacion presente en cada lote. Mapa
y delimitacién de areas de navegacion realizados en Google Earth.

En el caso de la primera temporada, los cultivos sembrados fueron soja y maiz. La soja (Nidera
4611 y Don Mario 4615) fue sembrada en octubre del 2019 (siembra de primera) y en diciembre del
2019 (siembra de segunda) con semillas de ciclo de desarrollo corto, mientras que el maiz (KWS KM
4500 GL Stack) se sembré en octubre del mismo afio. Ambos cultivos modificados genéticamente,
tolerantes a herbicidas. El control de malezas de post emergencia se realiz6 a mediados del mes de
enero del 2020 con una pulverizadora terrestre (1,5 L/ha). Ademas, se aplicé una mezcla de
insecticidas a principios del mes de febrero, también con pulverizadora terrestre (40 cc/ha). El primer
muestreo se realiz6 diez dias antes de la aplicacion de herbicidas y veinte dias antes de la aplicacion
de insecticidas, mientras que el segundo muestreo se realizd treinta dias después de la
administracion de herbicidas y veinte dias después de la administracion de insecticidas. El control de
plagas se realizd con un herbicida comercial cuyo componente activo es el GLI (SUL-157 FOSATO
TOUCHDOWN ®SYNGENTA) y con una mezcla de dos insecticidas comerciales: uno cuyos
compuestos activos son el CLOR y la LC (AMPLIGO®) y otro cuyo compuesto activo es el MF
(INTREPID®). La disposicion de los apiarios y las caracteristicas del campo ya fueron detalladas en
la seccion 2.1. Para el caso particular de esta temporada, y en orden creciente de proporcién de flora
silvestre, el primer apiario conto con 23 colmenas, localizadas en un parche de monte ubicado en el
gue denominamos lote A. Este lote fue sembrado con soja de segunda (Figura 5.3). Ademas, en el
lote vecino, también se sembré soja de segunda, cultivo incluido dentro del area de navegacion
delimitada para este apiario. Por otro lado, en esta temporada, las colonias de este colmenar
contaron con una porcion extra de area no sembrada, incluida dentro de dicha circunferencia de
navegacion. El porcentaje de flora silvestre calculada para este lote, dentro del &rea de navegacion
del correspondiente apiario, fue entonces del 13%. Para mayor detalle de la delimitacién de estas
circunferencias de navegaciéon y del calculo de porcentajes de cultivo y flora silvestre, ver seccién
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 bafiado, en el lote denominado B. Este lote fue sembrado con soja
de segunda, y estuvo rodeado a su vez, por soja de primera hacia un lado y soja de segunda hacia
el otro. En este caso, el porcentaje de flora silvestre fue del 20%. Por ultimo, el tercer apiario
presentaba 44 colmenas, situadas en un parche de monte localizado en el denominado lote C. Este
lote y el contiguo, fueron sembrados con soja de segunda y se mantuvo el &rea no cultivada hacia el
otro lado del apiario. De esta forma, dentro del area de navegacion, se incluyé un 50% de flora
silvestre. Las condiciones climaticas fueron similares en ambos muestreos y 6ptimas para la actividad
de recoleccioén de las abejas, con un promedio de temperatura de 30 y 32 °C y de humedad relativa
de 40 y 42%, respectivamente. Ademas, ambos muestreos fueron en dias soleados sin vientos

fuertes ni lluvias.
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Figura 5.3. Una de las colmenas ubicadas en el lote A, en el muestreo previo a la aplicaciéon de agroquimicos del afio
1 (2020), donde puede apreciarse que el cultivo de soja de segunda estaba recién sembrado. Crédito fotografico: grupo
INSSOC.

Con respecto a la segunda temporada, los cultivos sembrados fueron soja, maiz y girasol. La soja
fue sembrada en octubre del afio 2020 (siembra de primera) y a finales de noviembre (siembra de
segunda), mientras que los cultivos de maiz y girasol se sembraron en el mes de octubre del mismo
afio. Tanto el girasol (Syngenta 3950) como el maiz (KWS KM 4500 GL Stack) fueron cultivos
modificados genéticamente, tolerantes a los herbicidas, mientras que, en el caso de la soja, se
sembrd GM en algunos lotes (Nidera 4611) y GM free en otros (Figura 5.2B). El control de malezas
de post emergencia se realizo a finales de diciembre del 2020 con una pulverizadora terrestre (1,5
L/ha). El primer muestreo se realiz6 quince dias antes de la aplicacion de herbicidas, mientras que
el segundo muestreo se realizé quince dias después de dicha administracion. En aquellos cultivos
modificados genéticamente, el control de malezas se realiz6 con un herbicida comercial cuyo
componente activo es el GLI (SUL-157 FOSATO TOUCHDOWN® SYNGENTA). Por otro lado, con
respecto a los cultivos no transgénicos, la administracion se realizé con un herbicida comercial cuyo
componente activo es el Cletodim (CLETODIM HD® YPF agro), en el caso de la soja, mientras que
en los cultivos de maiz se aplic6 un herbicida comercial con Foramsulfuron (EQUIP® BAYER).
Durante los periodos de muestreo no se realizd ningun tratamiento con insecticidas ni fungicidas. En
esta temporada, el primer apiario, ubicado en el lote A, conto con 25 colmenas. Este lote fue
sembrado con maiz (Figura 5.4). Ademas, dentro del area de circunferencia de navegacion de sus
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colonias, se incluy6 una porcion de cultivo de soja de primera y otra de girasol, sembrados en lotes
vecinos. El porcentaje de flora silvestre calculada para este lote, fue del 10%. El segundo apiario,
ubicado en el lote B, incluyé 32 colmenas. Este lote fue sembrado con soja de segunda no
transgénica, y estuvo rodeado a su vez, por soja de primera no transgénica y por maiz, cultivos
sembrados en lotes vecinos. En este caso, el porcentaje de flora silvestre fue del 20%. Por ultimo, el
tercer apiario, ubicado en el lote C, presentaba 42 colmenas. Este lote fue sembrado con soja de
primera no GM y el lote contiguo, con porcion incluida dentro del area de navegacion de este apiario,
con soja de primera GM. De esta forma, el porcentaje de flora silvestre incluida dentro de dicha area,
fue del 50%. Las condiciones climaticas fueron similares en ambos muestreos y éptimas para la
actividad de recoleccién de las abejas, con un promedio de temperatura de 28 y 30 °C y de humedad
relativa de 32 y 30%, respectivamente. Ademas, y al igual que en la primera temporada, ambos
muestreos fueron en dias soleados sin vientos fuertes ni lluvias.
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Figura 5.4. A) Cultivo de maiz aledafio al apiario del lote A en la segunda temporada de muestreos del afio 2 (2021). B)
Detalle del cultivo en el muestreo pre, sin floracién. C) Medicion de actividad recolectora en la entrada de las colmenas.
Crédito fotogréfico: grupo INSSOC.

En ambas temporadas, durante los periodos de muestreo los apicultores no trataron a las
colmenas con antibidticos o acaricidas. Por otro lado, todos los cultivos estaban en su etapa
vegetativa al momento del primer muestreo, sin flores disponibles para el forrajeo de las abejas. Por
el contrario, al momento del segundo muestreo, todos los cultivos estaban en flor. Por lo tanto, la
floracién de la vegetacion no cultivo fue la Unica fuente de alimento para las abejas durante el primer
muestreo, en todos los lotes estudiados.

5.2.2 Variables analizadas

Para estas dos temporadas, se realiz6 un analisis conjunto, desde cuatro enfoques diferentes. En
el caso del abordaje comportamental, se estudiaron multiples variables, tanto a nivel colonia, como
a nivel de abeja recolectora individual. En primer lugar, se estudié la actividad recolectora de las
colonias (Figura 5.5). En estos dos afios, ademas de registrarse la tasa de recolectoras totales, la
tasa de recolectoras con polen y el ratio polen/total, a través del conteo de ingresos de abejas
recolectoras en la entrada de las colmenas, se sumo la colocacion de trampas de polen segun lo
explicado en la seccion 2.2.1.2. A diferencia de las temporadas anteriores, los muestreos se
realizaron durante una mayor cantidad de dias, de manera que las variables de actividad en piquera
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se registraron dos veces al dia, durante tres dias consecutivos. Un registro durante la mafiana (entre
las 9 y 11hs) y otro por la tarde (entre las 15:30 y las 17:30hs). A su vez, en el caso de las trampas
de polen, se colocaron durante la mafiana y se colectdé su contenido por la tarde, en tres dias
consecutivos. El tiempo de permanencia de las trampas en las colmenas fue de entre 3y 6 horas.
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Figura 5.5. Registro de actividad recolectora en las colmenas del lote B. A) Actividad en la entrada de
las colmenas y B-C) en trampas de polen. Crédito fotogréafico: grupo INSSOC.

Con la finalidad de evaluar si la sensibilidad gustativa y la capacidad de asociar una recompensa
de sacarosa con una fragancia floral se ven afectadas por la administracion de agroquimicos, se
realizaron ensayos in situ de condicionamiento olfativo clasico y umbrales de respuesta al azlcar,
adaptados para la condicién de trabajo de campo segun lo detallado en las secciones 2.2.2.1y 2.2.2.2
(Figura 5.6). Ambas capacidades evaluadas son fundamentales para reconocer nuevas fuentes de
alimentos, evaluar su productividad y aprender claves visuales y olfativas que les permitan orientarse
y volver a visitar a las fuentes mas ricas en los sucesivos vuelos de recoleccién. Estos procesos
cognitivos requieren la integracion de distintas modalidades sensoriales (visual, olfativa, gustativa,
entre otras) para formar memorias que guiaran el comportamiento recolector y la toma de decisiones
en un ambiente con recursos cambiantes.

114



Figura 5.6. Abejas encepadas para el desarrollo de los ensayos in situ de condicionamiento olfativo y
umbrales de respuesta al azucar, adaptados para la condicidon de trabajo de campo. Crédito fotografico:
grupo INSSOC.

Por otro lado, dentro del abordaje molecular, se analizé la expresion relativa de genes
relacionados con las bases genéticas de la sociabilidad en abejas. Como se mencioné en la seccién
1.5.2, los genes elegidos para evaluar el perfil de expresion antes y después de la aplicaciéon de
agroquimicos y los consecuentes cambios en la floracién de los cultivos fueron AChE, brahma,
enolase, pelle, syxla y syx7. En este caso, los analisis se realizaron en muestras de abejas
recolectoras, capturadas en la entrada de las diferentes colmenas escogidas al azar.

A su vez, desde un abordaje ecotoxicoldgico, se realizd un andlisis de pesticidas en muestras de
polen colectado en las trampas y en abejas recolectoras capturadas en su retorno a la colonia, en la
piquera de las colmenas estudiadas. La metodologia de procesamiento de las muestras, tanto para
el analisis de expresion génica como para el andlisis de pesticidas, sera detallada en las proximas
secciones.

Por dltimo, se estudié un abordaje multivariado, con el objetivo de entender las relaciones
subyacentes dadas por los perfiles de expresion génica, la presencia de residuos de pesticidas en
polen y la actividad recolectora. Para ello, se realiz6 un andlisis de correlacién entre variables y un

Analisis de Componentes Principales.
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5.2.3 Colecta de muestras

Se capturaron, con el uso de tubos de ensayo, abejas recolectoras en la entrada de cuatro de las
ocho colmenas seleccionadas al azar en cada apiario para las mediciones de actividad recolectora.
Estas fueron colocadas inmediatamente en crioviales y almacenadas en nitrégeno liquido. Una parte
de estas abejas fueron destinadas a la posterior diseccion de cerebros y extraccion de ARN para el
analisis de expresidn génica, mientras que el resto fueron utilizadas posteriormente para el analisis
de pesticidas. Por otro lado, las muestras de polen para el analisis de pesticidas fueron tomadas del
polen colectado en las trampas ubicadas en tres de esas mismas ocho colmenas seleccionadas al
azar en cada apiario. Estas colectas se realizaron en las mismas colmenas, antes y después de la
aplicacion de pesticidas en los cultivos aledafios, en ambas temporadas analizadas.

5.2.4 Andlisis de expresion génica

La diseccion de cerebros, la extraccion de ARN y los andlisis de expresion génica en qPCR se
realizaron en el Instituto de Fisiologia, Biologia Molecular y Neurociencias (IFIBYNE-UBA-
CONICET).

La diseccion de cerebros se realiz6 bajo estereomicroscopio éptico Leica M60, fijando a las abejas
con cera fundida. Se diseccionaron diez cerebros de abejas recolectoras por colonia, utilizando
bisturi, pinzas y tijeras de diseccion, los cuales fueron colocados inmediatamente en tubos eppendorf
con TRIzol® (Invitrogen) para la subsiguiente extraccion de ARN. De esta forma, contamos con
cuatro réplicas biolégicas por cada apiario. La extraccién de ARN se realiz6é entonces para cada pool
de diez cerebros, usando TRIzol®, segln el protocolo del proveedor y luego resuspendido en 90 mL
de agua DEPC. ElI ARN obtenido fue tratado con DNase (Promega), previo a la reaccion de la
transcriptasa reversa (RT). La sintesis de ADNc se realiz6 a partir de 2 ug de ARN tratado por
muestra (cuantificacion realizada mediante Thermo Scientific™ NanoDrop 2000), utilizando la RT M-
MLV (Promega).

Para obtener los niveles de expresion relativa de AChE, brahma, enolase, pelle, syxla y syx7,
cada reaccion de gqPCR se realiz6 en triplicado para cada replica biologica (Tabla 5.1). El andlisis
comparativo de gPCR, se basé en el método 2-24Cty se realizé utilizando el software del equipo ABI
StepOne Plus, siguiendo el protocolo del fabricante (Applied Biosystems, 2014). A su vez, para
asegurar el correcto uso de dicho método, se calculd y valido la eficiencia de los primers, tanto para
los genes de interés como para los genes de referencia (Tabla 5.2). Ademas, se analizé la curva de
melting de cada par de primers para corroborar la especificidad de la amplificacion. Rp49s y GAPDH
fueron utilizados como genes de referencia. Ambos fueron previamente descriptos como genes de
referencia estables en A. mellifera (Lourenco et al. 2008; Scharlaken et al., 2008). Las muestras
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obtenidas en la primera camparfia fueron tomadas como control, para comparar cuan diferente fue la
expresion relativa de nuestros genes de interés, luego de la aplicacién de agroquimicos. En todas
las corridas de gPCR se incluyeron controles negativos para cada primer por duplicado.

Tabla 5.1. Modelos de pirmers. Secuencia, tamafio del producto aplificado y temperaratura de melting para los
genes constitutivos GAPDH y Rp49S y los genes de interés AChE, brahma, enolase, pelle, syxla, syx7.

Gen Secuencia Tm
GAPDH F: GATTCCCGATTGGTTTTTGA 60
R: CCCAATAATGACGCAAACCT
Rp49S F: CGTCATATGTTGCCAACTGGT 58
R: TTGAGCACGTTCAACAATGG
AChE F: AACCGGCTTAAGGATTCGAT 58
R: CCCTCTCCCCTTCAATCTTC
Brahma F: CTGGTCCACCTCAACAACCT 58
R: CCTCCAGGAACCAATTGAGA
Enolase F: GGTGATGAAGGTGGTTTTGC 58
R: GATGCAGCAACATCCATACC
Pelle F: TGGGAAGAACTTGCTGGAAT 60
R: GATTGTGATGTCCCCATAATGTT
Syxla F: TTCAACTTATTGCTGAAAATACTGCT 56
R: TCATCAATGGGGACAACTTC.
Syx7 F: GCGTAAGATGCAAAGAGAACG 60
R: CGCTTTGGCTCTTCTAACCA

Tabla5.2. Validacién de primers. Valores de eficiencia y R?para los genes de interés y el constitutivo, obtenidos
en la curva standard.

Gen Eficiencia (%) R?
AChE 100.37 0.96
brahma 110 0.9
GENES DE enolase 99.32 0.93
INTERES pelle 108.89 1
Syx7 96.85 0.93
syxla 90 0.99
CONSTITUTIVOS GAPDH 95 0.99
Rp49S 104.94 0.97
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5.2.5 Andlisis de pesticidas en polen y abejas recolectoras

Al igual que en el caso de la temporada 2019, el andlisis de pesticidas se realizo en el Instituto de
Tecnologia en Alimentos (ITA) del Centro de Investigaciones de Agroindustria (CIA) del Instituto
Nacional Tecnologia Agropecuaria (INTA). Hasta el momento del analisis, las muestras de cera y
miel fueron almacenadas en freezer, a -20 °C.

La determinacion de residuos en polen y abejas se realizé siguiendo el mismo protocolo descripto
en la seccion 4.2.5., utilizando un 1g de muestra. La determinacion de GLI y AMPA se realizo
mediante un analisis de cromatografia liquida/espectometria de masas, mientras que la
determinacion de los insecticidas y el resto de los herbicidas se realizé mediante un analisis de
cromatografia de gases/espectometria de masas, con los mismos métodos y equipamiento
mencionados en la seccion 4.2.5.

5.2.6 Analisis estadistico

Todas las pruebas estadisticas se llevaron a cabo con el programa R v3.5.1. (R Score Team,
2018), utilizando la funcién glm para los modelos lineales generalizados (GLM) y la funcién gimer
para los modelos mixtos (GLMM), ambas funciones del paguete Ime4 (Bates et al., 2009). Ademas,
se utiliz6 el paquete gimmTMB (Brooks et al., 2017) para los errores con distribucién Binomial.

Las variables de actividad recolectora en piquera fueron analizadas con GLMM. En el caso de las
tasas de recoleccion, tanto de ingresos totales como con polen en sus corbiculas, sus errores
mostraron una distribucion Binomial Negativa debido a la sobre dispersién de los datos. Por otro lado,
el ratio polen/total se analizé con una distribucion Beta binomial, también debido a la sobre dispersion
de los datos. Para las variables medidas en las trampas de polen, se propuso un modelo mixto con
distribucion Normal del error para el peso total de polen colectado. En el caso de la proporcion de
colores de polen encontrada en cada trampa, se propuso un glmm con distribucién Binomial del error.
Ademas, para estas dos Ultimas variables relacionadas a la recoleccién de polen, se incluyé como
offset la transformacion log del tiempo durante el cual estuvieron colocadas las trampas en cada
colmena, debido a que la distancia entre apiarios implicé un tiempo de traslado que sumé minutos a
la presencia de las trampas colocadas en las Ultimas colonias visitadas.

Los datos de condicionamiento olfativo fueron analizados con un GLM con distribucion Poisson
del error, en el caso de la fase de adquisicion, mientras que la fase de testeo y los datos de
sensibilidad gustativa fueron analizados con un GLM con distribucion Binomial del error. Por otro
lado, para los datos de expresion génica se planteé un GLMM con distribucién gamma del error.

Para el andlisis de la concentracion de pesticidas en polen se utilizaron métodos no paramétricos,
usando el paquete “PMCMRplus” (Pohlert, 2020). La prueba de rangos de Wilcoxon se utilizé para
las comparaciones entre muestreos, mientras que, para las comparaciones entre lotes, se utilizé la
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prueba de rangos de Friedman. Estas dos pruebas son las recomendadas para datos pareados cuyos
errores no siguen una distribucion normal (Dalgaard, 2008). A su vez, para las comparaciones post
hoc se empled la prueba de Conover, con correccion de Bonferroni.

En todos los modelos generalizados se evalud la sub/sobre dispersion y el ajuste del modelo
utilizando el paquete DHARMa (Hartig, 2020). A su vez, todos los modelos generalizados incluyeron
a la colmena como variable aleatoria. La significancia de las variables explicativas incluidas en los
modelos fue puesta a prueba con la funciéon anova para comparar modelos anidados (Chambers y
Hastie, 1992). Aquellas variables no significativas (p > 0,05) fueron removidas del modelo. Ademas,
todas las comparaciones a posteriori fueron realizadas con el paquete emmeans (Lenth, 2020).

Para el analisis de componentes principales (PCA) y la prueba de correlacién de Kendall se
utilizaron las librerias “ade4” (Thioulouse et al., 2018) y “psych” (Clark, 2020), respectivamente. A su
vez, se utilizo el paquete “FactoMineR” (Le et al., 2008) para los graficos del PCA.

5.3 Resultados

5.3.1 Abordaje comportamental: actividad recolectora, sensibilidad gustativa y
condicionamiento olfativo

Al igual que en las temporadas anteriores, con la finalidad de estimar la actividad recolectora de
las colonias, antes y después de la aplicacion de agrogquimicos, se evalué tanto la tasa de ingreso
de abejas recolectoras totales como de abejas con polen en sus corbiculas (abejas/minuto), asi como
también, el ratio polen/total, en los tres apiarios estudiados y en ambos afios (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Actividad recolectora. A-C-F) En los apiarios de los diferentes lotes en ambos afios. B-D) Pre y post

aplicacion de agrogquimicos, para cada afio. E) Pre y post aplicacion de agroquimicos en ambos afios. A-B) Numero

de abejas entrantes en piguera por minuto (Modelo binomial negativa: Recolectoras totales ~ muestreo*afio + lote +
(1|colmena); LRT interaccion = 43,590; LRT lote = 30,174; p < 0,001). C-D) Numero de abejas entrantes en piquera

con polen en sus corbiculas por minuto (Modelo binomial negativa: Recolectoras con polen ~ lote + (1|colmena); LRT

=23,214; p < 0,001). E-F) Ratio polen/total (Modelo beta binomial: Ratio polen/total ~ Muestreo + (1|colmena); LRT

= 12,642; p < 0,001). Las cajas representan la mediana y el rango intercuartil (RIC), los bigotes muestran el valor

méaximo en el RIC 1.5 y los puntos individuales representan valores por fuera de este rango. El p valor corresponde

a diferencias entre muestreos (n.s.: p > 0,05). Los asteriscos indican diferencias significativas entre los muestreos

del afio 2 (***p < 0,001). Diferentes letras indican diferencias significativas entre los apiarios de los distintos lotes (p

< 0,001). Los numeros entre paréntesis indican el tamafio muestral para cada variable.
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El analisis estadistico revel6 que la tasa de ingresos totales (Modelo binomial negativa:
Recolectoras totales ~ muestreo*afio + lote + (1|colmena), Figura 5.7) fue significativamente mayor
luego de la administracién de herbicidas en el caso de la segunda temporada de muestreos (z.ratio
= -7,601; p < 0,001; Tabla A5.1), mientras que no se registraron diferencias significativas entre
muestreos para la primera temporada (z.ratio = 1,635; p = 0,102; Tabla A5.1). Ademas, la tasa de
recoleccion total fue diferente entre apiarios, siendo significativamente menor en el apiario del lote B,
comparado con los apiarios de los lotes A (z.ratio = 7,391; p < 0,001; Tabla A5.1) y C (z.ratio = 5,717,
p < 0,001; Tabla A5.1), en ambas temporadas de muestreo (LRT 30,174; p < 0,001; Tabla A5.1). En
el caso de la tasa de recoleccién de polen (Figura 5.7), se observaron diferencias significativas entre
apiarios, para ambas temporadas (Modelo binomial negativa: Recolectoras con polen ~ lote +
(1|colmena); LRT = 23,214; p < 0,001; Tabla A5.1), siendo significativamente menor la recoleccion
en el apiario del lote B comparado con los apiarios de los lotes A (z.ratio = 5,993; p < 0,001, Tabla
A5.1) y C (z.ratio = 4,112; p < 0,001; Tabla A5.1). Sin embargo, no se registraron diferencias
significativas entre momentos de muestreo en ninguna de las dos temporadas analizadas (Tabla
A5.1). Cuando se analizd el ratio polen/total, se observd una disminucion significativa luego de la
aplicacion de pesticidas, en ambos afios (Modelo Beta binomial: Ratio/polen ~ muestreo +
(1|colmena), LRT = 12,642; p < 0,001; Tabla A5.1; Figura 5.7). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los apiarios de los diferentes lotes (Tabla A5.1; Figura 5.7).

Estas dos temporadas se utilizaron trampas de polen como otra manera de medir el nivel de
recoleccién en las colonias, particularmente de polen. Se evalué el peso total de polen recolectado,
por un lado, y el indice de variabilidad de polen, dado por el nimero de colores de polen encontrado
en cada trampa, dividido el total de colores registrados para la totalidad de los apiarios en el muestreo
determinado, por el otro (Figura 5.8). El andlisis estadistico revelé que el peso total de polen
recolectado fue significativamente mayor luego de la administracion de pesticidas, en el caso de la
segunda temporada analizada (t.ratio = -2,785; p = 0,005; Tabla A5.1), mientras que no se
observaron diferencias significativas entre muestreos para la primera (t.ratio = 0,934; p = 0,353; Tabla
A5.1). A su vez, no se registraron diferencias significativas entre los apiarios de los distintos lotes
para ninguna de las dos temporadas estudiadas (Modelo normal: Peso polen ~ muestreo*afio +
(1|colmena); LRT = 7,540; p = 0,006; Tabla A5.1). En el caso del indice de variabilidad de polen
recolectado, se registraron diferencias entre muestreos en ambas temporadas, siendo
significativamente menor el indice de variabilidad luego de la aplicacion de agroquimicos (Modelo
normal: Prop. color polen ~ muestreo + (1|colmena); LRT = 7,709; p = 0,007; Tabla A5.1). Sin
embargo, tal como ocurrié para el peso total de polen recolectado, no se observaron diferencias
significativas entre apiarios en ninguna de las temporadas analizadas (Tabla A5.1).
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Figura 5.8. A) indice de variabilidad de polen pre y post aplicacion de agroquimicos en ambos afios (Modelo
binomial: Indice polen ~ muestreo + (1|colmena); LRT = 7,709; p = 0,007). B) Peso de polen recolectado pre y post
administracion, para cada afio (Modelo normal: Peso polen ~ muestreo*afio + (1|colmena); LRT = 7,540; p = 0,006).
Las cajas representan la mediana y el rango intercuartil (RIQ), los bigotes muestran el valor maximo en el RIQ 1.5y
los puntos individuales representan valores por fuera de este rango. El p valor corresponde a diferencias entre
muestreos. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los muestreos del afio 2 (**p < 0,01). Los numeros
entre paréntesis indican el tamafio muestral para cada variable.

Pasando a los ensayos comportamentales in situ, se evalué tanto la sensibilidad gustativa como
la asociacion olor-recompensa a través del condicionamiento olfativo clasico, ambos experimentos
basados en el paradigma de extension de probdéscide explicado en la seccion 1.2. Dado que, para el
estudio de sensibilidad gustativa adaptado para las condiciones del trabajo de campo se obtiene una
proporcion de respuestas para cada concentracién de solucién de sacarosa evaluada (Figura 5.9),
el analisis estadistico en este caso es independiente para cada concentracion y representa una Unica
medida por individuo, por lo cual, no se suma como variable explicativa aleatoria. Las soluciones de
sacarosa para las cuales se observaron diferencias significativas fueron aquellas de menor
concentracion; 0,1 y 0,3% p/p. En ambos casos, la sensibilidad gustativa fue significativamente
menor luego de la aplicacion de agroquimicos, y esto se registrd para las dos temporadas de
muestreos analizadas (Modelo binomial: Respuesta ~ muestreo; LRT = 8,743; p = 0,003 y LRT =
5,131; p = 0,023 respectivamente; Tabla A5.2). Ademas, esta reduccion en la sensibilidad gustativa
posterior a la administracion de pesticidas también se observé en la concentracién mas alta, 50% p/p
(Modelo binomial: Respuesta ~ muestreo; LRT = 6,648; p = 0,009; Tabla A5.2).
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Figura 5.9. Sensibilidad gustativa. Porcentaje de respuesta pre y post administracion de agroquimicos (Modelo
binomial: Respuesta ~ muestreo). Asteriscos indican diferencias significativas entre muestreos para ambos afios (*p
< 0,05; **p < 0,01). Numeros entre paréntesis indican el tamafio muestreal por concentracion y muestreo.

Con respecto a la asociacion olor-recompensa, a través del condicionamiento olfativo, al finalizar
el experimento obtenemos un score de respuesta por individuo, es decir, la sumatoria de eventos (de
0 a 3) en los cuales la abeja encepada responde a la presencia del olor, antes del contacto de la
solucion azucarada en sus antenas. De esta forma, también tenemos un dato por individuo y, por lo
tanto, éste no se suma como variable explicativa aleatoria. Los resultados muestran que la respuesta
condicionada (Modelo Poisson: Respuesta ~ muestreo + lote + afio, Tabla A5.2, Figura 5.10) fue
significativamente menor luego de la aplicacién de agroquimicos (LRT = 20,840; p < 0,001; Tabla
A5.2). A su vez, este efecto fue mayor en el caso de la segunda temporada de muestreos, donde se
aplicé una mezcla de herbicidas, en comparacién con la primera temporada estudiada (LRT = 22,442;
p < 0,001; Tabla A5.2), donde se aplicaron tanto herbicidas como insecticidas. Ademas, se
registraron diferencias significativas entre los apiarios de los distintos lotes (LRT = 13,608; p = 0,0011;
Tabla A5.2), siendo menor la respuesta condicionada en el apiario del lote A con respecto al apiario
del lote B (z.ratio = -3,119; p = 0,005) y al apiario del lote C (z.ratio = -3,276; p = 0,003). Por otro lado,
en la fase de testeo (Modelo Binomial: Respuesta ~ muestreo + afio + lote, Figura 5.10), donde se
analiza el establecimiento de la memoria de las instancias evaluativas previas, también se observé
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una respuesta significativamente menor luego de la aplicacién de agroquimicos (LRT = 13,477; p <
0,001; Tabla A5.2) y en la segunda temporada de muestreos en comparacion con la primera (LRT =
22,231; p < 0,001, Tabla A5.2). A su vez, el apiario del lote A mostro un menor nivel de respuesta
condicionada que el apiario del lote B (z.ratio = -2,906; p = 0,010).
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Figura 5.10. Condicionamiento olfativo. A-B) Score de respuesta en la fase de aprendizaje (de 0 a 3). Modelo
Poisson: Score de respuesta ~ Muestreo + afio + Lote. C-D) Respuesta en la fase de evaluacion (0 y 1). Modelo Binomial:
Respuesta ~ Muestreo + afio + Lote. A-C) Para los apiarios de los diferentes lotes en los muestreos pre y post aplicacion
de pesticidas, B-D) para los apiarios de los diferentes lotes en los afios 1 y 2. Asteriscos indican diferencias significativas
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entre muestreos y afios (***p < 0,001). Diferentes letras indican diferencias significativas entre los apiarios de los distintos
lotes (p < 0,05). NUmeros entre paréntesis indican el tamafio muestral para cada variable.

5.3.2 Abordaje molecular: andlisis de expresion relativa de genes relacionados
con las bases genéticas de la sociabilidad

Con el objetivo de evaluar los cambios en la expresién de genes asociados a la evolucion de la
eusocialidad en abejas, debido a la aplicacién de agroquimicos y los cambios en la disponibilidad de
recursos, se midieron los niveles de expresion relativa de AChE, brahma, enolase, pelle, syxlay
Syx7 en cerebros de abejas recolectoras.

El nivel de expresion relativa del gen pelle fue significativamente menor en el muestreo posterior
a la aplicaciébn de agroquimicos, en ambas temporadas (Modelo gamma: Expresion relativa ~
muestreo + (1|Colmena); LRT = 5,397; p = 0,020; Tabla A5.3). Sin embargo, no se registraron
diferencias entre los apiarios ubicados en los distintos lotes (Figura 5.11). Por otro lado, la expresion
relativa de brahma fue significativamente menor en el muestreo post, solo en el caso del apiario del
lote C y en el afio 1 (Modelo gamma: Expresion relativa ~ muestreo*lote*afio + (1|Colmena); LRT =
6,766; p = 0,034; Tabla A5.3), (Figura 5.12). A su vez, la expresion relativa del gen enolase (Modelo
gamma: Expresion relativa ~ muestreo*afio + lote + (1|Colmena)), varioé segun afio y muestreo (LRT
= 9,271; p = 0,002; Tabla A5.3), siendo significativamente menor en el muestreo posterior a la
aplicacion de pesticidas, en el caso del afio 1 (z.ratio = -3,315; p = 0,005; Tabla A5.3), pero no para
el afo 2 (z.ratio = 0,911; p = 0,799; Tabla A5.3). Adicionalmente, la expresion de este gen fue
significativamente diferente entre apiarios (LRT = 15,376; p < 0,001; Tabla A5.3), siendo menor en
el apiario del lote B con respecto al del lote C (z.ratio = 3,909; p < 0,001; Tabla A5.3). Sin embargo,
el apiario del lote A no difiere de ninguno de los otros dos apiarios (Figura 5.13).
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Figura 5.11. Expresion relativa de pelle en cerebros de abejas recolectoras. A) Pre y post aplicacion de
pesticidas, en ambos afios. Modelo gamma: Expresion relativa ~ muestreo + (1|Colmena); LRT = 5,397; p = 0,020. B)
En los apiarios de los diferentes lotes, en ambos afios (n.s: p > 0,05). Andlisis comparativo de los niveles de expresion
de los genes biomarcadores de exposicién, evaluado mediante gPCR, siguiendo el método
constitutivos GAPDH y Rp49s fueron utilizados como control endégeno y las muestras del primer muestreo, previo a la
aplicacién de pesticidas, fueron tomados como control para comparar cuanto difiere la expresion relativa de los genes
de interés, luego de dicha administracion. Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas

verticales indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5y los puntos marcan los valores fuera de este rango. Los niumeros
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entre paréntesis indican el tamafio muestral para cada variable.
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Figura 5.12. Expresion relativa de brahma en cerebros de abejas recolectoras, pre y post aplicacion de
pesticidas, en el lote C y para cada afio estudiado. Modelo gamma: Expresion relativa ~ muestreo*lote*afio +
(1|Colmena); LRT =6,766; p = 0,034. Andlisis comparativo de los niveles de expresion de los genes biomarcadores
de exposicion, evaluado mediante gPCR, siguiendo el método 2784C | os genes constitutivos GAPDH y Rp49s
fueron utilizados como control endégeno y las muestras del primer muestreo, previo a la aplicacion de pesticidas,
fueron tomados como control para comparar cuanto difiere la expresion relativa de los genes de interés, luego de
dicha administracién. Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el
méximo valor dentro del RIQ 1.5y los puntos marcan los valores fuera de este rango. Asteriscos indican diferencias
significativas entre muestreos del afio 1 (***p<0,001). Los nimeros entre paréntesis indican el tamafio muestral

para cada variable.
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Figura 5.13. Expresion relativa de enolase en cerebros de abejas recolectoras. A) En los apiarios de los diferentes
lotes, en ambos afios. B) Pre y post aplicacién de pesticidas, en ambos afios. Modelo gamma: Expresion relativa ~
muestreo*afio + lote + (1|Colmena); LRT = 9,271; p = 0,002. Andlisis comparativo de los niveles de expresion de los genes

biomarcadores de exposicion, evaluado mediante gPCR, siguiendo el método 2784C | o genes constitutivos GAPDH y

Rp49s fueron utilizados como control enddgeno y las muestras del primer muestreo, previo a la aplicacion de pesticidas,
fueron tomados como control para comparar cuanto difiere la expresion relativa de los genes de interés, luego de dicha
administracion. Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo valor
dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores fuera de este rango. Diferentes letras indican diferencias entre los
apiarios de los diferentes lotes (p<0,001). Asteriscos indican diferencias significativas entre muestreos del afio 1 (**p<0,01).
Los nameros entre paréntesis indican el tamafio muestral para cada variable.

En el caso de la AChE, se observé una tendencia en los perfiles de expresién significativamente
diferente entre afios (Modelo gamma: Expresion relativa ~ muestreo*afio + (1|colmena); LRT = 7,841,
p = 0,005; Tabla A5.3), (Figura 5.14). La tendencia en el afio 1 es a reducir la expresion relativa de
AChE luego de la aplicaciéon de agroquimicos, de hecho, por poco no es significativa esa disminucién
(z ratio = -2,450; p = 0,068; Tabla A5.3). Por el contrario, en la temporada 2 la tendencia es a
aumentar la expresion relativa de AChE luego de la aplicaciéon de herbicidas, aunque ese aumento
no es significativo (z ratio = 1,488; p = 0,445; Tabla A5.3). Por otro lado, no se observan diferencias
significativas entre apiarios para ninguna de las temporadas (Tabla A5.3).
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Figura 5.14. Expresion relativa de AChE en cerebros de abejas recolectoras, pre y post aplicacion de
pesticidas y para cada afio estudiado. Modelo gamma: Expresion relativa ~ muestreo*afio + (1|colmena); LRT =
7,841; p = 0,005. Andlisis comparativo de los niveles de expresion de los genes biomarcadores de exposicion,
evaluado mediante qPCR, siguiendo el método 284C | os genes constitutivos GAPDH y Rp49s fueron utilizados
como control endégeno y las muestras del primer muestreo, previo a la aplicacion de pesticidas, fueron tomados
como control para comparar cuanto difiere la expresion relativa de los genes de interés, luego de dicha
administracion. Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo
valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores fuera de este rango. El p valor corresponde a diferencias
para la interaccion muestreo*afio. Los niUmeros entre paréntesis indican el tamafio muestral para cada variable.

Por dltimo, la expresioén relativa de los genes syxla (Figura 5.15) y syx7 (Figura 5.16) no difirié
significativamente ni entre muestreos ni entre lotes para ninguna de las temporadas (Tabla A5.3).
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Figura 5.15. Expresion relativa de syxla en cerebros de abejas recolectoras. A) Pre y post aplicacion de
pesticidas, en ambos afios. (n.s: p > 0,05). B) En los apiarios de los diferentes lotes, en ambos afios (n.s: p > 0,05).
Analisis comparativo de los niveles de expresion de los genes biomarcadores de exposicion, evaluado mediante gPCR,
siguiendo el método 2MCt ) s genes constitutivos GAPDH y Rp49s fueron utilizados como control enddgeno y las
muestras del primer muestreo, previo a la aplicacion de pesticidas, fueron tomados como control para comparar cuanto
difiere la expresion relativa de los genes de interés, luego de dicha administracion. Las cajas muestran la medianay el
rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores

fuera de este rango. Los numeros entre paréntesis indican el tamafio muestral para cada variable.
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Figura 5.16. Expresion relativa de syx7 en cerebros de abejas recolectoras. A) Pre y post aplicacion de pesticidas,
en ambos afios (n.s: p > 0,05). B) En los apiarios de los diferentes lotes, en ambos afios (n.s: p > 0,05). Andlisis comparativo

de los niveles de expresion de los genes biomarcadores de exposicion, evaluado mediante gPCR, siguiendo el método 2
AACL | g genes constitutivos GAPDH y Rp49s fueron utilizados como control endégeno y las muestras del primer muestreo,

previo a la aplicacion de pesticidas, fueron tomados como control para comparar cuanto difiere la expresién relativa de los
genes de interés, luego de dicha administracion. Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas
verticales indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores fuera de este rango. Los nimeros
entre paréntesis indican el tamafio muestral para cada variable.

5.3.2 Abordaje ecotoxicoldgico: Andlisis de pesticidas en muestras de polen y
abejas recolectoras

En cuanto al andlisis de pesticidas, se evalud la presencia de trazas en abejas capturadas en
piqueray en el polen colectado en trampas. Se realizé un analisis independiente para cada afio, dado
gue no se administraron los mismos pesticidas en cada una de las temporadas. Adicionalmente, se
comparo la presencia de GLI en ambas temporadas, debido a que fue el inico compuesto comin a
la aplicacion de ambos afios.

En el caso del afio 1, donde se aplicé un herbicida con GLI como principal compuesto activo, mas
un insecticida con una mezcla de LC y CLOR y otro con MF, se registro la presencia de GLI tanto en
muestras colectadas en el muestreo pre-aplicacién de agroquimicos, como en el muestreo post
(Tabla 5.3; Figura 5.17). La concentracién de este compuesto fue mayor en las muestras de polen
del muestreo posterior a la aplicacion del herbicida, pero esta diferencia no fue significativa (Prueba
de Wilcoxon; V = 14; p = 0,359; Tabla A5.4). Por otro lado, se registr6 una concentracién mayor a la
permitida por la Unién Europea (50 ng/g), en dos de las muestras colectadas en el muestreo post,
ambas en el apiario del lote B (Tabla A5.4). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre apiarios (Prueba de Friedman; x2 = 1,333; p = 0,513; Tabla A5.4). Adicionalmente, se midi6 la
presencia de AMPA, principal metabolito de la degradacion del GLI. Sin embargo, no fue detectable
su presencia en ninguna de las muestras de polen analizadas.

131



Concentracion de GLI en polen (ng/g)

Tabla 5.3. Concentracion de GLI encontrada en las muestras de polen del afio 1. En negrita se indica
las concentraciones mayores a los maximos permitidos por la Unién Europea (50ng/g). ND corresponde
a valores por debajo del LD = 20 ng/g y MLC corresponde a valores por debajo del LC = 40 ng/g.

GLI en polen
Colmena Apiario Muestreo Concentracion encontrada
1 Lote A Pre ND
2 Lote A Pre ND
3 Lote A Pre 40
1 Lote A Post MLC
2 Lote A Post MLC
3 Lote A Post MLC
4 Lote B Pre ND
5 Lote B Pre ND
6 Lote B Pre 40
4 Lote B Post 162,859
5 Lote B Post 121,920
6 Lote B Post MLC
7 Lote C Pre ND
8 Lote C Pre MLC
9 Lote C Pre 40
7 Lote C Post 40
8 Lote C Post ND
9 Lote C Post ND
B
1 ns

150 1504

100+ %100-

501 § 50+

| [&]
L]
0 . 0
Pre Post A B C

Muestreo Apiario

132



Figura 5.17. Concentracion de GLI en polen en el afio 1. A) Pre y post aplicacién de pesticidas (Prueba de
Wilcoxon; V = 14; n.s: p > 0,05; N=9). B) En los apiarios de los diferentes lotes (Prueba de Friedman; x2 = 1,333; n.s: p
> 0,05; N=6). Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (R1Q), las lineas verticales indican el maximo valor

dentro del RIQ 1.5y los puntos marcan los valores fuera de este rango.

Con respecto a la presencia de insecticidas en polen, no fue detectable la presencia de MF Y LC,
mientras que si se encontraron residuos de CLOR (Tabla 5.4). La concentracién de este compuesto
activo fue mayor en las muestras colectadas luego de la administracién de pesticidas (Figura 5.18).
Sin embargo, esta diferencia no llega a ser significativa (Prueba de Wilcoxon; V = 1; p = 0,068; Tabla
A5.4). A su vez, si bien la concentracion de CLOR fue menor en las muestras de polen del apiario
del lote A, esa diferencia tampoco llega a ser significativa (Prueba de Friedman; x2 = 1,273; p =
0,529; Tabla A5.4).

Tabla 5.4. Concentracion de CLOR encontrada en las muestras de polen del afio 1. ND corresponde
a valores por debajo del LD = 2 ng/g.

CLOR en polen
Colmena Apiario Muestreo Concentracion encontrada
1 Lote A Pre ND
2 Lote A Pre ND
3 Lote A Pre ND
1 Lote A Post 11,4
2 Lote A Post ND
3 Lote A Post ND
4 Lote B Pre ND
5 Lote B Pre ND
6 Lote B Pre ND
4 Lote B Post 20,1
5 Lote B Post 19,2
6 Lote B Post ND
7 Lote C Pre 11,4
8 Lote C Pre ND
9 Lote C Pre ND
7 Lote C Post 20,1
8 Lote C Post ND
9 Lote C Post ND
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Figura 5.18. Concentracién de CLOR en polen en el afio 1. A) Pre y post aplicacion de pesticidas (Prueba
de Wilcoxon; V = 1; n.s: p > 0,05; N=9). B) En los apiarios de los diferentes lotes (Prueba de Friedman; x2 =
1,273; n.s: p > 0,05; N=6). Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales
indican el maximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores fuera de este rango.

Para finalizar, se registro la presencia CLOR en las muestras de abejas recolectoras, en ambos
muestreos (Tabla 5.5). Este andlisis es meramente descriptivo, sin relevancia estadistica, dado que
se proces6 un pool de abejas de cada apiario, ya que no pudimos llegar al peso minimo de muestra
necesaria para seguir el protocolo como para hacer un analisis por colmena. Pero evidencian el
contacto de las abejas recolectoras con los pesticidas aplicados. Sin embargo, la presencia de GLI

en estas muestras no fue detectable.

Tabla 5.5. Concentracion de CLOR encontrada en las muestras de cuerpos de abejas recolectoras
del afio 1. En negrita se indica las concentraciones mayores a los maximos permitidos por la Union
Europea (50ng/g). ND corresponde a valores por debajo del LD = 2 ng/g.

CLOR en abejas recolectoras
Colmena Apiario Muestreo Concentracion encontrada
Pool Lote A Pre 6,0
Pool Lote B Pre 11,8
Pool Lote C Pre ND
Pool Lote A Post 62,3
Pool Lote B Post 6,3
Pool Lote C Post ND
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En el caso del afio 2, se aplicaron diferentes herbicidas, segun el cultivo presente en cada lote,
entre un muestreo y otro. Solo el GLI fue detectable, el cual se aplicd en los lotes con presencia de
soja GM y maiz (ver mapas de la Figura 5.2). En esta temporada no se administraron insecticidas
durante el periodo estudiado.

Se registré la presencia de GLI en las muestras obtenidas en ambas campafias, tanto pre como
post aplicaciéon de herbicidas (Tabla 5.7). Sin embargo, no se evidenciaron diferencias significativas
entre muestreos (Figura 5.19; Prueba de Wilcoxon; V = 27; p = 0,594; Tabla A5.5). A su vez, la
concentracion de GLI difirié entre apiarios (Prueba de Friedman; x2 = 7; p = 0,030; Tabla A5.5),
siendo significativamente mayor n el polen colectado en las colonias de los apiarios ubicados en los
lotes B y C, en comparacion al apiario del lote A (Prueba de Conover; p = 0,003 y p = 0,024;
respectivamente Tabla A5.5), (Figura 5.19). Por otro lado, no fue detectable la presencia de AMPA

en ninguna de las muestras de polen analizadas.

Tabla 5.6. Concentracion de GLI encontrada en las muestras de polen del afio 2. En negrita se indica
las concentraciones mayores a los maximos permitidos por la Unién Europea (50ng/g). ND corresponde
a valores por debajo del LD = 20 ng/g y MLC corresponde a valores por debajo del LC = 40 ng/g.

GLI en polen
Colmena Apiario Muestreo Concentracion encontrada

1 Lote A Pre 40,331
2 Lote A Pre MLC
3 Lote A Pre ND

1 Lote A Post MLC
2 Lote A Post MLC
3 Lote A Post MLC
4 Lote B Pre 68,198
5 Lote B Pre 47,3
6 Lote B Pre 40,8
4 Lote B Post 40

5 Lote B Post 40

6 Lote B Post MLC
7 Lote C Pre 46,378
8 Lote C Pre 46,611
9 Lote C Pre MLC
7 Lote C Post 56,91
8 Lote C Post ND
9 Lote C Post 50,921
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Figura5.19. Concentracion de GLI en polen en el afio 2. A) Pre y post aplicacion de pesticidas (Prueba de
Wilcoxon; V = 27; p = 0,594; N = 9). B) En los apiarios de los diferentes lotes (Prueba de Friedman; x2 =7; p
= 0,030; N = 6). Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el
méximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores fuera de este rango. Diferentes letras indican
diferencias significativas entre los apiarios de los distintos lotes (p < 0,05), ns: p > 0,05.

Para finalizar, no fue detectable la presencia de GLI en ninguna de las muestras de abejas
recolectoras. En relacion al andlisis conjunto de la presencia de GLI en polen, si bien la concentracion
fue mayor en el afio 2, esta diferencia no llegé a ser significativa (Prueba de Wilcoxon; V = 74; p =
0,616; Figura 5.21).
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Figura 5.21. Concentracién de GLI en polen en los dos afios estudiados. Prueba de Wilcoxon, N = 18; V
=74; p = 0,616). Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil (RIQ), las lineas verticales indican el
méaximo valor dentro del RIQ 1.5 y los puntos marcan los valores fuera de este rango. Los nimeros entre

paréntesis indican el tamafio muestral para cada variable, n.s: p > 0,05.

5.3.4 Abordaje multivariado: Andlisis de correlaciones y Analisis de

Componentes Principales (ACP)

El abordaje multivariado se realiz6, por un lado, teniendo en cuenta el conjunto de los resultados
de las temporadas 2020 y 2021 vy, por el otro, los resultados individuales de cada afio. En el primer
caso, se evalué la correlacion entre variables de actividad en piquera con respecto a las variables de
expresion génica en el muestreo posterior a la aplicacion de pesticidas. A su vez, también se estudio
la correlacién entre los residuos de GLI en polen y los perfiles de expresién génica, dado que este
herbicida se aplic6 en ambos afios. Adicionalmente, se realizé un ACP con la finalidad de entender
los perfiles de expresion relativa teniendo en cuenta la totalidad de los genes y las trazas encontradas
en polen en el muestreo posterior a la aplicacién de pesticidas. En el segundo caso, se estudio la
correlacion entre los residuos de agroquimicos en matrices apicolas y los perfiles de expresion génica
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para cada temporada individual, dado que en cada afio fue diferente la administracion de pesticidas.
Para cada temporada se sumé, también, un ACP individual.

Teniendo en cuenta los resultados globales de ambas temporadas, el analisis de correlacion entre
variables, utilizando el coeficiente de Spearman para datos cuyos residuos no siguen una distribucién
normal, revelé una correlacion positiva y significativa entre las variables de recoleccion de recursos
florales y la expresién relativa de varios genes relacionados a la sociabilidad en abejas (Tabla 5.9).
La tasa de recoleccion total en piquera mostré una correlacion significativa con la expresion relativa
de los genes AChE (Rho = 0,639; p <0,001), brahma (Rho = 0,639; p = 0,009), enolase (Rho = 0,490;
p = 0,015) y pelle (Rho = 0,762; p < 0,001). A su vez, la expresion relativa de brahma y pelle
correlaciono positiva y significativamente con la tasa de recoleccion de polen (Rho =0,448; p = 0,028
y Rho = 0,670; p < 0,001; respectivamente). Sin embargo, no se observaron correlaciones
significativas entre los residuos de GLI en polen y la expresion relativa de estos genes (Tabla A5.6).

Tabla 5.9. Correlacion entre las variables de recoleccién en piquera y la expresion relativa de los genes
estudiados, luego de la aplicacién de pesticidas en ambos afios. Valores Rho, Sy p obtenidos a través de la prueba
de correlacion de Spearman.

Variables correlacionadas Rho S p valor
Tasa de ingresos totales - AChE 0,639 830,68 0,001
Tasa de ingresos totales - brahma 0,516 1112,7 0,009
Tasa de ingresos totales - enolase 0,490 11725 0,015
Tasa de ingresos totales - pelle 0,762 546,62 0,001
Tasa de ingresos totales - syxla 0,102 2064,9 0,635
Tasa de ingresos totales - syx7 0,367 1456,8 0,078
Tasa de ingresos con polen - AChE 0,371 1445.,8 0,074
Tasa de ingresos con polen - brahma 0,448 1269,8 0,028
Tasa de ingresos con polen - enolase 0,434 1302,6 0,034
Tasa de ingresos con polen - pelle 0,670 759,67 0,001
Tasa de ingresos con polen - syxla 0,201 1836,9 0,345
Tasa de ingresos con polen - syx7 0,420 1333,8 0,041

Pasando al ACP global, teniendo en cuenta ambas temporadas estudiadas y en el muestreo
posterior a la administracion de pesticidas, encontramos que los primeros tres componentes
principales explican el 66,4% de la proporcién de variabilidad acumulada (Tabla A5.7). La expresién
relativa de los genes pelle, brahma y AChE son los que mejor explican el primer componente principal
(CP1), mientras que la expresion relativa de syx7 y la concentracion de GLI en polen son las variables
gue mejor explica el segundo componente principal (CP2). A su vez, enolase y syxla son los genes
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gue mejor explica el tercer componente principal (CP3), (Tabla A5.8). La dimensién limitada por los
CP1 y CP2 discrimina las observaciones individuales del apiario del lote B (triAngulos) de ambos
afios, quedando concentradas en el sector negativo de ambos componentes. Estos dos componentes
principales absorben el 33,37% y el 17,50% de la variabilidad, respectivamente (Figura 5.22). De
esta manera, la discriminacién de las colonias del lote B con respecto a las de los lotes A (circulos)
y C (cuadrados), queda explicada por una mayor concentracion de GLI en polen y una menor
expresion de los genes pelle, brahma y AChE.
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Figura 5.22. Analisis de componentes principales (ACP) del perfil de expresion génica en cerebros de abejas
recolectoras y la presencia de GLI en polen, en el muestreo posterior a la aplicacidon de agroquimicos, para ambos
afios. Mapa de observaciones individuales de las colonias estudiadas. Las variables estan expresadas en los Comp. 1y 2
(ver Tabla A5.8). El mapa de observaciones individuales muestra la diferenciacion del apiario del lote B (triangulos) con
respecto a los apiarios de los lotes A (circulos) y C (cuadrados). Los CP1 y CP2 explican el 33,37% y el 17,5% de la
variabilidad, respectivamente. Las figuras en color amarillo corresponden al afio 1y las figuras de color violeta corresponden
al afio 2.
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Analizando las temporadas de manera individual, no se registraron correlaciones significativas
entre los residuos de pesticidas en polen y la expresion relativa de los genes estudiados, para
ninguna de las temporadas (Tabla A5.9 y Tabla A5.10). Por otro lado, el ACP del afio 1 explica el
99,02% de la proporcién de variabilidad acumulada (Tabla A5.11). La concentracion de residuos de
agroquimicos en polen son las variables que mas peso tienen sobre el CP1 (GLI) y el CP2 (CLOR),
mientras que la expresion relativa de syx7 es la variable que mejor explica el CP3 (Tabla A5.12). En
este caso, no se observa una discriminacion clara ni entre lotes ni entre momentos, para la dimension
limitada por los CP1 y CP2. Estos dos componentes principales absorben el 95,01% y el 2,4% de la

variabilidad, respectivamente (Figura 5.23).
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Figura 5.23. Analisis de componentes principales (ACP) del perfil de expresidon génica en cerebros de abejas
recolectoras y la presencia de pesticidas en polen, en el afio 1. Mapa de observaciones individuales de las colonias
estudiadas. Las variables estan expresadas en los Comp. 1y 2 (ver Tabla A5.12). El mapa de observaciones individuales
no muestra una diferenciacion clara ni entre lotes (formas geométricas) ni entre momentos (colores). Los CP1 y CP2

explican el 95,01% y el 2,4% de la variabilidad, respectivamente.
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En el caso del afio 2, encontramos que los primeros tres componentes principales explican el
82,8% de la proporcion de variabilidad acumulada (Tabla A5.13). La expresion relativa de los genes
pelle, enolase y AChE son los que mejor explican el primer componente principal (CP1), mientras
gue la expresion relativa de syxla y la concentracion de GLI en polen son las variables que mejor
explica el segundo componente principal (CP2). A su vez, brahma es el gen que mejor explica el
tercer componente principal (CP3), (Tabla A5.14). La dimensién limitada por los CP1 y CP2
discrimina nuevamente las observaciones individuales del apiario del lote B (triangulos), quedando
concentradas en el lado positivo del CP1. Estos dos componentes principales absorben el 47,80% y
el 19,40% de la variabilidad, respectivamente (Figura 5.24). De esta manera, la discriminacion de las
colonias del lote B con respecto a las de los lotes A (circulos) y C (cuadrados), queda explicada por
una menor expresion de los genes pelle, enolase y AChE.

...4 _2 0 2
| | | |
< \ [ |
3 ANO 2 GLI polen
S
E S | syx1a
™N
-g —_— N
= ® Syx7
N
e enolase
pelle
Q ] -
9 © S
= AChE
(@]
O
g — brahama
! B
° - o
(o]
o <t
! |
I | | | | I
-0.6 -04 -0.2 0.0 0.2 0.4
Comp.1 Dim 1 (47.80%)

141



Figura 5.24. Analisis de componentes principales (ACP) del perfil de expresidon génica en cerebros de abejas
recolectoras y lapresenciade GLI en polen, en el afio 2. Mapa de observaciones individuales de las colonias estudiadas.
Las variables estan expresadas en los Comp. 1y 2 (ver Tabla A5.14). El mapa de observaciones individuales muestra la
diferenciacion del apiario del lote B (triangulos) con respecto a los apiarios de los lotes A (circulos) y C (cuadrados). Los
CP1y CP2 explican el 47,80% y el 19,4% de la variabilidad, respectivamente. Las figuras en color verde corresponden al
muestre pre y las figuras de color azul corresponden al muestreo posterior a la aplicacion de pesticidas.

5.4 Discusion

Los resultados obtenidos muestran que, efectivamente, residuos de los pesticidas administrados
en los cultivos aledafios a los diferentes apiarios estan ingresando a las colonias a través del polen
recolectado y en el cuerpo de las abejas recolectoras. Adicionalmente, se registré una disminucion
en las capacidades cognitivas de las abejas recolectoras luego de la aplicacién de pesticidas, en
todos los apiarios y en ambos afos, tanto de la sensibilidad gustativa como de la asociacion olor-
recompensa. Asimismo, esta reduccién es mayor en el caso de las colonias ubicadas en el lote A,
donde se observa la menor proporcion de flora silvestre dentro del area de forrajeo establecida. Por
otro lado, la actividad recolectora también fue menor en dichas colonias. A su vez, se observo una
disminucion en la expresion relativa de varios de los genes estudiados, relacionados a procesos
metabolicos y neuronales que conforman las bases genéticas de la sociabilidad en abejas, luego de
la exposicion a pesticidas. Ademas, los perfiles de expresion en el muestreo posterior a la aplicaciéon
de agroquimicos y en ambos afios, correlacionaron positivamente con las variables de actividad
recolectora. Sin embargo, estos perfiles de expresidn no correlacionaron con las concentraciones de
pesticidas encontradas en el polen colectado en trampas. En el caso del andlisis de componentes
principales global, para ambos afios, observamos una discriminacion de las observaciones
individuales del apiario del lote B, dado por una menor expresién génica relativa y una mayor
concentracion de GLI en polen, en el muestreo posterior a la administracién de agroquimicos.

Se encontraron residuos de herbicidas en polen en ambos afios, tanto en el muestreo pre como
en el muestreo posterior a la administracion de los mismos. Se registraron trazas de GLI en altas
concentraciones, mayores a las admitidas por la Unién Europea. Sin embargo, estas concentraciones
no fueron significativamente diferentes entre muestreos, en ninguno de los afios estudiados. La
concentracion de GLI en polen también fue alta en los muestreos pre aplicacién. Este herbicida es
frecuentemente utilizado en las aplicaciones de pre emergencia o de barbecho quimico. Su presencia
en el polen del muestreo previo a la aplicacion de post-emergencia, donde solo estaba disponible la
floracion silvestre, sugeriria una deriva hacia la flora no cultivo circundante. De esta forma, habria
llegado al polen de estas plantas que si estaban en floracion cuando los cultivos alin no habian
germinado o se presentaban en estado vegetativo. El GLI es bastante persistente en el ambiente,
habiendo evidencias de que puede permanecer en agua y suelos por mas de un mes (Bento et al.,
2016). El polen que ingresa en la colmena es consumido por las larvas de la casta obrera en forma
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de pan de abeja (Herbert, 1992; Zhu et al., 2017) y por las abejas nodrizas, quienes requieren
grandes cantidades de proteina para el desarrollo de sus glandulas mandibulares e hipofaringeas,
asi como también, para producir el alimento de las larvas (Rortais et al., 2005). De esta forma, el
polen contaminado llega tanto a las abejas jovenes que desempefian tareas de cuidado de la cria en
el interior de la colmena, como a las larvas que éstas alimentan. También se encontraron trazas de
CLOR en los cuerpos de abejas recolectoras, de manera que hay, efectivamente, una exposicion por
contacto a estos pesticidas por parte de este grupo de obreras. Asi, se evidencia que dicha exposicién
se produce en todos los estadios de desarrollo de la abeja melifera, ya sea por contacto o por ingesta.

Como se menciond en secciones anteriores de la tesis, el aprendizaje asociativo se produce
cuando una abeja vincula una conexion Unica y especifica entre un estimulo neutro, como un
determinado olor floral, y una recompensa, como el néctar, y refuerza esta asociacion a lo largo de
diferentes eventos de busqueda de alimento (Galizia et al., 2012; Menzel, 2012; Sandoz y Giurfa,
2012). Esta capacidad de asociar un olor floral a la recompensa de azlcar, por parte de las abejas
recolectoras, se vio afectada luego de la aplicacion de pesticidas, en los dos afios estudiados. A su
vez, las abejas evaluadas tras la administracién de pesticidas mostraron un proceso de extincion
mas rapido de estas asociaciones, lo que implica una disminucién de la retencion de la memoria a
corto plazo. El aprendizaje y la memoria son esenciales para las abejas (von Frisch, 1967). Solo el
comportamiento de busqueda de alimento depende en gran medida de estos procesos. Identificar
una fuente de alimento y volver a ella tras sucesivos vuelos de ida y vuelta a la colmena depende de
la asociacién de un recurso, como el néctar o el polen, a ciertas sefiales florales como el olor, el color,
la calidad o la productividad (Chittka y Thomson, 1999). En este sentido, los resultados muestran una
reduccion en la sensibilidad gustativa por parte de las abejas recolectoras, afectando la capacidad
de detectar las concentraciones mas bajas de azucar en el néctar, por un lado, y la concentracion
mas alta, por el otro. ldentificar los recursos florales mas beneficiosos y recordar la asociacién entre
las claves florales y la recompensa en néctar o polen, permite a las abejas meliferas volver a
alimentarse de un recurso, aunque se encuentre en diferentes parches florales o0 a lo largo de
diferentes eventos de floracion (Farina et al., 2019). De este modo, dicho deterioro de las
capacidades cognitivas podria afectar la eficiencia de forrajeo y la coordinacion en la colmena de las
actividades colectivas. En estudios previos, en condiciones controladas de laboratorio, el GLI afect6
negativamente los procesos de aprendizaje asociativo de las abejas pecoreadoras y las capacidades
cognitivas y sensoriales de las abejas jovenes que desarrollan tareas en el interior de la colmena
(Herbert et al., 2014; Balbuena et al., 2015; Mengoni Gofialons y Farina, 2018). Ademas, la
exposicion a corto plazo a LC en abejas obreras afectd al rendimiento del aprendizaje y la memoria
y redujo la capacidad de orientarse en los vuelos de retorno a la colmena (Liao et al., 2018).
Asimismo, la exposicion a LC afect6 la reproduccién y al comportamiento de busqueda de alimento
de Bombus terrestris (Ceuppens et al., 2015). Estos resultados fueron méas pronunciados en el apiario
del lote A, en comparacion a los de los lotes B y C. Este lote es el que contaba con menor proporcion
de flora silvestre en su entorno. Como ya se ha establecido en las situaciones de campo anteriores,
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los habitats naturales o semi-naturales podrian actuar como estabilizadores al proporcionar areas de
forrajeo menos disturbadas para las abejas, lo que podria ayudar a mantener la biodiversidad general
al amortiguar la variacién temporal de los recursos (Ricketts et al., 2008).

En relacion a la actividad recolectora, no se registraron diferencias significativas entre muestreos,
excepto en el caso de la tasa de recoleccidn total en el segundo afio estudiado, la cual fue mayor en
el muestro posterior a la aplicacion de pesticidas. La misma tendencia se observé en el caso del peso
total de polen colectado en trampas. Esto puede deberse a la presencia de un cultivo de girasol en
el entorno durante ese afo, que no estuvo presente en el afio 1 y cuyas flores estuvieron disponibles
solo en el segundo muestreo de esa temporada. El néctar de girasol es muy atractivo para las abejas
meliferas, siendo sus flores muy visitadas por ellas (Rortairs et al., 2005). Por otro lado, tanto la
recoleccién total como la recoleccion de polen fue significativamente menor en el apiario ubicado en
lote B, en ambos afios. A su vez, el indice de variabilidad de polen fue significativamente menor
después de la aplicacién de pesticidas. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre los apiarios de los diferentes lotes para esta variable. Esto podria indicar que, aunque no hubo
una disminucién de la cantidad de polen recolectado, si hubo una reduccién de la variabilidad de las
fuentes florales tras la administracién de herbicidas, independientemente del entorno de las colonias.
De esta forma, se podria potenciar la actividad de los polinizadores, al proporcionar recursos florales
apropiados y diversos en el entorno de las colmenas, que abarquen diferentes temporalidades de
floracion, durante la temporada de mayor actividad de las colonias (Klein et al., 2007).

Con respecto a la expresion relativa de los genes relacionados a las bases genéticas de la
sociabilidad en abejas, el andlisis estadistico reveld una disminucién significativa en los niveles de
expresion de pelle en los cerebros de abejas recolectoras, luego de la aplicacién de pesticidas, en
los dos afios estudiados. Ademas, el perfil de expresion fue menor en las colonias ubicadas en el
lote B, comparadas con aquellas de los lotes Ay C. A su vez, la expresion relativa de AChE, brahma
y enolase fue significativamente menor luego de la aplicacion de agroquimicos, solo en el afio 1. Esto
podria indicar que los efectos subletales sobre el perfil de expresion de los cerebros de abejas
recolectoras fueron mas pronunciados cuando se aplicaron tanto herbicidas como insecticidas. La
AChE, esta presente en el cerebro, y se ha demostrado que su alteracion afecta directamente al
aprendizaje y la memoria olfativos (Kreissl y Bicker, 1989; Gauthier et al., 1992), tal como se vio que
ocurrié en los resultados de los ensayos comportamentales que se realizaron in situ. A su vez, su
actividad se vio afectada por la exposicion a ATZ, GLI y diferentes clases de insecticidas (Boily et al.,
2013; Verena y Fent, 2017; Fellows et al., 2022). Por otro lado, un creciente nimero de trabajos ha
identificado genes sometidos a seleccion en linajes sociales de abejas (Woodard et al., 2011; Harpur
et al., 2014; Kapheim et al, 2015). Adicionalmente, Jones y colaboradores (2018), encontraron un
solapamiento significativo en los tipos de vias metabdlicas y la funcion de los genes asociados con
la evolucion convergente de las castas, sugiriendo que los fenotipos de comportamiento social,
convergentes entre linajes, son el producto de la evolucion de los mismos mecanismos moleculares

a nivel de vias metabdlicas y redes génicas (Jones et al., 2018). En este sentido, se encontrd que

144



genes asociados con vias metabdlicas como la glucélisis, mostraron una seleccion positiva en
multiples linajes sociales de abejas (Woodard et al., 2011). Dentro de los genes involucrados en la
evolucion acelerada de los linajes altamente eusociales, estan pelle y enolase (Woodard et al., 2011).
Por un lado, pelle es una proteina serina/treolina quinasa, asociada a la respuesta inmune, siendo
parte de las vias de sefalizacién Toll (Brutscher et al., 2015). Como se mencioné previamente, la
expresion relativa de pelle mostré una disminucion significativa luego de la aplicacion de pesticidas,
en ambos afnos. El perfil de expresion de este gen también correlacioné positiva y significativamente
con las tasas de recoleccion total y de polen y fue una de las variables que mejor explico el
agrupamiento de las observaciones individuales del lote B en el ACP global. Por otro lado, enolase
es una enzima de las vias metabdlicas de la glucdlisis y la gluconeogénesis, ambas vias vitales para
la funcién celular (Pancholi, 2001). Su expresién relativa también correlaciond positivamente con la
tasa de recoleccion total y fue significativamente menor luego de la aplicaciéon de herbicidas en el
afio 2. A su vez, el ACP individual para dicha temporada, mostré una discriminacion de las
observaciones individuales del lote B, y este agrupamiento fue, en parte, explicado por el perfil de
expresion de enolase y AChE. Los perfiles de expresién de AChE y brahma también exhibieron una
correlacion positiva y significativa con la tasa de recoleccién total y brahma, a su vez, correlaciono
positivamente con la recoleccibn de polen. Sin embargo, no se encontraron correlaciones
significativas entre los perfiles de expresion de los genes estudiados y las concentraciones de
pesticidas encontradas en el polen colectado en trampas. Tal como se vio en los resultados de la
seccion 3 de esta tesis, correpondiente a la temporada de verano 2016-2017, donde se estudiaron
los niveles de expresion de genes relacionados a la detoxificacion de xenobibticos en abejas jovenes
gue desarrollan tareas en el interior de la colmena, parece haber una compleja relacién entre los
recursos recolectados por la colonia y las vias de expresion génica relativa de las abejas obreras,
mediada por el potencial aporte nutricional de los recursos que ingresan a la colmena. De hecho, la
nutricion desempefia un rol importante en la division del trabajo asociado a la edad de las abejas
(Winston, 1987). La regulacion de la division del trabajo de las abejas meliferas es un rasgo
altamente derivado que implica vias metabdlicas o de detecciébn de nutrientes ampliamente
conservadas, ademas de genes relacionados con la alimentacion y la nutricibn previamente
implicados (Ament et al., 2008).

En conjunto, estos resultados sugieren una intrincada relacién entre las trazas de pesticidas en
los recursos alimentarios, las capacidades cognitivas, el estado nutricional y la expresién génica
relativa en los cerebros de las abejas recolectoras. La exposicion a la intensificacién agricola, tanto
por la presencia de trazas de pesticidas en matrices apicolas, como por la disminucién en la cantidad,
variabilidad y calidad de recursos nutricios para las colonias, llevan a una disminucion en las
capacidades cognitivas de las abejas recolectoras, asi como también de los perfiles de expresion de
genes relacionados a diferentes vias metabdlicas y neuronales que se asocian a las bases genéticas
de la sociabilidad en abejas; genes que, a su vez, estan altamente conservados en el reino animal
(Rittschof et al., 2014; Shpigler et al., 2017b).
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Discusion general

A pesar de la creciente dependencia agricola de los polinizadores, la cantidad global de colmenas
de abejas meliferas no cubre las demandas actuales de polinizacién que requieren los cultivos (Aizen
y Harder 2009, Aizen et al. 2019). Aspectos como la fragmentacién del habitat de los polinizadores
(Winfree et al. 2015), la extensién de las fronteras agricolas y la intensificacion de practicas
agroindustriales, que implican el uso creciente de agroquimicos (Benbrook, 2016; Meehan et al.
2011), serian algunos de los factores que contribuyen a esta problematica. A lo largo de esta tesis
se estudiaron diferentes parametros comportamentales, fisioldgicos y moleculares, en colonias de
abejas meliferas expuestas a la intensificacion agricola y ubicadas en diferentes entornos, en relacion
al tipo de cultivo y la proporcion de flora silvestre presente en sus cercanias. Estos estudios se
llevaron a cabo bajo diferentes situaciones reales de campo, en relacién a los cultivos sembrados,
los agroquimicos administrados y el modo de aplicacion de los mismos.

En primer lugar, se evaluaron los perfiles de expresion de genes asociados a la detoxificacion de
xenobioticos en larvas e intestinos de abejas jovenes que realizan tareas en el interior de la colmena,
expuestas a la aplicacion terrestre de herbicidas de post-emergencia y la consecuente reduccion en
la diversidad floral de su entorno. Los resultados evidencian diferentes grados de susceptibilidad y/o
exposicion entre larvas y abejas adultas, siendo las primeras, mas vulnerables a cambios en los
perfiles de expresién de estos biomarcadores de exposicidén a pesticidas, luego de la aplicacion de
herbicidas. Esto se observé en todas las colonias, independientemente del entorno. Estas diferencias
en los perfiles de expresion de genes detoxificantes de larvas y abejas adultas, ante la exposicion a
herbicidas tales como el GLI, se condice con lo registrado en estudios previos, bajo condiciones
controladas de laboratorio (Tomé et al., 2020). Estos autores observaron las mismas tendencias que
las registradas en esta tesis, donde las abejas adultas tienden a sobre-expresar estos genes luego
de la exposicién, mientras que las larvas tienden a sub-expresarlos luego de estar expuestas al
herbicida GLI. Por otro lado, en el caso de las abejas jovenes, los efectos sobre los perfiles de
expresion varian en funcién del entorno de los apiarios y, a su vez, correlacionan significativamente
con la recoleccion de polen. Esto indicaria que la recoleccion de este recurso podria influir sobre los
perfiles de expresion de estos genes relacionados a la detoxificacién de xenobidticos, paliando los
efectos negativos de los pesticidas (Schmehl et al., 2014). En este sentido, hay una relacion
consistente entre la ingesta de polen y los niveles de transcripcién de los citocromos P450 en abejas
(Alaux et al., 2011; Corby-Harris et al., 2014; Schmehl et al., 2014). Adicionalmente, el polen de los
principales cultivos de verano no provee los requerimientos basicos de la nutricion de las abejas
(Somerville, 2001). De esta forma, las abejas meliferas dependen de la adecuada disponibilidad y
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recoleccién 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 crias 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, nutricién, presencia de enfermedades y el estado
del sistema inmunitario de la colonia (Smart et al., 2016). Por lo tanto, la fuerte reduccién de la
biodiversidad vegetal en sus entornos y de la disponibilidad temporal de los recursos florales, puede
poner en peligro la supervivencia de los insectos polinizadores utilizados comercialmente, y asi
afectar a los servicios de polinizacién que proporcionan (Potts et al., 2010). Esta demanda nutricional
podria ser complementada mediante el establecimiento y proteccion de zonas no cultivadas, con
presencia de flora silvestre.

En segundo lugar, se evaluaron los perfiles de expresion de genes asociados a la detoxificacion
de xenobidticos en larvas. En este caso, la exposicion de las colmenas fue debido a la administracion
terrestre de herbicidas, seguida de una aplicacion aérea de una mezcla de fungicida e insecticida. A
su vez, se analiz la presencia de residuos de metabolitos de agroguimicos en muestras de cera y
miel de las mismas colonias donde se extrajeron las larvas. Los resultados mostraron una tendencia
opuesta en los perfiles de expresion de los biomarcadores moleculares de exposicion en larvas, en
comparacion con la temporada anterior donde solo se aplicaron herbicidas. De esta manera, la
exposicion a la mezcla de pesticidas (insecticidas y fungicidas) provoco una sobreexpresion de estos
genes en larvas. En efecto, se ha reportado un efecto sinérgico entre el insecticida CLOR vy los
fungicidas triazoles, tales como el DIFENO, en bioensayos de toxicidad de contacto aguda,
induciendo la actividad de los P450 (Hass et al., 2022). De esta forma, las acciones antagoénicas de
esta mezcla de pesticidas pueden ser explicadas por la induccién de las enzimas de detoxificacion,
lo cual resulta en un aumento del metabolismo de estos compuestos y una disminucion en la toxicidad
(Johnson et al., 2013). Esto sugeriria que una exposicion prolongada a dosis subletales de mezclas
de insecticidas y fungicidas de esta familia, podria provocar la induccién de genes que codifican a
los citocromos P450, los cuales actian como genes biomarcadores de la respuesta a la exposiciéon
(Grozinger y Zayed, 2020; Pal et al., 2022). Por otro lado, al igual que en la temporada anterior, los
perfiles de expresiéon en larvas no correlacionaron con las variables de recoleccién de recursos. Por
lo tanto, la entrada de recursos y el consecuente estado nutricional de las obreras de interior de
colmena, pareceria paliar el efecto de los pesticidas, lo que no ocurriria en el caso de las larvas. A
su vez, ademas de lo observado en la temporada anterior con relaciéon a los herbicidas, se ha
reportado que los insecticidas, en sus diferentes variedades, también son mas téxicos para las larvas
gue para las abejas adultas (Atkin y Kellum, 1986; Davis, 1989; Tasei, 2001; Rortais et al., 2005;
Heylen et al., 2011), siendo entonces factible que este impacto en la etapa larval pueda
potencialmente conducir a un debilitamiento de la estructura poblacional de la colonia (Zhu et al.,
2014). Adicionalmente, el analisis de pesticidas revel6 que, efectivamente, los agroquimicos
aplicados estan ingresando a la colmena y acumulandose en sus productos derivados. Incluso, en el
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caso de GLI, ATZ y CLOR, las muestras registraron concentraciones mayores a las maximas
permitidas por la Unién Europea en miel (50ng/g). Ademas, se registraron correlaciones significativas
entre la concentracion de pesticidas encontradas en las muestras de cera y miel y los niveles de
expresion relativa en larvas. Particularmente, la presencia del insecticida CLOR en miel y cera 'y la
del herbicida ATZ en ceras. Los residuos de plaguicidas en la cera representan una via de exposicion
por contacto directo para las larvas de abeja meliferas, que pasan semanas desarrollandose en
celdas de cria (Rondeau y Raine, 2022). No solo por un contacto directo entre las larvas y la cera
de las celdas, sino porque también, los pesticidas pueden migrar desde la cera a la dieta de las larvas
e ingresar a su organismo a través de la ingesta (Kast y Kilchenman, 2022). Adicionalmente, la cera
de abejas tiene una baja tasa de reposicion y puede permanecer en la colmena durante muchos
afios, lo que conlleva una mayor acumulacion de pesticidas liposolubles persistentes a lo largo del
tiempo (Rondeau y Raine, 2022). La supervivencia de las colonias de abejas meliferas depende del
correcto desarrollo larvario, y los niveles de exposicién de las crias a residuos quimicos que pueden
causar dafos irreversibles a nivel celular, fisiolégico y morfolégico, pueden poner en peligro el
desarrollo de la abeja adulta (Morales et al., 2020).

En tercer lugar, durante dos temporadas de verano, se evaluaron las capacidades cognitivas de
las abejas recolectoras, luego de la exposicién a la aplicacion terrestre de herbicidas, por un lado, y
de herbicidas mas insecticidas por el otro. Se evaluaron, ademas, los perfiles de expresion de genes
asociados a las bases genéticas de la sociabilidad en abejas, asi como también, la presencia de
pesticidas en abejas recolectoras y en muestras de polen recolectadas en trampas colocadas en la
entrada de las colonias estudiadas. El andlisis de pesticidas revel6 que los pesticidas aplicados estan
presentes en las colonias. En este caso, ingresando en el polen que las abejas recolectaron en las
flores disponibles en sus entornos. A su vez, se encontraron trazas del insecticida CLOR en cuerpos
de abejas recolectoras, quienes entrarian en contacto directo con estos pesticidas. Se registro la
presencia de GLI en polen en altas concentraciones, mayores a las admitidas por la Unién Europea.
Sin embargo, estas concentraciones no fueron significativamente diferentes entre muestreos, en
ninguno de los afos estudiados. De hecho, esta concentracion fue alta también en los muestreos pre
aplicacion, donde solo estaba disponible la floracion silvestre, aledafia a los cultivos. Esto podria
sugerir que el GLI se pudo haber rociado también en las aplicaciones previas, de pre-emergencia o
de barbecho quimico, y haber derivado hacia la flora no cultivo circundante. De esta forma, habria
llegado al polen de estas plantas que si estaban en floracién cuando los cultivos aun no habian
germinado o se encontraban en estado vegetativo, siendo que, como ya se mencion6 previamente,
este herbicida es bastante persistente en el ambiente (Bento et al., 2016). El polen que ingresa en la
colmena es consumido tanto por las larvas como por las abejas nodrizas, de manera que el polen
contaminado llega tanto a las abejas jovenes que desempefan tareas de cuidado de la cria en el
interior de la colmena, como a las larvas que éstas alimentan. Con respecto a la expresion relativa
de los genes relacionados a las bases genéticas de la sociabilidad en abejas, el andlisis estadistico

reveld una disminucién significativa en los niveles de expresion de varios de estos genes, siendo
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mas pronunciados estos efectos subletales, cuando se aplicaron conjuntamente tanto herbicidas
como insecticidas. Adicionalmente, estos niveles de expresion correlacionaron significativamente con
la recoleccion de recursos. Nuevamente, al evaluar niveles de expresion de genes de interés en
abejas adultas, observamos una relacion directa con la recoleccion, mediada por el potencial aporte
nutricional de los recursos que ingresan a la colmena. A su vez, en las trampas de polen se observé
una disminucién de la variabilidad de especies florales recolectadas, luego de la aplicacion de los
pesticidas. De hecho, la nutricion desempefia un rol importante en la division del trabajo asociado a
la edad de las abejas (Winston, 1987). La regulacion de la division del trabajo en las abejas meliferas
implica vias metabdlicas o de deteccion de nutrientes ampliamente conservadas, ademas de genes
relacionados con la alimentacién y la nutricion previamente implicados (Ament et al., 2008). Sin
embargo, los perfiles de expresion de estos genes no mostraron ninguna correlacion con las
concentraciones de pesticidas encontradas en el polen. El aprendizaje asociativo se produce cuando
una abeja establece un vinculo especifico entre un estimulo ambiental neutro, como un determinado
olor floral, y una recompensa, como el néctar. Esta capacidad de asociar un olor floral con la
recompensa azucarada, por parte de las abejas recolectoras, se vio afectada luego de la aplicacién
de pesticidas, en los dos afios estudiados. A su vez, las abejas evaluadas tras la administracion de
pesticidas mostraron una menor retencion de la memoria olfativa establecida durante el
condicionamiento. Identificar una fuente de alimento y volver a ella tras sucesivos vuelos de ida y
vuelta a la colmena depende de la asociacién de un recurso, como el néctar o el polen, a ciertas
sefales florales como el olor, el color, la calidad o la productividad (Chittka y Thomson, 1999). En
este sentido, los resultados muestran una reduccién en la sensibilidad gustativa por parte de las
abejas recolectoras, afectando la capacidad de detectar concentraciones bajas de azucar en el
néctar. A su vez, estos resultados fueron mas pronunciados en el apiario del lote A, en comparacién
a los de los lotes B y C. Este lote es el que contaba con una menor proporcion de flora silvestre en
su entorno. Por lo tanto, la presencia de estos parches de vegetacion no cultivo podrian proporcionar
areas de forrajeo menos disturbadas para las abejas. ldentificar los recursos florales mas
beneficiosos y recordar la asociacién entre las claves florales y la recompensa en néctar o polen,
permite a las abejas meliferas volver a alimentarse de un recurso, aunque se encuentre en diferentes
parches florales o a lo largo de diferentes eventos de floracion (Farina et al., 2019). De este modo,
el deterioro de las capacidades cognitivas podria afectar la eficiencia de forrajeo y la coordinacién en
la colmena de las actividades colectivas.

En suma, los resultados de esta tesis confirman y muestran, en diversas situaciones realistas de
campo, que las trazas de agroquimicos ingresan a las colmenas, generando efectos subletales sobre
todas las etapas del desarrollo de los miembros de la colonia. Se observaron cambios en los niveles
de expresion de los biomarcadores de exposicion, relacionados a la detoxificacion de xenobioticos,
tanto en abejas adultas como en larvas, siendo estas Ultimas, mas vulnerables. La recoleccién de
polen y el potencial nutricional del mismo tiene una relacion directa con los perfiles de expresiéon

génica, tanto en abejas jovenes de interior de colmena como en abejas recolectoras. Esto no se
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observa en larvas, donde los perfiles de expresidn génica no tienen relacion directa con las variables
de recoleccion de recursos, pero si 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 expresion de genes relacionados a la actividad neural y sociabilidad en abejas, podria llevar a una
desorganizacién de las actividades colectivas y la estructura social de la colmena. Esto podria llevar
a colonias de abejas meliferas mas débiles y menos pobladas, con una menor longevidad a mediano
plazo, en aquellos apiarios ubicados en entornos més disturbados. De esta forma, la presente tesis
aporta evidencias, por un lado, de que es posible un abordaje comportamental mediante protocolos
estandarizados para evaluar impacto ambiental y estrés en las colonias de abejas meliferas, en una
situacion realista de campo. Pudiendo determinarse, a partir de pardmetros biol6gicos complejos y
sistémicos, como el grado de disturbio en sus entornos afecta a las colmenas. Por otro lado, esta
tesis aporta también evidencias sobre la importancia de salvaguardar entornos de flora silvestre que
aporten diversidad espacial y disponibilidad temporal de recursos florales, para paliar los efectos
subletales que hemos observado, a través de un mejor estado nutricional de las abejas adultas, tanto
las que desempefias tareas dentro de la colmena como las abejas que salen al exterior para
recolectar recursos. Por ultimo, es importante resaltar que los resultados de esta tesis fueron todos
obtenidos en situaciones reales de campo, cuyas implicancias son muy valiosas para determinar el
impacto ambiental efectivo sobre la abeja Apis mellifera, especie centinela de importancia
econdémica.
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Anexo estadistico

Tabla A3.1. Actividad recolectora. Estadisticos de la prueba de Wilcoxon para comparaciones entre muestreos y de

la prueba de Friedman para comparaciones entre lotes (en negrita, p < 0,05).

Recolectoras totales
Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
PRE vs POST Wilcoxon V =289 28-525 <0.001
estimate = 40,898
Entre lotes Friedman X2 =0,143; df =2 0,931
Recolectoras con polen
Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
PRE vs POST Wilcoxon V =253 9-15 <0,001
estimate = 11,999
Entre lotes Friedman X2 = 8,044; df =2 0,018
A-B Conover <0,001
post hoc
A-C Conover 0,240
post hoc
B-C Conover <0,001
post hoc
Ratio Polen/Total
Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
PRE vs POST Wilcoxon V =280 0.087 - 0,181 <0,001
Estimate = 0,133
Entre lotes Friedman X2 =9,805; df =2 0,007
A-B Conover <0,001
post hoc
A-C Conover 0,310
post hoc
B-C Conover <0,001
post hoc
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Tabla A3.2. Expresion génica relativa. Estadisticos de la prueba de Wilcoxon para comparaciones entre muestreos y de

la prueba de Friedman para comparaciones entre lotes, (en negrita, p < 0,05).

ABEJAS
Gen Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
AB PRE vs POST Wilcoxon V=36 -2,537 — 1,550 0,814
Estimate = -0,105
Entre lotes Friedman X2=0;df =2 1
CYP6BD1 PRE vs POST Wilcoxon V=24 -2,681 — 0,447 0,424
Estimate = -0,194
Entre lotes Friedman X2 =4,75;df =2 0,093
CYP6AS2 PRE vs POST Wilcoxon V=56 -0,835 — 3,286 0,204
estimate = 0,862
Entre lotes Friedman X2=1,75;df =2 0,417
CYP6AS3 PRE vs POST Wilcoxon V=37 -1,971 -9,829 0,875
Estimate = -0,194
Entre lotes Friedman X2=1;df=2 0,606
CYP6AS4 PRE vs POST Wilcoxon V=29 -6,344 - 2,000 0,470
Estimate = -0,559
Entre lotes Friedman X2 =9,25;df =2 0,010
A-B Conover post hoc <0,001
A-C Conover post hoc <0,001
B-C Conover post hoc 0,618
CYP9Q3 PRE vs POST Wilcoxon V=20 -1.522 - 3.083 0,248
estimate= -0,033
Entre lotes Friedman X2 =9,75;df =2 0,008
A-B Conover post hoc <0,001
A-C Conover post hoc 0,140
B-C Conover post hoc <0,001
LARVAS
Gen Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
AB PRE vs POST Wilcoxon V=39 -2,267 - 1,731 0,980
Estimate = -0,075
Entre lotes Friedman X2 =0,25;df =2 0,882
CYP6BD1 PRE vs POST Wilcoxon V =66 0,017 — 5,939 0,034
Estimate = 1,451
Entre lotes Friedman X2 =0,25;df =2 0,882
CYP6AS2 PRE vs POST Wilcoxon V =38 -2,674 - 2,051 0,970
Estimate = -0,107
Entre lotes Friedman X2 =0,25;df =2 0,883
CYP6AS3 PRE vs POST Wilcoxon V=63 -0,212 - 5,964 0,064
Estimate = 1,856
Entre lotes Friedman X2 =0,25;df =2 0,882
CYP6AS4 PRE vs POST Wilcoxon V=70 0,177 - 2,920 0,012
Estimate = 0,979
Entre lotes Friedman X2 =3,161; df =2 0,206
CYP9Q3 PRE vs POST Wilcoxon V=61 -0,366 — 2,380 0,092
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estimate = 1,019

Entre lotes

Friedman

x2=1;df=2

0,606

Tabla A3.3. Correlacién entre la expresion relativa de los diferentes genes estudiados en abejas jovenes de interior

de colmena, luego de la aplicacion de la mezcla de herbicidas de post-emergencia. Valores de Tau, z y p, obtenidos de

la Prueba de correlacion de Kendall, (en negrita, p < 0,05).

Genes correlacionados Tau Valor z Valor p
AB - CYP6BD1 0,292 1,309 0,191
AB - CYP6AS2 0,321 1,443 0,149
AB - CYP6AS3 -0,076 -0,344 0,731
AB - CYP6AS4 0,015 0,069 0,945

AB - CYP9Q3 0,107 0,481 0,630
CYP6BD1 - CYP6AS2 0,779 3,506 <0,001
CYP6BD1 - CYP6AS3 0,259 1,169 0.243
CYP6BD1 - CYP6AS4 0,657 2,956 0,003
CYP6BDL1 - CYP9Q3 0,748 3,368 <0,001
CYP6AS2 - CYP6AS3 0,303 1,433 0,197
CYP6AS2 - CYP6AS4 0,515 2,501 0,021

CYP6AS2 - CYP9Q3 0,667 3,155 0,002
CYP6ASS - CYP6AS4 0,080 0,033 0,990
CYP6ASS - CYP9Q3 0,152 0,538 0,545
CYP6AS4 - CYP9Q3 0,848 4,132 <0,001
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Tabla A3.4. Correlacién entre la expresion relativa de los diferentes genes estudiados en larvas en el quinto estadio,
luego de la aplicacion de la mezcla de herbicidas de post-emergencia. Valores de Tau, z y p, obtenidos de la Prueba de
correlacion de Kendall, (en negrita, p < 0,05).

Genes correlacionados Tau Valor z p valor
AB - CYP6BD1 0,242 1,041 0,311
AB - CYP6AS2 -0,168 -0,756 0,450
AB - CYP6AS3 0,273 1,240 0,250
AB - CYP6AS4 0,164 0,714 0,475
AB - CYP9Q3 0,382 1,718 0,086

CYP6BD1 - CYP6AS2 0,076 0,344 0,731
CYP6BD1 - CYP6AS3 0,424 1,847 0,063
CYP6BD1 - CYP6AS4 0,428 1,857 0,063
CYP6BD1 - CYP9Q3 0,290 1,306 0,191
CYP6AS2 - CYP6AS3 0,351 1,581 0,113
CYP6AS2 - CYP6AS4 0,249 1,074 0,283
CYP6AS2 - CYP9Q3 -0,246 -1,102 0,270
CYP6AS3 - CYP6AS4 0,461 2 0,046
CYP6AS3 - CYP9Q3 0,015 0,069 0,945
CYP6AS4 - CYP9Q3 0,348 1,503 0,133

Tabla A3.5. Correlacion entre la expresion relativa del mismo gen biomarcador en abejas jovenes de interior de
colmena (A) y larvas (L), luego de la aplicacién de la mezcla de herbicidas de post-emergencia. Valores de Tau, zy p,
obtenidos de la Prueba de correlacion de Kendall, (en negrita, p < 0,05).

Genes correlacionados Tau Valor z p valor
ABA-ABL 0,198 0,894 0,371
CYP6BD1 A - CYP6BD1 L 0,046 0,206 0,837
CYP6AS2 A — CYPBAS2 L -0,321 1,443 0,149
CYPBAS3 A - CYPBAS3 L 0,001 0,430 0,737
CYP6AS4 A — CYP6AS4 L 0,132 0,571 0,568
CYP9Q3 A — CYP9Q3 L 0,504 2,268 0,023
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Tabla A3.6. Importancia de los componentes para el andlisis de componentes principales (ACP). Desviacion

estandar, proporcién de variabilidad y proporcién de variabilidad acumulada para cada componente principal.

Abejas jovenes de interior de colmena

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6
Desviacion estandar 1,681 1,093 1,055 0,894 0,245 0,089
Proporcion de
o 0,471 0,199 0,185 0,133 0,010 0,001
variabilidad
Proporcion de
o 0,471 0,670 0,856 0,989 0,999 1,000
variabilidad acumulada
Larvas
CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6
Desviacion estandar 1,516 1,356 0,998 0,808 0,415 0,204
Proporcion de
o 0,383 0,306 0,166 0,109 0,029 0,007
variabilidad
Proporcién de
o 0,383 0,689 0,855 0,964 0,993 1,000
variabilidad acumulada

Tabla A3.7. Contribucion de las expresiones génicas relativas luego de la aplicacion de la mezcla de herbicidas
de post-emergencia a la variabilidad en cada componente principal, para abejas de interior de colmena y larvas. Se

sefiala en negrita las variables que méas aportan a los primeros 3 componentes.

Abejas jovenes de interior de colmena
CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6
AB 0,096 -0,077 0,760 -0,636 0,034 0,020
CYP6BD1 -0,559 -0,221 -0,091 -0,128 0,777 -0,103
CYP6AS2 -0,179 -0,795 -0,271 -0,278 -0,430 0,025
CYP6AS3 0,138 0,394 -0,571 -0,706 0,032 0,022
CYP6AS4 -0,567 0,255 0,075 -0,016 -0,230 0,745
CYP9Q3 -0,553 0,305 0,092 -0,051 -0,396 -0,658
Larvas
CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6
AB 0,069 -0,102 0,982 -0,116 -0,070 0,054
CYP6BD1 0,148 0,688 0,031 0,027 -0,664 -0,249
CYP6AS2 -0,536 0,044 -0,080 -0,690 -0,257 0,403
CYP6AS3 -0,521 0,136 0,102 0,701 -0,108 0,443
CYP6AS4 -0,624 0,172 0,117 -0,033 0,302 -0,689
CYP9Q3 0,157 0,683 0,071 -0,132 0,620 0,319
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Tabla A4.1. Actividad recolectora. Modelos estadisticos y conjunto de variables analizadas. Se indica estadistico
LRT y p valor obtenidos en la salida de cada modelo (en negrita, p < 0,05).

Recolectoras totales

LRT p valor

Modelo (Poisson): Muestreo = 3,238 0,072
Totales ~ 1 + (1|Colmena) Lote = 4,276 0,118

Recolectoras con polen

LRT p valor

Modelo (Poisson): Muestreo = 63,929 <0,001
Polen ~ Muestreo + (1|Colmena) Lote = 0,009 0,995

Ratio polen/total

LRT p valor

Modelo (Binomial): Muestreo = 105,535 <0,001
Ratio~ Muestreo+(1|Colmena) Lote = 3,667 0,160

Tabla A4.2. Expresion relativa. Modelos estadisticos y conjunto de variables analizadas. Para los modelos GLM se

indica el estadistico LRT y el p valor, obtenidos en la salida de cada modelo. En el caso del andlisis no paramétrico, se

indican estadisticos de la prueba de Wilcoxon para comparaciones entre muestreos y de la prueba de Friedman para

comparaciones entre lotes. En negrita, p < 0,05.

CYP6AS2
LRT p valor
Modelo (Gamma): Muestreo = 31,192 <0,001
CYP6AS2 ~ Muestreo + (1|Colmena) Lote = 5,363 0,069
CYP6AS4
LRT p valor
Modelo (Gamma): Muestreo = 6,491 0,011
CYP6AS4 ~ Muestreo + (1|Colmena) Lote = 0,144 0,930
CYP6BD1
LRT p valor
Modelo (Gamma): Muestreo = 0,011 0,915
CYP6BD1 ~ 1 + (1|Colmena) Lote = 0,011 0,994
CYP6AS3
Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
Modelo comparadas confianza 95
no Muestreo Wilcoxon V=24 -7,325 3,225 0,239
paramétrico PRE vs POST Estimate = -0,814
Entre lotes Friedman X2 =2,25,df =2 0,325
CYP9Q3
Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
Modelo Muestreo Wilcoxon V=16 -97,35 2,90 0,077
no PRE vs POST Estimate = -2,972
paramétrico Entre lotes Friedman X2 =1,05,df =2 0,606
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Tabla A4.3. Concentracion de pesticidas en miel. Estadisticos de la prueba de Wilcoxon para comparaciones entre

muestreos y de la prueba de Friedman para comparaciones entre lotes (en negrita, p < 0,05).

Concentracién de CLOR en miel
Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
Muestreo Wilcoxon v=1 -67,636 -19,134 0,028
PRE vs POST Estimate = -40,360
Entre lotes Friedman X2=3,df =2 0,223
Concentracién de DIFENO en miel
Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
Muestreo Wilcoxon V =46 -0,074 0,625 0,248
PRE vs POST Estimate = 0,064
Entre lotes Friedman X2 =3,161, df =2 0,206
Concentracion de GLI en miel
Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
Muestreo Wilcoxon V =26 -14,958 13,056 0,308
PRE vs POST Estimate = -7,144
Entre lotes Friedman X2=1,75df =2 0,417
Concentracién de ATZ en miel
Variables Prueba Estadisticos Intervalo de p valor
comparadas confianza 95
Muestreo Wilcoxon V=15 -262,35 104 0,374
PRE vs POST Estimate = -20,7
Entre lotes Friedman X2 =0,963, df =2 0,618

Tabla A4.4. Concentracion de pesticidas en cera. Estadisticos de la prueba de Wilcoxon para

comparaciones entre muestreos y de la prueba de Friedman para comparaciones entre lotes (en negrita,

p < 0,05).
Concentracion de CLOR en cera, en el muestreo posterior a la aplicacion de
pesticidas
Variables Prueba Estadisticos p valor
comparadas
Entre lotes Friedman X2 =5,733; df =2 0,057

Concentracion de GLI en cera, en el muestreo posterior a la aplicacion de

pesticidas
Variables Prueba Estadisticos p valor
comparadas
Entre lotes Friedman X2 = 5,636; df = 2 0,060

Concentracion de DIFENO en cera, en el muestreo posterior a la aplicaciéon de

pesticidas
Variables Prueba Estadisticos p valor
comparadas
Entre lotes Friedman X2=2;df=2 0,368
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Concentracion de ATZ en cera, en el muestreo posterior a la aplicacion de
pesticidas
Variables Prueba Estadisticos p valor
comparadas

Entre lotes Friedman X2=8;df =2 0,018
A-B Conover post hoc 0,016
A-C Conover post hoc <0,001
B-C Conover post hoc 0,011

Tabla A4.5. Correlacion entre las variables de actividad recolectora y la expresion relativa de los diferentes
genes estudiados en larvas, luego de la aplicacion pesticidas. Valores de Rho, Sy p, obtenidos de la Prueba de
correlacion de Spearman.

Prueba de correlacion de Spearman
Variables correlacionadas Rho S p valor
Recolectoras totales — CYP6AS2 0,077 264 0,817
Recolectoras totales — CYP6AS3 -0,350 386 0,266
Recolectoras totales — CYP6AS4 -0,371 392 0,237
Recolectoras totales — CYP6BD1 0,203 228 0,528
Recolectoras totales — CYP9Q3 0,042 274 0,904
Recolectoras con polen — CYP6AS2 -0,021 292,03 0,948
Recolectoras con polen — CYP6AS3 -0,186 339,28 0,562
Recolectoras con polen — CYP6AS4 0,172 236,74 0,592
Recolectoras con polen — CYP6BD1 0,151 242,77 0,639
Recolectoras con polen — CYP9Q3 -0,256 359,39 0,421

Tabla A4.6. Importancia de los componentes para el andlisis de componentes principales (ACP). Desviaciéon
estandar, proporcién de variabilidad y proporcién de variabilidad acumulada para cada componente principal.
CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 PC9 PC10
Desvio estandar 1,670 1,466 1,246 1,040 0,951 0,824 0,609 0,562 0,384 0,071
Proporcion de varianza 0,279 0,215 0,155 0,108 0,090 0,068 0,037 0,032 0,015 0,001
Proporcién acumulada 0,279 0,494 0,649 0,758 0,848 0,916 0,953 0,985 0,999 1,000
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Tabla A4.7. Contribucién de las expresiones génicas relativas en larvas, luego de la aplicacién de pesticidas, a la

variabilidad en cada componente principal. Se sefiala en negrita las variables que mas aportan a los primeros 3

componentes.
CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 CP9 CP10
CYP6AS2 -0,474 0,132 0,155 0,408 0,163 -0,067 -0,360 0,132 0,491 0,384
CYP6AS3 -0,527 0,216 0,019 0,183 0,004 -0,055 -0,303 -0,081 -0,581 -0,450
CYP6AS4 0,204 0,176 0,308 0,352 -0,577 0,577 -0,081 -0,100 0,097 -0,127
CYP6BD1 0,052 -0,319 -0,444 0,481 -0,330 -0,349 0,079 0,290 0,180 -0,335
CYP9Q3 -0,321 -0,341 0,332 0,258 0,102 0,188 0,652 0,235 -0,239 0,137
Concentracion -0,005 0,482 -0,509 0,148 -0,202 0,052 0,197 0,105 -0,325 0,536
de GLI
en miel
Concentracion 0,308 0,172 0,505 0,020 -0,170 -0,451 -0,158 0,536 -0,247 0,116
de CLOR
en miel
Concentracion 0,093 0,538 0,182 0,237 0,166 -0,359 0,476 -0,340 0,225 0,251
de ATZ
en miel
Concentracion 0,341 0,179 -0,143 0,257 0,619 0,377 -0,084 0,418 -0,030 -0,236
de CLOR
en cera
Concentracion -0,359 0,321 -0,067 -0,483 -0,199 0,156 0,205 0,487 0,322 0,288
de ATZ
en cera

Tabla A5.1 Actividad recolectora. Modelos estadisticos y conjunto de variables analizadas. Se indica estadistico el

LRT y el p valor, obtenidos en la salida de cada modelo (en negrita, p < 0,05).

Recolectoras totales

LRT p valor
Modelo (Binomial Negativa): Muestreo*afio = 43,590 <0,001
Totales ~ Muestreo*afio + lote + (1|Colmena) Lote = 30,174 <0,001
Comparaciones Estadisticos | p valor
Interaccion Muestreo*afio
Afo =1 z.ratio = 1,635 0,102
Pre vs Post estimate = 0,088
Afo =2 z.ratio = -7,601 <0,001
Com paraciones Pre vs Post estimate = -0,423
post hoc Entre lotes
A-B z.ratio = 7,391 <0,001
estimate = 0,405
A-C z.ratio = 1,674 0,282
estimate = 0,091
B-C z.ratio = 5,717 <0,001
estimate = 0,314

Recolectoras con polen
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LRT p valor
Modelo (Binomial Negativa): Muestreo = 3,200 0,074
Polen ~ lote + (1|Colmena) Afio = 1,584 0,208
Lote = 23,214 <0,001
Comparaciones Estadisticos p valor

Entre los apiarios de los diferentes lotes

Comparaciones A-B z.ratio = 5,993 <0,001
post hoc estimate = 0,589
A-C z.ratio = 1,887 0,177
estimate = 0,183
B-C z.ratio = 4,112 0,001
estimate = 0,406
Ratio polen/total
LRT p valor
Modelo (Beta binomial): Muestreo = 12,642 <0,001
Ratio polen/total ~ Muestreo + (1|Colmena) Lote = 0,289 0,865
Afio = 0,198 0,656
Peso total de polen
LRT p valor
Modelo (Normal): Muestreo*afio = 7,540 0,006
Peso polen ~ Muestreo*afio + (1|Colmena) Muestreo = 1,600 0,206
Afio = 0,363 0,547
Comparaciones Estadisticos p valor
Interaccién Muestreo*afio
Afio =2 t.ratio = -2,785 0,005
Comparaciones Pre vs Post estimate = -10,08
post hoc Afio = 1 t.ratio = 0,934 0,353
Pre vs Post estimate = 3,38
indice de variabilidad de polen
LRT p valor
Modelo (Binomial): Lote = 0,924 0,630
Proporcion de color ~ Muestreo + (1|Colmena) Muestreo = 7,709 0,006
Afio = 0,931 0,335
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Tabla A5.2. Ensayos comportamentales in situ. Modelos estadisticos y conjunto de variables analizadas. Se indica

el estadistico LRT y el p valor, obtenidos en la salida de cada modelo (en negrita, p < 0,05).

Sensibilidad gustativa

Concentraciéon 0,1%

LRT p valor

Modelo (Binomial): Muestreo = 8,743 0,003
Respuesta ~ Muestreo Afio = 1,045 0,306
Lote = 4,759 0,093

Concentraciéon 0,3%

LRT p valor

Modelo (Binomial): Muestreo = 5,131 0,023
Respuesta ~ Muestreo Afio = 3,775 0,052
Lote = 0,593 0,743

Concentracion 1%

LRT p valor

Modelo (Binomial): Muestreo = 2,053 0,152
Respuesta ~ 1 Afo = 2,800 0,094
Lote = 2,544 0,280

Concentracion 3%

LRT p valor

Modelo (Binomial): Muestreo = 1,144 0,285
Respuesta ~ 1 Afio = 0,155 0,694
Lote = 1,602 0,449

Concentracion 10%

LRT p valor

Modelo (Binomial): Muestreo = 0,132 0,717
Respuesta ~ 1 Afio = 2,364 0,124
Lote = 0,543 0,762

Concentracion 30%

LRT p valor

Modelo (Binomial): Muestreo = 1,648 0,199
Respuesta ~ 1 Afio = 0,313 0,576
Lote = 0,258 0,879

Concentracion 50%

LRT p valor

Modelo (Binomial): Muestreo = 6,648 0,009
Respuesta ~ Muestreo Afio = 0,225 0,635
Lote = 1,631 0,442

Score de respuesta

LRT p valor
Modelo (Poisson): Muestreo = 20,840 <0,001
Respuesta ~ Muestreo + Afio + Lote Afo = 22,442 <0,001
Lote = 13,608 0,0011

Comparaciones Estadisticos ‘ p valor

Entre los apiarios de los diferentes lotes
A-B z.ratio = -3,119 0,005
Comparaciones estimate = -0,300

182



A-C z.ratio = -3,276 0,003
estimate = -0,315
B-C z.ratio = -0,166 0,985
estimate = -0,015

post hoc

Evaluacion (respuesta condicionada)

LRT p value
Modelo (Binomial): Muestreo = 13,477 <0,001
Respuesta ~ Muestreo + Afio + Lote Afio = 22,231 <0,001
Lote = 9,083 0,011
Comparaciones I Estadisticos p valor
Entre los apiarios de los diferentes lotes
A-B z.ratio = -2,906 0,010
Comparaciones estimate = -0,577
post hoc A-C z.ratio = -2,094 0,091
estimate = -0,417
B-C z.ratio = 0,812 0,696
estimate = 0,160

Tabla A5.3. Expresion génica. Modelos estadisticos y conjunto de variables analizadas. Se indica el estadistico LRT y el

p valor, obtenidos en la salida de cada modelo (en negrita, p < 0,05).

AChE
LRT p valor
Modelo (gamma): Muestreo = 0,373 0,541
Expresion relativa ~ Muestreo*Afo + (1|Colmena) Afio = 2,896 0,089
Muestreo*Afio = 7,841 0,005
Comparaciones Estadisticos p valor
Entre los diferentes momentos y afios
Comparaciones POST1 - PRE1 z.ratio = -2,450 0,068
post hoc estimate = -1,098
POST2 - PRE2 z.ratio = 1,488 0,445
estimate = 0,634
brahma
LRT p valor
Modelo (gamma): Muestreo = 8,990 0,003
Expresion relativa ~ Muestreo*Afio*Lote + (1|Colmena) Afo = 0,898 0,343
Lote = 2,958 0,228
Muestreo*Lote = 18,407 <0,001
Afo*Lote = 0,668 0,716
Muestreo*Afio = 23,298 <0,001
Muestreo*Afio*Lote = 6,766 0,034
Comparaciones Estadisticos p valor
Entre los diferentes momentos, afios y lotes
A PRE1-APOST1 z.ratio =-0,176 1,000
Comparaciones estimate = -0,137
post hoc B PRE1 - B POST1 z.ratio = 2,539 0,315
estimate = 1,708
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C PRE1-CPOST1 z.ratio = 6,919 <0,001
estimate = 4,655
A PRE2 - A POST2 z.ratio = -2,069 0,645
estimate = -1,608
B PRE2 — B POST2 z.ratio = -0,287 1,000
estimate = -0,193
C PRE2 - C POST2 z.ratio = -0,310 1,000
estimate = -0,225
enolase
LRT p valor
Modelo (gamma): Muestreo = 2,544 0,111
Expresion relativa ~ Muestreo*Afio + Lote + (1|Colmena) Afo = 5,523 0,019
Lote = 15,376 <0,001
Muestreo*Afio = 9,271 0,002
Comparaciones | Estadisticos p valor
Entre los apiarios de los diferentes lotes
Comparaciones A-B z.ratio = -2,191 0,073
post hoc estimate = -1,002
A -C z.ratio = 1,754 0,185
estimate = 0,815
B-C z.ratio=3.909, <0.001
estimate=1.817
Entre los diferentes momentos y afios
POST1 - PRE1 z.ratio = -3,315 0,005
estimate = -1,838
POST2 - PRE2 z.ratio = 0,911 0,799
estimate = 0,471
pelle
LRT p valor
Modelo (gamma): Muestreo = 5,397 0,020
Expresion relativa ~ Muestreo + (1|Colmena)
syxla

Modelo (gamma): Expresion relativa ~ 1 + (1|Colmena)

Syx7

Modelo (gamma): Expresion relativa ~ 1 + (1|Colmena)
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Tabla A5.4. Concentracién de pesticidas en polen en el afio 1. Estadisticos de la prueba de Wilcoxon para comparaciones

entre muestreos y de la prueba de Friedman para comparaciones entre lotes (en negrita, p < 0,05).

Concentracion de GLI en polen

Comparaciones Test Estadisticos Intervalo de confianza 95 p valor

PRE vs POST Wilcoxon V=14 -77,767 - 6,856 0,359
Estimate = -6,948

Entre apiarios de los Friedman X2 =1,333,df =2 0,513

diferentes lotes

Concentracion de ATZ en polen

Comparaciones Test Estadisticos Intervalo de confianza 95 p valor
PRE vs POST Wilcoxon V=30 -34,600 - 113,100 0,374
Estimate = 38,150

Entre apiarios de los Friedman X2=9;df =2 0,011
diferentes lotes
A-B 0,001
A-C Conover post hoc 0,001
B-C 0,967

Concentracion de CLOR en polen

Comparaciones Test Estadisticos Intervalo de confianza 95 p valor
PRE vs POST Wilcoxon V=1 -19,650 - -10,050 0,068
Estimate =-14,4
Entre apiarios de los Friedman X2 =1,273,df =2 0,529
diferentes lotes

Tabla A5.5. Concentracion de pesticidas en polen y abejas recolectoras en el afio 2. Estadisticos de la prueba de

Wilcoxon para comparaciones entre muestreos y de la prueba de Friedman para comparaciones entre lotes (en negrita, p < 0,05).

Concentracion de GLI en polen

Comparaciones Test Estadisticos Intervalo de confianza 95 p valor
PRE vs POST Wilcoxon V=28 -14,443 - 26,243 0,594
Estimate = 3,706

Entre apiarios de los Friedman X2=7,df =2 0,030
diferentes lotes

A-B 0,003

A-C Conover post hoc 0,024

B-C 0,157

Concentracion de GLI en abejas recolectoras

Comparaciones Test Estadisticos Intervalo de confianza 95 p valor
PRE vs POST Wilcoxon V=3 5,224 - 13,093 0,180
Estimate = 9,158

Entre apiarios de los Friedman X2=2,df =2 0,368
diferentes lotes
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Tabla A5.6. Correlacion entre la concentracion de GLI en polen y la expresién relativa de los genes estudiados,
luego de la aplicacion de pesticidas en ambos afios. Valores Rho, Sy p obtenidos a través de la prueba de correlacion

de Spearman.

Variables correlacionadas Rho S p value
Concentracion de GLI - AChE -0,094 1060 0,711
Concentracion de GLI - brahma 0,065 906 0,799
Concentracion de GLI - enolase -0,029 997,01 0,909
Concentracion de GLI - pelle -0,172 1136 0,493
Concentracion de GLI - syxla 0,342 638 0,165
Concentracién de GLI - syx7 -0,470 1424 0,052

Tabla A5.7. Importancia de los componentes para el anélisis de componentes principales (PCA) global, teniendo
en cuenta ambos afios, en el muestreo posterior a la administracién. Desviacion estandar, proporcion de variabilidad
y proporcién de variabilidad acumulada para cada componente principal.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7
Desvio estandar 1,528 1,107 1,042 0,949 0,828 0,698 0,530
Proporcion de 0,334 0,175 0,155 0,129 0,098 0,070 0,040
varianza
Proporcion 0,334 0,509 0,664 0,792 0,890 0,960 1,000
acumulada

Tabla A5.8. Contribucién de las expresiones génicas relativas y la concentracion de pesticidas en polen, luego de la
aplicacion de pesticidas y en ambos afios, a la variabilidad en cada componente principal. Se sefiala en negrita las variables
gue mas aportan a los primeros 3 componentes.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7

enolase 0,430 -0,117 0,447 -0,367 0,059 0,624 0,270
pelle 0,489 -0,045 0,273 -0,391 -0,098 -0,568 -0,446
brahma 0,472 0,214 -0,297 0,382 0,270 0,362 -0,541
AChE 0,527 0,134 -0,311 0,126 0,219 -0,343 0,653
sy7 -0,092 -0,687 -0,296 -0,258 0,598 -0,024 -0,088
syxla -0,065 0,384 -0,578 -0,682 -0,148 0,159 -0,036
GLI en polen -0,250 0,549 0,344 -0,136 0,698 -0,111 -0,012
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Tabla A5.9. Correlacidn entre la concentracién de pesticidas en polen y la expresion relativa de los genes
estudiados, luego de la aplicacion de pesticidas en el afio 1. Valores Rho, Sy p obtenidos a través de la prueba de

correlacion de Spearman.

Variables correlacionadas Rho S p value
Concentracion de GLI - AChE 0,150 102 0,708
Concentracion de GLI - brahma 0,086 46 0,617
Concentracion de GLI - enolase 0,583 50 0,108
Concentracion de GLI - pelle 0,350 78 0,359
Concentracion de GLI - syxla 0,333 80 0,385
Concentracién de GLI - syx7 -0,667 200 0,059
Concentracién de CLOR - AChE 0,198 96,236 0,609
Concentracién de CLOR - brahma 0,495 60,591 0,175
Concentracién de CLOR - enolase 0,505 59,403 0,166
Concentracién de CLOR - pelle 0,099 108,12 0,799
Concentracién de CLOR - syxla 0,505 59,403 0,166
Concentracion de CLOR - syx7 -0,139 136,63 0,722

Tabla A5.10. Correlacién entre la concentracion de pesticidas en polen y la expresion relativa de los genes
estudiados, luego de la aplicacién de herbicidas en el afio 2. Valores Rho, Sy p obtenidos a través de la prueba de
correlacion de Spearman.

Variables correlacionadas Rho S p value
Concentracién de GLI - AChE -0,633 196 0,076
Concentracion de GLI - brahma -0.267 152 0,493
Concentracién de GLI - enolase -0,333 160 0,385
Concentracion de GLI - pelle -0,550 186 0,133
Concentracion de GLI - syxla 0,200 96 0,613
Concentracion de GLI - syx7 -0,200 144 0,613
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Tabla A5.11. Importancia de los componentes para el andlisis de componentes principales (PCA) en el afio 1.

Desviacion estandar, proporcion de variabilidad y proporcion de variabilidad acumulada para cada componente principal.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8
Desvio 39,564 6,298 5,140 3,565 1,447 0,762 0,683 0,503
estandar
Proporcién de 0,950 0,024 0,016 0,008 0,001 0,0003 0,0002 0,0001
varianza
Proporcion 0,950 0,974 0,990 0,998 0,9992 0,9996 0,9998 1,000
acumulada

Tabla A5.12. Contribucion de las expresiones génicas relativas y la concentracion de pesticidas en polen en el afio 1,

a la variabilidad en cada componente principal. Se sefiala en negrita las variables que mas aportan a los primeros 3

componentes.
CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8
enolase 0,018 0,007 0,062 0,264 0,010 0,708 -0,416 0,501
pelle -0,000 0,066 -0,033 0,123 -0,920 -0,262 -0,180 0,179
brahma -0,002 0,014 -0,015 0,108 -0,254 0,412 0,864 0,085
AChE -0,004 0,008 0,246 0,917 0,121 -0,193 0,038 -0,210
Syx7 -0,033 0,353 -0,900 0,217 0,064 0,041 -0,040 -0,099
syxla 0,006 0,063 -0,062 0,059 0,264 -0,193 0,212 0,809
GLI en polen 0,991 0,130 0,014 -0,008 0,003 -0,005 0,007 -0,022
CLOR en polen 0,127 -0,922 -0,347 0,106 -0,026 -0,026 -0,002 0,031

Tabla A5.13. Importancia de los componentes para el analisis de componentes principales (PCA) en el afio 2.
Desviacién estandar, proporcion de variabilidad y proporcion de variabilidad acumulada para cada componente principal.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7
Desvio 1,830 1,165 1,042 0,838 0,510 0,419 0,260
estandar
Proporcion 0,478 0,194 0,155 0,100 0,037 0,025 0,009
de varianza
Proporcion 0,478 0,673 0,828 0,928 0,965 0,990 1,000
acumulada

Tabla A5.14. Contribucion de las expresiones génicas relativas y la concentracion de pesticidas en polen en el afio 2,

a la variabilidad en cada componente principal. Se sefiala en negrita las variables que méas aportan a los primeros 3

componentes.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7

enolase 0,466 -0,214 0,223 0,045 0,744 0,012 -0,360

pelle 0,467 -0,080 0,321 -0,204 -0,338 0,702 0,150

brahma 0,272 0,318 -0,676 0,332 0,249 0,314 0,310

AChE 0,477 0,099 -0,349 -0,053 -0,453 -0,250 -0,608

Syx7 0,465 -0,371 0,048 0,125 -0.131 -0.525 0,579

Syxla -0,105 -0,531 -0,502 -0,655 0,123 0,098 0,044

GLI polen -0,187 -0,646 -0,115 0,632 -0,178 0,245 -0,209
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