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Resumen

RESUMEN

Las abejas desempenan un rol esencial en el mantenimiento de los ecosistemas
naturales y en la produccion agricola, a través de la polinizacion. Por este motivo, las
pérdidas masivas de colonias de abejas alrededor del mundo generan gran
preocupacion. Entre las principales causas de estas pérdidas se encuentran la
presencia de multiples plagas y patogenos y la intensificacion en el uso de la tierra,
que ha traido aparejado el aumento en la superficie destinada a monocultivos y el
aumento en el uso de pesticidas potencialmente toxicos. El objetivo general de esta
tesis fue evaluar el impacto del insecticida sulfoxaflor y los herbicidas glufosinato de
amonio y glifosato en la salud de las abejas meliferas. Utilizando un modelo de cria e
intoxicacion de abejas en laboratorio, se evaluo el efecto de la intoxicacion oral aguda
y crénica con dosis subletales de estos pesticidas en su microbiota intestinal, en la
expresion de genes vinculados a la fisiologia y respuesta inmune, en la infeccion por
Nosema ceranae y el Virus de las alas deformes (DWYV) y finalmente en la
supervivencia de las abejas. En el caso del glifosato, ademas se evalud su efecto en
conjunto con la infeccion por N. ceranae. La intoxicacion con dosis subletales de
sulfoxaflor, glufosinato de amonio y glifosato alteraron la microbiota intestinal y la
respuesta inmune de las abejas. En particular, el glufosinato de amonio disminuyd
significativamente el nimero de bacterias en el intestino, asi como la expresion de
glucosa oxidasa, un marcador de inmunidad social. Por otro lado, el sulfoxaflor
aumento significativamente el nimero de bacterias en el intestino, disminuy6 la
expresion de lisozima y aumento la expresion de himenoptecina. Con respecto al
glifosato, disminuy¢ la abundancia de Snodgrasella alvi, bacteria perteneciente al core,
implicada en la defensa frente a patdgenos. Este pesticida en conjunto con N. ceranae
alterd significativamente la estructura y composicion de la microbiota intestinal,
aumento la expresion de genes vinculados a la inmunidad (lisozima y glucosa
oxidasa), y aument¢ el nivel de infeccion del virus DWV. En todos los casos, la
intoxicacion con estos pesticidas disminuyd significativamente la supervivencia de
las abejas. Estos resultados evidencian el impacto negativo de los pesticidas en la
salud de las abejas y demuestra la importancia de evaluar cuidadosamente los
efectos de la exposicién a corto y largo plazo en organismos no blanco. El
conocimiento generado podra ser de utilidad para el disefio de politicas agricolas de
uso y manejo de pesticidas que permita la conservacion de estos insectos.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de las comunidades microbianas

La diversidad de las comunidades microbianas en ambientes naturales es
clave para el funcionamiento de los ecosistemas. Estas comunidades regulan los
ciclos biogeoquimicos de los principales elementos, participan en los procesos de
descomposicion de la materia organica, favorecen el ciclo de nutrientes y degradan

compuestos contaminantes (Hunter-Cevera, 1998).

Los microorganismos han evolucionado para adaptarse a distintos
microambientes. A la vez, las condiciones particulares de cada ambiente condicionan
y determinan la diversidad de las comunidades, seleccionando poblaciones de
microorganismos con actividades metabdlicas especificas. Esto influye en la
distribucion espacial de estas poblaciones y su interaccion (Konopka, 2006; Prosser et

al., 2007; Young et al., 2008).

Gran parte de los microorganismos se encuentran asociados a diferentes
especies de plantas y animales, estableciendo diversos tipos de interacciones con el
hospedero, ya sea como simbiontes o como patdgenos (Frago et al., 2012; McFall-
Ngai et al., 2013). El descubrimiento de la estructura del acido desoxirribonucleico
(ADN), y posteriormente el desarrollo de herramientas de biologia molecular y
tecnologias de secuenciacién masiva, han impulsado el avance en el entendimiento
de la diversidad microbiana, la diversidad de funciones y sus complejas
interacciones con otros organismos. Debido a esa diversidad y a su gran capacidad
metabolica, las comunidades microbianas (o microbiotas), se consideran un 6rgano
separado dentro del hospedador, un ejemplo de esto son las microbiotas que habitan

en el intestino animal (Cani & Delzenne, 2007; Possemiers et al., 2011). Asi como los
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organos estan constituidos por células organizadas en una estructura especifica
(tejido) que cumplen una funciéon comun, los microorganismos que habitan el
intestino existen principalmente en asociaciones complejas adheridas a la mucosa
intestinal (Macfarlane & Dillon, 2007). Estas estructuras, definidas como biofilms
mucosos, suelen ser consorcios de multiespecies, en los que las bacterias se
comunican entre si, coordinan sus actividades y cooperan para llevar adelante

diversas funciones (Dickschat, 2010).

Existen diferentes factores que regulan la composicion y diversidad de la
comunidad microbiana de un microambiente determinado, algunos de estos factores
son las caracteristicas del ambiente como la temperatura, pH, salinidad, nutrientes,
disponibilidad de oxigeno y materia orgdnica, entre otros, ademas de la competencia
entre organismos, depredacion y sinergismo (Engel & Moran, 2013a; Pickard et al.,

2017).

La microbiota intestinal constituye una comunidad de microorganismos que
habitan en un entorno definido a lo largo del tracto gastrointestinal e incluye
bacterias, hongos, protozoos, arqueas y levaduras. Como mas del 98 % de las
secuencias genéticas obtenidas del intestino provienen de bacterias, el término y el
enfoque de la mayoria de las investigaciones en esta drea se refieren a las bacterias

presentes en el tracto gastrointestinal (Jandhyala et al., 2015; Laukens et al., 2016).

La microbiota intestinal cumple importantes funciones, por ejemplo, en los
seres humanos juega un papel predominante en el metabolismo, permitiendo una
absorcion eficiente de nutrientes (Krajmalnik-Brown et al., 2012) y proporciona
vitaminas como las del grupo B (folatos, riboflavina o vitamina B12) que no
podemos sintetizar y son cruciales para un correcto desarrollo del sistema inmune
(Ximenez & Torres, 2017). Un claro indicador de la importancia de dicha microbiota
en nuestra salud es la conexidn entre una microbiota intestinal en disbiosis (alterada)

y el desarrollo de enfermedades mentales como el Alzheimer (Kowalski & Mulak,

2
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2019), la esquizofrenia (Lv et al., 2017) o la depresion (Winter et al., 2018). Sin
embargo, el estudio funcional de dichas comunidades presenta grandes dificultades
debido a su complejidad y variabilidad, ademas, muchos de esos microorganismos
no se conocen. Teniendo esto en cuenta, para estudiar las funciones de las
comunidades microbianas se necesitan emplear modelos mdas simples en

composicion y particularmente sistemas de facil uso y manejo.

1.2 Importancia de las abejas meliferas y su uso como
modelo para el estudio de comunidades
microbianas

Las abejas, y en particular las abejas meliferas (Apis mellifera) constituyen un
grupo de insectos clave para el mantenimiento de ecosistemas naturales y para la
produccion agricola. Al recolectar polen y néctar de las flores como recursos
nutricionales (Charles D. Michener, 1974), llevan adelante la polinizacion, el traslado
de polen entre flores. Esto es esencial para la reproduccion de las plantas con flores,
la produccion de semillas y frutos (Council, 2006). Una adecuada polinizacion es
necesaria para una mayor produccidn, mejor tamano, forma y maduracion temprana
de los frutos (Klein et al., 2006). Se estima que el 75% de los cultivos a nivel mundial

dependen de forma directa de la polinizacion por abejas (Klein et al., 2006).

En Uruguay, la polinizacion por abejas meliferas favorece la formacién de
frutos en los cultivos de manzanos, zapallitos de tronco y melones, asi como también
en cultivos industriales como Trébol blanco, Trébol rojo, Lotus, entre otros (Santos et
al., 2009). En particular, en el caso de los manzanos, el 90% de la produccion se
asocia a las abejas. A partir de estos datos se logrd estimar el valor econdémico de la
accion polinizadora de la abeja melifera en nuestro territorio, el cual superd los

1.600.000.000 pesos uruguayos en 2008 (Santos et al., 2009).
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Ademas de su rol clave para el mantenimiento de la biodiversidad y brindar
seguridad alimentaria, las abejas meliferas elaboran una gran diversidad de
productos como miel, polen, jalea real y propdleos, que han sido de gran utilidad
para la humanidad no solo como alimentos sino también para su uso en la medicina
(Aizen et al., 2009; Natalia Prytulska, 2021). En Uruguay existen cerca de 2600
productores que poseen 500.000 colmenas, el 90-95% de la miel producida es
exportada. En 2020, las exportaciones de miel alcanzaron las 15.500 toneladas,

generando divisas al pais de 30.5 millones de dolares (MGAP, 2020).

Los insectos sociales, particularmente las abejas meliferas, son también un
excelente modelo para estudiar la microbiota intestinal, para comprender las
interacciones hospedero-microbiota y sus funciones (Zheng et al., 2018; Romero et
al., 2019). Son multiples los motivos por los cuales se considera esta microbiota una
fuente de informacién ecoldgica novedosa. En primer lugar, dada su condicién de
insectos eusociales, su principal via de transmision es el contacto. Las abejas recién
emergidas carecen de una microbiota intestinal establecida, estos microorganismos
se adquieren via oral a través de interacciones sociales con otras abejas durante los
dias posteriores a la emergencia (Martinson et al.,, 2012). Al cuarto dia post-
emergencia, el numero de bacterias en el intestino aumenta logaritmicamente hasta
que la comunidad se establece en 103-10° bacterias por individuo (Powell et al., 2014).
Por otro lado, la microbiota intestinal exhibe una gran capacidad de resiliencia, a
pesar de las variaciones ambientales, se mantiene un grupo distintivo de
microorganismos (Moran et al., 2012). Estos microorganismos son mayormente
especies que se encuentran solo en las abejas sociales, lo que sugiere una relacion de
co-evolucion entre los microorganismos y las abejas (Martinson et al., 2012). Esta
restriccion de nicho probablemente se deba a la incapacidad de estas bacterias para

replicarse en concentraciones atmosféricas de oxigeno (Kwong & Moran, 2016).
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Finalmente, todos los grupos taxondmicos presentes en el intestino de las
abejas son cultivables en condiciones de laboratorio, lo que permite la

caracterizacion gendmica y la manipulacion experimental (Zheng et al., 2018).

Otra de las ventajas clave de las abejas meliferas como modelo para el estudio
de la microbiota, es su facil manejo y la posibilidad de criarlas en laboratorio. Es
posible obtener abejas carentes de microbiota intestinal (abejas gnotobioticas), e
inocularlas con cepas bacterianas especificas, lo que permite conocer cdmo estos
microorganismos influyen en el fenotipo del hospedador y estudiar su papel en la

salud (Zheng et al., 2018).

Este modelo se puede utilizar para estudiar la resistencia de la microbiota
intestinal de las abejas a la perturbacion o para comprender el impacto de los
xenobioticos, sobre la microbiota y como esto afecta el comportamiento y la salud de

las abejas.

1.3 La microbiota intestinal de las abejas meliferas

La microbiota intestinal de las abejas estd compuesta en su mayoria por
bacterias microaerofilicas o anaerdbias (Kwong & Moran, 2016; Moran, 2015). Poseen
un nucleo, o core, formado por cinco grupos de especies: Lactobacillus spp.
denominadas colectivamente Firm-5, Bombilactobacillus spp. (antes denominado
Lactobacillus spp. Firm-4) (Zheng et al., 2020), Bifidobacterium spp., Snodgrassella alvi y
Gilliamella spp. los cuales estan siempre presentes en las abejas (Kwong & Moran,
2013). Este nucleo, junto con otras especies no tan abundantes como Frischella perrara,
Bartonella apis y Parasaccharibacter apium (reclasificado recientemente como Bombella
apis)(Yun et al., 2017) forman el grupo dominante de la microbiota, y representan el
95-99 % del total de la comunidad intestinal (Martinson et al., 2012; Zheng et al.,

2020). El predominio de estos taxones principales es consistente entre abejas de
5
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diferentes colmenas o de diferentes areas geograficas, razén por la cual se considera
que dicha comunidad intestinal es conservada (Ahn et al., 2012; Disayathanoowat et
al., 2012; Moran et al.,, 2012; Jeyaprakash et al., 2003; Kwong & Moran, 2016).
Ademas, también se pueden encontrar bacterias ambientales presentes en la colmena
o en las flores, pero sus abundancias son bajas con respecto a las abundancias de las

bacterias del ntcleo (Corby-Harris et al., 2014).

A pesar de que esta microbiota es conservada, estudios empleando
metagendmica demuestran que existen variaciones a nivel de cepas dentro de las
diferentes poblaciones, lo que aumenta la diversidad metabdlica en el intestino de

estos insectos (Engel et al., 2012; Kwong & Moran, 2016a; Zheng et al., 2018).

Las abejas emergen desde la etapa de pupa con un bajo numero de
microorganismos y se colonizan por completo dentro de los 4-5 dias posteriores a la
emergencia (Martinson et al., 2012; Kwong & Moran, 2016). Durante la etapa de
pupa, el desprendimiento del tegumento y de algunas capas del intestino impide el
transporte de microorganismos intestinales desde la etapa larval hasta la etapa
adulta (Winston, 1987; Kaltenpoth et al., 2010; Martinson et al., 2012). Las abejas
obreras recién emergidas son alimentadas a través de trofalaxis (transferencia de
alimentos como néctar y miel y otras sustancias entre los integrantes de la colonia)
por otras abejas nodrizas; consumen pan de polen asi como también, polen
fermentado almacenado dentro de las colmenas. Esto, y el contacto con materiales de
la colmena, favorecen el establecimiento de la microbiota caracteristica (Powell et al.,

2014).

Una vez establecida la microbiota intestinal en las abejas adultas, la
composiciéon varia poco, a pesar de cambios estacionales, cambios en la dieta, o
incluso cambio en la fisiologia y en el comportamiento al transicionar de abejas

nodrizas a pecoreadora (Martinson et al., 2012; Corby-Harris et al., 2014).
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1.4 Funciones de la microbiota intestinal de las abejas
meliferas

Los microorganismos que forman parte de la microbiota intestinal de las

abejas meliferas desempefian funciones esenciales para la vida de estos insectos:

1) Pueden producir compuestos quimicos con multiples efectos en la
fisiologia. Por ejemplo, bacterias simbidticas como Snodgrassella alvi, Gilliamella
apicola, y Lactobacillus spp., pueden producir acidos grasos de cadena corta (SCFA,
por sus siglas en inglés) (Zheng et al., 2018), estimular la inmunidad, especialmente
durante una infeccion (Jay D Evans & Lopez, 2004; Kwong et al., 2017; Li et al., 2017)
y degradar polisacaridos de plantas (Zheng et al., 2019). Los acidos grasos de cadena
corta como: el acetato, el propionato y el butirato, son producidos por la microbiota
intestinal como principales productos de fermentacion de la fibra dietética. Estos se
acumulan en el colon en el caso de los seres humanos, al igual que en el intestino de
las abejas, y sirven como una de las principales fuentes de energia para las células
epiteliales intestinales (Donohoe et al., 2011) o como principal sustrato respiratorio
del hospedador (Odelson & Breznak, 1983). Como compuestos neuroactivos, los
SCFA producidos por la microbiota intestinal pueden afectar las vias neurales e
inmunitarias del hospedador y, por lo tanto, influir en la funcion y el

comportamiento del cerebro (Kwong & Moran, 2013).

Los metabolitos microbianos también pueden tener un importante efecto en la
fisiologia intestinal;, por ejemplo, sobre la concentracién de oxigeno, el pH y el
potencial redox que pueden ser esenciales para la salud del hospedador (Zeitouni et

al., 2016).

Algunas bacterias que forman parte de la microbiota intestinal de las abejas
presentan en sus genomas una gran cantidad de genes involucrados en el

metabolismo de los carbohidratos y en el transporte de aztcares (Engel & Moran,

7
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2013b; Lee et al., 2015), lo que sugiere que estas bacterias intestinales tienen un papel
fundamental en la digestién y en la disponibilidad de nutrientes, compensando
aquellos procesos que el hospedador por si mismo no puede realizar. Como ejemplo,
se ha visto que G. apicola participan en la degradacion de pectinas; asi como especies
de Bifidobacterias, Lactobacillus melliventris y Bombilactobacillus spp. que participan en
la digestion de los componentes de la pared y el revestimiento externo del polen, y

utilizan los productos de su degradacion (Daisley et al., 2020; KeSnerova et al., 2017).

2) La microbiota intestinal puede colonizar nichos en los hospedadores
impidiendo el establecimiento de patdgenos. En el intestino de las abejas, cada
especie tiene una distribucion caracteristica. Pocas bacterias colonizan el intestino
medio; el intestino posterior (ileon y recto) contienen la mayor abundancia. El ileon,
un tubo angosto con seis pliegues longitudinales, estd dominado por dos especies de
bacterias Gram-negativas: S. alvi (Martinson et al., 2012), bacteria fermentadora que
forma directamente una capa sobre la pared intestinal, junto con G. apicola, un
fermentador de aztcar que coloniza mas hacia el centro del lumen (Kwong & Moran,
2013). El recto esta dominado por el grupo de bacterias Gram-positiva Lactobacillus
spp. (Martinson et al., 2012). Estos integrantes de la microbiota intestinal pueden
excluir competitivamente el establecimiento de microorganismos patdgenos y evitar
el desarrollo de la infeccion. Como ejemplo, se ha descrito que diversas bacterias del
acido lactico (Lactobacillus spp. y Bifidobacterium principalmente) pertenecientes a
esta microbiota presentan efectos inhibitorios sobre Paenibacillus larvae (Forsgren et

al.,, 2010; Olofsson & Vasquez, 2008; Yoshiyama & Kimura, 2009).

3) Los integrantes de la microbiota intestinal, también, pueden interaccionar
con el sistema inmune y potenciar la respuesta frente a patdgenos o parasitos

(Kaltenpoth & Engl, 2014).

A continuacion, se detallan algunas funciones de los principales miembros de

la microbiota intestinal de abejas:
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S. alvi forma una capa de biofimls (Martinson et al., 2012) que ayuda a otras
bacterias intestinales, como Gilliamella spp., a establecerse en esa region y funciona
como una barrera mecdnica contra colonizacion e invasion por patdgenos. Ademas,
S. alvi estimula el sistema inmune de las abejas, aumenta la secrecion de péptidos
antimicrobianos, como la apidaecina, por parte de las células intestinales, inhibiendo
el crecimiento de ciertas bacterias (Kwong et al., 2017). Algunas cepas de S. alvi
codifican sistemas de secreciéon de tipo VI, que contribuye a la resistencia en la

colonizacion por patdgenos oportunistas (Steele et al., 2017).

Gilliamella spp. poseen capacidades metabdlicas adaptada a la dieta de las
abejas, presentando un gran repertorio de genes para la digestion de componentes
presenten en la pared celular del polen, como la pectina, que no se procesan y/o
absorben por las células de las abejas y, por lo tanto, se acumula en el intestino
posterior (Engel et al., 2012; Zheng et al., 2017). Algunas cepas de Gilliamella también
codifican genes para el metabolismo de azucares toxicos que las abejas pueden

encontrar en el néctar, evitando la intoxicacion por los mismos (Zheng et al., 2016).

Diferentes estudios demuestran que S. alvi y cepas de Gilliamella presentan
vias metabolicas complementarias, principalmente aquellas vias implicadas en el
metabolismo de los aztcares, en donde el producto generado por Gilliamella spp. es
empleado por S. alvi (Kwong et al., 2014; Kwong & Moran, 2016; KeSnerova et al.,
2017).

Por otro lado, el recto de la abeja estad colonizado principalmente por bacterias
Gram-positivas como las Bifidobacterium, Bombilactobacillus Firm-4 y Lactobacillus
Firm-5. El grupo de cepas de Lactobacillus Firm-5 es el filotipo mas abundante,
seguido de Bombilactobacillus Firm-4 y Bifidobacterium spp. Lactobacillus Firm-5 son los
principales fermentadores y utilizadores de flavonoides (componentes de la pared
celular del polen) en el intestino de las abejas (KeSnerova et al., 2017). Estas bacterias

controlan la proliferacion de algunos patégenos oportunistas, mediante la
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acidificacion del ambiente intestinal, disminuyendo el pH y el potencial redox
(Zheng et al., 2016; Palmer-Young et al., 2019). Las Bifidobacterium incrementan la

produccion de hormonas y moléculas de sefalizacion (KeSnerova et al., 2017).

Teniendo en cuenta las multiples funciones que tienen las bacterias
pertenecientes a la microbiota intestinal, es esperable que alteraciones en estas
comunidades (disbiosis intestinal) pueda comprometer la salud de la abeja. Por
ejemplo, el tratamiento con antibioticos actia como un factor de estrés ambiental al
provocar una disminucién en la abundancia de bacterias en el intestino de las abejas
adultas, como S. alvi, Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp., lo que hace que se
vuelvan mas susceptibles a la infeccion bacteriana (Raymann et al., 2017). Estudios
en los abejorros han demostrado que el microbioma en su conjunto también lo
protege contra el parasito intestinal Crithidia bombi (Koch & Schmid-Hempel, 2011).
El entendimiento de las funciones de la microbiota intestinal en la abeja y como la
microbiota se ve afectada por los estresores ambientales, puede ayudar no solo a
comprender mejor las funciones de las bacterias simbidticas del intestino de estos

insectos, sino también su importancia para la salud de las abejas.

1.5 Respuesta inmune de las abejas meliferas

Un individuo que vive en grupos posee muchos beneficios en comparacion
con un estilo de vida solitario. En las abejas, la cooperacion favorece la eficiencia del
cuidado de las crias, la busqueda de alimento y/o las defensas contra los
depredadores. Es por esto que los insectos sociales son especies dominantes en
muchos habitats (Klein et al., 2006). Sin embargo, vivir en grupos también acarrea
inconvenientes: las enfermedades infecciosas pueden potencialmente propagarse
mas facilmente entre los miembros del grupo, en comparacion con los individuos
que viven solos (Godfrey et al., 2006; Shykoff et al., 1991). Esto puede deberse a que

es mas probable que ocurra la transmision cuando los individuos viven en altas
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densidades y tienen contactos sociales frecuentes y, en segundo lugar, el hecho de
que los miembros del grupo son a menudo parientes cercanos y, por lo tanto, son

susceptibles a las mismas infecciones (Nunn & Altizer, 2006; Shykoff et al., 1991).

Durante su evolucion, las abejas han desarrollado mecanismos de defensas
colectivos denominados “inmunidad social”, que constituyen la primera barrera de
defensa frente a patégenos (Cremer et al., 2007; Jay D Evans & Spivak, 2009). Como
ejemplo, se encuentra el comportamiento higiénico (las abejas obreras remueven
abejas adultas que mueren en la colonia o a las crias que estan infectadas o
parasitadas), la fiebre social (agrupaciones de abejas que alcanzan temperaturas
inhdspitas para el desarrollo de parasitos) (Simone-Finstrom et al., 2014), la
construccion de colmenas con materiales que poseen propiedades antimicrobianas

como el propdleos (J. D. Evans et al., 2006), entre otros.

Como la mayoria de los eucariotas, las abejas también poseen mecanismos de
defensa individuales que incluyen defensas mecanicas, fisiologicas e inmunes (J. D.
Evans et al., 2006; Schmid et al., 2008; Wilson-Rich et al., 2008). Estos mecanismos de
defensa estan presentes en todos los individuos de la colmena. Las defensas
mecanicas incluyen la presencia de la cuticula del insecto y del tejido epitelial, los
cuales previenen la adhesion o el ingreso de los microorganismos; mientras que las
defensas fisioldgicas se vinculan a cambios en el pH y otras condiciones quimicas del
intestino del insecto (Crailsheim & Riessberger-Gallé, 2001). Una vez que los
patdgenos logran evadir estas barreras se activan la respuesta inmune innata celular

y humoral (Larsen et al., 2019).

La respuesta inmune en las abejas meliferas implica una secuencia de eventos
que se pueden agrupar en tres etapas: 1) reconocimiento, 2) activacién de vias de
senalizacion y 3) mecanismos efectores celulares y humorales destinados a eliminar

patogenos (Guzman-Novoa, 2011).
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La respuesta inmunitaria se desencadena por el proceso de reconocimiento en
el que los PAMP (patrones moleculares asociados a patdgenos) son identificados por
los PRR (receptores que reconocen patrones) en las células del sistema inmunitario.
Los PAMP son estructuras conservadas y vitales presentes en grupos de
microorganismos especificos; por ejemplo lipoparasacaridos (LPS), 4acido
lipoteicoico, zymosan, glicolipidos, glicoproteinas o ARN de doble cadena (Murphy
y Weaver, 2016). El sistema inmune también reconoce patrones moleculares
asociados a danos (DAMP), que son moléculas expresadas en células que han

sufrido dafios infecciosos o no infecciosos, como la proteina de choque térmico.

El reconocimiento de estas estructuras microbianas desencadena la activacion
de las vias de sefalizacion intracelular, que traducen sefiales o estimulos externos en

acciones dentro de las células, induciendo una respuesta inmune humoral y celular.

La inmunidad de insectos muestra muchos paralelismos con la respuesta
inmune innata de los seres humanos y otros vertebrados, que implican un conjunto
diverso de acciones como la secrecién de péptidos antimicrobianos, fagocitosis,
melanizacion y la degradacion enzimatica de patdgenos (Hoffmann, 2003; Hultmark,
2003). Los insectos carecen de respuesta inmune adaptativa. La respuesta humoral
consiste en secreciones de diferentes péptidos antimicrobianos hacia la hemolinfa
(Hoffmann, 2003). Estos péptidos estan altamente conservados, generalmente poseen
entre 12 y 50 aminodcidos, los cuales se producen y liberan en la hemolinfa del

insecto (Lemaitre & Hoffmann, 2007).

Se han detectado cuatro péptidos antimicrobianos en las abejas: defensinas
(Casteels-Josson et al., 1994), (Peter Casteels et al., 1990), abaecinas, himenoptecinas
(P. Casteels et al., 1993) y apidaecinas (P. Casteels et al., 1989). Estos AMPs son un
componente clave en la inmunidad innata de los insectos para la defensa contra
patogenos invasores, se liberan durante una infeccién bacteriana, fungica o
protozoaria, y dafian las células microbianas perforando las membranas e inhibiendo
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el plegamiento de proteinas (Danihlik et al., 2015). Las abejas también producen
lisozima, un factor no especifico del sistema inmune sintetizado por las glandulas
salivares de las abejas nodrizas (Bogdanov, 1997), que es activo frente a bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas. La lisozima puede promover la expresion de

otros péptidos antimicrobianos (Imler & Bulet, 2005).

Por otro lado, la respuesta inmune celular esta formada por células inmunes
como los hemocitos, granulocitos y plasmocitos encargados de realizar las tareas de
fagocitosis, encapsulacién, nodulacién y melanizacion de microorganismos y
cuerpos extrafos (Christophides et al, 2002; Wilson-Rich et al., 2008). Los
mecanismos celulares contribuyen a la eliminacién de agentes extrafios; ante una
particula infecciosa o externa, los hemocitos pueden responder fagocitandola o
lisandola, o engulléndola para neutralizarla. Los hemocitos pueden fagocitar
pequenos agentes extrafos para eliminarlos. Para que los hemocitos cumplan con
sus funciones fagociticas y reparadoras, tienen algtn tipo de moléculas de adhesion
que les permite unirse a diferentes superficies, a otras células o entre si, que es lo que
sucede en la nodulacién o encapsulacion (Marringa et al., 2014; Negri et al., 2017). La
melanizacién es una combinacion de procesos humorales y celulares que se produce
durante la encapsulacion o la nodulacion y la cicatrizacion, y tiene como objetivo
tratar las lesiones, ya sean mediadas por patdgenos o no. Esta reaccion celular en el
sistema de defensa de los insectos elimina gran cantidad de células bacterianas,
parasitos y xenobidticos (Eleftherianos et al., 2009). Su funcion principal es limitar la

propagacion del agente y retenerlo para su eliminacion (Strand, 2008).

Finalmente, una proteina importante vinculada a la organizacion social de los
insectos con efectos pleiotropicos sobre la division del trabajo y especializacion de
forrajeo, pero que también estd vinculada a la defensa frente a patdgenos, es la

vitelogenina (Amdam & Ombholt, 2003; Nelson et al., 2007). La expresién de esta
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proteina se ha asociado con una mayor resistencia al estrés oxidativo ocasionado por

el microsporidio Nosema ceranae (Corona et al., 2007; Nelson et al., 2007).

La respuesta inmune esta vinculada a la microbiota intestinal de las abejas.
Kwong y colaboradores, demostraron que la microbiota puede influir en la
abundancia de apidaecina en la hemolinfa, ejerciendo un efecto inmunoldgico
sistémico en lugar de estar solo localizado en el intestino. Ademas, encontraron que
la apidaecina se produce en la luz intestinal, lo que abre la posibilidad de que el
sistema inmune del hospedero participe en la estructuracion de la comunidad

microbiana intestinal (Kwong et al., 2017).

Estos diversos mecanismos de defensa acttan de forma sinérgica,
constituyendo poderosas herramientas para neutralizar pardsitos y patogenos

(Larsen et al., 2019).

1.6 Factores de estrés que afectan a las abejas meliferas

En los ultimos afios se han reportado pérdidas masivas de colmenas
alrededor del mundo (Gray et al., 2022; Steinhauer et al., 2018). En Uruguay, estas
pérdidas ascienden al 25-30% de las colmenas al afio, porcentajes similares a Estados
Unidos y superiores a los reportados en Europa (Gray et al., 2022; Requier et al,,
2018; Steinhauer et al., 2018). Entre las principales causas se encuentran la
intoxicacion con pesticidas (herbicidas, insecticidas, fungicidas) y problemas
nutricionales, ambos asociadas a la intensificacion en el uso de la tierra. A esto se
suma la infeccion por multiples plagas y patdgenos, tales como el acaro Varroa
destructor, el microsporidio Nosema ceranae y diferentes virus de ARN (Dave Goulson

et al., 2015; Steinhauer et al., 2018).
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1.6.1 Nosema ceranae

Nosema ceranae (N. ceranae) es un hongo causante de una enfermedad llamada
Nosemosis. Las abejas meliferas adultas se infectan al ingerir esporas con la miel, con
el polen almacenado o con la ingesta de agua, y las transmiten dentro de la colmena
mediante trofalaxis con otras abejas (Higes et al., 2010; Higes et al., 2008b) y durante
la limpieza de la colonia (Graystock et al., 2015). Después de su ingestion, las esporas
llegan a la luz del intestino medio donde germinan e inyectan el esporoplasma
(parasito infectivo) en células epiteliales a través del tubo polar (Higes et al., 2008b).
Alli se multiplicara y se producira un alto namero de esporas que se liberaran a
través de las heces generando nuevas fuentes de infeccion para la colonia (Chen et
al., 2008). Una abeja puede albergar millones de esporas nuevas en su intestino en
unas pocas semanas después de la infeccion inicial (Bailey & Ball, 1991). Las heces de
los individuos enfermos poseen grandes nimeros de esporas, y constituyen las

principales fuentes de infeccion.

A nivel individual N. ceranae genera desordenes intestinales y envejecimiento
precoz, disminuyendo la vida media de la abeja (Alaux et al., 2011; Dussaubat et al.,
2010). Ademas deprime la respuesta inmune de la abeja, lo que podria aumentar la
susceptibilidad a otros patdgenos (Antunez et al., 2009). A nivel colonial, las abejas
infectadas pueden no mostrar sintomas visibles, pero cuando las condiciones
ambientales son favorables para el parasito, las colonias pueden colapsar
rapidamente (Higes et al., 2008b; Higes et al., 2009; Genersch et al., 2010; Bourgeois
et al., 2010). Esto convierte a la Nosemosis en una enfermedad dificil de diagnosticar

y por consiguiente de controlar.

N. ceranae presenta una distribucion mundial (Higes et al., 2013). En Uruguay,
los primeros reportes datan de 1990 (Invernizzi et al.,, 2009), y actualmente se

encuentra ampliamente distribuido en el pais (Anido et al., 2015).
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En un trabajo previo realizado en condiciones de laboratorio por nuestro
grupo, se encontrd que la infeccion por N. ceranae altera la microbiota intestinal de
las abejas meliferas (Castelli et al., 2020). En particular, la infeccion favorecio la
abundancia de Bartonella sp. y Enterobacteriaceae y disminuyd la abundancia de
Lactobacillus spp (Castelli et al., 2020). Dado que el microsporidio infecta las células
epiteliales del intestino y altera drasticamente la anatomia y fisiologia del intestino
(Higes et al., 2013) es esperable que genere una modificacion importante de la

microbiota intestinal.

1.6.2 Virus ARN

Dentro de los patogenos que afectan a las abejas meliferas se encuentran
también los virus de ARN. Actualmente se han descrito mas de 80 virus que infectan
a las abejas, la mayoria son virus de ARN monocatenario (ssRNA) de sentido
positivo (+), siendo los principales el Virus de la Paralisis Aguda (ABPV), el Virus de
la Celda Reina Negra (BQCV), el Virus de la Paralisis Cronica de las abejas (CBPV),
el Virus de las Alas Deformadas (DWV), Virus de la Pardlisis Aguda Israeli (IAPV) y
el Virus de la Cria Ensacada (SBV) (Beaurepaire et al., 2020). En particular, el DWV
es el virus con mayor relevancia ya que genera el nacimiento de abejas sin alas o con
alas deformes, y junto al acaro V. destructor (Rosenkranz et al., 2009), se los asocia al

colapso de las colmenas (Highfield et al., 2009).

1.6.3 Pesticidas

Otro de los factores que afectan a las abejas es el uso de pesticidas, sustancias
quimicas disefiadas para controlar un grupo blanco de organismos al interferir con
rutas metabolicas. Existen diferentes tipos de pesticidas segin su organismo blanco,
insecticidas, herbicidas y funguicidas, entre otros (Botias & Sanchez-Bayo, 2018). Los
insecticidas matan insectos al interrumpir su actividad neuronal, su proceso de
muda u otro metabolismo especifico. Los herbicidas afectan a plantas al interrumpir

sus capacidades fotosintéticas o la sintesis de compuestos orgdnicos esenciales. Los
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fungicidas matan hongos al inhibir la formacién de sus membranas celulares u otro

metabolismo especifico de estos organismos (Sanchez-Bayo et al., 2016).

La toxicidad de cada tipo de pesticida, sin embargo, no es exclusiva para su
grupo blanco, ya que también se ven afectadas otras especies que comparten un
metabolismo similar aunque normalmente en menor grado. La potencia de un
pesticida se define por la dosis de producto quimico letal para el 50% de los
individuos de una poblacion (DLs), y dicha dosis varia de una especie a otra (Botias
& Sanchez-Bayo, 2018). Las dosis por debajo de la DLso se consideran “subletales”, y
si bien pueden no causar la muerte directa de un organismo, pueden afectar su

funcionamiento normal y por ende su salud (Desneux et al., 2006).

Si bien el uso de los pesticidas permite el control de las poblaciones de plagas
y mejora el rendimiento de los cultivos, los residuos tienden a dispersarse y
permanecer en el medio ambiente durante periodos de tiempo inciertos, lo que
aumenta las posibilidades de efectos secundarios en organismos no blancos

(Sanchez-Bayo et al., 2016).

El uso de pesticidas alrededor del mundo ha aumentado durante las ultimas
décadas a causa del incremento en el uso del suelo con fines agricolas (Zhang et al.,
2011; Johnson & Pettis, 2014). En Uruguay en la ultima década el proceso de
expansion agricola elevd el area utilizada de 300.000 a mas de un millon de
hectareas, basdndose en una estrategia de siembra directa dominada por rotaciones
de cultivo con soja transgénica (Diea & Mgap, 2014). Esto ha determinado que
aumente sensiblemente el uso de ciertos pesticidas como el glifosato y ciertos
neonicotinoides, y el registro y uso de nuevos productos como es el caso del

sulfoxaflor y/o el glufosinato de amonio.

En los ambientes agricolas las abejas estan continuamente expuestas a estos

pesticidas por diversas rutas (Botias & Sanchez-Bayo, 2018). Se pueden exponer a
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ellos durante su aplicacion sobre el cultivo. La mayoria de los insecticidas se aplican
como aerosoles, mientras que los herbicidas y fungicidas generalmente se aplican
directamente sobre el suelo antes de plantar los cultivos. En todos estos casos, las
gotas y el polvo de las aplicaciones pueden caer directamente sobre las abejas que
vuelan a través de los campos tratados (Craig et al., 1998). Una sola gota de
insecticida puede ser suficiente para matar a una abeja ya que las soluciones de
rociado contienen dosis concentradas de estos quimicos; siendo esta una causa

comun de intoxicacion de abejas (Greig-Smith et al., 1994; Magrini et al., 2004).

Los insecticidas sistémicos generalmente se aplican como recubrimientos de
semillas. Las semillas tratadas se introducen en el suelo mediante sembradoras
especializadas, y el roce de las semillas en la maquinaria produce particulas de polvo
muy cargadas con los insecticidas. Estas particulas también pueden causar una gran
mortalidad de las abejas (Georgiadis et al., 2010). Ademas, los insecticidas sistémicos
aplicados de esta manera son absorbidos por las plantas de cultivo a medida que
crecen, y sus residuos se distribuyen en todas las partes de la planta tratada
incluidas las flores, el polen y el néctar (Bonmatin et al., 2015). De esta forma, no solo
las plantas del cultivo tratado se ven afectadas, sino también las hierbas y arbustos
que crecen cercanos al cultivo, a través del polvo/deriva del rociado o al absorber
pequenas cantidades de residuos que se esparcen por el suelo a través del flujo de
agua (Botias et al., 2015; Krupke et al., 2012). Ademas, algunas plantas pueden
producir gotas en las primeras horas de la mafnana (por ejemplo, el maiz), y los
insecticidas sistémicos que aparecen en dichas gotas en concentraciones elevadas son

capaces de matar a las abejas (Tapparo et al., 2011).

Por otro lado, la exposicion de las abejas a los pesticidas también puede darse
a través de la ingestion de residuos que se encuentran en el polen y el néctar de las
plantas contaminadas, ya sea de las plantas de cultivo o de las malezas de los

alrededores (Botias & Sanchez-Bayo, 2018; Sanchez-Bayo & Goka, 2014). Los

18



Introduccion

residuos de pesticidas en el polen y el néctar son llevados por las abejas recolectoras
a sus colonias y permanecen en el pan de abeja y en la miel durante mucho tiempo
(Kubik et al., 1999; Orantes-Bermejo et al., 2010). Con estos residuos luego se
alimentan a las larvas y a la reina, que se ven afectadas de manera similar a las abejas
recolectoras. En este sentido, los diferentes productos de la colmena como cera y
miel son considerados reservorios de informacién valiosa sobre la calidad del
ambiente en el que se encuentra la colmena. De hecho las abejas meliferas y la
colmena son considerados bioindicadores de calidad ambiental, que pueden ser
herramientas poderosas para monitorear los residuos de pesticidas en diferentes
agroecosistemas (Niell et al., 2015; Balayiannis & Balayiannis, 2008; Celli &
Maccagnani, 2003; Kwong & Moran, 2013; Porrini et al., 2002).

Finalmente, otra forma de intoxicacion es a través del agua contaminada que
las abejas beben para mantener constante su temperatura corporal (Schmaranzer,
2000). En ocasiones, los residuos del suelo pueden pasar al agua y aparecer en los
arroyos, riachuelos y estanques de las areas agricolas y mas alla, generando una
mezcla de pesticidas (Belden et al., 2007). Parte de la contaminacion del agua
también se puede deber a la deriva de las aplicaciones de rociado, particularmente

de los insecticidas (Siebers et al., 2003; Woods et al., 2001).

La exposicion a pesticidas puede tener efectos negativos en las abejas. Un
ejemplo es el imidacloprid, un insecticida neonicotinoide comtinmente utilizado
para el control del dafio causado por insectos en cultivos, el cual en dosis subletales
potencia los efectos negativos de los patdgenos bacterianos en las abejas. Ademas,
afecta el sistema nervioso de los insectos, alterando los procesos de aprendizaje y
memoria (Elbert et al., 2008; Williamson et al., 2013). Los pesticidas también pueden
tener efectos dafninos en el medio ambiente donde viven las abejas y otros

polinizadores. Se ha demostrado que la biodiversidad vegetal y sus comunidades de
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insectos asociadas han disminuido en dreas que se han tratado con pesticidas

durante muchos anos (Schmitz et al., 2014; Wardle et al., 1999).
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1.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis general

La hipotesis general de esta tesis es que la exposicion a dosis subletales de
diferentes pesticidas impacta negativamente en la microbiota intestinal de las abejas,
asi como en su fisiologia e inmunidad. Al alterarse estos mecanismos de defensa, la
abeja se vuelve mds susceptible a la infeccion por patdgenos, terminando con su

muerte.

2.2 Objetivo general

Evaluar el impacto de diferentes pesticidas en la salud de las abejas meliferas.
En particular se escogieron tres productos empleados en Uruguay, el herbicida
glifosato, por ser el producto que mas se importa y aplica en nuestro pais; el
herbicida glufosinato de amonio y el insecticida sulfoxaflor, por estar recientemente
aprobados por el MGAP y existe escasa informacién acerca de sus efectos en las

abejas.

Para alcanzar este objetivo esta tesis se llevd adelante en tres etapas, que se

presentan como tres capitulos:
Capitulo I: “Efecto del insecticida sulfoxaflor en la salud de las abejas”.

En primer lugar se evalud la dosis letal 50 (DLso) del sulfoxaflor en abejas
meliferas, paso necesario para determinar las dosis subletales de trabajo. Luego se
analizo el impacto de la intoxicacién oral aguda y crénica de dosis subletales de este

pesticida sobre la microbiota intestinal de las abejas, en la expresiéon de genes
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asociados a la respuesta inmune; sobre el nivel de infeccion por DWYV, y finalmente

sobre la supervivencia de las abejas.

Capitulo II: “Efecto del herbicida glufosinato de amonio en la salud de las
abejas”.

Se analizd el impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica de dosis
subletales de glufosinato de amonio sobre la microbiota intestinal, en la expresion de

genes asociados a la respuesta inmune; sobre el nivel de infeccion por DWV, y

finalmente sobre la supervivencia de las abejas.

Capitulo III: “Efecto del herbicida glifosato en conjunto con Nosema ceranae en la
salud de las abejas”.

Se evaluo la DLso del glifosato en abejas meliferas, lo que permitié determinar
las dosis subletales de trabajo. Luego se analizé el impacto de la intoxicacion oral
cronica de dosis subletales de glifosato solo 0 en combinacion con la infeccion con N.
ceranae, en la microbiota intestinal, en la expresidon de genes asociados a la respuesta
inmune, sobre el nivel de infecciéon por DWV y finalmente en la supervivencia de las

abejas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Determinacion de la Dosis Letal 50

3.1.1 Dosis a evaluar

Para determinar la DLso en las abejas meliferas uruguayas se empled un
ensayo de cria de abejas en laboratorio siguiendo las indicaciones descritas por
OECD, 2017 y US EPA. Estos experimentos se realizaron en la primavera del 2020

(noviembre y diciembre).

Las dosis a evaluar se seleccionaron en base a la DLso del sulfoxaflor y
glifosato para intoxicacion oral en abejas europeas (PPDB: Pesticide Properties
DataBase) (DLso sulfoxaflor: 0,146 pg/abeja; DLso glifosato = 104 pg/abeja) (Lewis et
al., 2016) (Tabla 1). Se preparo una solucion concentrada de sulfoxaflor y glifosato
(ingrediente activo, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Alemania) homogeneizando 0,3 mg
de sulfoxaflor en 5 mL de agua destilada estéril + 2,5 gramos de aztcar (sacarosa);
mientras que para preparar la solucion concentrada de glifosato se pesaron 50 mg de
glifosato en 5 mL de agua destilada estéril + 2,5 gramos de azucar (sacarosa).
Posteriormente a partir de estas soluciones se realizaron las diluciones
correspondientes empleando jarabe de sacarosa 1:2 (1 kg de azucar (sacarosa) en 2

litros de agua).

Como control negativo se administrd jarabe de sacarosa 1:2, y como control
positivo se emplearon dos dosis diferentes del insecticida dimetoato, insecticida

estandar de preferencia en los bioensayos (dosis: 0,10 pg y 0,35 ug por abeja).
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Tabla 1.- Dosis de sulfoxaflor y de glifosato empleadas en el ensayo de
determinacion de la DLso de abejas meliferas

Dosis de sulfoxaflor evaluadas en abejas Dosis de glifosato evaluadas en abejas
criollas (ug/abeja) criollas (ug/abeja)
0,6 100
0,15 50
0,0375 25
0,01875
0,009375
0,002343
0,0005859

3.1.2 Diserio experimental

Se colectaron cuadros de cria operculada de A. mellifera criollas a punto de
emerger (hibridos locales entre Apis mellifera scutellata, Apis mellifera ligustica y Apis
mellifera mellifera), de diferentes colonias de un apiario experimental localizado en
Facultad de Veterinaria, UdelaR, Montevideo, Uruguay. Dichas las colonias no se
trataron con ningtin quimico al menos 6 meses antes del ensayo. Los cuadros se
incubaron en condiciones de temperatura y humedad similares a las naturales

(Temperatura: 34°C y Humedad: 60%), para estimular la emergencia de las abejas.

Las abejas recién emergidas se mantuvieron en esas condiciones y en contacto
con el panal para que se inoculen con la microbiota intestinal normal. A las 24 horas,
las abejas emergidas de panales de diferentes colonias se mezclaron, se colocaron en
jaulas cuyas dimensiones son 3x14x4,75 cm junto con una jeringa de 5 mL (Figura 1),

y se incubaron en la oscuridad a 25 + 2°C y 60% de humedad relativa. Solo se
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emplearon las abejas que emergieron dentro de esas primeras 24 horas para
estandarizar la edad. Se alimentaron con jarabe de sacarosa 1:2. Transcurridas 24
horas de su emergencia, se retird el alimento por un periodo de 2 horas, se formaron
los grupos (cada uno conformado por 3 jaulas con 20 abejas=triplicados), y cada
grupo recibié un tratamiento diferente: jarabe de sacarosa contaminado con
diferentes dosis de pesticida; jarabe de sacarosa contaminado con diferentes dosis de
dimetoato como control positivo, o jarabe de sacarosa sin contaminar como control
negativo. Una vez consumida la dosis adecuada, se retird el jarabe de sacarosa
contaminado y se les administrd jarabe de sacarosa fresco y sin contaminar ad
libitum. A las 48 horas de la intoxicacidn, se registraron y se retiraron las abejas
muertas por tratamiento. El ensayo se considerdé valido siempre y cuando los
controles negativos presentaran una tasa de mortalidad inferior al 10%. Las abejas
meliferas se consideraron muertas cuando permanecieron totalmente inmoviles
durante un periodo de observaciéon de 10 segundos durante su observacion diaria

(OECD, 2017).

Figura 1. Jaulas empleadas para los diferentes disefios experimentales de esta tesis.
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3.1.3 Analisis estadisticos

La DLso se determiné utilizando un modelo lineal generalizado (GLM) con
distribucion quasibinomial y un modelo logit o probit (Crawley, 2016), con niveles
residuales inferiores a los grados de libertad. Las pruebas estadisticas se realizaron

utilizando el software RStudio version 4.0.2 (RStudio, 2020).

3.2 Analisis de la intoxicacion oral aguda y cronica de
pesticidas en la salud de las abejas meliferas

3.2.1 Diserio experimental

Para los diferentes ensayos de cria de abejas en laboratorio se colectaron
cuadros de cria operculada de A. mellifera criollas a punto de emerger (hibridos
locales entre Apis mellifera scutellata, Apis mellifera ligustica y Apis mellifera mellifera),
de diferentes colonias de un apiario experimental. En los experimentos del capitulo I
y II se emplearon colonias del apiario experimental de INIA La Estanzuela, Colonia,
Uruguay, y en los experimentos del capitulo III se emplearon colonias de Facultad
de Veterinaria, UdelaR, Montevideo, Uruguay. En ambos casos las colonias no se
trataron con ningtin quimico al menos 6 meses antes del ensayo. Los cuadros se
incubaron en condiciones de temperatura y humedad similares a las naturales

(Temperatura: 34°C y Humedad: 60%), para estimular la emergencia de las abejas.

Las abejas recién emergidas se mantuvieron en esas condiciones y en contacto
con el panal para que se inoculen con la microbiota intestinal normal. A las 24 horas,
las abejas emergidas de panales de diferentes colonias se mezclaron, se colocaron en
jaulas y se incubaron en la oscuridad a 30 + 1 °C y 60% de humedad relativa. Solo se
emplearon las abejas que emergieron dentro de esas primeras 24 horas para
estandarizar la edad.
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Con el fin de evaluar el efecto de los diferentes tratamientos
(pesticidas/patdgenos) en las abejas, se realizaron dos ensayos de intoxicacion. En
primer lugar se intoxicd a las abejas con el pesticida de interés durante 48 horas, a
esto se le denomino ensayo de intoxicacion aguda. Por otro lado, se intoxico a las
abejas con el pesticida durante toda su vida, a lo que se denominé intoxicacion
cronica. En todos los casos la administracion fue por via oral en masa, y se
incluyeron grupos controles, abejas alimentadas tinicamente con jarabe de sacarosa
1:1. Todos los dias se cuantifico el nimero de abejas muertas (las cuales se
removieron) y se estimd el consumo de jarabe de sacarosa, determinado por el
cambio de volumen en las jeringas graduadas. Cada 48 horas, se reemplazo el
alimento por alimento fresco, con la concentracion de pesticida adecuada segun
corresponda. A diferentes tiempos post-intoxicacion, se colectaron abejas para el
andlisis de su microbiota intestinal, para el andlisis de la expresion de genes
vinculados a la respuesta inmune, y el nivel de infeccion por DWV. Estas tltimas se

almacenaron a -80°C para evitar la degradacion del ARN mensajero y viral.

3.2.2 Analisis de estructura y composicion de la microbiota intestinal

- Extraccion de ADN: Las abejas se lavaron externamente usando una
solucion de hipoclorito al 1% (Engel et al., 2013). Se extrajeron los intestinos de forma
individual y se homogeneizaron usando perlas de cerdmica en tubos de plastico
empleando un equipo FastPrep-24™ durante 40 segundos a 6,0 m/s. Posteriormente,
los tubos se centrifugaron durante 1 minuto a 5000 xg. La extraccion de ADN se
realizé utilizando el método de SDS-CTAB (Zhou et al., 1996). E1 ADN obtenido se

cuantificé y se normalizo6 a 10 ng/uL.

- PCR cuantitativa: la abundancia de bacterias por abeja se estim6 mediante

la proporcién de copias del gen de ARNr 16S (Kesnerova et al., 2017) y un gen de
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expresion constitutiva de la abeja (gen RPS5) (Jay D. Evans, 2006). En ambos casos,
las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron en un volumen final de 20 uL,
compuesto por 1x SYBR (Power SYBR ® Green PCR Master Mix, Applied Biosystems),
0,3 uM de cada cebador, 40 ng de ADN y agua libre de ARNasa. Todas las
reacciones de qPCR se realizaron por triplicado en un equipo (Applied Biosystem)
BIO-RAD CFX96™ Real-Time, y se incluyeron dos controles negativos en cada
corrida. La proporcion relativa de bacterias/ADN de abeja se calculé6 mediante la
férmula = (log [eficacia del gen de la abeja]xCT del gen de la abeja) — (log [eficacia
del gen 16S de las bacterias]xCT del gen 16S de las bacterias) (Ludvigsen et al., 2015).

- Secuenciacién masiva: E1 ADN obtenido se analizé mediante secuenciaciéon
masiva. En el caso del capitulo I y II, se secuencio la region V3-V4 del gen de ARNr
165 empleando los cebadores V3F_Nextera (5-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGAGGCAGCAG-
3) y Meta_V4_806R
(GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTWTCT
AAT-3). La secuenciacion se llevoé a cabo usando la plataforma Illumina MiSeq

2x300bp en los servicios del Centro de Genomica de la Universidad de Minnesota

(UMGC - USA).

En el capitulo III, se secuenci¢ la region V4 del gen de ARNr 16S, empleando
la plataforma MiSeq Illumina (2x300 PE) en Macrogen (Korea), de acuerdo con el
protocolo recomendado por el fabricante
(https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry_documentation/
16s/16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf, accessed on 31 July 2020).
En este caso, la libreria de secuenciaciéon se construyé empleando los primers
Bakt_341F (5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3) y Bakt_805R (5-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3).
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3.2.3 Analisis de la expresion de diferentes genes mediante PCR
cuantitativa

- Extraccion de ARN y retrotranscripcion: Las abejas se homogeneizaron de
forma individual en buffer de lisis (Invitrogen) y se realizé la extraccion de ARN
usando el Mini Kit PureLink RNA (Invitrogen), de acuerdo con las condiciones del
fabricante. E1 ARN total se tratd6 con DNAsa y se utilizo para generar ADNc
empleando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem), de

acuerdo con lo recomendado por el fabricante.

- PCR cuantitativa: Se evalud la expresion de diferentes genes vinculados con
la inmunidad (lisozima, glucosa oxidasa, himenoptecina, vitelogenina) y el nivel de
infeccion por DWV, empleando cebadores previamente reportados (Tabla 2) (Jay D.
Evans, 2006; Kukielka et al., 2008; Yang & Cox-Foster, 2005). Se preparo la mezcla de
reaccion con 10 uL de MasterMix PCR QuantiTect SYBR Green 1 X, 0,3 uM de cada
cebador, agua libre de RNAsa y 2 uL. de ADNc diluido 1:10, en un volumen final de
20 pL. Las reacciones de PCR se realizaron en un Sistema de BIO-RAD CFX96TM
Real-Time y el programa del ciclado consistio en una etapa inicial de 95°C por 15 min,
y 40 ciclos 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. La
fluorescencia se midio en la etapa de elongacion. En todas las corridas se emplearon

controles negativos (sin ADN).
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Tabla 2.- Secuencias de los cebadores empleados en esta tesis.

Secuencias blanco Secuencia (5" a 3') Referencias
Proteina Ribosomal S5 F 5-AATTATTTGGTCGCTGGAATTG-3' E 2006
vans,
Proteina Ribosomal S5 R 5-TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA-3
Himenoptecina F 5-CTCTTCTGTGCCGTTGCATA-3' Evans. 2006
Himenoptecina R 5-GCGTCTCCTGTCATTCCATT-3' ’
Vitelogenina F 5-AGTTCCGACCGACGACGA-3
Corona et al ., 2007
Vitelogenina R 5-TTCCCTCCCACGGAGTCC- 3
Lisozima F 5-ACACGGTTGGTCACTGGTCC-3' Yang and Cox-Foster,
Lisozima R 5-GTCCCACGCTTTGAATCCCT-3' 2005
Glucosa oxidasa F 5-GAGCGAGGTITCGAATTGGA-3' Yang and Cox-Foster,
Glucosa oxidasa R 5-GTCGTTCCCCCGAGATTCTT-3' 2005
Bacteria universal (165 rRNA)F | 5-AGGATTAGATACCCTGGTAGTCC-3'
- - Kesnerova et al ., 2017
Bacteria universal (165 rRNA) R 5-YCGTACTCCCCAGGCGG-3'
DWV2F 5-GAGATTGAAGCGCATGAACA-3 Kulkielka et al , 2008
DWV2 R 5-TGAATTCAGTGTCGCCCATA-3'

3.2.4 Analisis estadisticos

- Anadlisis bioinformatico: Los reads (lecturas) paired-end obtenidas, se
procesaron empleando el software RStudio version 4.0.2 (RStudio, 2020) y el paquete
Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADA2) (version 1.12.1, (Callahan et al.,
2016)). Los reads crudos de baja calidad se descartaron y las secuencias de los
cebadores se eliminaron con cutadapt (Martin, 2011). Luego, se fusionaron los reads
pareados. Posteriormente se obtuvieron las secuencias representativas de cada ASV
(por las siglas en inglés de "Amplicon Variant Sequence") y se eliminaron las quimeras.
La asignacion taxondémica de las ASVs representativas se realizdé empleando la base
de datos BEExact (Daisley & Reid, 2021) para las secuencias obtenidas en el capitulo I
y II) y SILVA_132 para las secuencias del capitulo III, con una identidad de
secuencias del 99%, empleando el paquete assignTaxonomy. Los reads pertenecientes a
mitocondrias, cloroplastos y eucariotas se excluyeron empleando el paquete
“phyloseq” package version 1.28.0 (McMurdie and Holmes, 2013), “subset_taxa”

function. Con el fin de facilitar la visualizacion de los diferentes graficos de
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abundancia “barplot” (representando la abundancia relativa de las ASVs), solo se
retuvieron aquellas secuencias que estaban presente al menos en una abundancia del
1% en un minimo de 2 muestras (“genefilter” paquete version 1.66.0 (Gentleman et
al., 2022), “filterfun_sample” funcion). A partir de la tabla de ASVs se analiz6 la
diversidad alfa y beta empleando el paquete “Vegan” (Oksanen et al., 2015). La
diversidad alfa se analizo6 mediante el indice de ASVs observadas y el indice de
Shannon (Anderson, 2006a); mientras que la diversidad beta se analizé empleando
los indices de Bray-Curtis, UniFrac weighted, y UniFrac unweighted (funcion
“vegdist”) (Anderson, 2006a). Con el fin de evaluar el efecto de los diferentes
tratamientos en la estructura de la microbiota intestinal, se emplearon analisis de
varianza multivariados permutacionales (ADONIS, “adonis” funcion) sobre los
indices de beta diversidad. Se empled también la funcion “betadisper” para evaluar
homogeneidad de varianza (Anderson, 2006a; 2006b) comparando las distancias de
las muestras individuales a los centroides de grupo en el espacio multidimensional
utilizando "permutest”. Se empleo la funcion “metaMDS” para realizar diferentes
graficos. Las diferencias entre las abundancias relativas de las diferentes ASV se
examinaron utilizando el software DESeq2 (Love et al.,, 2014), como lo describen

Jones et al., 2018 (Jones et al., 2018).

- Analisis de la expresion de genes: Los valores de Cq (threshold cycle number)
del gen de referencia RPS5 se utilizaron para normalizar los resultados entre
muestras, y se calcul6 el radio de expresion de acuerdo con lo descrito por Pfaffl
(Pfaffl, 2001). Los resultados para cada gen se analizaron para determinar si se
ajustaban a una distribucion normal (mediante el test de Kolmogorov-Smirnov) y si
presentaban homogeneidad de varianza (mediante el test de Levene). En aquellas
variables en las cuales los datos cumplian los requisitos para el uso de estadistica
paramétrica, la diferencia entre los diferentes grupos se evalu6 mediante el test de
ANOVA. Cuando los datos no se ajustaban a datos paramétricos se empled el test de

Kruskal-Wallis y posteriormente Mann-Whitney.
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- Supervivencia: Se construyd una curva de supervivencia para las abejas
sometidas a los diferentes tratamientos, y se analizd mediante el método de Kaplan-

Meier. Se evaluo la presencia de diferencias estadisticas entre los grupos empleando

el test Log-Rank (Bland & Altman, 2004).

- Consumo de alimento: Se estimo el consumo diario de alimento por abeja en
las 3 jaulas de cada tratamiento, durante los primeros 15 dias de ensayo. Se
utilizaron modelos mixtos lineales generalizados (GLMM) para evaluar el efecto de
los tratamientos (como variable independiente) sobre el consumo de alimento

considerando el tiempo como efecto aleatorio.

En todos los casos, los valores de p menores o iguales a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Los analisis estadisticos fueron realizados en el

software RStudio version 4.0.2 (RStudio, 2020).
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4. CAPITULO 1. “Efecto del insecticida sulfoxaflor
en la salud de las abejas”

4.1- Introduccion

En los dltimos afos se han reportado grandes pérdidas de colonias de abejas
meliferas alrededor del mundo (D. Goulson et al., 2007; Requier et al., 2018;
Steinhauer et al.,, 2018). Las causas de estas pérdidas son diversas, pero se ha
demostrado que la intensificaciéon agricola es una de las principales amenazas (D.
Goulson et al., 2007). Esto no solo reduce la disponibilidad, diversidad y calidad de
los recursos florales para las abejas, sino que también aumenta la exposicion a
diferentes pesticidas (Smith et al., 2014). Entre ellos, los insecticidas neonicotinoides
han sido los mas estudiados debido al fuerte impacto que provocan en su salud

(Henry et al., 2012; Tsvetkov et al., 2017; Woodcock et al., 2016).

Las abejas estan expuestas a multiples insecticidas neonicotinoides alrededor
del mundo. En 2017, Mitchell y colaboradores (2017) (Mitchell et al., 2017) analizaron
198 muestras de miel de diferentes paises, encontrando al menos un neonicotinoide
en el 75 % de las muestras, dos o mas en el 45% y cuatro o cinco en el 10%. La co-
existencia de estos insecticidas nenicotinoides, o incluso con otros pesticidas puede
aumentar el dafio a los polinizadores. En consecuencia, la pertinencia del uso de
estos pesticidas estd siendo cuestionada actualmente en muchos paises (Van Der
Sluijs et al., 2014), estando prohibido su uso en paises de Europa y América del
Norte (Brown et al., 2016). Sin embargo, su prohibiciéon ha impulsado la introduccion
y uso de nuevas moléculas. Un ejemplo de esto es el insecticida sulfoxaflor, el primer
insecticida a base de sulfoxamina comercializado. Fue registrado por la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) de Estados Unidos en 2013, y se utiliza para proteger

cultivos (ente ellos el maiz, sorgo, cacao, y citricos) contra multiples plagas (Bacci et
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al., 2018), incluyendo insectos que se alimentan de savia (pulgones) y que son

resistentes a otras clases de insecticidas (Sparks et al., 2013).

El blanco de accion de los insecticidas neonicotinoides son los receptores de
acetilcolina (nAChR) de las neuronas post-sindpticas del sistema nervioso central en
insectos, interfiriendo con la transmision de impulsos en el sistema nervioso central
(Simon-Delso et al., 2015). Aunque muchos autores proponen que el sulfoxaflor
deberia clasificarse como neonicotinoide por estar direccionado al mismo blanco de
accion, este se une a sitios diferentes dentro de esos receptores (Babcock et al., 2011;

Cutler et al., 2013; Watson et al., 2011; Zhu et al., 2011).

Los insecticidas en base a sulfoxaminas son altamente toxicos para algunos
organismos acuaticos (Morrissey et al., 2015), y para insectos como los abejorros
(Siviter et al., 2018). Un estudio reciente, demuestra que una de las formulaciones
comerciales del sulfoxaflor (Transform®) aumenta el estrés oxidativo y el inicio de la
apoptosis en las abejas meliferas expuestas a concentraciones de dicho producto
encontradas en el campo. Por otro lado, actualmente el uso del sulfoxaflor se

encuentre prohibido en Francia (Chakrabarti et al., 2020; EPA, 2014).

Gracias a su alta potencia y baja resistencia cruzada con otros insecticidas, el
sulfoxaflor se considera una adecuada alternativa con respecto al uso de los
neonicotinoides (Babcock et al., 2011). Sin embargo, poco se conoce acerca de su

efecto sobre la salud de las abejas meliferas.

En los dultimos afios se han publicado varios trabajos cientificos que
demuestran el impacto negativo de los pesticidas en la microbiota intestinal, y como
esto repercute en la salud de las abejas (Giambo et al.,, 2021). Liu et al. (2020)
demostraron que la exposicidon continua durante 7 dias a concentraciones altas del
insecticida neonicotinoide tiacloprid (0,6 y 2,0 mg/L) causa una alta mortalidad y

genera disbiosis en su microbioma intestinal. La supervivencia de las abejas no se vio
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afectada cuando se intoxicaron con concentracion baja de tiacloprid (0,2 mg/L) (Liu
et al, 2020). Zhu et al (2020) demostraron que la intoxicacién croénica con el
neonicotinoide nitenpiram causa disbiosis en la microbiota intestinal, alterando
también la homeostasis metabdlica, la respuesta inmune de las abejas, el consumo de
alimento y disminuyendo la supervivencia de las abejas (Zhu et al., 2020). En el
mismo sentido, Aufauvre et al. (2014) demostraron que la exposicion crénica a otros
dos insecticidas neonicotinoides, fipronil e imidacloprid, puede reprimir Ia

expresion de genes relacionados con la inmunidad (Aufauvre et al., 2014).

Por lo antes descrito, se plantea como hipotesis de este capitulo que la
intoxicacion con dosis subletales de sulfoxaflor altera la microbiota intestinal y la
respuesta inmune de las abejas meliferas, lo que aumenta su susceptibilidad a la

infeccion por patogenos y, reduce la supervivencia de estos insectos.

El objetivo de este capitulo es evaluar el impacto de la intoxicacion oral aguda
y cronica con dosis subletales de sulfoxaflor en la microbiota intestinal de las abejas,

la respuesta inmune, los niveles virales de DWV y la supervivencia de las abejas.
Para esto, se plantean como objetivos especificos:

- Determinar DLso del sulfoxaflor en las abejas meliferas criollas en Uruguay.

- Dilucidar el impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica con dosis
subletales de sulfoxaflor en la microbiota intestinal de las abejas.

- Dilucidar su impacto sobre el sistema inmune y sobre los niveles del virus
DWYV en las abejas.

- Dilucidar su impacto en la supervivencia de estos insectos.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Determinacion de DLsodel sulfoxaflor en abejas meliferas de
Uruguay
El ensayo se realizd de acuerdo con lo descripto en la seccion 3.1 de Materiales
y Métodos. Los cuadros de cria operculada se colectaron de colonias de un apiario

experimental ubicado en Facultad de Veterinaria, UdelaR, Montevideo, Uruguay.

En este caso se generaron 10 grupos de abejas, siete recibieron jarabe de
sacarosa (1 kilogramos aztcar (sacarosa): 2 litros de agua) contaminado con
diferentes dosis de sulfoxaflor (0,6; 0,15, 0,0375; 0,01875; 0,009375; 0,002343 y
0,0005859 ug/abeja), dos grupos recibieron dimetoato (0,10 y 0,35 ug/abeja) y un
grupo solo recibi6 jarabe de sacarosa 1:2 como control negativo. Una vez
consumidos 200 ul del tratamiento (aprox. 10 pl por abeja) se retiro el jarabe de
sacarosa contaminado y se coloco jarabe de sacarosa fresco. La dosis estimada

consumida por abeja se presenta en la Tabla 1.

4.2.2 Evaluacion del impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica
con sulfoxaflor en abejas meliferas

4.2.2.1. Seleccion y obtencion de las dosis del sulfoxaflor a analizar

Con el fin de determinar las dosis subletales de sulfoxaflor a evaluar se
tomaron como referencias la DLso calculada en esta tesis, la reportada en PPDB
(http://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/) (Lewis et al., 2016) (0,026 pg/abeja y 0,146
ug/abeja respectivamente) y concentraciones detectadas a nivel de campo. Estudios

sobre residuos de este pesticida en cultivos de algodén y trigo mostraron que los
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niveles encontrados oscilaron entre 0,05 y 1 ppm (0,05 a 1 pug/mL) en el néctar

recolectado por las abejas durante el periodo de floracion (EPA, 2014).

Teniendo estos datos en cuenta se seleccionaron como soluciones de trabajo 1
y 0,5 pg/mL de sulfoxaflor en jarabe de sacarosa 1:1 para el ensayo de intoxicacion
aguda, y 1; 0,5; 0,25 y 0,125 pug/mL de sulfoxaflor en jarabe de sacarosa 1:1 para el

ensayo de intoxicacion cronica.

Para obtener las dosis de trabajo se disolvid el principio activo en agua
destilada con el fin de obtener una solucion de stock de 2000 pg/mL. A partir de

dicha solucidn stock, se prepararon diluciones en jarabe de sacarosa 1:1.

4.2.2.2 Disefio experimental

El ensayo de cria e intoxicacion de abejas meliferas se desarrollé de acuerdo
con lo descrito en la secciéon 3.2 de Materiales y Métodos. En este ensayo se
emplearon cuadros de cria operculada de colonias de un apiario experimental

ubicado en INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay.

Ensayo 1.- Intoxicacion oral aguda. Se generaron tres grupos, cada uno
compuesto por tres cajas con 40 abejas cada uno. Los primeros dos grupos se
alimentaron con 1000 puL de jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con el insecticida
(concentracion final 1y 0,5 pg/mL), una tnica vez durante las primeras 48 horas de
experimento; mientras que las abejas del tercer grupo recibieron jarabe de sacarosa
1:1 constituyendo el grupo control. Asumiendo que todas las abejas ingieren la
misma cantidad de jarabe de sacarosa 1:1 (25 pl en 48hs), se estima que el consumo

fue 0,0125 0 0,006 pg de sulfoxaflor/abeja/dia durante dos dias.

Ensayo 2.- Intoxicacién oral crénica. Se formaron cinco grupos, cada uno
formado por tres cajas de 80 abejas y recibieron diferentes tratamientos: los primeros

cuatros grupos se alimentaron con jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con las
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diferentes dosis de sulfoxaflor ad libitum durante toda la vida de la abeja (1; 0,5; 0,25
y 0,125 pg/mL, respectivamente). Asumiendo que el consumo de jarabe de sacarosa
diario promedio es de 15 pL (Balbuena et al.,, 2022), las abejas consumieron
aproximadamente 0,015; 0,0075; 0,00375; o 0,0019 ug/abeja/dia. El quinto grupo de

abejas se alimentd solo con jarabe de sacarosa 1:1 constituyendo el grupo control.

Todos los dias se cuantificO el namero de abejas muertas, se estimo el
consumo de jarabe de sacarosa y cada 48 horas se reemplazo el alimento por

alimento fresco con la concentracion de sulfoxaflor adecuada segiin corresponda.

A 'los 4 y 7 dias post-intoxicacion se colectaron 10 abejas por tratamiento (4, 3
y 3 abejas por jaula) para el andlisis de su microbiota intestinal. La extraccion de
ADN, PCR cuantitativa para estimar la abundancia de bacterias intestinales por
abeja y la secuenciacién masiva de la regién V3-V4 del ARNr16S y andlisis de datos

se realizo de acuerdo con lo descrito en la seccion 3.2.2 de Materiales y Métodos.

También se colectaron 12 abejas por tratamiento (4 por jaula) para el analisis
de la expresion de genes vinculados a la respuesta inmune y nivel de infeccién por
DWV. La extraccion de ARN, RT, qPCR y analisis de datos se realizaron segun lo

descrito en la seccion 3.2.3 de Materiales y Métodos.

4.3- Resultados

4.3.1 Dosis letal 50 de sulfoxaflor en abejas meliferas de Uruguay

En el primer ensayo de esta tesis se evalu6 la toxicidad aguda de diferentes
dosis de sulfoxaflor sobre abejas meliferas. En los grupos controles (sin intoxicacion)
se obtuvieron porcentajes de mortalidad menores e iguales al 5%, mientras que en
los grupos de abejas tratadas con dimetoato (control positivo) se observd un

porcentaje de mortalidad del 100% antes de las 48 horas post-intoxicacion (Figura 2).
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De acuerdo con los requisitos y criterios establecidos por EPPO (1992), esto valida

los resultados de los bioensayos.

0 0,6 0,3 0,15 0,075 0,037

x20x3 x20x3 X203 x20x3 x20x3 x20x3
Porcentaje de supervivencia (48 horas)
Cajal 0% 100% 100% 100% 75% 78%
Caja2 | 5% 90% 85% 90% 90% 35%
Caja3 | 5% 90% 90% 90% 90% 40%

Dimetoato

(ngfabeja)

0,10

+t

i .o — T, SN
x20x3 x20x3

0,35

100% 100%
100% 100%
100% 100%

Figura 2.- Esquema representativo del ensayo de determinacion de la DLsorealizado

parael S, y los resultados obtenidos.

En cuanto a la mortalidad ocasionada por el sulfoxaflor, los datos presentaron

una distribucién sigmoide, de acuerdo con lo esperado (Figura 3). La DLso

determinada estuvo en el rango 0,023 - 0,031 ug por abeja, siendo el valor promedio

de 0,026 pg/abeja y una desviacion estdndar de 0,005 pg/abeja (Tabla 3).
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Figura 3.- Determinacion de la DLso del sulfoxaflor en abejas meliferas. Porcentaje de
mortalidad de abejas intoxicadas con diferentes dosis de este pesticida (0 a 0,6
ug/abeja) a las 48 horas post-intoxicacion. Las ultimas dos barras rojas corresponden
a las dosis empleadas del insecticida dimetoato (0,10 y 0,35 pg/abeja).

Tabla 3.- Dosis letales medias (DLso) del sulfoxaflor (ingrediente activo) en abejas
meliferas, expresadas como ug por abeja, con el desvio estandar correspondientes
entre paréntesis; y el promedio final de la dosis letal media (DLso) del insecticida
para las abejas.

Sulfoxaflor DLso* (ug/abeja) Pendiente + E.EP

Réplica 1 0,031 [0,027-0,036] 15,65 + 5,61
Réplica 2 0,023 [0,016-0,034] 26,10 +4,97

Réplica 3 0,023 [0,020-0,027] 37,38 +7,68

DLso 0,026 + 0,005
2La dosis letal que causa la mortalidad del 50% de los individuos en 48 horas con un

95% de confianza.
PPendiente + error estandar de la regresion lineal entre la mortalidad y las dosis.
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4.3.2 Impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica con sulfoxaflor
en las microbiota intestinal de las abejas

Una vez establecida la DLso del sulfoxaflor en abejas (0,026 pg/abeja) y
teniendo también en cuenta la dosis publicada (0,146 pg/abeja), se escogieron dosis
subletales y se evalud el impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica en las
abejas. En el ensayo de intoxicacion aguda, las abejas consumieron 12,5 pL de la
solucion 1 o 0,5 pg/mL por dia durante 2 dias, ingiriendo alrededor de 0,0125 o
0,0062 ug/abeja/dia. En el ensayo de intoxicacion cronico, asumiendo que el consumo
diario de jarabe de sacarosa de las abejas es de 15 pL, consumieron

aproximadamente 0,015, 0,0075, 0,00375 o 0,0019 pg/abeja/dia.

En primer lugar se evalud su impacto en la microbiota intestinal, mediante la
secuenciacion de un amplicon del gen que codifica para el ARN ribosomal 16S. En
los ensayos de intoxicacion aguda con 1 pg/mL de sulfoxaflor no se evidenciaron
cambios significativos en el nimero de bacterias totales en el intestino de las abejas
con respecto al grupo control (Wilcoxon test p=0,12, Figura 4A). Mientras que la
intoxicacion cronica generd un incremento significativo en el numero de bacterias

totales de la microbiota intestinal (Anova p<0,05, Figura 4B).
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Figura 4.- Impacto de la intoxicacion aguda (A) o cronica (B) con sulfoxaflor en el
numero de bacterias totales en el intestino de las abejas meliferas. Se presenta la
estimacion del niumero de bacterias mediante la relacion nimero de copias del gen
de ARNTr 16S sobre el nimero de copias del gen RPS5 de la abeja.

Posteriormente se estudid la estructura y diversidad de la microbiota
intestinal mediante secuenciacién de la regién V3-V4 del gen de ARNr 16S. Se
obtuvieron, en el ensayo de intoxicacion aguda, 574.036 secuencias pertenecientes a
342 ASVs en un total de 20 muestras, con un promedio de 28.702 secuencias por
muestra. En el ensayo de intoxicacion crénica se obtuvieron 973.511 secuencias
pertenecientes a 415 ASVs en las 30 muestras analizadas, con un promedio de 30.000

reads por muestra.

En ambos ensayos la microbiota intestinal de las abejas estuvo formada por
los géneros bacterianos descritos en estos insectos incluyendo Bombilactobacillus
Firm-4, Lactobacillus spp. Firm-5, Bifidobacterium sp., Snodgrassella spp. y Gilliamella

spp., que constituyen el nucleo, asi como también otras especies como:
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Comensalibacter spp., Bartonella sp., Bombella spp., Apibacter spp., y Frischella perrara
(Figura 5A-B).
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Figura 5.- Impacto del sulfoxaflor en la microbiota intestinal de las abejas. A.-
Abundancias relativas de especies bacterianas en abejas sometidas a la intoxicacion
aguda con 1 pg/mL. B.- Abundancias relativas de especies bacterianas en abejas
sometidas a intoxicacion cronica con 0,5y 1 pug/mL.

Abundancia relativa

La intoxicacion aguda asi como la cronica con sulfoxaflor no provocaron
cambios significativos en la diversidad alfa, de acuerdo con el indice de ASVs
observadas y al indice de Shannon. La intoxicacién aguda tampoco generd cambios
en la diversidad beta seguin los indices de Bray-curtis, UniFrac unweighted y/o
UniFrac weighted (Tabla 4). Sin embargo, la intoxicacion cronica (1 pug/mL) si afectd

la diversidad beta, segtn el indice de UniFrac weighted (permanova p<0,05) (Figura
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6F). Este indice toma como base las diferencias en la abundancia de los
microorganismos observados. La dispersion entre los individuos fue similar en los
diferentes grupos (Betadisper: UniFrac weighted p= 0,34), validando la comparacion.
Por otro lado esto no se cumplié para los indices de Bray-Curtis y UniFrac
unweighted (Betadisper: Bray-curtis dissimilarities p=0,005; UniFrac unweighted p=

0,005), por lo que esos resultados no se consideraron (Figura 6).
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Figura 6.- Indice de diversidad beta (A-D Bray Curtis, B-E UniFrac UnWeighted — C-
F Weighted) de las comunidades bacterianas intestinales de los diferentes
tratamientos de abejas intoxicadas aguda con las dosis de sulfoxaflor (ABC) y de
forma cronica (DEF).
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Tabla 4.- Efecto de la exposicion oral aguda y cronica de sulfoxaflor en la microbiota
intestinal de las abejas meliferas, evaluado por PERMANOVA. Se consideraron
estadisticamente significativos valores de p iguales y menores de 0,05 (en negrita).

BETADISPER Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Pseudo F Valorp
Exposicién oral aguda
Bray Curtis 0,0263 0,879
UniFrac Weighted  Control jarabe Sulfoxaflor 1 pg/ml 0,0035 0,966
UniFrac Unweighted 25,759 0,123
Exposicion oral cronica
Bray Curtis 7,20 0,005
UniFrac Weighted  Control jarabe Sulfoxaflor 0,5 pg/ml  Sulfoxaflor 1 pg/ml 0,34 1,093
UniFrac Unweighted 5,54 0,008
PERMANOVA Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Pseudo F Valorp
Exposicion oral aguda
Bray Curtis 1,270 0,27
UniFrac Weighted  Control jarabe Sulfoxaflor 1 pg/ml -0,040 0,71
UniFrac Unweighted 0,008 0,52
Exposicién oral crénica
Bray Curtis 3,080 0,001
UniFrac Weighted  Control jarabe Sulfoxaflor 0,5 ug/ml  Sulfoxaflor 1 pug/ml 0,279 0,001
UniFrac Unweighted 0,134 0,001

Para identificar las especies bacterianas mas afectadas por la intoxicacion con
sulfoxaflor se empled el andlisis de DESeq2, realizando comparaciones pareadas
entre los tratamientos. Este andlisis solo se realizd en abejas meliferas expuestas de
forma aguda al sulfoxaflor (1 pg/mL) vs el grupo control, ya que, en el ensayo de
intoxicacién cronica, el pesticida alterd significativamente el numero de bacterias

totales y la comparacion no seria adecuada.

La intoxicacion aguda con sulfoxaflor disminuyd significativamente la
abundancia de ASV identificados como S. alvi, G. apicola, Lactobacillus y aumento la
abundancia de dos ASVs pertenecientes a Bifidobacterium, en comparacion con el

grupo de control (Figura 7).
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Figura 7.- Comparacion de las abundancias de diferentes ASVs entre las
comunidades bacterianas de las abejas intoxicadas de forma aguda con 1 ug/mL de
sulfoxaflor con respecto al grupo control, obtenida de los andlisis de DESeq2. Valores
de fold change >0 indican que las abundancias fueron mayores para el grupo
correspondiente.
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4.3.3 Impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica del sulfoxaflor
en la expresion de genes y el nivel de infeccion por patégenos como el
virus de las alas deformadas

La intoxicacion oral aguda con sulfoxaflor (1 pug/mL) no generd una alteracion
en la expresion de los diferentes genes estudiados (glucosa oxidasa, lisozima,

himenoptecina, vitelogenina).

Por otro lado, la intoxicacion cronica afectd la expresion de los genes de
himenoptecina y lisozima (Figura 8), pero no afectd la expresion de la glucosa
oxidasa ni la expresion de la vitelogenina. En particular, la intoxicacién con
sulfoxaflor (1 pg/mL) aumentd la expresion del gen que codifica para la
himenoptecina con respecto al grupo control (KW, H=13.24, p=0,0025 — M-W
p=0,0007) (Figura 8A). A la vez, disminuy¢ la expresion del gen que codifica para la
lisozima con respecto al grupo control (KW, H=9,88, p=0,0071 — M-W p=0,002 (Figura
8B). La intoxicacion con la dosis mas baja de sulfoxaflor (0,5 pg/mL) no genero

alteraciones en la expresion de los genes estudiados.

Respecto a la infeccion por DWYV, si bien el nivel de infeccidon por este virus
fue mayor en aquellas abejas intoxicadas con las dos dosis de sulfoxaflor de forma

crdnica respecto al grupo control, esto no fue significativo (KW p=0,13) (Figura 8C).
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Figura 8.- Impacto de dosis de sulfoxaflor en la inmunidad de las abejas. Expresion
relativa de himenoptecina, lisozima y niveles de infecciéon del virus de las alas
deformes, en abejas sometidas a los diferentes tratamientos. Los asteriscos indican
las diferencias significativas (valores p por debajo de 0,05).

4.3.4 Impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica con sulfoxaflor
en el consumo y la supervivencia de las abejas

La administracion oral aguda de sulfoxaflor (0,5 y 1 pg/mL) disminuyd
significativamente la supervivencia de las abejas con respecto al grupo control (Test
de Log-Rank, Estadistico=13,3; p<0,001) (Figura 9A). De acuerdo con el analisis de las
curvas de supervivencia, el tiempo letal medio se estimdé en 17 y 15 dias,

respectivamente, aumentando en 2,9 y 8,3 veces el riesgo de muerte de las abejas.

La intoxicacion oral crénica con las diferentes dosis de sulfoxaflor evaluadas
también disminuy¢ significativamente la supervivencia de las abejas con respecto al
grupo control (Test de Log-Rank, Estadistico=516,7; p<0,001). De acuerdo con el
andlisis de las curvas de supervivencia se estimd el tiempo letal medio de 17 dias
para las abejas intoxicadas con la solucion de 0,125 ug/mL, 14 dias para las abejas

intoxicadas con 0,25 pg/mL, 13 dias para las abejas intoxicadas con 0,5 pg/mL y 7
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dias para las abejas intoxicadas con 1 ug/mL del insecticida (Figura 9B). La
intoxicacion con este insecticida (0,125; 0,25; 0,5 y 1 pg/mL) incremento 2,3; 5,3; 5 y

27,3 veces el riesgo de muerte en las abejas, respectivamente (Figura 9B).
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Figura 9.- Curvas de mortalidad y riesgo de muerte de las abejas intoxicadas de
forma aguda (A) y crénica (B) con dosis subletales de sulfoxaflor, con el
correspondiente valor de significancia del test Log-rank.

Por ultimo, durante los primeros 15 dias de vida las abejas que fueron
intoxicadas de forma aguda con la dosis de sulfoxaflor, mostraron un consumo de
jarabe de sacarosa similar a las abejas del grupo control. Por otro lado, aquellas
abejas intoxicadas de forma cronica consumieron significativamente menos jarabe de

sacarosa comparadas al grupo control (Tabla 5).
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Tabla 5.- Efecto del sulfoxaflor en el consumo de jarabe de sacarosa, evaluado por
modelos lineales mixtos generalizados. Se consideraron estadisticamente
significativos los valores de p inferiores a 0,05 y se muestran en negrita.

Variable dependiente Variable independiente Valor del coeficiente Valor del intercepto  Valor p
Intoxicacién aguda con sulfoxaflor 1 ug/ml -0,06 312 0,5
Intoxicacion aguda con sulfoxaflor 0,5 pg/ml -0,04 ’ 0,4
. Intoxicacién crénica con sulfoxaflor 1 pg/ml -0,27 0,05
Consumo de jarabe L, L.
Intoxicacién crénica con sulfoxaflor 0,5 ug/ml -0,04 305 0,2
Intoxicacion cronica con sulfoxaflor 0,25 pg/ml -0,06 ’ 0,08
Intoxicacién crénica con sulfoxaflor 0,125 pg/ml -0,07 0,03

4.4 Discusion

Durante los ultimos afios ha habido una creciente preocupacion por el
impacto de los insecticidas en los organismos no blancos, como las abejas meliferas.
Esto se ve reflejado en el aumento de las publicaciones que evidencian sus efectos
negativos, especialmente en el caso de los neonicotinoides (Botias & Sanchez-Bayo,
2018; Serrao et al., 2022). Como consecuencia, se ha estimulado el desarrollo y uso de
nuevos insecticidas como es el caso del sulfoxaflor, derivado de las sulfoxamidas. Sin
embargo, es escaso el conocimiento existente sobre su impacto en la salud de las

abejas meliferas.

En este trabajo en primer lugar se determind la DLso del sulfoxaflor
(ingrediente activo) en abejas meliferas. Basados en la clasificacion toxicoldgica de
Johansen y Mayer (1990), los pesticidas cuya DLso sean menores de 2 pg/abeja son
altamente toxicos para A. mellifera. El valor de dosis letal 50 del sulfoxaflor obtenido
en este trabajo en abejas meliferas criollas fue casi 10 veces menor que la dosis letal
50 reportada para dicho insecticida en Europa, lo que sugeriria que nuestras abejas
son mas sensibles a estas intoxicaciones que las abejas de origen europeo. Este
resultado es de suma importancia a la hora considerar las condiciones de aplicacion

de este producto en los cultivos en nuestro pais, resaltando la relevancia de buscar
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métodos de manejo que reduzcan la exposicion de los polinizadores a estos

pesticidas.

La intoxicacion con dosis subletales de sulfoxaflor gener6 alteraciones
importantes en la microbiota intestinal de las abejas. La intoxicacion durante un
corto periodo de tiempo, denominada en esta tesis como intoxicacién aguda, redujo
la abundancia de los principales grupos bacterianos como G. apicola, S. alvi y varias
especies de Lactobacillus spp. incluyendo Lactobacillus melliventris, Lactobacillus apis y
Lactobacillus helsingborgensis. Estas especies de Lactobacillus spp. pertenecen al grupo
de bacterias acido lactico, las cuales se caracterizan por producir acidos organicos
como resultado de la fermentacion del metabolismo de los carbohidratos (Quinto et
al., 2014). Pueden producir compuestos bioactivos como el acido lactico, acido
acético y acido formico, perdxido de hidrogeno (H20:), etanol, enzimas, benzoato,
acidos grasos libres y compuestos volatiles que actian como antimicrobianos de
amplio espectro frente a varios patogenos (Niode et al., 2020), por lo que se
consideran bacterias benéficas y son potenciales candidatos para el desarrollo de
probiodticos. La reduccidon en su abundancia podria implicar una desventaja frente a

la infeccién por patdgenos.

La intoxicacidn cronica con sulfoxaflor genero alteraciones atin mayores en la
microbiota intestinal, aumentando de forma significa el nimero de bacterias totales.
En este caso se observa un notorio aumento en la abundancia de Bombella apis. Esta
bacteria tiene grandes capacidades metabdlicas, 1o que le permite ocupar diferentes

nichos en la colmena (Smith y Newton, 2020).

En estudios previos, Rouzé y colaboradores (2019) encontraron que la
exposicion cronica a cuatro insecticidas neurotdxicos (cumafds, fipronil, tiametoxam
e imidacloprid) disminuye la abundancia de Lactobacillus y Bifidobacterium en la
microbiota intestinal de las abejas meliferas (Rouzé et al., 2019). En el mismo sentido,
Alberoni y colaboradores, (2021) encontraron que la intoxicacion a largo plazo con
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dos neonicotinoides (imidacloprid y tiacloprid) afecté la abundancia de varias
especies microbianas como Frischella sp., Lactobacillus (Firm-4 y Firm-5) y
Bifidobacterium sp. Esto genero también un aumento en la susceptibilidad a la

infeccion por patogenos oportunistas (Alberoni et al., 2021).

Estos estudios confirman el impacto negativo de los insecticidas en la
microbiota intestinal de las abejas. Sin embargo, los efectos dependen del pesticida
analizado y del grado de exposicidn, ya que Raymann & Moran (2018) y Balbuena y
colaboradores (2022) no encontraron impacto negativo del imidacloprid en la

microbiota luego de la exposicion durante periodos cortos.

Los insecticidas ingeridos se absorben en el intestino y se diseminan por todo
el cuerpo, lo que podria explicar el efecto observado en la microbiota. Pero ademas
de este potencial efecto directo, pueden generar efectos indirectos a través de la
alteracion de la morfologia intestinal (Rouzé et al., 2019). En este sentido, Catae y
colaboradores (2018) demostraron que abejas expuestas durante 4 dias a
concentraciones subletales del insecticida imidaclopid presentaron nticleos celulares
con cromatina condensada y una evidente desorganizacion de la envoltura nuclear.
La condensacion de la cromatina es una caracteristica tipica de la apoptosis y esta
relacionada con la disminucion de la actividad de las células, con lo que ellos
concluyen que el imidacloprid resulta citotéxico para las células digestivas de las
abejas. Estos cambios en la morfologia probablemente generen alteraciones en la

microbiota intestinal.

La exposicidn a pesticidas también afecta la funcion del sistema inmune de los
insectos (James & Xu, 2012), incluidas las abejas (Alaux et al., 2009; Aufauvre et al.,
2014; Brandt et al., 2016; Di Prisco et al.,, 2013; Underwood et al., 2012). Estas
alteraciones pueden afectar la regulacion de la microbiota intestinal que realiza el
hospedero, alterando la estructura o composicion de la comunidad (Engel & Moran,
2013b; Hooper et al., 2012; Nyholm & Graf, 2012).
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En este trabajo demostramos que la intoxicacion de las abejas con dosis
subletales de sulfoxaflor provocéd una disminucién en la expresion del gen que
codifica para la lisozima, un factor de inmunidad no especifico que hidroliza los
enlaces glucosidicos (1, 4) en la capa de peptidoglucano de la membrana celular
bacteriana. La lisozima también promueve la expresion de péptidos antimicrobianos,
optimizando la respuesta inmune (Imler & Bulet, 2005; Schneider, 1985). La
disminucion en la expresién de dicha enzima en abejas meliferas puede estar
asociada con una capacidad defensiva disminuida contra patogenos. A su vez, la
intoxicacion cronica por sulfoxaflor en las abejas produjo un incremento en la
expresion del gen que codifica para la himenoptecina (un péptido antimicrobiano)
(P. Casteels et al., 1993). James & Xu, (2012) proponen que la himenoptecina podria
ser un factor importante para restringir o eliminar diferentes patogenos en el sistema
inmunitario innato de la abeja. Dado que la intoxicacion crénica con sulfoxaflor
genero un incremento en el niumero de bacterias totales intestinales, el aumento de
este péptido antimicrobiano podria constituir una respuesta para evitar posibles

infecciones.

Los resultados aqui presentados evidencian que la intoxicacion de las abejas
meliferas con sulfoxaflor genera alteraciones (disbiosis) en la microbiota intestinal y
en la respuesta inmune, culminando con una disminucion significativa de su
supervivencia y un aumento del riesgo de muerte. Aunque las abejas intoxicadas de
forma crénica con sulfoxaflor consumieron menos jarabe de sacarosa, el consumo de
sacarosa deberia ser suficiente para sobrevivir, ya que las abejas necesitan 4 mg de
azucar utilizable por dia para sobrevivir (alrededor de 8 uL de solucién de sacarosa
al 50% por abeja por dia (Barker & Lehner, 1974). Esto sugiere que la muerte de las

abejas no estuvo asociada con el hambre en la mayoria de los casos.

Esos resultados revelan la importancia de monitorear el impacto de los

pesticidas por periodos mas largos que lo estipulado en las normas actuales (durante

52



CAPITULO I. “Efecto del insecticida sulfoxaflor en la salud de las abejas”

10 dias, OECD, 2017) para desenmascarar los posibles efectos negativos que no se

pueden observar durante los estudios a corto plazo.
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5. CAPITULO 2. “Efecto del herbicida glufosinato
de amonio en la salud de las abejas”

5.1 Introduccion

El glifosato es el herbicida mas utilizado alrededor del mundo (Benbrook,
2016). Sin embargo, la aparicion de cultivos resistentes a este herbicida ha impulsado
su sustitucion por el glufosinato de amonio, un herbicida no selectivo de amplio
espectro (Takano & Dayan, 2020). El glufosinato fue descubierto durante el estudio
de actinomycetes, uno de los grupos de microorganismos mas importantes del suelo.
Streptomyces hygroscopicus 'y S. wviridochromogenes son capaces de producir un
herbicida tripéptido (L-alanina-L-alanina-L- fosfinotricina) llamado bialafos, el cual
dentro de las plantas es metabolizado dando lugar a L-fosfinotricina (PT)
(glufosinato) (Takano & Dayan, 2020). Este pesticida inhibe la enzima glutamina
sintetasa de plantas susceptibles, la segunda proteina mas abundante, esencial para
el metabolismo del nitrégeno (Takano & Dayan, 2020). Asi, se acumulan niveles
letales de amoniaco, alterando las membranas celulares (Berlicki, 2008; Lea & Miflin,
2010). El glufosinato de amonio se usa ampliamente en los EE. UU. y América del
Sur, principalmente en soja y algodon resistentes (Takano & Dayan, 2020). Sin
embargo, ha sido prohibido recientemente en Europa debido a preocupaciones

toxicologicas (Regulacion (EC) No. 1107/2009 del Parlamento Europeo).

Diferentes estudios han demostrado que el glufosinato de amonio altera
significativamente la comunidad bacteriana del suelo (Ahmad & Malloch, 1995;
Pampulha et al., 2007). El modo de accién del glufosinato de amonio podria deberse
a la inhibicion de la enzima glutamato sintetasa, tal como ocurre en las plantas, ya
que esta enzima estd presente en los microorganismos como bacterias y hongos

(Kortekamp & Kortekamp, 2011).
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Por lo antes expuesto, se plantea como hipotesis de este trabajo que el
glufosinato de amonio altera la microbiota intestinal de las abejas, probablemente a
través de la inhibicion de la enzima glutamato sintetasa en estos microorganismos.

Esto afecta también la respuesta inmune de las abejas y disminuye su supervivencia.

El objetivo de este capitulo es evaluar el efecto de la intoxicacién con dosis
subletales de glufosinato de amonio en la estructura y composicion de la microbiota
intestinal de las abejas, en la expresion de genes involucrados en la respuesta
inmune, sobre los niveles de infeccion de DWV y finalmente en la supervivencia de

las abejas.
Para llevar a cabo dicho objetivo, se plantean como objetivos especificos:

- Dilucidar el impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica con dosis
subletales de glufosinato de amonio en la microbiota intestinal de las abejas.

- Dilucidar su impacto sobre el sistema inmune y sobre los niveles del virus
DWYV en las abejas.

- Dilucidar su impacto en la supervivencia de estos insectos.
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Evaluacion del impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica
con glufosinato de amonio en abejas meliferas

5.2.2.1. Seleccion y obtencion de las dosis de glufosinato a analizar

Con el fin de determinar las dosis subletales de trabajo de glufosinato de
amonio (ingrediente activo, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Alemania) se tomo6 como
referencia su DLso reportada en PPDB (http://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/)(Lewis et
al., 2016), 600 pg/abeja. En base a este dato se seleccionaron las siguientes soluciones

de trabajo: D1: 500 y D2: 50 pug/mL.

Para obtener las dosis de trabajo, el principio activo se disolvid en agua
destilada obteniendo una la solucion de stock (1000 ug/mL). A partir de dicha
solucion de stock se obtuvieron las dosis de trabajo mediante diluciones en jarabe de

sacarosa 1:1.

5.2.2.2 Diseno experimental

El ensayo de cria e intoxicacion de abejas meliferas se llevd adelante de
acuerdo con lo descrito en la seccion 3.2 de Materiales y Métodos. Las colonias
empleadas pertenecieron a un apiario experimental ubicado en INIA La Estanzuela,

Colonia, Uruguay.

Se realizaron dos ensayos (i) intoxicacion oral aguda; (ii) intoxicacién oral

cronica (durante toda la vida de la abeja).

Ensayo 1.- Intoxicacion oral aguda. Seis cajas de abejas (con 40 abejas por caja) se
dividieron en dos grupos (tres jaulas por grupo) y se les administraron diferentes

tratamientos. Las abejas del grupo 1 se alimentaron con 1000 pL de jarabe de
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sacarosa contaminado con glufosinato de amonio (500 pg/mL), una Unica vez
durante las primeras 48 horas de experimento. Asumiendo que todas las abejas
consumen la misma cantidad de jarabe de sacarosa (25 puL en 48 horas), se estima
que cada abeja consumio 6,25 ug de glufosinato/dia, durante dos dias. Las abejas del

grupo 2 recibieron jarabe de sacarosa 1:1 constituyendo el grupo control.

Ensayo 2.- Intoxicacion oral crénica. Se formaron tres grupos, cada uno con tres
cajas con 80 abejas. Cada grupo recibidé un tratamiento diferente: las abejas del grupo
1 y 2 se intoxicaron con jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con glufosinato de
amonio ad libitum durante toda la vida de la abeja (500 ug/mL y 50 upg/mL,
respectivamente), mientras que el tercer grupo de abejas se alimentd con jarabe de
sacarosa 1:1 constituyendo el grupo control. Asumiendo que las abejas meliferas
consumen 15 L de jarabe/dia (Balbuena et al., 2022), estarian consumiendo 7,5 y
0,75 g de glufosinato/abeja/dia, para las soluciones de 500 y 50 pg/mL,

respectivamente.

Todos los dias se cuantifico el namero de abejas muertas y se estimo el
consumo de jarabe de sacarosa. Cada 48 horas, se reemplaz6 el alimento por
alimento fresco, con la concentracion de glufosinato de amonio adecuada segun

corresponda.

A'los 4 o 7 dias post-intoxicacion (ensayo de intoxicacion oral aguda o crénica,
respectivamente), se colectaron 10 abejas por tratamiento (4, 3 y 3 abejas por jaula)
para el andlisis de su microbiota intestinal. La extraccion de ADN, PCR cuantitativa
para estimar la abundancia de bacterias por abeja, la secuenciacién masiva de la
region V3-V4 del ARNr16S y analisis de datos se realizaron de acuerdo con lo
descrito en la seccion 3.2.2 de Materiales y Métodos. También se colectaron 12 abejas
por tratamiento (4 por jaula), para el analisis de la expresion de genes vinculados a la

respuesta inmune, y nivel de infeccién por DWV. La extracciéon de ARN, RT, qPCR,
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y andlisis de datos se realizaron segun lo descrito en la seccion 3.2.3 de Materiales y

Métodos.

5.3 Resultados

5.3.1 Impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica con glufosinato
de amonio en la microbiota intestinal de las abejas

La intoxicacion oral aguda y crénica con glufosinato (500 pg/mL) generd una
disminucion significativa en la cantidad de bacterias totales en el intestino de las
abejas con respecto al grupo control (Wilcoxon test p=0,0035 y p=0,0068

respectivamente) (Figura 10A-B).

La secuenciacion masiva de esta microbiota genero, en el ensayo de
intoxicacion oral aguda, 552.894 reads, representando a 345 ASVs en 19 muestras con
un promedio de 29.100 reads por muestra (10 muestras del grupo control y 9
muestras intoxicadas con glufosinato). Por otro lado, se obtuvieron 573.631 reads,
pertenecientes a 328 ASVs en 19 muestras (con un promedio de 30.191 reads por
muestra) en el ensayo de intoxicacion oral cronica (9 muestras del grupo control y 10
muestras expuestas a glufosinato). En ambos ensayos, la comunidad microbiana
intestinal de las abejas estuvo constituida por Lactobacillus spp. Firm-5,
Bombilactobacillus spp. Firm-4, Bifidobacterium sp., Snodgrassella spp. and Gilliamella

spp., entre otras especies (Figura 11A-B).

Tanto en la intoxicacion aguda como cronica, el glufosinato incremento la
diversidad alfa de la microbiota, como se muestra segun el indice de ASVs
observadas (Figura 12A-B). Sin embargo, el indice de Shannon fue similar entre

grupos (Figura 12A-B).
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Figura 10.- Relacion del ntimero total de bacterias para las abejas intoxicadas con
glufosinato de amonio y para las abejas que constituyeron el grupo control de forma

aguda (A) y crénica (B).

59



CAPITULO 2. “Efecto del herbicida glufosinato de amonio en la salud de las abejas”

A Control Glufosinato de amonio 500pg/ml
1,001 I —
0,75+ I I

o
o
=
=
E .
o
g 0,50+
<
E
B
<
) I
000] . = .--
B Control Glufosinato de amonio 500 pug/ml
1,004
Bommh
0,75
<]
=
=
=
=4
]
g . .
5
5
k=)
<
0,254
o0l I_ el | | I_I

Taxonomia

. Apilactobacillus kimkeet
Bartonella_s_bxid4984

. Bifidobacterium asteroides

. Bombella apis

. Bombilactobacills mellifer

. Bombilactobacills mellis

. Commensalibacter_s_bxid(093

. Frischella pervara

. Gilliamella apicola
Gilliamell apis

. Lactobacilli apis

. Lactobacillus helsingborgensis

[ Lactobacillus kimbladii

. Lactobacillus kullabergensis
Lactobacillus melliventris

. Lactobacillus panisapium
Pantoea agglomerans

. Snodgrassella alvi

B na

Taxonomia

. Apilactobacillus kunkeei
Bartonella_s_bxid4984
Bifidobacterium_s_bxid4981

. Bombeila apis

. Commensalibacter_s_bxid0093

. Frischella perrara

. Gilliamella apicola
Gilliamell apis

. Lactobacilli apis

. Lactobacillus helsingborgensis
Lactobacillus melliventris

. Lactobacillus panisapium

. Snodgrassella alvi

[ B

Figura 11.- Impacto del glufosinato de amonio en la microbiota intestinal de las
abejas. A.- Abundancias relativas de especies bacterianas en abejas sometidas a los
diferentes tratamientos durante la intoxicacion aguda con el herbicida. B.-
Abundancias relativas de especies bacterianas en abejas sometidas a los diferentes
tratamientos durante la intoxicacion cronica con el herbicida.
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comunidades bacterianas intestinales de los diferentes tratamientos de abejas
intoxicadas aguda con glufosinato de amonio (A) y de forma crénica (B).
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Figura 13.- Indice de diversidad beta (Bray Curtis, UniFrac UnWeighted - Weighted)
de las comunidades bacterianas intestinales de los diferentes tratamientos de abejas
intoxicadas de forma aguda con glufosinato de amonio (A) y de forma cronica (B).

En ambos experimentos, la diversidad beta no se vio afectada
significativamente por la intoxicacion con las dosis del glufosinato de amonio. No
hubo diferencias significativas en los indices de Bray-curtis, UniFrac weighted and
unweighted (PERMANOVA p>0.01) (Tabla 6) entre los tratamientos. La dispersion
entre individuos fue similar en los diferentes grupos, con la excepcion del indice de
UniFrac unweighted (Bray-curtis dissimilarities p=0,964; UniFrac unweighted p=

0,038; UniFrac weighted p= 0,661 para la intoxicacion oral aguda / Betadisper: Bray-
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curtis dissimilarities p=0,286; UniFrac unweighted p=0,929; UniFrac weighted

p=0,591 para la intoxicacion oral cronica) (Figura 13).

Tabla 6.- Efecto de la intoxicacion aguda y crénica con glufosinato de amonio en la
microbiota intestinal de las abejas meliferas, evaluado por PERMANOVA. Se
consideraron estadisticamente significativos valores de p iguales y menores de 0,05.

BETADISPER Grupo 1 Grupo 2 Pseudo F Valor p
Exposicién oral aguda
Bray Curtis 0,003 0,964
UniFrac Weighted — Control jarabe Glufosinato de amonio 500 pg/ml 0,1%6 0,661
UniFrac Unweighted 5,433 0,038
Exposicion oral cronica
Bray Curtis 1,181 0,286
UniFrac Weighted ~ Control jarabe Glufosinato de amonio 500 ug/ml 0,285 0,591
UniFrac Unweighted 0,007 0,929
PERMANOVA Grupo 1 Grupo 2 Pseudo F Valor p
Exposicién oral aguda
Bray Curtis 1,413 0,136
UniFrac Weighted Control jarabe  Glufosinato de amonio 500 ug/mi 0,275 0,020
UniFrac Unweighted 0,107 0,051
Exposicion oral crénica
Bray Curtis 1,456 0,106
UniFrac Weighted — Control jarabe Glufosinato de amonio 500 pg/ml -0,014 0,489
UniFrac Unweighted 0,009 0,555

5.3.2 Impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica con glufosinato
de amonio en la expresion de genes y en el nivel de infeccion por
patogenos como el virus de las alas deformadas

La intoxicacién aguda con la dosis subletales de glufosinato de amonio no
afectd la expresion de ninguno de los genes analizados con respecto al grupo control

(glucosa oxidasa, lisozima, himenoptecina, vitelogenina ni el nivel de infeccién por
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DWYV). Sin embargo, las abejas intoxicadas de forma crénica con el glufosinato de
amonio mostraron niveles menores en la expresion del gen que codifica para la
glucosa oxidasa con respecto al grupo control (Figura 14E) (Mann-Whitney test,
U=15 p=0,009). La expresion de los genes que codifican para la lisozima,
himenoptecina, vitelogenina y el nivel de infeccién por el virus DWV no se vieron

afectados.
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las diferencias significativas (valores p por debajo de 0,05).
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5.3.3 Impacto de la intoxicacion oral aguda y cronica con glufosinato
de amonio en el consumo y supervivencia de las abejas

La intoxicacion oral aguda con la dosis de glufosinato de amonio disminuyé
significativamente la supervivencia (Log Rank test, estadistico=34,374 p<0,001,
Figura 15B). En este experimento, el tiempo letal medio para las abejas intoxicadas
con el herbicida fue estimado en 17 dias, mientras que para las abejas que
constituyeron el grupo control fue de 23 dias. Paralelamente, se puede observar que
la dosis de glufosinato de amonio de 500 pg/mL increment6 3 veces el riesgo de

muerte con respecto a las abejas alimentadas con jarabe de sacarosa (Figura 15A).

La exposicidon crénica a glufosinato de amonio (50 y 500 pg/mL) afectd la
supervivencia de las abejas durante los primeros 13 dias (duracion del experimento)
(Figure 15B) y 10 dias (LogRank test, estadistico= 206,272 p<0,001; estadistico=
180,696 p<0,001, respectivamente). Teniendo estos datos en cuenta, se estimé el
tiempo letal medio para las abejas intoxicadas con el herbicida de 10 dias. Las dosis
de glufosinato de amonio de 50 y 500 pg/mL incrementaron en 2,2 y 5,8 veces el

riego de muerte de abejas frente a esos pesticidas (Figura 15B).
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Figura 15.- A- Impacto de la intoxicacion aguda (A) y cronica (B) al glufosinato de
amonio en la supervivencia de las abejas y su riesgo de muere. El recuadro en negro
marca los primeros 10 dias de tratamiento.

Finalmente, considerando los primeros 13 dias de vida, la intoxicacion aguda
no generd cambios significativos en el consumo de jarabe de sacarosa con respecto al
grupo control (MW U=1344 p=0,305, datos no mostrados). Por otro lado, las abejas
meliferas intoxicadas de forma crénica con glufosinato de amonio (500 o 50 ug/mL)
consumieron menos jarabe de sacarosa que las abejas control (Tabla 7). En promedio,
las abejas consumieron 11,7+4,2; 8,5+3,5 y 14,6+3,9 para las abejas intoxicadas con 50

ug/mL, 500 ug/mL y para el grupo control respectivamente (Figura 16).
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Tabla 7.- Efecto del glufosinato de amonio en el consumo de jarabe de sacarosa,
evaluado por modelos lineales mixtos generalizados. Se consideraron
estadisticamente significativos los valores de p inferiores a 0,05 y se muestran en
negrita.

Variable dependiente Variable independiente Valor del coeficiente Valor del intercepto  Valor p

Intoxicacion aguda con Glufosinato de amonio 500 pg/ml -0,18 3,12 0,1

Consumo de jarabe Intoxicacion crénica con Glufosinato de amonio 500 pg/ml -0,36 o1 <0,0001
Intoxicacion crénica con Glufosinato de amonio 50 ug/ml -0,15 . 0,01

30+

[~
(=]
1

Consumo de jarabe por abeja/dia (pl)
2
.

Tratamientos ~Control  Glufosinato de amonio 50ug/ml = Glufosinato de amonio 500ug/ml

Figura 16.- Consumo de jarabe de sacarosa en uL por abeja por dias durante 13 dias
de las abejas intoxicadas crénicamente con glufosinato de amonio.
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5.4 Discusion

El glufosinato de amonio es un herbicida que se esta utilizando cada vez mas
en todo el mundo debido al incremento de las malezas resistentes al glifosato
(Maillet et al., 2016). Como consecuencia, restos de este herbicida se han detectado
en matrices ambientales como lagos y suelos (Berg et al., 2018). Esto evidencia el
riesgo de exposicion de las abejas durante la recoleccion de alimentos y agua (Berg et

al.,, 2018).

En esta tesis, reportamos por primera vez que la intoxicacion de abejas con
dosis subletales de glufosinato de amonio disminuye significativamente el nimero
de bacterias en el intestino. Estudios previos han demostrado una reduccion en la
abundancia de bacterias y hongos en suelos tratados con este pesticida (Ahmad &
Malloch, 1995). Como el glufosinato de amonio inhibe la enzima glutamina sintetasa,
proteina esencial para el metabolismo de nitrégeno y para la desintoxicaciéon de
amoniaco en plantas y microorganismos (Eisenberg et al.,2000; Pline et al., 2001;
Mohr y Tebbe, 2007; Kortekamp, 2011), la reduccién observada en la abundancia
bacteriana puede deberse a la inhibicion de esta enzima. En este sentido, de acuerdo
a la informacion disponible en la base de datos del Genbank, los miembros de la
microbiota intestinal de las abeja meliferas tendrian el gen que codifica para dicha
enzima (Bombella apis GenBank: OOL17863.1; Frischella perrara GenBank: AJA46077.1,
Snodgrassella alvi GenBank: PXY97432.1, Bartonella apis GenBank: OLY48946.1).

Futuros estudios deberian realizarse para confirmar esta hipdtesis.

Por otro lado, la intoxicacién crénica con glufosinato de amonio también
generO alteraciones en la respuesta inmune de las abejas, en particular en la
expresion de glucosa oxidasa. Esta enzima es producida en las glandulas
hipofaringeas de las abejas y secretada a la jalea real y la miel, alimento de la cria.

Alli, en contacto con glucosa se forma perdxido de hidrogeno que elimina a los
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microorganismos (Bucekova et al., 2014). Esto podria brindar proteccién a nivel de la
colonia previniendo algunas enfermedades larvales (Yang & Cox-Foster, 2005). Por
este motivo la generacion de glucosa oxidasa se utiliza como biomarcador de
inmunidad social (Alaux et al., 2010; Klaudiny et al., 2012; Yang & Cox-Foster, 2005).
Bucekova y colaboradores (2014) postulan que el nivel de glucosa oxidasa en miel
podria prevenir infecciones bacterianas y fungicas en las colonias, y actuar como
marcador en la seleccién de mieles con alta actividad antibacteriana. La reduccion en
la expresion de dicha enzima por la intoxicacion con glufosinato de amonio podria

incrementar la susceptibilidad de la cria a estas infecciones.

Teniendo en cuenta el vinculo existente entre la microbiota intestinal de las
abejas y el sistema inmune, es probable que la disminucion en la abundancia
bacteriana en las abejas intoxicadas con glufosinato de amonio pueda estar
vinculada a la alteracion en la respuesta inmune. En esta linea, Anderson & Maes,
(2022) reportaron que la glucosa oxidasa estd fuerte y positivamente asociada con la
abundancia de los miembros principales de la microbiota intestinal de las abejas,

especialmente con Gilliamella apicola.

Aunque observamos que las abejas meliferas intoxicadas con glufosinato de
amonio consumian menos jarabe de sacarosa, el consumo de sacarosa deberia ser
suficiente para sobrevivir, ya que las abejas necesitan 4 mg de azucar utilizable por
dia para sobrevivir (alrededor de 8 pL de solucion de sacarosa al 50% por abeja por
dia) (Barker & Lehner, 1974). Esto sugiere que la muerte de las abejas no estaria

asociada con el hambre en la mayoria de los casos.

Finalmente, la intoxicacion con dicho herbicida acorto la supervivencia de las
abejas meliferas y aument6 el riesgo de muerte. Esos resultados evidencian el
impacto negativo del glufosinato de amonio en las abejas meliferas, incluso con una
sola exposicion, y brindan informacion util para comprender la disminucion de los
polinizadores.
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6. CAPITULO 3. “Efecto del herbicida glifosato en
conjunto con Nosema ceranae en la salud de las
abejas”

6.1 Introduccion

El glifosato, un herbicida de amplio espectro, es el pesticida mas empleado
alrededor del mundo (Benbrook, 2016). Entre 1974 y 2014 se aplicaron mas de 8.6
billones de kilogramos del ingrediente activo. Su aplicacion a nivel mundial ha
aumentado mads de 15 veces desde 1996, debido al uso del producto Roundup Ready™
(Monsanto) en cultivos genéticamente modificados. El 72% de ese volumen se usé en
el altimo periodo estudiado (2004-2014) (Benbrook, 2016). Uruguay sigue la misma
tendencia mundial, importdndose anualmente entre 7 y 8 millones de kilos del
producto activo (MGAP (Ministerio de ganaderia, agricultura y pesca), 2020).
Debido al uso generalizado de este herbicida, puede ser detectado basicamente en
todas partes, incluyendo el agua, el suelo, el follaje, los alimentos humanos y
animales, e incluso en las colmenas de abejas meliferas, lo que implica que muchos

organismos estan continuamente expuestos (Berg et al., 2018; Rubio et al., 2014).

El mecanismo de acciéon del glifosato involucra la inhibicién de la enzima 5-
enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), enzima de la via del shikimato
que participa en la biosintesis de aminodcidos aromaticos y otros metabolitos
secundarios en plantas (Shilo et al., 2016). La inhibiciéon de EPSPS por el glifosato
detiene la via del shikimato, reduciendo la produccién de todos los metabolitos
aromaticos. Un déficit de aminoacidos aromaticos conduce, por ejemplo, a un déficit
en la sintesis de proteinas y, en ultima instancia, a la muerte del organismo (Motta et

al., 2018).
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Diversos estudios han reportado el efecto negativo del glifosato en las abejas,
incluyendo efectos detrimentales en el comportamiento, habilidades cognitivas,

sensoriales y en el desarrollo (Farina et al., 2019).

Las enzimas EPSPS se clasifican en dos clases segin sus distinciones
bioquimicas y filogenéticas (Funke et al., 2009). Las enzimas de clase I son inhibidas
a dosis muy bajas de glifosato y ocurren naturalmente en todas las plantas y algunos
procariotas, como Escherichia coli (Cao et al., 2012), mientras que las enzimas de clase
I no son inhibidas a dosis altas de glifosato y ocurren exclusivamente en ciertas
especies bacterianas, como Staphylococcus aureus (Cao et al., 2012; Pollegioni et al.,

2011; Priestman et al., 2005).

El glifosato es el principal ingrediente activo de formulaciones comerciales
como el ya nombrado Roundup®, dicha formulacién contiene otros ingredientes

(surfactantes) los cuales potencian la eficiencia del herbicida (Mesnage et al., 2019).

Dado que los animales carecen de la via del shikimato, es considerado el
pesticida menos toxico utilizado en la agricultura (Duke & Powles, 2008). Sin
embargo, se ha observado que la enzima EPSPS también estd presente en organismos
no blancos como los microorganismos, por lo que el glifosato también podria tener
un efecto antimicrobiano sobre ellos (Shilo et al, 2016). Comparando la
concentracion inhibitoria minima del glifosato en diversas bacterias, van Bruggen et
al. (2021) encontraron que las bacterias benéficas tienden a ser mas susceptibles que
aquellas bacterias asociadas con enfermedades (van Bruggen et al., 2021). Como
ejemplo, Bifidobacterium, Enterococcus y Lactobacillus son mds susceptibles a
formulaciones de glifosato in vitro que bacterias patogénicas como Clostridium vy

Salmonella (Shehata et al., 2012).

El efecto de los pesticidas en la salud de las abejas podria ser potenciado por

la interaccion con plagas y patogenos (Dave Goulson et al., 2015; Steinhauer et al.,
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2018). Entre ellos, tiene especial relevancia el microsporidio Nosema ceranae, causante
de Nosemosis (Higes et al., 2013). Este microsporidio estda ampliamente distribuido
en nuestro pais (Anido et al., 2015; Anttinez et al., 2015; Branchiccela et al., 2017;
Invernizzi et al, 2009). Nosema ceranae infecta la abeja al ingerir alimentos
contaminados con esporas (Higes et al., 2013), generando desdrdenes intestinales y
envejecimiento precoz, disminuyendo la vida media de la abeja (Alaux et al., 2011;
Dussaubat et al., 2010; Mayack & Naug, 2010). A nivel colonial, reduce la poblacién
de la colonia generando su muerte (Higes et al., 2009; Higes et al., 2008a). N. ceranae
es capaz de deprimir la respuesta inmune de la abeja, pudiendo aumentar su
susceptibilidad a patdégenos (Antunez et al., 2009; Chaimanee et al., 2012). Ademas
de este microsporidio, las abejas son blancos de mas de 80 virus de ARN
(Beaurepaire et al., 2020). Uno de los virus mas estudiados es el Virus de las alas
deformes (DWYV). Este virus genera el nacimiento de abejas sin alas o con alas
deformes, y junto al 4caro Varroa destructor (Rosenkranz et al., 2009), se los asocia con

la pérdida de colmenas (Highfield et al., 2009).

Como se ha presentado previamente, para prevenir la infeccion por
patogenos, las abejas presentan diferentes estrategias que van desde la inmunidad
social, comportamientos de cooperacion entre individuos, tales como el grooming o
comportamiento higiénico, hasta mecanismos de defensa individual (defensas
mecanicas, fisioldgicas e inmunoldgicas (Simone-Finstrom et al., 2014). Doublet y
colaboradores (2015), identificaron un conjunto de genes que responden de forma
unificada a la infeccion por diferentes patdgenos (V. destructor, Nosema apis, N.
ceranae 'y virus de ARN), incluyendo la himenoptecina, defensina, abaecina y

lisozima, entre otros (Doublet et al., 2015).

En los ultimos afios se ha reconocido el rol que tiene la microbiota intestinal
de las abejas en la inmunidad y defensa frente a patdgenos, asi como en el

metabolismo, crecimiento y desarrollo de las abejas (Raymann & Moran, 2018). Las
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alteraciones de esta microbiota (disbiosis), pueden tener consecuencias en la salud,
por lo que la estructura y composicion de esta microbiota es un indicador del estado

de salud de la colmena (Hamdi et al., 2011; Zheng et al., 2018).

Teniendo en cuenta el volumen de glifosato empleado alrededor del mundo y
los posibles efectos en el medio ambiente, es necesario profundizar en su estudio y
generar mas informacion a nivel local y regional, para que sea tenida en cuenta en el
diseno de politicas agricolas. Ademas, el hecho de que no todas las abejas responden
de la misma forma frente a la exposicion a los pesticidas, realza la importancia de la

generacion de informacion local (Suchail et al., 2000).

La hipdtesis de este trabajo es que el glifosato altera la microbiota intestinal de las
abejas, probablemente a través de la inhibicion de la enzima EPSPS en estos
microorganismos. Esto afecta también la respuesta inmune de las abejas y favorece la
infeccion por patogenos, disminuyendo la supervivencia. Estas consecuencias son
aun mas evidentes en abejas infectadas con N. ceranae. Para testear esta hipdtesis, se

plantearon los siguientes objetivos especificos:

- Determinar la Dosis Letal 50 (DLso) del glifosato en las abejas meliferas criollas
en Uruguay.

- Evaluar el efecto de la intoxicacion oral crénica con dosis subletales de
glifosato en la estructura y composicion de la microbiota intestinal de las
abejas.

- Evaluar su impacto en la expresién de genes involucrados en la respuesta
inmune, en la infeccién por N. ceranae y en los niveles de infeccion por DWV.

- Evaluar su impacto en la supervivencia de las abejas.
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6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Determinacion de la DLso del glifosato en las abejas meliferas de
Uruguay

El ensayo se realizé de acuerdo con lo descripto en la seccion 3.1 de Materiales
y Métodos. Los cuadros con cria operculada se colectaron de colonias pertenecientes
a un apiario experimental ubicado en la Facultad de Veterinaria, UdelaR,
Montevideo, Uruguay. En este caso se generaron 6 grupos de abejas, 3 recibieron
jarabe de sacarosa 1:2 contaminado con diferentes dosis de glifosato (100, 50 y 25
ug/abeja), dos grupos recibieron dimetoato y un grupo solo recibio jarabe de
sacarosa 1:2 como control negativo. Una vez consumidos 200 pL del jarabe (aprox. 10
uL por abeja) se retird el jarabe contaminado y se coloco jarabe de sacarosa fresco. La

dosis estimada consumida por abeja se presenta en la Tabla 1.

6.2.2 Evaluacion del impacto de la intoxicacion oral cronica con
glifosato en la salud de las abejas y su susceptibilidad a patogenos

6.2.2.1 Seleccion y obtencion de las dosis de glifosato analizar

En base a la DLso reportada para el glifosato (104 pg/abeja (Lewis et al., 2016))
y a las dosis realistas encontradas en el campo (Van Bruggen et al., 2018), se
escogieron como dosis subletal de trabajo las concentraciones de 5 y 10 mg/L. El
glifosato se administro en jarabe de sacarosa 1:1. Asumiendo que las abejas meliferas
consumen 15 uL de jarabe/dia (Balbuena et al., 2022), estarian consumiendo 0,000075
y 0,00015 mg (0,075 y 0,15 ug respectivamente) de glifosato/abeja/dia, para las

soluciones de 5 y 10 mg/L, respectivamente.
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Se prepard una solucion stock concentrada de 20 mg/L, disolviendo el principio
activo en agua destilada estéril. Esta solucion se disolvid a una concentracion final de

5y 10 mg/L en jarabe de sacarosa 1:1 y se empleo para alimentar a las abejas.

6.2.2.2 Preparacion de la suspension de esporas de N. ceranae

Se prepard una suspension de esporas de N. ceranae a partir de abejas
naturalmente infectadas, de acuerdo con lo recomendado en el Beebook (Human et
al.,, 2013). La purificacion de esporas de N. ceranae se realizd por filtracion

(Rodriguez-Garcia et al., 2018).

Brevemente, se colectaron abejas pecoreadoras de una colonia naturalmente
infectada con alta carga de esporas. Se extrajo el tubo digestivo de 200 abejas y el
intestino medio se utilizd para la purificacion de esporas. Dichos intestinos se
homogeneizaron en agua destilada estéril (100 pL por cada intestino medio), se
filtraron con filtro con poros de 65 um y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante, el pellet obtenido se
resuspendio en la misma cantidad de agua y se centrifugd a 3.200 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente. Este tiltimo paso de lavados se repitio dos veces
consecutivas. El pellet obtenido se resuspendid en agua destilada estéril (50 uL de

agua por cada intestino medio).

Las esporas se cuantificaron por medio de cdmara de Neubauer
(hemocitometro) y visualizacién en microscopio optico a 400X. La determinacion de
la especie de Nosema se determind mediante multiplex PCR, de acuerdo con lo

descrito por Martin-Hernandez y col., 2007 (Martin-Hernandez et al., 2007).
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6.2.2.3. Diseno experimental

Se empled el modelo de cria de abejas descrito previamente (seccién 3.2 de
Materiales y Métodos), empleando en este caso abejas de un apiario experimental
ubicado en Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. Las abejas se repartieron
en 6 grupos (3 jaulas con 70 abejas por grupo) y cada grupo recibié un tratamiento
diferente: alimentacion con jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con glifosato D1 (5
mg/L, GD1), alimentacion con jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con glifosato D2
(10 mg/L, GD2); alimentacion con jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con glifosato
(b mg/L) e infeccion con esporas de N. ceranae (GND1); alimentacién con jarabe
contaminado con glifosato (10 mg/L) e infeccidon con esporas de N. ceranae (GND2);
alimentacion solo con jarabe de sacarosa 1:1 como control (J); y por ultimo infeccion

con N. ceranae (N, Figura 18).

En primer lugar, las abejas de los grupos GND1, GND2 y N se alimentaron en
masa con jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con esporas de N. ceranae (dosis
estimada 100.000 esporas por abeja), de acuerdo con lo recomendado (Blot et al.,
2019). Los grupos de abejas intoxicadas con glifosato y las alimentadas con jarabe de
sacarosa recibieron el mismo tratamiento, pero empleando sdlo jarabe de sacarosa
1:1. Una vez consumido el jarabe con esporas/jarabe solo, las abejas recibieron jarabe
de sacarosa fresco o jarabe de sacarosa contaminado con glifosato, de acuerdo con el
grupo al que pertenecian, y se permitid el consumo ad libitum. Diariamente las abejas
se monitorearon, se registraron y se removieron las abejas muertas, se estimé el

consumo de alimento y se reemplazo por alimento fresco.

A tiempos 7 y 14 dias post-infeccion, se colectaron 12 abejas por tratamiento (4
abejas por jaula) para el andlisis de su microbiota intestinal. La extraccion de ADN,
la secuenciacién masiva de la region V4 del ARNr16S y el andlisis de datos se realizo

de acuerdo con lo descrito en la seccion 3.2.2 de Materiales y Métodos.
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A'la vez, a tiempo 0, 7 y 14 dias, se colectaron 12 abejas por tratamiento (4 por
jaula) para el andlisis de la expresion de genes vinculados a la respuesta inmune, asi
como para el nivel de infeccion por DWV. La extraccion de ARN, RT, qPCR, y
analisis de datos se realizaron seguin lo descrito en la seccion 3.2.3 de Materiales y
Métodos. También se colectaron 15 abejas por tratamiento (5 por jaula) para

determinar la presencia y nimero de esporas de N. ceranae.

6.2.2.4 Cuantificacion de esporas de N. ceranae

Se removio el intestino de cada abeja y se cuantificd el niimero de esporas por
abeja (intensidad de la infeccién del parasito) mediante hemocitometro bajo

microscopio Optico (Cantwell, 1970).

6.3 Resultados

6.3.1 Dosis letal 50 de glifosato en abejas meliferas de Uruguay

En primer lugar, se evalud la DLso del glifosato de las abejas meliferas criollas.
La tasa de mortalidad de los controles negativos correspondi6 a un 3,3 + 2,9 %, y los
controles positivos, abejas expuestas a dimetoato, tuvieron una mortalidad del 100%
a las 24 horas de intoxicacion (Figura 17) validando el ensayo. La DLso del glifosato
resultd mayor a 100 pg/abeja, ya que las dosis evaluadas no resultaron toxicas. Esto
coincide con lo reportado en la bibliografia

(https://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/es/Reports/373.htm).
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Figura 17.- Porcentaje de mortalidad de abejas intoxicadas con diferentes dosis de
glifosato a las 48 horas post-intoxicacion.

6.3.2 Impacto de la intoxicacion oral crénica con glifosato en la
microbiota intestinal de las abejas

Dado que la dosis mas baja de glifosato empleada en este trabajo (5mg/L)
presento un efecto similar al control de jarabe de sacarosa 1:1, se selecciono la dosis

de 10mg/L para los diferentes analisis (Figura 25A).

En primer lugar se evalud el efecto del glifosato (10mg/L), solo o en
combinacion con N. ceranae sobre la estructura y composicion de la microbiota
intestinal de las abejas. Mediante secuenciacion masiva se obtuvieron 3.574.953
secuencias de la region V4 del gen de ARNT 165, las cuales pertenecieron a 59 ASVs
en 39 muestras analizadas, con un promedio de 50.000 reads por muestra. En todas
las abejas se identificaron los mismos grupos bacterianos, incluyendo Bifidobacterium,
Bombilactobacillus Firm-4, Lactobacillus Firm-5, Snodgrassella alvi, Gilliamella spp.,

Bartonellaceae, Frischella perrara 'y Acetobacteraceae (Figura 18).
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La intoxicacion crénica con glifosato o la infeccidon por N. ceranae, no afectaron
la diversidad alfa de esta comunidad, de acuerdo con el indice del nimero de
especies efectivas; aunque la interaccion entre ambos factores, si generé un aumento

en este parametro (Figura 19, KW test, estadistico=10,65; p=0,014).

Control N. ceranae Glifosato 10mg/L Glifosato 10mg/L + N. ceranae
1,00-
=

0,75~
0,50-
0,25-
0,00-

[[]Bartonella MEacillaceae [Gittiametla [ Providencia [ Stenotophomonas

, Ml Bifidobacterium  [|Enterobacteriaceae |_|Klebsiella [ Salmonella [ Virgibacillus
Taxonomia | Genero [ | pompella [ |Rhizobiaceae [l Lactobacillus |_|Serratia
B Commensatibacter [ |Frischella B Lettiottia [ ]snodgrasselia
[Tl Enterobacter [ JFructobacitius [[IMorganelia [l Staphylococcus

Figura 18.- Abundancia relativa de las diferentes bacterias de la comunidad
bacteriana intestinal en base al gen ARN ribosomal 16S durante 7 dias post-
intoxicacion crénica con glifosato (10 mg/L), infeccion con N. ceranae (100.000 esporas
por abeja a tiempo 0 dias) y abejas sujetas a la combinacion de ambos estresores. Se
analizaron individualmente 10 abejas por tratamiento (tres/cuatro abejas por caja de
tres jaulas independiente). Dentro de cada género bacteriano se grafican con rayas
horizontales la cantidad de ASVs identificadas.
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Figura 19.- Impacto del glifosato y N. ceranae en la microbiota intestinal de las abejas.
A- Indice de diversidad alfa (ntimero efectivo de especies) e B- indice de Shannon de
dichas comunidades.

La diversidad beta se vio afectada por los diferentes tratamientos, de acuerdo
con las matrices empleadas: Bray-Curtis, Unifrac weighted y Unifrac unweighted
(Figura 20, PERMANOVA p=0,001 en todos tres casos). Los andlisis de betadisper
indicaron que la dispersion de la microbiota entre individuos no varié entre los
diferentes grupos, reforzando los resultados del PERMANOVA (p=0,224 y p=0,194,
para los indices de UniFrac weighted y unweigthed respectivamente), excepto para

el indice de Bray—Curtis (p=0,036).
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Figura 20.- Impacto de la intoxicacion cronica del glifosato 10mg/L. El analisis de
diversidad beta muestra que los tratamientos alteraron la estructura de la microbiota
segun los indices Bray-Curtis, UniFrac unweighted y weighted (A-C) (0,001 en todos
los casos). Ambos estresores afectaron significativamente la diversidad en la
microbiota intestinal de las abejas (0,005 en todos los casos).

Para identificar los tratamientos que generaron diferencias en la microbiota
intestinal, se realizaron PERMANOVAs pareados entre los grupos. Se encontro que
el glifosato alteré6 la microbiota intestinal comparado con el control (Unifrac
Unweighted, pseudo F= 4,5 p=0,001) y con N. ceranae (Unifrac Unweighted, pseudo
F= 4,80 p=0,001; Unifrac weighted, pseudo F= 8,25 p=0,002) (Figura 19-20). A la vez,
el glifosato junto con N. ceranae alteraron la microbiota comparado con el control
(Unifrac Unweighted, pseudo F= 4,29 p=0,002) y con N. ceranae (Unifrac Unweighted,
pseudo F= 3,87 p=0,001; Unifrac weighted, pseudo F= 5,99 p=0,004).
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Finalmente, N. ceranae también alterd la microbiota respecto al control

(Unifrac weighted, pseudo F=10,23 p=0,001) (Figura 22).
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Figura 21.- Impacto de la intoxicacion cronica del glifosato 10mg/L. Las muestras
fueron divididas en dos grupos (intoxicadas o no intoxicadas con glifosato).
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Figura 22.- Impacto de la intoxicacién cronica del glifosato 10mg/L. Las muestras
fueron divididas en dos grupos (infectadas o no infectadas con esporas de N.
ceranae).
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Posteriormente para identificar los grupos bacterianos mas afectados se
empled el andlisis de DESeq2, realizando también comparaciones pareadas entre
tratamientos (Figura 23). El glifosato generé una disminucion significativa en la
abundancia de Snodgrassella alvi, y un aumento en la abundancia de Staphylococcus

sp. respecto al grupo control.

Por otro lado, N. ceranae generd6 un aumento en la abundancia de
Enterobacteriaceae Pasteurellaceae, Rhizobiaceae, Bartonella sp., Acetobacteriaceae y
Fructobacilus sp., y una disminucion en una ASV identificada como Lactobacillus y
otra ASV identificada como Frischella sp., respecto al grupo control. La interaccion
entre glifosato y N. ceranae generd6 un aumento en la abundancia de
Enterobacteriaceae, Streptococcus sp. y Fructobacillus sp., Stahpylococcus sp. y una
disminucion en la abundancia de Lactobacillus sp., Frischella sp. y Snodgrassella alvi, en

comparacion con el grupo control (Figura 23).
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Tabla 8.- Efecto del glifosato, N. ceranae y ambos factores de estrés en la microbiota
intestinal, la inmunidad y el nivel de infeccion por DWV de las abejas meliferas y
consumo de jarabe de sacarosa, evaluado por modelos lineales mixtos generalizados.
Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p inferiores a 0,05 y se
muestran en negrita. * indica interaccion entre factores.

Variable dependiente Variable independiente Valor de coeficiente Valor del intercepto  Valor p
N. ceranae 0,2 0,004
ASV Observadas Glifosato 0,46 401 =0,001
N. ceranae + Glifosato 0,62 = 0,001
N. ceranae -0,005 0,95
Indice de Shannon Clifosato 0,01 0,83 0,86
N. ceranae + Glifosato 0,19 0,03
N. ceranae 1.38 = 0,001
Lisozima Glifosato 0,69 129 =0,001
N. ceranae + Glifosato 0,67 =0,001
Tiempo ns
M. ceranae 0,07 0.1e
Glifosato 0,32 =0,001
Glucosa oxidasa - . -0,24
N. ceranae + Glifosato 0,25 =0,001
Tiemypo ns
N. ceranae 0,04 0,24
Fenol oxidasa . G]j_fosa’ro_ 0,007 -0,37 0,83
N. ceranae + Glifosato 0,04 0,17
Tiempo 0,15 = 0,001
N. ceranae 0,77 0,05
Himenoptecina R Glifosato . 0,24 0,99 0.57
N. ceranae + Glifosato 0,33 0,43
Tiempo 1,67 = 0,001
N. ceranae -0,16 = 0,001
Glifosato -0,14 =0,001
N. ceranae + Glifosato -0,12 =0,001
Vitelogenina Tiempo -0,08 -0,16 = 0,001
N. ceranae * Tiempo 0,09 = 0,001
Glifosato * Tiempo 0,08 < 0,001
N. ceranane + Glifosato * Tiempo 0,07 = 0,001
N. ceranae 0,44 0,07
Virus de las alas deformadas Glifosato 0.11 -0,24 0.01
N. ceranae + Glifosato 0,03 = 0,001
Tiempo ns
N. ceranae -0,02 0,73
Consumo de jarabe Glifosato -0,07 2,65 0,28
N. ceranae + Glifosato 0,08 0,16
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Figura 23.- Heatmap en donde se representan los resultados obtenidos de las
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tratamientos. En color representa el aumento o descenso de cada ASVs.
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6.3.3 Impacto de la intoxicacion oral cronica con glifosato en la
expresion de genes y en el nivel de infeccion por patégenos como el
virus de las alas deformadas y N. ceranae

Posteriormente se evalud el efecto del glifosato, solo o en combinacién con N.
ceranae en la inmunocompetencia de las abejas, mediante el analisis de la expresion

de genes que participan en la respuesta inmune.

Uno de los genes mas afectados fue la lisozima. Tanto el glifosato como N.
ceranae generaron un aumento en la expresion de este gen en comparacion con el
grupo control (t 14 dias, KW test GD2 vs ], p=0,003, N vs J, p=0,01), siendo mayor el
aumento observado con N. ceranae (KW test GD2 vs N, MW, p=0,002) (Figura 24). La
interaccion entre ambos factores tendid a atenuar este aumento, tanto a los 7 dias
(KW test GND2 vs N, p=0,03, GND2 vs GD2, p=0,01), como a los 14 (KW test GND2
vs N, p=0,006) (Tabla 8).

En cuanto a la glucosa oxidasa, ambos factores, asi como la interaccion entre
ellos, aumentaron la expresion de este gen a los 14 dias post-infeccion (KW test J vs

N p=0,03, J vs GD2 p=0,001, ] vs GND2 p=0,001) (Figura 24) (Tabla 8).

Por otro lado, la expresion de profenoloxidasa e himenoptaecina no se vieron
afectada por los diferentes tratamientos en ninguno de los momentos de estudio (7 y

14 dias post infeccién, KW test p=0,62; p=0,67, respectivamente) (Tabla 8).
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Figura 24.- Impacto de la intoxicacion cronica de glifosato (10 mg/L), N. ceranae
(100.000 esporas/abeja en el dia 0), y ambos factores de estrés combinados en la
inmunidad de las abejas meliferas (lisozima, glucosa oxidasa), vitelogenina y
nivel de infeccion por DWV empleando PCR cuantitativa. Doce abejas por
tratamiento (cuatro abejas por jaula, de tres jaulas independientes) fueron
individualmente muestreados y analizados a los 0, 7 y 14 dias de intoxicacion. La
cuantificacion relativa se realiz6 utilizando el RPS5 de abeja melifera como gen
de referencia. Los resultados se muestran como diagramas de caja, incluida la

mediana y los cuartiles de 25y 75 %.
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Para evaluar el impacto de dosis subletales de glifosato en el desarrollo de
patdgenos, las abejas expuestas se infectaron con esporas de N. ceranae y se

realizaron recuentos de esporas al inicio del ensayo, y a los 7 y 14 dias post-infeccion.

Al inicio del ensayo no se detectaron esporas en ninguno de los grupos,
indicando que las abejas recién emergidas estaban libres de este microsporidio. Las
abejas del grupo control, que solo recibieron jarabe de sacarosa, y aquellas que
recibieron glifosato, tampoco presentaron esporas a los 7 y 14 dias, confirmando ese

resultado.

Las abejas de los grupos infectados con N. ceranae si desarrollaron infeccion
por el microsporidio, y el nivel de infeccion fue similar en los dos grupos, a 7 y 14
dias post-infeccion (KW test, estadistico=4,48; p=0,21). El numero de esporas llegd a
3,7 x 10° + 3,6 x 10°¢ esporas/abeja y 5,1 x 10° + 2,7 x 10° esporas/abejas en el grupo
infectado con N. ceranae y en el grupo infectado y expuesto a glifosato,
respectivamente. A los 14 dias estos numeros alcanzaron 7,4 x 10° + 1,2 x 10°

esporas/abeja y 6,5 x 10° £ 1,5 x 10° esporas/abeja, respectivamente (Figura 24).

En el caso del DWYV, tanto las abejas recién emergidas como las abejas del
grupo control a los 7 dias presentaron un bajo nivel de infeccion por este virus,
indicando que las abejas estaban naturalmente infectadas (Figura 24). En ese tiempo,
las abejas infectadas con N. ceranae rdpidamente aumentaron el nivel de infeccion
por DWV (KW test N vs C, p=0,02, GND2 vs C, p=0,005, G vs GND2, p=0,02). A los
14 dias, el glifosato solo o en interaccion con N. ceranae estimularon la multiplicacion
del virus, aumentando significativamente la carga viral (KW test GD2 vs C, p=0,0002,

GND2 vs C, p=0,0002, GND2 vs N, p=0,01) (Figura 24).
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Figura 24. Numero de esporas de N. ceranae por abeja infectada artificialmente
con 100.000 esporas, y en abejas infectadas e intoxicadas con glifosato (5 y
10mg/L) a los 7 y 14 dias post infeccion. No se encontraron diferencias
significativas entre esos grupos. Por otro lado, no se detectaron esporas de N.
ceranae en las abejas recién emergidas o en las abejas meliferas pertenecientes a
los grupos de control (y glifosato).
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6.3.4 Impacto de la intoxicacion oral cronica con glifosato en la
supervivencia de las abejas

Por ultimo, el glifosato, N. ceranae, asi como ambos factores juntos afectaron
significativamente la sobrevivencia de las abejas. Mientras que las abejas del grupo
control lograron sobrevivir 30 dias en las condiciones empleadas en este ensayo, la
infeccion por N. ceranae y el consumo cronico de glifosato con la dosis subletal de
10mg/L, disminuyeron significativamente la vida de las abejas (Log Rank test,
estadistico=65,6 p<0,001) (Figura 25). La vida media (es decir, el tiempo en el que el
50% de la poblacion de abejas muere) se estimé en 20 dias para las abejas del grupo
control, 18 dias para las abejas infectadas con N. ceranae, 23 dias para las abejas
intoxicadas con glifosato D1, 20 dias para las abejas intoxicadas D1 e infectadas con
N. ceranae, 13 dias para las abejas intoxicadas con glifosato D2, 15 dias para las abejas
intoxicadas D2 e infectadas con N. ceranae. Estos factores aumentaron
significativamente el riesgo de muerte de las abejas en 2,38; 0,89; 1,68; 2,94 y 3,26
veces respectivamente, en comparacion con el grupo control. El consumo de jarabe
de sacarosa por dia por abeja fue similar en todos los grupos con respecto al grupo

control (KW p>0,05 en todos los casos).
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Figura 25. A. Curva de supervivencia de abejas meliferas sometidas a exposicion
crénica de glifosato (5 y 10 mg/L), N. ceranae (100.000 esporas/abeja en el dia 0) y
ambos factores combinados. En total se utilizaron dos cientos diez abejas por
tratamiento (setenta abejas por jaula, tres jaulas independientes por tratamiento). (B)
Relacion de riesgo de las abejas meliferas sujetas a diferentes factores estresantes en
comparacion con el grupo de control de jarabe de sacarosa.
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6.4 Discusion

El glifosato es el herbicida mas utilizado alrededor del mundo (Benbrook,
2016), y su uso contintia en aumento (Battaglin et al., 2014; Rubio et al., 2014). Esto ha
generado la contaminacién de los cursos de agua, lluvia y aire, especialmente en
areas agricolas. Las abejas meliferas se exponen a este herbicida a través de la
recoleccion de polen, néctar o agua contaminada, y lo pueden transportar a la
colonia contaminando a otras abejas, asi como también al alimento (Johnson & Pettis,

2014; Mukherjee, 2009; Balbuena et al., 2015).

Estudios recientes han mostrado que la exposicion a dosis subletales de
glifosato genera una alteracion de la composicion de la microbiota intestinal de las
abejas (Blot et al., 2019; Motta et al., 2018, 2020a, 2020b; Motta & Moran, 2020). Esta
tesis confirma estos resultados. En 2018, investigadores europeos informaron que la
administracion con glifosato en las abejas (5 y 10 mg/L) en condiciones de
laboratorio durante 5 dias alterd la microbiota intestinal, siendo S. alvi la especie mas
afectada (Motta et al., 2018). En un trabajo posterior, estos mismos autores
reafirmaron que la administracion crénica con este herbicida (~1.7 mg/L a 170 mg/L)
en abejas de 24 horas en condiciones de laboratorio, afectd la microbiota intestinal,
siendo nuevamente S. alvi la especie mas afectada (Motta et al., 2020a). Del mismo
modo, en 2020 dichos autores evaluaron los efectos via oral y tdpico de varias
concentraciones de glifosato solo o como una formulacién comercial (Round-up) en
condiciones de laboratorio y de campo, confirmando los resultados obtenidos
previamente en condiciones de laboratorio (Motta et al., 2020b). Nuestros resultados
coinciden con estos estudios previos, y subrayan a S. alvi como la especie mas

afectada.
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El mecanismo de acciéon del glifosato podria ser la inhibicion de la enzima
EPSPS, presente en plantas, que también se encuentra presente en los genomas
secuenciados de bacterias pertenecientes a la microbiota intestinal de las abejas
(Motta et al., 2018). La susceptibilidad de los microorganismos al glifosato depende
del tipo de enzima que poseen, clase I o II. Las enzimas de clase I son sensibles al
glifosato mientras que las enzimas de clase II son tolerantes al herbicida.
Snodgrassella alvi posee la clase I de ESPS, lo que la hace sensible al herbicida (Motta
et al., 2018). Esta bacteria coloniza el ileon formando un denso biofilm que podria
bloquear el acceso de patdgenos a las células epiteliales del hospedador (Powell et
al., 2016). Ademas, S. alvi puede modular el sistema inmunitario de abejas meliferas
(Kwong et al., 2017). La disminucion en la abundancia de esta especie asociada con el
glifosato (Blot et al., 2019; Motta et al., 2018, Motta & Moran, 2020), demostrado
también en este estudio, podria alterar la homeostasis de las abejas adultas, teniendo

importantes consecuencias en la salud de las abejas meliferas.

Por otro lado, el glifosato aumento la abundancia de ASVs identificadas como
Staphylococcus sp., Enterobacteraceae y los miembros claves como G. apicola y L.
kimbladii (Firm-5). Staphylococcus spp. son microorganismos oportunistas que
generalmente no se encuentran en la microbiota intestinal de las abejas meliferas
(Engel et al., 2016; Raymann & Moran, 2018). Sin embargo, han sido aislados
ocasionalmente del intestino de la abeja melifera, lo que sugiere que podrian ser
parte de la microbiota intestinal de estos insectos, pero en una abundancia
relativamente menor (Anjum et al.,, 2018; Blot et al., 2019). Algunas especies del
género Staphylococcus tienen EPSPS clase II, la cual no es sensible al glifosato
(Priestman et al., 2005), por lo que estas condiciones favorecerian la multiplicacion
de este microorganismo generando un aumento de su abundancia relativa en la
microbiota intestinal de las abejas. De hecho, Blot y col.,, 2019 (Blot et al., 2019)
encontraron que una cepa de Staphylococcus aislada del intestino de la abeja melifera

es resistente al herbicida.
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En cuanto a G. apicola, Blot y colaboradores (2019) proponen que la especie
podria tener distintas cepas con diferente susceptibilidad al glifosato, que puede
estar relacionada con diferentes mecanismos de resistencia, incluyendo el eflujo y la
degradacion enzimatica del herbicida, como se ha descrito para otros
microorganismos (Blot et al.,, 2019; Hove-Jensen et al.,, 2014; Van Bruggen et al.,
2018). En nuestro trabajo se observo un aumento en la abundancia de esta bacteria,

mientras que en estudios previos encontraron una reduccién (Blot et al., 2019; Motta

et al., 2020; Motta & Moran, 2020).

En cuanto a Lactobacillus Firm-5, nuestros resultados son consistentes con
trabajos previos (Blot et al., 2019). Estos autores propusieron una hipodtesis ecologica
para explicar esto, la reduccion de algunas especies bacterianas podria liberar nichos
ecoldgicos que serian ocupados por otros microorganismos. En este caso la

reduccion de S. alvi podria favorecer el aumento de L. kumbaldi,

Aunque los estudios publicados anteriormente proporcionan una fuerte
evidencia sobre el impacto de glifosato solo o en formulaciones comerciales en la
microbiota intestinal de las abejas meliferas bajo condiciones de laboratorio y de
campo, la novedad de nuestro estudio es la evaluacion simultanea del impacto del
glifosato junto con N. ceranae, un microsporidio que afecta a las abejas salud y se
encuentra comunmente en las colonias de abejas (Higes et al., 2013). N. ceranae
generd cambios en la microbiota intestinal de las abejas meliferas, favoreciendo un
aumento en la abundancia de bacterias en la familia Enterobacteriaceae, entre otras

alteraciones.

Dado que estos microsporidios infectan las células epiteliales del intestino y
alteran drasticamente su anatomia y fisiologia (Higes et al., 2013) no es sorprendente
que generen cambios importantes en la microbiota intestinal residente. El glifosato y
N. ceranae juntos aumentaron la diversidad de la comunidad intestinal. Aunque, por

lo general, una comunidad bacteriana saludable se asocia con microbiotas que
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poseen alta diversidad de bacteria, esto no parece ser el caso en nuestro estudio, ya
que estos factores estresantes favorecieron la colonizacion por oportunistas, y
microorganismos potencialmente patogenos. Ademas de eso, ambos factores juntos
disminuyen la abundancia relativa de un miembro central importante, L. apis (Firm-

4).

Ademas del efecto del glifosato y N. ceranae sobre la microbiota, también se

investigd su impacto en la inmunocompetencia y en el nivel de infeccién por

patdgenos, asi como la supervivencia de las abejas meliferas. El glifosato y N.
ceranae aumentaron la expresion de lisozima, una enzima responsable de hidrolizar
las paredes celulares bacterianas en animales, y promover la sintesis de péptidos
antimicrobianos (Schneider, 1985). El glifosato también aument6 la expresion de
glucosa oxidasa, una enzima responsable de producir uno de los principales
componentes antibacterianos, peroxido de hidrogeno, al oxidar -d-glucosa a 4cido
glucdnico en abejas (Bucekova et al., 2014), siendo un marcador de inmunidad social
(Alaux et al.,, 2010). Esos resultados demostraron que el glifosato es capaz de
modificar la expresion de genes asociados a la inmunidad, posiblemente
representando una respuesta fisiologica para mitigar los efectos negativos del
envenenamiento (Zhao et al., 2020). Por otro lado, puede ser un efecto indirecto de la
alteracion de la microbiota intestinal. De todos modos, la activacion del sistema
inmune es energéticamente costosa (Zhao et al., 2020) y seguin nuestros resultados,
esto no seria suficiente para superar la infeccion por DWV. De hecho, en este estudio
encontramos que el glifosato favorecia la infeccion por DWV, lo que representa la
primera evidencia de una interaccion entre este herbicida y el virus ARN en la abeja
melifera. El glifosato, N. ceranae y DWV redujeron severamente el nivel de expresion
de vitelogenina, una enzima importante involucrada en la division del trabajo, la
especializacién en alimentacidn, la longevidad de la reina y la resistencia al estrés

oxidativo (Amdam & Ombholt, 2003; Nelson et al., 2007). Una disminucion en el nivel
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de vitelogenina se asocia con un forrajeo precoz y una vida mas corta (Amdam &
Ombholt, 2003; Nelson et al., 2007). Por lo tanto, esta disminucién en la expresion de
la vitelogenina puede estar asociada con la reduccion significativa en la

supervivencia de las abejas.

En conclusidn, nuestros resultados confirman que la intoxicacion crénica con
dosis subletales de glifosato alterd la microbiota intestinal de las abejas meliferas y
disminuy6 la abundancia de miembros centrales como S. alvi. Cuando N. ceranae
estuvo presente, el efecto fue mas evidente, ya que la diversidad intestinal aumenté
significativamente y la abundancia de otras bacterias centrales, L. apis, disminuyo.
Aunque las abejas meliferas expuestas al glifosato desarrollaron una respuesta
inmune, esas estrategias parecieron no tener éxito, ya que los niveles de infeccion
por DWV aumentaron y la vida util de las abejas meliferas se acorto

significativamente.

Ademas de afectar a la microbiota, también se demostré que las abejas
tratadas con glifosato 10 mg/L desde los primeros dias de su emergencia presentaron
un ciclo de vida mas corto con respecto a las abejas de control. Diferentes trabajos
respaldan que el glifosato compromete directamente el fitness de la abeja en

diferentes etapas de desarrollo (Herbert et al., 2014; Balbuena et al., 2015).

Estos hallazgos contribuyen a dilucidar los mecanismos involucrados en el

efecto nocivo del uso generalizado de glifosato en la salud de las abejas meliferas.
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7. Consideraciones finales

Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo nos permiten confirmar

nuestras hipotesis de trabajo:

La intoxicacién cronica con dosis subletales de sulfoxaflor generd alteraciones
en la estructura y composicion de la microbiota intestinal de las abejas meliferas,
incrementando el namero de bacterias totales en el intestino. La intoxicacién aguda
si bien no generd cambios en el numero de bacterias totales del intestino disminuy6
la abundancia de Snodgrassella alvi y Lactobacillus spp., componentes principales de la
microbiota. Ademas, la intoxicacion con sulfoxaflor generé cambios en la expresion
de péptidos antimicrobianos como la himenoptecina y la expresion de la enzima

lisozima. Estas alteraciones terminaron afectando la supervivencia de las abejas.

La intoxicacién aguda y cronica con dosis de glufosinato de amonio en las
abejas gener6 una disminucion significativa en el numero de bacterias totales en el
intestino, afectando también la diversidad alfa y beta de la microbiota. La
intoxicacion crénica con el glufosinato de amonio redujo significativamente la
expresion de la glucosa oxidasa. Estas alteraciones afectaron de forma significativa la
supervivencia de las abejas, asi como el consumo de jarabe de sacarosa de las

mismas.

Por ultimo, tanto la intoxicacién crénica con glifosato como la infeccion con
esporas de N. ceranae alteraron la microbiota intestinal de las abejas. En particular, el
glifosato disminuyo la abundancia de Snodgrasella alvi, bacteria implicada en la
defensa frente a patdgenos. Ambos factores generaron un aumento en la expresion
de genes vinculados a la inmunidad (lisozima y glucosa oxidasa), probablemente
como intento para sobreponerse a los efectos negativos de los tratamientos. El
glifosato no tuvo efecto en el nivel de infeccion por N. ceranae, pero si incrementd el

nivel de infeccidn del virus de las alas deformes. Como consecuencia, el glifosato por
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si solo, asi como en conjunto con N. ceranae disminuyeron significativamente la

supervivencia de las abejas.

Si bien los tres pesticidas evaluados tienen diferentes mecanismos de accion,
la intoxicacion con cualquiera de los tres termino afectando la capacidad de las
abejas de adaptarse a los diferentes ambientes, viéndose reflejada en una reduccion

de la supervivencia de las abejas meliferas.

Teniendo en cuenta que las abejas son consideradas un excelente indicador de
calidad ambiental, el impacto observado atin con dosis subletales de pesticidas en
esta tesis nos hace reflexionar sobre el dafio causado por estos productos en el
ecosistema. Es necesario tomar medidas para reemplazar el uso del sulfoxaflor,
glufosinato de amonio asi como también del glifosato, por productos alternativos
que sean menos daninos y toxicos para el ambiente, o implementar nuevas
alternativas de cultivos para los polinizadores a fin de evitar pérdidas de abejas
meliferas y preservar los polinizadores nativos que son esenciales para el

mantenimiento de los ecosistemas.
Como estrategias alternativas, se podria plantear:
1. Empleo de biocontroles o controles bioldgicos de plagas en cultivos.

2. Siembra de policultivos (es decir siembra de multiples tipos de cultivos)

que se complementen entre si, como una forma de mantener el cultivo de interés.

3. Uso de barreras naturales, es decir, utilizar y plantar otros cultivos
diferentes y cercanos al cultivo de interés para atraer y alojar sus depredadores. Un
ejemplo de esto es la siembra de rosedales en cultivos de uvas, las cuales funcionan
como alarmas bioldgicas ya que alojarian las plagas del cultivo de interés con el fin

de proteger los mismos (Hossain et al., 2017; Jackson, 2002).
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La adopcion de estrategias para reducir el uso de estos pesticidas en los
cultivos puede contribuir a la conservacion de los polinizadores y reducir la

contaminacion ambiental provocada por el uso de pesticidas.
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8. Perspectivas

Los resultados obtenidos en esta tesis nos han permitido comprender el efecto
de la intoxicacion con dosis subletales de diferentes pesticidas en la microbiota
intestinal, en la respuesta inmune de las abejas meliferas asi como en la

susceptibilidad a Nosema ceranae y el Virus de las alas deformes.

Considerando estos efectos, y dado que existe un eje microbiota-intestino-
cerebro, los cambios de la microbiota podrian afectar el sistema nervioso de estos
insectos. Seria interesante estudiar como estos cambios afectan los mecanismos
vinculados a las caracteristicas sociales de la abeja como el aprendizaje y la

orientacion.

Otra perspectiva interesante seria estudiar el efecto de estos pesticidas en los
mismos parametros pero en condiciones de campo, en colmenas expuestas a estos

productos quimicos.

Por ultimo, estos resultados sientan las bases para el desarrollo de nuevos
proyectos en los que seria interesante evaluar como afectan otros pesticidas como
por ejemplo funguicidas o acaricidas, asi como también la combinacién de mas de un

pesticida y/o sus formulaciones comerciales en la salud de las abejas meliferas.
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