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Resumen 

 

 

 

RESUMEN  

Las abejas desempeñan un rol esencial en el mantenimiento de los ecosistemas 

naturales y en la producción agrícola, a través de la polinización. Por este motivo, las 

pérdidas masivas de colonias de abejas alrededor del mundo generan gran 

preocupación. Entre las principales causas de estas pérdidas se encuentran la 

presencia de múltiples plagas y patógenos y la intensificación en el uso de la tierra, 

que ha traído aparejado el aumento en la superficie destinada a monocultivos y el 

aumento en el uso de pesticidas potencialmente tóxicos. 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 melíferas. Utilizando un modelo de cría e 

intoxicación de abejas en laboratorio, se evaluó el efecto de la intoxicación oral aguda 

y crónica con dosis subletales de estos pesticidas en su microbiota intestinal, en la 

expresión de genes vinculados a la fisiología y respuesta inmune, en la infección por 

Nosema ceranae y el Virus de las alas deformes (DWV) y finalmente en la 

supervivencia de las abejas. En el caso del glifosato, además se evaluó su efecto en 

conjunto con la infección por N. ceranae. La intoxicación 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 disminuyó 

significativamente el número de bacterias en el intestino, así como la expresión de 

glucosa oxidasa, un marcador de inmunidad social. Por otro lado, el sulfoxaflor 

aumentó significativamente el número de bacterias en el intestino, disminuyó la 

expresión de lisozima y aumentó la expresión de himenoptecina. Con respecto al 

glifosato, disminuyó la abundancia de Snodgrasella alvi, bacteria perteneciente al core, 

implicada en la defensa frente a patógenos. Este pesticida en conjunto con N. ceranae 

alteró significativamente la estructura y composición de la microbiota intestinal, 

aumentó la expresión de genes vinculados a la inmunidad (lisozima y glucosa 

oxidasa), y aumentó el nivel de infección del virus DWV. En todos los casos, la 

intoxicación con estos pesticidas disminuyó 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 exposición a corto y largo plazo en organismos no blanco. El 

conocimiento generado podrá ser de utilidad para el diseño de políticas agrícolas de 

uso y manejo de pesticidas que permita la conservación de estos insectos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

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 biogeoquímicos de los principales elementos, participan en los procesos de 

descomposición de la materia orgánica, 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 metabólicas específicas. Esto influye en la 

distribución espacial de estas poblaciones y su interacción (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 patógenos (Frago et al., 2012; McFall-

Ngai et al., 2013). El descubrimiento de la estructura del ácido desoxirribonucleico 

(ADN), y posteriormente el desarrollo de herramientas de biología molecular y 

tecnologías de secuenciación 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 

metabólica, las comunidades microbianas (o microbiotas), se consideran un órgano 

separado dentro del hospedador, un ejemplo de esto son las microbiotas que habitan 

en el intestino animal (Cani & Delzenne, 2007; Possemiers et al., 2011). Así como los 
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órganos están constituidos por células organizadas en una estructura específica 

(tejido) que cumplen una función común, 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 sí, coordinan sus actividades y cooperan para llevar adelante 

diversas funciones (Dickschat, 2010). 

Existen diferentes factores que regulan la composición y diversidad de la 

comunidad microbiana de un microambiente determinado, algunos de estos factores 

son las características del ambiente como la temperatura, pH, salinidad, nutrientes, 

disponibilidad de oxígeno y materia orgánica, entre otros, además de la competencia 

entre organismos, depredación 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 más del 98 % de las 

secuencias genéticas obtenidas del intestino provienen de bacterias, el término y el 

enfoque de la mayoría de las investigaciones en esta área 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 

absorción 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 conexión entre una microbiota intestinal en disbiosis (alterada) 

y el desarrollo de enfermedades mentales como el Alzheimer (Kowalski & Mulak, 
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2019), la esquizofrenia (Lv et al., 2017) o la depresión (Winter et al., 2018). Sin 

embargo, el estudio funcional de dichas comunidades presenta grandes dificultades 

debido a su complejidad y variabilidad, además, muchos de esos microorganismos 

no se conocen. Teniendo esto en cuenta, para estudiar las funciones de las 

comunidades microbianas se necesitan emplear modelos más simples en 

composición y particularmente sistemas de fácil uso y manejo. 

 

1.2 Importancia de las abejas melíferas y su uso como 

modelo para el estudio de comunidades 

microbianas 
 

Las abejas, y en particular las abejas melíferas (Apis mellifera) constituyen un 

grupo de insectos clave para el mantenimiento de ecosistemas naturales y para la 

producción agrícola. Al recolectar polen y néctar de las flores como recursos 

nutricionales (Charles D. Michener, 1974), llevan adelante la polinización, el traslado 

de polen entre flores. Esto es esencial para la reproducción de las plantas con flores, 

la producción de semillas y frutos (Council, 2006). Una adecuada polinización es 

necesaria para una mayor producción, mejor tamaño, forma y maduración 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 polinización por abejas (Klein et al., 2006).  

 En Uruguay, la polinización por abejas melíferas favorece la formación de 

frutos en los cultivos de manzanos, zapallitos de tronco y melones, así 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 producción se 

asocia a las abejas. A partir de estos datos se logró estimar el valor económico de la 

acción polinizadora de la abeja melífera en nuestro territorio, el cual superó los 

1.600.000.000 pesos uruguayos en 2008 (Santos et al., 2009).  
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Además de su rol clave para el mantenimiento de la biodiversidad y brindar 

seguridad alimentaria, las abejas melíferas elaboran una gran diversidad de 

productos como miel, polen, jalea real y propóleos, 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 país de 30.5 millones de dólares (MGAP, 2020). 

Los insectos sociales, particularmente las abejas melíferas, 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 múltiples los motivos por los cuales se considera esta microbiota una 

fuente de información ecológica novedosa. En primer lugar, dada su condición de 

insectos eusociales, su principal vía de transmisión es el contacto. Las abejas recién 

emergidas carecen de una microbiota intestinal establecida, estos microorganismos 

se adquieren vía oral a través de interacciones sociales con otras abejas durante los 

días posteriores a la emergencia (Martinson et al., 2012). Al cuarto día post-

emergencia, el número de bacterias en el intestino aumenta logarítmicamente hasta 

que la comunidad se establece en 108-109 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 sólo en las abejas sociales, lo que sugiere una relación de 

co-evolución entre los microorganismos y las abejas (Martinson et al., 2012). Esta 

restricción de nicho probablemente se deba a la incapacidad de estas bacterias para 

replicarse en concentraciones atmosféricas de oxígeno (Kwong & Moran, 2016). 



Introducción 

5 

 

Finalmente, todos los grupos taxonómicos presentes en el intestino de las 

abejas son cultivables en condiciones de laboratorio, lo que permite la 

caracterización genómica y la manipulación experimental (Zheng et al., 2018). 

Otra de las ventajas clave de las abejas melíferas como modelo para el estudio 

de la microbiota, es su fácil manejo y la posibilidad de criarlas en laboratorio. Es 

posible obtener abejas carentes de microbiota intestinal (abejas gnotobióticas), e 

inocularlas con cepas bacterianas específicas, lo que permite conocer cómo 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 perturbación o para comprender el impacto de los 

xenobióticos, sobre la microbiota y como esto afecta el comportamiento y la salud de 

las abejas. 

 

1.3 La microbiota intestinal de las abejas melíferas 
 

La microbiota intestinal de las abejas está compuesta en su mayoría por 

bacterias microaerofílicas o anaeróbias (Kwong & Moran, 2016; Moran, 2015). Poseen 

un núcleo, 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 están siempre presentes en las abejas (Kwong & Moran, 

2013). Este núcleo, 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 
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diferentes colmenas o de diferentes áreas geográficas, razón 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). 

Además, 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 núcleo (Corby-Harris et al., 2014).   

A pesar de que esta microbiota es conservada, estudios empleando 

metagenómica demuestran que existen variaciones a nivel de cepas dentro de las 

diferentes poblaciones, lo que aumenta la diversidad metabólica 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 número de 

microorganismos y se colonizan por completo dentro de los 4-5 días 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 así como también, polen 

fermentado almacenado dentro de las colmenas. Esto, y el contacto con materiales de 

la colmena, favorecen el establecimiento de la microbiota característica (Powell et al., 

2014). 

Una vez establecida la microbiota intestinal en las abejas adultas, la 

composición varía poco, a pesar de cambios estacionales, cambios en la dieta, o 

incluso cambio en la fisiología y en el comportamiento al transicionar de abejas 

nodrizas a pecoreadora (Martinson et al., 2012; Corby-Harris et al., 2014).  

 



Introducción 

7 

 

1.4 Funciones de la microbiota intestinal de las abejas 

melíferas 
 

Los microorganismos que forman parte de la microbiota intestinal de las 

abejas melíferas desempeñan funciones esenciales para la vida de estos insectos:  

1) Pueden producir compuestos químicos con múltiples efectos en la 

fisiología. Por ejemplo, bacterias simbióticas como Snodgrassella alvi, Gilliamella 

apicola, y Lactobacillus spp., pueden producir ácidos grasos de cadena corta (SCFA, 

por sus siglas en inglés) (Zheng et al., 2018), estimular la inmunidad, especialmente 

durante una infección (Jay D Evans & Lopez, 2004; Kwong et al., 2017; Li et al., 2017) 

y degradar polisacáridos de plantas (Zheng et al., 2019). Los ácidos grasos de cadena 

corta como: el acetato, el propionato y el butirato, son producidos por la microbiota 

intestinal como principales productos de fermentación 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 energía 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 vías neurales e 

inmunitarias del hospedador y, por lo tanto, influir en la función y el 

comportamiento del cerebro (Kwong & Moran, 2013). 

Los metabolitos microbianos también pueden tener un importante efecto en la 

fisiología intestinal; por ejemplo, sobre la concentración de oxígeno, 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 azúcares (Engel & Moran, 
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2013b; Lee et al., 2015), lo que sugiere que estas bacterias intestinales tienen un papel 

fundamental en la digestión y en la disponibilidad de nutrientes, compensando 

aquellos procesos que el hospedador por sí mismo no puede realizar. Como ejemplo, 

se ha visto que G. apicola participan en la degradación de pectinas; así como especies 

de Bifidobacterias, Lactobacillus melliventris y Bombilactobacillus spp. que participan en 

la digestión de los componentes de la pared y el revestimiento externo del polen, y 

utilizan los productos de su degradación (Daisley et al., 2020; Kešnerová et al., 2017). 

2) La microbiota intestinal puede colonizar nichos en los hospedadores 

impidiendo el establecimiento de patógenos. En el intestino de las abejas, cada 

especie tiene una distribución característica. Pocas bacterias colonizan el intestino 

medio; el intestino posterior (íleon y recto) contienen la mayor abundancia. El íleon, 

un tubo angosto con seis pliegues longitudinales, está 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 azúcar que coloniza más hacia el centro del lumen (Kwong & Moran, 

2013). El recto está 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 patógenos y evitar 

el desarrollo de la infección. Como ejemplo, se ha descrito que diversas bacterias del 

ácido láctico (Lactobacillus spp. y Bifidobacterium principalmente) pertenecientes a 

esta microbiota presentan efectos inhibitorios sobre Paenibacillus larvae (Forsgren et 

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

3) Los integrantes de la microbiota intestinal, también, pueden interaccionar 

con el sistema inmune y potenciar la respuesta frente a patógenos o parásitos 

(Kaltenpoth & Engl, 2014).  

A continuación, 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 región y funciona 

como una barrera mecánica contra colonización e invasión por patógenos. Además, 

S. alvi estimula el sistema inmune de las abejas, aumenta la secreción 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 secreción de tipo VI, que contribuye a la resistencia en la 

colonización por patógenos oportunistas (Steele et al., 2017).  

Gilliamella spp. poseen capacidades metabólicas adaptada a la dieta de las 

abejas, presentando un gran repertorio de genes para la digestión 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 azúcares tóxicos que las abejas pueden 

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

Diferentes estudios demuestran que S. alvi y cepas de Gilliamella presentan 

vías metabólicas complementarias, principalmente aquellas vías implicadas en el 

metabolismo de los azúcares, en donde el producto generado por Gilliamella spp. es 

empleado por S. alvi (Kwong et al., 2014; Kwong & Moran, 2016; Kešnerová et al., 

2017).  

Por otro lado, el recto de la abeja está 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 más 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 (Kešnerová et al., 2017). Estas bacterias 

controlan la proliferación de algunos patógenos oportunistas, mediante la 
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acidificación del ambiente intestinal, disminuyendo el pH y el potencial redox 

(Zheng et al., 2016; Palmer-Young et al., 2019). Las Bifidobacterium incrementan la 

producción de hormonas y moléculas de señalización (Kešnerová et al., 2017). 

Teniendo en cuenta las múltiples 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 antibióticos actúa como un factor de estrés ambiental al 

provocar una disminución 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 más susceptibles a la infección bacteriana (Raymann et al., 2017). Estudios 

en los abejorros han demostrado que el microbioma en su conjunto también lo 

protege contra el parásito intestinal Crithidia bombi (Koch & Schmid-Hempel, 2011). 

El entendimiento de las funciones de la microbiota intestinal en la abeja y cómo la 

microbiota se ve afectada por los estresores ambientales, puede ayudar no solo a 

comprender mejor las funciones de las bacterias simbióticas del intestino de estos 

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

 

1.5 Respuesta inmune de las abejas melíferas 

Un individuo que vive en grupos posee muchos beneficios en comparación 

con un estilo de vida solitario. En las abejas, la cooperación favorece la eficiencia del 

cuidado de las crías, la búsqueda de alimento y/o las defensas contra los 

depredadores. Es por esto que los insectos sociales son especies dominantes en 

muchos hábitats (Klein et al., 2006). Sin embargo, vivir en grupos también acarrea 

inconvenientes: las enfermedades infecciosas pueden potencialmente propagarse 

más fácilmente entre los miembros del grupo, en comparación con los individuos 

que viven solos (Godfrey et al., 2006; Shykoff et al., 1991). Esto puede deberse a que 

es más probable que ocurra la transmisión 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 evolución, las abejas han desarrollado mecanismos de defensas 

colectivos denominados “inmunidad social”, que constituyen la primera barrera de 

defensa frente a patógenos (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 crías que están infectadas o 

parasitadas), la fiebre social (agrupaciones de abejas que alcanzan temperaturas 

inhóspitas para el desarrollo de parásitos) (Simone-Finstrom et al., 2014), la 

construcción de colmenas con materiales que poseen propiedades antimicrobianas 

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

Como la mayoría de los eucariotas, las abejas también poseen mecanismos de 

defensa individuales que incluyen defensas mecánicas, fisiológicas e inmunes (J. D. 

Evans et al., 2006; Schmid et al., 2008; Wilson-Rich et al., 2008). Estos mecanismos de 

defensa están presentes en todos los individuos de la colmena. Las defensas 

mecánicas incluyen la presencia de la cutícula del insecto y del tejido epitelial, los 

cuales previenen la adhesión o el ingreso de los microorganismos; mientras que las 

defensas fisiológicas se vinculan a cambios en el pH y otras condiciones químicas del 

intestino del insecto (Crailsheim & Riessberger-Gallé, 2001). Una vez que los 

patógenos logran evadir estas barreras se activan la respuesta inmune innata celular 

y humoral (Larsen et al., 2019). 

La respuesta inmune en las abejas melíferas implica una secuencia de eventos 

que se pueden agrupar en tres etapas: 1) reconocimiento, 2) activación de vías de 

señalización y 3) mecanismos efectores celulares y humorales destinados a eliminar 

patógenos (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 patógenos) 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 específicos; por ejemplo lipoparasacáridos (LPS), ácido 

lipoteicoico, zymosan, glicolípidos, glicoproteínas o ARN de doble cadena (Murphy 

y Weaver, 2016). El sistema inmune también reconoce patrones moleculares 

asociados a daños (DAMP), que son moléculas expresadas en células que han 

sufrido daños infecciosos o no infecciosos, como la proteína de choque térmico.  

El reconocimiento de estas estructuras microbianas desencadena la activación 

de las vías de señalización intracelular, que traducen señales o estímulos 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 secreción de péptidos antimicrobianos, fagocitosis, 

melanización y la degradación enzimática de patógenos (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 están altamente conservados, generalmente poseen 

entre 12 y 50 aminoácidos, 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 

patógenos invasores, se liberan durante una infección bacteriana, fúngica o 

protozoaria, y dañan las células microbianas perforando las membranas e inhibiendo 
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el plegamiento de proteínas (Danihlík et al., 2015). Las abejas también producen 

lisozima, un factor no específico del sistema inmune sintetizado por las glándulas 

salivares de las abejas nodrizas (Bogdanov, 1997), que es activo frente a bacterias 

Gram-negativas y Gram-positivas. La lisozima puede promover la expresión de 

otros péptidos antimicrobianos (Imler & Bulet, 2005).  

Por otro lado, la respuesta inmune celular está formada por células inmunes 

como los hemocitos, granulocitos y plasmocitos encargados de realizar las tareas de 

fagocitosis, encapsulación, nodulación y melanización de microorganismos y 

cuerpos extraños (Christophides et al., 2002; Wilson-Rich et al., 2008). Los 

mecanismos celulares contribuyen a la eliminación de agentes extraños; ante una 

partícula infecciosa o externa, los hemocitos pueden responder fagocitándola o 

lisándola, o engulléndola para neutralizarla. Los hemocitos pueden fagocitar 

pequeños agentes extraños para eliminarlos. Para que los hemocitos cumplan con 

sus funciones fagocíticas y reparadoras, tienen algún tipo de moléculas de adhesión 

que les permite unirse a diferentes superficies, a otras células o entre sí, que es lo que 

sucede en la nodulación o encapsulación (Marringa et al., 2014; Negri et al., 2017). La 

melanización es una combinación de procesos humorales y celulares que se produce 

durante la encapsulación o la nodulación y la cicatrización, y tiene como objetivo 

tratar las lesiones, ya sean mediadas por patógenos o no. Esta reacción celular en el 

sistema de defensa de los insectos elimina gran cantidad de células bacterianas, 

parásitos y xenobióticos (Eleftherianos et al., 2009). Su función principal es limitar la 

propagación del agente y retenerlo para su eliminación (Strand, 2008). 

Finalmente, una proteína importante vinculada a la organización social de los 

insectos con efectos pleiotrópicos sobre la división del trabajo y especialización de 

forrajeo, pero que también está vinculada a la defensa frente a patógenos, es la 

vitelogenina (Amdam & Omholt, 2003; Nelson et al., 2007). La expresión de esta 
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proteína 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 está 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 inmunológico 

sistémico en lugar de estar solo localizado en el intestino. Además, 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 estructuración de la comunidad 

microbiana intestinal (Kwong et al., 2017). 

Estos diversos mecanismos de defensa actúan de forma sinérgica, 

constituyendo poderosas herramientas para neutralizar parásitos y patógenos 

(Larsen et al., 2019).  

 

1.6 Factores de estrés que afectan a las abejas melíferas 

En los últimos años 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 año, 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 

intoxicación con pesticidas (herbicidas, insecticidas, fungicidas) y problemas 

nutricionales, ambos asociadas a la intensificación en el uso de la tierra. A esto se 

suma la infección por múltiples plagas y patógenos, tales como el ácaro 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 melíferas 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 ingestión, las esporas 

llegan a la luz del intestino medio donde germinan e inyectan el esporoplasma 

(parásito infectivo) en células epiteliales a través del tubo polar (Higes et al., 2008b). 

Allí se multiplicará y se producirá un alto número de esporas que se liberarán a 

través de las heces  generando nuevas fuentes de infección 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 infección inicial (Bailey & Ball, 1991). Las heces de 

los individuos enfermos poseen grandes números de esporas, y constituyen las 

principales fuentes de infección.  

A nivel individual N. ceranae genera desórdenes intestinales y envejecimiento 

precoz, disminuyendo la vida media de la abeja (Alaux et al., 2011; Dussaubat et al., 

2010). Además deprime la respuesta inmune de la abeja, lo que podría aumentar la 

susceptibilidad a otros patógenos (Antúnez et al., 2009). A nivel colonial, las abejas 

infectadas pueden no mostrar síntomas visibles, pero cuando las condiciones 

ambientales son favorables para el parásito, las colonias pueden colapsar 

rápidamente (Higes et al., 2008b; Higes et al., 2009; Genersch et al., 2010; Bourgeois 

et al., 2010). Esto convierte a la Nosemosis en una enfermedad difícil de diagnosticar 

y por consiguiente de controlar.  

N. ceranae presenta una distribución 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 país (Anido et al., 2015).   
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En un trabajo previo realizado en condiciones de laboratorio por nuestro 

grupo, se encontró que la infección por N. ceranae altera la microbiota intestinal de 

las abejas melíferas (Castelli et al., 2020). En particular, la infección favoreció la 

abundancia de Bartonella sp. y Enterobacteriaceae y disminuyó la abundancia de 

Lactobacillus spp (Castelli et al., 2020). Dado que el microsporidio infecta las células 

epiteliales del intestino y altera drásticamente la anatomía y fisiología del intestino 

(Higes et al., 2013) es esperable que genere una modificación importante de la 

microbiota intestinal. 

1.6.2 Virus ARN 

Dentro de los patógenos que afectan a las abejas melíferas se encuentran 

también los virus de ARN. Actualmente se han descrito más de 80 virus que infectan 

a las abejas, la mayoría son virus de ARN monocatenario (ssRNA) de sentido 

positivo (+), siendo los principales el Virus de la Parálisis Aguda (ABPV), el Virus de 

la Celda Reina Negra (BQCV), el Virus de la Parálisis Crónica de las abejas (CBPV), 

el Virus de las Alas Deformadas (DWV), Virus de la Parálisis Aguda Israelí (IAPV) y 

el Virus de la Cría 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 ácaro 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 

químicas diseñadas para controlar un grupo blanco de organismos al interferir con 

rutas metabólicas. Existen diferentes tipos de pesticidas según su organismo blanco, 

insecticidas, herbicidas y funguicidas, entre otros (Botías & Sánchez-Bayo, 2018). Los 

insecticidas matan insectos al interrumpir su actividad neuronal, su proceso de 

muda u otro metabolismo específico. Los herbicidas afectan a plantas al interrumpir 

sus capacidades fotosintéticas o la síntesis de compuestos orgánicos esenciales. Los 
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fungicidas matan hongos al inhibir la formación de sus membranas celulares u otro 

metabolismo específico 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 químico letal para el 50% de los 

individuos de una población (DL50), y dicha dosis varía de una especie a otra (Botías 

& Sánchez-Bayo, 2018). Las dosis por debajo de la DL50 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 períodos 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 últimas 

décadas a causa del incremento en el uso del suelo con fines agrícolas (Zhang et al., 

2011; Johnson & Pettis, 2014). En Uruguay en la última década el proceso de 

expansión agrícola elevó el área utilizada de 300.000 a más de un millón de 

hectáreas, basándose 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 agrícolas las abejas están continuamente expuestas a estos 

pesticidas por diversas rutas (Botías & Sánchez-Bayo, 2018). Se pueden exponer a 
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ellos durante su aplicación sobre el cultivo. La mayoría 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 químicos; siendo esta una causa 

común de intoxicación 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 partículas de polvo 

muy cargadas con los insecticidas. Estas partículas también pueden causar una gran 

mortalidad de las abejas (Georgiadis et al., 2010). Además, 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 

pequeñas cantidades de residuos que se esparcen por el suelo a través del flujo de 

agua (Botías et al., 2015; Krupke et al., 2012). Además, algunas plantas pueden 

producir gotas en las primeras horas de la mañana (por ejemplo, el maíz), 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 exposición de las abejas a los pesticidas también puede darse 

a través de la ingestión 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 (Botías & Sánchez-Bayo, 2018; Sanchez-Bayo & Goka, 2014). Los 
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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 información valiosa sobre la calidad del 

ambiente en el que se encuentra la colmena. De hecho las abejas melíferas 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 intoxicación 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 áreas agrícolas y más allá, generando una 

mezcla de pesticidas (Belden et al., 2007). Parte de la contaminación 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 exposición a pesticidas puede tener efectos negativos en las abejas. Un 

ejemplo es el imidacloprid, un insecticida neonicotinoide comúnmente utilizado 

para el control del daño causado por insectos en cultivos, el cual en dosis subletales 

potencia los efectos negativos de los patógenos bacterianos en las abejas. Además, 

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 dañinos 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 áreas que se han tratado con pesticidas 

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

 

2.1 Hipótesis general 

La hipótesis general de esta tesis es que la exposición a dosis subletales de 

diferentes pesticidas impacta negativamente en la microbiota intestinal de las abejas, 

así como en su fisiología e inmunidad. Al alterarse estos mecanismos de defensa, la 

abeja se vuelve más susceptible a la infección por patógenos, terminando con su 

muerte.  

 

2.2 Objetivo general 

Evaluar el impacto de diferentes pesticidas en la salud de las abejas melíferas. 

En particular se escogieron tres productos empleados en Uruguay, el herbicida 

glifosato, por ser el producto que más se importa y aplica en nuestro país; el 

herbicida glufosinato de amonio y el insecticida sulfoxaflor, por estar recientemente 

aprobados por el MGAP y existe escasa información acerca de sus efectos en las 

abejas. 

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

presentan como tres capítulos:  

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

En primer lugar se evaluó la dosis letal 50 (DL50) del sulfoxaflor en abejas 

melíferas, paso necesario para determinar las dosis subletales de trabajo. Luego se 

analizó el impacto de la intoxicación oral aguda y crónica de dosis subletales de este 

pesticida sobre la microbiota intestinal de las abejas, en la expresión de genes 
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asociados a la respuesta inmune; sobre el nivel de infección por DWV, y finalmente 

sobre la supervivencia de las abejas.  

 

Capítulo II: “Efecto del herbicida glufosinato de amonio en la salud de las 

abejas”. 

Se analizó el impacto de la intoxicación oral aguda y crónica de dosis 

subletales de glufosinato de amonio sobre la microbiota intestinal, en la expresión de 

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

finalmente sobre la supervivencia de las abejas.  

 

Capítulo III: “Efecto del herbicida glifosato en conjunto con Nosema ceranae en la 

salud de las abejas”. 

Se evaluó la DL50 del glifosato en abejas melíferas, lo que permitió determinar 

las dosis subletales de trabajo. Luego se analizó el impacto de la intoxicación oral 

crónica de dosis subletales de glifosato solo o en combinación con la infección con N. 

ceranae, en la microbiota intestinal, en la expresión de genes asociados a la respuesta 

inmune, sobre el nivel de infección por DWV y finalmente en la supervivencia de las 

abejas.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Determinación de la Dosis Letal 50 
 

3.1.1 Dosis a evaluar 

Para determinar la DL50 en las abejas melíferas uruguayas se empleó un 

ensayo de cría 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 DL50 del sulfoxaflor y 

glifosato para intoxicación oral en abejas europeas (PPDB: Pesticide Properties 

DataBase) (DL50 sulfoxaflor: 0,146 µg/abeja; DL50 glifosato = 104 µg/abeja) (Lewis et 

al., 2016) (Tabla 1). Se preparó una solución 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 azúcar (sacarosa); 

mientras que para preparar la solución concentrada de glifosato se pesaron 50 mg de 

glifosato en 5 mL de agua destilada estéril + 2,5 gramos de azúcar (sacarosa). 

Posteriormente a partir de estas soluciones se realizaron las diluciones 

correspondientes empleando jarabe de sacarosa 1:2 (1 kg de azúcar (sacarosa) en 2 

litros de agua). 

Como control negativo se administró jarabe de sacarosa 1:2, y como control 

positivo se emplearon dos dosis diferentes del insecticida dimetoato, insecticida 

estándar de preferencia en los bioensayos (dosis: 0,10 µg y 0,35 µg por abeja).  
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Tabla 1.- Dosis de sulfoxaflor y de glifosato empleadas en el ensayo de 

determinación de la DL50 de abejas melíferas 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2 Diseño experimental 
 

Se colectaron cuadros de cría operculada de A. mellifera criollas a punto de 

emerger (híbridos 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 ningún químico 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 

Dosis de sulfoxaflor evaluadas en abejas 

criollas (µg/abeja) 

Dosis de glifosato evaluadas en abejas 

criollas (µg/abeja) 

0,6 100 

0,15 50 

0,0375 25 

0,01875  

0,009375  

0,002343  

0,0005859  
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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 retiró el alimento por un período de 2 horas, se formaron 

los grupos (cada uno conformado por 3 jaulas con 20 abejas=triplicados), y cada 

grupo recibió 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 retiró el jarabe de sacarosa 

contaminado y se les administró jarabe de sacarosa fresco y sin contaminar ad 

libitum. A las 48 horas de la intoxicación, se registraron y se retiraron las abejas 

muertas por tratamiento. El ensayo se consideró válido siempre y cuando los 

controles negativos presentaran una tasa de mortalidad inferior al 10%. Las abejas 

melíferas se consideraron muertas cuando permanecieron totalmente inmóviles 

durante un período de observación de 10 segundos durante su observación diaria 

(OECD, 2017).  

 
Figura 1. Jaulas empleadas para los diferentes diseños experimentales de esta tesis.  
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3.1.3 Análisis estadísticos 

La DL50 se determinó utilizando un modelo lineal generalizado (GLM) con 

distribución quasibinomial y un modelo logit o probit (Crawley, 2016), con niveles 

residuales inferiores a los grados de libertad. Las pruebas estadísticas se realizaron 

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

 

3.2 Análisis de la intoxicación oral aguda y crónica de 

pesticidas en la salud de las abejas melíferas 

 

3.2.1 Diseño experimental 

Para los diferentes ensayos de cría de abejas en laboratorio se colectaron 

cuadros de cría operculada de A. mellifera criollas a punto de emerger (híbridos 

locales entre Apis mellifera scutellata, Apis mellifera ligustica y Apis mellifera mellifera), 

de diferentes colonias de un apiario experimental. En los experimentos del capítulo I 

y II se emplearon colonias del apiario experimental de INIA La Estanzuela, Colonia, 

Uruguay, y en los experimentos del capítulo III se emplearon colonias de Facultad 

de Veterinaria, UdelaR, Montevideo, Uruguay. En ambos casos las colonias no se 

trataron con ningún químico 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. 



Materiales y métodos 

27 

 

Con el fin de evaluar el efecto de los diferentes tratamientos 

(pesticidas/patógenos) en las abejas, se realizaron dos ensayos de intoxicación. En 

primer lugar se intoxicó a las abejas con el pesticida de interés durante 48 horas, a 

esto se le denomino ensayo de intoxicación aguda. Por otro lado, se intoxicó a las 

abejas con el pesticida durante toda su vida, a lo que se denominó intoxicación 

crónica. En todos los casos la administración fue por vía oral en masa, y se 

incluyeron grupos controles, abejas alimentadas únicamente con jarabe de sacarosa 

1:1. Todos los días se cuantificó el número de abejas muertas (las cuales se 

removieron) y se estimó el consumo de jarabe de sacarosa, determinado por el 

cambio de volumen en las jeringas graduadas. Cada 48 horas, se reemplazó el 

alimento por alimento fresco, con la concentración de pesticida adecuada según 

corresponda. A diferentes tiempos post-intoxicación, se colectaron abejas para el 

análisis de su microbiota intestinal, para el análisis de la expresión de genes 

vinculados a la respuesta inmune, y el nivel de infección por DWV. Estas últimas se 

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

 

3.2.2 Análisis de estructura y composición de la microbiota intestinal 

- Extracción de ADN: Las abejas se lavaron externamente usando una 

solución de hipoclorito al 1% (Engel et al., 2013). Se extrajeron los intestinos de forma 

individual y se homogeneizaron usando perlas de cerámica en tubos de plástico 

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 extracción de ADN se 

realizó utilizando el método de SDS-CTAB (Zhou et al., 1996). El ADN obtenido se 

cuantificó y se normalizó a 10 ng/μL. 

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

la proporción de copias del gen de ARNr 16S (Kešnerová et al., 2017) y un gen de 
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expresión 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 μL, 

compuesto por 1× SYBR (Power SYBR ® Green PCR Master Mix, Applied Biosystems), 

0,3 μM 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 proporción relativa de bacterias/ADN de abeja se calculó mediante la 

fórmula = (log [eficacia del gen de la abeja]×CT del gen de la abeja) − (log [eficacia 

del gen 16S de las bacterias]×CT del gen 16S de las bacterias) (Ludvigsen et al., 2015). 

- Secuenciación masiva: El ADN obtenido se analizó mediante secuenciación 

masiva. En el caso del capítulo I y II, se secuenció la región V3-V4 del gen de ARNr 

16S empleando los cebadores V3F_Nextera (5-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGAGGCAGCAG-

3) y Meta_V4_806R 

(GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTWTCT

AAT-3). La secuenciación se llevó a cabo usando la plataforma Illumina MiSeq 

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

(UMGC - USA). 

En el capítulo III, se secuenció la región 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 librería de secuenciación se construyó empleando los primers 

Bakt_341F (5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3) y Bakt_805R (5-

GACTACHVGGGTATCTAATCC-3).  
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3.2.3 Análisis de la expresión de diferentes genes mediante PCR 

cuantitativa 

- Extracción de ARN y retrotranscripción: Las abejas se homogeneizaron de 

forma individual en buffer de lisis (Invitrogen) y se realizó la extracción de ARN 

usando el Mini Kit PureLink RNA (Invitrogen), de acuerdo con las condiciones del 

fabricante. El ARN total se trató con DNAsa y se utilizó para generar ADNc 

empleando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem), de 

acuerdo con lo recomendado por el fabricante. 

- PCR cuantitativa: Se evaluó la expresión de diferentes genes vinculados con 

la inmunidad (lisozima, glucosa oxidasa, himenoptecina, vitelogenina) y el nivel de 

infección por DWV, empleando cebadores previamente reportados (Tabla 2) (Jay D. 

Evans, 2006; Kukielka et al., 2008; Yang & Cox-Foster, 2005). Se preparó la mezcla de 

reacción con 10 μL de MasterMix PCR QuantiTect SYBR Green 1 X, 0,3 μM de cada 

cebador, agua libre de RNAsa y 2 μL de ADNc diluido 1:10, en un volumen final de 

20 μL. Las reacciones de PCR se realizaron en un Sistema de BIO-RAD CFX96TM 

Real-Time y el programa del ciclado consistió en una etapa inicial de 95°C por 15 min, 

y 40 ciclos 95°C por 15 segundos, 60ºC por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. La 

fluorescencia se midió en la etapa de elongación. En todas las corridas se emplearon 

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

 

 

3.2.4 Análisis estadísticos 
 

- Análisis bioinformático: Los reads (lecturas) paired-end obtenidas, se 

procesaron empleando el software RStudio versión 4.0.2 (RStudio, 2020) y el paquete 

Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADA2) (versión 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 asignación taxonómica de las ASVs representativas se realizó empleando la base 

de datos BEExact (Daisley & Reid, 2021) para las secuencias obtenidas en el capítulo I 

y II) y SILVA_132 para las secuencias del capítulo 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 versión 1.28.0 (McMurdie and Holmes, 2013), “subset_taxa” 

function. Con el fin de facilitar la visualización de los diferentes gráficos de 
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abundancia “barplot” (representando la abundancia relativa de las ASVs), sólo se 

retuvieron aquellas secuencias que estaban presente al menos en una abundancia del 

1% en un mínimo de 2 muestras (“genefilter” paquete versión 1.66.0 (Gentleman et 

al., 2022), “filterfun_sample” función). A partir de la tabla de ASVs se analizó la 

diversidad alfa y beta empleando el paquete “Vegan” (Oksanen et al., 2015). La 

diversidad alfa se analizó mediante el índice de ASVs observadas y el índice de 

Shannon (Anderson, 2006a); mientras que la diversidad beta se analizó empleando 

los índices de Bray–Curtis, UniFrac weighted, y UniFrac unweighted (función 

“vegdist”) (Anderson, 2006a). Con el fin de evaluar el efecto de los diferentes 

tratamientos en la estructura de la microbiota intestinal, se emplearon análisis de 

varianza multivariados permutacionales (ADONIS, “adonis” función) sobre los 

índices de beta diversidad. Se empleó también la función “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 empleó la función “metaMDS” para realizar diferentes 

gráficos. 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). 

- Análisis de la expresión de genes: Los valores de Cq (threshold cycle number) 

del gen de referencia RPS5 se utilizaron para normalizar los resultados entre 

muestras, y se calculó el radio de expresión de acuerdo con lo descrito por Pfaffl 

(Pfaffl, 2001). Los resultados para cada gen se analizaron para determinar si se 

ajustaban a una distribución 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 cumplían los requisitos para el uso de estadística 

paramétrica, la diferencia entre los diferentes grupos se evaluó mediante el test de 

ANOVA. Cuando los datos no se ajustaban a datos paramétricos se empleó el test de 

Kruskal-Wallis y posteriormente Mann-Whitney.  
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- Supervivencia: Se construyó una curva de supervivencia para las abejas 

sometidas a los diferentes tratamientos, y se analizó mediante el método de Kaplan-

Meier. Se evaluó la presencia de diferencias estadísticas entre los grupos empleando 

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

- Consumo de alimento: Se estimó el consumo diario de alimento por abeja en 

las 3 jaulas de cada tratamiento, durante los primeros 15 días 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 

estadísticamente significativos. Los análisis estadísticos fueron realizados en el 

software RStudio versión 4.0.2 (RStudio, 2020). 
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4. CAPÍTULO I. “Efecto del insecticida sulfoxaflor 

en la salud de las abejas” 
 

4.1- Introducción 

En los últimos años se han reportado grandes pérdidas de colonias de abejas 

melíferas 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 intensificación agrícola 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 exposición a 

diferentes pesticidas (Smith et al., 2014). Entre ellos, los insecticidas neonicotinoides 

han sido los más estudiados debido al fuerte impacto que provocan en su salud 

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

Las abejas están expuestas a múltiples insecticidas neonicotinoides alrededor 

del mundo. En 2017, Mitchell y colaboradores (2017) (Mitchell et al., 2017) analizaron 

198 muestras de miel de diferentes países, encontrando al menos un neonicotinoide 

en el 75 % de las muestras, dos o más 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 daño a los polinizadores. En consecuencia, la pertinencia del uso de 

estos pesticidas está siendo cuestionada actualmente en muchos países (Van Der 

Sluijs et al., 2014), estando prohibido su uso en países de Europa y América del 

Norte (Brown et al., 2016). Sin embargo, su prohibición ha impulsado la introducción 

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 

Protección Ambiental (EPA) de Estados Unidos en 2013, y se utiliza para proteger 

cultivos (ente ellos el maíz, sorgo, cacao, y cítricos) contra múltiples 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 acción de los insecticidas neonicotinoides son los receptores de 

acetilcolina (nAChR) de las neuronas post-sinápticas del sistema nervioso central en 

insectos, interfiriendo con la transmisión de impulsos en el sistema nervioso central 

(Simon-Delso et al., 2015). Aunque muchos autores proponen que el sulfoxaflor 

debería clasificarse como neonicotinoide por estar direccionado al mismo blanco de 

acción, 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 tóxicos para algunos 

organismos acuáticos (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 melíferas 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 melíferas.  

En los últimos años se han publicado varios trabajos científicos que 

demuestran el impacto negativo de los pesticidas en la microbiota intestinal, y como 

esto repercute en la salud de las abejas (Giambò et al., 2021). Liu et al. (2020) 

demostraron que la exposición continua durante 7 días 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 concentración baja de tiacloprid (0,2 mg/L) (Liu 

et al., 2020). Zhu et al (2020) demostraron que la intoxicación crónica con el 

neonicotinoide nitenpiram causa disbiosis en la microbiota intestinal, alterando 

también la homeostasis metabólica, 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 exposición crónica a otros 

dos insecticidas neonicotinoides, fipronil e imidacloprid, puede reprimir la 

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

Por lo antes descrito, se plantea como hipótesis de este capítulo que la 

intoxicación con dosis subletales de sulfoxaflor altera la microbiota intestinal y la 

respuesta inmune de las abejas melíferas, lo que aumenta su susceptibilidad a la 

infección por patógenos y, reduce la supervivencia de estos insectos. 

El objetivo de este capítulo es evaluar el impacto de la intoxicación oral aguda 

y crónica 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 específicos: 

- Determinar DL50 del sulfoxaflor en las abejas melíferas criollas en Uruguay. 

- Dilucidar el impacto de la intoxicación oral aguda y crónica 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 

DWV en las abejas. 

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

4.2.1 Determinación de DL50 del sulfoxaflor en abejas melíferas de 

Uruguay 

El ensayo se realizó de acuerdo con lo descripto en la sección 3.1 de Materiales 

y Métodos. Los cuadros de cría 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 azúcar (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 µg/abeja), dos grupos recibieron dimetoato (0,10 y 0,35 µg/abeja) y un 

grupo solo recibió jarabe de sacarosa 1:2 como control negativo. Una vez 

consumidos 200 µl del tratamiento (aprox. 10 µl por abeja) se retiró el jarabe de 

sacarosa contaminado y se colocó jarabe de sacarosa fresco. La dosis estimada 

consumida por abeja se presenta en la Tabla 1.  

 

4.2.2 Evaluación del impacto de la intoxicación oral aguda y crónica 

con sulfoxaflor en abejas melíferas 

 

4.2.2.1. Selección y obtención de las dosis del sulfoxaflor a analizar 

Con el fin de determinar las dosis subletales de sulfoxaflor a evaluar se 

tomaron como referencias la DL50 calculada en esta tesis, la reportada en PPDB 

(http://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/) (Lewis et al., 2016) (0,026 µg/abeja y 0,146 

µg/abeja respectivamente) y concentraciones detectadas a nivel de campo. Estudios 

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

recolectado por las abejas durante el período de floración (EPA, 2014).  

Teniendo estos datos en cuenta se seleccionaron como soluciones de trabajo 1 

y 0,5 μg/mL de sulfoxaflor en jarabe de sacarosa 1:1 para el ensayo de intoxicación 

aguda, y 1; 0,5; 0,25 y 0,125 μg/mL de sulfoxaflor en jarabe de sacarosa 1:1 para el 

ensayo de intoxicación crónica.  

Para obtener las dosis de trabajo se disolvió el principio activo en agua 

destilada con el fin de obtener una solución de stock de 2000 μg/mL. A partir de 

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

 

4.2.2.2 Diseño experimental 

El ensayo de cría e intoxicación de abejas melíferas se desarrolló de acuerdo 

con lo descrito en la sección 3.2 de Materiales y Métodos. En este ensayo se 

emplearon cuadros de cría operculada de colonias de un apiario experimental 

ubicado en INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay. 

Ensayo 1.- Intoxicación 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 μL de jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con el insecticida 

(concentración final 1 y 0,5 μg/mL), una única 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 μ1 en 48hs), se estima que el consumo 

fue 0,0125 o 0,006 μg de sulfoxaflor/abeja/día durante dos días. 

Ensayo 2.- Intoxicación oral crónica. 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 μg/mL, respectivamente). Asumiendo que el consumo de jarabe de sacarosa 

diario promedio es de 15 μL (Balbuena et al., 2022), las abejas consumieron 

aproximadamente 0,015; 0,0075; 0,00375; o 0,0019 μg/abeja/día. El quinto grupo de 

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

Todos los días se cuantificó el número de abejas muertas, se estimó el 

consumo de jarabe de sacarosa y cada 48 horas se reemplazó el alimento por 

alimento fresco con la concentración de sulfoxaflor adecuada según corresponda.   

A los 4 y 7 días post-intoxicación se colectaron 10 abejas por tratamiento (4, 3 

y 3 abejas por jaula) para el análisis de su microbiota intestinal. La extracción de 

ADN, PCR cuantitativa para estimar la abundancia de bacterias intestinales por 

abeja y la secuenciación masiva de la región V3-V4 del ARNr16S y análisis de datos 

se realizó de acuerdo con lo descrito en la sección 3.2.2 de Materiales y Métodos.  

También se colectaron 12 abejas por tratamiento (4 por jaula) para el análisis 

de la expresión de genes vinculados a la respuesta inmune y nivel de infección por 

DWV. La extracción de ARN, RT, qPCR y análisis de datos se realizaron según lo 

descrito en la sección 3.2.3 de Materiales y Métodos. 

 

4.3- Resultados 
 

4.3.1 Dosis letal 50 de sulfoxaflor en abejas melíferas de Uruguay 

En el primer ensayo de esta tesis se evaluó la toxicidad aguda de diferentes 

dosis de sulfoxaflor sobre abejas melíferas. En los grupos controles (sin intoxicación) 

se obtuvieron porcentajes de mortalidad menores e iguales al 5%, mientras que en 

los grupos de abejas tratadas con dimetoato (control positivo) se observó un 

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

los resultados de los bioensayos. 

  Figura 2.- Esquema representativo del ensayo de determinación de la DL50 realizado 

para el S, y los resultados obtenidos.  

 

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

una distribución sigmoide, de acuerdo con lo esperado (Figura 3). La DL50 

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

de 0,026 µg/abeja y una desviación estándar de 0,005 µg/abeja (Tabla 3). 
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Figura 3.- Determinación de la DL50 del sulfoxaflor en abejas melíferas. Porcentaje de 

mortalidad de abejas intoxicadas con diferentes dosis de este pesticida (0 a 0,6 

µg/abeja) a las 48 horas post-intoxicación. Las ultimas dos barras rojas corresponden 

a las dosis empleadas del insecticida dimetoato (0,10 y 0,35 µg/abeja). 

 

 

Tabla 3.- Dosis letales medias (DL50) del sulfoxaflor (ingrediente activo) en abejas 

melíferas, expresadas como µg por abeja, con el desvío estándar correspondientes 

entre paréntesis; y el promedio final de la dosis letal media (DL50) del insecticida 

para las abejas.  

 

Sulfoxaflor DL50
a (µg/abeja) Pendiente ± E.Eb 

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 

DL50 0,026 ± 0,005   

a La dosis letal que causa la mortalidad del 50% de los individuos en 48 horas con un 

95% de confianza. 
b Pendiente ± error estándar de la regresión lineal entre la mortalidad y las dosis.  
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4.3.2 Impacto de la intoxicación oral aguda y crónica con sulfoxaflor 

en las microbiota intestinal de las abejas 

 

Una vez establecida la DL50 del sulfoxaflor en abejas (0,026 µg/abeja) y 

teniendo también en cuenta la dosis publicada (0,146 µg/abeja), se escogieron dosis 

subletales y se evaluó el impacto de la intoxicación oral aguda y crónica en las 

abejas. En el ensayo de intoxicación aguda, las abejas consumieron 12,5 μL de la 

solución 1 o 0,5 μg/mL por día durante 2 días, ingiriendo alrededor de 0,0125 o 

0,0062 μg/abeja/día. En el ensayo de intoxicación crónico, asumiendo que el consumo 

diario de jarabe de sacarosa de las abejas es de 15 μL, consumieron 

aproximadamente 0,015, 0,0075, 0,00375 o 0,0019 μg/abeja/día. 

En primer lugar se evaluó su impacto en la microbiota intestinal, mediante la 

secuenciación de un amplicón del gen que codifica para el ARN ribosomal 16S. En 

los ensayos de intoxicación aguda con 1 μg/mL de sulfoxaflor no se evidenciaron 

cambios significativos en el número de bacterias totales en el intestino de las abejas 

con respecto al grupo control (Wilcoxon test p=0,12, Figura 4A). Mientras que la 

intoxicación crónica generó un incremento significativo en el número de bacterias 

totales de la microbiota intestinal (Anova p<0,05, Figura 4B).  
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Figura 4.- Impacto de la intoxicación aguda (A) o crónica (B) con sulfoxaflor en el 

número de bacterias totales en el intestino de las abejas melíferas. Se presenta la 

estimación del número de bacterias mediante la relación número de copias del gen 

de ARNr 16S sobre el número de copias del gen RPS5 de la abeja. 

 

Posteriormente se estudió la estructura y diversidad de la microbiota 

intestinal mediante secuenciación de la región V3-V4 del gen de ARNr 16S. Se 

obtuvieron, en el ensayo de intoxicación 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 intoxicación crónica 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 núcleo, así como también otras especies como: 
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Comensalibacter spp., Bartonella sp., Bombella spp., Apibacter spp., y Frischella perrara 

(Figura 5A-B).  

 

 

Figura 5.- Impacto del sulfoxaflor en la microbiota intestinal de las abejas. A.- 

Abundancias relativas de especies bacterianas en abejas sometidas a la intoxicación 

aguda con 1 μg/mL. B.- Abundancias relativas de especies bacterianas en abejas 

sometidas a intoxicación crónica con 0,5 y 1 μg/mL. 

 

La intoxicación aguda así como la crónica con sulfoxaflor no provocaron 

cambios significativos en la diversidad alfa, de acuerdo con el índice de ASVs 

observadas y al índice de Shannon. La intoxicación aguda tampoco generó cambios 

en la diversidad beta según los índices de Bray-curtis, UniFrac unweighted y/o 

UniFrac weighted (Tabla 4). Sin embargo, la intoxicación crónica (1 μg/mL) si afectó 

la diversidad beta, según el índice de UniFrac weighted (permanova p<0,05) (Figura 
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6F). Este índice toma como base las diferencias en la abundancia de los 

microorganismos observados. La dispersión entre los individuos fue similar en los 

diferentes grupos (Betadisper: UniFrac weighted p= 0,34), validando la comparación. 

Por otro lado esto no se cumplió para los índices 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).  

 

Figura 6.- Índice 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 crónica (DEF). 
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Tabla 4.- Efecto de la exposición oral aguda y crónica de sulfoxaflor en la microbiota 

intestinal de las abejas melíferas, evaluado por PERMANOVA. Se consideraron 

estadísticamente significativos valores de p iguales y menores de 0,05 (en negrita). 

 

 

Para identificar las especies bacterianas más afectadas por la intoxicación con 

sulfoxaflor se empleó el análisis de DESeq2, realizando comparaciones pareadas 

entre los tratamientos. Este análisis solo se realizó en abejas melíferas expuestas de 

forma aguda al sulfoxaflor (1 μg/mL) vs el grupo control, ya que, en el ensayo de 

intoxicación crónica, el pesticida alteró significativamente el número de bacterias 

totales y la comparación no sería adecuada. 

La intoxicación aguda con sulfoxaflor disminuyó significativamente la 

abundancia de ASV identificados como S. alvi, G. apicola, Lactobacillus y aumentó la 

abundancia de dos ASVs pertenecientes a Bifidobacterium, en comparación con el 

grupo de control (Figura 7). 
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Figura 7.- Comparación de las abundancias de diferentes ASVs entre las 

comunidades bacterianas de las abejas intoxicadas de forma aguda con 1 μg/mL de 

sulfoxaflor con respecto al grupo control, obtenida de los análisis 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 intoxicación oral aguda y crónica del sulfoxaflor 

en la expresión de genes y el nivel de infección por patógenos como el 

virus de las alas deformadas 
 

La intoxicación oral aguda con sulfoxaflor (1 μg/mL) no generó una alteración 

en la expresión de los diferentes genes estudiados (glucosa oxidasa, lisozima, 

himenoptecina, vitelogenina).  

Por otro lado, la intoxicación crónica afectó la expresión de los genes de 

himenoptecina y lisozima (Figura 8), pero no afectó la expresión de la glucosa 

oxidasa ni la expresión de la vitelogenina. En particular, la intoxicación con 

sulfoxaflor (1 μg/mL) aumentó la expresión 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, disminuyó la expresión 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 intoxicación con la dosis más baja de sulfoxaflor (0,5 μg/mL) no generó 

alteraciones en la expresión de los genes estudiados.  

Respecto a la infección por DWV, si bien el nivel de infección por este virus 

fue mayor en aquellas abejas intoxicadas con las dos dosis de sulfoxaflor de forma 

crónica 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. Expresión 

relativa de himenoptecina, lisozima y niveles de infección 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 intoxicación oral aguda y crónica con sulfoxaflor 

en el consumo y la supervivencia de las abejas 
 

La administración oral aguda de sulfoxaflor (0,5 y 1 μg/mL) disminuyó 

significativamente la supervivencia de las abejas con respecto al grupo control (Test 

de Log-Rank, Estadístico=13,3; p<0,001) (Figura 9A). De acuerdo con el análisis de las 

curvas de supervivencia, el tiempo letal medio se estimó en 17 y 15 días, 

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

La intoxicación oral crónica con las diferentes dosis de sulfoxaflor evaluadas 

también disminuyó significativamente la supervivencia de las abejas con respecto al 

grupo control (Test de Log-Rank, Estadístico=516,7; p<0,001). De acuerdo con el 

análisis de las curvas de supervivencia se estimó el tiempo letal medio de 17 días 

para las abejas intoxicadas con la solución de 0,125 μg/mL, 14 días para las abejas 

intoxicadas con 0,25 μg/mL, 13 días para las abejas intoxicadas con 0,5 μg/mL y 7 
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días para las abejas intoxicadas con 1 μg/mL del insecticida (Figura 9B). La 

intoxicación con este insecticida (0,125; 0,25; 0,5 y 1 μg/mL) incrementó 2,3; 5,3; 5 y 

27,3 veces el riesgo de muerte en las abejas, respectivamente (Figura 9B).  

 

Figura 9.- Curvas de mortalidad y riesgo de muerte de las abejas intoxicadas de 

forma aguda (A) y crónica (B) con dosis subletales de sulfoxaflor, con el 

correspondiente valor de significancia del test Log-rank. 

 

Por último, durante los primeros 15 días 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 crónica 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 estadísticamente 

significativos los valores de p inferiores a 0,05 y se muestran en negrita. 

 

4.4 Discusión 
 

Durante los últimos años ha habido una creciente preocupación por el 

impacto de los insecticidas en los organismos no blancos, como las abejas melíferas. 

Esto se ve reflejado en el aumento de las publicaciones que evidencian sus efectos 

negativos, especialmente en el caso de los neonicotinoides (Botías & Sánchez-Bayo, 

2018; Serrão 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 melíferas. 

En este trabajo en primer lugar se determinó la DL50 del sulfoxaflor 

(ingrediente activo) en abejas melíferas. Basados en la clasificación toxicológica de 

Johansen y Mayer (1990), los pesticidas cuya DL50 sean menores de 2 μg/abeja son 

altamente tóxicos para A. mellifera. El valor de dosis letal 50 del sulfoxaflor obtenido 

en este trabajo en abejas melíferas criollas fue casi 10 veces menor que la dosis letal 

50 reportada para dicho insecticida en Europa, lo que sugeriría que nuestras abejas 

son más sensibles a estas intoxicaciones que las abejas de origen europeo. Este 

resultado es de suma importancia a la hora considerar las condiciones de aplicación 

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

pesticidas. 

La intoxicación con dosis subletales de sulfoxaflor generó alteraciones 

importantes en la microbiota intestinal de las abejas. La intoxicación durante un 

corto período de tiempo, denominada en esta tesis como intoxicación 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 ácido láctico, las cuales se caracterizan por producir ácidos orgánicos 

como resultado de la fermentación del metabolismo de los carbohidratos (Quinto et 

al., 2014). Pueden producir compuestos bioactivos como el ácido láctico, ácido 

acético y ácido fórmico, peróxido de hidrógeno (H2O2), etanol, enzimas, benzoato, 

ácidos grasos libres y compuestos volátiles que actúan como antimicrobianos de 

amplio espectro frente a varios patógenos (Niode et al., 2020), por lo que se 

consideran bacterias benéficas y son potenciales candidatos para el desarrollo de 

probióticos. La reducción en su abundancia podría implicar una desventaja frente a 

la infección por patógenos.  

La intoxicación crónica con sulfoxaflor generó alteraciones aún mayores en la 

microbiota intestinal, aumentando de forma significa el número de bacterias totales. 

En este caso se observa un notorio aumento en la abundancia de Bombella apis. Esta 

bacteria tiene grandes capacidades metabólicas, lo que le permite ocupar diferentes 

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

En estudios previos, Rouzé y colaboradores (2019) encontraron que la 

exposición crónica a cuatro insecticidas neurotóxicos (cumafós, fipronil, tiametoxam 

e imidacloprid) disminuye la abundancia de Lactobacillus y Bifidobacterium en la 

microbiota intestinal de las abejas melíferas (Rouzé et al., 2019). En el mismo sentido, 

Alberoni y colaboradores, (2021) encontraron que la intoxicación a largo plazo con 
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dos neonicotinoides (imidacloprid y tiacloprid) afectó 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 

infección por patógenos 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 exposición, ya que Raymann & Moran (2018) y Balbuena y 

colaboradores (2022) no encontraron impacto negativo del imidacloprid en la 

microbiota luego de la exposición durante períodos cortos. 

Los insecticidas ingeridos se absorben en el intestino y se diseminan por todo 

el cuerpo, lo que podría explicar el efecto observado en la microbiota. Pero además 

de este potencial efecto directo, pueden generar efectos indirectos a través de la 

alteración de la morfología intestinal (Rouzé et al., 2019). En este sentido, Catae y 

colaboradores (2018) demostraron que abejas expuestas durante 4 días a 

concentraciones subletales del insecticida imidaclopid presentaron núcleos celulares 

con cromatina condensada y una evidente desorganización de la envoltura nuclear. 

La condensación de la cromatina es una característica típica de la apoptosis y está 

relacionada con la disminución de la actividad de las células, con lo que ellos 

concluyen que el imidacloprid resulta citotóxico para las células digestivas de las 

abejas. Estos cambios en la morfología probablemente generen alteraciones en la 

microbiota intestinal. 

La exposición a pesticidas también afecta la función 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 regulación de la microbiota intestinal que realiza el 

hospedero, alterando la estructura o composición de la comunidad (Engel & Moran, 

2013b; Hooper et al., 2012; Nyholm & Graf, 2012).  
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En este trabajo demostramos que la intoxicación de las abejas con dosis 

subletales de sulfoxaflor provocó una disminución en la expresión del gen que 

codifica para la lisozima, un factor de inmunidad no específico que hidroliza los 

enlaces glucosídicos (1, 4) en la capa de peptidoglucano de la membrana celular 

bacteriana. La lisozima también promueve la expresión de péptidos antimicrobianos, 

optimizando la respuesta inmune (Imler & Bulet, 2005; Schneider, 1985). La 

disminución en la expresión de dicha enzima en abejas melíferas puede estar 

asociada con una capacidad defensiva disminuida contra patógenos. A su vez, la 

intoxicación crónica por sulfoxaflor en las abejas produjo un incremento en la 

expresión del gen que codifica para la himenoptecina (un péptido antimicrobiano) 

(P. Casteels et al., 1993). James & Xu, (2012) proponen que la himenoptecina podría 

ser un factor importante para restringir o eliminar diferentes patógenos en el sistema 

inmunitario innato de la abeja. Dado que la intoxicación crónica con sulfoxaflor 

generó un incremento en el número de bacterias totales intestinales, el aumento de 

este péptido antimicrobiano podría constituir una respuesta para evitar posibles 

infecciones.  

Los resultados aquí presentados evidencian que la intoxicación de las abejas 

melíferas con sulfoxaflor genera alteraciones (disbiosis) en la microbiota intestinal y 

en la respuesta inmune, culminando con una disminución significativa de su 

supervivencia y un aumento del riesgo de muerte. Aunque las abejas intoxicadas de 

forma crónica con sulfoxaflor consumieron menos jarabe de sacarosa, el consumo de 

sacarosa debería ser suficiente para sobrevivir, ya que las abejas necesitan 4 mg de 

azúcar utilizable por día para sobrevivir (alrededor de 8 μL de solución de sacarosa 

al 50% por abeja por día (Barker & Lehner, 1974). Esto sugiere que la muerte de las 

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

Esos resultados revelan la importancia de monitorear el impacto de los 

pesticidas por períodos más largos que lo estipulado en las normas actuales (durante 
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10 días, OECD, 2017) para desenmascarar los posibles efectos negativos que no se 

pueden observar durante los estudios a corto plazo. 
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5. CAPÍTULO 2. “Efecto del herbicida glufosinato 

de amonio en la salud de las abejas” 

 

5.1 Introducción 

El glifosato es el herbicida más utilizado alrededor del mundo (Benbrook, 

2016). Sin embargo, la aparición de cultivos resistentes a este herbicida ha impulsado 

su sustitución 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 más importantes del suelo. 

Streptomyces hygroscopicus y S. viridochromogenes 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 proteína más abundante, esencial para 

el metabolismo del nitrógeno (Takano & Dayan, 2020). Así, se acumulan niveles 

letales de amoníaco, 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 algodón resistentes (Takano & Dayan, 2020). Sin 

embargo, ha sido prohibido recientemente en Europa debido a preocupaciones 

toxicológicas (Regulación (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 acción del glufosinato de amonio podría deberse 

a la inhibición de la enzima glutamato sintetasa, tal como ocurre en las plantas, ya 

que esta enzima está presente en los microorganismos como bacterias y hongos 

(Kortekamp & Kortekamp, 2011). 
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Por lo antes expuesto, se plantea como hipótesis de este trabajo que el 

glufosinato de amonio altera la microbiota intestinal de las abejas, probablemente a 

través de la inhibición 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 capítulo es evaluar el efecto de la intoxicación con dosis 

subletales de glufosinato de amonio en la estructura y composición de la microbiota 

intestinal de las abejas, en la expresión de genes involucrados en la respuesta 

inmune, sobre los niveles de infección de DWV y finalmente en la supervivencia de 

las abejas. 

Para llevar a cabo dicho objetivo, se plantean como objetivos específicos: 

- Dilucidar el impacto de la intoxicación oral aguda y crónica 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 

DWV en las abejas. 

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

 

5.2.1 Evaluación del impacto de la intoxicación oral aguda y crónica 

con glufosinato de amonio en abejas melíferas 

 

5.2.2.1. Selección y obtención 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 tomó como 

referencia su DL50 reportada en PPDB (http://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/)(Lewis et 

al., 2016), 600 μg/abeja. En base a este dato se seleccionaron las siguientes soluciones 

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

Para obtener las dosis de trabajo, el principio activo se disolvió en agua 

destilada obteniendo una la solución de stock (1000 μg/mL). A partir de dicha 

solución de stock se obtuvieron las dosis de trabajo mediante diluciones en jarabe de 

sacarosa 1:1. 

 

5.2.2.2 Diseño experimental 

El ensayo de cría e intoxicación de abejas melíferas se llevó adelante de 

acuerdo con lo descrito en la sección 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) intoxicación oral aguda; (ii) intoxicación oral 

crónica (durante toda la vida de la abeja).  

Ensayo 1.- Intoxicación 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 μL de jarabe de 
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sacarosa contaminado con glufosinato de amonio (500 μg/mL), una única vez 

durante las primeras 48 horas de experimento. Asumiendo que todas las abejas 

consumen la misma cantidad de jarabe de sacarosa (25 μL en 48 horas), se estima 

que cada abeja consumió 6,25 μg de glufosinato/día, durante dos días. Las abejas del 

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

 Ensayo 2.- Intoxicación oral crónica. Se formaron tres grupos, cada uno con tres 

cajas con 80 abejas. Cada grupo recibió 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 μg/mL y 50 μg/mL, 

respectivamente), mientras que el tercer grupo de abejas se alimentó con jarabe de 

sacarosa 1:1 constituyendo el grupo control. Asumiendo que las abejas melíferas 

consumen 15 μL de jarabe/día (Balbuena et al., 2022), estarían consumiendo 7,5 y 

0,75 μg de glufosinato/abeja/día, para las soluciones de 500 y 50 μg/mL, 

respectivamente. 

Todos los días se cuantificó el número de abejas muertas y se estimó el 

consumo de jarabe de sacarosa. Cada 48 horas, se reemplazó el alimento por 

alimento fresco, con la concentración de glufosinato de amonio adecuada según 

corresponda.   

A los 4 o 7 días post-intoxicación (ensayo de intoxicación oral aguda o crónica, 

respectivamente), se colectaron 10 abejas por tratamiento (4, 3 y 3 abejas por jaula) 

para el análisis de su microbiota intestinal. La extracción de ADN, PCR cuantitativa 

para estimar la abundancia de bacterias por abeja, la secuenciación masiva de la 

región V3-V4 del ARNr16S y análisis de datos se realizaron de acuerdo con lo 

descrito en la sección 3.2.2 de Materiales y Métodos. También se colectaron 12 abejas 

por tratamiento (4 por jaula), para el análisis de la expresión de genes vinculados a la 

respuesta inmune, y nivel de infección por DWV. La extracción de ARN, RT, qPCR, 
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y análisis de datos se realizaron según lo descrito en la sección 3.2.3 de Materiales y 

Métodos. 

 

5.3 Resultados 
 

5.3.1 Impacto de la intoxicación oral aguda y crónica con glufosinato 

de amonio en la microbiota intestinal de las abejas 

La intoxicación oral aguda y crónica con glufosinato (500 μg/mL) generó una 

disminución 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 secuenciación masiva de esta microbiota generó, en el ensayo de 

intoxicación 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 intoxicación oral crónica (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 intoxicación aguda como crónica, el glufosinato incrementó la 

diversidad alfa de la microbiota, como se muestra según el índice de ASVs 

observadas (Figura 12A-B). Sin embargo, el índice de Shannon fue similar entre 

grupos (Figura 12A-B).  
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Figura 10.- Relación del número 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 crónica (B). 
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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 intoxicación aguda con el herbicida. B.- 

Abundancias relativas de especies bacterianas en abejas sometidas a los diferentes 

tratamientos durante la intoxicación crónica con el herbicida.  
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Figura 12.- Índice de diversidad alfa (número efectivo de especies) de las 

comunidades bacterianas intestinales de los diferentes tratamientos de abejas 

intoxicadas aguda con glufosinato de amonio (A) y de forma crónica (B). 
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Figura 13.- Índice 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 crónica (B). 

 

En ambos experimentos, la diversidad beta no se vio afectada 

significativamente por la intoxicación con las dosis del glufosinato de amonio. No 

hubo diferencias significativas en los índices de Bray-curtis, UniFrac weighted and 

unweighted (PERMANOVA p>0.01) (Tabla 6) entre los tratamientos. La dispersión 

entre individuos fue similar en los diferentes grupos, con la excepción del índice de 

UniFrac unweighted (Bray-curtis dissimilarities p=0,964; UniFrac unweighted p= 

0,038; UniFrac weighted p= 0,661 para la intoxicación 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 intoxicación oral crónica) (Figura 13).  

 

Tabla 6.- Efecto de la intoxicación aguda y crónica con glufosinato de amonio en la 

microbiota intestinal de las abejas melíferas, evaluado por PERMANOVA. Se 

consideraron estadísticamente significativos valores de p iguales y menores de 0,05. 

 

 

5.3.2 Impacto de la intoxicación oral aguda y crónica con glufosinato 

de amonio en la expresión de genes y en el nivel de infección por 

patógenos como el virus de las alas deformadas 
 

La intoxicación aguda con la dosis subletales de glufosinato de amonio no 

afectó la expresión de ninguno de los genes analizados con respecto al grupo control 

(glucosa oxidasa, lisozima, himenoptecina, vitelogenina ni el nivel de infección por 
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DWV). Sin embargo, las abejas intoxicadas de forma crónica con el glufosinato de 

amonio mostraron niveles menores en la expresión del gen que codifica para la 

glucosa oxidasa con respecto al grupo control (Figura 14E) (Mann-Whitney test, 

U=15 p=0,009). La expresión de los genes que codifican para la lisozima, 

himenoptecina, vitelogenina y el nivel de infección por el virus DWV no se vieron 

afectados.  

 

 

Figura 14.- Impacto de la intoxicación crónica con glufosinato de amonio en la 

inmunidad de las abejas sometidas a diferentes tratamientos. Los asteriscos indican 

las diferencias significativas (valores p por debajo de 0,05). 
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5.3.3 Impacto de la intoxicación oral aguda y crónica con glufosinato 

de amonio en el consumo y supervivencia de las abejas 
 

La intoxicación oral aguda con la dosis de glufosinato de amonio disminuyó 

significativamente la supervivencia (Log Rank test, estadístico=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 días, mientras que para las abejas que 

constituyeron el grupo control fue de 23 días. Paralelamente, se puede observar que 

la dosis de glufosinato de amonio de 500 µg/mL incrementó 3 veces el riesgo de 

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

La exposición crónica a glufosinato de amonio (50 y 500 µg/mL) afectó la 

supervivencia de las abejas durante los primeros 13 días (duración del experimento) 

(Figure 15B) y 10 días (LogRank test, estadístico= 206,272 p<0,001; estadístico= 

180,696 p<0,001, respectivamente). Teniendo estos datos en cuenta, se estimó el 

tiempo letal medio para las abejas intoxicadas con el herbicida de 10 días. Las dosis 

de glufosinato de amonio de 50 y 500 µg/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 intoxicación aguda (A) y crónica (B) al glufosinato de 

amonio en la supervivencia de las abejas y su riesgo de muere. El recuadro en negro 

marca los primeros 10 días de tratamiento. 

 

Finalmente, considerando los primeros 13 días de vida, la intoxicación aguda 

no generó 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 

melíferas intoxicadas de forma crónica con glufosinato de amonio (500 o 50 μg/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 

µg/mL, 500 µg/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 

estadísticamente significativos los valores de p inferiores a 0,05 y se muestran en 

negrita.  

 

 

 

Figura 16.- Consumo de jarabe de sacarosa en µL por abeja por días durante 13 días 

de las abejas intoxicadas crónicamente con glufosinato de amonio.  
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5.4 Discusión 
 

El glufosinato de amonio es un herbicida que se está utilizando cada vez más 

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 exposición de las abejas durante la recolección de alimentos y agua (Berg et 

al., 2018).  

En esta tesis, reportamos por primera vez que la intoxicación de abejas con 

dosis subletales de glufosinato de amonio disminuye significativamente el número 

de bacterias en el intestino. Estudios previos han demostrado una reducción 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, 

proteína esencial para el metabolismo de nitrógeno y para la desintoxicación de 

amoníaco en plantas y microorganismos (Eisenberg et al.,2000; Pline et al., 2001; 

Mohr y Tebbe, 2007; Kortekamp, 2011), la reducción observada en la abundancia 

bacteriana puede deberse a la inhibición de esta enzima. En este sentido, de acuerdo 

a la información disponible en la base de datos del Genbank, los miembros de la 

microbiota intestinal de las abeja melíferas tendrían 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 deberían realizarse para confirmar esta hipótesis. 

Por otro lado, la intoxicación crónica con glufosinato de amonio también 

generó alteraciones en la respuesta inmune de las abejas, en particular en la 

expresión de glucosa oxidasa. Esta enzima es producida en las glándulas 

hipofaríngeas de las abejas y secretada a la jalea real y la miel, alimento de la cría. 

Allí, en contacto con glucosa se forma peróxido de hidrógeno que elimina a los 
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microorganismos (Bucekova et al., 2014). Esto podría brindar protección a nivel de la 

colonia previniendo algunas enfermedades larvales (Yang & Cox-Foster, 2005). Por 

este motivo la generación 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 

podría prevenir infecciones bacterianas y fúngicas en las colonias, y actuar como 

marcador en la selección de mieles con alta actividad antibacteriana. La reducción en 

la expresión de dicha enzima por la intoxicación con glufosinato de amonio podría 

incrementar la susceptibilidad de la cría a estas infecciones. 

Teniendo en cuenta el vínculo existente entre la microbiota intestinal de las 

abejas y el sistema inmune, es probable que la disminución en la abundancia 

bacteriana en las abejas intoxicadas con glufosinato de amonio pueda estar 

vinculada a la alteración en la respuesta inmune. En esta línea, Anderson & Maes, 

(2022) reportaron que la glucosa oxidasa está 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 melíferas intoxicadas con glufosinato de 

amonio consumían menos jarabe de sacarosa, el consumo de sacarosa debería ser 

suficiente para sobrevivir, ya que las abejas necesitan 4 mg de azúcar utilizable por 

día para sobrevivir (alrededor de 8 μL de solución de sacarosa al 50% por abeja por 

día) (Barker & Lehner, 1974). Esto sugiere que la muerte de las abejas no estaría 

asociada con el hambre en la mayoría de los casos. 

Finalmente, la intoxicación con dicho herbicida acortó la supervivencia de las 

abejas melíferas y aumentó el riesgo de muerte. Esos resultados evidencian el 

impacto negativo del glufosinato de amonio en las abejas melíferas, incluso con una 

sola exposición, y brindan información útil para comprender la disminución de los 

polinizadores. 
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6. CAPÍTULO 3. “Efecto del herbicida glifosato en 

conjunto con Nosema ceranae en la salud de las 

abejas” 

 

6.1 Introducción 

El glifosato, un herbicida de amplio espectro, es el pesticida más empleado 

alrededor del mundo (Benbrook, 2016). Entre 1974 y 2014 se aplicaron más de 8.6 

billones de kilogramos del ingrediente activo. Su aplicación a nivel mundial ha 

aumentado más de 15 veces desde 1996, debido al uso del producto Roundup Ready™ 

(Monsanto) en cultivos genéticamente modificados. El 72% de ese volumen se usó en 

el último período estudiado (2004-2014) (Benbrook, 2016). Uruguay sigue la misma 

tendencia mundial, importándose anualmente entre 7 y 8 millones de kilos del 

producto activo (MGAP (Ministerio de ganadería, agricultura y pesca), 2020). 

Debido al uso generalizado de este herbicida, puede ser detectado básicamente en 

todas partes, incluyendo el agua, el suelo, el follaje, los alimentos humanos y 

animales, e incluso en las colmenas de abejas melíferas, lo que implica que muchos 

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

El mecanismo de acción del glifosato involucra la inhibición de la enzima 5-

enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), enzima de la vía del shikimato 

que participa en la biosíntesis de aminoácidos aromáticos y otros metabolitos 

secundarios en plantas (Shilo et al., 2016). La inhibición de EPSPS por el glifosato 

detiene la vía del shikimato, reduciendo la producción de todos los metabolitos 

aromáticos. Un déficit de aminoácidos aromáticos conduce, por ejemplo, a un déficit 

en la síntesis de proteínas y, en última 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 según sus distinciones 

bioquímicas 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 

II 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 formulación contiene otros ingredientes 

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

Dado que los animales carecen de la vía del shikimato, es considerado el 

pesticida menos tóxico utilizado en la agricultura (Duke & Powles, 2008). Sin 

embargo, se ha observado que la enzima EPSPS también está presente en organismos 

no blancos como los microorganismos, por lo que el glifosato también podría tener 

un efecto antimicrobiano sobre ellos (Shilo et al., 2016). Comparando la 

concentración inhibitoria mínima del glifosato en diversas bacterias, van Bruggen et 

al. (2021) encontraron que las  bacterias benéficas tienden a ser más susceptibles que 

aquellas bacterias asociadas con enfermedades (van Bruggen et al., 2021). Como 

ejemplo, Bifidobacterium, Enterococcus y Lactobacillus son más susceptibles a 

formulaciones de glifosato in vitro que bacterias patogénicas como Clostridium y 

Salmonella (Shehata et al., 2012).  

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

la interacción con plagas y patógenos (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 está ampliamente distribuido 

en nuestro país (Anido et al., 2015; Antúnez 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 desórdenes 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 población 

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 patógenos (Antúnez et al., 2009; Chaimanee et al., 2012). Además 

de este microsporidio, las abejas son blancos de más de 80 virus de ARN 

(Beaurepaire et al., 2020). Uno de los virus más estudiados es el Virus de las alas 

deformes (DWV). Este virus genera el nacimiento de abejas sin alas o con alas 

deformes, y junto al ácaro 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 infección por 

patógenos, las abejas presentan diferentes estrategias que van desde la inmunidad 

social, comportamientos de cooperación entre individuos, tales como el grooming o 

comportamiento higiénico, hasta mecanismos de defensa individual (defensas 

mecánicas, fisiológicas e inmunológicas (Simone-Finstrom et al., 2014). Doublet y 

colaboradores (2015), identificaron un conjunto de genes que responden de forma 

unificada a la infección por diferentes patógenos (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 últimos años se ha reconocido el rol que tiene la microbiota intestinal 

de las abejas en la inmunidad y defensa frente a patógenos, así 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 composición 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 más información a nivel local y regional, para que sea tenida en cuenta en el 

diseño de políticas agrícolas. Además, el hecho de que no todas las abejas responden 

de la misma forma frente a la exposición a los pesticidas, realza la importancia de la 

generación de información local (Suchail et al., 2000). 

La hipótesis de este trabajo es que el glifosato altera la microbiota intestinal de las 

abejas, probablemente a través de la inhibición de la enzima EPSPS en estos 

microorganismos. Esto afecta también la respuesta inmune de las abejas y favorece la 

infección por patógenos, disminuyendo la supervivencia. Estas consecuencias son 

aún más evidentes en abejas infectadas con N. ceranae. Para testear esta hipótesis, se 

plantearon los siguientes objetivos específicos:  

- Determinar la Dosis Letal 50 (DL50) del glifosato en las abejas melíferas criollas 

en Uruguay. 

- Evaluar el efecto de la intoxicación oral crónica con dosis subletales de 

glifosato en la estructura y composición de la microbiota intestinal de las 

abejas. 

- Evaluar su impacto en la expresión de genes involucrados en la respuesta 

inmune, en la infección por N. ceranae y en los niveles de infección por DWV.  

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

 

6.2.1 Determinación de la DL50 del glifosato en las abejas melíferas de 

Uruguay 

El ensayo se realizó de acuerdo con lo descripto en la sección 3.1 de Materiales 

y Métodos. Los cuadros con cría 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 

µg/abeja), dos grupos recibieron dimetoato y un grupo solo recibió jarabe de 

sacarosa 1:2 como control negativo. Una vez consumidos 200 µL del jarabe (aprox. 10 

µL por abeja) se retiró el jarabe contaminado y se colocó jarabe de sacarosa fresco. La 

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

 

6.2.2 Evaluación del impacto de la intoxicación oral crónica con 

glifosato en la salud de las abejas y su susceptibilidad a patógenos 
 

6.2.2.1 Selección y obtención de las dosis de glifosato analizar 

En base a la DL50 reportada para el glifosato (104 μg/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 administró en jarabe de sacarosa 1:1. Asumiendo que las abejas melíferas 

consumen 15 μL de jarabe/día (Balbuena et al., 2022), estarían consumiendo 0,000075 

y 0,00015 mg (0,075 y 0,15 μg respectivamente) de glifosato/abeja/día, para las 

soluciones de 5 y 10 mg/L, respectivamente.  
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Se preparó una solución stock concentrada de 20 mg/L, disolviendo el principio 

activo en agua destilada estéril. Esta solución se disolvió a una concentración final de 

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

 

6.2.2.2 Preparación de la suspensión de esporas de N. ceranae 

Se preparó una suspensión de esporas de N. ceranae a partir de abejas 

naturalmente infectadas, de acuerdo con lo recomendado en el Beebook (Human et 

al., 2013). La purificación de esporas de N. ceranae se realizó por filtración 

(Rodríguez-García 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 utilizó para la purificación de esporas. Dichos intestinos se 

homogeneizaron en agua destilada estéril (100 μL por cada intestino medio), se 

filtraron con filtro con poros de 65 μm y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante, el pellet obtenido se 

resuspendió en la misma cantidad de agua y se centrifugó a 3.200 rpm durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Este último paso de lavados se repitió dos veces 

consecutivas. El pellet obtenido se resuspendió en agua destilada estéril (50 μL de 

agua por cada intestino medio).  

Las esporas se cuantificaron por medio de cámara de Neubauer 

(hemocitómetro) y visualización en microscopio óptico a 400X. La determinación de 

la especie de Nosema se determinó mediante multiplex PCR, de acuerdo con lo 

descrito por Martin-Hernández y col., 2007 (Martín-Hernández et al., 2007). 
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6.2.2.3. Diseño experimental 
 

Se empleó el modelo de cría de abejas descrito previamente (sección 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 recibió un tratamiento 

diferente: alimentación con jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con glifosato D1 (5 

mg/L, GD1), alimentación con jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con glifosato D2 

(10 mg/L, GD2); alimentación con jarabe de sacarosa 1:1 contaminado con glifosato 

(5 mg/L) e infección con esporas de N. ceranae (GND1); alimentación con jarabe 

contaminado con glifosato (10 mg/L) e infección con esporas de N. ceranae (GND2); 

alimentación solo con jarabe de sacarosa 1:1 como control (J); y por último infección 

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 sólo 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 pertenecían, y se permitió el consumo ad libitum. Diariamente las abejas 

se monitorearon, se registraron y se removieron las abejas muertas, se estimó el 

consumo de alimento y se reemplazó por alimento fresco. 

A tiempos 7 y 14 días post-infección, se colectaron 12 abejas por tratamiento (4 

abejas por jaula) para el análisis de su microbiota intestinal. La extracción de ADN, 

la secuenciación masiva de la región V4 del ARNr16S y el análisis de datos se realizó 

de acuerdo con lo descrito en la sección 3.2.2 de Materiales y Métodos. 
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A la vez, a tiempo 0, 7 y 14 días, se colectaron 12 abejas por tratamiento (4 por 

jaula) para el análisis de la expresión de genes vinculados a la respuesta inmune, así 

como para el nivel de infección por DWV. La extracción de ARN, RT, qPCR, y 

análisis de datos se realizaron según lo descrito en la sección 3.2.3 de Materiales y 

Métodos. También se colectaron 15 abejas por tratamiento (5 por jaula) para 

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

 

6.2.2.4 Cuantificación de esporas de N. ceranae 

Se removió el intestino de cada abeja y se cuantificó el número de esporas por 

abeja (intensidad de la infección del parásito) mediante hemocitómetro bajo 

microscopio óptico (Cantwell, 1970).  

 

6.3 Resultados 
 

6.3.1 Dosis letal 50 de glifosato en abejas melíferas de Uruguay 

En primer lugar, se evaluó la DL50 del glifosato de las abejas melíferas criollas. 

La tasa de mortalidad de los controles negativos correspondió a un 3,3 ± 2,9 %, y los 

controles positivos, abejas expuestas a dimetoato, tuvieron una mortalidad del 100% 

a las 24 horas de intoxicación (Figura 17) validando el ensayo. La DL50 del glifosato 

resultó mayor a 100 µg/abeja, ya que las dosis evaluadas no resultaron tóxicas. Esto 

coincide con lo reportado en la bibliografía 

(https://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/es/Reports/373.htm). 

 

 

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-intoxicación. 

 

 

6.3.2 Impacto de la intoxicación oral crónica con glifosato en la 

microbiota intestinal de las abejas 

Dado que la dosis más baja de glifosato empleada en este trabajo (5mg/L) 

presentó un efecto similar al control de jarabe de sacarosa 1:1, se seleccionó la dosis 

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

En primer lugar se evaluó el efecto del glifosato (10mg/L), solo o en 

combinación con N. ceranae sobre la estructura y composición de la microbiota 

intestinal de las abejas. Mediante secuenciación masiva se obtuvieron 3.574.953 

secuencias de la región V4 del gen de ARNr 16S, 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 intoxicación crónica con glifosato o la infección por N. ceranae, no afectaron 

la diversidad alfa de esta comunidad, de acuerdo con el índice del número de 

especies efectivas; aunque la interacción entre ambos factores, si generó un aumento 

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

 

Figura 18.- Abundancia relativa de las diferentes bacterias de la comunidad 

bacteriana intestinal en base al gen ARN ribosomal 16S durante 7 días post-

intoxicación crónica con glifosato (10 mg/L), infección con N. ceranae (100.000 esporas 

por abeja a tiempo 0 días) y abejas sujetas a la combinación 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- Índice de diversidad alfa (número efectivo de especies) e B- índice 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 análisis de betadisper 

indicaron que la dispersión de la microbiota entre individuos no varió entre los 

diferentes grupos, reforzando los resultados del PERMANOVA (p=0,224 y p=0,194, 

para los índices de UniFrac weighted y unweigthed respectivamente), excepto para 

el índice de Bray–Curtis (p=0,036).  
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Figura 20.- Impacto de la intoxicación crónica del glifosato 10mg/L. El análisis de 

diversidad beta muestra que los tratamientos alteraron la estructura de la microbiota 

según los índices 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 encontró que 

el glifosato alteró 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 alteró la microbiota respecto al control 

(Unifrac weighted, pseudo F= 10,23 p=0,001) (Figura 22).  

 

Figura 21.- Impacto de la intoxicación crónica del glifosato 10mg/L. Las muestras 

fueron divididas en dos grupos (intoxicadas o no intoxicadas con glifosato).  

 

 

Figura 22.- Impacto de la intoxicación crónica del glifosato 10mg/L. Las muestras 

fueron divididas en dos grupos (infectadas o no infectadas con esporas de N. 

ceranae).  



CAPÍTULO 3. “Efecto del herbicida glifosato en conjunto con Nosema ceranae en la salud de las abejas” 

83 

 

 

Posteriormente para identificar los grupos bacterianos más afectados se 

empleó el análisis de DESeq2, realizando también comparaciones pareadas entre 

tratamientos (Figura 23). El glifosato generó una disminución 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 generó un aumento en la abundancia de 

Enterobacteriaceae Pasteurellaceae, Rhizobiaceae, Bartonella sp., Acetobacteriaceae y 

Fructobacilus sp., y una disminución en una ASV identificada como Lactobacillus y 

otra ASV identificada como Frischella sp., respecto al grupo control. La interacción 

entre glifosato y N. ceranae generó un aumento en la abundancia de 

Enterobacteriaceae, Streptococcus sp. y Fructobacillus sp., Stahpylococcus sp. y una 

disminución en la abundancia de Lactobacillus sp., Frischella sp. y Snodgrassella alvi, en 

comparación 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 infección por DWV de las abejas melíferas y 

consumo de jarabe de sacarosa, evaluado por modelos lineales mixtos generalizados. 

Se consideraron estadísticamente significativos los valores de p inferiores a 0,05 y se 

muestran en negrita. * indica interacción entre factores. 
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Figura 23.- Heatmap en donde se representan los resultados obtenidos de las 

comparaciones pareadas entre los grupos de los distintos tratamientos versus el 

grupo control (DESeq). Se grafican las ASV determinada versus los diferentes 

tratamientos. En color representa el aumento o descenso de cada ASVs. 
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6.3.3 Impacto de la intoxicación oral crónica con glifosato en la 

expresión de genes y en el nivel de infección por patógenos como el 

virus de las alas deformadas y N. ceranae 

 

Posteriormente se evaluó el efecto del glifosato, solo o en combinación con N. 

ceranae en la inmunocompetencia de las abejas, mediante el análisis de la expresión 

de genes que participan en la respuesta inmune. 

Uno de los genes más afectados fue la lisozima. Tanto el glifosato como N. 

ceranae generaron un aumento en la expresión de este gen en comparación con el 

grupo control (t 14 días, KW test GD2 vs J, 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 

interacción entre ambos factores tendió a atenuar este aumento, tanto a los 7 días 

(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, así como la interacción entre 

ellos, aumentaron la expresión de este gen a los 14 días post-infección (KW test J vs 

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

Por otro lado, la expresión de profenoloxidasa e himenoptaecina no se vieron 

afectada por los diferentes tratamientos en ninguno de los momentos de estudio (7 y 

14 días post infección, KW test p=0,62; p=0,67, respectivamente) (Tabla 8). 

 

 

 

 



CAPÍTULO 3. “Efecto del herbicida glifosato en conjunto con Nosema ceranae en la salud de las abejas” 

87 

 

 

 

 

 

 

 



CAPÍTULO 3. “Efecto del herbicida glifosato en conjunto con Nosema ceranae en la salud de las abejas” 

88 

 

 

Figura 24.- Impacto de la intoxicación crónica de glifosato (10 mg/L), N. ceranae 

(100.000 esporas/abeja en el día 0), y ambos factores de estrés combinados en la 

inmunidad de las abejas melíferas (lisozima, glucosa oxidasa), vitelogenina y 

nivel de infección 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 días de intoxicación. La 

cuantificación relativa se realizó utilizando el RPS5 de abeja melífera como gen 

de referencia. Los resultados se muestran como diagramas de caja, incluida la 

mediana y los cuartiles de 25 y 75 %. 
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Para evaluar el impacto de dosis subletales de glifosato en el desarrollo de 

patógenos, 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 días post-infección. 

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 días, confirmando ese 

resultado. 

Las abejas de los grupos infectados con N. ceranae si desarrollaron infección 

por el microsporidio, y el nivel de infección fue similar en los dos grupos, a 7 y 14 

días post-infección (KW test, estadístico=4,48; p=0,21). El número de esporas llegó a 

3,7 x 106 ± 3,6 x 106 esporas/abeja y 5,1 x 106 ± 2,7 x 106 esporas/abejas en el grupo 

infectado con N. ceranae y en el grupo infectado y expuesto a glifosato, 

respectivamente. A los 14 días estos números alcanzaron 7,4 x 106 ± 1,2 x 106 

esporas/abeja y 6,5 x 106 ± 1,5 x 106 esporas/abeja, respectivamente (Figura 24). 

En el caso del DWV, tanto las abejas recién emergidas como las abejas del 

grupo control a los 7 días presentaron un bajo nivel de infección por este virus, 

indicando que las abejas estaban naturalmente infectadas (Figura 24). En ese tiempo, 

las abejas infectadas con N. ceranae rápidamente aumentaron el nivel de infección 

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 días, el glifosato solo o en interacción con N. ceranae estimularon la multiplicación 

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. Número 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 días post infección. 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 melíferas pertenecientes a 

los grupos de control (y glifosato). 
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6.3.4 Impacto de la intoxicación oral crónica con glifosato en la 

supervivencia de las abejas 

Por último, el glifosato, N. ceranae, así como ambos factores juntos afectaron 

significativamente la sobrevivencia de las abejas. Mientras que las abejas del grupo 

control lograron sobrevivir 30 días en las condiciones empleadas en este ensayo, la 

infección por N. ceranae y el consumo crónico de glifosato con la dosis subletal de 

10mg/L, disminuyeron significativamente la vida de las abejas (Log Rank test, 

estadístico=65,6 p<0,001) (Figura 25). La vida media (es decir, el tiempo en el que el 

50% de la población de abejas muere) se estimó en 20 días para las abejas del grupo 

control, 18 días para las abejas infectadas con N. ceranae, 23 días para las abejas 

intoxicadas con glifosato D1, 20 días para las abejas intoxicadas D1 e infectadas con 

N. ceranae, 13 días para las abejas intoxicadas con glifosato D2, 15 días 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 comparación con el grupo control. El consumo de jarabe 

de sacarosa por día 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 melíferas sometidas a exposición 

crónica de glifosato (5 y 10 mg/L), N. ceranae (100.000 esporas/abeja en el día 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) 

Relación de riesgo de las abejas melíferas sujetas a diferentes factores estresantes en 

comparación con el grupo de control de jarabe de sacarosa. 
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6.4 Discusión 
 

El glifosato es el herbicida más utilizado alrededor del mundo (Benbrook, 

2016), y su uso continúa en aumento (Battaglin et al., 2014; Rubio et al., 2014). Esto ha 

generado la contaminación de los cursos de agua, lluvia y aire, especialmente en 

áreas agrícolas. Las abejas melíferas se exponen a este herbicida a través de la 

recolección de polen, néctar o agua contaminada, y lo pueden transportar a la 

colonia contaminando a otras abejas, así como también al alimento (Johnson & Pettis, 

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

Estudios recientes han mostrado que la exposición a dosis subletales de 

glifosato genera una alteración de la composición 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 

administración con glifosato en las abejas (5 y 10 mg/L) en condiciones de 

laboratorio durante 5 días alteró la microbiota intestinal, siendo S. alvi la especie más 

afectada (Motta et al., 2018). En un trabajo posterior, estos mismos autores 

reafirmaron que la administración crónica con este herbicida (~1.7 mg/L a 170 mg/L) 

en abejas de 24 horas en condiciones de laboratorio, afectó la microbiota intestinal, 

siendo nuevamente S. alvi la especie más afectada (Motta et al., 2020a). Del mismo 

modo, en 2020 dichos autores evaluaron los efectos vía oral y tópico de varias 

concentraciones de glifosato solo o como una formulación 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 más 

afectada. 
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El mecanismo de acción del glifosato podría ser la inhibición 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 íleon formando un denso biofilm que podría 

bloquear el acceso de patógenos a las células epiteliales del hospedador (Powell et 

al., 2016). Además, S. alvi puede modular el sistema inmunitario de abejas melíferas 

(Kwong et al., 2017). La disminución 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, podría alterar la homeostasis de las abejas adultas, teniendo 

importantes consecuencias en la salud de las abejas melíferas. 

Por otro lado, el glifosato aumentó 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 melíferas 

(Engel et al., 2016; Raymann & Moran, 2018). Sin embargo, han sido aislados 

ocasionalmente del intestino de la abeja melífera, lo que sugiere que podrían 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 favorecerían la multiplicación 

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 melífera 

es resistente al herbicida.  
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En cuanto a G. apicola, Blot y colaboradores (2019) proponen que la especie 

podría tener distintas cepas con diferente susceptibilidad al glifosato, que puede 

estar relacionada con diferentes mecanismos de resistencia, incluyendo el eflujo y la 

degradación enzimática 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 observó un aumento en la abundancia de esta bacteria, 

mientras que en estudios previos encontraron una reducción (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 hipótesis ecológica 

para explicar esto, la reducción de algunas especies bacterianas podría liberar nichos 

ecológicos que serían ocupados por otros microorganismos. En este caso la 

reducción de S. alvi podría 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 melíferas bajo condiciones de laboratorio y de 

campo, la novedad de nuestro estudio es la evaluación simultánea del impacto del 

glifosato junto con N. ceranae, un microsporidio que afecta a las abejas salud y se 

encuentra comúnmente en las colonias de abejas (Higes et al., 2013). N. ceranae 

generó cambios en la microbiota intestinal de las abejas melíferas, 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 drásticamente su anatomía y fisiología (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 colonización por oportunistas, y 

microorganismos potencialmente patógenos. Además de eso, ambos factores juntos 

disminuyen la abundancia relativa de un miembro central importante, L. apis (Firm-

4).  

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

investigó su impacto en la inmunocompetencia y en el nivel de infección por 

 patógenos, así como la supervivencia de las abejas melíferas. El glifosato y N. 

ceranae aumentaron la expresión de lisozima, una enzima responsable de hidrolizar 

las paredes celulares bacterianas en animales, y promover la síntesis de péptidos 

antimicrobianos (Schneider, 1985). El glifosato también aumentó la expresión de 

glucosa oxidasa, una enzima responsable de producir uno de los principales 

componentes antibacterianos, peróxido de hidrógeno, al oxidar -d-glucosa a ácido 

glucónico 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 expresión de genes asociados a la inmunidad, posiblemente 

representando una respuesta fisiológica para mitigar los efectos negativos del 

envenenamiento (Zhao et al., 2020). Por otro lado, puede ser un efecto indirecto de la 

alteración de la microbiota intestinal. De todos modos, la activación del sistema 

inmune es energéticamente costosa (Zhao et al., 2020) y según nuestros resultados, 

esto no sería suficiente para superar la infección por DWV. De hecho, en este estudio 

encontramos que el glifosato favorecía la infección por DWV, lo que representa la 

primera evidencia de una interacción entre este herbicida y el virus ARN en la abeja 

melífera. El glifosato, N. ceranae y DWV redujeron severamente el nivel de expresión 

de vitelogenina, una enzima importante involucrada en la división del trabajo, la 

especialización en alimentación, la longevidad de la reina y la resistencia al estrés 

oxidativo (Amdam & Omholt, 2003; Nelson et al., 2007). Una disminución en el nivel 
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de vitelogenina se asocia con un forrajeo precoz y una vida más corta (Amdam & 

Omholt, 2003; Nelson et al., 2007). Por lo tanto, esta disminución en la expresión de 

la vitelogenina puede estar asociada con la reducción significativa en la 

supervivencia de las abejas.  

En conclusión, nuestros resultados confirman que la intoxicación crónica con 

dosis subletales de glifosato alteró la microbiota intestinal de las abejas melíferas y 

disminuyó la abundancia de miembros centrales como S. alvi. Cuando N. ceranae 

estuvo presente, el efecto fue más evidente, ya que la diversidad intestinal aumentó 

significativamente y la abundancia de otras bacterias centrales, L. apis, disminuyó. 

Aunque las abejas melíferas expuestas al glifosato desarrollaron una respuesta 

inmune, esas estrategias parecieron no tener éxito, ya que los niveles de infección 

por DWV aumentaron y la vida útil de las abejas melíferas se acortó 

significativamente.  

Además de afectar a la microbiota, también se demostró que las abejas 

tratadas con glifosato 10 mg/L desde los primeros días de su emergencia presentaron 

un ciclo de vida más 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 melíferas. 
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7. Consideraciones finales 

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

nuestras hipótesis de trabajo:  

La intoxicación crónica con dosis subletales de sulfoxaflor generó alteraciones 

en la estructura y composición de la microbiota intestinal de las abejas melíferas, 

incrementando el número de bacterias totales en el intestino. La intoxicación aguda 

si bien no generó cambios en el número de bacterias totales del intestino disminuyó 

la abundancia de Snodgrassella alvi y Lactobacillus spp., componentes principales de la 

microbiota. Además, la intoxicación con sulfoxaflor generó cambios en la expresión 

de péptidos antimicrobianos como la himenoptecina y la expresión de la enzima 

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

La intoxicación aguda y crónica con dosis de glufosinato de amonio en las 

abejas generó una disminución significativa en el número de bacterias totales en el 

intestino, afectando también la diversidad alfa y beta de la microbiota. La 

intoxicación crónica con el glufosinato de amonio redujo significativamente la 

expresión de la glucosa oxidasa. Estas alteraciones afectaron de forma significativa la 

supervivencia de las abejas, así como el consumo de jarabe de sacarosa de las 

mismas.   

Por último, tanto la intoxicación crónica con glifosato como la infección con 

esporas de N. ceranae alteraron la microbiota intestinal de las abejas. En particular, el 

glifosato disminuyó la abundancia de Snodgrasella alvi, bacteria implicada en la 

defensa frente a patógenos. Ambos factores generaron un aumento en la expresión 

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 infección por N. ceranae, pero sí incrementó el 

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

supervivencia de las abejas. 

Si bien los tres pesticidas evaluados tienen diferentes mecanismos de acción, 

la intoxicación con cualquiera de los tres terminó afectando la capacidad de las 

abejas de adaptarse a los diferentes ambientes, viéndose reflejada en una reducción 

de la supervivencia de las abejas melíferas. 

Teniendo en cuenta que las abejas son consideradas un excelente indicador de 

calidad ambiental, el impacto observado aún con dosis subletales de pesticidas en 

esta tesis nos hace reflexionar sobre el daño causado por estos productos en el 

ecosistema. Es necesario tomar medidas para reemplazar el uso del sulfoxaflor, 

glufosinato de amonio así como también del glifosato, por productos alternativos 

que sean menos dañinos y tóxicos para el ambiente, o implementar nuevas 

alternativas de cultivos para los polinizadores a fin de evitar pérdidas de abejas 

melíferas y preservar los polinizadores nativos que son esenciales para el 

mantenimiento de los ecosistemas.  

Como estrategias alternativas, se podría plantear:  

1. Empleo de biocontroles o controles biológicos de plagas en cultivos. 

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

que se complementen entre sí, 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 biológicas ya que alojarían las plagas del cultivo de interés con el fin 

de proteger los mismos (Hossain et al., 2017; Jackson, 2002). 
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La adopción de estrategias para reducir el uso de estos pesticidas en los 

cultivos puede contribuir a la conservación de los polinizadores y reducir la 

contaminación 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 intoxicación con dosis subletales de diferentes pesticidas en la microbiota 

intestinal, en la respuesta inmune de las abejas melíferas así 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 podrían afectar el sistema nervioso de estos 

insectos. Sería interesante estudiar cómo estos cambios afectan los mecanismos 

vinculados a las características sociales de la abeja como el aprendizaje y la 

orientación. 

Otra perspectiva interesante sería estudiar el efecto de estos pesticidas en los 

mismos parámetros pero en condiciones de campo, en colmenas expuestas a estos 

productos químicos.  

Por último, estos resultados sientan las bases para el desarrollo de nuevos 

proyectos en los que sería interesante evaluar cómo afectan otros pesticidas como 

por ejemplo funguicidas o acaricidas, así como también la combinación de más de un 

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